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RESUMO

Mesmo estando associada a reacdes adversas severas como desordens neuroldgicas,
choques e convulsdes, a vacina DTP vem sendo utilizada ha pelo menos 70 anos e, segundo a
OMS, ainda continua sendo uma demanda social importante como medida profildtica no
controle da coqueluche, fazendo parte dos programas de imunizacdo de paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento.

Apesar da utilizacdo de ensaios de toxicidade para o controle desta vacina, pouca
informacao pode ser obtida no que diz respeito a avaliacdo da relacdo entra sua toxicidade em
modelos animais e a ocorréncia de reacdoes adversas com a vacinacdo em humanos. A
fisiopatologia das reagdes adversas associadas a vacina DTP ainda ndo estd totalmente
compreendida, mas uma série de evidéncias demonstram que o conteido de
Lipopolissacarideo (LPS) e de residuos ativos da Toxina Pertussis (PT) presentes na vacina
sd0 os responsaveis por estas complicagdes, sejam elas locais ou sist€micas.

Em nosso trabalho, investigamos a resposta inflamatéria produzida em camundongos
por duas vacinas DTP de diferentes produtores (DTP-1 ¢ DTP-2) em um estudo comparativo
com as vacinas DT, DTP Acelular e uma vacina de Referéncia. Utilizando-se da metodologia
da medida do edema de pata em camundongos que constitui-se de um modelo que permite a
investigacdo de reagdes locais e do estudo das populagdo de leucdcitos, que constitui-se de
um modelo de investigacdo da reacdo sist€mica, procuramos investigar a resposta
inflamatdria aguda induzida pela vacina DTP. Esta medida do edema foi tomada através de
um pletismdmetro e a contagem de células foi feita em cAmaras de Neubauer.

Paralelamente, foram também realizados: um estudo histopatolégico, onde analisou-
se o envolvimento dos tecidos epitelial e muscular; a dosagem do contetido de citocinas pro-
inflamatorias (IL-100 IL-6 e TNF-O0) pelo método de ELISA; a quantificagdo do conteudo de
LPS através do LAL para todas as vacinas e a quantificacdo do conteido da PT pelo método
do efeito “clustering” em células CHO para as vacinas que contém o componente pertussis.

Observamos que o edema de pata foi mais intenso nas vacinas onde o contetudo de PT
foi maior como na DTP-2 e Referéncia, ndo descartando um possivel envolvimento do LPS.
A vacina de Referéncia destacou-se pela alta concentracdo de LPS. Os leucdcitos sofreram
alteracOes apds o tratamento com as vacinas DTP-1, DTP-2 e Referéncia, com promocdo de
acentuada neutrofilia, sendo também observado, em alguns casos discreto aumento dos
linfécitos e dos mondcitos. A andlise histopatoldgica revelou a formacao de intenso exsudato
purulento e acumulo de polimorfonucleares para todas as vacinas. Com relac@o a producao de
citocinas pré-inflamatérias, foi evidenciada somente a citocina IL-6, citocina caracteristica de

processos inflamatdrios causados por bactérias. A presenca desta interleucina foi detectada

somente para as vacinas DTP-1, DTP-2 e Referéncia.



ABSTRACT

DTP vaccine has been used for more than 70 years and still represents a major
prophylactic measure in the control of pertussis, tetanus and diphtheria infections
despite being associated with severe adverse reactions such as neurological
derangements, seizures and shock. Sparse information can be obtained regarding the
correspondence between toxicity test in animal models and the occurrence of adverse
reactions upon vaccination of humans. The mechanisms implicated in the adverse
reactions associated with DPT vaccine is still not fully understood, but several evidence
point to LPS and active residues of pertussis toxin (PT) as the main culprits for local and
systemic complications. In this work we investigated the inflammatory response induced
by two different DTP vaccines (originated from two different producers — DPT-1 and
DPT-2) in mice and compared this with DT vaccine, acellular DPT vaccine, and a
Reference vaccine. We applied the paw edema model using a pletismograph, followed
by systemic analysis of the leukogram, analysis of the blood levels of pro-inflammatory
cytokines (IL-10 IL-6 e TNF-O) and histopathological analysis of the paw tissue. LPS
and PT contents were determined by the LAL and CHO cells clustering test,
respectively. We observed that paw edema was more intense in those vaccines with a
higher content of PT, although the contribution of LPS to the reaction could not be ruled
out. A marked neutrophilia and a discrete increase in lymphocyte and monocyte
numbers were observed with DPT-1, DPT-2 and the Reference vaccine. Histological
examinations revealed an intense exsudative process with neutrophilia and pus
formation in all vaccines tested. Cytokine analysis showed that IL-6 was the only
cytokine with increased levels detected after DTP-1, DPT-1 and Reference vaccine

challenge.
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I. INTRODUCAO

L1 A Vacina DTP: Consideracées Gerais, Uso e Controle

Apesar das vacinas figurarem como os produtos bioldgicos mais seguros,
eficazes e com a relagdo “custo/beneficio” mais favoravel, sabe-se que uma série de
efeitos adversos podem ocorrer apds sua aplicagdo. Tais eventos ocorrem com
freqii€éncia relativamente alta apds o uso de algumas vacinas como ¢ o caso da vacina
contra a difteria, o tétano e a coqueluche (Vacina DTP). No caso desta vacina, a maioria
destes eventos sdo referidos como de carater benigno e transitdrio i.e. febre e dor local.

Reagdes graves sdo colocadas como raras, mas quando ocorrem, quase nunca,

sdo reconhecidos os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nestas complicacdes.
Havendo associag@o temporal entre a aplicacdo da vacina e a ocorréncia de determinado

evento adverso, considera-se possivel a existéncia de vinculo causal entre os dois fatos.
Torna-se portanto, de cardter fundamental e indispensdvel uma avaliagdo laboratorial
que propicie uma busca rigorosa do diagnostico etiolodgico, com a finalidade de se
entender se o evento adverso, a seqiiela, ou mesmo o 6bito possam ser atribuidos a
vacina. No entanto, na maioria das vezes, ndo dispomos de um modelo de estudo que
possa evidenciar a relagdo causal entre a vacina e o evento adverso, ou mesmo a relagdo
entre o ensaio laboratorial € a ocorréncia do evento em campo (M.S., 1988).

A vacina que € o objeto de nosso estudo, mundialmente conhecida como vacina
triplice bacteriana ou vacina DTP, esteve no centro de controvérsias sobre avaliacdo e
comercializacdo de vacinas para criangas pelo menos desde a ultima metade do século
XX. Estas controvérsias, demonstram transcender os limites da pesquisa cientifica,
redefinindo relagdes complexas entre a industria, o governo, leis e direitos do
consumidor, pelo menos no que se observa principalmente na historia ocorrida nos
Estados Unidos da América.

Os efeitos colaterais perigosos provocados por esta vacina sdo conhecidos ha
cinco décadas e pelos menos ha quatro delas se tem empregado esfor¢os na obtengdo de
uma alternativa mais segura e, mesmo decorrido todo este tempo em pesquisas, esta
alternativa mais segura somente se tornou viavel na década de 1990, com o surgimento
da vacina conhecida como DTP acelular.

O fato ¢ que este produto bioldgico (vacina DTP) faz parte de um grupo de vaci-
nas recomendado e amplamente utilizado no Programa Ampliado de Imuniza¢des da

Organizacdo Mundial de Satde (OMS), sendo a sua aplicacdo indicada a toda



populagdo mundial menor de 5 anos. Esta preparacdo tem um importante papel em
saude publica no controle de trés doencas: a difteria, o tétano e a coqueluche que sdo
especificamente previniveis pela imunizagdo. A eficiéncia da protecdo conferida por
esta vacina se baseia na produ¢do de anticorpos aos antigenos pertussigenos (como a
toxina pertussis, os filamentos de hemaglutinina, os lipopolissacarideos) e aos toxoides
tetanico e diftérico.

As vacinas atuais contra a coqueluche sdo produzidas a partir de uma ou mais
cepas de B. pertussis que devem possuir os aglutinogéneos 1, 2 e 3. O processo de
producdo compreende as etapas de cultivo, inativag¢do, padroniza¢do da concentracdo
(ajuste opacimétrico), prova de poténcia e prova de toxicidade. Logo a seguir, a vacina
sofre um processo de adsor¢do a um adjuvante (hidréxido de aluminio ou fosfato de
aluminio) e a combinacdo com toxdides tetanico e diftérico, obtendo-se assim a vacina
DTP adsorvida, defini¢do esta, utilizada pela OMS em 1985 (WHO,1985).

Os ensaios aplicados ao controle da vacina DTP correspondem a dois tipos de
ensaios de toxicidade: 1. o ensaio de toxicidade propriamente dito, conhecido como
toxicidade inespecifica, toxicidade anormal ou teste de inocuidade e 2. os ensaios de
toxicidade especifica, que normalmente sdo aplicados durante o processo de produgao.

O primeiro, toxicidade inespecifica, ¢ utilizado para verificar a presenga de ele-
mentos estranhos ou indesejaveis que possam aparecer na vacina, devendo o produto
apresentar-se nao toxico para este ensaio. Neste ensaio, uma dose da vacina € inoculada
em camundongos e cobaias ¢ por um periodo de sete dias observa-se se ha o apareci-
mento de sinais toxicos, que segundo a OMS e algumas Farmacopéias sdo evidenciados
pelo aparecimento de perda de peso ou morte dos animais envolvidos.

Os testes ditos especificos sdo utilizados para detectar propriedades potencial-
mente perigosas relacionadas a certas vacinas, como por exemplo:

* habilidade dos toxoides diftérico e tetanico se reverterem para toxina,

* possibilidade de produgio de bacilo virulento na BCG,

* possibilidade de vacina contra poliomielite causar neuroviruléncia.

Para a vacina DTP de células inteiras, a toxicidade especifica vem sendo controlada
pelos seguintes ensaios:

1.  Ensaio de ganho de peso em camundongos ou toxicidade especifica
para o componente pertussis (WHO, 1990), que ¢ dependente da
observagdo, a partir da inoculagdo intraperitoneal da vacina em
camundongos, de uma perda de peso sofrida pelos animais nas

primeiras 24h seguidas de um aumento de peso e recuperagdo dos
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animais dentro de um periodo de sete dias (Cameron, 1976). O grupo
tratado com a vacina teste ¢ comparado com um grupo controle ao qual
se inoculou solugdo salina.

2. Ensaio de toxicidade especifica para os componentes diftérico e teta-
nico (WHO, 1990) .

3. Ensaio para verificagdo da irreversibilidade da toxicidade para os
componentes diftérico e tetdnico (Cameron, 1976; WHO, 1990).

Estes ensaios, segundo a OMS, devem fornecer informagdes sobre a seguranca e
a qualidade da vacina produzida, sendo seus resultados um indicativo de que a vacina
esta pronta para o uso. Dentre estes, a toxicidade especifica para o componente pertussis
tem sido um ensaio, aplicado ndo somente no processo de producdo mas também no
produto final, pois a maioria dos eventos adversos sdo atribuidos ao componente
pertussis da vacina DTP. Por isso, a OMS ndo tem baseado suas recomendagdes
somente nestes ensaios; tem recomendado a utilizagdo de ensaios complementares onde
a avaliagd@o dos efeitos toxicos relacionados ao componente pertussis possam ser melhor
compreendidos e que venham a contribuir para uma maior seguranga em relagdo ao uso
da vacina (WHO, 1990).

A OMS alerta ainda as autoridades de controle e aos produtores, a observarem
que o resultado obtido com relagdo ao ensaio de ganho de peso depende ndo somente de
fatores relacionados a vacina, como também as cepas dos animais utilizados e de suas
condi¢des de manutencdo. Chama a atengdo ainda, ao fato de que com este ensaio € com
o ensaio de toxicidade inespecifica, pouca informagdo pode ser obtida para se avaliar a
relagdo entre a toxicidade da vacina em animais e a ocorréncia de reagdes adversas com
a vacina¢do em humanos (WHO, 1990).

Esta preocupagdo com as reagdes adversas estd respaldada na observagdo de
ocorréncias associadas ao uso da vacina DTP. Tal fato tem levado varios pesquisadores
a publicarem trabalhos cientificos que buscam propor, avaliar e padronizar novos
ensaios que possam fornecer um conjunto maior de informagdes sobre a qualidade e
seguranca desta vacina.

Atualmente poucos sdo os paises que tém aplicado ensaios complementares ao
controle da vacina DTP. A Inglaterra, o Japao e a Holanda s@o exemplos de paises que
véem trabalhando no sentido de desenvolver ou aplicar ensaios que fornegam
informacgoes relevantes sobre a seguranga da desta vacina. Alguns destes ensaios en-
contram-se descritos em Requerimentos ou Recomendagdes Especiais, como o

JMR,1973 (Japanese Minimum Requirements for Biological Products) e WHO 1990.



E importante ressaltar, que normalmente no processo produtivo de uma vacina,
se procura obter o maior grau possivel de prote¢do (eficacia), com um menor grau
possivel de reatogenicidade (inocuidade). Antes de sua liberacdo para uso, o produto
deve cumprir trés fases de estudos como recomendado pela OMS, que podem levar
cerca de dez anos para sua conclusdo. Ap0s a fase 11, onde ja podem ter decorridos oito
anos de estudos, cerca de dois anos sdo ainda devotados a revisdo por parte das
autoridades nacionais de saude publica, dos estudos do produto e da documentacio
apresentada para o registro. Mas, mesmo apds o registro de sua fabricagdo e
distribuicdo em larga escala, um sistema de vigilancia para os eventos adversos devera

ser mantido (M.S., 1988).

1.2 A coqueluche e os fatores de viruléncia da Bordetella pertussis

A coqueluche ¢ uma doenga ndo invasiva, altamente contagiosa do trato
respiratorio humano e particularmente severa em criangas na primeira infancia (recém-
nascidos). A doenga pode assumir caracteristicas de suma gravidade, levando ao ébito
pelas possiveis complicagdes (Carrada, 1982; Veronesi, 1999). A coqueluche é causada
por um patégeno humano, a Bordetella pertussis, um coco-bacilo Gram-negativo,
originalmente isolado em 1906 por Bordet e Gengou (Bordet, 1906). Atualmente, ¢é
considerada uma sindrome (sindrome pertussis) podendo ser causada por varios agentes
como Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, Bordetella broncheseptica e
Adenovirus (tipo 1, 2 , 3 e 5) entretanto, apenas a Bordetella pertussis estd associada
com as coqueluches endémica e epidémica e com as complicagdes que podem levar a
morte (Moreno & Diaz, 2000).

Esta doenca € caracterizada por broncopneumonia, tosse paroxistica ¢ um chiado
tipico na respiragio quando o ar é inspirado. E uma doenca de grande prevaléncia em
paises em desenvolvimento, onde a falta de assisténcia médica e medicamentos como
antibidticos favorecem a progressdo da doenca. E uma doenca de natureza transmissivel
e sua severidade nestes paises tem provocado a morte de aproximadamente 346.000
criangas em todo o mundo (WHO, 1999). Mundialmente, a coqueluche ¢ a terceira
causa de morte entre as doencas imunopreviniveis (Ivanoff et al., 1997). Atualmente,
paises desenvolvidos deparam-se com a reemergéncia da coqueluche (DAS, 2002),
Figuras 1 e Quadro 1. Nesses paises, a imunizagdo em massa de criangas com a vacina
DTP celular reduziu a incidéncia e mortalidade entre criangas até quatro anos de idade.

Visto que a imunidade adquirida artificialmente ndo é duradoura, as altas taxas de
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cobertura vacinal determinaram uma mudanc¢a no padrido da infec¢do. Hoje em dia,
além de atingir as criangas ainda ndo completamente imunizadas, a coqueluche afeta
também as criancas vacinadas maiores de quatro anos de idade, adolescentes e adultos

(Edwards et al., 1999), Figuras 2 e 3.

Figura 1
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Quadro 1

Numero de casos confirmados de coqueluche
Brasil e grandes regides - 1991 a 1989

Regldo 1991 1692 1993 1994 1995 1996 1997 19688 1999
Brasil 7252 5155 5388 4098 3798 1245 1789 1337 1389
Nore 571 352 760 459 252 a5 938 433 386
Nordeste 3541 1958 1500 1411 1551 645 77 178 356
Sudeste 1183 1333 1344 702 693 206 155 247 249
Sul 1.101 B32 1193 1085 424 135 " 212 216

Centro-Oeste 856 679 591 481 478 183 315 267 162
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Figura 2 Figura 3
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Figura 2. Incidéncia da Coqueluche

nos EUA. Fonte CDC. Webarquive. Figura 3. Distribuicdo da Incidéncia

da coqueluche nos EUA, por faixa
etdria. Fonte CDC. Webarquive.

O curso natural da infec¢do comeca com a bactéria sendo introduzida no
hospedeiro pelo ar contendo goticulas de saliva de um individuo infectado. O patégeno
procede a colonizagdo do trato respiratério aderindo-se as células do epitélio ciliado da
traquéia e da nasofaringe. Uma vez promovida a aderéncia, a bactéria inicia a replicagdo
e a coloniza¢do das areas adjacentes. A proliferagdo bacteriana é localizada e ndo
invasiva e neste aspecto, proporciona um foco ou coldnias de bactérias a partir da qual
toxinas se dispersam causando mudancas fisiopatologicas que podem estar distantes do
sitio de infec¢do podendo sua agdo se manter por um tempo, mesmo depois que a
bactéria tenha sido eliminada, Figura 4. Devido a este aspecto, Pittman definiu esta
doenga como uma toxi-infecg¢do analoga a difteria e ao tétano (Pittman, 1979 e 1984).

As toxinas secretadas pelo microrganismo promovem dano na linha do epitélio
resultando em perda das células ciliadas o que induz uma tosse caracteristica (dai a
denominacdo pertussis, que significa tosse longa ou comprida). Estas toxinas também
auxiliam a bactéria a evadir a resposta imune do hospedeiro interferindo com os
mecanismos de limpeza. Paralisacdo da fun¢do dos cilios, desregulagdo no sistema
sinalizador das proteinas G do hospedeiro e inibi¢do da fun¢do da resposta imune
celular pela regulacdo positiva dos niveis de AMPc sdo exemplos dos danos causados

pelas varias toxinas da B. pertussis.



Figura 4
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Figura 4. Possiveis papéis das substdancias biologicamente ativas produzidas pela B.
pertussis. Contribuicdo dessas substdncias na patogénese da coqueluche e subseqiiente
imunidade; FHA:Hemaglutinina Filamentosa;, HLT: Toxina Termo-ldabil; LPS:
Lipopolissacarideo; TCT: Citotoxina traqueal. Baseado no diagrama de Olson (1975).

Extraido de Medical Microbiology v.2. Immunization Against Bacterial Desease, p.221.
Academic Press, 1983.



A incidéncia da coqueluche teve uma grande redugdo com o advento da vacina
pertussis em 1940, também conhecida como “whole-cell” ou vacina de células inteiras,
constituida de células inteiras de B. pertussis tratadas quimicamente ou inativadas pelo
calor. Esta vacina, que passou a fazer parte dos programas de imunizacdo ¢ conhecida
como vacina DTP (vacina contra a difteria, o tétano e a coqueluche) e demonstrou ser
extremamente eficaz na prevencdo dos sintomas da coqueluche. Os componentes
tetdnico e diftérico da vacina, comparativamente, tem atraido pouca controvérsia a
reputacdo da vacina. Pesquisas t€ém sido conduzidas na intengdo de trazer uma melhor
compreensdo do componente pertussis € de se desenvolver uma vacina com

constituintes menos reatogénicos.

1.3 O Género Bordetella

A Dbactéria classificada atualmente dentro do género Bordetella, teve uma
existéncia taxondmica dindmica, ndo tendo sido sempre classificada neste género. Foi
Lopez quem propds que um novo grupo, o género Bordetella fosse criado como uma
casa ou taxon para trés espécies: pertussis, parapertussis e bronchiseptica (Lopez,
1952). As evidéncias moleculares mais recentes, incluindo andlise de seqiiéncias de
DNA, eletroforese de isoenzimas e tipagem por PCR, justificam o agrupamento destas
trés espécies no mesmo género (Zee et al., 1997) e (Arico & Rappuoli, 1987). O fato
que chama atengdo é que estranhamente, a B. pertussis € a unica que estd adaptada a
uma simples condi¢do e tem sido somente encontrada infectando humanos.

A B. parapertussis causa em humanos uma coqueluche mais branda e tem sido
encontrada associada com infec¢des respiratorias em ovinos (Cullinane ef al., 1987). A
B. bronchiseptica coloniza a maioria dos outros mamiferos, causando doengas que tem
implicagdes comerciais (Goodnow, 1980), sendo a mais importante a que esta associada
a rinite atropica em suinos, que tras perdas consideraveis as industrias, podendo também
atacar canideos (Switzer, 1956; Thompson et al., 1976). A B. avium, patogeno das aves
foi adicionada recentemente ao género (Gross et al., 1989 ). Causa doengas respiratorias
em determinados tipos de galinaceos (Kersters ef al., 1984).

Recentemente novas espécies tém sido propostas para este género. B. hinzii é o
nome que assinala uma nova espécie isolada de bacteremias de individuos com AIDS
(Cookson ef al., 1994). Associada com a septicemia humana, outra espécie, designada
B. holmensii também foi identificada (Weyant et al., 1995). O nome B. trematum, foi

recentemente proposto para novas espécies isoladas de ferimentos e infec¢des do ouvido



(Damme et al., 1995). Embora nenhuma dessas espécies estejam associadas com
infecgdes do trato respiratdrio, elas sdo similares a outros membros do género baseado
em andlises filo genéticas (Cookson et al., 1994; Damme et al., 1996). Desde sua
descoberta, B. hinzii tem sido isolada do trato respiratorio de espécies de galinaceos

infectados (Damme ef al., 1995).

1.4 Fatores de Viruléncia da B. pertussis

O produto dos genes expressos pela B. pertussis no momento que ela invade e
persiste no hospedeiro recebe a terminologia de fatores de viruléncia ou determinantes
de viruléncia. Estes incluem adesinas que facilitam a aderéncia ao hospedeiro e toxinas
capazes de evadirem as defesas do organismo, Quadros 6 ¢ 7. Estudos de mutagénese
tem demonstrado que estas adesinas e toxinas sdo importantes para a persisténcia da
bactéria em modelos in vivo (Gross et al., 1992; Weiss & Goodwin, 1989). Estes
estudos favoreceram a idéia de que a estratégia para o desenvolvimento de vacinas
contra a coqueluche, significa incluir poucos imundgenos em vacinas chamadas
acelulares multi-componentes. Muitos dos fatores de viruléncia descritos a seguir tém
sido considerados como candidatos a antigenos vacinais; incluem-se entre eles:
Hemaglutinina Filamentosa (FHA), Fimbrias soro tipo-especificas (Aglutinogénios -
Agg- 2 e 3), Pertactina (69KDa), Toxina Pertussis (PT) e Toxina Adenilato Ciclase
(Ac). Outros determinantes de viruléncia também té€m sido considerados: Toxina
Dermonecrética (DNT) ou Termo-Labil (HTL), Citotoxina Traqueal (TC),
Lipopolissacarideo (LPS), Fator de Colonizagdo Traqueal (Tcf) e Proteinas do Locus da

Soro-Resisténcia (brK).

Quadro 2
Fatores de Viruléncia que atuam na patogénese da coqueluche

Fator de Viruléncia Regulagao pelo bvg
Fatores de Adesdo
Hemaglutinina Filamentosa
Pertactina
Fimbrias
Toxina Pertussis
Fator de Colonizagdo Traqueal*
Fatores de Citoxicidade
Citotoxina traqueal
Toxina Adenilato Ciclase
Toxina Pertussis i

+ + + + +

+

* possivel molécula de adesio

bvg = sistema de sinalizagdo




Quadro 3
Componentes da B. pertussis e seus possiveis papeis na patogénese da enfermidade

e na imunidade
Papel Toxina Hemagluitinina Aglutinogénios Pertactina Adenilato Citotoxina
Pertussis  Filamentosa Ciclase Traqueal

11 :provavelmente importante ! : possivelmente importante
?: importancia desconhecida 0: ndo importante

1.4.1 Hemaglutinina Filamentosa (FHA)

A etapa critica na infec¢@o causada pala B. pertussis ¢ a adesdo do patdgeno as
células do hospedeiro. A Hemaglutinina Filamentosa ¢ referida como a principal
adesina desta bactéria. E uma proteina de 220-kD associada a superficie secretada para
o ambiente extracelular para facilitar a aderéncia as células ciliadas do epitélio
respiratorio, que da inicio ao ciclo patogénico. Estes filamentos também podem
trabalhar como uma ponte de adesina, facilitando a adesdo de outros micro-organismos
(Tuomanen, 1985). Isto pode por sua vez explicar as superinfec¢cdes que complicam o
curso clinico da coqueluche.

Os dominios diferentes desses filamentos abrangem varias capacidades de
ligagdes, incluindo a adesdo aos fagocitos mediados por integrinas, ligacdo "a lectinas
mediadas aos agucares sulfatados encontrados na matriz extracelular (ECM) e em
células epiteliais, ¢ um dominio de reconhecimento de carbohidratos que permite a
adesdo ‘as células ciliadas presentes no epitélio respiratorio (Tuomanen & Weiss,

1985).

1.4.2 Fimbrias (Agg)

As fimbrias sdo filamentos extracelulares de proteinas que sdo encontrados na
maioria das espécies bacterianas. Também s3o conhecidos como pili ou aglutinogénios.
Sdo protusdes filamentosas longas que se extendem da superficie da bactéria
capacitando a ligacdo a receptores particulares, tendo um importante papel na
colonizagdo do hospedeiro (De Graaf et al., 1986; Steven et al., 1986).

A B. pertussis produz dois tipos distintos de fimbrias que foram primeiramente
identificados como aglutinogénios; sorotipo 2 e sorotipo 3 (também conhecido como

sorotipo 6).
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1.4.3 Pertactina (69-kDa)

Também conhecida como p.69 e OMP 69 devido a sua mobilidade
eletroforética, a pertactina ¢ atualmente uma outra proteina 60-KDa envolvida na
aderéncia bacteriana (Leininger ef al., 1991; Makoff et al., 1990). Produtos similares
sdo encontrados na superficie da B. parapertussis, p.70 (Dougan et al., 1991) e na B.
bronchiseptica, p.68 (Montaraz et al., 1985).

Nao se conhece os mecanismos pelos quais a pertactina se adere as células
eucarioticas nem tampouco foi encontrado algum receptor. Acredita-se que proteinas
como fibronectina e vitronectina facilitam a ligacdo desta proteina as células de
mamiferos (Hynes, 1987; Hynes, 1992).

A descoberta desta proteina aconteceu quando uma analise das vacinas
acelulares produzidas pela Industria Quimica Takeda Ltda, em Hikai, Japdo mostraram
a presenca de tracos de aglutinogénios e quantidades significantes desta proteina que foi
descrita como 69-KDa ou OMP como ja descrito acima.

Sua identificacdo na B. pertussis € as pesquisas sobre suas funcdes iniciaram-se
quando sua presenca foi relatada na B. bronchiseptica (Montaraza et al., 1985) a qual
confiria imunidade protetora em animais susceptiveis (Novotny et al., 1985). Esta

proteina também ¢ identificada como aglutinogénio (Breman ef al., 1983).

1.4.4 A Toxina Pertussis (PT)

A PT ¢ uma proteina globular obtida de sobrenadantes de cultivo de B. pertussis.
E uma exotoxina do tipo A - B. A subunidade A ¢ enzimaticamente ativa e composta
por uma unidade chamada S1. O oligdmero ou subunidade B ¢ responsavel pela unido
da toxina ‘a superficie das células eucariodticas. Desta forma a subunidade A pode
penetrar no interior das células do hospedeiro. A subunidade B é composta de outras
cinco subunidades (S2, S3, duas S4, S5). Na auséncia da subunidade A, a subunidade B
aglutina eritrocitos e estimula a mitose dos linfocitos. A subunidade A cataliza a ADP-
ribosilagdo de proteinas G. Na auséncia do substrato proteico esta subunidade cataliza a
hidrélise do NAD a ADP-ribose e nicotinamida. Acredita-se que a atividade ADP-
ribosiltransferase desta toxina seja responsavel por efeitos biologicos diversos tanto in
vivo como in vitro. Por exemplo, a ADP-ribosilagdo da proteina que se liga a GTP,
chamada Ni, pode alterar a capacidade da célula a responder a hormonios que inibem a

produg¢do de AMPc ou a movimentacdo de cdlcio. Esta desregulacdo no sistema de
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sinalizag¢do celular tanto do epitélio como do sistema imune pode alterar o sistema de

regulacdo das proteinas G (Katada & Ui, 1983).

1.4.5 Atividades Bioldgicas da Toxina Pertussis

As observacodes de Parfentjev e Goodline em 1948 e Greenberg e Fleming em
1949 marcaram o inicio de numerosas investigagdes sobre as atividades bioldgicas da
vacina pertussis. Greenberg e Fleming demonstraram o aumento da producdo dos
anticorpos produzida pelo estimulo do antigeno, enquanto Parfentjev e Goodline
descreveram o aumento da susceptibilidade a histamina de camundongos tratados com a
vacina pertussis. Logo nas primeiras pesquisas, foi encontrado um aumento da
susceptibilidade de camundongos a anafilaxia , a serotonina, a combinagao de histamina
e serotonina, endotoxina e outros agentes choque — sensibilizantes. Outro achado
interessante € que a vacina demonstrava um profundo potencial de acdo sobre a
producdo de anticorpos IgE. A vacina também promovia a inducdo de encefalomielite
experimental alérgica (EAE) em camundongos e ratos; induzia marcada leucocitose
com predominancia de pequenos linfocitos € aumento da producio de insulina em ratos
e camundongos (Munoz, 1985).

Quando se iniciaram as investigacOoes sobre a B. pertussis em 1953 os
pesquisadores ja sabiam que teriam muito trabalho para desenvolver uma vacina com
pouca reatogenicidade. Para tal, teriam que separar o chamado antigeno protetor (MPA)
do fator sensibilizante a histamina (HSF), da endotoxina (LPS) em camundongo e da
toxina dermonecrética (DNT). Quando obtiveram o HSF razoavelmente puro,
chamaram-no de pertussigen que significava: substincia pertussis-indutora, para
distingui-lo de outras toxinas e antigenos da B. pertussis. Mais tarde foi adotado o nome
proposto por Pittman: toxina pertussis (PT) (Munoz, 1985).

A andlise do Quadro 8, evidencia que a toxina pertussis € capaz de modificar
muitas respostas imunes, como: aumento da produ¢do de anticorpos (modulagdo) para
um determinado antigeno dado, promover reacdes de hipersensibilidade imediata ou
tardia, aumento da indugdo de doencas auto-imunes, produ¢do de marcada leucocitose
com predominéncia de linfécitos e inibicdo da migracdo de macréfagos para dreas de
inflamag@o. A vacina pertussis também afeta muitas outras funcdes que podem estar
envolvidas na resposta imune (Morse, 1965; Munoz & Bergman, 1968, 1977; Wardlaw
& Parton, 1983).
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Quadro 4
Principais atividades da PT in vive
Atividade Dose requerida em ng
HSF 0.5
Aumento da permeabihidade de capilares em musculo estriado 0.5
Lencocitose ¢ Linfocitose Badl
Aumento de secregdo da insulina 2
Imunopotencializagio:
lgE 0,1
TpGl 10
Anafilaxia 9.5
EAL® (ratos) 20
EALE {camundongos) 250
Letalidade 546
Redugdo da migragio de macrofagos do peritonio 80
Elevagio do GMP ciclico cerchelar (ratos) 250000
Protegio dos camundongos com PT detoxificada 1700
*EAE — Encefalomielite Experimental Alérgica

1.4.6 Adenilato Ciclase ou Hemolisina (Ac)

A adenilato ciclase da B. pertussis ¢ uma toxina bi-funcional, pertencente a
familia das toxinas RTX (repeat toxin). Este grupo inclui as alfa hemolisinas de E. coli,
junto com as hemolisinas e leucotoxinas de varios patogenos Gram-negativos incluindo
Pasteurella haemolytica e espécies Actinobacillus (Welch, 1991). Ambas as atividades,
de adenilato ciclase e hemolitica tem sido demonstradas como essenciais no inicio do
processo infeccioso da B. pertussis. (Khelef et al., 1992)

Embora a adenilato ciclase tenha uma alta afinidade com a calmodulina,
provavelmente estando envolvida na translocacdo da toxina para dentro das células do
hospedeiro, recentes estudos tem evidenciado que isto ndo é verdadeiro ou correto
(Heveker & Ladant, 1997).

A invasdo das células do hospedeiro pela adenilato ciclase/hemolisina ndo ¢
efetuada através de uma via endocitica mediada por receptor. Possivelmente ¢ utilizado
um sistema de entrada especializado calcio e temperatura dependente, ainda ndo

inteiramente compreendido (Gordon et al., 1989).

1.4.7 Toxina Dermonecrotica (DCT) ou Toxina Termo-Labil (HLT)

13



Embora conhecida por muitos anos esta toxina ndo foi extensivamente estudada
como os outros determinantes de viruléncia da B. pertussis. Em parte, a razio para isto
se deve a dificuldade do processo de purificag@o, pois € uma toxina termo-labil que ¢
inativada a 56 °C.

Seu nome deriva da habilidade de causar lesdes necrdticas na pele quando
injetada subcutaneamente em camundongos (Iida & Okonogi, 1971; Livey &Wardlaw,
1984) sendo letal quando administrada por via intravenosa. E produzida por todas as
espécies do género Bordetella, ndo sendo secretada para o meio extracelular, mas

estando localizada no citoplasma.

1.4.8 Citotoxina Traqueal (TC)

A maior ativiade bioldgica desta toxina € sua habilidade de promover danos as
células do tecido epitelial respiratorio (Cookson, 1989). Foi um dos ultimos
componentes toxicos descobertos da B. pertussis. E uma exotoxina com 921 Daltons
sendo o menor produto bacteriano conhecido gerador de efeitos citopatolégicos. E
derivada de um peptideoglicano, parecido com a maioria das macro moléculas deste
tipo dos procariontes. Possui uma atividade marcadamente seletiva: ¢ responsavel por
danos especificos em células ciliadas, desabilitando uma barreira € um mecanismo de
defesa primaria nos pulmdes. Os evidentes episddios de tosse tdo caracteristicos da
coqueluche constituem-se de uma agdo desesperada do organismo, desencadeada com a
finalidade de limpar o acimulo de muco, bactérias e produtos inflamatorios estagnados
no caminho do ar, devido a ciliostase. (Goldman, 1988; Luker et al., 1995).

A toxicidade conferida por esta toxina € indireta, ¢ primeiramente causada por
induzir as células do hospedeiro a produzir interleucina-1 (Heiss et al., 1993). Isto ativa
as células do hospederiro a sintetizar 6xido nitrico o que conduz a niveis elevados de
radicais oxido nitrico (Heiss et al., 1994). Nao estd ainda absolutamente certo se € a
citotoxina traqueal ou a interleucina-1 que estimula a sintese do 6xido nitrico. O 6xido
nitrico age destruindo enzimas ferro-dependentes, eventualmente inibindo a funcao
mitocondrial e a sintese do DNA em células préximas vizinhas do hospedeiro (Heiss,
1993).

As células do tecido epitelial sdo as que mais sofrem danos quando da aderéncia
da B. pertussis, mas a citotoxina traqueal também tem efeito sobre outras células, como
sobre os neutrofilos, danificando suas fungdes em concentragdes baixas ¢ conferindo-

lhes atividade téxica em concentragdes mais altas (Cundell ef al., 1994).
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1.4.9 Lipopolissacarideo (LPS)

Presente na maioria das bactérias Gram negativas o LPS geralmente compde-se
de um lipidio A e um longo polissacarideo denominado antigeno O. A molécula do LPS
da B. pertussis ¢ menor do que o LPS de outras bactérias, diferindo sua estrutura pela
falta do antigeno O. Normalmente é referido como um lipooligossacarideo, sendo a B.
pertussis produtora de dois tipos de LPS: A e B (Peppler, 1984).

O papel desempenhado pelo LPS na patogénese da infec¢do produzida pela B.
pertussis ndo € claro, entretanto as atividades bioldgicas induzidas por este componente
incluem propriedades antigénicas e imunomoduladoras, (Amano et al., 1990) e (Chaby
& Caroff, 1988) sendo a atividade mais comumente associada, como uma potente
atividade de endotoxina (Chaby & Caroff, 1988) . O conhecimento do LPS produzido
pela B. pertussis permanece limitado e pesquisas adicionais sdo necessarias antes que
possamos definir a participagdo desta molécula na patogénese da doenga causada por
esta bactéria, e como adjuvante na imunidade das vacinas utilizadas contra a

coqueluche.

1.4.10 Fator de Colonizacdo traqueal (Tcf)

Este fator foi descoberto a partir de trabalhos com cepas mutantes deficitarias
em quatro OMPs (Schmidt ef al., 1999).

Ainda ndo foi elucidada o exato papel desta proteina na patogénese da
coqueluche. Alguns autores sugerem que ela tem um processo de maturagdo

compartilhado com o da proteina 69-KDa (Finn & Stevens, 1995).

1.4.11 Proteinas do Locus da Soro Resisténcia (brk locus)

O brk locus possui homdlogos nas espécies parapertussis e bronchiseptica, e
consiste de dois gens; brkA e brkB (Fernandez & Weiss, 1994). Sdo responsaveis pela
producdo de duas proteinas; 103 KDa e 32 kDa respectivamente, as quais sdo
importantes para o que se chamou de soro resisténcia (Finn & Stevens, 1995). Sao
proteinas similares a pertactina, por isso possivelmente desempenham também um papel
na aderéncia e na invasdo da bactéria.

Recentes estudos demonstraram que isolados de B. pertussis eram soro

resistentes, sugerindo que esta capacidade confere uma vantagem in vivo na circulagéo
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das cepas, pois isto possibilita uma completa evasdo da atividade de defesa do
hospedeiro, a qual poderia ser letal para a bactéria. Foi também demonstrado que estas
cepas carreavam uma copia extra do locus brk, exibindo niveis aumentados de soro

resisténcia (Fernandez & Weiss, 1998).

1.5 A Vacina contra Coqueluche

1.5.1 As primeiras pesquisas (1906 a 1930)

O desenvolvimento da vacina contra coqueluche, segundo Manclarck e Cowell
(1984), teve uma apreciacdo totalmente empirica e seu inicio se deu quando se cultivou
em laboratorio o agente etioldgico da doenga: a Bordetella pertussis.

Este cultivo foi desenvolvido em 1906 por Jules Bordet e Octave Gengou do
Instituto Pasteur de Bruxelas depois de mais de 20 anos de trabalhos desenvolvidos por
diversos grupos de investigadores (Bordet ef al., 1906).

O desenvolvimento desta técnica levou a uma série de pesquisas empiricas na
tentativa de produzir uma vacina contra a coqueluche através do cultivo da bactéria em
placas contendo o meio B-G agar (Agar Bordet - Gengou) inativando-se a bactéria por
procedimentos fisicos ou quimicos. Este meio passou a ser utilizado a partir de 1912 por
varios pesquisadores como: Charles Nicolle do Instituto Pasteur de Tunis em 1913 e
Thorvald Madsen do Instituto Soroterapico Estadual da Dinamarca, em 1914, além de
outros (Chase,1982).

O primeiro dos desafios com que estes pesquisadores se depararam foi o de
estabelecer a eficicia da vacina produzida, uma prova que se apresentava complicada,
pelos seguintes fatos: 1. uma porg¢do significativa da populagdo mostrava-se imune a
infec¢do; 2. ndo existiam laboratdrios ou testes em animais que pudessem avaliar como
as novas vacinas se comportariam; e, 3. a toxicidade era dificil de ser avaliada devido a
falta de conhecimento da comunidade cientifica sobre a natureza da vacina. Assim,
todas as vacinas produzidas na época caiam em uma destas consideragdes: algumas
pareciam prevenir a doenca, mas apresentavam toxicidade elevada; outras eram tdo
toxicas que ndo poderiam ser utilizadas em estudos clinicos; finalmente existiam
aquelas ndo toxicas que ndo se sabia se seriam capazes de prevenir a doencga (Sill,1913).

Apesar destas dificuldades, em 1914 esta vacina foi incluida na lista de
Remédios Novos e Nao Oficiais da Associagdo Médica Americana (AMA) pois haviam

seis produtores americanos.
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Este documento constituia-se de uma lista de tratamentos publicada pela AMA,
os quais poderiam ser eficazes, apesar desta eficacia ndo ter sido comprovada por
nenhum trabalho. A vacina pertussis foi removida desta lista em 1913 por causa dos
resultados equivocados sobre sua eficacia, mas foi readmitida em 1944. Na realidade, o
que se sabe ¢ que varias supostas vacinas foram usadas esporadicamente em testes ndo
formais entre 1914 e 1925 (Felton & Willard, 1940).

Madsen em 1925 e mais tarde em 1933, foi o primeiro a publicar os resultados
de ensaios clinicos utilizando a vacina pertussis de células inteiras durante uma
epidemia de coqueluche entre 1923 e 1924 nas ilhas Faroe no Mar do Norte. Em seu
experimento, um exame cuidadoso foi realizado entre os individuos vacinados e ndo
vacinados que tinham sido expostos a doenga. Pela primeira vez, os resultados foram
encorajadores, o que levou a idéia do estabelecimento do uso da vacina como um
instrumento de prote¢do contra a doenca, apesar das evidéncias na época, indicarem
que trabalhos adicionais seriam necessarios para o desenvolvimento de uma vacina mais
efetiva. Especificamente, os estudos realizados nesta época, demonstraram que ambos
os grupos de individuos, vacinados e ndo vacinados, desenvolveram a doenca em algum
grau, mas dentre os vacinados a manifestagdo da doenga foi mais branda e com poucas
mortes. Em 1929 ocorre outro surto de coqueluche nas ilhas Faroe. Madsen demonstrou
entdo que a vacina poderia ser utilizada para prevenir a doenca, apesar da pouca
informacgdo obtida dos ensaios realizados com pequenos grupos de criancas sem a
utilizacdo de grupos controles. Simplesmente acreditava-se que a vacina poderia ser
efetiva (Parish,1965).

Neste estudo, Madsen preparou vacinas com isolados frescos de B. pertussis
crescidas em meio B-G adicionado de sangue de cavalo e inativadas pelo calor. A
vacina obtida produziu um decréscimo de mais de vinte por cento na ocorréncia da
coqueluche quando comparados os individuos vacinados e ndo vacinados.
Adicionalmente, como um estudo prévio, Madsen relatou que os sintomas
desenvolvidos pelos individuos vacinados foram de menor severidade do que daqueles
que desenvolveram a doenga. Embora com o sucesso destes estudos prévios na ajuda
contra dois surtos de coqueluche, Madsen em 1933 publicou um trabalho onde relatava
a ocorréncia de dois Obitos dentro do periodo de quarenta e oito horas da vacinagdo
(Madsen,1933).

E importante ressaltar que neste momento nio existiam métodos apropriados
que pudessem avaliar a capacidade imunogénica (poténcia) e a toxicidade destas

vacinas antes de seu uso. O fato ¢ que até 1931 ndo se tinha idéia da importancia desta
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vacina para a profilaxia da coqueluche, o que levou entdo a sua retirada da lista da
Associagdo Médica Americana (Pittman, 1956).

Nesta mesma ¢poca, pesquisadores ingleses (Leslie & Gardner em 1931)
mostraram o caminho para o desenvolvimento de vacinas efetivas com a descoberta de
que a B. pertussis apresentava quatro formas distintas ou fases antigénicas de
desenvolvimento.

Observaram que apesar do mocrorganismo ser colhido na Fase I (lisa ou
virulenta), ele sofria variacdo quando era passado pelos meios de cultivo, o que
acarretava uma mudanga da fase virulenta (lisa) para uma fase ndo virulenta (rugosa)
denominada fase IV. O organismo poderia ainda passar pelas fases II e III. Estas fases
eram artificialmente definidas, mas a importancia destes estudos reside na defini¢do de
que a bactéria deveria ser morta na fase I, fase apropriada para conferir uma protegao
util (Standfast, 1951).

Com esta descoberta a maioria das vacinas utilizadas passaram a ser preparadas
a partir de cultivos de isolados recentes ou frescos. Mesmo com esta pratica logo
detectou-se uma variabilidade na eficicia destas vacinas e tal fato possivelmente era
devido a uma auséncia de uniformidade da antigenicidade das cepas utilizadas
(Felton,1944).

Um dos primeiros expoentes na historia da vacinacdo nos EUA foi L.W. Sauer
da “Northwestern University Medical School of Chicago”, pediatra que em seu
laboratorio preparou uma vacina de isolado fresco em meio Bordet-Gengou
acrescentado de sangue humano e em seguida inativando os organismos com fenol em
lugar do calor (Eldering, 1971). Sauer recomendava a utilizacdo de uma dose total de 75
a 100 bilhdes de microrganismos, muito maior que os 22 bilhdes recomendados por
Madsen (Parish, 1965). Com o uso desta vacina, Sauer postulava que ndo havia
detectado a doenca (coqueluche) nas centenas de criangas que foram vacinadas entre
1928 e 1933 e, em um estudo clinico realizado em Evanston, Illinois, relata que sua
vacina apresentava uma menor incidéncia de efeitos do que a vacina de Madsen (Sauer,

1933).

1.5.2 O desenvolvimento da vacina contra a coqueluche (1930 a 1940)

Em 1932, Pearl Kendrick e sua colaboradora, Grace Eldering, ambas do
Departamento de Saude Publica de Michigan - EUA, iniciaram pesquisas direcionadas

para o desenvolvimento de uma vacina mais efetiva contra a coqueluche, utilizando-se
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de cepas de isolados frescos de B. pertussis cultivadas em meio Bordet-Gengou
contendo sangue de carneiro, inativando a bactéria com timerosal a temperatura de
refrigeracdo em lugar de métodos mais drasticos como mencionados anteriormente
como o uso do calor e fenol (Kendrick et al., 1936).

As vacinas preparadas com o método de Kendrick demonstraram resultados
positivos em ensaios clinicos apropriadamente desenhados nos EUA, em 1934.
Contudo, um estudo similar conduzido em Cleveland, Ohio, por J. A. Doull, um
proeminente epidemiologista, em 1936, provou que a vacinagdo ndo produziu uma
protecdo maior do que aquela observada em grupos ndo vacinados sobreviventes.
Analisando estes resultados conflitantes, Kendrick, Eldering e Margaret Pittman
decidiram modificar o nimero de bactérias na vacina. Para isso desenvolveram um
método Optico conhecido como Unidades Opacimétricas, que tinha por finalidade,
verificar o contetido de bactérias na vacina (Pitmann, 1976). Este método correlaciona o
aspecto opalescente da bactéria em suspensdo com a quantidade de bactérias contidas na
suspensao.

A idéia de quantificar a concentracdo da bactéria foi mais tarde utilizada no
desenvolvimento de um outro teste utilizando camundongos conhecido como Teste de
Poténcia em Camundongos, que media a habilidade de camundongos imunizados com a
vacina pertussis estarem protegidos contra uma infec¢do mortal pela B. pertussis.

Este ensaio, teria por finalidade verificar a eficacia da vacina antes de sua
utilizacdo, detectando, se a vacina seria capaz de proteger as criangas contra a doenga.
Este teste passou a ser conhecido como prova de poténcia (atualmente, também
conhecido como Teste de Kendrick), e tinha como fundamento desafiar por via
intracerebral com uma cepa virulenta de B. pertussis um grupo de camundongos
previamente imunizados com dilui¢cdes sucessivas de uma vacina (Kendrick et al.,
1947).

A determinagdo da eficdcia da vacina utilizando-se da prova de Kendrick
demonstrou uma correlagdo razodvel entre os resultados laboratoriais e a protegdo
conferida pela vacina as criangas expostas a doenga, como se verificou em uma série de
estudos de campo organizados pelo Conselho de Investigagio Médica (Medical
Research Council) do Reino Unido. Este estudo concluiu que as vacinas, qualquer que
fosse sua origem, que tivessem uma poténcia apropriada em relagdo a vacinas de
referéncia adequadas, quando eram submetidas conjuntamente, a prova de Kendrick,

produziam protecdo adequada contra a doenga (MRC, 1956; 1959).

19



Todos os ensaios clinicos entre 1930 e 1940, usaram este teste como uma
maneira de determinar a eficacia das novas vacinas de células inteiras contra a
coqueluche. O desenvolvimento de uma prova de laboratorio de tal natureza assegurou a
liberacdo de vacinas efetivas e conduziu a produgdo da vacina contra a coqueluche em
grande escala que tornou-se em um modelo para vacinas subseqiientes (Kendrick et al.,

1937).

1.5.3 O surgimento da vacina DTP e os problemas relacionados ao seu uso

(1940 a 1990)

A primeira vacina contra coqueluche como ¢ atualmente utilizada foi proposta
por Kendrick em 1942, combinando células inteiras de B. pertussis com os toxdides
diftérico e tetanico na forma DTP, passando a ser chamada de vacina DTP. Na produgéo
da vacina pertussis as toxinas sdo inativadas pela exposi¢do do produto ao calor e
estocado em ambiente frio, acrescentada de timerosal e formalina como preservativo.
Esta vacina tornou-se de uso comum nos EUA sendo aplicada em todas as criangas e
considerada como um “representante” para o controle da doenga desde que
apresentasse niveis aceitaveis de toxicidade e efetivo nivel de eficicia ou funcionalidade
(Kendrick,1939).

Em 05 de janeiro de 1946 o Instituto Nacional de Saude (National Institute of
Health-NIH) enviou o teste de poténcia em camundongos para quarenta produtores
americanos da vacina contra a coqueluche. A analise dos resultados obtidos levou entdo
a publicacdo do primeiro documento contendo os Requerimentos Minimos para a
vacinacdo contra a coqueluche do NIH, em 1949. O uso deste teste foi aceito em 1950,
dentro de uma concordancia em relagdo a vacina pertussis de células inteiras, quando
esta demonstrou uma resposta efetiva na prevengdo da ocorréncia de surtos epidémicos
da doenga. Pesquisas de campo foram entdo conduzidas durante os anos seguintes, mas
estas eram de carater esporadico e apresentavam resultados amplamente variados. De
uma maneira geral, a comunidade cientifica nesta época, aceitava que uma vacina que
passasse no teste de poténcia em camundongos era indicada como um melhor caminho
no controle da doenca e que qualquer outra desvantagem nio teria peso em relacdo aos
efeitos positivos relacionados a protecao conferida pela vacina.

A eficacia da nova vacina ndo era o unico fato relevante, mas direcionava o seu
uso. Fazia-se necessario medir a toxicidade dessas vacinas, pois devia-se pensar

naqueles que seriam alvos do seu uso. Assim, outra vez utilizando-se de modelos em
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camundongos criou-se um teste que ficou conhecido como teste de toxicidade em
camundongos. Este teste fornecia informacgdes sobre a presenca de endotoxina
(Lipolissacarideo ou LPS), sobre o Fator Promotor de Linfocitose (Lymphocytosis
Promotion Factor -LPF) e sobre a Toxina Termo-Labil (HLT). Através dele, poder-se-ia
postular que mortes de camundongos logo no inicio do teste, indicariam a presenca de
residuos ativos de HLT; perda de peso gradual nas primeiras 24 horas provavelmente
indicaria o conteudo alto de LPS; e, uma redugédo acentuada no ganho de peso seria uma
medida do contetido de LPF. Devido a esta interpretacdo, os produtores eram obrigados
a apresentar na época do pedido de registro do produto, evidéncias de que o método de
inativagdo usado garantia a destoxificagdo da HLT na vacina pertussis (Manclarck et
al., 1984).

Assim, desde 1950, todas as vacinas pertussis licenciadas nos EUA deveriam
passar no teste de toxicidade em camundongos. Acreditava-se que a aplicacdo deste
teste serviria como um evidenciador da toxicidade das vacinas, j4 que contribuiria para
a identifica¢do da producdo de vacinas altamente toxicas antes de serem utilizadas em
humanos. Infelizmente, observagdes em campo sobre a toxicidade destas vacinas
demonstraram que existia pouca correlagdo entre a toxicidade produzida em humanos e
o teste de toxicidade em camundongos (Barkin,1979).

Em 1961, C. N. Christensen, médico da Eli Lilly and Company®, um produtor
da vacina pertussis, fez um estudo temporal, para verificar se o teste de toxicidade em
camundongo serviria a sua proposta.

O resultado deste estudo foi apresentado em 1963 no “International Symposium
on Pertussis”. Ele concluiu que: “ é 6bvio que reacdes severas tém ocorrido em criangas
ap6s a imunizacdo com a vacina pertussis as quais foram aprovadas nos teste de
poténcia e toxicidade correntemente utilizados... Estd claro que ndo existe correlagdo
entre o teste de toxicidade e as reagdes que ocorrem nas criangas” (apud, Christensen,
1962).

A toxicidade da vacina pertussis se deve primeiramente ao conteudo de duas
substancias ou fatores de viruléncia: a endotoxina e a toxina pertussis. A produ¢do da
vacina pertussis de células inteiras ndo inativa estas substancias de maneira que a vacina
apresenta algumas atividades bioldgicas toxicas como as que ocorrem na doenca.

Geier e colegas demonstraram em 1978 que o conteudo de endotoxina da vacina
pertussis poderia ser detectado pelo Limulus Amebocyte Assay (LAL) quando esta era
diluida 100.000. Dado os altos niveis de endotoxina da vacina DTP, ndo € surpresa que

todas as criangas que receberam a vacina desenvolveram febre. Também, ndo seria
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surpresa que um percentual menor de criangas apresentassem reagdes severas que
incluissem tremores, choque, colapso e eventual morte.

Nao obstante os danos causados pelos altos niveis de endotoxina na vacina
pertussis, estes foram tolerados, ou mesmo negligenciados, devido a dois fatores: 1. no
periodo de 1940 e 1960, ndo existia um outro produto que propiciasse uma escolha; 2.
porque os produtores desta vacina ndo tinham qualquer informacgdo sobre o quantidade
de endotoxina (Geier et al., 1978).

A despeito destas dificuldades inerentes ao componente pertussis da vacina
DTP, por volta de 1940, a maioria dos produtores utilizavam o método de Kendrick
para a producdo desta vacina.

O predecessor do FDA, “Division of Chemistry (1901) of the U.S. Department
of Agriculture” e mais tarde “Bureau of Chemistry (1906)”, agindo com o mesmo rigor
atual nos requerimentos para os teste de seguranca e eficacia, aprovou a producdo e o
uso da vacina pertussis de células inteiras. Essa posi¢do oficial sobre a vacina pertussis,
somada ao baixo custo e a facilidade de produgdo, contribuiu para que todos os
fabricantes, na época, investissem na producdo desta vacina. Assim, mais € mais
criancas comegaram a receber vacinagao voluntéria contra a doenga. Adicionalmente, os
produtores iniciaram uma forte campanha junto as sociedades pediatricas e ao estado,
incentivando a vacinagdo contra a coqueluche. Pelos meados de 1960, eles tinham
conseguido o sucesso ¢ a maioria dos estados tinham aplicado leis requerendo que todas
as criancas em idade pré-escolar fossem imunizadas com a vacina DTP.

Com o amplo uso da vacina DTP vieram as primeiras publicagdes que se
reportavam a danos irreversiveis causados no cérebro apos a administragdo da vacina.
Estas publicagdes geraram os primeiros informes ou cuidados de uso; entre eles que a
vacina DTP ndo deveria ser administrada em individuos que apresentassem desordens
neurolédgicas. Os clinicos também comegaram a reportar sobre o pequeno niumero de
criangas que morriam a cada ano vitimas das toxinas da vacina pertussis. O fato, é que
em muitos anos, desde o inicio de 1950 até o presente, poucos artigos tinham sido
publicados descrevendo efeitos adversos similares. Felton e Verwey, em 1953
informaram que “ virtualmente toda crianga que foi imunizada com a vacina petussis
apresentou alguma forma de toxicidade sistémica dentro das 24 horas seguintes a
injecdo... se a crianga sobreviver as seqiielas tipicas, que seriam episddios descritos com
severos generalizados, iriam remanescer seqiielas no sistema nervoso central”.

Justus Strom em 1960 advertiu: “Na Suécia como em outros paises,

complicacdes neuroldgicas severas foram observadas depois da vacinagdo com a vacina
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pertussis. Uma investigagdo a nivel nacional mostrou que 36 casos de complicagdes
ocorreram em 215.000 vacinados (1 em 6000) durante o periodo de 1955 a 1958. A
maioria destes casos consistia de convulsdes, coma e colapso; havendo depois o
restabelecimento da saude; mas aconteceram quatro mortes, das quais duas foram
subitas e nove casos indicativos de encefalopatia com lesdes severas com relagdo de 1
em 1.700” (Strom, 1960).

H.D.Piersma dos Laboratérios Wyeth®, que por muitos anos fabricaram a
vacina DPT foi quem admitiu, durante o 4th International Symposium on Pertussis em
1963, sediado no NIH, “que havia um consenso geral entre os clinicos que o uso da
vacina pertussis era ocasionalmente acompanhado de reagdes desfavoraveis e, que
certamente essas reacdes eram severas € resultavam em danos permanentes ao sistema
nervoso central” (NIH, 4th Symposium,1963).

Mais tarde, Margaret Haire e colaboradores em 1967 concluiram “ € sabido que
a vacina DTP causou reacdes em muitas das criangcas que foram vacinadas. Estas
reagdes, que sdo amplamente atribuidas ao componente pertussis, variam de pirexia leve
e mau humor, as quais sdo extremamente comuns, a s€rios e as vezes fatal encefalopatia
que felizmente €, excessivamente rara” (apud Haire, 1967). O descrédito em relacdo
vacina DTP continuou durante o ano de 1970 (apud Kulemkampff, 1974). Mais tarde,
em 1970, Bajc persistiu na observacdo que “desde que existe uma diferenca significante
entre a incidéncia de ocorréncias de qualquer evento espontdneos em criangas do
mesmo grupo de idade e a incidéncia apds a DTP, uma relagdo causal entre a DTP e os
ataques apopléticos parecem estar confirmados.... os danos severos sdo particularmente
tragicos, iatrogénicos € na maioria dos casos afetam principalmente as criangas
completamente saudaveis” (apud Baje, 1965).

Um coro de criticas abateu-se sobre a vacina durante o ano de 1980. Em 1982,
alguns médicos questionaram se a vacina ndo poderia ser a principal causa da sindrome
da morte subita e era importante saber se o risco de imunizagdo poderia exceder em
valor seus potentiais beneficios. Na Inglaterra, os pais foram incentivados a buscar
compensagdo legal para danos provocados nas criangas pela vacina contra a coqueluche
(Torc, 1982).

Em 1984, um pesquisador do FDA informou que as reagdes provocadas por um
unico lote poderiam variar de nenhuma reacdo a reagdo severa podendo incluir febre,
choque, convulsdes, choros persistentes e encefalopatia. Sintomas neuroldgicos
poderiam acontecer precocemente ou poderiam demorar durante varios dias depois a

injecdo (Pitman, 1984).
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Ainda em 1984, Barkin e colaboradores concordaram que a vacina DPT tem
uma taxa alta de reagdes adversas, citando impressionantes taxas de incidéncia,
chegando a 93% o percentual de pacientes que apresentaram reacdes adversas, inclusive
febre, mudanca de comportamento (irritabilidade) e reagdes locais. Encefalopatia e
sequela neurologica permanente ocorrem aproximadamente 1 em 310.000 imunizagdes.
Outros pesquisadores concordaram que a toxina de pertussis causou deficiéncia
orgénica celular no sistema nervoso central, trazendo como conseqiiencia variagdes que
vao da irritabilidade ao coma (Berkin,1984).

Em 1985 o Instituto de Medicina Americano emitiu um relatdrio sobre eficacia e

seguranga de vacinas. Sobre a vacina contra a coqueluche, concluiu:
“Baixo grau de febre e inchago local freqlientemente aparecem depois de injegdo.
Reacdes ndo esperadas e pertubagdes severas, incluindo, choque, convulsoes,
encefalopatias e choro persistente sdo complicagdes raras. ... a freqliéncia de reacdes
fatais é estimada em um a dois casos por dez milhdes de injecdes e, a freqiiéncia de
desordens neuroldgicas sérias como encefalopatias em um caso por 110.000 inje¢des
com deficiéncia organica e disfun¢do neurologica persistente depois de um ano”
(MMWR, 1985).

Este relatorio também foi enfatico em declarar que o governo americano poderia
economizar milhdes de ddlares se a vacina DTP cldssica ou de células inteiras fosse
substituida pela vacina DTP acelular como uma melhor forma de vacinagdo em
criancas. Muitos outros perquisadores concordaram com estas conclusdes (Ibsen, 1985).

Em outro trabalho, posteriormente realizado com base no banco de dados do
“Vaccine Adverse Events Reporting System” (VAERS) mantido desde 1990 pelo
“Disease Control and Prevention” (CDC), Atlanta, Georgia sobre reagdes adversas
provocadas pela vacinagdo com a vacina DTP, concluiu-se com a andlise de dez
milhdes de doses aplicadas, que a vacina DTP apresentou indices estatisticamente
significativos de reagdes como febre, convulsdes, danos cerebrais e mortes além de
baixas financeiras para o fundo da infancia americano (MMWR,1991).

Por causa do efetivo programa de imunizacdo com a vacina DTP, a coqueluche
tinha se tornado um problema de doenca infecciosa secunddria nos Estados Unidos.
Mas, o alto nivel de toxicidade da vacina DTP tornou-se rapidamente visivel e
inaceitavel para a populagcdo geral. Assim, a consciéncia da comunidade de cientifica
alerta para os perigos associados com vacina pertussis conduziu-se a procurar técnicas e

procedimentos diferentes para produzir um tipo de vacina menos prejudicial.

24



Apesar das aparéncias, em 1990, a vacina pertussis tinha sido completamente
execrada pelo publico e, mais tarde abandonada pelos médicos americanos. A critica
triunfou. Em 1985 o Instituto de Medicina norte-americano junto com a Academia de
Ciéncias, depois de uma revisao extensa do problema de reagdes adversas para vacina
de pertussis, deram a mais alta prioridade para trocar de vacina pertussis de células
inteiras pela vacina pertussis acelular, de maneira a prevenir perdas monetarias e
sofrimentos pessoais. O painel apresentado estimava que haviam sido utilizadas
aproximadamente 18 milhdes de doses da vacina DPT a cada ano. Esses injecoes
causaram 7,2 milhdes de casos de reagdes menores ou secunddrias, 10.300 ataques
convulsivos, 164 casos de encefalites e 60 casos de inaptidao ou inabilidade crénica
com custos na casa dos milhdes. Também estimava-se que a vacina DTP causou entre 2
a 4 mortes por ano nos Estados Unidos da América. Este relatério foi ignorado e
arquivado (MMWR,1990).

Ainda em 1990, outro relatério foi apresentado perante o Instituto de Medicina
norte americano, sendo estes dados origindrios das pesquisas realizadas pelos préprios
membros deste instituto que foram na época pegos de surpresa quando estes dados
foram apresentados por Geier aos seus proprios colegas.

Este comité concluiu entdo que as evidéncias apresentadas eram suficientes para
considerar a vacina DTP como causadora da encefalopatia aguda. Mas ndo puderam
concluir satisfatoriamente se vacina pertussis causava danos permanentes ao cérebro
(MMWR,1990).

Em 1993, o Instituto de Medicina norte americano uma terceira vez se reuniu
para considerar novos dados com relacdo a seguranca da vacina DTP. Nesta época
concluiram que os dados apresentados demonstravam que a vacina DTP causava danos
permanentes ao cérebro (MMWR,1993). Com isso seguiu-se uma publicacdo em 1994,
deste instituto, seguido de idéntica publicacdo feita pelo Departamento de Saidde e
Servicos Humanos americano concluindo suas posi¢des oficiais no Federal Register,
idénticas as dos comités mensionados (Fed. Reg, 1994). A Academia Americana de
Pediatria também notificou esta mesma posi¢do aos seus membros (Larson, 1994).

Estas mudangas de posicdo em relagdo a vacina pertussis comecaram a
acontecer por um ndmero considerdvel de razdes. Primeiro, porque em 1993 o grupo
britanico do NCES depois de dez anos publicou um estudo original que foi persistente
na discussdo de que vacina DTP causava dano neurolégico que se apresentava como
permanente (Miller, 1993). Segundo, porque um grupo de juizes que trabalham para o

VCA, tinham premiado com grandes quantias de dinheiro solicitantes a quem estes
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juizes acreditavam tinham provado o surgimento de dano neurolégico permanente
depois da vacinagdo com a vacina DTP. Terceiro, pressao de litigagao civil comecando
novamente a ser uma ameaca aos fabricantes de vacinas. Quarto, € mais importante, os
fabricantes de vacina que produziam a vacina DTP cldssica se deram conta de que
varias companhias estavam engendrando esfor¢os para conseguirem licenga para
producdo da vacina DTP acelular nos Estados Unidos. Eles teriam que fazer a vacina
acelular para protegerem sua posi¢ao no mercado interno.

Com os resultados das publicacdes de 1993 e 1994, puderam ser melhor
analisadas as freqiiéncias de encefalopatias associadas com a vacina DTP. Demonstrou-
se, com um razodavel grau de certeza médica, mais provavel do que ndo que a vacinacao
com a DTP era responsédvel por causar reacdes de encefalopatia por até sete dias depois
de imunizacdo em criancas normais (MMWR,1991). Especificamente, os resultados
destas pesquisas mostraram um percentual maior do que 77% de associagdo da vacina
DTP e encefalopatias quando comparados com os dados dos valores do fundo da
infancia dos EUA utilizados em casos de encefalopatias ocorridos por até sete dias

depois de imunizacdo com a vacina DTP.

1.5.4 Eventos Adversos que ocorrem apds o uso das vacinas que contém os

componentes Diftérico, Tetdnico e Pertussis

As vacinas ndo estdo isentas de provocar problemas clinicos e, inclusive podem
provocar a morte do individuo (Bellanti ef al, 1987).

Até bem pouco tempo, os compéndios que tratavam do estudo das vacinas nio
direcionam uma aten¢do especial ao entendimento dos mecanismos bioldgicos ou
farmacoldgicos envolvidos nas reagdes adversas. Estes fatos na maioria das vezes nio
eram motivos de publicacdo ou revisdo. Maior énfase sempre era dada as reagdes que
sdo provocadas pela resposta imunoldgica. Esta resposta geralmente pode na maioria
das vezes conduzir a um tipo de reagdo chamada de reacdo de hipersensibilidade.
Coombs e Gell foram os descobridores de quatro tipos de danos decorrentes desta
resposta: I. anafilatico, II. citotoxico, III. por complexos antigenos-anticorpos e IV.
hipersensibilidade celular sendo, a maioria dos eventos descritos a seguir, pelo menos
teoricamente, inseridos dentro desta classificagdo (Guttiérrez, 1992).

Segundo o Manual de Vigilancia Epidemioldgica dos Eventos Adversos Pos-

Vacinag¢do — Ministério da Saude - Brasil, geralmente dois tipos de reagdes podem
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ocorrer no homem apds a administracdo de vacinas que contenham os componentes
diftérico, tetanico e pertussis: reagdes locais e reacdes sist€micas.

As reagdes locais, que sdo relativamente comuns e possuem graus variados de
severidade, sdo descritas como: inchago, endurecimento, edema, dor, eritema e algumas
vezes abcessos com ulceragdes no local da injecdo. Sdo reagdes que podem ocorrer a
poucas horas da aplicagdo do produto, podendo a reagdo persistir por varias horas ou
dias.

Determinadas reagdes sistémicas si0 menos comuns.

A febre maior do que 38 °C ¢é geralmente uma manifestacio sist€émica, como a
sonoléncia, irritagdo e anorexia. Mais raramente, podem ocorrer colapso (relacionado ao
episodio hipotonico hiporesponsivo), paralisias, convulsdes e morte (M.S., 1988),
Quadro 9.

Este manual faz as consideragdes, resumidamente descritas a seguir, sobre os
eventos adversos produzidos pela vacina DTP, pela vacina dupla de uso adulto e infantil

e pelo toxoide tetanico.

Quadro 5

Eventos adversos no periodo de 48 horas
apos aplicacdo da vacina triplice DTP
(Cody e cols., 1981)

Eventos adversos locais Freqiléncia(*)
Vermelhidao 1/3 doses
Edema 2/5 doses
Dor 1/2 doses
Eventos adversos sistémicos Frequéncia(*)
Febre 1/2 doses
Sonoléncia 1/3 doses
Irritabilidade 1/2 doses
Vomito 1/15 doses
Anorexia 1/5 doses
Choro persistente, in_consola’vel (com duracao | 1/100 doses
igual ou maior que tres horas)

Febre (temperatura igual ou maior que 40,5°C) | 1/330 doses
Colapso (episodio hipotonico- | 1/1.750 doses
hiporresponsivo)

Convulsao (associada ou nao com febre) 1/1.750 doses

(*) Em relacao a quantidade total de doses, independentemente do numero da dose na série.

Para a vacina DTP as manifestacdes locais sdo freqiientes e podem comprometer
transitoriamente a movimentacdo do membro e diz-se que resultam provavelmente da
acdo irritativa dos componentes da vacina, em especial do adjuvante contendo hidroxido
de aluminio. Nédulos indolores sdo de aparecimento ocasionais € sdo reabsorvidos ao

fim de varias semanas. Em alguns casos ha a formacdo de abcessos no local da injeg¢ao,
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que podem ser estéril ou séptico. H4 uma tendéncia do aumento da freqiiéncia destas
manifestagdes locais com a aplicagdo de doses subseqiientes, mas estes eventos, tem
uma boa evolug@o para a cura espontdnea na maioria dos casos.

A febre se manifesta, na maioria dos casos nas primeiras 24 horas (normalmente
entre 3 e 6 horas) depois da administra¢do da vacina. Em alguns casos a febre pode ser
alta e persistir por mais de 24 horas. Sua manifestacdo ¢ aumentada com a
administracdo de maior nimero de doses.

A sonoléncia prolongada, anorexia pouco intensa e transitdria, vomito relatado
com freqiiéncia apds a primeira dose da vacina, choro persistente, de forma continua e
incontroldvel constituem-se também eventos observados apds a aplicagdo da vacina
DTP.

O episddio hipotonico-hiporesponsivo (EHH) se caracteriza por instalagdo
subita, com o quadro clinico constituido por palidez, diminui¢do ou desaparecimento do
tonus muscular e diminui¢do ou auséncia de resposta a estimulos, manifestando-se nas
primeiras 48 horas, normalmente nas primeiras seis horas a aplicacdo da vacina. Na
maioria das criancas inicialmente ocorre irritabilidade e febre. Podendo durar alguns
minutos ou até um dia ou mais. Podem aparecer: cianose, depressao respiratdria, sono
prolongado com despertar dificil e inclusive, perda da consciéncia. Admite-se que
alguns casos descritos como EHH possam confundir-se com reag@o do tipo anafilatico.

A presenga de urticaria ou angioedema, particularmente da laringe, indica a
ocorréncia de reagdo alérgica. Ha situagdes em que a convulsdo seguida por perda
subita do tonus muscular e da consciéncia pode simular o EHH.

O quadro convulsivo pode se instalar até 72 horas da e geralmente ¢
acompanhado de febre, estando ausentes sinais neurologicos focais. Aparece tanto no
esquema inicial quanto apos a administracdo da dose de reforco.

A encefalopatia, no caso da vacina DTP, ¢ um termo utilizado quando a doenga
se assemelha clinicamente a encefalite, mas sem evidéncia de reagdo inflamatoria.
Segundo a padronizagdo das definicdes propostas pela WHO, considera-se que a
encefalopatia aguda € associada cronologicamente com a DTP, quando ocorrer até sete
dias da aplicag@o da vacina, caracterizando-se por: a) convulsio; b) alteracdo profunda
do nivel da consciéncia, com duracdo de um dia ou mais; c¢) nitida alteracdo do
comportamento, que persiste por um dia ou mais. E um quadro raro, varia de 0,0 a 10,5
casos a cada um milhao de doses aplicadas.

As reagdes de hipersensibilidade podem ser do tipo anafilatico ou ndo. A

anafilaxia ¢ imediata (rea¢do de hipersensibilidade do tipo I de Gell & Coombs) e
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ocorre mais freqiientemente nos primeiros trinta minutos da exposi¢do ao alergeno,
apresentando uma ou mais das seguintes manifestagdes: urticaria, sibilos,
laringoespasmos, edema dos labios, hipotensdo e choque.

O choque anafilatico provocado pela vacina DTP, ocorre raramente podendo
instalar-se logo apds a vacinacdo e caracteriza-se por insuficiéncia circulatoria
(hipotensdo arterial, pulsos periféricos finos ou ausentes, extremidades frias, face
congesta, respiracdo aumentada e alteracdo do nivel da consciéncia, acompanhada ou
ndo de manifestagdes cutaneas (urticaria, edema facial ou edema generalizado) e ou de
broncoespasmo e ou de laringoespasmo.

Ainda ndo se conseguiu identificar relagdo causal entre a anafilaxia e um dos
componentes da vacina DTP, de tal modo que a ocorréncia da anafilaxia apds a
administracdo desta vacina contra indica a aplicacdo de doses subseqlientes que
contenham qualquer um dos elementos da vacina.

As alteragdes cutineas (urticaria, exantema macular, papular, maculopapular ou
aparecimento de petéquias) que podem surgir horas ou dias apos a aplica¢do da vacina
sdo frequentemente resultantes de reagdo antigeno-anticorpo, sem significado
patologico importante, ou sdo devidas a outras causas (viroses, por exemplo), sendo
pouco provavel que reaparegam apds a aplicagdo de dose subseqiiente da vacina.

Todos estes eventos sdo normalmente atribuidos ao componente pertussis da
vacina DTP. Ao toxoide tetanico e a vacina dupla (difteria e tétano), quando utilizados
de acordo com suas recomendacdes, habitualmente, poucos efeitos reatogénicos sdo
atribuidos.

Acredita-se que a incidéncia e a gravidade das manifestagdes locais estejam
relacionadas ao numero anterior de doses aplicadas, podendo também ter causa na
concentragdo dos antigenos, na presenca e quantidade do adjuvante, na via e método de
administracdo. A presenca de outro antigeno também tem participagdo no processo. Os
estudos mostram que o nimero de doses, aumentam a incidéncia da reagdo local: dor
(50 a 85% dos receptores), edema e eritema (25 a 30% dos receptores).

O hidroxido de aluminio, teoricamente, ¢ colocado como indutor de alteragdes
inflamatorias locais, devido a ativagdo do sistema complemento e estimulagdo de
macréfagos.

Quanto a via e a forma de administragdo, observou-se que as reagdes locais
podem aumentar com a administragdo subcutdnea dos toxdides, em relagdo a via
intramuscular, havendo o aparecimento de abcessos estéreis no local da aplicagdo. J& os

injetores a pressdo, que provocam deposito no tecido celular subcutaneo, tem causado
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incidéncia duas vezes maior de edema no local da injecdo em relacdo a administragdo
da vacina com a agulha.

Os resultados de estudos controlados comparando o toxoéide tetdnico associado
ao diftérico (DT) com o toxoide tetanico puro (TT), indicam que efeitos adversos
minimos, tais como febre, edema e dor ocorrem mais freqiientes nos receptores de DT
que nos receptores de TT.

Alguns estudos tem denotado que o nivel de anticorpos circulantes para o tétano
tem relacdo direta com a intensidade das reagdes locais. Achados similares sido
encontrados quando se comparam pessoas que apresentam resposta imunoldgica rapida
com aquelas que ndo apresentam. Admite-se portanto que os anticorpos pré-formados,
formam complexos com os toxoides depositados, que induzem intensa resposta
inflamatoria (reacdo ou fendmeno de Arthus ou reagdo de hipersensibilidade do tipo
III).

Essas reagdes quando muito acentuadas, geralmente sdo seguidas de febre, que
também ocorre quando os niveis de antitoxina no sangue estdo elevados. Dor de cabeca
ou mal-estar geral podem ocorrer, embora com pequena freqii€ncia. Ao receber doses
de refor¢o, os individuos com altas concentragdes séricas de antitoxina, raramente
apresentam febre alta e mal-estar geral, sem a ocorréncia simultanea de reacdes locais
intensas.

Reacdes de hipersensibilidade (hipersensibilidade tipo III), lifadenomegalia e
reagdes neurologicas (neuropatia periférica), sdo rarissimas como uso desses toxodides,
mas hé contra-indicagdo da dose refor¢o até¢ dez anos depois da aplicacdo da ultima
dose, se houver histéria de reagdo local grave, consistente com reacdo do tipo Arthus.

Ainda, segundo o mesmo Manual de vigilancia epidemiologica dos eventos
adversos apoOs vacinagao:

“« E, portanto, indispensavel criteriosa avaliagdo clinica e laboratorial desses casos,
para busca rigorosa do diagndstico etiologico, com a finalidade de que o evento
adverso, a seqiiela ou mesmo o dbito ndo sejam atribuidos a vacina, sem fundamentagao
cientifica. E preciso ainda ficar alerta para o fato de que o evento adverso pés vacinal
freqiientemente € uma doencga intercorrente, que precisa ser diagnosticada e tratada

adequadamente...”(M.S.,1988).
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1.6 Relevancia do Trabalho

De qualquer maneira, ndo podemos nos esquecer que mesmo estando colocada
como uma das mais comuns infec¢des que acometem o ser humano, as interacdes
parasita-hospedeiro na coqueluche, ainda nio estdo totalmente compreendidas e esta
doencga ainda ainda se apresenta como de grande importancia em sadde publica sendo a
vacina DTP uma demanda social para varios paises do mundo, inclusive para Brasil e,
de acordo com a OMS € um tipo de medicamento que representa um esforco em
proteger as criancas o mais cedo possivel contra doencas caracteristicas da primeira
infancia.

Outro fato que trds um significado relevante na utilizacdo desta vacina € que o
grupo alvo de sua aplicacdo sdo criangas sauddveis, o que faz com que os aspectos
relacionados a sua seguranga assumam também um cardter importante ja que apesar de
ser utilizada hd muitos anos, referéncias sobre desordens neuroldgicas, choques e
convulsdes tém sido associadas a sua utilizagao.

Neste aspecto, novamente temos que enfatizar, que o0s mecanismos
fisiopatoldgicos destas reagdes ainda sdo desconhecidos e que o pouco conhecimento
sobre as causas da toxicidade desta vacina tem levado por um lado, aos produtores
buscarem alternativas vacinais eficientes e menos toxicas, e por outro, as autoridades
nacionais de controle da qualidade juntamente com a OMS tém empenhado um esfor¢o
crescente de forma a desenvolver ensaios que possam contribuir para um controle mais
abrangente da vacina existente (Manclark, 1978).

Apesar de todo este esforc¢o, o teste de ganho de peso (ou toxicidade especifica)
€ o unico que se veste de uma forma mandatdria para o controle da toxicidade especifica
para vacinas celulares como se pode observar nas Recomendacdes da OMS, nos
Regulamentos do CFR/FDA, nas Farmacopéias Européia e Brasileira e nos
Requerimentos Minimos para Bioldgicos do Japao.

A manuten¢do deste ensaio nestes requerimentos esté relacionada ndo somente a
verificag@o da toxicidade intrinseca da B. pertussis mas também ao controle do processo
produtivo, pois existe um delicado balanco entre a detoxificag@o e a poténcia da vacina,
que sdo influenciados pela interrelacdo de varios fatores como a cepa bacteriana, o meio
de cultivo, os métodos de detoxificagdo, o uso de preservativos e adjuvantes e fatores
inerentes a cada laboratério produtor.

Numa busca por solugdes para estes problemas, a OMS tem indicado ensaios

complementares que possibilitem a obtencdo de maiores informagdes sobre o produto
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em questdo, sobre sua formulag@o e sobre o desenvolvimento de procedimentos efetivos
de controle de qualidade.

Estas recomendacdes refletem uma preocupagdo com a seguranca (toxicidade e
reatogenicidade), efetividade (poténcia), estabilidade e consisténcia das vacinas que
serdo produzidas.

Desta maneira entendemos que nossa proposta vem ao encontro dessa busca de
solugdes, pois o0 que pretendemos € compreender como irdo se comportar determinados
modelos de ensaios bioldgicos nas resposta induzidas pelos componentes da vacina
DTP. Sabemos que estas respostas se traduzem em primeiro plano nas reacdes adversas
locais e em segundo plano em um efeito sistémico sendo que os dois se iniciam a partir
de reacdo inflamatéria produzida pela vacina DTP.

Assim, para a execuc¢do deste propdsito, procuramos por modelos de ensaios
laboratoriais, que t€m como substrato a utilizagdo de camundongos para a anélise destas
diferentes respostas bioldgicas, que correspondem a inducdo do edema de pata e da
andlise da populagdo celular de leucdcitos.

Paralelamente, procuramos investigar o efeito “clustering” em células CHO, a
presenca de endotoxina pelo LAL e a expressdo de citocinas pré-inflamatérias pelo

método de ELISA e a investigacdo histopatoldgica.
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1I. OBJETIVOS

11.1 Objetivo Geral

Investigar a resposta inflamatoria produzida em camundongos por duas vacinas
DTP de diferentes produtores em um estudo comparativo com as vacinas DT, DTPa e

uma vacina de Referéncia.

11.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o contetido de Toxina Pertussis ativa presente nas vacinas utilizadas
através do método do efeito clustering em células CHO.

2. Avaliar o contetido de LPS através do método do LAL nas vacinas utilizadas.

3. Avaliar o curso temporal da rea¢do local produzida, através da medida do
edema de pata.

4. Avaliar alteragdes histopatologicas decorrentes do tratamento com as
diferentes vacinas.

5. Verificar a dindmica das populagdes celulares de leucdcitos.

6. Avaliar os niveis sanguineos de IL-1(1 (Interleucina tipo 1 beta), IL-6
(Interleucina tipo 6) e TNF-[] (Fator de Necrose Tumoral alfa) nos

camundongos inoculados.
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III. MATERIAL E METODOS

1I1.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57/BL6, machos, com
peso entre 20 e 25g, e com idade em torno de 16 semanas no momento do ensaio,
provenientes do Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio (CECAL) da FIOCRUZ.

Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico, acomodados em grupos de
seis animais por caixa, fechadas com tampa de aco inox e forradas com piso constituido
de maravalha de pinho branco.

Alimentagdo e agua foram fornecidos ad libitum por todo o tempo do
experimento: dgua filtrada da rede publica de abastecimento e ragdo para camundongos
da marca NuvLab, tipo CR 1.

A limpeza e troca das caixas e camas de maravalha foram feitas trés vezes por
semana (segundas, quartas e sextas) no periodo da manha.

A temperatura de manuten¢do dos animais foi de 22 + 2 °C e umidade relativa
do ar em torno de 55%, com ciclo constante de periodos claro e escuro (periodo claro de
07 as 19 horas).

Os animais, antes do ensaio, foram pesados, identificados individualmente e
separados em caixas contendo 5 ou 6 animais cada.

O projeto intitulado “Verificagdo da toxicidade especifica do componente
pertussis na vacina DTP” apresenado para esta tese de mestrado, foi submetido a
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ e foi considerado

aprovado por esta comissdo sob o nimero P0149/02.

II1.2 Produtos Testados

I1.2.1 Duas Vacinas DTP: DTP 1 e DTP 2 (de produtores diferentes)

Quadro 6

DTP-1 COMPOSICAO POR 0,5 mL (Segundo a bula)

Toxdide Diftérico - suficiente para a inducio de 02UI de antitoxina em cobaia

Toxéide Tetanico - suficiente para a inducio de 02UI de antitoxina em cobaia

Vacina Pertussis (coqueluche ) - eqiiivalente a 04 UI de dose individual humana
Excipientes: hidroxido de aluminio, timerosal, e solucéo fisiologica tamponada (pH 6,4)
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Quadro 7

DTP-2 COMPOSICAO POR 0,5mL (Segundo o rétulo)

Toxoéide Diftérico - (125 Lf ({130 UI)
Toxoide Tetanico - (15 Lf ([140UI)
B. pertussis - (116 UO (14 UP)
Adsorvida sobre Fosfato de Aluminio - 1,5mg
Agente de Conservacio - Timerosal 0,01%

111.2.2 Vacina DTP Acelular

Quadro 8

DTP acelular Composicio Completa em 0,5 mL da vacina
(Segundo bula)
Toxoide Pertussis (TP) - 10g
Hemaglutinina Filamentosa (HAF) - 5Cg
Fimbrias (Agg2e3)-5Cg
Pertactina (69kDa) - 3(g
Toxoide Diftérico - min. 30UI
Toxéide Tetdnico - min. 40UI
Fosfato de Aluminio - 1,5mg
(aluminio) - 90,33mg)
2-fenoxietanol (conservante) - 0,6% =+ 0,1%
Agua para injecio - q.s.p. 0,5mL

11.2.3 Vacina Dupla Infantil

Quadro 9

Vacina DT COMPOSICAO (Segundo documentaciio anexa)

Toxoide Diftérico - contendo 25Lf
Toxoide Tetanico - contendo 5 Lf
Adsorvida sobre Hidréxido de Aluminio - 1,5mg

111.2.4 Vacina de Referéncia

Quadro 10

Vacina de Referéncia Lot 11/FDA- Composicio

Liofilo de B. pertussis contendo 10 UI/mL quando ressuspenso em 3,32mL de solucéo salina
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Esta vacina foi diluida de forma a conter 32 Unidades Opacimétricas.

Em todos os casos foi utilizada uma dose correspondente a 50ul dos produtos a
serem testados por via de inoculagdo subcutanea na regido plantar da pata esquerda.

E importante destacarmos que na vacina DTP Cléssica (ou de Células Inteiras)

também encontramos os componentes descritos no Quadro 11.

Quadro 11

Contéudo dos Antigenos encontrados na vacina DTP Classica

LPS-0,9 a 2,8 (g por mL (com decaimento de 60% a 80% depois de 5 a 6 meses*)
FHA -0 a 1,6 [ g por dose **
PT - 0,02 a 0,68 g por dose **
Toxdide Tetanico - 40 (g por dose (10Lf)
Toxdide Diftérico - 80 “g por dose (20Lf)
*Ibsen et al. 1988
** Ashwort et al. 1983; Bernier 1982

111.3 Ensaio in vitro de clustering em células CHO

O ensaio in vitro denominado efeito clustering em células CHO (células de
ovario de hamster chinés) ¢ um ensaio que tem por finalidade a detec¢cdo do conteudo da
toxina pertussis ativa em vacinas DTP. Este ensaio estd baseado na mudanca
morfoldgica, denominada “clustering” (do inglés: cacho), que ocorre quando estas
células estdo na presenc¢a da toxina pertussis ativa.

Para execuc¢do deste ensaio foi utilizado o protocolo estabelecido pelo National
Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) da Inglaterra (NIBSC, 1999a).

Inicialmente as amostras DT, DTP 1, DTP 2 ¢ DTP acelular foram diluidas na
propor¢do de 1/10 em PBS sendo a Vacina de Referéncia diluida na proporg¢ao 1/50.

Uma microplaca de 96 orificios foi preenchida com 20 'L de meio de cultura
MEM (Minimum Essential Medium) suplementado com soro fetal bovino (10% p/v),
sulfato de estreptomicina (100 ug/mL), Penicilina G potassica (100 Ul/mL) e L-
glutamina (2 mM), em cada um de seus 88 pocos (colunas 2 a 12), meio MEM
completo.

As amostras, juntamente com uma Toxina Pertussis de Referéncia (NIBSC
90/518) contendo 128 ng/mL, foram adicionadas em duplicata as colunas 1 e 2 da

microplaca. A partir da coluna 2 as amostras foram diluidas na propor¢do 1/2
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utilizando-se de uma micropipeta de 8 canais ajustada ao volume de 20 [ 'L, totalizando
11 diluigdes.

A ultima coluna de cada microplaca foi empregada como controle negativo
contendo somente 0 meio MEM.

Apos as diluigdes, 5x10° células CHO em 180 [L de meio MEM foram
adicionadas a cada um dos 96 orificios seguida de incubag@o durante 48 h a 37 °C em
estufa com atmosfera contendo 5% de CO,.

Quarenta e oito horas depois, as culturas foram coradas com solugdo etanolica
de cristal violeta 0,75 % p/v em formaldeido e examinadas ao microscopio invertido
para a observag¢do da ocorréncia do efeito clustering (ou formagio de cachos).

O processo de coloracdo das células, apds a remocdo do meio de cultura, inicia-
se com a fixa¢do das células com formaldeido a 10% durante 15 min. Apos essa etapa,
remove-se o formaldeido, lavando-se as placas durante cerca de 5 min em 4agua
corrente. O excesso de agua ¢ removido e adicionada a solugdo de cristal violeta por 15
min. Em seguida, as placas sdo enxaguadas varias vezes em agua corrente e depois sdo
colocadas para secar a temperatura ambiente por cerca de 18 h.

O resultado do ensaio € expresso de acordo com a maior diluigdo da amostra na
qual se observa o agrupamento total de células em forma de cachos.

O titulo de referéncia (em ng/mL) ¢ calculado multiplicando-se a concentracio
de partida da Toxina Pertussis (128 ng/mL) pelo fator de diluicdo da maior dilui¢cdo na
qual se observa total aglomeragdo de células.

O conteudo de Toxina Pertussis ativa das amostras ¢ calculado multiplicando-se
o reciproco do fator da maior diluicdo das amostras no qual se observa total
aglomeragdo das células, pelo titulo de referéncia (ng/ml) e pelo fator de dilui¢cdo inicial
das vacinas, isto ¢, por 10 para as vacinas DT, DTP-1, DTP-2 e DTPa e, por 50 para a
Vacina de Referéncia.

O ensaio ¢ considerado valido quando ndo se observa o efeito clustering nas
células que fazem parte do controle negativo.

Para este ensaio, de acordo com o protocolo utilizado (NIBSC), as vacinas DTP
celulares sdo consideradas satisfatorias quando apresentam conteddo de Toxina
Pertussis ativa menor que 1000 ng por dose humana (uma dose humana da vacina
correspondente a 0,5 mL).

Para a execucdo deste ensaio utilizamos o Procedimento do Setor de Ensaios

Toxicolégicos do Laboratério de Toxicologia do Departamento de Farmacologia e
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Toxicologia do INCQS/FIOCRUZ/MS. Setor responsdvel pela coordenagdo deste

ensaio.

111.4 Quantificacdo da Endotoxina pelo método do LAL

O método do Limulus Amoebocyte Lisate (LAL) por gelificagdo ou gel-clot foi
o método utilizado para a quantificacdo de endotoxina nos produtos testados. O lisado
de amebdcito utilizado neste ensaio € proveniente Limulus poliphemus (caranguejo-
ferradura).

A endotoxina ¢ uma substincia produzida por bactérias Gram negativas como
um componente encontrado na membrana celular destas bactérias. E identificada como
um pirdgeno, ou seja substincia que induz um aumento de temperatura (febre) quando
inoculada por via parenteral ou quando presente em infecgoes.

Para a execucdo deste ensaio utilizamos o Procedimento Operacional Padriao do
setor de Pirogénio do Departamento de Farmacologia e Toxicologia do
INCQS/FIOCRUZ/MS (INCQS, POP65-3330-006, 2005), setor responsdvel pela
coordenacao deste ensaio.

Os produtos a serem testados foram diluidos em agua apirogénica nas seguintes
propor¢des: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:20000, 1:40000, 1:80000, 1:160000,
1:320000, 1:640000, 1:1280000 em tubos de boro silicato despirogeneizados. De cada
uma destas dilui¢des foram retirados 100 [L e adicionados a tubos contendo 100 L de
LAL, que foi previamente diluido. Esta mistura foi solubilizada por 60 segundos e
incubada a 37 °C em banho maria sem agitagdo por uma hora. Para leitura do teste os
tubos foram retirados do banho maria e submetidos a uma inversido de 180°. O teste ¢
considerado positivo quando se forma um coagulo branco que se fixa no fundo do tubo,
nido se deslocando com a inversdo e, negativo quando ¢ denotada a auséncia de
formacdo de codgulo no fundo do tubo, constatado apds a inversdo de 180° do tubo.

A validade do ensaio ¢ constatada pela utilizacdo de dois grupos controles
(normalmente em duplicata), um positivo e outro negativo. O controle positivo é
formado por tubos contendo LPS de E. coli e dgua apirogénica e o controle negativo
apenas por adgua apirogénica. Apos a adicdo do LAL, os controles sdo como as amostras
solubilizados por 60 segundos € mantidos em banho maria por 37 °C por uma hora.

A concentracio de endotoxina ¢ calculada, multipliando-se o valor de
sensibilidade do LAL ([I= 0,125) pelo fator de dilui¢do da maior dilui¢do em que foi

observada a formagdo do coagulo.
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1I1.5 Medida do Edema

O objetivo desta medida, foi verificar a resposta inflamatdria,
caracterizada pela formagdo do edema, em fun¢do do tempo. Para andlise deste tipo de
reagdo utilizamos uma técnica muito empregada em farmacologia para medir reagdes
locais e de hipersensibilidade, i.e. a quantificacdo de edema ou edema de pata, usada
para avaliar a capacidade de uma droga em produzir ou reduzir um processo
inflamatorio (Manclark ef al., 1976). Entendemos que trata-se de uma metodologia
apropriada ja que varios trabalhos tém se reportado a um aumento da sensibilidade em
camundongos para a forma¢do de edema local quando da aplicacdo da vacina DTP,
mesmo a DTP acelular em boosters vacinais (Yamamoto et al., 2002).

Normalmente esta resposta identifica 3 fases: fase aguda, fase intermediaria e
fase cronica. Assim, o edema foi medido apds intervalos de tempo que coincidiram com
o inicio do edema, a fase maxima do edema e com a fase de regressdo do edema. Estas
fases coincidiram com os periodos de tempo de 2 (duas), 6 (seis), 12 (doze), 24 (vinte e
quatro), 48 (quarenta e oito), 72 (setenta e duas) e 96 (noventa e seis) horas posteriores
a aplicacdo da vacina.

Para medida do edema utilizou-se de um pletismometro (ou pletismografo).
Com este aparelho € possivel registrar alteragdes no tamanho da pata dos camundongos,
expressas como medida de volume que ¢ medido através do deslocamento de uma
coluna de 4gua contendo cloreto de sodio e tensoativos no momento em que a pata do
animal ¢ introduzida nesta coluna de agua. O registro do volume deslocado ¢ feito pela
medida da diferenca de potencial elétrico. O aparelho tem a possibilidade de ser
ajustado para a grandeza do volume que se quer medir. No trabalho em questdo ele foi
ajustado para medir variacdes da ordem de 50 [ L.

O edema foi induzido apds a administracdo de 50 [ de cada vacina por via
subcutinea na pata esquerda de dezoito camundongos C57/BL6 machos. Como controle
negativo ou controle do edema utilizamos a pata direita que ndo foi inoculada.

Ensaios prévios nos indicaram que para vacinas que apresentam em sua
formulag@o os componentes antigénicos Diftérico, Tetanico e o componente Pertussis,
os melhores intervalos nos quais o edema deveria ser medido seriam de 2h, 6h, 12h,

24h, 48h, 72h e 96h.
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111.6 Analise Histopatologica

Apds cada leitura do edema, um animal de cada grupo experimental foi
sacrificado em camara de COOpara que a pata edemaciada fosse submetida a exame
anatomo-histopatologico. O procedimento para esta analise compreendeu as seguintes
etapas:

(1) fixag@o das patas posteriores em formol tamponado a 10%;

(i1) descalcificag@o, com o uso de solug¢do contendo EDTA;

(ii1) processamento do material para cortes histologicos de 5 micra em parafina;
(iv) coloragdo pela Hematoxilina & Eosina;

(v) analise em microscopia de luz para avaliacdo da reacdo inflamatoria local e
(vi) obtencdo de slides fotograficos.

Os procedimentos para esta analise foram realizados e coordenados pelo Setor
de Anatomia e Histopatologia do Departamento de Farmacologia e Toxicologia do
INCQS/FIOCRUZ/MS.

As etapas descritas tem como referéncia o Procedimento Operacional Padriao 65-

3320-001 (INCQS, POP 65-3320-001, 2001).

I11.7 Contagem Total e Diferencial das Células Sangiiineas

Utilizou-se cAmara de Neubauer com reticulo formado por nove quadrados de 1
mmlde area, tendo portanto, 9mm/lide superficie. A profundidade da camara ¢ de 0,1
mm. Logo, o volume total da cdmara serd de 0,9 mml(.]Cada um destes 9 quadrados ¢
subdividido em 16 pequenos quadrados, medindo cada um 1/16 do mm[.] O quadrado
central é dividido em 25 pequenos quadrados, medindo cada um 1/25 do mm[]Cada um
desses ¢ dividido em outros 16 quadradinhos, medindo 1/400 do mm[.]

A férmula geral para contagem das células é:

células/mm[ = células por mm[ X profundidade da camara X diluiciio

Para a contagem dos globulos brancos utilizamos todos os quatro quadrados
externos. A leitura ¢ feita com microscopia dtica (aumento de 10x) apds diluicdo das
células (40x) em liquido de Tiirk.

A coleta do sangue foi realizada através de pequena incisdo feita na cauda de 5
ou 6 camundongos, antes do inicio do ensaio e ao final do ensaio (96 horas), coletando-

se o0 sangue com micropipeta de 10 ['L.
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Os esfregacos para contagem especifica das células, foram feitos em laminas

para microscopia de luz e corados pelo método de coloragdo Giemsa.

1I1.8 Dosagens das Citocinas

Paralelamente a investigagdo que diz respeito aos mecanismos celulares
envolvidos na resposta inflamatoria aguda, procedemos a andlise de determinadas
moléculas também envolvidas na resposta inflamatoria aguda, as citocinas IL-1, IL-6 e
o TNF-[].

Para as dosagens de TNF[] IL-1 e IL-6 foi utilizada a técnica de ELISA,
empregando-se anticorpos monoclonais especificos de acordo com as instru¢des do
fabricante. O protocolo utilizado foi da R&D: Duo Set Kit.

Para esta andlise utilizou-se do centrifugado do plasma do sangue dos
camundongos, coletado nos mesmos periodos nos quais o edema foi medido: 2h, 6h,
12h, 24h, 48h, 72h e 96h. O sangue para estas dosagens foi coletado por puncdo
cardiaca, imediatamente apds a morte do animal em camara de COkendo adicionado
de citrato de sédio, mantido em banho de gelo e centrifugado.

Para tal procedimento, um grupo de 5 (cinco) animais foi mantido durante o
periodo do ensaio para ser submetido a coleta do sangue em cada tempo indicado acima.

As dosagens das citocinas foram feitas a partir de uma alicota do sangue obtida
por sangria “branca” (total) de camundongos sacrificados em cdmara de COO Ao
sangue obtido foi adicionado acido citrico 3,2% para evitar coagulacdo, sendo 0 mesmo
mantido em banho de gelo. Logo apos o sangue foi centrifugado para obten¢do do
plasma. O plasma obtido foi estocado a 70 graus negativos para posteriormente ser
utilizados nas dosagens.

Basicamente os protocolos para estas dosagens podem ser descritos da seguinte
maneira: placas Nunc de 96 pocos foram revestidas com anticorpos de captura
(anticorpos monoclonais purificados), cobertas e incubadas em torno de 16h em
geladeira. No dia seguinte, apos trés lavagens com PBS/Tween as placas foram
bloqueadas com PBS/BSA 1% para evitar ligagdes inespecificas. Apoés uma hora foram
submetidas a quatro lavagens com PBS/Tween sendo entdo adicionados a citocina
padrdo e as amostras (plasma). Novamente foram incubadas em 16h em geladeira.
Foram entio adicionados os anticorpos de deteccdo conjugados com biotina (anticorpos
monoclonais biotinilado), deixando a reacdo por mais uma hora. Foram feitas novas

lavagens e o substrato (avidina-peroxidase) foi colocado para incubagdo por cerca de 30
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minutos. Em seguida o revelador OPD foi adicionado. A leitura foi feita em leitora de
placa a 450 nm. Os dados foram analisados através do programa Soft Max Pro, com as
dosagens baseadas nos valores obtidos através dos respectivos padrdes de citocinas

utilizados.

1I1.9 Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através da andlise de variincia
de uma via (ANOVA) ou pelo teste ndo paramétrico de Kruskel-Wallis, quando os
dados ndo se ajustavam a uma curva normal.

A existéncia de diferenca significativa entre dois grupos foi estabelecida pelo
teste de t de Student ou, no caso da analise ndo-paramétrica, pelo teste de U de Mann
Whitney. Em todos os casos as diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p [10,05. Os calculos estatisticos foram realizados por meio do

“software” Minitab 10.5 (Minitab Statistical Software™, Minitab Inc., PA, USA, 1995).
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111.10 Preparo das Solugées

Citrato de Sédio (3,2%):
Citrato de Sodio
H=O

Giemsa:
Giemsa
Glicerina
Metanol

3,2¢g
100 mL

lg
60 mL
56 mL

Diluir a solu¢da de Giemsa 10x em agua destilada no dia da coloracdo da lamin:

Liquido de Tiirk:

Acido ac[etico glacial P.A.

Cristal violeta
HzO
OPD

Dihidroclorido )-fenilenediamina

Tampao do OPD

PBS 10x
NazHPOa 7 H:O
Na Cl
KHzPOux
KCl
H:O
PBS Tween 20
PBS 1x
BSA 1%

Tampao do OPD

Tampao Fosfato-Citrato

H=0 mQ

Salina 0,9%
NaCl
H=O

200 g
50,0 mg
1L

1 cépsula
50 mL

125¢
71 ¢g
2g
2g
1L

100 mL
lg

1 capsula
100 mL

09¢g
100 mL
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II1.11 Reagentes

Acido Acético: Merck

Anticorpo biotinilado de cabra anti IL-1Jde camundongo: Duo Set Kit - R&D
Anticorpo biotinilado de cabra anti IL-6 de camundongo: Duo Set Kit - R&D
Anticorpo biotinilado de cabra anti TNF-[/de camundongo: Duo Set Kit R&D
Avidina - Peroxidase: Sigma

BSA: Sigma

Giemsa: Sigma

KCL: Merck

KHIPOQO Sigma

Metanol: Merck

Na[HPOL7HLO): Riolab

NaCL: Sigma

NaHCOO Sigma

OPD: Sigma

Tampdo do OPD: Sigma

Tween 20: Sigma
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1V. RESULTADOS

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos na avaliacdo de cada um

dos produtos estudados.

1V.1 Resultados referentes a vacina DTP-1

1V.1.1 Ensaio clustering em células CHO

Uma vez que estamos estudando a reacdo local produzida pela vacina DTP e
compreendendo que esta é uma reacdo inflamatéria aguda que tem como um dos
principais agentes causais um dos componentes toxicos da vacina denominado Toxina
Pertussis, lancamos mao de um ensaio especifico para dosagem desta toxina: a
verificagdo do efeito clustering em células CHO.

Procuramos assim, investigar o conteido desta toxina nos produtos que foram
objetos de estudo deste trabalho e procurar evidenciar a relagdo entre o quantitativo
encontrado para esta toxina e a reacao inflamatdria observada.

O resultado do contetido de Toxina Pertussis ativa na vacina DTP-1 foi expresso
em relacdo ao resultado de uma preparacdo de referéncia (Toxina Pertussis NIBSC
90/518) com conteudo de Toxina Pertussis de 128 ng/mL.

Utilizando-se de dilui¢des seriadas com fator de dilui¢do 2 com variagdo de 1/2
a 1/2048, observou-se que a vacina DTP-1 e a Toxina de Referéncia induziram a
formacdo de clustering (aglomeracdo celular) nas diluigdes 1/60 e 1/32
respectivamente.

Com estes dados, podemos demonstrar de forma comparativa que o conteido de
Toxina Pertussis ativa encontrado na vacina DTP-1 foi equivalente a 240 ng/mL como

mostra a Tabela 1.

Tabela 1
Relacio entre a ocorréncia do efeito clustering e o conteiido de Toxina Pertussis Ativa (DTP-1)
Toxina Pertussis Vacina DTP 1
(128 ng/mL)
Efeito / /
Clustering 1732 1/60
Contetido
de 4 ng/mL 240 ng/mL
Toxina
Pertussis
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1V.1.2 Ensaio do Limulus Amebocite Lisate (LAL) ou Ensaio de Endotoxina

Com o objetivo de quantificar o conteido de endotoxina das vacinas utilizadas
em nosso estudo € na tentativa de associar os resultados encontrados com a resposta
inflamatoria produzida pela vacina DTP procedemos a dosagem da endotoxina pelo
método do LAL, empregado para a andlise de todas as vacinas envolvidas em nosso
estudo.

O valor referente ao contetido de endotoxina encontrado para a vacina DTP-1
estd apresentado na tabela 2, associado ao valor da endotoxina de referéncia, da qual sdao
utilizadas dilui¢des sucessivas para que se possa fazer um estudo comparativo dos
resultados obtidos com as dilui¢des da vacina teste.

A presenca de endotoxina neste ensaio € caracterizada por uma reacdo de
gelificacdo também conhecida como “gel-clot” (reagdo de gelificacdo). Estes resultados
estdo relacionados “a menor diluicdo em que observa-se a formagdo da reacdo de
gelificacdo.

As dilui¢des utilizadas variaram de 1/10 a 1/640.000 com fatores de dilui¢ao
diferenciados, fator 10 nas quatro primeiras diluicdes e fator 2 nas dilui¢des seguintes.
A presenca da reacdo de gelificacdo foi caracterizada pelo uso do sinal (+), indicando
reacdo positiva e a auséncia da reagdo de gelificacdo foi caracterizada pelo sinal (-),
indicando reacdo negativa.

Assim, para a vacina DTP-1, de acordo com os valores apresentados na tabela 2
foi observada a reacdo de gelificac@o ou reacdo positiva (+) até a diluicdo 1/40.000.

Expressando este resultado de forma quantitativa em relagdo a endotoxina de
referéncia, podemos estimar que o conteido de endotoxina estd compreendido no
intervalo que correspondente aos valores: > 5.000 e < 10.000 UE/mL (UE = Unidades
de Endotoxina) como demonstrado. Desta forma, o conteido maximo de endotoxina
encontrado na vacina DTP-1 foi expresso, de forma comparativa, como sendo de 10.000
UE/mL, como mostra a Tabela 2.

Vale ressaltar que valores maximos aceitaveis para o conteudo de endotoxina na
vacina DTP ndo estdo descritos em monografias de farmacopéias ou em requerimentos

internacionais.
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Tabela 2
Relacdo entre a ocorréncia do efeito gel clot e o conteiido de Endotoxina (DTP-1)

Endotoxina de Referéncia Vacina DTP 1
[ | s
Efeito
Gel clot 1/40.000 (+)
1/80.000 (-)
Conteudo
de 0,125 UE/mL >5.000 UE/mL
Endotoxina

<10.000 UE/mL

1V.1.3 Edema de Pata

A injecdo subcutanea ou intramuscular da vacina DTP € capaz de promover
tanto em modelos animais como no ser humano, a formac¢do de um edema com intenso
eritema no sitio da inoculagdo, podendo a evolucdo desta reacdo ser acompanhada ao
longo do tempo.

Em nosso estudo, procuramos investigar a formacdo deste edema, que estéd
relacionado “a capacidade da vacina em produzir uma reagdo adversa, descrita como
reacdo local, quantificando esta reacdo através da tomada da medida do edema de pata.

Verificamos a capacidade da vacina DTP-1 em induzir o edema de pata com a
aplicacdo de uma dose da vacina correspondente a 50 [L. e a medida do edema
produzido foi expressa como volume de edema em [ L.

O perfil da cinética deste edema demonstrou uma curva crescente, na qual
destaca-se um aspecto caracteristico: um decaimento no periodo compreendido entre 6 e
12 horas, como demonstrado no grafico 1. Apds este decaimento, observou-se uma
intensa reagdo inflamatdria com crescente aumento do edema observado até o periodo
de 96 horas.

Esta reacdo indicou a capacidade da vacina DTP-1 em induzir uma intensa
reacao local na pata de camundongos inoculados. A causa desta reacdo, possivelmente,
esta associada ao contetiido de toxina pertussis ativa e ao contetido de LPS encontrados
nesta vacina, como veremos a seguir.

Os resultados encontrados foram expressos como a diferenca (ou delta [[I])
entre a pata esquerda (inoculada) e a pata direita (ndo inoculada) que funcionou como

controle. A medida do edema para DTP-1 esta demonstrada na Tabela 3.
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Tabela 3

Vacina DTP 1 - Valores Médios da Medida do Edema de Pata

2h 6h 12h 24h 48h T2h 96h
N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18
WptE-pi b ml
Média 19,94 31,77 19,55" 28,94 32,50™ 37,5500 44,83nbeded
Desvio +4,242 +1,414 +4,949 +5,656 2,828 2,828 +4,242

Valores analisados pelo método de Kruskal-Wallis seguido pelo método U de Mann-Whitney. Diferengas significativas
(p,05) entre os valores de edema observados nos intervalos de tempo sio designadas como segue: alRh; b[bh; cOl 2h;
dP4h; e[U8h e fI72h. O ptE — ptD = diferenca entre a pata esquerda e a pata direita.

A cinética do edema produzido em relagdo ao tempo estd também representada no

QGrafico 1.
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O Grdfico 1 apresenta a variacdo do edema produzido pela vacina DTP 1. Os valores
médios do edema e os desvios apresentados estdo relacionados ao O (delta): diferenca
entre a pata esquerda e a pata direita. A pata direita funcionou como controle da medida

do edema e ndo foi inoculada.

1V.1.4 Andlise Histopatoldgica

O enfoque principal desta andlise foi a verificagdo do envolvimento tecidual
(epitelial e muscular) na reacdo inflamatdria local produzida por cada um dos produtos

testados.
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Na andlise histopatoldgica das patas controle em microscopio nao se observou
alteragcdes nos diferentes planos do tecido epitelial bem como na camada muscular nos
diferentes intervalos de tempo em que os animais foram sacrificados. Figura 5, A e B.

Ao exame das laminas das patas dos inoculadas com a vacina DTP-1, nos
diferentes periodos de tempo observou-se as seguintes alteracoes:

No intervalo de 2 horas apds o tratamento, a andlise microscdpica revelou
discreta reacdo inflamatdria caracterizada por edema, congestdo e infiltrado de
polimorfonucleares na derme como monstra a Figura 6, A e B.

No intervalo de 6 horas apds o tratamento, a andlise histopatoldgica revelou
evolucdo do processo inflamatério com aumento do edema, do infiltrado de
polimorfonucleares e o surgimento de células mononucleadas na derme. Na camada
muscular notou-se infiltrado de polimorfonucleares e presenca de exsudato purulento,
como mostra a Figura 7, A e B.

No intervalo de 24 horas apds o tratamento, a imagem histolégica € idéntica a de
6 horas, porém percebe-se um aumento de células inflamatdrias tanto no nivel da derme
como na camada muscular, como mostra a Figura §, A e B.

No intervalo de 48 horas apds o tratamento, observou-se reacdo inflamatdria
semelhante a leitura de 24 horas, como mostra a Figura 9, A e B.

No intervalo de 72 horas apds o tratamento, a andlise microscopica revelou
intenso infiltrado de polimorfonucleares e aumento significativo de células
mononucleadas na derme e na camada muscular, onde também observou-se a presenca
de exsudato purulento e lesdo de fibras musculares (necrose), como mostra a Figura 10,
AeB.

No intervalo de 96 horas apds o tratamento o exame microscopico revelou
regressdao do edema, porém progressdo do infiltrado inflamatério e necrose de fibras

musculares, como mostra a Figura 11, A e B.
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Histologia da reacao inflamatoria produzida pala vacina DTP-1

A 10x

Figura 5. Pata Controle Em (A) observa -se histologia normal da estrutura da epiderme
(E), derme (D) e camada muscular (CM). Em (B), detalhe da fig. A, com aumento de 20x.
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Flgura 6. Pata Tratada 2 horas. Em (A) a andlise hlstologlca revelou discreta reagdo
inflamatoria caracterizada por edema (ed), infiltrado de polimorfonucleares (pmn) e

dilatacdo de capilares (dc) da derme. Em (B), detalhe da fig. A com aumento de 20x.
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Figura 7. Pata Tratada 6 horas. Em (A) a andlise histologica revelou evolucdo do
processo inflamatorio com aumento do edema (ed), do infiltrado de polimorfonucleares
(pmn). Na camada muscular notou-se infiltrado de polimorfonucleares (pmn) e a presenca
de exsudato purulento (ep). Em (B), detalhe da fig. A com aumento de 20x.
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Figura 8. Pata Tratada 24 horas. Em (A) a analzse hlstologlca revelou evolugao do
processo inflamatorio com aumento do edema (ed) e do infiltrado de polimorfonucleares
(pmn), porém, percebe-se um aumento das células inflamatorias tanto no nivel da derme
como na camada muscular. Em (B), com aumento detalhe da fig. A de 20x.

- i dﬂnr'
Figura 9. Pata Tratada 48 horas. Em (A) a andlise hlstologlca revela-se semelhante a
imagem obeservada em 24h. Em (B), detalhe da fig. A, com aumento de 20x.

Figura 10. Pata Tratada 72 horas. Em (A) a andlise hzstologlca revelou intenso infiltrado
de polimorfonucleares (pmn) e aumento significativo de células mononucleadas na derme
e na camada muscular. Na camada muscular obsevou-se a presenca do exsudato purulento
(ep) e necrose (n) de fibras musculares. Em (B), com detalhe da fig. A aumento de 20x.
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edema na derme (D) acompanhado de alteracdo na morfologia do tecido conjuntivo,

progressdo do infiltrado inflamatoério (pmn) e presenca de exsudato purulento (ep). Em (B),
detalhe da fig. A com aumento de 20x.
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1V.1.5 Leucometria Total e Diferencial

Neste estudo os resultados dos leucdcitos totais e especificos foram avaliados
em 18 (dezoito) animais utilizados para o ensaio de cada produto. Cada animal foi
avaliado em dois momentos distintos: previamente ao tratamento € 96 horas apds o
mesmo.

Como ja foi observado em vdrios estudos, uma caracteristica da infec¢ao
causada pela B. pertussis, utilizada inclusive para o diagnéstico da coqueluche, é a
producdo de uma leucocitose com pronunciada linfocitose. Varios estudos tém
demonstrado que a vacina DTP também € capaz de promover este mesmo tipo de
resposta.

Desta forma procuramos investigar a populacdo de células sangiiineas da série
branca, caracterizando o nimero dos leucdcitos totais € o percentual especifico das
populacdes celulares com o emprego de uma dose correspondente a 50 [ da vacina,
por via subcutanea aplicada na pata de camundongos.

Este procedimento de contagem das células foi realizado antes da aplicacdo da
vacina DTP-1 e apés ter decorrido o intervalo de 96 horas da aplicacdo desta vacina. Os
valores apresentados na Tabela 4 representam o momento pré-inoculacio e pos-
inoculacio.

Como observado na Tabela 4, em nosso estudo ndo foi evidenciada uma
linfocitose pronunciada, normalmente descrita como induzida pelo contetido da toxina
pertussis ativa existente na vacina. A partir dos resultados encontrados foi possivel
observar uma alteracdo do contetido da populacdo celular, com acentuado aumento do
conteudo de neutréfilos quando comparando aos valores obtidos antes da aplicacdo da
vacina.

Pelo menos dentro do periodo de 96 horas, nosso estudo indicou que existe um
aumento do numero de células leucocitarias, com neutrofilia e discreto aumento do

nimero absoluto dos linfocitos e dos mondcitos, como mostra a Tabela 4.
Tabela 4

Anadlise dos Leucdcitos antes e apds o tratamento com a vacina DTP-1

Bastdes  Neutrofilos Monocitos Basofilos FEosinofilos Linfécitos Leucocitos

Oh
N 75+98 40434463 305+119 0+0 1384234  7550+£970 12111+1342
% 0,7+0,9 33,4+2,3 2,6x1,0 0+0 1,1+1,8 62,5+3,0
96h
N 84+140  7806+1386* 486+273* 0+0 76+120  8916+1379* 172444255%
% 0,4£0,7 45,2+3,1* 2,712 0+0 0,4£0,7 51,8+3,4*

Valores: média + DP (N=18) Os valores absolutos foram analisados pelo teste t de Student. Todos os outros
pardmetros foram analisados pelo método U de Mann-Whitney. Em todos os casos, a direfenga entre Oh ¢
96h foi considerada como estatisticamente significativa (*) quando p0,05.
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1V.1.6 Andlise das Citocinas

Dados da literatura sustentam que a vacina DTP é capaz de produzir uma toxi-
infeccdo. A partir deste pressuposto, investigacOes sobre a natureza das toxinas
produzidas pela B. pertussis e das interacdes desta com as células do hospedeiro t€m
sido conduzidas no intuito de elucidar este processo para que possam ser melhor
compreendidas as causas das reacOes adversas produzidas pelos antigenos produzidos
por este microorganismo.

A vacina DTP possui a caracteristica de produzir o mesmo tipo de reacdao
encontrado na doenga e esta reatogenicidade tem relagdo direta com a resposta
inflamatoria produzida pela vacina.

Investigacdes sobre a natureza da resposta inflamatéria induzida pela vacina
DTP tém demonstrado que a endotoxina de bactérias Gram negativas constitui-se de um
bom exemplo de modelo para a investigacdo do papel de citocinas pré-inflamatérias no
controle de infec¢des bacterianas. Neste aspecto, na infeccdo causada pela B. pertussis
ocorre um numero de complicagdes sistémicas resultado da transcri¢do de IL-10e TNF-
Oe da expressdo da IL-6 pelo hipocampo e hipotdlamo (Chistine et al., 2000), além da
producdo de citocinas como TNF-O, IL-6 e TGF-O(Remoué et al., 1997).

Com base nas evidéncias descritas acima, procuramos investigar o perfil das
citocinas IL-100 IL-6 e TNF-O através de sua quantificacio pelo método de ELISA.

Na apresentacdo deste projeto de investigacdo acreditivamos que os niveis
destas citocinas no sangue de animais imunizados, durante a fase aguda do processo
inflamatdério deveria demonstrar um aumento significativo destas citocinas em
comparagdo com os resultados obtidos de animais normais.

Para este estudo injetamos 50 [IL de vacina por via subcutinea na pata de
camundongos, e seguindo a cinética do edema induzido obtivemos o plasma dos
animais nos periodos de 2, 6, 24, 48, 72 e 96 horas, para que pudesse ser efetuada a
quantificacdo das citocinas.

Nas condi¢des experimentais do presente estudo ndo encontramos niveis
detectdveis de IL-10e TNF-O em nenhum dos cinco produtos estudados. Desta forma
os dados relacionados a esta etapa do estudo ndo sdao demonstrados na se¢do dos
resultados.

No entanto, encontramos niveis significativos de IL-6 para DTP-1, DTP-2 e para

a Vacina de Referéncia.
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Nos animais nao tratados nao foram observados niveis detectaveis de IL-1[], IL-
6 e TNF-[1

A vacina DTP-1 induziu um aumento nos niveis de IL-6, sobretudo nos
intervalos de 2 horas e 6 horas. No Grafico 2 estd representada a variagdo temporal da

concentragdo da citocina IL-6 para o produto DTP-1.
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Grdfico 2. Dosagem da concentragdo de IL-6 por ELISA. Observa-se a concentragdo de
IL-6 para os vdrios tempos nos quais foram feitas as medidas do edema. Os valores
representam a média e o desvio padrdo da leitura dtica realizada de cinco animais. O
tempo 0 (zero) ndo foi demonstrado no grdfico, porque os valores para esta citocina
estavam abaixo do limite de detec¢do. As diferencas entre os valores observados nos
diversos intervalos de tempo foram analisadas por ANOVA, seguido por teste t de
Student. Diferencas significativas (p10,05) foram designadas como al 2h, b 6h.

55



1V.2 Resultados referentes a vacina DTP-2

Seguindo o mesmo padrdo de estudo da vacina DTP-1, procedemos a anélise da

vacina DTP-2. Os resultados dos ensaios aplicados serdo apresentados a seguir.

1V.2.1 Ensaio clustering em células CHO

De forma comparativa em relagdo a uma toxina de Referéncia, o contetido de
Toxina Pertussis ativa encontrado na vaciana DTP 2 foi equivalente a 2.560 ng/mL

como mostra a Tabela 5.

Tabela 5
Relacfio entre a ocorréncia do efeito clustering e o conteiddo de Toxina Pertussis Ativa (DTP-2)
Toxina Pertussis de Referéncia Vacina DTP 2
(128ng/mL)
Efeito
Clustering 1/32 1/640
Conteudo
de
Toxina 4ng/mL 2.560ng/mL
Pertussis
Ativa

O valor encontrado para esta vacina foi comparativamente, cerca de 10 vezes

maior do que o encontrado para a vacina DTP-1 (240 ng/mL).

1V.2.2 Ensaio do Limulus Amebocite Lisate (LAL) ou Ensaio de Endotoxina

Assim como o observado para a vacina DTP-1, o conteddo médximo de
endotoxina encontrado na vacina DTP 2 foi de 10.000 UE/mL, como

demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6

Relacio entre a ocorréncia do efeito gel clot e o conteido de Endotoxina (DTP-2)

Endotoxina de Referéncia Vacina DTP 2

[EAR TN e ]
Efeito

Gel clot 1/40.000 (+)

1/80.000 (-)

Conteido
de 0,125 UE/mL >5.000 UE/mL
Endotoxina

<10.000 UE/mL
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1V.2.3 Edema de Pata

Os resultados da medida do edema estdo sempre expressos como a
diferenca entre a pata esquerda e a pata direita, os valores da medida do edema de pata

para a vacina DTP-2, estdo demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7
Vacina DTP 2 -Valores Médios da Medida do Edema de Pata
2h 6h 12h 24h 48h 72h 96h
N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18
k-l pl.
Média 20,88 48,25° 39,5 50,12*¢ 68,6204 74,50t 78,064t
Desvio +1,414 +5,656 +4,949 +5,656 +2,828 +1,414 +2,121

Valores analisados pelo método de Kruskal-Wallis seguido pelo método U de Mann-Whitney. Diferengas significativas
entre os valores de edema observados nos intervalos de tempo (p[D,05) sdo designadas como segue: alRh; blbh; cOl 2h;
dP4h; e[U8h e fIT72h. O ptE — ptD = diferenca entre a pata esquerda e a pata direita.

A cinética do edema esta demonstrada no Grafico 3.
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O Grdfico 3 apresenta a variacdo do edema produzido pela vacina DTP 2. Os valores
médios do edema e os desvios apresentados estdo relacionados ao O (delta): diferenca
entre a pata esquerda e a pata direita. A pata direita funcionou como controle da medida

do edema e ndo foi inoculada.

Assim como observado na DTP-1, na analise do edema de pata observamos uma
curva crescente na qual destaca-se 0 mesmo aspecto caracteristico: decaimento no

periodo entre 6 e 12 horas como demonstrado no Gréfico 3. Apds este decaimento
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também foi observada uma intensa reacdo inflamatdria com aumento crescente do

edema observado até o periodo de 96 horas.

1V.2.4 Andlise Histopatoldgica

Como demonstrado anteriormente, na andlise histopatoldgica das patas controles
em microscopio ndo se observou alteragdes nos diferentes planos do tecido epitelial
bem como na camada muscular nos diferentes periodos em que foram sacrificados os
animais. Figura 5, A e B, item IV.1.4.

Nas patas observadas foram registrados os seguintes achados para DTP-2:

No intervalo de 2 horas apds o tratamento, a analise histopatoldgica revelou em
nivel de derme processo inflamatorio caracterizado por congestdo, edema e infiltrado de
PMN. Figura 12, A e B.

No intervalo de 6 horas apds o tratamento, a andlise histopatologica revelou
vacuolizag¢do citoplasmatica de células do estrato espinhoso da epiderme. Na derme
observou-se congestdo, edema e expressivo infiltrado de PMN. Na camada muscular
notou-se infiltrado de PMN e exsudato purulento. Figura 13, A e B.

No intervalo de 12 horas apds o tratamento, a analise histopatologica mostrou a
presenca de infiltrado de PMN (exocitose) na camada cérnea da epiderme. Na derme
notou-se edema, congestdo e aumento do infiltrado de PMN acompanhado de raras
células mononucleadas. Na camada muscular observou-se infiltrado de PMN,
macrofagos e exsudato purulento.

No intervalo de 24 horas apds o tratamento, a analise histopatoldgica revelou no
nivel de epiderme exocitose e regressao do processo de vacuolizagdo citoplasmatica de
células do estrato espinhoso. Na derme observou-se intenso infiltrado de PMN, edema e
congestao. No nivel de camada muscular notou-se infiltrado de PMN, necrose de fibras
musculares e a presenga de exsudato purulento. Figura 14.

No intervalo de 48 horas apds o tratamento, a andlise histopatoldgica revelou
total regressdo das alteragdes da epiderme. Na derme observou-se intenso infiltrado de
PMN e considerdvel aumento no nimero de macréfagos. Na camada muscular
observou-se intenso infiltrado de PMN, necrose de fibras musculares e a presenga de
exsudato purulento. Figura 15, A e B.

No intervalo de 72 horas apds o tratamento, a analise histopatologica mostrou-se

semelhante as observadas no periodo de 48 horas.
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No intervalo de 96 horas apds o tratamento, a andlise histopatoldgica revelou

quadro inflamatério semelhante ao observado no periodo de 48 horas. Figura 16, A e B.

Histologia da reacao inflamatoéria produzida pala vacina DTP-2
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Figura 12. Pata Tratada 2 horas. Em (A) a andlise histologica revelou em nivel de derme

processo inflamatorio caracterizado por congestdo (cng), edema (ed) e infiltrado de
polimorfonucleares (pmn). Em (B), detalhe da fig. A com aumento de 20x.

Figura 13. Pata Tratada 6 horas. Em (A) andlise histopatolégica revelou vacuolizagdo
citoplasmdtica de células do estrato espinhoso da epiderme. Na derme observou-se
congestdo, edema e expressivo infiltrado de polimorfonucleares (pmn). Na camada
muscular notou-se infiltrado de polimorfonucleares (pmn) e exsudato purulento. Em (B),
detalhe da fig. A com aumento de 20x.
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Figura 14. Pata Tratada 24 horas. A
andlise histologica revelou em nivel de
epiderme exocitose e regressdo do
processo de vacuolizacdo citoplasmdtica
de células do estrato espinhoso. Na
derme observou-se intenso infiltrado de
PMN, edema e congestdo. Em nivel de
camada muscular notou-se infiltrado de
PMN, necrose de fibras musculares e a
presenca de exsudato purulento.

o . 3

Figura 15. Pata Tratada 48 horas. Em (A) a andlise histologica revelou total regressdo das
alteracoes da epiderme. Na derme observou-se intenso infiltrado de PMN e considerdvel
aumento no nimero de macrdéfagos. Na camada muscular observou-se intenso infiltrado de
PMN, necrose de fibras musculares e a presenca de exsudato purulento.. Em (B), detalhe da
fig. A, com aumento de 20x.

gica revelou quadro
inflamatorio semelhante ao observado no periodo de 48 horas. Em (B), detalhe da fig. A
com aumento de 20x.
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1V.2.5 Leucometria Total e Diferencial

Como na DTP-1, os leucécitos totais e especificos foram avaliados em 18
(dezoito) animais e cada um deles foi avaliado em dois momentos distintos:
previamente ao tratamento e 96 horas apds o mesmo. A dose correspondente foi de
50uL. da vacina, por via subcutinea aplicada na pata de camundongos.

A contagem das células foi entdo realizada antes da aplicacdo da vacina DTP-2 e
apods terem decorridos 96 horas da aplicacdo desta vacina. Os valores apresentados na
Tabela 8 representam os momentos pré-inoculacio e pds-inoculagao.

Como na vacina DTP-1, na vacina DTP-2 evidenciou-se acentuada leucocitose
com aumento no numero de neutréfilos e discreto aumento no nimero absoluto de

mondcitos e linfocitos.

Tabela 8

Anilise dos Leucécitos antes e apos o tratamento com a vacina DTP-2

Bastoes  Neutrofilos Mondcitos Baséfilos Eosinéfilos Linfécitos Leucocitos

Oh
N 63+81 3669+446  311+133 0+0 49+100 71071074 113254982
% 0,6+0,7 32,4+2,4 2,8+1,2 0+0 0,4+0,9 62,6£6,5
96h
N 68131  10319+117* 547+£293* 0+0 76+£102  9556+1478* 20444+222%*
% 0,3+0,6 50,6+4,1* 2,6x1,3 0+0 0,4+0,5 46,7+4,6*

Valores: média + DP (N=18) Os valores absolutos foram analisados pelo teste t de Student. Todos os outros
pardmetros foram analisados pelo método U de Mann-Whitney. Em todos os casos, a direfenga entre Oh ¢
96h foi considerada como estatisticamente significativa (*) quando p[0,05.

1V.2.6 Andlise das Citocinas

Neste estudo ndao encontramos niveis detectdveis de IL-10 e TNF-O como
mencionado anteriormente.
Injetamos 50 [LL da vacina DTP-2 por via subcutanea na pata dos camundongos,
e seguindo a cinética do edema induzido obtivemos o plasma dos animais nos periodos
de 2, 6, 24, 48, 72 e 96 horas, e procedemos a quantificacdo das citocinas da mesma
forma como foi realizado com a vacina DTP-1.
Como a vacina DTP-1, a vacina DTP-2 induziu um aumento nos niveis
de IL-6, sobretudo nos intervalos de 2 horas e 6 horas. No Gréfico 4 estd representada a

variac¢do temporal da concentragdo da citocina IL-6 para o produto DTP-2.
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Grdfico 4. Dosagem da concentragdo de IL-6 por ELISA. Observa-se a concentragdo de IL-6 para
os vdrios tempos nos quais foram feitas as medidas do edema. Os valores representam a média e
o desvio padrdo da leitura dtica realizada de cinco animais. O tempo 0 (zero) ndo foi
demonstrado no grdfico, porque os valores para esta citocina estavam abaixo do limite de
detecg¢do. As diferencas entre os valores observados nos diversos intervalos de tempo foram
analisadas por ANOVA, seguido por teste t de Student. Diferencas significativas (p'J0,05) foram
designadas como al2h, b[6, c[24h, e[172h.
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1V.3 Resultados obtidos com a Vacina de Referéncia (Ref)
Repetindo o padrdo de estudo da vacina DTP-1 e DTP-2, procedemos a analise
de uma vacina de Referéncia e, os resultados dos ensaios aplicados para esta vacina

serdo demonstrados a seguir.

1V.3.1 Ensaio clustering em células CHO

O conteudo de Toxina Pertussis ativa encontrado na vacina de

Referéncia foi equivalente a 3200 ng/mL como mostra a Tabela 9.

Tabela 9
Relaciio entre a ocorréncia do efeito clustering e o contetido de Toxina Pertussis Ativa (Vac. Ref.)
Toxina Pertussis Vacina de Referéncia
(128ng/mL)
Efeito

Clustering 1/32 1/800

Conteudo

de 4ng/mL 3200ng/mL
Toxina
Pertussis

Este valor encontrado para o conteido de Toxina Pertussis foi maior do que os

valores encontrados para a vacina DTP-1 (240ng/mL) e DTP-2 (2560ng/mL).

1V.3.2 Ensaio do Limulus Amebocite Lisate (LAL) ou Ensaio de Endotoxina

Com a vacina de Referéncia, foi observada a reacdo de gelificacdo ou reacdo
positiva (+) até a diluicao1/640.000.

Expressando este resultado de forma quantitativa em relacdo a uma endotoxina
padrdo ou de referéncia, podemos estimar que o conteddo de endotoxina estd
compreendido no intervalo que correspondente aos valores > 80.000 e < 160.000 como

demonstrado na Tabela 10.
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Tabela 10
Relacio entre a ocorréncia do efeito gel clot e 0 contetido de Endotoxina - Ref

Endotoxina de Referéncia Vacina de Referéncia
{i=0)115%
Efeito

Gel clot 1/640.000 (+)

1/1.280.000 (-)

Conteudo
de 0,125UE/mL >80.000 UE/mL
Endotoxina

<160.000 UE/mL

O conteido maximo de endotoxina encontrado na Vacina de Referéncia,
expresso de forma comparativa com uma endotoxina conhecida, foi de 160.000 UE/mL.
Este resultado foi 16 vezes maior do que o encontrado nas vacinas DTP-1 (10.000

UE/mL) e DTP-2 (10.000 UE/mL).

1V.3.3 Edema de Pata

Os resultados para a medida do edema de pata foram expressos como a diferencga
(ou delta [O)]) entre a pata esquerda e a pata direita, da mesma forma que as outras
vacinas testadas. Os valores das medidas obtidos para esta vacina estdo expressos na
Tabela 11. A cinética do edema produzido em relagdo ao tempo pode ser visualizada no

Grafico 5.

Tabela 11
Vacina de Referéncia -Valores Médios da Medida do Edema de Pata
2h 6h 12h 24h 48h 72h 96h
N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18
i k-l ml.
Média 13,44 32.16° 46.77* 61.33* 83.88%0ed 94,614 82.44*0ef
Desvio 2,121 +2,828 49,803 +12,409 £0,707 +0,707 +4,853

Valores analisados pelo método de Kruskal-Wallis seguido pelo método U de Mann-Whitney. Diferencas significativas entre
os valores de edema observados nos intervalos de tempo (pD,05) sdo designadas como segue: alRh; blbh; cOl 2h; dCP4h;
e[U8h e fII72h. O otE — otD = diferenca entre a nata esauerda e a pata direita.
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O Grdfico 5 apresenta a varia¢do do edema produzido pela Vacina de Referéncia. O O(delta)
representa os valores médios do edema e desvios relacionados a diferenca entre a pata
esquerda que foi inoculada e a pata direita ndo inoculada. (O decaimento da curva
possivelmente esta relacionado a perda de exsudato purulento observada na andlise visual da

pata dos camundongos utilizados no ensaio).

Na curva da cinética do edema produzido pela vacina de Refe€ncia ndo se
evidenciou o decaimento que havia ocorrido no periodo de 12 horas apds o tratamento
com as vacinas DTP-1 e DTP-2. Este fato pode estar relacionado com a alta

concentracdo de LPS encontrada para este produto.
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1V.3.4 Andlise Histopatoldgica

Da mesma forma que se procedeu para as vacinas DTP-1 e DTP-2, na andlise
histopatoldgica das patas controles da vacina de Referéncia em microscopio nao se
observou alteragdes nos diferentes planos do tecido epitelial bem como na camada
muscular nos diferentes periodos em que foram sacrificados os animais. Figura 10, A e
B, item IV.1.4.

No intervalo de 2 horas, a andlise histopatoldgica revelou no nivel de epiderme
vacuolizacdo citoplasmatica de células do estrato espinhoso. Na derme observou-se
edema, congestdo e infiltrado de PMN. Figura 17, A e B.

No intervalo de 6 horas, a andlise histopatoldgica revelou intensificagdo do
processo de vacuolizagdo de células do estrato espinhoso mostrando ruptura da
membrana celular. Na derme observou-se edema, congestdo e infiltrado inflamatério, o
qual mostrou-se presente na camada muscular. Figura 18, A e B.

No intervalo de 12 horas, a andlise histopatolégica mostrou a presenca de
infiltrado de PMN (exocitose) na camada cérnea da epiderme. Na derme notou-se
edema, congestdo e aumento do infiltrado de PMN acompanhado de raras células
mononucleadas. Na camada muscular observou-se infiltrado de PMN, macréfagos e
exsudato purulento. Figura 19, A e B.

No intervalo de 24 horas, a anélise histopatoldgica revelou no nivel de epiderme
foco de erosdo, exocitose e regressdao do processo de vacuolizagdo citoplasmédtica de
células do estrato espinhoso. Na derme observou-se intenso infiltrado de PMN, edema e
congestdao. Em nivel de camada muscular notou-se infiltrado de PMN e a presenca de
exsudato purulento. Figura 20, A e B.

No intervalo de 48 horas, a andlise histopatoldgica revelou total regressao das
alteracdes da epiderme. Na derme observou-se intenso infiltrado de PMN e
considerdvel aumento no nimero de macréfagos. Na camada muscular observou-se
intenso infiltrado de PMN, necrose de fibras musculares e a presenca de exsudato
purulento. Figura 21, A e B.

No intervalo de 72 horas, as imagens microscépicas se assemelham as
observadas no periodo de 48 horas. Figura 22.

No intervalo de 96 horas, a andlise microscopica revelou quadro inflamatério

semelhante ao observado no periodo de 48 horas. Figura 23, A e B.
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Histologia da reacao inflamatoéria produzida pela vacina de Referéncia

Figura 17. Pata Tratada 2 horas. Em (A) a andlise histologica revelou em nivel de
epiderme vacuolizagdo (v) citoplasmdtica de células do estrato espinhoso. Na derme
observou-se edema (e), dilatacdo de capilares (dc) e infiltrado de polimorfonucleares
(pmn). Em (B), detalhe da fig. A com aumento de 20x.

b Uguenn &) S-S A ¥
Figura 18. Pata Tratada 6 horas. Em (A) a andlise histolégica revelou intensificacdo do
processo de vacuolizacdo (v) de células do estrato espinhoso mostrando ruptura da
membrana celular. Na derme observou-se edema e infiltrado de polimorfonucleares (pmn),
o qual mostrou-se também presente na camada muscular . Em (B), detalhe da fig. A com

aumento de 20x.
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Fi igura 19. Pata Tratada 12 horas. Em (A) a anahse hzstologzca revelou a presenca de
infiltrado de polimorfonucleares (pmn) em apoptose na camada cornea da epiderme. Na
derme notou-se edema (ed) e aumento do infiltrado polimorfonucleares (pmn)
acompanhado de raras células mononucleadas. Na camada muscular observou-se
infiltrado de polimorfonucleares (pmn) e exsudato purulento (ep). Em (B), detalhe da figura
A com aumento de 20x.

Figura 20. Pata Tratada 24 horas. Em (A) a analzse hlstologlca revelou em nivel de
epiderme foco de erosdo (fe). Na derme observou-se intenso infiltrado de
polimorfonucleares (pmn) e edema (ed). Em nivel de camada muscular notou-se infiltrado
de polimorfonucleares (pmn) e a presenca de exsudato purulento (ep). Em (B), detalhe da
fig. A, com aumento de 20x.
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Figura 21. Pata Tratada 48 horas. Em (A) a andlise histolégica revelou total regressdo das
alteracoes da epiderme. Na derme observou-se intenso infiltrado de polimorfonucleares
(pmn). Na camada muscular observou-se intenso infiltrado de polimorfonucleares (pmn) e
a presenca de exsudato purulento (ep). Em (B), detalhe da fig. A, com aumento de 20x.

Figura 22. Pata Tratada 72 horas.
A andlise histolégica revelou na
derme  intenso infiltrado  de
polimorfonucleares  (pmn).  Na
camada  muscular  observou-se
intenso infiltrado de
polimorfonucleares (pmn), necrose
(n) de fibras musculares e a
presengca de exsudato purulento
(ep).

Figura 23. Pata Tratada 96 horas. Em (A) a andlise histologica revelou na derme intenso
infiltrado de polimorfonuclearesn (pmn). Na camada muscular observou-se  intenso
infiltrado de polimorfonucleares (pmn), necrose ( n)n de fibras musculares e a presenga de
exsudato purulento (ep). Em (B), detalhe da figura A, com aumento de 20x.
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1V.3.5 Leucometria Total e Diferencial

Como na DTP-1 e na DTP-2, os leucécitos totais e especificos foram avaliados
em 18 (dezoito) animais e cada um deles foi avaliado em dois momentos distintos:
previamente ao tratamento e 96 horas apds o mesmo. A dose correspondente foi de
50uL. da vacina, por via subcutinea aplicada na pata de camundongos.

A contagem das células foi entdo realizada antes da aplicacdo da vacina DTP-2 e
apods terem decorridos 96 horas da aplicacdo desta vacina. Os valores apresentados na
Tabela 12 representam o momento pré-inoculacio e pds-inoculacao.

Embora a natureza dos efeitos sobre as células sangiiineas sejam bastante
similares aqueles observados para DTP-1 e DTP-2, o tratamento com a vacina de
Referéncia ndo induziu aumento estatisticamente significativo no nimero absoluto de
linfécitos. A leucocitose aqui observada € ainda mais acentuada do que aquela induzida

pelas vacinas DTP-1 e DTP-2.

Tabela 12

Analise dos Leucécitos antes e apos o tratamento com a a vacina de Referéncia

Bastdes Neutrofilos Monocitos Basofilos FEosinofilos Linfocitos Leucdcitos

Oh
N 46+82 3774+487 259+133 00 40+82 7551+£440 11611+417
% 0,4+0,7 32,443,5 22411 0+0 0,3+0,7 65,1+4,3
96h
N 83+127  132924309* 737+503%* 0+0 35106  8430+1910 22511+444*
% 0,4£0,6  58,9+53*% 33420 0+0 0,240,5 37,444 3*

Valores: média + DP (N=16) Os valores absolutos foram analisados pelo teste t de Student. Todos os outros
pardmetros foram analisados pelo método U de Mann-Whitney. Em todos os casos, a direfenca entre Oh e
96h foi considerada como estatisticamente significativa (*) quando p[D0,05.

70



1V.3.6 Andlise das Citocinas

Também para esta vacina ndo encontramos niveis detectdveis de IL-10e TNF-O
como mensionado anteriormente.

Injetamos 50 [ da vacina de Referéncia por via subcutinea na pata dos
camundongos, € seguindo a cinética do edema induzido obtivemos o plasma dos
animais nos periodos de 2, 6, 24, 48, 72 e 96 horas, e procedemos a quantificagdo das
citocinas da mesma forma como foi realizado com a vacina DTP-1 e DTP-2.

Como a vacina DTP-1 e DTP-2, a vacina de Referéncia induziu um aumento nos
niveis de IL-6, sobretudo nos intervalos de 2 horas e 6 horas. No entanto, para esta
vacina ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
diferentes intervalos de tempo estudados.

No Griéfico 6 estd representada a variagdo temporal da concentragdo da citocina

IL-6 para a vacina de Referéncia.
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Grdfico 6. Dosagem da concentragdo de IL-6 por ELISA. Observa-se a concentrag¢do de
IL-6 para os vdrios tempos nos quais foram feitas as medidas do edema. Os valores
representam a média e o desvio padrdo da leitura dtica realizada de cinco animais.

O tempo 0 (zero) ndo foi demonstrado no grdfico, porque os valores para esta citocina
estavam abaixo do limite de detec¢do. As diferencas entre os valores observados nos
diversos intervalos de tempo foram analisadas por ANOVA, seguido por teste t de
Student. Ndo foram observadas diferencas significativas (p10,05) entre os intervalos de
tempo.
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1V .4 Resultados referentes a vacina DT
Seguindo o mesmo procedimento realizado com as vacinas DTP-1, DTP-2 e
vacina de Referéncia, serdo apresentados a seguir os resultados para a vacina DT

(dupla).

1V.4.1 Ensaio clustering em células CHO

A vacina DT nio possui 0 componente pertussis, € desta maneira ndo € esperado
resultado positivo para este ensaio. Sua utilizacdo neste ensaio foi com o intuito de
verificar se os componentes apresentados em sua formulacdo (e.g. hidréxido de
aluminio) poderiam interferir com o resultado do efeito “clustering” em células CHO.
Como os componentes da formula da vacina DTP e DT sdo os mesmos, (diferindo
apenas no componente pertussis que a vacina DT ndo apresenta), isto significa que o
ensaio ndo sofre interferéncia de outros componentes, que ndo seja 0 componente
pertussis, como pode ser observado pelo resultado demonstrado na Tabela 13, onde a

vacina DT, ndo produziu nenhuma reacao.

Tabela 13
Relagiio entre a ocorréncia do efeito clustering e o contetido de Toxina Pertussis Ativa - DT
Toxina Pertussi VacinaDT
(128ng/mL)

Efeito .
Clustering 1/32 negativo

Conteudo .
de 4ng/mL negativo

Toxina
Pertussis
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1V.4.2 Ensaio do Limulus Amebocite Lisate (LAL) ou Ensaio de Endotoxina

Nas dilui¢gdes utilizadas, que variaram de 1/10 a 1/640.000 com fatores de
dilui¢do difereciados, fator 10 nas quatro primeiras diluicdes e fator 2 nas diluicdes
seguintes, a presenca da reacdo de gelificacdo foi caracterizada pelo uso do sinal (+),
indicando reacdo positiva e a auséncia da reacdo de gelificacdo foi caracterizada pelo
sinal (-), indicando reagdo negativa.

Com a vacina DT, foi observada a reacdo de gelificacdo ou reagdo positiva (+)
até a dilui¢ao1/80.

Expressando este resultado de forma quantitativa em relacdo a uma endotoxina
padrdo ou de referéncia, podemos estimar que o conteido de endotoxina estd
compreendido no intervalo que correspondente aos valores: > 10 e < 12,5 UE/mL
como demonstrado na Tabela 14 . Estes valores sdo cerca de 1000 vezes menores do

que aquele observado paras as vacinas DTP-1 e DTP-2.

Tabela 14
Relaciio entre a ocorréncia do efeito gel clot e o contetido de Endotoxina
Endotoxina de Referéncia Vacina DT
fa-Ah L5
Efeito

Gel clot 1/80 (+)

1/100 (-)

Conteado
de 0,125UE/mL > 10 UE/mL
Endotoxina

<12.5 UE/mL
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1V.4.3 Edema de Pata

Os resultados da medida do edema de pata, como realizado para as vacinas DT-
1. DTP-2 e Referéncia, foram expressos como a diferenca (ou delta [[]) entre a pata

esquerda e a pata direita, ver Tabela 15.

Tabela 15
Vacina Dupla - Valores Médios da Medida do Edema de Pata
2h 6h 12h 24h 48h 72h 96h
N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18
Yt E-pru L.
Média 6,25 11° 152 10%¢ oot pabede 0.]3%beder
Desvio 2,121 +1,414 0,707 0,707 +1,414 +0 0,707

Valores analisados pelo método de Kruskal-Wallis seguido pelo método U de Mann-Whitney. Diferencas
significativas entre os valores de edema observados nos intervalos de tempo (pED,05) sdo designadas como segue:
alPh; bCbh; cOl2h; d24h; eCH8h e fTI72h. O ptE — ptD = diferenca entre a pata esquerda e a pata direita.

O objetivo desta medida foi verificar a cinética do edema produzido em relagao
ao tempo como apresentado no Grafico 7. Os valores do edema apresentados por esta
vacina foram bem menores do que aqueles apresentados pelas vacinas DTP-1, DTP-2 e
Referéncia. Como na vacina de Referéncia ndo houve declineo da curva de edema as 12

horas.
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O Grdfico 7 apresenta a variacdo do edema produzido pela Vacina de DT. 0O

(delta) representa os valores médios do edema e desvios relacionados a diferenca
entre a pata esquerda que foi inoculada e a pata direita ndo inoculada.
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1V.4.4 Andlise Histopatoldgica

Da mesma forma como se procedeu para as vacinas DTP-1 e DTP-2 e
Referéncia, na analise histopatoldgica das patas controles da vacina DT em microscopio
ndo se observou alteracdes nos diferentes planos do tecido epitelial bem como na
camada muscular nos diferentes periodos em que foram sacrificados os animais. Figura
10, Ae B, itemIV.1.4.

No intervalo de 2 horas, a andlise histopatoldgica nao revelou alteragdes na
derme bem como na camada muscular. Figura 24.

No intervalo de 6 horas, a analise histopatologica revelou edema e discreto
infiltrado de PMN na derme.

No intervalo de 12 horas, a andlise histopatologica revelou em nivel de derme
discreto infiltrado de PMN e edema. Na camada muscular observou-se infiltrado de
PMN e necrose de fibras musculares. Figura 25.

No intervalo de 24 horas, a andlise histopatoldgica revelou em nivel de camada
muscular infiltrado de PMN e MN, exsudato purulento e necrose de fibras musculares.
Na derme percebe-se discreto infiltrado de PMN e MN. Figura 26.

No intervalo de 48 horas, a andlise histopatolégica revelou infiltrado
inflamatério com predominancia de células mononucleadas na derme. Na camada
muscular observou-se infiltrado de PMN e MN, progressdo de exsudato purulento e
necrose de fibras musculares. Figura 27.

No intervalo de 72 horas, os achados histolégicos assemelham-se aos
observados no periodo de 48 horas.

No intervalo de 96 horas, a andlise histopatoldgica revelou em nivel de derme a
presenga de rara células mononucleadas. Em nivel de camada muscular observou-se
expressivo infiltrado de células mononucleadas, esxudato purulento e necrose de fibras

musculares. Figura 28.
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Figura 24. Pata Tratada. 2 horas. A
andlise  histologica ndo  revelou

alteracoes na epiderme (E), derme (D)
bem como na camada muscular (CM).

Figura 25. Pata Tratada 12 horas. A
andlise histologica revelou em nivel
na camada muscular infiltrado de

polimorfonucleares (pmn) e necrose
(n) de fibras musculares.

Figura 26. Pata Tratada 24 horas.
A andlise histologica revelou em
nivel de  camada  muscular
infiltrado de polimorfonucleares
(pmn), exsudato  purulento e
necrose de fibras musculares. Na

derme percebe-se discreto
infiltrado de polimorfonucleares
(pmn).
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Figura 27. Pata Tratada 48 horas. A
andlise  histolégica revelou na
camada muscular presenca de

exsudato purulento e necrose de
fibras musculares.

Figura 28. Pata Tratada 96 horas. A
andlise histoldgica revelou em nivel de

camada muscular, esxudato purulento e
necrose de fibras musculares.

1V.4.5 Leucometria Total e Diferencial

Como esperado, diferentemente das vacinas DTP-1, DTP-2 e Referéncia, nao se
observou para a vacina DT variagdo na populacdo celular de leucdcitos, tanto nos

valores absolutos como nos valores relativos (Tabela 16).

Tabela 16

Analise dos Leucocitos antes e apds o tratamento com a vacina DT

Bastdes  Neutrofilos Mondécitos Basofilos Eosinofilos Linfocitos Leucocitos

Oh
N 81493 35344532 300+115 0+0 58491 7239+776  11212+957
% 0,7£0,8 31,5+3,8 2,7x1,0 0+0 0,6+0,9 64,6+4,0
96h
N 103+94 3763591  293+122 0+0 45+64 6915+902 11119+1354
% 0,9+0,9 33,8+£3,0 2,6£1,0 0+0 0,4+0,6 62,2432

Valores: média + DP (N=16) Os valores absolutos foram analisados pelo teste t de Student. Todos os outros
pardmetros foram analisados pelo método U de Mann-Whitney. Ndo foram observadas direfencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre Oh ¢ 96h.

77




1V.4.6 Andlise das Citocinas

Nao foram encontrados niveis detectdveis de citocinas para este produto.

IV.5 Resultados referentes a vacina DTPa
Da mesma meneira como procedemos para andlise das vacinas anteriores,
(DTP-1, DTP-2, vacina de Referéncia e vacina DT), apresentaremos a seguir os

resultados da vacina DTPa (vacina DTP acelular).

1V.5.1 Ensaio clustering em células CHO

O resultado do conteudo de Toxina Pertussis ativa na vacina DTPa foi
expresso em relacdo ao resultado de uma preparacdo de referéncia (Toxina Pertussis
NIBSC 90/518) com contetido de Toxina Pertussis de 128 ng/mL, como realizado para
todas as outras vacinas.

Nas dilui¢des seriadas com fator de dilui¢do 2 com variagdo de 1/2 a
1/2048, observou-se que a vacina DTPa ndo induziu formacio do efeito “clustering”
(aglomeracdo celular) enquanto a Toxina de Referéncia induziu a formagdo do efeito
“clustering” na diluigdo 1/32.

Como era esperado, a vacina DTPa apresentou resultado negativo como mostra
a Tabela 17. O componente pertussis nesta vacina deve encontrar-se totalmente

detoxificado, ou seja ndo apresentar toxicidade residual.

Tabela 17
Relaciio entre a ocorréncia do efeito clustering e o conteiido de Toxina Pertussis Ativa - DTPa
Toxina Pertussis Vacina DTPa
(128ng/mL)
Efeito .
Clustering 1/32 negativo
Contetdo )
de 4ng/mL negativo
Toxina

Pertussis

78



1V.5.2 Ensaio do Limulus Amebocite Lisate (LAL) ou Ensaio de Endotoxina

Nas diluicoes utilizadas, que também variaram de 1/10 a 1/640.000 com fatores
de diluicdo difereciados, fator 10 nas quatro primeiras dilui¢des e fator 2 nas dilui¢Ges
seguintes, a presenca da reacdo de gelificacdo foi caracterizada pelo uso do sinal (+),
indicando reacdo positiva e a auséncia da reacdo de gelificacdo foi caracterizada pelo
sinal (-), indicando reag¢do negativa, como para todas as outras vacinas testadas.

Com a vacina DTPa, foi observada a reacao de gelificagdo ou reacdo positiva (+)
até a diluicao1/20.

Expressando este resultado de forma quantitativa em relacdo a uma endotoxina
padrdo ou de referéncia, podemos estimar que o conteido de endotoxina estd
compreendido no intervalo que correspondente aos valores: > 2,5 UE/mL e < 5 UE/mL

como demonstrado na Tabela 18.

Tabela 18
Relaciio entre a ocorréncia do efeito gel clot e 0 contetido de Endotoxina - DTPa
Endotoxina de Referéncia Vacina DTPa
(A e
Efeito
Gel clot /20 (+)
1/40 (-)
Conteudo
de 0,125 UE/mL >2.5 UE/mL
Endotoxina

<5UE/mL
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1V.5.3 Edema de Pata

O resultado da medida do edema de pata para a vacina DTPa, como nas outras
vacinas, foi expresso como a diferenca (ou delta []) entre a pata esquerda e a pata

direita, como demonstrado na Tabela 19 .

Tabela 19
Vacina DT - Valores Médios da Medida do Edema de Pata
2h 6h 12h 24h 48h 72h 96h
N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18 N=18
W i D L
Média 7 17a 1la.b 2la,b,c 16a,b,c,d 9a,b,c.d,e 5a,b,c,d,e,f
Desvio +2,121 +2,121 +2,828 +4,949 +2,828 +4,949 +3,535

Valores analisados pelo método de Kruskal-Wallis seguido pelo método U de Mann-Whitney. Diferencas significativas entre
os valores de edema observados nos intervalos de tempo (pD,05) sdo designadas como segue: alPh; blbh; cOl 2h; d[R4h;
eM8h e fII72h. O ptE — ptD = diferenca entre a pata esquerda e a pata direita.

O objetivo desta medida foi verificar a cinética do edema produzido em relagao

ao tempo como apresentado no Gréfico 8.
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O Grdfico 8 apresenta a variacdo do edema produzido pela vacina DT. O O (delta)
representa os valores médios do edema e desvios relacionados a diferenca entre a pata
esquerda que foi inoculada e a pata direita ndo inoculada.

O perfil da cinética do edema apresentado por esta vacina foi bem diferente
daqueles apresentados pelas vacinas DTP-1, DTP-2 e Referéncia, sendo mais proximo
(em termos de volume de edema) ao perfil apresentado pela vacina DT.

Também observa-se que as 12 horas, a vacina DTPa produziu um declineo na

curva da medida do edema, como observado para as vacinas DTP-1 e DTP-2.
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1V.5.4 Andlise Histopatoldgica

Da mesma forma como se procedeu para as vacinas DTP-1 e DTP-2, Referéncia
e vacina DT na analise histopatologica das patas controles da vacina DTPa em
microscopio ndo se observou alteracdoes nos diferentes planos do tecido epitelial bem
como na camada muscular nos diferentes periodos em que foram sacrificados os
animais. Figura 10, A e B, item IV.1.4.

No intervalo de 2 horas, a anélise histopatoldgica revelou a presenca de discreta
reacdo inflamatoria caracterizada por discreto infiltrado de PMN na derme. Figura 29, A
e B.

No intervalo de 6 horas, a andlise histopatoldgica revelou a presenga de discreto
infiltrado de PMN na derme.

No intervalo de 24 horas, a andlise histopatoldgica revelou infiltrado de PMN na
derme. Na camada muscular notou-se raras células mononucleadas, infiltrado de PMN e
a presenca de exsudato purulento. Figura 30.

No intervalo de 48 horas, a andlise histopatoldgica revelou ser semelhante ao
observado na leitura de 24 horas, porém com expressivo aumento do infiltrado de
células mononucleadas. Figura 31, A e B.

No intervalo de 72 horas, a andlise histopatoldgica revelou a presenca de
discreto infiltrado de PMN na derme. Na camada muscular observou-se expressivo
infiltrado de PMN e MN e a presenca de exsudato purulento. Figura 32, A e B.

No intervalo de 96 horas, a andlise histopatoldgica revelou ser semelhante a

observada no periodo de 72 horas. Figura 33, A e B.
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Figura 29. Pata Tratada 2 horas. Em (A) a andlise histologica revelou a presenca de

discreta reacdo inflamatoria caracterizada por discreto infiltrado de polimorfonucleares
(pmn) na derme . Em (B), detalhe da fig. A com aumento de 20x.

Figura 30. Pata Tratada 24 horas. A
andlise  histologica infiltrado  de
polimorfonucleares (pmn) na derme. Na
camada muscular notou-se raras células
mononucleadas, infiltrado de
polimorfonucleares (pmn)e a presenca
de exsudato purulento (ep).

Figura 31. Pata Tratada 48 horas. Em (A) a andlise histologica revelou ser semelhante ao

observado na leitura de 24 horas, porém com expressivo aumento do infiltrado de células
mononucleadas . Em (B), detalhe da fig. A com aumento de 20x.
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Figura 32. Pata Tratada 72 horas. Em (A) a andlise histologica revelou a presenca de

discreto infiltrado de PMN na derme. Na camada muscular observou-se expressivo
infiltrado de PMN e MN e a presenca de exsudato purulento. Em (B), detalhe da fig. A, com
aumento de 20x.

- -

Figura 33. Pata Tratada 96 horas. Em (A) a andlise histologica revelou ser semelhante a
observada no periodo de 72 horas. Em (B), com detalhe da fig. A aumento de 20x.

1V.5.5 Leucometria Total e Diferencial

Assim como para a vacina DT, e diferentemente das vacinas DTP-1, DTP-2 e
Referéncia, ndo se observou para a vacina DTPa variacdo na populagdo celular de
leucdcitos, tanto nos valores absolutos como nos valores relativos. Este resultado ja era
até certo ponto esperado, ji que esta vacina ndo deve possuir residuos ativos de toxina
pertussis (responsavel pelo aumento de leucdcitos) ou mesmo contetido elevado de LPS

(incado como responsdvel pelo aumento de neutréfilos).
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Tabela 20

Analise dos Leucdcitos antes e apos o tratamento com a vacina DTPa

Bastoes Neutrofilos Monocitos Basofilos Eosinéfilos Linfocitos Leucdcitos

0h
N 54488 3677+373 258491 0+0 18+43 7144+1127 11150+1263
% 0,5+0,8 33,2+3,5 2,3+0,8 0+0 0,2+0,4 63,8+3,8

96h
N 18+45 3641+580 304+116 0+0 72457 6765+821 10800+1330
% 0,24+0,4 33,7427 28+1,2 0+0 0,7+0,5 62,7+2,3

Valores: média = DP (N=6) Os valores absolutos foram analisados pelo teste t de Student. Todos os outros
pardmetros foram analisados pelo método U de Mann-Whitney. Nao foram observadas direfencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre Oh e 96h.

1V.5.6 Andlise das Citocinas

Nao foram encontrados niveis detectaveis de citocinas para este produto.
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V. DISCUSSAO

Como foi mencionado anteriormente, o ensaio in vivo conhecido como ganho de
peso em camundongos pode demonstrar a acdo de alguns constituintes da vacina DTP
relacionados ao componente pertussis: 1. contéudo de LPS — através da perda de peso
dos animais nas primeiras horas ap6s a administragdo da vacina; 2. conteudo de PT —
através de morte dos animais durante o decorrer do ensaio e 3. conteudo de HTL -
através de morte dos animais nas primeiras horas do ensaio. Os ensaios conhecidos
como in vitro quantificam a presenga de PT e LPS; ndo estando estes ensaios, de forma
alguma, associados a possibilidade de garantir a ndo ocorréncia de efeitos adversos em
campo, de maneira que ndo existe para esta vacina um ensaio preditivo.

Vimos também que a vacina induz efeitos sobre populacdes celulares,
especificamente sobre os leucécitos, produzindo discreta linfocitose e neutrofilia e que
reagdes de hipersensibilidade, que ocorrem pela via alternativa do complemento, estdo
relacionadas ao conteudo dos antigenos da vacina DTP e que estes possuem
caracteristicas pro-inflamatorias. Podemos deduzir que esta gama de efeitos produzidos
pela vacina DTP representa a agdo de mediadores celulares e quimicos que sdo
desencadeados pela aplicagdo da vacina. Esta atividade ndo pode ser desvinculada da
vacina DTP classica (ou de células inteiras). Ela € inerente ao produto e esta relacionada
aos eventos ou reacgdes locais e sistémicas.

A reacdo na qual estdo envolvidos estes mediadores, se traduzem, pelo menos

em tese, pelos seguintes aspectos:

inducio local

[

dinamica das populacdes de leucdcitos

citocinas

reacio inflamatoéria
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Esta € a proposta investigativa de nosso trabalho. Desta forma com os cincos

produtos bioldgicos, quatro comerciais (vacinas DTP1, DTP2, DTPa e DT) e um

produto de Referéncia (a vacina de Referéncia Lot 11 NIH/FDA, utilizada em ensaio

biologico de poténcia), foram aplicadas metodologias que podem fornecer resultados

relacionados ao conteiddo de constituintes especificos das vacinas que contém o

componente pertussis (PT e LPS) e ainda investigada a resposta induzida por estes

produtos em modelo animal, como demonstra a tabela abaixo:

Tabela 21

Relacdo: "Ensaio, Resposta, Produto"

Ensaio Resposta Produtos Estudados
CHO PT Ativa DTP/DTPa/Vac Referéncia/DT*
LAL LPS DTP/DTPa/Vac. Referéncia/DT*
Medida do Edema Reacdo Inflamatoria Local DTP/DTPa/Vac. Referéncia/DT
Histopatologia Envolvimento Tecidual DTP/DTPa/Vac .Referéncia/DT
Leucometria Resposta Sistémica DTP/DTPa/Vac. Referéncia/DT
ELISA Dosagem de Citocinas DTP/DTPa/Vac. Referéncia/DT

* O ensaios LAL e CHO néo sdo preconizados para esta vacina

Na andlise propriamente dos resultados obtidos, observamos que:

V.1 Conteudo de PT ativa

Com relagdo ao conteudo de PT ativa os trés produtos relacionados abaixo

apresentaram respostas bastante variaveis para este componente:

DTP1 — 240 ng/mL
DTP2 — 2.560 ng/mL
Ref - 3.200 ng/mL
DTPa — Ausente (-)

Considerando que o valor maximo aceito pelo NBSC ¢ de até 1.000 ng/mL, as

vacinas DTP 2 e Referéncia apresentam-se notoriamente acima deste limite. A vacina

DTPa apresentou resultado esperado.

V.2 Contendo de LPS

Apesar do LPS contido na vacina DTP ser responsavel , pelo menos em parte,

pelas reagdes adversas associadas a esta vacina, as agéncias regulatérias internacionais
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ndo foram ainda capazes de estabelecer limites maximos aceitaveis desta endotoxina
neste produto. Com relacdo ao contetido de LPS, os valores obtidos sdo considerados
como caracteristicos para as vacinas DTP 1, DTP2, DTPa e DT. No entanto, este valor
foi extremamente elevado para a vacina de Referéncia.

O contetdo de endotoxina apresentado pelas vacinas DTPa e DT provavelmente
ndo causariam febre em coelhos no teste de pirogénio in vivo (limite: 5 UE/kg de peso
corpdreo), ja que a dose da vacina que corresponde a 0,5 mL encontram-se fora do

limite de sensibilidade do teste in vivo.

DTP-1.ooiiiieine 10.000 UE/mL
DTP-2..ccciiiiiiiiine 10.000 UE/mL
Ref o 160.000 UE/mL
| D 12,5 UE/mL
DTPa.....cooeieiienee, 5 UE/mL

V.3 Medida do Edema

Os resultados apresentados com os produtos testados (DTP-1, DTP-2, Ref, DT e
DTPa) demonstraram que ¢ possivel produzir uma reagdo inflamatdria local
acompanhada de edema de propor¢des variadas na pata de camundongos (grafico 9),

podendo esta reacdo ser medida em intervalos de tempo com razoavel reprodutibilidade.

Grafico 9
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Grdfico 9. Mostra a curva da medida do edema dos cinco produtos testados.
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Este tipo de reacdo local ainda tem sido descrita como severa € como um sério
problema quando se aplicam varias doses como ocorre nos cronogramas de vacinagao,
tanto com a vacina DTP de células inteiras, quanto com as vacinas DTPa e DT.

A medida do edema, tomada em relagdo ao [ (delta), (diferenga das patas
esquerda e direita), demonstrou uma correlagdo com os valores de PT e LPS
encontrados nos ensaios de CHO e LAL e o volume maximo do edema produzido.

Esta medida ¢ uma funcdo direta da resposta inflamatéria induzida por estes
produtos que sdo descritos como capazes de provocarem reagdes locais como enduracao
ou edema, eritema e dor. Tais reagdes estdo ligadas principalmente ao conteudo de PT
ativa e LPS presentes na vacina DTP, devido a presenca do componente pertussis.
Assim, devemos esperar, que vacinas que ndo contenham o componente pertussis
apresentem uma reacdo local diferenciada, como observado na resposta produzida pela
vacina DT.

No entanto, nossos dados demonstram que todas as vacinas estudadas foram
capazes de induzir o aparecimento do edema, na seguinte ordem de resposta (maior

volume de edema para menor volume de edema):

Ref> DTP-2 > DTP-1 > DTPa > DT

Nas resposta apresentadas pelas vacinas DTP 1 DTP 2 e DTP a, verifica-se uma
diminui¢do do edema e logo a seguir um aumento que ocorreu nas primeiras 12 horas
do ensaio. Este decaimento poderia estar relacionado a capacidade de promogdo de
evasdo das defesas do hospedeiro.

Também podemos inferir que o conteudo de PT ativa deve ser o fator causal
adjuvante que promove o aumento do edema na pata dos camundongos, como pode ser
evidenciado pelo conteudo de PT encontrado nas vacinas DTP 2 e Referéncia testadas
(grafico 9).

Numa analise comparativa entre as vacinas, podemos observar que aquelas
vacinas que apresentaram menor conteudo de LPS e auséncia de toxina pertussis ativa
(DT e a DTPa) sdo aquelas que produziram menor edema. Associando estes dados em

relagdo ao conteudo de PT e LPS teremos a seguinte correlagdo:
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Tabela 22

Comparacio PT Ativa, LPS e Edema Maximo

Vacina PT (ng/mL) LPS (UE/mL) Edema
Maéximo
Referéncia 3.200 2160.000 94,61+0,707
DTP 2 2.560 210.000 78,06+2,121
DTP 1 240 210000 44,83+4,242
DT al2,5 14,94+0,707
DTPa a5 20,96+1,685

V.4 Anadlise Histopatologica

No estudo histopatologico, relacionamos o evento observado

mostra a tabela abaixo:

ao produto como

Tabein 13
Evento Hislopateligico

fed *pmm fve Crme *iN-CM %t femn fep *m "m
o Referéncin] + i P i " i i " .
3
?._ ore z + + * + - + - - * +
g
2 -
E E DTE : + - = + = ¥ + |+ ]| -
: DT s+l == 2 |-1+]*]+]-
1 DTFa s + - - + - + | = | =

* ed — edema (refere-se a observacgao histopatolégica do actimulo de liquido), pmn -
polimorfonucleares, vc - vacuolizag@o citoplasmdtica, rmc - ruptura de membrana
celular, ifl-CM - infiltrado inflamatério na camada muscular, e — infiltrado pmn na
epiderme (exocitose), cmn - células mononucleadas, ep - exsudato purulento, n —

necrose, m — macréfagos.
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O processo inflamatorio ficou bem caracterizado em todos os produtos testados
havendo eventos particulares produzidos pelas vacinas de Referéncia e DT, como
vacuolizacdo citoplasmatica e necrose de fibras musculares respectivamente. Estes
eventos ndo estdo descritos na literatura e as provaveis causas ficam dificeis de serem
apontadas.

Nao foi evidenciada reacdo tecidual ganulomatosa, descrita em alguns trabalhos

como reagdo caracteristica produzida pelo componente pertussis da vacina DTP.

V.5. Leucometria

Na andlise leucométrica, o que ficou evidenciado em nosso estudo foi a
capacidade das vacina DTP 1, DTP 2 e Referéncia induzirem um aumento no numero
total de leucdcitos, sem que tenha sido notado um aumento especifico dos linfocitos.

A leucocitose associada ‘a B. pertussis ¢ uma carateristica que estd bem
documentada, e constitui-se de uma marcante linfocitose. Este aumento dos linfocitos,
apesar de raramente acompanhar doengas agudas causadas por bactérias, foi
excepcionalmente encontrado em muitos casos de coqueluche como relatado por
Frohlich em 1897.

Mais tarde este aspecto da doenga foi confirmado por varios trabalhos e foi
indicado como uma forma de diagndstico da coqueluche. Segundo Morse 1965, este
efeito também ¢ produzido por células mortas de B. pertussis. Morse demonstrou ainda
que a vacina DTP produzia um aumento do numero de linfécitos em camundongos, a
partir das primeiras 24 horas de inoculagdo com um maximo de resposta em 96 horas
(4° dia da inoculacdo da vacina), com a populagdo de leucécitos retornando ao seu valor
normal ao redor do 14° dia pos-vacinagdo. Alguns estudos atribuiram esta linfocitose a
toxina produzida pelo microorganismo, pois esta possui a capacidade de inibir a
migracdo dos linfocitos para o tecido linfoide, resultando assim, em um actimulo de
pequenos linfocitos maduros no sangue periférico (Adler, 1973; Rai et al., 1971).
Alguns trabalhos indicam que a linfocitose ¢ devida ao aumento dos linfocitos T e B
(Bernales et al., 1976; Bertotto ef al., 1984). Ainda na literatura sobre linfocitose
induzida por B. pertussis, encontramos um artigo que sugere um aumento das células
CD4+ e CD8+, enquanto outros estudos sugerem um aumento seletivo das células T
CD4+ (Kubic et al., 1991).

Em nosso trabalho, notamos um aumento tanto relativo como absoluto

significativo dos neutrdfilos. Uma explicagdo possivel para este aumento poderia ser
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dada pela sua associagdo com o decaimento dos niveis séricos da L-selectina (CD62L),
receptor presente na superficie da maioria dos leucoécitos, incluindo neutréfilos e
mondcitos (Tedder et al., 1990). Acredita-se que este fendmeno ¢ depende da clivagem
da L-selectina originada pela acdo da da toxina pertussis sobre mondcitos e neutrofilos.
A toxina pertussis ndo age sozinha neste processo, citocinas especificas como a IL-6,
que sdo produzidas como parte da fase aguda da resposta inflamatéria, mostram-se
capazes de induzir neutrofilia enquanto esta reduzida a expressdo da L-selectina sobre a
circulacdo de neutrofilos (Suwa et al., 2002). Varios estudo indicam ainda que a L-
selectina ¢ um mediador da ligagdo dos leucdcitos ao endotélio, no sitio da injaria do
tecido ou inflamacdo (Tedder ez al., 1995).

Outros trabalhos indicam que a linfocitose esta associada a dois fatores
determinantes, i.e o conteudo de toxina pertussis na vacina ¢ a via de inoculagdo. Em
nosso estudo, foi aplicada uma dose correspondente a S0 L da vacina, ou seja, 10 vezes
menor do que uma dose humana, que corresponde a 500 L, por via subcutanea na pata
do camundongo. o que parece nio ser suficiente para ativar a linfocitose.

Por fim, vale ressaltar que, possivelmente, ndo foi somente o contedo de PT o
responsavel por este evento, ja que o conteido de LPS também induz uma leucocitose

com acentuada neutrofilia.

V.6 Producdo de Citocinas

As citocinas que foram objetos de nosso estudo (IL-17] IL-6 e TNF-[) estdo
diretamente envolvidas na resposta inflamatoria aguda. Em conjunto, estas trés citocinas
apresentamenvolvimento nas seguintes respostas bioldgicas:

* Febre

* Anorexia

* Leucocitose com desvio a esquerda

* Ativacdo de Macréfagos

* Hipoferremia, hipozincemia

* Sintese de Proteinas de fase aguda: Proteina C Reativa, Fibrinogénio, etc.

* Diminui¢ao da sintese de Albumina, Transtiretina, Transferrina, etc.

* Ativacdo de linfécitos T e suas conseqii€ncias

* Imunidade celular comprometida

* Modificagdes no metabolismo intermediario

* Hiperglicemia
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* Protedlise e neoglicogénese: Balanco nitrogenado negativo
* Liberagdo de Hormdnios: Glucagon, GH, Corticéides

e Secrecdo de Insulina (e/ou com resisténcia periférica @ mesma)

O contetdo de IL-1[1e TNF-[] para todos os produtos testados, ficou muito
proximos do limite de deteccdo do kit utilizado neste estudo. O software de leitura e
calculos utilizado (SoftMax Pro v.4.0) apresentou o contetido destas citocinas com
desvios altos, sendo os resultados colocados como “outliers”.

Em nosso modelo de ensaio somente foi detectada a citocina IL-6 para os
produtos DTP 1, DTP 2 e Vacina de Referéncia ndo sendo a mesma detectada para as
vacinas DT e DTPa. Esta citocina, € caracteristica de respostas a infec¢des bacterianas
agudas. A expressdo desta citocina também pode ter sido a causa da neutrofilia
encontrada em nosso ensaio (vide item V.5).

Outro aspecto importante ¢ que todas as vacinas estudadas induzem uma
resposta de memoria para o conteddo de antigenos que possuem, como estd bem
demonstrado na literatura. Assim, a resposta induzida pela vacina DT e DTPa,
possivelmente é do tipo Th2, j& que as células do tipo B sdo mais eficientes na
apresentacdo de antigenos pequenos ou soluveis estimulando este tipo de resposta
(Th2).

Ja para as vacinas DTP 1, DTP2 e Vacina de Referéncia € provavel que a forma
de apresentacdo do antigeno esteja associada a células fagociticas como os macrofagos,
que preferentemente apresentam antigenos de grande tamanho e estdo associados a uma
indugdo de resposta Thl, podendo mesmo haver um tipo misto de resposta Th1/Th2
devido a presenga dos antigenos tetanico e diftérico.

Desta forma, a detecg¢do dos niveis de IL-6, de atividade pré-inflamatéria, deve
estar relacionada a necessidade de uma resposta inflamatdria para a eliminagdo de
patdgenos intracelulares como a B. pertussis. Além disso, se sabe que os filamentos de
hemaglutinina (FHA) tém um efeito inibitério sobre a citocina IL-12, que poderia
redundar em contrapartida como um efeito estimulador sobre a produgdo da IL-6.

Para finalizar, é importante ressaltar que a fisiopatologia de muitos eventos ou
reacdes adversas que ocorrem apds a imuniza¢do de criancas com a vacina contra a
coqueluche ainda ndao ¢ bem compreendida. Sugere-se que alguns destes eventos ou
reagdes sejam causados por componentes biologicamente ativos como a toxina pertussis

e o lipopolissacarideo presentes na vacina DTP.
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VI. CONCLUSOES

A investigacdo da resposta inflamatéria produzida em camundongos pelas
vacinas DTP de dois diferentes produtores (DTP-1 e DTP-2) em um estudo comparativo

com as vacinas DT, DTPa e uma vacina de Referéncia, nos permitiu concluir que:

I quanto ao conteudo de PT ativa, as vacinas de Referéncia e a vacina de um dos
produtores (i.e. DTP-2) encontravam-se muito acima do limite maximo estabelecido
pelo NIBISC (1000ng/ml),

il a concentracdo de LPS apresentou-se dentro dos padrdes esperados para as
vacinas DTPa e DT, em limites que provavelmente ndo causariam febre em coelhos no
teste de pirogénio in vivo, conforme preconizado pela Farmacopéia Brasileira. As
vacinas DTP-1 e DTP-2 apresentaram valores de endotoxina bem mais elevados, porém
16 vezes menores que o valor observado para a vacina de Referéncia.

I todas as vacinas apresentaram a capacidade de induzir uma rea¢ao local, medida
através do edema de pata, embora em intensidades diferentes de acordo com o produto
em questdo. As vacinas que apresentam o componente petussis, com exce¢ao da vacina
DTPa foram as que apresentaram maior intensidade de edema.

0 A andlise histopatoldgica evidenciou eventos considerados comuns para todas as
vacinas testadas como infiltrado de PMN, surgimento de células mononucleadas e a
presenca de exsudato purulento. Um evento que consideramos incomun foi a necrose de
fibras musculares, que ocorreu para as vacinas DTP-1, DTP-2, Ref e DT. Consideramos
como restrito um evento que ocorreu com a vacina DTP-2 e a vacina de Referéncia, a
vacuolizacdo citoplasmaética de células do estrato espinhoso.

i nao foram detectados IL-1 e TNF como resposta para nenhum dos produtos que
fizeram parte deste estudo. A IL-6, associada a infec¢Oes bacterianas, foi detectada apos

a vacina¢do com DTP-1, DTP-2 e Ref, principalmente nos intervalos de até 6 horas.

A analise de nossos resultados e o confronto destes com os dados da literatura

nos permitem ainda concluir que:
* As substancias que estdo presentes nas vacinas testadas sdo capazes de promover

uma reagdo inflamatéria aguda local na pata dos camundongos. A mesma reacio

ocorre em humanos portanto este tipo de reacdo deve ser investigado.
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Os mecanismos que envolvem as reagdes associadas a vacina DTP ainda sdo
desconhecidos, mas sabe-se que o componente pertussis ¢ um dos responsaveis por
estas reagoes.

Embora muitos autores tenham descrito acentuada linfocitose induzida pela vacina
DTP, em nosso estudo ndo evidenciamos este efeito. Possivelmente as condigdes
experimentais (e.g. dose e via de inoculag@o) sdo fatores que interferem com este
evento e sdo responsaveis pela diferenca entre nossos resultados e aqueles
encontrados na literatura.

Nossos dados estdo em acordo com aqueleles descrito na literatura que evidenciam
que a endotoxina presente em microorganismos Gram negativos, tem participacio
nas reagdes febris, nas reacdes locais como dor, calor, vermelhiddo e inchago
(edema), além de causar leucocitose com neutrofilia.

A fisiopatologia das reagdes produzidas pela vacina pertussis parecem ser de
origem multifatorial, e esta caracteristica muito provavelmente é a causadora do
declinio da curva do edema.

Com estes resultados podemos fazer distingdo, entre as vacinas testadas de maneira
a agrupa-las em: vacinas que produzem reagdes de menor intensidade e vacinas que
produzem rea¢des de maior intensidade, mas ndo podemos estabelecer um critério
de normalidade para este tipo de reagdo.

Apesar de ter sido pouco utilizada, a medida do edema de pata provavelmente ¢ uma
metodologia que pode fornecer um “screening” da reatividade local mas ndo
sabemos se seria um ensaio preditivo; que pudesse ajudar a prever a reatividade da
vacina em campo.

A quantificagdo dos conteidos de PT ativa e LPS demonstrou que os mesmos
podem ser variados o que nos leva a pensar que o estabelecimento de um limite ou

intervalo mais estreito do contetido destas substancias faz-se necessario.
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