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RESUMO: A coqueluche ¢ uma doenga infecciosa aguda, transmissivel, com predilecdo pelo trato respiratdrio, caracterizada por paroxis-
mos de tosse seca e considerada uma importante causa de morbidade e mortalidade infantil. A resposta imunologica humoral e celular do
hospedeiro promove a contencdo da infecgdo, pois essas respostas se caracterizam como importantes linhas de defesa durante a infeccdo e
colonizagdo da bactéria. Dessa forma, esta revisao bibliografica procurou descrever os mecanismos mais eficazes de resposta imune contra
Bordetella pertussis e abordar os mecanismos de evasdo utilizados pelo patégeno.
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IMMUNE RESPONSE EFFECTOR MECHANISMS TO Bordetella pertussis INFECTION

ABSTRACT: Pertussis is a transmissible infectious disease with a predilection for the respiratory tract characterized by paroxysms of dry
cough. It is considered an important cause of child morbidity and mortality. The humoral and cellular immune responses of the host promote
the containment of the infection, and these responses are characterized as important lines of defense during infection and colonization of
the bacterium. Thus, this literature review sought to describe the most effective immune response mechanisms against Bordetella pertussis

and to address the avoidance mechanisms used by the pathogen.
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Introducao

A coqueluche ¢ uma doenga infecciosa aguda, trans-
missivel, com predilegao pelo trato respiratorio, caracteriza-
da por paroxismos de tosse seca e considerada uma impor-
tante causa de morbidade e mortalidade infantil (BRASIL,
2009). Trata-se de uma afeccdo altamente contagiosa (HEW-
LETT et al., 2014) e, por isso, torna os individuos suscetiveis
alvos potenciais para aquisi¢do da doenga (GIOVANNI et
al.,2015). Além disso, verifica-se que a coqueluche continua
sendo uma doenga de ocorréncia global, mesmo diante dos
programas de vacinagdo assegurados e eficazes. No entan-
to, as caracteristicas de viruléncia do agente etiologico sdo
responsaveis por sua invasao no trato respiratorio, que pode
em sua forma mais grave, evoluir para um quadro letal no
hospedeiro (AUSIELLO e CASSONE, 2014).

No século XX, foi estabelecido que essa enfermi-
dade afetava o homem devido a agdo de uma bactéria, sen-
do inicialmente denominada Haemophilus pertussis, porém,
atualmente, reclassificada como Bordetella pertussis. A bac-
téria foi primeiramente isolada em 1906, por Jules Bordet e
Octave Gengou, motivo pelo qual ¢ também conhecida como
bacilo de Bordet-Gengou (STANCIK, 2010).

Durante a década 80, no Brasil, foram notificados
cerca de 40 mil casos de coqueluche anualmente, tendo um
coeficiente de incidéncia maior do que 30/100.000 habitan-
tes (BRASIL, 2006). Apos a introdugao da vacina contra a
coqueluche no pais, uma brusca redu¢ao na ocorréncia da
doenga foi observada. Dados da WHO (2014) registram que
a infecg@o por B. pertussis ainda afeta paises em desenvol-
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vimento. No entanto, a partir de 1980, verificou-se que a po-
pulag@o vacinada subiu de 30% para 90%, e como resultado
desta imunizacdo, detectou-se reducdo dos indicadores de
infeccao de quase 2 milhdes para aproximadamente 161.500
casos ao ano. Com a utiliza¢do da vacina antipertussis, acre-
ditava-se que a incidéncia da morbidade permaneceria em
baixos niveis, ou até mesmo, poderia ser erradicada. Entre-
tanto, a doenca volta a dar sinais consistentes de infeccao,
mesmo com o uso da vacina DTP (Difteria, Tétano e Co-
queluche) introduzida no Brasil por volta de 1983 (BRASIL,
2003; TREVIZAN e COUTINHO, 2008).

O ressurgimento da sindrome coqueluche tem ge-
rado bastante preocupacdo em muitos paises, principalmen-
te entre os que apresentam altos niveis de vacinagdo. Hoje
em dia, questiona-se sobre a eficicia da vacina acelular e
seu espectro em controlar a doenga em nivel populacional,
assim como discorrem Burns ef al. (2014). Apesar da imu-
nizagdo contra a coqueluche acontecer desde os primeiros
anos de vida, estima-se que, haja atualmente, 50 milhdes de
casos com 300.000 mortes em todo o mundo (LIBSTER e
EDWARDS, 2012).

A resposta imunolégica do hospedeiro tem demons-
trado ser capaz de promover a protecdo contra a infec¢ao por
B. pertussis, desempenhando papel importante no controle e
colonizacao do patdgeno. Por outro lado, quando a resposta
nao ¢ eficiente, a colonizag@o da bactéria potencializa-se em
seu hospedeiro, e este tipo de infecgdo estd associada aos al-
tos indices de mortalidade. Os diferentes tipos de microrga-
nismos como, por exemplo, bactérias, fungos, virus entre ou-
tros, por sua vez, sao combatidos por diferentes componentes
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da resposta imune. Nesse caso, associam-se linhas de defesa
responsaveis por suprimir a infecg¢do causada por esses pato-
genos: imunidade inata, adaptativa celular ou humoral (MA-
CHADO et al., 2004).

Com base no aumento do niamero de casos da do-
enga que desafia o cenario vacinal do pais, comumente evi-
denciado pelos elevados indices epidemioldgicos significati-
vos, a presente revisdo bibliografica objetivou descrever os
mecanismos efetores da resposta imunologica do hospedeiro,
bem como, os mecanismos de evasdo da resposta imune pela
B. pertussis. Para tanto, realizou-se buscas bibliograficas em
plataformas digitais na internet, tais como: Science Direct,
Bireme, Lilacs e plataforma CAPES, que permitiram a sele-
¢do e analise dos artigos referente a proposta de estudo. Nao
houve restrigdes de cronologia ¢ idioma de publicagdo. As
estratégias utilizadas para inclusdo dos artigos neste estudo
foram artigos originais e de revisdo, publicados nas versoes
inglés e portugués, disponiveis por completo nas bases ele-
tronicas. O critério de exclusdo utilizado foi para artigos in-
completos.

Antecedentes historicos e taxonomia das espécies de Bor-
detella spp.

A denominag¢@o Bordetella foi proposta por J. Bor-
det e O. Gengou que descreveram a bactéria B. pertussis em
meados de 1906. Existem sete espécies que pertencem ao
género Bordetella, sendo quatro classificadas antigamente,
como B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica e B.
avium, ¢ trés espécies recentemente (B. hinzii, B. holmesii
e B. trematum) (MARTINS 2006; KONEMAN, 2008; RO-
SETTI, 2009; STANCIK, 2010).

Antigamente, diversos membros do género Bor-
detella foram classificados como pertencentes aos géneros
Haemophilus, Brucella ou Alcaligenes. Embora uma analise
filogenética baseada no sequenciamento do gene 16S rRNA
tenha demonstrado que B. pertussis, B. parapertussis, B.
bronchiseptica ¢ B. holmesii possuam uma estreita relagdo
filogenética entre si, a literatura ainda se refere como sendo
distintas as sete espécies, pois, existem diferencas genéti-
cas ¢ fenotipicas entre elas (TILLEY et al.,2007; LOEFFE-
LHOLZ, 2008).

Infeccdo por B.pertussis

A coqueluche, tosse convulsa, ou sindrome coque-
luchoide, se caracteriza como uma enfermidade de carater
infeccioso agudo e altamente contagiosa, causada pela bac-
téria Gram-negativa, aerobia, ndo esporulada, B. pertussis.
Atualmente, a coqueluche mostra-se como um relevante pro-
blema de saude publica por acometer principalmente faixa
etaria menor de um ano de idade (LUZ ef al., 2003).

Essa doenga é reconhecida como o resultado de uma
complexa interacdo entre B. pertussis ¢ seu hospedeiro, exis-
tindo diferentes adesinas e toxinas nesta associagdo. Estudos
realizados ao longo dos ultimos 15 anos tém revelado acom-
plexidade patogénica e sofisticada da tosse convulsa, que
envolve muitos fatores de viruléncia (LOCHT et al., 2001).

A transmissao ocorre principalmente por contato di-
reto, por meio do sujeito sintomatico para o sadio/suscetivel
por meio de goticulas de secrecdo, e o indireto, através do
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uso de fomites — este, por sua vez, ¢ menos frequente, pois
o0 agente etiologico possui dificuldade em sobreviver fora do
hospedeiro. Apos a infecg@o, a bactéria possui um periodo de
incubagdo, com duragdo média de 5-10 dias, variando de 1
a 3 semanas. A doenga caracteriza-se por crises paroxisticas
de tosse seca, evoluindo em trés fases sucessivas: fase catar-
ral, fase paroxistica e fase de convalescenga. Todos os sinto-
mas apresentados durante o periodo de incubagdo podem ser
classificados como classicos, ¢ ainda atipicos (ELIAS et al.,
2009; CASIMIRO et al., 2011).

A sindrome classica consiste de estagio catarral ou
prodromico, com dura¢do média de 1-2 semanas. O estagio
paroxistico tem duragdo de 1 a 6 semanas, e o estagio de
convalescenga pode variar de 2 semanas a varios meses. Os
sintomas no individuo durante a primeira semana podem ser
inespecificos, apresentando febre de baixa intensidade e cori-
za, sendo este periodo o de maior transmissibilidade da doen-
ca. A tosse comeca a aparecer em uma fase tardia, tornando-
-se cada vez mais frequente, o que se configura como uma
tosse convulsa, denominado estagio paroxistico. O estagio
de convalescenca ¢ indicado pela diminuig@o da tosse severa
para o inicio de uma mais amena (MARTINS, 2006; RO-
SETTI, 2009; BRASIL, 2010).

Diversos estudos relatam que a tosse convulsa pode
desencadear inumeras complica¢des, principalmente para
os lactentes menores de 6 meses, devido ao estabelecimen-
to de um quadro de sindrome respiratoria. Ela pode causar
pneumonia ¢ otite média, ativagdo de tuberculose latente,
bronquiectasia, enfisema, pneumotoérax, ruptura do diafrag-
ma, encefalopatia aguda, convulsdes, coma, hemorragias
intracerebrais, hemorragia subdural, estrabismo, surdez, he-
morragia subconjuntivais, epistaxe, edema de face, tlcera de
frénulo lingual, hérnias (umbilicais, inguinais e diafragmati-
cas), conjuntivite, desidratagdo e¢/ou desnutrigdo, encefalite,
danificagdes permanentes no cérebro e obito (SMITH et al.,
2001; MARTINS, 2006; BRASIL, 2010).

Epidemiologia

A coqueluche ¢ uma infec¢do endémica e epidémica
mundial, ocasionando surtos geralmente a cada 3-5 anos nas
estagdes de verdo-outono (GIOVANNI ef a/.,2015). Com a
introdu¢@o da vacina contra a coqueluche em 1940, conhe-
cida como whole-cell, a incidéncia da doenca reduziu signi-
ficativamente em todo o mundo. Entretanto, apesar de terem
se passado varios anos com uma alta cobertura vacinal, ndo
ha relatos de erradicacdo da infec¢do por B.pertussis em ne-
nhum pais (ROSETTI, 2009).

A morbidade da coqueluche no Brasil ja se mante-
ve em altos indices, principalmente no inicio da década de
80. Em 1983, o Brasil introduziu o uso sistematico da vacina
triplice DTP 30 anos apds o inicio da vacinagdo em paises
desenvolvidos. Desde entdo, a coqueluche tornou-se uma pa-
tologia passivel de prevengdo e, em resposta ao aumento da
cobertura vacinal, houve redug¢ao no nimero de casos notifi-
cados (BRASIL, 2003; ROSETTI, 2009).

Logo, com o ressurgimento da coqueluche na so-
ciedade contemporanea, fica clara a necessidade de maior
atengdo dos servigos de vigilancia ao controle de doengas
infecciosas, uma vez que, Luz (2003) salienta que em pai-
ses desenvolvidos a reemergéncia da doenga se deu somente
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cerca de 30 anos apds a implantagdo da vacinagdo, devido a
mudanca no padrio de infeccdo.

Apesar da variagdo génica de B. pertussis ser exten-
samente conhecida, estudos adicionais t€ém revelado hetero-
geneidade na estrutura gendmica entre isolados indistingui-
veis, de modo a identificar diferencas nos genomas de cepas
de referéncia da vacina e isolados clinicos de varios genoti-
pos. Sendo assim, a evolucdo de B. pertussis inclui a redugo
e o rearranjo no genoma estrutural da espécie (WEIGAND et
al. 2017), que possivelmente, tem contribuido para estabele-
cer novas adaptagdes ¢ evolucdo a esse patogeno (SEALEY
et al. 2016). Em adigdo, outras causas que podem estar rela-
cionadas ao ressurgimento da coqueluche sdo, possivelmen-
te, o fato de as criangas serem vacinadas muito jovens e/ou
parcialmente vacinadas, e adultos imunizados com declinio
da imunidade, tornando-se individuos vulneraveis a doenga
(LIBSTER ¢ EDWARDS, 2012). Além disso, outro fator,
ndo menos importante que tem sido alvo de discussdo, ¢ o
declinio rapido da imunizagdo adquirida com a vacina ace-
lular (aP), em comparag@o a vacina de células inteiras (WP)
(KLEIN et al. 2012).

De acordo com o CDC (2012), a coqueluche con-
tinua sendo uma doenga endémica de importancia mundial,
com mais de 350.000 mortes anuais. O indice de ataque ¢é
muito elevado ¢ mais de 90% dos individuos suscetiveis
tornam-se infectados apods a exposi¢do com patégeno, que
geralmente ocorre por meio de individuos infectados e com
sintomatologia. No Brasil, sdo notificados em média cerca
de 2 mil casos da doenga por ano (BRASIL, 2006). “Crian-
¢as menores de um ano ¢ os lactentes jovens (<6 meses) sdo
propensos a apresentar formas graves, muitas vezes letais”
(BRASIL, 2006). Dados registrados no Brasil, tornaram pu-
blicos 80.068 casos suspeitos de coqueluche para os anos
de 2007 a 2014, sendo destes, 24.612 (32%) confirmados.
A avaliagdo anual revelou também que os picos endémicos
vém sendo registrados a partir de 2012. Quanto a distribuig¢@o
por grupos, verificou-se que 34,5% ocorreu em lactentes de
0 a 2 meses, 22,4% em lactentes de 3 a 6 meses, 21% em
criancas de 7 meses a 4 anos ¢ 8% em adultos maiores de
21 anos. Apesar da imunizagao, constatou-se que 23,1% dos
casos confirmados haviam tomado pelo menos trés doses da
vacina contra coqueluche. A distribuigdo destes foram 1.098
lactentes entre 7 € 15 meses, e 2.079 criangas com 16 meses
a 4 anos. (GUIMARAES et al. 2015).

Fatores de viruléncia

Toda infecg@o por agentes bacterianos esta relacio-
nada a intmeros fatores de viruléncia. Estes sdo definidos
como componentes estruturais de produtos microbianos que
contribuem, necessariamente, para que O microrganismo
consiga se instalar e obter uma relagdo de parasitismo com
seu hospedeiro. Entre os fatores de viruléncia, destacam-se
as evasinas, as adesinas ¢ as toxinas que lesam as células,
tecidos e orgaos (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008).

De acordo com Parkhill e al. (2003), alguns fatores
de viruléncia sdo comuns a diversas espécies de Bordetella. A
expressao dessas proteinas estd diretamente relacionada a
patogenicidade de B. pertussis, sendo regulada por estimu-
los ambientaise um sistema regulador de dois componentes
chamado BvgAS, composto pelo sensor quinase BvgS e pelo
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regulador de resposta BvgA. Ademais, BvgS, em sua forma
ativa, fosforila BvgA e promove a expressao de genes de vi-
ruléncia (MOON et al. 2017).

O género Bordetella possui uma série de fatores de
viruléncia que promovem a aderéncia bacteriana ao epitélio e
a evolugdo da infecg@o, com posterior quadro de coqueluche.
Um exemplo ¢ o Sistema de Secre¢do do Tipo III (TTSS)
encontrado na espécie B. bronchiseptica que permite a bac-
téria introduzir proteinas bacterianas no interior das células
hospedeiras. Embora B. pertussis contenha esse sistema, nem
todas as estirpes conseguem expressar o complemento total
de proteinas TTSS devido a diferenciagdo genética entre as
espécies (HIGGS et al., 2012).

Outros fatores de viruléncia deste género sdo a
Hemaglutinina Filamentosa (FHA), a pertactina (PRN), a
Citotoxina Traqueal (TCT), a Toxina Termolabil (HLT) ou
Toxina Dermonecrotica, o lipooligossacarideo (LOS), os
aglutindgenos “O” termolabeis, a Toxina Pertussis (PT), e
o Adenilato Ciclase/Hemolisina (AC-H). FHA consiste em
uma adesina de superficie da célula com atividade de adesao,
permitindo, assim, a ligagdo as células eucaridticas das vias
aéreas superiores. J4 PRN diz respeito ao conjunto de pro-
teinas de superficie responsaveis pela mediacdo na fixagdo
da bactéria, juntamente com a FHA, que maximiza a ligagdo
do patogeno a célula tecidual. TCT é uma molécula libera-
da quando a bactéria se encontra na progressdo logaritmica,
sendo responsavel pela destruicdo do epitélio ciliar das vias
aéreas, contribuindo para produg¢do de tosse intensa. Por ou-
tro lado, HLT consiste em um polipepitideo responsavel pela
contragdo dos vasos sanguineos, considerando os efeitos de
constri¢ao sobre o tecido, podendo levar a inflamagdo local
associada a coqueluche. Acredita-se que LOS da membrana
externa de B. pertussis seja responsavel pela pirogenicidade,
atuando como adjuvante na producdo de interferon e mito-
genicidade, assim como na ativac¢ao das células B e reatoge-
nicidade associada a vacina antipertussis de células inteiras.
Os aglutindégenos “O” termolabeis sdo antigenos descritos na
superficie da bactéria e, em geral, sdo associados a fixagdo
do microrganismo as células do hospedeiro. PT e AC-H sdo
os fatores de viruléncia que mais modulam o quadro de su-
pressao e imunitario do hospedeiro, bem como suas respostas
inflamatorias (ZORZZETO, 2008; ROSETTI, 2009; KONE-
MAN, 2008; HIGGS, et al., 2012).

PT ¢ uma tnica proteina produzida exclusivamente
por B. pertussis, e possui amplo espectro de atividade biolo-
gica. A exotoxina ¢ transportada por meio da membrana por
um tipo de Sistema de Secrecao IV codificadas pelo gene pt/,
localizado junto ao gene ptx que codifica a toxina. A ativi-
dade da toxina ¢é responsavel pelos varios sinais e sintomas
apresentados pela morbidade, mesmo que ainda ndo esteja
totalmente esclarecido o seu mecanismo de agdo, tornando
extremamente importante o conhecimento e importancia
da resposta imune do hospedeiro. Ademais, sabe-se que os
efeitos biologicos da PT incluem estimulagdo de respostas
imunologicas com linfocitose e ativag@o das células das ilho-
tas pancreaticas. Também se destaca como componente na
fabricagdo das vacinas acelulares e, ainda, utiliza-se como
um reagente em estudos de sinalizag@o de células de mami-
feros, por ter efeito inibitorio sobre o receptor de proteina G
(SMITH et al., 2001; KONEMAN, 2008; ROSETTI, 2009;
CARBONETTI, 2010).
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AC-H ¢ uma proteina bifuncional que possuiativi-
dade de adenilato ciclase e hemolitica. Esta proteina se liga
as células suscetiveis, causando a translocacdo para o interior
da célula hospedeira na forma intacta. Uma vez dentro da
célula-alvo, ela sofre clivagem proteolitica causando ativa-
¢do da atividade adenilato ciclase pela proteina eucatiotica
calmodulina, resultando no actimulo intracelular de mono-
fosfato ciclico de adenosina (cAMP) e, consequentemente,
suprimindo a resposta imunoldgica local ao passo em que
inibi a quimiotaxia e a fagocitose de neutréfilos (CARBO-
NETTI, 2010). Estudos relataram interagdo importante en-
tre a mudanca conformacional induzida por calmodulina de
ACT, causando ativagao catalitica (GUO et al. 2008). Isso
se deve ao fato de que algumas proteinas bacterianas de B.
pertussis ativam-se intracelularmente a partir da ligagdo com
a calmodulina (CARBONETTI, 2010).

Ativagao das células do complexo imune inato

Macrofagos e células dendriticas imaturas sao des-
critas como as primeiras células a atuarem na resposta imune
contra B. pertussis. Experimentos conduzidos com murino
reportaram formagdo de infiltrado inflamatdrio nos pulmoes
com influxo de células dendriticas, macrofagos, neutrdfilos,
linfocitos e células natural-killer (células NK). Em adigéo,
os autores também relataram a presenca de células T (a e B)
predominantes, porém, ndo exclusivamente células TCD4".
Imunoglobulina A (IgA) e IgG também foram detectados nos
pulmoes desses camundongos de laboratorio. No entanto, os
niveis séricos de IgG foram detectaveis apenas quando as
bactérias foram eliminadas.

Esses resultados fornecem evidéncias de que ma-
crofagos e neutrofilos ativados por citocinas secretadas por
células NK e células TCD4", contribuem para eliminar uma
infecgdo primdria por B. pertussis. Apesar dos anticorpos es-
pecificos para B. pertussis conferirem imunidade adaptativa,
verificou-se rapido recrutamento de células para os pulmdes
de camundongos imunes, sugerindo-se que células de infil-
tracdo podem também contribuir para a prote¢do no hospe-
deiro imune (HIGGS, et al., 2012).

Macrofagos

Higg set al. (2012) verificaram a presenga de B.
pertussis em macrofagos alveolares nos pulmdes de bebés e
criangas com pneumonia, ¢ de criangas infectadas pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV). Os ensaios experimen-
tais de infecg¢@o para B. pertussis com monocitos humanos,
reportaram sua habilidade de sobrevivéncia, sugerindo que
este patdgeno consegue driblar o mecanismos de protegdo
desempenhado pelos mondcitos ¢ permanecer viavel para
prolongar o processo infeccioso. Através do processo de fa-
gocitose, o patdgeno ¢ destruido no interior de compartimen-
tos acidos, porém a outra por¢ao do patdgeno nio capturada
pode se replicar nos macréfagos. Além de proporcionar um
nicho intracelular para a sobrevivéncia de B. pertussis, os
macrofagos foram descritos contribuindo com a imunidade
protetora, e deplecdo de macrofagos residentes das vias aé-
reas. Por outro lado, reforga-se a ideia de que essas células
aliadas ao interferon-gama (IFN-y) e interlecina (IL)-17 pro-
movam a morte do agente etiologico. Nesta circunstancia, o
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oxido nitrico (NO), um importante mediador de processos
intra ¢ extracelulares produzido pelos macrofagos, recebe
estimulo do IFN-y, o que faz com que os macréfagos sejam
células capazes de utilizar dois mecanismos distintos para
combater a infec¢@o por B. pertussis, NO-dependentes e in-
dependentes.

Por tratar-se de um agente intracelular facultativo, a
B. pertussis pode se instalar em diversas células, podendo so-
breviver no ambiente intracelular. Este aspecto pode sugerir
uma possivel requisi¢do da imunidade celular para contribuir
na sua eliminag@o. Hipoteticamente, admite-se que a capa-
cidade do microrganismo sobreviver em macrogafos ocorre
pela inibigdo da fusdo das organelas lisossomo e fagossomo,
bem como pela inibi¢do da morte bacteriana mediante de fa-
tores de viruléncia, como ¢ o caso da adenilato ciclase (ROS-
SETI, 2009).

Células dendriticas

As células dendriticas representam um sistema Uni-
co de células que fazem uma ligacdo entre a imunidade inata
¢ a adquirida. As células dendriticas imaturas sdo capazes de
capturar antigenos microbianos e patogenos diretamente, fa-
gocitando-os. Estas fungdes sdo compartilhadas com outros
efetores naturais, tais como macrofagos e neutrofilos, mas,
elas sob o contato com produtos microbianos sofrem matu-
racdo, ou seja, um profundo rearranjo da expressao do gene
que conduz finalmente para a maturagdo dessas células. Apds
essa maturagdo sdo capazes de migrar para os ndédulos linfa-
ticos para estimular os linfocitos T auxiliares e dirigidas suas
fungdes em associagdo com o tipo de estimulo maturacional
recebido (PALUCKA ¢ BANCHEREAU, 2002; FEDELE et
al., 2005).

Ap6s reconhecimento do antigeno, células dendriti-
cas sdo estimuladas para sintese de citocinas, a0 mesmo tem-
po, estas células especializadas migram para o sistema res-
piratorio a fim de reconhecer padrdes moleculares e fatores
de viruléncia de B. pertussis visando o controle da infecg@o.
Somando-se a esses fatores, sinais pro-inflamatérios carac-
terizados por produgdo de citocinas, quimiocinas, infiltracdo
de leucdcitos e ativagdo de células T no hospedeiro poten-
cializam a resposta imunoldgica. Adicionalmente, estruturas
moleculares como lipopolissacarideos (LPS) ligam-se aos
Toll-Like Receptor 4 (TLR4) nas superficies de membrana
das células dendriticas, passo importante para maturagao,
sintese ¢ secre¢do de IL-12 e IFN-y, bem como ativagdo de
células Thl. A analise de glanglios cervicais infectados por
B. pertussis demonstraram a presenga de células dendriticas
de varios subtipos: CD11c*, CD8a*, CD103" ¢ CD com ca-
pacidade migratoria para o pulméo, estimulando a produgio
de IFN-y, assim como, atuando na ativagdo de Th1. Ademais,
verificou-se que esses subtipos celulares estariam envolvidos
na diminui¢do da resposta de Thl nos pulmdes reduzindo a
depuragdo bacteriana através da transferéncia do receptor 3
de FMS (fator estimulador de colonia de macrofagos) tiro-
sina-quinase (FLT3) que liga-se aos receptores de CD11* e
CDS8" de células dendriticas. Em adigo, estima-se que cé-
lulas dendriticas ativadas por AC-T de B. pertussis também
promovem a ativa¢ao de células Th17 especificas para B.
pertussis, uma vez que atuam em sinergismo com células
Thl para remover bactérias do trato respiratorio (HIGGS et
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al.,2012).

A escolha de um modelo animal especifico para ex-
perimentagdo pode ser totalmente baseada em argumentos
cientificos, bem como, a disponibilidade deste. Sato et al.
(1980) ja discutiam sobre o desafio respiratdrio em camun-
dongos para administragdo intranasal ou aerossol de bactérias
vivas para o estudo da imunidade induzida por B. pertussis.
Em pesquisas o desafio da bactéria em camundongos objeti-
va o estudo da imunidade bacteriana e sua rela¢do a auséncia
da tosse, principal sintoma da coqueluche, além dos achados
patolégicos pulmonares serem distintos dos encontrados em
humanos (HIGGS et al., 2012). No entanto, outros modelos
estdo sendo investigados para o estudo do mecanismo de in-
ducdo imune de B. pertussis, como, por exemplo, babuinos,
ratos transgénicos de laboratorio, entre outros hibridos (FE-
DELE et al., 2015).

A agdo de células dendriticas sob AC-T ativa a en-
zima caspase-1, uma proteina importante de maturacdo de
peptideos que atua em formas precursoras de citocinas in-
flamatodrias. Ao mesmo tempo, receptores de dominio de
oligomerizagdo de liga¢do ao nucleotideo (NOD-like) com
presenga de inflamassoma de NLRP3 induzem a maturagao
da pro-IL-1B em IL-1B e IL-23 com sinalizag@o de células
Th17 com especificidade para B. pertussis. Apos a infecgao,
c¢lulas dendriticas induzem a produgéo de IL-1 ¢ IL-23, pro-
teinas envolvidas na ativagdo do sistema imune de modo a
expandir a presenca de células Th17. Em seguida, AC-T e
FHA de B. pertussis promovem a resposta anti-inflamatoria
por meio de IL-10 derivada das células dendriticas e células
T regulatorias. As LPS atuam na resposta pro-inflamatoria,
promovendo estimulos a producdo de IL-10 a partir de célu-
las dendriticas, ativando células T reguladoras. Essas células,
conhecidas como Treg, possuem um papel protetor presun-
tivo, visto que na auséncia de células T secretoras de IL-10
resultaram no aumento da mortalidade devido a acentuada
inflamagdo pulmonar causada pela B. pertussis (HIGGSet
al., 2012).

Neutrofilos

De acordo com estudos desenvolvidos por Higgs
et al. (2012), os neutroéfilos, assim como os macrofagos, fa-
gocitam B. pertussis, mantendo a bactéria em suas estrutu-
ras subcelulares sob maturagdo lisossomal, oferecendo uma
sobrevida ao patogeno. Diferentemente dos macrofagos, os
neutrdfilos sdo considerados reservatorios intracelulares im-
provaveis da B. pertussis, isso porque considera-se que essas
células possuam “vida curta”, embora mantenham um papel
imprescindivel no combate as bactérias com a fagocitose.
Experimentos em camundongos evidenciaram infiltragdo de
neutrdfilos nos pulmoes, cinco dias pds-infec¢do por B. per-
tussis, com pico de 10-14 dias.

A 1L-6 foi descrita por estimular a resposta inflama-
toria a partir de macréfagos, ao mesmo tempo que neutrofilos
sdo recrutados para o sitio de infec¢do e células Thl e Th17
sdo recrutadas para combater as cepas de B. pertussis. Por
outro lado, a principio parece que PT age sobre a resposta
imunitaria primariamente, tornando mais lento o processo
de infiltracdo de neutréfilos nos pulmdes. A toxina AC-H
promove o declinio da fagocitose, producdo de superoxido e
quimiotaxia, causando a inibi¢ao fagocitaria dos neutrofilos.
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No entanto, essa relagdo de inibigdo pode ndo afetar dire-
tamente a imunidade protetora para B. pertussis. Por outro
lado, ensaios experimentais mostraram que infecgdes causa-
das por B. bronchiseptica sao graves e letais em camundon-
gos. Além disso, destaca-se que os neutrdfilos sdo essenciais
para o controle da infec¢do em camundongos imunes, uma
vez que a resposta imunologica ¢ mediada por anticorpos ¢
morte intracelular. Todavia, isso ndo parece ter impacto sobre
a imunidade protetora para B. pertussis, uma vez que a infec-
¢do por B. bronchiseptica em camundongos com neutrofilos
deficientes, exibe um desfecho letal. Contudo, os neutrofilos
parecem ser importantes no controle da infec¢do em camun-
dongos imunes, possivelmente através absor¢do mediada por
anticorpos e a morte intracelular (HIGGS et al. 2012; AN-
DREASEN ¢ CARBONETTI, 2008).

Células Natural-Killer

De acordo com Abbas et al. (2008), as células NK
sdo uma linhagem de células relacionadas aos linfocitos que
reconhecem células infectadas e respondem destruindo-as
e secretando citocinas inflamatorias. Além de ter essa fina-
lidade, esse tipo de célula constitui uma relevante fonte de
IFN-y, pelo qual ocorre a ativagdo dos macréfagos para atuar
na destruicdo dos patoégenos. Esse tipo de célula especializa-
da em destruir células anormais e infectadas do hospedeiro
mostrou sua participa¢do também no combate das cepas de
B. pertussis. Conforme verificado em estudos com camun-
dongos infectados por B. pertussis, a presenca de IFN-y es-
teve aumentada para auxiliar no combate do patdgeno, bem
como ativacdo de Thl. Dados adicionais revelaram que em
camundongos deficientes de células T, as células NK foram
importantes para manter a infec¢do confinada nos pulmdes.
Aspecto bastante positivo para a resposta imunoldgica, uma
vez que o declinio de células NK pode trazer maiores com-
plicagdes a saude do hospedeiro, haja vista a maior chance de
disseminagdo do patdgeno ao figado. Contudo, células NK,
também exerceram efeito reduzido sobre Thl, aumento da
resposta Th2, destacando um papel importante para as cé-
lulas NK na regulagdo do desenvolvimento de respostas de
células T durante a infec¢ao (HIGGS et al., 2012).

Imunidade adaptativa contra B. pertussis

A acgdo protetora do sistema imunologico oferece ao
individuo diversas formas para barrar a infec¢do. Abbas ef al.
(2008) ressaltam que em relagdo a resposta imune, a imuni-
dade adaptativa ou adquirida se descata como uma forte linha
de defesa, visto que existem dois tipos de respostas imuno-
logicas: humoral e celular. Estas sdo mediadas por diferentes
componentes do sistema imune. Nesse sentido, considera-se
que a “protecdo contra a sindrome coqueluchoide parece ser
multifatorial, pois ela consegue envolver aspectos direta-
mente ligados a imunidade humoral, e, também, a imunidade
celular e a de mucosa” (CASIMIRO et al., 2011).

De acordo com Pereira e Barbosa (2007), a menor
duragdo da imunidade permeia em torno de 3 a 5 anos. Con-
sidera-se ainda que essa tendéncia a duragdo da imunidade
gire em torno de 7-20 anos. Entretanto, cabe ressaltar que
essas diferencas podem estar diretamente relacionadas aos
diversos niveis de circulagdo do patéogeno, como também aos
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diferentes sistemas de vigilancia epidemiolégica nas suas de-
finigdes dos casos.

Imunidade humoral

A vacinacdo contra B. pertussis ja ndo ¢ mais um
processo totalmente seguro para manter a prote¢do contra o
patégeno durante toda a vida. Apds a implantagdo dos pro-
gramas ¢ campanhas de vacinagao e analise destes, foi possi-
vel demonstrar fidedignamente que esse problema tornou-se
prejudicional a satde das populagdes a medida em que se
aumenta os nimeros de casos da infecgdo aliada ao aumen-
to da idade dos individuos imunizados na infancia. Nessas
circunstancias, tornou-se claro que a imunidade inata e/ou
adquirida contribui para prote¢ao do individuo em um curto
periodo de termpo, em que 10 anos de imunizagdo inicia-se
o declinio dos anticorpos formados para o combate do pa-
togeno, apontando o ressurgimento dessa doenga em escala
global principalmente entre criangas e adultos jovens (GA-
BUTTI et al., 2008).

A produgdo especifica de anticorpos contra B. per-
tussis & crucial para protegdo contra a doenga. Em razdo
disso, estudos clinicos que utilizam vacinas acelulares con-
tendo ao menos trés antigenos da bactéria, como PT, PRN
e fimbrias (FIM) mostram individuos com altos niveis de
anticorpos, tornando-se mais resistentes ao desenvolvimento
da sindrome coqueluchoide de uma forma clinica mais grave
quando, por outras razdes ambientais, s30 expostos ao pato-
geno (GABUTTI et al., 2008).

Estudos experimentais utilizando murinos e seres
humanos concluiram que a infec¢do causada por B. pertussis
¢ responsavel pelo aumento dos niveis de IgA e IgG. Além
disso, em analises comparativas, dados adicionais revelaram
que a IgA ¢ a primeira imunoglobulina encontrada na respos-
ta imunoldgica, o que sugere ser importante para combater
a bactéria. Em adigdo, essas imunoglobulinas também sdo
passadas de mae para o filho via transferéncia placetaria ¢ na
amamenta¢ao, mesmo que em concentragdes bem menores
daquelas apos exposi¢do ao patdogeno. Por outro lado, ca-
mundongos que receberam antigenos de B. pertussis por via
oral induziram a producdo de IgA, porém, ndo apresentaram
niveis satisfatorios de anticorpos o suficiente para imuniza-
¢do quando comparados com os animais que receberam vaci-
nas parentais. Outra alternativa possivel se faz por via nasal,
com a utilizacdo de vacina atenuada (BPZE1). Esta por sua
vez, garante alta grau de protecdo em camundongos, e possui
a vantagem de induzir resposta imune local, bem como IgG
circulante (HIGGS et al., 2012).

Os antissoros contra B. pertussis promovem a imu-
nizagdo passiva e, desta forma, conferem um curto quadro
sindrdmico da tosse coqueluche. Sendo assim, esses anti-
corpos sdo recursos importantes para fornecer a imunidade
a populagdes susceptiveis ao desenvolvimento da doenca,
assim como o controle € até mesmo numa visdo otimista, a
erradicagdo da coqueluche. Por meio de outras evidéncias
cientificas, verificou-se que os resultados dos ensaios clini-
cos da fase III da vacina antipertussis, introduzida nos anos
1990, com adigdo de PT ¢ FHA, promoveu niveis relativa-
mente elevados de anticorpos contra o imunizante antigénico
(HIGGS et al., 2012).

Em um estudo sobre soroprevaléncia de anticorpos
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igG e IgA de B. pertussis, Saffar et al. (2012) quantificaram
IgG e IgA para B. pertussis de 595 individuos saudaveis com
idades entre 1 e 35 anos. Os autores relataram altos niveis de
soroprevaléncia (72% e 71%, respectivamente) em criangas
pré-escolares (<7 anos). Foi observado também que apo6s di-
minuir as taxas de soroprevengdo em criangas entre 7 e 11
anos), as taxas aumentaram para niveis mais altos de 60% e
73% na fase adulta, respectivamente. Dessa forma, o estudo
revelou que a imunidade induzida pela vacina ¢é responsavel
por proteger criangas em idade escolar da infec¢do natural
por coqueluche, porém, a infecgdo torna-se mais comum en-
tre adolescentes e adultos jovens.

Sadiasa ef al. (2017) realizaram um estudo sobre a
incidéncia da infecgdo por B. pertussis em 1.152 casos de
pneumonia grave em criangas entre 8 dias e 13 anos de idade,
hospitalizadas nas Filipinas. O estudo reportou 34 casos po-
sitivos para B. pertussis. Embora os casos de B. pertussis nao
fossem propensos a febre, os autores relataram episodio de
tosse por mais de 1 semana e dificuldade ao respirar. Outros
agravos foram evidenciados por diminui¢do dos sons respi-
tatorios e cianose, além de reducdo no peso corporeo. Sendo
assim, o estudo mostrou que a taxa de mortalidade foi mais
alta do que nos casos negativos para a infec¢ao, demonstran-
do a necessidade de maior atengdo para esta infecgao.

Moriuchi et al. (2017) demonstraram a alta preva-
léncia de anticorpos para a toxina pertussis em adultos japo-
neses por meio de uma analise qualitativa e quantitativa. Os
autores investigaram os titulos de anticorpos para PT e FHA
em criangas pequenas (4-7 anos) ¢ criangas maiores (10-14
anos), ¢ adultos (35-44 anos). Os resultados deste estudo
mostraram que os individuos adultos, e titulos semelhantes
de IgG para FHA, quando comparado aos outros dois grupos
de criangas. Embora fosse observado a correlagao positiva
entre os titulos de anticorpos neutralizante de PT ¢ IgG para
PT tenha sido observada nos grupos estudados, verificou-
-se que a medida que a idade avanca, esses titulos tendem a
diminuir. Outro dado importante observado foi que adultos
também apresentaram imunoglobulinas ndo IgG para PT, e
IgG de alta avidez para PT (63,5%), semelhante as criangas,
e IgG de menor avidez para FHA (37,9%). Os autores desta-
caram que, possivelmente, a presenga de IgG de baixa avi-
dez para FHA esteja relacionada com infecgdes por outros
patdgenos respiratorios, como, por exemplo, B. parapertus-
sis, Haemophilus influenzae ou Mycoplasma pneumoniae,
os quais estimulam a produgdo de anticorpos semelhantes a
FHA

Imunidade celular

Ao longo dos anos verificou-se por meio de en-
saios experimentais que a imunidade celular, conferida por
diferentes células do sistema imune, promovem a primeira
barreira de protegdo contra diversos agentes etioldgicos cau-
sadores das mais diversas infec¢des. No caso da infecgdo por
B. pertussis, seus antigenos PT, PRN ¢ FHA estimulam a pro-
pagagdo de células mononucleares, reduzindo os sintomas e
sinais clinicos. (GABUTTI et al., 2008). Além disso, células
Thl, Th2 e interleucinas 12 e 14, parecem ser os melhores
componentes para presumir os mecanismos intrinsecos en-
volvidos na imunidade celular ¢ humoral, uma vez que cé-
lulas Thl agem sob infec¢des intracelulares e Th2 combate
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patodgenos extracelulares (HIGGS et al., 2012).

Em geral, alguns estudos realizados em camundon-
gos imunizados e em seres humanos, tém demonstrado que
as vacinas WP e aP conseguem induzir subtipos de células
Thl e Th2 distintas, respectivamente. Atualmente, tem-se
descrito que as Treg secretadas impedem a autoimunidade
e imunopatologia durante a infec¢do de Th17 e IL-17, e s@o
patogénicas em muitas doencgas inflamatorias, mas também
promovem o recrutamento de neutrofilos na imunidade aos
fungos e bactérias extracelulares. Além das células Thl, pa-
rece que as Treg e Th17 sdo induzidas pela a infecg¢@o de B.
pertussis €, que, a partir de novos dados que estdo surgindo,
estas células também podem ter um papel critico e distinto
na patogénese da infecgdo por B. pertussis (HIGGS et al.,
2012).

Segundo Zorzeto (2008) a infec¢do de criangas com
B. pertussis sao iniciadas pelas células TCD4" especificas
para PT, FHA e PRN. Além disso, as células T encontradas
no sangue periférico de criangas com coqueluche ou durante
sua recuperagdo foram identificadas secretando IFN-y e IL-
2, mas pouco ou nenhuma IL-4 ou IL-5. Essas informagdes
corroboram com outros estudos, ¢ sugerem que a infecgdo
por B. pertussis produza clone de Thl, mas ndo células Th2
em criangas. Dessa forma, os clones de células T especifi-
cas para PT, FHA, PRN, ou derivado de um doador adulto
que tinha sofrido da sindrome coqueluchdide, apresentaram
perfil de citocinas caracteristico de células Thl. Além disso,
verificou-se que as respostas Thl especifica para B. pertussis
foram detectadas em criangas sem historico de coqueluche,
como também em adultos sem histéria de vacinac¢do de ter
aquisicdo da doenca. Nesse caso, podemos entender que se
torna possivel que a exposi¢ao natural e o desenvolvimento
da coqueluche em sua forma subclinica podem ajudar aman-
ter a imunidade em longo prazo em individuos previamente
infectados ou imunizados.

White (2010) e Higgs et al. (2012) reportam que a
imunizagdo de criangas com vacinas de células inteiras, como
a infecgdo natural, induz a produgdo de células CD4" especi-
ficas para B. pertussis ¢ secretam IFN-y. Mesmo que um rela-
torio conclusivo enfatize que a vacina acelular também induz
a produgdo células Thl, outros estudos de varios laborato-
rios independentes demonstraram que a imunizagao primaria
com vacina acelular, geram células T com diferenciacdo para
células Th1 e Th2 ou mista com perfil de citocinas Th2. Além
disso, a administracdo de uma quarta ou quinta imunizagéo
de reforgo, significativamente, melhora a produgdo de Th2 e
induz produgdo de IgE. Nessa perspectiva, o perfil Thl indu-
zida com a vacina de células inteiras, foi ampliado para um
perfil Th1/Th2 misto apds o reforgo com aP. Dessa forma, a
analise das respostas de células T em criangas em intervalos
apos extensas imuniza¢des demonstrou persisténcia das res-
postas de células T em uma proporg¢éo elevada de individuos.
No entanto, as rea¢des da administragdo da vacina, incluindo
vermelhidao e inchago dos membros, tém sido relatadas em
criangas depois de uma quinta dose de aP. Como resposta
por Th2 sdo particularmente pronunciadas ap6s a vacinagao
de refor¢co com aP, é possivel que as reagdes locais possam
estar relacionadas a hipersensibilidade mediada por este tipo
celular.

Segundo Higgs et al. (2012) uma preocupagdo a
respeito da imunidade para B. pertussis ¢ o desenvolvimento
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eficaz de subunidade ou até mesmo na producdo de vacinas
acelulares ¢ a producdo de PT, TCT, ACT, toxina termo-labil,
e endotoxina ou LPS, além de outros fatores de viruléncia
como os receptores de ligagdo, incluindo Hemaglutinina
Filamentosa, pertactina, ¢ as fimbrias, que sdo conhecidos
por contribuir para a patogénese, a0 mesmo tempo em que a
maioria sdo alvos antigénicos de anticorpos ¢ células T. Além
disso, muitas dessas toxinas ¢ fatores de viruléncia contri-
buem para a promogao da sobrevivéncia de bactérias no trato
respiratorio, subvertendo as respostas imunes do hospedeiro.

Consideracoes Finais

Verifica-se, portanto, que os fatores de viruléncia
de B. pertussis estdo associados a supressdao ¢ modulacao da
resposta imunologica do hospedeiro a qual pode depender
do perfil de Th17. Mesmo que a evolugdo tenha favoreci-
do as rela¢des de interagdo junto aos fatores de viruléncia
e mecanismos imunomoduladores da resposta imune entre
hospedeiro e patdgeno, percebe-se que esse avango também
¢é responsavel pela patologia grave da doenca associada a in-
fecgdo por B. pertussis.

Mais estudos randomicos ¢ sistematicos sdao cru-
ciais para acompanhar criangas imunizadas desde a primeira
vacina¢ao com aP, no sentido de se detectar as citocinas indu-
zidas em todos os momentos da resposta imunoldgica, bem
como revelar pontualmente a influéncia de células CD4+ ¢ T,
incluindo Th1, Th2 e Th17 na prote¢do imunoldgica contra
B. pertussis, além de verificar quais antigenos vacinais sao
mais efetores no combate da coqueluche humana.
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