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Prezado(a) Senhor(a)

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade de
Sdo Paulo, no dia 29 de novembro de 2021, considerou APROVADA a Emenda N°
1866695 E2, datada de 26/11/2021, referente a solicitagdo de inclusdo de duas
pesquisadoras no Projeto de Pesquisa: Dra. Luciana Cezar de Cerqueira Leite e Eliane
Pessoa da Silva.

Aprovada também a prorrogagdo do prazo de termino do estudo para

31/12/2021.
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Oficio CEUAIB n® 0972021

Sao Paulo, 4 de novembro de 2021.

Ao Programa de Pos Graduacao Interunidades em Biotecnologia

USP/Instituto Butantan/ IPT

A Comiss3o de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) informa
que o projeto "Avaliacdo da resposta imune humoral e celular em camundongos
vacinados com a vacina celular Plow (menor teor de LPS) contra Bordetella
pertussis” (CEUAIB n® 3469110820) foi analisado e aprovado para
experimentacdo de animais no Instituto Butantan. Este projeto é parte da tese de
Doutorado "Avaliacio da resposta imune contra Bordefella perfussis e Bordetella
parapertussis em amostras de sangue humano provenientes de individuos de
diferentes grupos etarios” desenvolvido pela aluna Eliane Pessoa da Silva (n.

USP 72987486), sob orientacdo da Dra. Luciana Cezar de Cerqueira Leite.

Atenciosamente,
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Maria Leonor Sarno de Oliveira

Coordenadora CEUAIB
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Avenida Vital Brasil, 1500 Avenida da Universidade, 210 SAO ULO
Butantd, S&o Paulo/SP Butantd, Sdo Paulo,/SP
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A coqueluche é uma doenca causada pela bactéria B. pertussis (Bp) ou B.
parapertussis (Bpp). Esta entre as maiores causas de morbidade do mundo, com
estimativa de ocorréncia de 16 milhdes de casos e aproximadamente 195.000 mortes
anuais. Estudos tém mostrado maiores incidéncias em adolescentes e adultos jovens,
tendo como possivel causa o declinio da imunidade vacinal, tornando-os susceptiveis
e provaveis transmissores da doenca para popula¢des mais vulneraveis, o que explica
0 aumento de casos em criancas menores de 6 meses de idade, ainda nao
completamente imunizadas. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
um estudo epidemioldgico presuntivo da circulacdo de Bp ou Bpp, baseado na
resposta imune, em amostras de sangue de voluntarios. Além disso, demonstrar, em
um modelo murino, se a memoria imunolégica apds a imunizagdo com uma vacina
celular de Bp (WCP) persiste na protecdo contra coqueluche, e investigar se um
reforco com WCP, vacina acelular (APV) ou uma nova candidata vacinal com menor
teor de LPS (Plow) induz uma resposta protetora significativa em relacdo a auséncia
do reforgo. Para isso, o estudo foi conduzido em duas etapas. Primeiro, avaliou-se a
resposta imune humoral e celular de 1500 amostras de sangue de voluntarios de seis
faixas etérias (5-9; 10-14; 15-19; 20-39; 40-59; = 60 anos). Soros de criangas de 5-9
anos apresentaram altos niveis de anticorpos IgG anti-Toxina pertussis (PT) e de
citocinas de perfil de resposta Thl, em funcdo do estimulo com WCP, além de
menores niveis de IgG anti-Bpp, sugerindo a persisténcia da imunidade vacinal para
Bp e a protecado cruzada da DTP para Bpp. Resultados similares em adolescentes de
10-14 anos sugerem um resquicio da imunidade vacinal nesta faixa etaria. Altos niveis
de IgG anti-PT também foram observados na faixa etaria de 15-19 anos e, segundo a
literatura, é provavel que a imunidade natural tenha se sobreposto a vacinal, indicando
exposicdo recente devido a alta circulacdo da bactéria. J& soros de adultos e idosos
apresentaram os menores niveis de IgG anti-PT, tornando-os mais susceptiveis ao
contagio, sendo os adultos de 20-39 os mais provaveis transmissores. Na segunda

etapa, foram definidos cinco grupos de camundongos BALB/c, quatro que receberam



duas doses quinzenais da vacina WCP, além de um grupo salina. Na 252 semana,
trés grupos receberam um reforco com WCP, APV ou Plow e um grupo néo recebeu
o reforco. As analises de memoaria imunolégica e de protecdo indicaram que animais
sem reforco vacinal apresentaram baixas frequéncias de linfécitos T (CD4 e CD8) e
de células B. Em contrapartida, o reforco com APV ou Plow induziu uma maior
resposta imune, mediada por linfocitos T e células B, com eliminacdo completa da
bactéria no LBA e niveis estatisticamente inferiores de bactérias nos pulmdes.
Conclui-se que o reforco vacinal € indicado pelo menos aos adolescentes ou adultos
jovens, maiores possiveis transmissores da bactéria, e que a vacina Plow pode ser
uma boa alternativa, devido a sua baixa reatogenicidade e o seu baixo custo de

producdo em relacdo a APV.

Palavras chaves: Coqueluche. Vacina. Bordetella pertussis. Bordetella

parapertussis.



ABSTRACT

Silva, E. P.: Immunological evaluation response against Bordetella pertussis and
Bordetella parapertussis in blood samples from individuals of different age
groups. 2021. 148 f. Ph. D thesis in Science - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2021.

Pertussis, also known as whooping cough, is an infectious disease caused by B.
pertussis (Bp) or B. parapertussis (Bpp). It is among the main causes of morbidity
worldwide, with an estimated incidence of 16 million cases with approximately 195,000
deaths/year. Studies have shown high occurrence in adolescents and young adults,
which is attributed to the immunization wane received in childhood, making them
susceptible and possible transmitters of pertussis to more vulnerable populations, and
explaining the increase of cases in children under six months of age, who has not yet
been fully immunized. In this context, we aimed to develop a presumptive
epidemiological study of the circulation of Bp or Bpp, based on the immune response,
in blood samples of healthy volunteers. Furthermore, to evaluate, in a murine model, if
the immunological memory after immunization with a cellular Bp vaccine (WCP)
persists in protection against pertussis, and to investigate whether a booster with WCP,
acellular vaccine (APV), or a new vaccine candidate with low LPS content (Plow)
induces an increased protective response compared to the absence of booster. For
this, the study consisted of two phases. First, the humoral and cellular immune
response of 1,500 blood samples of volunteers separated into six groups was
evaluated (5-9; 10-14; 15-19; 20-39; 40-59; = 60 years). Serum from children aged 5-
9 years showed high levels of Pertussis Toxin (PT)-IgG and Thl response profile
cytokines as a result of the stimulation with WCP, in addition to lower levels of Bpp-
IgG, suggesting persistence of vaccine-induced immunity to Bp and cross-protection
of DTP against Bpp. Similar results in adolescents aged 10-14 years also suggest a
residual vaccine immunity in this group. High levels of PT-IgG were also observed in
the group aged 15-19-years. According to the literature, it is expected that natural
immunity overcame the vaccination, indicating recent exposure to the bacterium due
to its high circulation. Sera from adults and older people had the lowest PT-IgG levels,
making them more susceptible to infection, with adults aged 20-39-years being
probably the main transmitters. In the second phase of the study, five groups of BALB/c
were defined: four received two doses of WCP vaccine with fifteen days interval



between the doses and the saline group (control). At week 25, three groups received
a booster with WCP, APV, or Plow, and one group did not receive any booster.
Immunological memory and protection assay indicated that animals without booster
had lower T lymphocytes (CD4 and CD8) and B cells levels. In contrast, boosting with
APV or Plow induced a higher and significant immune response, mediated by T- and
B- cells, with complete clearance of Bp in BAL and significantly lower levels of the
bacterium in the lungs. The conclusion is that the booster vaccine is indicated at least
for adolescents or young adults, the main possible transmitters of the Bp, and that the
Plow vaccine can be a good alternative due to its low reactogenicity and low production
cost compared to APV.

Keywords: Whooping cough. Vaccine. Bordetella pertussis. Bordetella

parapertussis.
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1 INTRODUCAO
1.1  AGENTE CAUSAL DA COQUELUCHE

A coqueluche é uma doenca infecciosa do trato respiratério, altamente
contagiosa, mas prevenivel por vacinacdo. E mais grave e pronunciada em criancas
nao imunizadas (BOUCHEZ; GUISO, 2015; MOOI, F. R.; BRUISTEN, S.; LINDE, 1.;
REUBSAET, F. et al., 2012), cujas complicacdes relacionadas a infeccdo podem
incluir: hipertensdo pulmonar, pneumonia, convulsdes febris, encefalopatia e
hemorragias cerebrais, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (ORGANIZATION,
2015). Mesmo com a alta cobertura vacinal, nos ultimos anos, tem sido observado o
ressurgimento dos casos de coqueluche em todo o mundo, sendo considerada uma
doenca infecciosa reemergente (KLINE; LEWIS; SMITH; TRACY et al.,, 2013;
ORGANIZATION, 2014).

A coqueluche é causada por bactérias gram-negativas, pertencentes ao género
Bordetella, que infectam o trato respiratério superior de mamiferos. Dentre as
espécies mais estudadas se destacam Bordetella pertussis, Bordetella bronchiseptica
e Bordetella parapertussis, esta Ultima, causadora da forma menos grave da doenca
(DE MELKER; SCHELLEKENS; NEPPELENBROEK; MOOI et al., 2000). Dentre
essas espécies, a B. pertussis € o Unico patdgeno causador de infec¢des estritamente
em humanos e conhecida por causar a forma mais grave da doenca, enquanto que
Bordetella bronchiseptica afeta mais frequentemente pacientes imunocomprometidos
(PARKHILL; SEBAIHIA; PRESTON; MURPHY et al., 2003). Bordetella spp séao
classificadas morfologicamente como cocobacilos, dispostos em arranjos individuais
ou em pares, aerébios e gram-negativos. As colénias no meio Bordet-Gengou séo
lisas, convexas, peroladas, brilhantes, quase transparentes e rodeadas por uma zona
de hemdlise. B. pertussis € uma espécie fastidiosa, catalase e oxidase-positiva,
enguanto que a B. parapertussis é menos fastidiosa, oxidase negativa, urease positiva
e produz pigmento marrom em meio Bordet-Gengou devido a expressao de tirosinase
(JOHNSON; BECK, 2018; SANDEN; WEYANT, 2005).

Analises filogenéticas indicam que B. pertussis e B. parapertussis evoluiram de
forma independente, através de massiva perda e/ou inativacdo génica
(DIAVATOPOULOS; CUMMINGS; SCHOULS; BRINIG et al.,, 2005; MELVIN;
SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014), a partir de um ancestral comum com a B.
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bronchiseptica, patdgeno respiratorio que infecta varios hospedeiros mamiferos,
geralmente causando doenca respiratoria cronica e leve (CHERRY; GRIMPREL;
GUISO; HEININGER et al., 2005). Estudos comparativos de hibridizagcdo genémica e
tipagem de sequéncia multilocus mostraram menor diversidade genética entre B.
bronchiseptica e B. parapertussis quando comparada com B. pertussis, sugerindo que
a associacdo de B. parapertussis com humanos é mais recente do que a com B.
pertussis (PRESTON; MASKELL, 2007; VAN DER ZEE; MOOI; VAN EMBDEN;
MUSSER, 1997).

1.2 REGULACAO DOS FATORES DE VIRULENCIA

A expresséo de genes de viruléncia por Bordetella pertussis, B. parapertussis
e B. bronchiseptica, € regulada pelo sistema de dois componentes conhecido como
BvgA/S (BOCK; GROSS, 2001; MELVIN; SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014).

O sistema BvgA/S controla a expressdo de dois subconjuntos distintos de
genes de maneira positiva, vag (virulence-activated gene) ou negativa, vrg (virulence-
repressed gene). E composto por uma enzima quinase sensora de membrana (BvgS)
e pelo regulador de resposta (BvgA) e sua ativagdo ocorre por sinais ambientais
constituida por pelo menos 3 fases fenotipicas especificas. Na fase 1, em temperatura
de 37° C e auséncia de moduladores quimicos como sulfato de magnésio (MgSQa) ou
de nicotinamida, o BvgS detecta as mudancas no meio ambiente e se autofosforila
(BvgS-P), o que resulta na: a) na fosforilacdo do fator BvgA (BvgA-P), b) expressao
dos genes vags (Bvg+) e c) codificacdo de fatores de viruléncia, como toxinas e
adesinas (Figura 1a). Na fase 2, em temperatura de 25°C e na presenca de MgSO4
ou nicotinamida, o BvgS é inativado e o BvgA néao é fosforilado, em consequéncia,
n&o ha expressio de genes vags. (BOCK; GROSS, 2001; DE ARAUJO; DE ARAUJO;
BARBOSA, 2019; MELVIN; SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014; MOON;
BONOCORA,; KIM; CHEN et al., 2017).

Uma terceira fase, também conhecida como Bvg intermediaria (Bvgi), ocorre
quando as bactérias sdo cultivadas na presenca de baixas concentracdes de
moduladores quimicos ou nas primeiras horas ap6s a mudanca das condi¢des da fase
Bvg- para as condi¢Oes da fase Bvg +, mas seu papel na biologia do género Bordetella
ainda n&o é claro (Figura 1b) (MELVIN; SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014).
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Figura 1: Representacao esquemaética que descreve a a¢éo do sistema de dois componentes
BvgA/S.

1.3 FATORES DE VIRULENCIA

Toda infec¢do bacteriana esta associada a diferentes fatores de viruléncia,
constituidos por componentes estruturais do microrganismo ou seus produtos, que
contribuem para a relagdo de parasitismo com o hospedeiro. Dentre esses fatores
destacam-se as evasinas, adesinas e as toxinas, que lesam as células, tecidos e
6rgéos do hospedeiro (DE ARAUJO; DE ARAUJO; BARBOSA, 2019). Alguns fatores
de viruléncia sdo comuns a diversas espécies de Bordetella, e a producédo dessas
proteinas se relaciona diretamente a patogenicidade da B. pertussis (DE ARAUJO;
DE ARAUJO; BARBOSA, 2019; PARKHILL; SEBAIHIA; PRESTON; MURPHY et al.,
2003).

A hemaglutinina filamentosa (FHA) € uma proteina altamente imunogénica,
com massa molecular (MM) de 220 kDa, que forma estruturas filamentosas na
superficie da célula bacteriana, participando da adeséo da bactéria tanto ao epitélio
respiratorio quanto aos macrofagos do hospedeiro (SCHELLER; MELVIN; SHEETS;
COTTER, 2015).

A pertactina (PRN) é uma adesina pertencente a familia de proteinas de
superficie auto transportadoras com MM de 70 kDa. A proteina € codificada pelo gene
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prn, presente em B. pertussis e B. parapertussis (DORJI; MOOI; YANTORNO;
DEORA et al., 2018; EBY; GRAY; WARFEL; PADDOCK et al., 2013).

As fimbrias sé@o proteinas poliméricas de superficie celular envolvidas na
adesdo do patdgeno as células epiteliais do hospedeiro. B. pertussis e B.
parapertussis produzem tipos de fimbrias sorologicamente distintas (sorotipos 2 e 3),
compostas de subunidades principais Fim2 e Fim3, sob regulacéo positiva do sistema
BvgA/S (CHEN; DECKER; BOUCHER; HINTON et al., 2010; CHERRY; GRIMPREL,;
GUISO; HEININGER et al., 2005; DORJI; MOOI; YANTORNO; DEORA et al., 2018).

A toxina dermonecrdtica (TCT) foi um dos primeiros fatores de viruléncia
descritos por Bordet e Gengou (1909) em B. pertussis (BORDET; GENGOU, 1909). E
um fragmento de peptideoglicano (921 Da) liberado quando a célula sofre lise ou
durante o seu crescimento normal. E uma toxina termo-labil, pertencente a familia de
peptideos muramil, componentes poliméricos da parede celular que fornecem rigidez
estrutural. Induz lesdes necroticas localizadas em camundongos quando injetada por
via intradérmica e letal quando administrada por via intravenosa (BORDET; GENGOU,
1909; PARTON, 1985). Possui homologia de 99% entre B. pertussis, B. bronchiseptica
e B. parapertussis (CHERRY, 2005; DORJI; MOOI; YANTORNO; DEORA et al., 2018;
MATTOO; CHERRY, 2005). Apresenta varias funcbes biolégicas importantes,
incluindo imunogenicidade e pirogenicidade (LUKER; COLLIER; KOLODZIEJ;
MARSHALL et al., 1993).

A Adenilato ciclase (ACT), importante fator de viruléncia produzido na fase
inicial da doenca, é uma toxina imunomodulatéria produzida por B. pertussis e B.
parapertussis; ela € calcio/calmodulina-dependente e formadora de poros na
membrana celular do hospedeiro (EBY; GRAY; WARFEL; PADDOCK et al., 2013;
GUISO; GRIMPREL; ANJAK; BEGUE, 1993).

A Toxina Pertussis (PT), produzida exclusivamente por B. pertussis, € uma
exotoxina, do tipo AB (117 kDa). A subunidade enzimatica A (S1) participa da
transducdo de sinais para o interior da célula do hospedeiro, catalisando a ADP-
ribolizagdo da proteina Gi (inibitéria), que leva ao aumento excessivo de 3’-5
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) intracelular (MILLIGAN; KOSTENIS, 2006). O
oligbmero B é constituido de 4 subunidades (S2, S3, S4 e Sb5), responsavel pela
ligacdo da toxina na célula do hospedeiro (DORJI; MOOI; YANTORNO; DEORA et al.,
2018; LINZ; IVANOV; PRESTON; BRINKAC et al., 2016). A PT é transportada através
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da membrana externa bacteriana por um sistema de secre¢do do tipo IV,
caracterizando-se como 0 mais importante fator de viruléncia e responsavel por
grande parte dos sintomas tipicos da coqueluche. B. parapertussis possui genes que
codificam a toxina, porém estes nao sao funcionais (MARZOUQI; RICHMOND; FRY;
WETHERALL et al., 2010).

A letalidade de B. pertussis induzida por PT foi descrita pela primeira vez em
1984. Em experimento de infeccdo em camundongos, verificou-se que cepas
mutantes de B. pertussis deficientes na secrecdo de PT apresentaram letalidade
significativamente menor quando comparadas a cepas selvagens (WEISS;
GOODWIN, 1989; WEISS; FALKOW, 1984). Em humanos, patologias exacerbadas
mediadas por PT, ocorrem devido a resposta imune inadequada ou insuficiente e
geralmente se manifesta em criancas menores de 3 meses. Essas complicacfes
podem incluir: leucocitose, hipertensdo pulmonar e patologias cerebrais, resultando
em hospitalizacdes em 40% dos individuos nesta faixa etaria e uma taxa de letalidade
de 1 a cada 100 individuos infectados (SCANLON; SKERRY; CARBONETTI, 2019).

Estudos na avaliacdo do papel de PT na leucocitose durante a infeccéo
demosntraram que os anticorpos policlonais e monoclonais anti-PT administrados
antes do ensaio de infeccdo em camundongos foram capazes de limitar a leucocitose
e a mortalidade induzida por B. pertussis (SATO; SATO, 1990; SATO; IZUMIYA;
SATO; COWELL et al., 1981). Outros estudos demonstraram que anticorpos
monoclonais anti-PT foram capazes de diminuir a leucocitose induzida por pertussis
em modelos com babuinos (NGUYEN; WAGNER; LABER; GOODFIELD et al., 2015).
Ha evidéncias de que a leucocitose desencadeia a formacéo de trombos leucocitarios
em capilares sanguineos pulmonares, contribuindo para a hipertensédo pulmonar em
recém-nascidos (HALASA; BARR; JOHNSON; EDWARDS, 2003; PADDOCK;
SANDEN; CHERRY; GAL et al., 2008). Um estudo demonstrou que camundongos
jovens infectados com uma cepa de B. pertussis secretoras de PT apresentaram
hipertensdo pulmonar, enquanto que camundongos infectados com cepa deficiente
na secrecdo de PT ndo apresentaram a patologia (MURRAY; NIEVES; BRADLEY;
GARGAS et al., 2013).

Recém-nascidos com coqueluche grave também podem manifestar varias
patologias cerebrais, incluindo convulsées, encefalopatia e hemorragia (KILGORE;
SALIM; ZERVOS; SCHMITT, 2016; WORTIS; STREBEL; WHARTON;
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BARDENHEIER et al., 1996). Estudos in vitro sugerem que a PT pode se disseminar
sistemicamente e intoxicar as células do endotélio microvascular cerebral, devido ao
aumento da permeabilidade celular e a transmigracdo de macréfagos, que contribui
para exacerbar encefalopatias (KUGLER; BOCKER; HEUSIPP; GREUNE et al.,
2007).

Modelos animais indicam um papel importante da PT na modulacdo de
respostas inflamatérias e imunes, que juntamente com outros efeitos fisioldgicos,
podem contribuir para a patologia da infec¢do por pertussis. Estudos demonstraram
que macroéfagos alveolares, sendo as primeiras células a interagir com o patégeno,
sdo alvos precoces da intoxicacdo por PT, que promove a sobrevivéncia de B.
pertussis no trato respiratério (CARBONETTI; ARTAMONOVA; VAN ROOIJEN;
AYALA, 2007). Em outro estudo, usando monécitos do sangue periférico de humanos,
foi demonstrada a capacidade da PT em reduzir a fagocitose de mondcitos
(SCHAEFFER; WEISS, 2001). A PT também esta ligada a supressédo da resposta
imune ao lipopolissacarideo mediada por células B, a quimiotaxia de linfécitos e a
producéo de IgM (SPANGRUDE; SACCHI; HILL; VAN EPPS et al., 1985).

Em 1974, pesquisadores isolaram e caracterizaram antigenos protetores de B.
pertussis compostos principalmente por PT e hemaglutinina filamentosa (FHA). Em
1981, foi aprovada no Japdo uma vacina acelular em substituicdo da vacina celular
contra coqueluche, sendo amplamente aceita como mais segura e eficaz. Atualmente,
sabe-se que o toxdide PT presente na vacina € essencial e o principal antigeno para
protecdo contra coqueluche (SATO; SATO, 1990).

O Lipopolissacarideo (LPS) é uma molécula localizada na membrana externa
das bactérias gram-negativas. Geralmente consiste em trés dominios estruturais
distintos: (1) O dominio lipideo A, que consiste em uma regido basal glicolipidica
ancorada a membrana externa e forma o componente bioativo da molécula; (2) uma
regido central conhecida como core formada por um oligossacarideo complexo; e (3)
uma cadeia polissacaridica lateral denominada antigeno O (Figura 2), associado a
mecanismos de escape contra a resposta imune das células do hospedeiro
(GEURTSEN; DZIECIATKOWSKA; STEEGHS; HAMSTRA et al., 2009).
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Fonte: Modificado de (CAROFF; KARIBIAN; CAVAILLON; HAEFFNER-CAVAILLON, 2002).

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura quimica do LPS.

As moléculas de LPS de Bordetella bronchiseptica e Bordetella parapertussis,
possuem um lipideo A ligado de forma similar a uma regido central (core) de
trissacarideos e repeticdes de antigeno O. Em contraste, LPS de Bordetella pertussis
produz um lipideo A com auséncia do dominio antigeno O, apresentando menor
estrutura molecular e frequentemente referido como lipooligossacarideo (LOS) (Figura
3) (GEURTSEN; DZIECIATKOWSKA; STEEGHS; HAMSTRA et al., 2009; MELVIN;
SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014).
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Figura 3. Estruturas do Lipidio A de B. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica.

O LPS possui propriedades endotoxica e adjuvante baseadas no
reconhecimento pelo receptor Toll-like 4 (TLR4) do hospedeiro, que interage com
véarios co-receptores, incluindo CD14 e proteina de diferenciacdo miel6ide (MD-2)
(DECKER; JAMES; STIBITZ; HINTON, 2012; LOCHT; COUTTE; MIELCAREK, 2011).
O LPS de B. pertussis pode estar envolvido na sindrome da coqueluche por inducao
da producéo de Oxido Nitrico (NO) pelas células traqueais infectadas, prejudicando a
atividade das células ciliadas respiratérias (FLAK; GOLDMAN, 1999).
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A TCT pode atuar sinergicamente com o LPS na inducéo de NO, mas nem a
TCT nem o LPS sozinhos foram capazes de induzir a sintese de NO (FLAK; HEISS;
ENGLE; GOLDMAN, 2000). O LPS de B. pertussis presente na vacina celular, também
esta associado a reacdes adversas em criancas, ocasionando principalmente a febre
apos a imunizacdo (BARAFF; MANCLARK; CHERRY; CHRISTENSON et al., 1989;
MOSS; SCOTT, 2009).

1.4 PATOGENESE

A transmissao da coqueluche ocorre principalmente por contato direto, por meio
do sujeito sintomético para o sadio/suscetivel através de goticulas de secrecdo. Apds
a infeccdo, o patégeno entra em periodo de incubacdo, com duracdo média de 5-10
dias, variando de 1 a 3 semanas (DE ARAUJO; DE ARAUJO; BARBOSA, 2019;
MENDES; CASIMIRO, 2011). Neste periodo, ocorre a adeséo as células ciliadas e
aos fagdcitos do epitélio respiratério do hospedeiro, e a producao de toxinas, o que
caracteriza as manifestacdes clinicas sistémicas. Os sintomas duram cerca de 6
semanas e podem ser divididos em trés estagios consecutivos; estagio catarral (uma
ou duas semanas): febre baixa, coriza, espirros, lacrimejamento, falta de apetite, mal-
estar e tosse noturna. Nessa fase, os sintomas podem ser confundidos com os da
gripe e dos resfriados comuns; estagio paroxistico (duas semanas): acessos de
tosse paroxistica ou espasmadica. De inicio repentino, esses episédios séo breves,
mas sucessivos, seguidos de cianose e vomitos; estagio de convalescenca: em
geral, a partir da quarta semana, os sintomas vao regredindo até desaparecerem
completamente. No entanto, as crises paroxisticas geralmente se repetem com
infeccbes respiratorias subsequentes por muitos meses apos o individuo ser
acometido pela coqueluche (CONTROL; PREVENTION; PROGRAM; PREVENTION,
2005).

A infeccdo por B. pertussis desencadeia resposta imune a varios antigenos,
incluindo FHA, PRN, fimbrias e PT, e com excecdo de PT, antigeno exclusivo de B.
pertussis, todos podem reagir de forma cruzada com outras espécies do género
Bordetella (TROLLFORS; LAGERGARD; GUNNARSSON; TARANGER, 2003).

B. parapertussis € responsavel pela minoria dos casos de infeccao
(aproximadamente 14%) e embora menos capaz de causar doenca grave (CHERRY
(CHERRY; SEATON, 2012), esta associada ao aumento dos casos de coqueluche,
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pois criangas infectadas pelo patégeno podem manifestar sintomas tipicos da doenga,
incluindo tosse prolongada, crises paroxisticas e vomitos pos-tosse (KARALIUS;
RUCINSKI; MANDREKAR; PATEL, 2017). Tem sido sugerido que o mecanismo de
desenvolvimento da doenca apds a infeccéo por B. parapertussis é semelhante ao da
infeccdo com B. pertussis (LI; DOUGAN; NOVOTNY; CHARLES, 1991; PARKHILL;
SEBAIHIA; PRESTON; MURPHY et al., 2003), entretanto, a B. parapertussis nao
expressa a Toxina Pertussis (PT), devido a diversas mutacfes, particularmente na
regido promotora do gene da toxina (TOUBIANA; AZARNOUSH; BOUCHEZ;
LANDIER et al., 2019). Por outro lado, a B. parapertussis tem o antigeno O, que
confere protecdo contra a imunidade mediada pelo complemento do hospedeiro
podendo ser considerado fator de viruléncia (TOUBIANA; AZARNOUSH; BOUCHEZ;
LANDIER et al., 2019).

1.5 DIAGNOSTICO

Métodos diagndsticos sdo imprescindiveis para acompanhar a tendéncia da
doenca em diferentes regides, e detectar oportunamente surtos e epidemias; iSso
permite a adocdo de métodos de controle e a monitoracao das cepas circulantes, com
estudos moleculares e avaliacdo da sensibilidade a antimicrobianos (DE OLIVEIRA;
SILVA; MEDEIROS; LOPES et al., 2007).

No Brasil e em outros paises as principais limitacbes para o diagnostico
precoce da coqueluche séo o custo e a nao disponibilidade de testes diagnosticos em
muitos laboratorios (JONES; GASSER; ERB; OECHSLIN, 2004). Isso reforca o
guestionamento se em Nnosso meio a coqueluche estaria sob controle, como parecem
indicar os dados de notificacdo, ou se existiria uma gradual modificacdo na dinamica
da transmissdo que nao tem sido detectada pelos sistemas de vigilancia
epidemioldgica (DE OLIVEIRA; SILVA; MEDEIROS; LOPES et al.,, 2007; LUZ;
CODECO; WERNECK, 2003).

Atualmente o isolamento de B. pertussis em cultura, em meio Bordet-Gengou
ou Regan-Lowe, é 0 método mais seguro para o diagnostico da coqueluche e é
considerado o método “padréo ouro” (WIRSING VON KONIG, 2014). A cultura, além
de isolar o patdgeno, também é capaz de diferenciar B. pertussis de B. parapertussis,
seja através da hemdlise ao redor das colbnias, em B. pertussis, seja pela producéo

de pigmento escuro associado a expressao de tirosinase, caracteristica exclusiva de
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colonias de B. parapertussis (BOUCHEZ; GUISO, 2015; GUISO, 2014; HEWLETT,;
KIM; LEE; GRAY, 2000). No entanto, para se aumentar a sensibilidade da cultura é
imprescindivel a correta definicdo de casos suspeitos com a coleta cuidadosa de
material de nasofaringe. Embora os métodos de coleta e transporte tenham sido
padronizados pelo Ministério da Saude/CVE-SP/IAL desde 2001, é necessario que as
equipes de salde sejam treinadas para a sua correta realizacdo (DE OLIVEIRA;
SILVA; MEDEIROS; LOPES et al., 2007).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é o teste diagndstico com maior
sensibilidade, variando entre 70% e 99% quando realizado entre trés e quatro
semanas de tosse, mesmo com o uso de antimicrobianos. Porém, resultados falso-
positivos podem acontecer por contaminacdo no laboratério ou durante a coleta da
amostra, ou ainda, dependendo da especificidade do segmento amplificado, por
similitude genética com outras espécies do género Bordetella (LOEFFELHOLZ, 2012).

O ensaio de imunofluorescéncia direta de amostras da nasofaringe € um
método rapido, baseado na visualizacdo microscépica de anticorpos fluorescentes
ligados a células de B. pertussis, mas a cultura, o PCR ou a sorologia devem sempre
estar associados, devido a sua baixa sensibilidade e especificidade (VAN DER ZEE;
SCHELLEKENS; MOOI, 2015).

Os testes soroldgicos, utilizando o método de ensaio imunoenzimético (ELISA),
tém sido utlizados no diagnostico de infeccdes recentes por coqueluche
(WENDELBOE; VAN RIE, 2006), pois a infec¢ao natural com B. pertussis resulta na
producdo de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgG contra uma variedade de
antigenos (CHERRY; GRIMPREL; GUISO; HEININGER et al., 2005). Durante a
infeccéo primaria, os anticorpos IgM séo detectados primeiro, entre 5-10 dias apds o
inicio da doenca, IgA podem ser determinados apds 1-2 semanas, enquanto 0S
anticorpos IgG ocorrem ap6s 2-3 semanas e atingem seu maximo apos 6-8 semanas,
podendo ser detectados por varios anos (TEST LINE CLINICAL DIAGNOSTIC, 2017).
Além disso, as respostas de IgM e IgA demonstraram serem maiores em criancas nao
vacinadas e com coqueluche confirmada por cultura, quando comparadas com
criancas vacinadas (GRANSTROM; WRETLIND; SALENSTEDT; GRANSTROM,
1988; WATANABE; CONNELLY; WEISS, 2006). Assim, testes de deteccdo de

anticorpos IgM e IgA tém sido utilizados como importante ferramenta no diagndéstico
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de uma infecg&o adquirida mesmo com vacinacgéo recente (RUUSKANEN; VILJANEN;
SALMI; LEHTONEN et al., 1980).

Testes em ensaios de padronizacado e avaliagdes de soroprevaléncia também
usam anticorpos IgG anti-Toxina Pertussis (anti-PT), por ser componente antigénico
exclusivo de B. pertussis, diferenciando as rea¢des cruzadas com outras espécies do
género Bordetella (GIAMMANCO; CHIARINI; MAPLE; ANDREWS et al., 2003). Altos
titulos de 1gG anti-PT sédo parametros sorologicos para sugerir infecgédo recente por B.
pertussis em adolescentes e adultos, inclusive até seis meses apés o recebimento do
refor¢co da vacina triplice bacteriana, contra difteria, tétano e componente pertussis
acelular pertussis (DTPa) (PAWLOSKI; QUEENAN; CASSIDAY; LYNCH et al., 2014).
Entretanto, principalmente em criancas e recém-vacinados, o diagnostico sorologico
ainda é um desafio, pela dificuldade de distin¢éo da resposta de anticorpos a infeccao
natural ou aos antigenos vacinais (MINK; CHERRY; CHRISTENSON; LEWIS et al.,
1992; WENDELBOE; VAN RIE, 2006).

Estudos soroldgicos realizados na Alemanha (WIRSING VON KONIG, 2014),
Holanda (DE MELKER; SCHELLEKENS; NEPPELENBROEK; MOOI et al., 2000) e
EUA (BAUGHMAN; BISGARD; EDWARDS; GURIS et al., 2004) em populacdes com
alta cobertura vacinal, demonstraram que anticorpos IgG anti-PT aumentaram
rapidamente para niveis acima de 100 unidades internacionais por mL (Ul/mL) apés
infeccdo recente, diminuindo progressivamente, e ap0s cinco anos, todos o0s
individuos tinham niveis de IgG anti-PT < 10 Ul/mL. Diante desses resultados, foi
proposto um ponto de corte para diagnostico sorologico de infeccdo em adolescentes
e adultos, considerando valores de IgG-anti-PT > 100-125 EU/mL (equivalente a
Ul/mL) com sensibilidade de 88,1% e especificidade de 98,8% (DE GREEFF; TEUNIS;
DE MELKER; MOOI et al., 2012).

O diagnéstico de B. parapertussis tem sido negligenciado devido a aparente
menor incidéncia e aos sintomas frequentemente mais leves em relagcdo a B.
pertussis. No entanto, a infeccdo por B. parapertussis pode variar de infeccao
assintomatica a doenca leve ou com sintomas tipicos de coqueluche, sendo cada vez
mais reconhecida e reportada aos oOrgdos de saude publica (KOEPKE;
BARTHOLOMEW, EICKHOFF; AYELE etal., 2015; LIKO; ROBISON; CIESLAK, 2017,
MATTOO; CHERRY, 2005). Estudo realizado em nove estados dos EUA entre 2008-
2010 evidenciou que dentre as cepas isoladas do trato respiratério superior
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identificadas por PCR, 14% foram de B. parapertussis (CHERRY; SEATON, 2012;
LIKO; ROBISON; CIESLAK, 2017). O diagndstico correto e o conhecimento mais
preciso deste patdgeno e de seus antigenos protetores permitiiam desenvolver
vacinas mais apropriadas contra essa bactéria (ELAHI; THOMPSON; STROM;
O'CONNOR et al., 2008).

1.6 TRATAMENTO

A antibioticoterapia deve ser iniciada antes da confirmacédo diagnéstica, para
gue na fase catarral, possa reduzir a gravidade dos sintomas e a duracéo da doenca,
bem como acelerar a eliminacdo da bactéria na nasofaringe. Na fase paroxistica, é
indicada por reduzir a transmissibilidade, eliminando a bactéria da nasofaringe apés
5-7 dias do inicio do tratamento (DIERIG; BECKMANN; HEININGER, 2015). Os
macrolideos como a azitromicina e a claritromicina sao a primeira opcéo terapéutica,
sendo preconizado a todas as pessoas proximas do doente, qualquer que seja sua
idade ou seu estado de imunizacao (INSTITUT PASTEUR, 2019).

1.7 IMUNIDADE NATURAL

A expressdo de multiplos fatores de viruléncia por B. pertussis contribuem
diretamente para a patogénese ou efeitos imunomoduladores (CARBONETTI,
ARTAMONOVA; VAN ROOIJEN; AYALA, 2007), que evitam a eliminacao precoce do
patdgeno no organismo do hospedeiro (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012;
MELVIN; SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014). Primeiramente, a bactéria se liga as
células do epitélio ciliado da traqueia, bronquios, bronquiolos e de forma intracelular
em macrofagos alveolares. Logo apos a fagocitose, uma alta proporcao de bactérias
fagocitadas é destruida dentro dos compartimentos acidos dos macréfagos, mas uma
parcela residindo nos compartimentos ndo &cidos escapam da destruicdo e se
replicam (CARBONETTI; ARTAMONOVA; VAN ROOIJEN; AYALA, 2007).

Além de fornecer um nicho intracelular para a sobrevivéncia da bactéria, os
macréfagos também contribuem para a imunidade protetora. A morte da bactéria
pelos macrofagos é potencializada na presenca de IFN-y, que induz a produgao de
oxido nitrico, e IL-17, evidenciando a importancia de células T helper (Th) 1 e Th17 no
clearance de bactérias intracelulares (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012).



38

O principal papel das células dendriticas (CD) é apresentar antigenos as
células T e expressar citocinas que promovem a diferenciacédo de células T naive. As
CD imaturas residentes e infiltradas no trato respiratério detectam padrdes
moleculares associados ao patdégeno (PAMPS). Esse reconhecimento promove fortes
sinais proé-inflamatérios que sdo cruciais para desencadear a produgdo precoce de
citocinas e acompanhar a infiltracdo de leucécitos, seguida pela ativacdo das
respostas das células T do hospedeiro a infeccéo. A ligacdo do LPS ao receptor Toll-
like 4 (TLR4) nas CDs promove a maturacdo e a secrecdo de IL-12 e IFN-y, que
induzem as células Thl (DE ARAUJO; DE ARAUJO; BARBOSA, 2019; HIGGS;
HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012). As CDs ativadas com toxina Adenilato Ciclase por
sua vez, promovem a inducao de linfocitos Th17, a partir da producéo de IL-1B e IL-
23, importantes para o clearance bacteriano e recrutamento de neutréfilos (HIGGS;
HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012). FHA e o LPS podem promover resposta anti-
inflamatoria pelas células dendriticas com a inducao de secrecao de IL-10, o que leva
a geracado de Tregs produtoras de IL-10, inibindo a geracao de células efetoras Thl e
retardando a eliminacéo da bactéria (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012).

Diferentemente dos macréfagos, os neutréfilos ndo sao considerados
reservatorios intracelulares da B. pertussis, devido a meia vida curta, embora
mantenham um papel imprescindivel no combate as bactérias com a fagocitose. A
citocina IL-6 foi descrita por estimular a resposta inflamatéria a partir de macréfagos,
ao mesmo tempo que neutrdfilos, células Thl e Th1l7 séo recrutados para o sitio de
infeccdo (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012; MCGUIRK; JOHNSON; RYAN;
MILLS, 2000).

As células Natural Killer (NK) sdo uma linhagem de células relacionadas aos
linfécitos que reconhecem células infectadas e respondem as destruindo. Além de ter
essa finalidade, esse tipo de célula constitui uma relevante fonte de IFN-y, pelo qual
ocorre a ativacao dos macrofagos para atuar na destruicdo dos patdégenos, bem como
ativacéo de resposta Thl (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012).

1.8 VACINAS PERTUSSIS

As vacinas pertussis celulares (WCP) foram introduzidas em meados do século
XX, mas devido a sua alta reatogenicidade, a partir de 1981 foram substituidas pelas

vacinas acelulares (APV). Estas ultimas, menos reatogénicas (ANDERSON; BELSHE;
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BARTRAM, 1988), sdo amplamente utilizadas em paises desenvolvidos, mas seu alto
custo de producao as torna proibitivas para paises em desenvolvimento.

Embora eficazes, as WCPs foram associadas a efeitos colaterais indesejaveis
(BARAFF; MANCLARK; CHERRY; CHRISTENSON et al., 1989; CHERRY, 2005), o
que levou ao desenvolvimento, no final da década de 1980, das vacinas APVs
(AOYAMA; MURASE; KATO; IWATA, 1985; SATO; SATO, 1999). Essas vacinas
consistem da combinacdo de um ou mais antigenos de B. pertussis, dentre eles PT,
PRN, FHA e Fim 2 e 3 (LAMBERT, 2014; ZHANG; RODRIGUEZ; HARVILL, 2009).
Uma vez que ndo contém LPS ou apenas pequenas quantidades (MATTOO;
CHERRY, 2005), essas preparacdes sao menos reatogénicas, mas apesar de
protetoras sao caras, 0 que as torna inviaveis para paises em desenvolvimento, razao
pela qual tém sido adotadas, hd mais de duas décadas, somente em paises
desenvolvidos. Além disso, também existe controvérsia entre os diferentes autores,
sobre a efetividade protetora das APVs, que se mostraram protetoras contra as formas
mais severas da coqueluche, porém menos efetivas contra infec¢des associadas com
formas mais brandas (CROWCROFT; BOOY; HARRISON; SPICER et al., 2003;
MATTOO; CHERRY, 2005). Tanto as WCPs quanto as APVs séo capazes de induzir
altos niveis de anticorpos protetores contra importantes fatores de viruléncia da
bactéria, mas trabalhos bem conduzidos atestam que as WCPs ativam resposta Thl
e Th1l7 mais efetiva, importante no controle e clearance da infeccéo por B. pertussis
(BARBIC; LEEF; BURNS; SHAHIN, 1997; RYAN; MCCARTHY; RAPPUOLI; MAHON
et al., 1998). Por outro lado, as APVs induzem predominantemente resposta Th2, que
embora efetiva na protecédo do individuo vacinado, pode ndo conter a disseminacao
da bactéria, o que pode explicar a coincidente reincidéncia da doenca, mesmo em
paises com alta taxa de cobertura vacinal (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012;
RYAN; MCCARTHY; RAPPUOLI; MAHON et al., 1998).

Apesar de altamente efetivas na reducéo da incidéncia da infeccao pertussica
(MATTOO; CHERRY, 2005), as APVs tém pouca ou nenhuma eficacia contra a B.
parapertusisis (LIESE; RENNER; STOJANOV; BELOHRADSKY et al., 2003; LONG;
KARANIKAS; HARVILL; READ et al., 2010; MOOI, FRITS R; BRUISTEN, SYLVIA;
LINDE, INEKE; REUBSAET, FRANS et al, 2012; WILLEMS; KAMERBEEK;
GEUIJEN; TOP et al., 1998). Alguns autores afirmam que a vacinacao com APV pode

interferir com o clearance da B. parapertussis, facilitando a performance adaptativa do
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patébgeno, o que poderia levar ao surgimento de hospedeiros mais suscetiveis a
infeccdo por B. parapertussis (LONG; KARANIKAS; HARVILL; READ et al., 2010). Em
uma abordagem experimental com camundongos, a infec¢éo primaria por B. pertussis
nao promoveu imunidade protetora contra uma posterior infeccdo por B.
parapertussis, no entanto, a infeccdo prévia com B. parapertussis conferiu protecao
cruzada; tais resultados sugerem que introducdo da vacinagao anti-pertussis tem
pouco efeito sobre a prevaléncia absoluta de B. parapertussis (RESTIF, O.; WOLFE,
D.; GOEBEL, E.; BJORNSTAD, O. et al., 2008; RESTIF, O.; WOLFE, D.; GOEBEL,
E.; BJORNSTAD, O. N. et al., 2008). Esses dados reforcam as evidéncias do aumento
potencial de individuos portadores de espécies nao incluidas na vacina, no caso a B.
parapertussis, de forma semelhante a da sorotipo-especificidade observada em outras
doencas infecciosas, cuja utilizacao de vacinas conjugadas contendo alguns sorotipos
prevalentes levou a troca de prevaléncia para outros sorotipos (LIPSITCH, 1997;
OBARO, 1996).

Outro estudo com camundongos demonstrou a necessidade de combinacao
entre resposta de mucosa e Thl para a protecdo reciproca contra B. pertussis e B.
parapertussis, sugerindo que a via de imunizacéo e/ou formulacdo da vacina possam
ser importantes para a inducéo de respostas imunes reciprocas (WATANABE; NAGAI,
2001).

No Brasil a vacina pentavalente € uma combinacao de cinco vacinas individuais
em uma (DTP + HB + Hib). Hepatite B recombinante (HB) e Haemophilus influenzae
tipo b (Hib) conjugada, com a vacina triplice bacteriana - difteria, tétano, pertussis
celular (DTP) s&o disponibilizadas pelo Sistema Unico de Satde (SUS), na rotina dos
servicos de saude de todo o pais. A vacina triplice bacteriana com componente
pertussis acelular (DTPa), recomendada para criangas com risco de desenvolver ou
que desenvolveram eventos graves adversos a vacina esta disponibilizada nos
Centros de Referéncias para Imunobioldgicos Especiais (CRIES). Em 2014 o
Ministério da Saude incluiu no Calendario Nacional de Vacinacdo a DTPa para todas
as gestantes (a partir da 202 semana) e profissionais de saude que atuam em
maternidades e em unidades de internacdo neonatal (MINISTERIO DA SAUDE;
2019).
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1.9 VACINA PERTUSSIS LOW (PLOW)

O Instituto Butantan, produz a vacina celular DTP (difteria — tétano — pertussis)
desde 1953. Atualmente, mais de 90% das criancas brasileiras sdo vacinadas, com
idade de 2-4-6 e 18 meses de vida, 0 que representa cerca de 250 milhdes de doses
administradas anualmente. Nos ultimos 20 anos, o Instituto Butantan vem investindo
na investigacdo de novas vacinas pertussis, menos reatogénicas e de baixo custo.
Nesse sentido, foi desenvolvida uma vacina pertussis celular, com baixa
endotoxicidade (Plow), obtida por extracdo quimica da fracdo de LPS da membrana
externa da célula bacteriana (DIAS; VAN DER ARK; SAKAUCHI; KUBRUSLY et al.,
2013). A vacina Plow foi avaliada em ensaio de campo em recém-nascidos,
mostrando-se menos reatogénica e de igual imunogenicidade e efeito protetor que a
vacina pertussis celular tradicional, produzida neste Instituto (ZORZETO; HIGASHI,;
DA SILVA; DE FARIA CARNIEL et al., 2009).

O desenvolvimento da vacina Plow, com baixo teor de LPS é um
aperfeicoamento importante para as vacinas pertussis celulares e alternativa
promissora para paises em desenvolvimento, onde as vacinas pertussis acelulares
tém custo muito elevado para serem introduzidas nos esquemas de vacinacao. Devido
a sua baixa reatogenicidade, a Plow podera, eventualmente, ser introduzida como
dose de reforco na vacinacdo de adolescentes e adultos jovens no Brasil, com
potencial de diminuir a circulagdo da B. pertussis e evitar a infeccdo de recém-
nascidos nao imunizados ou com o esquema de imunizacdo ainda incompleto, que

sao o alvo principal para o bloqueio da disseminagéo da doenca.

1.10 EPIDEMIOLOGIA

Dados epidemiologicos indicam que a coqueluche é uma doenca de
distribuicdo universal, predominantemente em paises em desenvolvimento, com ciclos
endémicos a cada trés ou cinco anos. Esta entre as maiores causas de morbidade do
mundo, com estimativa de ocorréncia de 16 milhdes de casos e aproximadamente
195.000 mortes anuais (KILGORE; SALIM; ZERVOS; SCHMITT, 2016). A distribuicao
etaria dos casos foi modificada apds a introdugdo da vacinagdo em massa em
criancas. Na era pré-vacinal, a maior incidéncia ocorria em menores de seis anos de

idade. Por outro lado, a era pds-vacinal caracterizou-se por uma alta propor¢céao de
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casos em menores de seis meses, ou seja, criangas ainda ndo completamente
imunizadas (LUZ; CODECO; WERNECK, 2003).

Na segunda metade do século XX, a imunizacéo de criancas com a vacina DTP
levou ao controle da doenca, com uma queda drastica nas taxas de incidéncia, de 200
casos/100 mil habitantes, antes de 1940, para 0,5 caso/100 mil habitantes em 2000
(MATTOO; CHERRY, 2005). Entreranto, a partir do ano 2000, vem sendo registrada
a ressurgéncia da doenca em varios paises com alta cobertura vacinal, com aumento
do numero de casos reportados, principalmente em adolescentes e adultos,
responsaveis pela transmissao da bactéria para criancas e recém-nascidos, grupo
mais propenso a adquirir a forma mais grave da doenga por nao terem sido vacinados,
ou por nao terem recebido todas as doses vacinais (HE; MERTSOLA, 2008).

No Brasil, a ressurgéncia da coqueluche também foi observada, embora mais
tardia (MACHADO; PASSOS, 2019). No inicio da década de 80, 40 mil casos anuais
de coqueluche foram notificados com incidéncia superior a 30/100 mil habitantes
(LUZ; CODECO; WERNECK, 2003). Desde a década de 1990, houve importante
reducao na incidéncia, ap6s aumento das coberturas vacinais da vacina Tetravalente,
adsorvida com difteria, tétano, pertussis celular e Haemophilus influenzae tipo b (DTP
+ Hib) devido a elevada adesdo da populacdo brasileira a vacinacdo e o bom
desempenho do Programa Nacional de Imunizacao (PNI). Nos anos seguintes, a
medida em que as coberturas vacinais se elevaram e se mantiveram em valores
préximos a 100%, houve diminuicdo gradativa da incidéncia da doenca, chegando em
2010 a 0,32/100 mil habitantes.

No entanto, a partir de meados de 2011, mesmo com a alta cobertura vacinal,
se observou-se um aumento subito de casos de coqueluche no pais. Segundo dados
registrados no Sistema de Informacgéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), no periodo
de 2011 a 2014 foram confirmados 22.772 casos de coqueluche, em todo o pais. Em
2011 foram confirmados 2.248 casos e em 2014, 8.614 casos, 0 que representou um
incremento de 283% do numero de casos. Nesse mesmo periodo a incidéncia variou
de 1,2 a 4,2/100 mil habitantes (Figura 4) (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Criancas
menores de um ano foram as mais acometidas nos casos de coqueluche,
aproximadamente 61% (13.935/22.772), e dentre estas 87% (12.135/13.935) eram
menores de seis meses de idade, grupo etario que também concentrou quase todos
0s Obitos por coqueluche (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).
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A partir de 2015, observa-se uma diminuicdo do niumero de casos, a incidéncia
da doenca passou de 4,2/100 mil habitantes em 2014 para 0,1/100 mil habitantes em
2020 (Figura 4). Dois principais fatores podem ter contribuido para esse decréscimo:
() a inclusdo da vacina DTPa desde 2014 para gestantes partir da 272 semana de
gestacao e (ii) a ampliacdo da quimioprofilaxia aos contatos dos casos suspeitos e
pelo proprio ciclo epidémico da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).
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No periodo de 2015 a 2020, apos a epidemia de 2014, foram notificados no
Sistema de Agravos de Notificacdo (SINAN) 10.012 casos de coqueluche no pais,
sendo que 57,6% (5765/10012) ocorreram em criangas menores de um ano de idade.
A série historica dos ultimos seis anos mostram elevada incidéncia de casos
notificados por 100 mil hab. em criancas com menos de 1 ano de idade, quando
comparada as demais faixas etarias, variando de 69,5/100 mil habitantes em 2015 a
4,64/100 mil habitantes em 2020, (Tabela 1). Ressalta-se que entre os menores de
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um ano, 85,3% (4917/5765) eram menores de seis meses de idade (Figura 5), grupo
mais suscetivel a doenca, uma vez que ndo receberam o esquema vacinal completo
(a0 menos trés doses da vacina Pentavalente), conforme preconizado no Calendario
Nacional de Vacinacéo da Crianca (SAUDE, 2021). Dentre os menores de 6 meses,
34,2% (1681/4917) eram criancas entre 1-2 meses de idade, periodo que antecede a
primeira dose da vacina pentavalente, administrada aos 2 meses de idade. Nesse
periodo foram registrados um total de 93 o6bitos, sendo 87 confirmados em criancas
com menos de um ano de vida, 4 oObitos ocorridos na faixa etaria de 1-4 anos e 2
Obitos em adolescentes de 10-14 anos (SINAN/DATASUS).

Tabela 1 - Distribuicdo da Inciéncia de casos de coqueluche por faixa etaria no periodo de

2015-2020.
. . Total de Coeficiente de Incidéncia (C.1)/ 100.000
Faixa Etaria 9
Casos habitantes por ano = 2015-2020
2015 2016 2017 2018 2019 2020
<1 Ano 5765 576 695 305 384 400 2945 464
14 1632 163 388 173 27 320 284 037
59 861 g6 190 071 135 116 0869 0,05
10-14 600 60 09 029 08 111 085 006
15-19 167 1,7 030 013 023 024 0416 0,02
= 20 987 99 018 o008 011 015 0410 002
Total 10012

Fonte: SINAN/DATASUS / Populagao: IBGE/ DATASUS
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Figura 5: Distribuicdo do percentual de casos confirmados de coqueluche segundo faixa etaria em
meses/anos. Brasil, 2015 a 2020.
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No Estado de S&o Paulo, entre 2015 e 2020, foram confirmados 1926 casos de
coqueluche, 55% (1060/1926) em criangas com menos de 1 ano de idade. N&ao houve
diferenca sobre as incidéncias anuais, quando comparado com dados nacionais
(Figura 6). Neste mesmo periodo, foram notificados 34 6bitos no Estado, todos em
menores de um ano de idade (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA — SP,
2020).
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a 2020.

A partir de 2016, foi registrado um declinio geral em relagdo as coberturas
vacinais, incluindo a Pentavalente e a DTP com tendéncia de queda ao longo dos
anos (Figura 4) (PACHECO, et al., 2019). Um dado preocupante foi observado 2019,
guando se registrou os menores indices de cobertura vacinal em relagdo ao 1° e 2°
reforco da vacina DTP dos ultimos 6 anos com 57% e 53,7%, respectivamente (Figura
4) (SAUDE, 2021).

Em marco de 2020, o Brasil foi atingido pela pandemia do virus Sars-COV-2,
causador da doenca Covid-19, que modificou intensamente o modo de viver da
populacdo e o uso dos servicos de saude, nos quais 0 comparecimento presencial
caiu drasticamente, inclusive para a vacinacao infantil, tendo como possiveis causas
as medidas de distanciamento social para se evitar a transmisséo do virus (SATO,
2020).
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A pandemia também causou alteracbes importantes nos indicadores
epidemiologicos e operacionais. Foram observados acentuada reducdo no total de
notificacdes de casos de coqueluche no ano de 2020 com incidéncia de 0,1/100 mil
habitantes em comparacdo com o ano de 2019 com incidéncia de 0,7/100 mil
habitantes, dados que podem indicar a diminuicdo no diagndstico da doenca (Figura
4). Por outro lado, as medidas de prevencgéo contra a covid-19 como lavagem das
maos, uso de alcool em gel, uso de mascara e distanciamento social, podem ter
contribuido para uma queda na transmisséo da doenca.

O enfrentamento da pandemia de covid-19, somados a crise politico-econdmica
ja enfrentada desde anos anteriores, a diminuicdo do apoio governamental ao SUS
(SOUZA, 2019) e a difusdo por redes sociais de informacdes distorcidas sobre
vacinas, possivelmente sdo fatores que contribuirdo para a queda das coberturas
vacinais nos proximos anos e consequentemente, criangas, principalmente aquelas
em condi¢cdes socioecondmicas desfavoraveis, estardo entre mais suscetiveis a

doencas imunopreveniveis (SATO, 2020).

1.11 RESSURGENCIA DA COQUELUCHE

A ressurgéncia da coqueluche pode estar associada a diferentes fatores que
incluem: (i) o fato de criangas serem vacinadas e/ou parcialmente vacinadas antes da
maturacao do sistema imune; (ii) o declinio mais rapido da imunizagéo adquirida com
a vacina APV em comparac&o a vacina WCP (DE ARAUJO; DE ARAUJO; BARBOSA,
2019; KLEIN; BARTLETT; ROWHANI-RAHBAR; FIREMAN et al., 2012; MAIA; FRIAS,;
ASSUNCAO:; VIDAL et al., 2019); (i) novas adaptacdes e evolucéo de B. pertussis e
B. parapertussis, incluindo mudancas em seus genomas (DE ARAUJO; DE ARAUJO;
BARBOSA, 2019; WEIGAND; WILLIAMS; PENG; KANIA et al., 2019); (iv)
adolescentes e adultos tornando-se vulneraveis a doenca com declinio natural da
resposta imune adquirida pela vacinacdo (LIBSTER; EDWARDS, 2012).

A imunidade vacinal diminui com o tempo, sendo de 5-14 anos para vacina
DTP e de 4-7 anos para DTPa (KILGORE; SALIM; ZERVOS; SCHMITT, 2016;
MACHADO; PASSOS, 2019), promovendo a permanéncia da circulacdo da bactéria

e, consequentemente a queda da protecao contra a doenca e formacao das principais
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fontes de infeccéo para os recém nascidos (CORNIA; HERSH; LIPSKY; NEWMAN et
al., 2010; FORSYTH; VON KONIG; TAN; CARO et al., 2007).

Outras possiveis causas da ressurgéncia da coqueluche podem estar
relacionadas a mudanca na populagcdo de B. pertussis desde a introducdo da
vacinagio (BARKOFF; MERTSOLA; PIERARD; DALBY et al., 2019; DE ARAUJO; DE
ARAUJO; BARBOSA, 2019). Estudos conduzidos na Australia e em outros paises
desenvolvidos constataram o surgimento e expansao de cepas com polimorfismo de
nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism — SNP); SNPs sdo variagbes do
DNA que afetam somente uma base nitrogenada na sequéncia do genoma. O
surgimento e expansao de cepas com SNP tém sido associados a duas grandes
mudancas genéticas em B. pertussis: a) uma mudanca no promotor da toxina
pertussis (PT) de ptxA (antes da introducdo da vacinacao) para ptxP3, que leva ao
aumento da producéo de PT, e b) & mudanca do alelo do gene da pertactina (PRN),
que leva ao aumento de cepas com deficiéncia de PRN (PRN-negativa) (LAN;
OCTAVIA, 2019; OCTAVIA; MAHARJAN; SINTCHENKO; STEVENSON et al., 2011).
Na Franca, desde 2005, 7 anos apos a introducéo das vacinas acelulares (APVs), foi
observado o aparecimento de isolados de B. pertussis e B. parapertusses PRN-
negativas (BOUCHEZ; BRUN; DORE; NJAMKEPO et al., 2011). Cepas de B.
pertussis PRN-negativas foram identificadas em 85% dos isolados obtidos de oito
Estados dos EUA entre 2011 e 2013 (MARTIN; PAWLOSKI; WILLIAMS; WEENING
et al., 2015). Essas amostras emergiram rapidamente e ndo expressam o PRN contido
na vacina DTPa, sugerindo vantagem seletiva, pois individuos previamente vacinados
tiveram maior chance de infeccdo com as cepas deficientes em PRN do que com a
cepa expressando essa proteina (PAWLOSKI; QUEENAN; CASSIDAY; LYNCH et al.,
2014; QUEENAN; CASSIDAY; EVANGELISTA, 2013).

Ainda nao esta claro se B. parapertussis pode responder como B. pertussis a
presséao seletiva exercida pela vacinacdo em larga escala, devido aos poucos estudos
e a poucas sequéncias genbmicas analisadas (BOUCHEZ; GUISO, 2015). Apesar do
aumento constante no numero de isolados de B. parapertussis PRN-negativos em
pacientes com sintomas de coqueluche desde a introducdo das vacinas DTPa,
Bouchez (2011) relata que o aparecimento desses isolados ndo pode ser atribuido a
introducdo dessas vacinas, ja que nao induzem imunidade protetora contra B.

parapertussis. O aumento de B. parapertussis PRN-negativos pode estar vinculado a



48

adaptacdo continua desse patdgeno ao hospedeiro humano, pois a expressao de
PRN néo é requerida por B. parapertussis durante a interacdo com seu hospedeiro
(BOUCHEZ; GUISO, 2015).

No Brasil, apesar da disponibilidade de vacinas eficazes e das altas taxas de
cobertura vacinal, h4 fortes indicios de que esteja ocorrendo o mesmo padrédo
epidemiologico observado em paises desenvolvidos, com aumento de casos de
coqueluche associados a adolescentes e adultos devido ao declinio da imunidade
induzida pela vacina (FORSYTH; VON KONIG; TAN; CARO et al., 2007). No entanto,
quando se analisa os dados atuais de vigilancia do pais, se observa que ndo ha um
aumento significativo nas taxas de incidéncia de coqueluche (FREITAS; OKANO;
PEREIRA, 2011). Uma possivel explicacdo para este dado esta relacionada ao
subdiagndstico e a subnotificacdo de casos principalmente neste grupo etario, que
geralmente ao adquirir a doenca apresentam sintomas inespecificos, dificultando o
diagnostico adequado, os tornando potenciais transmissores do patdgeno para
individuos mais susceptiveis (HEWLETT; KIM; LEE; GRAY, 2000).

Diante deste cenario, estudos soroepidemioldgicos podem ser uma importante
ferramenta para se estimar de forma mais realista a incidéncia de coqueluche no
Brasil, auxiliando no entendimento real do impacto da doenca para rever as
estratégias de vacinacdo, bem como a necessidade de implantacdo de doses de
reforco. Tais estudos visam compreender a cadeia de transmissédo da doenca e dando
suporte a busca pelo desenvolvimento de vacinas mais efetivas que fornecam
protecdo duradoura. Portanto, propomos um estudo epidemiolégico presuntivo da
circulacdo de B. pertussis e B. parapertussis, atraves da avaliagdo da resposta imune
humoral e celular em amostras de sangue de voluntarios humanos, de ambos o0s
géneros e diferentes faixas etarias, vacinados ou ndo contra pertussis. Em uma
segunda etapa, como complemento ao estudo soroepidemiolégico, também foi
proposto um modelo experimental murino de desafio respiratorio para avaliar a
memoria imunoldgica a vacinagcdo com a WCP, na protecdo persistente contra B.
pertussis apos o declinio dos niveis de anticorpos promovidos pela vacina. E se um
reforco com vacinas WCP, APV ou Plow induz uma resposta imune protetora mais

significativa em relacéo a auséncia do reforco.
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Os resultados deste estudo poderdo ser utilizados como subsidio para um
Ensaio de Campo de Fase l/ll, a ser realizado com uma nova vacina pertussis celular

(Plow), assim que for disponibilizada pelo setor de producédo do Instituto Butantan.
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2 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver um estudo epidemiolégico presuntivo da circulacdo por B.
pertussis e B. parapertussis, baseado na resposta imune presente contra 0s
respectivos antigenos em individuos de diferentes faixas etarias, vacinados ou néo
com vacina pertussis, provenientes da regiao metropolitana de S&o Paulo.

Avaliar, através de um modelo animal murino, a memadria imunoldgica a
vacinacdo com a WCP na protecao persistente contra B. pertussis apés o declinio dos
niveis de anticorpos promovidos pela vacina. Além disto, investigar se um reforco,
com vacinas WCP, APV ou Plow induz uma resposta imune protetora mais

significativa em relacéo a auséncia do reforco.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a resposta imune humoral e celular contra B. pertussis e B. parapertussis,
em amostras de sangue de voluntarios humanos;

e Quantificar por ELISA anticorpos IgG anti-PT e IgM anti-PT em amostras de soro,
de modo a identificar faixa etaria possivelmente relacionada ao estado de portador
sintomético ou assintomatico de B. pertussis ou B. parapertussis circulantes,
correlacionando com possivel declinio da resposta imune protetora da vacina.

e Analisar a influéncia de diferentes variaveis demograficas (faixa etaria, género,
fumo, tosse prolongada, doenca crbnica, contato com crianca e se ja teve
coqueluche) no aumento dos niveis de anticorpos IgG anti-PT associados com
indicativo de contato por pertussis nos ultimos 12 meses ou com forte indicativo de
infecgao recente.

e Avaliar em modelo animal a memaria imunologica a vacinacdo com a WCP na
protecdo persistente contra B. pertussis ap0s o declinio dos niveis de anticorpos
promovidos pela vacina.

e Avaliar a resposta imune protetora induzida apés um refor¢co com vacinas WCP,
APV ou Plow em relacédo a auséncia do reforco.

e Analisar possiveis mudancgas no perfil de resposta celular Th1/Th2/Th17 ap6s um
reforco com APV ou Plow.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO PARA ESTUDO EPIDEMIOLOGICO COM AMOSTRAS DE
SANGUE HUMANO.

Esta primeira etapa do delineamento se trata de um estudo indireto de
prevaléncia, em epidemiologia também conhecido como Estudo transversal, pois o
perfil de resposta imune reflete a prevaléncia da doenca. Na investigacao de surtos
epidémicos, a realizacdo de um estudo transversal avaliando exposicdo é, em geral,
0 primeiro passo para a determinacdo da sua causa (BONITA; BEAGLEHOLE;
KJELLSTROM, 2008). Neste estudo foi investigado a relacéo entre os niveis de 1gG
anti-PT (fator de exposicéo) e a possivel relagdo com infec¢édo por B. pertussis.

3.1.1 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS HUMANAS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Humanos do Hospital
Universitario da Universidade de Sao Paulo (Plataforma Brasil — CAAE -
33687114.8.3001.0076; Numero de Parecer: 728400)

Os ensaios foram desenvolvidos de acordo com protocolos estabelecidos pelo
grupo de ensaios clinicos da Fundacdo Butantan, em conjunto com o Hospital
Universitario da Universidade de Sao Paulo (HU/USP), seguindo as normas para
realizacdo de pesquisa em seres humanos descritas na Resolugcao 466 de 12 de
dezembro de 2012 (CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, 2013).

Foram incluidos na pesquisa amostras de sangue de 1500 individuos
saudaveis, ndo imunizados ou previamente imunizados com vacina pertussis,
seguindo os esquemas de vacinagcdo preconizados. Foram selecionadas para
participar da pesquisa pessoas de 5 a 76 anos de idade, sem histérico de tuberculose,
imunodeficiéncia ou doencas neoplasicas. Gestantes e puérperas (até 40 dias) ou
pessoas em tratamento com antibidticos nao participaram da pesquisa.

Foram abordados individuos voluntarios em acompanhamento ambulatorial no
HU-USP, previamente encaminhados ao setor de Apoio Diagndstico para coleta de
sangue. Apos a leitura, compreensao e assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo 1), os individuos foram submetidos a um questionario (Anexo II),
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com questdes sobre sua saude e vacinacéo, e direcionados a coleta de sangue, feita
por funcionéarios do hospital.

Foram coletados, de cada voluntario maior de 18 anos, 10 mL de sangue
periférico em tubo com heparina para os ensaios de proliferacdo linfocitaria e
quantificacdo de citocinas e 4 mL em tubo com gel separador e ativador de codgulo
para a dosagem de anticorpos. Os volumes de sangue coletados estavam de acordo
com a Portaria n° 1.353 do Ministério da Saude, que aprova o Regulamento Técnico
de Procedimentos Hemoteréapicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Para os menores
de 18 anos foram coletados 8 mL em um tubo com heparina e 2 mL em tubo com gel
separador. O material foi transportado em caixa térmica, de polietileno ou similar,
lavavel, resistente a desinfeccdo e portando a identificacdo “Risco Bioldgico”. O
sangue anticoagulado foi transportado a temperatura ambiente e o soro fracionado foi
congelado. Apos as analises, as sobras das amostras foram descartadas, seguindo
as normas estabelecidas na Resolugéo 306, de 7 de dezembro de 2004, que dispde
sobre o Regulamento Técnico para o gerenciamento de residuos de servicos de saude
(AGENCIA NACIONAL DE SAUDE, 2004). As amostras de sangue, assim que
chegavam ao laboratério, foram processadas: As amostras de sangue contidas no
tubo gel separador e ativador de coagulo, utilizadas para avaliacdo da resposta imune
humoral, foram centrifugadas a 3200 por 10 min. Os soros foram separados,
distribuidos em aliquotas e armazenados a -20 °C até o uso. Foram utilizados
protocolos anteriormente descritos para a dosagem de anticorpos IgM e IgG anti-PT,
anti- B. pertussis (anti-WCP) e anti- B. parapertussis (anti-Bpp) através de teste
imunoenzimatico (ELISA).

As amostras de sangue contidas em tubo com heparina foram utilizadas para
avaliacdo da producgdo de citocinas, através de estimulos in vitro das células de
sangue total conforme protocolo preconizado por Kirchner (1982) (KIRCHNER,;
KLEINICKE; DIGEL, 1982).
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3.1.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

3.1.2.1 Quantificacao de IgG anti—-PT

Foram analisados soros de 1500 voluntérios por ensaio imunoenzimatico

(ELISA) para quantificacdo de IgG anti-PT. Para o estudo de correlagdo temporal
indicativa de contato recente ou infeccdo por pertussis, titulos de IgG anti-PT foram
soro-convertidos para IgG anti-PT em Ul/mL, através de uma curva padrdo dose-
resposta em escala log, utilizando soro padrdo Pertussis Antiserum (human) 1st IS-
WHO international Standard (NIBSC 06/140), com 335 Ul/mL por ampola (1 mL),
conforme preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (GUISO; BERBERS; FRY;
HE et al., 2011); EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND
CONTROL, 2012).
Foram utilizadas placas de imunoensaios, com 96 pocos (Costar 3590). As placas
foram sensibilizadas com PT (Sigma-Aldrich) 1 pg/mL, em tampéo
carbonato/bicarbonato pH 9,6, incubadas por 12 h a 4 °C. Apds a incubacao, as placas
foram lavadas trés vezes com Tampéao de Lavagem (soluc&o salina tamponada com
fosfato (PBS) /Tween 20 0,1%) e bloqueadas com leite desnatado em pé (Molico®)
10% em PBS/soro-albumina bovina (BSA) 1%, seguidas de incubac¢éo por 1 h a 37
°C. Apds nova lavagem, os soros foram diluidos de forma seriada a partir de 1:50 em
PBS/BSA 1% e incubados por 2 h a 37 °C. Apds nova lavagem, foi utilizado como
anticorpo revelador da reacdo um soro conjugado de cabra anti-Human IgG (Whole
molecule) peroxidase (Sigma-Aldrich), diluicdo 1:10000; em seguida as placas foram
novamente incubadas por 1 h a 37 °C. Ap0s nova lavagem, a reacao foi revelada por
adicdo de substrato TMB, seguida de incubacédo por 15 min a temperatura ambiente,
sob abrigo da luz e interrompida com adicdo de acido sulfurico 4 M/L. A leitura foi
realizada em leitor de ELISA (Multiscan EX - Uniscience), a DO4so nm.

3.1.2.2 Quantificacao de IgG anti-Bpp

Para a avaliagdo de IgG anti-Bpp os procedimentos foram semelhantes aos
descritos no item 3.1.2.1. As placas foram sensibilizadas com células inativadas de B.

parapertussis (Bpp) (10%° células/mL), em tampéo carbonato/bicarbonato pH 9,6.



54

3.1.2.3 Quantificacao de IgM anti-PT

Para avaliacdo de IgM anti-PT, os procedimentos foram semelhantes aos
descritos no item 3.1.2.1, usando anticorpo revelador da reacdo um soro conjugado
de cabra anti-human IgM (u-chain specific) perosidase (Sigma-Aldrich) com diluicédo
de 1:10000.

3.1.2.4 Quantificacédo de IgM anti-Bpp

Para avaliacdo de IgM anti-BPP, os procedimentos foram semelhantes aos
descritos no item 3.1.2.1, usando anticorpo revelador da reacdo um soro conjugado
de cabra anti-human IgM (u-chain specific) perosidase (Sigma-Aldrich) com diluicéo
de 1:10000.

3.1.3 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR EM AMOSTRAS DE SANGUE
DE VOLUNTARIOS

3.1.3.1 Avaliagdo de citocinas thl/th2/thl7 em amostras de sangue de

voluntéarios

As 1500 amostras de sangue foram individualmente colhidas em tubo de coleta
contendo heparina (BD Vacutainer®). Os tubos foram suavemente homogeneizados
e 250 pL de sangue de cada amostra foi adicionado individualmente em criotubos
estéreis de 2 mL (Corning®), contendo 400 uL de meio RPMI (Sigma-Aldrich) estéril
e 250 pL de estimulo previamente preparado com:

(1) Vacina pertussis celular tradicional — 108 células /mL (wP);

(i)  Vacina pertussis celular com baixo teor de LOS — 108 células /mL (Plow);

(i)  Células de B. parapertussis — 102 células /mL - inativadas por formol (Bpp).
(iv) Como controle negativo de células ndo estimuladas, foi utilizado o meio de
cultivo e o controle da viabilidade celular foi feito por estimulacdo mitética com
concanavalina A (10 pg/poco).

Apés a adicdo do sangue, os criotubos foram homogeneizados suavemente e
incubados a 37 °C com 5% CO:2 por 48 h. No momento da coleta foram adicionados

100 pL de Triton X-100 a 5% e as preparacoes agitadas em vortex para promover a
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lise das células. As amostras foram entdo armazenadas a -80 °C até o uso. No dia da
andlise, as amostras foram descongeladas a 4 °C e centrifugadas a 4000 rpm 4 °C
por 7 min. Para a analise de citocinas foi utilizado o Kit CBA (BD Biosciences, San
Jose, Califérnia) Th1/Th2/Thl17 Humano, que permite a deteccdo simultanea de sete
populacdes de beads com distintas intensidades de fluorescéncia, revestidas com
anticorpos de captura especificos para IL-2, IFN-y e TNF-a (Th1); IL4, IL6, IL10 (Th2);
IL17 (Th17) por amostra, em citometria de fluxo.

l. Etapa: Preparacéo das beads de captura: Foi feito um pool com as 7 beads
de captura em tubo falcon de 15 mL, e apds agitacdo em vortex, foram centrifugadas
a 200 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em tampéo
serum enhancement (solugcédo proteica tamponada usada para diluir as beads de
captura), seguido de incubacéo a temperatura ambiente por 30 min, sob abrigo da luz,
guando foram adicionados 30 pL das beads de captura, em placas 96 pocos de cultivo
de fundo conico (Costar ref: 3894).

. Etapa: Curva Padrédo: Os sete padrdes de citocinas liofilizadas foram
reconstituidos com tampéao diluente e diluidas de forma seriada na placa de cultura
contendo as beads de captura, formando um imunocomplexo do tipo sanduiche.
1. Etapa: Preparo das amostras teste: Aliquotas das amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm por 7 min. Em seguida, 30 uL por poco foram distribuidos
na placa de cultura contendo as beads de captura. Apés a preparacgéo da curva padréao
e adicdo das amostras, foram adicionados 30 pyL de Ficoeritrina (PE) em todos os
pocos. Apos incubacéo por 3 h ao abrigo de luz, foi adicionado tampéo de lavagem,
seguido de centrifugacéao a 200 x g por 5 min. Os sobrenadantes foram descartados
e os pellets ressuspensos em 200 puL de tampéao de lavagem. A leitura foi feita no
equipamento BD FACSCanto II™. Os resultados foram gerados em graficos e tabelas
atraves do software FCAP Array (BD). A quantificacéo de citocinas foi expressa em
pg/mL.

3.1.4 SOROPREVALENCIA
Para os estudos de soroprevaléncia foi utilizada metodologia de padronizacéo

sorologica através da determinacdo de um valor de corte (cut-off). Essa metodologia

permite avaliar a tendéncia epidemioldgica, pode ser utilizada como ferramenta
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diagnostica para infecgdo por pertussis. Através dessa metodologia, os titulos de
anticorpos 1gG anti-PT, dosados por ELISA foram convertidos em Ul/mL através da
construcdo de curva dose-resposta, em escala logaritmica, utilizando soro padrao
Pertussis Antiserum (human)lst IS-WHO international Standard (NIBSC 06/140). A
interpretacdo dos resultados foi feita de acordo com “The Immunological Basis for
Immunization Series, modulo 4: Pertussis” ORGANIZATION (2017), ECDC (2012) e
Fraj e colaboradores (2019). (i) Concentracdes de IgG anti-PT > 125 Ul/mL foram
interpretadas como indicativos de infec¢do recente ou ativa por pertussis caso o
voluntario ndo tenha sido vacinado nos ultimos 12 meses; (ii) concentracdes entre 40-
125 Ul/mL como indicativos de recente contato com pertussis nos ultimos 12 meses;
(i) concentracdes < 40 Ul/mL foram consideradas soronegativas (FRAJ; SMAOUI,
ZGHAL; SASSI et al., 2019; FRAJ; ZGHAL; HSAIRI; KECHRID et al., 2019; GUISO;
BERBERS; FRY; HE et al., 2011)

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL COM MODELO MURINO

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de Animais do Instituto
Butantan (CEUAIB), com protocolo n® 3469110820

Camundongos saudaveis, fémeas da linhagem BALB/c entre 5 e 7 semanas de
idade foram adquiridos do biotério do Instituto Butantan, mantidos em gaiolas
separadas em um laboratorio de biosseguranca e alimentados com ra¢do comercial e
agua, sob controle de temperatura.

Foram conduzidos dois ensaios independentes, o primeiro para avaliacdo da
resposta humoral e memoria imunologica e o segundo para avaliacdo da resposta

imune pos-infeccao e protecao.
3.2.1 AVALIACAO DA RESPOSTA HUMORAL E MEMORIA IMUNOLOGICA
3.2.1.1 Esquema de imunizagéo

Os camundongos foram randomizados em 5 grupos de 5 camundongos fémeas

da linhagem BALB/c. Foram imunizados com diferentes formula¢des vacinais por via

intraperitoneal (200 pL/dose) (Quadro 1):



Quadro 1: Esquema de formulacbes vacinais
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Imunizacao Imunizacdo
primaria heter6loga
Grupos | 12dose | 228dose | Reforco (booster) Doses
1 Salina Salina Salina 200 pL/dose
2 WCP WCP Sem booster Uso: 5,6 (UO) em 200 pL/dose
3 WCP WCP WCP 5,6 (UO) em 200 pL/dose
5,6 (UO) em 200 pL/dose (WCP) +

4 wep wep APV 14 dose humana em 200 pL/dose (APV)
5 WCP WCP Plow 5,6 (UO) em 200 uL/dose

O esquema de imunizacdo foi feito

conforme protocolo preconizado por

MAHON e colaboradores, com algumas modificagbes (MAHON; BRADY; MILLS,
2000). Todos os grupos foram imunizados com a 12 dose da vacina WCP no dia 0,

com excecédo do controle que recebeu salina. Apés 2 semanas, antes da 22 dose, foi

realizada a primeira sangria (volume de 50 pL por animal), por via retro orbital. Apds

a imunizacdo primaria, equivalente a 12 e 22 dose, foram realizadas outras cinco

sangrias sucessivas (42, 92, 132, 162 e 192 semanas) para 0 acompanhamento da

cinética de producéo de anticorpos IgG anti-PT (Figura 7). Na 252 semana, apds uma

sétima sangria, foi feito um booster heterélogo: O grupo 3 foi imunizado com WCP,

grupo 4 com a APV e o grupo 5 com a Plow. Na 322 semana, ap6s uma oitava sangria,

todos os animais foram eutanasiados por dose letal de anestésico (300 mg/kg de

cloridrato de cetamina + 30 mg/kg de xilazina) por via intraperitoneal. (Figura 7).

Avaliacdo daRespostalmune

1% dose 2° dose

Booster
WCP/APV/Plow Coletade bacoe

l\\::f;:IF;’} [\\:;:IF;’} (Via IP) linfonodo
I Y A ) | .
e I
0 2 4 9 13 16 19 25 32

Imunizagao
Sangria
Bago (CBA - Citocinas);

Tempo em semanas

Bago/Linfonodos (Citometria — Linfocitos T e B)

Figura 7: Esquema de imunizacao, sangria, coleta de baco e linfonodo para avaliacdo da resposta

imune.
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Os soros obtidos das diferentes sangrias, realizadas conforme o delineamento
proposto (Figura 7A), foram analisados individualmente por ensaio de ELISA, para
avaliar a cinética de producao de IgG anti-PT apos imunizacdo primaria com a WCP
e, posteriormente, para analise da resposta imune humoral através da quantificacao

de anticorpos IgG Total, IgG1 e IlgG2a contra B. pertussis (5 ug/mL) e PT (1 pg/mL).

3.2.2 AVALIACAO DA CINETICA DE PRODUCAO DE IgG ANTI-PT PARA
PADRONIZACAO DA DOSE DE REFORCO

Para a avaliagdo de IgG anti-PT os procedimentos foram semelhantes aos
descritos no item 3.1.2.1. Para o ELISA, foram utilizadas placas de 96 pocos
(Costar®). A sensibilizacéo (coating) foi feita com PT (1 pg/mL) em tampéo carbonato-
bicarbonato. Para a curva padrao, o anticorpo IgG Total foi adicionado aos poc¢os ao
mesmo tempo que o coating da proteina. Foram feitas diluicdes seriadas em tampéao
carbonato-bicarbonato: Anticorpo IgG Total — dilui¢do inicial (2 pg/mL). Um pool de
soros de cada grupo, definido conforme esquema de imunizacdo (Quadro 1) foram
diluidos em PBS/BSA 1% com diluicdes seriadas iniciando a partir de 1:10. Foi
utilizado como anticorpo revelador da reagdo um soro conjugado de rabbit anti-goat
HRP (marcado com peroxidase), 1:20.000, diluido em PBS/BSA 1%. A reacao foi
revelada por adicdo de substrato tetrametilbenzidina (TMB), seguida de incubacéo por
15 min a temperatura ambiente, sob abrigo da luz, e interrompida com adi¢édo de acido
sulftrico 4 M/L. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Multiskan EX - Uniscience),
a DO 450 nm.

3.2.3 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

3.2.3.1 Avaliagao de citocinas em cultura de células do bago

Apbs a eutanasia, os bacos foram processados individualmente em meio RPMI
(Invitrogen). A porcao contendo as células foi centrifugada a 280 x g por 10 min a 4
°C e o sobrenadante descartado. As heméacias presentes no pellet celular foram
lisadas por incubagdo com 1 mL de agua destilada estéril durante 10 s, seguida por
adicdo de 10 mL de RPMI (Invitrogen) e nova centrifugacéo. O pellet celular foi entdo
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ressuspendido em 1 mL de RPMI (Invitrogen), e a viabilidade celular analisada por
contagem em camara de Newbauer utilizando-se azul de tripan. A cultura celular foi
realizada em placas de 96 pocos (Corning-Costar) de fundo U, utilizando 1 x 108
células/poco em 100 pL de meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino (Sigma) -
RPMI complemento. Foram feitas triplicatas: Cultura celular 1 — estimulo com B.
pertussis (108 UFC/mL); Cultura celular 2 - estimulo com PT (1 pg/mL); Cultura celular
3 — sem estimulo. Foi utilizada concanavalina A (Con A; Sigma, Alemanha) (5ug/mL)
como meio inespecifico de mitose celular, ou apenas o meio como um controle
negativo. As culturas foram incubadas por 72 h a 37 °C em uma incubadora
umidificada de 5% de CO:2 e os sobrenadantes foram armazenados a -80 °C para as
medidas de citocina relacionadas a resposta Th1l/Th2 e Thl7 por Kit CBA (BD
Bioscience) de acordo com instru¢cdes do fabricante. Os dados foram adquiridos em
FACS Canto Il (BD) e analisados no Software FCAP 3.0.

3.2.3.2 Imunofenotipagem de linfocitos T CD4 e T CD8 em células de bacgo e

linfonodos por Citometria de Fluxo

ApOs a eutandsia, os bacos e linfonodos foram individualmente removidos de
forma asséptica, colocados em Potters contendo 2 mL de meio RPMI suplementado
com 10% de SFB e macerados delicadamente. As células desprendidas foram
recolhidas em tubos de 15 mL e centrifugadas (280 x g, por 10 minutos a 4 °C). O
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de tampéao de lise dos eritrocitos
(BD Facs Lysing solution, BD Biosciences), deixando agir por 1 min. Apos a lise, o
volume foi completado para 10 mL com RPMI e foi submetido a centrifugagéo
novamente (280 x g, 10 min, 4 °C). O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1 mL de RPMI suplementado com 10% de SFB. A contagem de
células foi realizada através da coloracdo com Trypan, foi verificada a viabilidade, em
seguida foi adicionado 1 x 10° células/poco em placa de 96 pocos para o procedimento
de marcacao de células com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos.

Foram utilizados anticorpos monoclonais conjugados com fluoresceina (BD
Biosciences) capazes de identificar os antigenos de superficie celular da linhagem
linfoide T CD3, T CD4, CD8 e populacdes de linfécitos T efetores, memoria central e
células Naive (Tabela 2). O CD3 foi utilizado como marcador comum. Para o
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procedimento de marcacao de células, a placa foi lavada com tampao PBS contendo
0,5% de SFB e 2 mM EDTA (tamp&o Macs), foi adicionado 100-200 pL/pogo e
submeteu-se a centrifugacéo 280 x g, 10 min, 4 °C. Depois da lavagem, retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se o mix aCD3/aCD4/aCD8 (100 uL de tampao Macs + 0,5
ML de anticorpo/pogo). As células foram ressuspendidas e a placa foi colocada por 30
min na geladeira. Em seguida, as células foram submetidas a centrifugacédo 280 x g,
por 10 min. Apés uma nova incubacéo (30 min a 4 °C), duas lavagens foram realizadas
com 100 pL e depois com 150 uL de PBS/0,1% de BSA por centrifugacao (350 X g, 5
minutos, 20 °C). Em seguida, as células foram fixadas com 100uL de paraformaldeido
(PFA, Sigma-Aldrich) a 1% por 15 min. Mais duas lavagens foram realizadas com a
solucédo PBS /0,1% BSA (350 X g, 5 minutos, 20 °C). Apés as lavagens, as células
foram ressuspendidas em 150 uL de solucdo PBS /0,1% de BSA e transferidas para
tubos proprios para leitura em citdmetro de fluxo. As leituras foram realizadas em até
24h apds a marcacao no citbmetro de fluxo FACSCantoll (BD Bioscience). Os dados
obtidos foram analisados no programa FlowJo versdo 7.5.5 (TreeStar, Estados
Unidos).

Tabela 2. Descri¢do dos anticorpos monoclonais para fenotipagem dos linfécitos T.

Anticorpo Laboratério Caodigo Clone
Anti - CD3 - APC-Cy7-A BD Biosciences 560590 17A2
Anti - CD4-PerCP BD Biosciences 553854 H129.19
Anti - CD8-PECy7 BD Biosciences 552877 53-6.7
Anti - CD44-APC BD Biosciences 559250 IM7
Anti - CD62L-FITC BD Biosciences 553150 LECAM-1

3.2.3.3 Imunofenotipagem de linfocitos B em células de baco e linfonodos por

Citometria de Fluxo

A imunofenotipagem de linfécitos B em células de bago e linfonodos foi
realizada conforme protocolo descrito no item 3.2.2.2. Para o procedimento de
marcacdo de células com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos,
foram utilizados anticorpos monoclonais conjugados com fluoresceina (BD
Biosciences) capazes de identificar os antigenos de superficie celular da linhagem

linfoide B, célula B de memadria e MHC-II (Tabela 3).
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Tabela 3. Descri¢cdo dos anticorpos monoclonais para fenotipagem dos linfécitos B.

Anticorpo Laboratério Caddigo Clone
Anti- B220-FITC BD Biosciences 553088 RA3-6B2
Anti - CD19-BVv421 BD Biosciences 562701 1D3
Anti - CD27-PerCP BD Biosciences 563603 LG.3A10
Anti - MHCII-PE BD Biosciences 557000 M5/114.15.2

3.2.4 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

3.2.4.1 Deteccdao de anticorpos IgG Total, IgG1 e IgG2a.

Para a avaliagdo de IgG anti-PT os procedimentos foram semelhantes aos
descritos no item 3.1.2.1. Para o ELISA, foram utilizadas placas de 96 pocos
(Costar®). A sensibilizagéo (coating) foi feita com lisado de B. pertussis (5 pg/mL) ou
PT (1 pg/mL) em tampéao carbonato-bicarbonato. Para a curva padréo, os anticorpos
IgG padrao (IgG Total, IgG1 e IgG2a) foram adicionados aos po¢os ao mesmo tempo
gue o coating da proteina. Foram feitas diluicGes seriadas em tampao carbonato-
bicarbonato: Anticorpo IgG Total — diluicdo inicial (2 pg/mL); Anticorpo I1gG1 - diluicdo
inicial (1 pg/mL); Anticorpo IgG2a: diluicdo inicial (1 pg/mL). Os soros de cada
camundongo foram diluidos em PBS/BSA 1% com dilui¢des seriadas iniciando a partir
de 1:10. Foi utilizado como anticorpo revelador da reagdo um soro conjugado de rabbit
anti-goat HRP (marcado com peroxidase), 1:20.000, diluido em PBS/BSA 1%. A

reacao foi revelada conforme item 3.2.2.

3.2.5 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE E PROTECAO POS-INFECCAO

3.2.5.1 Ensaio de infecgcdo com cepa de Bordetella pertussis

Foi feita a repeticdo do protocolo de imunizacdo conforme item 3.2.1.1 e
esquema conforme a Figura 8. Na 322 semana, apdés a imunizacdo primaria, ou 7
semanas apos o reforco heterélogo tardio, todos os animais foram previamente
submetidos a anestesia (Xilazina 10 mg/Kg e cloridrato de cetamina 100 mg/Kg) para
instilacdo por via intranasal com B. pertussis — ATCC 18323 (108 UFC/mL) com 40 L

de volume. Apos a infeccdo intranasal, os animais foram observados por um periodo
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de 1 semana. Na 332 semana, 0s animais infectados foram eutanasiados por dose
letal de anestésico por via intraperitoneal (Xilazina 30 mg/Kg e cloridrato de cetamina
300 mg/Kg) (Figura 8).

Avaliacdo da Protecdo

Booster Infecgao por

& 8

1“?(?59 Z“?Co;e WCP/APVIPlow B. pertussis

(ViaIP) (VialP) (Via IP) (N cru
0O 2 4 9 13 16 19 25 32 33

Tempo em semanas

Imunizagao

Sangria

Desafio intranasal com B. pertussis (108 CFU/mL)
Contagem CFU - Pulmao/ BAL

Figura 8: Esquema de imunizacdo, sangria, infec¢céo intranasal, labado broncoalveolar (LBA) e coleta
de pulmao para avaliacao de protecéo.

3.2.5.2 Lavado broncoalveolar (LBA) e contagem diferencial de leucdcitos

Apés a eutandsia, a traqueia de cada animal foi exposta, canulada, e com o
uso de uma seringa, foram injetados 0,5 mL de PBS gelado no espaco broncoalveolar.
Apoés aspiracdo do lavado broncoalveolar (LBA) mais 1 mL de PBS foi injetado e
aspirado por no minimo 3 vezes. Em seguida, o LBA foi centrifugado a 5000 x g, 4 °C
por 15 min para obtencao das células para contagem diferencial de leucdcitos. Para a
contagem diferencial, 200 uL da suspensao de células (4 x 104 células) do LBA foram
centrifugados a 27 x g por 4 min na citocentrifuga (StatSpin Cytofuge, Beckman
Coulter) para obtencédo das laminas. Apds secarem, foi realizada a coloragdo com um

kit de corantes para coloragao diferencial rapida “INSTANT PROV” (Interlab).
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3.2.5.3 Avaliacao de citocinas em cultura de células do LBA

Células obtidas do LBA, pos desafio intranasal, foram centrifugadas a 280 x g
por 10 min a 4 °C e os sobrenadantes foram utilizados para a medida de citocinas
relacionadas a resposta Th1/Th2/Th17 por Kit CBA (BD Bioscience) de acordo com
instrucdes do fabricante. Os dados foram adquiridos em FACS Canto Il (BD) e

analisados no Software FCAP 3.0.

3.2.5.4 Contagem de bactérias no LBA por unidades formadoras de coldnias
(UFC).

Apbs a obtencdo do LBA conforme protocolo descrito no item 3.2.5.2, foram
feitas diluicbes seriadas do homogenato, sendo posteriormente plaqueadas em meio
de cultura agar sangue Bordet-Gengou e mantidas a 37 °C. Apos 7 dias, foi obtida a

contagem da UFCs bacteriana.

3.2.5.5 Contagem de bactérias no pulmao por UFC.

ApoOs a eutanasia, o pulmdo de cada animail foi removido assepticamente e
colocado em Potter contendo 2 mL de tampdo PBS estério. Em seguida foram
macerados e homogeneizados para determinar a carga bacteriana por UFC. A
determinacdo da UFC foi realizada pelo método de diluicbes seriadas do homogenato
gue posteriormente foram plagueadas em meio de cultura agar sangue Bordet-

Gengou e mantidas a 37 °C. Apos 7 dias, foi obtida a contagem das UFCs bacteriana.

4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados em ensaios humanos foram estatisticamente analisados atraves da
linguagem R (TEAM, 2013), e software GraphPad Prism 6.02 (GraphPad, San Diego,
CA, EUA), considerando o valor p < 0,05 indicativo de significancia estatistica. O teste
estatistico ndo paramétrico Kruskal - Wallis (KRUSKAL; WALLIS, 1952) foi aplicado
nos resultados das andlises soroldgicas entre os diferentes grupos etarios, bem como
nas andlises de resposta imune celular. Foi aplicado Teste de Regressao Logistica
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Multivariada (CHAN, 2004) para teste de probabilidade de prevaléncia de anticorpos
anti-PT positivos (> 40 Ul/mL) em diferentes variaveis demograficas (idade, género,
fumo, tosse prolongada, doenca crbnica, contato com crianca e se ja teve
coqueluche). As avaliacdes estatisticas dos dados referentes aos ensaios em modelo
murino foram realizadas por testes estatisticos Two-way ANOVA ou teste Student’s t,
através do software GraphPad Prism 6.02 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Os

dados foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

51 AVALIACAO SORO-EPIDEMIOLOGICA EM AMOSTRAS DE SOROS
HUMANO.

Um total de 1500 amostras de sangue de voluntarios, provenientes do Hospital
Universitario da Universidade de Sao Paulo (HU/USP), foram incluidas no estudo.
Entre o total de amostras, 764 (50,9%) eram de mulheres e 736 (49,1%) de homens,
todos com idades entre 5 e 76 anos, previamente imunizados ou n&o contra pertussis.
Todas as amostras foram coletadas no periodo de 2015 a 2019 e agrupadas em 6
diferentes faixas etérias (5-9; 10-14; 15-19; 20-39; 40-59; = 60 anos) (Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo por faixa etaria/género de amostras de sangue de
voluntarios coletadas entre 2015-2019 — HU/USP — Sao Paulo.

Faixa Etaria Género N°
E M voluntéarios
5-9 69 90 159
10-14 61 68 129
15-19 56 38 94
20-39 223 202 425
40-59 246 219 465
2 60 109 119 228
Totais 764 736 1500

Quanto ao status vacinal, ndo foi possivel verificar a carteira de vacinacao de
todos os voluntarios, no entanto os pais ou responsaveis, referente as faixas etarias
de 5-9, 10-14 e 15-19 anos, ao preencherem o questionario sobre status vacinal e de
saude (Anexo lll), por unanimidade afirmaram que todas as vacinas previstas no
calendario vacinal estavam em dia, incluindo a DTP. Na faixa etaria de 20-39 anos,
91% (386/425) afirmaram que tomaram todas as doses, 8% (35/425) a vacinacao foi
parcial e somente 0,94% (4/425) afirmaram néo ter tomado a vacina DTP. Entre o
grupo de 40-59 anos 71% (331/465) afirmaram ter tomado todas as doses, 27%
(127/465) ndo souberam responder e somente 1,5% (7/464) disseram néo ter tomado
a vacina. Entre os idosos (= 60 anos) 64% (146/228) afirmaram ter tomado todas as

doses, 34,2% (78/228) ndo souberam responder e 1,8% (4/228) ndo tomaram a vacina
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DTP. Entre todos os individuos que afirmaram néo ter tomado nenhuma dose da
vacina contra coqueluche, 4 afirmaram nunca ter tomado qualquer tipo de vacina,

alegando questdes ideoldgicas.

5.1.1 DOSAGENS DE IgG E IgM ANTI-PT

Os 1500 soros de voluntérios, agrupados em 6 diferentes faixas etéarias, foram
analisados por teste ELISA para obtencdo de dosagens de IgG e IgM anti-PT. N&o
foram obervadas diferencas estatisticas nos niveis de anticorpos IgG anti-PT (Ul/mL)
entre os grupos referentes as faixas etérias de 5-9, 10-14 e 15-19 anos, no entanto
esses grupos apresentaram maiores niveis de anticorpos estatisticamente
significativos (p < 0,0001) guando comparados aos adultos e idosos (20-39, 40-59 e
= 60 anos) (Figura 9).
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Figura 9: Medianas da concentracao de anticorpos IgG anti-PT (Ul/mL) em soro de voluntéarios
distribuidos por diferentes faixas etérias. A andlise estatistica foi feita por teste ndo paramétrico -
Kruskall-Wallis. ns indica néo siginificancia estatistica entre os grupos. As barras indicam o erro padrao
da média. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas (**** p < 0,0001) entre os
grupos indicados.

Em relacdo aos anticorpos IgM anti-PT, os resultados mostraram titulos médios
significativamente maiores nas faixas etérias de 10-14 (p=0,0167), 20-39 (p < 0,0001)
e 40-59 anos (p < 0,0001) quando comparados as criancas de 5-9 anos. Os soros da

populacao adulta (20-39 e 40-59 anos) também apresentaram maiores titulos de IgM



67

anti-PT estatisticamente significativos (p < 0,001) em relagdo aos idosos (= 60 anos)
(Figura 10).
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Figura 10: Média de titulos de anticorpos IgM anti-PT (ABS 492) em soro de voluntérios
distribuidos por diferentes faixas etarias. A analise estatistica foi feita por teste ndo paremétrico -
Kruskall-Wallis. As barras indicam o erro padrdo da média. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados.

5.1.2 RELACAO ENTRE CASOS CONFIRMADOS DE COQUELUCHE E NIVEIS DE
ANTICORPOS IgG ANTI-PT EM DIFERENTES FAIXAS ETARIAS

Realizamos um cruzamento de dados entre os resultados de concentragfes de
IgG anti-PT (Ul/mL) obtidos neste estudo (Figura 11) com dados epidemiolégicos de
porcentagem de casos confirmados de coqueluche disponibilizados no
SINAN/DATASUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2021) no periodo de 2015 a 2019.
Um fator limitante deste estudo foi a auséncia de coleta de amostras de soro de
voluntéarios abaixo dos 4 anos devido a Unidade Hospitalar ndo ser de referéncia ao
publico infantil desta faixa etéria, portanto as analises soroldgicas foram conduzidas a
partir de voluntarios acima dos 5 anos de idade. De acordo com dados do
SINAN/DATASUS, neste periodo, 57,6% das notificacdes confirmadas de casos de
coqueluche foram em criangas menores de 1 ano de idade, seguida de uma acentuada
queda de notificagdes confirmadas a partir da faixa etaria de 1-4 anos e de forma mais
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pronunciada, no grupo de 15-19 anos. De acordo com os resultados obtidos a partir
das analises sorologicas, foi observada uma maior concentragdo de anticorpos IgG
anti-PT nesta populacao (5-9, 10-14 e 15-19 anos) o que pode ser um fator que
expliqgue a queda de casos notificados. Entre a populacdo adulta (20-39 anos),
observamos um aumento dos casos notificados em nivel nacional e no Estado de Sdo
Paulo, 6,1% e 7,9%, respectivamente, em relacdo a adolescentes (15-19 anos),
contrastando com a queda acentuada de anticorpos IgG anti-PT (Figura 11)

observada também entre as faixas etarias de 40-59 anos e idosos = 60 de anos.
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Figura 11: Cruzamento de dados entre concentracdes de IgG anti-PT (Ul/mL) das andlises obtidas a
partir de soros da populacdo do presente estudo com porcentagem de casos confirmados de
coqueluche no periodo de 2015 a 2019 por faixa etaria (SINAN/DATASUS).

5.1.3 ANALISE SOBRE A CORRELACAO POSITIVA IgG ANTI-PT ASSOCIADAS A
DIFERENTES VARIAVEIS DEMOGRAFICAS.

No total de soros analisados, 41,2% (618/1500) apresentaram niveis de
anticorpos IgG anti-PT acima de 40 Ul/mL, sendo considerados soropositivos devido
a exposicao recente por pertussis, conforme ponto de corte de quantificacao de IgG
anti-PT preconizado por Fraj et al., (2019) e ECDC (2012). Entre 0s soropositivos,
21,6% (325/1500) foram classificados como compativeis ao indicativo de contato

recente nos ultimos 12 meses, pois apresentaram niveis de IgG anti-PT entre 40-125
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Ul/mL, enquanto que 19,5% (293/1500) apresentam forte indicativo de infeccao
recente ou ativa por pertussis por conta dos altos niveis de anticorpos IgG anti-PT
quantificados acima de 125 Ul/mL. Os niveis de IgG anti-PT < 40 Ul/mL foram
determinados como soronegativos por conta da exposicao recente a B. pertussis ser
menos provavel.

A andlise de acordo com as faixas etarias mostrou que 44% (70/159) das
criancas de 5-9 anos, 28,6% (37/129) dos adolescentes de 10-14 anos e 46,4%
(44/94) de 15-19 anos apresentaram maiores percentuais de soros com forte
indicativo de infeccdo recente por pertussis (IgG anti-PT > 125 Ul/mL) quando
comparados aos percentuais de adultos de 20-39 anos 12,5% (53/425) e 40-59 anos
14,2% (66/465) e idosos com 60 anos ou mais 10,1% (23/228) (Figura 12).
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Figura 12: Distribuicao temporal de soroprevaléncia por pertussis entre diferentes faixas etarias.
Concentracdo de IgG anti-PT > 125 Ul/mL: forte indicativo de infecc&o recente ou ativa para pertussis;
IgG anti-PT entre 40-125 Ul/mL: indicativo de contato com pertussis nos Ultimos 12 meses; IgG anti-PT
< 40 Ul/mL foram considerados soronegativos.

Uma analise de regressao logistica multivariada mostrou que adultos de 20-39
anos (OD = 0,134; IC 95% = 0,080-0,223; p < 0,001) e 40-59 anos (OD = 0,084; IC
95% = 0,050-0,142); p < 0,001), bem como idosos = 60 anos (OD = 0,052; IC 95% =
0,028-0,099; p < 0,001), apresentaram uma correlacdo negativa (p < 0,001) associada
a prevaléncia de IgG anti-PT como indicativo de contato recente por pertussis nos

altimos 12 meses ou por possivel infec¢ao por pertussis (Tabela 5).
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Tabela 5: Andlise de Regressdo logistica multivariada associada a prevaléncia
positiva (> 40 Ul/mL) de anticorpos IgG anti-PT com indicativo de contato com recente
por pertussis nos ultimos 12 meses ou com possivel infeccédo recente em diferentes

faixas etérias.

lgG Anti-

pTa Faixa Etaria Prevaléncia oD IC 95% p

40-125 Ul/mL n/ n total (%)
5-9b (61/159) 38,4 Ref. Ref. Ref.
10-14 (60/129) 46,0 0,861 (0,463-1,600) 0,635
15-19 (37/94) 40,2 1,306 (0,602-2,834) 0,499
20-39 (84/425) 19,8 0,134 (0,080-0,223) < 0,001
40-59 (62/465) 13,3 0,084 (0,050-0,142) < 0,001
=60 (21/228) 9,2 0,052 (0,028-0,099) <0,001

> 125 Ul/mL
5-9b (70/159) 44,0 Ref. Ref. Ref.
10-14 (37/129) 28,6 0,463 (0,243-0,881) 0,019
15-19 (44/94) 46,4 1,354 (0,634-2,890) 0,434
20-39 (53/425) 12,5 0,074 (0,043-0,125) < 0,001
40-59 (66/465) 14,2 0,078 (0,047-0,131) < 0,001
=60 (23/228) 10,1 0,050 (0,027-0,093) <0,001

a - A categoria de referéncia foi IgG anti-PT < 40 Ul/mL

b - Parametro de referéncia escolhido
OD -ODDS ratio

IC - Intervalo de confianga

p <0,05

N — Nimero de voluntérios

Observamos uma correlacdo estatisticamente significativa entre o género

masculino e a soroprevaléncia positiva para IgG anti-PT (> 40 Ul/mL) quando
comparados com mulheres (OR = 0,730; IC 95% = 0,585-0,909; p = 0,005). Outras
variaveis demograficas como tabagistas [OR = 2,924; IC 95% = 1,888-4,528; (p <
0,001), ex tabagistas [OR = 3,173; IC 95% = 2,260-4,456; (p < 0,001)] e individuos
gue relataram possuirem doencgas crbnicas [OR = 1,749; IC 95% = 1,395-2,192 (p <

0,001)] também apresentaram uma correlacdo positiva estatisticamente significativa

para prevaléncia positiva de anticorpos IgG anti-PT (Tabela 6).
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Tabela 6: Andlise de Regressdo Logistica multivariada para variaveis demograficas
associadas ao indicativo de soroprevaléncia positiva para IgG anti-PT.

IgG Anti-PT 2 > 40 Ul/imL
Variaveis demograficas N % oD IC (95%) p
i F 764 50,90 0,730 (0,585-0,909) 0,005
Género
M5 736 49,10 Ref. -
Sim 1245 83,00 2,275 (0,763-6,781) 0,140
Vacina Né&o sabe 240 16,00 2,969 (0,970-9,086) 0,057
Néo ® 15 1,00 Ref. -
Sim hamaisde 4 580 1636 (0,814-3.288) 0,167
Tosse S ate 6
prolongada meses 171 11,40 1,297 (0,909-1,850) 0,152
Néo ® 1287 85,80 Ref. -
Sim 129 8,60 2,924  (1,888-4,528) < 0,001
Tabagismo Ex tabagista 261 17,40 3,173 (2,260-4,456) < 0,001
Néo ® 1110 74,00 Ref. -
Doengas Sim 644 4290 1,749 (1,395-2,192) <0,001
Crénicas Néo b 856 57,10 Ref. -
Contato com Sim 826 5510 0,719 (0,577-0,896) 0,003
criangas Néo » 674 44,90 Ref. -
J4 teve Sim 96 6,40 1,224  (0,754-1,985) 0,413
coqueluche? Néo ® 1404 93,60 Ref. -

a - A categoria de referéncia foi IgG anti-PT < 40 Ul/mL
b - Parametro de referéncia escolhido

OD -ODDS ratio

IC —Intervalo de confianca

P-valor < 0,05

5.1.4 DOSAGENS DE IgG E IgM ANTI-PARAPERTUSSIS (ANTI-BPP)

Os 1500 soros de voluntarios também foram dosados para titulos de IgG e IgM
anti-B. parapertussis (anti-Bpp). As analises mostraram que 0s soros de todas as
faixas etarias apresentaram altos titulos de IgG anti-Bpp. Adolescentes (10-14 e 15-
19 anos), adultos (20-39 e 40-59 anos) e idosos (com 60 anos ou mais) apresentaram
altos titulos de 1gG anti- Bpp estatisticamente superiores (p < 0,0001) em relacdo as
criancas de 5-9 anos, faixa etaria recém vacinada com a ultima dose de refor¢co da
vacina DTP. Soros de adultos de 20-39 anos e 40-59 anos também apresentaram

titulos de IgG anti-Bpp significativamente superiores (p < 0,01) quando comparados
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as dosagens soroldgicas de adolescentes de 10-14 anos e idosos com 60 anos ou
mais (Figura 13).
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Figura 13: Avaliacéo de titulos de IgG anti-Bpp entre diferentes faixas etarias. A andlise estatistica
foi feita por teste ndo paremétrico - Kruskall-Wallis. & indica siginificancia estatistica em relagéo a faixa
etaria de 5-9 anos. As barras indicam o erro padrdo da média. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01) entre os grupos indicados.

N&o foram observadas diferencas significativas na quantificacao dos titulos de
IgM anti-Bpp entre soros de criangas, adolescentes e adultos jovens (5-9, 10-14, 15-
19 e 20-39 anos), entretanto os resultados mostraram que tais grupos etéarios
apresentaram titulos de anticorpos IgM anti-Bpp estatisticamente superiores (p <
0,0001) quando comparados as faixas etarias de 40-59 anos e idosos de 60 anos ou

mais (Figura 14).
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Figura 14: Avaliacao de titulos de IgM anti-Bpp entre diferentes faixas etarias. A andlise estatistica
foi feita por teste ndo paremétrico - Kruskall-Wallis. ns indica nédo siginificAncia estatistica entre os
grupos..As barras indicam o erro padréo da média. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas (*p < 0,05; **p < 0,01, *** p < 0,001; ****p < 0,0001) entre 0s grupos indicados.

5.1.5 ANALISE DA RESPOSTA IMUNE CELULAR A PARTIR DE AMOSTRAS DE
SANGUE DE VOLUNTARIOS

As concentracdes de citocinas nos sobrenadantes de cultivo de células de
sangue total de amostras de voluntarios foram analisadas para comparar os perfis de
resposta de faixas etarias recém imunizadas com a vacina WCP (criancas de 5-9
anos) com faixas etarias cuja a resposta imune esteja associada a exposicdo a
pertussis circulante. As citocinas analisadas foram IL-6 pré-inflamatéria, IFN-y, TNF-a
e IL-2, pertencentes ao perfil de resposta Thl, IL-4 que contribue para o perfil de
resposta Th2, IL-10 anti-inflamatdria, além de citocina IL-17 secretada por células
Th1l7. O estimulo com a WCP em células do sangue total de criancas de 5-9 anos e
adolescentes de 10-14 anos, induziu a maior producdo de citocina IL-2
estatisticamente significativa (p < 0,0001) em relacdo aos grupos etarios de 20-39, 40-
59 e 60 anos ou mais. Maiores niveis de citocina IL-2, estatisticamente significativa (p
<0,001), também foram observadas em sobrenadantes de células de adolescentes de
15-19 anos e adultos de 20-39 quando comparados as faixas etarias de 40-59 e 60
anos ou mais (Figura 15 A). Células de criancas (5-9 anos) também responderam com
uma maior producédo de TNF-a, embora ndo significava, em relagdo as demais faixas
etarias (Figura 15 C), aléem da producéo de niveis de IFN-y, significativamente maiores

(b < 0,05) em relagdo aos idosos com 60 anos ou mais (Figura 15 D). E possivel


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/th17-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/th17-cell
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observar que células de adolescentes (10-14 e 15-19 anos) e adultos (20-39 e 40-59
anos) produziram maiores niveis de citocina IL-17 em relag¢do a criancas e idosos,
embora a andlise ndo tenha sido significativa (Figura 15 E). Maiores niveis
estatististacamente significativos de IL-6 (p < 0,0001) foram observadas em
sobrenadantes de células do sangue total de adultos 40-59 anos e idosos com 60
anos ou mais em relacdo as criancas (5-9 anos). Nao foram observadas diferencas
estatisticas na secrecéo de citocinas IL-4 e IL-10 apos estimulo com WCP entre os

grupos.
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Figura 15: Inducdo de citocinas Th1/Th2/Th17 em células do sangue total de voluntéarios de
diferentes faixas etarias, em resposta ao estimulo com vacina WCP. Amostras de sangue de
voluntarios de diferentes faixas etarias foram estimuladas in vitro com vacina WCP (108 células/mL).
Como controle (-) foram utilizadas células ndo estimuladas, incubadas somente com meio de cultivo e
o controle da viabilidade celular foi feito por estimulagdo mittica com concanavalina A (10 pg/pogo).
ApOs 72 horas os sobrenadantes foram coletados para medir as concentragdes de citocinas (IL-2, IL-
4, 1L-10, IFN-y, IL-6, TNF-a e IL-17A) por citometria de fluxo (CBA). A analise estatistica foi feita por
teste ndo paramétrico - Kruskall-Wallis. As barras indicam o erro padrdo da média. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; *** p < 0,001; ****p < 0,0001) entre 0s grupos

indicados.
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5.2 RESPOSTA IMUNE E PROTETORA APOS IMUNIZACAO DE REFORCO EM
MODELO MURINO

5.2.1 ANALISE DA CINETICA DE PRODUCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI-PT
ANTES DA IMUNIZACAO DE REFORCO.

Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo -) receberam duas doses de WCP
por via i.p e um grupo recebeu salina. Ap0s essa imunizagdo primaria, foram feitas
sucessivas sangrias (22, 42, 92, 132, 162, 192 semanas), 0s soros foram separados e
avaliados por ensaio de Elisa para acompanhar a cinética de producéo de anticorpos
IgG anti-PT. Os resultados mostraram que ocorreu um aumento progressivo dos
titulos de IgG anti-PT até a 132 semana apds a imunizacdo primaria. Apos esse
periodo observamos o inicio de um decaimento dos titulos de anticorpos (Figura 16).
Com a diminuicdo da resposta imune induzida pela imuniza¢do primaria, definimos
um protocolo de refor¢o (booster) a partir da 252 semana para avaliarmos da resposta
imune e protetora induzida apdés a imunizacdo de reforco, utilizando diferentes
componentes vacinais (WCP, APV, Plow) além de um grupo sem reforco e um grupo

salina.

Elisa anti-PT
5_
— Salina

w 4 —-— WCP
="
=
E 3
&
T 27
=]
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0 3 & 9 12 15 18

semanas apos imunizagao primaria

Figura 16: Cinéticada sintese de anticorpos IgG anti-PT apés imunizagdo primaria com avacina
WCP por via i.p. Camundongos BALB/C (n=5 animais/grupo) receberam a imunizac&o primaria com
WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Apds sucessivas sangrias (2%, 423, 92, 132 163, 192
semanas), os soros avaliados por Elisa para avaliar a cinética da sintese de anticorpos 1gG anti-PT
para padronizacdo da imunizacéo de reforgo.
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5.2.2 RESPOSTA IMUNE INDUZIDA POR REFORCO VACINAL 7 SEMANAS APOS
A IMUNIZACAO.

5.2.2.1 Avaliacédo de citocinas em cultura de células do bago

Avaliamos a produgdo de citocinas Th1/Th2/Thl17 em células do bago,
induzidas 7 semanas ap0s imunizacéo de reforgo por via intraperitoneal (i. p.) com as
vacinas WCP, APV ou Plow, além do grupo sem reforco e salina. As células foram
estimuladas com B. pertussis (10° CFU/mL) (Figura 17), com PT (1 pg/mL) (Figura 18)
(ambas inativadas por calor) ou mantidas sem estimulo. Verificamos que o estimulo
com B. pertussis (Figura 17), induziu células de animais que receberam o reforco com
a APV a producéo estatisticamente maior (p < 0,05) de citocinas IL-2, IFN-y, IL-6 e IL-
17 (Figura 17 ABDG), quando comparada aos animais que receberam reforco com
WCP. Também foram observados niveis estatisticamente maiores (p < 0,05) de IL-6
no grupo APV em relacdo ao grupo sem refor¢co. Células de animais imunizados com
a Plow induziram a producéo significativamente maior (p < 0,05) de citocinas IFN-y,
IL-4, IL-10 e IL-17 (Figura 17 BEFG) em relacdo ao grupo WCP. Niveis de citocinas
IL-6, IL-4 e IL-10 (Figura 17 DEF) também foram estatisticamente superiores (p < 0,05)
em relacdo ao grupo sem refor¢co. Células animais que receberam reforco com APV
estimuladas com PT (Figura 18) induziram producéo de citocinas IFN-y, IL-6, IL-4, IL-
10 e IL-17 estatisticamente superiores (p < 0,05) ao grupo que recebeu WCP. IFN-y,
IL-6, IL-4, IL-10 e TNF-a também foram estatisticamente superiores (p < 0,05) no
grupo APV quando comparadas ao grupo sem reforco (Figura 18 BDEFG). O estimulo
com a PT em células de animais imunizados com a Plow, induziu a producgéo de IFN-
y e IL-17 estatisticamente superiores (p < 0,05) em relacdo aos que receberam o
reforco com WCP (Figura 18 BG). Células de animais imunizados com a Plow também
apresentaram niveis significativamente maiores (p < 0,05) de IFN-y e TNF-a em
relacdo ao grupo s/reforco (Figura 18 BC). Células ndo estimuladas de animais
imunizados e com reforco com a APV ou Plow, induziram a producéo de citocinas IL-
2, IL-4 e IL-6, em niveis maiores, embora nao significativos em compara¢do com 0s

demais grupos.
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Figura 17: Producdo de citocinas nos esplenécitos de animais que receberam 2 doses de WCP
e diferentes reforcos — Estimulo com B. pertussis. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo)
receberam a imunizagdo primaria com WCP por via i.p € um grupo recebeu salina. Na 25% semana, 0s
animais foram imunizados com uma dose de refor¢o: o grupo 2 néo recebeu o reforco (WCP+WCP), o
grupo 3 recebeu um reforco com a WCP (WCP+WCP+WCP), o grupo 4 com a APV (WCP+WCP+APV)
e 0 grupo 5 com a vacina Plow (WCP+WCP+Plow). 7 semanas apds o reforco foi feita a coleta de baco.
Células estimuladas com B. pertussis (106 CFU/mL) inativada por calor ou s/estimulo foram cultivados
por 72 horas e a producéo de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo (CBA). As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ***p < 0,0001) entre
0s grupos indicados (two-way ANOVA). # indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo
salina.
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Figura 18: Producdo de citocinas nos esplenécitos de animais que receberam 2 doses de WCP
e diferentes reforgcos — estimulo com Toxina Pertussis. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo)
receberam a imunizacgdo primaria com WCP por via i.p € um grupo recebeu salina. Na 25% semana, os
animais foram imunizados com uma dose de refor¢o: o grupo 2 néo recebeu o reforco (WCP+WCP), o
grupo 3 recebeu um reforgco com a WCP (WCP+WCP+WCP), o grupo 4 com a APV (WCP+WCP+APV)
e 0 grupo 5 com a vacina Plow (WCP+WCP+Plow). 7 semanas apds o reforco foi feita a coleta de baco.
Células estimuladas com PT (1ug/mL) inativada por calor e s/estimulo foram cultivados por 72 horas e
a producdo de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001) entre 0os grupos
indicados (two-way ANOVA). A # indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo ao grupo salina.



80

5.2.2.2 Estratégia de fenotipagem de Linfécitos T CD4 e T CD8.

Realizamos a fenotipagem dos linfécitos T para identificar e estimar a
frequéncia (%) dos linfocitos T CD4 e T CD8 de células do baco e linfonodo de
camundongos BALB/c extraidas 7 semanas apOs imunizacdo de reforco com
diferentes formulac@es vacinais (WCP, APV, Plow), grupo sem reforco e grupo salina.
Utilizamos um protocolo policromatico de marcacéo através da estratégia de gates
sequenciais somada a expressao antigénica de marcadores de superficie celular,
envolvendo a combinag&o de cinco anticorpos monoclonais: Anti-CD3 - APC-Cy7-A,
Anti -CD4-PerCP, Anti-CD8-PECy7, Anti-CD44-APC e Anti-CD62L-FITC (Tabela 2).
Além disso, com base na expressao de CD44/CD62L dentro das populacdes de
linfécitos T CD4 e T CD8, caracterizamos fenotipicamente as subpopulacdes de
células T Naive (CD3*CD4*CD62L*CD44), células relacionadas a memoaria central
(CD3*CD4*CD62L*CD44*) e T Efetoras (CD3*CD4*CD62LCD44*) (Figura 19). A

analise foi feita por citometria de fluxo (FACSCantoll (BD Bioscience).
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Figura 19: Estratégia de definicdo da janela de identificacdo (gate) para a anédlise da populacéo
de linfécitos T CD4 e T CD8 e subpopulacfes de Células T de Memoaria, T Efetoras e T Naive. As
células extraidas do baco e linfonodo inguinal foram fenotipados através de citometria de fluxo. (A) Os
linfGcitos totais foram identificados a partir da sele¢éo de células por tamanho (FSC-A) e granulosidade
(SSC-A), sendo delineado um gate para a populagéo. (B) Janela de aquisicao na regido dos linfécitos
totais. (C) Janela de aquisi¢cao na regido das células CD3*. (D) Janela de aquisicdo, com quadrantes
para determinacdo LTCD4 e LTCDS8 determinada pela dupla positividade dos marcadores CD3*CD4*
e CD3*CD8*. (E) A partir do quadrante com células T CD4*, foi feita uma nova janela de aquisicao,
usando marcadores positivos para CD62/CD44, para caracterizar as subpopulacdes de células
relacionadas a meméria central (CD3*CD4*CD62L*CD44%), T Naive (CD3*CD4*CD62L*CD44) e T
Efetoras (CD3*CD4*CD62L-CD44%), através da diferenca de intensidade de fluorescéncia. (F). A
mesma estratégia foi utilizada no gate E a partir do quadrante para linfécitos T CD8.

5.2.2.2.1 Andlise fenotipica de subpopulacoes de linfécitos T CD4 Efetores, células de

Memodria Central e Naive.

Na 72 semana ap0s 0s grupos de animais terem recebidos a imunizacao de
reforco com diferentes formulacfes vacinais (WCP, APV, Plow), além de um grupo
sem reforco e um grupo salina, os bacos e linfonodos foram coletados e analisados
fenotipicamente quanto a frequéncia (%) na expressdo de marcadores de Memoria
Central (CD3*CD8*CD62L*CD44"), células T CD4 Efetoras (CD3*CD8*CD62L"
CD44") e linfécitos T CD4 Naive (CD3*CD8*CD62L*CD44) (Figura 20). (i) Linfocitos
T CD4 Efetores - bago: Os animais que receberam o reforco com a Plow e o grupo
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sem reforco apresentaram frequéncia de células T CD4 Efetoras, estatisticamente
maiores (p < 0,05) em relagdo ao grupo salina, entre os demais grupos nao houve

diferenca significativa (Figura 20 A). (ii) Linfécitos T CD4 de Memdria Central - baco:
Animais que receberam o reforco com APV ou o grupo sem reforgco apresentaram

frequéncia de células T CD4 de memaria Central estatisticamente maiores (p < 0,05)

quando comparada ao grupo WCP e salina (Figura 20 B). (iii) Linfécitos T CD4

Efetores - linfonodo: Animais imunizados com APV ou Plow apresentaram uma
frequéncia significativamente maior (p < 0,05) de linfocitos T CD4 efetores quando
comparada aos grupos sem reforco e salina (Figura 20 D). Também observamos uma
maior frequéncia de linfécitos T CD4 efetores no grupo Plow em relagcdo aos animais

imunizados com a WCP. (iv) Linfécitos T CD4 de Meméria Central - linfonodo: Os

animais imunizados com a APV apresentaram uma maior frequéncia de linfécitos
TCD4 de memdria central, estatisticamente significativa (p < 0,05) em relacdo ao
grupo salina, porém nao significativa em relacdo aos demais grupos de estudo (Figura

20 E). (v) Linfécitos T CD4 Naive: Nao foram observadas diferencas estatisticas entre

0s grupos de estudo quanto a frequéncia de células T CD4 Naive de baco ou linfonodo
(Figura 20 CF).
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Figura 20: Avaliacdo fenotipica da frequéncia (%) de subpopulac@es de linfécitos T CD4 Naive,
T CD4 de memédéria Central e T CD4 efetores em células do baco e linfonodo de animais 7
semanas ap6s imunizacdo de reforco. Camundongos BALB/C (n=5 animais/grupo) receberam a
imunizacao primaria com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 252 semana, os animais foram
imunizados com uma dose de reforgo: o grupo 2 nao recebeu o reforco (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu
um refor¢co com a WCP (WCP+WCP+WCP), o grupo 4 com a APV (WCP+WCP+APV) e 0 grupo 5 com
a vacina Plow (WCP+WCP+Plow). Na 72 semana apés o reforco foi feita a coleta de baco e linfonodos
para avaliagao fenotipica de subpopulagdes de linfécitos T CD4 Naive, T CD4 de meméria Central e T
CD4 efetores. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01;
*** 5 < 0,001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # indica diferenca estatistica (p < 0,05)
em relacdo ao grupo salina.
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5.2.2.2.2 Anédlise fenotipica de subpopulacoes de linféctiso T CD8 Naive, de meméria

Central e efetores.

Na 72 semana apOs a imunizacdo de reforco com diferentes formulacdes
vacinais (WCP, APV, Plow) além do grupo sem reforco e grupo salina, os linfonodos
e bacos dos animais foram coletados e analisados fenotipicamente quanto a
frequéncia (%) na expressdo de marcadores de linfocitos T CD8 Efetoras
(CD3*CD8*CD62LCD44*) Memoéria Central (CD3*CD8*CD62L*CD44*) e T CD8
Naive (CD3*CD8*CD62L*CD44") (Figura 21). (i) Linfécitos T CD8 Efetores - bacgo:
Animais imunizados com a APV apresentaram uma frequéncia de linfécitos T CD8

efetores estatisticamente maior (p < 0,05) em relacdo ao grupo salina (Figura 21 A).

Entre os demais grupos de estudo ndo houve frequéncia significativa. (ii) Linfécitos T

CD8 de Memdria Central — baco: A frequéncia de células T CD8 de memodria foi

estatisticamente maior (p < 0,05) nos grupos sem reforco, APV e Plow quando
comparados ao grupo salina, porém nao foi observada diferencas estatisticas entre

os demais grupos (Figura 21 B). (iii) Linfocitos T CD8 Efetores e de Memdria Central

— linfonodos: Animais que receberam o reforco com a Plow apresentaram linfocitos T
CD8 efetores e de Memoria central estatisticamente maiores (p < 0,05) quando
comparados ao grupo sem reforco (Figura 21 DE). O grupo Plow também apresentou
frequéncia de linfécitos de Memodria central significativamente maiores em relacédo ao

grupo WCP. (iv) Linfécitos T CD4 Naive — baco/linfonodo: N&do foram observadas

diferencas estatisticas entre os grupos de estudo quanto a frequéncia de células T
CD8 Naive de bago ou linfonodo (Figura 21 CF).
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Figura 21: Avaliacao fenotipica da frequéncia (%) de subpopula¢cdes de Linfécitos T CD8 Naive,
T CD8 de memédéria Central e T CD8 efetores em células do baco e linfonodo de animais 7
semanas ap6s imunizacdo de reforco. Camundongos BALB/C (n=5 animais/grupo) receberam a
imunizacao primaria com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 252 semana, os animais foram
imunizados com uma dose de refor¢o: o grupo 2 ndo recebeu o reforgco (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu
um refor¢co com a WCP (WCP+WCP+WCP), o grupo 4 com a APV (WCP+WCP+APV) e o grupo 5 com
a vacina Plow (WCP+WCP+Plow). 7 semanas apoés o refor¢o foi feita a coleta de baco e linfonodos
para avaliacdo fenotipica de subpopulacdes de linfécitos T CD8 Naive, T CD8 de memoria Central e T
CD8 efetores. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01;
*** pn < 0,001; ***p < 0,0001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # indica diferenca
estatistica (p < 0,05) em relagédo ao grupo salina.
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5.2.2.3 Estratégia de fenotipagem de linfocitos B

Foi utilizada a estratégia de fenotipagem para identificar e estimar a frequéncia
(%) dos linfocitos B em células do baco e linfonodo de camundongos BALB/c extraidas
na 72 semana apos imunizacgao de reforgo com diferentes formulagdes vacinais (WCP,
APV, Plow), além do grupo sem reforco e grupo salina. Foi utilizado um protocolo
policromatico de marcacdo através da estratégia de gates sequenciais somada a
expressao antigénica de marcadores de superficie celular, envolvendo a combinacéo
de quatro anticorpos monoclonais: anti-CDB220-FITC, anti-CD19-BV421, anti-CD27-
PerCp, anti-MHCII-Pe (Tabela 3). Com base na expressao positiva de CD19/B220
dentro da populacao de linfocitos B foi caracterizado fenotipicamente a subpopulacéo
de células B de memoria (B220*CD19*CD27%) e expressdo do MHC-II quanto a
intensidade média de fluorescéncia (MIF), demonstrado em graficos do tipo
histograma em escala logaritmica (Figura 22). A analise foi feita por citometria de fluxo
(FACSCantoll (BD Bioscience).



87

Single Cells
800 99 8

S5C-A

FEC-H
B220-FITC

2] 200 400 600 800 10K

] 1 2 3 4
o 200 400 600 800 10K 0 o 0 10 10
FSC-A CD18-BWa

E D v

CélulaB Meméria

Sample Hame

Salina |
WC+HWC .
WCHWCHWC
WCHWC+APY
| WCrWC+Plow

S8C-A

w00 1,96

0 1 2 3 4
10 10 10 10 10
MHCI-PE

10° 0 10° 10° w0t
CD27-PerCP

Figura 22: Estratégia de definicdo da janela de identificacdo (gate) para a anélise da populacéo
delinfécitos B, subpopulacéo de Linfécitos B de meméria e expressédo de MHC-Il por intensidade
média de fluorescéncia (IMF). As células extraidas do baco e linfonodo inguinal foram avaliadas
através de citometria de fluxo. (A). Os linfocitos totais foram identificados a partir da sele¢éo de células
por tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), sendo delineado um gate para a populagéo. (B) Janela
de aquisicdo na regiao dos linfécitos totais. (C) Nova janela de aquisicdo na regido dos linfécitos B,
identificados pela expresséo positiva de CD19/B220. (D) Janela de aquisi¢cio obtida a partir do gate C,
identificada quanto a expressao células B de memoria (B220*CD19*CD27*). (E) Janela de aquisicao,
obtida a partir do gate C, identificada quanto a expressdo do MHC-II, através do marcador MHC-II-PE
guanto a intensidade média de fluorescéncia (MIF), demonstrado em gréficos do tipo histograma em
escala logaritmica.

5.2.2.3.1 Andlise fenotipica de linfécitos B de memoria e expressao de MHC-II.

Na 72 semana ap0s a imunizacdo de reforco com (WCP, APV ou Plow), sem
reforco e salina, os bacos e linfonodos foram coletados e analisados fenotipicamente
qguanto a frequéncia (%) na expressao de marcadores de linfocitos B de memoria
(CD19*B220*CD27*) e MHC-II (MIF) (Figura 23). (i) Linfécitos B de memoria - baco:

Todos o0s grupos imunizados com o reforco vacinal apresentaram uma maior

frequéncia de Linfécitos B de memodria, significativa (p < 0,05) quando comparados ao
grupo salina (Figura 23 A). Os grupos imunizados com a APV ou Plow apresentaram
frequéncia de Linfécitos B de memoria estatisticamente maiores (p < 0,05) em relacéo

ao grupo que nao recebeu o reforgo (Figura 23 A). (i) MHC-1l — baco: A expresséo do
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marcador MHC-II em células dos bacos foram estatisticamente inferiores (p < 0,05)
em todos os animais imunizados quando comparados ao grupo salina (Figura 23 B).

(i) Linfécitos B de memoria - linfonodo: Animais imunizados com a APV

apresentaram uma maior frequéncia (%) de linfocitos B de memoaria, estatisticamente
significativa (p < 0,05) quando comparado aos grupos imunizados com a WCP, Plow
e grupo salina (Figura 23 C). (iv) MHC-II — linfonodo: Quanto a expresséo de MHC-II,

todos os animais imunizados apresentaram uma frequéncia maior desse marcador
guando comparado ao grupo salina embora ndo apresentaram diferenca significativa

entre os grupos de estudo (Figura 23 D).
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Figura 23: Avaliagdo de subpopulagdo de Linfécito B de memdria e expressdo do MHC-Il em
células do baco e linfonodo de animais 7 semanas ap6s imunizacéo de reforco. Camundongos
BALB/c (n=5 animais/grupo) receberam a imunizagao primaria com WCP por via i.p e um grupo recebeu
salina. Na 252 semana, os animais foram imunizados com uma dose de refor¢o: o grupo 2 néo recebeu
o reforco (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu um reforco com a WCP (WCP+WCP+WCP), o grupo 4 com
a APV (WCP+WCP+APV) e o grupo 5 com a vacina Plow (WCP+WCP+Plow). Na 7% semana ap6és o
reforco foi feita a coleta de baco e linfonodos para avaliacdo fenotipica de subpopulagdes de Linfécitos
B de memdria e expressao do MHC-II. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
(*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # indica diferenca
estatistica (p < 0,05) em relagédo ao grupo salina.
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5.2.2.4 Avaliacao de IgG Total, IgG1 e IgG2a anti- B. pertussis ou anti-PT

Numa inferéncia a resposta imune do perfil Th1/IgG2a e Th2/IgG1 (HUBER et
al, 2006), foram avaliados IgG total e as subclasses de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-
B. pertussis ou anti-PT nos grupos de animais imunizados com WCP e com dose
reforco (WCP, APV ou Plow), sem refor¢o e salina. Os soros foram obtidos apds a
imunizacao primaria, antes e apos o refor¢co (booster) e antes da coleta de baco e
linfonodo conforme esquema de imunizacgao (Figura 7). O reforco com a vacina WCP
induziu aumento dos niveis séricos de IgG total, IgG1 e IgG2a anti- B. pertussis ou
anti-PT (Figura 24 ABDEF) estatisticamente superiores (p <0,05) quando comparados
ao grupo sem reforco ou em animais imunizados com a APV ou Plow, induzindo uma
resposta humoral robusta e balanceada em relacdo aos isotipos 1gG2a/lgGl,
respectivamente utilizados como marcadores de resposta Thl e Th2. J& o reforco com
a vacina APV induziu maiores niveis significativos (p < 0,01) de IgG total e IgG2a anti-
B. pertussis quando comparado ao grupo que recebeu o reforco com a Plow (Figura
24 AC). Entretanto, o grupo Plow induziu niveis estatisticamente superiores (p <0,05)

de IgG1 anti-PT quando comparados aos grupos APV ou sem reforco (Figura 24 E).
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Figura 24: IgG Total, IgG1 e IgG2a. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo) receberam a
imunizacao primaria com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 252 semana, os animais foram
imunizados com uma dose de refor¢o: o grupo 2 nao recebeu o reforco (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu
um reforco com a WCP (WCP+WCP+WCP), o grupo 4 com a APV (WCP+WCP+APV) e o0 grupo 5 com
a vacina Plow (WCP+WCP+Plow). Na 72 semana ap6s o reforco foi feita a coleta de baco e linfonodos
para avaliacdo da resposta imune. Os soros obtidos apés a imunizacdo primaria, antes e apds o reforco
(booster) e antes da coleta de baco e linfonodo foram dosados quanto a inducédo de IgG1 e IgG2a por
ensaio de ELISA. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p <
0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # indica diferenca estatistica (p <
0,05) em relacdo ao grupo salina.
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5.2.3 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELA VACINACAO DE
REFORCO APOS DESAFIO INTRANASAL.

5.2.3.1 Recrutamento de Leucbcitos

Avaliamos o perfil de células recrutadas obtidas no LBA 7 dias apds a infeccéo
intranasal (i.n) com B. pertussis (108 células/mL). Os resultados mostraram uma
diminuicdo de células totais e neutrofilos em todos os grupos imunizados quando
comparados ao grupo salina, sendo estatisticamente menores (p < 0,05) nos animais
gue nao receberam o reforco ou animais imunizados com a APV (Figura 25 AC). O
grupo de animais com auséncia de reforco também apresentou nimero de mondécitos
estatisticamente menores (p < 0,05) quando comparado ao grupo salina (Figura 25
B). Foi verificado um aumento significativo no namero de linfocitos e eosindfilos (p <
0,05) nos animais que receberam o reforco com a vacina Plow em relagdo ao grupo
salina (Figura 25 DE).
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Figura 25: Recrutamento de células ao LBA 7 dias ap0s infec¢ao intranasal com B. pertussis
em grupos de camundongos apos refor¢co vacinal. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo)
receberam a imunizagdo primaria com WCP por via i.p € um grupo recebeu salina. Na 25% semana, os
animais foram imunizados com uma dose de refor¢o: o grupo 2 néo recebeu o reforgco (WCP+WCP), o
grupo 3 recebeu um refor¢o com a WCP (WCP+WCP+WCP), o grupo 4 com a APV (WCP+WCP+APV)
e o0 grupo 5 com a vacina Plow (WCP+WCP+Plow). Na 72 semana apos o reforco, os animais foram
infectados (i. n) com B. pertussis. No 7° dia ap06s a infecc¢ao, foi realizado o LBA e os pulmdes foram
coletados. Foi realizada a contagem diferencial das células do LBA (células totais, mondcitos,
neutréfilos e linfécitos) e andlise de citocinas por KIT CBA. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way
ANOVA). A # indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacéo ao grupo salina.
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5.2.3.2 Producao de citocinas Th1/Th2/Th17

Foi avaliada a producéo de citocinas em sobrenadantes de células obtidas do
LBA 7 dias apo6s a infecgdo intranasal com B. pertussis. N&o foi observada diferencga
significativa nos niveis de citocinas presentes em sobrenadantes de células dos
grupos imunizados (Figura 26). Foi verificado que os animais que receberam o refor¢o
com a vacina Plow apresentaram concentracdes estatisticamente menores (p < 0,05)
de IFN-y, TNF-q, IL-6 e IL-17 quando comparamos com o0 grupo Salina. Os animais
gue nao receberam o refor¢o apresentaram niveis estatisticamente menores (p < 0,05)
de IFN-y em relagéo ao grupo salina (Figura 26 B). Células de todos os grupos de
animais imunizados induziram producdo de maiores niveis de IL-10 em relagdo ao

grupo salina, embora néo significativos (Figura 26 F).
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Figura 26: Producédo de citocinas no LBA 7 dias apéds infec¢do intranasal com B. pertussis em
grupos de camundongos ap6s reforco vacinal. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo)
receberam a imunizag&o primaria com WCP por via i.p € um grupo recebeu salina. Na 252 semana, 0s
animais foram imunizados com uma dose de refor¢o: o grupo 2 nao recebeu o reforgco (WCP+WCP), o
grupo 3 recebeu um refor¢o com a WCP (WCP+WCP+WCP), o grupo 4 com a APV (WCP+WCP+APV)
e 0 grupo 5 com a vacina Plow (WCP+WCP+Plow). Na 72 semana ap0s o refor¢o, os animais foram
infectados por via i.n. com B. pertussis. No 7° dia apds a infecgédo, foi realizado o LBA e os pulmdes
foram coletados. As células do LBA foram coletadas, 7 dias apds a infeccdo. Os sobrenadantes
celulares do LBA foram analisados quanto a producéo de citocinas por Kit CBA (Th1/Th2/Th17) (BD
biosciences) e analisada por citometria de fluxo. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A #
indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo salina.
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5.2.3.3 Protecdo induzida pelo refor¢co vacinal em animais BALB/c apoés

infec¢ao intranasal com B. pertussis.

Foi avaliada a eficacia protetora em relacdo ao refor¢co vacinal em grupos de
animais imunizados com WCP, APV ou Plow em relacdo aos grupos que nao
receberam o reforgo e salina. Foi observada uma reducao significativa (p < 0,05) da
carga bacteriana (UFC) nos pulmbes e LBA de todos os animais imunizados em
relacdo ao grupo salina (Figura 27 AB). No pulméo, o grupo de animais sem o reforco
tiveram carga bacteriana estatisticamente superior (p < 0,05) em relacdo a todos os
grupos que receberam a imunizacao de reforco (Figura 27 A). A protecao foi mais
evidente nos grupos que receberam o reforco com a vacina Plow e APV, este Ultimo
com uma carga bacteriana estatisticamente reduzida (p < 0,05) quando comparado
com os demais grupos. No LBA observou-se uma tendéncia semelhante, animais
imunizados com Plow e APV tiveram 100% de protecdo, sendo estatisticamente
significativa em relagéo ao grupo sem imunizagéo de reforgo (Figura 27 B).
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Figura 27: Protecdo dos animais induzida por refor¢o vacinal tardio apds infec¢ao intranasal por
B. pertussis. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo) receberam a imunizacdo priméaria com WCP
por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 252 semana, 0s animais foram imunizados com uma dose de
reforco: o grupo 2 nédo recebeu o reforco (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu um reforco com a WCP
(WCP+WCP+WCP), 0 grupo 4 com a APV (WCP+WCP+APV) e o grupo 5 com a vacina Plow
(WCP+WCP+Plow). Na 72 semana ap6s o reforgo, os animais foram infectados por via intranasal com
B. pertussis. No 7° dia apés a infeccdo, foi realizado o LBA e os pulmdes foram coletados. Os
homogenatos do LBA e pulm&es foram plagueados para avaliacdo do numero de UFC. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05) entre os grupos indicados (two-way
ANOVA). # indica diferenca estatistica (p < 0,05) em relacéo ao grupo salina.
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6 DISCUSSAO

Este estudo foi conduzido em duas etapas.

Na primeira etapa, foi feito um estudo epidemiologico sobre o estado imunoldgico
de voluntarios de ambos os géneros, de diferentes faixas etérias, vacinados ou nao
contra pertussis, a partir de amostras de sangue obtidos no Hospital Universitario do
Estado de S&o Paulo, com o objetivo de obter informagdes sobre a circulacio de B.
pertussis e B. parapertussis na populagéo.

Ndo ha indicios de estudo soroepidemioldgico sobre coqueluche de base
populacional que tenha sido realizado recentemente no Brasil, portanto, os resultados
apresentados, ainda que sejam de um estudo transversal regional, podem ser
utilizados para se estimar de forma mais realista a incidéncia da doenca no pais, bem
como contribuir ao entendimento real da cadeia de transmissao e seu impacto, dando
suporte para rever as estratégias de vacinacdo e a necessidade de implantacdo de
doses de reforco.

Em uma segunda etapa, como complemento ao estudo soroepidemiolégico, foi
realizado em modelo experimental murino um estudo de imunizag&o primaria, reforco
e desafio respiratorio, para avaliar a memoéria imunolégica a vacinagdo com a WCP
apos o declinio dos niveis de anticorpos promovidos pela vacina, e consequente
protecdo persistente contra B. pertussis. Além disto, se investigou a hipétese de um
reforco com vacinas WCP, APV ou Plow induzir uma resposta imune protetora mais
significativa em relacé&o a auséncia do reforco.

O intuito deste estudo foi contribuir para a melhor caracterizagdo do perfil
populacional em relacdo a resposta imunolégica a coqueluche para futura tomada de

decisdo sobre a possivel introducdo da Vacina Plow em estudo de campo.

6.1 ANALISE DO PERFIL SOROLOGICO DA POPULACAO EM RELACAO A
BORDETELLA PERTUSSIS

O estudo soroepidemiolégico da primeira etapa partiu de uma analise
presuntiva de exposicéo ou infec¢ao por pertussis, através do perfil de anticorpos em
soro de voluntarios coletados no periodo de 2015 a 2019, com base na prevaléncia
de altos niveis de IgM anti-PT, anticorpo relacionado a infec¢ao primaria, detectado



97

entre 5-10 dias apds o inicio da doenca e IgG anti-PT, que surge ap0s 2-3 semanas
do inicio da infeccdo, podendo ser detectado por varios anos. O anticorpo IgG anti-
PT, cujos titulos diminuem rapidamente apdés a imunizacdo (GIULIANO;
MASTRANTONIO; GIAMMANCO; PISCITELLI et al., 1998) vem sendo utilizado como
marcador de infeccdes recentes (DE MELKER (DE MELKER; SCHELLEKENS;
NEPPELENBROEK; MOOI et al., 2000) também tem demonstrado por diversos
estudos, que foi pouco influenciado pela exposicdo precedente a vacina,
particularmente em coortes nas quais a exposicdo a vacina ndo era recente
(GIAMMANCO; NARDONE; PEBODY; KAFATOS et al., 2008).

No total da populacdo avaliada, 41,2% (618/1500) dos soros analisados
apresentaram prevaléncia positiva para anticorpos IgG anti-PT (> 40 Ul/mL). Entre os
soropositivos, 21,6% (325/1500) foram classificados como compativeis ao indicativo
de contato com pertussis nos ultimos 12 meses (IgG anti-PT entre 40-125 Ul/mL),
enquanto que 19,5% (293/1500) apresentaram forte indicativo de infecgéo recente ou
ativa por pertussis (1gG anti-PT = 125 Ul/mL)(FRAJ; ZGHAL; HSAIRI; KECHRID et al.,
2019); ORGANIZATION, 2017; EUROPEAN CENTER FOR DISEASE PREVENTION
AND CONTROL, 2012).

O resultado da andlise soroldgica foi comparado com o percentual de casos
confirmados de coqueluche notificados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Sautde
(SINAN/DATASUS), registrados no mesmo periodo no Brasil (Figura 11).

Entre 2015-2019, periodo em que as amostras foram coletadas, foram
notificados um total de 9765 casos de coqueluche no Brasil, sendo 1888 casos
registrados no Estado de Sédo Paulo. A analise comparativa entre 0os percentuais de
casos registrados no pais e no Estado de Sao Paulo, nas diferentes faixas etarias,
mostrou que ocorreu 0 mesmo perfil de prevaléncia de coqueluche em nivel nacional
e estadual (Figura 11). No Brasil e no Estado de S&o Paulo o maior percentual de
notificacao de coqueluche foi entre criangas menores de um ano de idade, com 57,6%
(5622/9765) e 55,2% (1042/1888) casos, respectivamente. Este dado pode ser
explicado devido a janela imunoldgica, periodo que o organismo leva, a partir de uma
infeccdo ou vacinacédo, para produzir uma resposta imunolégica protetora. Criancas
menores de 1 ano de idade ainda n&o foram imunizadas com todas as doses da vacina

celular DTP, portanto no intervalo entre uma dose e outra, a crianga pode ser
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acometida por uma infeccao por pertussis e, portanto, sdo mais susceptiveis a adquirir
a doencga, a desenvolver complicacdes e até mesmo evoluir para o 6bito (MEDEIROS;
CAVALCANTE; SOUZA; FERREIRA, 2017; RIBEIRO; MENDES, 2019). Do total de
Obitos registrados no pais, 94,4% (85/90) ocorreram em criangas com menos de um
ano de idade (SAUDE, 2020), dados que reforcam a importancia de elaborar
estratégias de prevencao e controle para o fortalecimento da vigilancia epidemiologica
e manutencédo de elevadas coberturas vacinais para os menores de 1 ano com a
vacina Pentavalente (DTP+Hib+HB).

Foi possivel verificar que as amostras de soros da populacdo de 5-9 anos
apresentaram altos niveis de 1gG anti-PT estatisticamente significativos (p < 0,001)
em relacdo a adultos (20-39 e 40-59 anos) e idosos (= 60 anos), porém néao
significativos quando comparados com adolescentes (10-14 e 15-19 anos). Essa faixa
etaria apresentou elevada prevaléncia de anticorpos positivos para pertussis; 38,4%
dos soros apresentaram niveis de IgG anti-PT entre 40-125 Ul/mL, o que caracteriza
indicativo de contato com pertussis nos ultimos 12 meses, enquanto que 44% dos
soros apresentaram niveis de anticorpos acima de 125 Ul/mL, com forte indicativo de
infeccéo recente ou ativa por pertussis.

Apesar de nessa faixa etéria tais indicativos soroldgicos sugerirem possivel
infeccdo recente por pertussis, é preciso ter cautela na interpretacdo da andlise
sorologica de IgG anti-PT em criancas, tendo em vista a imunizacéo recente (DE
MELKER; VERSTEEGH; CONYN-VAN SPAENDONCK; ELVERS et al., 2000). No
Brasil, a crianga pode ser imunizada com a ultima dose de reforgo da vacina DTP até
0s 6 anos de idade (PNI/DATASUS) e a imunizagéo, tanto com APV ou WCP, induz
pico de resposta de IgG anti-PT de 4-6 semanas apds a vacinagdo, com propor¢cao
mais elevada de titulos em criangas imunizadas com a APV. Somente nos dois ou trés
anos apo6s a ultima imunizagdo, niveis elevados de IgG anti-PT podem ser
considerados como forte indicativo de infec¢ao recente por pertussis (GIAMMANCO;
CHIARINI; MAPLE; ANDREWS et al., 2003; PEBODY; GAY; GIAMMANCO; BARON
et al., 2005); Nas analises de anticorpos IgM anti-PT, os titulos médios foram
significativamente menores entre criancas de 5-9 anos, quando comparados com
soros de adolescentes de 10-14 e de adultos de 20-39 e 40-59 anos. Niveis de IgM
estatisticamente baixos em criancas pode ser devido a imunizagdo recente.

Anticorpos IgM gerados pela vacinacao se ligam a bactéria, desencadeiam a ativacédo
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da via classica do complemento, promovendo a opsonizagdo e fagocitose pelos
macrofagos (CAPOLUNGHI; ROSADO; SINIBALDI; ARANBURU et al., 2013).

Também h& evidéncias de que criancas que foram vacinadas e que
posteriormente adoecem por coqueluche podem apresentar aumento significativo de
anticorpos IgM porque a infec¢éo fornece um estimulo antigénico mais forte do que a
vacinacao (MACAULAY, 1981; RUUSKANEN; VILJANEN; SALMI; LEHTONEN et al.,
1980). Portanto, a imunizacéo recente dificulta a primo infeccéo pela bactéria, o que
justifica os niveis significativamente baixos de IgM, mas na adolescéncia a imunidade
vacinal é substituida pela imunidade natural, o que explica 0 aumento dos niveis desse
anticorpo a partir da faixa etéria de 10-14 anos.

E importante ressaltar que a imunidade protetora contra coqueluche ndo pode
ser avaliada somente a partir da analise de niveis altos de anticorpos, pois esta
relacionada ndo somente a imunidade humoral, mas também a celular e de mucosa,
quesitos importantes para a avaliagdo em longo prazo da protecdo induzida pelas
vacinas (CARVALHO; PEREIRA, 2006; EDELMAN; HE; MAKINEN; HAANPERA et
al., 2004; PICHICHERO; RENNELS; EDWARDS; BLATTER et al., 2005).

Segundo alguns autores, a imunidade vacinal diminui com o tempo e criancas
vacinadas sao protegidas contra infeccdes por pertussis por um periodo de cinco a
dez anos apo6s sua ultima vacinagdo (KILGORE; SALIM; ZERVOS; SCHMITT, 2016;
MACHADO; PASSOS, 2019; SCHWARTZ; KWONG; DEEKS; CAMPITELLI et al.,
2016). Portanto, a presenca de altos niveis de anticorpos I1gG, e niveis
significativamente inferiores de IgM, associados com a queda do numero de casos
notificados na faixa de 5-9 anos, fortalece o indicativo da existéncia da imunidade
induzida pela vacina nessa fase.

Ainda segundo dados coletados pelo SINAN/DATASUS, adolescentes e
adultos apresentaram uma tendéncia acentuada de queda referente a porcentagem
de casos notificados de coqueluche, e idosos acima de 60 anos registraram 0s
menores indices, com 0,8% (75/9765) de casos em nivel nacional, tendéncia também
mostrada no Estado de Sdo Paulo, com 1,1% (20/1888) dos casos nessa faixa etaria
(Figura 11).

Apesar de haver uma acentuada queda do numero de casos de coqueluche
confirmados na faixa de 10-14 anos, é no grupo de 15-19 anos que a queda ocorre de
forma mais acentuada (SINAN/DATASUS), apresentando o segundo menor indice de
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casos confirmados de coqueluche (SINAN/DATASUS). A baixa porcentagem de casos
nessas faixas etarias contrasta com alguns estudos descritos na literatura, cujos
resultados sugerem que a queda da imunidade induzida pela vacina tem levado a
mudancas no perfil epidemiolégico da doenca, com aumento da incidéncia de
coqueluche em adolescentes e adultos (FEDELE; STEFANELLI, 2017; MOOI; VAN
DER MAAS; DE MELKER, 2014; WENDELBOE; HUDGENS; POOLE; VAN RIE,
2007). Isso pbdde ser explicado pelos resultados sorolégicos das amostras de soro
dessa populacéo, pois se verificou uma maior concentracdo de anticorpos IgG anti-
PT.

Levando-se em consideracao que a faixa etaria de 15-19 anos foi imunizada
com a ultima dose da vacina DTP ha pelo menos dez anos, e que no Brasil ndo ha um
plano de imunizacao de refor¢co nessa parcela da populacéo, é evidente que 0s niveis
elevados de IgG anti-PT estejam associados a alta reexposicdo ao patdgeno
circulante devido a diminuicdo da imunidade vacinal, tornando esses adolescentes
possiveis reservatérios para B. pertussis e uma fonte de infeccdo para os recém-
nascidos com calendario vacinal incompleto.

Nas analises sorolégicas dessa faixa etéria, 46,0% apresentaram IgG anti-PT
com indicativo de contato com pertussis nos ultimos 12 meses e 28,6% apresentaram
anticorpos com forte indicativo de Infecgdo recente ou ativa (Figura 12).

Resultados semelhantes foram encontrados em diversos paises com alta
cobertura vacinal. Alta prevaléncia de IgG anti-PT em adolescentes de 10-14 e 15-19
anos foi observada em um estudo transversal em Israel (RENDI-WAGNER; TOBIAS;
MOERMAN; GOREN et al., 2010). Um estudo com adolescentes na india, Tailandia,
Taiwan, Coréia, China, Sri Lanka e Japao mostrou, entre 2013 e 2016, que um a cada
vinte individuos tinha evidéncia sorologica para infecgéo recente, independentemente
de historico de vacinacdo (SON; THAMLIKITKUL; CHOKEPHAIBULKIT; PERERA et
al., 2019).

Um outro estudo utilizando um modelo matematico previsor mostrou que a
perda da imunidade vacinal/natural associada a altas taxas de reforgo imunoldgico,
devido a alta circulacdo do patdégeno, evidencia os efeitos na cinética da resposta
imune das células B e T primadas. A estimulacdo antigénica in vivo demonstrou que
as células T primadas sdo mais eficientes na resposta imune as células

apresentadoras de antigeno do que as células nao estimuladas (RUSH;
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MILLINGTON; HUTCHISON; BRYSON et al., 2009). Isso sugere que uma breve
exposicdo a uma pequena quantidade de antigeno pode reestimular a imunidade
contra B. pertussis, estendendo sua eficdcia sem causar infecgdo sintomatica ou
transmissivel. Portanto, a alta reexposicdo torna adolescentes imunes e menos
suscetiveis a infeccdo sintomética, o que pode justificar os poucos casos notificados.
Ou seja, a andlise sorolégica dialogou diretamente com os dados do
SINAN/DATASUS, inclusive justificando por que ocorre um menor indice de casos de
coqueluche em adolescentes.

Por outro lado, a baixa reexposicéo leva individuos que ainda estdo imunes a
voltar a classe de suscetiveis devido a perda relativamente rapida da imunidade, o
que explica a origem da recorréncia de surtos epidémicos (LAVINE; KING;
BJJRNSTAD, 2011).

Quando foram analisados os dados referentes a porcentagem de ocorréncia de
coqueluche, associados a soroprevaléncia de IgG anti-PT, em adultos de 20-39 anos,
observou-se um leve aumento do percentual de casos confirmados, tanto em nivel
nacional (6,1%) quanto no Estado de Sdo Paulo (7,9%), principalmente quando
comparado com percentuais de casos entre adolescentes de 15-19 anos, num total
de 1,7% e 1,3%, respectivamente. Também foi observada uma acentuada queda dos
niveis de anticorpos IgG anti-PT, significativamente menores (p < 0,0001) quando
comparados com criancas de 5-9 anos (faixa etaria com imunizacdo recente) e
adolescentes (10-14 e 15-19 anos).

Portanto, os baixos niveis de IgG anti-PT associados a niveis significativamente
maiores de IgM anti-PT em adultos reforcam a evidéncia da diminuicdo da imunidade
natural adquirida por reexposic¢ao por B. pertussis, tornando-os individuos suscetiveis,
o0 que justifica 0 aumento de casos. E possivel que a incidéncia de casos possa ser
superior, tendo em vista que ha uma maior subnotificacdo conforme ocorre um
aumento das faixas etarias (CRABBE; SAAVEDRA-CAMPOS; VERLANDER,;
LEONARD et al., 2017).

A deteccédo de casos de coqueluche em adolescentes e adultos se torna mais
complexa devido ao fato dessa populacédo ndo apresentar a sintomatologia classica
ocasionada pela imunidade residual, o que dificulta o diagnostico e a consequente

notificacdo dos casos, resultando em subnotificacdo e subdiagnostico, justificando a
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baixa incidéncia de casos nessas faixas etarias (MEDEIROS; CAVALCANTE;
SOUZA; FERREIRA, 2017; TREVIZAN; COUTINHO, 2008).

Essa situacéo reflete uma baixa sensibilidade da rede de servicos de saude no
diagnoéstico da doenca nessas faixas etarias, ocasionada pela dificuldade de acesso
aos recursos de apoio diagnostico por meio de laboratérios, insumos e treinamento
dos profissionais de saude (MEDEIROS; CAVALCANTE; SOUZA; FERREIRA, 2017,
TREVIZAN; COUTINHO, 2008). Assim, muitos casos podem nao ter sido relatados as
autoridades, o que significa que os nameros registrados nos bancos de dados oficiais
(SINAN/DATASUS) podem subestimar a real extensdo do problema (CRABBE;
SAAVEDRA-CAMPOS; VERLANDER; LEONARD et al., 2017; HEIL; TER
WAARBEEK; HOEBE; JACOBS et al., 2017). Além disso, deficiéncias nesses bancos
de dados também promovem subnotificacdo de doencas, internacdes e Obitos, como
ja foi levantado em estudos anteriores (MAIA; FRIAS; ASSUNCAQ; VIDAL et al., 2019;
TIAGO; PICOLI; GRAEFF; CUNHA et al., 2017). A existéncia de areas e municipios
sem acesso a computadores € outro fator que também pode afetar as notificacdes e,
portanto, apresentar diferencas artificiais na incidéncia da doenca (DE BARROS;
NUNES; ABREU; FURTADO et al., 2020).

Nas amostras de soros de adultos de 20-39, 19,8% apresentaram niveis de IgG
anti-PT relacionados com contato com pertussis nos ultimos 12 meses e 12,5% com
indicativo de infeccao recente.

Segundo dados obtidos do Sistema de Informacfes sobre Nascidos Vivos —
SINASC (SINASC/DATASUS), mulheres na faixa etaria de 20-39 anos foram
responsaveis por 80,6% dos nascimentos de bebés ocorridos no Brasil no periodo de
2015-2019. Um estudo de revisdo demonstrou que a maioria das fontes identificadas
de infeccéo infantil por coqueluche eram domiciliares, sendo 55% (IC 95%: 52%-58%)
pelos pais, com méaes aproximadamente duas vezes mais provaveis de serem a fonte
gue os pais, 0s imaos em 16-43%, e os avos em 5% dos casos (WILEY; ZUO;
MACARTNEY; MCINTYRE, 2013).

Uma coorte anual realizada em 2011, avaliou custo-efetividade da introdugéo
da imunizacdo materna universal com DTPa no PNI em comparagdo com a pratica
atual (sem vacinacdo materna contra coqueluche). Concluiram que a imunizagao

materna, com eficacia da vacina de 78% e custo da vacina de US $ 12,39 por dose,
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evitaria 661 casos e 24 mortes infantis de coqueluche (SARTORI; DE SOAREZ;
FERNANDES; GRYNINGER et al., 2016).

O aumento da incidéncia de casos coqueluche ocorrida a partir de 2012 e diante
o surto da doenca registrado em 2014, levaram a implementacdo da vacinacéo de
reforco com a DTPa para gestantes, realizada no PNI, sendo importante para a
reducdo significativa dos casos das doencas para as quais ela oferece protecao
(COSTA,; DOS SANTOS; LOPES; BORGES et al.). Na Argentina, um estudo concluiu
gue em méaes vacinadas com a DTPa durante a gestacao, 92% dos recém-nascidos
apresentaram anticorpos IgG positivos contra pertussis (BOSCH; FERNANDEZ;
POLAK; MUSANTE et al., 2017). Apesar da importancia da vacinacéo de reforco em
gestantes, desde 2016 o Sistema de Informac¢des do PNI (SI-PNI) tem registrado
declinio em relacdo as coberturas vacinais dessa populacao (Figura 4) (PACHECO;
FRANCA; ELIDIO; DOMINGUES et al., 2019)). Em 2020, a cobertura vacinal com a
DTPa em gestantes atingiu os menores indices dos ultimos trés anos (45%). Uma
possivel explicacdo se deve a pandemia de Covid-19 que o Brasil vem enfrentando
desde marco desse ano. As medidas de distanciamento social para se evitar a
transmissdo do virus Sars-COV-2 tém afastado as gestantes da procura por vacinas
nos Sistemas de Saude (SATO, 2020). Tais medidas certamente irdo gerar um
impacto nos proximos anos sobre novas epidemias de doencas imunopreveniveis,
incluindo a coqueluche.

Em relacdo as faixas etarias mais avancadas, os dados colhidos pela
plataforma SINAN/DATASUS mostram uma diminuicdo da porcentagem de casos
notificados de coqueluche. Igualmente, observou-se a diminuicdo dos niveis de
anticorpos IgG anti-PT nas amostras de soros analisadas neste estudo. Entretanto, os
soros de voluntarios adultos de 40-59 anos e de idosos com 60 anos ou mais
apresentaram indices relativamente altos de prevaléncia de IgG anti-PT, com forte
indicativo de infeccao recente, na proporcao de 14,2% e 10,1%, respectivamente.

Tais resultados reforgam ainda mais a evidéncia da alta circulagédo da bactéria
nos diferentes estratos populacionais associada a uma possivel subnotificacdo de
casos. Particularmente € um dado preocupante na populacdo acima dos 60 anos,
tendo em vista que o declinio da resposta imunolégica em decorréncia da

imunossenescéncia a torna mais suscetivel a infec¢des e ao agravamento da doencga,
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levando, consequentemente, ao aumento do risco de hospitalizagdo (KARKI,
MCINTYRE; NEWALL; MACINTYRE et al., 2015).

A imunossenescéncia se torna mais evidente a partir dos 50 anos quando, em
consequéncia da involucdo do timo, a producéo de células T imaturas diminui para
menos de 10% da produgéo original, ocasionando a reducao da diversidade de
receptores dessas células, com um risco crescente de novos antigenos ndo serem
reconhecidos com a idade, além de também ocorrer o declinio no nimero de células
B (VAN TWILLERT, 2017).

Em relagdo ao género, nossos resultados mostraram que soro de mulheres
tiveram probabilidade significativamente menores de apresentarem prevaléncia
positiva para anticorpos IgG anti-PT (> 40 Ul/mL) quando comparado com homens.
Alguns estudos de soroprevaléncia corroboram com esse achado (CONDE-GLEZ;
LAZCANO-PONCE; ROJAS; DEANTONIO et al., 2014; LEE; HAN; BAE; KIM et al.,
2014). O fato é que néo esta claro se existe uma ligacdo verdadeira entre coqueluche
e género, pois apenas as analises realizadas ndo seriam suficientes para garantir essa
relacdo. De qualquer forma, se houver, a causa ainda € desconhecida.

Ja4 em relacdo ao tabagismo, verificou-se no presente estudo correlacbes
significativas de soropositividade de IgG anti-PT entre individuos tabagistas
comparados aos nao tabagistas. Isso ocorre porque a exposi¢cao ao cigarro aumenta
a suscetibilidade as infeccfes virais e bacterianas, devido a diminuicdo da atividade
dos cilios e células fagociticas, com aumento da ligacdo e colonizacao bacteriana nas
células epiteliais do trato respiratério (EL AHMER; ESSERY; SAADI; RAZA et al.,
1999), aumentando, assim, o risco de infec¢ao por coqueluche.

Soros de individuos que relataram possuirem doencas crbnicas também
apresentaram correlagdes significativas para soropositividade de 1gG anti-PT quando
comparados com individuos com auséncia dessas doencas (p < 0,001). E sabido que
a infeccdo por pertussis induz fortes mecanismos imunomoduladores que
desempenham um papel importante na fisiopatologia da doenca. Portanto, a presenca
de doencgas cronicas associadas a coqueluche podem exacerbar a comorbidade e
resultar em aumento das necessidades de cuidados a saude. Varios estudos tém
mostrado que a infec¢cao por coqueluche em pessoas com asma ou Doenca Pulmonar
Obstrutiva crénica (DPOC) levam a diminui¢cdo da capacidade respiratéria e a mais
exacerbacbes de tais doencas, como no aumento do uso de broncodilatador e no



105

aumento das hospitaliza¢g@es, resultando em custos mais elevados em saude (CAPILI,
HETTINGER; RIGELMAN-HEDBERG; FINK et al., 2012; MBAYEI; FAULKNER;
MINER; EDGE et al., 2019; MEYER; FAULKNER; MINER; EDGE et al., 2016).
Esses resultados evidenciam a magnitude da carga de disseminacdo da
infecg@o por coqueluche na comunidade e reforgam a importancia de aprimorar 0s
conhecimentos sobre a epidemiologia da doenca, bem como buscar estratégias de
vacinacao que levem em consideracdo mudancas na imunidade relacionadas a idade,
mas também na populacdo com comorbidades, com objetivo de reduzir a circulacéo

de B. pertussis e garantir a protecdo dos individuos em risco.

6.2 ANALISE DO PERFIL SOROLOGICO DA POPULACAO EM RELACAO A
BORDETELLA PARAPERTUSSIS

Os 1500 soros também foram avaliados quanto a para presenca de anticorpos
IgM anti-Bpp e IgG anti-Bpp. Embora a infec¢cdo por B. parapertussis tenha menor
incidéncia em relagéo a B. pertussis e seja geralmente acompanhada de sintomas
mais leves, criancas e individuos imunocomprometidos acometidos por esse patdgeno
podem apresentar sintomas tipicos da doenca, incluindo tosse prolongada,
paroxismos e vomitos pos tosse (CHERRY; SEATON, 2012).

A deteccdo de B. parapertussis em pacientes com coqueluche é relativamente
frequente em diferentes paises da Europa (CHERRY, 2012; CHERRY; SEATON,
2012) e também nos EUA. Neste Ultimo, o maior numero de infec¢des por B.
parapertussis foi registrado durante um surto em Wisconsin entre outubro de 2011 e
dezembro de 2012, com 6% (443 casos) das amostras positivas, indicando que a
exposicdo a esse patdbgeno também é endémica (KOEPKE; BARTHOLOMEW,
EICKHOFF; AYELE et al., 2015), inclusive com relatos de casos de B. pertussis e B.
parapertussis resistentes a antibioticos (LI; DENG; MA; ZHOU et al., 2019; LIU;
WANG; ZHANG; LI et al., 2018).

Ja em paises da América Latina, foram detectadas infeccbes por B. parapertussis
(ESPITIA CERPA; GARRIDO ORTEGA, 2018; LAVAYEN; ZOTTA; CEPEDA; LARA
et al., 2017; NOGUERA; JARAMILLO; ZABALA; VILLACIS, 2021), mas ndo ha
relatérios oficiais disponiveis sobre as taxas de incidéncia. Assim, um estudo soro-

epidemioldgico contra B. parapertussis além de evidenciar a alta circulacdo desse
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patégeno, também pode fornecer subsidios para futuros estudos sobre a efetividade
cruzada de vacinas ja disponiveis contra pertussis.

As analises sorologicas também mostraram que o0s soros de todas as faixas
etarias apresentaram altos titulos de IgG anti-Bpp, sendo estatisticamente superiores
(p < 0,0001) em adolescentes (10-14 e 15-19 anos), adultos (20-39 e 40-59 anos) e
idosos (= 60 anos) quando comparados aos soros de criangas de 5-9 anos. Uma
possivel explicacéo para niveis de IgG anti-Bpp inferiores em criancas pode ser devido
ao ultimo reforco com a vacina DTP, dada entre 5-6 anos de idade, promovendo
protecdo cruzada em relacdo a infeccdo por parapertussis. Ja na adolescéncia, o
aumento dos niveis de IgG anti-Bpp ocorre por conta da exposicdo a bactéria
circulante, com aumento significativo de anticorpos.

Héa poucos estudos sobre a eficacia das vacinas celular ou acelular na protecéo
cruzada contra parapertussis e a discussao sobre o tema ainda € controversa. Ensaios
conduzidos na lItalia e na Suécia ndo encontraram eficacia substancial na protecao
cruzada para parapertussis (BERGFORS; TROLLFORS; TARANGER; LAGERGARD
et al., 1999; MASTRANTONIO; STEFANELLI; GIULIANO; ROJAS et al., 1998). Por
outro lado, um estudo realizado nos EUA entre criancas de 2 meses a 10 anos de
idade, no periodo de 2011 a 2016, encontrou até 82% na eficacia da DTPa na protecéo
contra parapertussis (LIKO; ROBISON; CIESLAK, 2017). Segundo Heininger e
colaboradores (1999), uma explicacdo para a melhor efetividade da vacina DTPa na
protecdo cruzada contra parapertussis pode ser devido a maior quantidade de
antigenos de FHA como componente vacinal e a inducéo proporcionalmente maior de
resposta de anticorpo anti-FHA, que pode levar a uma prote¢cdo mais eficaz contra
parapertussis (HEININGER; STEHR; CHRISTENSON; CHERRY, 1999). Atualmente
os estudos para o desenvolvimento de candidatos vacinais contra coqueluche,
também tem buscado conferir protecdo cruzada contra B. parapertussis (ALVAREZ
HAYES; OVIEDO; VALDEZ; LABORDE et al., 2017; LIN; APOSTOLOVIC;
JAHNMATZ; LIANG et al., 2020).

N&o foram observadas diferencas estatisticas nos titulos de IgM anti-Bpp em
soros de criancas, adolescentes e adultos jovens (5-9, 10-14, 15-19 e 20-39 anos),
entretanto entre esses grupos 0s niveis de anticorpos foram significativamente
maiores quando comparados a adultos (40-59 anos) e idosos com 60 anos ou mais.
Uma possivel explicacdo para entender a diminuicdo na concentracdo de IgM nesta
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populacao pode ser devido a diminuicdo da producdo de novos anticorpos devido a
imunossenescéncia, sendo isto decorrente de uma capacidade proliferativa diminuida
das células B (TARGONSKI; JACOBSON; POLAND, 2007; VAN TWILLERT, 2017).
De fato, este estudo evidenciou a alta circulacdo de B. parapertussis na
populacdo, devido aos altos niveis de anticorpos detectados. Portanto, melhorar a
qualidade no diagnéstico diferencial entre espécies de Bordetella, bem como a
informacéo dos casos notificados de coqueluche, sdo medidas necessarias para se

entender o perfil epidemiolégico da doenca.

6.3 PERFIL DE CITOCINAS INDUZIDAS PELO ESTIMULO COM WCP

Neste estudo também foi avaliada a persisténcia da imunidade celular de longo
prazo através da andlise de concentracdes de citocinas induzidas por estimulo com
WCP em células de sangue total de amostras de voluntérios de diferentes faixas
etarias.

Os perfis de citocinas referentes as respostas imunes de células T foram
comparados entre as faixas etarias recém imunizadas com a vacina WCP (criancas
de 5-9 anos) e outras cuja resposta imune provavelmente esteja associada a
reexposicao por B. pertussis circulante. Os resultados mostraram que o estimulo com
a WCP em células do sangue total de criancas de 5-9 anos e adolescentes de 10-14
anos induziu maior producao de citocinas IL-2 estatisticamente significativa e de TNF-
a, nao significativa, em relagdo a populagao acima de 20 anos. Como demonstrado
por varios estudos, tais citocinas estdo associadas a um perfil de resposta imune do
tipo Thl e juntamente com IFN-y s&o consideradas contribuintes essenciais para a
imunidade protetora especifica de B. pertussis de longa duracéo (HIGGS; HIGGINS;
ROSS; MILLS, 2012; MILLS, 2001; SHARMA; PICHICHERO, 2012), sendo
detectadas apoés a infec¢ao ou vacinagdo com WCP (DA SILVA ANTUNES; BABOR,;
CARPENTER; KHALIL et al., 2018).

Como ja mencionado, sabe-se que ha um rapido decaimento dos niveis de
anticorpos IgG anti-PT apds a vacinacao ou infeccéo (DALBY; PETERSEN; HARBOE;
KROGFELT, 2010; EDELMAN; HE; MAKINEN; HAANPERA et al., 2004; HENDRIKX;
SCHURE; OZTURK; DE ROND et al., 2011), entretanto ainda n&o se sabe ao certo

guanto tempo persiste a imunidade celular fornecida pelas vacinas ou infec¢éo natural
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por B. pertussis. He e colaboradores (1994) demonstraram que as criancas
finlandesas se tornaram suscetiveis a infeccdo por B. pertussis apds o ingresso na
escola, sugerindo que a memoria imunolégica ndo persiste por mais de cinco anos
apos a ultima imunizacdo ocorrida (HE; VILJANEN; NIKKARI; LYYTIKAINEN et al.,
1994). Em outro estudo, nenhuma resposta celular especifica a PT e FHA foi
observada em adultos que receberam uma ultima dose da vacina APV seis anos antes
de serem testados (HE; MINH; EDELMAN; VILJANEN et al., 1998), sugerindo que a
resposta imune celular induzida pela imunizacgéo contra B. pertussis comeca a diminuir
e pode até se tornar indetectavel apds esses seis anos. Diante desses dados, é
possivel sugerir que os maiores niveis de citocinas IL-2 e TNF-a produzidas a partir
do estimulo com WCP, observadas em amostras de sangue de criancas de 5-9,
somando-se a deteccdo de altos niveis de anticorpos IgG anti-PT e a queda do
ndamero de casos notificados nesta faixa etaria (SINAN/DATASUS), reforcam a
evidéncia da imunidade induzida pela vacina nessa faixa etaria. Em relacdo as
amostras de adolescentes de 10-14 anos, a presenca de tais citocinas em niveis
estatisticamente maiores em relacao as faixas etarias superiores e os altos niveis de
IgG anti-PT podem estar relacionados a um resquicio de memoria imune celular do
tipo Thl induzida pelo ultimo reforgco vacinal com a vacina celular DTP, ocorrido entre
4-6 anos de idade (PNI/DATASUS). Entretanto, sdo necessarios mais estudos
observacionais de coorte que fornecam estimativas mais detalhadas sobre a memoria
imunoldgica de células T CD4 de B. pertussis, em funcéo da vacinacdo com a WCP,
de forma que corroborem com nossas evidéncias.

Também foram observados altos niveis de citocina IL-6 em adultos de 40-59
anos e idosos com 60 anos ou mais em comparacao com criangas de 5-9 anos. A IL-
6 é uma citocina caracteristica de processos inflamatorios, sendo importante na
producdo de anticorpos durante a infecgdo por B. pertussis ou respostas imunes
induzidas pela vacinacgéo. A IL-6 € produzida como parte da fase aguda da resposta
inflamatoria e é capaz de induzir o recrutamento de leucécitos e a producéo de outras
citocinas ligadas as células T (ZHANG; GOEL; GOODFIELD; MUSE et al., 2011).
Sabendo-se que nas faixas etarias superiores ndo ha mais evidéncias de imunidade
vacinal, a deteccdo dos niveis de IL-6, de atividade pro-inflamatoria, pode estar
relacionada a uma resposta inflamatéria para a eliminacao da B. pertussis, dados que

justificam a alta prevaléncia de 1gG anti-PT como indicativo de infecgcao ou exposi¢cao
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recente por pertussis (> 125 Ul/mL) de 14,2% e 10,1% para faixa etérias de 40-59
anos e 60 anos ou mais, respectivamente.

Dessa forma, reforca-se a importancia de desenvolver politicas de vigilancia e
estratégias de prevencdo contra B. pertussis em adultos acima de 40 anos,
principalmente os idosos, cuja morbidade associada a coqueluche ainda é
subestimada. Além disso, faz-se necessario buscar novas evidéncias da seguranca e
da imunogenicidade a longo prazo sobre as vacinas APVS, ou novos candidatos
vacinais, de forma a considerar possiveis protocolos de imunizagcdo em que se

contemple esse grupo populacional.

6.4 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE PROTETORA APOS REFORCO
VACINAL EM MODELO EXPERIMENTAL.

Diversos estudos mostraram que a imunidade promovida pelas vacinas diminui
com o tempo, resultando em populacdes desprotegidas e potenciais reservatorios
para disseminacdo da infec¢do por B. pertussis. Esse fenbmeno tem sido observado
em diversos paises, especialmente naqueles com alta cobertura vacinal infantil,
ocasionando mudancas no perfil de idade de incidéncia de casos de coqueluche, que
passou de bebés e criancas em idade pré-escolar para adolescentes e adultos
(CORNIA; HERSH; LIPSKY; NEWMAN et al., 2010; ESPOSITO; PRINCIPI, 2016;
MACINA; EVANS, 2021). Por conta disso, paises como EUA, Australia, Canada,
Franca e Alemanha tém repensado suas estratégias de vacinagdo, incluindo
recomendacdes de doses de reforcos com a vacina acelular em adolescentes e
adultos a partir dos 9 anos de idade (HELLENBRAND; BEIER; JENSEN; LITTMANN
et al., 2009; MILLER; AHMED; LU; EULER et al., 2010; PICHICHERO; RENNELS,;
EDWARDS; BLATTER et al., 2005).

Como ja mencionado, é provavel que esse fendbmeno esteja ocorrendo também
no Brasil, tendo em vista os altos niveis de anticorpos IgG anti-PT quantificados em
soro de adolescentes participantes deste estudo, possivelmente associados a alta
reexposicdo ou infeccdo natural recente por pertussis. Por outro lado, a queda
acentuada de anticorpos detectada em soros de adultos a partir dos 20 anos sugere
a rapida perda da imunidade promovida pela exposicdo a bactéria circulante,

tornando-o0s mais suscetiveis a doenca.
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Estudos recentes mostraram que, além da curta duragéo, a protecao conferida
pelas vacinas acelulares ndo impede a colonizacéo por B. pertussis e a transmissao
da mesma pelo vacinado. Enquanto a infec¢do natural e a imunizacdo com vacinas
celulares resultam em resposta Thl e Th1l7, mais efetiva e importante no controle e
eliminacdo da bactéria (BARBIC; LEEF; BURNS; SHAHIN, 1997; RYAN; MCCARTHY;
RAPPUOLI; MAHON et al., 1998). A imunizacdo com vacinas acelulares resulta em
resposta majoritariamente Th2, que, embora efetiva na protecdo do individuo
vacinado, pode nédo conter a disseminacdo da bactéria (HIGGS; HIGGINS; ROSS;
MILLS, 2012; RYAN; MCCARTHY; RAPPUOLI; MAHON et al., 1998), dados que
explicam o aumento de casos de coqueluche em paises desenvolvidos e com alta
cobertura vacinal nos ultimos anos (LAPIDOT; GILL, 2016). Portanto, sdo necessarias
pesquisas para o desenvolvimento de novas vacinas, mais seguras para adolescentes
ou adultos e que sejam capazes de promover uma resposta imune mais direcionada
para Thl e Th17 no vacinado.

Diante desses dados, o Instituto Butantan vem investindo em uma nova vacina
celular contra coqueluche, a Pertussis Low (Plow). Comparativamente a vacina
pertussis tradicional, a Plow foi avaliada em relacdo a imunogenicidade, seguranca e
poténcia e se mostrou tdo eficaz quanto a vacina DTP tradicional na indugcéo de
anticorpos contra células de B. pertussis ou componentes antigénicos da bactéria,
como PT, FHA e PRN, e na resposta celular contra B. pertussis, porém menos
reatogénica. A extracdo com solvente organico resultou na perda de até 95% do LPS,
diminuindo sua toxicidade sem alterar a poténcia e estabilidade da Plow (DIAS; VAN
DER ARK; SAKAUCHI; KUBRUSLY et al., 2013). Avaliada em ensaio de campo em
recém-nascidos, apresentou resultados similares ao da vacina celular tradicional
(ZORZETO; HIGASHI; DA SILVA; DE FARIA CARNIEL et al., 2009). E importante
ressaltar que a producao dessa vacina nao alterou o custo da vacina DTP tradicional,
permitindo seu uso em paises em desenvolvimento. Assim, diante da busca por
melhores resultados epidemioldgicos e econdémicos que visem a diminuicdo de casos
de coqueluche, a vacina Plow pode ser uma alternativa de baixo custo, em
substituicdo a vacina acelular, na imunizacao de reforco tardia entre adolescentes ou
adultos jovens, contribuindo na garantia da protecéo indireta a outras faixas etarias,

principalmente entre os menores de um ano.
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Dessa forma, foi proposto um modelo experimental de desafio respiratério para
avaliar a memoéria imunoldgica a vacinagdo com a WCP na protecdo persistente
contra B. pertussis, apos o declinio dos niveis de anticorpos promovidos pela vacina.
Além disso, avaliou-se a hipétese de um reforco tardio, com vacinas WCP, APV ou
Plow, induzir uma resposta imune protetora mais significativa em relacdo a auséncia
do reforco.

As razdes para o declinio da imunidade mediada pela vacina contra B. pertussis
em humanos ainda ndo estdo bem compreendidas. JA o papel dos anticorpos na
protecdo é bem conhecido, com evidéncias mostrando uma correlacdo inversa entre
0s niveis de anticorpos séricos e a incidéncia de coqueluche grave (HENDRIKX;
OZTURK; DE ROND; VEENHOVEN et al., 2011; SMITS; POTTIER; SMET; DIRIX et
al., 2013). Entretanto, a persisténcia dos niveis detectaveis de anticorpos €
relativamente curta e, portanto, ndo pode explicar a protecédo de longo prazo. Diante
disso, estudos com imunizacdo passiva ou ativa em modelos murinos sugeriram que
a memoria imunoldgica é mais significativa na protecao do que a indugéo de respostas
mediadas por anticorpos e implica que as criangcas vacinadas ainda podem estar
protegidas contra coqueluche mesmo apdés o desaparecimento de IgG sérica
especifica contra antigenos de B. pertussis (MAHON; BRADY; MILLS, 2000). O
modelo murino proposto neste estudo parte dessas compreensoes.

Inicialmente, foram definidos 5 grupos de camundongos BALB/c, 4 grupos
receberam duas doses da vacina WCP, com intervalo de 15 dias entre as doses, e um
grupo controle recebeu somente salina. Apds sangrias sucessivas, os soros dos
animais imunizados foram avaliados quanto a cinética dos niveis de anticorpos IgG
anti-PT. Os resultados obtidos mostraram um aumento progressivo dos niveis de IgG
anti-PT até a 132 semana apdés a imunizacdo com WCP, quando iniciou-se um
decaimento desses anticorpos. Para avaliacdo da memoéria imunolégica e da
protecdo, na 252 semana apods a primeira dose da WCP, trés grupos de animais
receberam uma dose de reforco com WCP, APV ou Plow, um grupo nao recebeu
reforgo, e o grupo controle recebeu somente salina.

Na 72 semana apos receberem o reforgco, os animais foram eutanasiados e
células do bacgo analisadas quanto a resposta imune celular. Os resultados mostraram
que células do bago dos animais estimuladas com B. pertussis ou PT e que receberam

um reforco com APV ou Plow apresentaram aumento significativo de citocinas de
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resposta celular do tipo Thl (IL-2, IFN-y € TNF-a), Th2 (IL-4), Th17 (IL-17A), além de
citocina pro-inflamatéria IL-6 e secrecdo de IL-10 anti-inflamatéria, em relacdo aos
animais imunizados com WCP, e producéo significativa de citocinas de perfil celular
Th1/Th2 em relacdo aos animais que néo receberam imunizacéo de reforco.

Dados da literatura sugerem que o perfil de resposta imune celular observado
em camundongos imunizados com a vacina WCP ou expostos a B. pertussis esta
relacionado a uma resposta mista do tipo Th1/Thl7 (ROSS; SUTTON; HIGGINS;
ALLEN et al., 2013) ativada principalmente pelo LPS com producé&o de citocinas IFN-
y e IL-17, induzindo células B a produzirem anticorpos de subclasse 1gG2a (MILLS,
2001), responsaveis pela opsonizacao e fixagdo do complemento associada a uma
maior protecdo (DIAVATOPOULOS; EDWARDS, 2017; MILLS; RYAN; RYAN;
MAHON, 1998). Em contraste, a imunizacdo com a vacina APV induz uma resposta
imune celular polarizada para um perfil Th2 com producé&o de altos niveis de anticorpo
IgG1, subclasse que pode ser mais importante na neutralizacdo de toxinas e na
inibicdo da aderéncia bacteriana em células epiteliais ciliadas no trato respiratério
(HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012; VAN DER LEE; SANDERS; BERBERS;
BUISMAN, 2018). No entanto, alguns estudos em humanos tém sugerido diferencas
nos efeitos de longa duracao, na polarizacdo de resposta imune e proliferacdo das
células T, apo6s refor¢cos com a vacina APV entre individuos cuja imunizacéo primaria
originalmente foi feita com a APV em comparacdo com a WCP (VAN DER LEE;
SANDERS; BERBERS; BUISMAN, 2018). Em seus estudos, Da Silva Antunes e
colaboradores (2018) mostraram que a imunizacao da infancia com WCP, mas nao
com APV, foi associada a um maior nimero de células T CD4 especificas de B.
pertussis apoés o reforco com APV, sugerindo que a expanséo de células T de memoaria
em resposta a estimulacdo antigénica difere em funcdo da imunizagdo primaria na
infancia (DA SILVA ANTUNES; BABOR; CARPENTER; KHALIL et al., 2018).

Este presente estudo apresentou resultados que indicam que a resposta imune
celular promovida pela imunizacéo de reforco permaneceu polarizada em fungéo da
imunizacao primaria com WCP, tendo em vista que o reforco com as vacinas APV e
Plow induziu um perfil de resposta do tipo Thl, Th2 e Th1l7, porém mais polarizado
para Thl, devido a producéo de altos niveis de citocinas IFN-y e IL-17, revelando o

efeito modulador da imunizacéo inicial com vacinas celulares.
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Por sua vez, a semelhanca no tipo de resposta imune induzida pelo reforgco com
a Plow em relacdo a WCP se deve ao fato de que, apesar da extracdo quimica
remover mais de 95% do LPS da membrana exterior da B. pertussis, a estrutura
ultramicroscépica da bactéria se mantém preservada (DIAS; VAN DER ARK;
SAKAUCHI; KUBRUSLY et al.,, 2013). Além disso, em ensaios clinicos, a Plow
combinada com os toxoide tetanico e diftérico (DTPlow) demonstrou induzir respostas
imunes humorais e celulares semelhantes as da WCP tradicional e provavelmente
igual ou superior as da vacina acelular DTPa (ZORZETO; HIGASHI; DA SILVA; DE
FARIA CARNIEL et al., 2009).

Em relagdo a resposta imune humoral, nos animais que ndo receberam o
reforco, os anticorpos IgG séricos totais e as subclasses decairam a niveis basais,
concordando com o que é apontado na literatura (MAHON (MAHON; BRADY; MILLS,
2000). Ja o refor¢co com a vacina WCP, induziu um aumento significativo de anticorpos
IgG totais, além de uma resposta balanceada das subclasses de IgG2a e 1gG1,
respectivamente utilizadas como marcadores de resposta celular do tipo Thl e Th2,
guando comparado aos demais grupos de animais do estudo. Ja o reforco com a
vacina APV induziu maiores niveis de IgG total e IgG2a anti-B. pertussis, indicando
uma resposta celular do tipo Thl, em relagdo aos animais que receberam o reforco
com a Plow e ao grupo que nao recebeu reforco. Esses dados condizem com a
descoberta de que a distribuicdo da subclasse de IgG contra B. pertussis é ditada com
base na polarizacéo distinta de linfécitos T helper (Th) mediada pelo tipo de vacina
inicial, sendo demonstrado em outros estudos envolvendo humanos (DA SILVA
ANTUNES; BABOR; CARPENTER; KHALIL et al., 2018; GIAMMANCO; CHIARINI;
MAPLE; ANDREWS et al., 2003; VAN DER LEE; SANDERS; BERBERS; BUISMAN,
2018).

Van der Lee e colaboradores (2018) mostraram que a imunizagao primaria com
WCP na infancia, seguida de vacinacdes de reforco com APV aos 4 e 9 anos de idade,
induziram uma proporgao de anticorpos de subclasse de IgG4, correspondente a uma
resposta celular de perfil Th2, inferior em comparagéo com criangas cuja imunizagao
primaria foi feita com APV. Os autores sugeriram que os perfis de resposta imune de
memoria em pré-adolescentes sdo determinados pelas vacinas WCP ou APV

administradas na infancia, mostrando uma resposta benéfica dominada por Thl apés
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a imunizacao priméaria com WCP (VAN DER LEE; SANDERS; BERBERS; BUISMAN,
2018).

A resposta imune dependente de células T CD4 para B. pertussis esta
associada a producdo de citocinas IL-2/IFN-y e indugcdo de resposta Th1, sendo
considerada essencial para a imunidade protetora especifica e de longa
duracédo contra coqueluche (LEEF; ELKINS; BARBIC; SHAHIN, 2000; SHARMA,
PICHICHERO, 2012). Dessa forma, também foram analisadas, por fenotipagem,
diferentes subpopulacdes de linfécitos T CD4 e CD8 em células do baco e linfonodo
dos grupos de animais do presente estudo. De forma geral, os animais que receberam
um refor¢o com a vacina APV ou Plow apresentaram niveis superiores de linfécitos T
CD4 e CD8 efetores e de memaria central em relacdo ao grupo que nao recebeu o
reforco ou ao grupo que recebeu um reforco com a WCP.

As células T podem ser classificadas de acordo com o estagio de diferenciacao
em Linfécitos T naive, memoéria central ou memoria efetora. Linfocitos T efetores
desempenham uma funcédo protetora imediata e secretam IL-2 e IFN-y, enquanto os
linfécitos T de memaria central, presentes em tecidos linfoides, nas barreiras mucosas
e na circulacdo, sao responsaveis pela imunidade prolongada, sendo atribuida a eles
a capacidade de autorrenovacao, proliferacéo e diferenciacdo em linfécitos T efetores.
Smits e colaboradores (2013) avaliaram a memoéria residual de linfocitos T em uma
coorte de pré-adolescentes que receberam um reforco com a APV, cuja imunizacao
primaria da infancia foi feita com vacina WCP ou APV. Os autores mostraram que pré-
adolescentes que receberam a imunizagdo priméria com a WCP apresentaram
maiores proliferacdo de linfécitos T CD4 e CD8, em resposta a estimulagdo com PT
ou FHA especificas de B. pertussis. A fenotipagem das células respondentes mostrou
maior propor¢cdo de linfocitos T de memoria efetora em pré-adolescentes cuja
imunizacao de infancia foi realizada com WCP (SMITS; POTTIER; SMET; DIRIX et
al., 2013), com resultados semelhantes mostrados em outros estudos (SHERIDAN;
WARE; GRIMWOOD; LAMBERT, 2012).

Neste estudo, também foi realizada a fenotipagem de linfécitos B em células do
baco e linfonodos. As células do bago dos grupos que receberam o reforco com a APV
ou Plow apresentaram frequéncia de Linfécitos B de memdria estatisticamente
maiores em relacdo ao grupo que nao recebeu o reforco. Em contrapartida, em células

do linfonodo, a vacina APV também induziu maior frequéncia de linfécitos B de
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mem©éria em relacdo aos grupos que receberam reforco com a WCP ou Plow. Tais
resultados condizem com estudos em humanos, que mostraram um aumento dos
niveis de linfécitos B de memodria especificos de B. pertussis detectados em criancas
apos o reforco com APV, quando os niveis de IgG anti-PT, anterior ao reforco,
estavam baixos (HENDRIKX; OZTURK; DE ROND; VEENHOVEN et al., 2011;
SASAKI; JAIMES; HOLMES; DEKKER et al., 2007). Os Linfocitos B sao células
originadas na medula 0ssea, que amadurecem nos tecidos linfoides secundarios e
sao ativadas no baco ou nos linfonodos quando as imunoglobulinas da sua superficie
se ligam a um antigeno. Nesse ponto, diferenciam-se em células secretoras de
anticorpos (células plasméaticas) ou em células B de memoria, identificada pelo
marcador CD27 (BERNASCONI; TRAGGIAI; LANZAVECCHIA, 2002; RIVAS;
BROCARDO; KOKRON; RIZZO et al., 2010). Em condi¢des de estado estacionario,
os linfécitos B de memoria ndo secretam anticorpos, mas ap0s um novo estimulo
antigénico, essas células podem responder rapidamente, proliferar e se diferenciar em
células secretoras de anticorpos, resultando em uma correlacao entre linfocitos B de
memoria e no aumento dos niveis de anticorpos de curto prazo (HENDRIKX;
OZTURK; DE ROND; VEENHOVEN et al., 2011). Concordando com esses estudos,
os resultados da fenotipagem demonstraram que um refor¢co vacinal estimulou uma
maior proliferacdo de anticorpos séricos, principalmente nos animais que receberam
reforco com APV ou Plow.

Também foi avaliada a imunidade protetora apos o reforco vacinal através de
um ensaio de infeccao intranasal. Na 72 semana ap0s reforco, todos os animais foram
infectados com B. pertussis, e sete dias ap6s a infeccdo foram eutanasiados para a
analise do perfil de resposta celular local, através do influxo celular e colonizacéo
determinada pelo nimero de UFCs nos LBAs e pulmdes. Foi observado um
predominio de leucdcitos totais e de neutréfilos no grupo salina em relacdo a todos os
demais grupos, sendo estatisticamente maiores nos animais que nao receberam o
reforco ou naqueles cujo reforco foi feito com a APV. Em contrapartida, o reforco com
a Plow induziu um aumento no numero de linfocitos e eosindéfilos em relacdo a todos
os demais grupos, com diferenca estatistica em relagdo ao grupo salina.

Os neutrofilos sdo a populacdo dominante entre os granulécitos e
desempenham um papel principal na defesa do hospedeiro, removendo os patégenos

por meio da fagocitose. Inicialmente, o recrutamento de neutréfilos para os pulmdes
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apos a infeccdo é bloqueado pela acdo da PT (CARBONETTI, 2015). Mas, em
seguida, as subsequentes interacdes hospedeiro-patdgeno iniciam o recrutamento de
neutrofilos, com pico de 10 a 14 dias apds a inoculagcdo em camundongos. As células
Th17 sdo conhecidas por induzirem o recrutamento de neutréfilos e macréfagos para
o local da infeccdo, via IL-17A. Em camundongos Knockout para IL-17A, o
recrutamento de neutrdéfilos e a eliminacdo de B. pertussis foram prejudicados, em
comparacdo com camundongos do tipo selvagem (ROSS; SUTTON; HIGGINS;
ALLEN et al., 2013).

Os sobrenadantes celulares do LBA dos animais do grupo controle também
apresentaram concentracdes maiores de citocinas IL-6 pro-inflamatéria, além de IFN-
Y, TNF-q, e IL-17 em relag&o a todos os animais vacinados, sendo estatisticamente
superiores aos que receberam reforco com Plow. Os niveis inferiores de citocinas
observados nos animais vacinados, especialmente os que receberam reforco com a
Plow, podem estar relacionados ao rapido controle da infeccdo mediada pela
presenca de anticorpos séricos e linfocitos T CD4 e CD8 induzida pela memoria
imunolégica adquirida pela vacinagéo.

Estudos demonstraram que a eliminagdo bacteriana dos pulmdes apds a
exposicao a um aerossol de B. pertussis em camundongos imunizados com WCP ou
APV se correlaciona com a eficacia da vacina em criancas (MILLS, 2001), o que
justifica a importancia dos resultados gerados a partir do nosso modelo de protecéo.
Além disso, ja esta bem estabelecido que a infeccao respiratéria ou imunizacéo de
camundongos com WCP seletivamente induz a proliferacdo de células Thl e a
secrecao de IFN-y (BARNARD; MAHON; WATKINS; REDHEAD et al., 1996; MILLS,
2001), dados que sustentam nossos achados, tendo em vista que o grupo salina
apresentou niveis maiores de citocinas relacionadas ao perfil de resposta Th1/Th17
guando comparado aos demais grupos.

Além disso, foi observada uma reducao significativa da carga bacteriana (UFC)
nos pulmdes e LBA de todos os animais vacinados em relagéo ao grupo salina. No
pulm&o, os animais sem o reforgo vacinal tiveram carga bacteriana estatisticamente
superior em relacdo a todos o0s grupos que receberam um reforgo. A protegéo foi mais
evidente nos grupos que receberam o reforco com a Plow ou APV, sendo que o grupo
APV teve uma carga bacteriana estatisticamente reduzida quando comparado com 0s

demais grupos. No LBA observou-se uma tendéncia semelhante, uma vez que
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animais imunizados com Plow ou APV apresentaram carga bacteriana zerada 7 dias
apos a infeccdo. Esses resultados indicam o efeito benéfico na resposta imune
protetora nos animais que receberam um reforgco com as vacinas APV ou Plow.

Estudos em humanos tém sugerido que o perfil de resposta imune Thl ou Th2
€ ditado de acordo com a imunizacdo da infancia com WCP ou APV, dados que
também séo sugeridos em modelo de camundongos, indicando afetar a qualidade da
resposta imune protetora nesses animais. A eliminagdo completa de bactérias
geralmente ocorre ap6s 14 dias em camundongos imunizados com APV, entretanto,
animais anteriormente expostos a B. pertussis ou imunizados com WCP eliminaram
as bactérias entre 5-7 dias apos o desafio (MILLS; BARNARD; WATKINS; REDHEAD,
1993; MILLS, 2001). Em nossos resultados, observamos que a eliminagcdo completa
de bactérias no LBA ocorreu apés 7 dias da infeccdo em animais que receberam o
reforco com APV ou PLow, dados que novamente reforcam a importancia da
imunizacado primaria com WCP. Um outro dado importante mostrou que os animais
gue nao receberam o reforco tiveram carga bacteriana estatisticamente superior aos
que receberam um reforgo tanto nos LBAs quanto nos pulmdes, evidenciando a
importancia do refor¢o na efetividade da resposta imune protetora.

Em suma, esses resultados mostraram que a memaoria imunolégica a vacinacao
com a WCP néo foi duradoura, tendo em vista que animais que nao receberam o
reforco apresentaram baixas frequéncias de linfécitos T CD4, CD8 e células B, ndo
protegendo os animais do influxo de bactérias nos pulmdes e LBA apds o ensaio de
infeccdo intranasal. Entretanto, a imunizacdo com WCP associada a um reforgco com
as vacinas APV ou Plow foi capaz de induzir um amplo espectro de mecanismos
efetores de protecao associados ao controle da infeccéo por B. pertussis. No geral, os
animais que receberam o reforco com APV ou Plow apresentaram uma resposta
imune mediada por linfécitos T CD4, CD8 e células B superiores em relacdo aos
animais que nao receberam o refor¢o vacinal, além do grupo salina. Da mesma forma,
nossos dados sugerem que a resposta protetora promovida pela imunizacdo de
reforco € mediada pelo tipo de vacina inicial, tendo em vista que o reforco com a vacina
APV induziu uma resposta balanceada de perfil Thl, Th2 e Thl7.

Devido a impossibilidade do uso da WCP como refor¢o tardio, por conta das
reacoes adversas desde a primeira administragéo, a vacina APV pode ser uma opg¢ao

para imunizacao de reforco em adolescentes ou adultos jovens em razdo da sua baixa
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reatogenicidade, porém, os elevados custos de produgdo limitam seu uso,
especialmente em paises emergentes como o Brasil (ZORZETO; HIGASHI; DA
SILVA; DE FARIA CARNIEL et al., 2009). Portanto, futuramente a vacina Plow pode
ser uma alternativa na vacinacao de reforco dessas faixas etarias superiores no pais
(DE OLIVEIRA DIAS; PRESTES; CUNEGUNDES; SILVA et al., 2017), tendo em vista
a sua baixa reatogenicidade, com um custo na producdo semelhante ao da vacina
pertussis celular tradicional (DIAS; VAN DER ARK; SAKAUCHI; KUBRUSLY et al.,
2013) e com uma potencial capacidade de inducdo da resposta imune protetora
direcionada para um perfil Thl e Th17, conhecidamente mais efetiva e prolongada no

combate as infec¢des por B. pertussis em relacdo a resposta Th2.
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7 CONCLUSOES

e Em uma primeira etapa do estudo, foram detectados altos niveis de anticorpos IgG
anti-PT em soros de criancas de 5-9 anos, bem como altos niveis de citocinas de
perfil Thl (quando as amostras de sangue foram estimuladas com WCP), em
comparacao com adultos de 20-39, 40-59 anos e idosos com 60 anos ou mais,
resultados que reforcam a evidéncia da imunidade induzida pela vacina celular DTP

nessa faixa etaria.

e Um perfil sorologico e de resposta celular semelhante aos das criancas de 5-9 anos
foi observado em amostras de sangue de adolescentes de 10-14 anos, resultados
que podem estar associados a um resquicio da memoria imunolégica induzida pelo

altimo reforco vacinal com a vacina celular DTP, ocorrido entre 4-6 anos de idade.

e Na faixa etaria de 15-19 anos, observou-se maiores niveis de IgG anti-PT em
comparacao com as demais faixas etarias, sugerindo que os elevados niveis de
anticorpos possam estar associados a alta reexposicao a bactéria circulante e, por
consequéncia, a aquisicdo de uma imunidade natural, uma vez que, de acordo com

a literatura, é bem provavel que a imunidade vacinal ja tenha sido perdida.

e Entre os voluntérios de 20-39 anos, foram observados baixos niveis de IgGanti-PT,
em relacdo as criancas e adolescentes, dados que evidenciam a diminuicdo da
imunidade natural por reexposi¢ao, tornando-os individuos suscetiveis ao contagio,
0 que pode justificar o0 aumento de casos notificados, isso sem considerar as
possiveis subnotificagfes por conta dos sintomas mais leves da doenca. Além de
suscetiveis, esse publico também pode ser um dos maiores transmissores para

criangas.

e Foram detectadas alta prevaléncia de IgG anti-PT como indicativo de infecgédo ou
exposicao recente por pertussis de 14,2% e 10,1% para as faixas etarias de 40-59
anos e 60 anos ou mais, respectivamente. As amostras de sangue desses
voluntarios, apresentaram, apos estimulo com WCP, altos niveis de IL-6, de
atividade pro-inflamatoria, que podem estar relacionados a uma resposta
inflamatoria para a eliminacdo da B. pertussis, justificando os resultados da analise

sorolégica.

e Entre as variaveis demograficas analisadas, homens, tabagistas e voluntarios com

alguma doenca cronica apresentaram maiores prevaléncias de anticorpos IgG anti-
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PT (> 40 Ul/mL), quando comparados as mulheres, aos ndo tabagistas e as
pessoas com auséncia de doencas cronicas, respectivamente. Tais resultados,
além de indicarem exposicdo recente por B. pertussis nos ultimos 12 meses,

também associam esse publico a fatores de risco para infec¢éo por coqueluche.

As analises sorologicas também mostraram que criancas de 5-9 anos
apresentaram niveis de 1gG anti-Bpp estatisticamente inferiores quando comparado
as demais faixas etarias, sugerindo uma possivel protecao cruzada da vacina DTP
a infeccdo por B. parapertussis.

As andlises de resposta celular e soroldgicas evidenciaram a alta circulacéo de B.
pertussis e B. parapertussis na populacao, principalmente entre os adolescentes e
adultos jovens, grupos etarios que, por apresentam sintomas inespecificos,
dificultam o diagnostico adequado. Essas caracteristicas, 0os tornam potenciais
transmissores do patégeno para individuos mais susceptiveis, principalmente
recém-nascidos ainda ndo completamente imunizados. Portanto, € evidente a
necessidade protocolos de imunizacéo de reforco em que se contemple esse grupo

populacional.

Em uma segunda etapa, foi demonstrado, através de um modelo animal murino,
que a memoria imunolégica a vacinacdo com a WCP néo foi duradoura, tendo em
vista que animais que nao receberam o reforco apresentaram baixas frequéncias
de linfécitos T CD4, CD8 e de células B, ndo os protegendo do influxo de bactérias

nos pulmdes e no LBA, apds o ensaio de infeccao intranasal.

Os animais que receberam o reforco com APV ou Plow apresentaram uma superior
resposta imune mediada por linfécitos T CD4 e CD8 e de células B em relagéo aos
animais que ndo receberam o refor¢o vacinal, além do grupo salina, com eliminacéo
completa da bactéria no LBA e niveis estatisticamente inferiores de bactérias nos

pulmdes.

A vacina Plow, futuramente, pode ser uma alternativa na vacinagéo de reforco para
0 publico com maior potencial de transmissividade da bactéria, adolescentes e/ou
adultos jovens no pais, tendo em vista a sua baixa reatogenicidade, com um custo
na producdo bem inferior ao da APV e semelhante ao da WCP tradicional, além de
uma potencial capacidade de inducéo da resposta imune protetora direcionada para
um perfil Thl e Th1l7, conhecidamente mais efetiva e prolongada no combate as

infeccdes por B. pertussis em relacéo a resposta Th2.
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ANEXO I- Termo de consentimento livre e esclarecido

INSTITUTO BUTANTAN
Av. Dr. Vital Brasil, 1500, CEP 05503-900, Sao Paulo, SP
INSTITUTO Telefone: (55) (011) 2627-9477
BUTANTAN
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE:
Nome do paciente:

Responsavel legal:

N° do documento de identidade:

Sexo: __ Feminino ____Masculino Data de Nascimento: / /
Endereco:

Cidade:

Telefone: Celular:

E-mail (opcional):

Titulo: Avaliacdo de resposta imune contra Bordetella pertussis e Bordetella parapertussis em amostras de

sangue humano provenientes de individuos de diferentes grupos etarios.

A coqueluche é uma doenca infecciosa do trato respiratério humano altamente transmissivel, prevenivel
através da vacina pertussis, a qual faz parte da vacina triplice bacteriana, DTP. Nos ultimos anos tem sido
notada uma reemergéncia dessa doenca em varios paises, inclusive no Brasil. As causas provaveis para o
aumento na incidéncia da doenca seriam: 1) a diminuicdo da resposta imune contra Bordetella pertussis em
adultos e adolescentes que foram vacinados na infancia contra a bactéria, tornando-se assim focos de
infeccdo para recém-nascidos n&o imunizados e criancas menores de 6 meses de idade que ainda n&o
completaram o esquema de vacinacéo; 2) a infeccdo por Bordetella parapertussis, que induz sintomas mais
leves que a infeccdo causada por B.pertussis, e por isso ndo € diagnosticada corretamente. Neste cenario,
estamos estudando a presenca de anticorpos para B. pertussis e B. parapertussis, em diferentes faixas
etéarias e grupos populacionais do Estado de S&o Paulo.

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo que envolve a coleta de sangue, a ser avaliado em
exames laboratoriais.

O sangue coletado sera usado para ver a sua a resposta imunolégica contra as bactérias Bordetella
pertussis e Bordetella parapertussis, que provocam a coqueluche (também chamada tosse comprida).

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Serédo coletadas duas amostras de seu sangue, sendo 8 mililitros em um tubo e 2 mililitros em outro
tubo, se vocé tiver entre 10 e 17 anos, ou 10 mililitros em um tubo e 4 mililitros em outro tubo se vocé tiver
mais de 18 anos, para dosagem de anticorpos (o volume de sangue a ser colhido é o correspondente a uma

Pesquisador: Participante: 1
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BUTANTAN
colher de sopa, além do necessario para os exames de rotina solicitado pelo seu médico). O sangue sera

exclusivamente destinado a este estudo.

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

ApOs a avaliacdo das amostras de sangue, o material que sobrar sera descartado conforme a
Resolucdo n°306, de 7 de dezembro de 2004, que dispde sobre o Regulamento Técnico para o
gerenciamento de residuos de servigos de saude.

RISCOS

A sua coleta de sangue seré exatamente a mesma, caso vocé participe ou n&o deste estudo. A puncéo
venosa para os exames laboratoriais, que ja fazem parte de seu tratamento regular, podem resultar em dor no
local da punc&o ou manchas roxas transitérias chamadas de hematomas, que n&o tem consequéncia além de
um pequeno desconforto.

BENEFICIOS

Sua participacéo nesta pesquisa nos ajudara a obter resultados que serdo extremamente Uteis para o
conhecimento da circulacéo das bactérias da tosse comprida e auxiliardo na introducéo de novas vacinas
contra pertussis em adultos no Brasil, prevenindo a contaminacéo de criancas que entram em contato com
pessoas infectadas, mas ndo diagnosticadas, assim como diminuird a presenca das formas leves de
coqueluche entre os adultos.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros médicos poderéo ser consultados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade de S&o Paulo e equipe de
pesquisadores envolvidos, localizado a Avenida Prof. Lineu Prestes, 2.565 — Cidade Universitaria — CEP
05508-000. Seu nome né&o sera revelado, as informacgdes do questionario seréo utilizadas para propoésitos
cientificos ou de publicacdo.

CUSTOS

Né&o havera qualquer custo ou forma de pagamento pela sua participagdo no estudo.

BASES DA PARTICIPAGAO
E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste estudo € completamente voluntaria e que
vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacéo a qualquer momento, sem penalidades. Se

Pesquisador: Participante: 2

136



INSTITUTO BUTANTAN
Av. Dr. Vital Brasil, 1500, CEP 05503-900, Sao Paulo, SP
INSTITUTO Telefone: (55) (011) 2627-9477

BUTANTAN
vocé decidir interromper sua participacdo no estudo, a pesquisadora Ana Fabiola Rollo de Oliveira Prestes

deve ser comunicada através do telefone (D c 2 coleta de amostras para os exames relativos
ao estudo sera imediatamente interrompida,

DECLARAGCAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA
Li as informacdes acima e entendi o propodsito deste estudo, assim como os beneficios e riscos
potenciais da participacédo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu,

por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste estudo.

Eu recebi uma coépia assinada deste formulario de consentimento.

(Assinatura do Paciente ou Responsavel legal) dia meés ano

(Nome do Paciente ou Responsavel legal — letra de forma )

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo ao paciente

indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /
(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano

(Assinatura do Pesquisador Chefe) dia més ano

Pesquisador: Participante: 3
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ANEXO Il = Questionario
Questionario
Numero de Controle:

1) Fatores de exclusdo:

( ) gestante

( ) puérperas até 40 dias

( ) Tratamento com anti-inflamatodrio, corticoide ou imunossupressor?
() Imunodeficiéncias? Neoplasias e cancer?

Vacina DTP :

) Ndo lembra

JEsquema completo

Juma dose

)duas doses

)trés doses

) somente a ultima dose (aos 4 anos)

(
(
(
(
(
(

Informacdo da vacina: ( ) verbal ( ) comprovada com carteira de vacina¢ao

Episddio atual de tosse prolongada?
( ) Sim. H4 quanto tempo?
( ) Nao

Fumante?

( ) Sim. Desde que idade?

( ) Nao

( ) Ex-fumante. Parou com que idade?

Histdrico de doengas crbnicas?
()Sim. ( ) Nao
( ) Pressdo alta
( ) Diabetes
( ) Hipotireoidismo
( ) Hipertireoidismo
() Asma
( ) Doenca respiratéria
( ) Doenca cardiaca

2) Informagdes complementares do Paciente:
a) Teve coqueluche?

b) Conviveu com alguém que ja teve?

c) Tem contato com crian¢a? Qual a faixa etéria?
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RODRIGUEZ, Dunia et al. In vitro evidence of human immune responsiveness shows the improved
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In vitro Evidence of Human Immune
Responsiveness Shows the Improved
Potential of a Recombinant BCG
Strain for Bladder Cancer Treatment

Dunia Rodriguez’, Cibelly Goulart’, Ana C. Pagliarone’, Eliane P. Silva?,
Priscila S. Cunegundes ™2, lvan P. Nascimento’, Ricardo C. Borra?®, Waldely O. Dias’,
Aldo Tagliabue*, Diana Boraschi®* and Luciana C. C. Leite™

" Laboratdrio de Desenvolvimento de Vacinas, Instituto Butantan, Sao Paulo, Brazil, ? Programa de Pés-Graduacdo
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de Genética e Evolugéo, Universidade Federal de Sdo Carlos, S&o Carlos, Brazil, * Institute of Genetic and Biomedical
Research, National Research Council, Cagliari, Italy, ° Institute of Protein Biochemistry, National Research Council, Naples,
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The live attenuated mycobacterial strain BCG, in use as vaccine against tuberculosis, is
considered the gold standard for primary therapy of carcinoma in situ of the bladder.
Despite its limitations, to date it has not been surpassed by any other treatment.
Our group has developed a recombinant BCG strain expressing the detoxified S1
pertussis toxin (rBCG-S1PT) that proved more effective than wild type BCG (WT-BCG)
in increasing survival time in an experimental mouse model of bladder cancer, due to the
well-known adjuvant properties of pertussis toxin. Here, we investigated the capacity
of rBCG-S1PT to stimulate human immune responses, in comparison to WT-BCG,
using an in vitro stimulation assay based on human whole blood cells that allows for
a comprehensive evaluation of leukocyte activation. Blood leukocytes stimulated with
rBCG-S1PT produced increased levels of IL-6, IL-8, and IL-10 as compared to WT-BCG,
but comparable levels of IL-18, IL-2, IFN-y, and TNF-a. Stimulation of blood cells with the
recombinant BCG strain also enhanced the expression of CD25 and CD69 on human
CD4* T cells. PBMC stimulated with rBCG-S1PT induced higher cytotoxicity to MB49
bladder cancer cells than WT-BCG-stimulated PBMC. These results suggest that the
rBCG-S1PT strain is able to activate an immune response in human leukocytes that is
higher than that induced by WT-BCG for parameters linked to better prognosis in bladder
cancer (regulation of immune and early inflammatory responses), while fully comparable
to WT-BCG for classical inflammatory parameters. This establishes rBCG-S1PT as a new
highly effective candidate as immunotherapeutic agent against bladder cancer.

Keywords: recombinant BCG, bladder cancer, human immune cells, immunotherapy, adjuvant, CD4T cells,
cytokines

INTRODUCTION

The Bacille-Calmette-Guérin (BCG) is a live anti-tuberculosis vaccine, which has been
administered to more than 3 billion individuals worldwide over 80 years (1-3). BCG is also used
as immunotherapeutic treatment of non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC). After over 40
years of use, BCG is still the gold standard for bladder cancer at early stage (4), by decreasing disease
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progression and the risk of recurrence (5). As mechanism of
anti-tumor activity, BCG instilled into the bladder induces a
local inflammatory immune response with influx of granulocytes
and mononuclear cells and a potent production of inflammatory
and Thl cytokines, resulting in the activation of a significant
anti-tumor response (6, 7). However, BCG immunotherapy has
limitations, as ~30% of patients do not respond to BCG, and
50% recur after BCG therapy (8, 9). In an attempt to increase
treatment efficacy, different strains of BCG have been used as
immunotherapy, as yet without satisfactory results (10, 11).
Several recombinant BCG (rBCG) strains have been
constructed as vaccine candidates for more efficient protection
against tuberculosis (12) and for new vaccines against viruses,
bacteria, and parasites (13, 14). Other rBCG strains have also
been constructed, expressing inflammatory or Thl cytokines
such as IL-2, IL-12, IL-18, IFN-a, and IFN-y, as potentially
improved immunotherapeutic tools for bladder cancer treatment
(15, 16). A rBCG strain expressing IFN-y specifically increased
MHC class I molecules in the bladder cancer cell line MB49
in vitro and could prolong survival in mice with murine
orthotopic bladder cancer as compared to BCG treatment (17).
Another rBCG strain, which expresses IFN-a, induced increased
production of Thl cytokines, and enhanced cytotoxicity by
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) against bladder
cancer cell lines in vitro (18). Our group has constructed rBCG
strains expressing toxin derivatives (19, 20), including the
genetically detoxified S1 subunit of Pertussis Toxin-9K/129G
(S1PT) (21). The rBCG-S1PT strain was obtained from a
BCG Moreau background, the strain used in Brazil for both
TB vaccination and bladder cancer immunotherapy (22, 23).
Auxotrophic complementation allowed stable in vivo expression
of the SIPT protein, and the new strain induced a specific
cellular immune response that effectively protects neonate
mice from B. pertussis challenge (24). Based on the well-known
adjuvant properties of PT, i.e., its capacity to induce non-specific
immune/inflammatory activation, we have evaluated the rBCG-
SIPT strain for the immunotherapy of bladder cancer in a
murine model, in comparison with wild type BCG (WT-BCG).
That study demonstrated that the S1PT-expressing BCG strain
decreased more effectively bladder weight and induced a highly
significant increase in the survival of mice as compared with
WT-BCG (25, 26). As this recombinant BCG strain is being
prepared for evaluation in clinical trials as improved treatment
of bladder cancer, we are providing here data in support of its
improved immunotherapeutic performance by examining its
capacity to induce immune activation of human cells in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Subjects and Blood Collection
Thirty-nine healthy adults (19 males and 20 females, aged 20-65
years) were recruited at the Hospital Universitério, Universidade

Abbreviations: BCG, Mycobacterium bovis Bacille Calmette-Guérin; NMIBC,
non-muscle invasive bladder cancer; PBMC, peripheral blood mononuclear cells;
PT, pertussis toxin; rBCG-S1PT, recombinant BCG expressing the detoxified PT S1
unit; WT-BCG, wild type BCG.

de Sao Paulo. Clinical history (obtained in a questionnaire)
and blood counts and serological parameters were used to
confirm the health conditions of the participants. Thirty-four
participants reported vaccination with live BCG at birth, while
five were not vaccinated. Ten milliliters of blood were collected
into heparinized tubes. The study protocol was approved
by the Comité de Etica/Pesquisa Hospital Universitario/USP
(CEP-HU/USP) 728.275.

BCG Strains

The rBCG-SIPT strains were constructed based on a BCG
Moreau background (24). The BCG Moreau strain is one of
the early strains (together with BCG Russia and Japan) as
identified by genomic studies, while late strains include BCG
Pasteur and Danish (27). Several studies suggest that early BCG
vaccines may induce superior immune responses to the widely
used late strains (27). The strain used here is a complemented
auxotrophic recombinant BCG (24). The BCG Moreau strain
and rBCG-S1PT were grown in Middlebrook 7H9 medium with
albumin dextrose-catalase enrichment at 37°C with 5% CO;
using stationary tissue culture flasks. Bacteria were harvested by
centrifugation, washed and stored in aliquots at —80°C. Aliquots
were thawed and colony forming units (CFU) were determined
before use by plating onto Middlebrook 7H10 medium with oleic
albumin dextrose-catalase enrichment.

Whole Blood Assay

Whole blood stimulation (28) was performed by diluting 250
nL of fresh heparinized human whole blood (containing an
average of 1.8 x 10° nucleated cells) in 750 pL of RPMI-
1640 medium (GIBCO®, Life Technologies, Paisley, UK) in
the presence of BCG or rBCG-SIPT (10° CFU/mL) in 1.5mL
polypropylene tubes. Thus, the multiplicity of infection (MOI)
obtained was approximately 0.1. Negative controls did not
contain mycobacteria. Positive controls received 2.5 ng/mL LPS
(from E. coli O55:B5; Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO). Tubes
were tightly capped, mixed by inversion, and incubated at 37°C
for 24 or 48 h. An aliquot of 100 wL was taken for cell staining
and phenotyping. The remaining cells in 0.9 mL were lysed with
100 L Triton-X (1% final concentration), and samples frozen at
—80°C for cytokine measurement.

Cytokine Measurement

Frozen samples were thawed, centrifuged, and the supernatants
assayed for inflammation-related cytokines at 24 h (IL-1B,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF-a) and Th1/Th2/Th17-related
cytokines at 48 h (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-17A)
with Cytometric Bead Array kits (CBA; BD Biosciences, San
Jose, CA), as per the manufacturers instructions. The assays’
lower limits of detection were between 2.6 and 18.9 pg/mL,
depending on the cytokine, and the higher limit was 5,000
pg/mL. All samples were tested undiluted and, if values were
above threshold, were diluted and retested. Samples below
the lower threshold limit were considered as zero. Testing
of some cytokines at both time points demonstrated that the
majority/totality of production occurred within the first 24 h
(Supplementary Figure 1). Values are expressed as pg or ng
cytokines/mL of blood.
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Cell Phenotypic Analysis

Phenotypic analysis was performed after 48 h. Cells were treated
with 2uM EDTA (Sigma Aldrich Inc.) for 10 min and washed
with PBS, then incubated for 30 min at room temperature with
the following conjugated mAbs: CD3-APC-H7, CD4-PECy-5,
CD25-BV510, and CD69-FITC. After incubation, red blood
cells were lysed using 2mL FACS lysing solution, and flow
cytometric acquisition was performed with a FACS Canto II after
optimization of settings using the cytometer setup and tracking
beads. Instrument and reagents were from BD Bioscience. Data
were analyzed using Flow]Jo version 7.6.5. No differences in the
proportion of dead cells were evident between treatments and
between treatments and controls, by scattering analysis.

Cytotoxicity Assay

MB49-GFP cells (mouse bladder carcinoma cell line MB49 cells
modified to constitutively express green fluorescent protein,
GFP) were maintained in RPMI-1640 medium containing 10%
heat-inactivated fetal bovine serum at 37°C in humidified air
with 5% CO; (25). The MB49-GFP cells were detached by
trypsin treatment, seeded in 96-well flat-bottom microplates at
3.5 x 10* cell/well, and incubated for 24 h until confluent.
Human PBMC were isolated from heparinized blood samples
with standard procedures using Ficoll-Paque (GE Healthcare
Bio-Science AB, Uppsala, Sweden). PBMC were mixed with
WT-BCG or rBCG-S1PT at MOI 0.1 and immediately added
to MB49-GFP cell cultures at the initial PBMC to tumor cell
ratios of 12.5:1, 25:1 and 50:1. After an overnight incubation, the
plates were washed with sterile PBS twice, the MB49-GFP cells
were detached by trypsinization (50 pwL/well, 4 min), collected
by centrifugation, resuspended in 50 pL/well of ice-cold RPMI-
1640 and counted in a hemacytometer with a fluorescence
microscope (Nikon E200).

Percent cytotoxicity (which in this assay measures the sum of
cytolytic and cytostatic effects) was expressed by taking as 0 the
number of tumor cells in the absence of PBMC and BCG, and
100% the absence of tumor cells. Neither WT-BCG not rBCG-
S1PT at the concentrations used had a direct cytotoxic effect on
tumor cells.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with the GraphPad Prism
6.02 software package (GraphPad software, San Diego, CA,
USA). Analysis on cytokine levels and cell phenotypes were
performed using a one-way analysis of variance (ANOVA) with a
Bonferroni’s multiple-comparison test, and the cytotoxicity assay
using Student’s ¢-test. Differences between groups with p < 0.05
were considered significant.

RESULTS

rBCG-S1PT Induces Cytokine Production

in Human Blood Cells

Preliminary experiments were run for selecting the WT-BCG
and rBCG-S1PT MOI to use in the study. Based on literature
data suggesting a MOI of 0.1 as optimal (29), we set up dose-
response experiments with three donors (two vaccinated with
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FIGURE 1 | Dose-response of WT-BCG and rBCG-S1PT in activating cytokine
production by human blood cells in vitro. Blood cells from three individual
donors (Donors 1 and 2 had been vaccinated with BCG, Donor 3 was
non-vaccinated) were exposed for 24 h to increasing MOI of WT-BCG or
rBCG-S1PT. Cytokines were measured with a CBA assay and expressed as
cytokine concentration /mL blood. Spontaneous release by non-stimulated
cells was subtracted. This was 0.8-1.6 ng/mL for IL-8, 24-92 pg/mL for IL-18,
and 20-89 pg/mL for IL-6.

BCG and one non-vaccinated), in which we compared the ability
of WT-BCG and rBCG-SIPT to induce cytokine production
by using a rapid and very efficient assay on whole blood,
which assesses the global response of blood cells to exogenous
stimuli (28). Cytokines assessed were the chemokine IL-8 and
the inflammatory cytokines IL-1p and IL-6. MOI used were
0.1 and below, in an attempt to identify differences between
the two BCG types in the perspective of dose reduction in
future therapeutic approaches. The results in Figure 1 show that
for both BCG strains the MOI 0.1 was the concentration that
stimulated a substantial reaction in all donors. The response to
rBCG-S1PT was higher than that to WT-BCG at this MOI and,
for Donor 2 (all cytokines) and Donor 3 (IL-8), also at MOI 0.01.
Minimal or no reaction was observed at MOI 0.001 for either
BCG strain.

Once chosen the MOI, we have tested the human response
to BCG strains more extensively, using the same assay on
whole blood cells. Since effector cells in a localized tissue
inflammation are recruited from blood, assessing human blood
cell reaction to BCG is a relevant way to evaluate local
immune/inflammatory reactivity. Human blood from healthy
donors was exposed in vitro to WT-BCG or rBCG-S1PT, and
immune reactivity assessed after 24 and 48 h. The results
reported in Figure 2 show that rBCG-S1PT induces a similar
cytokine profile as WT-BCG, i.e., significant production of
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IL-8, IL-1f, IL-6, TNF-a, IL-10, and IL-2. For IFN-y, only
production induced by WT-BCG reached statistical significance,
while that induced by rBCG-S1PT showed a tendency to increase
that was not significant (p = 0.06) by ANOVA, although it

was significant by the Students ¢ test (not shown). There
was no significant production of IL-4 or IL-12 in response
to either BCG strain (not shown), while IL-17 was produced
constitutively and was not increased upon stimulation with
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BCG (Figure 2H). Notably, rBCG-S1PT was able to stimulate
a significantly higher production of IL-8, IL-6, and IL-10 when
compared to WT-BCG (Figures 2A,C,E). While production of
inflammatory cytokines (IL-8, IL-1B) was generally examined
at 24 h, and that of T-related cytokines (IL-2, IFN-y, IL-
17) at 48 h, the production of IL-6, TNF-a, and IL-10 was
evaluated at both 24 and 48 h (Supplementary Figure 1). The
cytokine profiles (including differences between recombinant
and wild type BCG) were comparable between the two time
points, although their level was lower at 48 h. This suggests
that for these cytokines the production mainly occurred in the
first 24 h.

By examining data in Figures1, 2, a great variability in
the individual response to BCG can be observed both in the
amount of cytokine produced and reactivity to the different
strains. Indeed, the response to BCG varies substantially
among donors. As an example, IL-8 production goes from
20 to 4,000 pg/mL blood in response to MOI 0.1 rBCG-
SIPT in 24 h. It is also clear that individual donors can be
differently sensitive to the enhanced effect of rBCG-SIPT, as
for instance in the case of the superior IL-1f induction shown
in Figure 1, while this effect was not evident when examining
a larger cohort (Figure 2B). This would suggest the need of

personalized testing for patients undergoing BCG therapy for
bladder cancer.

The results shown in Figure2 were obtained with blood
cells from 34 donors that were vaccinated with BCG at birth.
In order to examine whether the differential responsiveness to
rBCG-S1PT vs. WT-BCG depended on previous vaccination the
response to BCG was assessed in a very limited group of non-
vaccinated donors (n = 5), for the reason that BCG vaccination is
compulsory in Brazil since 1967 and non-vaccinated individuals
are rare. The results in Supplementary Figure 2 show that non-
vaccinated donors also respond to rBCG-S1PT with a higher
production of IL-8, IL-6, and IL-10, as shown for vaccinated
donors. Notably, the absolute activation level is about 5-10-
fold lower in non-vaccinated donors (both for BCG strains and
for LPS), but the activation induced by rBCG-SI1PT reaches a
level that is within the same range of the response of vaccinated
donors to WT-BCG (IL-8: 200-380 ng/ml with rBCG-SIPT
in non-vaccinated donors vs. 50-3,000 ng/ml with WT-BCG
in vaccinated donors; IL-6: 0-48 ng/ml with rBCG-S1PT in
non-vaccinated vs. 0-190 ng/ml with WT-BCG in vaccinated
donors; IL-10: 20-180 pg/ml with rBCG-S1PT in non-vaccinated
donors vs. 0-200 pg/ml with WT-BCG in vaccinated donors)
(Supplementary Figure 2).
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rBCG-S1PT Induces Activation of Human

Blood CD4* T Cells

To investigate whether rBCG-SIPT is able to activate T
cells, we examined the expression of CD25 and CD69 on
human blood CD4" T cells upon exposure to rBCG-S1PT,
in comparison to WT-BCG. Figure3A shows the gating
strategy for cytofluorimetric marker detection. Both BCG strains
significantly enhanced the expression of CD25 molecules on
CD4" T cells (Figure 3B), implying a comparable capacity
to activate CD4T T cells. We also evaluated the expression
of the early activation marker CD69. Both WT-BCG and
rBCG-SIPT could enhance CD69 expression on CD4T T
cells, although rBCG-SIPT was not as efficient as WT-
BCG (Figure3C). When assessing the number of CD4%
T cells co-expressing CD25 and CD69, both BCG strains
efficiently and comparably enhanced the number of activated
cells (Figure 3D).

rBCG-S1PT Stimulation of Human Blood

Cells Induces Tumor Cytotoxicity

To investigate whether rBCG-S1PT can activate the anti-tumor
activity of human leukocytes, we have set up an in vitro
assay that measures the global cytotoxic effect, comprising
both cytolysis (cell death) and cytostasis (block/decrease of cell
proliferation). The assay is based on the assessment of the
number of living tumor cells present in culture after incubation
with effector leukocytes. To mimic in vivo conditions, leukocytes
were co-cultured with cells from a bladder cancer cell line
in the presence of BCG. In the conditions used, BCG had
no direct cytotoxic effect on tumor cells (not shown). As
shown in Figure 4, PBMC of three different donors showed a
measurable spontaneous cytotoxic effect for tumor cells, which
was significantly increased by both WT-BCG and rBCG-S1PT
(Figure 4A). For each donor, the effect of recombinant BCG
was higher than that induced by the wild type strain and is
particularly evident at the effector to target ratio of 12.5:1
(Figure 4B). At higher effector to target ratios (25:1, 50:1) the
cytotoxicity was nearly 100% for all donors with both BCG
strains (Figure 4A).

DISCUSSION

We provide evidence that rBCG-S1PT is efficient in the activation
of human CD4" lymphocytes and of innate/inflammatory
immune response, the latter being superior to that induced
by WT-BCG, likely relying on the potent non-specific
adjuvant capacity of the expressed detoxified SIPT (20).
Previous data showing the improved performance of
rBCG-S1PT in a mouse model of bladder cancer (25, 26)
are supported by data in this study, showing a peculiar
activation profile induced by the recombinant strain that is
suggestive of a more effective initiation and regulation of
immune reactivity.

Our results show that stimulation of human blood cells in
vitro with both rBCG-S1PT and WT-BCG induce the production
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FIGURE 4 | Tumor cytotoxicity of human blood mononuclear cells activated
with WT-BCG or rBCG-S1PT. (A) Blood mononuclear cells were incubated for
24 h with MB49-GFP bladder tumor cells at different effector to target ratios
(12.5:1, 25:1, 50:1) in the absence or in the presence of WT-BCG or
rBCG-S1PT at MOI 0.1. Tumor cytotoxicity was assessed as % reduction of
cell number vs. control cells incubated without PBMC and without BCG and
expressed as mean + SEM of three donors. (B) Data from 3 individual donors
are presented at the effector to target ratio of 12.5:1, two that were vaccinated
with BCG (1 and 3) and one that was not vaccinated (2). Statistical significance
was assessed by Student’s t-test. Yp < 0.05, WT-BCG vs. control PBMC;

#p < 0.05, rBCG-S1PT vs. control PBMC; “p < 0.05, rBCG-S1PT vs.
WT-BCG. In panel B, the p value for the difference between BCG groups is
indicated over the bar.

of inflammatory cytokines, essential for the induction of non-
specific innate immune activation, within 24 h. While levels
of the classical inflammatory cytokines IL-18 and TNF-a are
enhanced in a comparable fashion by both strains, production
of IL-8 and IL-6 is significantly higher in rBCG-S1PT-stimulated
cells. Urinary levels of IL-8, IL-6, and also IL-10, are important
markers to evaluate the efficacy of BCG instillations in the
treatment of NMIBC (30). Urinary IL-8 has been considered a
potential prognostic factor for tumor recurrence and progression
following BCG therapy (31), while decreased IL-6 serum levels
in patients with bladder cancer correlate with the appearance
of myeloid-derived suppressor cells and poor prognosis (32).
The capacity of PT to induce IL-6 production in mice (33, 34)
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may explain the finding that human blood cells produce higher
IL-6 levels when stimulated with rBCG-SIPT in comparison
to WI-BCG.

In the murine bladder cancer model, treatment with rBCG-
S1PT induced an increase in IL-10 mRNA and in the survival
time of the animals (25). Here we demonstrated that rBCG-S1PT
induces a significantly higher production of IL-10, in parallel
to the favorable markers IL-8 and IL-6, as compared to WT-
BCG, also in human blood leukocytes. The higher production
of IL-10 induced by rBCG-SIPT as compared to WT-BCG
reveals a tighter control of the Thl-dependent inflammatory
response, which may result in an effective induction of response
in the absence of significant inflammatory side effects. Thus, the
enhanced IL-10 production should be considered as a mechanism
of protection against tissue injury and pathological processes
associated with Th1 and inflammatory cytokines (35, 36).

The overproduction of IL-6 and IL-8 in combination with
increased IL-10 and stable production of IL-1f and TNF-a
suggests that rBCG-SIPT establishes an efficient compensatory
mechanism to control excessive inflammation.

IFN-y production was induced by both BCG strains in about
one third of donors, while all others were unreactive. This is
similar to the production of TNF-a, and suggests a significant
heterogeneity in individual responsiveness to BCG, relative to
these key inflammatory cytokines, which may imply different
outcomes in terms of therapeutic efficacy. Other cytokines
such as IL-2 and IL-17 were not significantly induced by
either BCG strain. IL-17 was measurably produced by non-
stimulated blood cells in about two thirds of the donors, and
exposure to BCG did not increase its production nor the number
of cytokine-producing donors. Also in the case of IL-2, two
subpopulations of donors, responders and non-responders, could
be identified. It is notable that in the case of IL-2 the vast
majority of donors was able to respond to rBCG-S1PT, while
only two thirds of donors could respond to WT-BCG. The
Th-related cytokines IL-12 and IL-4 were not produced in
response to either BCG strain, suggesting that the major effects
of BCG are on innate immunity and inflammatory responses,
without a significant direct effect on the later stages of adaptive
immune response.

Immunological evaluation of patients with NMIBC show
that BCG treatment induces predominantly CD4" activation
(7). Indeed, in vitro exposure of human blood cells to BCG
strains induces activation of CD4™ T cells. Our results show
that in vitro stimulation of blood cells induced an increase
in the number of CD41/CD25" T cells, which is comparable
between WT-BCG and rBCG-S1PT. This is in agreement with
previous findings that show induction of CD25 (IL-2Ra, a marker
of T cell activation) on lymphocytes following infection with
mycobacteria in vivo and in vitro (37, 38). Stimulation of blood
cells with rBCG-S1PT or WT-BCG also induced a significant
increase in the early activation marker CD69 in CD4™ T cells,
an increase that has been correlated with immune sensitization
to mycobacterial antigens (39). In the present study, both WT-
BCG and rBCG-S1PT induced CD69 expression on blood CD4™"
T cells. The higher increase induced by WT-BCG suggests a more
pronounced early activation. However, fully activated CD4™ T

cells co-expressing CD25 and CD69 were equally induced by
rBCG-S1PT and WT-BCG, implying an essentially similar T cell
activation profile.

Enhanced IL-8 and IL-6 production in response to rBCG-
S1PT implies improved recruitment and stimulation of blood-
derived immune cells. On the other hand, it is notable that
there is no significant difference in the induction of IL-1f and
TNF-a, both endowed with potent inflammatory properties but
important for immune stimulation. The stable production of
these two factors suggests that, while immune stimulation is
maintained at the same level as with WT-BCG, rBCG-S1PT does
not increase detrimental inflammatory effects.

It has been shown that BCG-stimulated PBMCs induce death
of tumor cell lines through a complex mechanism involving the
activation of macrophages and CD4™" T cells, which leads to the
generation of BCG-activated killer cells (BAK cells - CD8' T
cells) stimulated by IL-2 and IFN-y (40). We investigated the
ability of rBCG-SIPT to activate the direct cytotoxic activity
of human leukocytes against tumor cells in vitro. Notably,
while both WT-BCG and rBCG-S1PT significantly increased the
cytotoxic capacity of leukocytes, the recombinant strain induced
a higher effect on cells from all the tested donors. It will be
important to further investigate the relative role of lymphocytes
and monocytes (which also get potently activated by BCG in
vitro; data not shown) in the cytotoxicity against MB49 cells.

Our study was mainly run with blood samples taken from
BCG-vaccinated volunteers. It is interesting to note that, in
a limited number of non-immunized donors, reactivity to the
two BCG strains displayed the same profile as that described
here for immunized donors, although the absolute levels of
cytokines were lower. Indeed, there are suggestions in the
literature that BCG vaccination may improve the efficacy of BCG
immunotherapy in bladder cancer therapy, both in experimental
models and in human patients (41). A pilot study is currently
ongoing to assess the effect of BCG vaccination in bladder cancer
patients (42).

Based on the data described here, we can conclude that
human blood cells challenged with rBCG-SIPT in a realistic
in vitro model show an improved immune activation profile
in comparison to WT-BCG, in terms of cytokine production
and tumor cytotoxicity. This evidence strengthens the results
of improved bladder cancer treatment in a mouse model
(25) and indicate rBCG-SIPT as an excellent candidate
for a more effective immunotherapy of non-muscle-invasive
bladder cancer.
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