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Resumo

No homem e em animais de laboratério, tem sido observado que infec¢bes e estimulos
inflamatdrios podem causar alteracBes na cinética de farmacos e, em alguns casos, levar ao
aparecimento de efeitos adversos (Morgan, 2000). A teofilina, por exemplo, atinge
concentragdes plasmaticas muito mais elevadas quando administrada a criancas asmaticas
infectadas com virus influenza ou vacinadas contra o mesmo. (Morgan, 2000; Ansher, 1991).

Os farmacos sdo, em sua grande maioria, biotransformados por vias metabdlicas
hepéaticas, entre as quais destacam-se as enzimas microssomais, citocromos P450
(monooxigenases) (Ingelman-Sundberg et al, 2000).

Os genes das enzimas citocromo P450 parecem ser modulados de forma diferenciada pela
inflamacdo e infecgdes. Alguns estudos in  vivo mostraram, em modelos de
infeccdo/inflamacdo em ratos, que diversas P450 expressos de forma constitutiva sofrem uma
diminuicdo da expressdo no figado. (Morgan, 1997). Aparentemente os efeitos da inflamacédo
ou da infeccdo na expressdo e atividade de citocromos P450 sdo seletivos em relacdo as
enzimas e dependentes da natureza do estimulo inflamatério.

Podem ser encontrados na literatura varios trabalhos relatando uma inibicdo no
metabolismo hepatico de farmacos apds a administracdo de vacinas e agentes indutores de
interferon em animais e humanos. Ainda ndo s&o bem conhecidos, os mecanismos envolvidos
nessa inibicdo e a relacdo desse fendmeno com efeitos adversos ocorridos apds a imunizagdo
(Ansher S,1991).

Neste trabalho investigamos os efeitos dos da vacina pertussis sobre a atividade de
monooxigenases hepaticas em camundongos C57BL6, machos e fémeas, ao longo de 3
semanas Que se seguiram ao tratamento e comparamos também os efeitos da vacina
pertussis com os da endotoxina da bactéria E.coli na modulagdo das CYPs hepaticas.

ApOs o tratamento por via intraperitoneal com a vacina pertussis (1, 2, 5, 7, 14 e 21 dias
apos a administracdo) ou com o LPS de E.coli (1 e 7 dias apds a administracdo), 0s animais
foram sacrificados por deslocamento cervical sendo o figado imediatamente retirado e a
fracdo microssomal preparada por homogeneizacdo e duas ultracentrifugacdes (100.000 g por
60 minutos) sucessivas. As atividades de reacGes marcadoras de isoenzimas CYPs - das
subfamilias 1A (EROD), 2B (BROD) e 2E (PNP hidroxilase) — foram medidas nos
microssomos hepaticos de camundongos machos e fémeas tratados com a vacina, com o LPS
de E.coli, ou com seus respectivos controles.

Os resultados mostraram que a vacina pertussis causou acentuada depressao das atividades
de monooxigenases hepaticas (EROD, BROD e PNP hidroxilase) 24 horas ap6s o tratamento.
Nos dias subsequentes houve uma recuperacdo parcial que foi no entanto seguida de nova
queda da atividade que atingiu os niveis mais baixos por volta do 7° dia ap6s a injecéo,
permanecendo deprimida em relacdo aos controles pelo menos até o 21° dia pés-
administracdo. As fémeas foram mais susceptiveis aos efeitos inibitdrios da vacina sobre as
atividades das monooxigenases. A diferenca entre o curso temporal da inibicdo observada
nos animais tratados com a vacina pertussis e com o LPS de E.coli, sugere que a modulacao
da atividade de CYPs pela vacina pertussis, na sua fase inicial, seria mediada pela endotoxina
nela contida (resposta rapida, 24 — 48 horas), resultando porem a depressdo posterior
(resposta maxima aos 7 dias) de efeitos da toxina pertussis.
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1- Introducao

1.1 Coqueluche

A coqueluche é uma doenca infecciosa de evolugdo aguda causada pela bactéria
gram-negativa Bordetella pertussis (figura 1). No mundo, ocorrem anualmente cerca
de 50 milhdes de casos e 300 mil 6bitos devidos a coqueluche que é, entre as doencgas
imunopreviniveis, a terceira em termos de causa de morte. As criangas S0 as
principais vitimas da doenca atingindo na populacdo infantil uma taxa de letalidade de

aproximadamente 4% (Luz et al., 2003).

Figura 1. Bactéria Bordetella pertussis (Fonte: Universidade de Southern Illinois, 2005

http//Aww.siue.edu/~cbwilso/ 250graphics00.htm)

1.1.1 Transmissao

A transmissdo da coqueluche ocorre, em grande parte, pela via respiratoria a
partir de individuos portadores assintomaticos ou com a doenca no estagio inicial.
Nessa fase da doenca muitos microorganismos sdo liberados na forma de aerossdis nos
perdigotos (Brooks et al., 2000). A B.pertussis possui afinidade pela mucosa do trato
respiratorio humano, onde se multiplica rapidamente e interfere com a movimentacdo

ciliar.

1.1.2 Manifestagdes Clinicas

As manifestacfes clinicas da doenca comecam via de regra ap0Os 2 semanas de
incubacdo, com tosse leves e espirros, caracterizando o estagio catarral. Cerca de 10
dias apos esta fase, a doenga progride para o “estdgio paroxistico” que pode durar de 1
a 4 semanas. Nesta fase a tosse tem carater explosivo, devido a liberacdo de toxinas e

outras substancias que irritam as células superficiais da traquéia e dos bronquios, sendo



acompanhada de um caracteristico ‘“chiado” na inspiragdo, e pode evolurr para uma
rapida exaustdo do paciente, que tem vomitos, cianose e convulsdes. A convalescenca
é lenta podendo prolongar-se por 6 meses. Em alguns casos, pode ocorrer encefalite

apos o quadro respiratorio inicial. (Brooks et al.,2000; Scarlato et al., 1998).

1.1.3 Tratamento e prevengao

Vérios antibioticos sdo eficazes contra a B.pertussis in vitro. A eritromicina
administrada na fase catarral da doenca elimina os microorganismos e acredita-se que
tenha também valor profilatico. No “estdgio paroxistico”, entretanto, a erradicagdo da
bactéria ndo altera de forma significativa o quadro clinico (Brooks et al.,2000;
WHO,1993).

A vacinacdo € a principal forma de prevencdo e controle da coqueluche.
Aproximadamente 80% das criancas do mundo s@o vacinadas contra a B.pertussis
(hgura 2) (WHO,1993).

Cobertura da vacinagdo com as 3 doses da vacina DTP em criangas, 2003

50-79%
80-89%
>90%
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Figura 2. Cobertura da vacinagcdo com as 3 doses da vacina DTP em criangas no ano
de 2003 no mundo (Fonte: WHO-UNICEF; http/Mww.who.int/vaccines-
surveillance/graphics/htmis/dtp3.htm, acessado em 19/02/05)



Durante o primeiro ano de vida os lactentes devem receber trés injecbes de
vacina contra coqueluche. Geralmente a vacina pertussis € administrada em
combinagdo com o0s toxdides diftéricos e tetanicos (vacina DTP). Alguns efeitos
adversos sdo observados em criancas imunizadas pela DTP, tais como febre,
vermelhiddo local, inchago, vOmitos, e em casos mais graves conwvulses, danos

neuroldgicos e até mesmo morte (Ansher et al.,,1993; Brooks et al.,2000).

1.2 Vacina pertussis

O desenvolvimento de vacinas contra a infeccdo por Bordetella pertussis teve
inicio quando essa bactéria foi isolada pela primeira vez, ha quase 100 anos (Corbel &
Xing, 2004). Por varias décadas, vacinas de células inteiras mortas de Bordetella
pertussis (vacinas celulares) foram utilizadas nos programas nacionais de vacinacdo
infantil, reduzindo drasticamente o impacto da coqueluche em termos da salde publica.
Entretanto, ainda ndo esta bem esclarecido como esse tipo de vacina confere
imunidade. Essas vacinas celulares sdo atualmente produzidas em mais de 40 paises
incluindo o Brasil (WHO,1999; Xing & Corbel 2000).

Devido a varios relatos de efeitos adversos em criancas imunizadas com as
vacinas celulares, tais como febre, vermelhiddo e inchago local, vémito e, mais
raramente, conwvulsbes, danos neuroldgicos e morte, vacinas acelulares foram
desenvolvidas, contendo diferentes quantidades de toxdide pertussis (toxina pertussis
modificada para diminuir a toxicidade mantendo sua capacidade imunogénica),
hemaglutinina filamentosa, aglutinogénios e proteina 69Kd; com o objetivo de remover
componentes mais toxicos e que ndo apresentam acdo protetora, entre 0s quais se
destaca o lipopolissacarideo (LPS) da parede celular (WHO,1993; Ansher et al,1993).

A vacina pertussis celular ¢ formada por uma suspensdo homogénea de células
inteiras mortas de uma ou mais cepas de Bordetella pertussis em solugdo fisiologica
(Farmacopéia brasileira, 1999). Os principais antigenos da vacina sdo: Toxina pertussis
(0,02-0,68 pg/dose), toxina adenilil-ciclase, lipopolisacarideo (LPS) (0,9-2,8 pg/mL),
hemaglutinina filamentosa(0-1,6 pg/dose) e aglutinogéneos (WHO,1993). A vacina
pertussis geralmente é administrada em combinacdo com a anatoxina diftérica e
tetanica (vacina DTP), mostrando uma eficiéncia de 80% na imunizagdo das criangas
(WHO,1999).

Ha alguns trabalhos na literatura mostrando que adjuvantes derivados de
aluminio, conservantes usados na vacina, toxdides diftéricos e tetanicos, hemaglutinina

filamentosa, fimbrias e pertactina ndo alteram o metabolismo hepético de farmacos;



enquanto o LPS e a toxina pertussis parecem contribuir para a inibicdo das atividades

das monooxigenases hepaticas (Ansher et al,1992; Ansher., 1993).

1.2.1 Toxina pertussis

A toxina pertussis, também conhecida por: lymphocyte promoting fator (LPF),
histamine sensitizing factor (HSF) e islet activating protein (IAP), é uma ADP-ribosil
transferase cujo substrato especifico é uma sequéncia presente nas proteinas-G que
estdo envolvidas em processos de sinalizagdo intracelular. Sua estrutura é formada por
2 subunidades principais; uma com atividade enzimética (subunidade A ou S1) e outra
, formada pelo oligbmero B, composto das proteinas S2, S3, S5 e duas S4, que se liga

ao receptor das células alvo (WHO,1993; Corbel & Xing, 2004).
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Figura 3. Representacdo esquemdtica da interacdo da toxina pertussis com a proteina

G envolvida em processos de sinalizacdo intracelular.

Entre as alteracbes fisiologicas desencadeadas pela toxina pertussis incluem-se:
a inducdo da producdo de anticorpos (responsavel pela imunidade prolongada), o
aumento da secrecdo de insulina, o bloqueio P-adrenérgico, a sensibilizacdo a
histamina, a linfocitose, a mitogénese, a estimulacdo de melandcitos e de linfocitos T e

B, a inibicdo da quimiotaxia de neutrofilos e da migracdo de mondcitos (Corbel &
Xing, 2004).



1.2.3 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) das paredes celulares das bactérias gram-negativas
é¢ um lipideo complexo, denominado lipideo A, que estd ligado a um polissacarideo
constituido de um cerne e de uma série terminal de unidades repetidas. No caso da
B.pertussis, alguns autores preferem usar o termo lipo-oligossacarideo (LOS), porque
0s (glicolipideos da membrana externa dessa bactéria sdo relativamente curtos em
comparagdo com o0s de outras bactérias. (Brooks, 2000; Corbel & Xing, 2004).

Dois tipos de LOS sdo produzidos pela B.pertussis, 0 Tipo A gque é composto
do lipideo A, um cerne de oligossacarideo e um trissacarideo formado por N-acetil
glicosamina-2,3-dideoxi- 2,3-di-N-acido acetilmanosamindrrico e N-acetil-N-
metilfucosamina (figura 4), e o tipo B que apresenta o lipideo A e somente o cerne de
oligossacarideo (Corbel & Xing, 2004).
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Figura 4. Esquema da estrutura quimica do LPS de Bordetella pertussis ( adaptado de
esquema  mostrado em documento da University of East Anglia,

http//Awww. uea.ac. uk/cap/carbohydrate/posters/poster02/Kannan_poster.htm )

Como mencionamos anteriormente, o LPS contido na vacina celular ¢
responsavel por alguns dos efeitos adversos observados em criangas imunizadas contra
a coqueluche. Apesar de antigénico, o LPS ndo confere protecdo e a quantidade
presente  na vacina celular tem mostrado uma associacdo positiva, estatisticamente

significativa, com a freqiiéncia de febre ap6s a vacinagdo (WHO,1993)



1.3 Citocromos P450

1.3.1 Caracteristicas Gerais

Os citocromos P450 (CYP450) sdo enzimas envolvidas na metabolizacdo de
uma ampla variedade de substancias quimicas estranhas ao organismo (xenobioticos) e,
também, na sintese e degradacdo de substancias enddgenas (endobidticos). Estas
proteinas sdo codificadas por uma extensa e complexa superfamilia de genes. As
proteinas citocromo P450 ja foram encontradas na maioria dos organismos Vivos,
animais e vegetais, desde protistas até vertebrados incluindo o homem (Lewis, 1996).
Em bactérias, essas proteinas tém aproximadamente 400 aminoacidos, enquanto em
celulas eucaridticas possuem cerca de 500 amino4cidos (Nelson, 2002).

Essas enzimas participam da biotransformacdo de xenobidticos, processo
enzimatico que converte substancias originalmente lipofilicas em metabolitos mais
hidrofilicos (Sipes & Gandolfi, 1991). A biotransformacdo compreende reacGes de
fase | (reacbes de oxidacdo, hidrdlise ou reducdo), onde grupos funcionais sdo
adicionados a molécula do xenobidtico, ou onde os grupos funcionais ja presentes na
molecula original sdo expostos, e reacdes de fase Il (reacdes de conjugacdo a
substratos enddgenos ou sintese, envolvendo os grupos funcionais). O processo de
biotransformagdo, além de aumentar a hidrofilicidade de algumas substancias, leva a
perda do potencial toxico ou farmacologico e facilita eliminacdo (desintoxicacdo). Em
determinados casos, porém, a biotransformacdo converte certos xenobioticos
originalmente pouco reativos em produtos mais reativos (e.g., eletrofilicos) com maior
potencial de ligacdo a macromoléculas (e.g., DNA, proteinas) celulares. e, portanto,
mais toxicos (processo de ativagdo metabdlica) (Parkinson, 2001). A ativacao
metabdlica de pro-carcindgenos pode dar origem a metabolitos eletrofilicos que se
ligam ao DNA, causando mutacbes que, uma vez 'fixadas" pela célula podem iniciar o
processo de carcinogénese  (Omura, 1999). Os citocromos P450 podem ser
considerados como um dos mais importantes  sistemas enzimaticos envolvidos na
catalise das reacdes de fase | do metabolismo.

Entre as reacOes catalisadas pelos citocromos P450 destaca-se a oxidacdo de
moléculas lipofilicas sendo, também denominadas monooxigenases e oxidases de
funcdo mista. As monooxigenases podem catalisar um amplo espectro de reagOes tais
como N-oxidacdo, sulfoxidacdo, epoxidacdo, N-, S-, e O-desalquilacdo, peroxidacao,

desaminacdo, dessulfuracdo e desalogenacdo (Nelson, 2002).



Além de participarem do metabolismo de xenobioticos, os citocromos P450 sdo
essenciais para a homeostase sanguinea, biossintese do colesterol e esteroidogénese
(Nelson, 2002).

A atividade das monooxigenases em eterminada espécie (e linhagem) depende
do tecido/érgdo analisado, do estado nutricional, da presenca de doencas, da idade, do
sexo, da exposicdo prévia a xenobioticos, da hora do dia e da época do ano
(Radzialowski & Bousquet, 1967; Jori et al., 1971; Hodgson & Levi, 1994; Kuriyama
et al., 2000). Diferencas entre espécies e polimorfismo genético entre individuos da
mesma espécie também tém sido descritos como fatores determinantes de variagcGes
quanto ao metabolismo de xenobioticos (Conney, 1986; Fonne-Pfister & Meyer, 1988;
Vesell, 1991; Cholerton et al., 1992). Entretanto, um dos fatores que podem alterar de
forma mais acentuada o metabolismo de xenobidticos é a inducdo ou a inibicdo de
enzimas envolvidas nas reacOes de biotransformacdo, em decorréncia da exposicdo
prévia ou concomitante a outros agentes quimicos (Gibson & Skett, 1994; Hodgson &
Levi, 1994).

1.3.2 Estrutura Bésica

As enzimas citocromo P450 sdo hemeproteinas que contem um citocromo do
tipo b (Hodgson & Levi, 1994). Estas proteinas apresentam como grupo prostético, o
heme ou ferro-protoporfirina 1X.

No heme, o ferro € capaz de fazer 6 ligacGes. Quatro destas ligacGes sdo feitas
com os atomos de nitrogénio dos anéis pirrolicos. A quinta ligacdo do atomo de ferro é
com o tiolato (S-) proveniente do residuo de cisteina, situado proximo a regido C-
terminal da cadeia polipeptidica Unica da apoproteina, composta de 400 a 500
aminoacidos. Gragas a sua caracteristica eletrofilica, o enxofre da cisteina faz com que
0 atomo de ferro mantenha-se, normalmente, no estado férrico (Fe*3) (Lewis, 1996). A
existéncia do quinto ligante confere aos citocromos P450, quando reduzidos, uma
grande afinidade pelo mondxido de carbono e um espectro caracteristico de absorcao
maxima a 450 nm (Omura & Sato, 1962). O sexto ligante pode ser a agua (CYP no
estado férrico), o mondxido de carbono ou o oxigénio molecular (CYP no estado

ferroso).
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Figura 5: Estrutura do grupo prostético heme do citocromo P450 (adaptado de Gibson
& Skett, 1994)

1.3.3 Mecanismo de catalise das enzimas citocromo P450

A reacdo basica catalisada pelo citocromo P450 é a monooxigenacao, reacao
em que um atomo de oxigénio molecular é incorporado ao substrato (RH) e o outro é
reduzido a agua, sendo os elétrons necessarios para reducdo fornecidos pelo NADPH
(Parkinson, 2001).

Inicialmente, o complexo substrato-citocromo P450 é formado quando o
substrato combina-se com a forma oxidada do citocromo P450 [Fe3*]. Este complexo
recebe entdo um elétron do NADPH (através da NADPH-citocromo-P450-redutase),
que reduz o ferro da sua forma férrica para a ferrosa (Fe?*). A forma reduzida do
complexo substrato-citocromo P450 combina-se com o Oz molecular e 0 novo
complexo recebe um outro elétron do NADPH. Em alguns casos, esse segundo elétron
é doado pelo NADH através do citocromo b5; mas em outros, apenas a NADPH-
citocromo-P450-redutase desempenha esta funcdo. Acredita-se que ambos os elétrons
sejam transferidos para o oxigénio molecular, o que o transforma em uma espécie de
oxigénio altamente reativo e instdvel. Um atomo de oxigénio reativo liga-se ao
substrato e o0 outro forma uma molécula de agua. O substrato oxidado resultante da
reacdo dissocia-se da enzima, ocorrendo entdo a regeneracdo da forma oxidada
(férrica) do citocromo P450 (Guengerich, 1990; Parkinson, 2001).
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Figura 6: Ciclo catalitico do citocromo P450. (Adaptado de Parkinson, 2001).

1.3.4 Nomenclatura

Como uma molécula (xenobidtico) pode ser substrato para diferentes
citocromos P450, e uma determinada enzima aceita varias moleculas como substrato,
torna-se dificil a identificacdo dessas enzimas pela reacdo que elas catalisam
(Gonzalez, 1992).
isoformas de CYP,

Assim, com o intuito de classificar adequadamente diferentes

um sistema de nomenclatura foi organizado, classificando as
enzimas em familias, subfamilias e membros (isoformas / isoenzimas) com, base nas
seqiiéncias homologas de aminoécidos (Nelson et al., 1993). Desse modo, 0s
diferentes CYPs sdo classificados de acordo com a porcentagem de similaridade das
sequéncias de aminoacidos que compdem essas enzimas. Enzimas que apresentam
pelo menos 10 % de homologia fazem parte da mesma superfamilia CYP; com 40 %
ou mais de homologia, sdo agrupadas em uma mesma familia e sdo designadas por
numerais arabicos, enquanto aquelas que possuem mais de 55 % de homologia sdo
incluidas na mesma subfamilia e sdo designadas por letras mailsculas. As diferentes
isoformas da enzima recebem numeros ardbicos ap6s a letra que identifica a subfamilia
(Gibson & Skett, 1994). Por exemplo, CYP1ALl ¢ a isoenzima 1 da subfamilia A da

familia 1. Em seres humanos ja foram identificadas mais de 1200 sequéncias de



citocromos P450 (Nelson, 2001). Os genes que codificam os citocromos P450 recebem
a mesma denominacdo que a isoenzima sendo, porém, a representacdo feita em italico,
e.g., CYP1A1l.

1.3.5 Familias génicas citocromo P450

Em seres humanos j& foram identificadas 18 familias de genes citocromo P450
(CYP) e 43 subfamilias (Nelson, 2001). Os citocromos P450 das familias 1, 2, 3 e 4
parecem ser 0s responsaveis pela maior parte das reagdes de biotransformacdo de
xenobidticos (Halpert et al., 1994; Pasanen, 1994).

CYP1A

A familia CYP1 é composta por duas subfamilias, CYP1A e CYP1B. Os dois
membros da subfamilia CYP1A (CYP1Al e CYP1A2) compartiham uma alta
similaridade em suas estruturas primarias, bem como em suas caracteristicas fisico-
quimicas (Kawajiri & Hayashi, 1996). Em termos do metabolismo de endobidticos,
CYP1A2 e CYP1B1 hidroxilam o estrogénio e CYP1A2 oxida o uroporfirinogénio a
uroporfirina  (metabolismo do heme). Ainda ndo sdo conhecidos outros substratos

enddgenos para enzimas da familia CYP1 (Nelson, 2001).

As isoenzimas citocromo P450 1Al e 1A2 (respectivamente, CYP1Al e
CYP1A2), da familia 1, possuem um papel importante na ativacdo de xenobidticos a
metabolitos  toxicos [carcinbgenos quimicos, como hidrocarbonetos arométicos
policiclicos (e.g., benzo[a]pireno, encontrado na fumaca do cigarro e em alimentos
queimados - literalmente carbonizados), aminas aromaticas e heterociclicas, derivados
do azobenzeno, aflatoxina Bi, 2-acetilaminofluoreno], incluindo varios medicamentos
(e.g., acetaminofen).  Altos niveis de CYP1A2 tém sido associados a um maior risco
de cancer de célon. Como esta isoenzima pode ser induzida pela fumaca do cigarro, e 0
tabagismo tem sido associado ao cancer de colon, este pode ser um dos mecanismos
pelos quais 0 tabaco aumenta o risco deste tipo de neoplasia. O gene CYP1B1 também
tem sido associado ao glaucoma congénito primario (Nelson, 2001).

As enzimas da familia 1 podem ser encontradas em todas as classes do reino
animal; no entanto, CYP1Al, a diferenca de CYP1A2, ndo se expressa
constitutivamente  no  figado  humano, No homem CYP1Al estd presente

principalmente no pulmido e em outros tecidos extra-hepaticos.
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CYP2B

A familia 2 é a maior familia de CYPs em seres humanos. Aproximadamente
um terco dos CYP humanos pertence a esta familia. Muitas dessas proteinas podem
hidroxilar esterdides e algumas delas sdo expressas de forma sexo-especifica (Nelson,
2001). A subfamilia 2B é geralmente reconhecida como sendo aquela a qual pertencem
isoenzimas induzidas pelo fenobarbital. Entretanto, além da acentuada capacidade de
inducdo da subfamilia CYP2B, o fenobarbital, na maioria das espécies, induz também
muitas outras enzimas (resposta pleiotropica). A inducdo de CYP2B também ¢é
observada em ratos expostos a Xxenobidticos estruturalmente diferentes do fenobarbital.
Estes xenobidticos incluem pesticidas halogenados (e.g. DDT), uma ampla variedade
de agentes farmacéuticos, substancias produzidas em plantas, hidrocarbonetos volateis
como cetonas, xilenos e piridina, e varias bifenilas polihalogenadas (Nims & Lubet,
1996).

A participacdo de CYP2B na ativagdo metabdlica de xenobibticos e na
carcinogénese quimica é de dificil avaliacgio. O bromobenzeno, o tetracloreto de
carbono, a cocaina, 0 paration e o tricloroetileno, entretanto, sdo algumas das
diferentes substancias toxicas ativadas, potencial ou preferencialmente, por enzimas
da subfamilia CYP2B (Nims & Lubet, 1996).

Outros substratos para CYP2B podem ser citados, tais como a fenitoina, a

benzofetamina, a nicotina, o DDT, o aldrin, o endrin, o heptacloro e o clordano.

CYP2E1

O citocromo P450 2E1 (CYP2EL) é uma isoforma constitutiva e induzivel que
pertence a famila 2 da superfamilia P450. Algumas condicBes fisiologicas
(nascimento e jejum) e patologicas (obesidade e diabetes) estdo associadas a inducéo
de CYP2E1l (Chien et al., 1997). Algumas substancias de baixo peso molecular séo
substratos para reacfes de oxidacdo catalisadas por CYP2EL e, muitos delas sdo pro-
carcinbgenos  potentes que requerem ativacdo metabdlica, como a N-
nitrosodimetilamina (NDMA). Outras substancias capazes de induzir CYP2EL sdo a
isoniazida, a piridina, o etanol, a acetona, o éter dietilico, 0 m-xileno e o pirazol.
CYP2E1 parece exercer também um papel importante na doenca hepatica induzida
pelo alcool.

MutacGes de CYP2E1 estdo associadas a um aumento de duas vezes no risco de

cancer de nasofaringe associado ao tabagismo (Nelson, 2001).
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E alta a homologia entre as espécies no que tange a esta isoenzima, o que
resulta em uma designacdo Unica CYP2E1 para as isoformas no rato, camundongo e

seres humanos (Lewis, 1996).

1.3.6 Localizacéo dos citocromos P450

Em mamiferos, as monooxigenases envolvidas na biotransformacdo de

xenobidticos estdo localizadas principalmente no figado, mas também em sitios extra-
hepaticos, tais como pulmdes, rins, laringe, cérebro, glandulas supra-renais, pancreas,
baco, coracdo, testiculos, ovarios e placenta (Murray & Reidy, 1990; Degawa, 1994;
Parkinson, 2001). Tecidos extra-hepaticos sdo limitados quanto a diversidade de
substancias quimicas que podem metabolizar, contribuindo assim de forma limitada
para 0 processo de biotransformacdo que ocorre no organismo como um todo. A
biotransformacdo que ocorre em tecidos extra-hepaticos, entretanto, tem importante
implicacdo toxicoldgica para o tecido em particular (Sipes & Gandolfi, 1991) e pode
explicar, por exemplo, o0 organotropismo da acao toxica de alguns xenobidticos.
Ao nivel intracelular, as enzimas de fase | do metabolismo estdo localizadas
principalmente no reticulo endoplasmatico  (Sipes & Gandolfi, 1991), mas também
podem ser encontradas nas mitocondrias e na membrana nuclear (loannides & Parke,
1990).

1.4 Alteragdes dos Citocromos P450 na Infecgéo e Inflamacéo

Tem sido observado, em seres humanos e em animais de laboratério, que
infeccbes e estimulos inflamatorios causam alteracdes das atividades e dos niveis de
expressao de varias isoformas de citocromos P450 (CYP) no figado, rins e cérebro.
Também tem sido constatada nessas condicdes a alteracdo da depuracdo (clearance) de
farmacos que dependem do metabolismo hepatico e da atividade dos CYP. Assim
sendo, infeccBes e processos inflamatorios podem ser incluidos entre os fatores que
modulam a atividade ou a expressdao dos CYP e que podem afetar - favoravelmente ou
negativamente - os efeitos terapéuticos e tdxicos dos farmacos. Digno de nota é o fato
dos CYP catalisarem também a sintese e degradacdo de substancias enddgenas
fisiologicamente ativas. Neste sentido, a modulacdo da formacdo destes metabdlitos
pela inflamacdo ou pela infeccdo poderia estar relacionada a mecanismos
homeostéaticos e fisiopatologicos envolvidos nestas condicBes (Morgan, 2000).

Os efeitos da inflamacdo e infeccdo sobre CYP estdo relacionados a resposta

imune celular. E conhecido que a ativagdo do sistema reticulo endotelial em animais
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de experimentagdo compromete o metabolismo de drogas in vivo e diminui a
capacidade metabolizadora dos microssomos hepaticos. Tem sido relatado, por
exemplo, que varios agentes que estimulam este sistema prolongam o tempo de sono
barbitdrico em animais de laboratorio (Morgan, 1997).

Em animais, infecgdes por virus (Brattsten, 1987), bactérias (Batra, 1987; Azri,
1991) ou parasitas (Tekwani., 1990) tem sido associadas a diminuicdo da depuracdo
(clearance) de drogas. Em modelos experimentais de inflamacdo e infecgdo, que estas
condicbes patoldgicas aparentemente protegem os animais da toxicidade de agentes
que necessitam de bioativagdo para exercerem os seus efeitos nocivos (Morgan, 1997).

Estas observacdes ressatam a importdncia do estudo das alteracGes de
expressdo e das atividades das subfamilias de CYP envolvidas no metabolismo de
drogas e na eliminacdo e ativacdo de substancias toxicas — incluindo os carcindgenos
quimicos - durante processos inflamatorios e infecciosos.

Algumas vacinas estdo entre os estimulos do sistema imunoldgicos que causam
uma alteracdo no metabolismo de farmacos. Varios pesquisadores —constataram uma
inibicdo do metabolismo de farmacos ap6s a administracdo de vacinas em humanos e
animais, porém nem o0 mecanismo envolvido na inibicio nem a relacdo desse
fendmeno com os efeitos adversos observados apds a imunizagdo foram — até a
presente data - devidamente esclarecidos (Morgan,1997; Ansher 1991;Willams &
Szentivanyi,1977).
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1.5 Objetivos

O objetivo geral do estudo foi investigar as alteracbes das atividades de
monooxigenases hepaticas causadas pela vacina pertussis. Este estudo é parte de um amplo
esforco de pesquisa voltado para o aprofundamento do conhecimento sobre os mecanismos
subjacentes a modulagdo de enzimas de biotransformacdo de xenobidticos em processos
infecciosos e estimulos inflamatorios.

O objetivo especifico do trabalho apresentado nessa dissertacdo foi avaliar as
atividades de reacBes de monooxigenacdo catalisadas por enzimas citocromo P450 das
subfamilias 1A (EROD), 2B (BROD) e 2E (PNP hidroxilase) em microssomos hepaticos de

camundongos machos e fémeas da linhagem C57/BL6.
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2-Materiais e Métodos

2.1 Animais

Utilizamos camundongos da linhagem C57/BL6 (isogénicos), machos e fémeas,
oriundos da criagdo mantida pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratdrio
(CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz.

Assim que chegaram ao Laboratério de Toxicologia Ambiental, os animais foram
alojados, em grupos de cinco do mesmo sexo, em gaiolas de plastico (33,5 x 40,5 x
17,0 cm) com tampa de aco inoxidavel e maravalha de pinho branco. Agua da rede de
abastecimento publico e racdo comercial para camundongos (CR 1 Nuvilab - Nuvital
Ltda., Curitiba, Parand) foram fornecidos ad libitum durante todo o experimento.

A higienizacdo das gaiolas e troca das camas de maravalha foram feitas trés vezes
por semana (segunda, terca e sexta-feira) sempre no periodo da manhd. As condigdes
ambientais em que os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do
Laboratorio de Toxicologia Ambiental foram as seguintes: temperatura de 23 + 2 °C,
umidade relativa do ar em torno de 70 % e ciclo claro-escuro constante (periodo claro
de 07 as 19 horas).

2.2 Grupos experimentais

Apoés breve periodo de quarentena e adaptacdo ao Biotério de Experimentacdo 0s
camundongos com idade entre 6 -10 semanas de vida e 20 - 30 gramas de peso
corporal foram destinados ao acaso a um de dois grupos: Tratado e Controle. Cada
um destes grupos foi subdivido em 6 sub-grupos de acordo com o dia do sacrificio
apos o tratamento. Cada sub-grupo foi constituido por 5 machos e 5 fémeas.

Para os experimentos envolvendo endotoxina de E.coli foram utilizados somente
camundongos fémeas com a mesma idade dos animais tratados com a vacina pertussis
e divididos em trés grupos: tratados com solucdo salina apirogénica ou LPS de E.coli
sorotipo 0127:B8 ou 055:B5. Cada grupo foi dividido em sub-grupos com 5

camundongos de acordo com a dose aplicada de endotoxina.

2.3 Vacina pertussis e lipopolissacarideos (LPS) de E.coli

A vacina pertussis € produzida no Brasil exclusivamente pelo Instituto Butantan e
sdo avaliadas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde (INCQS). A
vacina utilizada neste estudo foi cedida pelo INCQS e previamente ao tratamento a

vacina foi diluida em solugdo salina apirogénia para a obtencdo de 40 Uop/ml.
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Foram utilizados dois sorotipos de LPS de E.coli: 055:B5 e 0127:B8 ambos
produzidos pela Sigma Chemical Co., St Louis,MO. No momento do tratamento as

endotoxinas foram diluidas em solugdo salina apirogénica em diversas concentracoes.

2.4 Tratamento

Os animais do grupo tratado com a vacina pertussis receberam por via
intraperitoneal 0,5 mL da vacina ( 40Uop/mL) (i.e. 20 Uop / camundongo) e foram
sacrificados 1, 2, 5, 7, 14 e 21 dias apds o tratamento. Os controles receberam apenas
injecdes intraperitoniais de 0,5 mL de solugdo salina apirogénica.

Os camundongos fémeas tratados com LPS de E.Coli sorotipo 0127:B5 receberam
via intraperitoneal doses de 1 ou 5 mg/kg de peso corporal e 0s que tratados com o LPS
de sorotipo 055:B5 receberam doses de 1,10 e 100 mg/kg de peso corporal pela mesma
via de administracdo que 0s demais grupos, assim COmo 0S respectivos grupos

controles que receberam apenas 0,5 ml de solugdo salina.

2.5 Eutanasia dos animais e armazenamento dos érgaos

Nos dias 1, 2, 5, 7, 14 e 21 apls a imunizacdo, 0s animais foram mortos por
deslocamento cervical. Imediatamente ap6s o deslocamento cervical foi feita uma
ampla incisdo longitudinal e outra transversal na parede abdominal e sendo entdo
rapidamente retirados o figado, os rins e o baco. Em seguida, os Orgdos foram
resfriados em banho de gelo e pesados. Os figados foram embalados individualmente
em papel aluminio, rapidamente congelados em nitrogénio liquido, acondicionados em
caixas especiais de papeldo e armazenados no congelador a temperaturas ultra-baixas

(—80°C) até o momento da preparacdo da fracdo microssomal.

2.6 Preparacdo da fracdo microssomal hepatica

A fracdo microssomal hepética foi preparada segundo descrito por Snell e Mullock
(1987). Os figados congelados, ainda embalados, foram colocados em placas de Petri e
descongelados em banho de gelo. A partir deste momento, todo o procedimento
ocorreu a temperaturas que nao excederam 4°C. Os oOrgdos foram lavados em solucdo
de sacarose 250 mM, o excesso de liquido foi removido com papel filtro, e transferidos
para homogeneizador do tipo Potter-Elejhem. A primeira homogeneizacdo (1 parte do
figado: 4 partes de solucdo tampéo tris-HCI 100 mM / KCI 150 mM, pH 7,4) foi feita
através de movimentos ascendentes e descendentes do homogeneizador em relacdo ao

pistilo de teflon, a uma velocidade angular de aproximadamente 1200 rpm. A partir
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do momento em que foi constatada visualmente a completa homogeneizacdo do tecido,
foram realizados 10 ciclos adicionais de movimentos ascendentes e descendentes.

O homogeneizado obtido foi fitrado em gaze e centrifugado a 9000 g durante 30
minutos a 4 °C (Centrifuga refrigerada Eppendorf ® 5804R). O sobrenadante foi
novamente fitrado em gaze e submetido a ultracentrifugacdo a 100000 g durante 60
minutos a 4 °C (Ultracentrifuga Hitachi ® Himac CP70MX).

Apos a ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo a
fracdo microssomal foi resuspendido em solugcdo tamp&o (solugdo de tris-HCI 100 mM
/  KCI 150 mM, pH 7,4) e novamente resuspendido, através de movimentos
ascendentes e descendentes do homogeneizador em relacdo ao pistilo de teflon, a uma
velocidade angular de aproximadamente 250 rpm. A partir do momento em que foi
constatada visualmente a completa resuspensdo do pellet, foram realizados 10 ciclos
adicionais de movimentos ascendentes e descendentes.

O homogeneizado obtido foi novamente ultracentrifugado a 100000 g durante 60
minutos & 4 °C,sendo o sobrenadante desprezado. O pellet contendo a fracdo
microssomal foi entdo resuspendido em solucdo tampdo prépria para congelamento
(solucdo tampdo fosfato de potassio 100 mM com 20% v/v de glicerol e EDTA 1 mM
pH 7,4) e homogeneizado a 250 rpm. A fracdo microssomal assim obtida - volume
final de 2 ml - foi dividida em aliquotas, transferida para tubos criogénicos Nunc® e

armazenada em nitrogénio liquido.

2.7 Determinacdo da concentracgdo de proteinas na fracdo microssomal

A concentracdo de proteinas na preparacdo microssomal foi determinada pelo
método colorimétrico descrito por Bradford et al., (1976), adaptado para microplacas,
utilizando o corante Azul de Coomassie G-250 e leitura de densidade ética (DO) a 595
nm (espectrofotdmetro Molecular Devices ® Spectra max plus384). Todas as leituras
de DO foram realizadas em microplacas de plastico contendo 96 pocos.

As curvas de calibracdo foram feitas com albumina sérica bovina — BSA Sigma
Chemical Co - diluida em solucdo tampédo fosfato (KH2POs 50 mM e NaCl 150 mM,
pH 7,2) com as seguintes concentracdes de proteina (BSA): 280; 560; 840 e 1400
pg/ml. A curva foi feita como se segue: 250uL do corante Azul de Coomassie G-250
Sigma, foram adicionados aos pog¢os da microplaca contendo 5 uL das diferentes
concentracdes de BSA. A formacdo do complexo proteina-corante é rapida e estavel

no periodo de 5 a 60 minutos. Assim, adotamos um intervalo constante de
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aproximadamente 30 minutos entre a adicdo do corante e a leitura da absorbancia.
Todas as determinacGes foram realizadas em triplicata.

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas na fragdo microssomal,
foram adicionados 250 ul do corante aos pog¢os da microplaca contendo 5ul da
preparacdo microssomal diluida (1:10 em solugdo tampdo KH2PO4 50 mM e NaCl 150
mM, pH 7,2) sendo todas as amostras quantificadas em triplicata. Cada valor de DO
obtido foi convertido em concentragdo de proteina, empregando-se a curva padrao.
Feitas as correcdes para cada fator de diluicdo, as concentracfes de proteina na fracdo
microssomal foram calculadas como a média obtida (media final) a partir das médias

de cada triplicata e expressas como mg de proteina / ml de preparacdo microssomal.

2.8 Determinagéo da atividade das Resorufina-O-desalquilases: Etoxiresorufina-O-
desetilase (EROD) e Benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD).

Uma série de éteres da fenoxazona (e.g., etoxiresorufina) funcionam como
substratos para reacfes de O-desalquilacio mediadas por enzimas citocromo P450.
Estes éteres da fenoxazona sdo substratos preferenciais para determinadas isoformas de
citocromo P450 (e.g., etoxiresorufina para o citocromo P450 da subfamilia 1A e
benziloxiresorufina para o citocromo P450 da subfamilia 2B), mas o produto da reacéo
de hidroxilacio do anel de fenoxazona, comum a todas as reacdes, € a
hidroxifenoxazona ou resorufina.

A determinacdo da atividade das resorufina-O-desalquilases na fracéo
microssomal foi realizada essencialmente como descrito por Burke et al. (1985),
exceto pela substituicdo do NADPH por um sistema regenerador de NADPH e pela
adaptacdo do método para ser realizado em microplaca de plastico com 96 pogos
(Donato et al,1993; kennedy et al, 1993, kennedy et al,1994). O NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzido) é um co-fator fundamental para varias reacées
de biotransformacdo. O sistema regenerador de NADPH empregado envolve o uso da

glicose-6-fosfato-desidrogenase e a seguinte reacao:

Glicose-6-fosfato + NADp Sheese-b-lostato-desidrogenasss_gsfrgluconolactona + NADPH*

A determinagdo das atividades de BROD e EROD na fragdo microssomal
hepatica foi realizada como descrita a seguir:
As reagdes de O-desalquilagdo ocorreram em microplacas de pléastico de 96

pocos e a leitura da fluorescéncia foi feita em espectrofluorimetro para leitura em
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microplacas (Molecular Devices ® Spectra Max Gemini XS). O acumulo de
resorufina (excitacdo 530 nm , emissdo 590 nm e precisdo normal 6) foi registrado
apdés o término da reacdo. A reacdo ocorreu a 37 °C em banho-maria Heto™ com
agitacdo (80 movimentos / minuto) durante 10 minutos. O periodo de pré-incubacéo
foi de 3 minutos e a reacdo era iniciada com o acréscimo do sistema regenerador de
NADPH (Glicose-6-fosfato 5 mM; B-NADP 0,25 mM; MgCl: 2,5 mM; Glicose-6-
fosfato-desidrogenase 0,5 U / ml).

Inicialmente foram adicionados a cada pogo da microplaca mantida no gelo:

- solu¢do tampdo K:HPO4 50mM, pH 7,8, em quantidade necessaria para completar o
volume final de 300 pL;

- 50 pL do substrato especifico (benziloxiresorufina ou etoxiresorufina 30 M em
solugdo tampdo K2HPO4 50mM, pH 7,8 ), que atingiam a concentragdo final de 5 uM
no poco;

- preparacdo microssomal para fornecer 25 ug de proteina diluidos em solugcdo tampéo
K2HPO4 50mM, pH 7,8 ;

Apo6s trés minutos de pré-incubagdo a 37 °C, a reacdo enzimatica era iniciada
pela introducdo do sistema regenerador de NADPH com o auxilio uma pipeta
multicanal e, trancorridos 10 minutos, acetonitrila foi adicionada para interromper a
reacdo. Posteriormente, a microplaca foi retirada do banho e mantida a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz por 15 minutos.

Os valores de fluorescéncia obtidos foram convertidos para quantidade de
resorufina produzida através da curva padrdo. A unidade escolhida para os calculos de
reacdo foi picomoles de resorufina produzida / minuto da reacdo / mg de proteina.

Todas as determinagfes foram realizadas em triplicata para cada aliquota da
fracdo microssomal, com aceitacdo de um coeficiente de variagdo maximo de 10%.

As curvas padrdo foram construidas com diferentes quantidades de resorufina
obtidas a partir da diluicdo de uma solucdo-mde de resorufina 1 pM em tampdo

fosfato KoHPO4 100 mM pH 7,8 de modo a completar o volume final de 400 ul no
pogo.

2.9 Determinagéo da atividade P-nitrofenol hidroxilase

Para medir a atividade da p-nitrofenol hidroxilase empregamos o método
espectrofotométrico descrito por Allis et al. (1994). O método é baseado no fato do
produto formado, o 4-nitrocatecol, absorver a luz com 480nm de comprimento de

onda, enquanto que o substrato da reacdo, o p-nitrofenol, praticamente ndo absorver a
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luz em 480 nm ou em comprimentos de onda superiores a este. O ensaio cinético
ocorre em tempo real em cubetas de plastico descartaveis a 37°C. Adicionamos
inicialmente  a cubeta 10ul de p-nitrofenol 10mM , 100ul de microssomo na
concentragdo de 2mg/mL, e a solugdo tampdo K2:HPO4 100 mM (pH 6,8) em volume
suficiente para completar 1 mL (volume total) na cubeta. Em seguida, pré-incubamos
a cubeta com seu conteudo a 37°C, em banho Maria com agitacdo (80
movimentos/minuto), por 5 minutos. Transcorrido os 5 minutos de pré-incubacdo, a
reacdo foi iniciada com adicdo do sistema regenerador de NADPH. Apds 5 minutos
adicionais de incubacdo, foi registrada a leitura da absorbancia no espectrofotometro, a
480nm, durante 10 minutos.  Utilizamos o coeficiente de extingdo do 4-nitrocatecol
(3,57mM-tcml) (Reinke & Moyer.,1985) para o célculo da concentracdo do produto
formado. Antes dos ensaios foi determinado o espectro de absorcdo do p-nitrofenol, em

cubetas de quartzo usando uma solucdo de p-nitrofenol 0,1mM.

2.10 Quantificacdo de Endotoxina na vacina pertussis

O método do Limulus Amoebocyte Lysate (LAL), pela técnica do coagulo (teste
semi-quantitativo), foi utilizado para a quantificacdo de endotoxinas na vacina
pertussis. Este método, hoje amplamente utilizado, baseia-se numa reacdo em cascata
de ativacdo de enzimas, em que a endotoxina ativa uma proenzima (coagulase),
localizada nos granulos dos amebdcitos do caranguejo ferradura (Limulus
polyphemus), responsavel pela clivagem do coagulogénio. Os produtos insoliveis da
clivagem se ligam por interacdo ibnica para formar o coagulo (Levin, 1968).

Para a determinacdo dos niveis de endotoxinas, as amostras foram diluidas 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 e 1:1280000 em tubos de boro-
silicato despirogenizados. Em seguida, 100uL de cada diluicdo foi adicionado a tubos
contendo 100uL de LAL (previamente diluido), solubilizado por 60 segundos e
incubado a 37°C em banho-maria sem agitacdo por uma hora. Para a leitura do teste, 0s
tubos foram removidos do banho e submetidos a uma inversdo de 180°. O teste foi
considerado positivo quando um coagulo branco era formado e permanecia no fundo
do tubo apds a inversdo, e o resultado negativo era caracterizado pela auséncia do
coagulo constatada ap0s a inversdo de 180° do tubo.

A validade do teste foi avaliada pela utilizacdo de um grupo controle positivo e
outro negativo. O controle positivo foi formado por tubos contendo LPS de E. coli e

agua apirogénica e o controle negativo continha apenas agua apirogénica (ambos em
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duplicata). Apds a adicdo de LAL, os controles foram solubilizados por 60 segundos e
mantidos em banho-maria a 37°C por uma hora.

A concentracdo de endotoxina foi calculada multiplicando o valor de
sensibilidade do LAL (A = 0,125) pelo fator de diluicdo da maior diluicdo em que foi

observada a formacdo do coagulo.

2.11 Ensaio in vitro de toxicidade especifica da vacina pertussis: Clustering em
cultura de células de ovario de hamster chinés.

Para avaliarmos o conteldo de toxina pertussis na vacina usada nesse estudo foi
realizado o teste in vitro de clustering em células de hamster chinés (CHO- K1-ATCC)
cultivadas em microplacas com 96 pocos. O ensaio se baseia na aglomeracdo de
células de ovario de hamster chinés em forma de cacho de uva (clustering) induzido
pela presenca da toxina pertussis ativa na culiura (Hewlett et al.,1983). Este teste foi
realizado de acordo com o protocolo estabelecido pelo National Institute for Biological
Standards and Control (NIBSC) da Inglaterra.

Inicialmente a amostra da vacina pertussis, € a vacina DTP celular usada como
controle positivo, foram diluidas nas proporcGes 1:50 e 1:10, respectivamente, em
PBS. Como preparagdo de referéncia foi utilizada toxina pertussis NIBSC 90/518 (128
ng/mL).

Em seguida 20 puL de meio de cultura MEM completo (MEM suplementado
com soro fetal bovino 10% p/v, sulfato de estreptomicina 100 ug/mL, penicilina G
potassica 100 Ul/mL e L-glutamina 2mM), foram adicionados a cada um dos pogos.
Na primeira coluna da microplaca, amostras diluidas da vacina pertussis foram
adicionadas em quadruplicata, enquanto a vacina DTP celular e a preparagdo de
referéncia, foram adicionadas em duplicata. A partir da segunda coluna, as amostras
foram diluidas na proporcdo 1:2, de forma seriada, na microplaca totalizando 11
diluicbes. A dltima coluna de cada microplaca foi utilizada como controle negativo,
contendo somente MEM completo. Posteriormente, 5x10% células de ovario de hamster
chinés, em 180 uL de meio MEM, foram adicionados a cada um dos pocos. As
microplacas foram em seguida incubadas durante 48 horas a 37°C em atmosfera com
5% de CO:s..

Apos a incubacdo por 48 horas, o meio de cultura foi removido e as células
fixadas pela adicdo de formaldeido a 10% por 15 minutos. O formaldeido foi removido

e a placa foi lavada durante 5 minutos em agua corrente e, em seguida, adicionou-se
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solucdo etandlica de cristal violeta 3% p/v em formaldeido. Apds nova incubacdo por
15 minutos, as microplacas foram enxaguadas varias vezes em agua corrente e secas a
temperatura ambiente por 18 horas. ApOs a secagem, as microplacas foram examinadas
ao microscopio invertido quanto a ocorréncia do efeito de formacdo de cachos.

O contelido de toxina pertussis encontrado na amostra da vacina usada nesse
estudo foi calculada multiplicando-se o reciproco do fator da maior diluicdo das
amostras, no qual se observa total aglomeracdo das células, pelo titulo de referencia
(ng/mL) e pelo fator de diluicdo inicial das vacinas e expresso como ng/mL.

O titulo de referéncia em ng/mL foi calculado multiplicando-se a concentragao
de partida da toxina pertussis (128ng/mL) pelo fator da maior diluico na qual se

observou a total aglomeracdo de células.

2.12 Analise estatistica

A comparacdo estatistica entre médias de dois grupos foi realizada pelo teste t
de Student para amostras independentes. Em todos os casos, o teste foi bidirecional e
as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Os

calculos estatisticos foram realizados por meio do programa estatistico SPSS ® .
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3 - Resultados

3.1 Quantificacdo dos niveis de endotoxina na vacina pertussis analisada

Para determinacdo dos niveis de endotoxina na vacina pertussis que
analisamos neste trabalho empregamos o0 ensaio semi-quantitativo conhecido como
Limulus amoebocyte lysate (LAL). Os resultados obtidos com as diluicdes seriadas da
vacina pertussis sdo apresentados na Tabela 1, na qual os sinais positivos (+) indicam a
formacdo do coagulo deflagrada pela presenca de endotoxina, e os sinais negativos (-)
a auséncia deste coagulo.

Como representado na Tabela 1, a vacina pertussis utilizada desencadeou a
formacdo do coagulo até em diluicbes da ordem de 1: 640000 o que indica que
continha alta concentracdo de endotoxina originaria da bactéria Bordetella pertussis .
Estes resultados, em termos quantitativos, correspondem a niveis de endotoxina
situados entre 80.000 e 160.000 unidades de endotoxina por mL (UE/ml) na vacina
pertussis (200 Uop/ml). Para fins de comparagdo com outras vacinas, vale a pena
mencionar que alguns estudos tem detectado concentragcbes da ordem de 10.000
UE/mL (i.e. 1,6 a 3,2 vezes menores) na vacina DTP (Ansher,1993).

Tabela 1: Niveis de endotoxina da vacina analisada neste trabalho determinados pelo ensaio semi-
quantitativo do LAL . Estdo representadas na tabela as diluicGes seriadas da vacina e a presenca (+) ou

auséncia (-) do coédgulo. A sensibilidade do teste foi de 0,125 UE/m.

Diluicbes seriadas da vacina
Tubos | 1:10 1:100 1:1000 | 1:10000 | 1:20000 | 1:40000

1 + + + + + +

2 + + + + + +

Diluicbes seriadas da vacina

Tubos | 1:80000 | 1:160000 | 1:320000 | 1:640000 1:1280000
1 + + + + -
2 + + + + -

Concentracdo de endotoxina na vacina testada de acordo com o resultado do
ensaio LAL: >80000 e <160000 UE/mL
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3.2 Ensaio in vitro de poténcia da vacina pertussis (" clustering™ em cultura de células
de ovario de hamster chinés)

O resultado do ensaio in vitro de clustering em cultura de células de ovério de
hamster chinés revelou que, numa ordem decrescente de concentragdes, houve
aglomeracdo total de células até a diluicdo de 1:800. O titulo de referéncia calculado
foi de 1,5ng/mL, correspondendo portanto a concentracdo de 1200ng de toxina
pertussis por mL da vacina utilizada neste estudo. O ensaio foi vélido, pois ndo foi
observado efeito de clustering nas células expostas aos controles negativos e, por outro
lado, a vacina DTP usada como controle positivo apresentou concentracdo de toxina
pertussis acima de 1000ng/0,5mL (4800ng/mL).

3.3 Sinais de toxicidade, alteracGes do peso corporal, e do figado e baco apds a
administragdo de dose Unica da vacina pertussis.

O peso corporal de cada camundongo foi registrado imediatamente antes do
tratamento e, a partir de entdo, diariamente até o dia em que foram mortos. Nas Figuras
7 e 8 apresentamos as variagdes de peso corporal (Ap) apo6s o tratamento, ou seja as
diferencas entre o0 peso no dia em que os camundongos foram sacrificados para
retirada do figado e o peso inicial (pré-tratamento), respectivamente para machos e
femeas.

Como pode ser visto na figura 7, os camundongos machos do grupo controle
(tratados com salina apirogénica) ou ndo tiveram alteraces de peso corporal ou
apresentaram pequeno aumento de peso nos diferentes intervalos pos-tratamento
enquanto  0s animais tratados com a vacina pertussis exibiram perda expressiva de
peso detectada 24 horas apds a injecdo (Ap = - 2,16 gramas). A partir de entdo parece
haver uma gradual recuperacdo do peso corporal, que iguala o peso pré-tratamento por
volta de uma semana ap6s a injecdo. A variacdo de peso corporal dos machos — em
relacdo ao peso pré-tratamento - tornou-se positiva nos dias 14 e 21, mas o ganho
(variacdo positiva) foi menor do que a observada nos respectivos controles, sendo o
ganho de peso dos animais mortos no dia 21 21,36% do registrado entre 0S respectivos
controles (Figura 7).

As fémeas do grupo controle também exibiram discreto ganho de peso corporal
no periodo pos-tratamento, sendo, porém esta variacdo ponderal menor do que a
observada entre os machos controles. Este comportamento diferente entre sexos,
notado entre camundongos controles, indica que enquanto as fémeas C57BI6 dessa
faixa etaria tendem a estabilidade, os machos ainda estdo em fase de crescimento e

ganho ponderal. Apds o tratamento com a mesma dose da vacina pertussis
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administrada aos machos, as fémeas mostraram uma progressiva reducdo do peso
corporal até o quinto dia ap6s o tratamento (maior perda em relacdo ao peso pré-
tratamento: Ap = - 2,934 gramas). A partir de entdo houve uma clara recuperacdo
ponderal das fémeas tratadas que, no dia 21 pds-tratamento igualaram o ganho de peso
(positivo) das fémeas do respectivo grupo controle. (Figura 8)

Nas Figuras 9 e 10 sdo mostrados, em diferentes intervalos pds-tratamento, os
pesos absolutos dos figados de camundongos machos e fémeas, respectivamente.
Como pode ser visto na Figura 9, entre os camundongos machos houve uma pequena
reducdo de peso do figado 24 horas apds a administracdo da vacina pertussis (36,7% de
reducdo em relacdo ao controle). Em seguida, nos dias 2, 5 e 7 ap0s o tratamento, ndo
constatamos diferencas de peso hepatico entre camundongos machos controles e
tratados, mas nos animais mortos 14 e 21 dias ap0Os receberem a vacina pertussis, 0s
pesos dos figados dos tratados foram, respectivamente, 1,42 e 1,34 vezes maiores do
que aqueles registrados nos controles. Esses dados indicam que, nos camundongos
machos, a vacina pertussis causou a curto prazo (24 horas) uma transitoria diminuicdo
de peso do figado a que se seguiu, com uma laténcia de 2 a 3 semanas, uma discreta
hepatomegalia (Figura 9).

As alteracbes de peso do figado em conseqiiéncia do tratamento de
camundongos fémeas com dose Unica da vacina pertussis seguiram em linhas gerais 0
padrdo observado em machos, mas, aparentemente, a reducdo de peso do Orgdo 24
horas ap6s a injecdo foi menor (15,5% de reducdo em relagdo ao controle), e a
hepatomegalia tardia (2 a 3 semanas depois) mais acentuada (i.e., 2,09 e 1,69 vezes o
peso do figado dos controles, respectivamente) (Figura 10).

As modificacdes de peso do baco apés tratamento de camundongos machos e
fémeas com a vacina pertussis sdo apresentadas nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
Nos camundongos machos, a partir de 48 horas ap0s o tratamento, é possivel constatar
uma esplenomegalia que acentuou-se progressivamente com o tempo decorrido apos-
injecdo sendo o maior peso do bago registrado na Ultima determinacdo, realizada 3
semanas apos o tratamento.. Nos dias 2, 5, 7, 14 e 21 ap0s o tratamento o peso do baco
dos tratados foi 1,82; 1,91; 1,96; 4,17 e 5,05 vezes maior do que 0 dos controles,
respectivamente (Figura 11).

Nas fémeas a esplenomegalia foi detectada somente a partir do dia 5 ap6s o
tratamento quando o peso do orgdo entre as tratadas foi 2,05 vezes maior do que o

registrado nas controles. Nos dias 14 e 21 pds-administracdo da vacina pertussis, a
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esplenomegalia foi muito acentuada atingindo o peso do baco das tratadas valores 4,93

e 5,91 vezes maiores do que o registrado nas respectivas controles (Figura 12).

Variacao de peso corporal machos
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Figura 7. Variacdo de peso corporal nos 21 dias que se seguiramao tratamento de camundongos machos
C57BI6 por via intraperitoneal com uma dose da vacina pertussis (40 Uop/mL) ou solucdo salina
apirogénica (controles). As variages de peso (Ap = peso no dia da eutanésia — peso imediatamente antes
do tratamento) foram expressas em gramas e as alturas das colunas correspondem a média + desvio
padrdo dos valores obtidos para 5 camundongos . As diferengas estatisticamente significativas (teste t

de Student, P < 0,05) entre controles e tratados s&o indicadas com um asterisco ( *).
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Figura 8. Variacdo de peso corporal nos 21 dias que se seguiramao tratamento de camundongos fémeas
C57BI6 por via intraperitoneal com uma dose da vacina pertussis (40 Uop/mL) ou solugdo salina
apirogénica (controles). As variacfes de peso (Ap = peso no dia da eutanédsia — peso imediatamente antes
do tratamento) foram expressas em gramas e as alturas das colunas correspondem a média + desvio
padrdo dos valores obtidos para 5 camundongos . As diferencas estatisticamente significativas (teste t de

Student, P <0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com umasterisco ( *).
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Figura 9. Peso do figado nos 21 dias que se seguiram ao tratamento de camundongos machos C57BI6
por via intraperitoneal com uma Unica dose da vacina pertussis (40Uop/mL) ou volume equivalente de
solucdo salina apirogénica (controles). Os pesos do érgdo foram expressos em gramas. A altura das
colunas corresponde a média + desvio padrdo dos pesos dos figados de 5 machos. As diferencas
estatisticamente significativas ( teste t de Student, P <0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com

asterisco (*).
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Figura 10. Peso do figado nos 21 dias que se seguiram ao tratamento de camundongos fémeas C57BI6
por via intraperitoneal com uma Unica dose da vacina pertussis (40Uop/mL) ou volume equivalente de
solugdo salina apirogénica (controles). Os pesos do 6rgdo foram expressos em gramas. A altura das
colunas corresponde a média + desvio padrdo dos pesos dos figados de 5 femeas. As diferencas
estatisticamente significativas ( teste t de Student, P <0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com

asterisco (*).
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Figura 11. Peso do bago nos 21 dias que se seguiram ao tratamento de camundongos machos C57BI6
por via intraperitoneal com uma Unica dose da vacina pertussis (40Uop/mL) ou volume equivalente de
solucdo salina apirogénica (controles). Os pesos do 6rgdo foram expressos em gramas. A altura das
colunas corresponde & média + desvio padrdo dos pesos dos figados de 5 machos. As diferencas
estatisticamente significativas ( teste t de Student, P < 0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com

asterisco (*).
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Figura 12. Peso do bago nos 21 dias que se seguiramao tratamento de camundongos fémeas C57BI6 por
via intraperitoneal com uma Unica dose da vacina pertussis (40Uop/mL) ou volume equivalente de
solucdo salina apirogénica (controles). Os pesos do 6rgdo foram expressos em gramas. A altura das
colunas corresponde a média + desvio padrdo dos pesos dos figados de 5 femeas. As diferencas
estatisticamente significativas ( teste t de Student, P <0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com

asterisco (*).
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3.4 Curso temporal das modificacGes de atividade de monooxigenases hepéaticas apos

a administracéo intraperitoneal de uma Unica dose da vacina pertussis
3.4.1 Determinacéo da atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD)

Os efeitos da vacina pertussis sobre a atividade de etoxiresorufina-O-desetilase
(EROD) foram avaliados em microssomos hepaticos de camundongos C57BI6, machos
e fémeas, 1, 2, 5, 7, 14 e 21 dias apds o tratamento (figuras 13 e 14). Como podemos
observar na figura 13, nas fémeas que receberam a vacina pertussis por via
intraperitoneal, a atividade de EROD estava deprimida em relacdo aos controles nos
dias 1, 2, 7, 14 e 21 que se seguiram ao tratamento, mas no quinto dia pos-injecdo a
atividade de EROD nos animais tratados correspondeu a 76% da registrada no grupo
controle ndo sendo esta diferenca estatisticamente significativa. Nos machos a
administracdo da vacina pertussis causou uma diminuicdo das atividades de EROD em
relagdo aos niveis dos controles nos dias 1, 2, 7 el4 ap0s o tratamento (figura 14). No
quinto dia ap6s o tratamento foi constatada também, entre 0s machos, uma aparente
recuperacdo da atividade de EROD que ndo diferiu entre controles e tratados com a
vacina. No vigésimo primeiro dia pds-tratamento, a atividade de EROD entre os
camundongos que haviam recebido a vacina foi em média 83 % da atividade registrada
no grupo controle (figura 14). N&o observamos diferencas entre sexos quanto a

atividade de EROD em animais que ndo foram ndo tratados (controles) com a vacina

3.4.2 Determinacdo da atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase
(BROD)

O curso temporal dos efeitos de uma Unica dose da vacina pertussis, sobre a
atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) em microssomos hepaticos
de camundongos C57BI6, machos e fémeas, até o dia 21 poOs-tratamento, pode ser visto
nas Figuras 15 e 16. Nas fémeas que receberam a vacina pertussis, a atividade de
BROD foi menor do que a registrada nas controles, ao longo dos 21 dias apds o
tratamento. A inibicdo foi mais acentuada no sétimo dia, quando a atividade de BROD
das fémeas tratadas correspondeu a 42% da atividade registrada nas ndo tratadas
(controles) (Figura 15). Nos machos tratados com a vacina pertussis a atividade de
BROD s6 se mostrou diminuida em relagdo aos controles no segundo dia apds o
tratamento, quando correspondeu a 61% da atividade média registrada no grupo
controle (Figura 16). E interessante ressaltar que a atividade de BROD nos machos néo

tratados foi quase a metade daquela determinada entre as fémeas controles, o que
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confirma a conhecida diferenca entre sexos quanto a esta atividade (marcadora de

isoenzimas da subfamilia CYP2B) em camundongos.
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Figura 13. Atividade de etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) na fragdo microssomal hepéatica nos 21
dias que se seguiram ao tratamento de camundongos fémeas C57BI6 por via intraperitoneal com vacina
pertussis (tratados) ou solucéo salina apirogénica (controles). As atividades foram expressas empmoles
de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas corresponde a média + desvio padrdo da
atividade de EROD de 5 fémeas, sendo cada amostrada analisada em triplicata . As diferencas

estatisticamente significativas ( P <0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com*.
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Figura 14. Atividade de etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) na fragdo microssomal hepatica nos 21
dias que se seguiram ao tratamento de camundongos machos C57BI6 por via intraperitoneal com vacina
pertussis (tratados) ou solucdo salina apirogénica (controles). As atividades foramexpressas em pmoles
de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas corresponde a média + desvio padrdo da
atividade de EROD de 5 machos, sendo cada amostrada analisada em triplicata . As diferencas

estatisticamente significativas ( P <0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com *.
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Figura 15. Atividade de benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) na fragdo microssomal hepatica
nos 21 dias que se seguiram ao tratamento de camundongos fémeas C57BI6 por via intraperitoneal com
vacina pertussis (tratados) ou solucdo salina apirogénica (controles). As atividades foramexpressas em
pmoles de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas corresponde a média + desvio padrao
da atividade de BROD de 5 fémeas, sendo cada amostra analisada em triplicata. As diferencas

estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e tratados sédo indicadas com*.
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Figura 16. Atividade de benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) na fracdo microssomal hepética
nos 21 dias que se seguiram ao tratamento de camundongos machos C57BI6 por via intraperitoneal com
vacina pertussis (tratados) ou solucdo salina apirogénica (controles). As atividades foramexpressas em
pmoles de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas corresponde a média + desvio padréo
da atividade de BROD de 5 machos, sendo cada amostra analisada em triplicata. As diferencas

estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com*.
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3.4.3 Determinacéo da atividade da p-nitrofenol hidroxilase (PNP hidroxilase)

O curso temporal dos efeitos da vacina pertussis, sobre a atividade de p-
nitrofenol hidroxilase em microssomos hepaticos de camundongos C57BI6, machos e
fémeas, nos 21 dias que se seguiram ao tratamento e mostrado nas figuras 17 e 18.
Entre as fémeas, a vacina pertussis causou uma diminuicio da atividade da PNP
hidroxilase detectada nos dias 1 e 7 apds o tratamento, correspondendo a atividade nas
tratadas a 69 e 75 %, respectivamente, das atividades registradas nos controles (figura
17). Nos machos, apenas no segundo e sétimo dia apds o tratamento foi detectada uma
reducdo da PNP hidroxilase dos tratados, sendo esta atividade 72 e 62%,
respectivamente, da atividade registrada no grupo controle. Nos dias 14 e 21 apds o
tratamento, notou-se entre os tratados uma tendéncia de diminuicdo das atividades de
PNP hidroxilase Que ndo foi porém estatisticamente significativa (figura 18). Nao
observamos diferencas entre sexos quanto a atividade de PNP hidroxilase em

camundongos dos grupos controles.
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Figura 17. Atividade de p-nitrofenol hidroxilase (PNP hidroxilase) na fragdo microssomal hepatica nos
21 dias que se seguiram ao tratamento de camundongos fémeas C57BI6 por via intraperitoneal com
vacina pertussis (tratados) ou solucéo salina apirogénica (controles). As atividades foramexpressas em
nmoles de 4-nitrocatecol/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas corresponde a média + desvio
padrdo da atividade de PNP de 5 feméas, sendo cada amostra analisada em triplicata. As diferencas

estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e tratados séo indicadas com*.
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Figura 18. Atividade de p-nitrofenol hidroxilase (PNP hidroxilase) na fragdo microssomal hepética nos
21 dias que se seguiram ao tratamento de camundongos machos C57BI6 por via intraperitoneal com
vacina pertussis (tratados) ou solucéo salina apirogénica (controles). As atividades foramexpressas em
nmoles de 4-nitrocatecol/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas corresponde a média + desvio
padrdo da atividade de PNP de 5 machos, sendo cada amostra analisada em triplicata. As diferencas

estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com *.
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3.5 Sinais de toxicidade, alteragdes do peso corporal, e do figado e baco apds a
administracdo de dose unica de LPS de E.coli sorotipos 0127:B8 e 055:B5 em

camundongos C57BL6 fémeas.

O peso corporal de cada camundongo foi registrado imediatamente antes do
tratamento com a endotoxina e no dia do sacrificio (1 ou 7 dias ap6s a administracéo
do LPS), Nas figuras 19 e 20 apresentamos as variacdes de peso corporal (Ap) apds o
tratamento com os LPS de E.coli dos sorotipos 0127:B8 e 055:B5 respectivamente em
camundongos fémeas.

Como pode ser visto na figura 19 e 20, os camundongos fémeas do grupo
controle (tratados com salina apirogénica) apresentaram um pequeno aumento de peso
uma semana apds o tratamento, enquanto que nos animais tratados com LPS (sorotipo
0127:B8) foi observada uma acentuada perda de peso 24 horas ap0s a administracdo
das doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal (Ap = - 155 e -2,34 gramas
respectivamente) (figura 19), e nos animais tratados com o LPS de E.coli sorotipo
055:B5 nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal (Ap = - 1,23 e -2,138 e -2,58
gramas respectivamente) (figura 20). Uma semana ap0s o tratamento ndo foram
observadas diferencas entre 0s pesos dos animais tratados com LPS e respectivos
controles, apresentando todos os grupos variacdo de peso positiva.

Nas figuras 21 e 22 sdo mostrados 0s pesos absolutos dos figados de
camundongos fémeas, 1 e 7 dias ap6s a administracdo de ambos os sorotipos de LPS
de E.coli utilizados neste estudo. Na figura 21 e 22, podemos constatar uma discreta
reducdo de peso do figado 24 horas apds a administracdo de LPS em todas as doses
aplicadas e para os dois sorotipos. No sétimo dia ap0s o tratamento, ndo foram
constatadas diferencas de peso hepatico entre os animais controles e tratados com todas
as doses de LPS de ambos os sorotipos de E.coli.

As modificacdes de peso do baco apos tratamento de camundongos fémeas com
os LPS de E.coli sorotipos 0127:B8 e 055:B5 sdo apresentadas nas figuras 23 e 24,
respectivamente. Como podemos observar nas figuras 23 e 24, ndo foram evidenciadas
alteracBes estatisticamente significativas de ganho ponderal, no periodo de 24 horas e

uma semana ap6s a administracdo de endotoxina de E.coli de ambos 0s sorotipos.
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Figura 19. Variacdo de peso corporal 24 horas e uma semana ap6s o tratamento de camundongos fémeas
C57BI6 por via intraperitoneal com as doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal de LPS de E.Coli (sorotipo
0127:B8) ou solucgdo salina apirogénica (controles). As variagdes de peso (Ap = peso no dia da eutanasia
— peso imediatamente antes do tratamento) foram expressas em gramas e as alturas das colunas
correspondem a media + desvio padrdo dos valores obtidos para 5 camundongos . As diferengas

estatisticamente significativas (teste t de Student, P <0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com

um asterisco (*).
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Figura 20. Variac@o de peso corporal 24 horas e uma semana apos o tratamento de camundongos fémeas
C57BI6 por via intraperitoneal com as doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal de LPS de E.Coli
(sorotipo 055:B5) ou solugéo salina apirogénica (controles). As variagdes de peso (Ap = peso no dia da
eutandsia — peso imediatamente antes do tratamento) foram expressas emgramas e as alturas das colunas
correspondem & média + desvio padrdo dos valores obtidos para 5 camundongos . As diferencas

estatisticamente significativas (teste t de Student, P <0,05) entre controles e tratados sdo indicadas com

um asterisco (*).
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Figura 21. Valores absolutos do peso hepéatico 24 horas e uma semana ap6s o tratamento de
camundongos fémeas C57BI6 por via intraperitoneal com as doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal de
LPS de E.Coli (sorotipo 0127:B8) ou solucdo salina apirogénica (controles). Os pesos foram expressos
em gramas € as alturas das colunas correspondem a média * desvio padrdo dos valores obtidos para 5
camundongos . As diferencas estatisticamente significativas (teste t de Student, P < 0,05) entre

controles e tratados sdo indicadas comumasterisco (*).
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Figura 22. Valores absolutos do peso hepdatico 24 horas e uma semana ap6s o tratamento de
camundongos fémeas C57BI6 por via intraperitoneal com as doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso
corporal de LPS de E.Coli (sorotipo 055:B5) ou solucdo salina apirogénica (controles). Os pesos foram
expressos em gramas e as alturas das colunas correspondem & média + desvio padrdo dos valores obtidos
para 5 camundongos . As diferencas estatisticamente significativas (teste t de Student, P < 0,05) entre

controles e tratados sdo indicadas com umasterisco ( *).
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Figura 23. Valores absolutos do peso esplénico 24 horas e uma semana ap0s o tratamento de
camundongos fémeas C57BI6 por via intraperitoneal com as doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal de
LPS de E.Coli (sorotipo 0127:B8) ou solucdo salina apirogénica (controles). Os pesos foram expressos
em gramas € as alturas das colunas correspondem a média * desvio padrdo dos valores obtidos para 5
camundongos . As diferengas estatisticamente significativas (teste t de Student, P < 0,05) entre

controles e tratados séo indicadas comumasterisco ( *).
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Figura 24. Valores absolutos do peso esplénico 24 horas e uma semana ap0s o tratamento de
camundongos fémeas C57BI6 por via intraperitoneal com as doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso
corporal de LPS de E.Coli (sorotipo 055:B5) ou solucdo salina apirogénica (controles). Os pesos foram
expressos em gramas e as alturas das colunas correspondem & média + desvio padrdo dos valores obtidos
para 5 camundongos . As diferencas estatisticamente significativas (teste t de Student, P < 0,05) entre

controles e tratados sdo indicadas comumasterisco ( *).
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3.6 Modificacdes da atividade de monooxigenases hepaticas apds a administracao
intraperitoneal de uma Unica dose de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli

(sorotipo: 0127:B8) em camundongos C57BI6 fémeas.

3.6.1 Determinacdo da atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD)

Os efeitos do LPS de E.coli (0127:B8), administrado por via intraperitoneal nas
doses de 1 e 5 mglkg de peso corporal, sobre a atividade da etoxiresorufina-O-
desetilase (EROD) foram avaliados em microssomos hepaticos de camundongos
C57BI6 fémeas 24 horas apds o tratamento. Como podemos observar na figura 25, a
atividade de EROD estava discretamente deprimida apos as doses de 1 e 5 mg/lkg de
peso corporal, com atividades correspondentes a 73,59 e 73,24% da atividade no grupo
controle respectivamente. Neste caso em que houve apenas uma discreta inibicdo ndo

foi possivel evidenciar uma relagdo dose-efeito.

EROD LPS 0127:B8 1 DIA
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Figura 25. Atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) na fragdo microssomal hepatica 24 horas
apés o tratamento de camundongos fémeas C57BI6, por via intraperitoneal, com LPS de E.coli
(0127:B8) nas doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal, ou solucdo salina apirogénica (controles). As
atividades foram expressas em pmoles de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas
corresponde a média + desvio padrdo da atividade de EROD em microssomos de 5 fémeas, sendo cada
amostra analisada em triplicata . As diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e

tratados sdo indicadas com*.
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3.6.2 Determinacdo da atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase
(BROD)

Os efeitos do LPS de E.coli (0127:B8), administrado via intraperitoneal nas
doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal, sobre a atividade da benziloxiresorufina-O-
desbenzilase (BROD) foram avaliados em microssomos hepaticos de camundongos
C57BI6 fémeas, 24 horas ap0s o tratamento. Como pode ser visto nas figuras 26 houve
uma pequena inibicdo da atividade de BROD apds administracdo das doses de 1 e 5
mg/kg de peso corporal, com atividades correspondentes a 71,83 e 65,85% da atividade
do grupo controle respectivamente. Neste caso, em que a inibicdo foi discreta, ndo foi

possivel evidenciar uma relacdo dose-efeito.
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Figura 26. Atividade da benziloxiresorufina-O-deshenzilase (EROD) na fragdo microssomal hepatica 24
horas ap6és o tratamento de camundongos fémeas C57BI6, por via intraperitoneal, com LPS de E.coli
(0127:B8) nas doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal, ou comsolucdo salina apirogénica (controles). As
atividades foram expressas em pmoles de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas
corresponde a média + desvio padrdo da atividade de BROD de 5 fémeas, sendo cada amostra analisada
em triplicata . As diferengas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e tratados séo

indicadas com *.
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3.7 Modificacbes da atividade de monooxigenases hepaticas apos a administracao
intraperitoneal de uma unica dose de lipopolissacarideo (LPS) de Escherischia coli

(sorotipo: 055:B5) em camundongos C57BI6 fémeas.

3.7.1 Determinacéo da atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD)

Os efeitos do LPS de E.coli (055:B5), administrado por via intraperitoneal nas
doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal, sobre a atividade da etoxiresorufina-O-
desetilase (EROD), foram avaliados em microssomos hepéaticos de camundongos
C57Bl6 fémeas, 1 e 7 dias ap6s o tratamento (figuras 27 e 28). Como podemos
observar na figura 27, 24 horas apés o tratamento com LPS nas doses de 1 e 10 mg/kg
de peso corporal, a atividade de EROD ndo sofreu alteracbes. Na dose de 100 mg/kg
de peso corporal, todavia, 0 LPS causou uma acentuada reducédo da atividade de EROD
gue caiu a niveis equivalentes a 23,13 % da média da atividade do grupo controle. N&do
foram observadas alteracdes da atividade de EROD, em relacdo aos controles, 7 dias

apos o tratamento, independente da dose administrada (figura 28).

3.7.2 Determinacdo da atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase
(BROD)

Os efeitos do LPS de E.coli (055:B5), administrado via intraperitoneal nas
doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal, sobre a atividade da benziloxiresorufina-
O-desbenzilase (BROD) foram avaliados em microssomos hepaticos de camundongos
C57BI6 fémeas, 1 e 7 dias ap0s o tratamento (figuras 29 e 30). A atividade de BROD,
avaliada 24 horas ap6s o tratamento, ndo diferiu da dos controles, nas fémeas tratadas
com as doses de 1 e 10 mg/kg de peso corporal. O tratamento com 100 mg/kg de peso
corporal de LPS, porém, causou uma inibicdo de BROD cuja atividade nas tratadas
caiu a niveis correspondentes a 68.34% da atividade média registrada no grupo
controle (figura 29). As atividades, determinadas 7 dias apds o tratamento com o LPS,
ndo diferiram entre controles e tratadas, independentemente das doses administradas.
Esses resultados sugerem que h& uma recuperacdo da depressdo da atividade observada

nos animais tratados com a dose de 100 mg/kg de peso corporal (figura 30).
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Figura 27. Atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) na fragdo microssomal hepética 24 horas
apos o tratamento de camundongos fémeas C57BI6, por via intraperitoneal, com LPS de E.coli (055:B5)
nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal, ou com solucdo salina apirogénica (controles). As
atividades foram expressas em pmoles de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas
corresponde a média + desvio padrdo da atividade de EROD de 5 fémeas, sendo cada amostra analisada
em triplicata . As diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e tratados séo

indicadas com *.
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Figura 28. Atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) na fragdo microssomal hepética 7 dias
apés o tratamento de camundongos fémeas C57BI6, por via intraperitoneal, com LPS de E.coli (055:B5)
nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal, ou com solugdo salina apirogénica (controles). As
atividades foram expressas em pmoles de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura das colunas
corresponde a média + desvio padrdo da atividade de EROD de 5 fémeas, sendo cada amostra analisada
em triplicata . As diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e tratados séo

indicadas com *.
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Figura 29. Atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) na fracdo microssomal hepatica 24
horas apds o tratamento de camundongos fémeas C57BI6, por via intraperitoneal, com LPS de E.coli
(055:B5) nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal, ou com solucdo salina apirogénica
(controles). As atividades foram expressas em pmoles de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura
das colunas corresponde a média + desvio padrdo da atividade de BROD de 5 fémeas, sendo cada
amostra analisada em triplicata . As diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e

tratados sdo indicadas com*.
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Figura 30. Atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) na fragdo microssomal hepatica 7
dias apds o tratamento de camundongos fémeas C57BI6, por via intraperitoneal, com LPS de E.coli
(055:B5) nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal, ou com solucdo salina apirogénica
(controles). As atividades foram expressas em pmoles de resorufina/mg de proteina/ minuto. A altura
das colunas corresponde a média + desvio padrdo da atividade de BROD de 5 fémeas, sendo cada
amostra analisada em triplicata . As diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) entre controles e

tratados sdo indicadas com*.
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4-Discussao

4.1 CYPs e atividades de monnoxigenases no figado de camundongos.

As isoenzimas citocromo P450 (CYP) caracterizam-se por exibir grande
versatilidade em termos de especificidade por substrato: i.e. ndo s6 cada isoforma tem
afinidade por ampla gama de substratos, como cada molécula de xenobidtico pode ser
substrato para diferentes isoenzimas. Neste contexto, um determinado substrato sera
metabolisado preferencialmente por esta ou aquela isoenzima dependendo das
afinidades das isoformas pelo substrato, e das concentraces relativas das isoformas
presentes na fracdo microssomal alvo do estudo (Burke et al.,1994). Além disso, a
importancia relativa de cada isoenzima na catalise de determinada reacdo dependera do
tecido, da espécie e da linhagem e da exposicdo prévia a agentes indutores. De acordo
com Burke et al. (1994), em ratos, as reacOes de PROD (pentoxiresorufina-O-
despentilase) e  BROD  (benziloxiresorufina-O-desbenzilase)  sdo  catalisadas
preferencialmente por isoformas CYP2B1/2 em microssomos hepaticos induzidos por
fenobarbital.

Em camundongos, entretanto, ainda ndo € totalmente claro que isoenzimas
metabolizariam preferencialmente a pentoxiresorufina (PROD) e a benziloxiresorufina
(BROD). Segundo Nerukar et al, (1993) BROD seria um marcador melhor do que
PROD para a atividade de isoformas da subfamilia 2B em camundongos que, segundo
Honkakoski e colaboradores (1992), incluiria as isoenzimas CYP2B9 e CYP2B10.
Mesmo com 83% de homologia entre si, tais isoformas apresentam grandes diferencas
em sua regulacdo. A CYP2B9 é constitutiva e apenas fracamente induzivel, sendo
controlada estritamente por horménios. Por outro lado, a CYP2B10 é altamente
induzivel pelo fenobarbital, é controlada pelos horménios sexuais, e é a primeira
isoenzima que e induzida por exposicdo a substancias quimicas como o clordano e
bifenilas polihalogenadas (Leighton & Kemper, 1984; Yoshioka et al., 1990).

Em relacdo a desalquilacdo da etoxiresorufina e da metoxiresorufina, ésteres da
fenoxazona que sdo substratos para as reacBes de EROD e MROD, ha concordancia
entre os autores de que, no figado de ratos e camundongos, estas reagcdes sdo
catalisadas preferencialmente pelas isoenzimas CYP1Al e CYP1A2, respectivamente
(Nerurkar et al.,1993; Weaver et al.,1994).

Varias reacOes tem sido utilizadas como marcadoras da isoenzima CYP2EL,
entre as quais a N-nitrosodimetilamina N-desmetilacdo (Yang et al.,1991), a anilina 4-
hidroxilacdo (Funae & Imaoka, 1993) e a hidroxilacdo do p-nitrofenol (Reinke, 1985).

Esta ultima, além de ser de facil execucdo, tem a vantagem de ndo envolver a
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manipulacdo de substancia altamente genotoxica / carcinogénica (e.g. N-nitroso-
dimetilamina) e ndo exigir grande quantidade de fracdo microssomal. Talvez por estas
razOes a hidroxilacdo do p-nitrofenol seja amplamente utilizada como marcadora da
enzima CYP2EL (Allis & Robinson, 1994).

4.2 Sinais de toxicidade e alteracGes dos pesos corporal, hepatico e esplénico apds a
administracédo de dose Unica da vacina pertussis ou de LPS de E.coli.

Como mencionado anteriormente, 0 peso corporal de cada camundongo foi
registrado imediatamente antes do tratamento e, a partir de entdo, diariamente até o dia
em que os animais foram mortos. Em camundongos machos e fémeas, houve redugéo
de peso corporal a partir do primeiro dia apds o tratamento com a vacina pertussis,
porém o curso temporal da variacdo do peso corporal ao longo dos 21 dias diferiu
entre os sexos. Os camundongos machos apresentaram a maior redugdo de peso 24
horas pds a injecdo da vacina pertussis, recuperaram peso gradativamente ao longo dos
21 dias, mas ndo chegaram porém a igualar o peso dos controles no vigésimo primeiro
dia pos-tratamento. As fémeas, por outro lado, apresentaram o maior deficit de peso no
quinto dia ap6s o tratamento, e a partir deste momento exibiram uma recuperacao
ponderal atingindo o peso das controles ainda durante os 21 dias de observagdo. Os
mecanismos subjacentes a essa diferenca entre sexos quanto a susceptibilidade aos
efeitos toxicos da vacina pertussis ndo sdo claros, mas possivelmente envolvem fatores
enddcrinos relacionados ao género tais como diferencas entre machos e fémeas quanto

a producdo de hormonios de crescimento.

Os animais tratados com a vacina pertussis que foram sacrificados 24 horas
apos a injecdo apresentavam o figado levemente mais claro do que o dos controles. O
peso do figado dos animais tratados com a vacina também foi discretamente inferior ao
peso do figado dos animais que receberam apenas solucdo salina apirogénica
(controles). As mesmas alteracfes hepaticas foram observadas nos animais que foram
tratados apenas com LPS de E.coli, em todas as doses de ambos os sorotipos de E.coli
utilizados nesse estudo. As semelhancas sugerem que, pelo menos em parte, esses
efeitos observados nos animais tratados com a vacina pertussis sejam causados pela
endotoxina da Bordetella pertussis presente na vacina. Nossos dados com
camundongos C57BI6 contrastam com os achados de Ansher e colaboradores (1992)
que ndo observaram alteragdes nos figados de camundongos C3H/HEJ fémeas ao
longo de 14 dias apds administracdo de LPS E.coli (sorotipo 055:B5). Essa diferenca
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deve estar relacionada a susceptibilidade da linhagem de camundongo utilizada por
aqueles autores, pois a dose aplicada no estudo de Ansher e colaboradores foi de 50ug
por animal enquanto que a menor dose utilizada no nosso estudo correspondeu em

média a 20ug por animal.

Os pesos do bago de todos os animais tratados, tanto com a vacina pertussis
como com LPS de E.coli, 24 horas ap0s o tratamento, eram indistinguiveis dos pesos
registrados no grupo controle, o que esta de acordo com o que foi relatado por Ansher
e colaboradores (1992), que ndo evidenciaram alteracGes esplénicas.

O aumento dos pesos, tanto do figado quanto do baco, ao longo de 21 dias pds-
tratamento, indicou que a dose da vacina pertussis utilizada (40 Uop/mL)  produziu
um  comprometimento  hepatoesplénico  claramente  evidenciado nos  animais
sacrificados 14 e 21 dias apés o tratamento. Esta observacdo foi confirmada pelo
exame macroscopico realizado no momento em que os figados foram retirados para
preparacdo da fragdo microssomal. Os figados dos animais de ambos 0s sexos que
receberam a vacina pertussis, e foram sacrificados 14 e 21 dias apdés o tratamento,
apresentavam volume claramente aumentado e coloracdo normal. Estes achados séo
semelhantes aos que foram relatados por Ansher e colaboradores (1993) em estudo
sobre as alteracOes hepéticas que ocorrem ao longo de 14 dias ap6s a administracdo de
uma dose Unica da vacina DTP em camundongos C57BL6 fémeas. Os camundongos
machos tratados com a vacina pertussis apresentaram um pequeno aumento do baco, a
partir do segundo dia apds o tratamento, fendmeno esse que ndo foi observado nas
fémeas. Nao foi possivel porém comparar esse dado com outros da literatura, pois nao
encontramos nas bases de dados consultadas (MEDLINE e TOXLINE) trabalhos

envolvendo o tratamento de camundongos machos com a vacina pertussis.

4.3 Dose da vacina pertussis utilizada para o estudo das alteragdes das atividades de
CYPs nos camundongos

Alteracdes do metabolismo hepatico de farmacos podem ser responsaveis por
reagbes adversas a vacina pertussis em criangas que, na época em que sdo vacinadas,
fazem uso concomitante de outros medicamentos. Em estudos toxicoldgicos € comum
0 uso de doses altas, pois 0s experimentos envolvem via de regra um pequeno nuUmeros
de individuos. Como o efeito adverso, na maioria das situacbes, aumenta com a dose,
doses mais altas permitem evidenciar efeitos que de outra forma exigiriam
experimentos com um grande ndmero de animais por grupo para serem detectados.

Neste estudo a dose de vacina utilizada foi 0,5 ml da vacina pertussis, com a
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concentragdo de 40 Uop/ml, por camundongo (i.e. 20 Uop por animal). Essa
concentragdo € a maior concentracdo permitida para uso em seres humanos. Fazendo
as corregOes para as diferencas de peso, a dose aplicada neste estudo foi cerca de 400

vezes maior que a utilizada para uma crianga de 8 kg (NIBSC., 1998).

4.4 Comparagao das alteracOes de CYPs evidenciadas nos camundongos tratados com
a vacina pertussis com aquelas vistas naqueles que receberam o LPS de E.coli.

Tem sido descrito que, tanto em seres humanos como em animais de
laboratorio, infecgbes virais, bacterianas e parasitarias, e processos inflamatorios de
varios tipos, alteram o metabolismo de farmacos e as atividades e niveis de expressdo
de varias isoformas de CYP no figado, no rim e no cérebro (Morgan, 1997, Renton,
2000). De um modo geral, tem sido observado que esses processos infecciosos e
inflamatdrios deprimem o metabolismo, aumentando a meia vida biologica e,
eventualmente, a toxicidade de drogas (Renton, 2000). Os mecanismos subjacentes a
esta depressdo, entretanto, ainda ndo sdo bem conhecidos. A literatura sobre o assunto
é vasta, mas esparsa, dispersando-se por inlmeros agentes infecciosos ou inflamatorios
e diferentes momentos de evolugdo da doenca / inflamacao.

No presente estudo demonstramos que a vacina pertussis causou alteracdo das
enzimas citocromo P450 das subfamilias 1A (EROD), 2B (BROD) e 2E (PNP
hidroxilase) em camundongos fémeas e, apenas nas enzimas das subfamilias 1A e 2E,
em machos da linhagem C57BL6. Nossos resultados estdo de acordo com o0s
constatados por Willams e Sventivanyi (1977) que, em camundongos fémeas,
encontraram uma depressdo da atividade da anilina hidroxilase (marcadora de CYP2E)
e aminopirona N-desmetilase (marcadora de varias isoformas, incluindo CYP1A) e
com os dados de Ansher e colaboradores (1991), também em fémeas, para as
atividades de benzofetamina desmetilase (marcadora de CYP2B) e da benzopireno
monooxigenase (marcadora da CYP1A).

De modo geral as fémeas mostraram-se mais susceptiveis ao tratamento com a
vacina pertussis do que os machos, em relacdo a toxicidade (reducdo de peso coporal e
alteracfes hepaticas e esplénicas) e as modificacbes de atividade de monooxigenases
avaliadas neste estudo. O curso temporal das alteragdes das atividades enziméaticas
foram similares: grande diminuicdo da atividade no primeiro ou segundo dia apds o
tratamento com a vacina seguida de uma discreta recuperacdo da atividade, seguida
novamente por um decréscimo da atividade uma semana apds a administracdo da

vacina pertussis. Na segunda e terceira semanas poOs-tratamento, a atividade
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permaneceu mais baixa entre as fémeas tratadas, havendo uma certa tendéncia a
recuperacdo sem chegar, entretanto, a igualar a atividade das controles até o Ultimo dia
do experimento (dia 21 ap6s a inje¢cdo da vacina). A Unica excecdo a esse padrao foi
observada para a atividade de BROD entre os camundongos machos, nos quais a
diminuicdo da atividade foi detectada apenas no segundo dia ap6s o tratamento com a
vacina.

E importante destacar que, entre os animais que receberam solucdo salina
apirogénica (controles), a atividlade de CYP2B (BROD) diferiu entre sexos sendo
claramente superior nas fémeas. Nossos resultados com a linhagem C57BL6 quanto a
este (ltimo aspecto estdo, portanto, de acordo com o que € descrito na literatura para
outras cepas de camundongos, i.e. a atividade de isoformas da subfamilia CYP2B é
maior nas fémeas do que nos machos (Sharma et al., 1998; Jarukamjorn 2001). Em
ratos, este dimorfismo tem o sentido oposto, ou seja, a atividade da subfamilia CYP2B
(no caso CYP2B1/2) e o clearance de barbitiricos € maior em machos do que em
fémeas. A existéncia deste dimorfismo sexual, entretanto, ndo foi evidenciada em
seres humanos.

Para investigar a hipdtese de que a diminuicdo das atividades enzimaticas nos
primeiros dias ap0s a imunizacdo seria principalmente devido a endotoxina bacteriana
contida na vacina, avaliamos, em camundongos fémeas da mesma linhagem e idade, o
curso temporal das alteragdes das atividades de EROD e BROD ap0s a injecdo de uma
Unica dose de LPS de E.coli de dois sorotipos diferentes. O LPS da E.coli 0127:B8 foi
injetado por via i.p. nas doses de 1 e 5 mg/kg de peso corporal, sendo 0s animais
mortos 24 horas ap0s o tratamento, enquanto o LPS da E.coli 055:B5 foi administrado
nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg de peso corporal, e as atividades determinadas 1 e 7
dias apds o tratamento com a endotoxina. A inibicdo das atividades de EROD e
BROD nos animais tratados com LPS de E.coli do sorotipo 0127:B8 foram discretas e
praticamente ndo diferiram entre as duas doses. Como 0s camundongos mostraram-se
mais resistentes do que o esperado ao LPS deste sorotipo e ndo havia material
disponivel para testar doses mais elevadas, demos continuidade ao experimento com
LPS de E.coli de outro sorotipo (055:B5). Em fémeas de camundongos C57BI6,
reducBes das atividades de monooxigenases hepaticas tem sido descritas com doses
equivalentes a 5mg/kg de peso corporal de LPS (Ansher.,1991). A intensidade do
efeito parece depender, entre outros fatores, do sorotipo da E.coli. No nosso estudo,
somente a dose de 100mg/kg de peso corporal do LPS de Ecoli 055:B5 foi capaz de
causar uma expressiva reducdo da atividade de EROD (76,87% de inibicdo em

relacdo a atividade registrada no grupo controle) e uma diminuicdo, mais branda, de
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BROD (31,66% de inibicdo em relacdo ao grupo controle) 24 horas apos o tratamento.
Esses resultados sdo coerentes com a hipdtese de que o LPS de B.pertussis presente na
vacina, embora originario da parede celular de outra espécie de bactéria, deve ser um
importante elemento para a alteracdo das atividades das monooxigenases hepaticas
nesse periodo.

Uma semana apds a administracdo da dose de 100mg/kg de peso corporal do
LPS de E.coli 055:B5, as atividades das monooxigenases hepéticas nas tratadas ndo
diferiram das atividades registradas nos seus respectivos controles indicando que, no
caso da endotoxina, ha recuperacdo dos CYPs em menos de uma semana. Este curso
temporal da depressdo das monooxigenases em resposta ao LPS é claramente diferente
do que é observado ap0s tratamento com a vacina pertussis. No caso da vacina, como
vimos, as atividades ainda estdo deprimidas apds uma semana sendo de fato por volta
do dia 7 apos o tratamento que a inibicdo € mais intensa. Estas diferencas sugerem que
a depressdo das atividades de CYPs, 7 dias ap0s o tratamento com a vacina pertussis,
ndo se devem a endotoxina encontrada na vacina e sim, provavelmente, a outros
componentes, tal como sugerido por Ansher (1992).

Os mecanismos envolvidos na inibicdo das atividades das enzimas citocromo
P450, ap6s administracdo da vacina pertussis, ainda sdo obscuros e necessitam noOvos
estudos para esclarecé-los.  Vaérios trabalhos encontrados na literatura associam o
tratamento com vacinas a um aumento dos niveis séricos de interferon em roedores e
coelhos (Renton., 1976, Ansher 1991). Aumento de citocinas, como a interleucina-6, a
interleucina-1 e o fator de necrose tumoral, e a elevacdo dos niveis de expressdo de
RNAmM da enzima Oxido nitrico sintase induzivel foram descritos em criancas 4 horas
ap6s a vacinagdo com a vacina DTP (Ansher.,1994; Prandota 2004). Tem sido
relatado em varios trabalhos que citocinas, interferons e o Oxido nitrico estdo
relacionados as diminuicbes das atividades cataliticas das enzimas citocromo P450
hepaticas observadas em resposta a estimulos inflamatdrios e infeccbes de diferentes
tipos (Morgan 2002). Resultados obtidos por Delaporte e Renton (1997), por exemplo,
indicam que indutores de interferons causam diminuicdo da transcricdo do gene e
aumentam a velocidade de degradacdo do RNAm da CYP1Al in vivo.

A administracdo de LPS produz, em animais de laboratério e seres humanos,
aumento das quantidades de algumas citocinas. Os niveis de interleucina-6 e do fator
de necrose tumoral, por exemplo, aumentam 24 horas apds administracdo de
endotoxina  bacteriana a camundongos  (Ansher.,1993; Renton.,2001). Alguns
experimentos in vitro sugerem também que a endotoxina poderia agir diretamente nos

hepatocitos afetando a expressdo das CYP (Milosevic et al 1999; Morgan 2000).
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Durante a endotoxemia 0s niveis plasmaticos de 6xido nitrico aumentam devido
a inducdo da enzima oOxido nitrico sintetase induzivel (INOS ou NOS-2) no figado e em
macrofagos circulantes. Alguns autores propdem que o Oxido nitrico produzido a partir
da enzima NOS-2 poderia ser um dos responsaveis por inibices enzimaticas de
enzimas citocromo P450 e diminuicdo dos niveis de apoproteinas e RNAm dessas
monooxigenases hepaticas (Morgan., 1997). De acordo com Takemura e
colaboradores (1999), a modulagédo de citocromos P450 por LPS ocorreria por dois
mecanismos distintos e, especialmente nos estagios iniciais da inflamacdo, o Oxido
nitrico estaria envolvido. Em desacordo com esta hipdtese, Morgan e Li-Master (2002)
observaram, em camundongos, selvagens e knockouts para a enzima NOS-2, tratados
com LPS de E.coli, uma diminuicdo dos RNAm para CYP2B, 24 horas apds o
tratamento. A partir destas observacdes, 0s autores concluiram que a down-regulation
das isoenzimas da subfamilia CYP2B em figado de camundongos, expostos a doses de
LPS moderadas ou altas, ocorreria independentemente dos niveis de 6xido nitrico.

Além do LPS, outro componente da vacina pertussis envolvido na producdo de
mediadores inflamatorios é a toxina pertussis. Segundo Ansher (1993), esta toxina
induz a producdo de interferon gama cujos niveis séricos mais elevados coincidem com
0 méximo de inibicdo das enzimas citocromo P450. Em relacdo a producdo de Oxido
nitrico, Xing e colaboradores (2000) ndo observaram aumento significativo de NO em
culturas de macréfagos do peritbnio de camundongos expostos a toxina pertussis

Como vimos, o papel do NO como mediador da depressdo das atividades de
CYPs em resposta a infecgbes e estimulos inflamatorios ainda € controverso na
literatura. Controvérsias a parte, entretanto, o conjunto de estudos disponiveis na
literatura cientifica sobre o tema sugere que a modulacdo das enzimas metabolizadoras
de farmacos durante os processos inflamatorios e infecciosos se faz  por uma
multiplicidade de mecanismos regulatorios. Estudos adicionais S0 necessarios para
esclarecer que mediadores inflamatorios estdo envolvidos, e também como esses

mediadores participam da modulagdo das diferentes isoformas do citocromo P 450.
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5 - Conclusdes

o Os resultados deste estudo mostraram que a vacina pertussis, administrada em
dose Unica a camundongos da linhagem C57BI6, causou acentuada depressdao da
atividade de monooxigenases hepaticas (EROD, BROD e PNP). As alteracGes
observadas sugerem que a vacina leva a down regulation das isoformas CYP1AL,
CYP2EL e da subfamilia CYP2B.

o Evidenciamos ainda que as fémeas foram claramente mais susceptiveis do que
0os machos tanto a down regulation de CYPs quanto as demais manifestacdes de

toxicidade (perda de peso e hepatoesplenomegalia).

o A andlise do curso temporal das alteracbes de atividades de monooxigenases
hepaticas mostra que nas fémeas, na maioria dos casos, as atividades ainda estdo

deprimidas 21 dias apds uma Unica dose da vacina pertussis.

o Este curso temporal é bem diferente do curso temporal da depressdo de
monooxigenases hepaticas causados por uma Unica dose de LPS de E.coli em
camundongos fémeas da mesma linhagem. No caso do LPS de E.coli, esta inibicdo é
intensa 24 horas ap0s o tratamento, mas 7 dias depois evidencia-se uma recuperagdo
completa. No caso da vacina pertussis, também ja é possivel constatar uma depresséo
24 horas ap0s o tratamento, havendo uma aparente recuperacdo (parcial), que no
entanto é seguida de nova queda da atividade que atinge 0s niveis mais baixos por
volta do dia 7 apos a injecdo, permanecendo deprimida em relacdo aos controles pelo

menos até o dia 21 pos-administragao.

o Estas diferencas sugerem que a modulacdo da atividade de CYPs pela vacina
pertussis — que como Verificamos contém niveis elevados de endotoxina de B.pertussis
— € na sua fase inicial mediada pelo LPS (resposta rapida, 24 — 48 horas) e na fase

posterior (resposta maxima aos 7 dias) pela toxina pertussis.
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o Experimentos adicionais sdo necessarios, entretanto, empregando a endotoxina
da B. pertussis, sem a toxina pertussis, para verificar se a resposta dos camundongos a

ela € diferente da resposta ao LPS da E.coli.

o A partir deste estudo inicial sobre o curso temporal da depressdo da atividade
de monooxigenases hepaticas pela vacina pertussis, recomendamos a realizacdo de
investigagOes adicionais sobre os mediadores envolvidos nesta resposta (NO, citocinas
etc) assim como sobre os mecanismos celulares e moleculares subjacentes (pré- ou

pos-translacionais) a estas alteracdes.
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