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RESUMO 

Silva, E. P.: Avaliação da resposta imune contra Bordetella pertussis e 
Bordetella parapertussis em amostras de sangue humano provenientes de 
indivíduos de diferentes grupos etários. 2021. 148 f. Tese (Doutorado em Ciências) 
- Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 
A coqueluche é uma doença causada pela bactéria B. pertussis (Bp) ou B. 

parapertussis (Bpp). Está entre as maiores causas de morbidade do mundo, com 

estimativa de ocorrência de 16 milhões de casos e aproximadamente 195.000 mortes 

anuais. Estudos têm mostrado maiores incidências em adolescentes e adultos jovens, 

tendo como possível causa o declínio da imunidade vacinal, tornando-os susceptíveis 

e prováveis transmissores da doença para populações mais vulneráveis, o que explica 

o aumento de casos em crianças menores de 6 meses de idade, ainda não 

completamente imunizadas. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver 

um estudo epidemiológico presuntivo da circulação de Bp ou Bpp, baseado na 

resposta imune, em amostras de sangue de voluntários. Além disso, demonstrar, em 

um modelo murino, se a memória imunológica após a imunização com uma vacina 

celular de Bp (WCP) persiste na proteção contra coqueluche, e investigar se um 

reforço com WCP, vacina acelular (APV) ou uma nova candidata vacinal com menor 

teor de LPS (Plow) induz uma resposta protetora significativa em relação à ausência 

do reforço. Para isso, o estudo foi conduzido em duas etapas. Primeiro, avaliou-se a 

resposta imune humoral e celular de 1500 amostras de sangue de voluntários de seis 

faixas etárias (5-9; 10-14; 15-19; 20-39; 40-59; ≥ 60 anos). Soros de crianças de 5-9 

anos apresentaram altos níveis de anticorpos IgG anti-Toxina pertussis (PT) e de 

citocinas de perfil de resposta Th1, em função do estímulo com WCP, além de 

menores níveis de IgG anti-Bpp, sugerindo a persistência da imunidade vacinal para 

Bp e a proteção cruzada da DTP para Bpp. Resultados similares em adolescentes de 

10-14 anos sugerem um resquício da imunidade vacinal nesta faixa etária. Altos níveis 

de IgG anti-PT também foram observados na faixa etária de 15-19 anos e, segundo a 

literatura, é provável que a imunidade natural tenha se sobreposto à vacinal, indicando 

exposição recente devido à alta circulação da bactéria. Já soros de adultos e idosos 

apresentaram os menores níveis de IgG anti-PT, tornando-os mais susceptíveis ao 

contágio, sendo os adultos de 20-39 os mais prováveis transmissores. Na segunda 

etapa, foram definidos cinco grupos de camundongos BALB/c, quatro que receberam 
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duas doses quinzenais da vacina WCP, além de um grupo salina. Na 25ª semana, 

três grupos receberam um reforço com WCP, APV ou Plow e um grupo não recebeu 

o reforço. As análises de memória imunológica e de proteção indicaram que animais 

sem reforço vacinal apresentaram baixas frequências de linfócitos T (CD4 e CD8) e 

de células B. Em contrapartida, o reforço com APV ou Plow induziu uma maior 

resposta imune, mediada por linfócitos T e células B, com eliminação completa da 

bactéria no LBA e níveis estatisticamente inferiores de bactérias nos pulmões. 

Conclui-se que o reforço vacinal é indicado pelo menos aos adolescentes ou adultos 

jovens, maiores possíveis transmissores da bactéria, e que a vacina Plow pode ser 

uma boa alternativa, devido a sua baixa reatogenicidade e o seu baixo custo de 

produção em relação à APV. 

 

Palavras chaves: Coqueluche. Vacina. Bordetella pertussis. Bordetella 

parapertussis.  
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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 Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São 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 Th1 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 
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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 INTRODUÇÃO  

 

1.1  AGENTE CAUSAL DA COQUELUCHE 

 

A coqueluche é uma doença infecciosa do trato respiratório, altamente 

contagiosa, mas prevenível por vacinação. É mais grave e pronunciada em crianças 

não imunizadas (BOUCHEZ; GUISO, 2015; MOOI, F. R.; BRUISTEN, S.; LINDE, I.; 

REUBSAET, F. et al., 2012), cujas complicações relacionadas à infecção podem 

incluir: hipertensão pulmonar, pneumonia, convulsões febris, encefalopatia e 

hemorragias cerebrais, segundo a Organização Mundial da Saúde (ORGANIZATION, 

2015). Mesmo com a alta cobertura vacinal, nos últimos anos, tem sido observado o 

ressurgimento dos casos de coqueluche em todo o mundo, sendo considerada uma 

doença infecciosa reemergente (KLINE; LEWIS; SMITH; TRACY et al., 2013; 

ORGANIZATION, 2014). 

  A coqueluche é causada por bactérias gram-negativas, pertencentes ao gênero 

Bordetella, que infectam o trato respiratório superior de mamíferos. Dentre as 

espécies mais estudadas se destacam Bordetella pertussis, Bordetella bronchiseptica 

e Bordetella parapertussis, esta última, causadora da forma menos grave da doença 

(DE MELKER; SCHELLEKENS; NEPPELENBROEK; MOOI et al., 2000). Dentre 

essas espécies, a B. pertussis é o único patógeno causador de infecções estritamente 

em humanos e conhecida por causar a forma mais grave da doença, enquanto que 

Bordetella bronchiseptica afeta mais frequentemente pacientes imunocomprometidos 

(PARKHILL; SEBAIHIA; PRESTON; MURPHY et al., 2003). Bordetella spp são 

classificadas morfologicamente como cocobacilos, dispostos em arranjos individuais 

ou em pares, aeróbios e gram-negativos. As colônias no meio Bordet-Gengou são 

lisas, convexas, peroladas, brilhantes, quase transparentes e rodeadas por uma zona 

de hemólise. B. pertussis é uma espécie fastidiosa, catalase e oxidase-positiva, 

enquanto que a B. parapertussis é menos fastidiosa, oxidase negativa, urease positiva 

e produz pigmento marrom em meio Bordet-Gengou devido à expressão de tirosinase 

(JOHNSON; BECK, 2018; SANDEN; WEYANT, 2005).  

Análises filogenéticas indicam que B. pertussis e B. parapertussis evoluíram de 

forma independente, através de massiva perda e/ou inativação gênica 

(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, patógeno respiratório que infecta vários hospedeiros mamíferos, 

geralmente causando doença respiratória crônica e leve (CHERRY; GRIMPREL; 

GUISO; HEININGER et al., 2005). Estudos comparativos de hibridização genômica e 

tipagem de sequência multilocus mostraram menor diversidade genética entre B. 

bronchiseptica e B. parapertussis quando comparada com B. pertussis, sugerindo que 

a associação 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 REGULAÇÃO DOS FATORES DE VIRULÊNCIA 

 

A expressão de genes de virulência por Bordetella pertussis, B. parapertussis 

e B. bronchiseptica, é regulada pelo sistema de dois componentes conhecido como 

BvgA/S (BOCK; GROSS, 2001; MELVIN; SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014).  

O sistema BvgA/S controla a expressão de dois subconjuntos distintos de 

genes de maneira positiva, vag (virulence-activated gene) ou negativa, vrg (virulence-

repressed gene). É composto por uma enzima quinase sensora de membrana (BvgS) 

e pelo regulador de resposta (BvgA) e sua ativação ocorre por sinais ambientais 

constituída por pelo menos 3 fases fenotípicas específicas. Na fase 1, em temperatura 

de 37° C e ausência de moduladores químicos como sulfato de magnésio (MgSO4) ou 

de nicotinamida, o BvgS detecta as mudanças no meio ambiente e se autofosforila 

(BvgS-P), o que resulta na: a) na fosforilação do fator BvgA (BvgA-P), b) expressão 

dos genes vags (Bvg+) e c) codificação de fatores de virulência, como toxinas e 

adesinas (Figura 1a). Na fase 2, em temperatura de 25°C e na presença de MgSO4 

ou nicotinamida, o BvgS é inativado e o BvgA não é fosforilado, em consequência, 

não há expressão de genes vags. (BOCK; GROSS, 2001; DE ARAÚJO; DE ARAÚJO; 

BARBOSA, 2019; MELVIN; SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014; MOON; 

BONOCORA; KIM; CHEN et al., 2017).  

  Uma terceira fase, também conhecida como Bvg intermediária (Bvgi), ocorre 

quando as bactérias são cultivadas na presença de baixas concentrações de 

moduladores químicos ou nas primeiras horas após a mudança das condições da fase 

Bvg- para as condições da fase Bvg +, mas seu papel na biologia do gênero Bordetella 

ainda não é claro (Figura 1b) (MELVIN; SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014). 
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Fonte: Modificado de (PRESTON; PARKHILL; MASKELL, 2004). 

Figura 1: Representação esquemática que descreve a ação do sistema de dois componentes 

BvgA/S. 

 

1.3 FATORES DE VIRULÊNCIA 

 

Toda infecção bacteriana está associada a diferentes fatores de virulência, 

constituídos por componentes estruturais do microrganismo ou seus produtos, que 

contribuem para a relação de parasitismo com o hospedeiro. Dentre esses fatores 

destacam-se as evasinas, adesinas e as toxinas, que lesam as células, tecidos e  

órgãos do hospedeiro (DE ARAÚJO; DE ARAÚJO; BARBOSA, 2019). Alguns fatores 

de virulência são comuns a diversas espécies de Bordetella, e a produção dessas 

proteínas se relaciona diretamente à patogenicidade da B. pertussis (DE ARAÚJO; 

DE ARAÚJO; BARBOSA, 2019; PARKHILL; SEBAIHIA; PRESTON; MURPHY et al., 

2003).  

A hemaglutinina filamentosa (FHA) é uma proteína altamente imunogênica, 

com massa molecular (MM) de 220 kDa, que forma estruturas filamentosas na 

superfície da célula bacteriana, participando da adesão da bactéria tanto ao epitélio 

respiratório quanto aos macrófagos do hospedeiro (SCHELLER; MELVIN; SHEETS; 

COTTER, 2015).  

A pertactina (PRN) é uma adesina pertencente à família de proteínas de 

superfície auto transportadoras com MM de 70 kDa. A proteína é 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 fímbrias são proteínas poliméricas de superfície celular envolvidas na 

adesão do patógeno às células epiteliais do hospedeiro. B. pertussis e B. 

parapertussis produzem tipos de fímbrias sorologicamente distintas (sorotipos 2 e 3), 

compostas de subunidades principais Fim2 e Fim3, sob regulação 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 dermonecrótica (TCT) foi um dos primeiros fatores de virulência 

descritos por Bordet e Gengou (1909) em B. pertussis (BORDET; GENGOU, 1909). É 

um fragmento de peptideoglicano (921 Da) liberado quando a célula sofre lise ou 

durante o seu crescimento normal. É uma toxina termo-lábil, pertencente à família de 

peptídeos muramil, componentes poliméricos da parede celular que fornecem rigidez 

estrutural. Induz lesões necróticas 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 várias funções biológicas importantes, 

incluindo imunogenicidade e pirogenicidade (LUKER; COLLIER; KOLODZIEJ; 

MARSHALL et al., 1993).  

A Adenilato ciclase (ACT), importante fator de virulência produzido na fase 

inicial da doença, é uma toxina imunomodulatória produzida por B. pertussis e B. 

parapertussis; ela é cálcio/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, é uma 

exotoxina, do tipo AB (117 kDa). A subunidade enzimática A (S1) participa da 

transdução de sinais para o interior da célula do hospedeiro, catalisando a ADP-

ribolização da proteína Gi (inibitória), que leva ao aumento excessivo de 3’-5’ 

adenosina monofosfato cíclico (AMPc) intracelular (MILLIGAN; KOSTENIS, 2006). O 

oligômero B é constituído de 4 subunidades (S2, S3, S4 e S5), responsável pela 

ligação 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 secreção do tipo IV, 

caracterizando-se como o mais importante fator de virulência e responsável por 

grande parte dos sintomas típicos da coqueluche. B. parapertussis possui genes que 

codificam a toxina, porém estes não são 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 infecção em camundongos, verificou-se que cepas 

mutantes de B. pertussis deficientes na secreção 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 à resposta imune inadequada ou insuficiente e 

geralmente se manifesta em crianças menores de 3 meses. Essas complicações 

podem incluir: leucocitose, hipertensão pulmonar e patologias cerebrais, resultando 

em hospitalizações em 40% dos indivíduos nesta faixa etária e uma taxa de letalidade 

de 1 a cada 100 indivíduos infectados (SCANLON; SKERRY; CARBONETTI, 2019). 

Estudos na avaliação do papel de PT na leucocitose durante a infecção 

demosntraram que os anticorpos policlonais e monoclonais anti-PT administrados 

antes do ensaio de infecção 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 babuínos (NGUYEN; WAGNER; LABER; GOODFIELD et al., 2015). 

Há evidências de que a leucocitose desencadeia a formação de trombos leucocitários 

em capilares sanguíneos pulmonares, contribuindo para a hipertensão 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 

hipertensão pulmonar, enquanto que camundongos infectados com cepa deficiente 

na secreção de PT não apresentaram a patologia (MURRAY; NIEVES; BRADLEY; 

GARGAS et al., 2013).  

Recém-nascidos com coqueluche grave também podem manifestar várias 

patologias cerebrais, incluindo convulsões, 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 transmigração de macrófagos, que contribui 

para exacerbar encefalopatias (KÜGLER; BÖCKER; HEUSIPP; GREUNE et al., 

2007). 

Modelos animais indicam um papel importante da PT na modulação de 

respostas inflamatórias e imunes, que juntamente com outros efeitos fisiológicos, 

podem contribuir para a patologia da infecção por pertussis. Estudos demonstraram 

que macrófagos alveolares, sendo as primeiras células a interagir com o patógeno, 

são alvos precoces da intoxicação por PT, que promove a sobrevivência de B. 

pertussis no trato respiratório (CARBONETTI; ARTAMONOVA; VAN ROOIJEN; 

AYALA, 2007). Em outro estudo, usando monócitos do sangue periférico de humanos, 

foi demonstrada a capacidade da PT em reduzir a fagocitose de monócitos 

(SCHAEFFER; WEISS, 2001). A PT também está ligada à supressão da resposta 

imune ao lipopolissacarídeo mediada por células B, à quimiotaxia de linfócitos e à 

produção de IgM (SPANGRUDE; SACCHI; HILL; VAN EPPS et al., 1985). 

Em 1974, pesquisadores isolaram e caracterizaram antígenos protetores de B. 

pertussis compostos principalmente por PT e hemaglutinina filamentosa (FHA).  Em 

1981, foi aprovada no Japão uma vacina acelular em substituição da vacina celular 

contra coqueluche, sendo amplamente aceita como mais segura e eficaz. Atualmente, 

sabe-se que o toxóide PT presente na vacina é essencial e o principal antígeno para 

proteção contra coqueluche (SATO; SATO, 1990). 

O Lipopolissacarídeo (LPS) é uma molécula localizada na membrana externa 

das bactérias gram-negativas. Geralmente consiste em três domínios estruturais 

distintos: (1) O domínio lipídeo A, que consiste em uma região basal glicolipídica 

ancorada a membrana externa e forma o componente bioativo da molécula; (2) uma 

região central conhecida como core formada por um oligossacarídeo complexo; e (3) 

uma cadeia polissacarídica lateral denominada antígeno 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: Representação esquemática da estrutura química do LPS. 

 

As moléculas de LPS de Bordetella bronchiseptica e Bordetella parapertussis, 

possuem um lipídeo A ligado de forma similar a uma região central (core) de 

trissacarídeos e repetições de antígeno O. Em contraste, LPS de Bordetella pertussis 

produz um lipídeo A com ausência do domínio antígeno O, apresentando menor 

estrutura molecular e frequentemente referido como lipooligossacarídeo (LOS) (Figura 

3) (GEURTSEN; DZIECIATKOWSKA; STEEGHS; HAMSTRA et al., 2009; MELVIN; 

SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014). 

 

 

Fonte: Modificado de (CAROFF; KARIBIAN; CAVAILLON; HAEFFNER-CAVAILLON, 2002). 

Figura 3. Estruturas do Lipídio A de B. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica. 

 

O LPS possui propriedades endotóxica e adjuvante baseadas no 

reconhecimento pelo receptor Toll-like 4 (TLR4) do hospedeiro, que interage com 

vários co-receptores, incluindo CD14 e proteína de diferenciação mielóide (MD-2) 

(DECKER; JAMES; STIBITZ; HINTON, 2012; LOCHT; COUTTE; MIELCAREK, 2011). 

O LPS de B. pertussis pode estar envolvido na síndrome da coqueluche por indução 

da produção de Óxido Nítrico (NO) pelas células traqueais infectadas, prejudicando a 

atividade das células ciliadas respiratórias (FLAK; GOLDMAN, 1999).  
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A TCT pode atuar sinergicamente com o LPS na indução de NO, mas nem a 

TCT nem o LPS sozinhos foram capazes de induzir a síntese de NO (FLAK; HEISS; 

ENGLE; GOLDMAN, 2000). O LPS de B. pertussis presente na vacina celular, também 

está associado a reações adversas em crianças, ocasionando principalmente a febre 

após a imunização (BARAFF; MANCLARK; CHERRY; CHRISTENSON et al., 1989; 

MOSS; SCOTT, 2009). 

 

1.4 PATOGÊNESE 

 

A transmissão da coqueluche ocorre principalmente por contato direto, por meio 

do sujeito sintomático para o sadio/suscetível através de gotículas de secreção. Após 

a infecção, o patógeno entra em período de incubação, com duração média de 5-10 

dias, variando de 1 a 3 semanas (DE ARAÚJO; DE ARAÚJO; BARBOSA, 2019; 

MENDES; CASIMIRO, 2011). Neste período, ocorre a adesão às células ciliadas e 

aos fagócitos do epitélio respiratório do hospedeiro, e a produção de toxinas, o que 

caracteriza as manifestações clínicas sistêmicas. Os sintomas duram cerca de 6 

semanas e podem ser divididos em três estágios consecutivos; estágio 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; estágio paroxístico (duas semanas): acessos de 

tosse paroxística ou espasmódica. De início repentino, esses episódios são breves, 

mas sucessivos, seguidos de cianose e vômitos; estágio de convalescença: em 

geral, a partir da quarta semana, os sintomas vão regredindo até desaparecerem 

completamente. No entanto, as crises paroxísticas geralmente se repetem com 

infecções respiratórias subsequentes por muitos meses após o indivíduo ser 

acometido pela coqueluche (CONTROL; PREVENTION; PROGRAM; PREVENTION, 

2005). 

A infecção por B. pertussis desencadeia resposta imune a vários antígenos, 

incluindo FHA, PRN, fímbrias e PT, e com exceção de PT, antígeno exclusivo de B. 

pertussis, todos podem reagir de forma cruzada com outras espécies do gênero 

Bordetella (TROLLFORS; LAGERGÅRD; GUNNARSSON; TARANGER, 2003). 

B. parapertussis é responsável pela minoria dos casos de infecção 

(aproximadamente 14%) e embora menos capaz de causar doença grave (CHERRY 

(CHERRY; SEATON, 2012), está associada ao aumento dos casos de coqueluche, 
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pois crianças infectadas pelo patógeno podem manifestar sintomas típicos da doença, 

incluindo tosse prolongada, crises paroxísticas e vômitos pós-tosse (KARALIUS; 

RUCINSKI; MANDREKAR; PATEL, 2017). Tem sido sugerido que o mecanismo de 

desenvolvimento da doença após a infecção por B. parapertussis é semelhante ao da 

infecção com B. pertussis (LI; DOUGAN; NOVOTNY; CHARLES, 1991; PARKHILL; 

SEBAIHIA; PRESTON; MURPHY et al., 2003), entretanto, a B. parapertussis não 

expressa a Toxina Pertussis (PT), devido a diversas mutações, particularmente na 

região promotora do gene da toxina (TOUBIANA; AZARNOUSH; BOUCHEZ; 

LANDIER et al., 2019). Por outro lado, a B. parapertussis tem o antígeno O, que 

confere proteção contra a imunidade mediada pelo complemento do hospedeiro 

podendo ser considerado fator de virulência (TOUBIANA; AZARNOUSH; BOUCHEZ; 

LANDIER et al., 2019).  

 

1.5 DIAGNÓSTICO 

 

Métodos diagnósticos são imprescindíveis para acompanhar a tendência da 

doença em diferentes regiões, e detectar oportunamente surtos e epidemias; isso 

permite a adoção de métodos de controle e a monitoração das cepas circulantes, com 

estudos moleculares e avaliação da sensibilidade a antimicrobianos (DE OLIVEIRA; 

SILVA; MEDEIROS; LOPES et al., 2007). 

No Brasil e em outros países as principais limitações para o diagnóstico 

precoce da coqueluche são o custo e a não disponibilidade de testes diagnósticos em 

muitos laboratórios (JONES; GASSER; ERB; OECHSLIN, 2004). Isso reforça o 

questionamento se em nosso meio a coqueluche estaria sob controle, como parecem 

indicar os dados de notificação, ou se existiria uma gradual modificação na dinâmica 

da transmissão que não tem sido detectada pelos sistemas de vigilância 

epidemiológica (DE OLIVEIRA; SILVA; MEDEIROS; LOPES et al., 2007; LUZ; 

CODEÇO; WERNECK, 2003). 

Atualmente o isolamento de B. pertussis em cultura, em meio Bordet-Gengou 

ou Regan-Lowe, é o método mais seguro para o diagnóstico da coqueluche e é 

considerado o método “padrão ouro” (WIRSING VON KÖNIG, 2014). A cultura, além 

de isolar o patógeno, também é capaz de diferenciar B. pertussis de B. parapertussis, 

seja através da hemólise ao redor das colônias, em B. pertussis, seja pela produção 

de pigmento escuro associado à expressão de tirosinase, característica exclusiva de 
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colônias de B. parapertussis (BOUCHEZ; GUISO, 2015; GUISO, 2014; HEWLETT; 

KIM; LEE; GRAY, 2000). No entanto, para se aumentar a sensibilidade da cultura é 

imprescindível a correta definição de casos suspeitos com a coleta cuidadosa de 

material de nasofaringe. Embora os métodos de coleta e transporte tenham sido 

padronizados pelo Ministério da Saúde/CVE-SP/IAL desde 2001, é necessário que as 

equipes de saúde sejam treinadas para a sua correta realização (DE OLIVEIRA; 

SILVA; MEDEIROS; LOPES et al., 2007). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é o teste diagnóstico com maior 

sensibilidade, variando entre 70% e 99% quando realizado entre três e quatro 

semanas de tosse, mesmo com o uso de antimicrobianos. Porém, resultados falso-

positivos podem acontecer por contaminação no laboratório ou durante a coleta da 

amostra, ou ainda, dependendo da especificidade do segmento amplificado, por 

similitude genética com outras espécies do gênero Bordetella (LOEFFELHOLZ, 2012). 

O ensaio de imunofluorescência direta de amostras da nasofaringe é um 

método rápido, baseado na visualização microscópica de anticorpos fluorescentes 

ligados a células de B. pertussis, mas a cultura, o PCR ou a sorologia devem sempre 

estar associados, devido à sua baixa sensibilidade e especificidade (VAN DER ZEE; 

SCHELLEKENS; MOOI, 2015). 

Os testes sorológicos, utilizando o método de ensaio imunoenzimático (ELISA), 

têm sido utilizados no diagnóstico de infecções recentes por coqueluche 

(WENDELBOE; VAN RIE, 2006), pois a infecção natural com B. pertussis resulta na 

produção de imunoglobulinas das classes IgM, IgA e IgG contra uma variedade de 

antígenos (CHERRY; GRIMPREL; GUISO; HEININGER et al., 2005). Durante a 

infecção primária, os anticorpos IgM são detectados primeiro, entre 5-10 dias após o 

início da doença, IgA podem ser determinados após 1-2 semanas, enquanto os 

anticorpos IgG ocorrem após 2-3 semanas e atingem seu máximo após 6-8 semanas, 

podendo ser detectados por vários anos (TEST LINE CLINICAL DIAGNOSTIC, 2017). 

Além disso, as respostas de IgM e IgA demonstraram serem maiores em crianças não 

vacinadas e com coqueluche confirmada por cultura, quando comparadas com 

crianças vacinadas (GRANSTRÖM; WRETLIND; SALENSTEDT; GRANSTRÖM, 

1988; WATANABE; CONNELLY; WEISS, 2006). Assim, testes de detecção de 

anticorpos IgM e IgA têm sido utilizados como importante ferramenta no diagnóstico 
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de uma infecção adquirida mesmo com vacinação recente (RUUSKANEN; VILJANEN; 

SALMI; LEHTONEN et al., 1980). 

Testes em ensaios de padronização e avaliações de soroprevalência também 

usam anticorpos IgG anti-Toxina Pertussis (anti-PT), por ser componente antigênico 

exclusivo de B. pertussis, diferenciando as reações cruzadas com outras espécies do 

gênero Bordetella (GIAMMANCO; CHIARINI; MAPLE; ANDREWS et al., 2003). Altos 

títulos de IgG anti-PT são parâmetros sorológicos para sugerir infecção recente por B. 

pertussis em adolescentes e adultos, inclusive até seis meses após o recebimento do 

reforço da vacina tríplice bacteriana, contra difteria, tétano e componente pertussis 

acelular pertussis (DTPa) (PAWLOSKI; QUEENAN; CASSIDAY; LYNCH et al., 2014). 

Entretanto, principalmente em crianças e recém-vacinados, o diagnóstico sorológico 

ainda é um desafio, pela dificuldade de distinção da resposta de anticorpos à infecção 

natural ou aos antígenos vacinais (MINK; CHERRY; CHRISTENSON; LEWIS et al., 

1992; WENDELBOE; VAN RIE, 2006).   

Estudos sorológicos realizados na Alemanha (WIRSING VON KÖNIG, 2014), 

Holanda (DE MELKER; SCHELLEKENS; NEPPELENBROEK; MOOI et al., 2000) e 

EUA (BAUGHMAN; BISGARD; EDWARDS; GURIS et al., 2004) em populações com 

alta cobertura vacinal, demonstraram que anticorpos IgG anti-PT aumentaram 

rapidamente para níveis acima de 100 unidades internacionais por mL (UI/mL) após 

infecção recente, diminuindo progressivamente, e após cinco anos, todos os 

indivíduos tinham níveis de IgG anti-PT < 10 UI/mL. Diante desses resultados, foi 

proposto um ponto de corte para diagnóstico sorológico de infecção em adolescentes 

e adultos, considerando valores de IgG-anti-PT > 100-125 EU/mL (equivalente a 

UI/mL) com sensibilidade de 88,1% e especificidade de 98,8% (DE GREEFF; TEUNIS; 

DE MELKER; MOOI et al., 2012). 

O diagnóstico de B. parapertussis tem sido negligenciado devido à aparente 

menor incidência e aos sintomas frequentemente mais leves em relação à B. 

pertussis. No entanto, a infecção por B. parapertussis pode variar de infecção 

assintomática a doença leve ou com sintomas típicos de coqueluche, sendo cada vez 

mais reconhecida e reportada aos órgãos de saúde pública (KOEPKE; 

BARTHOLOMEW; EICKHOFF; AYELE et al., 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 respiratório superior 
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identificadas por PCR, 14% foram de B. parapertussis (CHERRY; SEATON, 2012; 

LIKO; ROBISON; CIESLAK, 2017). O diagnóstico correto e o conhecimento mais 

preciso deste patógeno e de seus antígenos protetores permitiriam 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 confirmação diagnóstica, para 

que na fase catarral, possa reduzir a gravidade dos sintomas e a duração da doença, 

bem como acelerar a eliminação da bactéria na nasofaringe. Na fase paroxística, é 

indicada por reduzir a transmissibilidade, eliminando a bactéria da nasofaringe após 

5-7 dias do início do tratamento (DIERIG; BECKMANN; HEININGER, 2015). Os 

macrolídeos como a azitromicina e a claritromicina são a primeira opção terapêutica, 

sendo preconizado a todas as pessoas próximas do doente, qualquer que seja sua 

idade ou seu estado de imunização (INSTITUT PASTEUR, 2019).  

 

1.7 IMUNIDADE NATURAL 

 

A expressão de múltiplos fatores de virulência por B. pertussis contribuem 

diretamente para a patogênese ou efeitos imunomoduladores (CARBONETTI; 

ARTAMONOVA; VAN ROOIJEN; AYALA, 2007), que evitam a eliminação precoce do 

patógeno no organismo do hospedeiro (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012; 

MELVIN; SCHELLER; MILLER; COTTER, 2014). Primeiramente, a bactéria se liga às 

células do epitélio ciliado da traqueia, brônquios, bronquíolos e de forma intracelular 

em macrófagos alveolares. Logo após a fagocitose, uma alta proporção de bactérias 

fagocitadas é destruída dentro dos compartimentos ácidos dos macrófagos, mas uma 

parcela residindo nos compartimentos não ácidos escapam da destruição e se 

replicam (CARBONETTI; ARTAMONOVA; VAN ROOIJEN; AYALA, 2007). 

Além de fornecer um nicho intracelular para a sobrevivência da bactéria, os 

macrófagos também contribuem para a imunidade protetora. A morte da bactéria 

pelos macrófagos é potencializada na presença de IFN-γ, que induz a produção de 

óxido nítrico, e IL-17, evidenciando a importância de células T helper (Th) 1 e Th17 no 

clearance de bactérias intracelulares (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012). 
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O principal papel das células dendríticas (CD) é apresentar antígenos às 

células T e expressar citocinas que promovem a diferenciação de células T naïve. As 

CD imaturas residentes e infiltradas no trato respiratório detectam padrões 

moleculares associados ao patógeno (PAMPS). Esse reconhecimento promove fortes 

sinais pró-inflamatórios que são cruciais para desencadear a produção precoce de 

citocinas e acompanhar a infiltração de leucócitos, seguida pela ativação das 

respostas das células T do hospedeiro à infecção. A ligação do LPS ao receptor Toll-

like 4 (TLR4) nas CDs promove a maturação e a secreção de IL-12 e IFN-γ, que 

induzem as células Th1 (DE ARAÚJO; DE ARAÚJO; BARBOSA, 2019; HIGGS; 

HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012). As CDs ativadas com toxina Adenilato Ciclase por 

sua vez, promovem a indução de linfócitos Th17, a partir da produção de IL-1β e IL-

23, importantes para o clearance bacteriano e recrutamento de neutrófilos (HIGGS; 

HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012). FHA e o LPS podem promover resposta anti-

inflamatória pelas células dendríticas com a indução de secreção de IL-10, o que leva 

à geração de Tregs produtoras de IL-10, inibindo a geração de células efetoras Th1 e 

retardando a eliminação da bactéria (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012).  

Diferentemente dos macrófagos, os neutrófilos não são considerados 

reservatórios intracelulares da B. pertussis, devido à meia vida curta, embora 

mantenham um papel imprescindível no combate às bactérias com a fagocitose. A 

citocina IL-6 foi descrita por estimular a resposta inflamatória a partir de macrófagos, 

ao mesmo tempo que neutrófilos, células Th1 e Th17 são recrutados para o sítio de 

infecção (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012; MCGUIRK; JOHNSON; RYAN; 

MILLS, 2000). 

As células Natural Killer (NK) são uma linhagem de células relacionadas aos 

linfócitos que reconhecem células infectadas e respondem as destruindo. Além de ter 

essa finalidade, esse tipo de célula constitui uma relevante fonte de IFN-γ, pelo qual 

ocorre a ativação dos macrófagos para atuar na destruição dos patógenos, bem como 

ativação de resposta Th1 (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012).  

 

1.8 VACINAS PERTUSSIS  

 

As vacinas pertussis celulares (WCP) foram introduzidas em meados do século 

XX, mas devido à sua alta reatogenicidade, a partir de 1981 foram substituídas pelas 

vacinas acelulares (APV). Estas últimas, menos reatogênicas (ANDERSON; BELSHE; 
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BARTRAM, 1988), são amplamente utilizadas em países desenvolvidos, mas seu alto 

custo de produção as torna proibitivas para países em desenvolvimento.  

Embora eficazes, as WCPs foram associadas a efeitos colaterais indesejáveis 

(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 combinação de um ou mais antígenos de B. pertussis, dentre eles PT, 

PRN, FHA e Fim 2 e 3 (LAMBERT, 2014; ZHANG; RODRÍGUEZ; HARVILL, 2009). 

Uma vez que não contêm LPS ou apenas pequenas quantidades (MATTOO; 

CHERRY, 2005), essas preparações são menos reatogênicas, mas apesar de 

protetoras são caras, o que as torna inviáveis para países em desenvolvimento, razão 

pela qual têm sido adotadas, há mais de duas décadas, somente em países 

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 infecções associadas com 

formas mais brandas (CROWCROFT; BOOY; HARRISON; SPICER et al., 2003; 

MATTOO; CHERRY, 2005). Tanto as WCPs quanto as APVs são capazes de induzir 

altos níveis de anticorpos protetores contra importantes fatores de virulência da 

bactéria, mas trabalhos bem conduzidos atestam que as WCPs ativam resposta Th1 

e Th17 mais efetiva, importante no controle e clearance da infecção 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 proteção do indivíduo vacinado, pode não conter a disseminação 

da bactéria, o que pode explicar a coincidente reincidência da doença, mesmo em 

países com alta taxa de cobertura vacinal (HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012; 

RYAN; MCCARTHY; RAPPUOLI; MAHON et al., 1998). 

Apesar de altamente efetivas na redução da incidência da infecção pertússica 

(MATTOO; CHERRY, 2005), as APVs têm pouca ou nenhuma eficácia 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 vacinação com APV pode 

interferir com o clearance da B. parapertussis, facilitando a performance adaptativa do 
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patógeno, o que poderia levar ao surgimento de hospedeiros mais suscetíveis à 

infecção por B. parapertussis (LONG; KARANIKAS; HARVILL; READ et al., 2010). Em 

uma abordagem experimental com camundongos, a infecção primária por B. pertussis 

não promoveu imunidade protetora contra uma posterior infecção por B. 

parapertussis, no entanto, a infecção prévia com B. parapertussis conferiu proteção 

cruzada; tais resultados sugerem que introdução da vacinação anti-pertussis tem 

pouco efeito sobre a prevalência 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 reforçam as evidências do aumento 

potencial de indivíduos portadores de espécies não incluídas na vacina, no caso a B. 

parapertussis, de forma semelhante à da sorotipo-especificidade observada em outras 

doenças infecciosas, cuja utilização de vacinas conjugadas contendo alguns sorotipos 

prevalentes levou à troca de prevalência para outros sorotipos (LIPSITCH, 1997; 

OBARO, 1996). 

Outro estudo com camundongos demonstrou a necessidade de combinação 

entre resposta de mucosa e Th1 para a proteção recíproca contra B. pertussis e B. 

parapertussis, sugerindo que a via de imunização e/ou formulação da vacina possam 

ser importantes para a indução de respostas imunes recíprocas (WATANABE; NAGAI, 

2001). 

No Brasil a vacina pentavalente é uma combinação de cinco vacinas individuais 

em uma (DTP + HB + Hib). Hepatite B recombinante (HB) e Haemophilus influenzae 

tipo b (Hib) conjugada, com a vacina tríplice bacteriana - difteria, tétano, pertussis 

celular (DTP) são disponibilizadas pelo Sistema Único de Saúde (SUS), na rotina dos 

serviços de saúde de todo o país. A vacina tríplice bacteriana com componente 

pertussis acelular (DTPa), recomendada para crianças com risco de desenvolver ou 

que desenvolveram eventos graves adversos à vacina está disponibilizada nos 

Centros de Referências para Imunobiológicos Especiais (CRIES). Em 2014 o 

Ministério da Saúde incluiu no Calendário Nacional de Vacinação a DTPa para todas 

as gestantes (a partir da 20ª semana) e profissionais de saúde que atuam em 

maternidades e em unidades de internação neonatal (MINISTÉRIO DA SAÚDE; 

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 crianças brasileiras são vacinadas, com 

idade de 2-4-6 e 18 meses de vida, o que representa cerca de 250 milhões de doses 

administradas anualmente. Nos últimos 20 anos, o Instituto Butantan vem investindo 

na investigação de novas vacinas pertussis, menos reatogênicas e de baixo custo. 

Nesse sentido, foi desenvolvida uma vacina pertussis celular, com baixa 

endotoxicidade (Plow), obtida por extração química da fração 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 reatogênica 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 

aperfeiçoamento importante para as vacinas pertussis celulares e alternativa 

promissora para países em desenvolvimento, onde as vacinas pertussis acelulares 

têm custo muito elevado para serem introduzidas nos esquemas de vacinação. Devido 

à sua baixa reatogenicidade, a Plow poderá, eventualmente, ser introduzida como 

dose de reforço na vacinação de adolescentes e adultos jovens no Brasil, com 

potencial de diminuir a circulação da B. pertussis e evitar a infecção de recém-

nascidos não imunizados ou com o esquema de imunização ainda incompleto, que 

são o alvo principal para o bloqueio da disseminação da doença.  

 

1.10 EPIDEMIOLOGIA 

 

Dados epidemiológicos indicam que a coqueluche é uma doença de 

distribuição universal, predominantemente em países em desenvolvimento, com ciclos 

endêmicos a cada três ou cinco anos. Está entre as maiores causas de morbidade do 

mundo, com estimativa de ocorrência de 16 milhões de casos e aproximadamente 

195.000 mortes anuais (KILGORE; SALIM; ZERVOS; SCHMITT, 2016). A distribuição 

etária dos casos foi modificada após a introdução da vacinação em massa em 

crianças. Na era pré-vacinal, a maior incidência ocorria em menores de seis anos de 

idade. Por outro lado, a era pós-vacinal caracterizou-se por uma alta proporção de 
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casos em menores de seis meses, ou seja, crianças ainda não completamente 

imunizadas (LUZ; CODEÇO; WERNECK, 2003). 

Na segunda metade do século XX, a imunização de crianças com a vacina DTP 

levou ao controle da doença, com uma queda drástica nas taxas de incidência, 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 ressurgência da doença em vários países com alta cobertura vacinal, com aumento 

do número de casos reportados, principalmente em adolescentes e adultos, 

responsáveis pela transmissão da bactéria para crianças e recém-nascidos, grupo 

mais propenso a adquirir a forma mais grave da doença por não terem sido vacinados, 

ou por não terem recebido todas as doses vacinais (HE; MERTSOLA, 2008). 

No Brasil, a ressurgência da coqueluche também foi observada, embora mais 

tardia (MACHADO; PASSOS, 2019). No início da década de 80, 40 mil casos anuais 

de coqueluche foram notificados com incidência superior a 30/100 mil habitantes 

(LUZ; CODEÇO; WERNECK, 2003). Desde a década de 1990, houve importante 

redução na incidência, após aumento das coberturas vacinais da vacina Tetravalente, 

adsorvida com difteria, tétano, pertussis celular e Haemophilus influenzae tipo b (DTP 

+ Hib) devido a elevada adesão da população brasileira à vacinação e o bom 

desempenho do Programa Nacional de Imunizaçao (PNI). Nos anos seguintes, à 

medida em que as coberturas vacinais se elevaram e se mantiveram em valores 

próximos a 100%, houve diminuição gradativa da incidência da doença, 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 súbito de casos de coqueluche no país. Segundo dados 

registrados no Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN), no período 

de 2011 a 2014 foram confirmados 22.772 casos de coqueluche, em todo o país. Em 

2011 foram confirmados 2.248 casos e em 2014, 8.614 casos, o que representou um 

incremento de 283% do número de casos. Nesse mesmo período a incidência variou 

de 1,2 a 4,2/100 mil habitantes (Figura 4) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). Crianças 

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 etário que também concentrou quase todos 

os óbitos por coqueluche (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021).  
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A partir de 2015, observa-se uma diminuição do número de casos, a incidência 

da doença passou de 4,2/100 mil habitantes em 2014 para 0,1/100 mil habitantes em 

2020 (Figura 4). Dois principais fatores podem ter contribuído para esse decréscimo: 

(i) a inclusão da vacina DTPa desde 2014 para gestantes partir da 27ª semana de 

gestação e (ii) a ampliação da quimioprofilaxia aos contatos dos casos suspeitos e 

pelo próprio ciclo epidêmico da doença (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

 

 

FONTE: TABNET/DATASUS (SAÚDE, 2021) 

População: IBGE/DATASUS. 

*Dados sujeitos à revisão. 

**Vacina Introduzida no PNI a partir de 2013 em substituição a tetravalente. 

*** Vacina introduzida no PNI a partir de 2014. 

 

Figura 4: Coeficiente de Incidência da população por coqueluche e cobertura vacinal. Brasil, 2013-
2021. 

  

No período de 2015 a 2020, após a epidemia de 2014, foram notificados no 

Sistema de Agravos de Notificação (SINAN) 10.012 casos de coqueluche no pais, 

sendo que 57,6% (5765/10012) ocorreram em crianças menores de um ano de idade. 

A série histórica dos últimos seis anos mostram elevada incidência de casos 

notificados por 100 mil hab. em crianças com menos de 1 ano de idade, quando 

comparada às demais faixas etárias, 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 suscetível à doença, uma vez que não receberam o esquema vacinal completo 

(ao menos três doses da vacina Pentavalente), conforme preconizado no Calendário 

Nacional de Vacinação da Criança (SAÚDE, 2021).  Dentre os menores de 6 meses, 

34,2% (1681/4917) eram crianças entre 1-2 meses de idade, período que antecede a 

primeira dose da vacina pentavalente, administrada aos 2 meses de idade. Nesse 

período foram registrados um total de 93 óbitos, sendo 87 confirmados em crianças 

com menos de um ano de vida, 4 óbitos ocorridos na faixa etária de 1-4 anos e 2 

óbitos em adolescentes de 10-14 anos (SINAN/DATASUS). 

 

Tabela 1 – Distribuição da Inciência de casos de coqueluche por faixa etária no período de 
2015-2020. 

 

 

 

Fonte: SINAN/DATASUS População: IBGE/DATASUS 
Figura 5: Distribuição do percentual de casos confirmados de coqueluche segundo faixa etária em 

meses/anos. Brasil, 2015 a 2020. 
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No Estado de São Paulo, entre 2015 e 2020, foram confirmados 1926 casos de 

coqueluche, 55% (1060/1926) em crianças com menos de 1 ano de idade. Não houve 

diferença sobre as incidências anuais, quando comparado com dados nacionais 

(Figura 6). Neste mesmo período, foram notificados 34 óbitos no Estado, todos em 

menores de um ano de idade (CENTRO DE VIGILÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA – SP, 

2020). 

 

Fonte: SINAN/DATASUS/CVE-SP - População: IBGE/DATASUS 

 

Figura 6: Comparativo sobre a Incidência de coqueluche no Brasil e no Estado de São Paulo, 2015 
a 2020.  

 

A partir de 2016, foi registrado um declínio geral em relação às coberturas 

vacinais, incluindo a Pentavalente e a DTP com tendência de queda ao longo dos 

anos (Figura 4) (PACHECO, et al., 2019). Um dado preocupante foi observado 2019, 

quando se registrou os menores índices de cobertura vacinal em relação ao 1º e 2º 

reforço da vacina DTP dos últimos 6 anos com 57% e 53,7%, respectivamente (Figura 

4) (SAÚDE, 2021).   

Em março de 2020, o Brasil foi atingido pela pandemia do vírus Sars-COV-2, 

causador da doença Covid-19, que modificou intensamente o modo de viver da 

população e o uso dos serviços de saúde, nos quais o comparecimento presencial 

caiu drasticamente, inclusive para a vacinação infantil, tendo como possíveis causas 

as medidas de distanciamento social para se evitar a transmissão do vírus (SATO, 

2020).  
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A pandemia também causou alterações importantes nos indicadores 

epidemiológicos e operacionais. Foram observados acentuada redução no total de 

notificações de casos de coqueluche no ano de 2020 com incidência de 0,1/100 mil 

habitantes em comparação com o ano de 2019 com incidência de 0,7/100 mil 

habitantes, dados que podem indicar a diminuição no diagnóstico da doença (Figura 

4). Por outro lado, as medidas de prevenção contra a covid-19 como lavagem das 

mãos, uso de álcool em gel, uso de máscara e distanciamento social, podem ter 

contribuído para uma queda na transmissão da doença.   

O enfrentamento da pandemia de covid-19, somados a crise político-econômica 

já enfrentada desde anos anteriores, a diminuição do apoio governamental ao SUS 

(SOUZA, 2019) e a difusão por redes sociais de informações distorcidas sobre 

vacinas, possivelmente são fatores que contribuirão para a queda das coberturas 

vacinais nos próximos anos e consequentemente, crianças, principalmente àquelas 

em condições socioeconômicas desfavoráveis, estarão entre mais suscetíveis a 

doenças imunopreveníveis (SATO, 2020). 

 

1.11 RESSURGÊNCIA DA COQUELUCHE 

 

A ressurgência da coqueluche pode estar associada a diferentes fatores que 

incluem: (i) o fato de crianças serem vacinadas e/ou parcialmente vacinadas antes da 

maturação do sistema imune; (ii) o declínio mais rápido da imunização adquirida com 

a vacina APV em comparação à vacina WCP (DE ARAÚJO; DE ARAÚJO; BARBOSA, 

2019; KLEIN; BARTLETT; ROWHANI-RAHBAR; FIREMAN et al., 2012; MAIA; FRIAS; 

ASSUNÇÃO; VIDAL et al., 2019); (iii) novas adaptações e evolução de B. pertussis e 

B. parapertussis, incluindo mudanças em seus genomas (DE ARAÚJO; DE ARAÚJO; 

BARBOSA, 2019; WEIGAND; WILLIAMS; PENG; KANIA et al., 2019); (iv) 

adolescentes e adultos tornando-se vulneráveis à doença com declínio natural da 

resposta imune adquirida pela vacinação (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 permanência da circulação da bactéria 

e, consequentemente a queda da proteção contra a doença e formação das principais 
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fontes de infecção para os recém nascidos (CORNIA; HERSH; LIPSKY; NEWMAN et 

al., 2010; FORSYTH; VON KONIG; TAN; CARO et al., 2007). 

Outras possíveis causas da ressurgência da coqueluche podem estar 

relacionadas à mudança na população de B. pertussis desde a introdução da 

vacinação (BARKOFF; MERTSOLA; PIERARD; DALBY et al., 2019; DE ARAÚJO; DE 

ARAÚJO; BARBOSA, 2019). Estudos conduzidos na Austrália e em outros países 

desenvolvidos constataram o surgimento e expansão de cepas com polimorfismo de 

nucleotídeo único (single nucleotide polymorphism – SNP); SNPs são variações do 

DNA que afetam somente uma base nitrogenada na sequência do genoma. O 

surgimento e expansão de cepas com SNP têm sido associados a duas grandes 

mudanças genéticas em B. pertussis: a) uma mudança no promotor da toxina 

pertussis (PT) de ptxA (antes da introdução da vacinação) para ptxP3, que leva ao 

aumento da produção de PT, e b) à mudança do alelo do gene da pertactina (PRN), 

que leva ao aumento de cepas com deficiência de PRN (PRN-negativa) (LAN; 

OCTAVIA, 2019; OCTAVIA; MAHARJAN; SINTCHENKO; STEVENSON et al., 2011). 

Na França, desde 2005, 7 anos após a introdução 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 não expressam o PRN contido 

na vacina DTPa, sugerindo vantagem seletiva, pois indivíduos previamente vacinados 

tiveram maior chance de infecção com as cepas deficientes em PRN do que com a 

cepa expressando essa proteína (PAWLOSKI; QUEENAN; CASSIDAY; LYNCH et al., 

2014; QUEENAN; CASSIDAY; EVANGELISTA, 2013). 

Ainda não está claro se B. parapertussis pode responder como B. pertussis à 

pressão seletiva exercida pela vacinação em larga escala, devido aos poucos estudos 

e a poucas sequências genômicas analisadas (BOUCHEZ; GUISO, 2015). Apesar do 

aumento constante no número de isolados de B. parapertussis PRN-negativos em 

pacientes com sintomas de coqueluche desde a introdução das vacinas DTPa, 

Bouchez (2011) relata que o aparecimento desses isolados não pode ser atribuído à 

introdução dessas vacinas, já que não induzem imunidade protetora contra B. 

parapertussis. O aumento de B. parapertussis PRN-negativos pode estar vinculado à 
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adaptação contínua desse patógeno ao hospedeiro humano, pois a expressão de 

PRN não é requerida por B. parapertussis durante a interação com seu hospedeiro 

(BOUCHEZ; GUISO, 2015). 

No Brasil, apesar da disponibilidade de vacinas eficazes e das altas taxas de 

cobertura vacinal, há fortes indícios de que esteja ocorrendo o mesmo padrão 

epidemiológico observado em países desenvolvidos, com aumento de casos de 

coqueluche associados a adolescentes e adultos devido ao declínio da imunidade 

induzida pela vacina (FORSYTH; VON KONIG; TAN; CARO et al., 2007). No entanto, 

quando se analisa os dados atuais de vigilância do país, se observa que não há um 

aumento significativo nas taxas de incidência de coqueluche (FREITAS; OKANO; 

PEREIRA, 2011). Uma possível explicação para este dado está relacionada ao 

subdiagnóstico e a subnotificação de casos principalmente neste grupo etário, que 

geralmente ao adquirir a doença apresentam sintomas inespecíficos, dificultando o 

diagnóstico adequado, os tornando potenciais transmissores do patógeno para 

indivíduos mais susceptíveis (HEWLETT; KIM; LEE; GRAY, 2000).  

Diante deste cenário, estudos soroepidemiológicos podem ser uma importante 

ferramenta para se estimar de forma mais realista a incidência de coqueluche no 

Brasil, auxiliando no entendimento real do impacto da doença para rever as 

estratégias de vacinação, bem como a necessidade de implantação de doses de 

reforço. Tais estudos visam compreender a cadeia de transmissão da doença e dando 

suporte a busca pelo desenvolvimento de vacinas mais efetivas que forneçam 

proteção duradoura. Portanto, propomos um estudo epidemiológico presuntivo da 

circulação de B. pertussis e B. parapertussis, através da avaliação da resposta imune 

humoral e celular em amostras de sangue de voluntários humanos, de ambos os 

gêneros e diferentes faixas etárias, vacinados ou não contra pertussis. Em uma 

segunda etapa, como complemento ao estudo soroepidemiológico, também foi 

proposto um modelo experimental murino de desafio respiratório para avaliar a 

memória imunológica à vacinação com a WCP, na proteção persistente contra B. 

pertussis após o declínio dos níveis de anticorpos promovidos pela vacina. E se um 

reforço com vacinas WCP, APV ou Plow induz uma resposta imune protetora mais 

significativa em relação a ausência do reforço.  
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Os resultados deste estudo poderão ser utilizados como subsídio para um 

Ensaio de Campo de Fase I/II, a ser realizado com uma nova vacina pertussis celular 

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

 

Desenvolver um estudo epidemiológico presuntivo da circulação por B. 

pertussis e B. parapertussis, baseado na resposta imune presente contra os 

respectivos antígenos em indivíduos de diferentes faixas etárias, vacinados ou não 

com vacina pertussis, provenientes da região metropolitana de São Paulo.  

Avaliar, através de um modelo animal murino, a memória imunológica à 

vacinação com a WCP na proteção persistente contra B. pertussis após o declínio dos 

níveis de anticorpos promovidos pela vacina. Além disto, investigar se um reforço, 

com vacinas WCP, APV ou Plow induz uma resposta imune protetora mais 

significativa em relação a ausência do reforço.  

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Avaliar a resposta imune humoral e celular contra B. pertussis e B. parapertussis, 

em amostras de sangue de voluntários humanos; 

● Quantificar por ELISA anticorpos IgG anti-PT e IgM anti-PT em amostras de soro, 

de modo a identificar faixa etária possivelmente relacionada ao estado de portador 

sintomático ou assintomático de B. pertussis ou B. parapertussis circulantes, 

correlacionando com possível declínio da resposta imune protetora da vacina. 

● Analisar a influência de diferentes variáveis demográficas (faixa etária, gênero, 

fumo, tosse prolongada, doença crônica, contato com criança e se já teve 

coqueluche) no aumento dos níveis de anticorpos IgG anti-PT associados com 

indicativo de contato por pertussis nos últimos 12 meses ou com forte indicativo de 

infecção recente. 

● Avaliar em modelo animal a memória imunológica à vacinação com a WCP na 

proteção persistente contra B. pertussis após o declínio dos níveis de anticorpos 

promovidos pela vacina. 

● Avaliar a resposta imune protetora induzida após um reforço com vacinas WCP, 

APV ou Plow em relação a ausência do reforço.  

● Analisar possíveis mudanças no perfil de resposta celular Th1/Th2/Th17 após um 

reforço com APV ou Plow. 

 



51 
 

   
 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 DELINEAMENTO PARA ESTUDO EPIDEMIOLÓGICO COM AMOSTRAS DE 

SANGUE HUMANO. 

 

Esta primeira etapa do delineamento se trata de um estudo indireto de 

prevalência, em epidemiologia também conhecido como Estudo transversal, pois o 

perfil de resposta imune reflete a prevalência da doença. Na investigação de surtos 

epidêmicos, a realização de um estudo transversal avaliando exposição é, em geral, 

o primeiro passo para a determinação da sua causa (BONITA; BEAGLEHOLE; 

KJELLSTRÖM, 2008). Neste estudo foi investigado a relação entre os níveis de IgG 

anti-PT (fator de exposição) e a possível relação com infecção por B. pertussis.  

 

3.1.1 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS HUMANAS 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Humanos do Hospital 

Universitário da Universidade de São Paulo (Plataforma Brasil – CAAE - 

33687114.8.3001.0076; Número de Parecer: 728400)  

Os ensaios foram desenvolvidos de acordo com protocolos estabelecidos pelo 

grupo de ensaios clínicos da Fundação Butantan, em conjunto com o Hospital 

Universitário da Universidade de São Paulo (HU/USP), seguindo as normas para 

realização de pesquisa em seres humanos descritas na Resolução 466 de 12 de 

dezembro de 2012 (CONSELHO NACIONAL DE SAÚDE, 2013).  

Foram incluídos na pesquisa amostras de sangue de 1500 indivíduos 

saudáveis, não imunizados ou previamente imunizados com vacina pertussis, 

seguindo os esquemas de vacinação preconizados. Foram selecionadas para 

participar da pesquisa pessoas de 5 a 76 anos de idade, sem histórico de tuberculose, 

imunodeficiência ou doenças neoplásicas. Gestantes e puérperas (até 40 dias) ou 

pessoas em tratamento com antibióticos não participaram da pesquisa.  

Foram abordados indivíduos voluntários em acompanhamento ambulatorial no 

HU-USP, previamente encaminhados ao setor de Apoio Diagnóstico para coleta de 

sangue. Após a leitura, compreensão e assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido (Anexo I), os indivíduos foram submetidos a um questionário (Anexo II), 
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com questões sobre sua saúde e vacinação, e direcionados à coleta de sangue, feita 

por funcionários do hospital. 

Foram coletados, de cada voluntário maior de 18 anos, 10 mL de sangue 

periférico em tubo com heparina para os ensaios de proliferação linfocitária e 

quantificação de citocinas e 4 mL em tubo com gel separador e ativador de coágulo 

para a dosagem de anticorpos. Os volumes de sangue coletados estavam de acordo 

com a Portaria n° 1.353 do Ministério da Saúde, que aprova o Regulamento Técnico 

de Procedimentos Hemoterápicos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 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, 

lavável, resistente à desinfecção e portando a identificação “Risco Biológico”. O 

sangue anticoagulado foi transportado à temperatura ambiente e o soro fracionado foi 

congelado. Após as análises, as sobras das amostras foram descartadas, seguindo 

as normas estabelecidas na Resolução 306, de 7 de dezembro de 2004, que dispõe 

sobre o Regulamento Técnico para o gerenciamento de resíduos de serviços de saúde 

(AGÊNCIA NACIONAL DE SAÚDE, 2004). As amostras de sangue, assim que 

chegavam ao laboratório, foram processadas: As amostras de sangue contidas no 

tubo gel separador e ativador de coágulo, utilizadas para avaliação da resposta imune 

humoral, foram centrifugadas a 3200 por 10 min. Os soros foram separados, 

distribuídos em alíquotas e armazenados a -20 ºC 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 

imunoenzimático (ELISA). 

 As amostras de sangue contidas em tubo com heparina foram utilizadas para 

avaliação da produção de citocinas, através de estímulos in vitro das células de 

sangue total conforme protocolo preconizado por Kirchner (1982) (KIRCHNER; 

KLEINICKE; DIGEL, 1982).  
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3.1.2 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL  

 

3.1.2.1 Quantificação de IgG anti–PT 

 

Foram analisados soros de 1500 voluntários por ensaio imunoenzimático 

(ELISA) para quantificação de IgG anti-PT. Para o estudo de correlação temporal 

indicativa de contato recente ou infecção por pertussis, títulos de IgG anti-PT foram 

soro-convertidos para IgG anti-PT em UI/mL, através de uma curva padrão dose-

resposta em escala log, utilizando soro padrão Pertussis Antiserum (human) 1st IS-

WHO international Standard (NIBSC 06/140), com 335 UI/mL por ampola (1 mL), 

conforme preconizado pela Organização Mundial da Saúde (GUISO; BERBERS; FRY; 

HE et al., 2011); EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND 

CONTROL, 2012). 

Foram utilizadas placas de imunoensaios, com 96 poços (Costar 3590). As placas 

foram sensibilizadas com PT (Sigma-Aldrich) 1 μg/mL, em tampão 

carbonato/bicarbonato pH 9,6, incubadas por 12 h a 4 °C. Após a incubação, as placas 

foram lavadas três vezes com Tampão de Lavagem (solução salina tamponada com 

fosfato (PBS) /Tween 20 0,1%) e bloqueadas com leite desnatado em pó (Molico®) 

10% em PBS/soro-albumina bovina (BSA) 1%, seguidas de incubação por 1 h a 37 

°C. Após nova lavagem, os soros foram diluídos de forma seriada a partir de 1:50 em 

PBS/BSA 1% e incubados por 2 h a 37 °C. Após nova lavagem, foi utilizado como 

anticorpo revelador da reação um soro conjugado de cabra anti-Human IgG (Whole 

molecule) peroxidase (Sigma-Aldrich), diluição 1:10000; em seguida as placas foram 

novamente incubadas por 1 h a 37 °C. Após nova lavagem, a reação foi revelada por 

adição de substrato TMB, seguida de incubação por 15 min à temperatura ambiente, 

sob abrigo da luz e interrompida com adição de ácido sulfúrico 4 M/L. A leitura foi 

realizada em leitor de ELISA (Multiscan EX - Uniscience), a DO450 nm.  

 

3.1.2.2 Quantificação de IgG anti-Bpp 

 

Para a avaliação 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) (1010 células/mL), em tampão carbonato/bicarbonato pH 9,6. 
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3.1.2.3 Quantificação de IgM anti-PT  

 

Para avaliação de IgM anti-PT, os procedimentos foram semelhantes aos 

descritos no item 3.1.2.1, usando anticorpo revelador da reação um soro conjugado 

de cabra anti-human IgM (μ-chain specific) perosidase (Sigma-Aldrich) com diluição 

de 1:10000. 

 

3.1.2.4 Quantificação de IgM anti-Bpp  

 

Para avaliação de IgM anti-BPP, os procedimentos foram semelhantes aos 

descritos no item 3.1.2.1, usando anticorpo revelador da reação um soro conjugado 

de cabra anti-human IgM (μ-chain specific) perosidase (Sigma-Aldrich) com diluição 

de 1:10000. 

 

3.1.3 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR EM AMOSTRAS DE SANGUE 

DE VOLUNTÁRIOS  

 

3.1.3.1 Avaliação de citocinas th1/th2/th17 em amostras de sangue de 

voluntários 

 

As 1500 amostras de sangue foram individualmente colhidas em tubo de coleta 

contendo heparina (BD Vacutainer®). Os tubos foram suavemente homogeneizados 

e 250 µL de sangue de cada amostra foi adicionado individualmente em criotubos 

estéreis de 2 mL (Corning®), contendo 400 µL de meio RPMI (Sigma-Aldrich) estéril 

e 250 µL de estímulo previamente preparado com:  

(i) Vacina pertussis celular tradicional – 108 células /mL (wP);  

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

(iii) Células de B. parapertussis – 108 células /mL - inativadas por formol (Bpp).  

(iv) Como controle negativo de células não estimuladas, foi utilizado o meio de 

cultivo e o controle da viabilidade celular foi feito por estimulação mitótica com 

concanavalina A (10 µg/poço). 

Após a adição do sangue, os criotubos foram homogeneizados suavemente e 

incubados a 37 °C com 5% CO2 por 48 h. No momento da coleta foram adicionados 

100 μL de Triton X-100 a 5% e as preparações agitadas em vortex para promover a 
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lise das células. As amostras foram então armazenadas a -80 °C até o uso. No dia da 

análise, as amostras foram descongeladas a 4 °C e centrifugadas a 4000 rpm 4 °C 

por 7 min. Para a análise de citocinas foi utilizado o Kit CBA (BD Biosciences, San 

Jose, Califórnia) Th1/Th2/Th17 Humano, que permite a detecção simultânea de sete 

populações de beads com distintas intensidades de fluorescência, revestidas com 

anticorpos de captura específicos para IL-2, IFN-y e TNF-α (Th1); IL4, IL6, IL10 (Th2); 

IL17 (Th17) por amostra, em citometria de fluxo. 

I. Etapa: Preparação das beads de captura: Foi feito um pool com as 7 beads 

de captura em tubo falcon de 15 mL, e após agitação em vortex, foram centrifugadas 

a 200 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em tampão 

serum enhancement (solução proteica tamponada usada para diluir as beads de 

captura), seguido de incubação a temperatura ambiente por 30 min, sob abrigo da luz, 

quando foram adicionados 30 µL das beads de captura, em placas 96 poços de cultivo 

de fundo cônico (Costar ref: 3894).  

II. Etapa: Curva Padrão: Os sete padrões de citocinas liofilizadas foram 

reconstituídos com tampão diluente e diluídas de forma seriada na placa de cultura 

contendo as beads de captura, formando um imunocomplexo do tipo sanduíche. 

III. Etapa: Preparo das amostras teste: Alíquotas das amostras foram 

centrifugadas a 4000 rpm por 7 min. Em seguida, 30 µL por poço foram distribuídos 

na placa de cultura contendo as beads de captura. Após a preparação da curva padrão 

e adição das amostras, foram adicionados 30 µL de Ficoeritrina (PE) em todos os 

poços. Após incubação por 3 h ao abrigo de luz, foi adicionado tampão de lavagem, 

seguido de centrifugação a 200 x g por 5 min. Os sobrenadantes foram descartados 

e os pellets ressuspensos em 200 µL de tampão de lavagem. A leitura foi feita no 

equipamento BD FACSCanto II™. Os resultados foram gerados em gráficos e tabelas 

através do software FCAP Array (BD). A quantificação de citocinas foi expressa em 

pg/mL. 

 

3.1.4 SOROPREVALÊNCIA  

 

Para os estudos de soroprevalência foi utilizada metodologia de padronização 

sorológica através da determinação de um valor de corte (cut-off). Essa metodologia 

permite avaliar a tendência epidemiológica, pode ser utilizada como ferramenta 
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diagnóstica para infecção por pertussis. Através dessa metodologia, os títulos de 

anticorpos IgG anti-PT, dosados por ELISA foram convertidos em UI/mL através da 

construção de curva dose-resposta, em escala logarítmica, utilizando soro padrão 

Pertussis Antiserum (human)1st IS-WHO international Standard (NIBSC 06/140). A 

interpretação 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) Concentrações de IgG anti-PT > 125 UI/mL foram 

interpretadas como indicativos de infecção recente ou ativa por pertussis caso o 

voluntário não tenha sido vacinado nos últimos 12 meses; (ii) concentrações entre 40-

125 UI/mL como indicativos de recente contato com pertussis nos últimos 12 meses; 

(iii) concentrações < 40 UI/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 Comitê de Ética no uso de Animais do Instituto 

Butantan (CEUAIB), com protocolo nº 3469110820  

Camundongos saudáveis, fêmeas da linhagem BALB/c entre 5 e 7 semanas de 

idade foram adquiridos do biotério do Instituto Butantan, mantidos em gaiolas 

separadas em um laboratório de biossegurança e alimentados com ração comercial e 

água, sob controle de temperatura. 

Foram conduzidos dois ensaios independentes, o primeiro para avaliação da 

resposta humoral e memória imunológica e o segundo para avaliação da resposta 

imune pós-infecção e proteção.  

 

3.2.1 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA HUMORAL E MEMÓRIA IMUNOLÓGICA 

 

3.2.1.1 Esquema de imunização  

 

Os camundongos foram randomizados em 5 grupos de 5 camundongos fêmeas 

da linhagem BALB/c. Foram imunizados com diferentes formulações vacinais por via 

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



57 
 

   
 

Quadro 1: Esquema de formulações vacinais 

 Imunização 

primária 

Imunização 

heteróloga 
 

Grupos 1ª dose 2ª dose Reforço (booster) Doses 

1 Salina Salina Salina 200 µL/dose 

2 WCP WCP Sem booster Uso: 5,6 (UO) em 200 µL/dose 

3 WCP WCP WCP 5,6 (UO) em 200 µL/dose 

4 WCP WCP APV 
5,6 (UO) em 200 µL/dose (WCP) + 

½ dose humana em 200 µL/dose (APV) 

5 WCP WCP Plow 5,6 (UO) em 200 µL/dose 

 

O esquema de imunização foi feito conforme protocolo preconizado por 

MAHON e colaboradores, com algumas modificações (MAHON; BRADY; MILLS, 

2000). Todos os grupos foram imunizados com a 1ª dose da vacina WCP no dia 0, 

com exceção do controle que recebeu salina. Após 2 semanas, antes da 2ª dose, foi 

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

a imunização primária, equivalente a 1ª e 2ª dose, foram realizadas outras cinco 

sangrias sucessivas (4ª, 9ª, 13ª, 16ª e 19ª semanas) para o acompanhamento da 

cinética de produção de anticorpos IgG anti-PT (Figura 7). Na 25ª semana, após uma 

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

grupo 4 com a APV e o grupo 5 com a Plow. Na 32ª semana, após 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).   

 

 

Figura 7:  Esquema de imunização, sangria, coleta de baço e linfonodo para avaliação 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 produção de IgG anti-PT após imunização primária com a WCP 

e, posteriormente, para análise da resposta imune humoral através da quantificação 

de anticorpos IgG Total, IgG1 e IgG2a contra B. pertussis (5 µg/mL) e PT (1 µg/mL).   

 

3.2.2 AVALIAÇÃO DA CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE IgG ANTI-PT PARA 

PADRONIZAÇÃO DA DOSE DE REFORÇO 

 

Para a avaliação de IgG anti-PT os procedimentos foram semelhantes aos 

descritos no item 3.1.2.1. Para o ELISA, foram utilizadas placas de 96 poços 

(Costar®). A sensibilização (coating) foi feita com PT (1 µg/mL) em tampão carbonato-

bicarbonato. Para a curva padrão, o anticorpo IgG Total foi adicionado aos poços ao 

mesmo tempo que o coating da proteína. Foram feitas diluições seriadas em tampão 

carbonato-bicarbonato: Anticorpo IgG Total – diluição inicial (2 µg/mL). Um pool de 

soros de cada grupo, definido conforme esquema de imunização (Quadro 1) foram 

diluídos em PBS/BSA 1% com diluições seriadas iniciando a partir de 1:10. Foi 

utilizado como anticorpo revelador da reação um soro conjugado de rabbit anti-goat 

HRP (marcado com peroxidase), 1:20.000, diluído em PBS/BSA 1%. A reação foi 

revelada por adição de substrato tetrametilbenzidina (TMB), seguida de incubação por 

15 min à temperatura ambiente, sob abrigo da luz, e interrompida com adição de ácido 

sulfúrico 4 M/L. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Multiskan EX - Uniscience), 

a DO 450 nm. 

 

3.2.3 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR 

 

3.2.3.1 Avaliação de citocinas em cultura de células do baço 

 

Após a eutanásia, os baços foram processados individualmente em meio RPMI 

(Invitrogen). A porção contendo as células foi centrifugada a 280 x g por 10 min a 4 

°C e o sobrenadante descartado. As hemácias presentes no pellet celular foram 

lisadas por incubação com 1 mL de água destilada estéril durante 10 s, seguida por 

adição de 10 mL de RPMI (Invitrogen) e nova centrifugação. O pellet celular foi então 
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ressuspendido em 1 mL de RPMI (Invitrogen), e a viabilidade celular analisada por 

contagem em câmara de Newbauer utilizando-se azul de tripan. A cultura celular foi 

realizada em placas de 96 poços (Corning-Costar) de fundo U, utilizando 1 x 106 

células/poço em 100 µL de meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino (Sigma) - 

RPMI complemento. Foram feitas triplicatas: Cultura celular 1 – estímulo com B. 

pertussis (108 UFC/mL); Cultura celular 2 - estímulo com PT (1 µg/mL); Cultura celular 

3 – sem estímulo. Foi utilizada concanavalina A (Con A; Sigma, Alemanha) (5µg/mL) 

como meio inespecífico 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 CO2 e os sobrenadantes foram armazenados a -80 °C para as 

medidas de citocina relacionadas à resposta Th1/Th2 e Th17 por Kit CBA (BD 

Bioscience) de acordo com instruções do fabricante. Os dados foram adquiridos em 

FACS Canto II (BD) e analisados no Software FCAP 3.0. 

 

3.2.3.2 Imunofenotipagem de linfócitos T CD4 e T CD8 em células de baço e 

linfonodos por Citometria de Fluxo 

 

Após a eutanásia, os baços 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 tampão de lise dos eritrócitos 

(BD Facs Lysing solution, BD Biosciences), deixando agir por 1 min. Após a lise, o 

volume foi completado para 10 mL com RPMI e foi submetido a centrifugação 

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 coloração com Trypan, foi verificada a viabilidade, em 

seguida foi adicionado 1 x 106 células/poço em placa de 96 poços para o procedimento 

de marcação de células com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos.  

Foram utilizados anticorpos monoclonais conjugados com fluoresceína (BD 

Biosciences) capazes de identificar os antígenos de superfície celular da linhagem 

linfoide T CD3, T CD4, CD8 e populações de linfócitos T efetores, memória central e 

células Naïve (Tabela 2). O CD3 foi utilizado como marcador comum. Para o 
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procedimento de marcação de células, a placa foi lavada com tampão PBS contendo 

0,5% de SFB e 2 mM EDTA (tampão Macs), foi adicionado 100-200 μL/poço e 

submeteu-se a centrifugação 280 x g, 10 min, 4 °C. Depois da lavagem, retirou-se o 

sobrenadante e adicionou-se o mix αCD3/αCD4/αCD8 (100 μL de tampão Macs + 0,5 

μL de anticorpo/poço). As células foram ressuspendidas e a placa foi colocada por 30 

min na geladeira. Em seguida, as células foram submetidas a centrifugação 280 x g, 

por 10 min. Após uma nova incubação (30 min a 4 °C), duas lavagens foram realizadas 

com 100 L e depois com 150 L de PBS/0,1% de BSA por centrifugação (350 X g, 5 

minutos, 20 °C). Em seguida, as células foram fixadas com 100L de paraformaldeído 

(PFA, Sigma-Aldrich) a 1% por 15 min. Mais duas lavagens foram realizadas com a 

solução PBS /0,1% BSA (350 X g, 5 minutos, 20 ºC). Após as lavagens, as células 

foram ressuspendidas em 150 L de solução PBS /0,1% de BSA e transferidas para 

tubos próprios para leitura em citômetro de fluxo. As leituras foram realizadas em até 

24h após a marcação no citômetro de fluxo FACSCantoII (BD Bioscience). Os dados 

obtidos foram analisados no programa FlowJo versão 7.5.5 (TreeStar, Estados 

Unidos). 

 

Tabela 2. Descrição dos anticorpos monoclonais para fenotipagem dos linfócitos T. 

Anticorpo Laboratório Código 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 linfócitos B em células de baço e linfonodos por 

Citometria de Fluxo 

 

A imunofenotipagem de linfócitos B em células de baço e linfonodos foi 

realizada conforme protocolo descrito no item 3.2.2.2. Para o procedimento de 

marcação de células com anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos, 

foram utilizados anticorpos monoclonais conjugados com fluoresceína (BD 

Biosciences) capazes de identificar os antígenos de superfície celular da linhagem 

linfoide B, célula B de memória e MHC-II (Tabela 3). 
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Tabela 3. Descrição dos anticorpos monoclonais para fenotipagem dos linfócitos B. 

Anticorpo Laboratório Código Clone 

Anti- B220-FITC BD Biosciences 553088 RA3-6B2 

Anti - CD19-BV421 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 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL 

 

3.2.4.1 Detecção de anticorpos IgG Total, IgG1 e IgG2a. 

 

Para a avaliação de IgG anti-PT os procedimentos foram semelhantes aos 

descritos no item 3.1.2.1. Para o ELISA, foram utilizadas placas de 96 poços 

(Costar®). A sensibilização (coating) foi feita com lisado de B. pertussis (5 µg/mL) ou 

PT (1 µg/mL) em tampão carbonato-bicarbonato. Para a curva padrão, os anticorpos 

IgG padrão (IgG Total, IgG1 e IgG2a) foram adicionados aos poços ao mesmo tempo 

que o coating da proteína. Foram feitas diluições seriadas em tampão carbonato-

bicarbonato: Anticorpo IgG Total – diluição inicial (2 µg/mL); Anticorpo IgG1 - diluição 

inicial (1 µg/mL); Anticorpo IgG2a: diluição inicial (1 µg/mL). Os soros de cada 

camundongo foram diluídos em PBS/BSA 1% com diluições seriadas iniciando a partir 

de 1:10. Foi utilizado como anticorpo revelador da reação um soro conjugado de rabbit 

anti-goat HRP (marcado com peroxidase), 1:20.000, diluído em PBS/BSA 1%. A 

reação foi revelada conforme item 3.2.2. 

 

3.2.5 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE E PROTEÇÃO PÓS-INFECÇÃO 

 

3.2.5.1 Ensaio de infecção com cepa de Bordetella pertussis  

 

Foi feita a repetição do protocolo de imunização conforme item 3.2.1.1 e 

esquema conforme a Figura 8. Na 32ª semana, após a imunização primária, ou 7 

semanas após o reforço heterólogo tardio, todos os animais foram previamente 

submetidos a anestesia (Xilazina 10 mg/Kg e cloridrato de cetamina 100 mg/Kg) para 

instilação por via intranasal com B. pertussis – ATCC 18323 (108 UFC/mL) com 40 μL 

de volume. Após a infecção intranasal, os animais foram observados por um período 
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de 1 semana. Na 33ª semana, os 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). 

 

 

 

Figura 8:  Esquema de imunização, sangria, infecção intranasal, labado broncoalveolar (LBA) e coleta 
de pulmão para avaliação de proteção. 

 

3.2.5.2 Lavado broncoalveolar (LBA) e contagem diferencial de leucócitos  

 

Após a eutanásia, a traqueia de cada animal foi exposta, canulada, e com o 

uso de uma seringa, foram injetados 0,5 mL de PBS gelado no espaço broncoalveolar. 

Após aspiração do lavado broncoalveolar (LBA) mais 1 mL de PBS foi injetado e 

aspirado por no mínimo 3 vezes. Em seguida, o LBA foi centrifugado a 5000 × g, 4 °C 

por 15 min para obtenção das células para contagem diferencial de leucócitos. Para a 

contagem diferencial, 200 μL da suspensão de células (4 x 104 células) do LBA foram 

centrifugados a 27 x g por 4 min na citocentrífuga (StatSpin Cytofuge, Beckman 

Coulter) para obtenção das lâminas. Após secarem, foi realizada a coloração com um 

kit de corantes para coloração diferencial rápida “INSTANT PROV” (Interlab). 
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3.2.5.3 Avaliação de citocinas em cultura de células do LBA 

 

 Células obtidas do LBA, pós desafio intranasal, foram centrifugadas a 280 x g 

por 10 min a 4 ºC e os sobrenadantes foram utilizados para a medida de citocinas 

relacionadas à resposta Th1/Th2/Th17 por Kit CBA (BD Bioscience) de acordo com 

instruções do fabricante. Os dados foram adquiridos em FACS Canto II (BD) e 

analisados no Software FCAP 3.0. 

 

3.2.5.4 Contagem de bactérias no LBA por unidades formadoras de colônias 

(UFC). 

 

Após a obtenção do LBA conforme protocolo descrito no item 3.2.5.2, foram 

feitas diluições seriadas do homogenato, sendo posteriormente plaqueadas em meio 

de cultura agar sangue Bordet-Gengou e mantidas a 37 ºC. Após 7 dias, foi obtida a 

contagem da UFCs bacteriana.   

 

3.2.5.5 Contagem de bactérias no pulmão por UFC. 

 

Após a eutanásia, o pulmão de cada animail foi removido assepticamente e 

colocado em Potter contendo 2 mL de tampão PBS estério. Em seguida foram 

macerados e homogeneizados para determinar a carga bacteriana por UFC. A 

determinação da UFC foi realizada pelo método de diluições seriadas do homogenato 

que posteriormente foram plaqueadas em meio de cultura agar sangue Bordet-

Gengou e mantidas a 37 ºC. Após 7 dias, foi obtida a contagem das UFCs bacteriana.   

 

4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados em ensaios humanos foram estatisticamente analisados através da 

linguagem R (TEAM, 2013), e software GraphPad Prism 6.02 (GraphPad, San Diego, 

CA, EUA), considerando o valor p < 0,05 indicativo de significância estatística. O teste 

estatístico não paramétrico Kruskal ‐ Wallis (KRUSKAL; WALLIS, 1952) foi aplicado 

nos resultados das análises sorológicas entre os diferentes grupos etários, bem como 

nas análises de resposta imune celular. Foi aplicado Teste de Regressão Logística 
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Multivariada (CHAN, 2004) para teste de probabilidade de prevalência de anticorpos 

anti-PT positivos (> 40 UI/mL) em diferentes variáveis demográficas (idade, gênero, 

fumo, tosse prolongada, doença crônica, contato com criança e se já teve 

coqueluche). As avaliações estatísticas dos dados referentes aos ensaios em modelo 

murino foram realizadas por testes estatísticos 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  

 

5.1 AVALIAÇÃO SORO-EPIDEMIOLÓGICA EM AMOSTRAS DE SOROS 

HUMANO. 

 

Um total de 1500 amostras de sangue de voluntários, provenientes do Hospital 

Universitário da Universidade de São Paulo (HU/USP), foram incluídas 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 não contra pertussis. 

Todas as amostras foram coletadas no período de 2015 a 2019 e agrupadas em 6 

diferentes faixas etárias (5-9; 10-14; 15-19; 20-39; 40-59; ≥ 60 anos) (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Distribuição por faixa etária/gênero de amostras de sangue de 

voluntários coletadas entre 2015-2019 – HU/USP – São Paulo. 

Faixa Etária Gênero N° 

voluntários F M 

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 

 ≥ 60 109 119 228 

Totais 764 736 1500 

 

Quanto ao status vacinal, não foi possível verificar a carteira de vacinação de 

todos os voluntários, no entanto os pais ou responsáveis, referente às faixas etárias 

de 5-9, 10-14 e 15-19 anos, ao preencherem o questionário sobre status vacinal e de 

saúde (Anexo III), por unanimidade afirmaram que todas as vacinas previstas no 

calendário vacinal estavam em dia, incluindo a DTP. Na faixa etária de 20-39 anos, 

91% (386/425) afirmaram que tomaram todas as doses, 8% (35/425) a vacinação foi 

parcial e somente 0,94% (4/425) afirmaram não ter tomado a vacina DTP. Entre o 

grupo de 40-59 anos 71% (331/465) afirmaram ter tomado todas as doses, 27% 

(127/465) não souberam responder e somente 1,5% (7/464) disseram não ter tomado 

a vacina. Entre os idosos (≥ 60 anos) 64% (146/228) afirmaram ter tomado todas as 

doses, 34,2% (78/228) não souberam responder e 1,8% (4/228) não tomaram a vacina 
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DTP. Entre todos os indivíduos que afirmaram não ter tomado nenhuma dose da 

vacina contra coqueluche, 4 afirmaram nunca ter tomado qualquer tipo de vacina, 

alegando questões ideológicas. 

 

5.1.1 DOSAGENS DE IgG E IgM ANTI-PT  

 

Os 1500 soros de voluntários, agrupados em 6 diferentes faixas etárias, foram 

analisados por teste ELISA para obtenção de dosagens de IgG e IgM anti-PT. Não 

foram obervadas diferenças estatísticas nos níveis de anticorpos IgG anti-PT (UI/mL) 

entre os grupos referentes às faixas etárias de 5-9, 10-14 e 15-19 anos, no entanto 

esses grupos apresentaram maiores níveis de anticorpos estatisticamente 

significativos (p < 0,0001) quando comparados aos adultos e idosos (20-39, 40-59 e 

≥ 60 anos) (Figura 9).  

 

 

 

Figura 9: Medianas da concentração de anticorpos IgG anti-PT (UI/mL) em soro de voluntários 

distribuídos por diferentes faixas etárias. A análise estatística foi feita por teste não paramétrico -  

Kruskall-Wallis. ns indica não siginificância estatística entre os grupos. As barras indicam o erro padrão 

da média. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas (**** p < 0,0001) entre os 

grupos indicados. 

 

Em relação aos anticorpos IgM anti-PT, os resultados mostraram títulos médios 

significativamente maiores nas faixas etárias de 10-14 (p=0,0167), 20-39 (p < 0,0001) 

e 40-59 anos (p < 0,0001) quando comparados às crianças de 5-9 anos. Os soros da 

população adulta (20-39 e 40-59 anos) também apresentaram maiores títulos de IgM 



67 
 

   
 

anti-PT estatisticamente significativos (p < 0,001) em relação aos idosos (≥ 60 anos) 

(Figura 10). 

 

 

Figura 10: Média de títulos de anticorpos IgM anti-PT (ABS 492) em soro de voluntários 

distribuídos por diferentes faixas etárias. A análise estatística foi feita por teste não paremétrico -  

Kruskall-Wallis. As barras indicam o erro padrão da média. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados. 

 

5.1.2 RELAÇÃO ENTRE CASOS CONFIRMADOS DE COQUELUCHE E NÍVEIS DE 

ANTICORPOS IgG ANTI-PT EM DIFERENTES FAIXAS ETÁRIAS 

 

Realizamos um cruzamento de dados entre os resultados de concentrações de 

IgG anti-PT (UI/mL) obtidos neste estudo (Figura 11) com dados epidemiológicos de 

porcentagem de casos confirmados de coqueluche disponibilizados no 

SINAN/DATASUS (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021) no período de 2015 a 2019.  

Um fator limitante deste estudo foi a ausência de coleta de amostras de soro de 

voluntários abaixo dos 4 anos devido a Unidade Hospitalar não ser de referência ao 

público infantil desta faixa etária, portanto as análises sorológicas foram conduzidas a 

partir de voluntários acima dos 5 anos de idade. De acordo com dados do 

SINAN/DATASUS, neste período, 57,6% das notificações confirmadas de casos de 

coqueluche foram em crianças menores de 1 ano de idade, seguida de uma acentuada 

queda de notificações confirmadas a partir da faixa etária 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 análises sorológicas, foi observada uma maior concentração de anticorpos IgG 

anti-PT nesta população (5-9, 10-14 e 15-19 anos) o que pode ser um fator que 

explique a queda de casos notificados. Entre a população adulta (20-39 anos), 

observamos um aumento dos casos notificados em nível nacional e no Estado de São 

Paulo, 6,1% e 7,9%, respectivamente, em relação a adolescentes (15-19 anos), 

contrastando com a queda acentuada de anticorpos IgG anti-PT (Figura 11) 

observada também entre as faixas etárias de 40-59 anos e idosos ≥ 60 de anos. 

 

 

Fonte: Ministério da Saúde  

 

Figura 11: Cruzamento de dados entre concentrações de IgG anti-PT (UI/mL) das análises obtidas a 

partir de soros da população do presente estudo com porcentagem de casos confirmados de 

coqueluche no período de 2015 a 2019 por faixa etária (SINAN/DATASUS).  

 

5.1.3 ANÁLISE SOBRE A CORRELAÇÃO POSITIVA IgG ANTI-PT ASSOCIADAS A 

DIFERENTES VARIÁVEIS DEMOGRÁFICAS. 

 

No total de soros analisados, 41,2% (618/1500) apresentaram níveis de 

anticorpos IgG anti-PT acima de 40 UI/mL, sendo considerados soropositivos devido 

a exposição recente por pertussis, conforme ponto de corte de quantificação de IgG 

anti-PT preconizado por Fraj et al., (2019) e ECDC (2012). Entre os soropositivos, 

21,6% (325/1500) foram classificados como compatíveis ao indicativo de contato 

recente nos últimos 12 meses, pois apresentaram níveis de IgG anti-PT entre 40-125 
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UI/mL, enquanto que 19,5% (293/1500) apresentam forte indicativo de infecção 

recente ou ativa por pertussis por conta dos altos níveis de anticorpos IgG anti-PT 

quantificados acima de 125 UI/mL. Os níveis de IgG anti-PT < 40 UI/mL foram 

determinados como soronegativos por conta da exposição recente a B. pertussis ser 

menos provável.  

A análise de acordo com as faixas etárias mostrou que 44% (70/159) das 

crianças 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 infecção recente por pertussis (IgG anti-PT > 125 UI/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). 

 

 

Figura 12: Distribuição temporal de soroprevalência por pertussis entre diferentes faixas etárias.  
Concentração de IgG anti-PT > 125 UI/mL: forte indicativo de infecção recente ou ativa para pertussis; 
IgG anti-PT entre 40-125 UI/mL: indicativo de contato com pertussis nos últimos 12 meses; IgG anti-PT 
< 40 UI/mL foram considerados soronegativos. 
 

Uma análise de regressão logística 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 correlação negativa (p < 0,001) associada 

a prevalência  de IgG anti-PT como indicativo de contato recente por pertussis nos 

últimos 12 meses ou por possível infecção por pertussis (Tabela 5). 
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Tabela 5: Análise de Regressão logística multivariada associada a prevalência 
positiva (> 40 UI/mL) de anticorpos IgG anti-PT com indicativo de contato com recente 
por pertussis nos últimos 12 meses ou com possível infecção recente em diferentes 
faixas etárias. 
 

 
N – Número de voluntários 

 

Observamos uma correlação estatisticamente significativa entre o gênero 

masculino e a soroprevalência positiva para IgG anti-PT (> 40 UI/mL) quando 

comparados com mulheres (OR = 0,730; IC 95% = 0,585-0,909; p = 0,005). Outras 

variáveis demográficas 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  indivíduos 

que relataram possuírem doenças crônicas [OR = 1,749; IC 95% = 1,395-2,192 (p < 

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

para prevalência positiva de anticorpos IgG anti-PT (Tabela 6).  
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Tabela 6: Análise de Regressão Logística multivariada para variáveis demográficas 

associadas ao indicativo de soroprevalência positiva para IgG anti-PT. 

 

 

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

 

Os 1500 soros de voluntários também foram dosados para títulos de IgG e IgM 

anti-B. parapertussis (anti-Bpp). As análises mostraram que os soros de todas as 

faixas etárias apresentaram altos títulos 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 títulos de IgG anti- Bpp estatisticamente superiores (p < 0,0001) em relação às 

crianças de 5-9 anos, faixa etária recém vacinada com a ultima dose de reforço da 

vacina DTP. Soros de adultos de 20-39 anos e 40-59 anos também apresentaram 

títulos de IgG anti-Bpp significativamente superiores (p < 0,01) quando comparados 
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as dosagens sorológicas de adolescentes de 10-14 anos e idosos com 60 anos ou 

mais (Figura 13). 

 

 

Figura 13: Avaliação de títulos de IgG anti-Bpp entre diferentes faixas etárias. A análise estatística 

foi feita por teste não paremétrico -  Kruskall-Wallis. & indica siginificância estatística em relação a faixa 

etária de 5-9 anos. As barras indicam o erro padrão da média. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01) entre os grupos indicados. 

 
Não foram observadas diferenças significativas na quantificação dos títulos de 

IgM anti-Bpp entre soros de crianças, adolescentes e adultos jovens (5-9, 10-14, 15-

19 e 20-39 anos), entretanto os resultados mostraram que tais grupos etários 

apresentaram títulos de anticorpos IgM anti-Bpp estatisticamente superiores (p < 

0,0001) quando comparados às faixas etárias de 40-59 anos e idosos de 60 anos ou 

mais (Figura 14). 
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Figura 14: Avaliação de títulos de IgM anti-Bpp entre diferentes faixas etárias. A análise estatística 

foi feita por teste não paremétrico -  Kruskall-Wallis. ns indica não siginificância estatística entre os 

grupos..As barras indicam o erro padrão da média. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas (*p < 0,05; **p < 0,01, *** p < 0,001; ****p < 0,0001) entre os grupos indicados. 

 

5.1.5 ANÁLISE DA RESPOSTA IMUNE CELULAR A PARTIR DE AMOSTRAS DE 

SANGUE DE VOLUNTÁRIOS  

 

As concentrações de citocinas nos sobrenadantes de cultivo de células de 

sangue total de amostras de voluntários foram analisadas para comparar os perfis de 

resposta de faixas etárias recém imunizadas com a vacina WCP (crianças de 5-9 

anos) com faixas etárias cuja a resposta imune esteja associada à exposição a 

pertussis circulante. As citocinas analisadas foram IL-6 pró-inflamatória, IFN-γ, TNF-α 

e IL-2, pertencentes ao perfil de resposta Th1, IL-4 que contribue para o perfil de 

resposta Th2, IL-10 anti-inflamatória, além de citocina IL-17 secretada por células 

Th17.  O estímulo com a WCP em células do sangue total de crianças de 5-9 anos e 

adolescentes de 10-14 anos, induziu a maior produção de citocina IL-2 

estatisticamente significativa (p < 0,0001) em relação aos grupos etários de 20-39, 40-

59 e 60 anos ou mais. Maiores níveis 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 às faixas etárias de 40-59 e 60 

anos ou mais (Figura 15 A). Células de crianças (5-9 anos) também responderam com 

uma maior produção de TNF-α, embora não significava, em relação às demais faixas 

etárias (Figura 15 C), além da produção de níveis de IFN-γ, significativamente maiores 

(p < 0,05) em relação aos idosos com 60 anos ou mais (Figura 15 D). É possível 

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 níveis de citocina IL-17 em relação a crianças e idosos, 

embora a análise não tenha sido significativa (Figura 15 E). Maiores níveis 

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 relação às crianças (5-9 anos). Não foram observadas diferenças 

estatísticas na secreção de citocinas IL-4 e IL-10 após estímulo com WCP entre os 

grupos. 

 



75 
 

   
 

 

Figura 15: Indução de citocinas Th1/Th2/Th17 em células do sangue total de voluntários de 
diferentes faixas etárias, em resposta ao estímulo com vacina WCP. Amostras de sangue de 
voluntários de diferentes faixas etárias foram estimuladas in vitro com vacina WCP (108 células/mL). 
Como controle (-) foram utilizadas células não estimuladas, incubadas somente com meio de cultivo e 
o controle da viabilidade celular foi feito por estimulação mitótica com concanavalina A (10 µg/poço). 
Após 72 horas os sobrenadantes foram coletados para medir as concentrações de citocinas (IL-2, IL-
4, IL-10, IFN-γ, IL-6, TNF-α e IL-17A) por citometria de fluxo (CBA).  A análise estatística foi feita por 
teste não paramétrico -  Kruskall-Wallis. As barras indicam o erro padrão da média. As diferenças foram 
consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; *** p < 0,001; ****p < 0,0001) entre os grupos 
indicados. 
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5.2 RESPOSTA IMUNE E PROTETORA APÓS IMUNIZAÇÃO DE REFORÇO EM 

MODELO MURINO 

 

5.2.1 ANÁLISE DA CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE ANTICORPOS IgG ANTI-PT 

ANTES DA IMUNIZAÇÃO DE REFORÇO.  

 

Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo -) receberam duas doses de WCP 

por via i.p e um grupo recebeu salina.  Após essa imunização primária, foram feitas 

sucessivas sangrias (2ª, 4ª, 9ª, 13ª, 16ª, 19ª semanas), os soros foram separados e 

avaliados por ensaio de Elisa para acompanhar a cinética de produção de anticorpos 

IgG anti-PT.  Os resultados mostraram que ocorreu um aumento progressivo dos 

títulos de IgG anti-PT até a 13ª semana após a imunização primária. Após esse 

período observamos o início de um decaimento dos títulos de anticorpos (Figura 16). 

Com a diminuição da resposta imune induzida pela imunização primária, definimos 

um protocolo de reforço (booster) a partir da 25ª semana para avaliarmos da resposta 

imune e protetora induzida após a imunização de reforço, utilizando diferentes 

componentes vacinais (WCP, APV, Plow) além de um grupo sem reforço e um grupo 

salina.  

 

Figura 16:  Cinética da síntese de anticorpos IgG anti-PT após imunização primária com a vacina 

WCP por via i.p. Camundongos BALB/C (n=5 animais/grupo) receberam a imunização primária com 

WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Após sucessivas sangrias (2ª, 4ª, 9ª, 13ª, 16ª, 19ª 

semanas), os soros avaliados por Elisa para avaliar a cinética da síntese de anticorpos IgG anti-PT 

para padronização da imunização de reforço.  
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5.2.2 RESPOSTA IMUNE INDUZIDA POR REFORÇO VACINAL 7 SEMANAS APÓS 

A IMUNIZAÇÃO. 

 

5.2.2.1 Avaliação de citocinas em cultura de células do baço 

 

Avaliamos a produção de citocinas Th1/Th2/Th17 em células do baço, 

induzidas 7 semanas após imunização de reforço por via intraperitoneal (i. p.) com as 

vacinas WCP, APV ou Plow, além do grupo sem reforço e salina.  As células foram 

estimuladas com B. pertussis (106 CFU/mL) (Figura 17), com PT (1 µg/mL) (Figura 18) 

(ambas inativadas por calor) ou mantidas sem estímulo. Verificamos que o estímulo 

com B. pertussis (Figura 17), induziu células de animais que receberam o reforço com 

a APV a produção 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 reforço com 

WCP. Também foram observados níveis estatisticamente maiores (p < 0,05) de IL-6 

no grupo APV em relação ao grupo sem reforço. Células de animais imunizados com 

a Plow induziram a produção significativamente maior (p < 0,05) de citocinas IFN-y, 

IL-4, IL-10 e IL-17 (Figura 17 BEFG) em relação ao grupo WCP. Níveis de citocinas 

IL-6, IL-4 e IL-10 (Figura 17 DEF) também foram estatisticamente superiores (p < 0,05) 

em relação ao grupo sem reforço. Células animais que receberam reforço com APV 

estimuladas com PT (Figura 18) induziram produção 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-α também foram estatisticamente superiores (p < 0,05) no 

grupo APV quando comparadas ao grupo sem reforço (Figura 18 BDEFG). O estímulo 

com a PT em células de animais imunizados com a Plow, induziu a produção de IFN-

y e IL-17 estatisticamente superiores (p < 0,05) em relação aos que receberam o 

reforço com WCP (Figura 18 BG). Células de animais imunizados com a Plow também 

apresentaram níveis significativamente maiores (p < 0,05) de IFN-y e TNF-α em 

relação ao grupo s/reforço (Figura 18 BC). Células não estimuladas de animais 

imunizados e com reforço com a APV ou Plow, induziram a produção de citocinas IL-

2, IL-4 e IL-6, em níveis maiores, embora não significativos em comparação com os 

demais grupos. 
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Figura 17:  Produção de citocinas nos esplenócitos de animais que receberam 2 doses de WCP 

e diferentes reforços – Estímulo com B. pertussis. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo) 

receberam a imunização primária com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 25ª semana, os 

animais foram imunizados com uma dose de reforço: o grupo 2 não recebeu o reforço (WCP+WCP), o 

grupo 3 recebeu um reforço 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 após o reforço foi feita a coleta de baço. 
Células estimuladas com B. pertussis (106 CFU/mL) inativada por calor ou s/estímulo foram cultivados 

por 72 horas e a produção de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo (CBA). As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001) entre 

os grupos indicados (two-way ANOVA). # indica diferença estatística (p < 0,05) em relação ao grupo 

salina. 
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Figura 18:  Produção de citocinas nos esplenócitos de animais que receberam 2 doses de WCP 

e diferentes reforços – estímulo com Toxina Pertussis. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo) 

receberam a imunização primária com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 25ª semana, os 

animais foram imunizados com uma dose de reforço: o grupo 2 não recebeu o reforço (WCP+WCP), o 

grupo 3 recebeu um reforço 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 após o reforço foi feita a coleta de baço. 
Células estimuladas com PT (1µg/mL) inativada por calor e s/estímulo foram cultivados por 72 horas e 

a produção de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. As diferenças foram consideradas 

estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001; ****p < 0,0001) entre os grupos 

indicados (two-way ANOVA). A # indica diferença estatística (p < 0,05) em relação ao grupo salina. 
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5.2.2.2 Estratégia de fenotipagem de Linfócitos T CD4 e T CD8. 

 
Realizamos a fenotipagem dos linfócitos T para identificar e estimar a 

frequência (%) dos linfócitos T CD4 e T CD8 de células do baço e linfonodo de 

camundongos BALB/c extraídas 7 semanas após imunização de reforço com 

diferentes formulações vacinais (WCP, APV, Plow), grupo sem reforço e grupo salina. 

Utilizamos um protocolo policromático de marcação através da estratégia de gates 

sequenciais somada a expressão antigênica de marcadores de superfície celular, 

envolvendo a combinação 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 expressão de CD44/CD62L dentro das populações de 

linfócitos T CD4 e T CD8, caracterizamos fenotipicamente as subpopulações de 

células T Naïve (CD3+CD4+CD62L+CD44-), células relacionadas a memória central 

(CD3+CD4+CD62L+CD44+) e T Efetoras (CD3+CD4+CD62L-CD44+) (Figura 19). A 

análise foi feita por citometria de fluxo (FACSCantoII (BD Bioscience). 
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Figura 19: Estratégia de definição da janela de identificação (gate) para a análise da população 
de linfócitos T CD4 e T CD8 e subpopulações de Células T de Memória, T Efetoras e T Naïve. As 
células extraídas do baco e linfonodo inguinal foram fenotipados através de citometria de fluxo. (A) Os 
linfócitos totais foram identificados a partir da seleção de células por tamanho (FSC-A) e granulosidade 
(SSC-A), sendo delineado um gate para a população. (B) Janela de aquisição na região dos linfócitos 
totais. (C) Janela de aquisição na região das células CD3+. (D) Janela de aquisição, com quadrantes 
para determinação LTCD4 e LTCD8 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 aquisição, 
usando marcadores positivos para CD62/CD44, para caracterizar as subpopulações de células 
relacionadas a memória central (CD3+CD4+CD62L+CD44+), T Naïve (CD3+CD4+CD62L+CD44-) e T 
Efetoras (CD3+CD4+CD62L-CD44+), através da diferença de intensidade de fluorescência. (F). A 
mesma estratégia foi utilizada no gate E a partir do quadrante para linfócitos T CD8. 

 

5.2.2.2.1 Análise fenotípica de subpopulações de linfócitos T CD4 Efetores, células de 

Memória Central e Naïve. 

 

Na 7ª semana após os grupos de animais terem recebidos a imunização de 

reforço com diferentes formulações vacinais (WCP, APV, Plow), além de um grupo 

sem reforço e um grupo salina, os baços e linfonodos foram coletados e analisados 

fenotipicamente quanto à frequência (%) na expressão de marcadores de Memória 

Central (CD3+CD8+CD62L+CD44+), células T CD4 Efetoras (CD3+CD8+CD62L-

CD44+) e linfócitos T CD4 Naïve (CD3+CD8+CD62L+CD44-) (Figura 20). (i)   Linfócitos 

T CD4 Efetores - baço: Os animais que receberam o reforço com a Plow e o grupo 

B C 

D 
E 

F 

A 
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sem reforço apresentaram frequência de células T CD4 Efetoras, estatisticamente 

maiores (p < 0,05) em relação ao grupo salina, entre os demais grupos não houve 

diferença significativa (Figura 20 A). (ii) Linfócitos T CD4 de Memória Central - baço: 

Animais que receberam o reforço com APV ou o grupo sem reforço apresentaram 

frequência de células T CD4 de memória Central estatisticamente maiores (p < 0,05) 

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

Efetores - linfonodo: Animais imunizados com APV ou Plow apresentaram uma 

frequência significativamente maior (p < 0,05) de linfócitos T CD4 efetores quando 

comparada aos grupos sem reforço e salina (Figura 20 D). Também observamos uma 

maior frequência de linfócitos T CD4 efetores no grupo Plow em relação aos animais 

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

animais imunizados com a APV apresentaram uma maior frequência de linfócitos 

TCD4 de memória central, estatisticamente significativa (p < 0,05) em relação ao 

grupo salina, porém não significativa em relação aos demais grupos de estudo (Figura 

20 E). (v) Linfócitos T CD4 Naïve: Não foram observadas diferenças estatísticas entre 

os grupos de estudo quanto a frequência de células T CD4 Naïve de baço ou linfonodo 

(Figura 20 CF). 
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Figura 20: Avaliação fenotípica da frequência (%) de subpopulações de linfócitos T CD4 Naïve, 

T CD4 de memória Central e T CD4 efetores em células do baço e linfonodo de animais 7 

semanas após imunização de reforço. Camundongos BALB/C (n=5 animais/grupo) receberam a 

imunização primária com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 25ª semana, os animais foram 

imunizados com uma dose de reforço: o grupo 2 não recebeu o reforço (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu 

um reforço 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 7ª semana após o reforço foi feita a coleta de baço e linfonodos 

para avaliação fenotípica de subpopulações de linfócitos T CD4 Naïve, T CD4 de memória Central e T 

CD4 efetores. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; 

*** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # indica diferença estatística (p < 0,05) 

em relação ao grupo salina. 
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5.2.2.2.2 Análise fenotípica de subpopulações de linfóctiso T CD8 Naïve, de memória 

Central e efetores. 

 

Na 7ª semana após a imunização de reforço com diferentes formulações 

vacinais (WCP, APV, Plow) além do grupo sem reforço e grupo salina, os linfonodos 

e baços dos animais foram coletados e analisados fenotipicamente quanto à 

frequência (%) na expressão de marcadores de linfócitos T CD8 Efetoras 

(CD3+CD8+CD62L-CD44+) Memória Central (CD3+CD8+CD62L+CD44+) e T CD8 

Naïve (CD3+CD8+CD62L+CD44-) (Figura 21). (i) Linfócitos T CD8 Efetores - baço: 

Animais imunizados com a APV apresentaram uma frequência de linfócitos T CD8 

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

Entre os demais grupos de estudo não houve frequência significativa. (ii) Linfócitos T 

CD8 de Memória Central – baço: A frequência de células T CD8 de memória foi 

estatisticamente maior (p < 0,05) nos grupos sem reforço, APV e Plow quando 

comparados ao grupo salina, porém não foi observada diferenças estatísticas entre 

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

– linfonodos: Animais que receberam o reforço com a Plow apresentaram linfócitos T 

CD8 efetores e de Memória central estatisticamente maiores (p < 0,05) quando 

comparados ao grupo sem reforço (Figura 21 DE). O grupo Plow também apresentou 

frequência de linfócitos de Memória central significativamente maiores em relação ao 

grupo WCP. (iv) Linfócitos T CD4 Naïve – baço/linfonodo: Não foram observadas 

diferenças estatísticas entre os grupos de estudo quanto a frequência de células T 

CD8 Naïve de baço ou linfonodo (Figura 21 CF). 
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Figura 21: Avaliação fenotípica da frequência (%) de subpopulações de Linfócitos T CD8 Naïve, 

T CD8 de memória Central e T CD8 efetores em células do baço e linfonodo de animais 7 

semanas após imunização de reforço. Camundongos BALB/C (n=5 animais/grupo) receberam a 

imunização primária com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 25ª semana, os animais foram 

imunizados com uma dose de reforço: o grupo 2 não recebeu o reforço (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu 

um reforço 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 após o reforço foi feita a coleta de baço e linfonodos 

para avaliação fenotípica de subpopulações de linfócitos T CD8 Naïve, T CD8 de memória Central e T 

CD8 efetores. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; 

*** p < 0,001; ****p < 0,0001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # indica diferença 

estatística (p < 0,05) em relação ao grupo salina. 
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5.2.2.3 Estratégia de fenotipagem de linfócitos B 

 

Foi utilizada a estratégia de fenotipagem para identificar e estimar a frequência 

(%) dos linfócitos B em células do baço e linfonodo de camundongos BALB/c extraídas 

na 7ª semana após imunização de reforço com diferentes formulações vacinais (WCP, 

APV, Plow), além do grupo sem reforço e grupo salina. Foi utilizado um protocolo 

policromático de marcação através da estratégia de gates sequenciais somada a 

expressão antigênica de marcadores de superfície celular, envolvendo a combinação 

de quatro anticorpos monoclonais: anti-CDB220-FITC, anti-CD19-BV421, anti-CD27-

PerCp, anti-MHCII-Pe (Tabela 3). Com base na expressão positiva de CD19/B220 

dentro da população de linfócitos B foi caracterizado fenotipicamente a subpopulação 

de células B de memória (B220+CD19+CD27+) e expressão do MHC-II quanto a 

intensidade média de fluorescência (MIF), demonstrado em gráficos do tipo 

histograma em escala logarítmica (Figura 22). A análise foi feita por citometria de fluxo 

(FACSCantoII (BD Bioscience). 
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Figura 22: Estratégia de definição da janela de identificação (gate) para a análise da população 

de linfócitos B, subpopulação de Linfócitos B de memória e expressão de MHC-II por intensidade 

média de fluorescência (IMF). As células extraídas do baço e linfonodo inguinal foram avaliadas 

através de citometria de fluxo. (A). Os linfócitos totais foram identificados a partir da seleção de células 

por tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), sendo delineado um gate para a população. (B) Janela 

de aquisição na região dos linfócitos totais. (C) Nova janela de aquisição na região dos linfócitos B, 

identificados pela expressão positiva de CD19/B220. (D) Janela de aquisição obtida a partir do gate C, 

identificada quanto a expressão células B de memória (B220+CD19+CD27+). (E) Janela de aquisição, 

obtida a partir do gate C, identificada quanto a expressão do MHC-II, através do marcador MHC-II-PE 

quanto a intensidade média de fluorescência (MIF), demonstrado em gráficos do tipo histograma em 

escala logarítmica. 

 

5.2.2.3.1 Análise fenotípica de linfócitos B de memória e expressão de MHC-II. 

 

Na 7ª semana após a imunização de reforço com (WCP, APV ou Plow), sem 

reforço e salina, os baços e linfonodos foram coletados e analisados fenotipicamente 

quanto à frequência (%) na expressão de marcadores de linfócitos B de memória 

(CD19+B220+CD27+) e MHC-II (MIF) (Figura 23). (i) Linfócitos B de memória - baço: 

Todos os grupos imunizados com o reforço vacinal apresentaram uma maior 

frequência de Linfócitos B de memória, significativa (p < 0,05) quando comparados ao 

grupo salina (Figura 23 A). Os grupos imunizados com a APV ou Plow apresentaram 

frequência de Linfócitos B de memória estatisticamente maiores (p < 0,05) em relação 

ao grupo que não recebeu o reforço (Figura 23 A). (ii) MHC-II – baço: A expressão do 

A 
B C 

D E 
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marcador MHC-II em células dos baços foram estatisticamente inferiores (p < 0,05) 

em todos os animais imunizados quando comparados ao grupo salina (Figura 23 B). 

(iii) Linfócitos B de memória - linfonodo:  Animais imunizados com a APV 

apresentaram uma maior frequência (%) de linfócitos B de memória, 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 expressão de MHC-II, 

todos os animais imunizados apresentaram uma frequência maior desse marcador 

quando comparado ao grupo salina embora não apresentaram diferença significativa 

entre os grupos de estudo (Figura 23 D). 

 

 
 

Figura 23: Avaliação de subpopulação de Linfócito B de memória e expressão do MHC-II em 

células do baço e linfonodo de animais 7 semanas após imunização de reforço. Camundongos 

BALB/c (n=5 animais/grupo) receberam a imunização primária com WCP por via i.p e um grupo recebeu 

salina. Na 25ª semana, os animais foram imunizados com uma dose de reforço: o grupo 2 não recebeu 

o reforço (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu um reforço 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 7ª semana após o 

reforço foi feita a coleta de baço e linfonodos para avaliação fenotípica de subpopulações de Linfócitos 

B de memória e expressão do MHC-II. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas 

(*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # indica diferença 

estatística (p < 0,05) em relação ao grupo salina. 
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5.2.2.4 Avaliação de IgG Total, IgG1 e IgG2a anti- B. pertussis ou anti-PT 

 

Numa inferência à 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 

reforço (WCP, APV ou Plow), sem reforço e salina. Os soros foram obtidos após a 

imunização primária, antes e após o reforço (booster) e antes da coleta de baço e 

linfonodo conforme esquema de imunização (Figura 7). O reforço com a vacina WCP 

induziu aumento dos níveis 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 reforço ou em animais imunizados com a APV ou Plow, induzindo uma 

resposta humoral robusta e balanceada em relação aos isotipos IgG2a/IgG1, 

respectivamente utilizados como marcadores de resposta Th1 e Th2. Já o reforço com 

a vacina APV induziu maiores níveis significativos (p < 0,01) de IgG total e IgG2a anti- 

B. pertussis quando comparado ao grupo que recebeu o reforço com a Plow (Figura 

24 AC). Entretanto, o grupo Plow induziu níveis estatisticamente superiores (p <0,05) 

de IgG1 anti-PT quando comparados aos grupos APV ou sem reforço (Figura 24 E).  
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Figura 24: IgG Total, IgG1 e IgG2a. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo) receberam a 
imunização primária com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 25ª semana, os animais foram 
imunizados com uma dose de reforço: o grupo 2 não recebeu o reforço (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu 
um reforço 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 7ª semana após o reforço foi feita a coleta de baço e linfonodos 
para avaliação da resposta imune. Os soros obtidos após a imunização primária, antes e após o reforço 
(booster) e antes da coleta de baço e linfonodo foram dosados quanto a indução de IgG1 e IgG2a por 
ensaio de ELISA. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 
0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # indica diferença estatística (p < 
0,05) em relação ao grupo salina. 
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5.2.3 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA PELA VACINAÇÃO DE 

REFORÇO APÓS DESAFIO INTRANASAL. 

 

5.2.3.1 Recrutamento de Leucócitos  

 

Avaliamos o perfil de células recrutadas obtidas no LBA 7 dias após a infecção 

intranasal (i.n) com B. pertussis (108 células/mL).  Os resultados mostraram uma 

diminuição de células totais e neutrófilos em todos os grupos imunizados quando 

comparados ao grupo salina, sendo estatisticamente menores (p < 0,05) nos animais 

que não receberam o reforço ou animais imunizados com a APV (Figura 25 AC). O 

grupo de animais com ausência de reforço também apresentou número de monócitos 

estatisticamente menores (p < 0,05) quando comparado ao grupo salina (Figura 25 

B). Foi verificado um aumento significativo no número de linfócitos e eosinófilos (p < 

0,05) nos animais que receberam o reforço com a vacina Plow em relação ao grupo 

salina (Figura 25 DE). 
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Figura 25:  Recrutamento de células ao LBA 7 dias após infecção intranasal com B. pertussis 
em grupos de camundongos após reforço vacinal. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo) 
receberam a imunização primária com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 25ª semana, os 
animais foram imunizados com uma dose de reforço: o grupo 2 não recebeu o reforço (WCP+WCP), o 
grupo 3 recebeu um reforço 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 7ª semana após o reforço, os animais foram 
infectados (i. n) com B. pertussis. No 7º dia após a infecção, foi realizado o LBA e os pulmões foram 
coletados. Foi realizada a contagem diferencial das células do LBA (células totais, monócitos, 
neutrófilos e linfócitos) e análise de citocinas por KIT CBA.  As diferenças foram consideradas 
estatisticamente significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way 
ANOVA). A # indica diferença estatística (p < 0,05) em relação ao grupo salina. 
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5.2.3.2 Produção de citocinas Th1/Th2/Th17 

 

Foi avaliada a produção de citocinas em sobrenadantes de células obtidas do 

LBA 7 dias após a infecção intranasal com B. pertussis. Não foi observada diferença 

significativa nos níveis de citocinas presentes em sobrenadantes de células dos 

grupos imunizados (Figura 26). Foi verificado que os animais que receberam o reforço 

com a vacina Plow apresentaram concentrações estatisticamente menores (p < 0,05) 

de IFN-γ, TNF-α, IL-6 e IL-17 quando comparamos com o grupo Salina. Os animais 

que não receberam o reforço apresentaram níveis estatisticamente menores (p < 0,05) 

de IFN-γ em relação ao grupo salina (Figura 26 B).  Células de todos os grupos de 

animais imunizados induziram produção de maiores níveis de IL-10 em relação ao 

grupo salina, embora não significativos (Figura 26 F). 
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Figura 26: Produção de citocinas no LBA  7 dias após infecção intranasal com B. pertussis em 
grupos de camundongos após reforço vacinal. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo) 
receberam a imunização primária com WCP por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 25ª semana, os 
animais foram imunizados com uma dose de reforço: o grupo 2 não recebeu o reforço (WCP+WCP), o 
grupo 3 recebeu um reforço 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 7ª semana após o reforço, os animais foram 
infectados por via i.n. com B. pertussis. No 7º dia após a infecção, foi realizado o LBA e os pulmões 
foram coletados. As células do LBA foram coletadas, 7 dias após a infecção. Os sobrenadantes 
celulares do LBA foram analisados quanto a produção de citocinas por Kit CBA (Th1/Th2/Th17) (BD 
biosciences) e analisada por citometria de fluxo. As diferenças foram consideradas estatisticamente 
significativas (*p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) entre os grupos indicados (two-way ANOVA). A # 
indica diferença estatística (p < 0,05) em relação ao grupo salina. 
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5.2.3.3 Proteção induzida pelo reforço vacinal em animais BALB/c após 

infecção intranasal com B. pertussis. 

 

Foi avaliada a eficácia protetora em relação ao reforço vacinal em grupos de 

animais imunizados com WCP, APV ou Plow em relação aos grupos que não 

receberam o reforço e salina.  Foi observada uma redução significativa (p < 0,05) da 

carga bacteriana (UFC) nos pulmões e LBA de todos os animais imunizados em 

relação ao grupo salina (Figura 27 AB). No pulmão, o grupo de animais sem o reforço 

tiveram carga bacteriana estatisticamente superior (p < 0,05) em relação a todos os 

grupos que receberam a imunização de reforço (Figura 27 A). A proteção foi mais 

evidente nos grupos que receberam o reforço com a vacina Plow e APV, este último 

com uma carga bacteriana estatisticamente reduzida (p < 0,05) quando comparado 

com os demais grupos. No LBA observou-se uma tendência semelhante, animais 

imunizados com Plow e APV tiveram 100% de proteção, sendo estatisticamente 

significativa em relação ao grupo sem imunização de reforço (Figura 27 B). 

  

 

 
Figura 27: Proteção dos animais induzida por reforço vacinal tardio após infecção intranasal por 
B. pertussis. Camundongos BALB/c (n=5 animais/grupo) receberam a imunização primária com WCP 
por via i.p e um grupo recebeu salina. Na 25ª semana, os animais foram imunizados com uma dose de 
reforço: o grupo 2 não recebeu o reforço (WCP+WCP), o grupo 3 recebeu um reforço 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 7ª semana após o reforço, os animais foram infectados por via intranasal com 
B. pertussis. No 7º dia após a infecção, foi realizado o LBA e os pulmões foram coletados. Os 
homogenatos do LBA e pulmões foram plaqueados para avaliação do número de UFC. As diferenças 
foram consideradas estatisticamente significativas (*p < 0,05) entre os grupos indicados (two-way 
ANOVA). # indica diferença estatística (p < 0,05) em relação ao grupo salina. 
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6 DISCUSSÃO  

 

Este estudo foi conduzido em duas etapas. 

Na primeira etapa, foi feito um estudo epidemiológico sobre o estado imunológico 

de voluntários de ambos os gêneros, de diferentes faixas etárias, vacinados ou não 

contra pertussis, a partir de amostras de sangue obtidos no Hospital Universitário do 

Estado de São Paulo, com o objetivo de obter informações sobre a circulação de B. 

pertussis e B. parapertussis na população.  

Não há indícios de estudo soroepidemiológico 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 incidência da doença no país, bem 

como contribuir ao entendimento real da cadeia de transmissão e seu impacto, dando 

suporte para rever as estratégias de vacinação e a necessidade de implantação de 

doses de reforço. 

Em uma segunda etapa, como complemento ao estudo soroepidemiológico, foi 

realizado em modelo experimental murino um estudo de imunização primária, reforço 

e desafio respiratório, para avaliar a memória imunológica à vacinação com a WCP 

após o declínio dos níveis de anticorpos promovidos pela vacina, e consequente 

proteção persistente contra B. pertussis. Além disto, se investigou a hipótese de um 

reforço com vacinas WCP, APV ou Plow induzir uma resposta imune protetora mais 

significativa em relação a ausência do reforço.  

O intuito deste estudo foi contribuir para a melhor caracterização do perfil 

populacional em relação à resposta imunológica à coqueluche para futura tomada de 

decisão sobre a possível introdução da Vacina Plow em estudo de campo.  

 

6.1 ANÁLISE DO PERFIL SOROLÓGICO DA POPULAÇÃO EM RELAÇÃO A 

BORDETELLA PERTUSSIS 

 

O estudo soroepidemiológico da primeira etapa partiu de uma análise 

presuntiva de exposição ou infecção por pertussis, através do perfil de anticorpos em 

soro de voluntários coletados no período de 2015 a 2019, com base na prevalência 

de altos níveis de IgM anti-PT, anticorpo relacionado a infecção primária, detectado 
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entre 5-10 dias após o início da doença e IgG anti-PT, que surge após 2-3 semanas 

do início da infecção, podendo ser detectado por vários anos. O anticorpo IgG anti-

PT, cujos títulos diminuem rapidamente após a imunização (GIULIANO; 

MASTRANTONIO; GIAMMANCO; PISCITELLI et al., 1998) vem sendo utilizado como 

marcador de infecções recentes (DE MELKER (DE MELKER; SCHELLEKENS; 

NEPPELENBROEK; MOOI et al., 2000) também tem demonstrado por diversos 

estudos, que foi pouco influenciado pela exposição precedente à vacina, 

particularmente em coortes nas quais a exposição à vacina não era recente 

(GIAMMANCO; NARDONE; PEBODY; KAFATOS et al., 2008).  

No total da população avaliada, 41,2% (618/1500) dos soros analisados 

apresentaram prevalência positiva para anticorpos IgG anti-PT (> 40 UI/mL). Entre os 

soropositivos, 21,6% (325/1500) foram classificados como compatíveis ao indicativo 

de contato com pertussis nos últimos 12 meses (IgG anti-PT entre 40-125 UI/mL), 

enquanto que 19,5% (293/1500) apresentaram forte indicativo de infecção recente ou 

ativa por pertussis (IgG anti-PT ≥ 125 UI/mL)(FRAJ; ZGHAL; HSAIRI; KECHRID et al., 

2019); ORGANIZATION, 2017; EUROPEAN CENTER FOR DISEASE PREVENTION 

AND CONTROL, 2012). 

O resultado da análise sorológica foi comparado com o percentual de casos 

confirmados de coqueluche notificados pelo Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação do Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde 

(SINAN/DATASUS), registrados no mesmo período no Brasil (Figura 11).    

Entre 2015-2019, período em que as amostras foram coletadas, foram 

notificados um total de 9765 casos de coqueluche no Brasil, sendo 1888 casos 

registrados no Estado de São Paulo. A análise comparativa entre os percentuais de 

casos registrados no país e no Estado de São Paulo, nas diferentes faixas etárias, 

mostrou que ocorreu o mesmo perfil de prevalência de coqueluche em nível nacional 

e estadual (Figura 11). No Brasil e no Estado de São Paulo o maior percentual de 

notificação de coqueluche foi entre crianças menores de um ano de idade, com 57,6% 

(5622/9765) e 55,2% (1042/1888) casos, respectivamente. Este dado pode ser 

explicado devido à janela imunológica, período que o organismo leva, a partir de uma 

infecção ou vacinação, para produzir uma resposta imunológica protetora. Crianças 

menores de 1 ano de idade ainda não foram imunizadas com todas as doses da vacina 

celular DTP, portanto no intervalo entre uma dose e outra, a criança pode ser 
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acometida por uma infecção por pertussis e, portanto, são mais susceptíveis a adquirir 

a doença, a desenvolver complicações e até mesmo evoluir para o óbito (MEDEIROS; 

CAVALCANTE; SOUZA; FERREIRA, 2017; RIBEIRO; MENDES, 2019). Do total de 

óbitos registrados no país, 94,4% (85/90) ocorreram em crianças com menos de um 

ano de idade (SAÚDE, 2020), dados que reforçam a importância de elaborar 

estratégias de prevenção e controle para o fortalecimento da vigilância epidemiológica 

e manutenção de elevadas coberturas vacinais para os menores de 1 ano com a 

vacina Pentavalente (DTP+Hib+HB).  

Foi possível verificar que as amostras de soros da população de 5-9 anos 

apresentaram altos níveis de IgG anti-PT estatisticamente significativos (p < 0,001) 

em relação a adultos (20-39 e 40-59 anos) e idosos (≥ 60 anos), porém não 

significativos quando comparados com adolescentes (10-14 e 15-19 anos). Essa faixa 

etária apresentou elevada prevalência de anticorpos positivos para pertussis; 38,4% 

dos soros apresentaram níveis de IgG anti-PT entre 40-125 UI/mL, o que caracteriza 

indicativo de contato com pertussis nos últimos 12 meses, enquanto que 44% dos 

soros apresentaram níveis de anticorpos acima de 125 UI/mL, com forte indicativo de 

infecção recente ou ativa por pertussis. 

Apesar de nessa faixa etária tais indicativos sorológicos sugerirem possível 

infecção recente por pertussis, é preciso ter cautela na interpretação da análise 

sorológica de IgG anti-PT em crianças, tendo em vista a imunização recente (DE 

MELKER; VERSTEEGH; CONYN-VAN SPAENDONCK; ELVERS et al., 2000).  No 

Brasil, a criança pode ser imunizada com a última dose de reforço da vacina DTP até 

os 6 anos de idade (PNI/DATASUS) e a imunização, tanto com APV ou WCP, induz 

pico de resposta de IgG anti-PT de 4-6 semanas após a vacinação, com proporção 

mais elevada de títulos em crianças imunizadas com a APV. Somente nos dois ou três 

anos após a última imunização, níveis elevados de IgG anti-PT podem ser 

considerados como forte indicativo de infecção recente por pertussis (GIAMMANCO; 

CHIARINI; MAPLE; ANDREWS et al., 2003; PEBODY; GAY; GIAMMANCO; BARON 

et al., 2005); Nas análises de anticorpos IgM anti-PT, os títulos médios foram 

significativamente menores entre crianças de 5-9 anos, quando comparados com 

soros de adolescentes de 10-14 e de adultos de 20-39 e 40-59 anos. Níveis de IgM 

estatisticamente baixos em crianças pode ser devido a imunização recente. 

Anticorpos IgM gerados pela vacinação se ligam à bactéria, desencadeiam a ativação 
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da via clássica do complemento, promovendo a opsonização e fagocitose pelos 

macrófagos (CAPOLUNGHI; ROSADO; SINIBALDI; ARANBURU et al., 2013). 

Também há evidências de que crianças que foram vacinadas e que 

posteriormente adoecem por coqueluche podem apresentar aumento significativo de 

anticorpos IgM porque a infecção fornece um estímulo antigênico mais forte do que a 

vacinação (MACAULAY, 1981; RUUSKANEN; VILJANEN; SALMI; LEHTONEN et al., 

1980). Portanto, a imunização recente dificulta a primo infecção pela bactéria, o que 

justifica os níveis significativamente baixos de IgM, mas na adolescência a imunidade 

vacinal é substituída pela imunidade natural, o que explica o aumento dos níveis desse 

anticorpo a partir da faixa etária de 10-14 anos.  

É importante ressaltar que a imunidade protetora contra coqueluche não pode 

ser avaliada somente a partir da análise de níveis altos de anticorpos, pois está 

relacionada não somente à imunidade humoral, mas também à celular e de mucosa, 

quesitos importantes para a avaliação em longo prazo da proteção 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 crianças 

vacinadas são protegidas contra infecções por pertussis por um período de cinco a 

dez anos após sua última vacinação (KILGORE; SALIM; ZERVOS; SCHMITT, 2016; 

MACHADO; PASSOS, 2019; SCHWARTZ; KWONG; DEEKS; CAMPITELLI et al., 

2016). Portanto, a presença de altos níveis de anticorpos IgG, e níveis 

significativamente inferiores de IgM, associados com a queda do número de casos 

notificados na faixa de 5-9 anos, fortalece o indicativo da existência da imunidade 

induzida pela vacina nessa fase.  

Ainda segundo dados coletados pelo SINAN/DATASUS, adolescentes e 

adultos apresentaram uma tendência acentuada de queda referente à porcentagem 

de casos notificados de coqueluche, e idosos acima de 60 anos registraram os 

menores índices, com 0,8% (75/9765) de casos em nível nacional, tendência também 

mostrada no Estado de São Paulo, com 1,1% (20/1888) dos casos nessa faixa etária 

(Figura 11).  

Apesar de haver uma acentuada queda do número 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 índice de 
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casos confirmados de coqueluche (SINAN/DATASUS). A baixa porcentagem de casos 

nessas faixas etárias contrasta com alguns estudos descritos na literatura, cujos 

resultados sugerem que a queda da imunidade induzida pela vacina tem levado a 

mudanças no perfil epidemiológico da doença, com aumento da incidência de 

coqueluche em adolescentes e adultos (FEDELE; STEFANELLI, 2017; MOOI; VAN 

DER MAAS; DE MELKER, 2014; WENDELBOE; HUDGENS; POOLE; VAN RIE, 

2007). Isso pôde ser explicado pelos resultados sorológicos das amostras de soro 

dessa população, pois se verificou uma maior concentração de anticorpos IgG anti-

PT.   

Levando-se em consideração que a faixa etária de 15-19 anos foi imunizada 

com a última dose da vacina DTP há pelo menos dez anos, e que no Brasil não há um 

plano de imunização de reforço nessa parcela da população, é evidente que os níveis 

elevados de IgG anti-PT estejam associados à alta reexposição ao patógeno 

circulante devido à diminuição da imunidade vacinal, tornando esses adolescentes 

possíveis reservatórios para B. pertussis e uma fonte de infecção para os recém-

nascidos com calendário vacinal incompleto. 

Nas análises sorológicas dessa faixa etária, 46,0% apresentaram IgG anti-PT 

com indicativo de contato com pertussis nos últimos 12 meses e 28,6% apresentaram 

anticorpos com forte indicativo de Infecção recente ou ativa (Figura 12).  

Resultados semelhantes foram encontrados em diversos países com alta 

cobertura vacinal. Alta prevalência 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 Índia, Tailândia, 

Taiwan, Coréia, China, Sri Lanka e Japão mostrou, entre 2013 e 2016, que um a cada 

vinte indivíduos tinha evidência sorológica para infecção recente, independentemente 

de histórico de vacinação (SON; THAMLIKITKUL; CHOKEPHAIBULKIT; PERERA et 

al., 2019). 

Um outro estudo utilizando um modelo matemático previsor mostrou que a 

perda da imunidade vacinal/natural associada a altas taxas de reforço imunológico, 

devido à alta circulação do patógeno, evidencia os efeitos na cinética da resposta 

imune das células B e T primadas. A estimulação antigênica in vivo demonstrou que 

as células T primadas são mais eficientes na resposta imune às células 

apresentadoras de antígeno do que as células não estimuladas (RUSH; 
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MILLINGTON; HUTCHISON; BRYSON et al., 2009). Isso sugere que uma breve 

exposição a uma pequena quantidade de antígeno pode reestimular a imunidade 

contra B. pertussis, estendendo sua eficácia sem causar infecção sintomática ou 

transmissível. Portanto, a alta reexposição torna adolescentes imunes e menos 

suscetíveis à infecção sintomática, o que pode justificar os poucos casos notificados. 

Ou seja, a análise sorológica dialogou diretamente com os dados do 

SINAN/DATASUS, inclusive justificando por que ocorre um menor índice de casos de 

coqueluche em adolescentes.  

Por outro lado, a baixa reexposição leva indivíduos que ainda estão imunes a 

voltar à classe de suscetíveis devido à perda relativamente rápida da imunidade, o 

que explica a origem da recorrência de surtos epidêmicos (LAVINE; KING; 

BJØRNSTAD, 2011).  

Quando foram analisados os dados referentes à porcentagem de ocorrência de 

coqueluche, associados à soroprevalência de IgG anti-PT, em adultos de 20-39 anos, 

observou-se um leve aumento do percentual de casos confirmados, tanto em nível 

nacional (6,1%) quanto no Estado de São 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 

níveis de anticorpos IgG anti-PT, significativamente menores (p < 0,0001) quando 

comparados com crianças de 5-9 anos (faixa etária com imunização recente) e 

adolescentes (10-14 e 15-19 anos).   

Portanto, os baixos níveis de IgG anti-PT associados a níveis significativamente 

maiores de IgM anti-PT em adultos reforçam a evidência da diminuição da imunidade 

natural adquirida por reexposição por B. pertussis, tornando-os indivíduos suscetíveis, 

o que justifica o aumento de casos. É possível que a incidência de casos possa ser 

superior, tendo em vista que há uma maior subnotificação conforme ocorre um 

aumento das faixas etárias (CRABBE; SAAVEDRA-CAMPOS; VERLANDER; 

LEONARD et al., 2017).  

A detecção de casos de coqueluche em adolescentes e adultos se torna mais 

complexa devido ao fato dessa população não apresentar a sintomatologia clássica 

ocasionada pela imunidade residual, o que dificulta o diagnóstico e a consequente 

notificação dos casos, resultando em subnotificação e subdiagnóstico, justificando a 
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baixa incidência de casos nessas faixas etárias (MEDEIROS; CAVALCANTE; 

SOUZA; FERREIRA, 2017; TREVIZAN; COUTINHO, 2008). 

Essa situação reflete uma baixa sensibilidade da rede de serviços de saúde no 

diagnóstico da doença nessas faixas etárias, ocasionada pela dificuldade de acesso 

aos recursos de apoio diagnóstico por meio de laboratórios, insumos e treinamento 

dos profissionais de saúde (MEDEIROS; CAVALCANTE; SOUZA; FERREIRA, 2017; 

TREVIZAN; COUTINHO, 2008). Assim, muitos casos podem não ter sido relatados às 

autoridades, o que significa que os números registrados nos bancos de dados oficiais 

(SINAN/DATASUS) podem subestimar a real extensão do problema (CRABBE; 

SAAVEDRA-CAMPOS; VERLANDER; LEONARD et al., 2017; HEIL; TER 

WAARBEEK; HOEBE; JACOBS et al., 2017). Além disso, deficiências nesses bancos 

de dados também promovem subnotificação de doenças, internações e óbitos, como 

já foi levantado em estudos anteriores (MAIA; FRIAS; ASSUNÇÃO; VIDAL et al., 2019; 

TIAGO; PICOLI; GRAEFF; CUNHA et al., 2017). A existência de áreas e municípios 

sem acesso a computadores é outro fator que também pode afetar as notificações e, 

portanto, apresentar diferenças artificiais na incidência da doença (DE BARROS; 

NUNES; ABREU; FURTADO et al., 2020). 

Nas amostras de soros de adultos de 20-39, 19,8% apresentaram níveis de IgG 

anti-PT relacionados com contato com pertussis nos últimos 12 meses e 12,5% com 

indicativo de infecção recente.  

Segundo dados obtidos do Sistema de Informações sobre Nascidos Vivos – 

SINASC (SINASC/DATASUS), mulheres na faixa etária de 20-39 anos foram 

responsáveis por 80,6% dos nascimentos de bebês ocorridos no Brasil no período de 

2015-2019. Um estudo de revisão demonstrou que a maioria das fontes identificadas 

de infecção infantil por coqueluche eram domiciliares, sendo 55% (IC 95%: 52%-58%) 

pelos pais, com mães aproximadamente duas vezes mais prováveis de serem a fonte 

que os pais, os imãos em 16-43%, e os avós em 5% dos casos (WILEY; ZUO; 

MACARTNEY; MCINTYRE, 2013). 

Uma coorte anual realizada em 2011, avaliou custo-efetividade da introdução 

da imunização materna universal com DTPa no PNI em comparação com a prática 

atual (sem vacinação materna contra coqueluche). Concluíram que a imunização 

materna, com eficácia 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 SOÁREZ; 

FERNANDES; GRYNINGER et al., 2016). 

O aumento da incidência de casos coqueluche ocorrida a partir de 2012 e diante 

o surto da doença registrado em 2014, levaram à implementação da vacinação de 

reforço com a DTPa para gestantes, realizada no PNI, sendo importante para a 

redução significativa dos casos das doenças para as quais ela oferece proteção 

(COSTA; DOS SANTOS; LOPES; BORGES et al.). Na Argentina, um estudo concluiu 

que em mães vacinadas com a DTPa durante a gestação, 92% dos recém-nascidos 

apresentaram anticorpos IgG positivos contra pertussis (BOSCH; FERNÁNDEZ; 

POLAK; MUSANTE et al., 2017). Apesar da importância da vacinação de reforço em 

gestantes, desde 2016 o Sistema de Informações do PNI (SI-PNI) tem registrado 

declínio em relação às coberturas vacinais dessa população (Figura 4) (PACHECO; 

FRANÇA; ELIDIO; DOMINGUES et al., 2019)). Em 2020, a cobertura vacinal com a 

DTPa em gestantes atingiu os menores índices dos últimos três anos (45%). Uma 

possível explicação se deve à pandemia de Covid-19 que o Brasil vem enfrentando 

desde março desse ano.  As medidas de distanciamento social para se evitar a 

transmissão do vírus Sars-COV-2 têm afastado as gestantes da procura por vacinas 

nos Sistemas de Saúde (SATO, 2020).  Tais medidas certamente irão gerar um 

impacto nos próximos anos sobre novas epidemias de doenças imunopreveníveis, 

incluindo a coqueluche.  

Em relação às faixas etárias mais avançadas, os dados colhidos pela 

plataforma SINAN/DATASUS mostram uma diminuição da porcentagem de casos 

notificados de coqueluche. Igualmente, observou-se a diminuição dos níveis de 

anticorpos IgG anti-PT nas amostras de soros analisadas neste estudo. Entretanto, os 

soros de voluntários adultos de 40-59 anos e de idosos com 60 anos ou mais 

apresentaram índices relativamente altos de prevalência de IgG anti-PT, com forte 

indicativo de infecção recente, na proporção de 14,2% e 10,1%, respectivamente.  

Tais resultados reforçam ainda mais a evidência da alta circulação da bactéria 

nos diferentes estratos populacionais associada a uma possível subnotificação de 

casos. Particularmente é um dado preocupante na população acima dos 60 anos, 

tendo em vista que o declínio da resposta imunológica em decorrência da 

imunossenescência a torna mais suscetível a infecções e ao agravamento da doença, 



104 
 

   
 

levando, consequentemente, ao aumento do risco de hospitalização (KARKI; 

MCINTYRE; NEWALL; MACINTYRE et al., 2015). 

A imunossenescência se torna mais evidente a partir dos 50 anos quando, em 

consequência da involução do timo, a produção de células T imaturas diminui para 

menos de 10% da produção original, ocasionando a redução da diversidade de 

receptores dessas células, com um risco crescente de novos antígenos não serem 

reconhecidos com a idade, além de também ocorrer o declínio no número de células 

B (VAN TWILLERT, 2017). 

Em relação ao gênero, nossos resultados mostraram que soro de mulheres 

tiveram probabilidade significativamente menores de apresentarem prevalência 

positiva para anticorpos IgG anti-PT (> 40 UI/mL) quando comparado com homens. 

Alguns estudos de soroprevalência corroboram com esse achado (CONDE-GLEZ; 

LAZCANO-PONCE; ROJAS; DEANTONIO et al., 2014; LEE; HAN; BAE; KIM et al., 

2014). O fato é que não está claro se existe uma ligação verdadeira entre coqueluche 

e gênero, pois apenas as análises realizadas não seriam suficientes para garantir essa 

relação. De qualquer forma, se houver, a causa ainda é desconhecida. 

Já em relação ao tabagismo, verificou-se no presente estudo correlações 

significativas de soropositividade de IgG anti-PT entre indivíduos tabagistas 

comparados aos não tabagistas. Isso ocorre porque a exposição ao cigarro aumenta 

a suscetibilidade às infecções virais e bacterianas, devido à diminuição da atividade 

dos cílios e células fagocíticas, com aumento da ligação e colonização bacteriana nas 

células epiteliais do trato respiratório (EL AHMER; ESSERY; SAADI; RAZA et al., 

1999), aumentando, assim, o risco de infecção por coqueluche.   

Soros de indivíduos que relataram possuírem doenças crônicas também 

apresentaram correlações significativas para soropositividade de IgG anti-PT quando 

comparados com indivíduos com ausência dessas doenças (p < 0,001). É sabido que 

a infecção por pertussis induz fortes mecanismos imunomoduladores que 

desempenham um papel importante na fisiopatologia da doença. Portanto, a presença 

de doenças crônicas associadas à coqueluche podem exacerbar a comorbidade e 

resultar em aumento das necessidades de cuidados à saúde. Vários estudos têm 

mostrado que a infecção por coqueluche em pessoas com asma ou Doença Pulmonar 

Obstrutiva crônica (DPOC) levam à diminuição da capacidade respiratória e a mais 

exacerbações de tais doenças, como no aumento do uso de broncodilatador e no 
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aumento das hospitalizações, resultando em custos mais elevados em saúde (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 disseminação da 

infecção por coqueluche na comunidade e reforçam a importância de aprimorar os 

conhecimentos sobre a epidemiologia da doença, bem como buscar estratégias de 

vacinação que levem em consideração mudanças na imunidade relacionadas à idade, 

mas também na população com comorbidades, com objetivo de reduzir a circulação 

de B. pertussis e garantir a proteção dos indivíduos em risco. 

 

6.2 ANÁLISE DO PERFIL SOROLÓGICO DA POPULAÇÃO EM RELAÇÃO A 

BORDETELLA PARAPERTUSSIS 

 

Os 1500 soros também foram avaliados quanto a para presença de anticorpos 

IgM anti-Bpp e IgG anti-Bpp. Embora a infecção por B. parapertussis tenha menor 

incidência em relação a B. pertussis e seja geralmente acompanhada de sintomas 

mais leves, crianças e indivíduos imunocomprometidos acometidos por esse patógeno 

podem apresentar sintomas típicos da doença, incluindo tosse prolongada, 

paroxismos e vômitos pós tosse (CHERRY; SEATON, 2012). 

A detecção de B. parapertussis em pacientes com coqueluche é relativamente 

frequente em diferentes países da Europa (CHERRY, 2012; CHERRY; SEATON, 

2012) e também nos EUA. Neste último, o maior número de infecções 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 

exposição a esse patógeno também é endêmica (KOEPKE; BARTHOLOMEW; 

EICKHOFF; AYELE et al., 2015), inclusive com relatos de casos de B. pertussis e B. 

parapertussis resistentes a antibióticos (LI; DENG; MA; ZHOU et al., 2019; LIU; 

WANG; ZHANG; LI et al., 2018).  

Já em países da América Latina, foram detectadas infecções por B. parapertussis 

(ESPITIA CERPA; GARRIDO ORTEGA, 2018; LAVAYÉN; ZOTTA; CEPEDA; LARA 

et al., 2017; NOGUERA; JARAMILLO; ZABALA; VILLACÍS, 2021), mas não há 

relatórios oficiais disponíveis sobre as taxas de incidência. Assim, um estudo soro-

epidemiológico contra B. parapertussis além de evidenciar a alta circulação desse 
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patógeno, também pode fornecer subsídios para futuros estudos sobre a efetividade 

cruzada de vacinas já disponíveis contra pertussis. 

As análises sorológicas também mostraram que os soros de todas as faixas 

etárias apresentaram altos títulos 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 crianças de 5-9 anos.  Uma 

possível explicação para níveis de IgG anti-Bpp inferiores em crianças pode ser devido 

ao último reforço com a vacina DTP, dada entre 5-6 anos de idade, promovendo 

proteção cruzada em relação à infecção por parapertussis. Já na adolescência, o 

aumento dos níveis de IgG anti-Bpp ocorre por conta da exposição à bactéria 

circulante, com aumento significativo de anticorpos.  

Há poucos estudos sobre a eficácia das vacinas celular ou acelular na proteção 

cruzada contra parapertussis e a discussão sobre o tema ainda é controversa. Ensaios 

conduzidos na Itália e na Suécia não encontraram eficácia substancial na proteção 

cruzada para parapertussis (BERGFORS; TROLLFORS; TARANGER; LAGERGÅRD 

et al., 1999; MASTRANTONIO; STEFANELLI; GIULIANO; ROJAS et al., 1998). Por 

outro lado, um estudo realizado nos EUA entre crianças de 2 meses a 10 anos de 

idade, no período de 2011 a 2016, encontrou até 82% na eficácia da DTPa na proteção 

contra parapertussis (LIKO; ROBISON; CIESLAK, 2017). Segundo Heininger e 

colaboradores (1999), uma explicação para a melhor efetividade da vacina DTPa na 

proteção cruzada contra parapertussis pode ser devido à maior quantidade de 

antígenos de FHA como componente vacinal e à indução proporcionalmente maior de 

resposta de anticorpo anti-FHA, que pode levar a uma proteção mais eficaz contra 

parapertussis (HEININGER; STEHR; CHRISTENSON; CHERRY, 1999). Atualmente 

os estudos para o desenvolvimento de candidatos vacinais contra coqueluche, 

também tem buscado conferir proteção cruzada contra B. parapertussis (ALVAREZ 

HAYES; OVIEDO; VALDEZ; LABORDE et al., 2017; LIN; APOSTOLOVIC; 

JAHNMATZ; LIANG et al., 2020). 

Não foram observadas diferenças estatísticas nos títulos de IgM anti-Bpp em 

soros de crianças, adolescentes e adultos jovens (5-9, 10-14, 15-19 e 20-39 anos), 

entretanto entre esses grupos os níveis de anticorpos foram significativamente 

maiores quando comparados a adultos (40-59 anos) e idosos com 60 anos ou mais. 

Uma possível explicação para entender a diminuição na concentração de IgM nesta 
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população pode ser devido a diminuição da produção de novos anticorpos devido a 

imunossenescência, sendo isto decorrente de uma capacidade proliferativa diminuída 

das células B (TARGONSKI; JACOBSON; POLAND, 2007; VAN TWILLERT, 2017). 

De fato, este estudo evidenciou a alta circulação de B. parapertussis na 

população, devido aos altos níveis de anticorpos detectados. Portanto, melhorar a 

qualidade no diagnóstico diferencial entre espécies de Bordetella, bem como a 

informação dos casos notificados de coqueluche, são medidas necessárias para se 

entender o perfil epidemiológico da doença.  

 

6.3 PERFIL DE CITOCINAS INDUZIDAS PELO ESTÍMULO COM WCP 

 

Neste estudo também foi avaliada a persistência da imunidade celular de longo 

prazo através da análise de concentrações de citocinas induzidas por estímulo com 

WCP em células de sangue total de amostras de voluntários de diferentes faixas 

etárias.  

Os perfis de citocinas referentes às respostas imunes de células T foram 

comparados entre as faixas etárias recém imunizadas com a vacina WCP (crianças 

de 5-9 anos) e outras cuja resposta imune provavelmente esteja associada à 

reexposição por B. pertussis circulante. Os resultados mostraram que o estímulo com 

a WCP em células do sangue total de crianças de 5-9 anos e adolescentes de 10-14 

anos induziu maior produção de citocinas IL-2 estatisticamente significativa e de TNF-

α, não significativa, em relação à população acima de 20 anos. Como demonstrado 

por vários estudos, tais citocinas estão associadas a um perfil de resposta imune do 

tipo Th1 e juntamente com IFN-γ são consideradas contribuintes essenciais para a 

imunidade protetora específica de B. pertussis de longa duração (HIGGS; HIGGINS; 

ROSS; MILLS, 2012; MILLS, 2001; SHARMA; PICHICHERO, 2012), sendo 

detectadas após a infecção ou vacinação com WCP (DA SILVA ANTUNES; BABOR; 

CARPENTER; KHALIL et al., 2018).  

Como já mencionado, sabe-se que há um rápido decaimento dos níveis de 

anticorpos IgG anti-PT após a vacinação ou infecção (DALBY; PETERSEN; HARBOE; 

KROGFELT, 2010; EDELMAN; HE; MAKINEN; HAANPERA et al., 2004; HENDRIKX; 

SCHURE; ÖZTÜRK; DE ROND et al., 2011), entretanto ainda não se sabe ao certo 

quanto tempo persiste a imunidade celular fornecida pelas vacinas ou infecção natural 
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por B. pertussis. He e colaboradores (1994) demonstraram que as crianças 

finlandesas se tornaram suscetíveis à infecção por B. pertussis após o ingresso na 

escola, sugerindo que a memória imunológica não persiste por mais de cinco anos 

após a última imunização ocorrida (HE; VILJANEN; NIKKARI; LYYTIKAINEN et al., 

1994). Em outro estudo, nenhuma resposta celular específica a PT e FHA foi 

observada em adultos que receberam uma última 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 imunização contra B. pertussis começa a diminuir 

e pode até se tornar indetectável após esses seis anos. Diante desses dados, é 

possível sugerir que os maiores níveis de citocinas IL-2 e TNF-α produzidas a partir 

do estímulo com WCP, observadas em amostras de sangue de crianças de 5-9, 

somando-se à detecção de altos níveis de anticorpos IgG anti-PT e à queda do 

número de casos notificados nesta faixa etária (SINAN/DATASUS), reforçam a 

evidência da imunidade induzida pela vacina nessa faixa etária. Em relação às 

amostras de adolescentes de 10-14 anos, a presença de tais citocinas em níveis 

estatisticamente maiores em relação às faixas etárias superiores e os altos níveis de 

IgG anti-PT podem estar relacionados a um resquício de memória imune celular do 

tipo Th1 induzida pelo último reforço vacinal com a vacina celular DTP, ocorrido entre 

4-6 anos de idade (PNI/DATASUS). Entretanto, são necessários mais estudos 

observacionais de coorte que forneçam estimativas mais detalhadas sobre a memória 

imunológica de células T CD4 de B. pertussis, em função da vacinação com a WCP, 

de forma que corroborem com nossas evidências. 

Também foram observados   altos níveis de citocina IL-6 em adultos de 40-59 

anos e idosos com 60 anos ou mais em comparação com crianças de 5-9 anos. A IL-

6 é uma citocina característica de processos inflamatórios, sendo importante na 

produção de anticorpos durante a infecção por B. pertussis ou respostas imunes 

induzidas pela vacinação. A IL-6 é produzida como parte da fase aguda da resposta 

inflamatória e é capaz de induzir o recrutamento de leucócitos e a produção de outras 

citocinas ligadas às células T (ZHANG; GOEL; GOODFIELD; MUSE et al., 2011). 

Sabendo-se que nas faixas etárias superiores não há mais evidências de imunidade 

vacinal, a detecção dos níveis de IL-6, de atividade pró-inflamatória, pode estar 

relacionada a uma resposta inflamatória para a eliminação da B. pertussis, dados que 

justificam a alta prevalência de IgG anti-PT como indicativo de infecção ou exposição 
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recente por pertussis (> 125 UI/mL) de 14,2% e 10,1% para faixa etárias de 40-59 

anos e 60 anos ou mais, respectivamente.  

Dessa forma, reforça-se a importância de desenvolver políticas de vigilância e 

estratégias de prevenção contra B. pertussis em adultos acima de 40 anos, 

principalmente os idosos, cuja morbidade associada à coqueluche ainda é 

subestimada. Além disso, faz-se necessário buscar novas evidências da segurança e 

da imunogenicidade a longo prazo sobre as vacinas APVs, ou novos candidatos 

vacinais, de forma a considerar possíveis protocolos de imunização em que se 

contemple esse grupo populacional. 

 

6.4 AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE PROTETORA APÓS REFORÇO 

VACINAL EM MODELO EXPERIMENTAL. 

 

Diversos estudos mostraram que a imunidade promovida pelas vacinas diminui 

com o tempo, resultando em populações desprotegidas e potenciais reservatórios 

para disseminação da infecção por B. pertussis. Esse fenômeno tem sido observado 

em diversos países, especialmente naqueles com alta cobertura vacinal infantil, 

ocasionando mudanças no perfil de idade de incidência de casos de coqueluche, que 

passou de bebês e crianças em idade pré-escolar para adolescentes e adultos 

(CORNIA; HERSH; LIPSKY; NEWMAN et al., 2010; ESPOSITO; PRINCIPI, 2016; 

MACINA; EVANS, 2021). Por conta disso, países como EUA, Austrália, Canadá, 

França e Alemanha têm repensado suas estratégias de vacinação, incluindo 

recomendações de doses de reforços 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 já mencionado, é provável que esse fenômeno esteja ocorrendo também 

no Brasil, tendo em vista os altos níveis de anticorpos IgG anti-PT quantificados em 

soro de adolescentes participantes deste estudo, possivelmente associados à alta 

reexposição ou infecção natural recente por pertussis. Por outro lado, a queda 

acentuada de anticorpos detectada em soros de adultos a partir dos 20 anos sugere 

a rápida perda da imunidade promovida pela exposição à bactéria circulante, 

tornando-os mais suscetíveis à doença.  
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Estudos recentes mostraram que, além da curta duração, a proteção conferida 

pelas vacinas acelulares não impede a colonização por B. pertussis e a transmissão 

da mesma pelo vacinado. Enquanto a infecção natural e a imunização com vacinas 

celulares resultam em resposta Th1 e Th17, mais efetiva e importante no controle e 

eliminação da bactéria (BARBIC; LEEF; BURNS; SHAHIN, 1997; RYAN; MCCARTHY; 

RAPPUOLI; MAHON et al., 1998). A imunização com vacinas acelulares resulta em 

resposta majoritariamente Th2, que, embora efetiva na proteção do indivíduo 

vacinado, pode não conter a disseminação da bactéria (HIGGS; HIGGINS; ROSS; 

MILLS, 2012; RYAN; MCCARTHY; RAPPUOLI; MAHON et al., 1998), dados que 

explicam o aumento de casos de coqueluche em países desenvolvidos e com alta 

cobertura vacinal nos últimos anos (LAPIDOT; GILL, 2016). Portanto, são necessárias 

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 Th1 e Th17 no vacinado. 

Diante desses dados, o Instituto Butantan vem investindo em uma nova vacina 

celular contra coqueluche, a Pertussis Low (Plow). Comparativamente à vacina 

pertussis tradicional, a Plow foi avaliada em relação à imunogenicidade, segurança e 

potência e se mostrou tão eficaz quanto a vacina DTP tradicional na indução de 

anticorpos contra células de B. pertussis ou componentes antigênicos da bactéria, 

como PT, FHA e PRN, e na resposta celular contra B. pertussis, porém menos 

reatogênica. A extração com solvente orgânico resultou na perda de até 95% do LPS, 

diminuindo sua toxicidade sem alterar a potência 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). É importante 

ressaltar que a produção dessa vacina não alterou o custo da vacina DTP tradicional, 

permitindo seu uso em países em desenvolvimento. Assim, diante da busca por 

melhores resultados epidemiológicos e econômicos que visem à diminuição de casos 

de coqueluche, a vacina Plow pode ser uma alternativa de baixo custo, em 

substituição à vacina acelular, na imunização de reforço tardia entre adolescentes ou 

adultos jovens, contribuindo na garantia da proteção indireta a outras faixas etárias, 

principalmente entre os menores de um ano.  
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Dessa forma, foi proposto um modelo experimental de desafio respiratório para 

avaliar a memória imunológica à vacinação com a WCP na proteção persistente 

contra B. pertussis, após o declínio dos níveis de anticorpos promovidos pela vacina. 

Além disso, avaliou-se a hipótese de um reforço tardio, com vacinas WCP, APV ou 

Plow, induzir uma resposta imune protetora mais significativa em relação à ausência 

do reforço.   

As razões para o declínio da imunidade mediada pela vacina contra B. pertussis 

em humanos ainda não estão bem compreendidas. Já o papel dos anticorpos na 

proteção é bem conhecido, com evidências mostrando uma correlação inversa entre 

os níveis de anticorpos séricos e a incidência de coqueluche grave (HENDRIKX; 

ÖZTÜRK; DE ROND; VEENHOVEN et al., 2011; SMITS; POTTIER; SMET; DIRIX et 

al., 2013). Entretanto, a persistência dos níveis detectáveis de anticorpos é 

relativamente curta e, portanto, não pode explicar a proteção de longo prazo. Diante 

disso, estudos com imunização passiva ou ativa em modelos murinos sugeriram que 

a memória imunológica é mais significativa na proteção do que a indução de respostas 

mediadas por anticorpos e implica que as crianças vacinadas ainda podem estar 

protegidas contra coqueluche mesmo após o desaparecimento de IgG sérica 

específica contra antígenos de B. pertussis (MAHON; BRADY; MILLS, 2000). O 

modelo murino proposto neste estudo parte dessas compreensões.  

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. Após sangrias sucessivas, os soros dos 

animais imunizados foram avaliados quanto à cinética dos níveis de anticorpos IgG 

anti-PT. Os resultados obtidos mostraram um aumento progressivo dos níveis de IgG 

anti-PT até a 13ª semana após a imunização com WCP, quando iniciou-se um 

decaimento desses anticorpos. Para avaliação da memória imunológica e da 

proteção, na 25ª semana após a primeira dose da WCP, três grupos de animais 

receberam uma dose de reforço com WCP, APV ou Plow, um grupo não recebeu 

reforço, e o grupo controle recebeu somente salina.  

Na 7ª semana após receberem o reforço, os animais foram eutanasiados e 

células do baço analisadas quanto à resposta imune celular. Os resultados mostraram 

que células do baço dos animais estimuladas com B. pertussis ou PT e que receberam 

um reforço com APV ou Plow apresentaram aumento significativo de citocinas de 
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resposta celular do tipo Th1 (IL-2, IFN-γ e TNF-α), Th2 (IL-4), Th17 (IL-17A), além de 

citocina pró-inflamatória IL-6 e secreção de IL-10 anti-inflamatória, em relação aos 

animais imunizados com WCP, e produção significativa de citocinas de perfil celular 

Th1/Th2 em relação aos animais que não receberam imunização de reforço.  

Dados da literatura sugerem que o perfil de resposta imune celular observado 

em camundongos imunizados com a vacina WCP ou expostos a B. pertussis está 

relacionado a uma resposta mista do tipo Th1/Th17 (ROSS; SUTTON; HIGGINS; 

ALLEN et al., 2013) ativada principalmente pelo LPS com produção de citocinas IFN-

γ e IL-17, induzindo células B a produzirem anticorpos de subclasse IgG2a (MILLS, 

2001), responsáveis pela opsonização e fixação do complemento associada a uma 

maior proteção (DIAVATOPOULOS; EDWARDS, 2017; MILLS; RYAN; RYAN; 

MAHON, 1998). Em contraste, a imunização com a vacina APV induz uma resposta 

imune celular polarizada para um perfil Th2 com produção de altos níveis de anticorpo 

IgG1, subclasse que pode ser mais importante na neutralização de toxinas e na 

inibição da aderência bacteriana em células epiteliais ciliadas no trato respiratório 

(HIGGS; HIGGINS; ROSS; MILLS, 2012; VAN DER LEE; SANDERS; BERBERS; 

BUISMAN, 2018). No entanto, alguns estudos em humanos têm sugerido diferenças 

nos efeitos de longa duração, na polarização de resposta imune e proliferação das 

células T, após reforços com a vacina APV entre indivíduos cuja imunização primária 

originalmente foi feita com a APV em comparação com a WCP (VAN DER LEE; 

SANDERS; BERBERS; BUISMAN, 2018). Em seus estudos, Da Silva Antunes e 

colaboradores (2018) mostraram que a imunização da infância com WCP, mas não 

com APV, foi associada a um maior número de células T CD4 específicas de B. 

pertussis após o reforço com APV, sugerindo que a expansão de células T de memória 

em resposta à estimulação antigênica difere em função da imunização primária na 

infância (DA SILVA ANTUNES; BABOR; CARPENTER; KHALIL et al., 2018).  

Este presente estudo apresentou resultados que indicam que a resposta imune 

celular promovida pela imunização de reforço permaneceu polarizada em função da 

imunização primária com WCP, tendo em vista que o reforço com as vacinas APV e 

Plow induziu um perfil de resposta do tipo Th1, Th2 e Th17, porém mais polarizado 

para Th1, devido a produção de altos níveis de citocinas IFN-γ e IL-17, revelando o 

efeito modulador da imunização inicial com vacinas celulares.  
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Por sua vez, a semelhança no tipo de resposta imune induzida pelo reforço com 

a Plow em relação à WCP se deve ao fato de que, apesar da extração química 

remover mais de 95% do LPS da membrana exterior da B. pertussis, a estrutura 

ultramicroscópica da bactéria se mantém preservada (DIAS; VAN DER ARK; 

SAKAUCHI; KUBRUSLY et al., 2013). Além disso, em ensaios clínicos, a Plow 

combinada com os toxoide tetânico e diftérico (DTPlow) demonstrou induzir respostas 

imunes humorais e celulares semelhantes às da WCP tradicional e provavelmente 

igual ou superior às da vacina acelular DTPa (ZORZETO; HIGASHI; DA SILVA; DE 

FARIA CARNIEL et al., 2009).   

Em relação à resposta imune humoral, nos animais que não receberam o 

reforço, os anticorpos IgG séricos totais e as subclasses decaíram a níveis basais, 

concordando com o que é apontado na literatura (MAHON (MAHON; BRADY; MILLS, 

2000). Já o reforço com a vacina WCP, induziu um aumento significativo de anticorpos 

IgG totais, além de uma resposta balanceada das subclasses de IgG2a e IgG1, 

respectivamente utilizadas como marcadores de resposta celular do tipo Th1 e Th2, 

quando comparado aos demais grupos de animais do estudo. Já o reforço com a 

vacina APV induziu maiores níveis de IgG total e IgG2a anti-B. pertussis, indicando 

uma resposta celular do tipo Th1, em relação aos animais que receberam o reforço 

com a Plow e ao grupo que não recebeu reforço. Esses dados condizem com a 

descoberta de que a distribuição da subclasse de IgG contra B. pertussis é ditada com 

base na polarização distinta de linfócitos 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 imunização primária com 

WCP na infância, seguida de vacinações de reforço com APV aos 4 e 9 anos de idade, 

induziram uma proporção de anticorpos de subclasse de IgG4, correspondente a uma 

resposta celular de perfil Th2, inferior em comparação com crianças cuja imunização 

primária foi feita com APV. Os autores sugeriram que os perfis de resposta imune de 

memória em pré-adolescentes são determinados pelas vacinas WCP ou APV 

administradas na infância, mostrando uma resposta benéfica dominada por Th1 após 
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a imunização primária com WCP (VAN DER LEE; SANDERS; BERBERS; BUISMAN, 

2018).  

A resposta imune dependente de células T CD4 para B. pertussis está 

associada à produção de citocinas IL-2/IFN-γ e indução de resposta Th1, sendo 

considerada essencial para a imunidade protetora específica e de longa 

duração contra coqueluche (LEEF; ELKINS; BARBIC; SHAHIN, 2000; SHARMA; 

PICHICHERO, 2012). Dessa forma, também foram analisadas, por fenotipagem, 

diferentes subpopulações de linfócitos T CD4 e CD8 em células do baço e linfonodo 

dos grupos de animais do presente estudo. De forma geral, os animais que receberam 

um reforço com a vacina APV ou Plow apresentaram níveis superiores de linfócitos T 

CD4 e CD8 efetores e de memória central em relação ao grupo que não recebeu o 

reforço ou ao grupo que recebeu um reforço com a WCP. 

As células T podem ser classificadas de acordo com o estágio de diferenciação 

em Linfócitos T naive, memória central ou memória efetora. Linfócitos T efetores 

desempenham uma função protetora imediata e secretam IL-2 e IFN-, enquanto os 

linfócitos T de memória central, presentes em tecidos linfoides, nas barreiras mucosas 

e na circulação, são responsáveis pela imunidade prolongada, sendo atribuída a eles 

a capacidade de autorrenovação, proliferação e diferenciação em linfócitos T efetores. 

Smits e colaboradores (2013) avaliaram a memória residual de linfócitos T em uma 

coorte de pré-adolescentes que receberam um reforço com a APV, cuja imunização 

primária da infância foi feita com vacina WCP ou APV. Os autores mostraram que pré-

adolescentes que receberam a imunização primária com a WCP apresentaram 

maiores proliferação de linfócitos T CD4 e CD8, em resposta à estimulação com PT 

ou FHA específicas de B. pertussis. A fenotipagem das células respondentes mostrou 

maior proporção de linfócitos T de memória efetora em pré-adolescentes cuja 

imunização de infância 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 linfócitos B em células do 

baço e linfonodos. As células do baço dos grupos que receberam o reforço com a APV 

ou Plow apresentaram frequência de Linfócitos B de memória estatisticamente 

maiores em relação ao grupo que não recebeu o reforço. Em contrapartida, em células 

do linfonodo, a vacina APV também induziu maior frequência de linfócitos B de 
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memória em relação aos grupos que receberam reforço com a WCP ou Plow. Tais 

resultados condizem com estudos em humanos, que mostraram um aumento dos 

níveis de linfócitos B de memória específicos de B. pertussis detectados em crianças 

após o reforço com APV, quando os níveis de IgG anti-PT, anterior ao reforço, 

estavam baixos (HENDRIKX; ÖZTÜRK; DE ROND; VEENHOVEN et al., 2011; 

SASAKI; JAIMES; HOLMES; DEKKER et al., 2007). Os Linfócitos B são células 

originadas na medula óssea, que amadurecem nos tecidos linfoides secundários e 

são ativadas no baço ou nos linfonodos quando as imunoglobulinas da sua superfície 

se ligam a um antígeno. Nesse ponto, diferenciam-se em células secretoras de 

anticorpos (células plasmáticas) ou em células B de memória, identificada pelo 

marcador CD27 (BERNASCONI; TRAGGIAI; LANZAVECCHIA, 2002; RIVAS; 

BROCARDO; KOKRON; RIZZO et al., 2010). Em condições de estado estacionário, 

os linfócitos B de memória não secretam anticorpos, mas após um novo estímulo 

antigênico, essas células podem responder rapidamente, proliferar e se diferenciar em 

células secretoras de anticorpos, resultando em uma correlação entre linfócitos B de 

memória e no aumento dos níveis de anticorpos de curto prazo (HENDRIKX; 

ÖZTÜRK; DE ROND; VEENHOVEN et al., 2011). Concordando com esses estudos, 

os resultados da fenotipagem demonstraram que um reforço vacinal estimulou uma 

maior proliferação de anticorpos séricos, principalmente nos animais que receberam 

reforço com APV ou Plow. 

Também foi avaliada a imunidade protetora após o reforço vacinal através de 

um ensaio de infecção intranasal. Na 7ª semana após reforço, todos os animais foram 

infectados com B. pertussis, e sete dias após a infecção foram eutanasiados para a 

análise do perfil de resposta celular local, através do influxo celular e colonização 

determinada pelo número de UFCs nos LBAs e pulmões. Foi observado um 

predomínio de leucócitos totais e de neutrófilos no grupo salina em relação a todos os 

demais grupos, sendo estatisticamente maiores nos animais que não receberam o 

reforço ou nàqueles cujo reforço foi feito com a APV. Em contrapartida, o reforço com 

a Plow induziu um aumento no número de linfócitos e eosinófilos em relação a todos 

os demais grupos, com diferença estatística em relação ao grupo salina. 

Os neutrófilos são a população dominante entre os granulócitos e 

desempenham um papel principal na defesa do hospedeiro, removendo os patógenos 

por meio da fagocitose. Inicialmente, o recrutamento de neutrófilos para os pulmões 
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após a infecção é bloqueado pela ação da PT (CARBONETTI, 2015). Mas, em 

seguida, as subsequentes interações hospedeiro-patógeno iniciam o recrutamento de 

neutrófilos, com pico de 10 a 14 dias após a inoculação em camundongos. As células 

Th17 são conhecidas por induzirem o recrutamento de neutrófilos e macrófagos para 

o local da infecção, via IL-17A. Em camundongos Knockout para IL-17A, o 

recrutamento de neutrófilos e a eliminação de B. pertussis foram prejudicados, em 

comparação com camundongos do tipo selvagem (ROSS; SUTTON; HIGGINS; 

ALLEN et al., 2013). 

Os sobrenadantes celulares do LBA dos animais do grupo controle também 

apresentaram concentrações maiores de citocinas IL-6 pró-inflamatória, além de IFN-

γ, TNF-α, e IL-17 em relação a todos os animais vacinados, sendo estatisticamente 

superiores aos que receberam reforço com Plow. Os níveis inferiores de citocinas 

observados nos animais vacinados, especialmente os que receberam reforço com a 

Plow, podem estar relacionados ao rápido controle da infecção mediada pela 

presença de anticorpos séricos e linfócitos T CD4 e CD8 induzida pela memória 

imunológica adquirida pela vacinação. 

Estudos demonstraram que a eliminação bacteriana dos pulmões após a 

exposição a um aerossol de B. pertussis em camundongos imunizados com WCP ou 

APV se correlaciona com a eficácia da vacina em crianças (MILLS, 2001), o que 

justifica a importância dos resultados gerados a partir do nosso modelo de proteção. 

Além disso, já está bem estabelecido que a infecção respiratória ou imunização de 

camundongos com WCP seletivamente induz a proliferação de células Th1 e a 

secreção de IFN-γ (BARNARD; MAHON; WATKINS; REDHEAD et al., 1996; MILLS, 

2001), dados que sustentam nossos achados, tendo em vista que o grupo salina 

apresentou níveis maiores de citocinas relacionadas ao perfil de resposta Th1/Th17 

quando comparado aos demais grupos.  

Além disso, foi observada uma redução significativa da carga bacteriana (UFC) 

nos pulmões e LBA de todos os animais vacinados em relação ao grupo salina. No 

pulmão, os animais sem o reforço vacinal tiveram carga bacteriana estatisticamente 

superior em relação a todos os grupos que receberam um reforço. A proteção foi mais 

evidente nos grupos que receberam o reforço com a Plow ou APV, sendo que o grupo 

APV teve uma carga bacteriana estatisticamente reduzida quando comparado com os 

demais grupos. No LBA observou-se uma tendência semelhante, uma vez que 
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animais imunizados com Plow ou APV apresentaram carga bacteriana zerada 7 dias 

após a infecção. Esses resultados indicam o efeito benéfico na resposta imune 

protetora nos animais que receberam um reforço com as vacinas APV ou Plow. 

Estudos em humanos têm sugerido que o perfil de resposta imune Th1 ou Th2 

é ditado de acordo com a imunização da infância com WCP ou APV, dados que 

também são sugeridos em modelo de camundongos, indicando afetar a qualidade da 

resposta imune protetora nesses animais. A eliminação completa de bactérias 

geralmente ocorre após 14 dias em camundongos imunizados com APV, entretanto, 

animais anteriormente expostos à B. pertussis ou imunizados com WCP eliminaram 

as bactérias entre 5-7 dias após o desafio (MILLS; BARNARD; WATKINS; REDHEAD, 

1993; MILLS, 2001). Em nossos resultados, observamos que a eliminação completa 

de bactérias no LBA ocorreu após 7 dias da infecção em animais que receberam o 

reforço com APV ou PLow, dados que novamente reforçam a importância da 

imunização primária com WCP. Um outro dado importante mostrou que os animais 

que não receberam o reforço tiveram carga bacteriana estatisticamente superior aos 

que receberam um reforço tanto nos LBAs quanto nos pulmões, evidenciando a 

importância do reforço na efetividade da resposta imune protetora.  

Em suma, esses resultados mostraram que a memória imunológica à vacinação 

com a WCP não foi duradoura, tendo em vista que animais que não receberam o 

reforço apresentaram baixas frequências de linfócitos T CD4, CD8 e células B, não 

protegendo os animais do influxo de bactérias nos pulmões e LBA após o ensaio de 

infecção intranasal. Entretanto, a imunização com WCP associada a um reforço com 

as vacinas APV ou Plow foi capaz de induzir um amplo espectro de mecanismos 

efetores de proteção associados ao controle da infecção por B. pertussis. No geral, os 

animais que receberam o reforço com APV ou Plow apresentaram uma resposta 

imune mediada por linfócitos T CD4, CD8 e células B superiores em relação aos 

animais que não receberam o reforço vacinal, além do grupo salina. Da mesma forma, 

nossos dados sugerem que a resposta protetora promovida pela imunização de 

reforço é mediada pelo tipo de vacina inicial, tendo em vista que o reforço com a vacina 

APV induziu uma resposta balanceada de perfil Th1, Th2 e Th17. 

Devido à impossibilidade do uso da WCP como reforço tardio, por conta das 

reações adversas desde a primeira administração, a vacina APV pode ser uma opção 

para imunização de reforço em adolescentes ou adultos jovens em razão da sua baixa 
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reatogenicidade, porém, os elevados custos de produção limitam seu uso, 

especialmente em países emergentes como o Brasil (ZORZETO; HIGASHI; DA 

SILVA; DE FARIA CARNIEL et al., 2009). Portanto, futuramente a vacina Plow pode 

ser uma alternativa na vacinação de reforço dessas faixas etárias superiores no país 

(DE OLIVEIRA DIAS; PRESTES; CUNEGUNDES; SILVA et al., 2017), tendo em vista 

a sua baixa reatogenicidade, com um custo na produção semelhante ao da vacina 

pertussis celular tradicional (DIAS; VAN DER ARK; SAKAUCHI; KUBRUSLY et al., 

2013) e com uma potencial capacidade de indução da resposta imune protetora 

direcionada para um perfil Th1 e Th17, conhecidamente mais efetiva e prolongada no 

combate às infecções por B. pertussis em relação à resposta Th2. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 Em uma primeira etapa do estudo, foram detectados altos níveis de anticorpos IgG 

anti-PT em soros de crianças de 5-9 anos, bem como altos níveis de citocinas de 

perfil Th1 (quando as amostras de sangue foram estimuladas com WCP), em 

comparação com adultos de 20-39, 40-59 anos e idosos com 60 anos ou mais, 

resultados que reforçam a evidência da imunidade induzida pela vacina celular DTP 

nessa faixa etária. 

 Um perfil sorológico e de resposta celular semelhante aos das crianças de 5-9 anos 

foi observado em amostras de sangue de adolescentes de 10-14 anos, resultados 

que podem estar associados a um resquício da memória imunológica induzida pelo 

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

 Na faixa etária de 15-19 anos, observou-se maiores níveis de IgG anti-PT em 

comparação com as demais faixas etárias, sugerindo que os elevados níveis de 

anticorpos possam estar associados à alta reexposição à bactéria circulante e, por 

consequência, à aquisição de uma imunidade natural, uma vez que, de acordo com 

a literatura, é bem provável que a imunidade vacinal já tenha sido perdida. 

 Entre os voluntários de 20-39 anos, foram observados baixos níveis de IgGanti-PT, 

em relação às crianças e adolescentes, dados que evidenciam a diminuição da 

imunidade natural por reexposição, tornando-os indivíduos suscetíveis ao contágio, 

o que pode justificar o aumento de casos notificados, isso sem considerar as 

possíveis subnotificações por conta dos sintomas mais leves da doença. Além de 

suscetíveis, esse público também pode ser um dos maiores transmissores para 

crianças. 

 Foram detectadas alta prevalência de IgG anti-PT como indicativo de infecção ou 

exposição recente por pertussis de 14,2% e 10,1% para as faixas etárias de 40-59 

anos e 60 anos ou mais, respectivamente.  As amostras de sangue desses 

voluntários, apresentaram, após estímulo com WCP, altos níveis de IL-6, de 

atividade pró-inflamatória, que podem estar relacionados a uma resposta 

inflamatória para a eliminação da B. pertussis, justificando os resultados da análise 

sorológica. 

 Entre as variáveis demográficas analisadas, homens, tabagistas e voluntários com 

alguma doença crônica apresentaram maiores prevalências de anticorpos IgG anti-
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PT (> 40 UI/mL), quando comparados às mulheres, aos não tabagistas e às 

pessoas com ausência de doenças crônicas, respectivamente. Tais resultados, 

além de indicarem exposição recente por B. pertussis nos últimos 12 meses, 

também associam esse público a fatores de risco para infecção por coqueluche.   

 As análises sorológicas também mostraram que crianças de 5-9 anos 

apresentaram níveis de IgG anti-Bpp estatisticamente inferiores quando comparado 

às demais faixas etárias, sugerindo uma possível proteção cruzada da vacina DTP 

à infecção por B. parapertussis.  

 As análises de resposta celular e sorológicas evidenciaram a alta circulação de B. 

pertussis e B. parapertussis na população, principalmente entre os adolescentes e 

adultos jovens, grupos etários que, por apresentam sintomas inespecíficos, 

dificultam o diagnóstico adequado. Essas características, os tornam potenciais 

transmissores do patógeno para indivíduos mais susceptíveis, principalmente 

recém-nascidos ainda não completamente imunizados. Portanto, é evidente a 

necessidade protocolos de imunização de reforço em que se contemple esse grupo 

populacional. 

 Em uma segunda etapa, foi demonstrado, através de um modelo animal murino, 

que a memória imunológica à vacinação com a WCP não foi duradoura, tendo em 

vista que animais que não receberam o reforço apresentaram baixas frequências 

de linfócitos T CD4, CD8 e de células B, não os protegendo do influxo de bactérias 

nos pulmões e no LBA, após o ensaio de infecção intranasal.  

 Os animais que receberam o reforço com APV ou Plow apresentaram uma superior 

resposta imune mediada por linfócitos T CD4 e CD8 e de células B em relação aos 

animais que não receberam o reforço vacinal, além do grupo salina, com eliminação 

completa da bactéria no LBA e níveis estatisticamente inferiores de bactérias nos 

pulmões. 

 A vacina Plow, futuramente, pode ser uma alternativa na vacinação de reforço para 

o público com maior potencial de transmissividade da bactéria, adolescentes e/ou 

adultos jovens no país, tendo em vista a sua baixa reatogenicidade, com um custo 

na produção bem inferior ao da APV e semelhante ao da WCP tradicional, além de 

uma potencial capacidade de indução da resposta imune protetora direcionada para 

um perfil Th1 e Th17, conhecidamente mais efetiva e prolongada no combate às 

infecções por B. pertussis em relação à resposta Th2.  
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ANEXO I- Termo de consentimento livre e esclarecido 
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ANEXO II – Questionário 

Questionário 

Número de Controle: __________ 

1) Fatores de exclusão: 
(   ) gestante 
(   ) puérperas até 40 dias 
(   ) Tratamento com anti-inflamatório, corticoide ou imunossupressor? 
(   ) Imunodeficiências? Neoplasias e câncer?  

Vacina DTP :   

(   ) Não lembra 
(   )Esquema completo 
(   )uma dose 
(   )duas doses 
(   )três doses 
(   ) somente a ultima dose (aos 4 anos) 
 
Informação da vacina: (   ) verbal            (   ) comprovada com carteira de vacinação 
 
Episódio atual de tosse prolongada? 
(  ) Sim. Há quanto tempo? _____________________________ 
(  ) Não 
 
Fumante? 
(  ) Sim. Desde que idade? ___________ 
(  ) Não   
(  ) Ex-fumante. Parou com que idade? __________ 
 
Histórico de doenças crônicas? 
 (  ) Sim.                                                   (  ) Não 
   (  ) Pressão alta 
   (  ) Diabetes 
   (  ) Hipotireoidismo 
   (  ) Hipertireoidismo 
   (  ) Asma 
   (  ) Doença respiratória 
   (  ) Doença cardíaca 
    
    
2) Informações complementares do Paciente:  
a) Teve coqueluche?  
b) Conviveu com alguém que já teve?  
c) Tem contato com criança? Qual a faixa etária? _____________________ 
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Dunia Rodriguez 1, Cibelly Goulart 1, Ana C. Pagliarone 1, Eliane P. Silva 1,2,

Priscila S. Cunegundes 1,2, Ivan P. Nascimento 1, Ricardo C. Borra 3, Waldely O. Dias 1,

Aldo Tagliabue 4, Diana Boraschi 5* and Luciana C. C. Leite 1*
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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-1β, IL-2, IFN-γ, and TNF-α. 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 Th1 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 Th1 cytokines
such as IL-2, IL-12, IL-18, IFN-α, and IFN-γ, as potentially
improved immunotherapeutic tools for bladder cancer treatment
(15, 16). A rBCG strain expressing IFN-γ 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-α, induced increased
production of Th1 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 S1PT 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-
S1PT 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 Universitário, 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 São 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 Comitê de Ética/Pesquisa Hospital Universitário/USP
(CEP-HU/USP) 728.275.

BCG Strains
The rBCG-S1PT 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% CO2

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
µL of fresh heparinized human whole blood (containing an
average of 1.8 × 106 nucleated cells) in 750 µL of RPMI-
1640 medium (GIBCO R©, Life Technologies, Paisley, UK) in
the presence of BCG or rBCG-S1PT (105 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 µL was taken for cell staining
and phenotyping. The remaining cells in 0.9mL were lysed with
100 µL 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-1β,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF-α) and Th1/Th2/Th17-related
cytokines at 48 h (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-17A)
with Cytometric Bead Array kits (CBA; BD Biosciences, San
Jose, CA), as per the manufacturer’s 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 2µM EDTA (Sigma Aldrich Inc.) for 10min and washed
with PBS, then incubated for 30min 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 FlowJo 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% CO2 (25). The MB49-GFP cells were detached by
trypsin treatment, seeded in 96-well flat-bottom microplates at
3.5 × 104 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 µL/well, 4min), collected
by centrifugation, resuspended in 50 µL/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 t-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

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-1β,

and 20–89 pg/mL for IL-6.

BCG and one non-vaccinated), in which we compared the ability
of WT-BCG and rBCG-S1PT 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-1β 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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FIGURE 2 | Production of cytokines by blood cells from healthy adults stimulated with WT-BCG or rBCG-S1PT. Blood cells were stimulated with WT-BCG or

rBCG-S1PT and cytokines were measured with a CBA array. Data at 24 h are reported for the early inflammation-related cytokines IL-8 (A), IL-1β (B), IL-6 (C), and

TNF-α (D), while results at 48 h are shown for the T-related cytokines IL-10 (E), IL-2 (F), IFN-γ (G), and IL-17A (H). Values represent the concentration of cytokines per

mL blood. Negative controls are non-stimulated cells. Positive controls (cells stimulated with LPS) were: IL-8, 133.40 ± 13.63 ng/mL; IL-1β, 13.45 ± 1.28 ng/mL;

IL-6, 80.11 ± 12.30 ng/mL; TNF-α, 0.16 ± 0.04 ng/mL; IL-10, 95.04 ± 17.61 pg/mL; IL-2, 3.58 ± 0.83 pg/mL; IFN-γ, 798.21 ± 187.08 pg/mL; and IL-17, 1004.74

± 143.52 pg/mL. ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, and *p < 0.05 vs. negative controls. The p value for the difference between BCG groups is indicated over

the bar.

IL-8, IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-10, and IL-2. For IFN-γ, 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 Student’s t 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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FIGURE 3 | CD4+ T cell activation in blood cells from healthy adults stimulated with WT-BCG or rBCG-S1PT. Blood cells were stimulated with WT-BCG or

rBCG-S1PT for 48 h and analyzed phenotypically by flow cytometry. (A) gating strategy; (B) percentage of CD4+/CD25+ cells; (C) percentage of CD4+/CD69+ cells;

(D) percentage of CD4+/CD69+/CD25+ cells. Negative controls are non-stimulated cells. ****p < 0.0005, ***p < 0.001, and **p < 0.01 vs. negative controls.

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-1β) was generally examined
at 24 h, and that of T-related cytokines (IL-2, IFN-γ, IL-
17) at 48 h, the production of IL-6, TNF-α, 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 Figures 1, 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-
S1PT in 24 h. It is also clear that individual donors can be
differently sensitive to the enhanced effect of rBCG-S1PT, as
for instance in the case of the superior IL-1β 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 Figure 2 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-S1PT 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-S1PT
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).

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 5 June 2019 | Volume 10 | Article 1460

https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles


Rodriguez et al. Recombinant BCG Activates Human Immunity

rBCG-S1PT Induces Activation of Human
Blood CD4+ T Cells
To investigate whether rBCG-S1PT 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. Figure 3A 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 CD4+ T cells. We also evaluated the expression
of the early activation marker CD69. Both WT-BCG and
rBCG-S1PT could enhance CD69 expression on CD4+ T
cells, although rBCG-S1PT was not as efficient as WT-
BCG (Figure 3C). 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

Weprovide 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 S1PT (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
vitrowith both rBCG-S1PT andWT-BCG induce the production

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. ϕp < 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-1β and TNF-α 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-S1PT in comparison
to WT-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-S1PT as compared to WT-BCG
reveals a tighter control of the Th1-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 amechanism
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-1β and TNF-α
suggests that rBCG-S1PT establishes an efficient compensatory
mechanism to control excessive inflammation.

IFN-γ 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-α, 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 CD4+/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-2Rα, 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 byWT-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-1β and
TNF-α, 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-γ (40). We investigated the
ability of rBCG-S1PT 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-S1PT 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-S1PT as an excellent candidate
for a more effective immunotherapy of non-muscle-invasive
bladder cancer.
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Supplementary Figure 1 | Time-dependent production of cytokines by blood

cells from healthy adults stimulated with WT-BCG or rBCG-S1PT. Blood cells were

stimulated with WT-BCG or rBCG-S1PT and cytokines were measured with a

CBA array at 24 and 48 h. Values represent the concentration of cytokines per mL

blood. Negative controls are non-stimulated cells. Positive controls (cells

stimulated with LPS) were: IL-6, 45.53 ± 8.40 ng/mL; TNF-α, 0.10 ± 0.01 ng/mL;

IL-10, 123.56 ± 33.38 pg/mL. ∗∗∗∗p < 0.0005, ∗∗∗p < 0.001, ∗∗p < 0.01,
∗p < 0.05 vs. negative controls.

Supplementary Figure 2 | Production of cytokines by blood cells from

non-vaccinated and BCG-vaccinated healthy adults stimulated with WT-BCG or

rBCG-S1PT. Blood cells from non-vaccinated donors (left panels) or donors

vaccinated with BCG (right panels, same as in Figure 2 and

Supplementary Figure 1) were stimulated with WT-BCG or rBCG-S1PT for 24 h.

Cytokines were measured with a CBA array and expressed as concentration per

mL blood. Negative controls are non-stimulated cells. Positive controls (cells

stimulated with LPS) were: for non-vaccinated donors, IL-8, 46.86 ± 4.26 ng/mL;

IL-6, 36.22 ± 8.10 ng/mL; IL-10, 8.72 ± 0.63 pg/mL; for vaccinated donors, IL-8,

133.40 ± 13.63 ng/mL; IL-6, 80.11 ± 12.30 ng/mL; IL-10, 95.04 ± 17.61 pg/mL;
∗∗∗∗p < 0.0005, ∗∗∗p < 0.001, and ∗∗p < 0.01 vs. negative control or

WT-BCG groups.
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