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Bordetella pertussise Bordetella parapertussissdo o0s principais agentes causadores da
coqueluche no homem. Estas duas bactérias ndoeimdprotecdo cruzada, e 0S mecanismos imunes
desenvolvidos em resposta a estas infec¢Ges naim fdefinidos. Estes dados sugerem a importancia de
esclarecermos mecanismos comuns entre estas baaiée favoreca o entendimento desta patologia e
contribua para o esclarecimento do papel dos coemes bacterianos envolvidos na ativacdo imune.
Macréfagos possuem papel importante na regulacésistiema imune, principalmente na fase
inicial da resposta imune. A geracao de 6xidoatté um dos principais processos de ativacao
destas células sendo fundamental para o contraléevdiesos processos fisiopatologicos incluindo
a destruicdo de microrganismos infecciosos. YFf\NLPS séo alguns dos principais indutores de
NO. IL-10 e TGFB controlam negativamente a ativacdo das célulagcftigas reduzindo a
producdo de oxido nitrico (NO), isto se d4 em pdeteido ao TGH estimular a atividade de
arginase, que compete com iNOS pelo mesmo substatginina levando a formagéo de uréia e
reducdo de Oxido nitrico. Além disto, bactériasngregativas comoB. pertussise B.
parapertussispossuem em sua membrana LPS (lipopolissacaride®)équeconhecido por
receptores presentes na superficie dos fagocitemmeados Toll Like-4 (TLR-4) que é um dos
principais reguladores de mecanismos de imunidzata.iPouco conhecemos sobre o papel deste
receptor durante a infeccdo coBordetella sp. Bordetella pertussisé capaz de invadir
macrofagos, porém desconhecemos os mecanismaadddi por esta bactéria para manipular
estas células e garantir sua sobrevivéncia dueenfgimeiras horas de infeccdo. Neste trabalho
analisamosn vitro, em culturas de macrofagos derivados de meduéadssirina (BMDMO), a
influéncia da estimulagdo provocada Brpertussise B. parapertussie o envolvimento de
alguns mediadores imunes dentre eles PGRrginase, TLR-4 e a contribuicdo da toxina
pertussis na regulacdo da producdo de NO. Nossodtasos mostraram que: BMDMO de
camundongos C57BL/6 estimulados com antigeno sbldweinfectados ativamente coB.
pertussigndo foram capazes de sintetizar niveis signifioatde nitrito, ao contrario do obtido na
infecgdo conB. parapertussisA baixa sintese de nitrito foi revertida pelacadi exdégena de L-

arginina as culturas de macréfagos ativados, etkvangeracdo de NO sendo este superior ao



encontrado no grupo controle ndo tratado. Macr&atgopcamundongos C57BL/6 infectados por
6 horas conB. pertussise por 24 horas comB. parapertussiproduziram altas quantidades de
arginase determinada em funcéo do nivel de uréibloQueio de TG, através da adicdo de
anti-TGFf as culturas de macréfagos ativados @npertussisreduziu a sintese de arginase e
favoreceu a producao de nitrito, sugerindo o enwwnto destes mediadores no controle da
producdo de NO no modelo estudado. BMDMO de C57Ritiléados com ambas as bactérias
secretaram grande quantidade de TGHRo sobrenadante das culturas, confirmando a
participacdo desta citocina neste mecanismo. Absan@os a contribuicdo da toxina pertussis
(PT) no modelo estudado através da adicdo exdgesta ds culturas de macréfagos infectados
com B. parapertussisnotamos que houve reducdo na producdo de NO seacadapao grupo
controle apenas infectado. Macrofagos de camundo@gi/HeJ (deficientes na resposta ao
LPS) ndo produziram arginase e T@Fem resposta a infeccdo coB1 pertussisou B.
parapertussissugerindo que a sintese destes mediadores fondeme de TLR-4. No entanto
estes macréfagos sintetizaram grande quantidad®&@eem resposta a infeccdo cob
parapertussissugerindo que esta resposta ndo foi exclusivamemtgesposta ao LPS sendo
independente de TLR-4. Concluimos que TEE- arginase contribuem para o controle da
producdo de NO durante a infeccdo Vitro” de BMDMO comB. pertussisEste mecanismo foi
dependente de LPS envolvendo TLR-4 e toxina pestus3omprovamos também qug
parapertussisativa diferentemente BMDMO, uma vez que a produd@dNO foi independente
de TLR-4.

Palavras-chave:Bordetella pertussigOxido nitrico. Macrofagos. TGB-Arginase. TLRA4.



ROSETTI, A.S. Bordetella pertussisrole of arginase, TGB-and TLR4 during nitric oxide
synthesis by murine bone marrow-derived macropha@@d. Dissertation (Master degree in
Biotechnology) - Institute of Biomedical SciencEsiversity of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Bordetella pertussiandBordetella parapertussiare the main etiologic causes of human
whooping cough. These bacteria do not induce goostection and the immune mechanisms
involved in protection against them have not beefndd. Altogether this prompted us to study
the pathways triggered by these two bacteria, @nhincontribute to our understanding of the
pathogenesis of human whooping cough and uncovéni@dgacterial components involved in
activation of the immune system. Macrophages playngortant role in the regulation of the
immune system, mainly during the early phases®frtimune response. The production of nitric
oxide (NO) occurs after activation of these celted golays a crucial role during several
physiopathologic events, including microorganisnstdection. IFNy and LPS are among the
most important triggers of NO. IL-10 and T@Fdown-regulate the activation of phagocytic
cells, decreasing NO production. This occurs piéyttarough the ability of TGH to estimulate
arginase activity, which competes with INOS for tkabstrate L-arginine, reducing the
production of nitric oxide and increasing urea fatimn. Moreover, gram-negative bacteria such
as B. pertussisand B. parapertussishave lipopolissacharide (LPS), which is recogniisd
surface receptors named Toll-like receptor 4 (TDR-BLR-4 is one of the most important
regulators of innate immunity. Little is known albdbe role of this receptor during infection
with Bordetellasp. Bordetella pertussinvades macrophages but the mechanisms by whéeh th
former manipulate the latter to warrant their suaViduring the first hours after infection remain
unknown. Herein we analyzed the molecular sigradgiired for NO production by murine bone
marrow-derived macrophages (BMDM) infected witlpertussior B. parapertussisWe studied
the role played by some mediators such as B&Rd arginase and the contribution of Pertussis
toxin and TLR-4 for the regulation of NO productigdur data shows that BMDM from C57BI/6
mice when stimulated with soluble antigen or indecivith B. pertussiswere not capable of
producing measurable levels of nitrite. On contrarfection withB. parapertussisnduced high
levels of nitrite. Low production of nitrite wasversed by exogenous addition of L-arginine to
the cultures. High levels of arginase were detected57BIl/6 BMDM after 6 hours of infection
with B. pertussisand after 24 hours witB. parapertussisBlockage of TGH with neutralizing

antibodies reduced arginase synthesis and favotet production, suggesting the involvement



of these molecules in the regulation of NO syntha&siour model. C57BIl/6 BMDM secreted
large quantities of TGPB; as measured in the cultures supernatant, afestion with Bordetella
species, suggesting the participation of this aygekn the immune response. The addition of
Pertussis toxin (PT) to the cultures of macrophagkested withB. parapertussised to decrease
of NO production when compared to untreated custuhdacrophages derived from C3H/HeJ
(unresponsive to LPS) did not produce arginase B@& in response to infection witB.
pertussisor B. parapertussisuggesting that the synthesis of these mediat@sndients on TLR-
4 signaling. Nevertheless, these cells produceagklguantities of NO during infection witB.
parapertussis,suggesting there is a TLR-4-independent pathwapngbactivated by these
bacteria. In conclusion, TGFand arginase contribute to NO production duringiiro infection

of BMDM by B. pertussis. This occurs through a TLR-4- and Pertussis toxapehdent
pathways. We also showed that in the casé@.oparapertussignfection, there is a TLR-4-

independent pathway regulating NO production.
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1 Introducéo

1.1 O desenvolvimento da infec¢cédo com Bordetella pertussis

A bactéria Bordetella pertussis é um cocobacilo Gram-negativo agente causador da
coqueluche ou tosse comprida. Foi originalmente isolado em 1906 por Bordet e Gengou
(1906).

A coqueluche é transmitida mediante o contato das secrecGes respiratorias ou de
aerossois de um individuo infectado para o trato respiratério de um individuo sadio. E
considerada uma doenca respiratoria altamente contagiosa, sendo caracterizada por
broncopneumonia, tosse paroxistica que pode levar a complicacbes para 0 paciente,
principalmente recém nascidos, dentre as quais convulsdes, encefalopatia, encefalite,
danificacbes permanentes no cérebro e morte (WORTIS et al., 1996; CHERRY et al., 1998;
SMITH et al., 2001).

A coqueluche é uma doenca que desafia diversos pesquisadores, médicos,
microbiologistas e epidemiologistas em todo mundo. Apesar de parcialmente controlada pela
vacinacdo, é considerada uma das dez doencgas que mais causam morte em bebés no mundo e
em populacdes com criangas ndo vacinadas (MURRAY et al., 1996; CROWCROFT et al.,
2003).

Embora a Bordetella pertussis seja suscetivel a maioria dos antibiéticos, estes ndo sao
eficientes no tratamento, principalmente, porque, quando o quadro é diagnosticado, a bactéria
ja se instalou e causou danos ao trato respiratorio.

A infeccdo inicia-se com a penetracdo das bactérias, presentes em goticulas expelidas
pela tosse de individuos infectados, nas vias aéreas do hospedeiro sadio. Em seguida, as
bactérias aderem as células epiteliais ciliadas da traquéia e nasofaringe. Posteriormente,
comecam a replicar-se e a colonizar areas adjacentes produzindo toxinas que danificam o
epitélio, resultando em perda das células ciliadas, o que acarreta a tosse caracteristica. Além
de se multiplicarem extracelularmente, estas bactérias podem invadir e sobreviver dentro de
macrofagos e neutrofilos ou outros tipos celulares (BROMBERG et al., 1991; SAUKONEN
et al.,, 1991, STEED et al., 1992). Em seguida, a B. pertussis invade e danifica o epitélio
alveolar mediante a acdo combinada de varios fatores de viruléncia, que interferem no

movimento ciliar normal e auxiliam a sobrevivéncia da bactéria no trato respiratorio. Dentre
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esses fatores, podem ser citados: filamentos de hemaglutinina (FHA), pertactina (PRN),
fimbrias (FIM) e o fator de colonizacéo traqueal.

Dentre as toxinas produzidas por esta bactéria, destacam-se: a toxina pertussis (PT), a
citotoxina traqueal (TCT), a adenilato ciclase (ACT), a toxina termo labil e endotoxina ou
LPS. Todas estdo relacionadas tanto com a patogénese da infec¢do quanto com a protecédo
imune. Com o comprometimento das funcdes ciliares, ha alteracbes na célula hospedeira, que
ocorrem via cascata de sinalizacdo mediada por receptores de proteina G. Como
toxina pertussis e adenilato ciclase produzidas, que promovem a elevagao dos niveis de CAMP
intracelular (SMITH et al., 2001).

O periodo de incubacdo desta infeccdo varia entre 6 e 21 dias, mas tipicamente ocorre
entre 6 a 10 dias. Os sintomas podem persistir por muito tempo ap0s a infeccdo do organismo.

Clinicamente, h& trés fases apds o periodo de incubacdo. A primeira fase é
denominada de fase catarral, que dura de 1 a 2 semanas, sendo esta a fase mais contagiosa.
Em seguida, ocorre a fase paroxistica, caracterizada por acessos de tosse, seguida de
expectoracdo de um muco claro, viscoso, espesso e vomitos. Esta fase geralmente perdura por
3 a 6 semanas. Em uma terceira fase, denominada de fase de convalescéncia, os sintomas
diminuem gradualmente, a expectoragdo desaparece, mas a tosse persiste por até 3 semanas,
podendo durar diversos meses. O curso clinico da infeccdo € influenciado por fatores diversos
tais como: idade, sexo e estado de imunizacdo dos pacientes. Muitos recém-nascidos nédo
desenvolvem a tosse paroxistica caracteristica. Adolescentes e adultos raramente apresentam
o0s 3 estagios tipicos da coqueluche, podendo apresentar somente tosse (DE SERRES et al.,
2000; SENZILET et al., 2001)

Os riscos de complicacdes sdao mais elevados entre recém nascidos, se comparados aos
riscos entre adolescentes e adultos. As complicacdes mais graves e freqglientes em recém
nascidos sdao pneumonia e vémito, que podem levar a desnutricdo dos recém-nascidos, que
ndo conseguem se alimentar, além de complicacdes neuroldgicas, decorrentes da hipoxia que
ocorre nos momentos de apnéia (HEININGER et al., 1997; WIRSING VON KONING et al.,
2002), sinusite, superinfeccOes bacterianas e virais.

Em 1990, foi estimado no mundo que 500.000 criancas sofreram complicagdes
neuroldgicas decorrentes da coqueluche (IVANOFF, 1997). Além disto, foi notificado que
houve encefalopatia em 0,9 de 100.000 casos de cogqueluche (PERTUSSIS, 2002). Os recém-
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nascidos, especialmente aqueles que ndo foram vacinados ou com vacinagdo incompleta, séo

0S que requerem maiores cuidados, sendo 0s mais severamente atingidos.

1.2 Epidemiologia

A incidéncia de coqueluche no mundo foi muito reduzida desde a introducéo da
vacina, em 1940, conhecida como “whole-cell” ou vacina de células inteiras. Apesar de terem
se passado décadas com alta cobertura de vacinacgdo, a infeccdo com B. pertussis ndo foi
erradicada em nenhum pais.

Em 1990 houve ocorréncia global de 50 milhdes de casos de B. pertussis e mais de
300 mil mortes de criancas, provocada pela doenca (PERTUSSIS VACCINES, 1999). No
Brasil, foram notificados em 2002, cerca de 2 mil casos de coqueluche (MINISTERIO DA
SAUDE, 2002). Embora a vacinacao tenha reduzido drasticamente a incidéncia de coqueluche
nas Ultimas décadas, muitos paises, tanto desenvolvidos quanto em desenvolvimento, tem
relatado a reemergéncia desta infeccdo entre criangas e jovens vacinados ou mesmo entre
adolescentes e adultos (SENZILET et al., 2001; SKOWRONSKI et al., 2002; TANAKA et
al., 2003, NTEZAYABO et al., 2003).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 0 nimero de mortes provocadas
por B. pertussis em criangas menores de 5 anos de idade, em 2002, foi de 294.000, tendo
havido uma reducéo para 236.844 casos em 2004. Nesse ano, foi notificado que 78% das
criancas ndo receberam a terceira dose de vacina para difteria, tétano e pertussis, deixando
desprotegidos 27 milhdes de criancas, dos quais 75% estavam na Africa Sub-Saariana e Sul
da Asia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

Esta infeccdo permanece como desafio clinico, todas as idades podem ser afetadas, é
dificil comparar dados de diferentes paises devido as diferencas existentes nos sistemas de
vacinacdo, praticas clinicas para definicbes de casos, métodos diagndsticos e politicas de
salde publicas vigentes (TAN et al., 2005). Outra barreira sdo as notificagdes clinicas, pois
pacientes sem sintomas tipicos (como tosse prolongada, paroxismo ou vomito) passam como
assintomaticos se confundindo com outras infec¢fes e permanecendo como fonte da infecgéo.

As evidéncias mostram que adultos, freqiientemente assintomaticos, possuem papel
importante na transmissdo da infeccdo para criancas (BASS et al., 1994; BARON et al.,
1998), as vezes, com conseqléncias fatais para estas (HEININGER et al., 1996). As

principais fontes da infeccdo para recém-nascidos sdo maes, adolescentes, criancas pré-
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vacinadas (BARON et al., 1998; GURIS et al., 1999; CROWCROFT et al., 2003;) e agentes
da satde (GEHANNO et al., 1999). Os adolescentes tendem a serem infectados pelos amigos
da escola (DE SERRES et al., 2000).

O ressurgimento da infeccdo entre adolescentes e criangas pré-vacinadas foi relatado
mesmo em paises desenvolvidos e com alta cobertura vacinal como a Bélgica, Espanha,
Franca, Austrélia, Canada e Estados Unidos (NTEZAYABO et al., 2003; TANAKA et al.,
2003; VITEK et al., 2003). Ainda assim, persiste a ddvida se estaria havendo aumento de
incidéncia da infeccdo ou melhoria nos métodos laboratoriais para sua identificacdo?. Nesses
paises, algumas hipoteses sdo apontadas para justificar o ressurgimento da doenca: falha no
processo de vacinagdo, mudancas genéticas da bactéria, perda gradual da imunidade
adquirida, o aumento do numero de portadores assintomaticos e a selecdo natural de variantes
resistentes a vacina. No Canada e na Holanda, o aumento da incidéncia foi correlacionado a
ineficacia da vacina (NTEZAYABO et al., 2003), atribuindo-se a polimorfismos nos genes
que codificam a pertactina e toxina pertussis, com possivel evolucdo de cepas circulantes
(MOOl et al., 2001).

Em 1983, o Brasil introduziu o uso sistematico da vacina triplice (DTP), apds trinta
anos do inicio da vacinacdo em paises desenvolvidos. Desde entdo, em resposta ao aumento
da cobertura vacinal, houve reducéo no nimero de casos notificados (WALDMAN, 1999). As
criancas menores de um ano sao as mais acometidas pela doenga, seguidas daqueles com
idade entre 1 e 4 anos e, por Gltimo, as criancas de 5 a 9 anos. Os adultos correspondem a
apenas 2 a 3% dos casos (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

A dindmica da coqueluche envolvendo os paises desenvolvidos e o Brasil suscita a
seguinte questdo: sera que no Brasil a coqueluche esta sob controle, como parecem indicar 0s
dados de notificacdo, ou existe uma mudanca gradual na dindmica da transmissdo, que néo foi
detectada pelos sistemas de vigilancia epidemiolégica?

Apenas os dados do Ministério da Salde sdo fontes de informagBes que nos
possibilitam acompanhar reemergéncia ou nao da coqueluche no Brasil. H4 dados mostrando
que, em 1997, houve aumento de casos e internagdes, interrompendo a reducdo da doenca,
estabelecida na década de 1990. A regido Norte e Sudeste foram responsaveis
respectivamente por 45% e 19% das notificacdes e de 4 e 48% de internacdes no pais.

N&o ha no Brasil um estudo cuidadoso sobre se os fatos ocorridos em outros paises,
poderiam estar ocorrendo no nosso pais, uma vez que somente 0S c€asos Sintomaticos e

caracteristicos em recém-nascidos sdo notificados, enquanto a populacdo adulta ou
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adolescente pode estar passando desapercebida pelo Sistema de Sadde. Nos paises onde houve
reemergéncia da infeccdo, observou-se uma correlacdo entre o aumento do nimero de casos
em adultos e maior incidéncia da infeccdo em criancas. Como Nnosso processo de vacinagdo
em massa se iniciou posteriormente, pode haver aqui uma dinamica de transmissao diferente
se comparada a outros paises, e ndo podemos descartar a hipdtese de ocorréncia de uma
reemergéncia da doengca em nosso pais, 0 que merece atencdo e acompanhamento pelos
servigos de saude no pais.

E fundamental que os servicos de vigilancia sanitaria e controle desta doenca em
nosso pais monitorem a situacdo epidemioldgica da coqueluche para que, se necessario,

estejam preparados para reformular suas estratégias de imunizacao.
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1.3 Patogenia da infeccdo por Bordetella pertussis

As principais espécies que compdem o género Bordetella sp sdo cocobacilos Gram

negativos estritamente aerobicos, que apresentam similaridades entre si. Foram descritas as

seguintes espécies associadas ao género Bordetella: 1. Bordetella pertussis, 2. Bordetella

parapertussis 3. Bordetella bronchiseptica, 4. Bordetella avium, 5. Bordetella hinzii, 6.

Bordetella holmesii, 7. Bordetella trematum.

Tabela 1: Comparacdo entre as quatro espécies mais estudados do género Bordetella.

Fatores de Viruléncia

Bordetella sp

B.pertussis | B.parapertussis | B.bronchiseptica |B.avium
FHA X X ) G
Fimbrias
(Aglutinégenos) X X X X
Pertactina (PRN) X X X X
Toxina pertussis e e s
Adenilato ciclase X X X | e
(hemolisina)
Toxina dermonecrotica X X X X
Citotoxina traqueal X X X X
Lipopolissacarideo X X X X
Fator de colonizacéao ) N e e IR
traqueal
Proteinas do locus da
soro resisténcia (brk) X X X | -

Presente = (X) Ausente = (-----)
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Enquanto a Bordetella pertussis é restrita aos seres humanos, a Bordetella
parapertussis infecta mais raramente os seres humanos, causando coqueluche mais branda,
sendo muitas vezes encontrada associada a infeccOes respiratorias em carneiros. A Bordetella
bronchiseptica é raramente encontrada no homem, sendo mais frequente em animais, como
cdes, macacos, coelhos, suinos e cavalos (COOKSON et al., 1994; WEYANT et al., 1995;
VAN DAMME et al., 1996). Estas trés espécies causam doenca respiratoria que envolve a
destruicdo do epitelio ciliado com morte destas células (VAN DAMME et al., 1995), mas sédo
distintas, possuindo diferencas fenotipicas no crescimento em agar sangue livre de peptona,
na motilidade, na atividade da urease e na reducdo do nitrato (SMITH et al., 2001). Em
comparacao a outras bactérias patogénicas, a diversidade genética entre estas trés espécies de
Bordetella é limitada. Estudos filogenéticos, realizados através de hibridizacdo de DNA ou
por eletroforese de enzimas codificadas por multi-locus (MLEE), mostraram que estas trés
espécies sdo relacionadas (MULLER e HILDEBRANDT, 1993; GERLACH et al., 2001).

Embora B. pertussis e a B. parapertussis sejam espécies muito préximas e causadoras
da coqueluche, a vacina atual ndo confere imunidade protetora contra B. parapertussis.
Assim, pode ser que a reemergéncia da coqueluche de B. pertussis esteja associada a infec¢édo
por B. parapertussis. Diferente da infeccdo com B. pertussis, a infecgdo por B. parapertussis
provoca doenca pouco severa em humanos (HEININGER et al., 1994; BERGFORS et al.,
1999).

Contudo estudos recentes mostram que a infeccdo de ratos com B. parapertussis
protegeu contra ambas as espécies microbianas. Além disto, a distincdo destes dois patdgenos
é bastante dificil, e os dados disponiveis sobre a ocorréncia da infeccdo por B. parapertussis
sdo limitados e pouco esclarecedores (RESTIF et al., 2008). Estas espécies possuem fatores
de viruléncia similares, porém com duas diferencas fundamentais: 1) a auséncia da toxina
pertussis em B. parapertussis, em razdo de uma mutacdo génica no locus vir; 2) variacao
estrutural no LPS de B. pertussis na qual o antigeno O esta ausente, em virtude de uma
delecdo de 20kb no l6cus wbm responsavel pela sintese deste antigeno.

O LPS tem um padrdo molecular que favorece um maior protagonismo no
relacionamento hospedeiro-bactéria, conduzindo a numerosos processos de ativacdo de
células apresentadoras de antigenos profissionais, tal como macrofagos e células dendriticas.
As diferencas estruturais nos LPS entre as duas espécies de Bordetella podem influenciar as

diferengas na patogénese. Alguns estudos sugerem que o antigeno O facilita a propagacao
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sistémica de B. parapertussis, mediante da evasdo do sistema complemento (WOLFE et al.,
2007; GOEBEL et al., 2008).

A Bordetella avium é um patdgeno isolado de passaros, causa coriza em peru e outras
doencas respiratdrias em aves (KERSTERS et al., 1984). Mais recentemente, novos membros
foram propostos para serem incorporados a este género, como a B. hinzii, B. holmesii e B.
trematum. A Bordetella hinzii, foi isolada de um individuo infectado com HIV (COOKSON
et al., 1994) e e responsavel por doencas respiratorias oportunistas em aves domésticas (VAN
DAMME et al., 1995). A Bordetella holmesii, foi descrita associada a um caso de septicemia
humana (WEYANT et al., 1995) e a Bordetella trematum foi recentemente proposta como
nova espécie, isolada de ferimentos e infeccdes do ouvido em humanos (VAN DAMME et al.,
1996).

Embora nenhuma destas novas espécies esteja associada a infecgbes do trato
respiratorio, elas apresentaram similaridades aos outros membros do género com base em
andlises filogenéticas (COOKSON et al., 1994; WEYANT et al., 1995; VAN DAMME et al.,
1996).

Os principais componentes de B. pertussis sdo: adesinas (hemaglutinina filamentosa,
fimbrias e pertactina) e toxinas (toxina pertussis, adenilato ciclase, citotoxina traqueal, toxina
dermonecrotica), além de LPS e Brk (BrkA e BrkB).

A invasdo e persisténcia da B. pertussis é resultante da expressdo de genes de adesinas,
envolvidas no contato com as células do hospedeiro, e de toxinas que modulam o seu sistema
imune. Os estudos de mutagénese mostraram que muitas destas adesinas e toxinas sdo
requeridas para persisténcia da bactéria em modelos animais in vivo (WEISS et al., 1989;
GROSS et al., 1992).

Muitos dos fatores de viruléncia de B. pertussis foram explorados quanto a sua
capacidade imunogénica para serem utilizados como componentes de uma vacina denominada
acelular.

A vacina pertussis acelular licenciada em alguns paises € composta de cinco
componentes antigénicos: FHA, fimbrias 2 e 3, pertactina, e toxina pertussis inativada. Outra
formulacdo é feita com trés componentes: pertactina, FHA e toxina pertussis inativada, sendo

esta a Unica apresentacdo licenciada até 0 momento no Brasil.
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1.3.1 Hemaglutinina Filamentosa (FHA)

A FHA ¢é uma das principais moléculas envolvidas com a adesdo deste patdgeno a
célula hospedeira. E uma proteina de aproximadamente 220 kDa, esta associada a superficie e
pode ser secretada para 0 ambiente extracelular.

Esta adesina medeia a adesdo da bactéria as células epiteliais ciliadas, sendo esta etapa
critica para o estabelecimento da infeccdo com B. pertussis, para iniciar o processo

patogénico.

1.3.2 Fimbrias

As fimbrias, denominadas pili ou aglutindgenos, sdo filamentos extracelulares de
proteinas que se estendem da superficie bacteriana, podendo facilitar a ligacdo da bactéria a
receptores especificos. A B. pertussis, produz dois tipos distintos de fimbrias, identificados
como aglutindgenos dos sorotipos 2 e 3 (também conhecido como 6). Elas sdo compostas por
varias subunidades (fim A, B, C ou D) que se associam ao FHA para desempenho de sua
funcdo principal que é a colonizacdo. Alguns trabalhos de hibridizagdo do DNA mostraram
gue ha homologia entre algumas subunidades de fimbrias B de B. pertussis, B. parapertussis e
B. bronchiseptica, sugerindo que as trés espécies expdem subunidades similares de fimbria B
na superficie da célula (WILLEMS et al., 1992). As fimbrias D de B. parapertussis e B.
bronchiseptica mostram homologia entre si, bem como as de B. pertussis e B. parapertussis
(WILLEMS et al., 1993). Mutantes da fimbria D mostram menor capacidade de colonizar o
pulmdo de camundongos do que a amostra selvagem, comprovando o papel desta fimbria na
colonizacdo do pulméo e traquéia (GEUIJEN et al., 1997). Foi demonstrado que o receptor
para fibronectina VLA-5 (very late antigen 5) presente em mondcitos pode ser um receptor
para fimbria D (HAZENBOS et al., 1995).

Assim como 0s outros fatores de viruléncia empregados por B. pertussis, a expressao

das fimbrias é controlada pelo gene bvg.
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1.3.3 Pertactina (PRN)

A pertactina (PRN) é uma proteina de membrana externa, de 60 kDa e esta envolvida
na adesdo bacteriana, sendo também denominada por p69 e OMP69 devido a sua mobilidade
eletroforética em SDS-PAGE (MAKOFF et al., 1990; LEININGER et al., 1991). Moléculas
similares foram descritas em outros membros do género, que foram denominadas p70 em B.
parapertussis e p68 em B. bronchiseptica (MONTARAZ et al., 1985; LI et al., 1991).

1.3.4 Toxina Pertussis

A toxina pertussis (PT) é uma exotoxina do tipo AB5, possui 106 kDa, sendo
composta por cinco subunidades, S1-S5 (TAMURA et al., 1982). O componente A ¢é
enzimaticamente ativo e composto pela unidade S1 que catalisa a ADP-ribosilacdo da
proteina G, participando na transducdo de sinais para o interior da célula hospedeira.
Acredita-se que a atividade ADP-ribosiltransferase desta toxina transmita sinais para o
complexo adenilato ciclase, resultando na elevacdo intracelular do AMP ciclico responséavel
por diversos efeitos bioldgicos na célula hospedeira, o que contribui para disfungdes imunes
in vivo e in vitro (BURNETTE, 1992). O oligbmero B é constituido por outras subunidades
(S2, S3, S4 e S5), sendo responsavel pela unido da toxina a superficie da célula eucariética
possibilitando assim a a¢do da subunidade S1.

Dentre as espécies de Bordetella, apenas B. pertussis produz a toxina pertussis; nas
outras espécies que podem infectar o homem, B. parapertussis e B. bronchiseptica, o operon
para PT estd presente, mas varias mutacdes na regido promotora fazem com que este operon
seja silenciado (ARICO et al., 1987).

1.3.5 Adenilato Ciclase/Hemolisina

A adenilato ciclase (ACT) é uma proteina bifuncional, de aproximadamente 130kDa,
que se insere na membrana plasmatica de células fagociticas do hospedeiro, com a formacéo
de canais ou poros que provocam a lise da célula. Pertence a familia RTX (“Repeat toxin™) de
exotoxinas que tem propriedades estimulatorias sobre o sistema imune e hemolitico (COOTE,
1992). Ambas as atividades, de adenilato ciclase e hemolitica, tém sido demonstradas como

essenciais ao inicio do processo infeccioso da B. pertussis (KHELEF et al., 1992).
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Esta toxina é codificada pelo gene CyaA e regulada por BvgAS. O polipeptideo de
CyaA ¢ sintetizado como protoxina inativa e, entdo, convertida a uma toxina ativa por
palmitoilacdo de duas lisinas internas (lisinas 856 e 963). Esta reacdo € necessaria para a

proteina se ligar a membrana permitindo a sua penetracdo na célula, e formacéo do poro.

1.3.6 Toxina Dermonecrética

Embora descrita ha muitos anos (BORDET e GENGOU, 1909), esta toxina ndo foi
explorada tanto quanto os outros fatores de viruléncia de Bordetella sp. Isto se deve em parte
a dificuldade no processo de sua purificacdo. E denominada toxina termo-labil, por ser
inativada a 56 °C, e conhecida como toxina letal devido a sua grande habilidade em causar
lesGes necroticas na pele de rato, quando injetado, subcutaneamente (LIVEY e WARDLAW,
1984) e ser letal quando injetada intravenosamente.

Esta toxina ndo € secretada no ambiente extracelular localizando-se no citoplasma
(COWELL et al., 1979). Sua baixa expressdo e a ndo secrecdo sdo 0s principais problemas
para sua purificacdo. O papel exato da toxina dermonecrdtica na patogénese da infeccdo por
B. pertussis € desconhecido, porém os avangos tecnoldgicos recentes que permitiram a
purificacdo e a clonagem de seu gene podem auxiliar no esclarecimento do seu papel na

viruléncia causada pela infecgcdo por B. pertussis.

1.3.7 Citotoxina Traqueal

A citotoxina traqueal (TCT) é uma exotoxina pequena com 921 Da derivada de um
fragmento da camada peptideoglicano presente na parede celular de bactérias gram-negativas.
E liberado, pela B. pertussis em niveis relativamente elevados sendo responsavel pela
citopatologia epitelial respiratéria. A TCT é um membro da familia do peptideo muramil,
fragmentos pequenos de peptideoglicano bacteriano envolvidos em vérias atividades
biolégicas dentre elas a habilidade de danificar as células epiteliais ciliadas respiratorias
(COOKSON et al., 1989).
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1.3.8 Lipopolissacarideo (LPS)

A molécula de LPS, também denominada endotoxina de B. pertussis € menor em
relacdo a muitas outras estruturas bacterianas de LPS e difere das demais pela falta de
antigeno O. Como na maioria das bactérias Gram-negativas, este LPS é composto por trés
porcOes distintas: o lipideo A, que lhe confere atividade bioldgica, cuja regido central €
transmembranar e composta por 10 a 12 residuos de sacarideos ligados ao lipideo A por uma
ligacdo éster, um polissacarideo longo e 0 antigeno “O”, hidrofilico e extracelular, composto
por 30 a 100 oligossacarideos, que confere especificidade sorolégica as bactérias gram-

negativas, e ativa a via alternativa do complemento (RESTIF et al., 2008).

O antigeno O do LPS é um importante componente antigénico, agrupando as bactérias
Gram-negativas em diferentes sorogrupos "O", cuja composicdo antigénica é usada para
identificacdo de linhagens patogénicas de E. coli.

O LPS de B. pertussis € um lipooligossacarideo e mediante ensaios de eletroforese
revelou a presenca de duas classes de moléculas, LPS 1 e Il. A classe | tem migracdo mais
lenta sendo composta por lipideo A com o oligossacarideo no centro e o trissacarideo
terminal. A classe Il migra mais rapidamente, sendo composta pelo lipideo e oligossacarideo,
mas falta o trissacarideo terminal (PEPPLER, 1984).

1.3.9 Fator de Colonizacéo Traqueal

O fator de colonizacao traqueal é uma proteina de 34kDa codificada pelo gene TcfA.
O TcfA é um membro da familia de autotransportadores, que pode direcionar seu proprio
transporte atraveés da membrana externa da bactéria (HENDERSON et al., 2001). O processo
de maturacdo da pertactina e do TcfA compartilham caracteristicas comuns. A secrecdo de
TcfA envolve a molécula precursora de 68kDa, que é transportada ao periplasma, apos a
clivagem do peptideo. O precursor de 64kDa restante € translocado através da membrana
exterior, a exemplo da pertactina, auxiliado por sua propria regido C-terminal, sendo entdo
liberado como uma proteina madura de 34kDa. Assim como outros fatores de viruléncia, a
Tcf de B. pertussis possui papel importante na infeccdo e transmisséo da doenca, mas o papel

exato desta proteina na patogénese nao esta totalmente elucidado (SMITH et al., 2001).
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1.3.10 Proteinas do Locus da Soro Resisténcia (l6cus brk)

O Ibcus brk consiste de dois genes responsaveis pela producao de duas proteinas: brkA
de 103 KDa de localizacdo na membrana e o brkB uma proteina citoplasmatica de 32 kDa,
que sdo importantes para o que se denominou de soro resisténcia (FERNANDEZ e WEISS,
1994). Sdo proteinas similares a pertactina, por isso, possivelmente, desempenham também
um papel na aderéncia e na invasdo da bactéria. O locus brk existe em todas espécies de
Bordetella, exceto na B. avium e possui homdlogos nas espécies B. parapertussis e B.
bronchiseptica.

1.4 Macrofagos e Mecanismos Microbicidas

A resposta imune é mediada por uma variedade de células e moléculas sollveis. Esta
resposta envolve inicialmente o reconhecimento do patégeno ou outro agente estranho, com
posterior elaboracdo de uma acdo efetora para conter e eliminar tais agentes. Dois tipos de
resposta imune foram definidos: um denominado resposta inata e outro adaptativa.

Os mecanismos de defesa inatos pré-existem nos individuos, sendo a primeira linha de
defesa do hospedeiro contra patdgenos. Neste mecanismo, os macrofagos exercem papel
importante gracas a sua dupla funcdo de defesa: na fase inicial, onde diversos receptores sdo
utilizados para reconhecer e promover o processo de fagocitose e, posteriormente, na fase
adaptativa, atuando como células acessorias da imunidade adaptativa (GORDON, 2003). Os
macrofagos derivam de mondcitos que migraram do sangue para os tecidos, possuindo trés
funcBes imunes: fagocitose, destruicdo de microrganismos e apresentacdo de antigeno aos
linfocitos T, o que resultard na resposta adaptativa. Portanto representam elementos chaves no
reconhecimento de microrganismos, sendo capazes de englobar particulas mediante multiplos
receptores que transmitem sinais intracelulares diferentes, que ao interagirem resultam na
resposta imune final do organismo.

Todas as células da imunidade inata participam da defesa contra bactérias, embora seja
enfatizado principalmente o papel dos macrofagos, em virtude da grande capacidade
fagocitica dessas celulas. As células dendriticas tambem participam da defesa imune protetora
processando eficientemente os patdgenos. Estas células sdo consideradas imunoestimuladoras,
pois, além de apresentarem os antigenos aos linfocitos T, elas sdo capazes de estimular células
T naive que ainda ndo entraram em contato com qualquer antigeno. Neste processo de
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apresentacdo, as células dendriticas secretam citocinas com efeitos pleiotrépicos (MARODI,
2006).

Diversos receptores sdo utilizados pelos macrofagos para o reconhecimento e
internalizacdo de um microrganismo, dentre outros 0s receptores para a porcdao Fc de
imunoglobulinas (FcRs), receptores para lectinas como manose (MR), LPS (CD14), integrina
(CD11b/CD18), também conhecida como CR3 ou Mac-1, que sdo capazes de reconhecer
componentes microbianos, dentre eles a hemaglutinina filamentosa da Bordetella
(UNDERHILL e OZINSKY, 2002).

Vérias moléculas sinalizadoras participam do processo de fagocitose dentre as quais
podem ser destacadas a fosfoinositideo-3-quinase (P13-quinase), a fosfolipase C (PLC), a
proteina quinase C (PKC) e RhoGTPases (reguladores chave do citoesqueleto). Estas ultimas
influenciam sinais de transducdo importantes para producao de citocinas e a ativacdo dos
mecanismos de morte celular e de microrganismos induzidos durante a fagocitose. Estas
moléculas estdo integradas para regular a fagocitose, orquestrando a resposta inflamatéria e a
morte microbiana. (UNDERHILL e OZINSKY, 2002; MA et al., 2003).

Durante a fagocitose, a ativacdo de mecanismos antimicrobianos e a producdo de
sinais pro-inflamatdérios podem ser reguladas por componentes denominados padrdes
moleculares associados aos patdgenos (PAMPS) presentes em microrganismos cujos
receptores estdo presentes em varios tipos celulares incluindo células fagociticas. Estes
receptores sdo denominados receptores Toll-like (TLRs) em analogia aos receptores Toll. Os
receptores Toll (TRs) foram primeiramente descritos em droséfilas e, posteriormente,
verificaram-se algumas similaridades com receptores presentes em células de vertebrados, que
estdo envolvidos no controle da resposta imune (MESCHER e NEFF, 2005). A ativacdo de
receptores TL presentes em células imunes induz a expressao de varios genes diretamente
envolvidos na producéo de citocinas inflamatorias em resposta a infeccdo. A familia de TLRs
sdo proteinas transmembranas ligadas as vias de transducdo de sinal celular (MUZIO et al.,
2000; TIPPING, 2006). Até o momento, doze TLRs foram descritos em células de mamiferos,
mas apenas alguns estdo bem caracterizados. O receptor TLR2 juntamente com o0 receptor
TLR6 ligam-se a moléculas de peptideoglicano, encontradas em alguns patogenos. TLR4 liga-
se a0 LPS de bactérias gram-negativas, TLR5 reconhece a flagelina presente em flagelo
bacteriano, TLR3 reconhece a dupla cadeia de RNA viral e TLR9 reconhece sequéncias CpG
ndo metiladas presentes em DNA bacteriano durante infecgdes humanas por bactérias
(RIVAS-SANTIAGO e JUAREZ, 2007).
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O receptor TLR4 desempenha um papel importante durante a infeccdo por bactérias
Gram negativas. Durante o reconhecimento, o LPS associa-se a uma proteina plasmatica,
denominada LBP (proteina de ligacdo ao LPS), que se liga a molécula CD14 (receptor
especifico para LPS, mas ineficiente na transducdo de sinal). Esta ligacdo ativa o TLR4,
formando um complexo composto por TLR4/CD14/LBP e uma proteina denominada MD2.
As interacbes entre o LPS e o complexo TLR4 exercem influéncia fundamental na
amplificacdo da resposta imune celular (ABBAS et al., 2003). Este receptor possui uma
porcdo intracitoplasmatica que ativa sinais de transducdo, recrutando varias proteinas
intracelulares (MyD88, IRAK e TRAF-6), que vdo desencadear a ativacdo das vias JNK e
ERK da cascata das MAPKSs (Proteinas quinases ativadas por mitdgeno). Estas proteinas estdo
envolvidas na ativacdo dos fatores de transcricdo AP-1 (ativador protéico-1) e NF-xB (fator
nuclear kappa B), favorecendo a expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatoria e
microbicida (ABBAS et al., 2003; BOCHUD e CALANDRA, 2003).

O NF-xB, quando ativado em resposta a sinais mediados via TLR4, pode controlar a
sintese de citocinas inflamatérias tais como TNF-a, IL-1 e IL-12, moléculas de adesdo
endoteliais e proteinas envolvidas nos mecanismos de morte microbiana, dentre elas a
regulacdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), além de promover a producao de
IL-10 em macréfagos ativados por LPS de B. pertussis (ABBAS et al., 2005, HIGGINS et al.,
2003) .

Camundongos C3H/HeJ possuem uma mutacdo no gene do TLR4, sendo
hiporesponsivos ao LPS. Por ndo responderem ao tratamento com esta endotoxina, tornam-se
altamente suscetiveis a infeccdes bacterianas (HIGGINS et al., 2003). Este dado sugere que
TLR4 seja importante para ativacdo de vias de sinalizagfes envolvidas na destruicdo de
bactéria Gram-negativa e para o estabelecimento de uma imunidade protetora.

A fagocitose € um mecanismo importante de defesa inata que induz a geracdo de
metabdlitos derivados do nitrogénio (NOS) e oxigénio (ROS), sendo produzida uma série de
substancias como 6xido nitrico (NO), peroxido de hidrogénio (H,0O,), radicais de hidrogénio
(H) e ion hidroxila (OH"), anion superoxido (O;) e oxigénio (O,), que associadas serdo
toxicas, podendo resultar na morte do microorganismo fagocitado. Defeitos no recrutamento
dos macrofagos para o local atingido, em qualquer das etapas de fagocitose ou da capacidade
bactericida desta célula, podem resultar em maior suscetibilidade do hospedeiro a infecges.
A maioria dos microrganismos fagocitados serdo internalizados nos fagossomos, e a fusao

desta organela com os lisossomos ira favorecer a destruicdo dos microrganismos (HASS,
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1998). Além dos mediadores quimicos discutidos acima, a natureza do microrganismo
fagocitado ir& colaborar para estimular a liberacdo de uma grande variedade de citocinas pré

ou antiinflamatorias, o que ira definir uma resposta imune eficaz.

A B. pertussis € um patogeno intracelular facultativo, pode invadir diversos tipos
celulares incluindo macréfagos, sobrevivendo por curto periodo no ambiente intracelular. Isto
sugere um possivel requerimento da imunidade celular para sua eliminacdo. Esta bactéria foi
encontrada no interior de macrofagos pulmonares de pacientes adultos e de criangas que
haviam sido imunizados e que se infectaram com o HIV (ADAMSON et al., 1989). Supde-se,
fagossomo-lisossomo (FRIEDMAN et al., 1992) e a inibicdo de mecanismos de morte,
gerados pela presenca de fatores de viruléncia desta bactéria dentre estes a adenilato ciclase
(KHELEF et al., 1993; CARBONETT], 2007).

1.4.1 Ativacao e desativacao de macrofagos

Os macrofagos podem ser ativados mediante receptores para componentes de
microrganismos e por citocinas. H& duas vias de ativacdo definidas que sdo denominadas via
classica e alternativa.

A via cléssica de ativacao ou do tipo 1 (M1), se d& na presenca de citocinas produzidas
por células T CD4+, do subgrupo Th1. Nesta via, os macrofagos séo ativados e transformados
em células efetoras, com potencialidade de matar patdgenos intracelulares, gracas a presenca
de citocinas como IL-2, IL-1 e IFN-y que pode sinergizar com TNF-a, levando a ativacéo da
enzima 6xido nitrico sintase induzida, iINOS (POLLOCK et al., 2003).

A outra via de ativacdo denominada alternativa ou do tipo 2 (M2), é mediada por
citocinas produzidas por linfécitos T CD4+ do subgrupo Th2 que inclui IL-4, IL-10 e IL-13,
gue esta mais associada a resposta humoral e atividade anti-inflamatoria sendo envolvida no
combate a patogenos de natureza extracelular (GORDON, 2003).

Outras subpopulac6es de células T que podem influenciar a ativacdo de macrofagos,
sdo as células T regulatorias (Trl) e Th3 que produzem IL-10 e TGF-B e, assim, regulam
negativamente as fungdes de IFN-y, podendo inibir parcialmente a producdo de espécies
reativas de oxigénio e de citocinas pro-inflamatorias.

A presenca de TGF- pode aumentar a atividade da enzima arginase, produzida pelos
macrofagos e, como consequéncia, reduz a atividade da iNOS, uma vez que ambas enzimas
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compartilham o mesmo substrato, L-arginina, contribuindo desta forma para a regulagcéo do
processo inflamatorio (BARKSDALE et al., 2004).

O interferon gama (IFN-y) é um dos principais ativadores dos mecanismos
microbicidas de macréfago infectados, pois promove o aumento da producdo de 6xido nitrico.
Esta citocina é produzida, inicialmente, por células do sistema imune inato, as células natural
killer (NK), e, posteriormente por células T CD4+, do tipo Thl, podendo também regular
positivamente a producdo de outras citocinas, como a IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a e, desta
forma, mediar mecanismos de imunidade celular, importantes para a prote¢cdo em resposta a
infeccdes (MAHON, 1999; CANTHABOO et al., 2002).

A resposta inflamatoria € seguida por uma resposta antiinflamatéria que se da devido
ao aumento da producdo de IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B, receptor solivel de TNF-a e do
antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra) (SIKORA, 2000).

O fator de crescimento e transformacdo beta (TGF-B) exerce papel importante no
processo antiinflamatério e é produzido por plaquetas, macréfagos e linfécitos Th3. Esta
citocina possui atividade multifuncional, estd associada a supressdo da inflamac&o, regulacao
de numerosos processos fisiolégicos, incluindo o crescimento e diferenciacdo de células,
apoptose e adesdo, além de inibir a adesdo de neutrofilos, a proliferacdo de células T e B e
promover o reparo tecidual pelo aumento na sintese de colageno. E um quimioatraente de
mondcitos e estimula a producdo de IL-1, TNF-a e 0 proprio TGF-f (KUROSAKA et al.,
2002). TGF-B inibe fungbes dos macréfagos, dentre elas a liberagdo de intermediérios
reativos do oxigénio, a producdo de citocinas pro-inflamatorias (sintetizadas por células T, B
e NK), reduzindo a funcédo e a producéo de IL-12 e consequentemente a producdo de IFN-y
por células T CD4+ e NK, agravando o curso da infeccdo (CHEN et al., 2003). Esta citocina é
considerada benéfica em algumas situacbes por suas propriedades antiinflamatorias e
imunosupressoras (FADOK et al., 1998; RICH et al., 2001; KUROSAKA et al., 2002).

A fagocitose microbiana provoca a producdo de citocinas pro-inflamatorias, ativa
sistemas de morte e processamento e apresentacdo do antigeno, mas suprime 0s genes que
codificam as moléculas envolvidas com o reconhecimento e a internalizagdo bacteriana
(CHEN et al., 2003).

As citocinas produzidas tém agdes bem equilibradas, auxiliando na defesa contra
agentes infecciosos; distarbios no equilibrio destas moléculas podem contribuir para

diferentes doencas, sendo o seu conhecimento de fundamental importancia.
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1.4.2 A importéncia da geracdo de 6xido nitrico

As células fagociticas, dentre elas mondcitos e macréfagos, apds interiorizar um
microrganismo sintetizam varios produtos capazes de inibir seu crescimento ou leva-lo a
morte. Entre os produtos gerados estdo os intermediérios de oxigénio (superdxido, peroxido
de hidrogénio, radicais hidroxila) e nitrogénio (0xido nitrico, nitrito e nitrato). A producao de
NO por macréfagos é considerada como o principal mecanismo microbicida contra varios
patégenos (DENIS et al., 2006).

O oxido nitrico (NO) é um radical livre que participa do metabolismo oxidativo dos
macrofagos sendo importante na resposta inflamatoria. Este mediador estd envolvido na
patogénese e no controle de doencas infecciosas e de tumores, nos processos autoimunes e de
doencas degenerativas. E sintetizado por a¢do da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), a partir
do aminoécido L-arginina, gerando citrulina e NO, necessitando da presenca de dois
cofatores, 0 oxigénio e o fosfato dinucleotideo adenina nicotinamida (NADPH) (BOGDAN et
al., 2000).

As acles biologicas do NO sdo mediadas pela sua acdo sobre a guanilato ciclase,
ativando-a e elevando a concentragdo de GMPc (guanosina monofosfato ciclico) que é o
principal mecanismo de transducdo de sinal pelo qual o NO determina seus efeitos
fisiolégicos (BOGDAN, 2001). O NO pode induzir reagdes toxicas contra outros tecidos do
hospedeiro, no caso de doencas autoimunes e situacGes de sobrecarga exageradas do
organismo (ROTHE e KOLB, 1999), por exemplo, na asma (BARNES e LIEW, 1995),
atuando como toxina conforme a concentracdo e o tecido em questdo, desempenhando um
papel pro-inflamatério. Esta molécula também pode atuar como anti-inflamatério ou agente
imunossupressor atraves de seus efeitos inibitérios ou apoptdticos em células
(MACIEJEWSKI et al., 1995; LI e BILLIAR, 2000).

Vérias isoformas de NOS foram identificadas em diversos tecidos de mamiferos.
Estudos bioquimicos e a analise sequencial de aminoacidos revelaram que estas isoformas
representam uma familia de proteinas e, aparentemente, sdo produtos de trés genes distintos.
Assim, as isoformas da NOS sao agrupadas em duas categorias: a NOS constitutiva (c-NOS),
dependente de ions calcio (Ca++) e de calmodulina, que esta envolvida na sinalizacéo celular,
e a NOS induzida (i-NOS), produzida por macréfagos e outras células ativadas por citocinas
(STENGER et al., 1995; STENGER et al., 1996). A ¢c-NOS e iNOS diferem quanto ao peso
molecular, a forma de ativacao e a capacidade de sintese de NO (STENGER et al., 1995). A
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isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-NOS, tipo 1), presente normalmente nos
neuronios (WEISS et al., 1995; MATTNER et al., 1997), e a NOS endotelial (e-NOS, tipo
I11), presente normalmente nas células endoteliais vasculares e plaquetas (STENGER et al.,
1996).

A INOS (tipo Il) ndo é expressa sob condi¢cdes normais sendo regulada positivamente
ou negativamente pelo contato célula-célula (mediante a adesdo e moléculas
coestimulatorias), por citocinas, produtos microbianos e virais dentre outros. Embora IFN-y e
LPS sejam seus ativadores classicos, novos reguladores continuam a serem descobertos. A IL-
12 ativa a iINOS em macréfagos, embora seja por um mecanismo mediado por producdo
autocrina de IFN-y. Esta isoforma requer algumas horas para ser expressa, mas, uma vez
sintetizada, sua acdo continua indefinidamente até que a L-arginina ou os co-fatores
necessarios para sua sintese sejam depletados ou ocorra a morte celular (KAWAMURA et al.,
1998). A expressdo de iINOS ocorre durante a inflamagéo ou infec¢do sendo um componente
importante para a resposta do hospedeiro. O NO controla uma variedade de organismos
intracelulares como Leishmania (INIESTA et al., 2001), Plasmodium (CHIWAKATA et al.,
2000), Tripanosoma (SAEFTEL et al., 2001), infecgdes virais (REISS e KOMATSU, 1998) e
fungicas (LIRK et al., 2002), porém o papel do NO em infecgBes bacterianas ndo esté
totalmente definido. Os mecanismos potenciais incluem efeito microbicida direto através da
reacao do déxido nitrico com grupos do ferro ou do tiolato formando um complexo que inativa
as enzimas fundamentais na respiragdo mitocondrial ou na replicacdo do DNA. Qutros
mecanismos desenvolvidos pelo 6xido nitrico € a sua capacidade de reagir com superdxidos
formando reativos oxidantes capazes de danificar as células alvo (TRIPATHI et al., 2007,
NATHAN e SHILOH, 2000).

Dentre as varias funcbes descritas para 0 NO podemos citar efeitos antiviral,
antimicrobiano, imunoestimulador (pré-inflamatério) e imunossupressivo (anti-inflamatorio)
além de acOes citotoxicas e citostaticas que promovem a destruicdo de microrganismos. A
citotoxicidade do NO resulta da sua acdo direta ou da sua reacdo com outros compostos
liberados durante o processo inflamatério. O oxido nitrico exerce efeitos variados nas fungdes
desenvolvidas por células leucocitarias, incluindo a inducdo de apoptose do macréfago, a
modulacdo da adesdo do neutrdfilo, além da regulacdo diferenciada na sintese de citocinas
pelos leucdcitos (BOGDAN, 1997).
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A expressdo da iNOS depende do estimulo microbiano, de citocinas e do tipo celular
que levam a diferentes sinaliza¢Ges envolvidas na sua expressao, como por exemplo, Janus
quinase Jak1l, Jak2 e tyk2; proteina quinase Raf-1; Mapk p38, Erk1/2 e JNK; proteina quinase
C; proteina fosfatase 1 e 2A, que promovem, ou inibem sinalizagdes como por exemplo, via
fosfoinositideo-3-quinase e proteina tirosina fosfatase (1A-2). O dxido nitrico exerce efeito
bifasico na transcricdo da iNOS. Baixas concentracfes de NO, assim como ocorre nos
macrofagos estimulados por citocinas, ativam NF-kB e regulam positivamente a iNOS,
porém, concentracdes elevadas tém o efeito oposto, prevenindo desta forma a superproducéo
de déxido nitrico (TRIPATHI et al., 2007).

Diversos agentes infecciosos sdo dependentes de arginina exdgena para a sintese de
poliaminas e proliferacdo celular. Consequentemente, a deplecdo da arginina pela ativacdo da
INOS pode inibir o crescimento do microrganismo, levando-os a morte, enquanto a deplecéo
do substrato devido a producdo de arginase pelos macrdéfagos pode levar a sobrevivéncia do
patégeno, como exemplo a Leishmania, que subverte resposta ao NO. Recentemente sugeriu-
se que a N-hidroxi-L-arginina, um intermediario da reacdo L-arginina-iNOS-NO, contribui
para a morte intracelular da Leishmania de forma independente de éxido nitrico, bloqueando a
atividade da arginase dentro do parasita e/ou do macréfago (BOGDAN, 2001).

O LPS e citocinas pro-inflamatodrias tais como IFN-y e 1L-12 regulam positivamente a
producdo de NO, através da ativacdo da sintese de iNOS, e suprimem a expressdo da arginase.
Ao contrério, citocinas anti-inflamatdrias podem induzir a producdo de arginase que converte
L-arginina em L-ornitina e uréia, suprimindo a iINOS, consequentemente reduzindo NO.
Neste processo, estas duas enzimas competem pelo mesmo substrato L-arginina (MUNDER
etal., 1999).

O NO modula vérias fungdes em células fagocitérias, por exemplo, induz a transcrigdo
do gene da IL-12p40, mas ndo do gene IL-12p35 em humano. Como o homodimero IL-12
(p40) é um antagonista para IL-12, este fato pode levar a baixa resposta do tipo Thl na
presenca de NO [uma vez que ele inibe a sintese de IL-12 pelos macrofagos ativados
suprimindo indiretamente a expansdo de células Thl] (TAYLOR-ROBINSON et al., 1994;
BAUER et al., 1997; HUANG et al., 1998; VAN DER VEEN, 2001).

Durante o0s processos infecciosos, macréfagos ativados podem  secretar
simultaneamente NO e intermediarios reativos do oxigénio (ROE) exercendo agéo citotoxica

indireta devido a sua reacdo com esses intermediarios do oxigénio o qual resulta na formacéo
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de peroxinitrito (ONOQO) um poderoso oxidante de proteinas (BECKMAN e KOPPENOL,
1996).

Além de INOS, os macréfagos expressam a arginase, enzima descrita como anti-
inflamatdria, que regula negativamente a sintese de 6xido nitrico. A producdo de TGF-B ¢
citocinas do tipo Th2 agem sinergicamente para induzir a atividade da arginase nos
macrofagos. A presenca de TGF-B pode suprimir a atividade da iNOS em macrofagos em
virtude da reducdo da estabilidade do gene para iINOS. Além disto, pode aumentar a
degradacéo da proteina de iNOS, favorecendo deste modo o aumento da atividade de arginase
que passa a consumir o substrato L-arginina, com a consequente reducdo da atividade da
INOS e o controle da producdo de NO. Deste modo a presenca de TGF-f é em parte
responsavel pela supressdo da atividade citotoxica dos macréfagos (VODOVOTZ et al.,
1993).

Nem todos os modelos estudados mostraram relagdo linear entre a presenca de
arginase e a inibicdo total de INOS. Ha uma hipdtese destas duas enzimas serem reguladas por
vias independentes, e que o TGF-B aumenta a atividade da arginase indiretamente
promovendo a sintese de outras proteinas (BOUTARD et al., 1995).

A arginase catalisa a hidrélise de L-arginina para formar L-ornitina e uréia. A ornitina
€ 0 precursor para a sintese de poliaminas que promovem a proliferacéo e o reparo em varios
tipos celulares (SCALABRINO et al., 1991).

A arginase possui valor de Km enzimatico mais elevado para arginina se comparado a
NOS o que determina afinidade preferencial da NOS pelo substrato. Porém, a expressdo de
arginase, antes da indugdo da iNOS durante a estimulagdo com IFN-y e TNF-a, impede a
producdo de NO por depletar o substrato, isto se deve em parte a producédo de citocinas anti-
inflamatorias, tais como TGF-p. Esta citocina facilita a alta atividade da arginase diminuindo
0 Km desta enzima (GOTOH e MORI, 1999; RUSCHMAN et al., 2001).

O aminoécido L-arginina € um componente vital das respostas inflamatérias e imunes,
sendo o Unico substrato para a iINOS; se a presenca da arginase provoca a escolha da via
metabolica ndo estd bem definida. A disponibilidade de L-arginina é fator crucial para a
atividade de iNOS, uma vez que o NO é produzido continuamente a uma taxa elevada na
presenca adequada deste substrato. A L-arginina é também substrato para a sintese de outras
proteinas, poliaminas, glutamato entre outras moléculas, que sdo importantes para a
sinalizacdo celular e funcionamento dos canais ionicos, além de funcionar como intermediario

do ciclo da uréia (POPOVIC et al., 2007). Macréfagos murinos e células dendriticas
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expressam arginase | quando estimulados por citocina do tipo Th2 (MUNDER et al., 1999),
LPS (LOUIS et al., 1998) ou cAMP (MORRIS et al., 1998). E possivel que a seletiva
expressao de arginase possa depender de varios fatores associados. Que seja de nosso
conhecimento, os mecanismos de regulacdo de iNOS e arginase em macrofagos ativados por
B. pertussis ndo foram explorados, o que significa contribuir para o conhecimento da
interrelacdo desta bactéria com células fagociticas durante seu primeiro contato e assim
colaborar para o entendimento dos mecanismos imunopatoldgicos provocados por esta

infeccdo.

1.4.3 B. pertussis e os fatores de viruléncia na imunidade

As interacGes bactéria-célula hospedeira durante a infeccdo com B. pertussis nédo
foram totalmente elucidadas, os mecanismos de resposta imune necessarios para o controle
desta infeccdo ndo estdo definidos e pouco se conhece sobre os mecanismos de defesa do
hospedeiro desenvolvidos durante a infecgdo ou sobre a patogénese de B. pertussis. O desafio
para o desenvolvimento de vacinas de qualidade superior a existente esta associado a falta de
compreensdo destes mecanismos. A interacdo entre B. pertussis e macrofagos € importante
para o desenvolvimento da imunidade inata e controle da infec¢do, mas estes aspectos ainda
ndo foram totalmente esclarecidos.

Estudos anteriores indicam que a infeccdo por B. pertussis promove uma resposta
imune Thl, baseada em parte na producdo de IFN-y (MILLS et al., 1993). Estudos recentes
em modelos animais demonstraram que a resposta imune do hospedeiro apds esta infeccdo
leva a expansdo de subclones de linfocitos T CD4", denominados células Th17, que sdo
geradas devido a presenca de IL-23 (FEDELE et al.,, 2005; CARBONETTI, 2007). A
incubacdo de células dendriticas humanas com B. pertussis induz a expressdo de IL-23, mas
ndo de IL-12 que leva a geracdo de células Thl. A inducédo de IL-23 e a inibicdo de IL-12 sdo
causadas pela acdo enzimatica da adenilato ciclase que aumenta os niveis de cAMP
(SPENSIERI et al., 2006; LANGRISH et al., 2005). Estudos utilizando vacina celular
mostraram que a protecdo foi altamente dependente de células Th17 produtoras de IL-17,
enquanto a vacina acelular mediou & protecdo através de mecanismos dependentes de
anticorpos, com geragdo mais polarizada de clones de células T CD4" do tipo Th2 ou uma
resposta mista do tipo Th1/Th2. Embora os mecanismos envolvidos na producédo de IL-17 ndo

estejam totalmente compreendidos esta citocina pode estar envolvida na ativagdo de citocinas
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inflamatorias, quimiocinas e na atividade antibacteriana dos macréfagos (ELAHI et al., 2007;
MILLS, 2001).

A resposta a infeccdo por B. pertussis pode ser iniciada e controlada atraves do
receptor TLR4 que reconhece o LPS desta bactéria. A sinalizagdo via TLR4 induz
preferencialmente a produgdo de IL-10 inibindo a resposta inflamatéria. A infecgdo com B.
pertussis em camundongos deficientes em TLR4 é mais grave, sendo caracterizada pelo
aumento da carga bacteriana no trato respiratorio, em parte devido a falta de producdo de
TNF-a. No entanto esta citocina ndo tem mostrado papel protetor significativo durante esta
infecgdo provavelmente devido a natureza menos endotoxica do LPS de B. pertussis e pela
producdo de toxina pertussis. A sinalizacdo do TLR4 parece necessaria para estabelecer uma
imunidade protetora induzida pela vacina, potencialmente através da producéo de IL-17 pelas
células T CD4" (HIGGINS et al., 2003; BANUS et al., 2006).

H& especulacbes que a tosse, principal patologia associada com a infeccdo por B.
pertussis, seja causada por uma reagdo autoimune crdnica como resultado do desvio da
resposta imune para o perfil Th17 (CARBONETT]I, 2007).

O papel dos fatores de viruléncia de B. pertussis na modulacdo da resposta imune de
macrofagos ativados, a determinacdo da especificidade e caracteristicas da doenca, ndo estdo
totalmente compreendidos.

A pertactina, hemaglutinina filamentosa e LPS induziram a producdo de anticorpos
gue contribuem para a protecdo, entretanto estes anticorpos especificos nao foram suficientes
e eficazes para uma protecdo total. Isto pode explicar as dificuldades em estabelecer
correlagOes soroldgicas quantitativas definitivas para vacinas de B. pertussis.

Os numerosos estudos realizados em camundongos demonstraram que a imunizagao
com PT, FHA, PRN, FIM ou ACT podem gerar niveis variados de protecdo. Entretanto,
nenhuma das principais experimentac6es clinicas definiu o papel exato destes antigenos na
protecdo contra a infeccdo com B. pertussis. A vacina monocompetente com PT gerou
anticorpos contra esta toxina, e foi sugerido que as criangas com niveis mais elevados de 1gG
no soro apds as imunizacbes foram as menos suscetiveis a infeccdo por B. pertussis
(BAGLEY etal., 2002).

As cepas mutantes de B. pertussis deficientes em ACT, FIM e PT possuem capacidade
reduzida para colonizar o trato respiratorio de camundongos ou entdo sdo menos patogénicas
(GOODWIN e WEISS, 1990; GEUIJIEN et al., 1997), sugerindo que estes componentes sdo

importantes para colonizacao do trato respiratorio.
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O FHA, além de exercer seu papel na aderéncia, possui atividades imunosupressoras e
imunomoduladora, sendo um antigeno protetor importante, pois induz anticorpos especificos
apos a imunizacdo com a vacina celular de B. pertussis. Embora o FHA seja importante para a
aderéncia e a colonizacdo inicial no trato respiratorio, mostrou-se que o FHA e a PRN néo
foram essenciais para a colonizagdo da bactéria nos pulmdes (LOCHT et al., 1993). Esta
adesina pode facilitar a adesdo de outros microrganismos (TUOMANEN, 1986), explicando
as superinfecgdes que complicam o curso clinico da coqueluche.

O FHA possui varios dominios que funcionam como sitios de ligacdo e podem regular
a funcdo da célula hospedeira através da geracdo de sinais mediados por estas ligacdes.
Algumas destas ligacGes sdo mediadas por integrinas presentes em células fagociticas ou
ligacbes “lectina-like” a acgUcares sulfatados presentes na matriz extracelular (HANNAH et
al., 1994). Esta adesina possui uma regido na cauda composta por um tripeptideo RGD (Arg-
Gly-Asp) que facilita a ligacdo da bactéria ao receptor CR3 presente em macréfagos
facilitando a entrada da bactéria nestas células (RELMAN et al., 1990). Outros autores
mostraram que um receptor para fibronectina denominado VLA (“very late antigen-5”) pode
ativar CR3 facilitando a ligacdo do FHA a célula hospedeira (HAZENBOS et al., 1993),
favorecendo o reconhecimento e a sobrevivéncia intracelular da bactéria. O FHA pode
também se ligar a uma proteina do soro reguladora do sistema complemento denominado
C4BP (“C4 binding protein”) inibindo a ativagdo da via classica do complemento, impedindo
assim a formacdo do complexo de ataque a membrana bacteriana (BERGGARD et al., 1997).
Desta forma o FHA pode contribuir como mecanismo de evasdo criado pela bactéria,
reduzindo a atividade do sistema imune e possibilitando a sua sobrevivéncia.

A infeccdo de ratos por B. pertussis gera linfocitos T regulatérios especificos para
FHA que secretam IL-10 e suprimem a resposta mediada por células T CD4+ (Th1) reduzindo
assim a producdo de IL-12 contra este patdgeno (MCGUIRK et al., 2002). Anticorpos anti-
FHA encontrado no soro humano podem reduzir a fagocitose de B. pertussis pelos neutrofilos
humanos (MOBBERLEY-SCHUMAN et al., 2003).

A pertactina (PRN) esta presente em todas as cepas virulentas de B. pertussis sendo
sugerida como um antigeno protetor (GUSTAFSSON et al., 1996), porém seu mecanismo de
acao é desconhecido. Esta adesina ndo parece envolvida na persisténcia da infeccdo, uma vez
gue mutantes desta adesina infectaram e colonizaram o trato respiratério de camundongos
(ROBERTS et al., 1991). Assim como o FHA, a PRN contém uma sequéncia de tripeptideos
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formados por Arg-Gly-Asp (RGD), porém esta ndo parece importante para a ligacdo ao
receptor para CR3 (Cd11b/CD18) presente em leucdcitos (EVEREST et al., 1996).

A toxina pertussis (PT) € um dos principais componentes imunogénicos de B.
pertussis e um dos principais causadores de reacfes adversas. Entre tais reacOes estdo a
inibicdo do aumento de calcio intracelular em células T CD4+ e CD8+ induzido por
quimiocinas, a ativacdo de neutrofilos e de celulas NK e a inibicdo da quimiotaxia de
neutrofilos e macréfagos (XING et al., 2000; CASSAN et al., 2006). A ligacdo desta toxina a
receptores presentes na superficie de células do sistema imune inato e adquirido ativa sinais
moleculares envolvidos na secre¢do de citocinas e expressao de moléculas acessorias. Em
algumas circunstancias estes efeitos podem se dar independentemente da atividade enzimatica
mediada pela subunidade S1, uma vez que o oligomero B pode induzir imunidade a antigenos
ndo relacionados (OKA et al., 1994).

Indmeras pesquisas tém investido na definicdo de um bom sistema de expressdo desta
toxina para obter grandes quantidades ou mesmo uma proteina com baixa toxicidade com o
objetivo de melhorar a vacina acelular utilizada em varios paises, pois quase sempre a toxina
ndo € liberada em quantidade que permita sua utilizacdo em grande escala (SMITH et al.,
2001).

O papel exato da toxina pertussis (PT) na imunidade inata ndo esta totalmente claro,
havendo controversias quanto a sua funcdo imunomoduladora e seus efeitos nos estagios
iniciais da infeccdo. Esta toxina € responsavel pelos sintomas sistémicos associados a infec¢do
por B. pertussis, dentre estes linfocitose, hipoglicemia e sensibilidade a histamina
(CARBONETTI, 2007).

Estudos recentes mostraram que as caracteristicas clinicas de B. pertussis e B.
parapertussis sdo muito similares. Entretanto em infeccGes com B. pertussis houve
leucocitose o que ndo ocorreu nas infecgdes com B. parapertussis.

A PT possui efeitos supressores multiplos no sistema imune por reduzir moléculas
MHC Il na superficie de mondcitos humanos, por promover a maturagdo de APC, modulando
os marcadores de superficie em células dendriticas e diminuindo a producdo de 1L-6, IL-10 e
IL-12 (MARTINO et al., 2006).

A toxina pertussis pode atuar sobre a imunidade inata nos estagios iniciais da infecgéo,
reduzindo a resposta imune adaptativa gerada pela infeccdo e promovendo a re-infeccdo em

um individuo parcialmente imune.
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A PT induz a maturacdo de células dendriticas, o que resulta na expansdo de células T
efetoras e na diferenciacdo de ambas as células Thl e Th2. A ativacéo intracelular de TLR4 é
também implicada na atividade adjuvante mediada pela PT. Recentemente foi mostrado que o
tratamento in vivo com PT promoveu a diferenciacdo de células Th17, reduzindo o nimero de
células T regulatorias FoxP3+CD4+CD25+ (Treg) em camundongos (CHEN et al., 2007).

Em modelo murino durante o desafio intracerebral, a presenca de PT é fundamental
para induzir protecdo quando associado a outros antigenos de B. pertussis, sendo também
detectado anticorpos contra este fator em seres humanos apos a infeccdo com B. pertussis ou
apos imunizacdo com a vacina celular (ZHANG e MORRISON, 1993; CANTHABOO et al.,
2002).

A toxina adenilato ciclase (ACT) colabora com o estabelecimento da infeccdo por B.
pertussis auxiliando na colonizacdo do trato respiratério. Esta toxina interage com as
moléculas P2 integrina CD11b/CD18 em macrofagos, insere o dominio catalitico,
(dependente de célcio e temperatura), através da membrana citoplasmatica e invade a célula
hospedeira, utilizando a calmodulina, que cataliza a conversdo de ATP para AMPc
(FRIEDMAN et al., 1987; PEARSON, et al., 1987; NJAMKEPO et al., 2000).

Foi demonstrado que cepas mutantes na sintese de ACT possuem viruléncia e
proliferacdo reduzida, sendo removidas mais rapidamente dos pulmdes. Esta toxina pode
aumentar o nivel endégeno de AMP ciclico (AMPc), interferindo nas funcBes das células
fagociticas efetoras, alterando sua capacidade fagocitica, bactericidas e respostas oxidativas, o
gue pode auxiliar a sobrevivéncia das bactérias nos estagios iniciais da colonizacao
(PEARSON et al., 1987; GROSS et al., 1992; NJAMKEPO et al., 2000). Esta enzima de B.
pertussis pode também provocar a apoptose em macrofagos in vivo e in vitro (GUEIRARD et
al., 1998).

A ACT pode modular TLR em células dendriticas promovendo a inducdo de células
Treg secretoras de IL-10 e inibindo IL-12. A inducdo de citocinas anti-inflamatdrias e células
Treg ndo € somente um importante mecanismo protetor do hospedeiro devido limitar a
imunopatogenese durante a infeccdo mas pode também ser usado pelos patdgenos como
estratégia para subverter a resposta imune inibindo células Thl e prolongando a sua
sobrevivéncia no hospedeiro (HICKEY et al., 2008).

A maioria dos efeitos biologicos do LPS foi atribuida as propriedades
imunoestimulatorias do lipideo A (MUNFORD et al., 2006, RAETZ et al., 2007). Entretanto,

0 antigeno O das bactérias gram-negativas exerce importante funcdo imune protegendo a
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bactéria da lise mediada pelo complemento e dos efeitos bactericidas mediados por peptideos
antimicrobianos (RAYNAUD et al., 2007, SEBASTIAN et al., 2007).

O papel do LPS na patogénese da infeccdo por B. pertussis ndo esta claro, entretanto,
as atividades bioldgicas exibidas por este LPS incluem propriedades antigénicas e
imunomoduladoras, conduzindo a processos de ativacdo de células apresentadoras de antigeno
profissionais como macréfago e células dendriticas (AMANO et al., 1990; WATANABE et
al., 1990). Este LPS é um fraco imundgeno tanto para animais de laboratorio, quanto para o
homem apo6s o uso da vacina celular (MANCLARK e COWELL, 1984) porém, pequenas
quantidades de LPS contribuem como adjuvante, colaborando assim na eficacia da vacina
celular e acelular (CHABY e CAROFF, 1988).

As espécies de Bordetella expressam diferentes moléculas de LPS que podem afetar a
patogénese. Cepas de B. parapertussis isoladas de seres humanos e de carneiros possuem
perfis distintos de LPS que geram no hospedeiro caracteristicas especificas (VAN DEN
AKKER, 1998). O LPS produzido pela B. bronchiseptica é similar ao de B. parapertussis,
pois ambos expressam antigeno O dependente da temperatura (VAN DEN AKKER, 1998). O
antigeno O de B. bronchiseptica confere protecdo aos peptideos antimicrobianos, diferente de
B. pertussis, nas quais falta o antigeno O, ndo sendo protetor (BANEMANN et al., 1998).

O antigeno O é um polissacarideo de superficie extremamente varidvel nas bactérias
Gram-negativas. As interagcdes entre este antigeno e o sistema imune sdo fundamentais para
determinar a vantagem seletiva de cada espécie (REEVES, 1995). Embora B. pertussis e B.
parapertussis sejam espécies relacionadas, a variacdo na estrutura do LPS pode levar a
patogenicidade distintas.

O antigeno O de B. parapertussis a protege da morte pelo sistema complemento,
enguanto que a B. pertussis é sensivel aos efeitos causados por este sistema (GOEBEL et al.,
2008). Ambos patdgenos sdo endémicos na populacdo humana o que indica que o antigeno O
ndo é necessario para a ocorréncia da infeccdo. Entretanto o papel para o antigeno O ndo esta
claramente definido (GOEBEL et al., 2008; FEDELE et al., 2008).

O LPS tem uma funcdo importante como adjuvante para respostas imunes a outros
antigenos. O lipooligossacarideo de B. pertussis pode sinergizar com citotoxina traqueal
(TCT), estimulando a producéo de IL-1 e NO, danificando celulas epiteliais ciliadas, podendo
tambem ter efeitos deletérios em neutrofilos (CUNDELL et al., 1994) e induzir junto com
ACT a produgdo de IL-10 em celulas dendriticas. Entretanto, TCT e endotoxina sozinhos ndo

induzem a producgdo de NO nas células epiteliais.
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O LPS, PT e TCT sédo os principais responsaveis pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias no pulméo infectado, e estas citocinas em conjunto com NO sdo responsaveis
pela patologia local. Os mecanimos de defesa contra a infeccdo com B. pertussis sdo
complexos. A infeccdo pode ser impedida pela atividade de varias células imunocompetentes

incluindo, linfocitos, macréfagos e moléculas como citocinas e NO.
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6 Conclusao

[
1

N
1

A ativacdo de M¢DM com antigeno soluvel ou a infecgdo ativa com B. pertussis ndo
foi suficiente para gerar nitrito. Ao contrario, a infeccdo dos M¢DM com B.

parapertussis, estimulou a sintese de grande quantidade de NO.

A adicdo exogena de L-arginina as culturas de macrofagos estimuladas com o Ag

soltvel de B. pertussis aumentou a sintese de NO.

A inibicdo de arginase pela adicdo de L-NOHA as culturas favoreceu a producéo de
NO, e a presenca de arginase foi confirmada através da producdo de uréia nos
macrofagos infectados com B. pertussis e B. parapertussis, sugerindo haver

competigéo entre ambas as enzimas pelo consumo do substrato.

O TGF-B estd envolvido na baixa sintese de NO nos macrofagos ativados com B.
pertussis, uma vez que a adicdo de anti-TGF-B as culturas celulares aumentou a
sintese de nitrito e reduziu a producdo de arginase, e houve producdo desta citocina

nos macrofagos estimulados com B. pertussis.

A presenca de arginase pode estar relacionada a presenca de TGF-f, uma vez que a
adicdo de anti-TGF-B nas culturas estimuladas com B. pertussis reduziu a atividade

desta enzima.

A PT parece estar envolvida na inibicdo da expressdo de iNOS na infec¢do por B.
pertussis. Sua adicdo as culturas de macrofagos infectados com B. parapertussis
reduziu a quantidade de NO sintetizados por estas células.

Pelo uso de macrofagos de camundongos deficientes para TLR4, concluimos que o
LPS parece estar envolvido na producdo de arginase e TGF-f3 em resposta a infeccao
com B. pertussis e B. parapertussis, porém a producdo de NO pelos macrofagos
infectados com B. parapertussis foi independente de TLR4, ndo havendo uma

correlagéo direta entre a presencga de PT e NO neste modelo.
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