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RESUMO

Silva, Flavia de Paiva. Utilizacdo da tecnologia multiparamétrica por
Citometria de fluxo para deteccdo dos niveis de Imunoglobuliba G total
induzida pelos polissacarideos de Neisseria meningitidis grupos A, C e W. Rio
de Janeiro, 2019. Dissertagdo (Mestrado Profissional de Formacdo para a
Pesquisa Biomédica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho —
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

O desenvolvimento de novas vacinas meningococicas contra
Neisseria meningitidis, em cada pais, depende das cepas circulantes, custo e
disponibilidade. O ELISA tem sido muito utilizado na avaliagdo da poténcia e
estabilidade em estudos pré-clinicos e clinicos destas vacinas. Porém o ELISA
¢ laborioso, sua avaliacdo ¢ monoparamétrica e apresenta alto percentual de
coeficiente de variacdo (CV). Mediante a estes fatores, o presente trabalho
propde uma avaliagdo multiparamétrica, por citometria de fluxo para a deteccao
de titulos de IgG total induzidos pelos polissacarideos dos grupos A, C e W de
Neisseria meningitidis, em soros de camundongos sui¢cos imunizados com a
vacina tetravalente ACWY conjugada comercial, onde foi analisado o tempo
de execucdo do teste, a sensibilidade, e a capacidade de processamento de
varias amostras, sendo fatores adequados para tornar-se um teste alternativo
ao ELISA. Enquanto, o ELISA foi capaz de detectar os titulos de IgG total
induzidos pelos polissacarideos somente a partir da segunda dose da vacina, a
citometria de fluxo detectou titulos apds a primeira dose, com diferenca
estatistica significativa quando foram comparados a amostra pré-imune (TO)
(p<0,0001). A analise monoparamétrica e a multiparamétrica, por citometria de
fluxo, foram altamente correlacionaveis na analise dos titulos de IgG induzidos
pelos trés antigenos polissacaridicos, sugerindo que ndao ocorreu uma
interferéncia entre os antigenos adsorvidos as microesferas utilizadas na
deteccao dos anticorpos. A metodologia de referéncia (ELISA) apresentou uma
alta correlagdo com a metodologia proposta (citometria de fluxo) (PSA r =
0,9885; PSC r= 0,9912; PSW r = 0,9775) para os trés polissacarideos, porém
com uma diferencga significativa (p<<0,0001) devido ao periodo inicial de
deteccao dos titulos de anticorpos, sugerindo uma maior sensibilidade da
citometria de fluxo e com isso, mostrando-se um teste com probabilidade de

ser utilizado como alternativa ao ELISA nos estudos pré-clinicos e clinicos das



vacinas conjugadas e combinadas .

Palavras chaves: Vacinas combinadas, ELISA e Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

Silva, Flavia de Paiva. Use of the multiparametric technology by flow cytometry to detect
the levels of total Inmunoglobulin G induced by Neisseria meningitidis polysaccharides
groups A, C and W. Rio de Janeiro, 2019. Dissertation (Professional Master of Training
for Biomedical Research) - Carlos Chagas Filho Institute of Biophysics - Federal
University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The development of new meningococcal vaccines against Neisseria
meningitidis in each country depends on the circulating strains, cost and
availability. ELISA has been widely used in the evaluation of potency and
stability in preclinical and clinical studies of these vaccines. However the ELISA
is laborious, its evaluation is monoparametric and presents high coefficient of
variation. By means of these factors, the present work proposes a multiparametric
evaluation, by flow cytometry for the detection of total IgG titers induced by the
polysaccharides of groups A, C and W of Neisseria meningitidis, in sera from
Swiss mice immunized with the tetravalent ACWY vaccine conjugate, where it
was evaluated the test run time, the sensitivity, and the processing capacity of
several samples, being positive factors to become an alternative test to the ELISA.
While the ELISA was able to detect the total IgG titers induced by the
polysaccharides only from the second dose of the vaccine, flow cytometry
detected titers after the first dose, with a statistically significant difference when
comparing the preimmune sample (TO0) (p <0.0001). The monoparametric and
multiparametric analysis, by flow cytometry, were highly correlated in the
analysis of the IgG titers induced by the three polysaccharide antigens, suggesting
that there was no interference between the antigens adsorbed and the
microspheres used in the detection of the antibodies. The reference methodology
(ELISA) showed a high correlation with the proposed methodology (flow
cytometry) (PSA » = 0.9885; PSC r = 0.9912; PSW r = 0.9775) for the three
polysaccharides, but with a statistically significant difference (p <0.0001) due to
the initial period of detection of antibody titers, suggesting a greater sensitivity
of flow cytometry and showing a test likely to be used as an alternative to ELISA in the

preclinical and clinical studies of conjugate and combined vaccines.

Keywords: Combined vaccines, ELISA and Flow cytometry.
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1-INTRODUCAO

A doenga meningococica ¢ um problema de saude publica mundial devido as elevadas
taxas de letalidade. Ocorre endemicamente em todos os paises do mundo, com alguns surtos
epidémicos (WHO, 2015; HOURI et a/ 2017), porém a doenga ¢ rara comparada com a alta
prevaléncia de transmissdo (KUGELBERG, GOLLAN & TANG, 2008). O agente causador,
Neisseria meningitidis, foi isolado pela primeira vez por Anton Weichselbaum, que observou a
bactéria no fluido cérebro-espinhal e deu o nome de Diplococcus intracellularis
(WEICHSELBAUM, 1887).

Em paises industrializados a incidéncia da doenca invasiva, ¢ de um a cinco casos por
100.000 individuos, porém ¢ maior em paises em desenvolvimento e durante epidemias em
populagdes afetadas. Estima-se a ocorréncia de pelo menos 500.000 casos da doenga
meningococica por ano no mundo, com cerca de 50.000 obitos. Geralmente acomete criangas e
adultos jovens, mas em situagdes epidémicas, a doenga pode atingir pessoas de todas as faixas
etarias (CARTWRIGHT, NOAH & PELTOLA, 2000; WHO, 2015; MACNEIL, BENNETT &
FARLEY, 2015).

A maior frequéncia da enfermidade se registra na Africa sub-sahariana no chamado
cinturdo da meningite, que vai desde oeste do Senegal até a Etiopia (WHO, 2015.1). As
epidemias ocorrem geralmente durante a estacdo seca, entre dezembro e junho. Um surto
epidémico pode demorar de dois a trés anos, embora seja interrompido durante as estacdes
chuvosas. Nesta regido sao comuns incidéncias de 100 a 800 casos em cada 100.000 pessoas, o
que ¢ agravado pela insuficiéncia de cuidados com a saude. Nesta regido se declaram epidemias
a intervalos de 7 — 14 anos. A maior epidemia de meningite registrada na Historia varreu a
regido entre 1996 e 1997, causando mais de 250.000 casos e 25.000 mortes (BATISTA et al,
2017).

Sao conhecidos treze grupos de Neisseria meningitidis de acordo com a estrutura
quimica de sua capsula polissacaridica, porém apenas seis causam doengas invasivas, sao eles:
A,B,C,W,XeY (SAFADI & BARROS, 2006).A prevaléncia entre os grupos de Neisseria
meningitidis difere dentro e entre os paises, variando de acordo com a faixa etaria, distribuicao
dos grupos e o periodo do ano, aumentando durante a infancia, tendo um segundo pico entre os
15 - 24 anos (SORIANO-GABARRO e al, 2011; KOUTANGNI, BOUBACAR &
MUELLER, 2015). Os grupos C e Y sdo responsaveis pela maior parte das doengas invasivas
em paises industrializados, juntamente com o grupo B (PACE, POLLARD & MESSONUR,
2009, SORIANO-GABARRO et al, 2011).
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Com o advento das campanhas de vacinagdo coletivas, a propor¢ao do grupo A reduziu
drasticamente e o panorama de incidéncia dos grupos na Africa foi modificado (WHO, 2015.1).
O grupo W tem sido reconhecido como responsavel por surtos da doenga meningococica na
Africa. A situagdo epidemiologica vem se complicando, devido a um encontro anual de
peregrinos, em Hajj, que culminou em um surto da doenga. A cepa responsavel pelo surto se
espalhou por outros paises, gerando uma grande epidemia em Burkina Faso, no ano de 2002
(TAHA et al, 2004; GIRARD et al, 2006; STEPHENS, 2007; HARRISON, 2009). Durante o
periodo de 2009 e 2010, foram identificados, aproximadamente 462 casos no sul da Africa
(HALPERIN et al, 2011). Casos de doenga causados pelo grupo W também té€m sido
observados na América do Sul, onde a Argentina e o Chile s@o os paises com o maior percentual
de casos, totalizando 60% em 2012 (HARRISON, TROTTER & RAMSEY, 2009; HALPERIN
etal,2011; SAFADI , BEREZIN & OSELKA, 2012).

No Brasil, 8% de casos associados ao grupo W foram relatados recentemente, em
diferentes estados. Entretanto, atualmente o C € o grupo prevalente no pais, com 70% de casos
registrados em 2014, seguido de 19% de casos de doenga causados pelo grupo B (HALPERIN,
2011; SAFADI, 2012; SINAN, acessado em 2015). Num panorama geral, segundo dados da
Sociedade Brasileira de Imuniza¢des a meningite bacteriana, no Brasil, apesar da queda no
numero de casos, a letalidade permanece alta, onde uma a cada cinco pessoas infectadas morrem

(Figura 1).
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E uma doenca silenciosa, agressiva, e quando ndo leva a Obito, deixa sequelas
irreversiveis em suas vitimas. No mundo inteiro, as comunidades cientificas tém os olhos
voltados para o desenvolvimento de novos tratamentos, tais como o desenvolvimento de
vacinas, para que sejam eficazes no combate desta moléstia.

A metodologia padrio utilizada para avaliagdio imunoldégica contra Neisseria
meningitidis ¢ 0 SBA (Serum Bactericidal Antibody), onde determina-se a funcionalidade do
anticorpo, porém o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), tem sido largamente
utilizado nos estudos pré-clinicos e clinicos para avaliagao de poténcia e estabilidade da vacina
ao longo do seu desenvolvimento. Apesar do ELISA ser amplamente utilizado, apresenta
algumas desvantagens, tais como, ser uma técnica laboriosa, apresentar um coeficiente de
variagdo alto e o ensaio possibilitar a avaliagdo de um tnico parimetro por vez. E de extrema
relevancia que seja implementado novas formas de utilizagdes tecnoldgicas, como a avaliagao
multiparamétrica, para que possam auxiliar no diagnostico rapido dos testes sorologicos feitos
nos estudos laboratoriais pré-clinicos e clinicos. A tecnologia multiparamétrica por citometria
de fluxo, pode ser uma alternativa para avaliacdo da resposta imunologica induzida por
antigenos combinados em um unico teste, bem como uma metodologia alternativa para a

substitui¢ao do ELISA. (LAL et al, 2005).

2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - HISTORIA DA DOENCA MENINGOCOCICA

Em Genebra (Suica), no ano de 1805 registrou -se a primeira epidemia de meningite
cérebro-espinhal, pelo médico Vieusseux. Um ano depois, a doenga entdo denominada
“meningite cérebro-espinhal epidémica”, foi registrada também em Medfield (Massachusets,
EUA) por Danielson & Mann (1806). Em 1806-1815 a doenga acometeu militares franceses
e alemaes e se disseminou nas populagdes civis. A historia do século XIX mostra que a
meningite cérebro-espinhal epidémica era comum entre as tropas militares, registrando
dezenas a centenas de casos ao ano (REQUEJO, 2005).

A duragdo das epidemias era extremamente varidvel, em geral bastante longa, e ndo
escolhia raga ou nivel sdcio-econdmico. Condi¢des climaticas favoraveis e a imediata
existéncia do agente etioldgico eram suficientes para surgirem epidemias (REQUEJO, 2005).

Em 1887, 0o médico austriaco Weichselbaum, analisando casos de meningite cérebro-

espinhal epidémica, descreveu pela primeira vez a ocorréncia no liquido cefalorraquidiano,
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de bactérias pareadas com faces achatadas, que eram encontradas no geral dentro de células
sanguineas. Denominou-as entdo Diplococcus intracelulares meningitidis ¢ o termo
meningococcus de Weichselbaum passou a ser relatado na literatura pertinente
(WEICHSELBAUM,1887). Admitia Weichselbaum, que o agente patogénico penetrava no
organismo humano pelas vias respiratorias, de onde chegava a medula espinhal, causando a
meningite (REQUEJO, 2005; GRANOFF, HARRISON & BORROW, 2008).

Na ¢época da descoberta do meningococo, o método de coloracdo tintorial para
observagao microscopica de bactérias ja estava em uso (coloragdo de Gram). As culturas
para isolamento e identificagdo do meningococo de Weichselbaum (diplococo Gram
negativo) foram introduzidos por Lingelsheim, durante a epidemia alema de 1904 - 1905.
Jaeger, também nessa época, introduziu a producdo de antissoros meningococicos em
coelhos, para o emprego na caracterizagdo sorologica das cepas epidémica. Em 1905,
Jockmann iniciou os estudos experimentais na produ¢do de um soro especifico para a cura
da meningite meningocdcica, propondo entdo a Companhia Merck, a sua produgdo em
cavalos (REQUEIJO, 2005).

Em 1915, foi adotado internacionalmente um conceito preciso sobre a identificacao
sorologica das cepas de meningococos. Nos Estados Unidos e na Inglaterra era adotado a
principio a classificacdo de Gordon, na qual os meningococos eram definidos em tipos L, II,
[T e IV, pelo teste de aglutinacdo com antissoros monovalentes produzidos por cavalos. Os
meningococos tipos I e III eram os mais virulentos e prevalentes nas epidemias, enquanto a
maioria dos casos esporadicos ou endémicos era causada por organismos menos virulentos,
do tipo II. Na Franca as cepas isoladas eram submetidas ao teste de aglutina¢do com os soros
denominados A, B, C e D. A maioria das cepas eram do grupo A. Os tipos L, II, Il e IV de
Gordon correspondiam aos grupos A, B, C e D da nomenclatura francesa (REQUEJO, 2005).

A soroterapia permaneceu em uso até os anos de 1930, quando foram descobertas as
sulfonamidas e em 1940, na Segunda Guerra Mundial, foi introduzida a penicilina como
nova alternativa de tratamento para a meningite meningocécica (REQUEJO, 2005;

GRANOFF, HARRISON & BORROW, 2008) (Tabela 1).



Tabela 1 — Resumo cronolégico da doenga meningococica
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Ano Evento
1805 1* Epidemia em Genebra
1806 [Foi denominada “meningite cérebro-espinhal epidémica”
1840 1° relato de casos da doenca na Africa
1884 Identificados os sintomas da meningite, pelos médicos Vladimir Kerning ¢ Josef
rudzinski
1884 IMarchiava e Cheli -identificagdo e descri¢do da bactéria
1887 'Weichselbaum — via de penetragdo do agente patogénico no organismo humano -
vias respiratorias.
1891 |Heinrich Quincke - técnica de pungao lombar
1905 - 1908 IPrimeira epidemia africana (Nigéria e Gana)
1904 -1905 Jaeger e Jocker - Producdo de soro
1906 |Primeiros casos registrados no Brasil (em Sdo Paulo)
1915 "Identiﬁcagéo soroldgica das cepas de meningococos
1920 - 1925 "Epidemia brasileira causada pelo grupo A
1930 "Descoberta das sulfonamidas
1940 "Introdu(;ﬁo da penicilina como alternativa de cura
1945 - 1951 "Epidemia brasileira causada pelo grupo A
1969 "Gotschlich - Anticorpos séricos bactericidas
1971 - 1977 IMaior epidemia brasileira causada pelos grupos A e C
1987 - 1989 Vacina OMYV foi avaliada em Cuba VA-MENGOC-BC
1988 - 2002 [Epidemia brasileira causada pelos grupos B e C
1990 - 2000 Surtos nas regides sul e sudeste do Brasil
1995 [Descoberta dos grupos Y, W e X
Fim década de 90 Vacinas meningocoécicas C conjugadas
1999 |Reino Unido — 1° pais a introduzir um PNI (MenC conjugada)
2005 IEUA - a vacina quadrivalente ACWY (MenACWY)
2005 - 2007 \Vacinas brasileiras contra os meningococos dos grupos B e C
2010 Africa - MenA conjugada introduzida no Cinturdo africano
2018 Inicio do estudo clinico de Fase III da Vacina Meningocécica C conjugada

(adaptada, resumo histérico autora)

2.2 - ETIOLOGIA

A doenca meningocoécica ¢ uma doencga invasiva causada pelo diplococo Gram negativo

encapsulado, Neisseria meningitidis. Sua capsula polissacaridica tem como principal fator de

viruléncia o 4cido sidlico, uma protecao contra a fagocitose e opsonizacdo. Nao formam esporos

ou possuem flagelos na superficie externa. A presenca de fimbrias (pili) ¢ notada com
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frequéncia, porém as células sdo imoveis. A cépsula é composta por uma longa cadeia de
carboidratos, chamados de polissacarideos capsulares, os quais possuem um lipidio numa

extremidade (CALLE, SANCHEZ & MARTINON-TORRES, 2015) (Figura 2).

N. —— -
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exterior

@D ] Espacio periplasmico
Peptidoglucano
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Figura 2 — Esquema de membrana da Neisseria meningitidis — Reprodugdo de Moraga, F. — Enfermedad

Meningocdécica: Passado, Presente e Futuro (2013). PMERF (Proteina de Membrana Externa Regulada
pelo Ferro); PME (Proteina de Membrana Externa).

Sao conhecidos 13 grupos de Neisseria meningitidis baseados nos diferentes
polissacarideos capsulares, mas apenas 6 (A, B, C, W, X e Y) causam a maioria das
manifestacdes fatais em todo o mundo (Tabela 2) (Figuras 3 — 5). Os demais grupos
excepcionalmente causam doencga invasiva, porém o grupo X emergiu na década de
2000 como causa de epidemia em alguns paises da Africa: Niger, Uganda, Kenya,
Togo e Burkina Faso (SAFADI & BARROS, 2006). Os grupos sido baseados na
especificidade imunologica dos polissacarideos capsulares, onde os grupos B e C sao
homopolimeros de 4cido N-acetilneuramico. Capsulas do grupo Y ¢ W sao compostos
por elementos repetidos de dissacarideos acido sidlico e D-glicose ou D-galactose. O
grupo A ¢ N-acetilmanosamina-6-fosfato e grupo X de N-acetil-D-glucosamina-1-

fostato (RAYMOND, 2012).
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Tabela 2 - Estrutura quimica dos polissacarideos encontrados nos grupos mais frequentemente relacionados com

a doenca meningococica.

Localizacio do (-

Grupo Limdade Ligagiio )
acetil
C-3de
A +f-J-a-D-Man-p-Nac- 1 { POy— a-{ | —)
MANosamina
B —8-}-a-D-Neu-p-Nac-{2— a-{2—8) Ausente
C-TeC-8do
C —=9-}-a-D-Neu-p-Nac-(2— a-{2—9) 2 Ty
acido sidlico
C-3 e C-4 da Gle;
Y —sby=je-D3-Gile-p=( | —4)-- D-Neu-p-Nac-2— 1= 2—=f) -7 do acido
stidlico
W —+-J-er-D-Gal-p-{ | —4)-u- D-New-p-Nae-2— a-{2—6) Ausente
X 4-)-a-D-Gle-p-Nac-1{POs— a-{ 1 —+6) Ausente
Adaptado de LEMERCINIER & JONES (1996)
\‘. _i| .
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%
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(a) N-agcetil 3 O Acetil manosamina § fosfato
POLISSACARIDEO MENINGOCOCICO A MONOMERO POLI A
Figura 3: Estrutura molecular do polissacarideo meningococico A (a) e mondmero Poli A (b)
Manosamina-6-fosfato (2- amino-2-deoxi-6-fosfato - f-D-Manopiranose -D-ManN-6-PO3H2)
(POLLARD & GOLDBLATT, 2001).
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FIGURA 5: Polissacarideo Meningococo W.
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2.3 - EPIDEMIOLOGIA

2.3.1 — Distribuicao geografica e sazonal

A doenga meningocdcica ¢ caracterizada pela sua sazonalidade, e a maior parte dos casos
¢ registrada no inverno e principio da primavera (MOORE et al, 1992; FISHER et al, 1997,
KOUTANGHI, BOUBACAR & MUELLER/, 2015). Outros fatores influenciam a incidéncia
e a prevaléncia da doenca como: lugares com baixa circulacdo de ar, aglomeragdes, condigdes
precarias de higiene, susceptibilidade de uma dada populac@o a bactéria, tabagismo, fatores
climaticos (temperatura e umidade relativa do ar), migracdes e infecgOes virais repetidas
(MOORE, 1992; FISHER et al, 1997). Nos Estados Unidos, Europa e Australia, a doenca tende
a ser endémica, com uma incidéncia estimada de trés casos por 100.000 habitantes

(HARRISON, TROTTER & RAMSAY, 2009; HALPERIN et a/, 2011; BATISTA et al, 2017).

A epidemiologia da enfermidade varia de acordo com a area geografica e o grupo:

e Grupo A —responsével pelas grandes epidemias na Africa;

e Grupo B e C — predominante nos paises industrializados, sendo os responsaveis pela
maioria dos casos na Europa e continente americano;

e Grupo W — tem provocado epidemias, como na Arabia Saudita, e paises do cinturdo
africano, e tem sido o grupo mais frequente na Argentina,

e Grupo Y — ¢ causa mais comum da doenca meningococica nos Estados Unidos e
Coldmbia, e ¢ muito frequente no Canada e Israel;

e Grupo X — tem produzido epidemias em Gana e outros paises africanos (CALLE,

SANCHEZ & MARTINON-TORRES, 2015) (Figura 6).
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2.4 — Vacinas meningococicas

As primeiras vacinas experimentais contra Neisseria meningitidis foram baseadas
na particula bacteriana completa, inativada pelo calor, porém induziram rea¢des adversas
graves, provavelmente devido ao elevado teor da endotoxina, sem uma eficacia satisfatoria
(MORLEY & POLLARD, 2001).

O principal fator de viruléncia da Neisseria meningitidis ¢ a capsula polissacaridica,
por isso ¢ utilizada para o desenvolvimento de estratégias vacinais para a maioria dos grupos
(ROSENSTEIN, 2001).

Os polissacarideos meningococicos foram as primeiras vacinas bacterianas
quimicamente definidas. Vacinas baseadas em polissacarideos de alto peso molecular foram
desenvolvidas no Walter Reed Army Institute e usadas em recrutas para prevenir surtos
recorrentes entre os soldados na década de 1960 (FRASCH et al, 1995).

As vacinas polissacaridicas se mostraram imunogénicas em adultos e em criangas
acima de dois anos de idade e foram objeto de varios ensaios clinicos em paises da Europa,
Américas e Africa. Os polissacarideos sdo antigenos linfocitos T independentes e a capacidade
de responder a estas moléculas dependente da maturidade imunologica relacionada com a idade
do individuo (FRASCH et al,1995).

A principal desvantagem das vacinas polissacaridicas ¢ sua incapacidade de induzir
células de memoria, levando a uma resposta fraca ao refor¢o e a curta duragao da protecao. O
polissacarideo A de Neisseria meningitidis, no entanto, induz resposta em criangas com trés
meses de idade e apresenta efeito de reforgo apds uma segunda dose. Acredita-se que este efeito
ndo caracteriza uma resposta imunologica do tipo secundaria e sim uma maior capacidade desta
molécula de estimular linfocitos B primados por contatos anteriores com o polissacarideo ou
antigenos que apresentam com ele, reatividade cruzada (FRASCH et al, 1995). A fraca resposta
(conforme definido por respostas de anticorpos anti-capsulares séricos sdo prejudicados quando
administradas dose refor¢o) a vacina de polissacarideos do grupo C na infancia foi mostrada,
especialmente se as doses forem repetidas mais de uma vez. Esta resposta nao foi observada no
uso da Vacina Meningococica C Conjugada (ALI et a/,2014).

As vacinas polissacaridicas tém sido muito utilizadas em programas de vacinagao
de rotina em alguns paises, tais como Siria e Ardbia Saudita, com o objetivo de proteger pessoas
com maior risco de doenga, como por exemplo, esplenectomia, viajantes para a peregrinacao
muculmana anual (Haji), ou em campanhas de vacinagao reativa em resposta a surtos (ALI et
al, 2014). Ainda hoje as vacinas polissacaridicas contra Neisseria meningitidis sao produzidas

e utilizadas no mundo em epidemias e surtos epidémicos. Na China, a vacina polissacaridica
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do grupo A ¢ utilizada no programa de imunizagdo de rotina desde 1982, embora a vacina de
polissacaridica bivalente (A, C) tenha sido introduzida em 2005 ap6s os surtos do grupo C (ALI
etal,2014).

Como a doenga meningococica tem prevaléncia em criangas de faixa etaria inferior
a dois anos, em todo o mundo, a utilizagdo de antigenos T-independentes como vacinas, nao
induzem a prote¢do duradoura. Apesar de estar largamente comprovada a eficacia destas
vacinas no controle de surtos e epidemias em adultos, novas abordagens t€ém sido propostas
para modificagdo destas moléculas na busca de mudanca da natureza da resposta imunoldgica
por elas induzida (SILVEIRA et al, 2007; PRICE et al, 2015).

Nas ultimas décadas, novos conhecimentos no campo da imunologia e na tecnologia de
produgdo de vacinas, levaram ao desenvolvimento de vacinas conjugadas (BRUGE et al, 2004).
A conjugacdo quimica de polissacarideos bacterianos a proteinas carreadoras tem contribuido
para o aumento da resposta imunologica contra polissacarideos capsulares e na prevencao de
doencas causadas por bactérias como a Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae e
Streptococcus pneumoniae. Na vacina brasileira contra o grupo C (MenCPS-TT), desenvolvida
em Bio-Manguinhos, foi utilizado um método modificado de aminag¢ao redutiva, onde a reagao
de conjugacdo a proteina monomérica tetanica (PMT), foi realizada num periodo de duragdo
menor (overnight) (JENNINGS & LUGOWSKI, 1981; LEE & FRASCH, 2001;
JESSOUROUN et al, 2005; SILVEIRA et al,2007). A imunogenicidade da vacina conjugada
brasileira foi avaliada pela detec¢ao de anticorpos incluindo o indice de avidez e a
atividade bactericida. Os animais imunizados apresentaram um aumento significativo
nos titulos de anticorpos apods a terceira dose quando comparado ao periodo pré-
imunizag¢ao, que pode ser observado pelo ELISA e pelo método de analise de anticorpos
bactericida (SILVEIRA et al, 2007). Esta vacina apresentou resultados satisfatorios de
reatogenicidade e imunogenicidade em individuos saudaveis, em estudos clinicos de
Fase I (2009) e Fase II (2012), em comparagao com a vacina comercial (Baxter). O
processo produtivo foi escalonado na Fase II / III, com a fabricagdo de trés lotes
consecutivos em escala industrial da vacina (BASTOS et a/, 2015). A metodologia
modificada de aminagdao redutiva foi empregada para obtencdo de uma vacina
conjugada contra o grupo W e outra contra o grupo A, para a promog¢ao de campanhas
de vacinag¢do na Africa (LEE & FRASCH, 2001; BORROW et al,2006; GIRARD et
al,2006; GUDLAVALLETI etal,2007; LEE et al,2009).

Tal metodologia sera aplicada para obtengao de conjugados contendo o

polissacarideo meningococico do grupo W e outros polissacarideos bacterianos de
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interesse epidemiologico no Brasil, consolidando assim uma plataforma tecnoldgica
para obtencdo de vacinas, utilizando o método modificado de aminacao redutiva e a

Proteina Monomérica Tetanica (PMT) como carreadora (SILVEIRA et al,2007).

Algumas vacinas conjugadas estdo disponiveis comercialmente, nas formas
monovalentes ou combinadas a outros grupos de meningococos. Na forma
monovalente temos: Menjugate® e Meningitec® (grupo C conjugada a uma variante
atoxica da toxina diftérica CRM197); Neisvac® (grupo C conjugada a anatoxina
tetanica); MenAfriVac® (grupo A conjugado a anatoxina tetanica). Na modalidade
tetravalente, Menveo® e Menactra® (grupos A, C, W e Y conjugadas a CRM197 e
anatoxina diftérica, respectivamente); Nimenrix® (grupos A, C, W e Y conjugados a
anatoxina tetanica) (BORROW et al, 2013, PICCINI et al, 2016). Nos Estados Unidos,
avacinatetravalente ACWY (MenACWY) foirecomendada pelo Comité Consultivo em
Praticas de Imunizacao (do inglés, Advisory Committee on Immunization Practices - ACIP)
dos Centros de Controle e Prevencao de Doengas, em 2005, para os individuos com
idade entre 11-12 anos. Em atualizacdo, a partir do ACIP 2011, recomenda-se a
administracdo de uma dose de refor¢o aos 16 anos. Uma vacina conjugada combinada
contra Haemophilus influenzae do tipo b (Hib) e o meningococo grupo C, produzida
pela GSK (Menitorix®) ja estd disponivel no Reino Unido. Esta empresa também
desenvolveu uma vacina contendo os polissacarideos de Hib e meningoc6cicos C e Y
conjugados a proteina tetanica (MenHibrix®) licenciada em 2012 nos Estados Unidos
(PERRETT et al, 2012). Mais recentemente, teve inicio a pentavalente contra os
grupos A, C, W, Y e X para uso na Africa. A licenga desta vacina devera ser obtida

entre 2019 € 2020 (WHO, 2015; LAFORCE, 2018).

Enquanto as vacinas polissacaridicas contra os grupos A, C, Y e W, se mostram
parcialmente eficazes, o mesmo nao acontece para o polissacarideo do grupo B.
(GONZALEZ et al, 2006) O polissacarideo do grupo B ndo é imunogénico por
apresentar uma identidade quimica semelhante a antigenos de superficie das células
neurais humanas. A tentativa de aumentar a imunogenicidade poderia levar a indugao
de autoanticorpos que apresentariam reag¢ao cruzada com antigenos glicosilados do
hospedeiro, principalmente com o tecido cerebral fetal (SEGAL & POLLARD, 2004).

Vacinas alternativas tém sido propostas contra o grupo B de acordo com
observagdes de que anticorpos bactericidas protetores sao induzidos preferencialmente

contra antigenos nao capsulares.
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As vesiculas de membrana externa (VME) por serem complexos antigénicos do
envoltério bacteriano tém sido largamente estudadas para este fim. Varias pesquisas
tém sido realizadas sobre vesiculas de membrana externa e lipooligossacaridio
detoxificado (dLOS) como imundgenos alternativos. Estas vacinas t€ém mostrado uma
seguranga aceitavel e induz anticorpos funcionais como avaliados pela inducao de
anticorpos bactericidas (GONZALEZ etal,2006; RUIJINE et al,2006; JESSOUROUN
et al, 2004; ALI et al, 2014).

O papel das VMEs no plasma e no fluido cerebroespinhal tem sido de grande
importancia. Acredita-se que o lipooligossacarideo nativo (LOS) na corrente sanguinea
¢ o principal fator pré-inflamatério produzido pela Neisseria meningitidis, além de
aumentar os niveis de anticorpos bactericidas e a especificidade da vacina quando
combinado com VMEs tratadas com deoxicolato de sédio (MIRLASHARI et al, 2002;
QUAKYI, HOCHSTEIN & TSAI ,1997).

A vacina cubana (VA-MENGOC-B/C) foi elaborada a partir de uma cepa de
Neisseria meningitidis grupo B, sorotipo 4 e subtipo P1.15, prevalente no pais. Ela ¢
composta por 50 ng de VME e a mesma quantidade do polissacarideo C combinados a
2mg de hidréxido de aluminio. Esta vacina ¢ administrada em duas doses com intervalo
de seis a oito semanas. Em estudo duplo cego, foi observada uma eficacia de 79,8%
em adolescentes e de 94,5% em populacdo de 6 meses a 24 anos de idade. Em ensaio
clinico no Brasil, realizado entre 1989 ¢ 1991, a vacina cubana apresentou protecao
variavel de acordo com a idade do grupo vacinada (JESSOUROUN ez a/, 2004).

A vacina contra Neisseria meningitidis grupo B brasileira que consiste na
associacdao de VMEs e dLOS foi elaborada a partir das duas cepas mais prevalentes no
Brasil (N44/89 e N603/95). Nos estudos pré-clinicos realizados em camundongos
suicos hiperferrémicos, onde foram comparados o grupo imunizado pela vacina
brasileira e o grupo imunizado pela vacina de referéncia cubana (VA-MENGOC-BC),
observamos um aumento significativo na razao de sobrevivéncia quando comparadas
ao grupo de camundongos nao imunizados, apresentando uma eficiéncia similar na
eliminacdo da bactéria. Com relagdo aos anticorpos bactericidas tanto o grupo
imunizado com a vacina brasileira completa (VME + dLOS) quanto aquele imunizado
com VME apenas apresentou altos titulos de anticorpos bactericidas superiores a
aqueles induzidos pela vacina de referéncia. A vacina brasileira completa induziu a
uma protecao cruzada superior a vacina de referéncia, a qual tem o polissacarideo do

grupo C como um componente vacinal, apresentando altos titulos bactericidas contra
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a cepa heteréloga C (JESSOUROUN et al, 2004).

Acredita-se que o diferente perfil das proteinas de VME usadas na vacina
brasileira pode ter induzido diferentes respostas de anticorpos bactericidas, apesar da
cepa de maior prevaléncia brasileira € a cepa cubana pertencerem ao mesmo sorotipo.
Nossos resultados sugerem que a combinagdo da VMEs + dLOS pode ter também
aumentado a especificidade da resposta imunolégica (JESSOUROUN et al, 2004).

Em 2013, a vacina Bexsero®, desenvolvida pela farmacéutica Novartis,
comegou a ser comercializada na Europa, Canadd e Australia. Sua abordagem ¢
baseada na Vacinologia Reversa e ¢ composta por trés proteinas recombinantes,
proteina de fusdo ligante do fator H (fHbp), proteina de adesdo (NadA) e proteina de
fusdo ligante de Heparina (NHBA) de Neisseria meningitidis, a partir da VME da cepa
NZ98/254 da Nova Zelandia (JOSEFSBERG & BUCKLAND, 2012; BORROW et al,
2013).No ano seguinte, o FDA (Food and Drug Administration) licenciou uma outra
vacina protéica para comercializacdo contra Neisseria meningitidis grupo B, a
Trumenba® (Pfizer), composta por variantes da proteina fHbp pertencentes as
subfamilias A e B (SRIDHAR et al, 2015; GASPARINI et al, 2015).

Nos Estados Unidos, o ACIP (Comité Consultivo em Praticas de Imunizacao)
também recomendou (em 2015) uma série de vacinas MenB (meningocdcicas B) que
podem ser administradas em adolescentes e adultos jovens com idades entre 16 a 23
anos para fornecer protecdao de curto prazo contra a maioria das cepas causadoras da
doenga meningocdcica do grupo B; a idade preferencial para a vacinagao ¢ de 16 a 18
anos. O ACIP também recomenda a vacinagdo com uma vacina MenB de pessoas em situacao
de risco com idade a partir de 10 anos. As vacinas MenB atualmente aprovadas nos Estados
Unidos sao rLP2086 bivalente (Trumenba, MenB-FHbp) ¢ 4CMenB (Bexsero; MenB-4C)
(PELTON, 2016).

2.4.1 — Resposta imunologica aos polissacarideos

Os antigenos sao classificados como imunogenos T-dependentes (timo-dependentes) e
T-independentes (timo-independentes) conforme o envolvimento dos linfocitos T na producao
de anticorpos. Os antigenos proteicos por induzirem as células T-auxiliares para a sintese de
anticorpos, sao antigenos T-dependentes. Esses antigenos sao reconhecidos e processados em
primeiro lugar pelos macrofagos e entdo apresentados aos linfocitos T. Os linfécitos T ativados

induzem a proliferacdo e diferenciacdo de subpopulagdes de linfocitos B de memoria para
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indugdo da resposta antigeno-especifica. Esses linfocitos B mantém a memoria necessaria para

subsequente resposta de reforco (MOLINARO, 2009; REQUEJO, 2005).

Através das citocinas, os linfocitos T-auxiliares regulam:
e Magnitude da resposta imune, especialmente em criangas lactentes;
e Mudanca de classe das imunoglobulinas, de IgM para IgG;
e Atividade funcional do anticorpo;

e (apacidade de memoria.

Os polissacarideos consistem de unidades repetidas de oligossacarideos e sao
classificados como antigenos T-independentes, visto que a resposta imunologica
acontece através da apresentagdo direta do antigeno aos linfécitos B, sem a
participagao dos linfocitos T-auxiliares. Nao sao capazes de estimular clones de células
de memoria resultando numa baixa eficacia das vacinas polissacaridicas
(MOLINARO, 2009; REQUEJO, 2005).

As vacinas polissacaridicas disponiveis no Brasil h4 cerca de 40 anos, oferecem
protecao contra os grupos A e C de Neisseria meningitidis. Em criangas abaixo de dois
anos, essas vacinas nao geram resposta imunologica adequada devido a auséncia de
resposta consistente a antigenos T independentes nessa faixa etaria. Acima de dois anos
de idade, a protecdo conferida ¢ de duracdo limitada, ndo sendo capazes de induzir
memoria imunologica (GRANOFF, HARRISON & BORROW, 2008).

Em geral, as vacinas polissacaridicas apresentam as seguintes caracteristicas

imunoloégicas T-independentes do tipo 2:

e Uma resposta imunolodgica tardia na infancia;

e Uma resposta imunoldgica limitada e quantitativamente variavel,

e Uma resposta imunologica de um isotipo restrito com predominio de IgM e
alguma subclasse de IgG;

e Perda de refor¢o ou anamnéstica com o desafio antigénico secundario

(MOLINARO, 2009; REQUEJO, 2005).

Para que um polissacarideo seja imunogénico e protetor ¢ entdo necessaria a

conjugacao desta molécula a uma proteina carreadora (antigeno T-dependente). Na
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conjugacao, o polissacarideo que ¢ considerado um hapteno, ¢ covalentemente ligado
a um imunégeno T-dependente para aumentar sua imunogenicidade. A conjugac¢ao
estimula o auxilio de linfécitos T, levando a uma resposta T-dependente aos
polissacarideos. Além disso, devido a sua capacidade para recrutar linfocitos T, a
molécula conjugada também estimula resposta em criangas que ndo sao capazes de
responder a forma ndo-conjugada do polissacarideo (MOND et al, 1995; SAFADI,
BEREZIN & OSELKA, 2012). A conjugacdao com proteinas carreadoras aumenta o
reconhecimento por macrofagos e linfocitos T e a indugao de anticorpos bactericidas

(REQUEJO, 2005) (Figura 7).
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Figura 7. Diferentes formas de produzir vacinas conjugadas. (A) Acoplamento de proteinas carreadoras
a polissacarideos aleatoriamente ativados, até grupos finais de oligossacarideos ativados derivados de
polissacarideos nativos ou por sintese quimica. (B) Esquema da preparagdo de conjugados. A partir de
polissacarideos bacterianos, a hidrélise e o dimensionamento sao realizados para obter os
oligossacarideos. Os oligossacarideos sdo ativados introduzindo a fra¢do de éster de N-

hidroxissuccinimida e conjugados com as proteinas CRM 97, TT e DT (TONTINE et al, 2013).

2.4.2 — Mecanismos da resposta imunologica aos meningococos e métodos

utilizados na avaliacao

Componentes do sistema imunologico, tais como, anticorpos circulantes,
citocinas e células B de memoria representam um estado de responsividade e

elimina¢do de micro-organismos invasores, bem como um sistema de alerta para que
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as células imunologicas circulantes se concentrem no patdgeno. A defesa contra
bactérias encapsuladas baseia-se principalmente em células B presentes na zona
marginal do bago. Essas células produzem anticorpos poli-reativos que desempenham
um papel crucial nessa defesa. Os anticorpos geralmente realizam essa fungcao com a
ajuda do sistema complemento, especialmente se os organismos invasores sdo
bactérias encapsuladas. Em pacientes com deficiéncias tardias dos componentes do
sistema complemento, tanto os organismos encapsulados quanto os nao encapsulados,
especialmente Neisseria meningitidis sao relatados como causadores de doengas como
sepse € meningite em uma frequéncia mais alta do que na populagdo em geral
(MCINTOSH et al, 2015). O meningococo possui varias adaptagdes importantes
que lhe permitem sobreviver no hospedeiro humano: a presenga da capsula e a
capacidade de se ligar ao fator H (fH), que ¢ um inibidor da ativacdao do
complemento. Normalmente, o fH é uma das proteinas reguladoras do sistema
complemento da via alternativa que impede a ativagao exacerbada do sistema
evitando o comprometimento do hospedeiro. Pessoas com deficiéncias genéticas de
fH tém ativacdo do sistema complemento descontrolada devido a incapacidade de
regular a via alternativa. Mutagdes no gene estdo associadas a doencgas como a
sindrome urémica hemolitica atipica (aHUS) (MCINTOSH et al 2015). O meningococo
aproveita sua capacidade de se ligar a fH para se proteger da agdo da resposta
imunologica inata. O meningococo abriga pelo menos trés proteinas distintas em sua
superficie para explorar a proteina de ligacao fH: fHbp, proteina de superficie
Neisseria A (NspA) e Porina B (PorB). Com essas proteinas, o organismo pode se
ligar especificamente a fH humana - o organismo fica cercado de fH, que mantém o
complemento C3b sob controle, diminuindo assim a ativagao do complemento pelo
sistema imunolégico humano. Consequentemente, o0 meningococo € menos
suscetivel a lise dependente de anticorpos mediada pelo complemento (MCINTOSH
et al, 2015).

A capsula meningococica também ¢ conhecida por desempenhar um papel
importante na evasao da lise mediada pelo sistema complemento e, além das proteinas
da membrana externa, como a ligacdo da fHbp a fH, a propria capsula regula
negativamente a ativacdo do complemento e aumenta a resisténcia a atividade
bactericida. Os niveis de expressao das proteinas de superficie que se ligam a fH afetam
a suscetibilidade do organismo, isto €, aumenta a expressao da proteina na superficie

bacteriana levando a uma maior resisténcia a morte e, enquanto que uma diminui¢ao
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na expressdo, representa um aumento da suscetibilidade do micro-organismo
(MCINTOSH et al, 2015).

A utilizacdao do ensaio SBA (Pesquisa de anticorpos bactericidas no soro) para
avaliar a funcionalidade dos anticorpos na protec¢ao contra a doengca meningocodcica foi
iniciada na década de 1960, quando, durante um surto de doengca meningocdcica
invasiva do grupo C, em uma base do exército, Goldschneider e colegas (1969)
avaliaram concentragdes de anticorpos funcionais em recrutas recém-admitidos. O
SBA demonstrou que os recrutas com uma quantidade definida de anticorpos
meningocdécicos funcionais circulantes tinham menor risco de doenga, enquanto que
aqueles com niveis abaixo dessa concentragdo estavam em maior risco. O ensaio SBA
avalia a capacidade dos anticorpos de lisarem 50% das colOnias bacterianas na
presenca de complemento. A persisténcia de titulos de anticorpos bactericidas séricos
mostra-se mais importante que os titulos totais de IgG induzidos (SAFADI, BEREZIN
& OSELKA, 2012). Segundo Mclntosh e colaboradores (2015), para o grupo C, um
titulo SBA de >4 foi estabelecido como um correlato de prote¢cao quando utilizando
complemento humano (hSBA) e > 8 com complemento de coelho recém-nascido,
baseados em resultados comparativos dos métodos. Em um estudo subsequente de
individuos vacinados, o teste de protecdo noruegués com 172.000 adolescentes,
chegou a uma conclusdo semelhante: que um titulo hSBA de 4 ¢ uma boa
estimativa de protegao a curto e longo prazo (MCINTOSH et al, 2015).

Para substanciar a conclusao de que um titulo de > 4 era o correlato de protecao
contra doenga meningocdcica invasiva, Goldschneider e colaboradores (1969) também
realizaram um estudo de base populacional, titulando anticorpos bactericidas a partir
do soro de individuos desde a infancia até a idade adulta. Existe uma relac¢ao inversa
entre a presenga de titulos SBA em 1:4 e a incidéncia da doenga meningocdcica
invasiva, onde o importante é que haja a soro-protecdo em face a doenca. E importante
ressaltar que o SBA foi avaliado para os grupos A, B e C, com todos os trés
correlacionando inversamente com a incidéncia da doenga, embora a doenca nos EUA
tenha a incidéncia apenas dos grupos B e C. A atividade bactericida do soro avaliado
pelo ensaio SBA tornou-se o correlato “padrao ouro” tanto da infec¢do quanto da
imuniza¢ao bem-sucedida. (MCINTOSH et al, 2015).

Além do ensaio SBA, o ELISA, do inglés Enzyme Linked ImmunonoSorbent
Assay, tem sido muito utilizado em estudos pré-clinicos e clinicos, na avaliagao da poténcia e

da estabilidade, das vacinas meningococicas conjugadas, para avaliar os titulos de IgG
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total induzidos (SILVEIRA et al, 2007; JESSOUROUN et al, 2004).

O ELISA baseia-se nas reacdes antigeno-anticorpo detectaveis através de
reacoes enzimaticas. Nesse método, uma enzima conjugada a um anticorpo especifico
para IgG, reconhece o anticorpo ligado ao antigeno adsorvido na placa. Esta enzima ao
entrar em contato com o substrato, catalisard a reacdo produzindo cor, se todo o
complexo estiver formado apos as etapas de lavagens (VAZ, TAKEY & BUENO,
2012) (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema do ELISA indireto. O antigeno (A) de interesse ¢ imobilizado na placa por adsor¢do. A

detecgdo do anticorpo especifico ("J Lz‘) ¢ realizada por uma enzima conjugada a um anticorpo especifico para

IgG, A enzima ao entrar em contato com o substrato, catalisara a reagdo produzindo cor.
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O ELISA apesar de ser um método muito sensivel e eficiente como um teste de
triagem na avaliacdo da resposta imunoldgica em estudos pré-clinicos e clinicos
nas vacinas meningococicas conjugadas, apresenta um coeficiente de variagdo de
aproximadamente 30%, devido a natureza polissacaridica do antigeno adsorvido na
placa(BUTLER, 2000). Quando saoutilizados antigenos polissacaridicosnaetapade
adsor¢ao em placas de poliestireno, sdo necessarias pontes de ligagao, tais como
albuminahumanametilada(mHSA)ouPoli-L-Lisina, paraumamaiorestabilidadedo
teste,devidoacargadopolissacarideo(GHEESLING et al,1994). Comoocoeficiente
de variagao de um ELISA, de antigeno proteico, que nao necessita de ponte de
ligacao, ja € alto (20%), com aumento de mais esta etapa, além de se tornar mais
laborioso, podemos ter também, um aumento de 10% de variagao entre as replicatas
(BUTLER, 2000).

Outro ponto a ser analisado sobre o ELISA ¢ sua caracteristica
monoparamétrica. A cada analise podemos pesquisar somente um tipo de anticorpo ou

antigeno. Os pontos apresentados acima nao sao satisfatorios, pois além de ser muito
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laborioso, o teste consome um tempo muito longo, caracteristicas inadequadas para a
analise da resposta imunologica de vacinas combinadas (BUTLER, 2000; VAZ,
TAKEY & BUENO, 2012)

Para atender a esses objetivos € necessaria uma técnica sensivel, porém menos
laboriosa e que apresente uma caracteristica multiparamétrica, como por exemplo, a
citometria de fluxo.

A citometria de fluxo pode ser definida como método, tecnologia e/ou
ferramenta direcionada entre outras aplicagdes ao estudo de células e utilizada na
identifica¢do, avaliacdo, e diferenciacdo de diversas caracteristicas celulares como
conteudo de DNA (4cido desoxirribonucleico) e RNA (4cido ribonucleico) modulagao
de receptores de superficie, atividade enzimatica, producdo de citocinas e de ions.
Baseia-se na mensuracao de parametros morfoldgicos e funcionais de células, por meio
da detec¢ao da dispersao da luz e fluorescéncia de substancias (fluorocromos) (Centro
de Conhecimento Aplicado — BD, 2017; BERTHO & FERRAZ, 2018).

O principio basico da citometria resume-se no emprego de uma radiagao laser
direcionada, que excita substancias fluorescentes (fluorocromos) presentes nas células,
através das quais podemos interpolar informag¢des biologicas, moleculares e/ou
quimicas das células em suspensao. Estas células marcadas sdo entdo transportadas e
protegidas por um fluxo hidrodindmico continuo (ex. solu¢do salina), que acomoda as
mesmas, de forma que individualmente sejam interceptadas pelo /aser. Ao ser excitado
pela radiacao do laser, o fluorocromo emite luz, que dependendo do comprimento de
onda, possui uma cor caracteristica. Os sistemas Oticos (espelhos) e eletronicos,
coletam, filtram e convertem em pulsos elétricos os parametros de dispersdo de luz e
fluorescéncia emitidos. A aquisi¢ao destes parametros se da através de um sistema
computacional especifico, permitindo ainda que o usuario interaja com a maquina €
controle as fungdes da mesma. A seguir, os pulsos elétricos sdo convertidos em dados
digitais ou analogicos, enviados a um computador e avaliados em software especifico
capaz de reproduzir através de graficos mono e biparamétricos, informacgdes fisicas,
quimicas e biologicas de cada célula, em fun¢ao da intensidade de fluorescéncia e da
luz dispersada (CARVALHO et al, 2013) (Figura9).

Alguns fatores tornam a citomeria de fluxo uma tecnologia poderosa para as
ciéncias bioldgicas, tais como, a aquisicado multiparamétrica, com analise de dados
multivariados, rapidez de processamento em comparagao a outras tecnologias, baixo

volume de amostra necessario para a realizagao da técnica, capacidade de analise de
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um grande nimero de células e a separacado ou sorting de células (SALES, MORAES-
VASCONCELOS & DUARTE, 2013).

Apesar das grandes vantagens da técnica no laboratorio clinico e/ou na pesquisa
cientifica, existem algumas limitagdes, que podem ser interpretadas como
desvantagens, como por exemplo, a impossibilidade de observag¢ao in situ, uma vez
que as cé¢lulas sdo desagregadas do tecido de origem e o curto periodo de viabilidade

celular (SALES, MORAES-VASCONCELOS & DUARTE, 2013).
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Figura 9 — Esquema representativo da citometria de fluxo. Analise de amostra em suspensao e

aquisicao de dados.

Uma das primeiras areas a se beneficiar das aplicagdes clinicas da citometria de
fluxo foi a hematologia. Algumas dessas aplicagdes sdao atualmente utilizadas
regularmente para diagndstico € monitoramento terapéutico (SALES, MORAES-
VASCONCELOS & DUARTE, 2013). Podemos citar também a imunologia, na
deteccdo ou identificagao de células implicadas na imunidade celular, e contribui para
a compreensao da fisiopatologia de fendmenos autoimunes, imunodeficiéncias e

hipersensibilidade. Na microbiologia e na biotecnologia, auxilia na detec¢cao de novos
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micro-organismos (Taxonomia e Sistematica), na detec¢ao de novos virus, nos estudos
de dinamica populacional de fitoplanctons, na contagem de células e estudos de
viabilidade no monitoramento do crescimento de micro-organismos, nos estudos
toxicologicos, na deteccdo e identificacdo de contaminantes alimentares, no
monitoramento da fermentacdo e viabilidade celular de fungos. Outras areas onde a
citometria de fluxo ¢ igualmente importante sdo o melhoramento animal e
agropecuario e os estudos de biodiversidade, biotecnologia e melhoramento vegetal
(SALES, MORAES-VASCONCELOS & DUARTE, 2013)

Na imunofenotipagem, os anticorpos marcados com fluorocromos se ligam a
receptores na superficie celular e sua presenca nas células ¢ normalmente definida em
termos qualitativos e quantitativos, utilizando como controle uma populagao celular nao
marcada, ou marcada com anticorpos nao reativos a nenhum antigeno da célula
estudada, porém do mesmo isotipo e conjugadas com o mesmo fluorocromo,
denominados controles isotipicos. Nas tltimas décadas, foi reconhecido que, pelo fato
da intensidade do sinal fluorescente ser proporcional a quantidade de anticorpo ligado
por célula, poderia ser relacionada ao nimero de antigenos expressos na superficie
celular ou em fluidos bioldgicos. Essa relagdo faz dos citometros de fluxo,
teoricamente, instrumentos capazes de quantificar a expressao do antigeno em termos
de molécula por célula ou em um determinado fluido. Quanto a sua caracteristica
quantitativa (QFC - gquantitative flow cytometry), foi definida como a quantificacao
calibrada da intensidade de fluorescéncia das particulas (células ou microesferas)
marcadas, com objetivo de determinar o numero de ligantes fluorescentes
(fluorocromos ou proteinas conjugadas a fluorocromos) marcando cada particula.
Varios métodos para calibragao quantitativa de fluorescéncia foram desenvolvidos
para quantificacdao da expressao de receptores através da quantificagdo do nimero de
anticorpo monoclonal fluorescente ligado por célula (RIGATO & BRITO, 2013).

Apo6s consenso da citometria de fluxo quantitativa em 1998, foi estabelecidoque
o sinal da fluorescéncia deve ser quantificado pelas moléculas de fluorocromos
solaveis (MESF — molecules of equivalent soluble fluorochrome). A quantificagao da
intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo revela o nimero de moléculas de
anticorpo monoclonal ligadas a célula, portanto a intensidade de fluorescéncia de um
anticorpo marcado se correlaciona com a quantidade de receptores nas células. Assim,
o numero de receptores nas células das amostras em analise pode ser estimado pela

comparagdo com uma curva de amostras com concentragdo conhecida, marcadas
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com reagentes controle e testadas em paralelo (RIGATO & BRITO, 2013).

O numero de paradmetros que podem ser analisados simultaneamente tem
aumentado a cada ano. A utilizacdao de microesferas incorporadas com fluorocromos
em diferentes proporg¢des, tem possibilitado a andlise de uma gama de parametros,
tornando a tecnologia multiparamétrica uma ferramenta importante, tanto no
diagnostico clinico, como na pesquisa laboratorial. Quando a amostra ¢ incubada com
as microesferas, cada analito se ligara ao seu anticorpo especifico, incorporado a
respectiva microesfera. A seguir, sao adicionados anticorpos secundarios, marcados
com fluorescéncia diferente da usada nas microesferas, que se ligardo aos analitos.
Quanto maior a concentragao do analito, maior a marcacdo de um anticorpo secundario
e, consequentemente o deslocamento do grupo de microesferas no histograma (Figura
10). Apds a aquisicao dos eventos pelo aparelho, a quantificagdo de cada analito ¢
realizada pela interpolacdo da intensidade fluorescéncia média (IFM) de seus
anticorpos secundarios aos valores da IFM da curva padriao (RIGATO & BRITO,
2013).
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Figura 10 — Esquema da analise utilizando microesferas carboxiladas, marcadas com fluorocromos em

intensidades diferentes, para cada antigeno (adaptado do site BD Biosciences)

3 —JUSTIFICATIVA

Consolidar uma plataforma de conjugacao de polissacarideos de Neisseria meningitidis
grupos A , C e W, onde a avaliagdo da resposta imunolégica induzida a esses polissacarideos
conjugados e combinados foram pesquisados em um Unico teste proposto pela tecnologia
multiparamétrica por citometria de fluxo, em substitui¢ao a metodologia padrao, o ELISA, que
¢ um teste laborioso, com caracteristicas monoparamétricas ¢ demanda um longo tempo de

execucao.
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4 - OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estabelecer um ensaio multiparamétrico, por
citometria de fluxo, de rdpida execucdo, menos laborioso e com baixa variabilidade,
para a avaliagdo imunoldgica de vacinas conjugadas e combinadas utilizando

microesferas carboxiladas.

4.1 — Objetivos especificos

Avaliar os titulos de IgG total dos camundongos imunizados com a vacina
Menveo® pelo ELISA.

Padronizar ensaios multiparamétricos por citometria de fluxo (ensaio
alternativo).

Utilizar a tecnologia multiparamétrica para avaliar os niveis de IgG total, na
amostra sanguinea de camundongos imunizados, induzidos pelos polissacarideos de
Neisseria meningitidis grupos A, C e W presentes na vacina Menveo®.

Comparar os resultados obtidos pelo ELISA e pelo ensaio alternativo proposto.

Avaliar a sensibilidade de cada método bem como a correlagdao da metodologia

alternativa com o ELISA.

5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 - Imunizacio e coleta de sangue dos camundongos

Um grupo de cinquenta camundongos suicos (12 a 17 g), ambos os sexos,
divididos em dez caixas contendo cinco animais cada (Figura 11), foram imunizados
por via intramuscular com 0,2 mL da Vacina meningocécica tetravalente ACWY
conjugada a CRMj97 (Menveo® Novartis) na concentragao de 1/10 da dose humana,
de acordo com a literatura (SILVEIRA et al, 2007). Foi utilizado um esquema de
imunizagao de trés doses com um intervalo de 15 dias entre as imunizagdes. Os animais
em grupos de cinco foram sangrados pelo plexo retro-orbital sob a acdo do colirio
anestésico (Anestalcon) nos tempos zero (antes da primeira imunizagao), antes de cada
dose e 15 dias apos a terceira dose (Figura 12). Os tubos com gel separador
(VACUETTE) contendo sangue foram submetidos a centrifugacao a 1008 xg por dez

minutos para a obtengao dos soros. Aliquotas de 100 pL foram distribuidas em
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microtubos e armazenadas a — 20°C até a utilizagdo. As amostras sanguineas foram

coletadas na forma de pool de cinco animais, totalizando um quantitativo de dez

amostras (Figura 12).
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Figura 11 — Coletas sanguineas feita em pools de cinco animais e posteriormente colocados em tubos

com gel separador.
O protocolo experimental foi realizado de acordo ao Colégio Brasileiro de

Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica da Fiocruz para

experimentacdo animal (n® LW-65/14).

Esquema Coletas e Imunizagoes

1 dia 15 dias 15 dias

la Dose 2a Dose { 3aDose

Coleta Ta

Coleta Tis
Coleta T30

Coleta Tas

Figura 12 — Esquema de coletas e imunizagdes dos cinquenta camundongos sui¢os de ambos os sexos, divididos
em dez caixas contendo cinco animais, no esquema vacinal de trés doses com intervalos de quinze dias. A primeira
coleta (TO) foi feita um dia antes da primeira dose da vacina, os tempos de coleta T15 e T30 foram obtidos antes

da segunda e terceira dose respectivamente e, a coleta T45, quinze dias apos a terceira dose da vacina.
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5.2 — Deteccao dos niveis de IgG total induzidos por polissacarideos A, C e

W de Neisseria meningitidis pelo ELISA

Para detecgao dos niveis de IgG total induzidos pelos polissacarideos A, C e W
de Neisseria meningitidis foi utilizado o método imunoenzimatico ELISA seguindo a
instru¢do de trabalho (IT N° 3013) do Laboratério de Desenvolvimento de Vacinas
Bacterianas do Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos (Bio-Manguinhos) —
FIOCRUZ (Figura 8), onde placas de poliestireno (Immulux HB / Dynex Ref:1010 - placa
com afinidade por complexos hidrofilicos e proteinas) foram revestidas com uma solugdo
de polissacarideo de interesse (A (Lote 02/01 PSA nativo), C (Lote 125EMPCPO07) ou W
(Lote 17/2016) a 10 pg/mL) em PBS 0,01M e conjugados a uma solu¢ao de Albumina
Metilada humana (mHSA) (Lote 04/142 NIBISC-UK)(10pg/mL) (em PBS 0,01M, com a
finalidade de obter uma concentragao final de 5 pg/mL do conjugado formado (FRASCH
et al, 1995; SILVEIRA et al, 2007). Foram distribuidos 100 pL. / pogo e as placas
foram incubadas a temperatura de 4-8 ° C overnight (aproximadamente 16 horas) em
camara umida. Entre as etapas subsequentes foram realizados ciclos de lavagem nas
placas com Tampao TBS pH7,5 em lavadora automatica (AquaMax Plate Wash 2000
— Molecular Devices) com 200 pL / poco. Apds lavagem, as placas foram bloqueadas
com 200 pL / pogo do tampao TBS pH7,5 + 5% soro fetal bovino (SFB) e mantidas em
camara umida pelo periodo de uma hora a temperatura ambiente. As amostras € 0 soro
padrdo foram preparados em tampao de diluicdo (TBS pH7.,5 + 5% SFB) e foram
aplicados 200 pL / poco em duplicata e posteriormente realizadas as dilui¢cdes seriadas
(fator de dilui¢do 1:2) resultando num volume final de 100 pL / pogo. As placas foram
incubadas overnight em camara imida a temperatura de 4°C. No dia consecutivo a
aplicacao das amostras foi adicionado 100 pL/pog¢o do anticorpo anti-IgG murino
(Whole Molecule) conjugado a enzima fosfatase alcalina (Ref: A3688 Sigma-Aldrich)
preparada em tampao de diluigdo (PSA 1: 35000; PSW 1:6000; PSC 1:30000) e as
placas incubadas por duas horas a temperatura ambiente. Ao final desta etapa, foi
adicionado 100 pL/pogo de solucdo de tampao do substrato e p-nitrofenil fosfatase
(Ref: P7998 Sigma-Aldrich), ao abrigo da luz, a temperatura ambiente por 30 minutos
e as placas foram levadas ao espectofotdmetro para leitura da densidade 6tica (DO)
(Figura 13) no comprimento de onda a 405nm (Versa max tunable — Molecular
Devices). As concentragcdes (UA/mL) foram obtidas pelo parametro logistico-4,

programa SoftMaxPro versdo 5, a partir dos soros padrao in house de camundongos
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sui¢os imunizados com polissacarideos dos grupos A (Lote 02/01 PSA nativo) e W
(Lote 17/2016) de Neisseria meningitidis conjugados a proteina monomérica tetanica
(PMT) (Lote 16PMTO001ZRA), titulados arbitrariamente em 1000 UA/mL (WATSON
et al , 2014; KINLOCK et al, 2018) e soro padrao in house de camundongos suicos,
imunizados com a vacina Meningocécica C conjugada produzida em Bio-Manguinhos
(Lote:138EXVMCO03,com diluente Lote:138EXDMCO03), com o titulo arbitrario de
808,524 UA/mL (Lote 31/08/2017).
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(amostra) marcada cromogénico

Figura 13 — Esquema das etapas do ELISA. (A) Placa sensibilizada com o polissacarideo de interesse
conjugado a mHSA. (B) Incubagdo das amostras de soro dos camundongos sui¢os imunizados. (C)
Incubag¢do com o anti-IgG murinho conjugado a fosfatase alcalina. (D) Reagdo enzimatica na presenca
do substrato cromogénico (p-nitrofenil fosfatase). Entre as etapas do ensaio foram feitas lavagens com

o tampao TBS pH 7,5 + 5% SFB (Adaptado GOLDSBY, KINDT & OSBORNE, 2002)

5.3 - Padronizacio do teste de acoplamento de polissacarideos nas

microesferas carboxiladas fluorescentes

5.3.1 — Concentracao de polissacarideo A, C e W de Neisseria meningitidis

imobilizados nas microesferas

As microesferas carboxiladas (QuantumPlex™ Carboxyl, 5,5um de didmetro, 5
grupos com intensidades diferentes do fluorocromo Starfire Red, Ref 238, Bangs
Laboratories, Inc.) foram contadas em cdmara de Neubauer (107 microesferas/ teste) e
lavadas duas vezes com tampao de lavagem (0,01M PB + 2% BSA) (16000 g por cinco
minutos em centrifuga 5418R Eppendorf).
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Apos as etapas de lavagem, as microesferas foram ressuspendidas em 80 pL de
tampao de ativagdo (100 mM NaH2PO4.1H20 pH 6,2) e acrescidas de 10 pL de 1-
ethyl- 3-[3dimethylaminopropyl] carbodiimide hidrochloride (EDC — THERMO) 50
mg/mL e 10 pL de N-hidroxysulfosuccimide (Sulfo-NHS — THERMO) 50 mg/mL. A
suspensdo foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As
microesferas foram lavadas com 250 pL de tampao de acoplamento (MES — 0,05 M MES
pH 5,0 em PW (do inglés Pure Water — agua pura)) (Figura 14).
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Figura 14 - Reacao de conjugacdo — Adaptado (HERMANSON,2008)

As concentragdes de antigenos foram adicionadas a 107 microesferas num
volume final de 500 puL de tampao de acoplamento (0,05M MES pH 7,2 — 8,5). A
mistura foi incubada por 2 horas e 30 minutos em agitagao de 200 rpm (agitador IKA-
KS 260 basic), a temperatura ambiente. As microesferas foram lavadas 2 vezes com 1
mL de tampao de lavagem e bloqueadas 1h a temperatura ambiente com tampao de
bloqueio (0,01M PB + 2% BSA) com agitagdo. Apos a tltima lavagem as microesferas
sensibilizadas foram estocadas em 300uL de tampao de lavagem (2 — 8 °C protegido
da luz).

Baseados em protocolos da literatura (LAL ez al, 2005; BORROW et al, 2006)
foram testadas 4 concentragdes de polissacarideos A, C e W de Neisseria meningitidis
para a sensibilizacdo das microesferas.

Para avaliar o percentual de polissacarideo adsorvido a microesfera foi realizada a
quantificagdo de polissacarideo livre, proveniente da reacao, nos sobrenadantes resultantes das

etapas de lavagem. Para os polissacarideos C e W, foi realizada a dosagem de acido sialico
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(SVERNNHOLN, 1957) e para o polissacarideo A foi utilizado o método Chen, para a
quantifica¢do de fésforo (P) (CHEN et al, 1956).

5.3.2 — Avalia¢ao do acoplamento do PSA, PSC e PSW com a microesfera carboxilada

pela mimetizaciio com Acido Galico

Para monitorarmos o percentual de ligacdo entre as microesferas carboxiladas e o
polissacarideo, foram mimetizadas as reagdes de conjugacdo utilizando o acido galico, para
reproducdo das estruturas funcionais das microesferas, com o PSC e PSW, representado pelo
acido sidlico (NANA), e o Inositol para o PSA. Antes de verificar as amostras obtidas, cada
reagente envolvido na reacao de conjugagao foi injetado na coluna cromatografica para verificar
seu tempo especifico de retencao (Curva Padrao). A cinética de reagdo foi acompanhada no
periodo de 15 minutos a 2,5 horas para determinar o melhor tempo de conjugagdo. As
estabilidades quimicas dos bioconjugados de acido galico e acido sialico, e, acido galico e
Inositol, foram estudadas seguindo os tempos de retengado e suas respectivas areas relativas.

Para mimetizar a reagdo de acoplamento dos polissacarideos A, C e W foi
utilizado 10 mg de acido galico, representando a estrutura das microesferas
carboxiladas. Foi adicionado ao sistema as solug¢des de EDC (10 mg / 50 mL) e Sulfo-
NHS (10 mg / 50 mL), onde posteriormente foi incubado durante 20 minutos a
temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Apdbs o tempo de incubagao, foi acrescentado 10 pg de NANA (acido sialico),
representando os polissacarideos dos grupos C e W e em outra reagao similar,
representando o polissacarideo A, 10 pg de Inositol.

A amostra foi aliquotada e analisada de acordo com o tempo de incubacdo em

sistema cromatografico (Waters 2690 — Separations Module):

- T15 (ap6s 15 minutos do inicio da reagdo de acoplamento),
- T30 (apo6s 30 minutos do inicio da reacdo de acoplamento),
- T60 (ap6s 60 minutos do inicio da reacdao de acoplamento),
- T90 (ap6s 90 minutos do inicio da reacdo de acoplamento),
- T120 (ap6s 120 minutos do inicio da reagao de acoplamento),

- T150 (ap6s 150 minutos do inicio da reagao de acoplamento).
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5.4 - Deteccio e quantificacio dos anticorpos induzidos pelos
polissacarideos dos grupos A, C e W de Neisseria meningitidis combinados
na vacina Menveo® pela tecnologia multiparamétrica baseada em

microesferas.

A concentracdo das microesferas foi ajustada para 103 por reacdo e foram
incubadas com 100 pL do soro dos camundongos e o soro padrdo (1:1) uma hora a
temperatura ambiente. Foram realizadas duas lavagens com 500 puL de tampao de
diluicao (PBS 2% SFB + 0,1% Azida sodica) (cinco minutos a 16000 xg). O
precipitado foi incubado por 30 minutos a 37°C em agita¢ao (200 rpm) com anticorpo
anti [gG de camundongo conjugado a FITC (Ref: F0257 SIGMA-ALDRICH). Foram
realizadas duas lavagens com 500 pL de tampao de lavagem, e as amostras foram
ressuspendidas com 200 pLL do mesmo tampao e armazenadas a temperatura de 2 —

8°C, protegido da luz até a analise no citdbmetro de fluxo.
5.5 — Controle de qualidade da citometria de fluxo

A aquisicdo das amostras foi realizada em citometro de fluxo Cytoflex
(Beckman Coulter) utilizando o programa CytExpert 2.1 (Beckman Coulter) (Figura
15). Para cada amostra foram adquiridos 5.000 eventos no gate de microesferas. A
identificagao das microesferas foi realizada através de um dot plot de tamanho versus
fluorescéncia de Starfire Red, fluorocromo marcador das microesferas.

A avaliagdo da resposta das amostras foi realizada pela marcagdo com anticorpo
anti-IgG murino conjugado a FITC. A emissao do Starfire Red foi quantificada no filtro

(690 / 50 BP) e a emissao do FITC no filtro (525 / 40 BP).
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Figura 15 — Citometro de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter)
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Para calibragdo do equipamento, antes da aquisicdo das amostras, foi realizado
o processo de controle de qualidade didrio do citometro de fluxo através da aquisi¢ao
de microesferas de calibracao comercial, conforme indicacado do fabricante do
equipamento (CytoFLEX Daily QC Fluorospheres, Beckman Coulter).

Para a padronizagao dos ensaios, os ganhos dos parametros analisados foram
uniformizados através das microesferas utilizadas no presente estudo visando
determinar o posicionamento adequado de cada intensidade de fluorescéncia no
grafico. O ganho para a intensidade de fluorescéncia das microesferas foi escolhido de
modo que o pico dos controles negativos (microesferas sem soro antes e depois do

acoplamento com o anti-IgG murino conjugado ao FITC (Ref: F0257 SIGMA-

ALDRICH) ficasse entre 102 e 103 no histograma de fluorescéncia. Este ganho foi
mantido para os trés grupos de microesferas utilizadas no estudo.

A analise dos dados adquiridos no CytoFLEX foi realizada utilizando o software
FlowJo (Tree Star versao 10.2). Os resultados foram expressos em percentual de

microesferas positivas e intensidade média de fluorescéncia para FITC.
5.6 — Calculo do Cutoff do ELISA e da citometria de fluxo

O Cutoff (ponto de corte) foi calculado, de forma que, seu resultado fosse a
média de quatro amostras do controle negativo acrescidas de duas vezes o desvio padrao
dos controles negativos (HELMBERG,1997), assim seria possivel determinar um limiar

de concentragao para IgG total nos soros e comparar com o ELISA (LAHER et al, 2006).

Cutoff =X 4 CN +2. SDCN
Sendo:

7= Meédia Aritmética

CN = Controle Negativo

SDCN = Desvio Padrdo dos controles negativos
5.7 - Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de Grubbs (Excell) para a retirada dos

valores discrepantes, isto €, observagdes que apresentam um grande afastamento das
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demais da série, ou que sdo inconsistentes.

Para todas as andlises estatisticas foi utilizado o programa Prism GraphPad ®
versdo 6.01 e o nivel de significancia estatistica foi determinado para p < 0,05. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade de D’Agostino & Pearson. A
significancia das diferencas entre as varias concentragcdes de antigenos utilizados na
sensibilizacdo das microesferas foi avaliada pelo teste ndo paramétrico Kruskall-
Wallis. A correlagdo entre o ELISA e a metodologia proposta foi realizada pelo teste
de correlagdo de Spearman (r) e a determinagdo do nivel de correlagdo seguiu a
classificacao de Lira (2004). Um p-valor < 0,05 significa que o acaso nao ¢ suficiente
para explicar os resultados. O nivel de correlacdo varia entre: rs < 0,2 (negligenciavel);
0,2 <rs < 0,4 (fraca); 0,4 <rs < 0,6 (moderada); 0,6 <rs < 0,8 (forte); e rs > 0,8 (muito
forte). A avaliagao da diferenca estatistica entre o ELISA e a Citometria de Fluxo foi

determinada pelo teste de Mann-Whitney.
6 — RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 - Deteccao dos niveis de IgG total para os polissacarideos A, C e W de
Neisseria meningitidis pelo teste de ELISA

Em estudos pré-clinicos e clinicos de vacinas, o monitoramento da imunidade induzida
¢ essencial. Além de fornecer uma média na administragdo de vacinas nos individuos, os
biomarcadores imunologicos que mudam com as intervenc¢des da vacina podem ser candidatos
a correlatos de protecdo, ou podem ajudar a direcionar a busca por correlatos confidveis nos
mecanismos imunologicos relevantes. Existem varios ensaios que permitem a deteccdao de
biomarcadores imunologicos em material derivado de sangue, como o ELISPOT, ELISA dentre
outros. (SMITH et al, 2015).

Apesar da importancia dos anticorpos bactericidas e o seu monitoramento para a
avaliacdo da resposta imunoldgica no desenvolvimento de vacinas meningococicas, o ELISA ¢
muito utilizado nos estudos pré-clinicos e clinicos na avaliagdo da poténcia e da estabilidade
destas vacinas (SILVEIRA et al, 2007; JESSOUROUN et al, 2005).

A avaliagdo da imunogenicidade, a trés dos antigenos presentes na vacina
tetravalente Menveo® (polissacarideos de Neisseria meningitidis grupos A, C e W) foi

realizada pela determinagao dos titulos de IgG total por ELISA.
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Os soros de camundongos imunizados no esquema de trés doses foram
analisados em pools de cinco animais, ao longo da cinética de coletas de amostras (TO,
T15, T30 e T45). Titulos considerados como positivos, baseados nos Cutoff calculados,
foram detectados a partir da 2* imunizac¢ao (T30), com um aumento estatisticamente
significativo, quando comparado aos titulos pré-imunes (p< 0,0001), para os trés
polissacarideos analisados, atingindo um pico de produg¢ao de anticorpos 15 dias apos
a ultima imunizacao (T45). Quinze dias ap6s a 3* imunizacgao (T45), podemos observar
um titulo médio mais elevado contra o PSA, seguido por PSC e PSW (Figura 16).

Esses resultados ja foram observados anteriormente pelo grupo (GABRIEL,
2017; SILVEIRA et al, 2007), onde camundongos sui¢os imunizados com a Vacina
Meningocdcica C Conjugada (MenCBio), desenvolvida em Bio-Manguinhos, num
esquema de trés doses apresentou titulos de IgG detectaveis a partir da 2* dose da
vacina, alcangando um pico ap6ds a 3* dose (2083,7 UA/mL) quando comparado ao TO.

Entretanto a média de concentracdo de IgG total, induzida pelo PSC conjugado
da Menveo®, detectada no presente trabalho, ¢ mais baixa do que a induzida pela
MenCBio devido a proteina carreadora utilizada na vacina comercial (CRM;97) ser
menos imunogénica do que a PMT (Proteina Monomérica Tetanica), carreadora do
polissacarideo na vacina MenCBio (DAGAN, POOLMAN & SIEGREST, 2010). As
proteinas carreadoras sao responsaveis pelo aprimoramento da resposta ao
polissacarideo ao envolver subpopulacdes celulares, distintas das habitualmente
envolvidas em uma resposta a este tipo de molécula, como as células T auxiliares,
produzindo citocinas e sinais de ativagcdo e as células foliculares dendriticas
(GABRIEL 2017; DAGAN, POOLMAN & SIEGREST, 2010). A PMT tem gerado
uma produc¢ao maior de anticorpos contra o polissacarideo devido a uma resposta de

células B predominante (BRYNJOLFSSON et al, 2008).
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Figura 16 — Quantificac¢@o dos titulos de IgG total, contra os polissacarideos de Neisseria meningitidis grupos C
(A), A (B) ¢ W (C), a partir do soro de camundongos imunizados com a vacina tetravalente conjugada Menveo®
por ELISA. Foi observado um aumento significativo a partir do T30 (2* dose), quando comparado a amostra pré-
imune (TO0) (p< 0,0001). TO (coleta pré-imune), T15 (15 dias apds a 1* imunizagdo), T30 (15 dias apds 2*

imunizacdo) e T45 (15 dias apds a 3" imunizacdo). (— mediana; T L desvio padrio).

6.2 - Padronizacao da concentraciao de polissacarideo de Neisseria meningitidis grupos A,
C e W para o acoplamento nas microesferas carboxiladas utilizadas na técnica de

citometria de fluxo

A tecnologia multiparamétrica utiliza microesferas fluorescentes distintas como um
suporte solido para o antigeno, conseguindo incorporar todas as vantagens do ELISA, e também
aumentar o rendimento da amostra, reduzindo significativamente o volume a ser analisado e o
tempo do teste (LAHER et al, 2006).

Apesar da existéncia de varios protocolos de acoplamento de antigenos proteicos a
microesferas carboxiladas, uma padronizacao do processo para um antigeno de natureza
diferente ¢ necessaria, objetivando a melhoria, performance, atividade, estabilidade, dentre
outros pontos. Como a atividade e a cinética de ligacdo sdo altamente dependentes da

orientagdo da molécula imobilizada, grupos reativos que estdo disponiveis para o
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acoplamento ou modificacdo devem ser cuidadosamente considerados (LAL et al, 2003;
MOROZOV & MOROZOVA, 2006; FERBAS et al, 2007, PERRAUT et al, 2014;
ANDRADE et al, 2014; MORTBERG et al, 2016).

A consisténcia do resultado em citometria de fluxo estd diretamente relacionada ao
anticorpo utilizado. Embora anticorpos policlonais possam ser utilizados, em geral se
empregam anticorpos monoclonais na realizagdo do ensaio. A especificidade do monoclonal
esta relacionada a proporcao entre a quantidade do anticorpo e do antigeno para otimizagao
da deteccdo. O tamanho do monoclonal também guarda importancia com o resultado do
experimento e estd relacionado, por exemplo, a localizacdo do antigeno (MOARES —
VASCONCELOS & DUARTE, 2013).

A aplicagdo clinica dos ensaios multiparamétricos dependem da obtengao de resultados
semelhantes a técnicas de rotina, principalmente o ELISA. Em contrapartida, Lal e
colaboradores (2003) ao desenvolverem um teste multiparamétrico, para a pesquisa de
anticorpos contra nove antigenos de Streptococcus pneumoniae observaram uma alta
especificidade, com menos de 30% de interferéncia heter6loga entre os antigenos analisados
(LAL et al, 2005).

Desde o inicio da década de 1980, a metodologia multiparamétrica tem se tornado
mais popular para a andlise do titulo de anticorpos em vacinas combinadas. Essa tecnologia
tem permitido a realizacdo de analises celulares e refinadas, com a utilizagdo de até vinte
parametros diferentes. (MOARES — VASCONCELOS & DUARTE, 2013). Além disso, a
citometria de fluxo a base de microesferas ¢ mais rapida do que o ELISA de fase sélida. A
redu¢do dos tempos de incubagdo e tempos totais do ensaio permitem que mais experimentos
sejam realizados, dentro de um periodo reduzido de tempo (BARNES et al, 2015).

A concentracdo dos polissacarideos utilizados na sensibiliza¢do das microesferas
carboxiladas (QuantumPlex - Bangs Laboratories) foram padronizadas seguindo alguns
parametros propostos para o ensaio, tais como: (1) melhor rendimento do teste citometria de
fluxo; (2) menor coeficiente de variagdo entre as triplicatas do soro padrdo; (3) alta
correlagdo com o ELISA; (4) menor interferéncia na amostra negativa; (5) menor quantidade
de polissacarideo residual apos o acoplamento e (6) estabilidade do acoplamento dos
polissacarideos as microesferas.

Cada polissacarideo (A, C e W) foi acoplado a um grupo de microesferas de
intensidades diferentes de um mesmo fluorocromo (Starfire Red), para determinar

qualitativamente os niveis de IgG total para cada antigeno (Figura 17).
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Figura 17 — Representacdo grafica das microesferas carboxiladas com intensidades diferentes do
fluorocromo Starfire Red (QuantumPlex — BangsLaboartories) — SSC (complexidade area de disperséo
da luz) — eixo y; FL4-H (Starfire Red) - eixo x representa a posicdo do gate das populacdes de

microesferas com diferentes intensidades.

A concentragdo de polissacarideo utilizada para sensibilizar as microesferas, para a
pesquisa dos titulos de IgG, foi determinada pela anélise em triplicata das amostras de soros
padrdo in house para os trés polissacarideos, de uma amostra negativa e do branco (composto
pelas microesferas sensibilizadas acrescido dos tampodes de lavagem utilizados no
experimento).

Baseada na literatura (LAL et al, 2005; BORROW et al, 2006), foram testadas 4

concentragdes de cada polissacarideo, como mostra a tabela (Tabela 3):
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Tabela 3 - A tabela mostra as concentragdes de cada polissacarideo (PSA, PSC e PSW) utilizada na sensibilizacao

das microesferas. Cada concentragéo ([ Jmg/mL) foi analisada em triplicatas bioldgicas.

PSA PSC PSW

[ Img/mL |[ Jmg/mL |[ ]mg/mL
0,9 0,8 1

1,8 1,7 2

3,5 3,4 4

7 7 8

Foi determinado um valor para a amostra branco, a partir da média das repeti¢des
realizadas, que foi descontado de todas as amostras. A IFM (Intensidade de Fluorescéncia
Média) da amostra branco foi de 354, 355 e 485, para o PSA, PSC e PSW respectivamente.

A concentracdo do PSC adequada para a sensibilizagdo das microesferas foi de 1,7
mg/mL devido a auséncia de diferenca estatistica significativa entre as triplicatas (p=0,8785),
além de apresentar a maior correlacdo com o ELISA utilizado na pesquisa de titulos IgG total

induzidos pelo mesmo polissacarideo (r=0,995015) (Tabela 4).

Tabela 4 - Representa a correlagdo das concentragdes () de PSC utilizadas na técnica de citometria de fluxo com
o ELISA para PSC e a diferenga estatistica da avaliagdo das triplicatas do soro padrdo para PSC frente as quatro

concentragdes do polissacarideo. p-valor representa a diferenca estatistica entre as triplicatas realizadas.

[ ] PSC (mg/mL) r p
0,8 0,924915 0,045
1,7 0,995015 0,8785
3.4 0,907889 0,05
7 0,931561 0,023

O percentual de incorporagao do PSC (1,7mg/mL) nas microesferas foi de 74%, como
observamos pela dosagem de acido sidlico (SVERNNHOLM, 1957) no sobrenadante,
mostrando um bom rendimento das condig¢des utilizadas.

O rendimento da técnica de citometria de fluxo ¢ mostrado no grafico, onde apesar da
concentra¢cdo de 0,8 mg/mL apresentar uma IFM maior do que a concentracdo escolhida, a
interferéncia no branco (540 IFM) comprometeu o resultado final bem como pela menor

incorporagao e correlagdo com o ELISA na pesquisa de anticorpos para o mesmo polissacarideo
(Figuras 18 ¢ 19).
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Figura 18 — Comparagdo das concentragdes de PSC utilizado no acoplamento nas microesferas carboxiladas
utilizadas na citometria de fluxo para a pesquisa dos titulos de IgG no soro padrdo in house contra o PSC. O eixo

do x representa as dilui¢des utilizadas no teste e o eixo do y a intensidade de fluorescéncia média (IFM) obtida.
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Figura 19 - Histograma representativo dos titulos de IgG total do soro padrdo murino para o
polissacarideo de Neisseria meningitidis grupo C e do controle negativo (microesferas +
conjugado). Cada pico representa uma dilui¢do do soro padrido (1:250 — 1:32000) e o controle

negativo (1:400) é representado pelo 1° pico. [ ] PSC incorporado na microesfera = 1,7mg/Ml.

Para os demais polissacarideos (PSA e PSW) foi utilizada a mesma abordagem na
padronizagdo do acoplamento dos antigenos as microesferas. Foi necessaria uma concentracao

maior dos polissacarideos para que os testes apresentassem melhores rendimentos.
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Para o polissacarideo A foram testadas quatro concentragdes (0,9 mg/mL; 1,8mg/mL;
3,5 mg/mL, 7 mg/mL), onde verificou-se que a melhor concentragdo para a correlagdo entre o
ELISA e a citometria de fluxo foi a de 7mg/mL, (»=0,988293 e p = 0,7965) (Tabela 5, Figura
20 e 21).

Tabela 5 - Representa a correlagdo das concentracdes de PSA utilizadas na técnica de citometria de fluxo com o
ELISA para o mesmo polissacarideo e a diferenca estatistica da avalia¢ao das triplicatas do soro padrio para PSA
frente as quatro concentracdes do polissacarideo. p-valor representa a diferenca estatistica entre as triplicatas

realizadas

[ ]PSA (mg/mL) r p
0,9 0,965026 0,1879
1,8 0,979973 0,4242
3,5 0,965230 0,38
7 0,988293 0,7965

A dosagem de residuos de PSA no sobrenadante, resultante das etapas de lavagem, foi
realizada pelo método de Chen, pela quantificagdo de fosforo (P) na amostra (CHEN et

al,1956). O percentual de incorporagdo de polissacarideo foi de 89% (Figura 20).
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Figura 20 — Comparagdo das concentragdes de PSA utilizadas no acoplamento nas microesferas carboxiladas

utilizadas na citometria de fluxo para a pesquisa dos titulos de IgG no soro padrio in house contra o PSA. O eixo

do x representa as dilui¢des utilizadas no teste e o eixo do y a intensidade de fluorescéncia média obtida (IFM).
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FIGURA 21: Histograma representativo dos titulos de IgG total do soro padrao murino para o

polissacarideo de Neisseria meningitidis grupo A e do controle negativo. Cada pico representa

uma dilui¢éo do soro padrao (1:250 — 1:32000) e o controle negativo (1:400) é representado pelo

1° pico. [ ] PSA incorporado na microesfera = 7 mg/mL

Para o PSW (Figura 22 e 23), dentre as concentragdes utilizadas (1 mg/mL; 2 mg/mL;

4 mg/mL; 8 mg/mL) a que mostrou uma melhor correlacio com a metodologia referéncia foi

de 8 mg/mL (r = 0,997505), com um percentual de acoplamento de 92% nas microesferas e

auséncia de diferenca estatistica entre as triplicatas de soro padrdo utilizadas (p= 0,4712)

(Tabela 6).
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Tabela 6 - Representa a correlacdo das concentragdes (r) de PSW utilizadas na citometria de fluxo e no ELISA e
a diferenga estatistica da avaliacdo das triplicatas do soro padrdo para PSW frente as quatro concentragdes do

polissacarideo. p-valor representa a diferenga estatistica entre as triplicatas realizadas.

[ 1PSW (mg/mL) r p
1 0,996629 0,0092
2 0,975899 0,0856
4 0,991909 0,5011
8 0,997505 04712
PSW
8000 -
6000 A
H1mg/mL
2 L
= 4000 - = 2me/m
m4mg/mL
i 8mg/mL
2000 A

Branco 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800

Diluicdo do soro padrao

Figura 22 — Comparagdo das concentragdes de PSW utilizado no acoplamento nas microesferas carboxiladas
utilizadas na citometria de fluxo para a pesquisa dos titulos de IgG no soro padrao in house contra o PSW. O eixo

do x representa as dilui¢des utilizadas no teste e o eixo do y a intensidade de fluorescéncia média obtida (IFM)
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FIGURA 23: Histograma representativo dos titulos de IgG total do soro padrdo murino para o
polissacarideo de Neisseria meningitidis grupo W e do controle negativo. Cada pico representa
uma dilui¢do do soro padrao (1:100 — 1:12800) e o controle negativo (1:400) é representado pelo

1° pico. [ ] PSW incorporado nas microesferas = 8 mg/mL

Outras etapas do método também foram avaliadas juntamente com a padronizagdo das

concentragdes, tais como a temperatura e o tempo de incubacao, fatores que foram importantes

para o rendimento do ensaio proposto.

Foi realizada uma cinética de tempo de incubagdo, do polissacarideo com a
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microesfera, que variou de 30 minutos a 2,5 horas. O tempo de incubagdo de 2,5 horas, a
temperatura ambiente, foi o mais adequado (Tabela 7 e 8), pois ocorreu um maior percentual
de acoplamento dos trés polissacarideos nas microesferas, ao contrario de Lal e colaboradores,
que observaram que um menor tempo de conjugacdo para o PSA foi requerido (1,5 horas),
enquanto que para os demais PS foi de 2,5 horas.

Devido as semelhangas nas estruturas polissacaridicas capsulares bacterianas ¢ esperado
um baixo nivel de reatividade cruzada entre os trés grupos. (LAHER et al, 2006).

A estabilidade para lotes de microesferas incorporadas com polissacarideo ¢ um
importante fator no processo de implementacdo deste novo método. Pavliakova e colaboradores
(PAVLIAKOVA et al, 2018) monitoraram periodicamente microesferas sensibilizadas e
observaram que a sensibilizagdo se mantinha estavel por aproximadamente dez meses
utilizando o PS conjugado a Poli-L-Lisina (PLL). Bérnes e colaboradores (2018), sugerem o
comprometimento dos epitopos de ligagdo do PS devido a conjugacdo com a Poli-L-lisina.
Substituindo a Poli-L-Lisina utilizaram o DMTMM (4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-
metilmorfolinium cloride) como ponte de ligagao do PS as microesferas carboxiladas obtendo
um periodo de estabilidade da sensibilizacdo de 12 meses. Com o objetivo de evitar tal
problema e reduzir o coeficiente de variagdo (25%), observado no ELISA, promovemos uma
ligacdo entre as microesferas carboxiladas e o PS, utilizando somente os agentes de
acoplamento EDC e Sulfo-NHS e um aumento do pH do tampao de acoplamento para 8,6,
favorecendo assim a ligagdo entre as duas estruturas. Com este procedimento obtivemos um
periodo de estabilidade do acoplamento de cinco meses, com uma alta correlacao com o método
de referéncia. O EDC e Sulfo-NHS sdo considerados agentes de comprimento zero (zero-lenght
crosslinkers) pois promovem ligacdes entre duas moléculas, sem formar composto adicional
entre os dois sistemas (HERMANSON, 2008). Esse fato possibilita que os grupamentos
quimicos das duas moléculas sejam ligados covalentemente, sem a formacao de um ligante
adicional ou espagamento. Em preparo de carreadores conjugados a haptenos, onde o principal
objetivo ¢ o desenvolvimento da resposta imunologica a biomolécula ligada, ocasionalmente,
um percentual dos anticorpos produzido pode apresentar resposta imune ao ligante (crosslinker)
utilizado na conjugacdo. Os agentes de comprimento zero podem ser considerados uma
alternativa frente aos ligantes tradicionais, eliminando consideravelmente este tipo de
reatividade cruzada, mediando uma ligacdo direta entre os dois compostos (HERMANSON,
2008; ULRICH, 2007; GUO et al, 2016).

O EDC ¢ o reagente mais comumente utilizado na conjugagdo de compostos que

possuem grupos carboxilicos e ou aminas. O Sulfo-NHS promove a solubilidade e estabilidade
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do intermedidrio reativo durante a reacdo. Estes agentes de acoplamento apresentam elevada
solubilidade em meio aquoso, 0 que permite o processamento da reacdo na auséncia de
solventes organicos. favorecendo assim, a remoc¢ao do bioconjugado e subprodutos através de
dialise ou filtracdo em gel (APUD BRASIL JUNIOR, 2010).

Em estudos, Nakajima e Ikada (1995) verificaram que a ativacdo dos grupos
carboxilatos ocorre de modo mais efetivo na faixa de pH 3,5 — 4,5, enquanto a formagao da
ligacdo amida apresenta rendimento mais elevado na faixa de pH 4,0 — 6,0, quando o antigeno
¢ de natureza proteica (HERMANSON, 2008; ULRICH, 2007; NAKAJIMA & IKADA, 1995).

Analisando a amostra obtida no tempo de retencao 1,964, foi observado um decaimento
na concentracao do reagente (acido gélico) ao longo da cinética. Quando verificamos o tempo
de retencao 4,304, foi observado o deslocamento da reagao favorecendo a formagao do produto,
ou seja, a conjugacdo dos reagentes, acido galico, as estruturas de mimetizagao do

polissacarideo, NANA e Inositol (Tabelas 7, 8 € 9).

Tabela 7: Curva padrao do tempo de retengdo dos reagentes e produtos da reagdo de conjugagio mimetizada

ANALITO | NHS | EDC | NANA | AC. GALICO | INOSITOL | CONJUGADO

Tr(min) | 1,392 | 1,720 | 1,860 1,973 1,085 4,304

Tabela 8: Areas relativas correspondentes ao tempo de reten¢do dos reagentes,

produtos e subprodutos da reacao de conjugacdao mimetizada (NANA)

AREA RELATIVA
ANALITO

7\ i " |

" el

T (min) 1,964 \ 3,29 | 4,019 4.304\4.946 5,648 7.244 | 9,082
15 63,19 \1.59 0,25 , 31,17 {0,16 3,13 0.51
30 66,66 |[1.57 | 0,22 28,53 [0,15 X 3T 0.5
60 | 62,15 [J1.58 |03 {3223 Jo0,1i7 |3.04 0,53
120 57.35 l 1,88 | 0,29 35,88 ’ 0,16 357 0,78 ‘
150 53,511/ 191 | 0,28 3_5?’ 013 3,71 1.01 0.42 7

Acido sialica (acido N-acetiineuraminico (NANA))

O Decaimants da sone. Ae. pilies

O Farmaio de pradute (esnjugasda)

tubprodutos

Para o reagente Inositol, o0 mesmo comportamento foi detectado, conforme
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Tabela 9: Areas relativas correspondentes ao tempo de retencdo dos reagentes, produtos e

subprodutos da reagdo de conjuga¢do mimetizada (INOSITOL)

AREA RELATIVA

ANALITO

Tamin) 1,964\ 3,20 | 4,019 |/4,304\ 4,946 '5,648 | 6,454 | 7,244 | 9,082 |
15 73,33 §1.27 [ 0,22 | 22,41 Y0,11 || 2,21 0,46
30 [ 69,12 |1,39 (0,29 || 26,02 §0.1 | | 2.56 0,52 1
60 |[7576 [[1.06 [0,25 |[20,53 [jo,08 | 1,94 0,38 1
90 || 6635 ||1,46 | 0,27 || 28,03 Jo.12 | 202 |005 |059 |0,02
120 {6102 J1.75 (0,35 | 31,26 §0,16 3,81 |02 |1.04 |0,49
150 |\61,88) 1,74 [034 \31,06/ 017 |345 |0,11 |089 |037) |

Ingsitol NS NS

O Decaimento da conc. Ac. glico

O Formagdo de produto (conjugado)

Subprodutos

6.3 —Calculodo Cutoffdo ELISA e da citometria de fluxo utilizados na pesquisa

de anticorpos contra os polissacarideos de Neisseria meningitidis grupos A, C

e W

A representacgao grafica do cutoff do ELISA e da citometria de fluxo

para os polissacarideos A, C e W estdo demonstrados na figura 24.
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6.4 - Deteccao e quantificacio dos anticorpos induzidos pelos pelos
polissacarideos dos grupos A, C e W de Neisseria meningitidis combinados
na vacina Menveo® pela tecnologia multiparamétrica baseada em

microesferas

A metodologia multiparamétrica, baseada em microesferas como suporte sélido,
tem sido muito utilizada no diagndstico para varias doengas, desde leucemias a resposta
imunoloégica a antigenos microbioldgicos (SANTIAGO ef al,2016).

Apds a padronizagao das concentragcdes ideais para os acoplamentos dos
antigenos as microesferas carboxiladas, o titulo de anticorpos das amostras dos pools
dos camundongos imunizados com a Vacina Menveo® foram analisadas no citdmetro
de fluxo para um Unico antigeno (ensaio monoparamétrico) e para os trés antigenos
combinados em um mesmo teste (ensaio multiparamétrico). Todos os experimentos
foram realizados em paralelo com a amostra padrao, uma amostra negativa € uma
amostra branco. As [IFM foram convertidas em UA/mL pelo Programa Logistico 4.

Os ensaios analisados tanto na modalidade monoparamétrica quanto na
multiparamétrica na técnica de citometria de fluxo apresentaram-se sensiveis podendo
detectar titulos de IgG total a partir de 15 dias apos a primeira dose da vacina (Figura
25).

Foram analisados os titulos de IgG total para os trés polissacarideos (PSC, PSA
e PSW) separadamente e podemos observar um aumento significativo destes titulos 30
dias apods a terceira imunizacao (T45) quando comparados aos resultados pré-imunes
(TO) (p< 0,0001) para o PSA, e um aumento significativo a partir do T30 (15 dias apos
a 2* imunizag¢ao) (p< 0,0001) para PSC e PSW (Figura 25).
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Figura 25: Quantificagdo dos titulos de IgG total para PSA (A), PSC (B) ¢ PSW (C), a partir do soro de
camundongos suigos imunizados com a vacina Menveo® por citometria de fluxo. Foi detectado um aumento
significativo a partir do T45 para PSA (p <0,0001) e T30 para PSC e PSW (p < 0,0001) quando comparado ao TO
(pré imune). O experimento foi realizado separadamente para cada polissacarideo (teste monoparamétrico) (—

mediana; T L desvio padrio).

Ao analisarmos os niveis de IgG total contra os trés polissacarideos (PSA, PSC
¢ PSW) concomitantemente (ensaio multiparamétrico), observamos uma diferenca
significativa a partir do T30 (p< 0,0001) para o PSW e T45 para PSA e PSC (p=
0,0001) quando comparados com os titulos pré-imunes (TO) (Figura 26).
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Figura 26: Quantificagdo dos titulos de IgG total para PSA (A), PSC (B) e PSW (C) concomitantemente, a partir

do soro de camundongos suigos imunizados com a vacina Menveo® por citometria de fluxo. Foi detectado um
aumento significativo a partir do T45 para PSA e PSC (p= 0,0001) ¢ T30 para o PSW (p<0,0001) quando

comparado ao TO (pré imune) (— mediana; 1 L desvio padrio).

6.5 - Ensaios monoparamétricos e ensaios multiparamétricos

Estudos anteriores t€ém documentado a quantificagao do titulo de anticorpos
especificos para Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax por ELISA e citometria
de fluxo utilizando microesferas sensibilizadas com o antigeno, observando uma maior
sensibilidade e rapidez na analise multiparamétrica (ONDINGO ez a/,2012).

A possibilidade de interferéncia e reatividade cruzada entre os conjuntos de
microesferas ¢ uma consideragao importante para os ensaios multiparamétricos (LAL
et al, 2003; VOER et al, 2008). A comparagao das [FMs geradas pelos ensaios mono
e multiparamétricos demonstraram, contudo, que ndo ocorreu interferéncia entre os
conjuntos de microesferas e a analise multiparamétrica nao pareceu alterar a qualidade

ou a sensibilidade dos ensaios (Figura 27).
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Foram comparados os ensaios monoparamétricos e os multiparamétricos para
as respostas de IgG total aos titulos gerados pelo PSA, PSC e PSW, entre si, e com o
ELISA. Os testes monoparamétricos € os multiparamétricos, além de apresentarem
uma alta correlagcdo entre si, ndo apresentaram uma diferenca estatisticamente
significativa entre os resultados obtidos apds a andlise das amostras sanguineas
murinas (PSA r=0,9885 p=0,483; PSC r=0,9912 p=0,0809; PSW r=0,9775 p=
0,9657) (Figura 27)
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Figura 27 - Representa os titulos de IgG total contra os polissacarideos A (A), C (B) e W (C) de Neisseria
meningitidis, a partir de amostras sanguineas de camundongos sui¢os imunizados com a vacina
Menveo® pela citometria de fluxo (ensaios monoparamétricos e multiparamétricos (PSA r=0,9885
p=0,483; PSC r=0,9912 p=0,0809; PSW r=0,9775 p= 0,9657), foi utilizado o método de Spearman
para avaliar a correlag@o dos ensaios e o Mann-Whitney, para avaliar se existe diferenga estatistica entre

0S ensaios.

Quando a mesma andlise foi realizada em comparacao ao ELISA, apesar de
observarmos uma alta correlacdo entre as trés analises, PSA »=0,9885 p=0,483; PSC
r=0,9912 p=0,0809; PSW r=0,9775 p= 0,9657), foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa entre a citometria de fluxo (monoparamétrica e
multiparamétrica) e o ELISA (PSA (p=0,0001), PSC (p=0,0189), PSW (p=0,0011)),
devido a uma menor sensibilidade observada no ensaio imunoenzimatico, que nao foi

capaz de detectar titulos de IgG total a partir da 1* imunizacao (T15) como a citometria
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de fluxo(Figura 28). Esta superioridade da sensibilidade da citometria de fluxo também
foi observada por Lal e colaboradores (2005) que conseguiram detectar uma
concentracao de anticorpo trés vezes menor do que por ELISA. Em contrapartida a
deteccgao destes titulos, induzidos pelos trés polissacarideos, comegam a se equivaler

15 dias apds a terceira imunizagdo (T45) (p> 0,05) (Figura 28).
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Figura 28 - Titulos de IgG total analisados por citometria de fluxo e ELISA, contra os polissacarideos
A(A)(»=0,0001),C(B)(p=0,0189)e W (C) (p=0,0011) de Neisseria meningitidis, a partir de amostras

sanguineas de camundongos sui¢cos imunizados com a vacina Menveo®. A linha () represema a

Mediana. ELISA e Citometria de fluxo M

A sensibilidade entre os dois métodos pode ser detectada pela analise da curva
padrio para os trés polissacarideos. Os valores de cada ponto da curva padrao, para
ambos os métodos foram transformados em logaritmo natural (In) e colocados em um
grafico, onde o eixo de x € considerado como o cutoff. A intersec¢ao de curva com o
eixo de x representa a mais alta diluicdo que o anticorpo € capaz de ser detectado no
soro, determinando assim, o método mais sensivel (MORTBERG et al, 2016;

HELMBERG et al, 1997).
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Os graficos anteriores (Figura 29) sugerem uma maior sensibilidade da
citometria da fluxo para a quantificacao dos titulos de anticorpos, induzidos pela vacina
tetravalente conjugada comercial. Podemos observar que as curvas dos soros padrao
para os polissacarideos A e C de Neisseria meningitidis detectados pelo ELISA
cortam o eixo das abcissas na dilui¢ao 1:32000, enquanto que a curva que representa
os titulos detectados pela citometria de fluxo possui uma continuidade de deteccdo,
sugerindo uma maior sensibilidade da metodologia multiparamétrica. Com relagao ao
polissacarideo W podemos observar uma semelhancga entre a sensibilidade dos dois
métodos, pois nao ha o corte do eixo das abcissas pelas curvas (Figura 29).

Em avaliagao ao tempo de execug¢ao das etapas dos ensaios do teste ELISA e o
ensaio multiparamétrico, apos as validagdes pertinentes aos grupos de interesse (PSA,
PSC e PSW), observamos que para o estudo de dois ou mais antigenos o teste ELISA
torna-se mais demorado e o quantitativo da amostra requerida ¢ muito maior do que
nas analises multiparamétricas por citometria de fluxo. Apesar da técnica
multiparamétrica contar com equipamentos de alto custo (tais como o citdmetro de
fluxo) e mao-de-obra treinada ¢ muito mais vidavel na andalise imunoldgica para
multiplos antigenos, pois ¢ menos laboriosa, com tempo menor de execugao,
quantitativo amostral otimizado e possibilita a andlise de varios parametros
simultaneamente (DIMASI, GRABONISKI & RANSEN, 2016) sendo fatores

primordiais nas pesquisas de novas vacinas conjugadas e combinadas.

7 - CONCLUSAO

e A sensibilidade do teste multiparamétrico em relacao ao ELISA foi observado
desde a primeira coleta pds-imunizagdao, com a deteccao dos niveis de IgG total
nas amostras sanguineas de alguns camundongos sui¢os acima dos niveis

basais.

e O método monoparamétrico e o multiparamétrico apresentam uma alta correlagao
com auséncia de diferenga estatistica, ndo apresentando uma interferéncia entre
os PS acoplados, sem alterar a qualidade e a sensibilidade da detec¢ao da resposta

imunolodgica aos antigenos analisados.

e A tecnologia multiparamétrica por citometria de fluxo consegue agregar as
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vantagens do ELISA em um tnico teste, sendo menos laboriosa, consumindo um

menor tempo para sua execu¢do € com um volume menor de amostra para analise.

Ocorreu uma alta correlagcdo entre o ELISA e o teste multiparamétrico, porém
apresentando uma diferenca estatistica entre métodos devido a uma menor

sensibilidade do teste imunoenzimatico.
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