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RESUMO

Neisseria meningitidis é a principal causa da meningite bacteriana no Brasil, o que a
torna alvo de vigilancia epidemioldgica. E classificada em diferentes sorogrupos que
se distribuem pelo mundo, sendo que, no Brasil, os principais sorogrupos isolados
séo B e C, contudo, recentemente tem sido vista a emergéncia do sorogrupo W.
Outros paises da América também reportaram aumento da doengca meningocécica
provocada pelos sorogrupos W e Y. O lipopolissacarideo (LPS) e o pili tipo IV sdo
importantes fatores de viruléncia para adesdo as células do hospedeiro, processo
indispensavel para estabelecimento da doenga. Foi conduzida a caracterizagéo do
pili e do LPS por meio de anticorpos monoclonais e da técnica Dot-ELISA em cepas
de meningococos dos sorogrupos W e Y isoladas no Brasil entre 2014 a 2017,
previamente classificadas em sorogrupo, sorotipo e subtipo. A maioria das cepas
estudadas apresentou o pili tipo IV (82,45%) e o LPS 3,7,9 (98,25%). O principal
intuito do trabalho foi destacar a importancia da caracterizacdo de epitopos
relevantes, como o pili e o LPS, e 0 uso de anticorpos monoclonais, visando o0 apoio
a vigilancia epidemiologica das meningites, atentando-se sobre cepas de sorogrupos

emergentes que circulam em nosso pais.

Palavras-chave: Neisseria meningitidis, sorogrupos emergentes, anticorpos

monoclonais, Dot-ELISA, vigilancia epidemioldgica.



ABSTRACT

Neisseria meningitidis is the main cause of bacterial meningitis in Brazil, which
makes it the target of epidemiological surveillance. It is classified into different
serogroups that are distributed throughout the world. In Brazil, the main serogroups
isolated are B and C, however, the emergence of serogroup W has recently been
seen. Other countries in the Americas also reported an increase in meningococcal
disease caused by serogroup W, as well as by serogroup Y. The lipopolysaccharide
(LPS) and type IV pili are important virulence factors for adherence to host cells, an
essential process for the establishment of the disease. Characterization of pili and
LPS in meningococci strains of serogroups W and Y, previously classified into
serogroup, serotype and subtype, isolated in Brazil between 2014 and 2017, was
conducted using the Dot-ELISA technique and monoclonal antibodies. The majority
of the strains studied showed the type IV pili (82.45%) and the LPS 3,7,9 (98.25%).
The main purpose of this study was to emphasize the importance of the
characterizing relevant epitopes, such as pili and LPS, and the use of monoclonal
antibodies, in order to support the epidemiological surveillance of meningitis,

considering strains of emerging serogroups circulating in our country.

Keywords: Neisseria meningitidis, emerging serogroups, monoclonal antibodies,

Dot-ELISA, epidemiological surveillance.
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1. INTRODUCAO
1.1. Neisseria meningitidis

Neisseria € um género de bactérias Gram negativas que se apresentam na
forma de diplococos, medem de 0,6um a 1,5um, sdo imdveis, aerdbias, ndo
esporulam e diversas espécies fazem parte da microbiota do trato respiratdrio
superior humano, exceto N. gonorrhoeae, estritamente patogénica, e N. meningitidis,
ou meningococo, que pode colonizar a orofaringe de individuos saudaveis e
provocar doencas invasivas como meningite e meningococcemia (LEMOS, ELIAS
JUNIOR e CAMPOQOS, 2015). Os meningococos séo classificados em sorogrupos a
partir de diferencas estruturais de sua capsula. Dentre os 12 sorogrupos conhecidos,
6 sao relacionados a doenca com maior frequéncia: A, B, C, W, X e Y (STEPHENS,
GREENWOOD e BRANDTZAEG, 2007). Sua viruléncia é atribuida a mdaltiplos
fatores, dentre os quais Rouphael e Stephens (2012) destacam a céapsula
polissacaridica, proteinas de membrana externa, como pili, porina A (porA), porina B
(porB), as chamadas Opacity proteins Opa e Opc, o lipopolissacarideo (LPS),

mecanismos de transferéncia horizontal de genes e variacdo antigénica (figura 1).

Figura 1 - Superficie de N. meningitidis e seus antigenos
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Fonte: Sadarangani e Pollard, 2010.

A céapsula polissacaridica é responsavel por inibir a fagocitose e por regular a
ativacao do sistema complemento pela via alternativa (POLLARD e FRASCH, 2001).

O LPS é uma estrutura imunologicamente ativa e € um dos principais responsaveis
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por induzir inflamacdo em infec¢Bes por bactérias Gram-negativas (MANDRELL e
ZOLLINGER, 1977; SPRONG et al., 2001). O pili promove adeséo entre a bactéria e
as células do hospedeiro, motilidade e medeia a troca de DNA por transformacao
(TZENG e STEPHENS, 2000; WEYAND et al., 2013). As porinas realizam trocas
ibnicas entre a bactéria e o meio (MASSARI et al., 2003). Diferentes proteinas estédo
envolvidas no sequestro de ferro do hospedeiro, indispensavel para sobrevivéncia
da bactéria, como as Transferrin binding proteins (TbpA e TbpB). Os antigenos
Neisseria Adhesin A (NadA), Opa e Opc contribuem para adesdo e invasao
(FEAVERS e PIZZA, 2009). Os antigenos factor H binding protein (fHbp) e Neisseria
Surface Protein A (NspA) inibem a ativacdo do sistema complemento pela via
alternativa (SCARSELLI et al., 2009; LEWIS, CARTER e RAM, 2012). Em Nassif et
al. (1993) esta descrito como a variagdo antigénica € importante para escape do
sistema imune e Sultan et al. (2018) expdem a transferéncia horizontal de genes,
gue acontece por conjugacao, transformacao ou transducéo e contribui para que a

bactéria adquira novas capacidades metabdlicas e se adapte ao ambiente.

1.2. Doenca meningococica invasiva (DMI)

A DMI é considerada um problema de salde publica, especialmente em
paises em desenvolvimento. Estima-se que, anualmente, existam 1,2 milhdes de
novos casos e 135 mil 6bitos no mundo (JAFRI et al., 2013). Atribui-se a primeira
descricdo da enfermidade a Yieusseux, na Suica, em 1805, enquanto o
meningococo foi isolado e cultivado pela primeira vez em 1887, por Weichselbaum.
No século XX, o patdogeno desencadeou diversas epidemias e surtos no mundo
(WILHELM e VILLENA, 2012).

A transmissdo se da pelo contato pessoa a pessoa ou com secrecdes
respiratorias de individuos doentes (o grupo de maior risco € o de menores de 1
ano) ou portadores saudaveis do meningococo (MC), sendo que 0s principais
portadores sdo adolescentes e jovens adultos. O periodo de incubacdo média € de
3-4 dias e pode se estender a até 10 dias. Com a nasofaringe colonizada, a
progressdo para doenga invasiva dependerd da viruléncia da cepa e do sistema
imune do hospedeiro. Se ndo tratada, a infecgdo pode evoluir para choque, faléncia

multipla dos érgdos e 6bito em até 24 horas. Os sintomas séo febre, sonoléncia,
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nausea, vémitos, rigidez e dor na nuca e rash purpurico. O tratamento exige
internacdo e antibioticoterapia endovenosa. As cefalosporinas de terceira geragao
sédo a primeira opgao de tratamento, seguidas pela penicilina ou ampicilina. Devido
aos altos indices de mortalidade e morbidade relacionados a DMI, o tratamento é
iniciado antes mesmo da confirmacgdo laboratorial, feita por exame quimiocitolégico,
bacterioscopia e cultura do liquido céfalo-raquidiano (LCR), hemocultura, prova de
aglutinacao do latex e PCR em tempo real de soro e LCR (BRANCO, AMORETTI e
TASKER, 2007; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2017;
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE-SC, 2014).

1.3. Epidemiologia da DMI

Para a OMS, néo ha estimativa exata sobre o impacto da DMI devido a falta
de sistemas de vigilancia adequados em muitos paises, todavia, concorda-se que a
prevencdo tem se mostrado uma boa estratégia para controle (BORROW et al.,
2017). Shaker, Fayad e Dbaibo (2018) reforcam que o impacto da DMI é maior em
paises em desenvolvimento. A distribuicdo dos sorogrupos e o impacto da doenca
pelo mundo séo heterogéneos, como visto na figura 2.

Figura 2 - Distribuicdo dos sorogrupos de meningococo e niveis de
endemicidade nos paises em desenvolvimento.
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Fonte: Shaker, Fayad e Dbaibo, 2018.
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Aguilera et al. (2002) reportam surtos de impacto internacional, ocorridos
durante o Hajj, peregrinacdo islamica a Mecca. O primeiro, atribuido a MenA,
ocorreu em 1987 e provou a capacidade de transmissdo do MC, especialmente em
situacOes de aglomeragcdo. Em 1992, aconteceu outro surto pelo mesmo sorogrupo,
contudo, ndo foram registrados casos fora da Arabia Saudita. J& o Hajj de 2000
tornou-se conhecido pela ascensédo do sorogrupo W-135 e os casos se espalharam
por Estados Unidos, paises do norte africano, Oriente Médio e Asia.

Em estudo retrospectivo sobre o Brasil, Moraes e Barata (2005) indicam de
1920 a 1926 como primeiro periodo epidémico, de prevaléncia dos sorogrupos A e
C. Entre 1945 e 1952 viu-se nova epidemia do sorogrupo A. Ja em 1971, teve inicio
a epidemia do sorogrupo C que, em 1974, foi sobreposta por MenA.

1.4. Imunizacéao

As primeiras vacinas foram desenvolvidas na década de 1970 e eram
polissacaridicas (COORDENACAO GERAL DO PROGRAMA DE IMUNIZACOES,
ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE PARA AS AMERICAS, 2002). Na década de 80 surgiram as vacinas
conjugadas de polissacarideos MC aos toxoides diftérico ou tetanico, as quais
podem ser tetravalentes para os sorogrupos A, C, W e Y (SAFADI e BARROS,
2006). A capsula de MenB, formada pelo acido a-2-8-N-acetilneuroaminico,
mimetiza o tecido neurolégico humano e vacinas com seu polissacarideo
provocariam auto-imunidade, logo, sua imunizagdo conta com as OMVs (proteinas
de membrana externa) (GIULIANI et. al., 2006; GROGAN e ROOQOS, 2017).

As vacinas polissacaridicas sado de imunizacdo T independente. Seu uso néo
€ indicado para menores de 2 anos, ndo confere imunidade de memdria e a
populacdo vacinada néo apresenta reducdo da colonizacdo por N. meningitidis. As
vacinas de composicdo proteica promovem resposta timo dependente e conferem
imunidade a menores de 2 anos, memoria imunoldgica e diminuicdo do estado de
portador da bactéria (MESQUITA JUNIOR, 2010; SHAKER, FAYAD e DBAIBO,
2018). A analise de vacinas leva em consideracdo: capacidade de iniciar a resposta
imune, protecdo efetiva da resposta, indugdo de memoria imunoldgica e promogao

da imunidade de rebanho, que protege individuos suscetiveis ndo vacinados devido
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a diminuicdo da bactéria entre os portadores (BORROW et al., 2013). Portanto, as
vacinas conjugadas e recombinantes tornam-se mais interessantes (SAFADI, 2006).

1.5. Vigilancia epidemioldgica

Em 1975 foi formalizado no Brasil o Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica e, no ano seguinte, as meningites foram vinculadas a ele. O Sistema
de Informacdo de Doencas de Notificacdo Compulséria (SDNC) fornecia dados de
distribuicdo e tendéncia de uma série de enfermidades e permitia conhecer os
patdgenos circulantes, prever surtos e tracar as melhores iniciativas de controle
(TEIXEIRA, 1998). J&4 em 1993 foi implantado o SINAN (Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificacdo), que hoje é a principal base de registro de doencas de
notificacdo (LAGUARDIA et al., 2004). Atualmente, o pais participa do SIREVA I
(Sistema de Redes de Vigilancia de los Agentes Responsables de Neumonias y
Meningitis Bacterianas), rede latino-americana coordenada pela Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS), que integra a Global Invasive Bacterial Vaccine
Preventable Disease da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Cepas de MC
isoladas de pacientes com DMI sdo encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz Central e
€ realizada a caracterizacdo fenotipica e molecular das mesmas, a fim de gerar
informacBes que colaboram com a vigilancia a niveis local, regional, nacional e
internacional (figura 3) (BRASIL, SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE,
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS, INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2017; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

Figura 3 - Fluxo da informacéo na rede SIREVA I
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Fonte: Organizacdo Pan-Americana de Salde, 2010.
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A vigilancia adequada € de suma importancia para estimar o impacto da DMI,
tracar estratégias de prevencdo e avaliar os sistemas disponiveis de diagndstico e
monitoramento (SHAKER, FAYAD e DBAIBO, 2018). Barreto et al. (2011)
consideram que o controle das meningites tornou-se eficaz ao longo dos anos,
salientam a contribuicdo da OPAS para o alcance desse resultado e ressaltam a
importancia da pesquisa epidemioldgica no pais.

Segundo o ultimo volume do Guia de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude (2017), a DMI é endémica, com surtos esporadicos no Brasil e incidéncia de
menos de um caso por 100.000 habitantes de 2014 a 2016. O principal agente
causador da enfermidade é o MC, a letalidade da doenca esta na faixa de 20%,
subindo para 50% nos casos de meningococcemia e, desde 2010, a vacina
meningococica C conjugada esta disponivel no Programa Nacional de Imunizac¢des
(PNI). Os objetivos da vigilancia epidemiolégica da DMI no pais s&o monitorar a
situacdo epidemiologica da doenca, disseminar informacdes coletadas, avaliar
medidas de controle, detectar surtos de modo precoce, monitorar 0S SOrogrupos
prevalentes e o perfil de resisténcia das cepas. Ao caracterizar as cepas, se
conhece seu potencial patogénico, ja que alguns antigenos sédo importantes para
viruléncia (FRASCH, ZOLLINGER e POOLMAN, 1985). O LPS e o pili sédo
importantes para adesdo e invasdo ao tecido do hospedeiro, processos
fundamentais para o estabelecimento da doenca, entre outras caracteristicas que
acentuam a patogenicidade da bactéria (TZEG e STEPHENS, 2000; STEPHENS,
2009).

2. Objetivos
2.1. Objetivos gerais

Caracterizar cepas de N. meningitidis dos sorogrupos W e Y isoladas no

Brasil, de 2014 a 2017, por anticorpos monoclonais.
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2.2. Objetivos especificos

Caracterizar o pili e LPS de 57 cepas brasileiras de meningococo isoladas de
pacientes com doenca invasiva entre 2014 e 2017 utilizando-se a técnica Dot-ELISA

e 0 anticorpos monoclonais;

Verificar, por Immunoblotting, a especificidade dos anticorpos monoclonais
para pili e a expressdo do antigeno pela cepa B:4.P1,15 cultivada em diferentes

meios de cultura;

Discutir a importancia da caracterizagdo de cepas circulantes dos sorogrupos

W e Y dentro das ac¢des de vigilancia da DMI.

3. Justificativa (Plano Estadual de Saude 2016-2019)

A caracterizacdo de cepas circulantes de N. meningitidis contribui para a
vigilancia epidemiologica, permitindo-se conhecer os fatores de viruléncia do
patdgeno e, consequentemente, sua capacidade de provocar doenca. Além disso, o
monitoramento de antigenos colabora para pesquisa de diferentes formulacdes
antigénicas e avaliacado do impacto de vacinas ja disponiveis para imunizacdo. Dada
a recente emergéncia dos sorogrupos W e Y a importancia do pili para viruléncia do
meningococo, é importante o avaliar em cepas circulantes no pais, com o objetivo de

contribuir com o sistema de vigilancia epidemiologica sobre a DMI.

4. Referencial Tedrico
4.1. Antigenos de Neisseria meningitidis

A sorotipagem de N. meningitidis por um painel de anticorpos monoclonais
(AcMo) utiliza a capsula polissacaridica, PorB e PorA para classificar as cepas em
sorogrupo, sorotipo e subtipo, respectivamente. AcMo que reconhecem o LPS
podem ser empregados para classificacdo da bactéria em imunotipos. A
caracterizacdo leva em conta antigenos importantes para a bactéria e, logo, para a
vigilancia epidemiolégica (FRASCH, ZOLLINGER e POOLMAN, 1985; ABDILLAHI e
POOLMAN, 1987).
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4.1.1. Pili

O pili € uma organela proteica responsavel pela primeira interacdo entre a
bactéria e as células do hospedeiro, além de atuar na motilidade (TZENG e
STEPHENS, 2000), mediar a troca de DNA por transformagdo (WEYAND et al.,
2013) e contribuir para que o patdégeno atravesse a barreira hematoencefalica (BHE)
(COUREUIL et al., 2009). Na literatura, € descrito que o pili se forma por um arranjo
de subunidades que pode apresentar pequenas variagcdes. Seu peso molecular
encontra-se na faixa de 17 a 22 kDa para gonococo (GC) e 17 a 21 kDa para MC
(HECKLES, 1989). Atualmente s&o conhecidas duas classes principais de pili de
MC: Classe I, muito similar ao pili de N. gonorrhoeae e Classe I, todavia, um estudo
com células endoteliais de veia umbilical humana avaliou que a eficiéncia na adeséo
de ambos os tipos é similar (VIRJI et al., 1991; AHO et al., 1997). Os pilis de Classe |
e Il sdo da familia do pili tipo IV, encontrado em outras bactérias patogénicas Gram
negativas e favorece a adesao, motilidade, formacdo de microcolbnias e biofilmes e
transferéncia de DNA, processos que acentuam a viruléncia do patégeno (TZENG e
STEPHENS, 2000; ERIKSSON et al., 2015). O pili tipo IV interage com os receptores
celulares CD147, permitindo a adesdao da bactéria, e com o receptor [32
andreneérgico, induzindo sinalizagdo que culmina com perturbacdo da BHE e invaséo

do meningococo ao sistema nervoso central (KOLAPPAN et al., 2016).

Em sua biogénese, uma vez sintetizado e translocado pelo citoplasma, o pili
tipo IV é clivado pela PilD peptidase. Entdo, o componente maior, PilE, atravessa a
membrana através de um poro composto pela PilQ secretina. Trés proteinas, PilV,
PilX e ComP, os pili menores, compartilham com o PIlE a faixa de peso molecular de
15 a 20 kDa (IMHAUS e DUMENIL, 2014). Hélaine et al. (2007) sugerem que 0s
componentes menores contribuem para a acdo da organela. A proteina PIIC
encontra-se na extremidade de PIlE, tem papel de adesina e, junto de PilT, coordena
a motilidade (LEMOS, ELIAS JUNIOR e CAMPOS, 2008). Os componentes menores
e 0 componente maior sdo ancorados na membrana interna. O componente maior é
clivado por PilD e o pili maduro é montado e exposto na membrana externa através
de PilQ. PilF é a ATPase responsavel pela sintese de energia para o processo de
montagem e movimentagdo, que consiste em retracdo, na qual o pili € desmontado,
seguida pela expansédo, na qual se recompbe (THANASSI, BLISKA e CHRISTIE,
2012). A figura 4 ilustra a biogénese do pili.
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Figura 4 - Biogénese e motilidade do pili tipo IV
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Fonte: Thanassi, Bliska e Christie, 2012.

Os antigenos das espécies patogénicas de Neisseria apresentam
variabilidade entre cepas (JOHNSTON, HOLMES e GOTSCHLICH, 1976). Todavia,
0 estudo de Cannon et al. (1984) mostrou reatividade cruzada do AcMo H8 de GC
frente 25 cepas patogénicas de MC de diferentes sorogrupos. Virji e Heckles (1983)
descreveram reatividade cruzada entre os anticorpos monoclonais SM1, SM2 e
SM11, induzidos por cepa de GC, e MC isolado de casos clinicos. Diaz, Virji e
Heckles (1984), ao estudar 11 cepas piliadas de MC, conforme visto em microscopia
eletrbnica, observaram que cinco destas nao foram reconhecidas pelos anticorpos
SM1 e SM2. Stephens et al. (1988) verificaram que determinados epitopos de pili
eram conservados em cepas de MC apds passagens por cultura de células de
nasofaringe humana e demonstraram reatividade cruzada entre anticorpos induzidos
a partir de cepas de GC e isolados de MC. Tais estudos sugerem que epitopos

importantes devem ser mantidos e compartilhados entre cepas.

4.1.2. Lipopolissacarideo (LPS)

O LPS é considerado o principal fator de viruléncia das bactérias Gram
negativas e induz reacgbes inflamatérias em hospedeiros. E constituido por um
polissacarideo central, o lipidio A, responsavel pela toxicidade da molécula, e o
antigeno O. Nas espécies de Neisseria, essa molécula ndo possui cadeias laterais

repetitivas junto ao antigeno O, que é constituido por um oligossacarideo simples,
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logo, esta estrutura é denominada lipo-oligossacarideo, ou LOS (MURRAY,
ROSENTHAL, PFALLER, 2009; LEMOS, ELIAS JUNIOR e CAMPOS, 2015). O LOS
contribui para adesdo e invasdo, ativa o0 sistema imunolégico, promovendo a
ativacao da resposta inata, sofre variagcao antigénica e contribui com a sobrevivéncia
do patdégeno atuando na inibicdo da fagocitose e da ativacdo do sistema
complemento. As diferengas antigénicas do LOS caracterizam o MC em imunotipos
(KAHLER e STEPHENS, 1998; STEPHENS, 2009). Estudos demonstram que
alguns imunotipos s&o mais frequentes em DMI, enquanto outros estao relacionados
a cepas de portadores (JONES et al, 1992; RAM et al., 1999). O arranjo do LOS na
superficie da célula também influencia a exposicdo de proteinas de membrana
externa, o que tem implicacdes na dinamica patogeno-hospedeiro (POOLMAN et al.,
1985).

4.2. Emergéncia dos sorogrupos W e Y de Neisseria meningitidis

Nas ultimas duas décadas, a incidéncia dos sorogrupos W e Y aumentou,
especialmente na Inglaterra e nas América (LUCIDARME et al., 2015). Borrow et al.
(2017) reune dados que apontam para esta emergéncia, citando, entre outros, 0
clone hipervirulento W:2a:P1.5,2:ST-11, que surgiu no Brasil ha cerca de dez anos,
e 0 aumento de MenW em outros paises, como Argentina e Chile e existe
preocupacao sobre a capacidade de troca de capsula deste sorogrupo. Na revisao
de Booy et al. (2018), também é citada elevacdo na incidéncia do sorogrupo no
Paraguai e no Uruguai entre 2008 e 2009. A figura 5 mostra a elevacdo do

sorogrupo em diversos paises.
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Figura 5 - Paises com aumento na incidéncia de MenW na ultima década
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indice por 100.000 habitantes. Fonte: Booy et al., 2018.

Recentemente, alguns trabalhos também pontuaram aumento na incidéncia
de MenY nos Estados Unidos (ROSENSTEIN et al., 1999), no Canada (TSANG et
al., 2007) e na Colémbia (AGUDELO, SANABRIA e OVALLE, 2008). Na Europa, a
elevacao na incidéncia desse sorogrupo foi vista especialmente em paises da regido
Norte e Central (BROKER, 2012). Peterson et al. (2018) seleciona diversos
trabalhos sobre portadores, nos quais é observada alta presenca de MenY entre

estudantes universitarios e militares dos Estados Unidos e na populacao europeia.

No Brasil, o primeiro caso de DMI pelo sorogrupo W foi descrito em 1983, no
estado de Sao Paulo, entretanto, a prevaléncia do sorogrupo permaneceu baixa até

0s anos 2000, quando se viu elevagao da circulagdo do sorogrupo (BARROSO e
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REBELO, 2007; WEIDLICH et al., 2008; LEMOS et al., 2010). A figura 6 mostra a

distribuicdo de sorogrupos de MC em Séo Paulo nos ultimos dez anos.

Figura 6 - Doenca meningococica: Distribuicdo de sorogrupos em percentual no
Estado de Sao Paulo

85,0 -
80,0 -
75,0 -
70,0
65,0
60,0
55,0 -
50,0 -
45,0
40,0
35,0
30,0°
25,0
20,0
15,0
10,0

PORCENTAGEM

e e——=C el =Y ==QUTROS «=#=SOROGRUPAGEM

Fonte: SINAN, DDTR, CVE, CCD, SES-SP, 2019.

Segundo Hedberg et al. (2011), a emergéncia de sorogrupos, apesar de
multicausal, deve-se especialmente ao surgimento de clones com elevada
patogenicidade. Sendo assim, é de extrema importancia caracterizar tais sorogrupos

para melhorar a vigilancia sobre o patégeno.

4.3. Anticorpos monoclonais (AcMo)

A técnica de producdo de AcMo, combinando os nucleos de linfocitos B de
animais imunizados ao de células tumorais de mieloma, permitiu a producdo de
anticorpos dirigidos a um epitopo determinado, aumentando sua especificidade, foi
desenvolvida em 1975 por Koéhler e Milstein (GODING, 1996). A producédo consiste
na imunizagcdo de animais com o antigeno e fusdo das células do baco do animal a
células de mieloma imortalizadas e deficientes de enzimas, na presenca de
polietilenoglicol, que diminui a tensao superficial das membranas e propicia a fuséo
celular. O meio Hipoxantina-Aminopterina-Timidina (HAT) é utilizado para o cultivo

porque seleciona apenas células hibridas devido a sintese de purinas: as células
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podem sintetizar purinas pela via do tetraidofolato ou pela via da enzima
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT). As células de mieloma séo
deficientes da enzima HGPRT e a aminopterina inibe a producéo do tetraidofolato,
portanto, ambas as vias de purinas sao prejudicadas, impossibilitando a
sobrevivéncia das células de mieloma. Os linfécitos B envelhecem e sofrem
apoptose. Apenas as células hibridas, ou hibridomas, que recebem a HGPRT dos
esplendcitos, sobrevivem e herdam a capacidade de proliferacdo dos mieldcitos.
Sao realizadas, entdo, diluicbes limitantes para isolar as células, de forma que se
tenha um Unico clone por poco, que sofrerd expansao e produzirda anticorpos com
alta especificidade (figura 7). (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2015; RIBATTI, 2014
RIBATTI, D).

Figura 7 - Passos da producédo de anticorpos monoclonais
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Fonte: Abbas, Lichtman e Pillai, 2015, adaptado pelo autor.

Os AcMo podem ser aplicados em imunoensaios, como ELISA,
Immunoblotting, imuno-histoquimica, entre outros, para deteccdo de diversos alvos,

como proteinas, imunoglobulinas, horménios, etc (BYRNE et al., 2009).

4.4, Dot-ELISA e Immunoblotting

7

Blotting é o processo de transferir macromoléculas para uma matriz
imobilizante, como membranas de nitrocelulose ou PVDF, técnica que tem sido
aprimorada e utilizada para diversos estudos (GERSHONI e PALADE, 1983).
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Southern blotting e Northern blotting, utilizados para andlise de acidos nucleicos e
Western blotting, para andlise de proteinas, sdo exemplos de metodologias que
combinam a separacdo da amostra em corrida eletroforética e posterior

transferéncia para a membrana (STOTT, 1989).

O Dot-ELISA consiste em aplicar o antigeno em solucéo diretamente sobre a
membrana, logo, este mantém sua estrutura nativa, enquanto, na técnica de
Immunoblotting, o antigeno serd submetido a separacgéo por corrida de eletroforese,
ou seja, ndo estara mais na mesma conformacao estrutural inicial. A revelacdo do
antigeno, em ambos os casos, é feita pela utilizacdo de dois AcMo: um primeiro se
liga ao antigeno, e um segundo, conjugado a um cromdgeno, se liga ao primeiro
anticorpo. Ao se adicionar o substrato para o cromédgeno, havera formacéo de cor
(figura 8) (HAWKES, NIDAY e GORDON, 1982; STOTT, 1989). Existem diferentes
cromogenos que variam conforme sua sensibilidade. Ni, Xu e Gallagher (2016),
sugerem BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium),
altamente sensivel, para AcMo conjugados a fosfatase e, para conjugados a
peroxidase, 4CN (4-cloro-1-naftol) e DAB (diaminobenzidina), respectivamente de

baixa e intermediaria sensibilidade.

Figura 8 - Passos da reacao de Western-blotting e revelacdo por Immunoblotting
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Fonte: MBL Life Science.

A tipagem de cepas de N. meningitidis por Dot-ELISA e um painel de
anticorpos monoclonais esta bem estabelecida, tendo como vantagens a
simplicidade da técnica, que dispensa uso de equipamentos especificos, utiliza
pouco volume de anticorpos monoclonais, requer pouca manipulagdo de amostras, €

rapida, reprodutivel e pode ser aplicada em larga escala (WEDEGE, 1990).
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5.1. Cepas utilizadas
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Foram utilizadas 57 cepas de MC brasileiras, isoladas de pacientes com DMI,
entre 2014 e 2017, sendo 35 de MenW e 22 de MenY. As cepas foram
sorogrupadas, sorotipadas e subtipadas por AcMo no Centro de Bacteriologia do

Instituto Adolfo Lutz e esta caracterizacao encontra-se na tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacao das cepas de meningococo em sorogrupo, sorotipo e

subtipo

N°de IAL Ano UF Identificacdo Sorogrupo Sorotipo Subtipo
N.13/14 2014 BA N.meningitidis 2b P1.5,2
N.111/14 2014 SP N.meningitidis Y NT P1.5,2
N.146/14 2014 MG N.meningitidis w 2a P1.2
N.249/14 2014 SP N.meningitidis Y 22 nt
N.305/14 2014 SP N.meningitidis Y 22 nt
N.327/14 2014 SC N.meningitidis W 2a nt
N.341/14 2014 RS N.meningitidis W 2a P15
N.385/14 2014 SP N.meningitidis Y 19,10 nt
N.51/15 2015 SP N.meningitidis Y 22 nt
N.78/15 2015 PR N.meningitidis W 23 P1.3
N.127/15 2015 SP N.meningitidis W 2b nt
N.170/15 2015 SC N.meningitidis W 2a P1.2
N.262/15 2015 CE N.meningitidis Y 19 P1.10
N.268/15 2015 SP N.meningitidis Y 22 P1.3
N.15/16 2016 PR N.meningitidis W 2a P1.5,2
N.25/16 2016 SP N.meningitidis Y 2b P1.5,2
N.71/16 2016 SC N.meningitidis W 2a P1.5,2
N.226/16 2016 PR N.meningitidis Y 4 nt
N.239/16 2016 RS N.meningitidis W 2a P1.5,2
N.250/16 2016 SP N.meningitidis Y 2b P15,2

N.5/17 2017 SP N.meningitidis W 2a P15,2
N.21/17 2017 SC N.meningitidis W 2a P15,2



N.29/17
N.38/17
N.52/17
N.55/17
N.57/17
N.58/17
N.73/17
N.85/17
N.87/17
N.100/17
N.129/17
N.132/17
N.136/17
N.140/17
N.147/17
N.149/17
N.151/17
N.158/17
N.159/17
N.160/17
N.168/17
N.169/17
N.170/17
N.172/17
N.178/17
N.190/17
N.200/17
N.205/17
N.206/17
N.208/17
N.236/17
N.243/17
N.250/17

2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2017

MG
SP
MG
MG
SC
SC
SC
SC
SC
PR
SP
SC
SP
PE
SP
SP
SP
SC
SC
SC
SP
SC
SC
SP
DF
SP
SP
RS
RS
MG
SC
SP
RS

N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis
N.meningitidis

N.meningitidis
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NT

2a
2a
2a
2a
19,10
2a
2a
19
2a
NT
NT
2b
2a
2a
2a
2a
2a
2b
2a
19,10
2b
2a
2b

2a
2c
NT
22
2a
2a

nt
nt
nt
nt
P1.2
P1.5,2
P1.5,2
nt
P1.5,2
P1.5,2
nt
P1.2
P1.2
P1.2
P1.2
nt
nt
P1.2
P1.2
P1.2
P1.2
P1.2
P1.3
P1.2
P1.2
nt
nt
P1.2
P1.5
P1.3
nt
P1.2
P1.2
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N.262/17 2017 SC N.meningitidis Y 22 nt
N.263/17 2017 SP N.meningitidis w NT P1.2

Fonte: Informagdes recebidas do Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, tabela elaborada
pelo autor.

5.2. Suspensdes de células integras

As suspensdes de células integras e inativadas, bem como as informacgfes
dispostas na tabela 1, foram gentilmente cedidas pela Dr. Ana Paula Silva Lemos,
do Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz. As suspensdes de células
integras e inativadas sédo armazenadas em tubos identificados pelo nimero de IAL e

conservadas em geladeira (4°C).

5.3. Anticorpos monoclonais

Todos os AcMo foram gentilmente cedidos pelo Dr. Wendell Zoolinger, do
Walter Reed Army Institute of Research (Estados Unidos). Os anticorpos para
reconhecimento de pili sdo 1E2-12H2 (pili de GC), 7BE211-E12 (pili tipo IV) e 8D11-
11 (pili de GC). Os anticorpos que reconhecem o LOS sdo WBE12-L10 (L3,7,9),
3G3-1-8C (L1), 6E7-10 (L8) e 5B4-F10 (L10).

5.4. Dot-ELISA

Para realizacdo do DOT-ELISA foram utilizadas membranas de nitrocelulose
de 0,45um (BioRad Laboratories), cortadas na dimensdo de 5cmx3cm e
quadriculadas na dimenséao de 0,5cmx0,5cm. Em cada quadrado foi pipetado 1uL de
suspensao de células integras de determinada cepa e todas as membranas foram

identificadas (figura 9).
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Figura 9 - Mapa do Dot-ELISA
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De Al a E4 foram aplicadas as cepas de MenW, e F4 a G6 foram aplicadas as cepas de MenY. Os
campos H6 e 16 ndo foram utilizados e em J6 foi feita a identificacdo das membranas. Fonte:
elaborada pelo autor, 2018.

Apoés a aplicacéo das suspensdes de células integras, as membranas foram
secas em temperatura ambiente por 30 minutos. Para avaliar a qualidade das
membranas, todas foram coradas com 1mL de corante reversivel vermelho de

Ponceau, conforme visto na figura 10.

Figura 10 - Coloracédo das membranas de nitrocelulose por Ponceau

(A) Membrana adequada e (B) Membrana descartada, devido a defeito na nitrocelulose (area néao
corada). Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

Em seguida, o corante foi retirado lavando-se as membranas em agua
destilada e, em seguida, em PBS pH 7,2 1x. Para prosseguir o ensaio, as
membranas foram bloqueadas com solucdo PBS-leite 5% (La Serenissima) por 2
horas, em temperatura ambiente, em agitacdo. A seguir, os anticorpos foram
diluidos a 1:2000 em PBS-leite 2,5% e foram incubados overnight a 4°C. As
membranas foram lavadas 5 vezes com PBS e entdo, adicionou-se o conjugado
Anti-mouse IgG (whole molecule)-Alkaline Phosphatase (Sigma Aldrich) diluido a
1:5000 em PBS-leite 2,5% por 2 horas, em temperatura ambiente e em agitagao.

Apods, as membranas foram lavadas novamente com PBS e incubadas com o
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substrato BCIP/NBT-plus (Mabtech) por 20 minutos a temperatura ambiente, em
abrigo da luz. A reacdo foi parada com &gua destilada. As membranas foram
devidamente guardadas. A reacgdo foi procedida igualmente para cada AcMo

monoclonal utilizado no estudo.

5.5. SDS-PAGE

A cepa B4:P1,15, estudada em nosso laboratério, foi caracterizada por SDS-
PAGE e utillizada para a reacdo de Immunoblotting. Amostras de OMVs e de
suspensdes de células integras crescidas em agar Mueller-Hinton e meio de cultivo
Catlin da cepa foram submetidas a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida a
10% na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS), conforme descrito por Laemmli
(1970), junto de padréo de peso molecular de 11 a 245 kDa (Color Protein Standard
Broad Range, New England BiolLabs). Apos a corrida, o gel foi corado com
Coomassie blue (PhastGel® Blue R, Pharmacia Biotech) e descorado com acido

acético 7% até que as bandas fossem visiveis.

5.6. Immunoblotting

Apés a corrida eletroforética, os géis foram transferidos para membranas de
nitrocelulose 0.45um (BioRad Laboratories) a 100 V por 18 horas a 4°C. As
membranas foram blogueadas com PBS-leite 5% (La Serenissima) por 2 horas, em
temperatura ambiente e em agitacdo. Posteriormente, foram incubadas overnight a
4°C com os AcMo diluidos a 1:2000 em PBS-leite 2,5%. Entdo, as membranas foram
lavadas 5 vezes com PBS e adicionou-se o conjugado Anti-mouse IgG (whole
molecule)-Alkaline Phosphatase (Sigma Aldrich) diluido a 1:5000 em PBS-leite 2,5%,
o qual foi incubado por 2 horas, em temperatura ambiente e em agitacdo. As
membranas foram lavadas novamente com PBS e foi adicionado o substrato filtrado
BCIP/NBT-plus (Mabtech), o qual reagiu por 20 minutos a temperatura ambiente, em
abrigo da luz. A reacdo foi parada com agua destilada e as membranas foram

devidamente guardadas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Dot-ELISA

Dentre as 57 cepas utilizadas, 48 foram reconhecidas por algum dos AcMo
para pili utilizados, sendo que 31 cepas foram reconhecidas pelos trés anticorpos de
pili. O reconhecimento das cepas por mais de um AcMo ja era esperado, ja que o pili
forma-se pela associacdo de varias proteinas (HUNG e CHRISTODOULIDES,
2013), o que implica na expresséo de diferentes epitopos que podem ser alvos de

anticorpos.

A figura 11 apresenta a expressdo dos tipos de pili em cada sorogrupo.
7BE211-E12 refere-se ao pili tipo IV, enquanto 1E2-12H2 e 8D11-11 revelam

similaridades entre o pili de GC e MC.

Figura 11 - Expresséo de pili entre as cepas, por sorogrupo

MenY

MenW

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Total 8D11-11 1E2-12H2 7BE211-E12

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Dentre os imunotipos, o AcMo para L3,7,9 reconheceu 56 das 57 cepas
(98,25%), enquanto os anticorpos para L1, L8 e L10, reconheceram,
respectivamente, apenas 2 (3,51%), 2 (3,51%) e 1 (1,75%) cepas, como mostra a
figura 12. Uma vez que todos os anticorpos monoclonais reconheceram ao menos
uma das cepas, fica evidente que a reacdo ocorreu bem e que ndo existem

problemas relacionados aos anticorpos.
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Figura 12 - Expresséo de imunotipo entre as cepas, por sorogrupo

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

A literatura sugere que a expressao ideal de pili € necessaria para interacao
com as células do hospedeiro e que a remocado deste diminui o nivel de adeséo
entre bactéria e célula (IMHAUS e DUMENIL, 2014; STEPHENS e McGEE, 1981);
gue mudancas na expressdao do pili afetariam a patogénese da bactéria
(KARUPPIAH e DERRICK, 2014). Os niveis séricos de LOS ja foram relacionados a
severidade da DMI (BRANDTZAEG, OVSTEBO e KIERULF, 1995), a inducéo de
citocinas inflamatorias (WESTENDORP et al., 1997) e a sobrevivéncia da bactéria
no soro (PLANT et al., 2006). Ambas as estruturas podem sofrer variagdo antigénica
(KAHLER e STEPHENS, 1998; XU e SEIFERT, 2018). A sorotipagem de N.
meningitidis estd bem definida e abrange antigenos importantes (FRASCH,
ZOLLINGER e POOLMAN, 1985). Contudo, tanto pili como LPS atuam na adesao
da bactéria, processo essencial para o estabelecimento da DMI (BRAUN et al.,
2002) e, conforme demonstrado por Urwin (2014), alguns antigenos sdo mantidos
em clones hipervirulentos, logo, € interessante que as acdes de vigilancia
caracterizem diferentes epitopos, 0 que pode aprofundar o conhecimento sobre as
cepas circulantes. A capacidade de troca de capsula de MenW e MenY contribuem
para a viruléncia dos sorogrupos, pois a capsula é um dos determinantes para o
estabelecimento da doenca (TZENG, THOMAS e STEPHENS, 2016). O evento
ocorre pela conversdo de genes responsaveis pela sintese da capsula por
transformacgéo ou troca de alelos e € facilitado pela presenca de MC em portadores
sadios (SWARTLEY et al., 1997). Cabe destacar a importancia do pili tipo IV para a
transferéncia de genes e sua expressao nas cepas estudas (82,45%), o que indica

um potencial de troca de capsula entre essas as cepas.
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A emergéncia do sorogrupo W foi vista em regibes da América Latina,
especialmente em paises proximos do Brasil, como Argentina, Chile e Uruguai, ja o
sorogrupo Y teve um aumento de casos na regido dos Andes (IBARZ-PAVON et al.,
2012). A caracterizagdo molecular de cepas brasileiras do sorogrupo W de 1995 a
2000 revelou que a maioria das cepas pertence ao complexo ST-11/ET37, que ja
havia sido descrito em outros paises, como Suécia e Portugal (LEMOS et al., 2010).
Em revisdo de 2013, Abio, Neal e Beck ja destacavam o aumento da incidéncia de
MenW em diferentes paises, inclusive em regibes da América Latina e, mais
recentemente, Vuocolo et al. (2018) também apontaram o crescente numero de
casos de DMI que se devem a esse sorogrupo. A cepa hipervirulenta W:2a:P1.5,2
citada nos trabalhos de Lemos (2010) e Weidlich (2008) foi a principal responsavel
por casos de DMI no Chile, ap0s uma rapida expansdo que teve inicio em 2010,
levando a uma campanha de vacinacdo com a vacina MenACWY em crian¢cas com
idade entre 9 meses e 5 anos, seguida pela implementacdo da mesma vacina no
calendario nacional para criancas de até 1 ano (SAFADI, BEREZIN e ARLANT,
2014; BORROW et al., 2017). Também em 2010, essa cepa foi a mais prevalente
entre casos de doenca meningocdcica na Argentina (SORHOUET-PEREIRA et al.,
2013). Esses dados demonstram a alta capacidade de expansdo de MenW e

reforcam a importancia da vigilancia sobre cepas emergentes.

Estudos em paises europeus tem demonstrado o aumento do sorogrupo Y.
Além de Finlandia e Noruega comunicarem aumento dos casos de MenY, a Suécia
registrou, em 2012, uma proporc¢édo de 49% de MenY entre os casos de DMI (SALL
et al., 2017). A revisdo de Peterson (2018) revela que estado de portadores de
MenY é alto na Europa e baixo, porém constante, nos Estados Unidos. Oldfield et al.
(2016) reportaram similaridades entre isolados de portadores e de pacientes com
doenca invasiva na Europa e enfatizam a importancia dos portadores na
epidemiologia da DMI, de modo que o aumento do numero de portadores é
acompanhado por aumento do numero de casos. Além disso, a literatura também
sugere que 0s surtos possam ocorrer apés clones mais virulentos se espalharem
entre portadores (STOLLENWERK, MAIDEN e JANSEN, 2004). Ainda que no Brasil
ndo se tenha dados que apontem para uma elevacdo substancial da incidéncia de
MenY, paises proximos ja reportaram elevacdo em sua incidéncia, o que convida a

se manter a vigilancia sobre o grupo e os dados encontrados sobre portadores
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mostram a importancia desse tipo de pesquisa, que enriguece o sistema de
vigilancia, reconhecendo tanto cepas que possam provocar surtos como a

populacdo responsavel pela transmissao da bactéria.

A imunizacdo frente os sorogrupos W e Y se d& pelas vacinas conjugadas
guadrivalentes ACWY, das quais trés sao licenciadas no Brasil: MenACWY-DT
(Menactra®, Sanofi-Pasteur), MenACWY-CRM (Menveo®, GlaxoSmithkline Vaccine)
e MenACWY-TT (Nimentrix®, Pfizer) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA,
SOCIEDADE BRASILEIRA DE IMUNIZACOES, 2018). No Brasil, a rede publica de
saude oferece apenas a vacina conjugada contra MenC, enquanto as quadrivalentes
estdo disponiveis apenas na rede privada, salvo situacées especiais (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017). Em 2005, nos Estados Unidos, foi implementada a vacinag&o
guadrivalente para adolescentes de 11 a 12 anos, principal grupo de risco, o que
diminuiu a incidéncia de DMI causada por MenC, MenW e MenY (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2007). Um estudo holandés realizado
apo6s aumento da incidéncia de MenW demonstrou que adolescentes de 12 anos
obtiveram boa resposta e memdria imunoldgica a vacina quadrivalente conjugada
(VAN RAVENHORST et al., 2017). Na Inglaterra, um estudo demonstrou que a
vacina quadrivalente foi eficiente para proteger individuos vacinados, induzindo
formacédo de anticorpos, bem como para diminuir o estado de portador em jovens de
18 a 24 anos, 0 que previne a transmissao e promove protecdo de rebanho (READ,
2014). Nao foram encontrados na literatura estudos de resposta de populagéo

brasileira a vacina quadrivalente.

Para Vuocolo et al. (2018), as campanhas de vacinacdo devem maximizar o
potencial da imunoprevencéo, identificando o grupo mais afetado e o grupo portador,
gue transmite o patdgeno. Vista a elevacdo de MenW e MenY no Brasil e/ou em
paises préximos, seria interessante que se mantivessem as acfes de vigilancia
sobre tais sorogrupos, além de se conduzir estudos para melhor entender o
potencial patogénico das cepas e 0s grupos portadores, a fim de predizer surtos e

avaliar a implementacao do PNI com vacinas meningococicas tetravalentes.
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6.2. SDS-PAGE e Immunoblotting

A figura 13 mostra o perfil antigénico das OMVs e células integras da cepa
B4:P1,15. Os principais antigenos observados estdo nas faixas de 58 kDa, 46 kDa,
32 kDa e 25 kDa. Com base na literatura, sugere-se que estes sejam,
respectivamente: Thp2, PorA, Opa e Opc (POLLARD e FRASCH, 2001).

Figura 13 - Perfil eletroforético da cepa B4:P1,15

(A) OMVs, (B) células integras crescidas em agar Mueller-Hinton e (C) células integras crescidas em
meio Catlin da cepa B4:P1,15. A esquerda, padrdo de peso molecular. Fonte: elaborado pelo autor,
2018.

O perfil antigénico das amostras mostra diversas estruturas que também
atuam na adeséao do patégeno, como Opa e Opc, as adesinas mais abundantes na
membrana externa (HUNG e CHRISTODOULIDES, 2013). E importante ressaltar
gue o processo de adesdo depende de diversas moléculas e o estabelecimento da

doenca se deve a todo o conjunto dos fatores de viruléncia do microrganismo.

A figura 14 mostra o padrédo de peso molecular e a reacdo de Immunoblotting,
com reconhecimento de bandas Gnicas na faixa de 17 kDa (HELAINE et al., 2005), o

gue demonstra a especificidade dos AcMo utilizados.
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Figura 14 - Immunoblotting da cepa B4:P1,15 e anticorpos contra pili

PM (kDa) A B c A B (5 A B [
245
190

135 S

1E2-12H2 (pili de GC) 7BE211-E12 (pili tipo IV) 8D11-11 (pili de GC)

A esquerda, padréo de peso molecular. A seguir, Immunoblotting de (A) OMVs, (B) células integras
crescidas em agar Mueller-Hinton e (C) células integras crescidas em meio Catlin. Fonte: elaborado
pelo autor, 2018.

Como observado, o meio de cultura utilizado pode diminuir ou aumentar a
expressdo de antigenos. Enquanto as cepas cultivadas em agar Mueller-Hinton ndo
foram reconhecidas por nenhum AcMo, as cepas cultivadas em meio Catlin foram
reconhecidas pelos trés anticorpos testados, tendo maior expressao de pili tipo IV.
O meio Catlin é utilizado em biorreatores para cultivo de cepas de MC com fins
vacinais (SANTOS et al., 2006), logo, € interessante observar a influéncia na
expressao antigénica. Supde-se que resultados similares seriam obtidos se outras

cepas fossem utilizadas no teste.

Anticorpos e derivados de anticorpos constituem 20% dos produtos
biofarmacéuticos hoje, em desenvolvimento. Apesar dos problemas iniciais na
utilizacdo de anticorpos murinos, avancos ha biologia molecular associados a
tecnologia de hibridomas possibilitaram resultados promissores nas pesquisas
envolvendo esses produtos. Atualmente, sdo utilizados na terapia de muitas
doencas como uma alternativa viavel (ROQUE, LOWE e TAIPA, 2004).
Recentemente, o nosso laboratério preparou e utilizou dois novos AcMo como
marcadores diferenciais de meningites bacterianas e virais por meio da técnica de
imuno-histoquimica (LATARO et al.,, 2016). Como sabemos, 0s anticorpos
monoclonais sdo considerados importantes ferramentas, com diferentes

aplicabilidades.
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7. CONCLUSOES

As cepas de meningococo estudadas compartilharam epitopos de pili com
cepas de GC, expressaram pili tipo IV e expressaram imunotipo L3,7,9, 0 que sugere
gue as cepas dos sorogrupos W e Y circulantes no pais possuem elevado potencial

patogénico;
Os anticorpos utilizados foram especificos no ensaio de Immunoblotting;

O uso de diferentes meios de cultivo influenciou a expressdo de antigenos

pelas bactérias;

Em decorréncia da crescente incidéncia dos sorogrupos estudados,
principalmente MenW, é importante que seja realizada a caracterizacdo dos
antigenos das cepas circulantes, bem como reforcar a vigilancia sobre a DMI com
estudos de portadores, para melhor tracar medidas de controle, independente do

sorogrupo em questéao.
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