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RESUMO 

 

JARDIM, Felipe Sampaio. Avaliação de anticorpos bactericidas contra Neisseria 
meningitidis sorogrupos B e C em indivíduos saudáveis. 2011. 63f. Dissertação 
(Mestrado 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 meningitite bacteriana 
e septicepmia em todo o mundo, acometendo principalmente crianças menores que 
4 anos. No entanto, a infecção geralmente é assintomática em 10% a 35% da 
população, sendo estes indivíduos chamados de portadores. Os anticorpos líticos 
anti-meningococo estão correlacionados com proteção à DM. Assim, a geração e 
persistência de anticorpos líticos ou bactericidas têm sido freqüentemente avaliadas 
após a vacinação. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil sorológico de um grupo 
de doadores de sangue em relação à imunidade natural ao meningococo. Avaliamos 
a presença de anticorpos bactericidas contra MenB ou MenC e cepas mutantes de 
MenB que não expresavam PorA ou Opa, proteínas de membrana externa. A 
especificidade de IgG em soros com títulos positivos de anticorpos bactericidas foi 
avaliada pelo Western blot. O grupo amostral foi composto em sua maioria por 
indivíduos, do sexo masculino, indivíduos não fumantes, de idade de 18 a 56 anos. 
Cerca de 26% e 25% dos indivíduos possuíam títulos de anticorpos > 1:4 contra 
MenB e MenC, respectivamente. Indivíduos fumantes apresentaram títulos de 
anticorpos bactericidas ligeiramente maiores contra MenC em comparação com 
MenB. Em relação à idade, percebeu-se que o grupo de 31 a 56 anos possuía titulos 
de anticorpos líticos maiores que o grupo de idade inferior, porém, sem significância 
estatística. A proteína PorA, mas não Opa, foi um importante alvo dos anticorpos 
bactericidas. No entanto, as reações de Western-blot não demonstraram correlações 
entre o reconhecimento de PorA ou outra proteína conhecida com os títulos de 
anticorpos bactericidas. Concluindo, a amostragem utilizada sugere que um 
percentual elevado da população adulta do Rio de Janeiro está protegida contra a 
doença e PorA representa um importante  alvo dos anticorpos protetores. 
 
 
Palavras-chave: N. meningitidis B. Portadores. Doença meningocócica. Proteínas de 

membrana externa. Anticorpo bactericida.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 

JARDIM, Felipe Sampaio. Avaliação de anticorpos bactericidas contra Neisseria 
meningitidis sorogrupos B e C em indivíduos saudáveis. 2011. 63f. Dissertação 
(Mestrado em Microbiologia). Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011. 

 

 Neisseria meningitidis is one of the leading causes of bactericidal meningitis 
and septicemia worldwide, particularly in children less than four years old. However, 
infection is usually asymptomatic in 10 – 35% in population, a phenomenon known 
as carriage. Bactericidal antibodies (SBA) are correlated to protection to 
meningococcal disease (DM), so that the presence of these antibodies are frequently 
evaluated after vaccination. The aim of this study was evaluate the serologic profile 
of a group of blood donors of Rio de Janeiro. We evaluated the presence of SBA 
against serogroup B (MenB) and C (MenC) meningococci and mutants strains of 
MenB that do not express PorA or Opa, outer membrane proteins. The specificity of 
IgG in serum with  positive titlers of bactericidal antibodies was evaluated by western 
blot. The blood donors participants in this study was mainly men, no smokers, with 
age range 18 to 56 years old. About 26% and 25% of individuals had titlers of 
antibodies > 4, respectively, to MenB e MenC. Smokers showed higher titlers of 
bactericidal antibodies against MenC than MenB. Group of blood donors range 36 to 
56 years old had higher titlers than the group range 18 to 30 years old, however, 
without statistic significance. The proteins PorA, but not Opa, was a important target 
of bactericidal antibodies. However, the western blot do not demonstrate correlation 
between the PorA recognition and SBA. Together, this results suggest that there is a 
high protection in adult population of Rio de Janeiro against DM and PorA represents 
a important target to protectors antibodies. 
 
Keywords: Neisseria meningitidis. Inate immunity. Bactericidal antibody. Carriage. 
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 

 Neisseria meningitidis é um patógeno exclusivamente humano que pode 

causar meningite e septicemia com taxa de letalidade de cerca de 10% (Schneider 

et al., 2007; Waterbeemd et al., 2010). Tais dados se agravam quando comparamos 

a incidência de pessoas acometidas em relação à idade: crianças menores que 2 

anos de idade são particularmente mais suscetíveis a essa bactéria, provavelmente 

por não conseguirem elaborar uma resposta imunológica eficaz contra este 

patógeno.  

 N. meningitidis  tem como hospedeiro natural os seres humanos, sendo parte 

da flora normal da nasofaringe, funcionando assim como um reservatório. A infecção 

geralmente é assintomática em 10% a 35% da população, sendo estes chamados 

de portadores (Horton et al., 2005). Raramente a bactéria consegue acessar a 

correntente sanguínea, onde se multiplica e se espalha para outros sítios, 

especialmente o líquido cérebro-espinhal, produzindo a meningite bacteriana 

(Yazdankhah & Caugant, 2004).  

 A doença meningocócica (DM) continua, ainda nos dias de hoje, a ser um 

importante problema de saúde pública no mundo (Petola, 1984; Caugant & Maiden, 

2009). Quatro sorogrupos (B, C, Y e W135) de N. meningitidis são responsável pelos 

principais surtos de DM. Várias vacinas, como as baseadas na cápsula 

polissacarídica, se mostraram eficazes no combate a esta doença. Porém, isto não é 

válido para todos os sorogrupos. O principal desafio ainda é o combate ao 

meningococo B (Men B) para o qual ainda não há vacinas eficazes. As que já 

existem são baseadas em antígenos subcapsulares na forma de vesículas de 

membrana externa (OMVs) ou proteínas recombinantes (Jodar et al., 2002). 

 A explicação para a ineficácia na construção de vacinas polissacarídicas 

contra Men B está na constituição de sua cápsula. Além de ser pouco imunogênica 

devido a sua constituição química ela se mostra um importante fator de 

sobrevivência para o menigococo, já que se relaciona ao escape do sistema 

imunológico (Findlow et al., 2007).  

 No final da década de 60, Goldshneider et al (1969), demostraram, pela 

primeira a vez, a correlação entre a presença de anticorpos bactericidas para o 

meningococo e a proteção contra a D.M. Além disso, observou-se que, ao contrário 
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de adultos, crianças menores que dois anos não possuíam atividade bactericida em 

seus soros contra cepas patogênicas de N. meningitidis. Desta forma, o ensaio 

bactericida  foi recomendado em 1976 pela Organização Mundial da Saúde como o 

teste ouro para a avaliação da imunogenicidade de vacinas polissacarídicas (Borrow 

et al., 2005).  
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1 N. MENINGITIDIS: ASPECTOS MORFOLÓGICOS E CLASSIFICAÇÃO 

 

 

N. meningitidis é um diplococo gram-negativo, sendo geralmente não 

esporulado, imóvel e podendo conter ou não cápsula e pili. Entre as principais 

estruturas com importância na virulência, antigenicidade e imunogenicdade 

destacam-se a cápsula, proteínas da membrana externa (OMPs) e o lipo-

oligossacárideo (LOS). (Bovre 2004) 

 

 

1.1 Cápsula 

 

 

 Cepas de N. meningitidis virulentas possuem uma cápsula polissarídica, a 

qual permite ao organismo causar doenças invasivas, tais como bacteriemia e 

meningite. Cepas não encapsuladas que são frequentemente encontradas na 

nasofaringe, raramente causam infecção. (Harrion, 2010).  

 A cápsula é a base para a classificação da bactéria em sorogrupo. Dos 13 

diferentes tipos de cápsulas polissarídicas (A, B, C, D, H, I, K, L, W135, X, Y, Z, Z’ e 

M), somente seis frequentemente causam doenças: A, B, C, W-135, X e Y 

(Rosenstein et al., 2003; Girard et al., 2006).  

 O sorogrupo A é o principal responsável por endemias na África Subsaariana, 

no chamado “meningitis belt”. Também, foi responsável por surtos nas décadas de 

20 e 40 no Brasil (Harrison et al., 2009). O sorogrupo A é composto por N-acetil-D- 

manosamima-6-fosfato e N-acetilglucosamina-1-fosfato. Já os sorogrupos B, C, W-

135 e Y possuem cápsulas que são compostas por ácido siálico (ácido N-

acetilneuramínico). O sorogrupo B possui um tipo único, ácido poli α-2,8-N-acetil- 

neuraminico que 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). O meningococo possui a 

capacidade de modular seu fenótipo capsular através de recombinação genética. Tal 

fato permite à bactéria realizar variação de fase e antigênica o que lhe garante um 

importante atributo de virulência.   
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1.2 Proteínas de Membrana Externa (OMPs) 

 

 

 Várias OMPs são úteis para a caracterização de cepas de meningococo. A  

baixa atividade de anticorpos líticos que reconhecem estas proteínas determinam a 

susceptibilidade a infecção por N. meningitidis. As OMPs podem ser caracterizadas 

através do seu peso molecular após corrida em gel de eletroforese (SDS-PAGE), em 

cinco classes estruturais: Classe 1 ou PorA (45-47 Kd), classe 2 (40-42 Kd) ou 3 (37-

39 Kd), são denominadas de PorB, classe 4 (32-34 Kd) ou RmpM (Reduction 

modifiable Protein) e classe 5 (26-29 Kd) ou Opa (Fasch et al., 1987). 

 PorA e PorB funcionam como porinas com seletividade, respectivamente, 

para cátions e ânions. (Tommassen et al., 1990). Todos os meningococos 

expressam PorB e a maioria das cepas expressa PorA (Tsai et al., 1981). As 

diferenças imunológicas encontradas em PorB e PorA são a base para uma 

classificação do micro-organismo em sorotipos e sorosubtipos, respectivamente 

(Frasch et al., 1987). 

 PorA foi identificada como o principal antígeno capaz de induzir anticorpos 

bactericidas após vacinação contra MenB (Milagres et al., 1998; Wedege et al., 

1998), porém, apresenta variação antigênica importante entre as cepas circulantes, 

principalmente entre o sorogrupo B. Além disso, foi observado que algumas cepas 

não expressam o gene porA (Ende et al., 2000; Harrison et al., 2006). 

 PorA possui duas regiões antigenicamente variáveis, VR1 e VR2 que exibem 

grande diversidade dentro da população, com 196 VR1 e 534 VR2 variações 

peptídicas descritas até o momento. (Filippis et al., 2007). Estas VRs são  os 

epítopos reconhecidos por anticorpos monoclonais no sistema de tipagem. 

A OMP de classe 4, também conhecida como RmpM é expressa 

constitutivamente na membrana externa do meningococo. Esta proteína é 

antigenicamente invariável sendo sua função ainda desconhecida na patogênese ou 

fisiologia do micro-organismo (Rosenqvist et al., 1999). 

O meningococo também expressa proteínas de classe 5 codificadas por 4 loci 

(opaA, opaB, opaD, e opaJ), genericamente chamadas de Opa (opacity-associated 

proteins). Estas proteínas são adesinas que exercem um importante papel nas 

interações com a mucosa epitelial e endotelial, permitindo que o patógeno fique 

aderido à mucosa e, por conseguinte, seja capaz de invadir e alcançar a corrente 
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sanguínea. Esses efeitos são mediados por interações com membros das moléculas 

de adesão celular carcinoembriônicas (CEACAM) (Callaghan et al., 2006). 

 

 

1.3 Lipo-oligossacarideos (LOS) 

 

  

 N. meningitidis, assim como outras bactérias Gram-negativas, possui uma 

endotoxina 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 lipo-oligossacarídeo (LOS) (Yazdankhah 

& Caugant, 2004). Tal LOS mantém o core conservado composto por heptose 

fosfato e 2-ceto-3-desoxi-D-octonato (KDO), ligados ao lipídio A. Em N.meningitidis 

LOS contém duas cadeias polissacarídicas α e ß.  A primeira tem se mostrado mais 

importante, visto conter Lacto-N-neotetraose (LNT) a qual é idêntica a um antígeno 

humano.  
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2 PORTADORES E DOENÇA MENINGOCÓCICA  

 

 

 A infecção assintomática (estado de portador) por N. meningitidis incide em 

cerca de 10 a 35% da população adulta (Siamak & Caugant, 2004). Por ser parte da 

flora normal da nasofaringe, esse sítio funciona como um reservatório, funcionando 

também como sitio de transmissão da bactéria. (Schneider et al., 2007). A relação 

entre portadores e a progressão para a doença invasiva não é completamente 

entendida (Sim et al., 2000; Caugant & Maiden, 2009).  

O atual entendimento da epidemiologia do estado de portador de N. 

meningitidis é baseado principalmente em amostras recolhidas por swabs de 

nasofaringe. No entanto, um estudo recente mostrou que a taxa de portadores pode 

ser subestimada quando usa-se métodos convencionais, como swab nasofaríngeo. 

Por uso de imunohistoquímica, para detecção de N. meningitidis em pacientes 

submetidos à retirada de tonsilas, foi observado que o meningococo estava presente 

em 45% das amostras, enquanto que somente 10% foram positivas pela cultura de 

swabs de nasofaringe (Sim et al., 2000; Siamak & Caugant, 2004). Assim, novos 

métodos como detecção por Real-time PCR estão sendo desenvolvidos.(Sacchi et. 

al., 2011). 

O conhecimento sobre a duração do estado de portador é limitado já que 

muitos estudos são baseados somente em técnicas fenotípicas para a 

caracterização da cepa em questão, feito somente por um período determinado, não 

avaliando o aparecimento de outras possíveis cepas ao longo do estudo (Siamak & 

Caugant, 2004). No entanto, várias publicações demostraram que a duração do 

estado de portador pode variar de 2 meses para mais de 9 meses (Gold et al., 1978; 

Bencic et al., 1991; AlaÁldeen et al., 2000). De Wals et al. (1983) encontraram uma 

correlação entre o tempo de duração do estado de portador e sorogrupos: MenB, 

16.2 meses e MenC, 18 meses. Em 2008,  Glitza et. al., relataram que a duração do 

estado portador  foi de 5.5 meses e de 2 meses em 22% e 33%, respectivamente, 

de adolescentes de 15 a 18 anos. 

 Apesar da alta incidência de portadores do meningococo, podendo chegar a 

35% em adolescentes (Horton et al., 2005; Caugant & Maiden, 2009), a DM é rara, 

com baixas taxas de incidência. Com exceção de indivíduos imunocomprometidos, 
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com deficiência em algum componente do sistema complemento, indivíduos 

imunocompetentes raramente apresentam a doença.  

 A idade é um dos mais importantes aspectos que influenciam nas taxas de 

indivíduos portadores. Outros fatores, tais como, gênero masculino, infecções 

coincidentes de origem viral e bacteriana, ser fumante ativo, baixo status sócio-

economico e frequentar locais confinados aumentam o risco de ser um portador do 

meningococo. (Welsh & Granoff, 2007). 

 A prevalência do estado de portador varia com a idade, sendo maior em 

adolescentes e menores em crianças (Trotter et al., 2006). Foi mostrado que a taxa 

de portadores em crianças > 4 anos de idade é menor que 3%, porém aumenta para 

24 – 37% no grupo de 15 a 24 anos para então decair para menos que 10% nos 

grupos mais velhos.( Blackwell et al, 1990; Caugant et al., 1994). Horton et. al. 

(2005) demonstraram que os níveis de IgA na saliva de voluntáios aumentavam 

conforme a idade, sendo maior em indivíduos maiores de 18 anos. A taxa de 

portadores é maior no grupo de idade de 15 a 18 anos, grupo que apresenta alta 

incidência de DM. (Pollard, 2004). No entanto, outros fatores que não a idade, 

podem estar correlacionados, como hábitos tabagistas e entrada na universidade ou 

no serviço militar (Balmer et al. 2002; Kvalsvig et al., 2003). 

 Desta forma, fatores de risco como ser ou não fumante foram alvos de 

estudos que tentaram mostrar a correlação do estado de portador e a prevalênca da 

D.M. Observou-se que ser fumante, seja ativo ou passivo, é um fator de risco que 

aumenta a possibilidade de indivíduos se tornarem portadores do meningococo e 

desenvolverem a DM (Davies et al. 1996). Horton et. al.(2005), demonstraram que 

os níveis de IgA na saliva de fumantes são maiores do que em não fumantes, o que 

indiretamente sugere que este grupo de indivíduos apresenta maior taxa de 

portadores. Porém, como citado acima, para fumantes passivos, a exposição indireta 

ao fumo, principalmente em crianças, pode estar também associada com o 

desenvolvimento de DM. 

 Grupos como militares e estudantes universitários estão sob outro fator de 

risco: a convivência em ambientes confinados e aumento da proximidade e contatos 

sociais que aumentam o risco de transmissão do meningococo e, por conseguinte, 

aumenta o risco de se tornar portador. Em estudo realizado na Noruega, a taxa de 

portador entre uma tropa de militares foi maior que 70% (Caugant et al 1992). Um 

estudo de monitoramento realizado na Polônia na primavera e outono de 1998 
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mostrou que a taxa de portadores entre recrutas militares foi dinâmica, com taxas de 

portadores variando de 36 a 61% dentro de um período de 2 meses (Tyski et al., 

2001).  

 É percebido também que a taxa de portador de N. meningitidis aumenta 

rapidamente entre estudantes universitários no primeiro mês do ano acadêmico e 

muito deste crescimento acontece logo na primeira semana (Neal et. al., 2000). Um 

estudo prévio antes e durante um surto de meningococo C dentro de uma 

universidade, mostrou que, contra MenC, os anticorpos são direcionados contra a 

capsula polissacarídica, preferencialmente. No entanto, a presença de anticorpos 

bactericidas contra MenB correlacionou-se diretamente contra a porina PorA 

(Jordens et al., 2004). Observa-se também que a prevalência de portadores de N. 

meningitidis é geralmente maior dentro de contatos domiciliares de pacientes 

acometidos pela doença do que na população em geral (Cardenosa et. al., 2001). 

Foi obeservado que 50% dos portadores que conviviam com indivíduos acometidos 

pela DM, apresentavam a mesma cepa destes pacientes (Yazdankhah & Caugant, 

2004).  

 Para que se caracterize o estado de portador deve haver a colonização da 

nasofaringe. Esta pode ser feita por várias espécies, patogênicas ou não, que 

competem pelo sítio. Entre as não patogências a mais discutida é Neissieria 

lactamica, que tem sido relacionada ao desenvolvimento de imunidade natural 

idade-dependente contra N. meningitidis. Ela é prevalente na nasofaringe de  

crianças de 18 meses de idade chegando a mais de 40% no primeiro ano de vida 

(Cartwright et al., 1987; Bennett et al., 2005). Nestas idades é raro o isolamento de  

meningococo na nasofaringe (Evans et al., 2010). No entanto, N. lactamica se torna 

menos freqüente com o aumento da idade e N. meningitidis torna-se prevalente. 

Corroborando esta idéia, Vaughan et al. (2008) observou que os títulos de 

anticorpos bactericidas contra o menigococo, bem como, de IgG aumentam. 

 Tal exposição a bactérias comensais ou não pode gerar reatividade cruzada, 

aumentando o nível de imunidade contra o meningococo durante a infância. 

(Troncoso et al., 2000; Sanchez et al., 2001). Desta forma, o estado de portador de 

meningococos comensais, especialmente Neisseria lactamica, é associado com 

altos títulos de anticorpos contra N. meningitidis, com a redução do estado de 

portador do meningococo em jovens e a reduzida freqüência de DM (Vaughan et al., 

2008). Isto se deve, em parte, a grande presença de estruturas homólogas nas duas 
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espécies tanto que, soro de camundongos imunizados com N. lactamica e 

posteriormente com N. meningitidis foi capaz de matar o meningococo (Troncoso et. 

al., 2000). 

 Em outro estudo, 61 estudantes que receberam doses intranasais de uma 

suspensão de N. lactâmica, foram capazes de gerar IgA na saliva e IgG no soro 

contra este organismo. Além disso, a colonização induziu reação cruzada gerando 

anticorpos com atividade opsonofagocítica contra N. meningitidis (Evans et al., 

2010).  

 Neste contexto, N. lactamica, ao contrário de N. meningitidis, mantém uma 

relação comensal com o hospedeiro portador na ausência de resposta imune 

adaptativa. Isto pode prolongar o período de susceptibilidade a colonização por 

bactérias não patogênicas e patogênicas, como o meningococo (Vaughan et al., 

2008). 

 A ausência de cápsula em N. lactamica indica que OMPs e LOS são os 

principais antígenos indutores de imunidade cruzada. (Sanchez et. al. 2002).  
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3 EPIDEMIOLOGIA 

 

 

 Uma importante característica do meningococo é sua epidemiologia variável. 

A incidência e ocorrência de surtos epidêmicos sofre flutuações cíclicas, além disso, 

a distribuição por sorogrupos no globo é altamente regional. Assim, podemos 

observar que os sorogrupos B, C e Y são muito comuns nas Américas. Na áfrica, há 

o “cinturão de meningite”, no qual o sorogrupo A é bem comum, mas também há 

surtos de sorogrupos C, W-135 e X. Na Europa, os grupos B e C são os mais 

prevalentes. Na Ásia, A e C são os mais comuns. (Jodar et al., 2002) 

 O Meningococo B é o primeiro motivo de preocupação em países 

industrializados, onde tem sido responsável por epidemias de DM (Stephens et al., 

2007). 

 Dentre as pessoas mais acometidas, há grupos de risco definidos como 

estudantes universitários no primeiro ano de faculdade que vivem em dormitórios, o 

consumo de álcool, o tabagismo e infecções respiratórias. Indivíduos com deficiência 

no sistema complemento e outras formas de imunossupressão têm um risco maior 

de incidência da DM.  

 A idade é um fator de risco de grande interesse no estudo da doença 

meningocócica. A incidência de DM é maior entre crianças menores que 2 anos de 

idade, adolescentes e idosos. Nos Estados Unidos cerca de metade dos casos de 

DM em crianças é causada por Men B e 75% da doença que ocorre em indivíduos 

maiores que 11 anos de idade são causadas pelos sorogrupos C, Y ou W-135 

(Poland, 2010).   

 A maioria das informções sobre DM no Brasil vem de São Paulo e Rio de 

Janeiro. O Brasil tem, historicamente, problemas com o sorogrupo A com surtos 

epidêmicos registrados já nas décadas de 20 e 40 (Moraes et al., 2005). Na década 

de 70, o Brasil teve a experiência de dois grandes surtos epidêmicos, um causado 

por sorogrupo C e outro por sorogrupo A, em 1971 e 1974, respectivamente. Na 

década de 90, o cenário foi praticamente dominado pelo sorogrupo B, sendo para 

isso, iniciada uma campanha de vacinação contra este sorogrupo nos anos 

subsequentes.(Moraes et al., 1992). 

Atualmente, a DM ocorre com incidências de 1 a 2 casos por 100.000 habitantes e a 

letalidade corresponde a 19,4% (SINAN/SVS/MS, 2005), onde o sorogrupo B é o 
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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. (Brasil, 2009). Entre as 

cepas de menB prevalecem os fenótipos 4,7:P1.19,15 e 4,7P1.7,1. Entre as cepas 

de MenC prevalece nos últimos anos o fenótipo 23:P1.14-6. (Lemos et. al., 2006)  
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4 TRANSMISSÃO E PATOGÊNESE 

 

 

 A mucosa naso-orofaringeana é o único reservatório natural de N. 

meningitidis, cuja transmissão de pessoa a pessoa se dá através de contato direto 

ou através de perdigotos. A sobrevivência da bactéria no perdigoto parece estar 

associada às condições climatológicas, tais como temperatura e umidade (van 

Deuren et al., 2000). 

 Para o meningococo colonizar a nasofaringe, ele deve aderir à superfície da 

mucosa, utilizar os nutrientes disponíveis no local e evadir do sistema imune do 

hospedeiro (Yazdankhah & Caugant, 2004). 

 Alguns fatores de sobrevivência do meningococo se dão através de 

modulação de antígenos de superfície que está diretamente ligado a transferência 

de genes alelos ou até mesmo fragmentos de genes adquiridos dentre moléculas 

DNA de outras cepas de Neisseira (Hill et al., 2005). Entre os mais comuns está a 

variação de fase de genes ligados a síntese da cápsula polissacarídica (Segal et al., 

1986). Desta forma, a bactéria pode facilitar sua adesão à superfície da mucosa 

nasofaríngea quando desliga genes relacionados a síntese da cápsula, deixando de 

expressá-la. Isto é corroborado quando observamos que a maior prevalência entre 

portadores de N. meningitidis na nasofaringe se dá por cepas não capsuladas 

(Vaughan et al., 2008). É descrito também que há troca de cápsula (por 

transferência gênica) entre cepas, como MenC e MenB. Isto pode estar relacionado 

a pressão seletiva que MenC recebe após repetidos programas de vacinação contra 

esta cepa (Stephens et al., 2007). 

  Após modulação de cápsula, o pili tipo IV, responsável pelo contato inicial, 

adere à mucosa através do receptor CD46 (proteína co-fatora de membrana), que é 

expresso em todas as células humanas, exceto em eritrócitos. Além disso, está 

relacionado com a aquisição por bactérias de moléculas de DNA no meio. As 

proteínas associadas à opacidade (Opa e Opc) se ligam ao receptor CD66 e aos 

receptores proteoglicanos, respectivamente, levando ao rearranjo das moléculas de 

actina e, consequentemente, a mudanças na conformação do citoesqueleto 

(Gonzalez et al., 2004).  Outras várias novas adesinas têm sido descritas. Entre elas 

está NadA (adesina de Neisseria A) que interage com células epiteliais e se mostra 

importante na geração de imunidade, revelando-se uma proteína candidata na 
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constituição de vacinas (Capecchi et al., 2005). Duas outras proteínas como NhhA e 

App (proteínas de adesão e invasão) podem contribuir como fatores de virulência a 

bactéria, sendo expressas em cepas patogênicas de N. meningitidis (Hill et al., 

2010).  

 Durante a invasão, diversos fatores bacterianos modulam o metabolismo das 

células da mucosa. A ligação do pili e das proteínas de opacidade aos seus 

receptores levam à transdução de sinais para a célula hospedeira. Além disso, o 

meningococo secreta IgA1 proteases responsáveis pela clivagem específica de 

IgA1. Através do estímulo da degradação de uma glicoproteína de membrana nos 

endossomos e lisossomos, as IgA1 proteases também promovem a sobrevivência 

da bactéria nas células epiteliais (van Deuren et al., 2000). 

 A entrada do meningococo na corrente sangüínea é provavelmente mais 

freqüente do que clinicamente reconhecida, mas é usualmente temporária (Tzeng & 

Stephens, 2000). A sua sobrevivência e proliferação dependem, particularmente, de 

fatores de virulência ou de defeitos na resposta do hospedeiro. N. meningitidis 

possui um mecanismo de aquisição de ferro através de proteínas ligadoras de 

transferrinas. No entanto, o fator de virulência mais importante para a sobrevivência 

do meningococo no sangue é a cápsula polissacarídica, que protege contra a lise 

mediada pelo complemento e a fagocitose pelos neutrófilos (van Deuren et al., 

2000). 
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5 PREVENÇÃO E TRATAMENTO 

 

 

 O tratamento de escolha da DM é a administração parenteral de antibióticos 

ß-lactâmicos, tais como cefalosporinas e penicilinas, para os quais resistência é 

pouco reportada. (Findlow et al., 2007; Hill et al., 2010). A quimioprofilaxia limita 

surtos epidêmicos quando administrada rapidamente a contatos próximos 

 Medidas preventivas contra vários sorogrupos tem sido avaliadas por um 

período considerável na forma de vacinas baseadas em polissacarídeos, porém, 

apesar de estimular produção de anticorpos protetores, tal medida não gera 

memória imunológica de longo prazo (Voer et al., 2010). Outras vacinas conjugadas 

com polissacarídeos ligados à proteínas carreadoras e  baseadas em OMVs 

também são empregadas. Esta última principalmente no combate e prevenção de 

DM causada por Men B. 

 

 

5.1 Vacinas  

 

 

 Goldschneider et al. (1969) destacaram o papel central dos anticorpos líticos 

anti-meningococo na proteção contra a DM. Consequentemente, a geração e 

persistência de anticorpos líticos ou bactericidas têm sido frequentemente avaliadas 

após a vacinação (Holst et al., 2003; Gioia et al., 2005; Feiring et al., 2006). De tal 

importância, esta medida é usada para avaliar a efetividade de vacinas 

polissacarídicas e aconselhada pela Organização Mundial da Saúde.(Welsh & 

Granoff, 2007). Tendo isto como princípio, vacinas polissacarídicas como a 

monovalente (A ou C), a bivalente (A/C) e a tetravalente (A, C, Y e W-135) foram 

construídas. Estas estimulam uma resposta imune com produção de anticorpos 

específicos para os polissacarídeos incluídos na vacina. Apesar da alta 

soroconversão e eficácia, a resposta de anticorpos é curta e varia com a idade e 

com o polissacarídeo sorogrupo-específico contido na vacina (Pace & Pollard, 2007). 

Além disso, os polissacarídeos purificados demonstraram ser um fraco imunógeno 

em crianças menores de dois anos de idade, faixa etária de maior incidência da DM 

e a duração da imunidade induzida foi considerada limitada e idade-dependente 
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(Gold et al., 1977), sem mencionar a necessidade de várias doses da vacina o que a 

torna inviável economicamente. Apesar das suas limitações, as vacinas 

polissacarídicas têm sido usadas exclusivamente no controle de epidemias nos 

países do “cinturão da meningite” na África (Stephens et. al, 2007).  

 Tendo em vista tais fatos, estudos iniciaram a conjugação destes 

polissacarídeos com proteínas carreadoras, como o toxóide tetânico ou CRM197 (um 

peptídeo mutante relacionado ao toxóide diftérico). Tais vacinas polissacarídicas 

conjugadas foram introduzidas no Reino Unido em 1999 e logo adotada 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, 2005; Trotter et al., 2006) e se 

mostraram seguras e imunogênicas em crianças pequenas, induzindo memória 

imunológica e diminuindo o estado d portador, resultando, portanto, numa resposta 

timo-dependente, ao contrário das vacinas polissacarídicas que produzem respostas 

timo-independente. Assim, há a produção de anticorpos de alta afinidade e a 

geração de memória imunológica, como células B de memória específicas para os 

antígenos polissacarídicos. (Trotter et al., 2004). No Brasil, segundo o programa 

nacional de imunizações do Ministério da Saúde, a vacina conjugada anti-MenC foi 

introduzida na rede publica a partir de 2010. 

 Contra Men B, não há uma vacina protetora universal. Men B possui um 

polissacarídeo capsular que é similar ao ácido siálico presente na membrana de 

células humanas. Portanto, vacinas polissacarídicas são ineficazes mesmo quando 

conjugadas a proteínas carreadoras. Esforços em construir uma vacina contra Men 

B têm focado em antígenos não capsulares, tais como os presentes nas vesículas 

de membrana externa (OMV) e LOS (Pizza et al., 2000; Zimmer & Stephens, 2006).  

 A proteína PorA foi identificada como o principal alvo de anticorpos 

bactericidas induzidos por vacinas OMVs (Milagres et al., 1998; Wedege et al., 1998; 

Milagres et al., 2000). Contudo, é altamente variável entre linhagens de Men B 

circulantes. Por essa razão, o “Netherlands Vaccine Institute” desenvolveu uma 

vacina hexavalente com OMVs baseada em cepas modificadas de N. meningitidis 

que expressavam múltiplos subtipos de PorA, incluindo um total de 6 subtipos de 

PorA, dos quais os subtipos incluídos na vacina foram: P1.7,16; P1.5,2; P1.19,15; 

P1.5c,10; P1.12,13; P1.7h4. Porém, alguns fenótipos foram mais imunogênicos que 

outros e a vacina não foi para os testes clínicos finais (Kleijn et al., 2000).  
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Outras vacinas constituídas por OMV foram desenvolvidas com sucesso no 

controle de surtos da doença causada pelo menigococo B em Cuba (Sierra et. al., 

1991) e Noruega (Bjune et al., 1991). Porém não foram capazes de proteger 

crianças menores que 4 anos de idade quando administradas em duas doses (Jodar 

et.al., 2002). No Brasil, esta vacina, após imunização em massa de crianças de 3 

meses a 6 anos de idade, mostrou eficácia de 74% para crianças acima de 4 anos, 

47% para crianças de 2 a 4 anos, não havendo proteção para crianças menores que 

2 anos. (Moraes et. al., 1992). Porém, vacinas compostas por OMVs da cepa 

prevalente continuam sendo a principal estratégia para conter epidemias contra 

MenB (Trotter et al., 2007). 

   A partir disto, novas abordagens têm sido feitas já que o desenvolvimento de 

vacinas contra MenB continua sendo um desafio em todo o mundo. Com o 

seqüenciamento do genoma bacteriano, todas as proteínas codificadas por um 

micro-organismo tornaram-se disponíveis, possibilitando descobrir novos alvos para 

construção de vacinas. Tal método, possibilitou o surgimento da vacinologia reversa. 

(Mariel et al., 2008). Em um estudo recente, feito em crianças, administrou-se uma 

vacina recombinante contra MenB utilizando-se três proteínas principais: adesina A 

de Neisseria (NadA), proteína ligadora de fator H ( fHBP) e antígeno ligador de 

heparina (NHBA), formulados ou não com OMV. Os resultados mostraram que as 

vacinas foram imunogênicas contras cepas expressando NadA e fHBP homologas. 

Contudo, observou-se que a construção com OMVs foi mais eficaz, apresentando 

maior imunogenicidade ( Findlow et al., 2010). 
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6 RESPOSTA IMUNOLÓGICA AO MENINGOCOCO  

 

 

 A proteção contra infecções causadas por N. meningitidis depende da 

imunidade inata, em particular, do funcionamento do sistema complemento. Além 

disso, a resposta imune humoral é essencial para a proteção contra a bactéria 

(Vermont & Dobbelsteen, 2002). A natureza precisa da imunidade natural ao 

menigococo 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 imunidade adquirida. (Pollard. & Frasch, 2001). 

 Na imunidade inata, a medida de prevenção contra N. meningitdis caracteriza-

se pela capacidade da bactéria de ativar o sistema complemento (Borrow et al., 

2005). Uma vez que o meningococo atravessa a barreira da mucosa da nasofaringe, 

neutrófilos são as primeiras células do sistema imune encontradas. Tais células 

contribuem para eliminação da bactéria em indivíduos durante a fase aguda de 

infecção quando a imunidade adaptativa ainda não tenha se estabelecido (Schimitt 

et. al., 2009).  

 Estudos in vitro, indicavam que o LPS, que está associado ao choque séptico, 

parece ser um dos maiores estimulantes da liberação de citocinas inflamatórias 

durante o curso da infeção. (Moller et. al., 2005). Receptores do tipo Toll-like (TLR) 

foram descritos como um grupo de receptores do sistema imune inato que 

reconhece estruturas comuns a muitos diferentes patógenos e algumas moléculas 

endógenas. Um dos mais importantes é o TLR4 que faz a transdução de sinais de 

reconhecimento de moléculas de LPS presente em bactérias Gram-negativas 

(Ingalls et al., 2000)  

 Dentre as porinas de N. meningitidis que estão presentes em OMV, a principal 

é a PorA. Ela é capaz de estimular a produção de altas quantidades de IgA 

específica na saliva de humanos (Horton et al., 2005) Além disso, outros estudos 

demostraram que PorA é uma proteína altamente imunogênica e induz a geração de 

anticorpos bactericidas sorosubtipos específicos em indivíduos adultos. (Pollard & 

Frasch, 2001). Em relação a MenB, estudos tem demonstrado uma associação entre 

atividade bactericida para o sorogrupo B de N. meningitidis e a presença de 

anticorpos para PorA  (Jordens et al., 2004). 
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  Recentemente, Trotter et. al., (2007) demostraram associação entre a 

incidência de doença causada por MenB e ausência de títulos de anticorpos 

bactericidas > 4 para crianças de 3 a 11 meses. Porém, diferente do que é 

esperado, 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. Tais mecanismos incluem a 

maturação cronológica do sistema complemento pela via alternativa (Ferriani et. al. 

1999), aquisição de anticorpos bactericidas com títulos < 4 (Welsh & Granoff, 2007) 

e atividade de opsonização (Plested & Granoff, 2008).  

 A imunidade adquirida para o meningococo envolve a ativação de linfócitos B 

(LB) e de linfócitos T (LT) específicos. Embora a imunidade protetora contra N. 

meningitidis seja baseada em anticorpos bactericidas (Vermon & Van den 

Dobbelstenn, 2002), os LT desempenham um importante papel na regulação da 

resposta imune, incluindo a estimulação dos LB para a produção de anticorpos. São 

também responsáveis pela aquisição de memória imunológica e ativação de células 

fagocíticas que destroem a bactéria. (Romagnani, 2000). OMPs tais como PorA, 

Opa, Opc presentes em OMVs são capazes de estimular a proliferação in vitro de LT 

após vacinação ou infecção (Vermon & van den Dobbelstenn, 2002) Weirtz et al 

(1996) demosntraram que há uma hierarquia crescente na imunogenicidade destas 

moléculas, sendo as proteínas Opa as mais imunogênicas, seguidas por Opc e 

PorA. Soma-se a isto, a produção de citocinas pelos LT, como, IL-12 e interferon 

gama (IFT-γ) que podem modular o perfil da resposta T-dependende com 

predominância de células T helper 1 (Th1). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 30 

7 OBJETIVOS  

 

 

7.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar o perfil sorológico de um grupo de doadores de sangue em relação a 

imunidade natural ao meningococo.  

 

 

7.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar os principais fatores de risco a D.M, como sexo, idade, hábitos 

tabagistas, alistamento militar e sua relação com a presença de 

anticorpos bactericidas contra meningococo nos soros de doadores;  

b) Avaliar o nível de imunidade natural do grupo em estudo, procurando 

identificar diferenças nos títulos de anticorpos contra as cepas de 

MenB e MenC; 

c) Avaliar o nível de imunidade natural do grupo em estudo, procurando 

identificar diferenças nos títulos de anticorpos e sua relação com a 

presença ou não de duas proteínas de membrana externa, PorA e Opa. 
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8 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

8.1 Cepas de N. meningitidis   

 

 

 Utilizou-se no trabalho 5 cepas de meningococo: Cu385 (B:4,7:P1.19,15), 

usada na  construção da vacina VA-MENGOCBC®; H355 (B:15:P1.19,15), do 

mesmo subtipo (PorA) que a cepa vacinal, mutantes derivadas da H355; PorA- e 

Opa-.  A cepa de MenC utilizada foi a N79/96 (C:2b:P1.10). 

 

 

8.2 Soros de doadores do banco de sangue 

 

 

 Soros de doadores de sangue (banco de sangue UERJ) foram cedidos pelo 

Prof. Dr Paulo Damasco e Prof. Dra Ana Luiza M. Guaraldi, UERJ os quais 

coletaram os sangues no ano de 2002 para análise de anticorpos anti-toxóide 

diftérico (Damasco et al., 2005). Utilizamos 60 soros na análise de anticorpos anti-

MenB e 64 na análise para MenC. A idade dos pacientes variou de 18 a 56 anos.  

 

 

8.3 Cultivo da bactéria 

 

 

 O inóculo bacteriano estocado a -70ºC em TSB (Difco) acrescido de glicerol e 

lactose a 10% foi semeado em placa de Agar soro (TSB + 2% agar + 1% soro de 

cavalo) e incubado por 16 a 18 horas a 37ºC em atmosfera com 5% CO2 (método da 

vela). Após este tempo, o inóculo foi repicado novamente em placa de Agar soro 

para crescimento de 4 horas a 37ºC em 5% de CO2 para uso em fase logarítmica de 

crescimento.  
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8.4 Ensaio bactericida  

 

 

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

crescimento de 4 h preparou-se uma suspensão bacteriana em PBS mais soro 

albumina a 0,3% (PBS/BSA), em presença de 0,98 mM de cálcio e 1mM de 

magnésio. Mediu-se a Densidade Óptica (D.O) até que se alcançasse a medida de 

0,5 em 590nm o que equivale a 1x109 uFC/ml. Tal suspensão foi diluída, 

posteriormente, até a concentração final de 5x103.UFC/ml. 

 Para a reação bactericida, soros de pacientes (previamente inativados a 56ºC 

por 30 minutos) foram diluídos serialmente em placa de 96 poços em PBS/BSA 

0,3%. A reação final (50 µL) continha 25 µL de soro diluído, 12,5 µL de soros 

humanos como fonte de complemento diluído 1:2, 12,5 µL de suspensão bacteriana 

a 5 x 103 UFC/ml. A reação foi incubada por 30 minutos. Em seguida, acrescentou-

se à placa, TSB/agar 0.9% contendo antibióticos (Vancomicina, 3 µg/mL; Colistina, 

7,5 µg/ mL; Nistatina, 12,5 U/mL; Trimetoprin 5 µg/ml) (VCNT; Difco). A placa foi 

incubada a 37ºC por 16 a 18 horas em 5% de CO2. Contou-se o número de UFC em 

cada poço da placa com o auxílio de um microscópio estereoscópio (40x), sendo o 

título definido como a maior diluição capaz de matar 50% de colônias. Como 

controle positivo foi utilizado um pool  de soros de camundongos obtidos após a 

vacinação com a VA-MENGOC-BC, cujo título foi previamente determinado. Como 

controle negativo e controle da ativação do complemento pela via alternativa 

utilizamos poços contendo bactéria, tampão e complemento ativo ou inativo.  

 

 

8.5 Extração das vesículas de membrana externa (OMVs) de MenB 

 

 

 A extração de OMVs foi realizada como descrita anteriormente (Tsai et al., 

1981). O inóculo bacteriano, estocado a -70C, foi semeado em ágar soro e 

incubado a 37C por 16 horas em microaerofilia. O crescimento bacteriano foi, 

então, semeado em um balão com TSB e incubado por aproximadamente 4 horas a 

37C sob agitação (200 rpm; Environ Shaker, Lab-line, USA). Em seguida, 10 ml 



 33 

deste crescimento foram inoculados em 150 ml de TSB e incubados a 37C por 16 

horas sob agitação (200 rpm). 

Após o período de incubação, o crescimento bacteriano foi inativado a 56C 

por 40 minutos e centrifugado a 15.400 x g por 20 minutos a 4C, a fim de 

sedimentar as células. Desprezou-se o sobrenadante e as células foram 

ressuspensas em solução de cloreto de lítio 0,2 M e acetato de sódio 0,1 M , pH 6,0 

(5 ml/g de peso úmido celular). Após acrescentar pérolas de vidro, incubou-se a 

50oC sob agitação (200 rpm) por 2h. Seguiu-se centrifugação, como descrito 

anteriormente. O sobrenadante foi coletado e submetido à ultracentrifugação (50.000 

x g/75 minutos/4C), obtendo a sedimentação das OMVs. 

O sedimento contendo as OMVs foi ressuspenso com aproximadamente 1 ml 

do tampão Tris 10 mM, pH 8. Adicionou-se 1% de sarcosyl (Calbiochem, USA), 

mantendo-se à temperatura ambiente por 30 minutos com agitações ocasionais. 

Adicionou-se tampão Tris e seguiu-se nova centrifugação a 50.000 x g por 75 

minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi novamente descartado, sendo o sedimento 

ressuspenso em tampão Tris. 

  Os restos celulares foram removidos por centrifugação a 7.500 x g por 3 

minutos e adicionou-se 0,02% azida sódica e 1% de glicerol. As OMVs foram, então, 

estocadas a – 20C. A quantificação de proteínas totais foi realizada pelo método de 

Lowry e a pureza do antígeno foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) (Tsai et al., 1981) 

 

 

8.6 SDS-PAGE e análise do perfil das proteínas da membrana externa (OMPs) 

 

 

Para a análise qualitativa do perfil das OMPs da cepa de MenB (Cu385), os 

extratos foram submetidos à corrida eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) (10%), segundo Laemmli (1970). 

Para a corrida eletroforética, volumes iguais da amostra e tampão (Tris 1,5 M 

pH 8,8 contendo 4% de dodecilsulfato de sódio (SDS), 20% de glicerol, 10% de 

mercaptoetanol e 2% azul de bromofenol) foram misturados e submetidos a 100oC 
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por 5 minutos. Além das amostras, foi adicionado um padrão de peso molecular 

(Invitrogen, Life Technologies).  

A eletoforese foi realizada em mini-géis (7x8 cm, 0,75 mm de espessura). Após 

a corrida eletroforética a 200 V por aproximadamente 50 minutos o gel foi corado por 

Coomassie Blue G-250 (Sigma, Steinhein, Germany) e pela prata (Short Protocol in 

Molecular Biology) 

 

 

8.7 Western Blot  

 

 

Esta técnica foi utilizada para a análise da especificidade dos anticorpos 

contra as principais OMPs de MenB presentes nos soros com títulos de anticorpos 

bactericidas > 4 (n = 15) e outros com títulos de 1:2 (n = 4).  

Como descrito anteriormente por Silva Jr et al. (2007), inicialmente, as OMPs, 

80 μg por gel, foram transferidas para papel de nitrocelulose (BioRad, poro 0,45 μm) 

a 250 mA por 2 horas, mantendo-se o sistema a 4oC. O tampão utilizado na 

transferência foi Tris 0.025M, glicina 0,19 M e metanol 20%, pH 8,5. Após a 

transferência, o papel foi corado com corante de Ponceau para confirmar a presença 

das proteínas e cortado em fitas de aproximadamente 3 mm. 

Para a reação imunológica, as fitas foram bloqueadas com PBS-leite 5% por 

30 minutos. Seguiu-se com a incubação dos soros testes e controles diluídos a 

1:200 na própria solução de bloqueio, à temperatura ambiente por cerca de 18 h e 

sob agitação. Controles positivos e negativos foram utilizados em todas as reações. 

Após este período as fitas foram lavadas 4 vezes por 4 minutos com PBS e 

incubadas com o segundo anticorpo; anti-IgG+IgM+IgA (Ig total) humana conjugado 

a peroxidase (KPL) diluído a 1:13.000 em PBS/leite. Após incubação por 1,5 horas a 

37oC, nas mesmas condições descritas acima, as fitas foram lavadas e se adicionou 

o substrato enzimático (0,05% de H2O2 30%) e o reagente de cor (4% de 3-amino-9-

etil carbazol, 1% em N,N-dimetilformamida) em tampão acetato (0,05 M) pH 5,0. 
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8.8 Análise estatística 

 

 

 Os níveis de significância das diferenças entre os grupos foram examinadas 

por testes t pareado e não pareado (testes paramétricos). Para dados não 

paramétricos foi usado teste Maan-Whitney (amostras não pareadas) ou Wilcoxon 

para testes pareados. Estas análises foram realizadas com programa GraphPad 

Prism, versão 4.02. P<0.05 foi considerado significativo.  

 



 36 

9 RESULTADOS 

 

 

9.1 Características gerais da amostragem 

 

 

 A Tabela 1 apresenta o perfil geral de 56 doadores de sangue, dos quais 

obtivemos um questionário preenchido, no qual perguntou-se sobre a idade, sexo, 

alistamento militar e hábitos tabagistas. Além disso, registrou-se o número de 

habitantes e de cômodos na casa em que residem.  

 Tais informações tornam-se importantes já que este estudo se propõe a 

investigar o perfil sorológico de um grupo de representativo da população adulta da 

cidade do Rio de Janeiro. Nesta amostragem, destaca-se que houve maior 

freqüência de indivíduos do sexo masculino, atigindo 71% do total. Quanto ao 

alistamento militar, 25% dos indivíduos participaram do serviço militar, todos 

homens. Em relação à idade, esta variou de 18 a 56 anos, sendo que a média das 

idades dos indivíduos testados foi de 33 anos e mediana de 32 anos. Um perfil mais 

detalhado das idades será testado mais a frente quando dois grupos foram 

separados: um de 18 a 30 anos e outro de 31 a 56 anos. Tal preocupação com o 

perfil torna-se evidente quando observamos que os principais fatores de risco à D.M 

são o sexo, sendo o masculino mais acometido pela D.M do que mulheres; a 

presença em locais de aglomeração de pessoas, como em quartéis; e a proximidade 

e o convívio próximo das pessoas (Moraes et al., 2005; . Pollard et al., 2004) 

 

 

 

 

 



 37 

Tabela 1 – Características gerais dos doadores de sangue  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sexo (n; %)

0.8

14; 24

15; 25

Idade (média; mediana) 33; 32

Total 56

M (40; 71); F(18; 29)

Nº Hab. / cômodo

Fumante (n; %)

Serviço Militar (n; %)
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9.1.1 Perfil de fumantes e não fumantes entre os doadores  do banco de sangue 

 

 

 Tendo em vista o tabagismo como um fator de risco ao desenvolvimento de 

D.M, decidimos investigar a proporção de fumantes e não fumantes no grupo 

amostral, buscando uma correlação com os títulos de anticorpos bactericidas e os 

hábitos de fumantes.   

  A tabela 2 expõe o perfil do grupo fumante e não fumante quanto às 

informações gerais adquiridas através de um questionário. Nesta tabela, 

observamos que 42 (75%) dos indivíduos testados eram não fumantes. Sendo a 

idade entre os dois grupos similar quanto à média e mediana.  

 Para avaliar uma possível influência do hábito tabagista na presença ou não 

de anticorpos bactericidas contra MenB e MenC, foi feita uma análise estatística da 

mediana dos títulos de anticorpos bactericidas nos soros testados. Primeiro, 

comparou-se a mediana dos títulos entre fumantes e não fumantes contra as duas 

cepas separadamente, ou seja, títulos de anticorpos bactericidas contra MenB em 

fumantes versus títulos contra MenB em não fumantes. Nesta primeira análise, as 

medianas apresentaram valor igual 1.5. O mesmo repetiu-se para MenC e 

obtivemos medianas de valor 1. Em seguida, avaliamos de forma cruzada os títulos 

obtidos contras as duas cepas nos dois grupos de fumantes e não fumantes. Ou 

seja, comparamos os títulos obtidos contra MenB em fumantes versus títulos obtidos 

contra MenC também em fumantes. O mesmo foi feito para o grupo dos não 

fumantes. No entanto, nenhuma das análises gerou significância estatística.  
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Tabela 2 - Características da amostragem de fumantes e não fumantes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sexo Total

M (n, %) = 8; 57%

F  (n, %) = 6; 43%

M (n, %) = 30; 71%

F  (n, %) = 12; 29%

Idade (média; mediana)

Fumantes

Não Fumantes

Nº Hab. / cômodo Serviço Militar

0.6 3; 21% 33,4; 31.5 14

0.8 12; 28% 34.1; 34 42
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9.1.2 Distribuição dos títulos de anticorpos bactericidas por idade dos doadores do 

banco de sangue 

 

 

 A Tabela 3 apresenta a distribuição dos títulos de anticorpos bactericidas 

contra a cepa Cu385 (MenB), por idade. Como alguns soros possuíam dados de 

idade, mas não as informações gerais usadas acima, estes foram usados da mesma 

forma e por isso há um número de maior de soros testados nesta análise em relação 

à idade, como pode ser visto na Tabela 4. A idade dos doadores variou de 18 a 56 

anos e por isso dois grupos de 18 a 30 anos e de 31 a 56 anos foram formados e 

comparados quanto às médias e medianas dos títulos de anticorpos bactericidas 

obtidos em cada grupo.  

 Observou-se que os grupos responderam de forma similar, já que a média e 

mediana de títulos bactericidas contra a cepa Cu385 dos grupos de 18 a 30 anos foi, 

respectivamente, de 2,6 e 2; e de 31 a 56 anos, respectivamente, de 2,4 e 1. 

Também não houve diferença na proporção de indivíduos que apresentou títulos 

protetores de anticorpos bactericidas: o grupo de 18 a 30 anos teve 25% dos 

indivíduos com títulos > 4; já o grupo de 31 a 56 anos apresentou 24% dos 

indivíduos com títulos > 4. A análise estatística não revelou significância quanto a 

mediana dos títulos dos dois grupos.  

 Como mostrado na Tabela 3, a análise da distribuição dos títulos de 

anticorpos bactericidas contra a cepa MenC N79/96 (C:2b:P1.10), da mesma forma 

que em MenB, apresentou resultados similares quando comparamos os valores das 

medianas entre os grupos de 18 a 30 anos e de 31 a 56 anos. O primeiro 

apresentou média e mediana, respectivamente, de 2,2 e 1; já o grupo de 31 a 56 

anos apresentou, respectivamente, 6,6 e 1. A análise estatística não revelou 

significância quanto a mediana comparada entre os dois grupos.  
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Tabela 3 – Distribuição dos títulos de anticorpos bactericidas anti-MenB  (cepa 

Cu385) e anti-MenC (cepa N79/96) por idade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Idade

MenB MenC

18 - 30 anos 31 - 56 anos 18 - 30 anos 31 - 56 anos

Média 2.2 2.4 2.2 6.6

Mediana 2 1 1 1

% títulos > 4 25 24 14 27

% títulos > 8 3.7 6 11 18

total 27 33 27 33
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9.2 Análise do perfil sorológico dos indivíduos testados 

 

 

9.2.1 O nível imunidade dos soros testados  

 

 

A Tabela 4 detalha os resultados obtidos com todos os soros dos pacientes  

quanto aos títulos de anticorpos bactericidas contra as cepas de MenB e Menc. 

Em geral, os títulos variaram de 0 a 16 contra MenB e 0 a 64 contra MenC. 

Para se ter uma visão do perfil sorológico dos pacientes testados, analisou-se a 

proporção de indivíduos que apresentou títulos de anticorpos bactericidas > 4 ou 8, 

títulos considerados protetores contra N. meningitidis. Uma proporção de 26% dos 

soros apresentaram títulos de anticorpos bactericidas > 4 contra a cepa de MenB e 

25% contra MenC. No entanto, um percentual bem maior de soros tinham títulos de 

anticorpos bactericidas > 8 contra MenC (17% versus 7% para MenB).  

Em relação aos soros com títulos >= 4 contra MenB foi obtida a média e 

mediana, com valores de 2.1 e 2, respectivamente. Já para MenC foi obtida média e 

mediana, respectivamente, de 5 e 1. Os valores altos de MenC quanto à média 

podem ser explicados pela presença de alguns indivíduos que obtiveram títulos 

altos, de até 64, o que aumenta os valores da média.  

A média geométrica dos títulos de anticorpos bactericidas contra MenB e 

MenC também foi avaliada e é mostrada na Figura 1. Não houve diferença 

significativa entre os títulos de anticorpos bactericidas contra as duas cepas. 
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Tabela 4 – Perfil do nível de imunidade dos soros testados quanto a presença de 

anticorpos bactericidas contras as cepas MenB e MenC de N. 

meningitidis 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Títulos de anticorpos bactericidas contra cepas MenB (n = 60) e MenC (n 

= 64) nos soros de pacientes do banco de sangue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os pontos representam cada individuo e seus respectivos soros. A média geométrica e o 
erro padrão são mostrados. 
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9.2.2 Avaliação do perfil sorológico dos doadores frente a diferentes cepas de MenB 

e suas mutantes  

  

 

A imunogenicidade de algumas OMPs, como PorA e Opa, já é largamente 

descrita na literatura. (Silva Jr et al., 2006). Visto isto, analisou-se os títulos de 

anticorpos bactericidas contra a cepa Cu385 e uma cepa homóloga H355 e suas 

mutantes H355 PorA-, que não expressa a  PorA, e H355 Opa-,  que não expressa 

Opa ou OMP de classe 5.  

  A Figura 2 apresenta a média geométrica obtida entre os títulos de anticorpos 

bactericidas dos soros dos doadores contra a cepa Cu385 e H355. A figura mostra 

que não houve diferença significativa nos títulos de anticorpos contra as duas cepas. 

A partir de tais resultados, pudemos comparar num segundo momento, o perfil 

sorológico dos pacientes frente às cepas mutantes, usando como referência a cepa 

original H355.  

 

Figura 2 – Títulos de anticorpos bactericidas contra a cepa Cu385 (n =19) e H355 (n 

=19) em soros de doadores de banco de sangue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Legenda: Os pontos representam pacientes e seus respectivos soros. A média geométrica e o erro 

padrão são mostrados.  
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A Figura 3 apresenta a distribuição dos títulos de anticorpos bactericidas 

medidos contra as três cepas supracitadas. Observou-se que as médias 

geométricas desses títulos contra H355 e H355 Opa- foram significativamente 

diferentes da média geométrica encontrada contra a cepa H355 PorA-, indicando a 

importância desta proteína na imunidade natural ao meningococo. Tal resultado 

ja´foi descrito para indivíduos imunizados com as vacinas OMVs. Porém, quando 

comparou-se as médias geométricas dos títulos de anticorpos bactericidas contra 

H355 e H355 Opa- não foi encontrada diferença significativa.  

 

Figura 3 – Títulos de anticorpos bactericidas contra a cepa H355 e suas respectivas 

mutantes H355 PorA-  e H355 Opa-  em soros de doadores de banco de 

sangue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os pontos representam pacientes e seus respectivos soros. A média geométrica e o erro 
padrão são mostrados.  

 

 

 

 

 

 

H
35

5

H
35

5 
P
or

A-

H
35

5 
op

a-
0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

T
ít
u
lo

 b
a
c
te

ri
c
id

a

* 



 46 

9.2.3 Avaliação da reatividade de IgG nos soros dos doadores do banco de sangue 

com OMPs de MenB 

 

 

 Para avaliar a especificidade de IgG anti-MenB presente nos soros dos 

indivíduos empregamos a reação de imunoblot.  A Figura 4 mostra o perfil das 

OMPs presentes nas OMVs utilizadas nesta técnica. Destacam-se as 5 principais 

OMPs descritas para o meningococo: PorA, PorB, RmpM ou OMP4 e Opa ou OMP5. 

  

Figura 4 – Perfil de proteínas presentes nas OMVs. Perfil eletroforético das proteínas 

de membrana externa das OMVs extraídas da cepa Cu385 de N. 

meningitidis B em  gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)  

 

 

 

 

  

A figura 5 mostra a reatividade de IgG de alguns dos 19 soros selecionados 

para esta análise. Estes 19 soros possuíam títulos de anticorpos bactericidas que 

variaram de 2 a 16. A primeira fita (M), Figura 5 representa a reatividade dos 

anticorpos monoclonais contra PorA e OMP4, utilizados como marcadores das 

respectivas proteínas. 

Observamos pela figura que dentre os soros testados, 2 (10.5%; indivíduos 7 

e 8; Fig.5A) reconheceram fortemente a proteína PorA e apresentaram título de 

anticorpos bactericidas igual a 1:2.  
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M 

PorA 

OMP4 

C+ 2 3 4 6 5 

Títulos 1:4 

C+ 2 1 

PorA 

Títulos 1:2 

Doze (63%) indivíduos reconheceram a PorA com intensidades semelhantes 

àquelas mostradas nas fitas 4, 5 e 6. Portanto, cerca de 26% dos soros não 

reconheceram PorA, como exemplifacado nas fitas 2 e3.  

Em relação a PorB, observamos que 8 (67%) indivíduos reconheceram a 

proteína fracamente como mostra as fitas 4 e 5 (Fig.5A). Conforme pode ser visto na 

Figura 5 (fitas 3-7) uma proteína de alto peso molecular (no topo da fita) foi 

reconhecida pela maioria dos soros testados (83%), assim como diversas outras 

proteínas acima da PorA. Não identificamos nenhuma reação positiva com a 

proteína OMP4, mas observamos reatividade em todos os soros com uma banda de 

baixo peso molecular, sugestiva de ser a molécula de LOS ou Opa. A Figura 5B 

mostra a reatividade dos soros com os maiores títulos de anticorpos e não houve 

reconhecimento forte de PorA. Observamos também que soros com títulos 1:2 

reconheceram PorA e PorB fracamente e diversas outras proteínas. Desta forma 

não encontramos correlações entre o reconhecimento de PorA ou outra proteína 

conhecida com os títulos de anticorpos bactericidas. 

 

Figura 5 – Reatividade de IgG (Western-blot) de soros de doadores com diferentes 

títulos de anticorpos bactericidas contra OMPs da cepa Cu385 
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Legenda: A) soros com títulos de anticorpos bactericidas de 1:4 e 1:2; B) soros com títulos de 
anticorpos bactericidas de 1:8 e 1:16. M = reação com os anticorpos monoclonais anti-
PorA e OMP4; C+ = soro de um indivíduo vacinado contra MenB (VA-MENGOC-BC

®
), 

com título de anticorpo bactericida = 1:256, utilizado como controle positivo em todas as 
reações.  

 

 

 

9.3 Prevalência dos sorogrupos B e C no Rio de Janeiro antes e após a coleta 

dos soros 

 

 A figura abaixo mostra o número de casos confirmados de MenC e MenB no 

Rio de Janeiro, anos 2000 a 2007.  

Observamos uma queda gradual dos casos por sorogrupo B, com diferenças 

importantes nos anos de 2006 e 2007. De forma interessante, a prevalência do 

sorogrupo C teve aumentos visíveis nos anos de 2004 a 2006. No ano de 2002, o 

numero de isolados do sorogrupo B foi cerca de 3 vezes maior que o de sorogrupo 

C. 
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Fonte: COVER-SINAN/DEVEP/SVS/MS.  
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10 DISCUSSÃO  

 

 

Apesar da disponibilidade de agentes antimicrobianos eficazes contra N. 

meningitidis, a DM continua sendo um dos principais problemas de Saúde Pública 

em todo o mundo (Borrow et al., 2005). Dentre os vários sorogrupos de N. 

meningitidis causadores de doenças, MenB é o de maior preocupação, já que as 

vacinas desenvolvidas até o momento, compostas por OMVs, apresentaram eficácia 

bastante limitada (Jodar et al., 2002).  

 Em estudo das características do perfil fenotípico de N. meningitidis no 

período de 1990 a 2001 (Lemos et. al., 2006), ano imediatamente inferior ao da 

coleta de soros usados neste estudo, mostrou-se que, em todo o período, o fenótipo 

B:4:P1.19,15, o mesmo usado nesta dissertação, foi predominante contando com 

54% dos isolados de MenB. Cerca de 34% dos isolados de 1990 a 2001 era do 

sorogrupo C. O fenótipo  C:2b:P1.10 foi responsável por surtos no Rio de Janeiro 

entre os anos de 1994 e 1996 [Barroso et al., 1996]. A partir de 97 surgiu um nopvo 

fenótipo. C:23:P1.14-6 (Lemos et al, 2006) Estes dados justificam o uso, neste 

estudo, de cepas de MenB e MenC na pesquisa da imunidade natural ao 

meningococo. 

O conhecimento da imunidade natural ao meningococo é importante para a 

pesquisa de potenciais alvos antigênicos e também para se conhecer a história da 

circulação dos diferentes fenótipos da bactéria na população. Há registros de 

aumento da taxa de portador em períodos prévios ao início de epidemias 

(Yazdankhah & Caugant, 2004). Este estudos também colaboram para revelar a 

dinâmica portador versus D.M e entender o potencial efeito de programas de 

controle como a vacinação (Christensen et al., 2010). 

Nesta dissertação analisamos o perfil sorológico de um grupo de indivíduos 

doadores de sangue quanto a presença de imunidade natural (anticorpos 

bactericidas) e as características gerais da população como descritas acima. 

 Na primeira parte deste trabalho, buscamos apresentar um perfil geral da 

amostragem dos indivíduos estudados. Este perfil levou em conta fatores de risco 

para o desenvolvimento de DM descritos na literatura (Findlow et al., 2007; Welsh & 

Granoff, 2007; Rezaei et al., 2010). Primeiramente, nós avaliamos a influência do 

tabagismo. Aqui neste estudo confrontamos as medianas dos títulos de anticorpos 
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bactericidas contra MenB e MenC nos grupos fumantes e não fumantes.Valores 

ligeiramente maiores de títulos de anticorpos bactericidas contra MenB e MenC 

foram encontrados em doadores fumantes quando comparados com os não 

fumantes. Os dados da literatura mostram maiores títulos de anticorpos em 

indivíduos fumantes (Davies et al., 1996; Lee et al., 2010). Estes títulos maiores 

podem estar relacionados à maior susceptibilidade de indivíduos fumantes em 

serem portadores do meningococo, já que a defesa da mucosa deve estar 

prejudicada. 

Em seguida, partimos para uma análise da distribuição dos títulos de 

anticorpos bactericidas por idade, já que este é um dos mais importantes fatores que 

influenciam na taxa de indivíduos portadores de MenB. Não observamos diferenças 

significativas entre os 2 grupos etários estudados, mas o ideal seria que tivéssemos 

indivíduos dentro da faixa etária dos adolescentes e crianças, o que envolveria uma 

outra população que não doadores de sangue. A ausência de significância 

estatística também pode estar associada ao baixo número amostral.   

Títulos de anticorpos bactericidas > 4 são considerados protetores contra o 

MenC, mas ainda há dúvidas quanto ao título protetor para o MenB (Goldschneider 

et al, 1960; Yazdankhah & Caugant, 2004; Borrow et al., 2005). Nossos dados 

mostraram uma tendência de indivíduos mais velhos (31 a 56 anos), possuírem 

maior índice de proteção quando comparado com os indivíduos mais novos (18 a 30 

anos) (Tzeng & Stephens, 2000).  

 Partindo para o objetivo principal deste estudo, iniciamos uma série de 

análises levando em conta os títulos bactericidas contra MenB e MenC. Foi 

encontrado num primeiro momento, resultados similares quanto à mediana dos 

títulos contra as duas cepas bacterianas. Porém, a média dos títulos bactericidas 

contra MenC foi cinco vezes maior que contra MenB. Isto pode ser explicado pelo 

valor alto de alguns títulos medidos que chegaram ao valor de 64, enquanto que em 

MenB o maior título foi de 16. A porcentagem de títulos > 8 foi também maior em 

MenC do que em MenB. Isto mostra que pode haver uma maior susceptibilidade na 

população ao meningococo B do que ao meningcoco C. Tal fato pode ser explicado 

pela baixa imunogenicidade do polissacarídeo capsular de MenB. (Wyle et al., 1972; 

Borrow et al., 2005). É visto também que adultos possuem baixos níveis de 

anticorpos no soro contra polissacarídeo capsular de MenB e baixas respostas 

bactericidas contra antígenos não capsulares Além disso, altos níveis de anticorpos 
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podem ser encontrados contra cápsula polissacarídica de meningococo A e C em 

adultos (Horton et al., 2009). Os dados epidemiológicos mostraram que MenB era 

cerca de 3 vezes mais prevalente que MenC em 2002. No entanto, a partir de 2003, 

a freqüência de MenC começou a se elevar, atingindo os maiores níveis em 2004 e 

2006. Desde 2002, MenC prevalece sobre MenB na maioria dos Estados do Brasil. 

(SINAN/SVS/MS(b)). Embora nossos dados revelem um percentual similar de 

indivíduos com títulos de anticorpos bactericidas > 4 para MenB e MenC, é 

interessante observar que um maior percentual (17%) de indivíduos tinham títulos de 

anticorpos > 8 contra MenC quando comparados com MenB (7%). Se esta diferença 

tem alguma implicância na crescente prevalência de MenC a partir de 2003 merece 

estudos adicionais. 

 A especificidade da resposta de anticorpos bactericidas foi avaliada através 

do emprego de cepas mutantes de PorA e Opa. Os resultados desta dissertação, 

mostraram que os títulos de anticorpos bactericidas contra a cepa PorA- foi 

significativamente inferior a cepa original (H355) indicando um papel proeminente 

desta proteína na imunidade natural ao meningococo, conforme já descrito na 

literatura para indivíduos vacinados (Milagres et al., 1998; Wedege et al., 1998; 

Milagres et al., 2000). Estudos anteriores sobre imunidade de portadores também 

mostrou associação entre atividade bactericida contra MenB e a presença de 

anticorpos contra a PorA (Silva Jr, et al., 2005). Outro estudo com universitários, 

mostrou que alguns indivíduos apresentaram redução significativa nos níveis de 

anticorpos bactericidas contra cepas PorA (Jordens et al., 2004). No entanto, em um 

estudo que mediu os níveis de anticorpos IgA na saliva de estudantes, mostrou  a 

presença de anticorpos contra cepas de meningococo que não expressavam PorA, 

indicando  que, além de PorA, outros antígenos como PorB podem estar envolvidos 

na resposta de IgA de anticorpos (Horton et al., 2005). Não observamos diferenças 

significativas nos títulos de anticorpos bactericidas quando a cepa Opa- foi utilizada. 

No entanto, esta proteína é muito importante para a colonização da nasofaringe e 

talvez a pequena expressão de Opa na cepa H355 tenha influenciado a não 

detecção de anticorpos líticos específicos para a mesma. Alternativamente, esta é 

uma proteína que apresenta grande variação antigênica e variação de fase, o que 

dificulta a detecção da resposta imune específica. 

  Para fazer uma análise qualitativa da reatividade de IgG anti-meningococo 

dos soros, utilizamos a reação de Western-blot. Em geral, houve uma fraca 
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reatividade de IgG com PorA e PorB, diferente da resposta de vacinados (Milagres, 

1994). Não observou-se correlações importantes entre as reações de Western-blot e 

os títulos bactericidas.  

 Em suma, esta dissertação mostrou a existência de uma elevada taxa (cerca 

de 25%) de indivíduos adultos com imunidade protetora aos dois sorogrupos de 

meningococo prevalentes na região e no país (sorogrupos B e C). Outra informação 

importante foi que os anticorpos bactericidas presentes nos soros destes indivíduos 

apresentaram um forte reconhecimento de PorA, a proteína que tem sido destacada 

na indução de anticorpos líticos em indivíduos vacinados. 
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CONCLUSÕES 

 

 

a) Detectou-se proporções similares (~ 25%) de doadores de sangue com títulos 

de anticorpos bactericidas anti-MenB e anti-MenC, apesar da grande 

diferença na prevalência de MenB em relaçao a MenC;  

b) Em geral, os títulos de anticorpos contra MenC foram maiores que contra 

MenB; 

c) Embora sem significância estatística houve uma tendência de hábitos 

tabagistas estarem associados com a presença de anticorpos bactericidas 

especialmente contra MenC; 

d) Dentro da faixa etária estudada (18 a 56 anos) observou-se que uma maior 

proporção de indivíduos mais velhos  (31 a 56 anos) possuía anticorpos 

bactericidas contra MenC; 

e) PorA mostrou ser importante na geração de imunidade natural contra o 

meningococo, pois sua ausência foi associada com baixos índices de títulos 

de anticorpos contra MenB; 

f) Não observou-se correlações importantes entre as reações de Western-blot e 

os títulos de anticorpos bactericidas.  
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