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RESUMO 

 
A combinação de vacinas é uma estratégia de grande relevância para o Programa 

Nacional de Imunizações. Através dela, é possível aumentar a proteção a múltiplas doenças 
em uma única vacina, bem como diminuir as constantes visitas ao posto de saúde. Contudo, 
uma das desvantagens em relação a esse tipo de estratégia é a possibilidade de ocorrer 
interferência antigênica entre os seus componentes, o que pode resultar na diminuição da 
resposta imunológica. Devido a este fato, foi realizada uma combinação com vacinas já 
presentes no calendário brasileiro de imunizações (DTP-Hib) a vacinas experimentais em 
desenvolvimento em Bio-Manguinhos (meningocócica B e meningocócica C conjugada), 
com a finalidade de apresentar uma nova perspectiva de produto a esta unidade bem como 
estabelecer a correlação antigênica entre esses componentes, comparando metodologias já 
padronizadas para este fim à metodologia alternativa (ELISA), além de avaliar a 
pirogenicidade e a interferência entre os componentes vacinais utilizados na combinação. 

A resposta imunológica aos componentes vacinais foi avaliada em camundongos 
suíços, NIH e cobaias Short-Hair pelo ELISA (VME, polissacarídeo C, PRRP, Bordetella 
pertussis) e os testes de soroneutralização in vivo (componentes tetânico e diftérico).  

Todos os componentes vacinais avaliados pelo ELISA induziram soroconversão nos 
animais 30 dias após a última imunização. Quando comparadas à vacina combinada 
completa, somente a resposta imunológica ao polissacarídeo C sofreu interferência de 
algum componente vacinal. Após novas combinações da vacina meningocócica C 
conjugada às outras vacinas, pode-se concluir que a vacinas DTP e Hib interagem 
positivamente na resposta daquela vacina. Em relação à soroneutralização in vivo, houve 
uma diminuição da potência dos componentes tetânico e diftérico quando cobaias Short-Hair 
foram imunizadas com a vacina DTP-Hib combinada às vacinas meningocócicas B e C 
conjugada. Em contrapartida, na quantificação de IgG total em camundongos suíços 
imunizados com as duas combinações (DTP-Hib e DTP-Hib/B/C), não ocorreu diferença 
significativa entre os dois grupos. O teste de pirogenicidade realizado em coelhos 
comprovou que, quando combinadas entre si, às vacinas são capazes de aumentar a 
temperatura destes animais, provavelmente, devido à presença de Bordetella pertussis e 
VME de Neisseria meningitidis grupo B. 

Apesar de não ter sido possível à comparação com os testes padronizados, o ELISA 
mostrou-se muito satisfatório na pesquisa da resposta imunológica em camundongos. 
Embora preliminares, os resultados são muito importantes, pois introduzem novas 
perspectivas para a realização de outras combinações que atendam as demandas 
requisitadas pelo Programa Nacional de Imunizações. 
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ABSTRACT  

  

 The combination of vaccines is a great relevance strategy to the National 
Immunization Program. It enables increase protection to multiple diseases in a single 
injection, as well as reduces constant visits to health care. However, a disadvantage of this 
strategy is antigenic interference among vaccine components, resulting in immune response 
decreased. Due to this fact, a combination between vaccines of Brazilian immunization 
calendar (DTP-Hib) and experimental vaccines developed in Bio-Manguinhos 
(meningococcal B and meningococcal C conjugate) was performed, in order to present a 
new perspective of product to this unit and establish the antigenic correlation of these 
components, comparing standardized methodologies with alternative methodology (ELISA), 
besides evaluating pyrogenicity and interference of combined vaccine components. 
     The immune response to vaccine components was evaluated in Swiss and NIH 
mice and Short-Hair guinea pigs by ELISA (OMV, polysaccharide C, PRP, Bordetella 
pertussis) and in vivo neutralization test (tetanus and diphtheria components).  
 All vaccine components assessed by ELISA induced seroconversion rates 30 days 
after the last immunization in animals. The complete combined vaccine, interfered in the 
immune response to polysaccharide C. After new combinations of meningococcal C 
conjugate vaccine to other vaccines, we concluded that DTP and Hib vaccines induce a 
positive interaction in immune response to that vaccine. Regarding in vivo neutralization, 
there was a decrease of tetanus and diphtheria components potency when Short-Hair guinea 
pigs were immunized with DTP-Hib combined to B and C meningococcal conjugate vaccines. 
In contrast, when total IgG in Swiss mice immunized with the two combinations (DTP-Hib 
and DTP-Hib/B/C) was quantified, no significant difference was observed.  Pirogenicity test in 
rabbits proved that complete combined vaccine increase the temperature of these animals, 
probably due to the presence of Bordetella pertussis and Neisseria meningitidis group B 
outer membrane vesicle.  
 Although it was not possible comparision with standardized test, ELISA was a 
satisfactory test in studing immune response in mice.  Although preliminary, the results are 
important because introduce new perspectives for other combinations could be done to 
atempt the required demands of National Immunization Program. 
 
 

 

 

 



 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. BREVE HISTÓRICO 

 

O surgimento da imunologia como ciência pode ser datado a partir de uma 

vacinação bem sucedida contra a varíola, realizada por Edward Jenner. A 

descoberta da vacina no século XVIII por este médico foi um dos maiores avanços 

da medicina, tornando-se um marco na história (Brown et al., 1993; Andrade et al., 

2003, Morgan, 2007; Baxby 2011). Através da vacinação, milhões de vidas puderam 

ser salvas a cada ano utilizando, para isso, essencialmente os mesmos princípios 

que foram estabelecidos por Jenner há mais de 200 anos (Morgan, 2007; Baxby, 

2011). 

O conceito de imunidade é conhecido desde muito tempo. Na China do século 

X era comum o uso de uma técnica que consistia na escarificação de pústulas de 

varíola e posterior inoculação deste material no indivíduo saudável, prática 

conhecida por variolização (Henderson, 1997; Leung, 2011). Esta técnica induzia 

imunidade sem causar infecção porque o material era introduzido pela epiderme e 

não através da via natural de infecção do vírus. O procedimento, no entanto, não era 

isento de efeitos colaterais, incluindo morte (Geddes, 2006). As fatalidades eram 

bem significativas ocorrendo em 2% dos indivíduos imunizados (Morgan, 2007; 

Artestein, 2010).  

A variolização atingiu a Europa no início do século XVIII, com a chegada de 

viajantes de Istambul. Jenner era familiarizado com esta técnica, que se tornou 

bastante comum e era extremamente efetiva, promovendo proteção duradoura 

(Riedel, 2005; Morgan, 2007; Artestein, 2010).  

Acredita-se que o vírus da varíola, smallpox, apareceu na Terra há 10.000 

a.C., na época dos primeiros assentamentos de agricultura do norte da África. É 

possível que tenha se espalhado de lá para a Índia por intermédio de antigos 

mercadores egípcios. A evidência mais antiga de lesões cutâneas variólicas foi 

encontrada nas faces das múmias egípcias. A cabeça mumificada do faraó Ramsés 
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V (morto em 1156 a.C.) é uma evidência da ocorrência desta infecção. Na mesma 

época, a doença foi introduzida nas culturas asiáticas, e em algum momento entre 

os séculos XV e XVII entrou na Europa (Riedel, 2005; Nasir, 2009). 

Ainda desconhecida no Novo Mundo, a varíola foi introduzida nas Américas 

através dos conquistadores espanhóis e portugueses, e dos escravos provenientes 

de áreas endêmicas da África, sendo responsável pela queda dos impérios Inca e 

Asteca levando milhares de pessoas à morte (Riedel, 2005; Bhattacharya & 

Brimnes, 2009).   

A varíola acometeu todas as classes da sociedade, causando a morte de 

400.000 pessoas anualmente. Os sobreviventes geralmente apresentavam 

sequelas, com cicatrizes desfigurantes. Porém, era de conhecimento comum que 

pessoas infectadas que sobreviviam à doença se tornavam imunes (Henderson, 

1997; Jastaneiah, 2009). 

No ano de 1789, Jenner observou que as ordenhadoras que se recuperavam da 

varíola bovina jamais contraíam a forma mais grave da varíola humana. Com base 

nessa observação, ele injetou material de pústula de varíola no braço de um menino. 

Este apresentou febre baixa e anorexia, e nove dias depois houve melhora dos 

sintomas. Em julho do mesmo ano Jenner novamente inoculou o mesmo garoto, 

mas desta vez com material de lesões de uma vaca doente de varíola, verificando 

que a doença não se desenvolveu. Estava descoberta, assim, a propriedade de 

imunização que, até hoje, mantém os princípios essenciais estabelecidos por Jenner 

(Henderson, 1997; Riedel, 2005; Morgan, 2007; Baxby, 2011).   

Este experimento foi o primeiro trabalho científico que demonstrou ser 

possível controlar uma doença infecciosa e Jenner, desta forma, situou suas 

pesquisas dentro de uma perspectiva clínica e epidemiológica (Guérin, 2007; Baxby, 

2011). 

 Muitos pesquisadores e laboratórios voltaram seus esforços para a pesquisa 

e desenvolvimento de novas vacinas que permitissem o controle ou erradicação de 

certas doenças. A varíola, por exemplo, foi erradicada em 1977, graças às 

campanhas exaustivamente promovidas pela OMS, fazendo desta doença a primeira 

a ser erradicada no mundo (Geddes, 2006; Guérin, 2007; Fenner, 2011). Já com as 

vacinas contra poliomielite, difteria, coqueluche, sarampo e rubéola foi possível 

controlar a disseminação dessas doenças nos países desenvolvidos. Também foram 
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descobertas vacinas eficazes contra febre tifóide, cólera, peste bubônica, 

tuberculose, febre amarela, tétano, tifo, e hepatite, entre outras doenças. Para a 

saúde pública do Brasil, essa importância foi traduzida com a criação do PNI, o 

Programa Nacional de Imunizações. 

Quadro 1.1. Cronologia do desenvolvimento e utilização das vacinas: de Jenner aos dias 

atuais 

Anos Evento  

Pré-1950  

 

 

1798 

Edward Jenner injeta a secreção das fístulas de uma vaca com 

varíola – ou seja, pus – em um menino. Semanas depois inocula a 

criança com varíola humana e ela não adoece. Daí o nome vacina, 

derivado da expressão latina materia vaccinia  

("substância que vem da vaca") 

1881 Louis Pasteur cria a primeira vacina bacteriológica contra o     

Bacillus anthracis 

 

1885 

Louis Pasteur cria a vacina anti-rábica, após descobrir que a raiva 

ataca o sistema nervoso central de mamíferos e é transmitida       

pela saliva 

1897 Descoberta da vacina contra peste bubônica 

1911 Começa a imunização contra a febre tifóide 

1917 Primeiros experimentos com vacina contra cólera  

1923 Dessenvolvimento da vacina contra difteria 

1926 Desenvolvimento da vacina contra coqueluche 

1927 Descoberta da vacina contra tuberculose (BCG) 

1927 Descoberta da vacina contra tétano 

 

1935 

A vacina contra febre amarela, doença típica de áreas silvestres, 

é introduzida nos Estados Unidos e sete anos depois passa a ser 

usada no Brasil. 

1945 A primeira vacina contra o vírus Influenza começa a ser utilizada 

 

 

1949 

Pearl Kendrik descobre que a vacina contra coqueluche funciona 

melhor em presença dos toxóides diftérico e tetânico, já que os três 

componentes agiam como adjuvantes entre si. Combinou-os então 

para formar a vacina DPT ou tríplice bacteriana – a primeira a 

imunizar contra mais de um microrganismo 

1950-1960  

1955 Licenciamento da vacina injetável inativada contra poliomielite (IPV). 
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Sua eficácia ficou aquém das expectativas dos cientistas 

1959 Assembléia Mundial da Saúde baixa resolução inicial pedindo a 

erradicação global da varíola 

1961 Licenciamento da vacina monovalente contra poliomielite 

1963 Licenciamento da vacina trivalente contra poliomielite (OPV) 

 

 

1963 

 

A primeira geração de vacinas contra sarampo é produzida. De 1967 

a 1970, o preventivo ajudou a erradicar o sarampo em Gâmbia, na 

África. Segundo a OMS (Organização Mundial de Saúde), a doença 

voltou dois anos depois devido à suspensão da vacinação 

 

1964 

Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP), projetado 

para cooperar com o CDC com recomendações sobre o uso de 

vacinas, realiza sua primeira reunião 

1967 Introdução da vacina contra Caxumba  

1969 Surge a vacina contra rubéola, mal que ataca principalmente 

crianças 

1970-1980  

 

1970 

Aprovada pelo FDA a vacina americana contra o Bacillus anthracis, 

conhecida como Anthrax Vaccine Adsorbed (AVA), um produto 

produzido a partir de células livres inativas 

1971 Vacinação de rotina contra a varíola cessa nos Estados Unidos 

1971 Introdução da vacina tríplice viral (sarampo, caxumba e rubéola).   

1976 Gripe suína: maior programa de vacinação pública nos Estados 

Unidos; interrompida por associação com síndrome de Guillain-Barré 

1977 Último caso autóctone do vírus da varíola (Somália) 

1979 Último caso de poliomielite, causada pelo vírus selvagem, adquirido 

nos Estados Unidos 

1980 Varíola é declarada erradicada do mundo 

1981 Estudos com conjugados de Haemophilus influenzae tipo b 

1981 Produção de conjugados contra meningococos A, B e C 

1981 Vacina combinada polissacarídica contra meningococos                   

A, C, Y, W135 

1982 A vacina contra hepatite B é fabricada com a nova técnica de 

proteínas recombinantes – genes do vírus são mergulhados em 

culturas de células, que passam a produzir antígenos. Inoculados no 

organismo, eles estimulam a produção de anticorpos 

1983 Vacina 23-valente contra Pneumococos é disponibilizada para a 
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população 

1985 Liberada nos EUA uma vacina constituída pelo polissacarídeo 

capsular purificado do Haemophilus influenza tipo b 

1990-2000  

1990 Desenvolvimento da vacina oral contra febre tifóide 

1991 Vacina contra hepatite B é recomendada para crianças 

1991 Desenvolvimento da vacina acelular contra coqueluche (DTaP) 

 

 

1993 

Começam os testes, em ratos, das primeiras vacinas gênicas (ou de 

DNA), contra Influenza tipo B, malária e Aids. A meta é chegar à 

vacina polivalente, de dose única e ação permanente, com a 

transferência de genes de agentes patológicos para células do 

homem 

1993 Produção de vacina contra a encefalite japonesa com vírus 

atenuados, liberada apenas em países orientais 

1994 A eliminação da poliomielite é certificada nas Américas 

1995 Comercialização, nos EUA, da vacina contra varicela  

1995 Licenciada vacina contra hepatite A formulada com vírus inativados 

1996 Vacina pertussis acelular licenciada para uso em crianças 

1998 Primeira vacina contra rotavírus é licenciada 

1999 A vacina contra rotavírus é retirada do mercado em decorrência de 

efeitos adversos 

1999 Têm início os testes de vacinas de DNA em humanos. No Brasil, o 

experimento é feito com a vacina contra Haemophilus influenza 

 

1999 

FDA recomenda a remoção de mercúrio de todos os produtos, 

incluindo vacinas. Medidas para remover o Timerosal das vacinas, 

um aditivo a base de mercúrio, começam a ser tomadas 

2000 Licenciada a primeira vacina conjugada contra Pneumococos 

 

2000 

Iniciativa mundial contra o sarampo; 800.000 crianças ainda morrem 

de sarampo por ano. Estados Unidos declaram o sarampo como não 

endêmico 

 

2001 

Os eventos de 11 de setembro resultam em uma maior preocupação 

com bioterrorismo. Os Estados Unidos estabelecem um plano de re-

introduzir, se necessário, a vacina contra a varíola 

2003 Sarampo é declarado não endêmico nas Américas 

2003 Primeira vacina viva atenuada contra gripe é licenciada para 

pessoas de 5-49 anos 

2003 Primeiro calendário de imunização de adultos é introduzido 
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2004 Licenciamento da Pediarix – DtaP, IPV e Hepatite B em dose única 

2004 Vacina inativada contra gripe é recomendada para todas as crianças 

com 6-23 meses de idade. 

2005 Estados Unidos declaram a rubéola como não endêmica 

2006 Licenciamento da ProQuad – MMR e catapora em dose única 

2006 Licenciada a primeira vacina contra HPV 

2008 Licenciamento da Pentacel – DtaP, IPV e Hib 

2009 Novartis produz o primeiro lote da vacina contra H1N1 

Jennings & Lugowski, 1981; Mandell et al, 2005; Adaptado de CDC, 2006; Dhillon & Keam, 2008; Novartis, 2009. 

 

 

1.2. A IMPORTÂNCIA DA VACINAÇÃO 

 

 As doenças infecciosas são as principais causas de morte em populações 

humanas. As duas contribuições mais importantes para a saúde pública nos últimos 

100 anos foram o saneamento básico e a vacinação, os quais, em conjunto, 

reduziram as mortes por doenças infecciosas, sendo as vacinas os agentes mais 

efetivos disponíveis no campo da prevenção, controle e erradicação destas 

enfermidades. 

A época de ouro da vacinação aconteceu após a segunda guerra com a 

introdução de técnicas de culturas celulares por John Enders em 1949, fato que 

possibilitou o isolamento de vírus. A primeira vacina produzida através desta 

tecnologia foi a anti-poliomielite inativada, injetável, desenvolvida por Jonas Salk em 

1954. Três anos depois Albert Sabin desenvolveu a anti-poliomielite por via oral 

(Guérin, 2007; Katz, 2009; Enders et al., 2009; Katz, Wilfert & Robbins, 2011). 

A vacinação sensibiliza o sistema imunológico, prevenindo o surgimento de 

doenças causadas por patógenos específicos. O processo imunológico pelo qual se 

desenvolve a proteção conferida pelas vacinas compreende o conjunto de 

mecanismos através dos quais o organismo humano reconhece uma substância 

como exógena, para, em seguida, metabolizá-la, neutralizá-la e/ou eliminá-la 

(Manual de Normas de Vacinação, 2001; Pulendran & Ahmed, 2011). Este 

procedimento permite ao sistema imunológico de um indivíduo imunizado reagir 

rápida e eficazmente quando exposto à doença prevenindo, assim, a infecção 

(Pulendran & Ahmed, 2011). 
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 As decisões sobre a utilização de vacinas se baseiam no equilíbrio relativo 

entre riscos e benefícios que essa prática proporciona. Como exemplo, podemos 

citar a vacina oral contra a poliomielite (OPV) onde o risco das pessoas imunizadas 

e de seus contatos próximos desenvolverem a paralisia flácida aguda associada à 

vacina é de 1 a cada 2,4 milhões de doses de vacinas distribuídas. Este risco é 

pequeno frente às milhares de mortes ocasionadas pelo poliovírus selvagem. Com o 

advento das campanhas de vacinação em massa o vírus selvagem não é mais 

frequentemente isolado, reduzindo assim o risco de transmissão do patógeno 

(Miyoshi et al., 2010; Kidd et al., 2011; Adalja, 2011). No Brasil, o último caso foi 

registrado em 1989, no município de Souza (PB), recebendo, em 1994, o certificado 

Internacional de Erradicação da Transmissão Autóctone do Poliovírus Selvagem 

(ACIP, 1996; ACIP, 2000; Malone e Hinman, 2007; Mello et al., 2010).  

 Uma característica importante da maioria das vacinas é que elas fornecem 

proteção tanto individual quanto de rebanho. A maioria das doenças contra as quais 

existem vacinas é transmitida de pessoa para pessoa. Assim, quando uma 

proporção suficientemente grande de indivíduos em uma comunidade é imunizada, 

essas pessoas servem como “barreiras de proteção” contra o risco de transmissão 

da doença e, indiretamente, protegem aqueles que não receberam a vacina ou 

aqueles para os quais a imunização não foi efetiva (Freed, Katz e Clark, 1996; 

Bauch et al., 2009; Bonds & Rohani, 2010). A proporção da população que tem que 

ser vacinada para fornecer essa imunidade de rebanho varia de acordo com a 

infectividade do agente. Para a poliomielite, esta proporção é considerada em torno 

de 80%, enquanto para o sarampo é superior a 90% (Malone e Hinman, 2007; 

Smith, 2010). 

 Além disso, as vacinas têm se mostrado uma das medidas em saúde com 

melhor relação custo-benefício (Ehreth, 2003; IFPMA, 2003; Pichichero, 2009; 

Ebong & Levy, 2011). Com exceção da água potável, as vacinas são o meio mais 

efetivo de se reduzir e prevenir doenças infecciosas (IFPMA, 2003; Andre, 2005), 

tendo mostrado sua eficácia na erradicação e controle de muitas doenças 

(Schatzmayr, 2003; Andre, 2005; Pichichero, 2009; Ebong & Levy, 2011). A 

cobertura oferecida pela imunização tem aumentado de forma constante ao longo 

das últimas duas décadas, salvando milhões de vidas que em outros tempos 

poderiam vir a ser perdidas (Schatzmayr, 2003; Bärnighausen et al., 2009; Duclos et 

al., 2009) já que, todo ano, quase 3 milhões de mortes são prevenidas e 750 mil 
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crianças são salvas da incapacitação (Ehreth, 2003; IFPMA, 2003; Bärnighausen et 

al., 2009).  

 Além da saúde pública, a vacinação também é uma medida de grande 

impacto na esfera econômica, já que as vacinas (Ehreth, 2003; IFPMA, 2003; 

Armstrong, 2007; Allen, 2011; Stack et al., 2011): 

 

 

� Diminuem o número de hospitalizações; 

� Diminuem a necessidade de tratamentos médicos mais caros; 

� Aumentam a produtividade; 

� Previnem os efeitos em longo prazo das doenças; 

� Reduzem a incidência de incapacitação permanente, entre outros.  

 

 Entretanto, algumas vezes, as vacinas são vítimas de seu próprio sucesso. 

Políticas públicas tendem a dar menor prioridade a programas de vacinação quando 

a incidência e a visibilidade da doença declinam, como consequência natural do 

aumento da cobertura vacinal. Em alguns casos, doenças que são preveníveis 

através da vacinação se tornam reemergentes (IFPMA, 2003; Andre, 2005; 

Greenfield & Bronze, 2010; Barreto et al., 2011). Além disso, é importante que os 

governantes consigam divisar os benefícios que esta prática traz em longo prazo e 

atentem para o verdadeiro valor das vacinas (Ehreth, 2003; Kwok, 2011) e os 

próprios profissionais de saúde devem entender melhor a importância das doenças 

preveníveis em seus países e avaliar o custo-benefício das vacinas (Kimmel et al., 

2007; Kwok, 2011). Medidas desse porte certamente contribuirão para diminuir o 

tempo entre a pesquisa e desenvolvimento, disponibilidade comercial e o uso de 

vacinas pela população. No Brasil, um importante programa de sucesso que ilustra 

essa importância é o Programa Nacional de Imunizações (PNI) (Homma, 2009; 

Fagundez et al., 2009; Homma et al., 2011). 

 

1.2.1 O PROGRAMA NACIONAL DE IMUNIZAÇÕES – PNI 

 

Em 1973, por determinação do Ministério da Saúde brasileiro, é formulado o PNI 

com o objetivo de coordenar as ações de imunizações que se caracterizavam, até 

então, pela descontinuidade, pelo caráter episódico e pela reduzida área de 

cobertura (Risi Júnior, 2003; França et al., 2009; Hochman, 2011). 
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Em 1975 foi institucionalizado o PNI, resultante do somatório de fatores, de 

âmbito nacional e internacional, que convergiam para estimular e expandir a 

utilização de agentes imunizantes, buscando a integridade das ações de 

imunizações realizadas no país. O PNI passou a coordenar, assim, as atividades de 

imunizações desenvolvidas rotineiramente na rede de serviços e, para tanto, traçou 

diretrizes pautadas na experiência da Fundação de Serviços de Saúde Pública 

(FSESP), com a prestação de serviços integrais de saúde através de sua rede 

própria. A legislação específica sobre imunizações e vigilância epidemiológica (Lei 

6.259 de 30-10-1975 e Decreto 78.231 de 30-12-76) deu ênfase às atividades 

permanentes de vacinação e contribuiu para fortalecer institucionalmente o 

programa (Moreira, 2002; Risi Júnior, 2003; França et al., 2009; Hochman, 2011). 

        Após a erradicação da varíola, inicia-se em 1980 a 1ª campanha nacional de 

vacinação contra a poliomielite, com a meta de vacinar todas as crianças menores 

de 5 anos em um só dia (Sistema de Informação do Programa Nacional de 

Imunizações, 2009).  

            O PNI é, hoje, parte integrante do Programa da Organização Mundial de 

Saúde, com o apoio técnico, operacional e financeiro da UNICEF e contribuições do 

Rotary Internacional e do Programa das Nações Unidas para o Desenvolvimento 

(PNUD) (Sistema de Informação do Programa Nacional de Imunizações, 2009)  

 

1.2.1.1 CALENDÁRIO NACIONAL DE IMUNIZAÇÕES 

 

A vacina é capaz de imunizar os indivíduos contra doenças infecciosas causadas 

pelos microrganismos. Através da inativação ou atenuação de suas culturas, esses 

microrganismos perdem sua ação patogênica conservando sua propriedade de 

induzir uma resposta imunológica contra o agente agressor (Nature, 2011).   

Com a vacinação pode-se atingir a eliminação da doença, ou seja, a interrupção 

da transmissão e o desaparecimento do agente causal de determinada área 

geográfica. A erradicação se refere à eliminação global da transmissão do agente 

infeccioso e, quando ela é alcançada, a vacinação não é mais necessária. Estas 

ações são coordenadas por meio de programas nacionais de imunização, com 

metas definidas e com implementação variada de país para país. Podem existir 

estratégias de emergência (adicionais), mas todos têm dentro de sua rotina seu 

próprio calendário de vacinação, que pode ser específico para diferentes situações – 

criança, idoso, viajantes, adolescentes, áreas de difícil acesso, durante epidemias, 



 10

pessoas que se encontram em situações especiais (alérgicos, com alterações de 

hemostasia, prematuros, etc.), entre outros (Arístegui et al., 2005; Enserink, 2010; 

Tebbens et al., 2010). 

Entende-se por calendário vacinal a sequência cronológica de vacinas que são 

administradas sistematicamente em um país ou área geográfica e cuja finalidade é 

obter uma imunização adequada da população contra as doenças para as quais 

existe uma vacina eficaz (Bricks, Gomes e Dias, 1999; Arístegui et al., 2005; 

Pugliesi, Tura & Andreazzi, 2010).  

 

1.3. ORIGEM E IMPORTÂNCIA DE BIO-MANGUINHOS  

 

A origem de Bio-Manguinhos se confunde com a história de combate a 

epidemias de grande impacto para a saúde pública brasileira e com o 

reconhecimento, por parte das instâncias governamentais, da necessidade de criar e 

fortalecer a produção de vacinas no país (Homma et al., 2005; Homma, 2009).    

Em julho de 1900, foi criado o Instituto Soroterápico Federal, como instituição do 

governo federal, com funções de desenvolver e produzir soros e vacinas requeridas 

para combater e controlar epidemias como a peste bubônica, febre amarela, varíola 

e outras que grassavam na cidade do Rio de Janeiro. Em março de 1908, foi 

transformado em Instituto Oswaldo Cruz e, em 22 de maio de 1970, recebeu a 

denominação atual de Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), incorporando na sua 

estrutura o Instituto Oswaldo Cruz e outras instituições, como o Instituto Nacional de 

Endemias Rurais, o Instituto de Leprologia, o Instituto Fernandes Figueira e a Escola 

Nacional de Saúde Pública (Azevedo, 2000). 

Até a década de 1950, o Instituto Oswaldo Cruz produzia dezenas de diferentes 

vacinas e soros, inclusive para uso veterinário. Os recursos obtidos da venda desses 

produtos eram investidos em novos laboratórios, no financiamento de pesquisas de 

novos imunobiológicos, na modernização de laboratórios, na aquisição de novos 

equipamentos, em pagamento de pessoal e em outras atividades relacionadas. Nas 

décadas seguintes, por razões de ordem política interna e governamental, diminuiu o 

foco dessas atividades, resultando em gradativa obsolescência tecnológica 

(Benchimol, 2001a). 

Nos anos iniciais da década de 1970, ainda teve importante papel na produção 

da vacina contra a varíola, mas, com a erradicação desta virose, tal atividade 

também deixou de existir e a produção ficou reduzida a apenas um produto 
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importante: a vacina contra febre amarela. Mesmo esta vacina tinha grandes 

limitantes tecnológicos, de produção em escala e apresentação; sua produção 

continuou apenas porque recebia o apoio logístico da Organização Pan-Americana 

da Saúde (OPAS), que financiava a aquisição de pequenos equipamentos e 

complementava os salários dos pesquisadores envolvidos na produção da vacina 

(Homma et al., 2005).    

A grande epidemia de meningite meningocócica de grupos A e C, na década de 

1970, causou centenas de mortes e encontrou o país completamente despreparado 

para enfrentar essa dramática situação. Para o suprimento da vacina contra a 

doença, o governo brasileiro buscou o Instituto Mérieux na França que produziu, em 

operação emergencial, 80 milhões de doses, utilizadas para vacinação em massa da 

população brasileira (Homma et al., 2005; Khatami & Pollard, 2010).  

Ocorre, então, a decisão do governo federal de fortalecer a capacitação 

tecnológica nacional de produção de imunobiológicos essenciais e estratégicos para 

a saúde pública, com instalações apropriadas e incorporação de tecnologias 

contemporâneas. Nesse contexto, cria-se, em 4 de maio de 1976, pela Norma 

Regulamentar 02/76 do presidente da Fundação Oswaldo Cruz, o Instituto de 

Tecnologia em Imunobiológicos (Bio-Manguinhos), que incorpora as atividades 

tecnológicas desenvolvidas até então pelo Instituto Oswaldo Cruz herdando, 

portanto, as funções e atividades do antigo Instituto Soroterápico Federal (Homma et 

al., 2005).    

As atividades assumidas por Bio-Manguinhos não estavam estruturadas como 

unidade de produção; eram executadas por pesquisadores que, com tecnologias 

obsoletas, sem condições adequadas de trabalho, sem apoio institucional e de forma 

artesanal, davam o melhor de si para produzirem as vacinas contra febre tifóide, 

cólera, antígeno pertussis e toxóides diftérico e tetânico. A produção da vacina 

contra a febre amarela era a única a dispor de uma planta planejada e dedicada 

para a finalidade. No entanto, as instalações não atendiam às normas internacionais 

que já norteavam as atividades nessa área, as metodologias de produção eram 

ultrapassadas, a apresentação da vacina era incompatível com a necessidade do 

campo e a capacidade de produção, limitada (Homma et al., 2005).    

Porém, a evolução de Bio-Manguinhos vem se procedendo de tal modo que 

possa enfrentar os desafios para atender as novas demandas geradas pelo quadro 

epidemiológico nacional e os avanços científicos e tecnológicos da área. As 

atividades desenvolvidas por Bio-Manguinhos são estratégicas para o país, e é 
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necessário dotar o Instituto de instrumentos legais que flexibilizem a administração 

de suas atividades. Hoje, Bio-Manguinhos, é uma importante indústria de produção 

de vacinas para uso humano e reativos para diagnóstico laboratorial (Homma et al., 

2005).    

Atualmente, Bio-Manguinhos é o maior fornecedor de imunobiológicos do 

Ministério da Saúde, suprindo 47% da demanda de vacinas do Programa Nacional 

de Imunizações (PNI). Bio-Manguinhos produz mais de 100 milhões de doses anuais 

em forma de concentrado viral e cerca de 60 milhões de doses de vacina formulada 

para atender ao PNI e às Agências das Nações Unidas. Em Bio-Manguinhos, são 

produzidas as vacinas contra poliomielite, febre amarela, DTP, Hib, meningites A e 

C, sarampo, rubéola e caxumba (Bio-Manguinhos, 2007; Homma et al., 2011). 

Comprometido com os avanços na área de saúde e o acesso da população a 

imunobiológicos, Bio-Manguinhos tem um papel estratégico para o Brasil, 

destacando-se tanto no setor produtivo, quanto por seus investimentos em pesquisa 

e desenvolvimento para geração de novas tecnologias e produtos, conhecimento e 

economia de divisas para o país. Ao atender às demandas do país, o instituto ganha 

cada vez mais credibilidade e legitima parcerias importantes (Bio-Manguinhos, 2007; 

Homma et al., 2011). 

 

1.4. TIPOS DE VACINA 

 

O uso de vacinas de forma mais ampla foi introduzido a partir do início do 

século passado e contribuiu de forma inequívoca para a redução da incidência das 

doenças infecciosas. Nas últimas duas décadas o rápido progresso das pesquisas, 

em particular nas áreas da imunologia e da biologia molecular, lançou as bases de 

um desenvolvimento sem precedentes para a implementação de novas vacinas e de 

novas estratégias de vacinação em todo mundo. Apesar dos grandes benefícios das 

vacinas existentes, há ainda muitas doenças para as quais não existem vacinas 

(Schatzmayr, 2003; Ulmer & Sztein, 2011; Rappuoli, Black & Lambert, 2011).  

 Diversas estratégias têm sido utilizadas para o desenvolvimento de diferentes 

tipos de vacinas. As vacinas de primeira geração são produzidas com 

microrganismos vivos e atenuados, como a vacina BCG contra a tuberculose, ou 

mortos e inativados como a vacina contra a Bordetella pertussis (Bloom, 1989; Kano 

et al., 2007; Rappuoli, Black & Lambert, 2011). Na última década, o grande avanço 

da biologia molecular permitiu a introdução de novas estratégias para a obtenção e a 
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produção de antígenos e foram otimizadas novas maneiras de se administrar e 

apresentar esses antígenos para as células do sistema imune. Estas estratégias 

permitiram o desenvolvimento de vacinas mais seguras, eficazes e polivalentes. 

Entre estas estão as de subunidades, consideradas de segunda geração, 

constituídas de antígenos purificados e provenientes de fontes naturais ou sintéticas, 

e antígenos recombinantes. As vacinas gênicas ou de terceira geração surgiram 

com a introdução de genes ou fragmentos de genes, que codificam antígenos 

potencialmente imunogênicos, em vetores virais ou em DNA plasmidial (Rodrigues 

Júnior et al., 2004, Kano et al., 2007; Rappuoli, Black & Lambert, 2011). 

As vacinas atenuadas com o agente inteiro usam microrganismos vivos 

atenuados. As vacinas vivas mimetizam melhor uma infecção real. A imunidade 

vitalícia, especialmente com vírus, é frequentemente alcançada sem reforços e, não 

raro, com uma eficácia de 95%. Essa eficácia de longa duração ocorre, 

provavelmente, devido à proliferação dos vírus atenuados dentro do corpo, 

aumentando a dose original e agindo com uma série de imunização secundária 

(reforços) (Kaufmam, 1991; Brown et al., 1993; Andrade et al., 2003; Rappuoli, Black 

& Lambert, 2011). Os microrganismos atenuados são geralmente derivados de 

mutações acumuladas durante o cultivo de longa duração. Um dos perigos dessas 

vacinas é que os microrganismos atenuados podem sofrer mutação revertendo para 

uma forma virulenta. As vacinas atenuadas não são recomendadas para pessoas 

cujo sistema imunológico esteja comprometido, devendo ser substituídas pelas 

vacinas inativadas, quando disponíveis (Kaufmam, 1991; Marrack e Kappler, 1994; 

Andrade et al., 2003; Rappuoli, Black & Lambert, 2011). Exemplos de vacinas 

atenuadas são as vacinas Sabin (poliomielite) e tríplice viral (sarampo, caxumba e 

rubéola). A vacina contra o bacilo da tuberculose (BCG), amplamente utilizada, e 

algumas das vacinas tifóides administradas oralmente contêm bactérias atenuadas.  

 As vacinas inativadas utilizam microrganismos mortos com formalina ou fenol 

e temos como exemplo, utilizadas em seres humanos, as vacinas contra a raiva, 

gripe e poliomielite (Salk). Entre as vacinas inativadas bacterianas estão a vacina 

contra pneumonia pneumocócica e a cólera (Kaufmam, 1991, Andrade et al., 2003; 

Rappuoli, Black & Lambert, 2011). Essas vacinas oferecem como grande vantagem 

uma maior segurança, pois não há multiplicação do agente no organismo do 

vacinado, porém, tendem a induzir uma imunidade menos duradoura e a exigir, com 

isso, a aplicação de mais de uma dose no esquema de imunização, bem como a 

repetição das imunizações ao longo dos anos. Exemplo típico são as vacinas 
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inativadas contra a influenza, que devem ser aplicadas a cada ano. Este fato 

significa um custo mais alto na utilização desses produtos.  

Os toxóides, toxinas inativadas, são vacinas dirigidas contra as toxinas 

produzidas por um patógeno (Andrade et al., 2003; Grabestein, 2010). Essas 

vacinas são usadas quando uma toxina bacteriana é o principal agente causador da 

doença. As toxinas podem ser inativadas com o uso de formalina, uma solução de 

formaldeído e água esterilizada (Grabestein, 2010). Quando o sistema imune entra 

em contato com uma vacina contendo uma toxina inócua, ele torna-se apto a 

combater a toxina natural, produzindo anticorpos capazes de bloquear a toxina 

(Namur, 2007; Grabestein, 2010). 

As vacinas de subunidades usam somente os fragmentos antigênicos de um 

microrganismo que melhor estimulam uma resposta imune (Donnelly et al., 1997; 

Andrade et al., 2003; Rigano et al., 2009). 

A partir de 1968 começaram a ser desenvolvidas vacinas utilizando 

fragmentos de cápsula bacteriana de natureza polissacarídica. Os polissacarídeos 

meningocócicos foram as primeiras vacinas bacterianas definidas quimicamente 

(Guérin, 2007; Rappuoli, Black & Lambert, 2011). Estas vacinas se mostraram 

imunogênicas em adultos e crianças acima de 2 anos de idade e foram objeto de 

vários ensaios clínicos em países da Europa, Américas e África (Frasch, 1995). 

Ainda hoje as vacinas polissacarídicas contra Neisseria meningitidis são produzidas 

e utilizadas no mundo em epidemias e surtos epidêmicos (Rappuoli, Black & 

Lambert, 2011). 

As vacinas de subunidades são inerentemente mais seguras porque não 

podem se reproduzir no organismo receptor. Elas também contêm pouco ou nenhum 

material estranho e por isso tendem a produzir menos efeitos adversos (Brown et al., 

1993; Andrade et al., 2003; Rigano et al., 2009).  

Entre as novas tecnologias destaca-se o uso do DNA recombinante para o 

preparo de antígenos protetores em larga escala (Schatzmayr 2003; Homma et al., 

2011). A tecnologia do DNA recombinante representou um grande avanço, pois 

permite inserir no DNA de um dado organismo o gene que codifica a produção do 

componente bioquímico causador da imunidade de outro microorganismo. O 

material geneticamente modificado pode então ser injetado em seres humanos e 

estimular a produção de anticorpos contra ele mesmo e contra o agente infeccioso 
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cujo gene a ele foi incorporado. Essa técnica permitirá que o vírus da varíola bovina, 

acrescido de fragmentos genéticos dos principais agentes infecciosos atue como 

uma vacina viva contra diversas doenças. Os vetores atenuados mais utilizados são 

o vírus da vaccínia, poliovírus, cepas atenuadas de Salmonella, cepas de BCG do 

Mycobacterium bovis, entre outros (Kalil et al., 2008; Dougan, Gouling & Hall, 2011). 

A vacina de ácido nucléico, ou vacina de DNA, é um dos mais novos e mais 

promissores tipos de vacinas, apesar de não ter ainda resultado em nenhuma vacina 

para seres humanos. Experimentos com animais mostram que a injeção 

intramuscular de plasmídeos contendo DNA, sem as histonas, resulta na produção 

da proteína modificada por esse DNA. Essas proteínas permanecem no organismo 

receptor e desencadeiam uma resposta imune. A segurança desse tipo de vacina é 

incerta, mas estão sendo consideradas muitas aplicações, especialmente contra 

câncer e vírus que possuem altas taxas de mutação (como influenza e HIV) 

(Donnelly et al., 1997; Andrade et al., 2003; Moraes, Luna & Grimaldi, 2010). Outros 

trabalhos também estão sendo realizados com vacinas compostas de RNA. A 

vantagem desse tipo de vacina seria a velocidade, pois, uma vez dentro das células, 

o RNA seria rapidamente traduzido em proteínas antigênicas. Entretanto, a molécula 

de RNA é menos estável que a de DNA, uma característica que pode dificultar a 

produção e a distribuição dessas vacinas (Weiner e Kennedy, 1999; Srivastava e 

Liu, 2003; Luke et al., 2009; Diken et al., 2011). 

Porém, a integração do DNA plasmidial em cromossomos de células 

somáticas pode potencialmente gerar efeitos patológicos. A mutagênese por 

inserção poderia levar ao desenvolvimento de câncer, caso esse evento ative (proto-

oncogenes) ou inative genes (supressores de tumor) implicados na regulação do 

ciclo celular. Essa inserção pode ocorrer ao acaso ou por meio da recombinação 

homóloga, sendo que o primeiro evento é o mais frequente. Para tentar diminuir a 

possibilidade destes eventos ocorrerem, deve-se evitar, se possível, que existam 

sequências nucleotídicas homólogas ao do genoma humano no plasmídio vacinal e 

que este não se replique nas células hospedeiras (Azevedo e Oliveira, 2001; 

Jackson & Bartek, 2009). 

A mais moderna tecnologia aplicada na produção de vacinas é a denominada 

vacinologia reversa, desenvolvida nos últimos dez anos. É feito o sequenciamento 

do genoma do agente, a análise de suas proteínas, previstas através da 

bioinformática e com base nas características hidrofóbicas ou hidrofílicas, 
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determinando a posição provável das proteínas dentro do microorganismo. 

Finalmente é avaliada sua capacidade teórica de produzir resposta imune. Os 

peptídeos selecionados podem, então, ser sintetizados ou expressos em vetores 

para a comprovação de sua real capacidade de induzir imunidade em animais (Adu-

Bobie et al., 2003; Sette & Rappuoli, 2010). Essa tecnologia tende a substituir os 

métodos tradicionais de preparo de vacinas, em especial para bactérias nessa 

primeira fase, podendo ser aplicada também a vírus. Através dela elimina-se a 

necessidade de que os agentes sejam inicialmente cultivados e modificados em 

suas características de virulência ou os fragmentos dos vírus e bactérias sejam 

isolados e purificados previamente, antes de serem inoculados para a análise de sua 

resposta imune (Schatzmayr, 2003; D’Argenio & Wilson, 2010).  

Novas tecnologias despontam no campo de desenvolvimento de vacinas. A 

produção de alimentos que funcionariam como vacinas é uma delas. Cereais e 

frutas seriam geneticamente modificados e, ao serem ingeridos, estariam 

imunizando o organismo de quem os consome. Estudos realizados com antígenos 

do vírus da hepatite B produzidos em batata indicam que camundongos que 

receberam tubérculos modificados eram capazes de produzir altos títulos de 

anticorpos HBsAg (Youm et al., 2010).     

A eficácia das vacinas depende, algumas vezes, da presença de um 

adjuvante na sua formulação. Entre os adjuvantes, os mais comumente utilizados 

são aqueles que contem alumínio, descobertos em 1926 e ainda utilizados. No início 

dos anos de 1900, quando infecções por Clostridium tetani e Corynebacterium 

diphtheriae tornaram-se problemas de saúde pública, imunizações com conjugados 

de toxina-antitoxina apresentaram melhor proteção e menos efeitos colaterais do 

que doses da toxina somente. Inicialmente, pensava-se que o alumínio era um 

adjuvante efetivo, pois permitia que o antígeno permanecesse mais tempo no 

organismo, liberando-o em pequenas quantidades e estimulando o sistema 

imunológico por muito tempo (“efeito depósito”). Durante alguns anos, essa 

explicação foi dogmaticamente aceita. Porém, muitas pesquisas sobre a atuação 

dos adjuvantes no organismo descrevem diferentes modos de atuação que se 

assemelham ou vão contra a teoria do “efeito depósito” (Marrack, McKee & Munks, 

2009). O progresso nessa área, no entanto, é comprometido, no entanto, por falta de 

conhecimento acessível referentes à química bioinorgânica dos adjuvantes de 

alumínio e, consequentemente, a aplicação e interpretação inadequadas de modelos 

experimentais referentes ao seu modo de ação (Exley, Siesjö & Eriksson, 2010).  



 17

Embora sejam os mais utilizados, os adjuvantes a base de alumínio não são 

os únicos. De acordo com o quadro 1.2, sais minerais, microbianos, particulados, 

emulsões em óleo e a base de surfactantes, sintéticos, citocinas, genéticos, entre 

outros, podem ser empregados como adjuvantes (Vogel & Hem, 2004; Lambrecht et 

al., 2009; O’Hagan, Tsai & Reed, 2011).  

 

Quadro 1.2. Tipos e exemplos de adjuvantes 

Tipos de adjuvante Exemplos 

Sais minerais Fosfato de cálcio (Sharp et al., 2009) 

Microbianos Exotoxinas (McAleer et al., 2010) 

Particulados Complexos imunoestimulatórios (Azevedo et al., 2010 ) 

Lipossomos (Slütter et al., 2011) 

Emulsão em óleo e a 

base de surfactantes 

Adjuvante de Freund (Rosenberg et al., 2010) 

Emulsões microfluidizadas (O’Hagan, Tsai & Reed, 2011) 

Sintéticos Saponinas (Ragupathi et al., 2011) 

Citocinas IL-2 (Sabbatini et al., 2010) 

   IFN-γ (Toporovski, Morrow & Weiner, 2010) 

Genéticos Genes em plasmídeos (Ramanathan et al., 2009) 

 
 

O desenvolvimento de novas vacinas segue a tendência atual de conjugação 

e combinação. Nas duas últimas décadas, novos conhecimentos no campo da 

imunologia e na tecnologia de produção de vacinas levaram ao desenvolvimento de 

vacinas conjugadas (Bruge et al., 2004; Robbins et al., 2011). A conjugação química 

de polissacarídeos bacterianos a proteínas carreadoras tem contribuído para o 

aumento da resposta imunológica contra polissacarídeos capsulares e na prevenção 

de doenças causadas por bactérias tais como Neisseria meningitidis, Haemophilus 

influenzae e Streptococcus pneumoniae. Este complexo polissacarídeo-proteína leva 

à produção de níveis mais elevados de anticorpos, sendo imunogênico já no lactente 

(Ebbert e Mascolo, 2004; Østergaard  et al., 2009).  

 As vacinas combinadas consistem em dois ou mais microrganismos vivos, 

inativados ou antígenos purificados combinados pelo fabricante ou imediatamente 

antes da administração. Uma vacina combinada é elaborada com a finalidade de 

prevenir múltiplas doenças, prevenir uma doença causada por diferentes cepas ou 
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sorotipos do mesmo microrganismo, diminuindo o custo com a imunização (Ebbert e 

Mascolo, 2004; Agmon-Levi, 2009).  

A reatividade cruzada com um componente pode ocorrer em uma combinação 

de vacinas atenuadas, onde eventos de recombinação podem permitir 

microrganismos atenuados serem reconstituídos em formas virulentas. O CBER 

(Center for Biologics Evaluation & Research), órgão ligado ao FDA, aconselha que 

as combinações devam ser caracterizadas e seus componentes avaliados através 

de uma bateria de exames físico-químicos, bioquímicos e biológicos (Ebbert e 

Mascolo, 2004). 

 Segundo o CBER, é necessária a condução de estudos pré-clínicos em 

animais a fim de avaliar as consequências da combinação em relação à potência e a 

imunogenicidade. O produtor deve avaliar algumas das características físicas, 

incluindo a ressuspensão da vacina combinada e assegurar a qualidade dos 

recipientes que contem a vacina. Se o volume da vacina combinada é muito grande 

ou sua concentração é muito alta para ser seguramente administrada, o produtor 

pode, por exemplo, reduzir a dose de alguns ou de todos os componentes vacinais. 

Os efeitos de tais alterações devem ser avaliados antes do início dos ensaios 

clínicos (Ebbert e Mascolo, 2004).  

Um dos principais problemas do desenvolvimento e da produção de novas 

vacinas tem sido o relativo baixo interesse das indústrias farmacêuticas, pois as 

vacinas representam apenas 2% do mercado mundial dessa indústria (Greco, 2002). 

A labilidade dos produtos, o risco da responsabilidade por reações adversas, o alto 

custo de desenvolvimento das novas vacinas e os preços não atrativos, em especial 

pela limitada capacidade de compra pelos países em desenvolvimento são outros 

entraves na produção de vacinas, limitando assim, os investimentos na área. Apesar 

de todos esses problemas globais, é reconhecido que poucas ações de saúde 

pública apresentam uma relação custo-benefício tão favorável como a utilização de 

vacinas em uma população (Schatzmayr, 2003). 

 Neste sentido, a elaboração de vacinas combinadas utilizando as vacinas já 

existentes pode contribuir para a melhoria dos agravos de saúde pública, pois uma 

imunização contendo pelo menos três formulações já seria suficiente para prevenir 

três infecções diferentes e, consequentemente, proporcionar grande impacto no 

controle destas doenças. 
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1.4.1 VACINAS COMBINADAS 

     

A vacina é capaz de imunizar pessoas e animais contra doenças infecciosas 

causadas por bactérias ou vírus. Elas são culturas desses microrganismos que, 

inativados ou atenuados, perdem sua ação patogênica, mas conservam a 

propriedade de induzir o organismo a produzir anticorpos contra o agente agressor. 

Uma vez estimuladas por uma vacina, as células produtoras de anticorpos tornam-

se sensíveis ao agente infeccioso e respondem a novas investidas com a produção 

de mais anticorpos, restabelecendo assim a resposta imunológica. Vacinas de 

microrganismos atenuados, tais como sarampo, hepatite e varíola, geralmente 

produzem uma forma branda ou subclínica da doença. As vacinas de bactérias ou 

vírus inativados, como a da gripe, a da raiva e a da febre tifóide, precisam ser 

administradas em grandes quantidades e produzem resposta imunológica após um 

período prolongado (Goldenthal et al., 1995; Salusto et al., 2010). 

 No fim do século XX, criaram-se novos tipos de vacinas com a ajuda de 

avançadas técnicas de laboratório onde se podem identificar, em um agente 

infeccioso, componentes bioquímicos que estimulam a resposta imunológica do 

organismo agredido. Esses componentes bioquímicos podem então ser sintetizados 

em laboratório e depois administrados em seres humanos, nos quais atuam como 

qualquer outro tipo de vacina. A tecnologia do DNA recombinante representou um 

grande avanço para esse método, pois permite inserir no DNA de um dado 

organismo, por exemplo, vírus da varíola bovina, o gene que codifica a produção do 

componente bioquímico ao qual será utilizado para a indução da resposta 

imunológica dos indivíduos vacinados (Guérin, 2007; Ross et al., 2009; Luke et al., 

2009).    

 O anseio em melhorar a saúde pública e reduzir os custos para o país tem 

resultado no desenvolvimento de vacinas combinadas, que permitem a redução do 

número de imunizações necessárias para assegurar a proteção contra múltiplas 

doenças diminuindo, assim, o número de visitas aos órgãos de saúde e os gastos 

com a administração de vacinas. O grande desafio na combinação de vacinas é 

manter uma resposta imunológica tão eficaz quanto a vacina aplicada 

separadamente (Dagan, 2005). 

Historicamente, a co-administração de vacinas com o intuito de imunizar 

simultaneamente contra múltiplos patógenos foi motivada por um número de fatores 

na prática clínica e nos avanços no design de vacinas conjugadas. Esses fatores 
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incluíam a necessidade de aplicar certos tipos de imunizações em determinadas 

faixas etárias, a sobreposição epidemiológica de certas infecções, compatibilidade e 

estabilidade das vacinas, considerações de segurança, benefícios imunológicos, 

entre outros (Igietseme et al., 2006; Marin et al., 2010).  

As vacinas combinadas podem conter múltiplos produtos que são ativos na 

prevenção de mais de uma doença infecciosa e, alternativamente, ela pode 

combinar componentes ativos para a prevenção de uma doença causada por 

múltiplos sorotipos ou cepas de uma única espécie paogênica. Outros tipos de 

combinações de vacina incluem antígenos de patógenos causando diferentes 

doenças como, por exemplo, combinação do toxóide tetânico, toxóide diftérico e da 

Bordetella pertussis, além da vacina tríplice viral. A combinação pode ser formulada 

durante a fabricação ou os componentes podem ser formulados separadamente e 

combinados no momento da utilização (Goldenthal et al., 1995; Parkman, 1995; 

Jatana & Nair, 2007). Neste contexto, um grande desafio da combinação de vacinas 

é manter uma resposta imunológica tão eficaz quanto àquela apresentada quando 

as vacinas são aplicadas separadamente. 

Devem ser consideradas diferentemente a vacinação combinada, a vacinação 

associada e a vacinação simultânea. Na vacinação combinada, dois ou mais 

agentes, são administrados numa mesma preparação (por exemplo, vacina tríplice 

DTP, vacinas duplas DT e dT e vacina oral trivalente contra a poliomielite, que 

contém os três tipos de vírus atenuados da poliomielite). Na vacinação associada, 

misturam-se as vacinas no momento da aplicação, o que pode ser feito, por 

exemplo, entre determinadas apresentações das vacinas contra Haemophilus 

influenzae do tipo b e vacina tríplice DTP. Chama-se a atenção para o fato de que a 

autorização para o uso dessas misturas tem que ser precedida de estudos que 

autorizem seu emprego, específicos para cada produto a ser associado. Na 

vacinação simultânea duas ou mais vacinas são administradas em diferentes locais 

ou por diferentes vias num mesmo atendimento (por exemplo, a vacina tríplice DTP 

por via intramuscular, a vacina contra o sarampo por via subcutânea, o BCG por via 

intradérmica e a vacina contra a poliomielite por via oral) (Manual de Normas de 

Vacinação, 2001). 

As vacinas combinadas a serem usadas são as registradas e licenciadas para 

uso no Brasil. A associação de vacinas só é permitida para vacinas e fabricantes 

específicos, de acordo com as recomendações de cada produto. Em relação às 

vacinas incluídas no PNI, as aplicações simultâneas possíveis não aumentam a 
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frequência e a gravidade dos efeitos adversos e não reduzem o poder imunogênico 

que cada componente possui quando administrado isoladamente (Manual de 

Normas de Vacinação, 2001).  

 A combinação de vacinas bacterianas visando proteção múltipla numa mesma 

injeção teve sua primeira iniciativa na vacina tríplice bacteriana (DTP), licenciada 

como vacina em 1949, protegendo crianças de 2 a 6 meses contra difteria, tétano e 

coqueluche (ECDC, 2009). A partir dessa iniciativa, a combinação de imunógenos 

originou a vacina tríplice viral (rubéola, caxumba e sarampo) e, mais recentemente, 

a vacina 23-valente contra Streptococcus pneumoniae (Lopes & Berezin, 2009; 

Homma et al., 2011). Outro exemplo é a vacina trivalente contra poliovírus que 

contém todos os três tipos antigênicos, proporcionando proteção contra todos os 

poliovírus que causam paralisia. Esta ampla cobertura antigênica seria impossível se 

os componentes vacinais fossem monovalentes (Parkman, 1995; Minor, 2009).  

 A combinação de vacinas tem sido discutida e avaliada pelos principais 

produtores de vacina no mundo, já que as preparações obtidas destas combinações 

representam produtos com alto potencial de mercado, desde que sua eficácia e 

segurança sejam comprovadas (Gupta, 1999).  

 Bio-Manguinhos,há cerca de oito anos, negociou com o laboratório Glaxo 

Smith Kline a transferência de tecnologia de produção da vacina conjugada contra a 

bactéria Haemophilus influenzae tipo b. Esta bactéria é responsável pelo maior 

número de casos de meningite em crianças no mundo, e sua introdução no 

programa de imunizações dos Estados Unidos reduziu drasticamente a ocorrência 

desta doença no país (Sáfadi, 2006). Seguindo a tendência mundial da combinação, 

a vacina produzida no Brasil, resultado desta transferência de tecnologia, foi incluída 

no Programa Nacional de Imunizações (PNI), combinada à vacina DTP. Esta 

combinação aliou dois dos principais produtores de vacinas no país, uma vez que 

reuniu a vacina produzida em Bio-Manguinhos à DTP produzida no Instituto 

Butantan. 

  A perspectiva de combinação de vacinas em Bio-Manguinhos, a partir da 

tetravalente DTP-Hib, com novas vacinas provenientes do desenvolvimento 

tecnológico surge como uma iniciativa interessante, principalmente com a 

possibilidade de obtenção de um produto que tenha ação importante contra 

meningites bacterianas. A redução da meningite causada por Haemophilus 

influenzae em crianças a partir da introdução da vacina conjugada no PNI abre um 

nicho para o crescimento de casos de meningites causadas por Neisseria 
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meningitidis e Streptococcus pneumoniae. Desta forma, a combinação destes 

imunógenos em uma mesma vacina e a avaliação da resposta protetora a cada um 

dos componentes aparece como um tema de grande importância, abordado neste 

estudo. 

 

2. SISTEMA IMUNOLÓGICO  

 A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes 

infecciosos e se constitui no principal impedimento para a ocorrência de infecções 

disseminadas, algumas vezes associadas com alto índice de mortalidade. É também 

conhecido o fato de que, para a quase totalidade das doenças infecciosas, o número 

de indivíduos expostos à infecção é bem superior ao dos que apresentam a doença, 

indicando que a maioria das pessoas tem condições de controlar esses 

microrganismos e impedir a progressão da infecção. Em contraste, as deficiências 

imunológicas, sejam da imunidade inata (disfunções de células fagocíticas e 

deficiência no sistema complemento) ou da imunidade adaptativa (comprometimento 

na produção de anticorpos ou na função de células T), são fortemente associadas 

com aumento de susceptibilidade a infecções (Janeway, 2001; Iwasaki & Medzhitov, 

2010). 

 Embora a resposta imune seja fundamental para a defesa contra a maioria de 

agentes infectantes, têm sido acumuladas nos últimos anos evidências de que em 

muitas doenças infecciosas, os principais aspectos patológicos não estão 

relacionados como uma ação direta do agente agressor, mas sim como uma 

resposta imune anormal. Em muitas dessas situações existe uma reação de 

hipersensibilidade com resposta imune exacerbada e não modulada que tem como 

consequência um dano tecidual. Em outros casos, agentes infecciosos, seja por 

mimetizar antígenos próprios, por induzir proliferação de células auto reativas ou por 

aumentar nas células infectadas a expressão de moléculas de MHC e moléculas 

coestimulatórias, podem desencadear doenças auto-imunes (Cooke et al., 2004; 

Furuichi, Wada & Kaneko, 2011). 

 O conhecimento de que diferentes tipos de microrganismos são combatidos 

pelos componentes da resposta imunológica data do início dos anos 50, quando 

ficou documentada a importância dos anticorpos na destruição de bactérias 

extracelulares. Embora isoladamente os anticorpos por si só não tenham a 

capacidade de destruir bactérias, eles podem neutralizar os microrganismos, 
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impedindo sua ligação às células alvo do hospedeiro (Crane, Warner & Bosio, 2010). 

Adicionalmente, em associação com o complemento, os anticorpos podem lisar 

bactérias e funcionar como opsoninas, facilitando assim a fagocitose (Koch et al., 

2010).  

Os neutrófilos, eosinófilos e macrófagos exercem sua ação de destruição do 

microrganismo de forma mais ampla contra vários tipos de agentes e são células 

importantíssimas para a defesa do hospedeiro. Pelas células fagocíticas 

expressarem em sua membrana receptores, tais como receptores toll-like (TLR), que 

se ligam especificamente a padrões moleculares existentes em diversos agentes 

infectantes (PAMPs) (Pasare & Medzhitov, 2004; Kumar, Kawai & Akira, 2009), torna 

impróprio denominar inespecífica a resposta imune inata. Os neutrófilos têm um 

papel fundamental contra bactérias; os macrófagos são células importantes na 

defesa contra agentes intracelulares (protozoários e bactérias intracelulares); e os 

eosinófilos, não tanto pela atividade fagocítica, mas são importantes pela atividade 

citotóxica contra helmintos (Bell 2009; Balla et al., 2010). 

 O sistema complemento é um dos principais efetores da imunidade humoral e 

é também um importante mecanismo efetor da imunidade inata. É a primeira linha 

de defesa contra microrganismos patogênicos, e a ativação da cascata leva a 

deposição de C3 na superfície bacteriana. A opsonização do patógeno é seguida por 

fagocitose e formação do complexo de ataque à membrana (Joiner, 1988; Hallström 

et al., 2008; Granoff 2009; Dunkelberger & Song, 2010). A via clássica do sistema 

complemento é ativada pelo complexo antígeno-anticorpo e pela proteína reativa C 

(Hallström et al., 2008; Volanakis, 2001; Demchenko et al., 2010; Wallis et al., 2010), 

enquanto a via alternativa é espontaneamente ativada através do contato direto com 

partículas ou células estranhas ao organismo (Hallström et al., 2008; Walport, 2001; 

Demchenko et al., 2010; Wallis et al., 2010). Ambas as vias levam a formação de C3 

convertase, com subsequente clivagem de C3 em C3a e C3b (Wallis et al., 2010). 

Posteriormente a via terminal é ativada, o que é um passo fundamental na produção 

de resposta inflamatória. Para evitar danos não específicos pela excessiva ativação 

do complemento, a cascata do complemento é rigidamente controlada. Importantes 

reguladores do sistema complemento são o fator H e o fator H proteína-like (via 

alternativa) (Hallström et al., 2008; Zipfel et al., 2002; Abarrategui-Garrido et al., 

2009), C4BP (vias clássica/lectina) (Hallström et al., 2008; Blom, Villoutreix & 

Dahlback, 2004) e vitronectina (via terminal) (Hallström et al., 2008; Schvartz, Seger 
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& Shaltiel, 1999). A meta do sistema complemento é depositar grandes quantidades 

de C3b em um alvo.  

A ativação do complemento se dá por três vias principais: clássica, alternativa 

e das lectinas. Na via clássica, complexos imunes se ligam a C1 e a protease da 

subunidade C1s cliva C4 e C2. Os fragmentos de C4 e C2 se ligam para formar uma 

enzima, a C3 convertase, que cliva C3 em C3b. A via da lectina é um sistema 

análogo, exceto que complexos de lectina com açúcares são formados, e proteínas 

séricas associadas a manose (MASP) tomam o papel de C1. A deficiência da MBL 

está associada à maior susceptibilidade a doenças infecciosas e autoimunes 

(Roskamp et al., 2005; Carvalho et al., 2007; Inoshita et al., 2009). 

A lectina ligadora de manose (MBL) é um dos componentes centrais da via 

das lectinas e faz parte de um grupo de proteínas chamadas colectinas, as quais se 

ligam aos carboidratos de superfície associados a estruturas de colágeno presentes 

em microrganismos, induzindo a agregação e, desse modo, impedindo a 

infectividade ou mediando a fagocitose através de receptores específicos nos 

fagócitos. As colectinas possuem duas funções: a primeira é ligar-se 

especificamente a carboidratos estruturais na superfície do patógeno; a outra função 

é sinalizar para outras moléculas e células, a fim de destruir o patógeno. A MBL 

pode interagir diretamente com receptores de colectinas nas células fagocíticas, 

promovendo a opsonização e fagocitose em processos imunes. Além disso, essa 

proteína é capaz de modular a resposta inflamatória, estimulando a liberação de 

citocinas por monócitos de maneira dose-dependente. Pode também participar na 

eliminação de células apoptóticas, sinalizando-as para que sejam fagocitadas 

(Roskamp et al., 2005; Carvalho et al., 2007; Inoshita et al., 2009). 

A via das lectinas usa uma proteína similar a C1q (uma colectina) que induz a 

cascata do complemento. A lectina ligadora de manose, como a C1q, é uma 

molécula formada por seis alças que formam um complexo com duas proteases, as 

MASP-1 e MASP-2 similares a C1r e C1s. Quando o complexo MBL liga-se à 

superfície do patógeno, as MASP-1 e MASP-2 são ativadas para clivar C4 e C2. 

Portanto, a via da MBL inicia a ativação do complemento da mesma forma que a via 

clássica, formando convertase C3 a partir de C2b unida a C4b (Roskamp et al., 

2005; Carvalho et al., 2007; Inoshita et al., 2009). 

A via alternativa é iniciada a partir da hidrólise espontânea de C3, 

componente abundantemente presente no plasma sanguíneo, em C3(H2O). Esta 

mudança conformacional permite a ligação do fator B, permitindo o fator D clivar o 



 25

fator B em Ba e Bb. Forma-se então C3(H2O)Bb, complexo conhecido como C3 

convertase de fase fluida. Esta convertase, embora produzida apenas em pequenas 

quantidades, é capaz de decompor múltiplas proteínas C3 em C3a e C3b. A via 

alternativa C3 convertase consiste na ativação dos fatores B e D, formando um 

composto instável que pode tornar-se estável após ligação a properdina, uma 

proteína do soro. Após a formação da C3 convertase, o sistema complemento segue 

o mesmo caminho da via clássica, independentemente do meio de ativação (Holes e 

Thurman, 2004; Lutz et al., 2007).    

A resposta mediada pelas células T é extremamente efetiva no mecanismo de 

defesa contra agentes intracelulares, como vírus, protozoários, fungos e bactérias 

intracelulares. As células T podem exercer sua função através da citotoxicidade 

mediada por células CD8+ ou através da secreção de citocinas que vão ativar 

macrófagos para destruir os agentes intracelulares. Outros elementos que podem 

participar do processo de defesa contra agentes infecciosos incluem o queratinócito 

e a célula de Langerhans, já que muitas vezes a pele é invadida por diversos 

microrganismos. Os queratinócitos possuem a capacidade de secretar inúmeras 

citocinas, dessa maneira ativando e recrutando células inflamatórias e linfócitos para 

a pele (Debenedictis et al., 2001). A célula de Langerhans, por sua vez, exerce o 

papel fundamental de vigilante no tecido cutâneo, fagocitando desde partículas 

protéicas inanimadas até vírus, bactérias ou qualquer outro microrganismo invasor. 

Após a fagocitose a célula de Langerhans migra para o linfonodo regional a fim de 

realizar a apresentação antigênica aos linfócitos, dando início ao desenvolvimento 

de imunidade específica protetora, tolerância ou hipersensibilidade (Romani et al., 

2001). 

 Se de um lado já eram conhecidas as células e os mediadores envolvidos nas 

defesas dos humanos, só recentemente foi documentado o fato de que a população 

de células T CD4+ (T auxiliares) é heterogênea, sendo constituída de cinco 

subpopulações: as células Th1, Th2, Th0, Th17 e Treg (Mosmann & Coffman, 1989; 

Machado et al., 2004). Essa observação tem contribuído bastante para o 

entendimento da imunopatogenicidade da maioria das doenças infecciosas 

(Machado et al., 2004). 

 É fundamental o entendimento de que a resposta das células T auxiliares é 

importante na defesa do hospedeiro contra as infecções, ativando macrófagos por 

caminhos distintos e induzindo a produção de diferentes classes de anticorpos em 

células B (McKee et al., 2010). A resposta Th1 está relacionada com a defesa contra 
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protozoários, bactérias intracelulares e vírus, enquanto a resposta Th2 é mais efetiva 

contra os helmintos e bactérias extracelulares. Essas respostas são também 

antagônicas, desde que o IFN-γ modula negativamente a resposta Th2, e a IL-4 e a 

IL-10 modulam negativamente a resposta Th1, o que permite uma homeostasia no 

sistema imune e uma resposta imunológica balanceada. Adicionalmente, as células 

regulatórias da resposta imune que expressam as moléculas CD4 e CD25 (Treg) e 

produzem IL-10 e/ou TGF β (Tr1 ou Th3) estão envolvidas em modular a resposta 

imune, impedindo ou diminuindo as conseqüências das reações de 

hipersensibilidade e das doenças auto-imunes (Mills & McGuirk, 2004). 

 As células Th17 possuem um desenvolvimento distinto das células Th1 e Th2 

e uma quantidade excessiva destas células tem um papel chave nas doenças 

autoimune, porém têm uma função importante na imunidade contra os 

microrganismos na pele e na mucosa (Harrington et al., 2005). São responsáveis 

pela produção de IL17 em casos de infecção do hospedeiro por várias espécies de 

bactérias e fungos, bem como das interleucinas 22 e 21, as quais estimulam as 

células epiteliais na produção de proteínas antimicrobianas, para a eliminação de 

alguns microrganismos como Candida e Staphylococcus. As células Th17 produzem 

dois membros da família IL 17, IL 17A e IL 17F, as quais estão envolvidas no 

recrutamento, ativação e migração dos neutrófilos (Stockinger et al., 2007; Martin et 

al., 2009). 

A capacidade de reativar a memória imunológica após desafio repetido ao 

mesmo antígeno é característica definidora do sistema imunológico adaptativo. Uma 

resposta imunológica típica resulta na produção de anticorpos de alta-afinidade, 

predominantemente aqueles com mudança em seu isotipo, característica essencial 

para depletar agentes infecciosos, sendo a base da imunidade humoral e eficácia de 

várias vacinas. Este anticorpo protetor é mantido pela combinação de uma relativa 

longa vida no soro e secreção contínua de novos anticorpos por células plasmáticas. 

O segundo resultado-chave da resposta imunológica humoral é a formação de 

células B de memória que são capazes de responder rapidamente à re-exposição a 

antígenos (Nutt & Tarlinton, 2011). 

A geração de células B ocorre ao longo da vida e prossegue por várias fases 

distintas e pontos de controle. Após o nascimento, a geração de células B ocorre na 

medula óssea, onde as células evoluem entre pró e pré-estágios de 

desenvolvimento. Na fase seguinte, como células imaturas, adquirem especificidade 
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do antígeno em virtude da expressão de um receptor funcional (BCR). As células 

que conseguem atravessar esta fase entram na periferia como células B de 

transição (Cambier et al., 2007).   

A capacidade do sistema imunológico adaptativo em proteger contra 

patógenos requer um vasto repertório de BCR capaz de reconhecer uma ampla 

gama de proteínas estranhas. Essa diversidade é gerada no início do 

desenvolvimento pelo rearranjo aleatório dos genes das imunoglobulinas resultando, 

inevitavelmente, na gênese de receptores capazes de reconhecer antígenos 

próprios. Estima-se que 75% das células B imaturas são auto-reativas. Cerca de um 

terço dessas células imaturas são removidas do repertório pela edição do receptor, 

onde um novo rearranjo dos genes da imunoglobulina gera uma nova cadeia leve 

para parear com a cadeia pesada já existente, num esforço para gerar célula não 

auto-reativas. Na falta deste mecanismo, as células são eliminadas por apoptose. 

Apesar desses mecanismos de tolerância central, muitas células B auto-reativas 

escapam para a periferia, onde são silenciadas por um estado induzido de não 

responsividade conhecido como anergia (Cambier et al., 2007).    

As células B promovem um elo importante entre a imunidade inata e 

adaptativa.  Estas são efetoras da resposta imunológica adaptativa devido a sua 

capacidade de gerar respostas antígeno-anticorpo específicas, além de agirem 

como célula de memória (Frasca, Riley & Blomberg, 2005).  

2.1. MEMÓRIA IMUNOLÓGICA 

 A memória imunológica consiste na vigilância e no reconhecimento do 

patógeno invasor pelo sistema imunológico a fim de realizar uma resposta 

secundária efetiva, sendo um dos fundamentos da prática da vacinação. As células 

responsáveis por esse aumento na proteção são linfócitos T e B que já tiveram um 

contato prévio com o antígeno e que podem persistir por longos períodos e serem 

rapidamente reativados logo após um segundo encontro. As células de memória se 

desenvolvem em resposta tanto aos antígenos específicos quanto aos sinais não 

específicos recebidos durante a resposta primária, e são caracterizadas pelo seu 

potencial de intensificar uma segunda resposta aos antígenos, muito tempo depois 

da primeira exposição (Ahmed & Gray, 1996; Banatvala et al., 2001; Bernasconi, 

Traggiai & Lanzavecchia, 2002; Zinkernagel, 2002; Campos & Godson, 2003). 
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2.1.1. LIMITAÇÕES DA MEMÓRIA IMUNOLÓGICA 

 Nos últimos dois séculos, a vacinação tem cada vez mais sido utilizada como 

uma alternativa efetiva a infecção na produção de células de memória. Entretanto, 

se a vacinação induz memória imunológica a longo prazo, porque algumas vacinas 

não são capazes de induzir uma proteção duradoura contra às doenças? (Campos & 

Godson, 2003). 

 A fim de elucidar essa questão pode-se, primeiro, avaliar a capacidade da 

vacina de produzir memória imunológica adequada, tanto em termos de quantidade 

quanto em termos de qualidade da resposta. Por exemplo, devido ao número de 

células T de memória ser determinada primariamente pela extensão da expansão 

clonal, é essencial que uma vacina possa promover uma população de células T tão 

grande quanto for possível. (Kaech & Ahmed, 2001; Kaech, Wherry & Ahmed, 2002). 

Nesse aspecto, a dose do antígeno é um importante fator, bem como sua 

persistência no organismo, estrutura e distribuição pelos tecidos (Banatvala, Van 

Damme & Oehen, 2001). Além disso, a liberação de citocinas apropriadas pode ser 

utilizada para aumentar o número de células de memória (Cheng & Greenberg, 

2002). 

 A eficácia da resposta imunológica de memória, induzida pela vacinação, é 

tão importante quanto a sua magnitude. É extremamente importante definir a 

correlação de proteção em cada doença e projetar vacinas que sejam capazes de 

induzir essas respostas. Por exemplo, vacinas que induzem IgG sistêmica são 

menos eficazes contra infecções por rotavírus  do que vacinas que induzem IgA de 

mucosa (Yuan et al., 1998). À medida que melhor compreendermos os mecanismos 

de desenvolvimento de memória imunológica e sua persistência, será possível 

projetar vacinas que seletivamente estimulem diferentes tipos de células de 

memória, como por exemplo, através do aumento na produção de células T de 

memória efetoras versus centrais (Esser et al., 2003). 

2.1.1.1. MEMÓRIA IMUNOLÓGICA E VACINAÇÃO 

 A vacinação é o meio mais eficaz de prevenir doenças infecciosas. Apesar do 

sucesso de muitas vacinas, ainda são necessárias muitas pesquisas para 

compreender os mecanismos imunológicos que mediam sua eficácia. Essas são 

informações fundamentais na elaboração de futuras vacinas contra as velhas e 

novas doenças infecciosas (Puledran & Ahmed, 2006).  
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 A geração de memória imunológica antígeno-específica que pode ser re-

estimulada em um encontro posterior com o mesmo antígeno é uma das etapas da 

imunidade adaptativa. As vacinas são geralmente concebidas para induzir memória 

imunológica, que é desencadeada durante uma nova infecção, resultando em uma 

rápida ativação da resposta imunológica que protege o hospedeiro. Assim, a eficácia 

da memória imunológica induzida, ao invés da magnitude da resposta imune 

primária, é de extrema importância para o projeto de vacinas efetivas (Scheerlinck & 

Yen, 2010). 

 Há um grande interesse com relação à de células B e T na imunidade 

protetora (Ahmed & Gray, 1996; Salusto, Lanzavecchia, Araki & Ahmed, 2010). Ao 

examinar essa questão, é preciso notar que anticorpos e células T evoluíram para 

desempenhar funções distintas. Os anticorpos têm a função de atuar diretamente 

sobre o microrganismo como exemplo, partículas virais, bactérias extracelulares e 

parasitas enquanto as células T agem sobre células infectadas. Pelo fato das células 

T serem capazes de reconhecer antígenos microbianos somente em associação às 

moléculas de MHC do hospedeiro, as partículas livres de vírus ou bactérias 

extracelulares são invisíveis para estas células. Assim sendo, os anticorpos 

proporcionam nossas únicas defesas específicas contra microrganismos livres, por 

isso sua participação na imunidade protetora contra as doenças infecciosas não 

pode ser subestimada. Na verdade, os anticorpos são, provavelmente, o único 

mecanismo de imunidade protetora contra bactérias e parasitas exclusivamente 

extracelulares. Nestas situações, é fácil determinar a correlação da eficácia da 

vacina com base nos níveis de anticorpos séricos contra patógenos ou toxinas 

(Siegrist, 2008).  

Entretanto, essa questão começa a mudar em relação a patógenos que 

possam sobreviver ou se reproduzir intracelularmente. Embora o anticorpo promova 

a primeira linha de defesa contra essas infecções, e seus níveis sejam utilizados 

para correlacionar a eficácia da vacina (Siegrist, 2008), há muitas situações em que 

nem todo o antígeno é neutralizado ou opsonizado pelo anticorpo preexistente. É 

então que as células T atuam para destruir a célula infectada e/ou liberar citocinas 

que inibem o crescimento do microrganismo ou prejudicam sua capacidade de 

sobreviver dentro da célula (Levin, 2008). 
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2.1.2. IMUNIDADE ÀS BACTÉRIAS   

 As bactérias são os microrganismos que mais frequentemente causam 

infecções no homem. Tanto as barreiras naturais contra os agentes infectantes, 

como a imunidade inata e a adaptativa participam do mecanismo de defesa contra 

as bactérias. As infecções causadas por bactérias extracelulares são as mais 

frequentes. Nesses casos os mecanismos de defesa estão relacionados 

principalmente com as barreiras naturais do hospedeiro, a resposta imune inata e a 

produção de anticorpos (Machado et al., 2004). 

A importância das barreiras naturais no combate às infecções bacterianas 

extracelulares é bem reconhecida. A integridade da pele e das mucosas impede a 

aderência e a penetração de bactérias; o movimento muco-ciliar elimina bactérias do 

trato respiratório; o pH ácido do estômago destrói bactérias que penetram pelo trato 

digestivo alto; e na saliva e secreções prostáticas existem substâncias com atividade 

antimicrobiana (Machado et al., 2004). 

 A participação da imunidade inata ocorre através das células fagocitárias, da 

ativação do sistema complemento pela via alternativa e da produção de quimiocinas 

e citocinas. Adicionalmente a proteína C reativa (PCR), proteína de fase aguda 

produzida principalmente por células hepáticas nas infecções bacterianas, exerce 

ação variada contra as bactérias. Ao ligar-se aos fosfolipídios de membrana de 

algumas bactérias (por exemplo, pneumococos) a PCR atua como opsonina, 

facilitando a fagocitose por neutrófilos. A PCR tem também a capacidade de ativar o 

sistema complemento e também estimula a síntese de TNF-α, a qual induz a síntese 

de NO e consequentemente a destruição de vários microorganismos (Machado et 

al., 2004). 

 O complemento exerce seu papel de defesa pela ativação do complexo de 

ataque à membrana (C5-C9) e facilitando a opsonização através do componente 

C3b, que se liga à bactéria e interage em uma segunda etapa com um receptor 

específico existente nas células fagocíticas. As deficiências do sistema complemento 

têm sido associadas com infecções graves por Neisseria meningitidis e infecções 

disseminadas por Neisseria gonorheae (Barrington et al., 2001). 

 Todas as células da imunidade inata participam da defesa contra bactérias, 

embora seja enfatizado principalmente o papel de neutrófilos e 

monócitos/macrófagos pela capacidade fagocítica dessas células. Os basófilos e 

mastócitos ativados por fatores do sistema complemento, a exemplo do C5a, C3a e 

C4a, liberam mediadores que, juntamente com as referidas proteínas do 
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complemento, atraem leucócitos para o sítio de agressão e contribuem para a 

passagem dessas células dos vasos para os tecidos, local onde está ocorrendo a 

agressão ao hospedeiro. Os eosinófilos, além da atividade fagocítica, podem destruir 

microorganismos por meio da liberação de proteínas com atividade microbicida, tais 

como a proteína básica principal e a proteína catiônica eosinofílica. Os neutrófilos e 

os macrófagos têm participação importante na defesa contra esses agentes desde 

que as bactérias sejam susceptíveis a substâncias produzidas por essas células, a 

exemplo do NO e do peróxido de hidrogênio. Existem também no interior dessas 

células, enzimas como a mieloperoxidase e substâncias outras como a azurocidina, 

que possuem propriedade microbicida. Embora tanto os neutrófilos como os 

macrófagos sejam células fagocíticas, essas células possuem características bem 

diferentes. Enquanto os neutrófilos têm vida curta tanto no sangue como nos 

tecidos, os macrófagos têm sobrevida prolongada. Os neutrófilos só são 

encontrados nos tecidos inflamados, enquanto os macrófagos concentram-se tanto 

em tecidos inflamados como em tecido sadio. Durante a reação inflamatória os 

neutrófilos produzem secreção purulenta, enquanto os macrófagos formam o 

granuloma. Os neutrófilos defendem principalmente contra as bactérias 

extracelulares, enquanto os macrófagos são fundamentais para a eliminação dos 

agentes intracelulares que albergam (Machado et al., 2004). 

 As células da resposta imune são também as principais fontes de citocinas e 

quimiocinas no início das infecções, as quais exercem sua ação tanto na fase inata 

como na adaptativa. As quimiocinas, devido a seu papel de atrair células para o sítio 

da lesão, são muito importantes no processo de defesa do hospedeiro (Dong, 

McDermott & Abdi, 2003). 

 Entre as várias citocinas que participam da defesa contra bactérias, tem sido 

dado destaque às citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, IL-1 e IL-6. Essas 

citocinas são produzidas nas fases iniciais da infecção e são responsáveis, por meio 

de sua ação no hipotálamo, pelo aparecimento da febre que inibe a multiplicação 

bacteriana. Elas aumentam a expressão das moléculas de adesão (seletina P e 

ICAM), facilitando a passagem de células de vaso para o sítio da infecção, e 

também estimulam os neutrófilos e macrófagos a produzirem NO e a destruírem 

bactérias. Outras citocinas produzidas nas fases iniciais da infecção interferem na 

resposta imune adaptativa. A IL-12, produzida por macrófagos, tem papel importante 

na diferenciação de células Th0 para Th1 (Manetti et al., 1993; Machado et al., 

2004), enquanto a IL-4, produzida por basófilos, mastócitos e macrófagos, estimula 
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a diferenciação de células Th0 para Th2, que vão colaborar com o linfócito B na 

produção de anticorpos, mais especificamente, da IgE (Bacharier & Geha, 2000). 

 A imunidade adaptativa, principalmente mediante os anticorpos, desempenha 

importante papel na defesa contra as bactérias extracelulares. Os anticorpos podem 

exercer suas ações de três maneiras: 1) opsonização, 2) ativando o sistema 

complemento, 3) promovendo a neutralização de bactérias ou de seus produtos 

(Machado et al., 2004). 

 Como as bactérias extracelulares são susceptíveis à destruição quando 

fagocitadas, elas desenvolvem, como mecanismo de escape, substâncias que 

possuem atividade antifagocítica. Anticorpos dirigidos contra essas substâncias não 

só impedem sua ação, mas facilitam a fagocitose, desde que neutrófilos e 

macrófagos possuam receptor para a porção FC da imunoglobulina (opsonização). 

Os anticorpos também são coadjuvantes na destruição de bactérias por 

complemento, ativando esse sistema pela via clássica. Por meio do mecanismo de 

neutralização, os anticorpos, principalmente a IgA, podem ligar-se a bactérias e, com 

isso, impedir que as mesmas se fixem nas mucosas, como no trato intestinal e no 

trato respiratório. Os anticorpos, em muitas ocasiões, ligam-se a toxinas produzidas 

por bactérias, como as toxinas tetânica e diftérica, neutralizando a ação desses 

produtos (Machado et al., 2004). 

 A despeito da importância defensiva da resposta imune, a dificuldade em 

controlar a resposta inflamatória que se desenvolve pode provocar danos nos 

próprios tecidos, muitas vezes limitados e sem maiores consequências para o 

hospedeiro. Porém, eventualmente, infecções causadas por bactérias Gram 

negativas podem resultar em septicemia e choque séptico, situação extremamente 

grave e associada com alta taxa de mortalidade. O choque séptico é desencadeado 

por lipopolissacarídeos (LPS) presentes na parede bacteriana estimulando nos 

neutrófilos, macrófagos, células endoteliais e músculos uma produção exacerbada 

de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8) e NO. Como consequência, há 

diminuição do tônus muscular e do débito cardíaco, que resulta em hipotensão e má 

perfusão tecidual, e finalmente morte celular. No entanto, a modulação dessa 

resposta exacerbada pode ser obtida. Assim, em modelo experimental a 

administração concomitante de IL-10 e LPS protege camundongos da morte por 

choque séptico, ao inibir a produção de IL-12 e síntese de IFN-γ e TNF-α (Caille et 

al., 2004). 
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2.1.2.1. RESPOSTA IMUNOLÓGICA A Bordetella pertussis 

 

 A imunidade adquirida contra Bordetella pertussis se desenvolve após a 

infecção natural e confere uma proteção relativamente de longa duração contra 

infecções subsequentes (Mills, 2001). A imunização com a vacina de célula inteira 

também protege contra a doença (Mills, 2001; Church, 1979; PHLS Epidemiological 

Research Laboratory and 21 area health authorities, 1982; Simondon et al., 1997). 

No entanto, a reatogenicidade da vacina e sua associação com leve a graves 

complicações neurológicas (Mills, 2001; Cherry et al., 1988; Miller et al., 1981) tem 

sido a principal motivação para o desenvolvimento de gerações de vacinas 

acelulares contra essa doença, constituídas por componentes altamente purificados 

da bactéria (Mills, 2001). 

 Esta bactéria produz uma gama de toxinas, incluindo a toxina pertussis, 

citotoxina traqueal, toxina adenilato ciclase, a toxina termolábil, e endotoxinas ou 

lipopolissacarídeo (LPS), as quais são conhecidas por contribuir com a patogênese 

e muitas das quais estão envolvidas na proteção imunológica ou subversão imune. 

Bordetella pertussis também produz uma série de outros fatores de virulência, 

incluindo a hemaglutinina filamentosa, pertactina e fímbrias, que auxiliam na 

sobrevivência da bactéria no trato respiratório mediando a adesão às células 

epiteliais ciliadas, macrófagos e neutrófilos. Além disso, após a invasão do trato 

respiratório, a bactéria não só se liga a células epiteliais e se multiplica 

extracelularmente, mas também pode ser ingerida e sobrevive dentro dos 

macrófagos e outros tipos celulares (Bromberg, Tannis & Steiner, 1991; Saukkonen 

et al., 1991; Steed, Akporiaye & Friedman, 1992; Mills, 2001), fornecendo uma 

evidência indireta do papel da imunidade mediada por células, bem como do papel 

da imunidade humoral na proteção do organismo (Mills, 2001). 

 Tem sido relatado que a infecção natural ou a imunização com vacinas 

podem induzir respostas de anticorpos e células T contra a toxina pertussis, 

citotoxina traqueal, toxina adenilato ciclase, a toxina termolábil, endotoxinas ou 

lipopolissacarídeo e uma série de outros antígenos. No entanto isto não é, em si, 

uma prova de que estas respostas imunes contribuem para a proteção. Em 

contrapartida, experimentos manipulados em modelos animais forneceram provas 

convincentes de que a resposta imune contra uma ampla gama de antígenos pode 

contribuir para a proteção contra Bordetella pertussis e que tanto a resposta imune 
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celular quanto a humoral são requeridas para que haja uma imunidade ideal. Estes 

estudos em camundongos têm demonstrado que a vacina de célula inteira confere 

imunidade por mecanismos semelhantes ao gerado pela infecção natural, mas 

sugerem que a vacina acelular e a de célula inteira conferem proteção por 

combinações distintas de mecanismos efetores do sistema imune (Redhead et al., 

1993; Leef et al., 2000; Mills et al., 1998; Mahon et al., 1997; Mills, 2001), uma 

hipótese que é apoiada por evidências indiretas de alguns estudos clínicos. Parece 

também que diferentes combinações de respostas geradas de diferentes maneiras, 

por exemplo, através de vacinas diferentes, podem proporcionar níveis semelhantes 

de imunidade, sugerindo certo grau de redundância nestas combinações dos 

mecanismos imunes protetores (Mills, 2001). 

  

2.1.2.2. RESPOSTA IMUNOLÓGICA AO TOXÓIDE TETÂNICO 

 O toxóide tetânico é um antígeno capaz de induzir uma resposta imune 

humoral forte e duradoura em humanos após a vacinação (Mayer et al., 2002; 

Wellhörner, 1981). Após vacinação com o toxóide tetânico, a captação do antígeno 

pelas células apresentadoras de antígeno leva a apresentação via moléculas de 

MHC (Mayer et al., 2002; Demotz et al., 1989; Kozbor et al., 1989), seguida pela 

indução de expansão clonal de células T (Mayer et al., 2002; Adams, Opremcak & 

Orosz, 1991; Geha et al., 1973; Kabilan et al., 1990). É descrito que as células T 

toxóide tetânico-específicas são, principalmente, TCD4+ secretoras de citocinas TH1 

como o IFN-γ (Mayer et al., 2002; Parronchi et al., 1991). 

 A toxina tetânica é neurotrópica, ligando-se especificamente aos receptores 

dos terminais nervosos que contem gangliosídeos. É extremamente potente, sendo 

a dose humana letal estimada em 2,5 ng/kg. Migra para o sítio de ação no sistema 

nervoso por transporte axonal retrógrado dentro das células nervosas. Uma vez 

dentro dos neurônios, a toxina não pode ser neutralizada pela antitoxina tetânica. 

Ela então se acumula no sistema nervoso central, impedindo a liberação de 

neurotransmissores inibitórios, como a glicina e o ácido γ-aminobutírico, deixando os 

impulsos nervosos excitatórios sem bloqueio (Borrow, Balmer & Roper, 2006). 

 A toxina tetânica pode ser inativada com formaldeído para, assim, formar o 

toxóide tetânico. Ele tem sido utilizado como vacina monovalente (TT) para imunizar 

adultos, como componente da vacina combinada contra difteria, tétano e coqueluche 
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(DTP) ou na vacina difteria-tétano (DT) para imunização de crianças. A vacina 

combinada contra difteria e tétano para adultos (dT) contém a quantidade 

equivalente de toxóide tetânico e uma quantidade reduzida de toxóide diftérico em 

comparação com as vacinas DTP ou DT, e é recomendada para uso no lugar da 

vacina monovalente, a fim de aumentar a imunidade da população contra a difteria. 

O toxóide tetânico também pode ser administrado com um componente da 

combinação vacinal coqueluche (acelular), tétano e difteria (dTpa), principalmente 

focada no melhor controle da coqueluche, para adolescentes e adultos.  O toxóide 

tetânico é adsorvido em sais de alumínio (hidróxido ou fosfato de alumínio) para 

aumentar sua antigenicidade. A potente imunogenicidade do toxóide tetânico levou à 

sua utilização como proteína carreadora em vacinas polissacarídicas conjugadas. 

Ele é estável, pode suportar a exposição à temperatura ambiente por meses (37ºC 

por algumas semanas) sem perda significativa de potência (Borrow, Balmer & Roper, 

2006; Dietz et al., 1997; Galazka et al., 1998). 

 O toxóide tetânico induz a formação de antitoxinas específicas. Estes 

anticorpos desempenham um papel importante na proteção contra o tétano. A 

imunidade ao tétano é mediada por anticorpos, com antitoxinas tetânicas (como 

antitoxinas diftéricas), pertencentes à classe das imunoglobulinas G (IgG), que são 

distribuídas por toda corrente sanguínea e espaços extravasculares. A antitoxina nos 

tecidos pode neutralizar a toxina produzida num ferimento infectado. Além disso, a 

antitoxina que passa para o feto através da placenta após imunização ativa da mãe 

pode prevenir o tétano neonatal (Borrow, Balmer & Roper, 2006).  

 A imunidade à toxina tetânica é induzida somente pela imunização. Curar-se 

de tétano não significa que o indivíduo está imune a novos episódios da doença. 

Uma pequena quantidade da toxina, embora suficiente para causar a doença, é 

insuficiente para estimular a produção de anticorpos. Por isso, mesmo pacientes 

diagnosticados com tétano devem ser imunizados com o toxóide tetânico, durante o 

momento do diagnóstico ou durante a convalescença. Alguns autores propuseram 

que a imunidade natural poderia ocorrer após colonização assintomática do trato 

intestinal (Dastur, Awatramani & Dixit, 1981; Matzkin & Regev, 1985; Tenbroeck & 

Bauer, 1923; Veronesi et al., 1975; Veronesi et al., 1983).  Entretanto, estudos têm 

demonstrado que o fato de pessoas que se dizem não vacinadas possuírem 

anticorpos contra tétano não exclui a possibilidade de esta vacinação não ser 

declarada (MacLennan, 1981). Alguns estudos utilizaram técnicas in vitro e 
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encontraram níveis muito baixos de anticorpos contra tétano que poderiam ser 

produto de reação cruzada com outros antígenos (Dastur, Awatramani & Dixit, 1981; 

Ray et al., 1978; Matzkin & Regev, 1985). Estudos realizados com crianças em 

idade escolar na África (Rey, 1981), recrutas militares indianos (Menon et al., 1976), 

pessoas que cuidam de cavalos (Lahiri, 1939), mulheres grávidas em Nova Guiné 

(MacLennan et al., 1965) e pessoas saudáveis em Burkina Faso (Breman et al., 

1981) demonstraram que populações de países com altos níveis de exposição a 

esporos de tétano geralmente não possuem antitoxinas tetânicas neutralizantes. 

Mesmo que haja infecção assintomática ou colonização, a imunidade natural não 

parece ter qualquer importância prática no controle do tétano (Borrow, Balmer & 

Roper, 2006).  

 
2.1.2.3. RESPOSTA IMUNOLÓGICA A TOXINA DIFTÉRICA 

A toxina diftérica, produzida pela bactéria Corynebacterium diphteriae 

(Cerdeno-Tarraga et al., 2003; Gentile, 2010) é uma das mais extensivamente 

estudadas e bem conhecidas toxinas bacterianas. Desde sua descoberta, nos anos 

de 1800, esta tem ocupado um papel central no campo da toxinologia (Collier, 2001; 

Scheifele & Ochnio, 2009). É uma toxina do tipo AB constituída por dois 

polipeptídeos. O fragmento B é necessário para a ligação aos receptores de 

superfície e penetração nas células-alvo. O fragmento A é responsável pela sua 

toxicidade, e atua interferindo enzimaticamente na síntese de proteínas, causando 

morte celular. Muitos aspectos do modo de ação da toxina estão bem caracterizados 

em nível molecular e interpretados em termos de estrutura conhecida (Holmes, 

2000; Collier, 2001; Scheifele & Ochnio, 2009). Ela exerce seus efeitos em tecidos 

em órgãos distantes, especialmente o coração (causando miocardite), e nos nervos 

periféricos e cranianos (causando fraqueza e progredindo para paralisia) (Scheifele 

& Ochnio, 2009). 

Todas as cepas toxigênicas de C. diphteriae produzem uma toxina idêntica. 

Para que uma cepa se torne toxigênica, esta deve estar infectada por um vírus 

bacteriano particular, ou bacteriófago, que contem o gene da toxina (tox). Esse 

processo é chamado conversão lisogênica. A introdução de uma cepa toxigênica de 

C. diphteriae em uma comunidade pode iniciar um surto de difteria através do 

espalhamento clonal da bactéria ou pela transferência do bacteriófago a cepas não 

toxigênicas presentes no trato respiratório de portadores assintomáticos. Tanto as 
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cepas toxigênicas quanto as não toxigênicas podem ser isoladas durante um surto 

(Mortimer, 1998). A identificação do gene que codifica a toxina permitiu o 

desenvolvimento de métodos baseados em PCR rápidos e precisos para a 

identificação de cepas toxigênicas (Nakao & Popovic, 1997; Mothershed et al., 

2002). Em populações altamente imunizadas, as cepas toxigênicas virtualmente 

desapareceram, embora cepas não toxigênicas continuem a circular. A emergência 

de clones invasivos não toxigênicos de C. diphteriae foi descrita, mas tais infecções 

continuam infrequentes (Reacher et al., 2000; Romney et al., 2006).   

Quando tratada com formaldeído e calor, a toxina perde sua habilidade de se 

ligar às células e sua atividade enzimática fica prejudicada, apesar de conservar sua 

imunogenicidade. Este tratamento converte a toxina em toxóide, o que é comumente 

utilizado na imunização contra difteria. Os modernos métodos de fabricação 

garantem que o processo de conversão seja irreversível. Mutantes geneticamente 

alterados, não toxigênicos e completamente imunogênicos da toxina diftérica estão 

disponíveis, por exemplo, CRM197, e podem ser utilizados para imunização como 

uma potencial alternativa menos reatogênica à utilização do toxóide (Robbins et al., 

2005). CRM197 é utilizada como um carreador da proteína em várias vacinas 

polissacarídicas conjugadas atuais (Scheifele & Ochnio, 2009). 

A imunidade contra difteria é mediada por anticorpos. Devido à letalidade da 

difteria ser quase inteiramente atribuída à toxina, a imunidade contra a doença 

depende principalmente de anticorpos contra ela. Este anticorpo, chamado 

antitoxina, é principalmente do tipo imunoglobulina G (IgG) e é medido em Unidades 

Internacionais por mililitro (UI/mL) de soro. A antitoxina é distribuída através do 

organismo e pode atravessar a placenta, proporcionando imunidade passiva ao 

recém-nascido durante os primeiros meses de vida. A antitoxina diftérica pode ser 

induzida pela toxina produzida pela bactéria durante a infecção ou estado de 

portador, ou pela imunização com o toxóide diftérico. Os anticorpos gerados nestas 

situações são idênticos, não podendo ser distinguidos entre si por nenhuma técnica. 

A resposta imune ao toxóide mediada por células também ocorre e pode estar 

relacionada à manutenção da memória imunológica (Kniker et al., 1985; Yamamoto 

et al., 2002; Upham et al., 2006).      

A descoberta do toxóide e sua capacidade imunogênica, em 1923, promoveu 

meios seguros e efetivos para a vacinação em massa. O toxóide diftérico ainda é a 



 38

base de vacinas atuais contra difteria, o que permanece inalterado exceto pela maior 

pureza do toxóide e aumento da imunogenicidade com a adição do alumínio como 

adjuvante. Recentemente, mutantes da toxina diftérica inativados geneticamente tem 

sido cogitados para uso no lugar do toxóide tradicional (Robbins et al., 2005), com o 

intuito de diminuir a quantidade de proteína requerida para vacinação bem como a 

reatogenicidade, o que se torna um problema com as repetidas imunizações. A 

disponibilidade da toxina mutante na mucosa mostra-se como um caminho 

promissor (Mills et al., 2003; Rydell & Sjoholm, 2004; Rydell & Sjoholm, 2005), 

porém o licenciamento de uma vacina deste tipo em um futuro próximo ainda parece 

improvável (Scheifele & Ochnio, 2009). 

Vacinas atuais contra difteria têm um desempenho satisfatório quando 

utilizadas em combinação a outros antígenos. O toxóide diftérico é mais comumente 

utilizado combinado ao toxóide tetânico e a vacina contra Bordetella pertussis 

acelular ou de célula inteira. Novas combinações também podem incluir a vacina 

inativada contra poliomielite (IPV), Hepatite B e/ou Haemophilus influenzae tipo b. 

Formulações específicas para adolescentes e adultos contém uma reduzida dose do 

antígeno a fim de minimizar reações no sítio da injeção (Halperin et al., 2000). 

Embora a vacinação seja muito eficaz na prevenção de mortes relacionadas à 

difteria, a sua eficácia global é estimada em torno de 70-90%. Surtos de difteria têm 

sido relatados entre comunidades com alto índice de vacinação (Krumina et al., 

2005; Ohuabunwo et al., 2005).  

Vacinas contendo toxóide diftérico são geralmente bem toleradas, refletindo 

sua composição relativamente simples. Reações no local da injeção (eritema, 

inchaços) ocorrem com pouca frequência em crianças, mas aumentam em 

severidade e frequência com as doses de reforço no início da infância (Scheifele, 

Halperin & Ferguson 2001; Scheifele et al., 2005). Reações locais geralmente 

desaparecem em poucos dias e não requerem tratamento. Reações febris 

transitórias podem ocorrer em crianças e adultos. A reatogenicidade das 

formulações, com alumínio adsorvido ou sem adjuvante, é comparável, mas as 

vacinas adsorvidas são preferidas devido a sua imunogenicidade superior. 

Formulações com doses reduzidas de toxóide diftérico são a escolha, para crianças 

mais velhas e adultos, pois causam menos efeitos adversos locais e sistêmicos 

(Scheifele et al., 2005). 
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2.1.2.4. RESPOSTA IMUNOLÓGICA A Haemophilus influenzae  tipo b  

 A imunidade adquirida contra bactérias encapsuladas, como Haemophilus 

influenzae tipo b, depende inteiramente de anticorpos. Vacinas contra esses agentes 

precisam induzir níveis protetores de anticorpos e, em muitos casos, fazê-lo por mais 

de um meio. O anticorpo pode ser produzido em resposta à dose original da vacina e 

ser continuamente produzido durante um período de tempo. Isto é chamado de 

“imunidade estéril”, ou seja, confere proteção total após a imunização, não sendo 

encontrados patógenos circulantes. Além de imunidade estéril, a vacinação também 

pode alertar o sistema imunológico para que ele se torne capaz de montar uma 

resposta baseada na memória imunológica para infecções subsequentes. Esta 

protege por permitir que o anticorpo seja produzido mais rapidamente e em maiores 

quantidades frente a uma nova infecção pelo mesmo patógeno.  Para antígenos 

protéicos, a resposta de memória é implementada por um pool de expansão de 

células B atuando em conjunto com células T. Polissacarídeos não são 

reconhecidos por células T e, por si só, normalmente induzem uma resposta T-

independente relativamente pobre. A fim de fazer esse trabalho, células T helper 

precisam reconhecer um peptídeo ligado a um antígeno reconhecido pela célula B. 

As duas estruturas não precisam ser partes da mesma molécula, mas precisam 

estar fisicamente ligados para que isso ocorra (Lanzavecchia, 1986; Mitchison, 1992; 

McVernon, Mitchison & Moxon, 2004). 

 Na resposta protetora natural contra bactérias encapsuladas, as células T que 

reconhecem as proteínas bacterianas presumivelmente ajudam as células B que 

reconhecem o polissacarídeo capsular. As vacinas conjugadas foram introduzidas 

com o propósito de reforçar a fraca resposta imunológica gerada pelos carboidratos 

capsulares somente. A vacina Hib é um exemplo típico, pois consiste no 

polissacarídeo capsular poliribosil-ribitol fosfato (PRP) conjugado ao toxóide tetânico 

ou diftérico. Este é um excelente meio de recrutar células T para auxiliar na geração 

de uma resposta primária, que é mais aceitável do que a vacinação com 

microrganismos mortos ou atenuados. O conjugado, por si só, pode suscitar uma 

resposta secundária forte caracterizada por uma produção relativamente rápida de 

anticorpos de alta avidez (Zepp et al., 1997; Goldblatt et al., 1999; McVernon, 

Mitchison & Moxon, 2004). Entretanto, não se pode esperar que conjugados 

induzam células T que reconheçam peptídeos espercíficos pertencentes à bactéria 

Hib e isso, acredita-se, pode ser parte significante do problema referente ao 



 40

aumento de infecções causadas por Haemophilus influenzae tipo B (McVernon, 

Mitchison & Moxon, 2004).   

2.1.2.5. RESPOSTA IMUNOLÓGICA A Neisseria meningitidis   

 Após a exposição à Neisseria meningitidis, a possibilidade de adquirir a 

doença meningocócica invasiva depende da virulência do mircrorganismo e de 

fatores do hospedeiro, que podem afetar a susceptibilidade ao patógeno e a 

presença ou ausência de anticorpos no soro (Granoff, Welsch & Ram, 2009). 

 O sistema complemento tem um papel significativo na defesa contra a 

infecção meningocócica, indicado pelo aumento da susceptibilidade de pacientes 

com deficiências nesse sistema (Figueroa, Andreoni & Densen, 1993). A proteína 

plasmática C3 é o componente convergente das três vias: clássica, lectina ligadora 

de manose e alternativa. A clivagem de C3 em C3b, a principal molécula efetora do 

sistema complemento, marca o início das atividades bactericida, lise e 

opsonofagocitose (Kugelberg, Gollan & Tang, 2008). A deficiência de C3, apesar de 

incomum, está associada ao aumento da susceptibilidade a doença meningocócica 

aumentando, assim, o risco de ocorrer a doença invasiva, bem como de infecções 

piogênicas causadas por Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae 

(Botto et al., 1992; Peleg et al., 1992; Garty, Nitzan & Danon, 1993).  

 Os anticorpos bactericidas fixadores de complemento correspondem à 

principal defesa contra os grupos A e C (Goldschneider, Gotschlich & Artenstein, 

1969). Porém, estudos pré-clínicos em animais e teste de vacinas em humanos têm 

indicado que tais anticorpos subestimam o nível de proteção proporcionado pela 

resposta imune ao meningococo e sugere que outros mecanismos da resposta 

imunológica são também importantes (Perkins et al., 1998; Vermont & Van den 

Dobbelsteen, 2002). O polissacarídeo B é pobremente imunogênico e falha na 

produção de anticorpos bactericidas (Quakyi et al., 1997). 

 Segundo Pollard e colaboradores (ANO), existe uma resposta ineficiente com 

relação a anticorpos bactericidas em crianças na primeira fase da infância à infecção 

com Neisseria meningitidis. A razão para este fato pode ser devido a existência de 

três variantes alélicas da lectina ligadora de manose, as quais estão associadas com 

o aumento da susceptibilidade, particularmente na doença, à doença meningocócica 

(Hibberd et al., 1999; Faber et al., 2007). 
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 Outra diferença entre a resposta imunológica de adultos e crianças é com 

relação às células T. Precursores da célula T específicos ao antígeno estão em 

menores níveis em recém-nascidos do que em adultos. Os níveis de citocinas, tais 

como IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-6 e IL-10, também são influenciados pela idade, e a 

resposta a antígenos já conhecidos também é influenciada. A produção de tais 

citocinas aumenta durante os primeiros meses de vida chegando aos níveis dos 

indivíduos de idade mais elevada por volta dos 2 a 5 anos de idade (Sánchez et al., 

2002). 

Alguns tipos de populações de células T regulatórias (Treg) CD4+ geradas 

perifericamente podem influenciar a resposta imune na colonização microbiana, 

incluindo Th3 secretando TGF-β  e CD4+CD25+ dependente de contato (Sakaguchi et 

al., 1995; Weiner, 2001). 

Jessouroun e colaboradores (2004) observaram o aumento dos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias em modelos murinos assemelhando-se a forma da 

doença infecciosa em humanos, onde as concentrações no soro de TNF-α, IL-1β, IL-

6 e KC (IL-8 em humanos) aumentaram como no desenvolvimento do choque 

séptico. Ao contrário, nos animais imunizados foi observada uma redução drástica 

de tais citocinas. Tem sido previamente demonstrado que a neutralização de TNF-α 

diminui a produção de IL-6, KC e IL-10, sugerindo que o TNF-α tem um papel 

importante na produção de citocinas. 

O TNF-α junto com o IL-1 tem sido considerado o principal mediador 

endógeno da sepse, aumentando a capacidade citotóxica e induzindo a liberação de 

outras citocinas pro-inflamatórias (Prins et al., 1998). 

 

3. VACINAS PROPOSTAS PARA COMBINAÇÃO 

 

3.1. VACINAS MENINGOCÓCICAS B E C CONJUGADA 

 

No início da década de 1990 Bio-Manguinhos, de acordo com o quadro 

epidemiológico brasileiro, iniciou o desenvolvimento de vacinas contra doenças 

meningocócicas, as quais têm como principal agente etiológico a Neisseria 

meningitidis grupos B e C. 
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Neisseria meningitidis é um diplococo gram-negativo de aspecto reniforme, 

imóvel, e seu tamanho varia entre 0,6-1,5 µm. Apresenta cápsula polissacarídica e 

fímbrias (Pollard e Frasch, 2001). A bactéria apresenta 13 diferentes grupos (A, B, 

C, E-29, H, I, K, L, M, W135, X, Y e Z) e esta classificação varia de acordo com a 

constituição polissacarídica de sua cápsula, configurando diferenças imunológicas 

entre os grupos. A doença pode se apresentar como meningite com ou sem 

meningococcemia, sendo a última a forma mais grave (Pollard e Frasch, 2001; 

Sáfadi, 2006).   

Os polissacarídeos meningocócicos foram os componentes das primeiras vacinas 

bacterianas quimicamente definidas. Estas vacinas se mostraram imunogênicas em 

adultos e crianças acima de 2 anos de idade e foram objeto de vários ensaios 

clínicos em países da Europa, Américas e África (Frasch, 1995; Sáfadi, 2006). Estas 

moléculas, como todos os polissacarídeos, induzem uma resposta T-independente e 

a capacidade de respostas a estas moléculas depende da maturidade imunológica 

relacionada à idade. São antígenos que não induzem memória imunológica. Como a 

doença meningocócica tem prevalência em crianças de faixa etária inferior a dois 

anos, a utilização de antígenos T-independentes como vacinas não induz proteção 

duradoura (Pollard e Frasch, 2001). Apesar de estar largamente comprovada a 

eficácia destas vacinas no controle de surtos e epidemias em adultos, novas 

abordagens tem sido propostas para modificação destas moléculas na busca de 

mudanças na natureza da resposta imune por elas induzida.  

Enquanto as vacinas polissacarídicas contra os grupos A, C, Y e W135 se 

mostram parcialmente eficazes, o mesmo não acontece para o polissacarídeo grupo 

B. Este não é imunogênico por apresentar uma identidade química (composta por 

ácido α-2-8-N-acetilneuroamínico) semelhante a antígenos de superfície de células 

neurais humanas (Sáfadi, 2006). A tentativa de aumentar a imunogenicidade poderia 

levar a indução de autoanticorpos que apresentariam reação cruzada com antígenos 

glicosilados do hospedeiro, principalmente com o tecido cerebral fetal (Pollard e 

Frasch, 2001; Segal e Pollard, 2005). Vacinas alternativas têm sido propostas contra 

o grupo B, utilizando vesículas da membrana externa da bactéria, de acordo com 

observações de que anticorpos bactericidas protetores são induzidos 

preferencialmente contra antígenos não capsulares. 

Várias pesquisas tem sido realizadas sobre vesículas de membrana externa 

(VME) e lipooligossacarídeo detoxificado (dLOS) como imunógenos alternativos. 
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Estas vacinas têm mostrado segurança aceitável e são capazes de induzir 

anticorpos funcionais (Jessouroun et al., 2004).  

A vacina meningocócia B, que consiste na associação de VMEs e dLOS, foi 

elaborada a partir das duas cepas mais prevalentes no Brasil (N44/89 e N603/95). 

Nos estudos pré-clínicos realizados em camundongos suíços hiperferrêmicos, onde 

foram comparados os grupos imunizados pela vacina brasileira e pela vacina de 

referência cubana (VA-MEMGOC-BC), observou-se um aumento significativo na 

razão de sobrevivência quando comparadas ao grupo de camundongos não 

imunizados, apresentando uma eficiência similar na eliminação da bactéria. A vacina 

brasileira completa induziu uma proteção cruzada superior à vacina de referência, a 

qual tem o polissacarídeo C como um dos componentes vacinais, apresentando 

altos títulos bactericidas contra a cepa heteróloga C (Jessouroun et al., 2004). 

A vacina cubana utilizada como referência (VA-MENGOC-BC) é preparada a 

partir de proteínas purificadas da membrana externa do meningococo grupo B, 

enriquecidas com proteínas de alto peso molecular e polissacarídeo capsular do 

meningococo grupo C. Os antígenos formulados são adsorvidos em gel de hidróxido 

de alumínio. A preparação é fornecida para o uso imediato depois de agitada 

suavemente e homogeneizada dentro do seu frasco. Cada 0,5 mL contém: 50 mg de 

proteínas B purificadas; 50 mg de polissacarídeo purificado; 2 mg de gel de 

hidróxido de alumínio; Timerosal (como preservativo) a 0,01%. O esquema de 

vacinação consiste em duas doses de 0,5 mL cada, separadas por um intervalo 

ótimo de 6 a 8 semanas. A segunda dose é imprescindível para atingir a proteção. 

Este esquema é válido a partir dos três meses de idade (Sierra et al., 1991).  

Acredita-se que o diferente perfil das proteínas VME usadas na vacina brasileira 

pode ter induzido diferentes respostas de anticorpos bactericidas, apesar da cepa de 

maior prevalência brasileira e cubana ser a mesma (N44-89). Sugere-se, então, que 

a combinação VME+dLOS pode ter também aumentado a especificidade da 

resposta imunológica (Jessouroun et al., 2004). 

Nas últimas décadas, novos conhecimentos no campo da imunologia e da 

tecnologia de produção de vacinas levaram ao desenvolvimento de vacinas 

conjugadas (Bruge, 2004). A conjugação química de polissacarídeos bacterianos a 

proteínas carreadoras tem contribuído para o aumento da resposta imunológica 

contra polissacarídeos capsulares e na prevenção de doenças causadas por 

bactérias como a Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae. Na vacina 

meningocócica C conjugada (MenCPS-TT), o toxóide tetânico ativado pela hidrazida 
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foi utilizado como carreador. A imunogenicidade da vacina conjugada brasileira foi 

avaliada pela detecção de anticorpos, incluindo o índice de avidez e a atividade 

bactericida. Os animais imunizados apresentaram um aumento significativo nos 

títulos de anticorpos após a terceira dose quando comparado ao período pré-

imunização, que pode ser observado através de ELISA e pelo método de análise de 

anticorpos bactericidas (Silveira, 2007). 

 

3.1.1. PROCESSO DE PRODUÇÃO DAS VACINAS MENINGOCÓCI CAS B E C 

CONJUGADA DESENVOLVIDAS EM BIO-MANGUINHOS 

 

3.1.1.1. VACINA MENINGOCÓCICA B 

O processo de produção da vacina meningocócica B foi iniciado com cultivo 

em bioreator de 100L (B Braun Model Biostat UD 100) em meio Catlin acrescido com 

20 µM de Fe+3 e 42 µM de ácido etilenodiamino-di-O-hidroxido fenil acético 

(EDDHA). A bactéria foi inativada à 56ºC por 30 minutos e concentrada por 

microfiltração tangencial em membrana de 0,2 µM (SUPOR® - Pall Corporation). As 

vesículas de membrana externa (VME) foram extraídas com deoxicolato de sódio 

(DOC) a partir das duas cepas meningocócicas prevalentes no Brasil: N44/89 

(B:4,7:P1.19,15: P5.5,7: L1,3,7,8) e N603/95 (B:4:P1,7,1: P5.5,7: L,3,7). As VME, 

sem LOS, foram obtidas a partir de tratamento ultrasônico, utilizando 2% de DOC e 

purificadas por ultracentrifugação em colchão de sacarose à 60%. 

Outro constituinte da vacina, além das cepas prevalentes de Neisseria 

meningitidis grupo B, é o LOS detoxificado da cepa N44-89. O LOS foi obtido da 

biomassa de N44/89 após tratamento com Cetavlon (brometo de 

hexadeciltrimetilamônio) e isolado por extração utilizando 40 mM de Tris-HCl, pH 

8.5, contendo 1% de DOC e 4 mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O 

LOS extraído foi ainda purificado em Sephacryl HR S-300 e submetido à 

detoxificação (dLOS) com NaOH 0,25 N em banho-maria a 60ºC por 60 minutos. 

Essa vacina experimental foi produzida de acordo com controles de qualidade de 

processo, observando as boas práticas de fabricação em uma planta-piloto de 

produção. Os testes de controle de qualidade do produto final foram realizados pelo 

departamento de controle de qualidade de Bio-Manguinhos. 

3.1.1.2. VACINA MENINGOCÓCICA C CONJUGADA 
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O polissacarídeo nativo de meningococo grupo C (MenCPS) foi produzido em 

Bio-Manguinhos, a partir de massa bacteriana de Neisseria meningitidis cepa 2135 

cultivada em meio Frantz (Frantz, 1942) e purificada como descrito previamente. O 

conteúdo de ácido siálico do MenCPS foi medido pelo método do resorcinol. A 

identidade, estrutura e pureza do MenCPS foi medida por ressonância magnética 

nuclear de hidrogênio (espectroscopia uni-dimensional) (RMN1H 1D) a 500 MHz a 

37ºC utilizando Bruker Avance/500. Amostras secas (10 mg) foram dissolvidas em 

água deuterada (D2O 99.96% D, Cambridge Isotope Laboratories Inc). O toxóide 

tetânico (TT) foi fornecido pelo Instituto Butantan. Foi produzido e purificado de 

acordo com as especificações para a vacina DTP. A pureza antigênica do TT 

utilizado é de 1892 Lf/mg, que é apropriado para ser utilizado em processos de 

conjugação. O conteúdo protéico foi avaliado pelo método de Bradford (Silveira et 

al., 2007).  

 Diferentes lotes do MenCPS nativo (10 mg/mL) em água foram tratados com 

periodato de sódio (23,4 mM) por uma noite a 4ºC protegido da luz para a 

regeneração de grupos aldeído. A reação foi interrompida pela adição de glicerol. O 

polissacarídeo ativado foi purificado por diafiltração contra água e concentrado por 

ultrafiltração tangencial (Centramate System, Pall BioPharmaceuticals). A identidade 

e presença de grupos aldeídos nos polissacarídeos foi avaliada por espectroscopia 

RMN1H 1D utilizando as mesmas condições descritas anteriormente. O conteúdo de 

grupos aldeído no MenCPS ativado foi quantificado por um ensaio com formaldeído 

utilizando o reagente Purpald (Silveira et al., 2007).   

 O toxóide tetânico (3,5 mg/mL) foi ativado pela introdução de grupos hidrazida 

pela metodologia da carbodiimida (EDAC) após tratamento com cloridrato de 

hidrazina (3,07 M) em excesso (50 vezes superior), à temperatura ambiente e sobre 

condições ácidas (pH 6.1). O toxóide tetânico ativado pela hidrazida (TTH) foi 

purificado por diafiltração contra PBS 0.02 M pH 7.4 e concentrado por ultrafiltração 

tangencial (Centramate System, Pall BioPharmaceuticals) (Silveira et al., 2007).     

 O MenCPS ativado (50 mg/mL) foi covalentemente ligado ao TTH (60mg/mL) 

na presença de cianoboroidreto de sódio 1M (1M;10 mL) por toda a noite (método 

derivado de. A reação foi parada pela adição de ADH 0.5M para bloquear grupos 

aldeídos que não reagiram. A conjugação foi analisada por cromatografia de 

exclusão por tamanho (SEC) utilizando uma coluna TSK-G 4,000 PWxl (com 
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detecção ultravioleta a 280 nm e 206 nm), e também pela espectroscopia RMN1H 1D 

utilizando as mesmas condições  descritas anteriormente. As misturas foram 

diaflitradas contra PBS 0.02M pH 7.4 para remover o polissacarídeo não conjugado 

e concentrado por ultrafiltração tangencial (Centramate System, Pall 

BioPharmaceuticals). O açúcar total e o conteúdo de proteínas nos produtos 

intermediários e no conjugado final foram determinados pelos métodos do resorcinol 

e Bradford, respectivamente. A quantidade de polissacarídeo foi quantificada por 

HPAEC-PAD após precipitação com DOC de acordo com Lei e colaboradores (Lei et 

al., 2000). Os ensaios de controle de qualidade requeridos pela OMS para vacinas 

meningocócicas C conjugadas foram realizados (Silveira et al., 2007). 

3.2. VACINA DTP-Hib ( Corynebacterium diphtheriae, Clostridium tetani , 

Bordetella pertussis e Haemophilus influenzae tipo b) 

 

A vacina DTPw é composta pela combinação dos toxóides diftérico e  tetânico e 

pela Bordetella pertussis inativada, tendo como adjuvante o hidróxido de alumínio. 

Esta vacina se apresenta sob a forma líquida em ampola, em frasco-ampola com 

dose única ou frasco-ampola com múltiplas doses (Bio-Manguinhos, 2007).  

O Corynebacterium diphtheriae é um bacilo aeróbio gram-positivo pleomórfico, 

não móvel, com quatro biotipos (gravis, mitis, intermedius e belfanti), que pode ou 

não produzir exotoxina mediada pela presença de um bacteriófago. A toxina é 

codificada por genes (tox) que fazem parte do genoma de certos bacteriófagos e que 

são capazes de lisogenizar os bacilos diftéricos. A perda do bacteriófago, que 

contém o gene tox, torna-a incapaz de produzir a exotoxina, enquanto outras podem 

variar na sua capacidade de produção de exotoxinas e outros fagos. A toxina é uma 

proteína termolábil, letal em concentrações de 0,1 µg/Kg de peso e sua produção é 

inibida na presença de fatores ambientais como o ferro, o que explica a maior 

produção da toxina bacteriana, na fase de declínio, quando a concentração de ferro 

intracelular cai a níveis muito baixos. Somente a cepas toxigênicas causam a 

doença (Sacchi et al., 1985; Arístegui et al., 2005). 

O Clostridium tetani é um bacilo gram-positivo anaeróbio e tem a particularidade 

de produzir esporos terminais que são resistentes a condições ambientais muito 

adversas. Estes esporos são ubiquitários, encontrando-se em maior quantidade nos 

solos e no intestino de animais e de humanos. É a única doença prevenível por 
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vacina que é infecciosa, mas não contagiosa (National Immunization Program 

Centers for Disease Control and Prevention, 2004; Silva et al., 2005). 

Esta bactéria encontra ambiente favorável ao seu crescimento em tecidos 

animais com condições particulares de anaerobiose, como acontece, por exemplo, 

com os tecidos necróticos das feridas; aí produz dois tipos de endotoxinas, a 

tetanolisina e a tetanospasmina. A tetanolisina é o princípio hemolítico e a 

tetanospasmina, o neurotóxico. Estas toxinas interferem com a liberação de 

neurotransmissores, bloqueando os estímulos inibidores que regulam a contração e 

o tônus muscular, conduzindo a contração muscular e também a espasmos. Por 

vezes podem surgir convulsões e pode ainda estar envolvido o sistema nervoso 

autônomo (Silva et al., 2005). 

Bordetella pertussis, agente causador da coqueluche, é um pequeno coco-bacilo 

gram-negativo, não esporulado, imóvel e aeróbio, sendo a forma patogênica provida 

de cápsula (Pereira, 2005). Foi descrito pela primeira vez em 1578, mas a B. 

pertussis só foi isolada em 1907 pelos franceses Jules Bordet e Octave Gengou. 

Uma das características mais importantes deste agente é o seu tropismo pelas 

células do epitélio respiratório ciliado, nas quais se adere fortemente, provocando 

lesão tecidual e escape do sistema imunológico pela sua capacidade de entrar e 

sobreviver nos macrófagos (Weiss, 1997; Pereira, 2005). 

É capaz de produzir uma série de fatores de virulência que incluem, entre outros, 

fímbrias, hemaglutininas, pertactina, a toxina dermonecrótica e a toxina pertussis, 

uma toxina AB, com a porção B específica para receptores existentes na célula alvo, 

para o interior das quais é endocitada. A porção A é a toxina propriamente dita: tem 

atividade de enzima ADP-ribosil transferase, aumentando com AMPc, um importante 

mediador intracelular cujo efeito nas células da mucosas brônquica é a produção 

muito acelerada de muco. A toxina também desregula macrófagos, resultando em 

resistência à fagocitose (Babu et al., 2001). 

A vacinação contra difteria, tétano e coqueluche é altamente eficaz, após 

esquema completo de imunização (Stehr, 1998; Simondon, 1997; Mortimer, 1999; 

Wassilak, 1999). O controle dessas doenças através da imunização em larga escala 

no Brasil e em outros países confirma essa eficácia. Como o título de anticorpos e a 

proteção declinam com o tempo, recomenda-se revacinação com vacina dupla dT 

(contra difteria e tétano) a partir dos 14 anos, sendo realizado um “booster” de dez 

em dez anos, durante toda a vida (Simonsen, 1986; Simonsen, 1989; Ramsay, 1993; 

Weckx e Carvalho, 1999; Mortimer, 1999; Wassilak, 1999; Centers for Disease 



 48

Control and Prevention, 1999; American Academy of Pediatrics, 2000; Centers for 

Disease Control and Prevention, 2002). 

Haemophilus influenzae é um cocobacilo gram-negativo, fastidioso que, de 

acordo com a estrutura química da camada externa polissacarídica, pode ser 

capsulada ou não-encapsulada. Neste último caso, é também chamada de não-

tipável (Ministério da Saúde, 2005; Nascimento-Carvalho e Andrade, 2006; Dong, 

2009).  

Dos seis tipos existentes (a,b,c,d,e,f), o tipo b é predominante e o mais virulento 

do grupo (Nascimento-Carvalho e Andrade, 2006).  

A vacina contra H. influenzae contêm o polissacarídeo da cápsula bacteriana 

(poliribosil-ribitol fosfato - PRRP) conjugado à anatoxina tetânica e faz parte de uma 

nova classe de vacinas, planejadas para imunização contra doenças causadas por 

bactérias cuja virulência está ligada à presença de cápsula de polissacarídeos 

extracelular. Geralmente, são liofilizadas e devem ser reconstituídas imediatamente 

antes da administração (Bricks, 2002). O polissacarídeo de Hib é preparado a partir 

do polissacarídeo purificado, produzido por fermentação, utilizando cepa 20.752 e, 

após ativação com brometo de cianogênio e extração com um separador adípico de 

hidrazida, é combinado à anatoxina tetânica através de condensação com 

carbodiimida. Após a purificação, o conjugado é liofilizado em presença de lactose 

como estabilizador (Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos, 2007). 

Estes conjugados foram avaliados em bebês e todos efetivamente elevaram a 

resposta dependente da célula T. Demonstrou-se clinicamente que as vacinas 

conjugadas Hib são capazes de induzir imunidade de proteção nos grupos etários 

mais expostos, isto é, bebês nos primeiros meses de vida (Instituto de Tecnologia 

em Imunobiológicos: vacina conjugada contra Haemophilus influenzae tipo b (Hib) 

(Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos, 2007). 

A produção da vacina combinada contra DTP-Hib, também chamada tetravalente, 

que protege ao mesmo tempo, contra difteria, tétano, coqueluche e infecções graves 

pelo Haemophilus influenzae tipo b, foi iniciada em 2001, em parceria com o Instituto 

Butantan, sendo a fração Hib produzida em Bio-Manguinhos e as frações DTP, no 

Instituto Butantan (Bio-Manguinhos, 2007). Essa vacina consiste da combinação de 

duas vacinas: vacina polissacarídica contra Haemophilus influenzae tipo b 

conjugada com proteína tetânica sob a forma liofilizada e vacina contra difteria, 

tétano e coqueluche sob a forma de suspensão injetável tendo como diluente o 

hidróxido de alumínio (Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos:vacina combinada 
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contra DTP e Hib, 2007). Há evidências demonstrando que o componente DTP 

aumenta a resposta imune para o componente Hib (Corbel, 1994). 
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4. OBJETIVOS GERAIS  

 Este estudo propõs-se a avaliar a imunogenicidade, em camundongos e 

cobaias, induzida pela combinação da vacina DTP-Hib com as vacinas 

meningocócicas B e C conjugada desenvolvidas em Bio-Manguinhos.  

 

 

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Introduzir a perspectiva para um novo produto em Bio-Manguinhos, que 

trará benefícios relacionados à produção e a inclusão de novas vacinas 

no Programa Nacional de Imunizações (PNI) associadas a vacinas pré-

estabelecidas. 

• Avaliar a interferência das vacinas meningocócicas B e C conjugada na 

imunogenicidade induzida pela vacina DTP-Hib em camundongos 

suíços, NIH e cobaias Short-Hair. 

• Avaliar a pirogenicidade da vacina combinada completa. 

• Propor o ELISA como metodologia alternativa, na avaliação da 

imunogenicidade dos componentes vacinais combinados na 

formulação comparando seus resultados com os obtidos através da 

metodologia padrão estabelecida para cada componente. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. VACINAS E METODOLOGIAS UTILIZADAS 

 

 As vacinas DTP-Hib e meningocócicas B e C conjugada brasileiras foram 

combinadas em uma única formulação a fim de avaliar sua imunogenicidade em 

animais de experimentação por diferentes testes padronizados comparados ao 

ELISA. Pela combinação dos componentes vacinais utilizados foram formados 6 

grupos de imunógenos, como mostra a tabela 5.3. Como o Al(OH)3 é o diluente 

preconizado para todos os componentes vacinais, este foi utilizado como controle 

negativo. Em todas as formulações onde a vacina DTP estava presente, esta foi 

utilizada como diluente, uma vez que é uma vacina líquida ressuspensa em Al(OH)3. 

 Antes da administração das formulações em camundongos, estas foram 

diluídas em PBS 0,01 M estéril, numa concentração de 1:10 da dose humana. Em 

cobaias, a concentração foi 2,5 doses humanas. A resposta imunológica a Neisseria 

meningitidis grupos B e C e Haemophilus influenzae tipo b foi avaliada em 

camundongos suíços pelo ELISA para os componentes dos três microrganismos 

(VME, polissacarídeo C e PRRP, respectivamente). A resposta imunológica a 

Bordetella pertussis foi avaliada em camundongos NIH pelo ELISA de célula inteira 

desenvolvido no laboratório. No caso dos componentes diftérico e tetânico presentes 

na vacina DTP-Hib a potência de ambos foi avaliada pelo teste de neutralização in 

vivo.  

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 5.3. Relação dos grupos e suas formulações correspondentes  
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GRUPOS FORMULAÇÕES 

 DTP/Hib/ Vacina meningocócica B/ 

Vacina meningocócica C conjugada 

2 DTP/Hib 

3 Controle negativo: Al(OH)3 

4 Vacina meningocócica B 

5 Vacina meningocócica C conjugada 

6 Hib 

 

 

5.2. IMUNIZAÇÃO DOS ANIMAIS UTILIZADOS NOS EXPERIME NTOS 

 

      A fim de avaliar a resposta imunológica aos seis componentes vacinais, 

isoladamente ou combinados, foram elaborados protocolos de imunização para cada 

experimento. Os protocolos foram definidos de acordo com o animal preconizado 

pela metodologia padrão (camundongos suíços, camundongos NIH ou cobaias 

Short-Hair), levando em conta parâmetros como peso, dose e formulações das 

vacinas a serem administradas.  As formulações utilizadas para a imunização dos 

animais foram divididas em grupos, e este padrão foi mantido em todos os 

experimentos realizados.  

Os experimentos foram realizados de acordo com as recomendações da 

Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL, antigo COBEA 

– Colégio Brasileiro de Experimentação Animal) e aprovado pelo Comitê de Ética da 

FIOCRUZ para experimentação animal (nº LW-06/10). 

A licença para o uso dos animais em experimentos realizados no INCQS está 

registrada no Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA - FIOCRUZ) sob o número 

P. 0135/02. 

 

 

 

 

 

5.3. AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNOLÓGICA DE CAMUNDONG OS SUÍÇOS 

IMUNIZADOS COM AS VACINAS COMBINADA COMPLETA (DTP-H ib/B/C) E 

MENINGOCÓCICAS B E C CONJUGADA PELO ELISA 

1 
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        Duzentos camundongos suíços, de ambos os sexos, com peso entre 12 a 17 

gramas foram divididos em 4 grupos de 50 animais e imunizados por via 

intramuscular com 0,2 mL das formulações descritas abaixo. As concentrações dos 

componentes vacinais administrados aos animais correspondem a 1:10 da dosagem 

aplicada em humanos. Os camundongos imunizados foram separados em grupos de 

5 animais com o número do grupo correspondente. 

  

GRUPO 1 - DTP/Hib/Vacina meningocócica B e vacina meningocócica C 

conjugada brasileira  

GRUPO 3 - Controle negativo: Al(OH)3 

GRUPO 4 - Vacina meningocócica B 

GRUPO 5 - Vacina meningocócica C conjugada 

GRUPO 6 - Vacina Hib 

 A imunização foi realizada em três doses num intervalo de 15 dias entre 

elas, com quatro coletas sanguíneas: T0 (antes da 1ª imunização), T15 (antes da 2ª 

dose), T30 (antes da 3ª dose) e T60 (30 dias após a última imunização). A sangria 

foi realizada pelo plexo orbital, o soro separado e armazenado a -20ºC. 

 A partir das amostras sanguíneas desses camundongos foram avaliadas as 

respostas imunológicas contra Neisseria meningitidis grupo B e C e Haemophilus 

influenzae tipo b pelo do ELISA.    

 

5.3.1. ELISA PARA VESÍCULA DE MEMBRANA EXTERNA DE Neisseria 

meningitidis GRUPO B DAS CEPAS N44/89 e N603/95 

Placas de poliestireno de 96 poços (Corning Costar – placa de natureza 

hidrofóbica que liga biomoléculas por meio de interação passiva) foram 

sensibilizadas com 100 µL/poço de uma solução contendo VME de cepas 

prevalentes no Brasil (N44-89 ou N603-95) diluídas em tampão de sensibilização 

(Tris/HCl 0,1 M pH 8,5). Estas placas foram incubadas em câmara úmida por 

aproximadamente 16 horas a 37°C ou até por 10 dias após sua preparação 

(mantidas a 4ºC). No dia seguinte, foram adicionados 100 µL/poço do tampão de 

bloqueio (TBS-SFB 5%) e, em câmara úmida, incubadas por 1 hora a 37°C. As 

amostras testadas foram diluídas a 1:200, e o soro padrão, a 1:1600, ambos em 
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tampão de diluição (TBS-SFB 5%), foram adicionados as placas e diluídos 

seriadamente. As placas permaneceram em câmara úmida a 37°C por 2 horas. Após 

esse período, foram adicionados 100 µL/poço do anticorpo anti-IgG de camundongo 

conjugado à fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluído na proporção 1:3000 e as 

placas foram incubadas em câmara úmida por 2 horas a 37°C. Em seguida, foram 

adicionados 10 µL/poço da solução do substrato para a enzima fosfatase alcalina (p-

nitrofenil fosfatase) (Sigma-Aldrich) diluída em tampão do substrato (TrisBase 1M pH 

9,8) e, após 30 minutos a densidade óptica de cada amostra foi obtida em uma 

leitora VERSAmax tunable microplate reader a partir de um comprimento de onda 

405 nm. As concentrações (EU/mL) foram obtidas por meio do parâmetro logístico-4 

com a utilização do programa SoftMax-Pro. Entre cada etapa, foram realizadas 

lavagens com tampão TBS acrescido de 0,05% Tween 20. Essas lavagens foram 

procedidas 3 vezes em lavadora automática Skan Washer version B – Molecular 

Devices e utilizou 200µL do tampão por orifício da placa. 

 

5.3.2. ELISA PARA O POLISSACARÍDEO DE Neisseria meningitidis  GRUPO C 

 

Placas de poliestireno de 96 poços (Immulux HB / Dynex - REF 1010 - placa com 

afinidade por complexos hidrofílicos e proteínas) foram sensibilizadas com 100 

µL/poço com uma solução contendo Poli C e albumina humana metilada (Frasch, 

1995). A placa foi incubada por aproximadamente 16 horas a 4°C em câmara úmida. 

Entre cada etapa foi realizada uma lavagem com tampão TBS pH 7,5 acrescido de  

0,05% de Tween 20 em lavadora automática (SkanWasher 300 versão B Molecular 

Device) com 200 µL/poço. Após a lavagem, foram colocados 200 µL/poço da 

solução de bloqueio (TBS acrescido de 5% de soro fetal bovino, 0,05% de Tween 20 

e 0,02% de NaN3) e a placa foi mantida a 1 hora a temperatura ambiente em câmara 

úmida. Em seguida, as amostras e o soro padrão foram diluídos em tampão de 

diluição (TBS acrescido de 5% de soro fetal bovino e 0,05% de Tween 20) e 

seriadamente diluídos na placa para, posteriormente, ser incubada a 4°C por 

aproximadamente 16h em câmara úmida. No dia consecutivo à aplicação das 

amostras, foram adicionados 100 µL do anticorpo anti-IgG murino (whole molecule) 

conjugado a enzima fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluído em tampão de diluição 

(1:3000) e esta foi incubada em câmara úmida por 2 horas a temperatura ambiente. 

Na última etapa, foram adicionados 100 µL/poço da solução do substrato (p-nitrofenil 
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fosfatase) para fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluído no tampão do substrato. 

Após ser mantida no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente, a placa foi 

levada a leitora VERSAmax tunable microplate reader a partir de um comprimento 

de onda 405 nm. As concentrações (EU/mL) foram obtidas por meio do parâmetro 

logístico-4 com a utilização do programa SoftMax-Pro. 
 

5.3.3. ELISA PARA Haemophilus influenzae  TIPO b 

 

Placas de poliestireno de 96 poços (Maxisorp Nunc/ Immuno Plate - placa de 

superfície modificada com alta afinidade por grupos polares) foram sensibilizadas 

com 100 µL/poço com uma solução contendo 0,2 µg/mL de PRRP tiraminado. A 

placa foi incubada por aproximadamente 16 horas a 4°C em câmara úmida. Entre 

cada etapa foi realizada uma lavagem com tampão TBS pH 7,5 acrescido 0,05% de 

Tween 20 em lavadora automática (SkanWasher 300 versão B Molecular Device) 

com 200 µL/poço. Após a lavagem, foram colocados 200 µL/poço da solução de 

bloqueio (TBS acrescido de 1% albumina bovina) e a placa foi mantida a 1 hora a 

37ºC em câmara úmida. Em seguida, as amostras e o soro padrão foram diluídos 

em tampão de diluição (TBS acrescido de 1% albumina bovina) e seriadamente 

diluídos na placa para, posteriormente, ser incubada a 4°C por aproximadamente 16 

horas em câmara úmida. No dia consecutivo à aplicação das amostras, foram 

adicionados 100 µL do anticorpo anti-IgG murino (whole molecule) conjugado a 

enzima fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluído em tampão de diluição (1:3000) e 

esta foi incubada em câmara úmida por 2 horas 37ºC. Na última etapa, foram 

adicionados 100 µL/poço da solução do substrato (p-nitrofenil fosfatase) para 

fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluído no tampão do substrato. Após ser mantida 

no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente, a placa foi levada a leitora 

VERSAmax tunable microplate reader a partir de um comprimento de onda 405 nm. 

As concentrações (EU/mL) foram obtidas por meio do parâmetro logístico-4 com a 

utilização do programa SoftMax-Pro. 

 

5.4. AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNOLÓGICA DE CAMUNDONG OS NIH 

IMUNIZADOS COM A VACINA DTP-Hib E VACINA COMBINADA 

COMPLETA (DTP-Hib/B/C) PELO ELISA 
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5.4.1. IMUNIZAÇÃO DE CAMUNDONGOS NIH PARA AVALIAÇÃO  DA 

RESPOSTA IMUNOLÓGICA PELO ELISA 

 

 Para a quantificação dos anticorpos contra Bordetella pertussis induzidos 

pelas duas combinações, foram utilizados 40 camundongos NIH, com peso entre 12 

e 17 gramas, ambos os sexos, divididos em três grupos, 1, 2 e 3. Os grupos 1 e 2 

foram divididos em 4 pools de 4 animais e o grupo 3 em 2 pools de 4 animais.  

 

GRUPO 1 - DTP/Hib/Vacina meningocócica B/ Vacina meningocócica C 

conjugada 

GRUPO 2 - DTP/Hib 

GRUPO 3 - Controle negativo: Al(OH)3 

 

 Cada animal foi imunizado com 0,2 mL das formulações correspondentes a 

cada grupo por via intramuscular em três doses num intervalo de 15 dias. Foram 

realizadas quatro coletas sanguíneas: T0 (antes da 1ª imunização), T15 (antes da 2ª 

dose), T30 (antes da 3ª dose) e T60 (30 dias após a última imunização). A sangria 

foi realizada pelo plexo orbital, o soro separado e armazenado a -20ºC. 

 A partir das amostras sanguíneas desses camundongos foram avaliadas as 

respostas imunológicas contra Bordetella pertussis através do ELISA.  

 

5.4.2. ELISA PARA Bordetella pertussis 

 

Placas de poliestireno de 96 poços (Maxisorp Nunc/Immuno Plate - placa de 

superfície modificada com alta afinidade por grupos polares) foram sensibilizadas 

com uma suspensão de bactéria Bordetella pertussis inativada (lote 137 Manclark 

22\06\93) numa concentração de 30 µg/mL diluída em PBS e incubada em câmara 

úmida por aproximadamente 16 horas a 4°C. Entre cad a etapa do teste foram 

realizadas 3 lavagens em tampão TBS-0,05% Tween em lavadora automática Skan 

Washer version B – Molecular Devices. As placas foram bloqueadas por 1 hora com 

tampão de bloqueio (TBS-1% BSA) em câmara úmida a 37°C. As amostras testadas 

e o soro padrão foram diluídos a 1:1600, ambos em tampão de diluição (TBS - 1% 

BSA), adicionados a placa e diluídos seriadamente. Ao soro padrão utilizado a cada 

teste foi dado um valor arbitrário de 1000 EU/mL. Posteriormente, a placa foi 

incubada em câmara úmida, por aproximadamente 16 horas a 4°C. No dia seguinte, 



 57

a placa foi lavada e 100 µL do anticorpo anti-mouse conjugado a fosfatase alcalina 

(Sigma-Aldrich), diluído 1:3000 em tampão diluente, foi acrescido a cada um dos 

poços da placa. Esta seguiu para incubação em câmara úmida a 37°C por 1 hora e, 

após este período, a placa foi novamente lavada. A cada orifício da placa foram 

adicionados 100 µL do substrato (Sigma-Aldrich) e, após 30 minutos de incubação a 

temperatura ambiente protegido da luz , a densidade óptica de cada amostra foi 

obtida em uma leitora VERSAmax tunable microplate reader a partir de um 

comprimento de onda 405 nm. As concentrações (EU/mL) foram obtidas por meio do 

parâmetro logístico-4 calculado pelo programa SoftMax-Pro (Tang et al., 2004).  

 

 

5.5. COBAIAS SHORT-HAIR IMUNIZADAS COM A VACINA DTP -Hib E A VACINA 

COMBINADA COMPLETA (DTP-Hib/B/C) PARA AVALIAÇÃO DA POTÊNCIA 

DOS COMPONENTES TETÂNICO E DIFTÉRICO NA COMBINAÇÃO E A 

QUANTIFICAÇÃO DE IgG TOTAL PELO ELISA 

 

5.5.1. IMUNIZAÇÃO DE COBAIAS SHORT-HAIR PARA A AVAL IAÇÃO DA 

RESPOSTA IMUNOLÓGICA AOS COMPONENTES TETÂNICO E DIF TÉRICO 

PELO ELISA 

 

  Na avaliação pelo ELISA, vinte e três cobaias, com peso entre 450-550 

gramas, ambos os sexos, foram divididas em três grupos (1, 2 e 3). Os grupos 

foram compostos por 10, 10 e 3 animais, respectivamente. Os animais foram 

imunizados num esquema vacinal de três doses (intervalo de 30 dias entre as 

doses) com 0,75 mL das formulações descritas abaixo por via subcutânea. 

 

GRUPO 1 - DTP/Hib/Vacina meningocócica B/ Vacina meningocócica C 

conjugada  

GRUPO 2 - DTP/Hib 

GRUPO 3 - Controle negativo: Al(OH)3 

 

As coletas sanguíneas foram realizadas a partir da veia jugular antes da 1ª 

imunização e 30 dias após a 3ª dose por punção cardíaca.   
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5.5.1.1. ELISA PARA TOXÓIDE TETÂNICO 

 

Placas de poliestireno de 96 poços (Maxisorp Nunc/Immuno Plate - placa de 

superfície modificada com alta afinidade por grupos polares) foram sensibilizadas 

com 100 µL/poço de toxóide tetânico a 0,2 µg/mL diluído em tampão carbonato-

bicarbonato 0,05 M com pH 9,6. A placa foi colocada em câmara úmida e incubada 

por aproximadamente 16 horas a 4 °C. Entre cada eta pa do teste foram realizadas 3 

lavagens em tampão TBS-0,05% Tween 20 em lavadora automática Skan Washer 

version B – Molecular Devices. No dia seguinte as placas foram bloqueadas com 

100 µL/poço de tampão de bloqueio (TBS-BSA 1%) por 1 hora a 37°C em câmara 

úmida. Foram adicionados 100 µL das amostras diluídas na razão 1:1600 e do soro 

padrão diluído na razão 1:1600 em tampão de diluição (TBS-BSA 1%) e as placas 

foram incubadas por aproximadamente 16 horas a 4°C.  Após o período de 

incubação, as placas foram lavadas e 100 µL do anticorpo anti- IgG de cobaia 

conjugado a peroxidase diluído na razão 1:2000 em tampão de diluição foram 

adicionados e a placa incubada por 2 horas a 37°C e m câmara úmida. Após o 

período de incubação as placas foram lavadas e 100 µL do substrato foram 

adicionados a cada um dos poços da placa. Após a incubação de 20 minutos, a 

densidade ótica de cada amostra foi obtida em uma leitora VERSAmax tunable 

microplate reader a partir de um comprimento de onda 405 nm. As concentrações 

(EU\mL) foram obtidas por meio do parâmetro logístico-4 calculado pelo programa 

SoftMax-Pro.  

Quando o procedimento foi realizado com soro de camundongos suíços, o 

protocolo seguiu as mesmas etapas descritas acima. Porém, houve alteração nas 

concentrações do soro padrão, amostra teste e do anticorpo anti-IgG de 

camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1:1600; 1:1600; 1:2000; 

respectivamente).  

 

 

 

5.5.1.2. ELISA PARA TOXINA DIFTÉRICA 

 

Placas de poliestireno de 96 poços (Maxisorp Nunc/Immuno Plate - placa de 

superfície modificada com alta afinidade por grupos polares) foram sensibilizadas 
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com 100 µL de toxina diftérica a 1µg/mL diluída em tampão carbonato-bicarbonato 

0,05 M com pH 9,6 e incubadas, em câmara úmida, por aproximadamente 16 horas 

a 4°C. Após cada etapa do teste as placas foram lav adas 3 vezes em tampão de 

lavagem TBS-T (TBS acrescido de 0,05% de Tween 20) em lavadora automática 

Skan Washer version B – Molecular Devices. As placas foram então bloqueadas por 

1 hora a temperatura ambiente com 100 µL de tampão de bloqueio (TBS-BSA 1%). 

As amostras analisadas foram diluídas na razão 1:20 em tampão de diluição (TBS-

BSA 1%) e o soro padrão a 1:800 e uma diluição seriada foi realizada. A placa foi, 

posteriormente, incubada por aproximadamente 16 horas a 4°C em câmara úmida. 

No dia seguinte, após a lavagem foram adicionados 100 µL do conjugado anti-

cobaia/HRP diluído na razão 1:2000 em solução de diluição. A placa foi incubada 

por 2 horas a 37°C. Foram adicionados 100 µL do substrato em cada orifício e, após 

incubação de 30 minutos a temperatura ambiente, a densidade ótica de cada 

amostra foi obtida em uma leitora VERSAmax tunable microplate reader a partir de 

um comprimento de onda 405 nm. As concentrações (EU/mL) foram obtidas por 

meio do parâmetro logístico-4 calculado pelo programa SoftMax-Pro (Weckx et al., 

2006; Karakus, Caglar e Aybay, 2007;).  

Quando o procedimento foi realizado com soro de camundongos suíços, o 

protocolo seguiu as mesmas etapas descritas acima. Porém, houve alteração nas 

concentrações do soro padrão, amostra teste e do anticorpo anti-IgG de 

camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1:800; 1:100; 1:2000; 

respectivamente).  

 

5.5.2. IMUNIZAÇÃO DE COBAIAS SHORT-HAIR PARA AVALIA ÇÃO DA 

RESPOSTA IMUNOLÓGICA PELOS TESTES DE SORONEUTRALIZA ÇÃO IN 

VIVO  

 

 Trinta animais com o peso entre 450-550 gramas foram divididos em três 

grupos e imunizados com 0,75 mL conforme as formulações abaixo.  O esquema 

vacinal foi realizado numa única dose, com três coletas de sangue (antes da 

imunização, 4 e 6 semanas após a imunização, para a pesquisa de anticorpos 

contra difteria e tétano, respectivamente. As coletas foram realizadas por punção 

cardíaca. 
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GRUPO 1 - DTP/Hib/Vacina meningocócica B/ Vacina meningocócica C 

conjugada 

GRUPO 2 - DTP/Hib 

GRUPO 3 - Controle negativo: Al(OH)3 

 

 

 5.5.2.1. DETERMINAÇÃO DA POTÊNCIA DAS VACINAS DTP- Hib E 

COMBINADA COMPLETA (DTP-Hib/B/C) EM COBAIAS PELA 

SORONEUTRALIZAÇÃO IN VIVO 

 

 5.5.2.1.1 SORONEUTRALIZAÇÃO - COMPONENTE DIFTÉRICO  

Os soros dos animais obtidos 4 semanas após a imunização foram 

distribuídos em volumes variáveis com fator de diluição de 1:2 em tubos de ensaio e 

volumes constantes de toxina diftérica padronizada foram acrescentados, de modo 

que o volume a ser inoculado por animal contivesse uma L+/10/50 (dose capaz de 

matar 50% dos animais em até 96 horas quando misturada com 0,1 UI de soro 

referência internacional). O volume de todos os tubos foi igualado para 5,0 mL com 

solução salina com 1% (p/v) de peptona, foram homogeneizados e incubados a 

37±0,5ºC por aproximadamente 60 minutos. Em cada cobaia (250 a 350g) foi 

inoculado o volume de 1 mL por via subcutânea utilizando seringa de 1 mL e agulha 

13 x 0,45 mm. Após a inoculação de 4 cobaias por diluição, os animais foram 

observados diariamente por 96 horas, e nesse período registrou-se o número de 

vivos em cada mistura. Os animais que apresentaram os sintomas diftéricos (pilo 

ereção, hipoatividade e intumescimento do abdômem) foram considerados como 

mortos. 

 

5.5.2.1.2. SORONEUTRALIZAÇÃO - COMPONENTE TETÂNICO 

Seguindo os procedimentos da titulação do soro diftérico, a titulação do soro 

tetânico (obtido 6 semanas após a imunização) foi executada utilizando 10 

camundongos suíços (17 a 22g) por diluição. Os volumes dos tubos foram igualados 

para 3 mL com salina peptonada 1% (p/v), sendo inoculado 0,2 mL por 

camundongo. Após o registro dos animais vivos, aqueles que apresentaram os 
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sintomas tetânicos (corpo em forma de banana, dificuldade de locomoção, paralisia 

dos membros) foram considerados como mortos. 

 

5.6. TESTE DE PIROGENICIDADE 

 

 O teste foi realizado como descrito na Farmacopéia Americana (United 

States, Pharmacopoeia, 2007). 

 O resultado é obtido avaliando o aumento de temperatura (individual e 

coletivo) dos coelhos. Se nenhum animal apresentar um aumento individual de 

temperatura igual ou maior que 0,5ºC acima da sua própria temperatura normal, o 

produto é considerado livre de componentes pirogênicos. Se houver aumento na 

temperatura acima dos valores permitidos, é dada continuidade ao teste utilizando 

outros cinco coelhos. Se até três dos oito animais apresentarem aumento de 

temperatura igual ou maior que 0,5ºC e se a soma do aumento máximo da 

temperatura individual dos oito coelhos não exceder 3,3ºC a vacina é considerada 

livre de componentes pirogênicos (United States, Pharmacopoeia, 2007). 

 

5.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram submetidos ao teste de Grubbs e representados pelas 

médias geométricas (± erro padrão). O teste de Kruskall-Wallis foi utilizado para 

avaliar estatisticamente diferenças significativas entre as médias geométricas de 

cada grupo analisado entre o dia 0 (antes da imunização) e 30 dias após a última 

imunização. Para avaliar os dados obtidos no teste de potência dos componentes 

tetânico e diftérico, os quais apresentaram uma distribuição normal foi utilizado o 

teste t. As diferenças foram consideradas como estatisticamente significativas com p 

≤ 0,05. O coeficiente de correlação de Spearman (r) foi utilizado para avaliar os 

resultados entre a metodologia padrão e a metodologia proposta. Os dados foram 

analisados pelo programa Statgraphics Plus version 4.1 Professional (Maryland – 

USA) e Microsoft Excel (Washington – USA). 
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6. RESULTADOS 

6.1. AVALIAÇÃO DA IMUNOGENICIDADE AOS COMPONENTES V ACINAIS, EM 

CAMUNDONGOS SUÍÇOS E NIH IMUNIZADOS COM AS FORMULAÇ ÕES 

PROPOSTAS, PELO ELISA. 

6.1.1 ELISA PARA VESÍCULA DE MEMBRANA EXTERNA (CEPA S N603/95 E 

N44/89) 

- CEPA N603/95 

Foram avaliados os títulos de anticorpos anti-VME cepa N603-95 a partir de 

pools de amostras sanguíneas de camundongos suíços imunizados com a vacina 

combinada completa e vacina meningocócica B brasileira isoladamente.  Foi 

observado um aumento significativo nas respostas imunológicas dos camundongos 

para ambas as formulações vacinais quando comparados o T0 (antes da vacinação) 

e T60 (30 dias após a última imunização) (Figuras 1 e 2). 
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Figura 1. Quantificação dos níveis de IgG total anti-VME da cepa N603-95 avaliados em  pools de 

amostras sanguíneas de camundongos imunizados com a vacina meningocócica B brasileira (Grupo 

4). T0 (pré-imune), T15 (antes da 2ª imunização), T30(antes da 3ª imunização) e T60 (30 dias após 

a última imunização) (p<0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Ao avaliarmos os resultados obtidos quando comparadas as amostras 

sanguíneas das duas formulações vacinais coletadas 30 dias após a última 

imunização (T60), não foi observada diferença significativa entre os dois grupos. 

Esses resultados mostram que não houve interferência entre os componentes 

vacinais da formulação na resposta imunológica para a cepa N603/95 de Neisseria 

meningitidis grupo B (Figura 3).    
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Figura 2. Quantificação dos níveis de IgG total anti-VME da cepa N603-95 avaliados em  pools 

de amostras sanguíneas de camundongos imunizados com a vacina combinada completa 

(DTP-Hib/B/C) (Grupo 1). T0 (pré-imune), T15 (antes da 2ª imunização), T30 (antes da 3ª 

imunização) e T60 (30 dias após a última imunização) (p<0,05). O traço (
 

) representa a 

mediana dos dados. 
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- CEPA N44/89 

Como observado nas figuras 4 e 5, entre os tempos T0 e T60, houve 

soroconversão nos dois grupos analisados (vacina combinada completa e vacina 

meningocócica B brasileira). Estes apresentaram um aumento estatisticamente 

significativo (p<0,05) nos títulos de IgG total trinta dias após a última imunização 

(T60). 
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Figura 3. Comparação das respostas imunológicas a VME da cepa N603/95 de Neisseria 

meningitidis grupo B (entre os títulos de IgG total, 30 dias após a última imunização (T60), induzidos 

pelas vacinas combinada completa ( ) (DTP-Hib/B/C) (Grupo1) e meningocócica B ( ) (Grupo 4) 

(p>0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados. 
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Figura 4. Quantificação dos níveis de IgG total anti-VME da cepa N44-89 avaliados em  pools de 

amostras sanguíneas de camundongos imunizados com a vacina meningocócica B (Grupo 4). T0 

(pré-imune), T15 (antes da 2ª imunização), T30 (antes da 3ª imunização) e T60 (30 dias após a 

última imunização) (p< 0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados. 
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Porém, essa diferença não foi observada quando avaliamos paralelamente as 

amostras sanguíneas coletadas 30 dias após a última imunização (T60) dos dois 

grupos analisados (Figura 6).  
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Figura 5. Quantificação dos níveis de IgG total anti-VME da cepa N44-89 avaliados em 

pools de amostras sanguíneas de camundongos imunizados com a vacina combinada 

completa entre as amostras T0 (pré-imune) e T60 (30 dias após a última imunização) (DTP-

Hib/B/C) (Grupo 1) (p< 0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados. 
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6.1.2 ELISA PARA O POLISSACARÍDEO DE Neisseria meningitidis  grupo C  

 Ao quantificarmos os títulos de IgG total contra o polissacarídeo C presente 

nos períodos de tempo correspondentes às imunizações realizadas – T0 (pré-

imune), T15 e T30 (imunizações intermediárias), e T60 (30 dias após a última 

imunização) -, foi observado um aumento estatisticamente significativo durante a 

cinética entre esses tempos nos dois grupos imunizados (vacina combinada 

completa (p = 0,000145727); vacina meningocócica C conjugada brasileira isolada 

(p<0,05)) (Figuras 7 e 8). 

Figura 6. Comparação das respostas imunológicas a VME da cepa N44/89 de Neisseria 

meningitidis sorogrupo B entre os títulos de IgG total, 30 dias após a última imunização (T60), 

induzidos pelas vacinas combinada completa (DTP-Hib/B/C) ( ) (Grupo 1) e meningocócica grupo 

B ( ) (Grupo 4) (p>0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Figura 7. Quantificação dos níveis de IgG total anti-polissacarídeo C avaliados em  pools de 

amostras sanguíneas de camundongos imunizados com a vacina meningocócica C conjugada 

brasileira (Grupo 5). T0 (pré-imune), T15 (antes da 2ª imunização), T30 (antes da 3ª imunização) 

e T60 (30 dias após a última imunização) (p<0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Figura 8. Quantificação dos níveis de IgG total anti-polissacarídeo C avaliados em  pools de amostras 

sanguíneas de camundongos imunizados com a vacina combinada completa (DTP-Hib/B/C) (Grupo 

1). T0 (pré-imune), T15 (antes da 2ª imunização), T30 (antes da 3ª imunização) e T60 (30 dias após a 

última imunização) (p <0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  

 

Quando os títulos de IgG total das amostras sanguineas coletadas 30 dias 

após a última imunização (T60) dos dois grupos vacinais foram comparados, ocorreu 

uma interferência significativa (p<0,05) dos componentes vacinais combinados na 

resposta imunológica ao polissacarídeo C (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Comparação das respostas imunológicas ao polissacarídeo C de Neisseria meningitidis 

entre os títulos de IgG total, 30 dias após a última imunização (T60) induzido pelas vacinas 

combinada completa (DTP-Hib/B/C) ( ) (Grupo 1) e meningocócica C conjugada ( ) (Grupo 5) 

(p<0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Tal fato pode ter ocorrido devido ao baixo número de pools de soros de 

camundongos imunizados ou a uma possível interferência de outro componente 

vacinal na resposta imunológica ao polissacarídeo C. Com isso, um novo protocolo 

foi sugerido propondo novas combinações entre os componentes vacinais para que 

a fonte dessa interferência fosse identificada e analisada.  

Com o aumento do número de pools essa diferença estatística entre os dois 

grupos foi eliminada, ficando o p-valor no limite (p=0,05) (Figura 10).  

 

 

 

 

 

Figura 10. Comparação das respostas imunológicas ao polissacarídeo C de Neisseria meningitidis 

entre os títulos de IgG total, 30 dias após a última imunização (T60), induzidos pelas vacina 

combinada completa ( ) (Grupo 1) e da vacina meningocócica C conjugada ( ) (Grupo 5) (p = 

0,0577701). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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 A vacina meningocócica grupo C conjugada foi então combinada com os 

componentes vacinais separadamente como descrito abaixo: 

- vacina meningocócica C conjugada + meningocócica B 

- vacina meningocócica C conjugada + Hib 

- vacina meningocócica C conjugada + DTP 

 

O gráfico revela que, quando as vacinas meningocócicas B e C conjugada 

são combinadas, esta última não é capaz de interferir na resposta imunológica 

conferida pela vacina conjugada, dado que não há diferença estatisticamente 

significativa quando os títulos médios geométricos correspondentes ao T60 de 

ambas as vacinas são avaliados (Figura 11).  

 

 

 

Figura 11.  Comparação das respostas imunológicas ao polissacarídeo C de Neisseria meningitidis 

entre os títulos de IgG total, 30 dias após a última imunização (T60), induzidos pela vacina conjugada 

contra Neisseria meningitidis grupo C ( ) (Grupo 5) e da mesma combinada à vacina 

meningocócica B brasileira ( ) (p =0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Através da análise estatística, podemos observar que há diferença 

significativa quando a vacina meningocócica C conjugada é combinada à vacina Hib 

devido a um maior título de IgG total induzido pela combinação quando esta é 

comparada à vacina meningocócica C isolada (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Comparação das respostas imunológicas ao polissacarídeo C de Neisseria meningitidis 

entre os títulos de IgG total, 30 dias após a última imunização (T60), induzidos pela vacina 

meningocócica C conjugada ( ) (Grupo 5) e da mesma combinada à vacina Hib ( ) (p <0,05). O 

traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Podemos observar com a análise do gráfico que o componente DTP interfere 

na resposta imunológica de camundongos, uma vez que a análise estatística 

demonstra que há diferença significativa entre os títulos obtidos quando analisadas 

as amostras coletadas no T60 de ambas as vacinas, com uma maior indução dos 

títulos de IgG total pela combinação entre DTP e vacina meningocócica C conjugada 

(Figura 13). 

 

 

  

 

Figura 13. Comparação das respostas imunológicas ao polissacarídeo C de Neisseria meningitidis 

entre os títulos de IgG total, 30 dias após a última imunização (T60), induzidos pela vacina 

meningocócica C conjugada ( ) (Grupo 5) e da mesma combinada a vacina DTP ( ) (p <0,05). O 

traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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6.1.3 ELISA PARA Bordetella pertussis 

Após a imunização de camundongos NIH para a avaliação da resposta 

imunológica ao componente pertussis, foi observado aumento estatisticamente 

significativo nos títulos de anticorpos, quando analisados o T0 (antes da imunização) 

e o T60 (30 dias após a última imunização) (figuras 14 e 15).  
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Figura 14. Quantificação dos níveis de IgG total anti-B pertussis avaliados em  pools de 

amostras sanguíneas de camundongos imunizados com a vacina DTP-Hib (Grupo 2). T0 (pré-

imune), T15 (antes da 2ª imunização), T30 (antes da 3ª imunização) e T60 (30 dias após a 

última imunização) (p<0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Figura 15. Quantificação dos níveis de IgG total anti-Bordetella pertussis avaliados em  pools de 

amostras sanguíneas de camundongos imunizados com a vacina combinada completa (DTP-

Hib/B/C) (Grupo 1). T0 (pré-imune), T15 (antes da 2ª imunização), T30 (antes da 3ª imunização) e 

T60 (30 dias após a última imunização) (p <0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Quando comparamos a vacina combinada completa com a DTP-Hib, não 

observamos interferência entre os componentes vacinais na resposta ao 

componente pertussis (Figura 16).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Comparação das respostas imunológicas a Bordetella pertussis entre os títulos de IgG total, 

30 dias após a última imunização (T60), induzidos pelas vacinas combinada completa ( ) (Grupo 1) e 

DTP-Hib ( ) (Grupo 2) (p<0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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6.1.4 ELISA PARA Haemophilus influenzae  tipo b 

 

 

 Foram avaliados os níveis de anticorpos contra Haemophilus influenzae tipo b 

durante os quatro tempos de coleta [T0 (pré-imune), T15 e T30 (imunizações 

intermediárias), e T60 (30 dias após a última imunização)]. Com o passar do tempo, 

observou-se um aumento estatisticamente significativo tanto na cinética da vacina 

Hib (p<0,05) quanto da vacina combinada completa (p<0,05) (Figuras 17 e 18). 
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Figura 17. Quantificação dos níveis de IgG total anti-Hib avaliados em  pools de amostras sanguíneas 

de camundongos imunizados com a vacina Hib (Grupo 6). T0 (pré-imune), T15 (antes da 2ª 

imunização), T30(antes da 3ª imunização) e T60 (30 dias após a última imunização) (p <0,05). O 

traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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Figura 18. Quantificação dos níveis de IgG total anti-Hib avaliados em camundongos imunizados com 

a vacina combinada completa (DTP-Hib/B/C) (Grupo 1) T0 (pré-imune), T15 (antes da 2ª imunização), 

T30 (antes da 3ª imunização) e T60 (30 dias após a última imunização) (p <0,05). O traço (
 

) 

representa a mediana dos dados.  
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 Ao serem comparados os níveis de anticorpos presentes 30 dias após a 

última imunização (T60) induzidos pelas duas vacinas, pode-se avaliar que, devido 

ao p-valor de 0.55, não há diferença estatisticamente significativa entre a resposta 

imunológica tanto para a vacina Hib quanto para a vacina combinada completa 

(Figura 19). 

 

 

  

Figura 19. Comparação das respostas imunológicas a Haemophilus influenzae tipo b entre os títulos 

de IgG total, 30 dias após a última imunização (T60), induzidos pelas vacinas combinada completa 

( ) (Grupo 1) e Hib ( ) (Grupo 6) (p>0,05). O traço (
 

) representa a mediana dos dados.  
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6.2. AVALIAÇÃO DA POTÊNCIA DOS COMPONENTES DIFTÉRIC O E TETÂNICO 

NA VACINA COMBINADA COMPLETA PELA SORONEUTRALIZAÇÃO  IN VIVO 

EM COBAIAS 

 

 

          Os gráficos a seguir referem-se aos resultados obtidos a partir do teste de 

soroneutralização in vivo, pelo qual a potência dos componentes tetânico e diftérico, 

presentes da vacina DTP, foi avaliada. Foram comparadas a vacina DTP-Hib e a 

vacina combinada completa, sendo a potência fornecida em Unidades Internacionais 

por mL.  

 

 

 

Figura 20. Potência do componente tetânico na vacina combinada completa (DTP-Hib/B/C) ( ) 

(Grupo 1) e na DTP-Hib ( ) (Grupo2) pelo teste da neutralização in vivo realizado com 5 cobaias 

(p<0,05). O traço (||||) representa a mediana. A cruz (+) representa a média.     
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Figura 21. Potência do componente diftérico na vacina combinada completa (DTP-Hib/B/C) ( ) 

(Grupo 1) e na DTP-Hib ( ) (Grupo 2) pelo teste da neutralização in vivo realizado com 5 cobaias 

(p<0,05). O traço (||||) representa a mediana. A cruz (+) representa a média.     

 

 

6.3. AVALIAÇÃO DA POTÊNCIA DOS COMPONENTES DIFTÉRIC O E TETÂNICO 

NA VACINA COMBINADA COMPLETA PELO ELISA A PARTIR DE  AMOSTRAS 

SANGUINEAS DE CAMUNDONGOS SUÍÇOS 

 

Os gráficos a seguir referem-se aos resultados obtidos a partir do teste de 

ELISA, pelo qual a quantificação dos anticorpos contra os componentes tetânico e 

diftérico, presentes da vacina DTP, foi avaliada. Foram comparadas a vacina DTP-

Hib e a vacina combinada completa, sendo o resultado fornecido em Unidades de 

ELISA por mL. 
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Figura 22. Quantificação dos níveis de IgG total ao componente diftérico na vacina combinada 

completa (DTP-Hib/B/C) ( ) (Grupo 1) e na DTP-Hib ( ) (Grupo 2) avaliada pelo ELISA de 

amostras sanguíneas de 23 camundongos suíços (p>0,05). O traço (||||) representa a mediana. A cruz 

(+) representa a média.     

 

 

Figura 23. Quantificação dos níveis de IgG total ao componente tetânico na vacina combinada 

completa (DTP-Hib/B/C) ( ) (Grupo 1) e na DTP-Hib ( ) (Grupo 2) avaliada pelo ELISA de 

amostras sanguíneas de 23 camundongos suíços (p>0,05). O traço (||||) representa a mediana. A cruz 

(+) representa a média.     
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6.4. AVALIAÇÃO DA PIROGENICIDADE DA VACINA COMBINAD A COMPLETA 

REALIZADA EM COELHOS 

 

O quadro 6.4 apresenta os resultados de pirogenicidade de cada componente 

isolado e da vacina combinada completa. 

 

Quadro 6.4. Pirogenicidade dos componentes presentes na vacina e após sua combinação  

VACINA DILUIÇÃO EU/mL* 

Meningocócica B 1/4000 20000 

Meningocócica C conjugada 1/4 20 

DTP 1/3000 15000 

Hib 1/4 20 

Combinada completa 1/6000 30000 

*Unidades de endotoxina por mL 

 

 

 

De acordo com os resutado obtidos, a vacina combinada apresentou uma 

concentração de endotoxina acima do limite tolerado (5 EU/mL) . 
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7. DISCUSSÃO 

 

A combinação de vacinas é uma estratégia que data do século XX. A primeira 

a ser introduzida, em 1948, foi a vacina DTPw, seguida pela combinação dos três 

tipos de poliovírus em uma vacina inativada (IPV) em 1958 e atenuada (OPV) em 

1961. Em 1971, foi a vez da tríplice viral, com os vírus do sarampo, da caxumba e 

da rubéola, combinados em uma mesma vacina atenuada. Estas foram seguidas por 

uma crescente lista de vacinas combinadas e, até 2005, cerca de 20 delas já eram 

licenciadas pelos órgãos competentes de vários países (Dagan, 2005).  

Atualmente, existem muitas vacinas combinadas disponíveis no mercado. 

Algumas são formuladas através da mistura de diferentes antígenos que integram 

ativamente a formulação final, como a vacina DTP-Hib e outras são misturas dos 

mesmos tipos de microrganismos pertencentes a estirpes diferentes, como as 

vacinas contra a gripe. Tais vacinas podem se apresentar numa formulação 

combinada ou esta combinação pode ser realizada na hora da imunização 

(Jivapisarnpong, 2009). Essas formulações foram concebidas com o objetivo de 

reduzir o número de injeções necessárias para a rotina de imunizações, bem como 

diminuir o número de visitas aos locais de vacinação. Por essa razão, são mais 

economicamente viáveis e sua administração é menos laboriosa do que os 

componentes vacinais aplicados separadamente (Gidengil et al., 2010). 

Uma desvantagem da combinação de vacinas é a possibilidade de ocorrer 

interferências antigênicas entre alguns de seus componentes, levando a diminuição 

da resposta imunológica. Além disso, a avaliação da reatogenicidade é complexa, 

uma vez que as reações adversas são mais difíceis de serem atribuídas a cada 

componente. Outro problema apresentado é o comprometimento da estabilidade, 

bem como os custos diretos da vacina combinada, que são maiores do que as 

vacinas isoladas contidas em sua formulação. Apesar disso, leva-se em 
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consideração o fato de ocorrer, indiretamente, a diminuição nos custos com material, 

com armazenamento e pessoal treinado (Dagan, 2005; Llop & Bermúdez, 2008). 

O desenvolvimento de vacinas traz novos desafios aos processos de 

produção e administração das mesmas. A combinação de múltiplos antígenos em 

uma formulação requer a demonstração de que esta não reduz significativamente a 

segurança ou a imunogenicidade dos componentes vacinais. Além disso, outros 

fatores como a sequência de administração de certos antígenos podem 

desempenhar um papel importante na resposta imunológica (Edwards & Decker, 

1994; Decker & Edwards, 1995; Pichichero, 2000; Jatana & Nair, 2007). 

Para atingir estes objetivos de redução de visitas aos postos de vacinação e a 

uma melhor cobertura de indivíduos imunizados, este trabalho propõe a combinação 

da vacina DTP-Hib, amplamente utilizada no PNI (Programa Nacional de 

Imunizações), com as vacinas desenvolvidas em Bio-Manguinhos contra os 

meningococos grupos B e C, as quais estão em fase II do estudo clínico. A fim de 

avaliar a eficiência e a interferência dos componentes vacinais na combinação, ao 

longo do período analisado, foi proposta a metodologia padrão para cada 

componente e o ELISA como metodologia alternativa.  

 O ELISA já foi utilizado como metodologia alternativa para avaliação da 

potência de vacinas em vários estudos, como a resposta ao componente pertussis 

na DTP (Dias, 2003) e Hepatite A (Poirier, 2009). A partir de protocolos pré-

estabelecidos, os procedimentos para avaliação de amostras de soro de cada 

animal utilizado (camundongos ou cobaias) foram determinados de acordo com a 

literatura publicada anteriormente (Gupta, Maheshwari & Singh, 1985; Hong et al., 

1996; Sonobe et al., 2007).  

 O primeiro fator a ser considerado foi a ordem em que as vacinas seriam 

combinadas. Por ser líquida, a vacina DTP foi utilizada como diluente para a vacina 

Hib, seguida pelas vacinas meningocócica B e meningocócica C conjugada. Em 

seguida a combinação dos componentes vacinais, foi constatado que não houve 

alterações físico-químicas nas formulações administradas nos animais de 

experimentação. 

 Após a execução dos protocolos de imunização e recebimento das amostras, 

o soro processado foi submetido aos testes padrão e alternativo para a avaliação da 

imunogenicidade das formulações propostas. 
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A resposta imunológica para Neisseria meningitidis está ligada a níveis de 

anticorpos bactericidas fixadores de complemento, principalmente contra os grupos 

A e C (Goldschneider et al., 1969). Porém, estudos pré-clínicos em animais e teste 

de vacinas em humanos têm indicado que anticorpos bactericidas (SBA) 

subestimam o nível de proteção proporcionado pela resposta imune ao meningococo 

e sugere que outros mecanismos da resposta imunológica também são importantes 

(Perkins et al., 1998, Vermont & van der Dobbelsteen, 2002).  

Em recente estudo de imunogenicidade em camundongos imunizados com a 

vacina cubana, foi observado um aumento significativo dos níveis de IgG e 

anticorpos bactericidas após a terceira e quarta dose indicando uma predominância 

de IgG2 sobre IgG1 após a terceira dose. Porém, o aumento do número de doses 

favoreceu o desenvolvimento de IgG1, como pode ser observado após a quarta 

dose (Silva Junior et al., 2007). 

 No estudo de fase I da vacina meningocócica B brasileira, foi observada uma 

diferença significativa nos níveis de anticorpos após a terceira dose, em resposta as 

cepas N44/89 e N603/95 pelo ELISA. Pelo método de análise dos anticorpos 

bactericidas foi observada uma tendência de soroconversão crescente para as duas 

cepas vacinais com as concentrações maiores dos antígenos, considerando um 

aumento de quatro vezes o valor do soro pré-imune (informação pessoal). 

 No presente trabalho observamos pelo ELISA que os níveis de anticorpos IgG 

para as cepas prevalentes brasileiras (N44-89 e N603-95), tanto para a formulação 

combinada quanto para a vacina meningocócica B brasileira, aumentaram e 

induziram uma soroconversão 30 dias após a 3ª dose, confirmando os resultados 

observados anteriormente (Jessouroun et al., 2004). 

 Na avaliação dos títulos de IgG total, no ELISA, para polissacarídeo C, foi 

observado um aumento nos níveis de anticorpos e soroconversão para este 

componente vacinal 30 dias após a última dose da vacina meningocócica C 

conjugada. Estes resultados eram esperados, uma vez que o aumento de anticorpos 

frente a essa vacina já foi detalhado por outros autores (Gold et al., 1977; Silveira et 

al., 2007).  Porém, quando são comparadas as respostas desta vacina e da vacina 

combinada completa, uma diferença significativa foi observada. Duas hipóteses para 

este fato foram aventadas: a primeira, de que o número de animais utilizados teria 

sido pequeno, o que poderia estar comprometendo o resultado; e a segunda, de que 

algum componente poderia estar interferindo na resposta ao componente vacinal. 

Com isso, é proposto um novo protocolo com um número maior de animais e com 
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combinações entre a vacina meningocócica C conjugada e os componentes da 

vacina combinada completa separadamente. 

 Numa segunda análise do soro dos camundongos imunizados com a vacina 

combinada completa, agora com o dobro dos animais imunizados anteriormente, a 

diferença entre a resposta à vacina meningocócica C conjugada e a vacina 

combinada completa  não apresentou uma diferença estatística significativa, ficando 

o p-valor muito próximo do limite de 0,05. 

   Após as combinações da vacina meningocócica C conjugada com as 

vacinas  DTP, Hib e meningocócica B, foi constatado que, segundo as análises 

estatísticas, esta última não interferiu na resposta dos animais à vacina 

meningocócica C conjugada como observado em outros estudos, onde a VME 

funciona como adjuvante para a vacina polissacarídica C induzindo a expressão de 

moléculas co-estimulatórias essenciais na resposta imunológica (Pérez-Melgosa et 

al., 2001; Fukasawa et al., 2004). 

 A combinação com a vacina DTP aumentou significativamente a resposta ao 

polissacarídeo C. Embora não tenha sido possível a combinação com cada 

componente DTP separadamente, essa interferência se deu, provavelmente, pela 

presença da fração pertussis da vacina. A base imunológica para este evento não é 

bem entendida, mas segundo relatos anteriores isto pode estar relacionado a 

presença das porinas (Por A), componente principal da VME de Neisseria 

meningitidis e da Bordetella pertussis, que atua como um adjuvante ou um mitógeno, 

induzindo a expressão de moléculas co-estimulatórias como CD40, CD80 e CD86, 

as quais são essenciais na indução de uma resposta T dependente (Fukawasa et 

al., 2004).  

Assim como a vacina DTP, a vacina Hib também aumentou significativamente 

a resposta ao polissacarídeo C. Este fato também foi observado por Marshall e 

colaboradores (2011), onde os pesquisadores investigaram a ação da vacina Hib-

MenCY frente a uma vacina contra Neisseria meningitidis que incluía o sorogrupo C 

em sua formulação. Neste estudo, 98% dos indivíduos no grupo Hib-MenCY 

apresentaram melhor resposta ao meningococo C, em comparação a 79% do grupo 

controle de indivíduos vacinados somente com a vacina contra Neisseria 

meningitidis sorogrupo C. 

 Outros estudos têm sido realizados com o objetivo de analisar a eficiência 

das proteínas carreadoras, utilizadas nas conjugações aos polissacarídeos, no 

aumento da resposta imunológica do indivíduo imunizado contra o meningococo 
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grupo C. Apesar de existirem uma quantidade razoável de proteínas carreadoras, a 

mais utilizada e eficiente é o toxóide tetânico. Segundo Gatchalian e colaboradores 

(2008), a média geométrica da concentração de anticorpos para o polissacarídeo de 

meningococo C conjugado ao toxóide tetânico é significativamente superior do que 

quando conjugado ao CRM-197 ou ao toxóide diftérico. Segundo Dagan e 

colaboradores (1998), a concentração de proteína carreadora pode ser responsável 

pelo aumento da resposta imunológica ao polissacarídio conjugado. Como tal 

proteína está presente na formulação dessas duas vacinas (DTP e Hib) combinadas 

a meningocócica C conjugada, esta concentração de TT pode ser responsável por 

esse aumento da resposta ao polissacarídio C encontrado.   

 O ELISA (metodologia padrão para avaliação da imunogenicidade para o 

componente PRRP) para Hib apresentou aumento progressivo nos níveis de IgG, 

com soroconversão 30 dias após a última imunização. O mesmo foi observado na 

análise da vacina combinada completa. Esses resultados eram esperados, uma vez 

que a combinação DTP-Hib já faz parte da rotina de imunizações brasileira (Ribeiro 

et al., 2007) e tem sua eficácia e imunogenicidade amplamente estudada 

(Hoppenbrouwers et al., 1999; Monteiro, Takano & Waldman, 2010). Além disso, 

trabalhos anteriores já descreveram o sucesso da combinação de Hib a outras 

formulações, incluindo vacinas contra Neisseria meningitidis (Kerdpanich et al., 

2008; Nolan et al., 2007; Saydam et al., 2010).   

 Apesar dos anticorpos desempenharem um papel importante na proteção 

contra Bordetella pertussis, os mecanismos imunológicos envolvidos na resposta 

humoral ainda não são bem definidos. Tal fato está ligado à impossibilidade de 

discriminação pelo ELISA entre os anticorpos que se ligam a determinantes 

conformacionais sobre a estrutura da bactéria ou a determinantes sobre as proteínas 

desnaturadas, sem poder prever a funcionalidade destes anticorpos na limitação da 

infecção (Mills, 2001). Ainda assim, o ELISA tem sido utilizado em vários testes 

clínicos para avaliação dos níveis de anticorpos em indivíduos imunizados com o 

componente pertussis (Trollfors et al., 1995; Simondon et al., 1997).  

 A análise realizada sobre os resultados do ELISA para Bordetella pertussis 

revelou aumento do nível de anticorpos contra esse microrganismo e soroconversão 

30 dias após a última imunização, tanto para a vacina combinada completa quanto 

para a vacina DTP-Hib. Esse resultado já foi observado por outros pesquisadores, 
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tanto para a combinação DTP-Hib (Begg et al., 1995; Martins et al., 2008) quanto 

para DTP combinada a outras formulações (Southern et al., 2006; Gatchalian et al., 

2008;). 

 Devido a uma grande quantidade de proteínas imunogênicas presentes na 

membrana da Bordetella pertussis (mais de 3000), ela apresenta tanto um efeito 

adjuvante próprio como para outros componentes combinados, exercendo um efeito 

estimulatório da resposta imunológica de uma maneira geral (Pollabauer et al., 

2009).  Estudos imunológicos em humanos e animais já demonstraram que a vacina 

contra Bordetella pertussis é capaz de aumentar a produção de anticorpos contra 

vários antígenos (Greenber & Fleming, 1947; Greenber & Fleming, 1948; Fleming, 

Greenberg & Beith, 1948; Kind, 1957; Munoz, 1963; Finger, 1965; Munoz & 

Bergman, 1698; Finger, Emmerling & Brüss, 1970), e que o aumento na síntese de 

imunoglobulina induzida pela bactéria deve-se, sobretudo, a uma multiplicação 

prolongada e acelerada de células formadoras de anticorpos (Finger, Emmerling & 

Schmidt, 1967; Finger et al., 1968; Rowley et al., 1968; Finger, Emmerling & Brüss, 

1970).   

  A avaliação da potência dos componentes diftérico e tetânico na vacina 

DTP é rotineiramente estimada através do teste de neutralização in vivo em cobaias 

Short-Hair (Sonobe et al., 2007) e em camundongos suíços (Cohen, Ramshorst & 

Tasman, 1959) respectivamente. O critério de aceitação da eficiência deste 

componente requer a análise de um pool de soros de, no mínimo, quatro cobaias 

após quatro semanas de imunização subcutânea com 1 ½ dose humana produzindo, 

no mínimo, uma concentração de 2 UI/mL (uso em crianças) e 0,5 UI/mL (uso em 

adultos) de antitoxina (Dular, 1993). Algumas metodologias alternativas são 

utilizadas na avaliação da potência, como o  ToBI (Gupta, Maheshwari & Singh, 

1985) e o ELISA (Gupta, 1995; Kristiansen, Aggerbeck & Heron, 1997), 

apresentando, principalmente o ToBI, uma alta correlação com a metodologia 

padrão (Walory, Grzesiowski & Hryniewicz, 2000). 

 O teste de neutralização in vivo em cobaias mede diretamente a atividade 

biológica da antitoxina diftérica e tetânica por demonstrar a capacidade do soro do 

animal em neutralizar a toxina (WHO, 1993). Nesta análise, os resultados são 

baseados nas proporções de animais mortos e sobreviventes ao final de um 

determinado período, geralmente quatro dias, após a injeção da mistura soro-toxina 
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(Barile, Hardegree & Pittman, 1970; Eckmann 1963; Glenny & Stevens 1938; 

Gottlieb et al., 1964; Wilkins & Tasman 1959). A precisão e a sensibilidade do teste 

de neutralização são influenciadas pela natureza da toxina utilizada (bruta ou 

purificada), o nível de teste da toxina (L+), bem como o peso dos camundongos 

(Gupta, Maheshwari & Singh,1985; Peel, 1980). 

De acordo com os resultados obtidos, houve uma diferença significativa no 

teste in vivo para os componentes diftérico (p= 0,0168755) e tetânico (p=0,0162238) 

quando analisamos a potência da vacina em animais imunizados com a DTP-Hib e 

em animais imunizados com a vacina DTP-Hib combinada com as vacinas 

meningocócica B e meningocócica C conjugada brasileiras. A vacina DTP-Hib 

mostrou-se mais eficiente em cobaias, na indução pelo componente diftérico, do que 

quando combinada com as vacinas meningocócicas. Tal fato pode ser devido à 

inclusão dos componentes vacinais meningocócicos na combinação, como 

observado por outros autores onde tais vacinas podem interferir negativamente nos 

componentes da vacina DTP-Hib (Gatchalian et al., 2007) ou estar relacionado à 

capacidade da bactéria do gênero Neisseria de neutralizar o soro de cobaias 

comprometendo sua resposta a outros antígenos (Arko & Wong 1977). 

Gatchalian e colaboradores (2007) avaliaram a imunogenicidade dos 

componentes de uma combinação de vacinas (DTP-Hib-HBV-Neisseria meningitidis 

sorogrupos A e C) em humanos. Neste estudo, a combinação que continha a vacina 

antimeningocócica C em sua formulação apresentou diminuição significativa nos 

níveis de resposta a Bordetella pertussis quando comparada à combinação que não 

incluía essa vacina. Em contrapartida, os níveis de anticorpos antitetânicos 

aumentaram quando comparadas à vacina experimental DTP-Hib-Neisseria 

meningitidis sorogrupos A e C ao controle DTP-Hib-HBV-Neisseria meningitidis 

grupo C. 

Em estudo realizado com Neisseria gonorrhoeae, foi observado que lavados 

da superfície da bactéria eram capazes de neutralizar a ação do soro de cobaias. Os 

pesquisadores não sabem a razão pela qual esses resultados ocorrem. Por isso, 

salientam que esses resultados necessitam de uma investigação mais profunda 

(Arko & Wong, 1977). 

Também já foram relatados casos em que espécies do gênero Neisseria não 

foram capazes de promover infecção em cobaias (Arko & Wong, 1977; Novotny et 
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al., 1978). Arko provou, em 1977, que cobaias só eram capazes de desenvolver 

infecção contra Neisseria se a elas fosse fornecida dexametasona, um medicamento 

pertencente à classe dos corticosteróides, que atua no controle da velocidade de 

síntese de proteínas e altera profundamente a resposta imune devido a sua ação 

imunossupressora (Arko, 1977). Estes fatos podem explicar a diminuição da 

potência dos componentes diftérico e tetânico das vacinas DTP-Hib quando 

combinadas às vacinas meningocócica B e C conjugada, já que há interferência na 

resposta imunológica e do reconhecimento de membros do gênero Neisseria quando 

estes microganismos são utilizados em testes com cobaias.     

  Quando analisados os resultados da potência das vacinas DTP-Hib e 

combinada completa em relação à toxina tetânica, observa-se diminuição da 

resposta a esta última quando as vacinas meningocócicas B e C conjugada são 

adicionadas ao sistema. A literatura não descreve o mecanismo pelo qual ocorre 

esse fato. Porém, pelas mesmas hipóteses inferidas por Arko em 1977, Arko e Wong 

em 1977 e Novotny e colaboradores em 1978, pode-se deduzir que as vacinas 

contra Neisseria meningitidis sorogrupos B e C atuem da mesma maneira, 

interferindo no resultado final quando a avaliação é feita em cobaias.  

 Porém, quando analisamos a resposta imunológica aos componentes tetânico e 

diftérico em camundongos suíços, não observamos diferença significativa entre os 

dois grupos analisados (DTP-Hib e DTP-Hib/B/C). Devido aos camundongos suíços 

serem utilizados como modelo de avaliação do gênero Neisseria (González et al., 

2006) podemos concluir que não ocorre interferência na resposta imunológica a 

outros componentes vacinais ocasionada por tal gênero. 

A febre é um dos principais sintomas de infecções causadas por patógenos 

(Balls et al., 1995; Balls & Karcher, 1995). Entretanto, a reação febril não está 

diretamente conectada a microrganismos vivos. No final do século XIX, foi 

descoberto que os contaminantes capazes de induzir febre eram estáveis ao calor. 

Logo depois, foi feita a conexão entre pirogenicidade e a endotoxina termoestável de 

bactérias gram-negativas (Hartung et al., 2001).   

 Endotoxinas bacterianas, encontradas na membrana externa desses 

microrganismos, são membros de uma classe de fosfolipídeos chamados 

lipopolisacarídeos (LPS) (EMEA, 2009). É o contaminante pirogênico mais 

frequentemente encontrado em medicamentos (Das et al., 2004). Quando estes 
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componentes microbianos estão presentes os monócitos/macrófagos reagem, 

induzindo a liberação de pirogênios endógenos, como prostaglandinas e as citocinas 

pró-inflamatórias: interleucina-1, interleucina-6 e fator de necrose tumoral-α (Barth et 

al., 2007). 

 A fim de atestar a vacina combinada, esta foi submetida a testes de 

pirogenicidade em coelhos. O teste envolve a medida do aumento da temperatura 

nos animais, após a injeção intravenosa da vacina, verificando a temperatura retal 

dos animais a intervalos de 30 minutos, por um período de 3 horas (Pearson, 1985; 

Brasil, 2003; USP30, 2007). 

 Dois testes de pirogenicidade foram realizados, com a finalidade de 

corroborar os resultados. Em ambos a vacina combinada completa foi reprovada, 

uma vez que aumentou a temperatura dos animais. Estes resultados se deram, 

provavelmente, pela presença das frações pertussis e VME de Neisseria 

meningitidis sorogrupo B na vacina, dois componentes conhecidamente pirogênicos 

(Andersen & Solberg, 1978; Sidey, Furman & Wardlaw, 1989; Caroff et al., 2000; 

Stoddard et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 93

 

 

 

8. CONCLUSÕES  

  

• A combinação das vacinas meningocócicas B e C conjugada à vacina DTP-Hib 

não alterou suas propriedades físicas e químicas; 

• A combinação proposta não interferiu na resposta imunológica à vacina 

meningocócica B, aos componentes pertussis e ao PRRP da vacina DTP-Hib 

avaliada pela metodologia alternativa em camundongos suíços; 

• No caso da vacina meningocócica C conjugada, houve uma interferência 

negativa de algum componente da combinação no título de IgG total induzido 

pelo polissacarídeo C observado pelo ELISA. Porém, quando a vacina 

meningocócica C conjugada foi combinada aos componentes vacinais 

separadamente, observamos uma interferência positiva tanto da DTP quanto da 

Hib, na resposta imunológica dos camundongos ao polissacarídeo C. Baseado 

em tais resutados, não foi possível detectar o componente interferente da vacina 

combinada completa na resposta ao polissacarídeo C; 

• Pela metodologia padrão utilizada na avaliação da potência dos componentes 

diftérico e tetânico em cobaias, houve uma redução na capacidade protetora 

quando a vacina DTP-Hib foi combinada com as vacinas meningocócicas B e C 

conjugada. Porém, quando a quantificação de IgG foi realizada pela metodologia 

alternativa (ELISA), em camundongos, não houve diferença na capacidade de 

indução de anticorpos pelas duas combinações; 

• A vacina combinada completa apresentou uma alta pirogenicidade quando 

avaliada pela metodologia in vivo (coelhos). Este fato deve-se, provavelmente, à 

presença dos componentes pertussis e VME de Neisseria meningitidis grupo B 

na formulação. Alternativas para a redução dessa pirogenicidade seriam realizar 

a combinação das vacinas meningocócicas com a vacina DTP acelular ou, ainda, 

combinar as vacinas contra meningites bacterianas (meningocócica B e 
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meningocócica C conjugada) e, durante o esquema de imunização, intercalar as 

doses da vacina DTP realizando, sempre, os testes apropriados; 

• Os resultados obtidos pela metodologia proposta (ELISA) foram satisfatórios na 

avaliação da resposta imunológica a todos os componentes vacinais utilizados na 

combinação. Porém, foi impossível a comparação de tais resultados com a 

metodologia padrão. 
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