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RESUMO

De acordo com reunidao entre produtores e comité de expertos da OMS,
realizada em novembro de 1998, ficou estabelecida a necessidade do
desenvolvimento de novas metodologias alternativas que atestem a atividade
imunogénica de novas formulagdes de vacinas pertussis acelulares e de outras
preparacbes sem a participagdo de estudos clinicos complementares. O
aumento do numero de notificagdes ocorrido nos ultimos vinte anos, reforca a
busca de modelos experimentais que assegurem a qualidade das vacinas
disponiveis no mercado. No presente trabalho lotes de vacina pertussis celular
e acelular foram testados pelos métodos de desafio intranasal (DIN) e ELISA.
Os resultados alcangados foram comparados aos resultados obtidos pelo
ensaio de desafio intracerebral (DIC).

Em nossos estudos percebemos a existéncia variagdes intra e interlaboratoriais
quanto aos resultados obtidos pelo método classico de DIC. Analises
estatisticas demonstraram que os métodos DIN e ELISA apresentaram
repetibilidade e capacidade em discriminar os produtos testados. Somado a
isto, foi possivel uma acentuada redu¢ao no numero de animais utilizados bem
como no nivel de estresse proporcionado aos mesmos. A reprodutibilidade dos
ensaios sugere que os metodos podem ser utilizados como alternativa, também
sob nossas condicdes, na verificagdo de consisténcia de producéo lote a lote,
analise prévia, além de auxiliar nos estudos visando melhor entendimento dos
componentes envolvidos nos mecanismos de infecgdo e de resposta imune a

infeccdo por Bordetella pertussis.



ABSTRACT:

According to the agreement achieved between producers and the WHO
Expertise Committee, which took place in November 1998, it was established
the need for the development of new alternative methods in order to certify the
immunogenic activity of new acellular pertussis vaccine formulations and other
substances without complementary clinical trials. The increasing number of
case notifications in the last twenty years, reinforce the seeking of experimental
models for the quality assurance of commercially available vaccines. In the
following study, batches of cellular and acellular pertussis vaccine were
analyzed by the intranasal challenge method (DIN) and ELISA. The results
achieved were compared to the results reached by means of the intracerebral
challenge assay (DIC). We observed different intra and inter-laboratory
variations, concerning the results obtained by the classic DIC method.
Statistical analysis showed that both DIN and ELISA tests were reproducible,
revealing a considerable power of discrimination. In addition, it was possible to
perform a remarkable reduction of the number of animals and also to diminish
the stress caused to them. The reproducibility of the assays observed, suggest
that these methods could be used as an alternative, even by our quality control
system, to check the consistency of the (batch to batch) production and
previous analysis, also contributing to the studies aiming a better understanding
of the pathology and immune response pathways of the Bordetella pertussis

infection.
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1 INTRODUGAO

1.1 Histoérico

A coqueluche, tosse comprida ou tosse quintosa, também denominada
pertussis na literatura internacional, € doenga humana reconhecida ha varios
séculos, tendo sido relatada com precisdao, pela primeira vez em 1578. O
agente etiolégico - Bordetella pertussis - foi descrito em 1900 e cultivado pela
primeira vez em 1906 por Bordet e Gengou, conforme revisado por Atkinson,
2000.

A primeira avaliacdo de eficacia da vacina contra a coqueluche constituida por
bactérias mortas foi efetuada por Madsen (1933). Em 1942, Kendrick e
colaboradores publicaram os resultados de estudos de campo realizados com a
associagdo da vacina antipertussis e do toxdide diftérico precipitado pelo
alume. Com seu aperfeicoamento e a possibilidade de avaliacdo de sua
poténcia, a vacina antipertussis passou a ser usada em alta escala, ainda na
década de 1940, tendo-se obtido acentuada diminuigdo da morbimortalidade da
coqueluche nos anos subsequentes (Atkinson et al., 2000).

A controvérsia sobre o risco/beneficio da vacina antipertussis, atingiu o climax
no inicio da década de 1980, devido a suspensao da vacinagao na Inglaterra,
Japao e Suécia. Com consequente surgimento de epidemias e aumento no
nuamero de 6bitos, (Romanus et al., 1987) fundamentalmente relacionados com
(@) a drastica redugdo de morbimortalidade da coqueluche nos paises
desenvolvidos, da qual resultou o desconhecimento da doencga pela populacao
que passou a menosprezar sua importancia e gravidade; (b) ao fato da vacina
induzir efeitos adversos locais e sistémicos de pequena gravidade, porém com
frequéncia relativamente alta, e de terem sido atribuidas a ela complicacbes
graves, embora consideradas raras, como febre persistente acima dos 38,5 °C,
sindrome hipotbnica hiporresponsiva, encefalopatias e morte subita em
criangas; (c) além das vacinas disponiveis no mercado conferirem imunidade
por curto espaco de tempo, inclusive apés multiplas doses, conforme indicado
no calendario atual.

A despeito de todos os esforgcos empreendidos pela comunidade cientifica
alguns mecanismos da patogenia e da resposta imune desencadeada apos

infeccdo pela B. pertussis permanecem desconhecidos.



1.2 Aspectos Epidemiolégicos

O homem é o Uunico reservatorio natural da Bordetella pertussis, e
recentemente foi demonstrada a existéncia de portadores assintomaticos
cronicos. O periodo de incubagdo da coqueluche é de 7 a 14 dias e a
transmissao da-se por contato direto, por intermédio de secre¢cdes naso-
faringeas. A transmissibilidade inicia-se no fim do periodo de incubagéao,
estendendo-se até a primeira semana da fase catarral - quando alcanca
intensidade maxima - diminuindo durante o periodo paroxistico. A coqueluche é
uma das doengas mais contagiosas, sendo de 90% a taxa de ataque
secundario que indica o numero de individuos suscetiveis que se infectam em
uma mesma familia, a partir do caso-indice (CDC, 2003).

Estima-se que, em regides do mundo com maior promiscuidade habitacional e
baixa cobertura de vacinacéo, 80% das criangcas com menos de cinco anos de
idade tenham sido imunizadas por intermédio da infec¢ao natural (Muller et al.,
1987).

Nos paises desenvolvidos, o numero de casos relatados, em todas as épocas,
nao deve corresponder a 15-25% da prevaléncia real da coqueluche pela
dificuldade de diagndéstico. No periodo, que corresponde as primeiras trés
décadas deste século, a doenca ocorria de forma endémica, com surtos
epidémicos observados com intervalos de dois a cinco anos - média de 3,3
anos nos Estados Unidos, onde houve 36.013 obitos por coqueluche entre
1926 e 1930.

Em 1940, nos EUA, a coqueluche causava mais 6bitos no primeiro ano de vida
do que difteria, meningite, poliomielite e sarampo juntos (Feigin & Cherry,
1987).

Na década de 1970 a Organizagdo Mundial de Saude fez uma estimativa
mundial de que nos anos de 1980/1990 teriamos 60 milhdes de casos de
coqueluche notificados por ano com aproximadamente 1% de Obitos de
criangas até cinco anos (Keja et al., 1976).

Embora tenha ocorrido reducédo do indice de mortalidade por coqueluche em
associacdo com a melhoria das condi¢gdes socioecondmicas e sanitarias nos
paises do Primeiro Mundo desde o inicio do século XX, essa diminui¢ao nao se
compara a que se verificou apdés a introdugdo do emprego da vacina

antipertussis, a partir da década de 1940. De 1979 a 1981, foram relatados nos



EUA apenas sete obitos, todos em criancas ndo vacinadas menores de um ano
de idade (Feigin & Cherry, 1987).

No passado, alguns especialistas entendiam que a manutengdo da
periodicidade epidémica, mesmo com altas coberturas vacinais, seria sugestiva
de que a imunidade obtida com a vacinagao antipertussis nao seria suficiente
para impedir a infecgdo, embora fosse muito eficaz em prevenir a doenca,
especialmente as formas mais severas. A circulacdo da B. pertussis seria
mantida, ndo se alterando os intervalos interepidémicos, mas apenas a
extensao dos surtos, por estar limitada a expressao clinica da doencga. Porém
dados mais recentes, indicam que a dindmica de atuacdo da bactéria sofreu
alteracdo, sincronizando as epidemias e expandindo os intervalos
interepidémicos, dando assim, suporte a conclusido de que a vacinagcado em
massa diminui a circulagéo da bactéria (Préziosi & Halloran, 2003).

Desde 1991, quase 50 anos apds a introdugao de vacinagdo em massa, tem-se
observado aumento do numero de casos de infecgdo por pertussis, e alguns
fatores foram propostos como causadores destas epidemias - incluindo queda
da imunidade conferida por mudangas na fabricagdo de vacinas, falha na
cobertura vacinal, variacdo antigénica entre cepa circulante e a cepa vacinal -
enfatizando, entdo, a tendéncia de buscar um modelo para teste de eficacia e
seguranga que se aproxime de modelo humano (FIGURA 1). Outro fator que
parece contribuir com o aumento das taxas seria uma menor eficacia das
vacinas acelulares contra coqueluche (Guiso et al., 1999b).

Em populagbes sem cobertura vacinal, a coqueluche apresenta-se como um
dos maiores problemas de saude em criangcas com idade até cinco anos.
Sendo a causa mais comum de 6bito a pneumonia secundaria. Dados de
1990/1996 mostram que 10% dos casos derivam para uma pneumonia
secundaria, sendo 17% dos casos em criangas abaixo dos seis meses de
idade. O microrganismo pode ser isolado em 25% dos casos em adultos com 7
ou mais dias de tosse. Apesar destes pacientes apresentarem uma forma
branda da doenga, eles transmitem o patdgeno para pessoas susceptiveis,
incluindo criancas sem o esquema completo de vacinacdo. E comum um adulto
ser o primeiro caso de coqueluche em uma casa com varios casos da doencga
notificados (Atkinson et al., 2000).



Cases

FIGURA 1. Casos de coqueluche nos Estados Unidos (CDC, 2003).
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Devido a dificuldade de diagnéstico, a coqueluche é usualmente subnotificada
e estima-se que entre 1977 e 1982, o numero correto de casos tenha sido dez
vezes maior que o oficial e que o numero de mortos por complicacdes
secundarias a coqueluche nos EUA entre 1980 e 1990, tenha sido trés vezes
maior que o divulgado. Esta subnotificagdo ocorre principalmente pelo sistema
de notificagdo passiva, definicdo de caso clinico, alto indice de casos
considerados moderados ou brandos e que a imunizagao proteja mais contra
os sintomas mais severos do que quanto a infeccao propriamente dita. Outra
dificuldade identificada foi que de acordo com o desenho do estudo clinico e a
definicdo de caso clinico, estudos de eficacia variaram entre zero e 96% nos
ultimos 15 anos (Grant & Cherry, 2002). Duclos & Olivé em 2002 ressaltaram,
ainda, o fato de que ndo ha uma vigilancia epidemioldgica consistente em 75%
do mundo endossando, assim, a ocorréncia de subnotificacdo dos casos de
coqueluche mundialmente.

Nos Estados Unidos, de 1990 até 1996, 32% dos casos de coqueluche
requereram tratamento hospitalar (72% em criangas abaixo de seis meses de
idade). Neste mesmo periodo, 84% das mortes registradas por coqueluche
ocorreram em criangas abaixo dos seis meses.

Pelo fato de ocorrerem reagdes adversas severas apos o uso de vacina triplice
DTP foram desenvolvidas vacinas pertussis acelulares com composicoes
antigénicas diversas na tentativa de diminuir/eliminar a ocorréncia destas
reagdes. Vacinas pertussis acelulares foram licenciadas nos EUA em 1991
para doses de reforco e em 1996 para vacinagdes primarias. Temos hoje nos
EUA quatro vacinas acelulares licenciadas e todas conjugadas com difteria e
tétano (CDC, 2003).

Na Franca, nao tém ocorrido relatos de epidemias e ndo ha evidéncias de que
ocorreram alteracbes na cepa vacinal e/ou na cepa circulante desde que a
vacina foi licenciada em 1957. Em 1966, a vacina DTP foi associada a vacina
contra Haemophilus influenza e, desde 1995, a vacina contra pdélio inativada.
Até 1967, em solo francés, foi registrada uma média de 5.000 casos de
coqueluche anualmente com um declinio para 1000 casos/ano na década de
1970 e de 86 casos/ano na década de 1980. De 1990 até os dias atuais ha um
aumento do numero de casos apesar da cobertura vacinal ser considerada

satisfatoria, na ordem de 85%. A principal causa deste fendmeno seria a queda



da imunidade devido a auséncia de doses refor¢o (naturais ou ndo) apos os
dezoito meses de idade devido a baixa circulagdo de Bordetella pertussis na
Franca. Na tentativa de dirimir estas ocorréncias, o Ministério da Saude francés
coloca a disposicdo uma vacina acelular a titulo de doses reforgo para a
populacdo na faixa etaria de 11 a 13 anos levando-se em conta a alta
reatogenicidade da vacina de célula completa para idades superiores aos sete
anos (Njamkepo et al., 2001).

Desde 1991 estudos sobre a eficacia das vacinas acelulares (Locht et al., 1998;
Guiso et al., 1999b; Hauser et al., 1999; Canthaboo et al., 2000a; Guiso, 2001)
variam quanto ao tipo e numero de componentes de vacinas acelulares, além
do método de diagnostico e populagéo alvo, por isso a comparagao entre estes
estudos é bastante dificil incluindo ai a questdo ética de se manter um grupo
sem qualquer imunizacgao para servir de controle. Estes estudos indicam que a
taxa de cobertura das vacinas acelulares oscila entre 71 a 84% enquanto as
vacinas celulares variam entre 70 a 90% com uma taxa de reag¢des adversas
na ordem de 50% dos vacinados. Para as vacinas acelulares ndo ha
informagdes confiaveis disponiveis, mas que sugerem a ocorréncia de taxas
substancialmente menores (CDC, 2003).

No Brasil a estratégia para coqueluche consiste na manutengao da situacéo de
controle atual, por reforco a detecgao precoce e bloqueio imediato de qualquer
surto detectado, evitando-se a propagacéo, além da obtencdo da cobertura
adequada (90% das criangas abaixo de 1 ano) em todos os municipios com o
uso da vacina de célula completa. O Ministério da Saude somente disponibiliza
a vacina pertussis acelular para situagcbes especiais tais como criangcas que
apresentaram reacgdes frente a imunizagcado prévia com a vacina celular. Com
estes procedimentos tém sido obtidas quedas acentuadas nos indices de casos
notificados de 16.898 em 1987 para 445 em 2001 e de 6bitos na ordem de 133
em 1987 para 13 em 2001 (TABELA 1 e FIGURAS 2 e 3).



TABELA 1. Casos de Coqueluche e Obitos no Brasil, FUNASA,2003.

1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Obitos 133 43 97 105 37 41 35 48 42 18 18 23 24 39 13
Casos 16898 8868 13810 15329 7252 5155 5388 4098 3798 1245 1789 2040 1369 1177 445
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1.3 Agente Etiologico

Bordetella pertussis é o principal agente etiolégico da coqueluche, € um
patdgeno humano altamente infeccioso com grande capacidade de colonizar o
trato respiratério humano. B. pertussis, bacilo Gram negativo, aerébio, nao
esporulado, imével, no qual durante a cultura, podem ser identificadas quatro
fases evolutivas com diferentes expressdes antigénicas (modulagéo). A fase |
associada com a viruléncia da bactéria, sendo essencial sua presenca na
producdo de vacinas eficazes (Amato & Baldy, 1991).Quando cultivada
aerobicamente em meio Bordet-Gengou acrescido de sangue, a 36 °C,
Bordetella pertussis produz coldnias puntiformes, convexas, brilhantes e com
halo de hemdlise (Stainer & Scholte, 1971; Manclark & Cowell, 1984; Stainer,
1988).

A infecgdo por B. pertussis induz forte resposta imune humoral e celular por
longo prazo em humanos, em contraste com as vacinas comerciais que
proporcionam respostas imunes de curta duragdo inclusive apés multiplas
doses (Locht et al., 1998).

De acordo com a taxonomia corrente ha trés espécies dentro do género
Bordetella, B. pertussis responsavel pela sindrome conhecida e suas
epidemias, B. parapertussis relacionada a uma forma branda da doenga e B.
bronchiseptica ligada a infecgées em caes e suinos (Manclark & Cowell, 1984).
B. parapertussis esta intimamente relacionada a B. pertussis em termos de
fatores de viruléncia e de ades&o tais como filamentos de hemaglutininas,
fimbrias, toxina adenilato ciclase, toxina dermonecrética e pertactina. Em
contrapartida, diversos estudos relatam pouca ou nenhuma capacidade da
vacina pertussis em proteger contra B. parapertussis (Watanabe et al., 2001a).
Embora a coqueluche seja modernamente considerada uma sindrome
(sindrome pertussis), podendo ser causada por varios agentes (B. pertussis, B.
parapertussis, B. bronchiseptica e adenovirus (1, 2, 3 e 5)), apenas a B.
pertussis esta associada com a coqueluche endémica e epidémica e com seu
conjunto de complicagbes e de mortes. Este microrganismo possui a
capacidade reversivel de passar de uma forma virulenta para avirulenta em
resposta fenotipica a estimulos ambientais, sendo esta caracteristica favoravel

a manutencdo da bactéria visto que esta, na fase de convalescenga perde



varios fatores de viruléncia, tornando-se de dificil identificagcdo misturando-se a

flora do trato respiratorio do hospedeiro (Preston, 1988 e Parton, 1999).

1.4 Principais Antigenos

1.4.1 Filamentos De Hemaglutinina (FHA)

Desempenha importante papel na aderéncia favorecendo colonizacédo do trato
respiratorio e consequentemente a infeccdo. Anticorpos anti-FHA conferem
protecao contra a infecgao experimental por via respiratéria sem desempenhar
qualquer papel quando o desafio € por via intracerebral. Embora n&o seja um
imundgeno tao importante quanto a Toxina Pertussis sua presenga potencializa
a acao desta em cerca de 50%. Anticorpos anti-FHA sdo encontrados em
quantidades dez vezes maiores em individuos convalescentes do que em pdés-
vacinados (Tuomanen et al., 1988).

A North American Vaccine inc. (NAVA) cita que embora pouco imunogénico
para criangas, os filamentos de hemaglutinina funcionam bem como “booster”
para adolescentes e adultos jovens (Heront et al., 1999).

Esta indicado que a liberagdo de FHA é importante para a colonizagao,
facilitando a dispersdo das bactérias das microcolonias e na ligagdo aos novos
sitios de acdo, porém para que isto ocorra de modo eficaz € necessaria a
maturagao de FHA sendo importante a sua presencga tanto na superficie celular

quanto a sua liberacdo no meio externo (Coutte et al., 2003).

1.4.2 Toxina Pertussis (PT)

Somente a toxina pertussis é especifica da B. pertussis enquanto os outros
antigenos sao expressos, também, por outras espécies do género Bordetella
(Konik et al., 2002).

E uma exotoxina altamente imunogénica com capacidade de promover
hipoglicemia por aumentar a secrecao de insulina por parte do hospedeiro. A
toxina pertussis esta altamente relacionada com a ocorréncia de sequelas
neurologicas. Apds a infecgdo experimental por via intranasal promove a

hipoglicemia entre 20 e 35 dias. E o mais importante imunégeno tanto em
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vacinas celulares quanto acelulares desempenhando também importante papel
no desafio intracerebral e no desafio intranasal (Furman et al., 1988).

No inicio da década de 1970, com as primeiras técnicas de biologia molecular,
pensou-se que a coqueluche seria uma doenca limitada a toxina pertussis e
que por isso bastaria destoxifica-la para obter uma vacina eficaz. Estudos
posteriores demonstraram que o toxdide pertussis sozinho seria pobre
imunogénicamente mesmo apos trés doses aos 3, 5 e 12 meses de idade
(Cherry & Olin, 1999).

A toxina pertussis funciona tanto como adesina de acao local bem como é a
principal responsavel por efeitos sistémicos. Seus efeitos bioldgicos persistem
em humanos um ou dois meses apO0s uma unica injegdo endovenosa, levando
a especulagao se a prolongada tosse paroxistica estaria relacionada a agao da
PT em um ou mais sitios. Sua capacidade de promover linfocitose e
hipoglicemia demonstra claramente sua disseminagao sistémica pelo

organismo hospedeiro (Hewlett, 1997).
1.4.3 Toxina Adenilato Ciclase (ACT)

Sua localizacdo é extracitoplasmatica e possui capacidade de penetrar em
células de mamiferos onde causa danos por catalisar a produgao de AMPc
inibindo as atividades de quimiotaxia e fagocitose de células fagociticas como
macrofagos, mondcitos e neutrofilos, diminuindo reacao febril e a inflamacéao,
favorecendo a real instalacdo da infec¢cdo. Sua ativagcao depende da presenca
da calmodulina que é uma proteina reguladora eucariética sendo esta relagéo
entre a toxina, célula alvo e a dependéncia da calmodulina para ativagéo, uma
forte marca da relagdo parasita e hospedeiro em nivel molecular (Manclark &
Cowell, 1984).

A toxina adenilato ciclase € uma toxina protéica que € liberada no interior das
células do hospedeiro através do contato direto, pode estar presente na
superficie da bactéria penetrando nas células fagociticas do hospedeiro no
momento da fagocitose inibindo sua eficiéncia tanto contra pertussis quanto
outras bactérias presentes no trato respiratério. A ACT é imunogéncia e
anticorpos contra ela sao detectaveis em soros de convalescentes e poés-
imunizados. Esta toxina tem se mostrado um antigeno protetor em
experimentos com animais, mas nao ha material purificado em quantidades

suficientes para ser testado como componente de vacinas acelulares. Esta
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limitacao esta em vias de terminar visto a possibilidade de se desenvolver uma
ACT recombinante (Hewlett, 1997; Mobberley-Schuman et al., 2003).

1.4.4 Toxina Termo-Labil Ou Dermonecrética

Desnatura-se a 56 °C e sua localizagao é intracelular sendo liberada ao meio
apods a lise da bactéria. Possui acdo dermonecrotica, letal e capacidade de
causar atrofia de bago em camundongos. E a principal responsavel por
alteracodes inflamatorias locais durante a infeccao sendo caracteristica de fase |
de B. pertussis e embora seja fraca antigénicamente, apos tratamento com
formaldeido e calor perde sua toxicidade adquirindo algum poder imunogénico.
Por promover agao sobre a musculatura lisa vascular desencadeia vaso

constrigdo levando a isquemia e necrose de tecidos (Manclark & Cowell, 1984).

1.4.5 Toxina Citotraqueal (TCT)

Esta toxina é a principal envolvida no desenvolvimento inicial da infeccao.

Apds a colonizacdo, a toxina citotraqueal, promove a destruicdo das células
ciliadas do trato respiratorio o que vai impedir a eliminagdo de muco, bactérias
e debris passando, entdo, ser a tosse a unica forma de limpar o trato
(Goldman, 1988).

Infelizmente TCT ndo € imunogénica e de dificil purificacdo pelos
procedimentos de cromatografia liquida, ndo sendo, portanto, candidata a
inclusdo como componente de futuras vacinas. As informagdes disponiveis
sobre seu mecanismo de acdo podem ser utilizadas no desenvolvimento de
agentes terapéuticos para os estagios iniciais da patogenia (Hewlett, 1997).

Em cultura de células de epitélio traqueal de hamster esta toxina demonstra
inibir a sintese de DNA, causar efeito citopatico e paralisacdo dos cilios
(Manclark & Cowell, 1984; Luker et al., 1995; Hewlett, 1997).

1.4.6 Lipopolissacarideos

A atividade biolégica dos lipopolissacarideos de Bordetella pertussis nao difere

do composto de outras bactérias gram negativas. Este lipopolissacarideo se
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mostra ser fraco imundgeno tanto em animais de laboratério quanto no homem
apos vacinagao com a vacina celular (Manclark & Cowell ,1984).

Na vacina celular temos lipopolissacarideos ligados a membrana da célula e
sob forma soluvel no meio - e embora néo esteja associado a sintomas pés-
vacinais severos - € certa a sua participagdo em pequenas reagoes adversas
consideradas comuns. Sua presenca em vacinas acelulares € 10 vezes menor
do que em vacinas celulares visto seu relativo baixo poder imunogénico. Deve
ser pontuado porém, que certas quantidades de LPS sdo necessarias por
contribuir como adjuvante, colaborando assim, na eficacia da vacina celular e
acelular (Chabby & Caroff, 1988).

1.4.7 Pertactina (PRN) ou 69 KDa

Anticorpos anti-PRN sao detectaveis no soro de pessoas imunizadas e
convalescentes e estes mesmos anticorpos em camundongos defendem os
mesmos contra o desafio intranasal. Através do modelo respiratério foi
demonstrado que a inclusdo de PRN em vacinas acelulares potencializa o
“clearence” pulmonar elevando a potencia da vacina (Jefferson et al., 2003 e
Capiau et al., 2003).

Embora estudos clinicos tenham falhado em demonstrar correlagédo direta entre
0s niveis de anticorpos e a protecdo em criangas, ha alguns estudos que
sugerem que altos niveis de anticorpos contra PRN, fimbrias e PT (nesta

ordem) estao associados a protecéo contra a doencga (Guiso et al., 1999a).

1.5 Patogenia

Na forma classica da doencga, apds 7 a 14 dias de incubacgao inicia-se a fase
catarral acompanhada de tosse que € indistinguivel de outras patogenias
respiratdrias, podendo haver febre e convulsdes febris. Este relativamente
longo periodo de incubacéo reflete o tempo necessario para a bactéria se
proliferar e produzir toxinas em quantidades suficientes para lesar e causar
disfungdes no epitélio do hospedeiro. O diagnodstico nesta fase é dado pelo
histérico do paciente, possivel epidemia, contatos e acessos de tosse seguidos
de episodios de vOmitos. Esta € a unica fase onde a antibioticoterapia mostra-

se eficaz na diminuicdo da duracao da infecgdo. A proxima fase € a paroxistica
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com o aumento da freqliéncia e severidade dos acessos de tosse com duragao
média de 3 a 6 semanas entrando entdo na fase de convalescenga que pode
durar de 1 a 2 meses. A marca caracteristica da coqueluche é a inspiracao
ruidosa do ar (“whoop”) pela glote parcialmente fechada apds tosse paroxistica
sendo esta ocorréncia mais comum em criangcas. As complicagcdes estao
correlacionadas a fase paroxistica onde pode ocorrer anoxia, cianose, ataques
apneicos com perda da consciéncia e convulsdes que podem ser tratadas com
a entubacao endotraqueal e ventilacdo no sentido de evitar danos cerebrais.
Pode acontecer também nesta fase a ocorréncia de pneumonias secundarias
devido a aspiragcdo de secregbes apos o0s acessos de tosse. A congestao
venosa durante a tosse paroxistica pode levar a uma hemorragia
subconjuntival ou/e petéquias na face. O aumento da pressao intratoracica e
intrabdominal durante a crise pode levar ao surgimento de hérnias,
principalmente nos mais novos, onde o peritbnio nado se encontra
completamente formado. Ha relatos de surdez e cegueiras correlacionadas a
infeccdo por pertussis devido, provavelmente, a hemorragias localizadas.
Doengas pré-existentes como cardiopatias congénitas, ma nutricdo e
tuberculose continuam fazendo da coqueluche uma doenca severa com até
15% de mortalidade entre pacientes internados e a sua longa duragao favorece
o surgimento de infecgbes secundarias como enterites e pneumonias (Walker,
1988).

Nado é rara a ocorréncia de recaidas a fase paroxistica durante a
convalescenca, e a recuperacao total pode levar meses refletindo o nome dado
a coqueluche na China e no Japédo de "Tosse dos 100 dias" (Manclark &
Cowell, 1984). A coqueluche € uma doenga mediada por toxinas, a bactéria
adere aos cilios respiratérios produzindo toxinas que paralisam as células
ciliadas dificultando a eliminagdo do muco favorecendo inflamagao do trato
respiratorio. Este processo interfere na eliminagdo de secregbes pulmonares
favorecendo, assim, a pneumonia. Os antigenos da B. pertussis parecem
permitir que a bactéria escape do sistema de defesa do hospedeiro, a
linfocitose é implementada, porém a quimiotaxia € prejudicada. Até pouco
tempo acreditava-se que a bactéria n&o invadiria os tecidos, porém recentes
estudos demonstraram sua presenca no interior de macrofagos alveolares
(Atkinson et al., 2000).
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Estudos sugerem que a adesao ao trato respiratério € critica na
susceptibilidade do hospedeiro a doenga, consequentemente anticorpos
antiaderentes presentes nas secre¢des do trato respiratério agindo contra os
antigenos de superficie bacteriana tém um papel relevante no combate a
infeccdo. North (1946) demonstrou que instilando gotas de soro antipertussis
de camundongos por via intranasal antes da dose infectante era possivel
conter a infecgdo (Manclark & Cowell, 1984).

Um elemento adicional na biologia da Bordetella pertussis e ainda né&o
compreendido sob ponto de vista da patogenia € a observagdo destes
microrganismos, bem como de outros representantes do género Bordetella,
dentro de células eucaridticas fagociticas ou ndo. A duragdo e as
consequéncias desta sobrevivéncia intracelular ainda sdo desconhecidas, bem
como se ha multiplicagdo bacteriana nestas condigbes. Estas descobertas
podem ter fundamental importancia no desenvolvimento de futuras vacinas e
na elucidagdo dos mecanismos de imunidade natural (Hewlett, 1997).

A fagocitose é influenciada pela interagdo entre os anticorpos do hospedeiro e
a bactéria, onde a toxina adenilato ciclase prejudicaria a fagocitose por parte
dos neutréfilos e os filamentos de hemaglutinina a favoreceria. Isto ficou
demonstrado através da incubacgao da Bordetella pertussis junto a soro rico em
anticorpos especificos anti-adenilato ciclase que neutralizariam sua acéo,
favorecendo a fagocitose por parte dos neutréfilos sendo que o inverso ocorre
quando incubamos a bactéria frente a um soro com anticorpos anti-flamentos
de hemaglutinina e notamos uma diminuigdo da eficiéncia dos neutrofilos em
fagocitar a bactéria. Outro experimento que demonstra este fato € que em
cepas mutantes desprovidas de adenilato ciclase sao facilmente fagocitadas se
comparadas as cepas selvagens sem qualquer modificagdo em sua estrutura
(Mobberley-Schuman et al., 2003).

Cepas de B. pertussis mutantes, sem toxina pertussis ou filamentos de
hemaglutinina, mantém sua capacidade de colonizar o trato respiratorio de
camundongos préxima a de cepas sem qualquer modificagdo. Contudo cepas
que demonstrem a auséncia de ambos os antigenos perdem muito de sua
capacidade de colonizar o trato respiratério em animais. Neste modelo ficou
demonstrado que em auséncia de FHA, a colonizagdo ndo ocorre devido a
propriedade de adesina da toxina pertussis e sim por sua atividade sobre o di-

fosfato de adenosina (ADP) que causa forte inflamagao no trato afetado. Em
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cepas deficientes de toxina pertussis ocorre branda inflamacéo e a colonizacao
se da basicamente pela acao dos filamentos de hemaglutinina (Coutte et al.,
2003).

Em populagbes com altas taxas de cobertura vacinal, a B. pertussis alterou sua
epidemiologia acometendo recém nascidos antes das primeiras doses e jovens
e adultos quando a imunidade induzida pela vacina declina (FIGURA 4)
(Capiau et al., 2003).
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FIGURA 4. Complicagdes por idade nos EUA, CDC, 2003.
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1.6 Aspectos Clinicos

O contagio se da pessoa a pessoa através da inalagado de aerossois ou contato
com superficies contaminadas das maos conduzindo até a entrada do trato
respiratéorio seja o nariz ou a boca. Embora sejam infectados
experimentalmente, animais ndo possuem a capacidade de infectar o homem.
A doenga é distribuida mundialmente e sua intensidade de transmissédo é
afetada pela intimidade e frequéncia a exposicdo bem como a deficiéncias na
imunidade. A tosse paroxistica é 6tima para transmissdo e é estimado que
habitantes ndo imunizados de uma mesma residéncia onde haja um caso
confirmado tém entre 50 e 100% de possibilidade de contrai-la e em casos de
um mesmo colégio esta possibilidade cai para 50%. Criangas eliminam mais
microrganismos levando, portanto a uma maior disseminagdo da doencga,
enquanto adolescentes e adultos, mesmo em forma branda, também séao
agentes de propagacao. Adultos que foram vacinados apresentam um declinio
da imunidade ficando, assim, susceptiveis a novas infecgdes tornando-se
fontes de infecgdo para criangas que o cercam. Neonatos além de nao
possuirem anticorpos placentarios ainda nao estdo com a imunizagao ativa
completa ficando, assim, expostos a infecgao por Bordetella pertussis. Tanto a
vacinagao quanto a infecgdo geram imunidade por tempo limitado e esta queda
na imunidade por ser gradual explica os diferentes graus de severidade dos
sintomas apresentados pelos pacientes (Cherry, 1986; Walker, 1988; Konig et
al., 2002).

1.7 Relagao Parasita-Hospedeiro

A persisténcia mundial de B. pertussis, apesar de programas de vacinagao
intensivos em varios paises evidencia sua condicdo de parasita humano.
Apesar dos sintomas persistirem por meses, o microrganismo é eliminado em
poucas semanas e carreadores crénicos sao raros. Epidemias necessitam de
novos individuos susceptiveis por nascimento ou perda de imunidade vacinal
dentro da populagéo - visto o agente etiolégico da coqueluche ndo sobreviver
mais do que poucas horas fora do trato respiratério por ndo possuir capsula ou
forma esporulada - além de ndo possuir nenhum animal como reservatério ou

utilizar insetos como vetores (Wardlaw & Parton, 1988).
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A infeccdo por pertussis afeta as defesas do hospedeiro facilitando a
ocorréncia de infecgdes secundarias que sdo as maiores causas de
mortalidade em coqueluche e com isto podemos tracar paralelos ao que ocorre
em criancas vacinadas com a vacina pertussis celular visto que esta também
promove queda de imunidade. Camundongos péds-vacinados também
demonstram uma diminuicdo em sua imunidade contra infec¢gdes bacterianas
(Manclark & Cowell, 1984).

Uma vez introduzida no trato respiratério, a pertussis interage com as células
ciliadas principalmente através das adesinas — filamentos de hemaglutinina,
pertactina, fimbrias e talvez toxina pertussis. No desenho de uma vacina eficaz
parece que a resposta imune a uma ou mais moléculas de aderéncia
preveniriam uma potencial infeccdo ou permitiiam uma eliminagdo mais
contundente das bactérias por parte dos pulmbes do hospedeiro. Esta
consideragao e a capacidade de se obter quantidades consideraveis destes
antigenos purificados sé&o os objetivos principais a serem alcangados na busca
de uma vacina pertussis acelular segura e eficaz (Hewlett, 1997). Na FIGURA
5 estdo representados os eventos decorrentes de uma infeccdo por B.
pertussis.

As células do epitélio respiratorio tém importante papel na resposta inflamatoéria
que defendera as vias aéreas tanto pela indugdo de quimiocinas quanto pela
expressdo de moléculas de adesédo a superficie que sao glicoproteinas de
superficie celular envolvidas no transito de leucdcitos e na acumulagdo de
sitios de infeccdo, participando ainda, na ativacao de leucécitos que irdo
promover o “clearence” bacteriano (Ishibashi & Nishikawa, 2002).

Contra a infecgdo por Bordetella pertussis, os anticorpos agem de diferentes
maneiras: bloqueando a adesdo as células do epitélio, neutralizando e
depurando as toxinas, ativando o sistema complemento favorecendo a lise
bacteriana bem como sua fagocitose (Mobberley-Schuman et al., 2003).

Mills et al. em 1999 observaram que a infeccdo por B. pertussis confere
imunidade mais potente e mais longa que a induzida por vacinas e que as
vacinas celulares e acelulares ativam populagdes distintas de linfécitos T em
criangas, sugerindo assim mecanismos de ativagdo e sitios de atividades
diferentes para cada vacina.

Nao estd muito claro o porque dos sintomas durarem por meses enquanto a

bactéria s6 é detectada por poucas semanas. Para avaliar o papel das
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adesinas, fimbria e FHA, foram utilizadas cepas mutantes com auséncia destes
fatores de viruléncia e demonstrou-se que a cepa sem fimbria era depurada
dos pulmdes muito antes da cepa sem FHA que persistia de modo similar a

cepa normal (Vandebriel et al., 2003).
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DIAGRAMAGAO DOS EVENTOS EM UMA INFECGAO POR Bordetella pertussis

HOSPEDEIRO PARASITA
ESTAGIO CLINICO SINTOMAS EVENTO COMPONENTES ATIVIDADES
ENVOLVIDOS
TRANSMISAO CELULA
- COMPLETA
EXPOSIGAO —>» AUSENTE ﬂ
ﬂ ADERENCIA E FHA ADERENCIA E
CRESCIMENTO PT AQUISIGAO DE
INCUBAGAO —> INFECGAO AGGs (?) NUTRIENTES
ﬂ ASSINTOMATICA OMPs(?)
FASE CATARRAL —> PERTUSSIS
ATIPICA SECREGCAO DE TCT QUEDA DAS
TOXINAS HLT DEFESAS DO
ﬂ ACT HOSPEDEIRO
PT INIiCIO DA AGAO
FASE PAROXISTICA —» PERTUSSIS HLY (?) LOCAL E
CLASSICA SISTEMICA
ENCONTRO COM A
DEFESA DOS
HOSPEDEIROS ANTIGENOS
PROTETORES
CONVALESCENCIA v * POSSIVEIS
FHA, PT
EXPULSAO OU MORTE
DA BACTERIA
OCASIONALMENTE OCASIONAL PT, FHA, AGGs
VARIANTES CONVERSAO PARA OMP SAO “DESLIGADOS”
AVIRULENTAS FASE AVIRULENTA

\4

PERTUSSIS SEVERA ——p» BRONCO PNEUMONIA

v

INFECGAO SECUNDARIA
(OCASIONALMENTE FATAL)

FIGURA 5. Relacao parasita-hospedeiro em uma infecgao por B. pertussis

(Wardlaw & Parton, 1988)
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1.8 Imunizagao Ativa

No Brasil, a vacina triplice DTP, usada pelo Ministério da Saude, é indicada
para imunizacdo ativa contra Difteria, Tétano e Coqueluche e possui como
componentes os toxdides tetanico e diftérico e organismos mortos de B.
pertussis adsorvidos em aluminio e tendo como preservativo o timerosal. O
Programa Nacional de Imunizagbes Brasileiro (PNI), iniciado em 1983, utiliza,
em meédia, 30 milhdes de doses de Vacina Triplice DTP anualmente oriundos
de aproximadamente 330 lotes provenientes de laboratérios produtores
nacionais e internacionais. O esquema de vacinagao vigente no pais indica a
utilizacdo de 4 doses de vacina Triplice DTP: aos 2 meses, aos 4 meses e aos
6 meses de idade com reforgo aplicado aos 18 meses de vida (FUNASA,
2003).

Segundo o Ministério da Saude brasileiro a vacina triplice acelular é indicada
para criancas de até 6 anos completos, que apds o recebimento de qualquer
uma das doses da vacina triplice bacteriana de células inteiras apresentem os
seguintes eventos adversos:

(a) Convulsdes nas primeiras 72 horas

(b) Episddio hipoténico hiporresponsivo nas primeiras 48 horas

Podemos dividir a historia do desenvolvimento da vacina antipertussis em trés
fases. A primeira, de 1920 até a Il Guerra Mundial, caracteristicamente
empirica, com grande numero de preparagdes experimentadas - na base de
tentativa e erro, usando-se muitas vezes produtos sem nenhuma padronizagao.
Na segunda fase, que tem inicio nos primeiros anos da década de 1940, houve
progressiva introdugdo de padrdes de qualidade e de poténcia para vacina
antipertussis celular (preparada com bactérias inativadas), que passou a ser
amplamente utilizada. A terceira fase comega na década de 1980, com o
emprego de vacinas acelulares, constituidas por diferentes componentes
imunogénicos da B. pertussis (Amato & Baldy et al., 1991).

Em 1932, Kendrick preparou a vacina que até hoje € amplamente utilizada,
constituida por cepas de B. pertussis na fase 1 de cultivo, inativadas pelo
formol (Horton et al., 1989).

Depois da Il Guerra Mundial, foi desenvolvido o teste de protecdao do
camundongo, o0 unico até agora conhecido que se relaciona com a imunidade

obtida em seres humanos. Esse teste manteve-se como padrao nos ultimos 40
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anos, possibilitando definir o grau de poténcia das preparagdes vacinais. Em
1948, passou a ser exigida uma poténcia minima para a vacina antipertussis
nos EUA, seguida em 1953 pela criagdo de uma unidade-padrao internacional
(Ul). Em 1962, foi adotada uma preparagao de referéncia internacional de
opacidade, para padronizar o numero de bacilos presentes na vacina (10
unidades internacionais (Ul) de opacidade correspondem a 10 bilhdes de
bacilos por mL). Finalmente, em 1964, estabeleceu-se que cada dose da
vacina antipertussis deveria conter 4 Ul de poténcia por dose, conforme
determinado pelo teste de protegdo do camundongo (Cherry, 1986).

Até a década de 1970, a vacina pertussis celular era a unica disponivel em
todo o mundo para imunizagao ativa contra coqueluche. Durante o inverno de
1974/75, dois lactentes morreram nas primeiras 24 horas apos a administracido
da vacina triplice no Japdo. Em consequéncia a este acidente a vacinagao foi
suspensa pelo Ministério da Saude japonés, sendo reintroduzida dois meses
apds apenas para criangas acima de dois anos de idade. Devido a falta de
confianga da populagdo houve queda na taxa de cobertura vacinal acarretando
no reaparecimento de surtos da doenga na segunda metade da década de
1970. Foram, entao, empreendidos esfor¢cos no sentido do desenvolvimento de
uma vacina antipertussis menos téxica culminando com a vacina de antigenos
purificados, chamada de vacina acelular que foi introduzida para uso rotineiro
em 1981, no Japao, para vacinacao de reforco em criangas acima de dois anos
de idade. Atualmente, temos no Japao seis laboratérios produzindo vacina
pertussis acelular - com pequenas diferengas em suas composi¢des - divididas
em dois tipos basicos podendo ser intercambiaveis e utilizadas indistintamente:
B- Biken: com partes iguais de filamentos de hemaglutinina e toxina pertussis.
T-Takeda: com maior propor¢dao de filamentos de hemaglutinina que toxina
pertussis € com pequenas quantidades de pertactina e fimbrias (Jadhav &
Gairola, 1999; Watanabe et al., 2001a e b).

Esforgos adicionais tém sido realizados no sentido de se estabelecer a
composi¢cao ideal das vacinas acelulares, assim como a fracdo de toxina
presente, a potencializagcao por varios tipos de adjuvantes e a detoxificacdo das
vacinas com diversas substancias, tendo suscitado, nos ultimos anos, grande
numero de publicacdes na literatura; essas contribuicdes tém desencadeado
importantes mudangas na imunizagao ativa contra a coqueluche (Miller et al.,
1991 e Corbel, et al., 1999a).
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Corbel em 1999 destaca, ainda, que a demonstracdo de consisténcia na
producao lote a lote e a comparacgao destes frente a lotes utilizados em estudos
clinicos na época do licenciamento, seria de grande valia na utilizagdo de
vacinas seguras e eficazes.

A imunidade conferida pela doenca é mais duradoura que a dada pela vacina e
a imunidade induzida pela vacinacao é de relativa curta duragao (2 a 5 anos),
entretanto, esta pode ser prolongada por “boosters” naturais em populagdes
onde a B. pertussis é prevalente seja na forma de portadores assintomaticos
ou formas atipicas da doenga em pessoas parcialmente vacinadas (Guiso,
2001).

Reacdes locais pds-vacinais sdo comuns como inchago, vermelhiddo e dor
assim como febre até 38.5 °C chegando até a 50% do numero de vacinados.
Reacbes sistémicas mais severas como convulsdes e episddios hipotdnico
hiporresponsivo ocorrem na proporgao de 1 caso a cada 1750 vacinados.
Encefalopatias agudas ocorrem com ainda maior raridade na ordem de 0 a 10
casos a cada um milhdo de doses aplicadas em menores (CDC, 2003).

Apesar dos avangos no desenvolvimento de novas vacinas, estudos clinicos
nao foram capazes de providenciar informacdes relevantes sobre o mecanismo
de protegcdo contra coqueluche. Métodos classicos baseados na mensuragao
de anticorpos em resposta a antigenos individuais falharam em correlacionar
com protegao efetiva. Um modelo animal confiavel iria facilitar a elucidagéo do
mecanismo de protecdo contra pertussis e ajudaria o controle e a
regulamentagdo no desenvolvimento de futuras vacinas. Mills et al. em 1993
demonstram que a taxa de eliminagédo de pertussis pelos pulmdes (clearence)
possui alta relagdo com a eficacia da vacina em criancgas.

Miller em 1999 destaca que estudos clinicos realizados na etapa de pré-
licenciamento de vacinas acelulares demonstram grande variacdo quanto a
reatogenicidade e que o ideal seria uma vacina acelular com o0 menor numero
possivel de antigenos que garantisse uma 6tima protegdo. No momento parece
gue a opgao mais segura seja a vacina de trés componentes (PT, FHA e PRN)
com os resultados mais proximos da vacina de célula completa muito embora
ainda sejam necessarios estudos clinicos e de vigilancia ativa sobre sua
segurancga e de duragéo de sua imunidade conferida. Pelos diferentes métodos
torna-se muito dificil comparar a eficacia de vacinas por estudos clinicos

distintos e realizados em momentos diferentes, sendo necessario estabelecer
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um protocolo Unico sobre este assunto e que permita uniformizar as
informacdes geradas nestes estudos (Mastrantonio et al., 1999; Miller, 1999).
Tornou-se clara a preferéncia das autoridades da area de saude no uso de
vacinas combinadas que apesar de serem de custo maior, geram maior
dificuldade de suprimento e com isso limitam a flexibilidade dos programas de
imunizagdes, e tém como fatores altamente positivos a diminuicdo do numero
de injegcbes, uma menor exposicdo a adjuvantes e preservativos e a
possibilidade de introdugdo de novos antigenos. No caso de vacinas
combinadas, como a vacina triplice DTP, surge a preocupagao de se testar
cada componente em separado e aferir o grau de interferéncia entre estes
diversos componentes (Jadhav & Gairola, 1999; Milstien et al., 2003).

Apesar das dificuldades de se comparar diversos estudos clinicos, em todos
estes estudos as vacinas celulares e acelulares demonstraram eficacia maior
que as vacinas duplas uso infantil — DT, utilizadas a titulo de placebo. Nesta
revisdo de diversos estudos clinicos promovida por Jefferson et al. em 2003, a
vacina pertussis celular estd ligada a uma maior incidéncia de reagdes
adversas locais tais como inchago, vermelhiddo e também de reacgdes
sistémicas como por exemplo a febre acima dos 38,5 °C. Nestes estudos nao
ficou demonstrada correlagcdo entre reagdes mais severas (episodios
hipotdnico-hiporresponsivo, convulsdes febris ou afebris) e o uso de vacina
pertussis celular ou acelular, mas de um modo geral a vacina acelular possui
eficacia equivalente a da vacina celular e um grau de tolerancia mais elevado
que esta restando somente a questao financeira para sua aplicacédo ja que a

vacina acelular tem um custo, em média, de dez vezes que o custo da celular.

1.9 Situacgao Atual

Tem sido verificado que o processo de infecgao respiratoria por B. pertussis em
camundongos tem muitas caracteristicas em comum com O processo que
ocorre em criangas tais como colonizagao do epitélio respiratério causando
alteragdes locais e induzindo efeitos sistémicos como leucocitose,
hiperinsulinemia e sensibilizagcdo a histamina (Guiso et al., 1999a).

Além disso, a eliminacdo de bactérias dos pulmdes de camundongos

imunizados com vacinas celulares ou acelulares tem sido correlacionada com a
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eficacia da vacina em criangas (Mills et al., 1998; Van den berg, 1999;
Watanabe et al., 2002a).

O teste de Kendrick (Challenge test ou desafio intracerebral), preconizado
atualmente pelos 6rgdos normativos tais como OMS e FDA (Food and Drugs
Administration) somente para vacina pertussis celular, € caracterizado pela
inoculagdo (desafio) intracerebral de 30 pL de uma suspensao contendo
bactérias viaveis (aproximadamente 3,3 x 10° bactérias/mL) que vado se
replicar no tecido epitelial encontrado na base do cérebro de camundongos
previamente imunizados. A cepa de B. pertussis utilizada neste ensaio € ATCC
18323, preconizada pela OMS em seus requerimentos minimos (Kendrick et
al.,, 1947 e WHO, 1990). Na FIGURA 6 temos um esquema simplificado de
producao e controle da vacina triplice bacteriana (DTP).

E neste crescimento microbiano que esta baseado o ensaio visto que 14 dias
ap6s o desafio intracerebral realizar-se-a uma contagem dos animais
sobreviventes com posterior utilizagdo de programa estatistico (Probitos,
WHO, 1997). Sempre frente a uma vacina de referéncia, o programa estatistico
nos fornece a poténcia da vacina em Unidades Internacionais por mililitro
(Requisito minimo é de 8,0 Ul/mL) (OMS, 1990).

A proposta de um modelo respiratério vem ao encontro de uma tendéncia
mundial visando reduzir o uso de animais em experimentos laboratoriais, além
deste modelo seguir a etiopatogenia da coqueluche em humanos ja que ele
mede a capacidade da vacina de minimizar a colonizagdo ou posteriormente
livrar o trato respiratério dos hospedeiros da infeccao por B. pertussis. A OMS
ja publicou documentos propondo o uso de ensaios alternativos para o controle
de poténcia do componente pertussis de vacina triplice DTP (WHO, 1998).
Estudos recentes indicam que a vacina pertussis celular induz a niveis
menores de anticorpos contra toxina pertussis e filamentos de hemaglutinina do
que a vacina acelular, porém quanto a capacidade de promover a limpeza dos
pulmbes, eliminando as bactérias (“clearence”) a situagao se inverte com clara
vantagem para a vacina de célula completa com agao marcadamente mais
rapida e eficaz (Xing et al., 1999; Canthaboo et al., 2000b).

Ainda néo foi possivel demonstrar correlacédo entre o nivel de anticorpos contra
os componentes da vacina contra coqueluche e a protecédo eficaz conferida
pela vacina desde que seus mecanismos de imunidade ndo sao

completamente conhecidos (Guiso et al., 1999a; Mills et al., 1999).
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Tendo em vista a dificuldade ética e pratica de se desenvolver estudos clinicos
sobre a eficacia da vacina contra coqueluche, a inoculagao intranasal surge
como um fator essencial para desenvolvimento de futuras vacinas. A falta de
correlagdo entre a sorologia pos-vacinal e a real protecéo contra a infecgdo nos
leva a implementar a idéia do modelo respiratério e seus efeitos no organismo
incluindo a eliminagcdo de bactérias dos pulmdes como uma alternativa viavel
na busca de vacinas eficazes e seguras (Mills et al., 1993 e 1998).

Entre os componentes comumente utilizados na composicdo de vacinas
acelulares somente a toxina pertussis possui toxicidade intrinseca na dosagem
utilizada na formulagdo. Os outros componentes (FHA, PRN, FIM e etc) néo
sdo fisiologicamente inertes, mas ndo demonstram efeitos téxicos em doses
substancialmente mais altas que as utilizadas na vacina pertussis acelular. A
toxina pertussis € muito toxica necessitando passar por um processo de
destoxificagdo que pode ser quimico ou genético. Por sua alta toxicidade, se
tornam necessarios ensaios que garantam a sua destoxificagdo e outros que
minimizem a possibilidade de ocorrer uma reversao desta toxicidade (Corbel et
al., 1999a).

Estudos clinicos realizados na Itdlia e na Suécia demonstraram clara
correlagao entre a eficacia da vacina e o “clearence” pulmonar e onde vacinas
com taxas baixas de eficacia (36/48%) promoveram um fraco “clearence”
sendo possivel detectar bactérias apds algumas semanas. Estes estudos
permitiram estabelecer algumas diferengas entre vacina pertussis celular e
acelular onde a vacina acelular promoveu forte “clearence” em trés dias, porém
se mostrou incapaz de eliminar totalmente as bactérias ao contrario da vacina
celular que de modo geral demora mais a promover o “clearence” porém
alcanca a eliminagao das bactérias em sua totalidade (Mills et al., 1998).

Neste estudo, os autores afirmam que as falhas descobertas na correlagao
entre niveis de anticorpos e protecdo efetiva falharam porque focaram
exclusivamente imunidade humoral quanto aos anticorpos monoespecificos.
Aqui eles demonstram que a B. pertussis desencadeia multipla protecéo celular
e humoral contra os varios antigenos da bactéria. Os anticorpos séao
importantes, limitando a infeccdo e consequentemente a doencga, prevenindo a
adesdao inicial as células epiteliais através da neutralizacdo de toxinas bem
como na remogao bacteriana pela opsonizacdo de macrofagos. Os

mecanismos que previnem a replicacdo e a disseminacdo bacteriana
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culminando com a eliminagédo da mesma por parte do organismo hospedeiro,
refletem tanto intra quanto extracelular nas defesas requerendo coordenadas

fungdes da imunidade humoral e celular no sentido de obter maxima protegao.
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FIGURA 6. Fluxograma simplificado de produgéo de vacina pertussis
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1.10 Relevancia Do Estudo

O aumento do numero de casos verificado nos ultimos vinte anos, o alto indice
de reagbes adversas que em alguns paises ja levou a suspensdo da
vacinagao, a baixa correlacdo entre o0s niveis séricos de anticorpos e a
imunidade efetiva e a busca por um modelo experimental que se aproxime do
modo como a infec¢gdo realmente ocorre em humanos tém levado a varios e
relevantes estudos quanto ao modelo respiratério em animais de laboratdrio.
Estudos revelam que macacos Rhesus jovens apresentam, quando infectados
experimentalmente por via respiratéria, varios sintomas semelhantes aos
humanos como paroxismo, linfocitose, “whoop” tosse e capacidade de infectar
outros macacos. Entre homens e camundongos as semelhangas pos-infecgéo
mais marcantes sao a presenga de hipoglicemia, leucocitose, sensibilizagao a
histamina, a hiperinsulinemia, predisponéncia quanto a idade e imunidade
quanto a re-infecgdo (Sato & Sato, 1988 e Xing et al., 1999).

Standfast em 1958 descreveu que por utilizarem antigenos distintos em seus
processos de colonizagdo os modelos respiratorios e intracerebral ndo devem
ser comparados um com outro e sim buscar com base em curvas da relagao
dose-resposta a acuidade de cada modelo em determinar a poténcia das
vacinas testadas.

Segundo Watanabe et al. (2002a) uma outra diferenga entre o modelo
respiratorio e o desafio intracerebral seria o principal componente envolvido.
Enquanto no desafio intracerebral a toxina pertussis desempenha papel
fundamental, no modelo respiratério os filamentos de hemaglutinina sado os
principais antigenos envolvidos.

O modelo respiratério tem sido utilizado em varios estudos com vacinas
acelulares demonstrando que vacinas acelulares de 3 e 5 componentes sao
mais eficazes que as de apenas dois componentes. Ainda pelo modelo
respiratorio foi possivel comparar que a adsorcdo influi drasticamente na
eficacia da vacina, ja que vacinas acelulares adsorvidas pelo hidréxido de
aluminio promoveram um clearence pulmonar mais concreto que as adsorvidas
pelo fosfato de aluminio. Foi verificado também que por mecanismos ainda néo
totalmente elucidados a pertactina mostra rapida e progressiva “desabsor¢ao”

quando agregada ao fosfato de aluminio (Denoél et al., 2002).
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Modelos animais para doencas infecciosas em humanos tém realizado
significantes contribuicbes na compreensao dos mecanismos imunoldgicos, na
resolugao da infecgdo ou na progressao da doenga, além de providenciar uma
real possibilidade de definir o mecanismo de protecdo imune contra
coqueluche. Embora o modelo intracerebral esteja sendo usado para acessar a
poténcia de vacinas celulares, este teste falhou na deteccao da eficacia das
vacinas acelulares no homem. Em outro sentido a infecgdo respiratoria, seja
por aerossol seja por instilagdo nasal, em camundongos conta com varios
fatores comuns as caracteristicas presentes na infecgao em criancas e por isto
vem sendo utilizada em varios laboratérios na intencdo de desvendar os
mecanismos de imunidade contra B. pertussis (Mills et al., 1998).

O maior problema para o controle de qualidade é o teste de potencia visto que
nas vacinas acelulares os componentes variam tanto em quantidade quanto em
qualidade. O teste de protecdo em camundongos -desafio intracerebral-
mostrou-se incapaz de estabelecer o nivel de eficacia de vacinas acelulares
que demonstraram eficacia em estudos de campo e néo é preconizado pela
Organizacdo Mundial de Saude ou qualquer outro 6rgdo normativo para o
controle de vacinas acelulares. Ainda segundo André et al., 2000, o teste ideal
deveria ser simples e acurado ao demonstrar a eficacia em humanos e que os
testes disponiveis hoje s&do mais capazes de demonstrar que os lotes nao
diferem significativamente dos que foram efetivos clinicamente. Devido as
diversas formulagdes, os critérios de validagao deveriam ser estabelecidos em
conjunto pelo controle de qualidade nacional e laboratorio produtor devido a
auséncia de referéncias mundiais.

Por ser o desafio intracerebral um procedimento severo, com significante
variacao inter e intralaboratorial e néo reproduzir a doenga em humanos, o
modelo respiratorio, seja por aerossol ou instilagdo nasal torna-se viavel por
possuir uma inoculagdo mais consistente, menos agressiva, permitindo o uso
de um menor numero de animais além de assemelhar-se a infecgdo no homem
tanto na via de infecgcdo, quanto nos efeitos sistémicos (hipoglicemia e
leucocitose) e na prevaléncia por idade (Canthaboo et al., 2000b).

Ainda sobre a prevaléncia por idade, Roduit et al. (2002) atesta que através da
verificagdo do “clearence” pulmonar que camundongos de 7 dias de idade
apresentam patamares mais elevados de colbnias viaveis que camundongos

de trés semanas de idade. Roduit et al. verificou, ainda que a vacinagao com
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vacina acelular em camundongos neo-natos € bem tolerada e nao afeta o
ganho de peso.

Segundo Granoff (1999), a proteg&o proporcionada pela vacina pertussis n&o é
necessariamente refletida pelos niveis de anticorpos complicando assim a
busca de uma correlagdo sorolégica pelo teste de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Esta correlacdo mesmo se alcancada devera ser
considerada produto a produto devido a alta diversidade e diferentes
concentracdes dos componentes envolvidos na produg¢ao das vacinas pertussis
acelulares.

Mahon et al. (2000) demonstrou que além de apresentar correlagdo com
estudos clinicos no campo o “clearence” pulmonar demonstra, ainda, que
mesmo apos a queda dos niveis de anticorpos a niveis circulantes
indetectaveis, os animais manteriam alguma imunidade sugerindo que criangas
apds imunizagao apresentariam provaveis graus de protecdo. Neste mesmo
estudo foi verificado que o nivel sérico imunoglobulinas contra toxina pertussis,
filamentos de hemaglutinina e pertactina declinam rapidamente apos trés
meses tornando-se indetectaveis apdés nove meses e que mesmo assim
animais desafiados por via respiratdria 44 semanas apds imunizacdo ainda
apresentam protecdo demonstrando uma menor contagem de bactérias viaveis
que o grupo controle.

Em estudos recentes foi observado que 2 horas apds a infecgdo a maioria das
bactérias encontram-se livres no espacgo alveolar, com pequena por¢ao ligada
ao epitélio alveolar e fagocitada por polimorfonucleares (PMN). Apés trés dias a
maior parte estda associada e fagocitada pelos macréfagos e
polimorfonucleares. Cepas de B. pertussis mutantes sem a expressao de
fimbrias induzem a severas reagdes inflamatdrias e facilitam a promogao do
“clearence” por parte do hospedeiro (Vandebriel et al., 2003).

Foi observado que ocorre um afluxo de PMN imediatamente apds a infecgao
por B. pertussis seguido por um significativo aumento no numero de
macrofagos. No terceiro dia, quando o numero de bactérias pouco difere do
namero determinado nas duas primeiras horas apds desafio intranasal, o
numero de PMN atinge seu nivel mais alto e o numero de macréfagos esta em
franca elevagdo. Apos o terceiro dia o numero de bactérias decai
constantemente concomitantemente ao decréscimo do numero de PMN e a

elevacao de macrofagos. Isto sugere que os macréfagos desempenham papel
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destacado no “clearence” pulmonar. Cepas mutantes com auséncia de fimbrias
e FHA respectivamente demonstraram menor capacidade de colonizar a
traquéia, mas mantiveram praticamente a mesma condicdo de infectar os

pulmdes (Vandebriel et al., 2003).
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral a avaliagdo de métodos
alternativos para afericdo da poténcia do componente pertussis de vacinas
celulares e acelulares.
Neste sentido foram propostos os seguintes objetivos especificos:

¢ Avaliacido do método de desafio intranasal,

e Avaliacédo do ensaio de ELISA;

e Aplicabilidade destes métodos para vacina pertussis acelular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos NIH, machos e fémeas, com peso entre 12 e 16
gramas, originarios do CECAL/FIOCRUZ. Os animais foram alojados em
gaiolas de polipropileno com tampa de ago inoxidavel (30 cm x 19 cm x 12 cm)
e cama de maravalha de pinus e aclimatados por 24 horas antes do inicio do
experimento.

Todos os animais receberam agua e ragao comercial para ratos (Nuvilab-
Nuvital Ltda., Curitiba, Parana) ad libitum. Todos os animais foram mantidos
no SAL/INCQS com os seguintes controles ambientais: temperatura (20 +/- 2
°C), umidade relativa do ar em aproximadamente 70% e ciclo claro-escuro
constante de 7 as 19 horas. As trocas de cama e agua foram realizadas trés
vezes por semana € a ragao substituida semanalmente.

Todos os procedimentos envolvendo animais de laboratorio seguiram o
Procedimento Operacional Padronizado “Boas Praticas de Experimentacéo
Animal” n°® 65.3340.022- INCQS.

3.2 Microrganismo E Cultivo

Neste estudo foi utilizada uma cepa de Bordetella pertussis ATCC 18323,
proveniente do Laboratério de Materiais de Referéncias/INCQS sob o numero
de lote 1002041.

O meio utilizado para cultivo e posterior plaqueamento para contagem das
unidades formadoras de col6nias (CFU) foi Bordet-Gengou (DIFCO) acrescido
de 20% de sangue estéril, desfibrinado de ovinos proveniente do
CECAL/FIOCRUZ.

Na tentativa de reduzir ou eliminar contaminagédo que impossibilite a contagem
de unidades formadoras de colénias da suspensdo proveniente do
homogeneizado pulmonar dos camundongos foi acrescido ao meio o agente
antimicrobiano Cycloheximide (SIGMA) que atua principalmente sobre fungos
inibindo a sintese protéica. Foi utilizada uma concentragdo de 400 mg por litro

de meio Bordet-Gengou.
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3.3 Vacinas

3.3.1 Vacina De Referéncia

O lote de vacina de referéncia utilizado neste estudo foi o Lote 10 proveniente
do Federal and Drugs Admnistration (FDA/USA) que teve sua poténcia
estabelecida em 33,24 Ul/ampola através de um estudo colaborativo
organizado pelo SIREVA (Sistema Regional de Vacinas) com a participagao de

Brasil, Venezuela, Cuba, Chile e México.

3.3.2 Vacinas Celulares

Foram utilizados lotes de vacina Triplice Bacteriana — DTP provenientes dos
trés produtores nacionais (Instituto Butantan, Instituto de Tecnologia do
Parana-TECPAR e Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos -
Biomanguinhos/FIOCRUZ). Aqui cabe uma consideragao relevante que ¢é o fato
de o Instituto Butantan ser o unico a produzir Vacina Pertussis produto acabado
a granel que posteriormente a liberagdo pelo controle de qualidade interno é
encaminhado aos demais institutos para formulagédo final junto aos demais
componentes e envase sob forma de produto final.

Todos os lotes utilizados neste estudo foram aprovados pelo controle da
qualidade do produtor e pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude — INCQS/FIOCRUZ, sendo entéo, utilizados pelo Programa Nacional de
Imunizagéao - PNI.

No caso de vacina tetravalente, combinada a Haemophilus influenza B (HIB),
onde a vacina DTP serve como diluente para o liofilo HIB, este lidfilo foi

descartado, sendo utilizada nos testes somente a vacina DTP.

3.3.3 Vacinas Acelulares

Neste estudo foram utilizados dois lotes de vacinas acelulares de composicao e

produtores diferentes que foram codificados sob as siglas DTPa3 e DTPaA4
(TABELA 2).
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3.4 Comissiao De Etica No Uso De Animais De Laboratério - CEUA/
FIOCRUZ.

A solicitagéo de licenga de projeto foi obtida junto a CEUA/FIOCRUZ sob o

numero de protocolo P0133-02.
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TABELA 2. Composicao (por dose de 0,5 mL) das vacinas acelulares utilizadas

neste estudo.

Vacina acelular DTP,3: Vacina acelular DTPA4:
Toxina Pertussis 25 ug Toxina Pertussis 10 ug
FHA 25ug FHA 5 ug
Pertactina 8 ug Pertactina 3 ug
Toxoide Tetanico 40 Ul Fimbrias (AGG 2 e 3) 5 ug
Toxaoide Diftérico 30 Ul Toxdide Tetanico 40 Ul

Toxoide Diftérico 30 Ul
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3.5 Desafio Intracerebral Ou Kendrick Test (Portaria MS 175/1996)

A Atividade Imunogénica da Vacina Pertussis é determinada pela avaliagao

comparativa frente a uma Vacina Pertussis de Referéncia.

3.5.1 Imunizacgao

Camundongos NIH com peso entre 12 e 16 gramas, provenientes do
CECAL/FIOCRUZ foram vacinados, via intraperitoneal (6 grupos de 20
camundongos) e 4 grupos de 10 camundongos NIH foram utilizados para
controle da Dose Desafio.

Foram feitas trés diluicbes seriadas da amostra a ser testada e da Vacina
Pertussis de Referéncia, com fator de diluicdo 5, em solugao fisiolégica
tamponada a concentragdo de uma Dose Individual Humana (0,5 mL), de modo
que as diluigdes assegurassem uma protegao de 70 a 80%, 40 a 50% e 10 a
20%, respectivamente.

Os animais do grupo controle foram mantidos sem imunizagao.

3.5.2 Preparacgao Da Suspensao De Bordetella pertussis

A cultura de Bordetella pertussis foi iniciada quatro dias antes da data do
desafio.

Foi aberta e ressuspendida com o diluente salina tamponada uma ampola de
Bordetella pertussis ATCC 18323. Placas com Agar Bordet - Gengou foram
semeadas e incubadas a 35 °C por 48 horas. Apds este periodo foi feito o
primeiro repique do crescimento obtido, em placas com Agar Bordet - Gengou
e incubado a 35 °C por 24 horas. Apos as 24 horas, foi feito um segundo
repique do crescimento obtido em placas com Agar Bordet-Gengou e incubado
a 35 °C por 18 horas. Foi preparada uma suspensao de Bordetella pertussis
com o cultivo obtido nas placas incubadas a 35 °C por 18 horas contendo 10
UOp/mL por comparacéo visual com 5° Padrao Internacional de Opacidade.

Em todas as etapas foi realizado o Controle de Pureza.
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3.5.3 Esquema De Preparagao Da Dose De Desafio

N°tubo Suspenséo bacteriana (mL) Diluente (mL) Diluicéo
1 1,0 mL suspensao
com 10 UOp/mL 2,0 1/3
2 0,5 mL do tubo 1 4,5 1/30
3 0,5 mL do tubo 2 4,5 1/300
4 2,0 mL do tubo 3 18,0 1/3.000 (DF)

DF = Dose de Desafio

Controle Dose de Desafio

N° tubo Suspensao bacteriana (mL) Diluente (mL) Diluicao
5 0,5 mL do tubo 4 4,5 1/10
6 1,0 mL do tubo 5 4,0 1/50
7 1,0 mL do tubo 6 4,0 1/250
8 1,0 mL do tubo 7 4,0 1/1.250
3.5.4 Desafio

O intervalo de tempo entre a coleta do cultivo, a preparacdo da Dose de
Desafio e a inoculagdo do ultimo camundongo da prova, ndo ultrapassou a 2
horas e 30 minutos. A Dose de Desafio foi mantida a temperatura de 4 a 8 °C.

Os camundongos NIH vacinados foram desafiados via intracerebral, 14 dias

apos a vacinagao, com 0,03 mL da Dose de Desafio de Bordetella pertussis.
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Como controle da DL50 da Dose de Desafio de Bordetella pertussis, foram
inoculados 3 grupos com 10 camundongos NIH, via intracerebral, com 0,03 mL
das diluicées 1/50, 1/250 e 1/1.250. Os animais foram observados diariamente
por 14 dias. Os camundongos NIH que morreram até 72 horas apds o desafio,
foram excluidos da prova e os animais que apresentaram paralisia no 14° dia
foram considerados mortos. Toda a sintomatologia e morte dos animais foram

registradas em protocolo.
3.5.4.1 Controle Da Viabilidade Da Dose Desafio

Trés placas de Petri com Agar Bordet-Gengou foram semeadas com 0,1
mL/placa da diluicdo 1/1250 e incubadas a 35 °C por 96 horas, para controle do
numero de Unidades Formadoras de Colbnias.

O somatdrio das coldnias das trés placas, foi dividido por 10, para se ter o

numero de coldnias correspondente a 0,03 mL.

3.5.5 Calculo Da Dose Efetiva 50% (DES50)

O valor da DE50 da amostra testada foi determinada mediante um método de
analise estatistica que compreende a transformacdo dos dados obtidos em
regressao linear. Foi utilizado o programa PROBITOS (RIVM, 1997) fornecido
pela WHO.

3.5.6 Calculo Da Atividade Imunogénica (Poténcia)

Atividade imunogénica (Ul/mL ) = % x C, onde:

A = DE50 Vacina Pertussis de Referéncia
B = DE50 Vacina a Testar

C = Ul/mL da Vacina Pertussis de Referéncia

3.5.7 Validade Da Prova:

A prova é valida se:
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A DES50 da vacina estiver compreendida entre a maior € a menor dose
imunizante.

O Desvio Padrdo da DES0 estiver entre 64% e 156%.

No controle da dose desafio a diluicdo 1/1.250 tiver no minimo 10 € no maximo
50 Unidades Formadoras de Colénias em 0,03 mL.

A Dose de Desafio estiver entre 100 e 1000 DL50.

A DL50 contiver no maximo 300 Unidades Formadoras de Colbnias.

As curvas de resposta as doses do produto a testar e da Vacina Pertussis de
Referéncia, nao diferirem significativamente quanto ao paralelismo e
linearidade (p=0,05).

3.5.8 Atividade Da Vacina

A Vacina deve conter no minimo 4 Ul no maximo 18 Ul/Dose Individual
Humana.

Se o valor encontrado for inferior a 4 Ul/Dose Individual Humana, podera ser
repetido o teste, e neste caso, sé sera considerado que o produto cumpre os
requisitos de poténcia, se a média geométrica de duas, trés ou quatro provas

validas for igual ou superior a 4 Ul/Dose Individual Humana.
3.6 Desafio Intranasal (Segundo Guiso et al., 1999a e b & Guiso, 2001)

Camundongos suicos albinos susceptiveis com peso entre 12 e 16 gramas,
provenientes do CECAL/FIOCRUZ foram vacinados (12 animais por diluigao),
via intraperitonial, com diluicdes da vacina a testar e da vacina padrao além de
um grupo controle inoculado com solugéo fisiolégica.

Duas semanas apds a vacinagdo os animais sao anestesiados pelo éter e
desafiados através da instilacdo intranasal de 25 yL de uma suspensio
contendo 108 bactérias por mililitro (ATCC 18323) com o uso de uma pipeta
automatica. Caso o animal ndo tenha sido satisfatoriamente inoculado, este
devera receber marcacao que o identifique posteriormente. Vale destacar que o
preparo da suspensdo bacteriana utilizada neste desafio é igual ao descrito
anteriormente para o Desafio Intracerebral a excecdo da concentracao
bacteriana (3,3 x 10%mL no Teste Intracerebral) e que neste modelo

respiratorio € indispensavel o cultivo da Bordetella a fresco visto que o
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congelamento da suspensdo desafio inviabiliza a colonizagcdo do trato
respiratorio dos camundongos.

Apos este desafio os animais foram sacrificados (deslocamento cervical) em
periodos distintos (2 horas, 7 dias e 15 dias) e realizou-se a coleta do pulmé&o
direito na tentativa de homogeneizar a coleta.

Os pulmoes foram suspensos individualmente em tubos 13x100 mm em 1 mL
de solugcdo de casaminoacido. Apds a coleta, ainda individualmente, cada
pulmdo é homogeneizado e sao realizadas diluicdes seriadas até 102 ;107 e
10 (dependendo do tempo da coleta e da concentragdo de vacina recebida
pelo animal) para posterior plaqgueamento e contagem das unidades
formadoras de colbénias (CFU). Este procedimento foi realizado individualmente
para cada camundongo através da inoculagdo em placas de Petri de 0,1 mL
das respectivas diluigdes, todo este procedimento de coleta, homogeneizagao
e plagueamento ndo deve exceder o periodo de 90 minutos. Estas placas
foram, entdo, incubadas a 36 °C por 96 horas quando foi possivel fazer uma
contagem do numero de coldnias de Bordetella pertussis viaveis. Todo este
procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar. A cada mudanga de
grupo de camundongos, o material (pingas e tesouras) devera passar por um
processo de higienizagdo com o uso de alcool a 70%.

Obteve-se, entdo uma média do numero de colbnias por diluicdo de vacina
utiizada que foi multiplicado pelo inverso da diluigdo do homogeneizado
pulmonar. Calculou-se o Log10 para cada grupo de animais a cada intervalo
de coleta (2 horas, 7 dias e 15 dias). Foi realizada, entdo a comparagao através
de graficos entre os dados obtidos com os camundongos vacinados com a
vacina teste, a vacina padrdo e grupo controle na tentativa de discriminar a

capacidade das vacinas em eliminar as bactérias do hospedeiro.

Exemplo: Para um pulmdo homogeneizado de um camundongo, diluido a:
102: 250 coldnias
10°: 47 coldnias

10*: 6 coldnias

M = 250 + 47 + 6 x10 = 3,03 x10° cfu/mL
0,01 + 0,001 + 0,0001
Log10= 5,48
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A curva é tragada usando Log10 versus periodo de coleta.
Obs: A média de CFU por camundongo é multiplicada por 10 de modo a ajustar

o volume inoculado por placa (0,1 mL).

3.6.1 Critérios De Validade Utilizados Nos Ensaios:

Nenhuma mortalidade devera ser observada durante a prova.

O numero de bactérias utilizado no desafio intranasal ndo devera ser inferior a
10° CFU/camundongo.

Todos os animais do grupo controle deverao estar infectados duas horas apos
o desafio.

A média dos Logiyc do numero de bactérias presentes nos pulmdes dos
camundongos do grupo controle no periodo de 2 horas apds o desafio devera
ser superior a 3,8.

A média dos Logiy do numero de bactérias presentes nos pulmdes dos
camundongos do grupo controle no periodo de 7 dias ap6s o desafio devera

ser superior a 3.

3.7 ELISA (segundo Van den Berg, 2001; Ark et al., 2000)

3.7.1 Materiais:

Suspenséo de B. pertussis formalizada 1,0 UOp/mL

Placas de 96 poc¢os de fundo chato

Placas de 96 pocos de fundo redondo

Tampao carbonato pH 9,6

Meio de cultivo (199 completo)

Leite molico desnatado

PBS

Tampéao tween 80

Conjugado antimouse IgG marcado a peroxidase (Lote: 010MP007Z /
Biomanguinhos)

Tampao acetato de sédio 0,11 M pH 5,5
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3.7.2 Preparo Do Soros Controles

3.7.2.1 Positivo

Um grupo de 40 camundongos NIH de 14 a 18 gramas foram imunizados no
dia zero com 0,5 mL via intraperitonial com a Vacina de Referéncia — Lote
10/FDA — e receberam nova dose desta vacina no dia 14 a titulo de “booster”.
Estes animais sofreram sangria total quatorze dias apds a segunda imunizagao

e 0s soros obtido foram acondicionados a — 20 °C.

3.7.2.2 Negativo

Um grupo de 40 camundongos NIH de 14 a 18 gramas foram imunizados no
dia zero com 0,5 mL via intraperitonial de uma Vacina Dupla DT infantil. Estes
animais sofreram sangria total quatorze dias apds a imunizagdo e 0s soros
obtidos foram acondicionados a — 20 °C. Foi utilizada uma vacina DT infantil
por esta conter todos os elementos (Toxdides Tetanico e Diftérico, Hidroxido de
aluminio, Timerosal etc) nas mesmas quantidades que uma vacina Triplice
DTP a excecdo do componente pertussis conferindo assim a especificidade do
método em sO reagir frente a este componente pertussis presente nas

amostras utilizadas.

Procedimento:

Revestir a placa de fundo chato com 100 pL da suspensdo da B. pertussis
formalizada contendo 1,0 UOp/mL em tampao carbonato pH 9,6.

Incubar a 37 °C e deixar overnight sem tampa para evaporar o tampao.
Bloquear todos os orificios da placa com 200 uL de leite desnatado a 1% em
PBS durante 60 minutos a 37 °C.

Lavar 3 vezes com tampéao de lavagem (PBS com 0,05% tween 80)

Em outra placa de fundo redondo, diluir as amostras de soro de camundongos
imunizados, utilizando solugao diluente (PBS com 0,5% de leite desnatado e
0,05% de tween 80). Colocar 120 pL da solugao diluente em todos os orificios.
Na coluna 1, colocar 120 pyL do soro a ser testado, o soro controle positivo e

fazer uma diluigao seriada (comegando com 1:50).
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Apos as diluicdes, transferir 100 yL da placa de fundo redondo para os
respectivos orificios da placa de ELISA.

Incubar a placa de ELISA por 60 minutos a 37 °C.

Lavar 3 vezes com tampao de lavagem (PBS com 0,05% tween 80).

Colocar 100 pL do conjugado anti-mouse IgG diluido 1:2000 em tampao (PBS
com 0,5% de leite desnatado e 0,05% de tween 80). Incubar a placa por 60
minutos a 37 °C.

Lavar 3 vezes com tampao de lavagem (PBS com 0,05% tween 80).

Colocar 100 pyL do substrato (100mL de tampao acetato de sédio 0,11 M pH
5,5; 20 pL de H,0, 35%; 1,67 de 6mg/mL de tetrametilbenzeno em etanol 96%)
em todos os orificios.

Incubar por 15 minutos ao abrigo da luz.

Bloquear a reagao com 100 uL de H,SO4a 2 M.

Fazer a leitura em leitor de ELISA na absorbancia de 450 nm.

Os resultados de Densidade Optica (DO) obtidos s&o submetidos ao programa
estatistico de Linhas Paralelas (RIVM, 1997) fornecido pela WHO.
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4 RESULTADOS

41 Ensaios De Desafio Intracerebral (DIC; Padrao-Ouro) Em

Camundongos Imunizados Com Vacina Pertussis Celular (DTP).

Os resultados da avaliagao da eficacia de diferentes lotes de DTP através de
ensaios de DIC estdo representados na TABELA 3 e FIGURA 7. Foram
observadas variagdes interlaboratoriais nos resultados obtidos com as
diferentes preparacdes (lotes) de DTP analisadas. Variagbes interlaboratoriais
foram predominantemente observadas nos lotes de vacina B, G, O, Q, Re V.
Também foram observadas variagdes intralaboratoriais nos resultados obtidos
com as diferentes preparacdes (lotes) de DTP, conforme exemplificado na
TABELA 4. Variagbes intralaboratoriais ocorreram para todos os lotes
avaliados tanto nos ensaios DIC-Teste quanto nos ensaios DIC-Produtor.

A capacidade de imunoprotecao (> 8 Ul/mL) foi observada em todos os lotes de
DTP, variando entre 8,03 a 21,99 Ul e 8,42 Ul a 23,60 Ul/mL nos ensaios DIC-
Teste e DIC-Produtor respectivamente.

Conforme TABELA 5 a analise estatistica demonstrou semelhancas entre os
dados obtidos nos ensaios realizados por nés (DIC-Teste) e pelo Laboratério
Produtor da vacina DTP (DIC-Produtor).

(ANOVA, p=0,84)
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TABELA 3. Poténcia de cada lote de DTP capaz de conferir protecdo em

camundongos submetidos ao teste de desafio intracerebral.

Imunoprotecio®
Lotes DTP'
DIC-Teste DIC- Produtor®

A 14,18 15,80
B 13,35 8,42
C 11,60 9,60
D 11,52 10,14
E 11,39 16,40
F 12,71 12,68
G 21,99 11,72
H 17,28 20,60
| 16,08 15,20
J 21,58 20,60
K 17,77 11,20
L 13,93 21,20
M 15,51 23,60
N 8,66 13,02
o} 8,83 14,20
P 9,35 12,40
Q 15,42 20,80
R 16,25 9,60
S 8,27 11,10
T 8,90 11,21
u 12,27 11,40
V 8,03 22,60
W 12,03 8,93
X 11,89 12,80
Y 13,07 12,16

DTP, vacina pertussis celular; DIC, desafio intracerebral em camundongos.

'Ensaios DIC tanto teste quanto produtor realizados em 60 camundongos imunizados
com cada lote de DTP.

’Eficacia de DTP expressos em Unidades Internacionais (Ul) definidas a partir da
Vacina de Referéncia — Lote 10/FDA (10 Ul).

*Resultados fornecidos pelo Setor de Controle de Qualidade do Instituto Butantan, SP.
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FIGURA 7. Grafico representativo das variagdes interlaboratoriais dos
resultados dos testes de desafio intracerebral (DIC). Cada ponto representa o
valor das poténcias de cada lote de vacina pertussis celular DTP (Ul/mL) capaz
de conferir prote¢gao aos camundongos submetidos aos testes DIC. Eficacia de
DTP expressos em Unidades Internacionais (Ul) definidas a partir da Vacina de
Referéncia — Lote 10/FDA (10Ul). Ensaios DIC realizados em grupos (A a W)
de 60 camundongos cada, imunizados com lotes de DTP. (*) Resultados

fornecidos pelo Setor de Controle de Qualidade do Instituto Butantan, SP.
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TABELA 4. Poténcia’ média (M), maxima (LS) e minima (LI) de cada lote de
DTP capaz de conferir prote¢gdo em camundongos submetidos aos ensaios
DIC-Teste e DIC-Produtor?.

DIC-Teste DIC-Produtor
Lotes DTP? M LS LI M LS LI
A 14,18 33,08 6,18 15,80 78,17 4,73
B 13,35 71,34 2,75 8,42 32,73 2,32
C 11,60 32,94 4,03 9,60 28,63 3,45
D 11,52 118,94 1,30 10,14 43,60 1,50
E 11,39 125,10 1,07 16,40 92,02 4,99
F 12,71 144,01 1,55 12,68 56,84 4,04

DTP,vacina pertussis celular; DIC, desafio intracerebral em camundongos.
'Eficacia de DTP expressos em Unidades Internacionais (Ul/mL) definidas a partir da Vacina de
Referéncia — Lote 10/FDA (10 UlI).

’Resultados fornecidos pelo Setor de Controle de Qualidade do Instituto Butantan, SP.
*Ensaios DIC realizados em 60 camundongos imunizados com cada lote de DTP.
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TABELA 5. Andlise estatistica pelo teste ANOVA' dos resultados dos ensaios

DIC-Teste e DIC-Produtor em camundongos imunizados com DTP.

Poténcia de DTP (Ul/mL)

DIC Média + SD
(n = 24) p
Produtor” 14,29 + 4,63
0,84
Teste 13,27 + 3,82

DTP, vacina pertussis celular; DIC, desafio intracerebral em camundongos; SD, desvio
padrao.

'ANOVA, p>0,05; calculado através do Programa Statistica for Windows — Release 4.0 -
©Statsoft Inc. 1993.

’Resultados fornecidos pelo Setor de Controle de Qualidade do Instituto Butantan, SP.
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4.2 Ensaios-Controle De Desafio Intranasal (DIN) Em Camundongos Nao

Imunizados

O numero de células viaveis (CFU) de Bordetella pertussis obtido a partir dos
pulmdes de camundongos nao imunizados, inoculados apenas com solugao
salina (camundongos-controle) estdo apresentados na TABELA 6 € FIGURA 8.
O numero de bactérias viaveis obtido dos pulmdes dos diversos grupos de
camundongos controle testados (C1 A C10) apds a realizagdo dos desafios
intranasais foram considerados estatisticamente semelhantes entre si quando
avaliados pelo teste ANCOVA, p=0,1919.

Um menor numero de células viaveis no pulm&o de camundongos controle
(inoculados com solugdo salina) foi observado no décimo quinto dia apds o
DIN.

(ANOVA, p=0,006868)

Ensaios de desafio intranasal (DIN) em camundongos imunizados com vacina
pertussis celular de referéncia — Lote 10/FDA.

O numero de células viaveis (CFU) de Bordetella pertussis obtido a partir dos
pulmbées de camundongos imunizados com a vacina de referéncia LOTE
10/FDA (1,0 Ul/dose) estao apresentados na TABELA 7 e FIGURA 9.

Os numeros de bactérias viaveis obtidos dos pulmdes dos camundongos nos
dias 1, 7 e 15 apods a realizacdo dos desafios intranasais corresponderam a
4,03Log1o CFU > 2,95Log1o CFU > 0,12Logso CFU, respectivamente, sendo
considerados estatisticamente diferentes.

(ANOVA, p=0,000000)

Resultados estatisticamente semelhantes (ANCOVA, p>0,05) também foram
demonstrados quando comparados os oito ensaios (R1 a R8) entre si
demonstrando a repetibilidade do ensaio de DIN.

Conforme demonstrado nas TABELAS 6 e 7, a média da contagem de
bactérias viaveis dos camundongos-controle (4,48Log1o CFU) foi semelhante as
dos camundongos imunizados com a vacina de referéncia (4,03Log1o CFU) no
dia 1 apds o DIN. Diferengas ocorreram na contagem de viaveis realizadas 7 e
15 dias apos o DIN. No sétimo dia, ocorreu uma redugdo no numero de
bactérias viaveis observados nos camundongos vacinados (2,95Log1, CFU) em
relagcdo ao grupo de camundongos-controle (4,46Log1o CFU). Quinze dias apos

o DIN, foi obtido um numero de bactérias viaveis dos pulmdes dos
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camundongos vacinados (0,12Logiy CFU) em relacdo ao grupo de
camundongos-controle (3,83Logiy CFU) - conforme demonstrado nas
TABELAS 6 e 7. Os resultados demonstraram a capacidade do ensaio de DIN
em atestar a eficacia da vacina pertussis celular de referéncia, que promove o

“clearence” pulmonar em camundongos.
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TABELA 6. Numeros de células viaveis (CFU) de Bordetella pertussis obtidas
de pulmdes de camundongos-controle’ 1, 7 e 15 dias apds a realizacdo do

desafio intranasal.

Grupos“de
Camundongos- Numero de Bactérias Logo CFU

Controle Dia1 Dia 7 Dia 15
C1 3,92 4,34 2,33
C2 4,24 4,75 4,44
C3 5,50 4,30 4,12
C4 4,33 411 4,21
C5 4,32 4,26 4,21
C6 4,13 4,21 3,80
c7 4,19 4,78 3,79
C8 4,81 4,56 3,63
C9 5,22 4,60 4,13
C10 4,19 4,77 3,70

C Médio 4,48+0,51 4,46+0,23 3,83+0,59

'Camundongos nao imunizados e inoculados com salina.

®Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 por tempo).

ANCOVA, p=0,1919.

ANOVA entre os grupos dos dias 1 x 7 x 15, p=0,006868; entre os dias 1 x 7 p=0,9246; entre os
dias 7 x 15 p=0,0060.

Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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FIGURA 8. Grafico representativo das variagdes nos numeros de bactérias
viaveis (CFU) obtidas de pulmbes de camundongos-controle (ndo imunizados e
inoculados previamente com salina) 1, 7 e 15 dias apos a realizagdo do desafio
intranasal. Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 por

tempo).
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TABELA 7. Numeros de células viaveis (CFU) de Bordetella pertussis obtidas
de pulmdes de camundongos imunizados com a vacina de referéncia - Lote

10/FDA, 1,7 e 15 dias ap0s a realizagcao do desafio intranasal.

Grupos'
Camundongos-Vacina Numero de Bactérias Log;o CFU

referéncia Dia 1 Dia 7 Dia 15
R1 3,67 2,80 0,00
R2 4,18 3,0 0,00
R3 3,25 3,48 0,00
R4 3,84 3,49 0,00
R5 4,70 2,34 0,00
R6 4,23 2,64 0,00
R7 4,77 3,45 1,00
R8 3,60 2,47 0,00

R Médio 4,03+0,53 2,95+0,46 0,12+0,35

A Vacina de Referéncia lote 10/FDA foi estabelecida em 10 Unidades Internacionais.
'Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 por tempo).
ANCOVA, p=0,5424.

ANOVA, dias 1 x 7 x 15, p=0,000000.

Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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FIGURA 9. Grafico representativo das variagdes nos numeros de bactérias
viaveis (CFU) obtidas de pulmdes de camundongos previamente imunizados
com a vacina de referéncia - Lote 10/FDA, 1, 7 e 15 dias ap0s a realizagdo do
desafio intranasal. Desafio intranasal realizado com grupos de 12

camundongos (3 por tempo).
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4.3 Ensaios De Desafio Intranasal (DIN) Em Grupos De Camundongos

Imunizados Com A Vacina Pertussis Celular (DTP).

Na TABELA 8 e na FIGURA 10 observamos que a média de bactérias viaveis
nos grupos de camundongos (DTP1 a DTP9) vacinados com a vacina pertussis
celular (DTP) no primeiro dia apés o DIN foi de 4,30Logso CFU, resultado
semelhante aos obtidos pelos grupos de camundongos inoculados com
solugao salina (4,48Logio CFU) e imunizados com a vacina de referéncia
(4,03Log+1o CFU). No sétimo dia pds-desafio ocorreu uma redugédo no numero
de colbnias (3,23Log10 CFU) e (1,56Log1o CFU) no décimo quinto dia apds o
DIN.

Os ensaios realizados com vacina DTP foram estatisticamente semelhantes
entre si, demonstrando repetibilidade dos resultados obtidos (ANCOVA,
p=0,2342).

Os resultados também permitiram demonstrar significativas diferengas nos
numeros de bactérias viaveis obtidos entre os dias 1, 7 e 15 apds o DIN,
ressaltando a capacidade do método em verificar a eficacia da vacina DTP em
promover o “clearence” bacteriano em pulmdes de camundongos NIH.
(ANOVA, p=0,00000879)

Estes resultados pelo método de DIN vao ao encontro dos resultados obtidos
pela vacina DTP no método de DIC (TABELA 3 e FIGURA 7) quanto a
demonstragcdo da capacidade da vacina DTP em conferir imunoprotecdo em

um modelo experimental “in vivo”.
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TABELA 8. Numeros de células viaveis (CFU) de Bordetella pertussis obtidas
de pulmdes de camundongos imunizados com a vacina pertussis celular (DTP)

1, 7 e 15 dias apos realizagao do desafio intranasal.

Grupos'
Camundongos-Vacina Numero de Bactérias Logio CFU
pertussis celular Dia 1 Dia 7 Dia 15
DTP1 3,62 1,67 1,80
DTP2 4,79 3,78 2,77
DTP3 4,20 3,84 0,00
DTP4 4,76 3,88 0,00
DTP5 4,20 3,84 3,77
DTP6 4,30 2,91 2,47
DTP7 3,95 2,85 0,00
DTP8 4,25 2,91 1,00
DTP9 4,65 3,40 2,30
DTP Médio 4,30+0,38 3,23+0,73 1,56+1,38

'Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 por tempo).
ANCOVA, p=0,2342.

ANOVA, dias 1 X 7 X 15, p=0,0000087.

Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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FIGURA 10. Grafico representativo das variagdes nos numeros de bactérias
viaveis (CFU) obtidas de pulmdes de camundongos previamente imunizados
com a vacina pertussis celular, 1, 7 e 15 dias apods a realizacdo do desafio
intranasal. Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 por

tempo).

60



4.4 Ensaios De Desafio Intranasal (DIN) Em Grupos De Camundongos

Imunizados Com A Vacina Pertussis Acelular (DTP,).

Na TABELA 9 e FIGURA 11 estdo demonstrados os numeros de células
viaveis de Bordetella pertussis em grupos de camundongos vacinados com
vacina pertussis acelular (DTPa3 e DTPa4) independente da formulagdo. A
média de bactérias viaveis no primeiro dia apdés o DIN foi de 4,29Log10 CFU,
assemelhando-se aos numeros obtidos pelos grupos de camundongos controle
inoculados com solugdo salina (4,48Log10 CFU), vacina de referéncia
(4,03Log10 CFU) e vacina pertussis celular (DTP) (4,30Log10 CFU).
Independente da formulacdo da vacina, no sétimo dia apos o DIN a média de
bactérias viaveis sofreu uma redugao de 3,96Log10 CFU e no décimo quinto
dia de 2,44Log10 CFU.

(ANOVA, p=0,000349)

As correlagbes dos resultados obtidos entre os diversos ensaios realizados
com os diferentes produtos estdo presentes na TABELA 10. Observa-se que
dentro de cada grupo (controle salina, vacina referéncia, DTP e DTPa3) os
resultados dos diversos ensaios foram significativamente semelhantes pela
Analise de Covariancia (ANCOVA, p>0,05) demonstrando, assim, a
consisténcia do modelo utilizado. A analise estatistica (TABELA 10)
demonstrou semelhanga entre os resultados obtidos pelos grupos de
camundongos (DTPA 1 a DTPa 9), ressaltando a capacidade deste método
experimental em verificar a eficacia da vacina pertussis acelular em promover o
“clearence” bacteriano.

(ANCOVA, p=0,063)
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TABELA 9. Numeros de células viaveis (CFU) de Bordetella pertussis obtidos
de pulmdes de camundongos previamente imunizados com a vacina pertussis

acelular (DTPa) 1, 7 e 15 dias ap0ds realizagao do desafio intranasal.

Grupos'
Camundongos-Vacina Numero de bactérias Log;o CFU
pertussis acelular Dia 1 Dia 7 Dia 15
DTPA 1 3,49 3,66 0,00
DTPA 2 4,09 3,61 3,05
DTPA 3 5,14 3,38 2,00
DTPA 4 4,16 4,72 2,15
DTPA 5 4,14 4,49 3,00
DTP, 6 3,62 3,69 2,82
DTPA 7 5,08 4,79 4,08
DTPA 8 4,42 3,19 1,15
DTPA 9 4,54 4,18 3,78
DTP, Médio 4,29+0,56 3,96+0,59 2,44+1,28

'Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 por tempo).
ANCOVA, p=0,063.

ANOVA, dias 1 X 7 X 15, p=0,000349.

Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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FIGURA 11. Grafico representativo das variagbes nos numeros de bactérias
viaveis (CFU) obtidas de pulmdes de camundongos previamente imunizados
com a vacina pertussis acelular, 1, 7 e 15 dias apds realizagdo do desafio
intranasal. Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 por

tempo).
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TABELA 10. Correlacdao dos resultados obtidos por produto utilizado nos

ensaios de DIN.

Produto Valor de p
Controle Salina 0,1919
Vacina de Referéncia 0,5424
DTP 0,2342
DTPa 0,06362
DTPA3 0,2779

DTP,vacina pertussis celular; DTPa,vacina pertussis acelular; DTPA3,vacina pertussis acelular

de 3 componentes.

ANCOVA, p >0,05.
Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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Na TABELA 11 observamos os resultados médios de células de Bordetella
pertussis viaveis em grupos de camundongos imunizados com a vacina
pertussis acelular de trés componentes (DTPa3). A contagem no dia 1 pos-
desafio intranasal foi de 4,27Log10 CFU com consequente redugdo para
3,71Log10 CFU no sétimo dia e para 1,67Log10 CFU no décimo quinto dia
apo6s o DIN. A FIGURA 12 ilustra a eficacia da vacina pertussis acelular
(DTPA3) na promogédo do “clearence” pulmonar em camundongos e a
capacidade do método de DIN em verificar esta eficacia (Vide TABELA 10).
(ANCOVA, p=0,2779)

Na TABELA 12 temos os resultados de células viaveis obtidas apos o DIN em
grupos de camundongos imunizados com a vacina pertussis acelular de quatro
componentes (DTPa4) onde entre os dias 1 e 7 apés o DIN foi observada uma
reducao no numero de CFU de 4,34Log10 CFU para 4,28Log10 CFU e entre
os dias 7 e 15 a reducao foi de 4,34Log10 CFU para 3,42Log10 CFU (Vide
TABELA 10).

A FIGURA 13 demonstra a capacidade do método de DIN em verificar a
reduzida eficacia da vacina DTPa4 em promover o “clearence” bacteriano em

pulmdes de camundongos.
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TABELA 11. Numeros de células viaveis (CFU) de Bordetella pertussis obtidas
de pulmdes de camundongos previamente imunizados com a vacina pertussis

acelular 3 componentes (DTPa3) 1, 7 e 15 dias apds realizagdo do desafio

intranasal.

Grupos'
Camundongos-Vacina Numero de bactérias Logio CFU
pertussis acelular 3 Dia 1 Dia 7 Dia 15
componentes
DTPA3-1 3,49 3,66 0,00
DTPA3-2 4,09 3,61 3,05
DTPA3-3 5,14 3,38 2,00
DTPA3-4 4,16 4,72 2,15
DTPA3-5 4,48 3,19 1,15
DTPA3 Médio 4,27+0,59 3,71+0,21 1,67+1,15

'Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 por tempo).
ANCOVA, p=0,2779.

Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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FIGURA 12. Grafico representativo das variagbes nos numeros de bactérias
viaveis (CFU) obtidas de pulmdes de camundongos previamente imunizados
com a vacina pertussis acelular 3 componentes (DTPa3), 1, 7 e 15 dias apos
realizacaéo do desafio intranasal. Desafio intranasal realizado com grupos de 12

camundongos (3 por tempo).
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TABELA 12. Numeros de células viaveis (CFU) de Bordetella pertussis obtidos
de pulmdes de camundongos imunizados com a vacina pertussis acelular 4

componentes (DTPa4) 1, 7 e 15 dias ap6s realizacdo do desafio intranasal.

Grupos'
Camundongos-Vacina Numero de bactérias Log;o CFU
referéncia DIA 1 DIA7 DIA 15
DTPA4 1 4,14 4,49 3,00
DTPA4 2 3,62 3,69 2,82
DTPA4 3 5,08 4,79 4,08
DTPA4 4 4,54 4,18 3,78
DTPA4 Médio 4,34+0,61 4,28+0,48 3,42+0,60

"Desafio intranasal realizado com grupos de 12 camundongos (3 em cada tempo).
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FIGURA 13. Grafico representativo das variagbes nos numeros de bactérias
viaveis (CFU) obtidos de pulmdes de camundongos previamente imunizados
com a vacina pertussis acelular 4 componentes (DTPa4), 1, 7 e 15 dias apos
realizagdo do desafio intranasal. Desafio intranasal realizado com grupos de 12

camundongos (3 por tempo).
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4.5 Comparacgao Dos Resultados Dos Ensaios De DIN Obtidos Em Grupos
De Camundongos Controle Salina, Vacina De Referéncia, DTP E DTPa.

A comparagao da capacidade de eliminacido de bactéria dos pulmdes pelos
grupos de camundongos inoculados com solugéo salina fisiolégica (controle),
vacina pertussis de referéncia, vacina pertussis celular (DTP) e vacina
pertussis acelular (DTPp) estd demonstrada na TABELA 13 e FIGURA 14.
Foram observados valores semelhantes no primeiro dia apds o DIN. Diferentes
atividades podem ser detectadas nas afericdes realizadas nos dias 7 e 15 apds
o DIN. Os resultados apresentados pelas vacinas pertussis acelulares (DTPa3
e DTPa4) demonstraram diferentes perfis quanto a capacidade promover o
“clearence” bacteriano.

Os resultados da analise estatistica estdo apresentados na TABELA 15.
Diferencas significativas foram observadas entre os resultados do ensaio de
DIN da vacina DTPa4 e as demais formulagbes (Vacina de Referéncia (p=0);
DTP (p=0,02); DTPa3 (p=0,029)) pelo teste de ANOVA.

O reduzido desempenho da vacina DTPa4 no ensaio de DIN fez com que seus
resultados se aproximassem dos resultados obtidos por grupos de
camundongos controle (inoculados com solugao salina).

(ANOVA, p=0,26)
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TABELA 13. Resultados médios dos numeros de células viaveis (CFU) de
Bordetella pertussis obtidos de pulmbdes de camundongos previamente

inoculados com solucdo salina, vacina pertussis de referéncia, vacina DTP e

vacina DTPa.
1 Dia 7 Dias 15 Dias
Controle Salina 4,48 4,46 3,83
Vacina de Referéncia 4,03 2,95 0,12
DTP 4,30 3,23 1,57
DTP4 4,30 3,97 2,45

DTP, vacina pertussis celular; DTP, vacina pertussis acelular.
A Vacina de Referéncia lote 10/FDA foi estabelecida em 10 Unidades Internacionais.
Valores expressos em Log4o de Unidade Formadora de Coldnia (CFU).
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FIGURA 14. Grafico representativo das médias das variagdes nos numeros de
bactérias viaveis (CFU) obtidas de pulmbes de camundongos previamente
inoculados com solugdo salina, vacina pertussis de referéncia, vacina DTP e
vacina DTPa, 1, 7 e 15 dias apds o DIN. DTP, vacina pertussis celular; DTPa,
vacina pertussis acelular. A Vacina de Referéncia lote 10/FDA foi estabelecida
em 10 Unidades Internacionais. Valores expressos em Log10 de Unidade
Formadora de Colbnia (CFU). Desafio intranasal realizado com grupos de 12

camundongos (3 por tempo).
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Na TABELA 14 e FIGURA 15 temos a comparacdo da capacidade de
eliminagdo de bactéria dos pulmdes por parte de grupos de camundongos
inoculados com solugdo salina fisiologica (controle), vacina pertussis de
referéncia, vacina pertussis celular (DTP) e vacina pertussis acelular de trés e
de quatro componentes (DTPA3 e DTPa4) separadamente devido a clara
diferenga nos resultados apresentados pelas mesmas no modelo de DIN.
Destacamos que as diferencas nos valores de bactérias viaveis entre os grupos
inoculados com as preparacdes sao evidentes somente a partir do dia 7 apds o
DIN atingindo niveis mais acentuados no décimo quinto dia apds o desafio
intranasal.

Na TABELA 15 temos as correlagdes entre os resultados obtidos pelos
produtos testados pelo ensaio de DIN. Desta forma podemos verificar os
diferentes niveis de atividade das vacinas testadas quanto a capacidade de
promover o “clearence” pulmonar bem como a habilidade do modelo em

discriminar estes produtos analisados.
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TABELA 14. Resultados médios dos numeros de células viaveis (CFU) de
Bordetella pertussis obtidos de pulmbdes de camundongos previamente
inoculados com solucdo salina, vacina pertussis de referéncia, vacina DTP e
vacina DTPa3 e DTPaA4.

1 Dia 7 Dias 15 Dias
Controle Salina 4,48 4,46 3,83
Vacina de Referéncia 4,03 2,95 0,12
DTP 4,30 3,23 1,57
DTPA3 4,26 3,41 1,67
DTPA4 4,34 4,13 3,42

DTP, vacina pertussis celular; DTP,3, vacina pertussis acelular de 3 componentes; DTPa4,
vacina pertussis acelular de 4 componentes.

A Vacina de Referéncia lote 10/FDA foi estabelecida em 10 Unidades Internacionais.

Valores expressos em Log,, de Unidade Formadora de Coldnia (CFU).
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FIGURA 15. Grafico representativo das variagbes médias dos numeros de
bactérias viaveis (Log10 CFU) de grupos de camundongos inoculados com
solucdo salina, vacina pertussis de referéncia, vacina pertussis celular, vacina
pertussis acelular de trés componentes e vacina acelular de quatro
componentes no ensaio de desafio intranasal. DTP, vacina pertussis celular;
DTPa3, vacina pertussis acelular de 3 componentes; DTPa4, vacina pertussis
acelular de 4 componentes. A Vacina de Referéncia lote 10/FDA foi
estabelecida em 10 Unidades Internacionais. Valores expressos em Log10 de
Unidade Formadora de Colonia (CFU).
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TABELA 15. Andlise estatistica pelo teste de ANOVA (p>0,05) dos resultados
dos ensaios de DIN entre os grupos de camundongos inoculados com solugéo

salina, vacina pertussis de referéncia, vacina DTP, vacina DTPa3 e DTPa4.

Celular DTPa DTPA3 DTP4 Salina
Controle Salina  0,000195 0,006783  0,000287 0,260036 0,000000
Referéncia 0,0999 0,000001 0,0021 0,000000 0,000000

Celular 0,1817 0,791651 0,0286  0,000195
DTPa 0,717 0,0709  0,006783
DTPA3 0,02945 0,000287
DTP4 0,260036

DTP, vacina pertussis celular; DTP,, vacina pertussis acelular; DTPA3, vacina pertussis acelular
de 3 componentes; DTPa4, vacina pertussis acelular de 4 componentes.
Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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4.6 Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA) Utilizando Soros De Camundongos

de Linhagens Diferentes.

Avaliacdo da producdo de anticorpos através do teste de ELISA em soros de
camundongos de diferentes linhagens imunizados com vacina pertussis celular
de referéncia — Lote 10/FDA.

Os dados apresentados na FIGURA 16 demonstram variagcdes dos niveis de
anticorpos produzidos por camundongos suigos albinos das linhagens NIH —
National Institute of Health e SW — Swiss Webster (CECAL) imunizados com a
Vacina de Referéncia Lote 10/FDA quando analisados através do teste ELISA.
A anadlise estatistica dos dados (TABELA 16) demonstrou uma maior
capacidade de producdo de anticorpos contra a vacina de referéncia nos
camundongos da linhagem NHI (76,34%).

(ANOVA, p<0,000266)
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FIGURA 16. Grafico representativo das variacbes dos niveis de anticorpos

produzidos por camundongos suigos albinos das linhagens NIH — National

Institute of Health e SW — Swiss Webster observadas através do teste ELISA.

Quatro ensaios realizados em paralelo, utilizando grupos de 15 camundongos

imunizados com 1,0 Ul/dose da Vacina de Referéncia Lote 10/FDA. NIH,

National Institute of Health; SW, Swiss Webster. Ensaios realizados em

paralelo utilizando a Vacina de Referéncia Lote 10/FDA.
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TABELA 16. Diferengas nos niveis de anticorpos produzidos por camundongos
suicos albinos das linhagens NIH — National Institute of Health e SW — Swiss

Webster detectadas através do teste ELISA.

Resultados dos testes ELISA

Linhagem dos (Densidade otica em A = 450 nm)

camundongos  Ensaio | Ensaio Il Ensaio Il Ensaio IV MEDIA + SD
NIH 2,12 1,39 2,10 1,82 1,86 + 0,33
SwW 0,28 0,44 0,64 0,40 0,44 +0,15

SD, desvio padrao.

Experimentos realizados em quadruplicata, utilizando grupos de 15 camundongos imunizados
com 1,0 Ul/dose da Vacina de Referéncia Lote 10/FDA.

ANOVA, p=0,000260; Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.

79



4.7 Ensaios De ELISA Com Soros Em Camundongos NIH Imunizados Com
Vacina Pertussis Celular (DTP)

Na FIGURA 17 e nas TABELAS 17 e 18 estdo apresentados os resultados em
Ul/mL dos ensaios de ELISA realizados com soros de camundongos
imunizados com seis lotes diferentes (A — F) de vacina pertussis celular (DTP).
A poténcia média dos lotes de vacina DTP foi superior a 8,0 Ul/mL e variou
entre 9,36 Ul/mL e 11,36 Ul/mL, sem diferencgas estatisticas entre estes.
(ANOVA, p=0,769101).

Os resultados demonstraram a repetibilidade (ANOVA, p>0,05) e a capacidade
do ensaio ELISA em atestar niveis de eficacia da vacina pertussis celular DTP

frente a vacina de referéncia Lote 10/FDA.
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FIGURA 17. Potencias médias (Ul/mL) de cada lote de vacina pertussis celular
(DTP) determinados através do ensaio de ELISA em relagdo a vacina de
referéncia lote 10/FDA estabelecida em 10 Unidades Internacionais. Ensaios
de ELISA realizados em triplicata utilizando soros de 15 camundongos sui¢os

albinos da linhagem NIH imunizados com cada lote de vacina DTP.
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TABELA 17. Poténcia' média (M), maxima (LS) e minima (LI) de cada lote
de vacina pertussis celular (DTP) avaliada pelo teste ELISA.

Poténcia dos lotes de vacina DTP

Lotes (Ul/mL)
DTP Ensaio | Ensaio Il Ensaio
M LS LI M LS LI M LS LI

A 11,10 39,66 3,18 10,37 42,00 2,54 8,79 42,40 0,90
B 9,49 33,31 2,68 9,48 38,00 2,28 11,29 1748 7,35
C 10,20 25,00 4,03 11,72 49,00 2,96 12,37 58,00 2,81
D 10,21 25,00 4,08 11,73 49,00 2,97 10,13 46,00 2,23
E 9,95 92,00 1,07 12,96 48,00 2,72 11,17 34,68 3,75
F 10,82 27,00 4,34 8,82 35,00 1,33 8,44 26,68 2,58

'Eficacia de DTP expressos em Unidades Internacionais definidas a partir da Vacina de

Referéncia — Lote 10/FDA (10 Ul).

Ensaios de ELISA realizados em ftriplicata utilizando soros de 15 camundongos suigos

albinos da linhagem NIH imunizados com cada lote de vacina DTP.

ANOVA, p=0,769101. Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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TABELA 18. Poténcias de diferentes lotes de vacina pertussis celular (DTP)

avaliadas pelo teste ELISA.

Ensaios Poténcia dos lotes de vacina DTP
ELISA (Ul/mL)
A B C D E F
| 11,03 11,29 10,19 10,21 9,94 10,82
1 10,37 9,47 11,72 11,73 11,17 8,82
1 8,78 9,49 12,37 10,13 12,96 8,44

MEDIA +SD"  10,06+1,15  10,08+1,04 11,42+1,11 10,69+0,90 11,36+1,51 9,36+1,27

'Desvio Padrao

Os resultados expressos em Ul/mL foram calculados em relagdo a Vacina de
Referéncia, estabelecida em 10 Ul.

Ensaios de ELISA realizados em triplicata utilizando soros de 15 camundongos
suicos albinos (5 por diluigdo) da linhagem NIH imunizados com cada lote de vacina

DTP.

ANOVA, p=0,769101. Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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4.8 Anadlise Comparativa Entre Os Resultados Dos Ensaios ELISA E De
Desafio Intracerebral (DIC) Em Camundongos Imunizados Com Vacina
Pertussis Celular (DTP).

Foram observadas variagcdes intralaboratoriais nos resultados obtidos com as
diferentes preparacoes (lotes) de DTP (TABELA 17) a semelhanca do
observado nos ensaios DIC (TABELA 4).

A capacidade de imunoprotecao (> 8 Ul/mL) de DTP foi observada em todos os
lotes testados através de ambos os testes ELISA e DIC (FIGURA 18). A
capacidade de imunoprotecao (> 8 Ul/mL) dos lotes de DTP, variou entre 8,42
a 16,40 Ul e 11,39 Ul a 14,18 Ul/mL nos ensaios DIC-Produtor e DIC-Teste,
respectivamente; entre 8,44 Ul/mL e 12,37 Ul/mL nos ensaios de ELISA.
Conforme apresentado na TABELA 19, a analise estatistica demonstrou haver
correlagao entre os dados obtidos pelos métodos Elisa e DIC de analise de

poténcia de vacina pertussis celular. (ANOVA, p>0,247091)
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FIGURA 18. Grafico representativo dos resultados médios dos ensaios de
ELISA e de desafio intracerebral (DIC) em camundongos imunizados com
vacina pertussis celular (DTP). A Vacina de Referéncia lote 10/FDA foi
estabelecida em 10 Unidades Internacionais. 'Resultados fornecidos pelo Setor
de Controle de Qualidade do Instituto Butantan — SP. ANOVA, p=0,247091.
Programa Statistica for Windows — Release 4.0 - ©Statsoft Inc. 1993.
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TABELA 19. Analise estatistica pelo teste de ANOVA' dos resultados dos
Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA) e de Desafio Intracerebral em

camundongos imunizados com vacina pertussis celular (DTP).

Ensaios comparados Valores de p
ELISAL llelll 0,769101
DIC Teste e Produtor 0,847667
DIC-Teste, DIC-Produtor e ELISA 0,247091

'ANOVA, analise de variancia p<0,05; Programa Statistica for Windows — Release 4.0 -
©Statsoft Inc. 1993
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4.9 Ensaios De ELISA Com Soros Em Camundongos NIH Imunizados Com
Vacina Pertussis Acelular (DTP,) Frente A Vacina De Referéncia — Lote
10/FDA.

Os resultados dos testes de ELISA, realizados em triplicata, com soros de
camundongos imunizados com dois lotes de vacina pertussis acelular (DTPa)
estdo apresentados nas TABELA 20 e TABELA 21. Ocorreram variagoes
significativas entre os resultados obtidos nos ensaios realizados com a vacina
DTPa3 e a vacina DTPa4.
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TABELA 20. Poténcia' média (M), maxima (LS) e minima (LI) de cada lote

de vacina pertussis acelular (DTP,) avaliada pelo teste ELISA.

Poténcia dos lotes de vacina DTP4

Lotes (Ul/mL)
DTPa Ensaio | Ensaio Il Ensaio Il

M LS LI M LS LI M LS LI
DTPA3 12,23 197 1,11 10,40 50 2,21 9,26 123 0,59
DTPA4 6,13 38 0,75 7,0 44 0,9 6,93 44 0,89

DTPA3, vacina pertussis acelular de trés componentes; DTPa4, vacina pertussis acelular de

quatro componentes.

'Eficacia de DTP expressos em Unidades Internacionais (Ul/mL) definidas a partir da Vacina de
Referéncia — Lote 10/FDA (10 UlI).

Ensaios de ELISA realizados em triplicata utilizando soros de 15 camundongos suigos albinos
da linhagem NIH imunizados com cada lote de vacina DTPa.
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TABELA 21. Poténcias de diferentes lotes de vacina pertussis acelular (DTPa)

avaliadas pelo teste ELISA.

Poténcia dos lotes de vacina DTP,

Ensaios (Ul/mL)
ELISA DTPA3 DTP4
[ 12,23 6,13
I 10,41 7,01
1l 9,26 6,93
MEDIA +SD' 10,63+1,33 6,69+0,48

DTPA3, vacina pertussis acelular de trés componentes; DTPa4, vacina pertussis acelular de
quatro componentes.

'Desvio Padrao

Os resultados expressos em Ul/mL foram calculados em relagdo a Vacina de Referéncia Lote
10/FDA, estabelecida em 10 UI.

Ensaios de ELISA realizados em ftriplicata utilizando soros de 15 camundongos suicos albinos da
linhagem NIH imunizados com cada lote de vacina DTPa.

ANOVA, p=0,012185.
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4.10 Analise Estatistica Realizada Pelo Teste De ANOVA Dos Resultados

Dos Ensaios ELISA Com Diferentes Produtos

Os resultados apresentados na FIGURA 19 e na TABELA 22 demonstraram
ineficacia da vacina DTPa4 (< 8 Ul/mL) quando avaliada pelo ELISA, enquanto
a DTPa3 apresentou eficacia semelhante as vacinas pertussis celulares DTP
frente a vacina de referéncia Lote 10/FDA.

Na TABELA 23 estido apresentados os resultados da analise estatistica
realizada pelo teste de ANOVA dos resultados obtidos pelo ELISA nos
diferentes produtos analisados. Os lotes de vacina DTPA3 e DTPa4, de
composic¢des distintas, apresentaram resultados significativamente diferentes
(p=0,012185). Quando desconsiderada a origem da vacina acelular, a eficacia
foi estatisticamente diferente a observada para a vacina pertussis celular DTP
(p=0,021219).

Quando analisados os resultados obtidos pela vacina DTPa3, a eficacia foi
significativamente semelhante a da vacina DTP (p=0,90057). A vacina DTPA4
apresentou resultados estatisticamente diferentes aos da vacina DTP
(p=0,00073) sugerindo, assim, sua ineficacia (6,69 Ul/mL) na avaliagao através
do ensaio de ELISA, a semelhanca do observado através do ensaio de DIN
(TABELA 14 e FIGURA 15).
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FIGURA 19. Potencias médias dos lotes de vacinas pertussis acelulares
(DTPaA3 e DTPa4), Vacinas celulares DTP e de Referéncia lote 10/FDA
avaliadas pelo teste ELISA. Ensaios de ELISA realizados em triplicata
utiizando soros de 15 camundongos suicos albinos da linhagem NIH
imunizados com cada lote de vacina DTP. DTPa3, vacina pertussis acelular de

trés componentes; DTPa4, vacina pertussis acelular de quatro componentes.
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TABELA 22. Poténcia da vacina pertussis celular (DTP4) avaliadas pelo teste
ELISA.

Vacina pertussis Poténcia' (Ul/mL)
DTPA3 10,75 +1,34
DTP4 6,69 +0,48

DTP 10,43 0,74
Referéncia 10,00 +0,00

DTPa3, vacina pertussis acelular de trés componentes; DTPs4, vacina pertussis acelular de
quatro componentes; DTP, vacina pertussis celular.

'Média + Desvio Padrao.

Os resultados expressos em Ul/mL foram calculados em relacédo a Vacina de Referéncia Lote
10/FDA, estabelecida em 10 UL.

Ensaios de ELISA realizados em triplicata utilizando soros de 15 camundongos suigos albinos
da linhagem NIH imunizados com cada lote de vacina DTPa.
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TABELA 23. Analise estatistica pelo teste de ANOVA dos resultados dos

ensaios ELISA realizados com os diferentes produtos.

Produtos Comparados Valores de p
DTP x DTP4 0,021219
DTP x DTPA3 0,900572
DTP x DTPJ4 0,000073
DTPA3 x DTPA4 0,012185

DTPa3, vacina pertussis acelular de trés componentes; DTPs4, vacina pertussis acelular de

quatro componentes.
ANOVA, anadlise de varidncia p<0,05; Programa Statistica for Windows — Release 4.0 -

©Statsoft Inc. 1993.
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5 DISCUSSAO

5.1 Desafio Intracerebral (DIC)

De acordo com reunido entre produtores e comité de expertos da OMS,
realizada em novembro de 1998, esta identificada a necessidade de se buscar
uma nova metodologia que ateste a atividade imunogénica de novas
formulagdes de vacinas pertussis acelulares e de novas formulagdes sem a
participacao de estudos clinicos complementares.

No momento, seria antiético realizar estudos clinicos com as novas
formulagdes propostas a cada ano ja que se encontram disponiveis vacinas
reconhecidamente eficazes e seguras no mercado. Isto enfatiza a necessidade
de se buscar um modelo experimental animal que demonstre correlagdo com
eficacia em campo e traga maiores informacbes sobre os mecanismos e
agentes envolvidos na doenga em humanos.

Apesar do sucesso no uso da vacina pertussis celular e de resultados
encorajadores em estudos clinicos realizados com vacinas acelulares, os
mecanismos de indugao de prote¢ao contra a coqueluche permanecem sem o
completo entendimento.

Por envolver mecanismos de imunidade humoral e celular durante a infec¢ao
por B. pertussis, ensaios soroldgicos ndo mostram clara correlagdo em estudos
clinicos realizados.

Em nossos estudos percebemos a existéncia de variagdes intra e
interlaboratoriais quanto aos resultados obtidos pelo método de DIC e o
aumento do numero de notificagdes ocorrido nos ultimos vinte anos,
principalmente, reforca a busca de modelos experimentais que assegurem a
qualidade das vacinas disponiveis no mercado.

Guiso (1999a) cita que lotes de vacina DTP consideradas satisfatorias pelo
teste de DIC n&o confirmaram sua eficacia em estudos clinicos realizados.

O desafio intracerebral continuou a ser o mais confiavel método disponivel para
o controle lote a lote da potencia do componente pertussis em vacinas
celulares (Corbel, 1999b).
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5.2 Desafio Intranasal (DIN)

Assim como Corbel (1999b) e Guiso (1999a), nossos experimentos realizados
com o método de DIN também demonstraram uma eficacia superior da vacina
celular frente as acelulares e que diferengas acentuadas foram percebidas
quanto a capacidade das diferentes vacinas acelulares em promover o
“clearence” bacteriano em camundongos. Nos nossos resultados observamos a
acentuada diferenca de atividade, no método analisado, entre a vacina
pertussis acelular de trés componentes e a de quatro componentes.

A repetibilidade dos resultados obtidos entre os ensaios realizados com cada
produto (vacina de referéncia, vacina pertussis celular, vacina pertussis
acelular e controle salina) demonstra a capacidade do ensaio em analisar a
eficacia destas preparagdes abordadas neste estudo.

Observamos, ainda, a capacidade do modelo em discriminar os produtos
analisados segundo seu grau de efetividade no “clearence” pulmonar
denotando sua utilidade na busca de vacinas seguras e eficazes. Outro fator
relevante € a capacidade do método de DIN em analisar vacinas pertussis
acelulares ja que nao ha, até o momento, método preconizado pelos diversos
orgaos normativos tais como OMS, FDA, Farmacopéias etc.

Na discussao entre produtores e comité de expertos da OMS foi abordada a
capacidade do modelo em discriminar as diferentes formulagées, bem como
sua repetibilidade e aplicabilidade na afericdo da eficacia de novas
preparagdes, sejam elas celulares ou acelulares (Corbel, 1999b).

Em nossos experimentos verificamos, inicialmente, dificuldades em expressar o
grau de eficacia das preparagbes analisadas pelo método de DIN mas a
representacao final sob forma de grafico deixa claro que o modelo é capaz de
diferir os diversos produtos analisados. Esta dificuldade também ja foi pontuada
pelo comitt da OMS e estdo sendo empreendidos esforgos no sentido
quantificar a potencia de cada vacina frente a uma vacina de referéncia.

Em concordéncia com os nossos resultados, Guiso (1999a) atesta que o
meétodo de DIN é relativamente simples, acurado, com alta repetibilidade sendo
possivel seu uso para avaliacdo de novas formulagcdes além de possiveis
alteragdes em equipamentos, cepa vacinal e metodologias utilizadas. Outro uso
descrito para este método seria a verificagdo da atividade da vacina frente a

cepas circulantes na populacéo.
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Mills (1998) verificou que o numero de bactérias viaveis nos pulmbes de
camundongos controle (inoculados com solugdo salina fisiologia) aumenta
desde o desafio via intranasal até o sétimo dias, decaindo lentamente, entéo,
até a total eliminacdo por volta do quadragésimo dia pds-desafio, fato este
também verificado em nossos experimentos envolvendo camundongos
controle. O autor relata que para diminuir a colonizagao pelo método de DIN os
anticorpos contra toxina pertussis, pertactina e fimbrias sdo importantes mas
para a total eliminagdo da infecgdo em camundongos, e necessaria a
opsonizacdo de macréfagos reafirmando, assim a participagdo ,em conjunto
das imunidades humoral e celular.

Apesar dos resultados obtidos neste modelo permanece a necessidade de
vacinas de referéncias (celular e acelular, de acordo com sua composi¢ao)
estabelecida por este método e que tenha demonstrado eficacia em estudos de

campo.

5.3 ELISA

Na literatura - 6rgdos normativos nacionais e internacionais - € indicada a
necessidade de se utilizar camundongos albino-suigos susceptiveis a
coqueluche.

Em nossos experimentos, realizados com o método de ELISA, fica clara a
diferenca na producéo de anticorpos entre as duas linhagens de camundongos
utilizadas (Swiss-Webster e NIH) onde a linhagem NIH é utilizada largamente
por laboratorios produtores e controladores para testes de eficacia e seguranga
(toxicidade especifica) envolvendo o componente pertussis da vacina triplice
DTP.

Segundo Ark (2000) o ensaio de ELISA possui alta reprodutibilidade, reduz o
numero de animais utilizados, diminui o estresse animal durante o ensaio além
de seus resultados correlacionarem bem com os resultados obtidos pelo ensaio
de DIC. Estas observagdes vao ao encontro do que foi observado por nés em
nossos experimentos realizados com o teste de ELISA.

Outra observacao de Ark € que por possuir varios antigenos de superficie, o
teste de ELISA realizado separadamente para cada antigeno purificado

disponivel da B. pertussis nao seria o ideal e o fato de em nossos testes
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termos recoberto as placas, a serem utilizadas nos ensaios, com a bactéria
completa reforgaria a metodologia utilizada por nés.

O método de ELISA mostrou repetibilidade tanto em vacinas pertussis celulares
quanto acelulares, além de mostrar que possui capacidade de discriminar
produtos de origem e composi¢ao diferentes. Assim como o ensaio de DIN, o
teste de ELISA foi capaz de observar uma reduzida eficacia da vacina pertussis
acelular de quatro componentes frente as outras preparacdes ensaiadas (DTP
e DTPa3).

A repetibilidade dos resultados obtidos entre os ensaios realizados com cada
produto (vacina de referéncia, vacina pertussis celular, vacina pertussis
acelular e controle salina) demonstra a capacidade do ensaio em analisar a
eficacia destas preparacdes abordadas neste estudo.

Nossos resultados, neste modelo, denotam uma maior eficacia da vacina
acelular de trés componentes do que a apresentada pela vacina pertussis
celular, ao contrario do que ocorreu no modelo de desafio intranasal. Este fato
foi anteriormente descrito por Watanabe (2002a) onde a vacina celular
demonstrou um “clearence” bacteriano mais efetivo que a vacina acelular
porém com inducdo de producdo de anticorpos aferida pelo teste de ELISA
inferior ao da vacina acelular.

Apesar dos resultados obtidos neste modelo permanece a necessidade de
vacinas de referéncias (celular e acelular, de acordo com sua composi¢ao)
estabelecida por este método e que tenha demonstrado eficacia em estudos de

campo.
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6 CONCLUSOES

O ensaio de desafio intranasal (DIN) mostrou ser util para avaliagdo da eficacia
de vacinas acelulares, proporcionando um menor estresse ao animal se
comparado ao método de desafio Intracerebral (DIC).

O ensaio de DIN conseguiu diferenciar as duas composicbes de vacinas
pertussis acelulares quanto a efetividade de promocdo do “clearence”
pulmonar, mostrando que a vacina acelular de trés componentes possui
eficacia superior a de quatro componentes que pode ser explicado pela
concentracdo dos antigenos ser, em meédia, trés vezes superior na de vacina
de trés componentes. O método de ELISA também foi capaz de diferenciar a
menor eficacia da vacina acelular de quatro componentes frente a de trés
componentes que como no método de DIN mostrou eficacia semelhante a da
vacina pertussis celular.

A selecao e as condi¢des de cultivo da cepa desafio a ser utilizada, de modo a
obter o maximo de expressdo de suas toxinas e adesinas, sdo condi¢cdoes
primordiais para se obter uma infecgdo consistente e homogénea dos
camundongos pelo método de DIN.

Através do método de DIN é possivel avaliar a eficacia de cada componente,
bem como sua concentragcdo ideal, das vacinas acelulares disponiveis bem
como de futuras formulagdes.

Através deste método de DIN seria possivel verificar a agdo das vacinas
disponiveis no mercado frente a diferentes cepas de B. pertussis que estejam
circulando na populagéo.

Através dos dois métodos avaliados neste estudo € possivel uma consideravel
reducdo do numero de animais de laboratérios a serem utilizados na avaliagao
da eficacia da vacina pertussis, além de sua aplicabilidade ao controle de
vacinas pertussis acelulares.

A vacina pertussis celular demonstrou maior eficacia, pelo método de desafio
intranasal (DIN), que a vacina pertussis acelular, seja ela de trés ou de quatro
componentes.

A vacina pertussis acelular de trés componentes demonstrou maior eficacia,
pelo método de ELISA, que a vacina pertussis celular e a vacina acelular de

quatro componentes.
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Ambos os ensaios abordados neste estudo mostraram utilidade, podendo ser
aproveitados na verificacdo de consisténcia de producao lote a lote, ensaios
pré-licenciamento, além de trazer contribuicbes para o melhor entendimento
dos componentes envolvidos nos mecanismos de infeccdo e de resposta imune

a infeccao por B. pertussis.
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