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RESUMO

A Tuberculose ¢é considerada uma das principais causas de morte em todo o mundo. A BCG
corresponde a Unica vacina aprovada, apresentando boa relacdo custo-eficacia para prevencédo
das formas disseminadas da TB em criangas. Contudo, a protecdo fornecida pela mesma é
considerada limitada na prevencdo de TB pulmonar em adultos. Com relag&o ao controle de
qualidade da producéo da BCG, existe uma caréncia de ensaios laboratoriais. Hoje o ensaio de
UFC é utilizado como método de quantificacdo para as vacinas vivas e como um substituto dos
ensaios de poténcia. Este trabalho propde um ensaio in vitro utilizando células dendriticas,
considerando a primeira linha da resposta imunolégica, para avaliacdo da poténcia da vacina.
Com esse proposito, utilizou-se moDCs diferenciadas in vitro de mondcitos isolados de
PBMCs. Para o isolamento de mondcitos e a diferenciagdo de moDCs foram testadas difentes
técnicas e meios de cultivo, respectivamente. Por fim, a técnica de isolamento por microesferas
magnéticas de selecdo negativa e positiva e o cultivo e difernciacdo das células em placa com
RPMI e SH e a concentragdo de 500 Ul/ml de cada GMCSF e IL-4. As moDCs imaturas foram
infectadas como 3 lotes distintos de BCG (lote A- 6,86 x 10 UFC/m, lote B- 2,48 x 10 UFC/ml
e lote C- 9,82 x 10° UFC/mI) em quatro dilui¢des (1:10, 1:20, 1:40 e 1:60) por 24 horas, Como
controle utilizou-se DCs ndo estimuladas (controle negativo), DCs estimuladas com LPS
(controle positivo) e BCG contendo bacilos ndo viaveis (BGG irradiada e irradiada + aquecida).
Apos as 24 horas foram avaliados os marcadores de superficie CD14, CD1a, CD209, TLR2 e
4, CD80, CD86, CD40, CD83, HLA-DR e CCR7 por citometria de fluxo. E a partir do
sobrenadante das culturas foram dosadas as citocinas pro-inflamatorias IL-12, I1L-18, TNF-a,
IL-l1o ¢ a citocina anti-inflamatéria IL-10 por ELISA e feito a contagem de UFC para
observacdo dos bacilos ndo internalizados pelas moDCs. Como resultado, observou-se uma
diminuicdo na expressdo de CD14, um aumento de CD209 enquanto a expressdo de CD1a nao
sofreu alterages quando os mondcitos eram diferenciados em moDCs. Ja como relacdo os
marcadores CD80, CD86 e HLA-DR, esses apresentaram um aumento de expressao nas células
infectadas por BCG na comparacdo com DCs imaturas, enquanto CD40 apresentou resultados
semelhante ou uma diminuicdo da expressdo quando as moDCs foram infectadas por BCG .
Né&o foi observada uma proporcionalidade entre 0 numero de UFC e a expressdo da maioria
desses marcadores. Com relacdo as citocinas, apenas TNF-o apresentou um aumento em seu
nivel quando as moDCs foram infectadas com BCG, sendo esse aumento proporcional ao
numero de UFC e a diluicdo utilizada. Por fim, com relacdo a contagem de UFC, mostrou uma
menor contagem de bacilos no sobrenadante de moDCs provenientes de selecao positiva. E
nesse mesmo grupo, ndo houve proporcionalidade entes 0 numero de UFC inicial da BCG e 0
presente no sobrenadante enguanto nas moDCs provenientes de selecdo negativa essa
proporcao se manteve. Como conclusdo a BCG foi capaz de induzir maturacdo das moDCs in
vitro. TNF-a e CD80, mostraram-se como candidatos mais promissores para um futuro ensaio
de poténcia. Entretanto, mais estudos sdo necessarios.

Palavras-chave: BCG. moDCs. Ensaio de poténcia.



ABSTRACT

Tuberculosis remains the world’s leading cause of mortality. BCG is the only vaccine against
TB approved throughout the world, presenting good cost-effective for the prevention of
disseminated forms of tuberculosis in children. However, the protection provided by BCG is
considered limited when it comes to prevent the pulmonary form in adults. Regarding the
quality control of BCG production there is deficiency of assays that indicate directly the
protective efficacy of the vaccine. Today, the CFU assay is used to estimate the number of
viable bacteria and has been used as a substitute for a potency test. This study proposes an in
vitro assay using dendritic cells, as the first line of immune response, to evaluate the potency
of BCG vaccine. For this, we used in vitro differentiated moDCs from isolated PBMC’s
monocytes. For monocytes isolation and moDCs differentiation were tested difents techniques
and culture media, respectively. As result, the isolation technique of magnetic microspheres
selection and cells culture in plate with RPMI cells, SH and concentration the 500 Ul /ml each
of GM-CSF and IL-4. Immature moDCs were infected as 3 different BCG lots (lot A-6.86 x
105 CFU/ml, lot B-2.48 x 10° CFU/ml and lot C 9.82 x 10° CFU/ml) in four dilutions (1:10,
1:20, 1:40 and 1:60) for 24 hours. For control DCs unstimulated (negative control), DCs
stimulated with LPS (positive control) and BCG containing non-viable bacilli (irradiated BCG
and irradiated + heated BCG) was used. After 24 hours, the surface markers CD14, CD1a,
CD209, TLR2 and 4, CD80, CD86, CD40, CD83, HLA-DR, CCR7 were evaluated by flow
cytometry. We measured the pro-inflammatory cytokines IL-12, 1L-18, TNF-a, IL-10 and anti-
inflammatory cytokine IL-10 by ELISA. We performed CFU assay for observation of bacilli
that was not internalized by moDCs. As a result, there was a decrease in CD14 expression, an
increase of CD209, while CD1a expression did not change when the monocytes diferentiated
in moDCs. Moreover, the molecules CD80, CD86 and HLA-DR showed an increased of this
expression in cells infected with BCG compared to immature DCs, whereas CD40 showed
similar results or even a decreased expression in moDCs infected with BCG when compared to
immature moDCs. Despite of these changes, there was no observed proportionality between the
CFU number and the expression of most of these markers. Regarding cytokines, only TNF-a
showed an increase in their level when moDCs were infected with BCG, as well as showed a
proportional increase in the number of CFU and the dilution used. Finally, the CFU assay
showed lower bacilli counts in supernatant from moDCs positive selection in comparison with
negative selection. In addition, in same group, the number of bacilli present in the supernatant
did not show proportionality with the initial CFU number of BCG. While the count in
supernatant of moDCs derived from negative selection showed this proportionality. In
conclusion, BCG was able to induce maturation moDCs in vitro. TNF-a. and CD80 shown to
be the most promising candidates for a future potency assay. Further studies, however, need to
be performed.

Keywords: BCG. moDCs. Potency assay.
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1 INTRODUCAO

Esta dissertacdo visa como meta principal o estudo in vitro de células dendriticas humanas e
sua relacdo com a vacina BCG Moreau, avaliando a ativacdo e a maturacdo daquelas células como
possivel ferramenta para desenvolvimento de um ensaio in vitro de poténcia. Esta abordagem pode
ajudar na concepcdo de novas intervencOes profilaticas, bem como terapéuticas, seguras contra a
tuberculose. O Laboratério de Imunologia Clinica do IOC/FIOCRUZ vem ao longo dos ultimos anos
estudando a resposta imune celular em material humano procedente principalmente da regido
metropolitana do Rio de Janeiro. Nesta regido urbana, foram encontradas altas taxas de infecgdo pelo
bacilo de Koch. Antes, porém, torna-se interessante uma revisdo de alguns aspectos da literatura
cientifica relacionados aos objetivos do presente trabalho.

1.1 ATUBERCULOSE

1.1.1 Agente Etiologico

A Tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa milenar que tem como agente etioldgico
0 Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Essa bactéria, também conhecida como bacilo de Koch, foi
descoberta em 1882 por Robert Koch (Prémio Nobel de Medicina em 1905).

O Mthb ¢é pertencente a ordem Actinomycetales e a familia Mycobacteriaceae.
Morfologicamente, apresenta-se na forma de bacilo reto ou curvo, com 0,2 a 0,7 um de largura por 1,0
a 10,0 um de comprimento (Figura 1). E um patégeno intracelular facultativo capaz de estabelecer
infeccdes que duram uma vida toda, muito caracteristica da forma latente na qual estima-se que um
terco da populacdo mundial esteja infectada. Além de aerdbio, este organismo é imovel e ndo tem
caracteristica de formador de esporos (Murray, Rosentthal e Pfaller, 2009).

Os representantes deste género apresentam parede celular rica em lipideos tornando o micro-
organismo resistente a desinfetantes, detergentes, antibioticos comuns e coloracdes tradicionais. Com
relacdo a coloracdo, esses bacilos tem como caracteristica a alcool-acido resisténcia (marcacdo BAAR
- bacilos alcool-acido resistentes), podendo formar complexos com os derivados de trifenilmetano,

resistindo a acdo do alcool-acido (Murray, Rosentthal e Pfaller, 2009).
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Figura 1: Fotografia de microscopia eletronica de varredura representando algumas bactérias de
Mycobacterium tuberculosis.

AccV  Spot Magn Det WD Exp 'ﬂ—| 2um

300kV 30 15549x SE 74 0O jhe $

Fonte: CDC website http://phil.cdc.gov/phil/details.asp

1.1.2 Epidemiologia

A TB é considerada a principal causa de morte em todo 0 mundo, juntamente com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Em 2014, estimou-se que houve 9,6 milhdes de novos casos de TB
(Figura 2) sendo 5,4 milhdes em homens, 3,2 milhdes em mulheres e 1 milhdo em criangas. J& 0 nimero
de mortes foi estimado em 1,5 milhdes, sendo que 1,1 milhdes estavam entre individuos HIV-negativos
e 0,4 milhdo entre os HIV-positivos, dos quais aproximadamente 890.000 eram homens, 480.000 eram
mulheres e 140.000 eram criancas. O nimero de mortes por TB é inaceitavelmente elevado, levando a
TB a ser considerada um problema de satide mundial (OMS, 2015).

A incidéncia de TB em relacdo ao tamanho da populacéo (taxa de incidéncia) varia muito entre
0s paises (Figura 2). As menores taxas sdo encontradas predominantemente em paises de alta renda,
incluindo a maioria dos paises da Europa Ocidental, o Canadé, os Estados Unidos da América, Australia
e Nova Zelandia. Nesses paises, a taxa de incidéncia é de menos de 10 casos por 100 000 habitantes por
ano. A maioria dos paises da Regido das Américas, incluindo o Brasil, tém taxas abaixo de 50 por 100
000 habitantes por ano. Esta é a regido com a menor carga de TB, em média. Enquanto, os paises com

maior taxa de incidéncia se encontram ao Sul do continente africano e asiatico.
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Figura 2: Estimativa da incidéncia de Tuberculose no mundo no ano de 2014
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Fonte: OMS, 2015

Com relacdo ao Brasil, ele faz parte do grupo dos 22 paises de priorizados pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS), que concentram 80% das ocorréncias de TB no mundo, ocupando a 16°
posicdo em numero absoluto de casos. Devido a este alto niumero, a OMS estabeleceu metas
desafiadoras para aqueles paises em sua estratégia pds-2015, definindo como visdo de futuro “Um
mundo livre da tuberculose: zero mortes, adoecimento e sofrimento causados pela doenca (A world free
of tuberculosis — zero deaths, disease and suffering due to tuberculosis)”. O Brasil segue a proposta da
OMS no que diz respeito as prioridades relacionadas a detec¢do precoce de casos, ao tratamento do
paciente e a sua conclusdo com desfecho favoravel: a cura (Procdpio, 2014; Ministério da Saude, 2015).

Devido a sua importancia, a TB € considerada como prioridade pelo governo federal desde
2003, sendo contemplada em importantes metas nacionais, como no Pacto pela Saude, Programacéo das
Acdes de Vigilancia em Salde, Pacto da Atencdo Bésica e na Agenda Estratégica da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS) (Procopio, 2014).

Como resultados das metidas tomadas para a reducdo da TB, de acordo com o Relatério Global
da Tuberculose da OMS, o Brasil atingiu todas as metas internacionais relacionadas a incidéncia,

prevaléncia e mortalidade por TB. As metas propostas foram: parar e reverter a tendéncia do coeficiente
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de incidéncia da TB até 2015 (meta estabelecida nos Objetivos do Milénio); e reduzir em 50% a
prevaléncia e a mortalidade por TB em 2015, em comparagdo a 1990 (meta da parceria Stop TB)
(Ministério da Saude, 2015).

Em 2014, foram diagnosticados no pais 67.966 casos novos de TB. Ao longo dos anos,
observou-se uma reducdo do coeficiente de incidéncia, passando de 41,5/100 mil habitantes em 2005,
para 33,5 por 100 mil destes em 2014, o que corresponde a uma reducdo média de 2,3% ao ano nesse
periodo (Figura 3) (Ministério da Saude, 2015).

Figura 3: Coeficiente de incidéncia de tuberculose. Brasil, 2005-2014
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Dadon supetos a dveragho

Fonte: Ministério da Saude, 2015

Apesar da reducédo do coeficiente de incidéncia da TB, ainda restam desafios para a reducao do
nimero de casos da doenca, visto que o Brasil ainda registra cerca de 73 mil casos novos por ano
(Ministério da Saude, 2015).

Ja o coeficiente de mortalidade por TB também apresentou reducdo no periodo de 2004 a 2013
(Figura 4). No ano de 2013, dentre os estados, 0s que apresentaram maiores coeficientes foram Rio de
Janeiro (5,0 6bitos/100 mil hab.), Pernambuco (3,8/100 mil hab.) e Acre (3,6/100 mil hab.). Ja as
capitais, Recife, Rio de Janeiro e Belém foram as que apresentaram maior risco de morte por TB
(Ministério da Saude, 2015).
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Figura 4: Coeficiente de mortalidade por tuberculose. Brasil, 2004 - 2013
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1.1.3 Fisiopatogenia

O Mtb é transmitido na maioria dos casos pela via respiratdria a partir de pacientes baculiferos
que liberam aerossois pela tosse, espirro e fala. As goticulas contendo bacilos, apds a expectoracao,
podem permanecer no ar por alguns minutos ou até mesmo horas, sendo aspiradas por individuos sadios.
A dose infectante é de 1-200 bacilos, enquanto cada goticula do aerossol pode conter 1-400 bacilos.
Quando inalados, a grande maioria dos bacilos € retida pelas barreiras fisicas de defesa do corpo que
promovem entdo a exclusdo das particulas para o exterior. Contudo, algumas bactérias ndo sdo retidas,
sendo aspiradas para o interior do pulmdo (American Thoracic Society and Centers for Disease Control
and Prevention 2000).

Chegando aos alvéolos pulmonares, os bacilos sdo rapidamente detectados e capturados por
macrofagos alveolares, levando a uma destruicdo da maioria das bactérias. Entretanto, nem todos os
bacilos sdo destruidos, e um pequeno nimero destes pode permanecer no ambiente intracelular. Uma
vez que 0s macrdfagos sdo infectados, as baterias se multiplicam até causarem a morte do macré6fago,
liberando assim bacilos no meio extracelular, onde estes poderdo infectar outros macréfagos. Na

tentativa de conter a infec¢do durante o processo inicial, os macrofagos alveolares secretam citocinas e
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quimiocinas, induzindo, portanto uma resposta inflamatoria local e a migragcdo de mondcitos da corrente
sanguinea para o local de infeccdo (Russell, 2007).

A apresentacdo de antigenos de Mtb por celulas dendriticas (DC) a linfocitos T nos nddulos
linfaticos induz a expansao e migracao dos linfécitos competentes para o local de infecgdo, iniciando a
formacdo do granuloma. Em alguns casos, os bacilos podem disseminar-se antes da formacgdo dos
granulomas através do sistema linfatico ou circulatério para outras partes do pulmao ou 6rgaos do corpo
durante os estagios iniciais da doenca. Esta etapa caracteriza a forma clinica da TB extrapulmonar
(Russell, 2007).

Os granulomas sdo estruturas bem organizadas, apresentando composi¢cdo dinamica com
células imunes em varios estagios de diferenciacdo. A composicdo celular das lesbes granulomatosas
de TB inclui principalmente macrofagos, celulas de Langehans, linfocitos B e T e fibroblastos. Com o
passar do tempo e o crescimento do granuloma, sua porcao central pode sofrer necrose caseosa, devido
a caréncia nutricional. Formam-se, entdo, um centro necrotico na regido central e tal agregacdo e
geralmente circundada por linfocitos e, ocasionalmente, por plasmocitos (Figura 5). Esta estrutura é
caracterizada por niveis baixos de oxigénio, pH e nutrientes, possibilitando a formacdo de um
microambiente que limita a multiplicacéo e disseminacdo das bactérias. Os granulomas podem persistir
durante anos e conter eficientemente o patdgeno enquanto o individuo se mantiver imunocompetente
(Russell, 2007; Ramakrishnan, 2012).

Figura 5: Maturacéo do granuloma nas les6es de tuberculose pulmonar.
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Geralmente, 90% dos individuos afetados controlam com sucesso a infeccdo por Mtb,
originando uma forma clinica assintomatica, sendo os bacilos contidos num estado dormente ou latente,
no interior do granuloma. Nestes casos de TB latente, o controle desta infec¢do cronica resulta em um
equilibrio permanente entre o hospedeiro e a micobactéria (Chee et al., 2013). A TB latente é definida
pela presencga de resposta imune especifica ao Mth, na auséncia de sinais clinicos e radiologicos da
doenca (Pai, 2010). Entretanto, ainda ndo é claro se os individuos que apresentam tal resposta sdo
portadores de bacilos viaveis, ou se apenas mantém a referida reacdo apos erradicacdo do Mth. Mais
recentemente, tem se proposto que exista um espectro de infecgdo TB latente que englobe desde aqueles
com lesdes que contém bacilos viaveis, mas assintomaticos, até aqueles que tenham erradicado a
infeccdo com praticamente nenhuma chance de reativacdo, ou imunidade esterilizante (Chee et al.,
2013). Contudo, cerca de 5% dos individuos desenvolvem doenca primaria progressiva severa e
potencialmente fatal. Os mecanismos que determinam a progressdo da doenca ndo sdo totalmente
conhecidos, mas parecem estar relacionados com fatores ambientais e socioecondmicos, como
exposicdo ao Mtb e alta densidade populacional, fatores do hospedeiro, como subnutricdo e
predisposicdo genética, assim como fatores do Mtb, como variacdo genética e fatores de viruléncia
(Comstock, 1982; Comas e Gagneux, 2009).

Adicionalmente, num pequeno namero de individuos com infeccdo TB latente, alteracGes no
sistema imune devido ao envelhecimento, subnutricdo, medicacdo imunossupressora ou infeccao pelo
HIV, levam a reativacdo ou TB secundaria. O granuloma perde a sua estrutura deixando de conter os
bacilos ainda viaveis, 0 que conduz a sua replicacdo e a disseminacdo da doenca (reativacao da TB)
(Verver et al., 2005).

Nestes Gltimos dois casos, o sistema imune € incapaz de conter a infec¢édo, levando a formacéo
de uma cavidade no granuloma (Russell, 2007). Nesta fase, as células do sistema imune ndo conseguem
mais conter a infeccdo, e o bacilo pode atingir nimeros muito elevados, sendo bem conhecido o elevado

risco de contagio na TB pulmonar (Silva Miranda et al., 2012).

1.1.4 - Imunopatogenia

Dentre as barreiras fisicas de defesa do corpo, 0s mecanismos de imunidade inata contra o0 Mtb
envolvem a barreira mucociliar do trato respiratério. Chegando aos alvéolos, os bacilos sdo

reconhecidos e fagocitados por macrofagos alveolares e DCs das vias aéreas, ambas células inatas bem
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conhecidas por serem células apresentadoras de antigenos (APCs). A fagocitose do Mtb é realizada,
principalmente, pelos macrofagos atraves de diversos mecanismos, sendo favorecida pelo surfactante
A, produzido pelas células epiteliais alveolares tipo 11, aumentando a interagdo entre a micobactéria e
os macrofagos (Ferguson e Schlesinger, 2000).

Alguns componentes do Mth, como arabinogalactanas, peptideoglicanos e a
lipoarabinomanana (LAM), séo detectados por um conjunto de receptores de reconhecimento de padréo
(PRRs) expressos em macrofagos, DCs, células epiteliais, dentre outras (Dorhoi et al., 2011; Sasindran
e Torrelles, 2011). Os PRRs incluem receptores do tipo Toll (TLRs), receptores do tipo C-lectina
(CLRs), receptores depuradores (SRS), receptores Fc de imunoglobulina (FCR) e receptores do tipo
NOD (NLRs) (Van Crevel et al., 2002; Sasindran e Torrelles, 2011), sendo uns dos principais PRRS
envolvidos nesse reconhecimento os TLRs 2 e 4, presentes principalmente nos macrofagos. Ambos
receptores estdo relacionados ao reconhecimento de varios componentes da parece celular bacteriana,
como o Lipopolissacarideo (LPS), Lipoarabinomanana (LAM), acido lipoteicdico, lipoproteinas e
peptideoglicano soluvel (Tsuji et al., 2000).

A ligacdo dos PRRs induz a expressdo dos genes de algumas citocinas pro-inflamatorias de
resposta mais precoce, como Interleucina (IL)-1p, Fator de necrose tumoral (TNF) -a, IL-6, que tem a
funcdo de promover a ativacdo de macréfagos (Kishimoto, 2005). Com isso, a IL-1B induz episodios
febris por ser um pirogénio enddgeno, alem de ser altamente quimiotatica para linfocitos T, estimular a
proliferacdo de células T CD4" e a producdo de Interferon (IFN)-y, controlar os processos iniciais de
formacdo de granulomas, e estimular a geracédo e o recrutamento de neutréfilos (Sugawara et al., 2001;
Ueda et al., 2009). J4 o TNF-a é critico para a organizacdo continuada das lesdes granulomatosas
(Roach et al., 2002) e tem propriedades imunorreguladoras (Orme e Cooper, 1999; Mootoo et al., 2009).
Por fim, a IL-6 modula a resposta das células T, é essencial para a formacao de anticorpos, e estimula a
hematopoiese, em particular, a linhagem miel6ide (Liu et al., 1997; Kishimoto, 2005).

As guimiocinas sdo moléculas pequenas secretadas por macréfagos, neutrofilos, linfocitos T,
células endoteliais e outras células locais. As quimiocinas da familia CC, como CCL2, CCL3, CCL4,
CCLb5, tem a funcdo de atrair monacitos, linfécitos, macréfagos, DC, células assassinas naturais (NK)
para o local da infeccdo e favorecem uma resposta do tipo Thl. J& quimiocinas da familia CXC, como
CXCL10 (IP-10) e CXCL9 sao produzidas em resposta ao IFN-y e atraem, predominantemente,
linfocitos T e mondcitos, propagando a resposta por células T. Algumas quimiocinas CXC, como
CXCLS8 (IL-8), CXCL2 (MIP-2) e CXCL1 (KC), sdo principalmente quimiotaticas para células-tronco
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hematopoéticas e granuldcitos, além de serem responsaveis pela inflamagdo neutrofilica em estagios
avancados de TB (Sasindran e Torrelles, 2011).

Uma vez que os neutréfilos estdo em altos nimeros na derme e sdo mais eficiente na fagocitose
de um grande nimero de bacilos de BCG do que as DC, durante a vacinacdo, eles auxiliam na
apresentacdo antigénica entres DCs e células T. A interacdo neutrofilo-DC modula esta ultima, como
por exemplo diminuindo a producéo de IL-10 quando comparada a uma DC estimulada diretamente
pela vacina (Morel et al., 2008). As DC ativadas, assistida por neutréfilos, migram para os ganglios
linfaticos visando a apresentacdo de antigenos para as células da imunidade adaptativa, como o0s
linfocitos T (Kapina et al., 2007).

Devido a uma elevada producdo de IL-12, a resposta imune ao Mtb é invariavelmente
polarizada para o tipo Thl. Essas células Th1l migram para o local da infec¢cdo micobacteriana. No local,
esses linfocitos T CD4" sofrem uma maturacdo funcional aumentando a producdo de quimiocinas e
citocinas efetoras (Kapina et al., 2007). As quimiocinas irdo atrair novas celulas do sistema imune,
amplificando a reacdo inflamatéria e promovendo a formacdo dos granulomas, como ja citado
anteriormente. Ja citocinas como IFN-y e TNF-q, irdo ativar macrofagos adjacentes (Schluger e Rom,
1998; Flynn et al., 2011). Os macréfagos ativados produzem moléculas bactericidas, como espécies
reativas de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI), defensinas, catelicidina, proteases, aumentam a
expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) Classe 11 na superficie da célula e
aumentam a secrecdo de mediadores inflamatdrios. Isso aumenta a habilidade do macréfago de matar o
Mtb, aumenta a apresentacdo antigénica e propaga a inflamacdo local e a formacdo do granuloma
(Ottenhoff, 2012).

Outras células imunes também podem se acumular no foco infeccioso, como as células T CD8*
que também irdo secretar mais IFN-y e causar um efeito citotoxico nas células infectadas (Cooper,
2009). As células Th17 promovem um aumento de células Thl e recrutamento de neutréfilos; linfécitos
B, que juntamente com os linfocitos T, formam estruturas foliculares que orquestram a resposta imune
em curso nos pulmdes. (Khader e Cooper, 2008).

Outro caminho para o controle do Mtb é a apoptose de células infectadas. A apoptose € o0 evento
de morte celular, geneticamente programada, que envolve uma série de alteracdes morfolégicas no
citoplasma e nucleo, levando a inativacdo e fragmentacdo da célula apoptética, ao final de seu ciclo
celular. Este mecanismo resulta em retencédo do conteudo tdxico para ndo liberagdo no meio extracelular.

Caso contréario, haveria dano tecidual, o que resultaria em necrose, € levaria a uma reacao inflamatoria
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exacerbada (Alberts et al. 2007). Os fragmentos celulares, resultantes do processo apoptotico, sdo
fagocitados por macréfagos. Assim, os antigenos da micobactéria sdo utilizados para apresentacao
antigénica, sem risco de dano quimico ou toxicidade para as demais células do tecido.

A apoptose ja é estrategicamente um tipo de morte celular que beneficia o hospedeiro na
apresentacdo antigénica, sendo assim vantajoso para este; enquanto a morte celular induzida por necrose
gera a disseminacdo da bactéria para o meio extracelular, aumentando a inflamacéo (Simas et al., 2011).
Alguns patdgenos, como o Mtb, podem deliberadamente provocar esse tipo de morte como uma
estratégia de escape e viruléncia, no sentido de evadir-se das células da imunidade inata do hospedeiro

e/ou promover a disseminacgdo do patdgeno. (Aachoui et al., 2013).

1.2. AVACINA BCG

A BCG é uma vacina quase secular, que contem um patégeno vivo e atenuado. A mesma
emprega cepas de Mycobacterium bovis (M. bovis), sendo a mais utilizada no mundo, visando o combate
aTB.

1.2.1 Historico

Em 1900, Albert Calmette e Camille Guérin comegaram sua pesquisa para a vacina anti-
tuberculose no Instituto Pasteur de Lille, na Franca. Eles cultivaram o bacilo da tuberculose em um meio
de cultivo com glicerina e batata, mas encontraram dificuldades para produzir uma suspensdo
homogénea de bacilos. Numa tentativa de diminuir a sua tendéncia a aglutinarem-se, eles adicionaram
extrato de bile bovina (ox bile) no meio e, para surpresa deles, observaram que esse processo levou a
uma reducdo da viruléncia do mesmo. Esta descoberta foi um primeiro passo para o longo processo de
producdo de uma vacina a partir de bacilo atenuado (Luca e Mihaescu, 2013)

Em 1908, iniciando com uma cepa virulenta de tuberculose bovina fornecida por Norcard
originalmente isolada por ele em 1902 a partir de uma vaca tuberculosa, Calmette e Guérin cultivaram
a mesma naquele seu meio acima descrito, e em seguida, procederam a subcultura em cerca de trés
intervalos semanais. Em 1913, com a eclosdo da Primeira Guerra Mundial, eles tiveram certas
dificuldades de continuar com seus experimentos, mas apesar disso, conseguiram manter as culturas da
bactéria durante a ocupacdo alema de Lille. Em 1919, depois de cerca de 230 subculturas realizadas

durante os 11 anos anteriores, eles tinham um bacilo da tuberculose bovina que néo conseguia produzir
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doenca quando injetado em cobaias, como coelhos, gado ou cavalos. Por sugestdo de Guérin, o produto
foi batizado como Bacilo de Calmette & Guerin Billie. Mais tarde, o termo "Billie” foi omitido, e assim
surgiu a denominagdo BCG (Luca e Mihaescu, 2013)

Em 1921, Calmette decidiu que estava na hora de um teste da vacina, sendo a primeira
administragcdo em seres humanos da BCG. No Hospital Charité em Paris, uma mulher havia morrido de
TB algumas horas ap6s dar a luz uma crianga sadia. Entdo, com auxilio dos médicos, administrou uma
dose de BCG por via oral para o recém-nascido. Ap6s, ndo foram observados efeitos adversos e a crianca
nao desenvolveu TB. Depois do sucesso dessa vacinacdo pioneira, outros recém-nascidos foram também
vacinados e ndo foi observado o desenvolvimento da TB na infancia, indicando que uma vacina segura
e eficaz contra a TB estava finalmente disponivel (Liu et al., 2009).

A via oral foi escolhida, uma vez que Calmette acreditava que o trato gastrointestinal era a via
de infecgdo natural pelo bacilo da TB. Mais tarde, foram feitos alguns testes em vias subcutanea e
cutanea em outras criangas, mas devido as reac@es locais, a vacina foi recusada pelos pais, e assim a via
oral foi continuada (Luca e Mihaescu, 2013). O Instituto Pasteur em Lille comecou a producédo em massa
da vacina BCG. De 1924 a 1928, 114.000 criangas foram vacinadas, sem complicacdes graves (Luca e
Mihaescu, 2013).

A partir de 1924, o Instituto Pasteur também comecou a distribuir culturas de BCG para
laboratdrios ao redor do mundo. A manutencdo das culturas de BCG variou extremamente entre 0s
paises beneficiados, uma vez que a BCG é uma vacina viva a qual necessita ser repicada em meio de
cultivo fresco em poucas semanas. Apesar dos esforcos para a padronizacao de producdo e preparacéo
da vacina, como ndo existiam normas de agencias reguladoras locais ou internacionais, entdo diferentes
condicdes de passagens seriadas foram utilizadas em diversos laboratorios, gerando assim dezenas de
subcepas filhas (Ducati et al., 2006).

1.2.2 Diferenca entre as BCGs pelo mundo

Atualmente, existem varias cepas da vacina BCG em uso. Os principais produtores para o
mercado internacional sdo: Pasteur-Merieux-Connaught, na Franca, o Statens Serum Institute, na
Dinamarca, Evans Medeva, no Reino Unido (antiga Glaxo) e o Japan BCG Laboratory, no Japdo. Cada

uma destas vacinas € reconhecidamente diferente entre si em varios aspectos, como por exemplo, a
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proporcédo de células viaveis por dose, mas também diferem no genoma dos bacilos utilizados em cada
vacina (Benévolo-De-Andrade et al., 2005)

As cepas de BCG sdo derivadas a partir de uma Unica cepa, denominada cepa Pasteur original,
sendo que devido ao processo de atenuacdo, esta vacina ndo contém a regido RD (do inglés region of
diffence) -1 do genoma da maioria das micobactérias virulentas (Antas, 2013). Essa regido possui genes
que estdo relacionados a producdo e secrecdo de proteinas, como por exemplo, o CFP-10 (do inglés
Culture Filtrate Proteine 10 kDa) e o ESAT-6 (do inglés Early secreted antigenic target 6 kD),
mediadores de viruléncia do M. bovis e do complexo Mycobacterium tuberculosis (Behr e Small, 1999).
A partir de 1925, a cepa Pasteur sofreu modificagfes no seu genoma, dando origem a vacinas contendo
bacilos onde a regido RD-2 encontra-se ausente. A vacina comercializada no Brasil, cepa Moreau
(derivada da cepa Pasteur original), contém bacilos que apresentam em seu genoma a regido RD-2,
como a BCG produzida na Russia e no Japdo. Além disso, a vacina brasileira ndo contém a regido RD-
16 do genoma bacteriano (Figura 6) (Benévolo-De-Andrade et al., 2005). Apesar de diversos estudos
na area, ndo existem atualmente dados suficientes para favorecer ou recomendar uma cepa da vacina
BCG como melhor ou pior (Luca e Mihaescu, 2013).

Figura 6: Genealogia da vacina BCG
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Na tentativa de controlar a diversificagdo crescente, em 1956 foi implantado o sistema de lote
semente (seed-lot), e em 1966, a OMS publicou uma série de requerimentos para a vacina liofilizada,
que é utilizada até hoje. A partir de entdo, vem se incentivando a producdo de vacinas com 0 menor
nimero possivel de subcepas, visando a padronizacdo dos sistemas produtivos e de controle de
qualidade das vacinas (OMS, 2003)

1.2.3 A BCG no Brasil

A subcepa BCG Moreau chegou ao Brasil, em 1925, trazida pelo médico uruguaio, Julio Elvio
Moreau. Essa amostra foi entregue ao pesquisador Arlindo de Assis, no Rio de Janeiro, e foi entdo
chamada de BCG Moreau RDJ. Ainda hoje, a razéo pela qual a amostra néo foi levada para o Uruguai
permanece desconhecida (Benévolo-de-Andrade et al. 2005).

No intuito de controlar a TB, o Sistema Unico de Sadde (SUS) investe bastante na prevengéo
e o tratamento para a doenca. Como principal forma de prevencao, temos a vacina BCG, sendo uma das
vacinas preconizadas no calendario de vacinacdo infantil do programa nacional de imunizacdo (PNI)
pelo Ministério da Satde. Essa vacina corresponde ao imundgeno mais amplamente utilizado no mundo
e proporciona uma boa relacdo custo-eficacia para prevencdo das formas disseminadas da TB em
criangas. Ja o tratamento para as pessoas que possuem a TB € feito a base de antibidticos; entretanto,
hoje o numero de casos de bacilos resistentes aos antibidticos usados vem aumentando
consideravelmente (Ministério da Saude, 2013).

Quanto a protecdo fornecida pela vacinacdo com a BCG, esta é considerada limitada, sendo a
TB pulmonar, principalmente em adultos, ainda um problema de saude publica, apesar de extensa
cobertura vacinal pelo PNI. Na literatura, discute-se que a melhoria na vacinacdo contra a TB depende,
por um lado, de uma compreensdo da natureza da sua imunidade protetora (Morel et al., 2008), por
outro, de um melhor controle de qualidade da vacina visando principalmente a sua eficacia/poténcia
(Parra et al., 2009). Além disso, sabendo-se que a protecdo concedida por esta vacina cobre 0s casos
mais graves de TB que ocorrem geralmente na infancia, aumentar o conhecimento da fase inicial da
resposta imune induzida pela vacina BCG que molda essa imunidade protetora é ainda um desafio para
a comunidade cientifica (Morel et al., 2008).

A complexa interacdo de células da imunidade inata com as da adaptativa, particularmente, nos

primeiros dias ap0s a vacinacdo e o que leva a imunidade protetora apds a vacinacgdo, ainda ndo sao
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compreendidos por completo. No entanto, esta informagéo pode ser crucial para o desenvolvimento de
novas vacinas ou melhorar as vacinas atuais com relacdo a eficiéncia, especialmente em grupos de risco

e prevencao de efeitos colaterais (Kohler et al., 2012)

1.2.4 Controle de Qualidade

Os critérios minimos necessarios para a producdo e controle da vacina BCG liofilizada de
acordo com a OMS sdo avaliacbes de viabilidade do bacilo, termoestabilidade, sensibilidade
tuberculinica, pesquisa de micobactéria virulenta e esterilidade bacteriana e fungica para o controle do
produto final (OMS, 1987).

Atualmente, a farmacopéia brasileira descreve 0s seguintes testes para a producéo e controle
de qualidade da vacina BCG: Testes de (1) identificacdo, (2) Caracteristicas e ensaios fisico-quimicos,
como o pH e verificacdo de umidade residual, (3) Doseamento por contagem do nimero de unidades
formadoras de coldnias (UFC), (4) Termoestabilidade e (5) Testes de seguranca bioldgica, como
esterilidade e teste para procura de micobactérias virulentas, que é feito inoculando-se BCG em cobaias
animais.

A avaliacdo do namero de unidades vidveis representa o controle que oferece mais informacoes
a respeito da viabilidade e estabilidade, sendo considerada essencial para a estimulacdo de respostas
imunoldgicas protetoras nos individuos vacinados; portanto, a avaliacdo do controle de qualidade dos
bacilos viaveis é fundamental para a sua eficacia. Além disso, a vacina BCG é frequentemente utilizada
como referéncia para comparacao em ensaios laboratoriais durante o desenvolvimento de novas vacinas
contraa TB (Mcshane, 2002; Ho et al., 2011).

O ensaio de UFC é amplamente utilizado como meétodo de quantificacéo para as vacinas vivas,
e tem sido utilizado como um substituto dos ensaios de poténcia da vacina BCG (OMS, 1987). A técnica
de UFC ¢ lenta, tem baixa reprodutibilidade e alta variabilidade nos resultados dos testes, principais
razdes para os fabricantes e laboratérios de controle de qualidade buscarem novas alternativas (Jensen
et al., 2008).

Para realizacdo desse ensaio a farmacopéia Brasileira e a OMS recomendam oficialmente a
técnica de contagem de UFC em meio solido para a determinacédo da viabilidade e termoestabilidade da
vacina BCG. A técnica indicada pela OMS consiste no preparo de diluicdes (tabela 1) da vacina em

meio de cultura liquido, inoculacdo de volumes destas diluicbes na superficie de meio sélido de
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sensibilidade comprovada, como Middlebrook 7H11, Lowenstein-Jensen (LJ) e Ogawa, seguida de
incubagédo a 37°C +/- 1°C por quatro a cinco semanas e posterior contagem das unidades de colonias
formadas. A farmacopéia brasileira recomenda apenas a utilizacdo do meio solido de LJ. O resultado
obtido é expresso em UFC por mililitro (UFC/mL) do produto reconstituido conforme orientacdo do
fabricante (Silva, 2013).

Tabela 1: Procedimento para preparo das dilui¢cbes do ensaio de contagem de UFC

Diluicio _Proce(limemo

1/100 1 mL da vacina reconstituida + 99 mL de Sauton ¥4
1/10000 1 mL da diluicdo 1/100 + 99 mL de Sauton %
1720000 4 mL da diluicio 1/10000 + 4 mL de Sauton Y4
1/40000 2 mL da diluicédo 1/10000 + 6 mL de Sauton %
1/80000 2 mL da dilui¢do 1/10000 + 14 mL de Sauton 4

Fonte: Silva, 2013

Em resumo, as técnicas laboratoriais disponiveis hoje e os padrdes empregados ndo oferecem
a precisdo necessaria (OMS, 2003, 2004). Com isso, a OMS tem realizado, desde 1999, revisdes dos
requerimentos de qualidade da vacina BCG em vigor visando a atualizacdo de metodologias e padrdes
empregados no controle, conforme abordado em encontros com especialistas da vacina BCG. Essas
reunides de colaboracéo internacional tém buscado métodos alternativos que oferecam maior precisdo
para avaliar a viabilidade e termoestabilidade da vacina BCG (Knezevic e Corbel, 2006)

Com isso, conclui-se que existe uma caréncia de ensaios laboratoriais que indiquem
diretamente a eficacia protetora da vacina. A estratégia da OMS tem sido a avaliacdo, por meio de
estudos clinicos, das diferentes preparacfes da BCG que ja tenham suas caracteristicas in vitro e
seguranca constatadas (Tonus, 2005).

Neste contexto, metodologias que abranjam por um lado a capacidade de infec¢do da BCG em
células e por outro lado indiquem a capacidade da vacina de induzir uma resposta imunol6gica e com
isso demonstrar um grau de eficacia poderiam ser desenvolvidas e vir a acrescentar, junto ao 0s ensaios

de viabilidade, um maior grau de seguranca a vacina.
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1.3 CELULAS DENDRITICAS

As DCs compreendem menos de 1% do numero total de células do sangue periférico
(Steinman, 1991). As DCs sdo células da imunidade inata, desempenhando um papel importante na
conexdo deste braco da resposta imune com a adaptativa, sendo consideradas como as principais células
apresentadoras de antigeno profissionais, além de ampliar a resposta imune inata (Abbas, Lichtman e
Pilai, 2007). Elas reconhecem e processam antigenos, apresentando-os as células T, desencadeando
assim uma resposta adaptativa frente ao antigeno, podendo essa gerar tolerancia ou imunidade (Kelsall
et al., 2002).

1.3.1. Populagdes de DCs

Nos ultimos anos, relevante conhecimento foi adquirido sobre a origem e fungéo de DCs em
sistemas imunoldgicos. Diferentes subtipos de DCs tem sido descritos, tanto de origem humana como
seus correspondentes de origem murina. Essas populacGes distintas sdo classificadas de acordo com seu
fendtipo (Figura 7). Esses subtipos com origens distintas sdo complexos, muitas vezes com diferencas

sutis e funcdes especializadas (Collin et al., 2011).



Figura 7: Principais subtipos de DCs humanas e suas equivalentes em murinos
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Com relacdo as DCs humanas, acredita-se que a maioria das DCs se origine de precursores da
medula Ossea. Apesar disso, as mesmas formam uma familia heterogénea, podendo ser de origem
mieldide (mDCs) ou plasmocitdide (pDCs). Esses dois subgrupos podem ser discriminados com base
em seus fenotipos e caracteristicas funcionais.

As pDCs recirculam continuamente entre a corrente sanguinea e 0s érgaos linfoides, através
de locais especificos das veias de endotélio, podendo assim serem encontradas nas zonas T dos 6rgéos
linfoides, no timo e no sangue (Lipscomb e Masten, 2002). Essas células tem um importante papel
inicial na resposta imune antiviral, podendo ser encontradas nos locais de agressao ativa, promovendo
a inflamacdo. Através da producdo de quimiocinas/citocinas, principalmente a secrecdo de IFN do tipo
I, ou através do contato intercelular, essas células modulam o papel de outras células da resposta imune
inata, como mDCs e células NK.

O subconjunto mDC também é conhecido como DCs convencionais (cDCs), e elas podem ser
migratorias ou residentes em tecidos linfoides (Banchereau et al., 2000). As DCs migratorias capturam
antigenos na periferia, migram via linfaticos para os linfonodos, onde os antigenos sdo apresentados as
células T. Exemplos dessa subpopulacédo sdo as DCs encontradas na epiderme e no epitélio intestinal,

chamadas de células de Langerhans (LCs), e as DCs intersticiais e dermais, encontradas na derme. Ja as
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mDCs residentes nos tecidos linféides possuem funges restritas ao 6rgao residente, onde os antigenos
coletados no 6rgéo séo apresentados no mesmo local, como por exemplo, as DCs encontradas no timo
e no bago (Shortman e Naik, 2007).

De acordo com suas caracteristicas fenotipicas, as mDCs podem ser ainda divididas em
subpopulacdes Grupamento de diferenciacdo (CD) 1c™ e CD141"; estas apresentam um elevado grau de
semelhanca tanto na expressdo de proteinas, quanto em algumas fungdes especificas na ativacdo das
respostas imunes adaptativas. As mDCs CD1c™ demonstram prontamente estimular as células T CD4*
virgens e secretam elevadas quantidades de IL-12 em resposta a ligacdo ao TLR, ao passo que as DCs
CD141" ndo secretam tanto I1L-12, mas estdo preparadas para reconhecer células em processo de morte
para a subsequente apresentacdo de antigenos para os linfocitos T CD8".

Apesar das diferencas entre pDCs e mDCs, ambas s@o capazes de apresentar antigenos pelos
dois MHCs (Classes | e 11) de maneira eficaz (Mathan, Figdor e Buschow, 2013).

Ha também a possibilidade em se diferenciar DCs a partir de mondcitos em cultura frente a
determinadas citocinas. Essas sdo denominadas de DCs derivadas de monocitos (moDC). Essas células
se assemelham com as mDCs, apesar de possuirem algumas diferencas fenotipicas. Quando mondcitos
se diferenciam em DCs, eles apresentam baixa ou nenhuma expressdo de CD14 (receptor pan de
monadcitos) e passam a expressar outros marcadores, como CDla e CD209 (Dendritic Cell-
Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin- DC-SIGN) (Cella, Sallusto e
Lanzavecchia,1997). Esse subtipo de DC ndo esta presente, in vivo, em estado estacionario, mas sim em
condicdes inflamatorias, diferentemente das mDCs (Gutiérrez-Martinez et al., 2015). Apesar disso, a
diferenciacdo de mondcitos in vitro tem se provado uma ferramenta Util para diversos estudos,
fornecendo informacdes sobre situacdes fisiolégicas como o processo de reconhecimento patdgenos,
ativacdo e apresentacdo antigenica ocorre frente a deterninados patdgenos. Além disso as moDCs sdo
utilizadas como imunoterapia para determinamos tipos de cancer, sendo considero padrdo ouro para o
tratamento (Figdor et al., 2004).

Um mecanismo eficiente de classificacdo das popula¢des acima emprega métodos relacionados
a expressdo de marcadores de superficie nas diferentes subpoplacdes de DCs, podemos destacar alguns
com principais, sdo eles: CDla, CD11c, CD11lb e CD209 (Cella, Sallusto e Lanzavecchia,1997;
Banchereau et al., 2000).

CD1a ainda tem sua expressdo pouco compreendida. As mDCs podem se diferenciar, a partir

de um precursor comum, em duas vias independentes, e que dao origem a precursores sanguineos
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CD11c* com ou sem a expressdo de CD1a (Caux et al., 1996; Shortman e Naik, 2007). As DCs CD11c"
CD1a" diferenciam em LCs na epiderme e outras superficies epiteliais, enquanto o subtipo CD11c"
CD1a reabastece varios tecidos, como DCs intersticial/teciduais (Caux et al., 1997; Banchereau et al.,
2000).

J& com relacdo ao papel do CD1a, essa molécula participa da ativacdo de células T (Cernadas
et al.,2009). Ela tem grande homologia estrutural com moléculas de MHC, inclusive com a utilizagdo
da cadeia -2 microglobulina, e sendo assim, denominados de MHC classe | ndo polimérficos (Martin
et al., 1987). Além disso, embora o papel especifico de CD1a na inducdo de IL-12 pelas DCs nao estar
100% elucidado, é possivel que DCs CD1a* possam influenciar ainda mais a sua fungdo nas células T
ativadas. Essas DCs tém capacidade de produzir grandes quantidades de IL-12, sugerindo que podem
assim desempenhar um papel importante na promoc¢éo da resposta imune do tipo Thl. E sabe-se hoje
que esse tipo de resposta imune é crucial para defesa contra o0 Mtb (Cernadas et al.,2009).

Além disso, DCs apresentam positividade para alguns outros receptores de superficie
membranar, como 0 CD11c e altos niveis de CD11b (Geijtenbeek et al., 2003; Abbas, Lichtman e Pilai,
2007). O CD11b ¢ considerado um marcador pan de macrdéfagos, embora ndo seja exclusivo desse tipo
celular, pois essa molécula também é expressa em uma grande variedade de leucdcitos. JA o CD11c é
geralmente expresso por DCs, porém nao exclusivo desse tipo celular. Esses dois receptores ajudam a
diferenciar algumas subclasses de DCs, com aquelas mDC, que geralmente co-expressam ambos,
enquanto aquelas pDC tendem a nédo expressar CD11b (Siddiqui et al., 2015).

CD209 ou Dendritic cell-specific ICAM 3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN) € um membro da
familia CLR expressa principalmente em moDCs diferenciadas in vitro, apesar de também ser expressa
mDCs e pDCs. Ele é um receptor de adesdo e reconhecimento de PRRs e desempenha um papel
importante na migracéo e adesdo DC, resposta inflamatoria, a ativacao de células T (Granelli-Piperno
et al., 2005; Zhou et al., 2006).

1.3.2. Estagios de maturacdo das DCs

As DCs epiteliais e teciduais normalmente se encontram no estado imaturo. Quando capturam
um antigeno, sofrem um processo de maturacdo, perdendo a capacidade de capturar novos antigenos e
ganhando a capacidade de processar e apresentar o antigeno capturado eficientemente. A apresentacao
do antigeno ocorre entdo apos a migracdo dessas células para 6rgdos linféides secundéarios. Durante a

migracdo, depois de sua ativacdo, as DCs apresentam outro perfil de receptores (Geijtenbeek et al.,
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2003; Abbas, Lichtman e Pilai, 2007). Isto é utilizado para definicdo do estagio em que uma DC se
encontra (Figura 8).

Figura 8: Esquema da maturagdo de uma Celula Dendritica.
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As células tronco hematopoiéticas (HSCs) diferenciam-se em células dendriticas imaturas (iDCs) que sdo recrutadas para 0s
tecidos periféricos, onde tem funcdo de internalizar antigenos que sdo processados e apresentados via de MHC de classe II.
Depois da captura de antigeno, as DCs migram para o tecido linféide e maturam fenotipicamente aumentando a expressdo
de CD40, CD80, CD86, MHC de classe Il e do receptor de quimiocina CCR7. Ja no tecido linféide, elas interagem com
células T, células B e NK apresentando o antigeno. Essa interagdo leva a ativacdo das células I4 presentes e a producéo de
citocinas pré-inflamatdrias, tais como IL-12 e o TNF. Fonte: Hackstein e Thomson, 2004

Em seu estado imaturo, as DCs expressam receptores endociticos, fagociticos e de quimiocinas.
O ultimo tipo é responsavel por atrair as DCs para os tecidos periféricos. Sdo exemplos desses
receptores, 0s Receptores Cisteina-cisteina (CCR) 6, CCR1, CCR2 e CCR5 (Lipscomb e Masten,
2002).

Existe uma grande variedade desses receptores endociticos descritos em DCs. Os
imunocomplexos sdo capturados por FcRs, como FcaR (CD89), FceRI e II (CD23) e FcyRI (CD64),
RII (CD32) e RINI (CD16) (Cellaet al., 1997; Sabatté et al., 2007). J& para os CLRs, temos representados
0s de manose (CD206), o DEC-205 de macrofagos (CD205), o CD209, o BDCA-2, o DECTIN-1, o
DCIR, 0 DCAL-1 e 0 C-LEC (Sabatté et al., 2007).

Como relacdo a interacdo das DCs com componentes estruturais das micobactérias, tais como

Mtb e BCG, o CD209 tem sido proposto como crucial para a infeccdo de DC (Geijtenbeek et al., 2003;
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Gagliardi et al., 2005). Segundo Geijtenbeek e colaboradores, a ativacdo dessa molécula pela
micobactéria prejudica a maturacdo de DC e induz a producdo de IL-10 anti-inflamatéria. Estas
condi¢des promovem a imunossupressao e podem contribuir para a sobrevivéncia do Mtb (Geijtenbeek
et al., 2003). Contudo, tambem ja foi demonstrado que o bacilo pode ser interiorizado sem a presenca
de CD209, e que a vacina BCG induz uma deficiéncia de IL-12 e a secre¢do de IL-10 por DCs,
independente da expressdo de CD209. Estes dados sugerem que CD209 nédo pode ser considerado como
0 Unico receptor de interiorizacdo para a vacina BCG, e também ndo pode ser considerado como o
receptor responsavel e exclusivo para a imunossupressao induzida por micobactérias (Gagliardi et al.,
2005). Apesar do papel endocitico, 0 CD209 ainda é expresso nas DCs maduras, pois e fundamental no
primeiro contato e na ligacdo entre as DCs e células T durante a sinapse imunoldgica, ou seja, na
estimulacdo antigeno especifica (Steinman, 2000)

Além dos receptores endociticos, as DCs possuem os PRRs. A familia de PRRs melhor
caracterizada € a dos TLRs que reconhecem os padrdes moleculares em lipideos, carboidratos, peptideos
e estruturas relacionadas com acidos nucleicos amplamente expressos em diferentes grupos de
microorganismos, como lipoproteinas de procariotos, glicolipideos, flagelina, CpG DNA e
lipossacarideos (Janeway e Medzhitov, 2002). Em DCs, foram encontrados TLR1, TLR2, TLR3, TLR4,
TLR5, TLR8 e TLR9 (Van Kooyk e Geijtenbeek, 2003). A distribuicdo dos TLRs varia de acordo com
a populacdo de DCs, permitindo respostas imunes especializadas de acordo com o patdgeno. Por
exemplo, TLR4 ¢é responsavel pela deteccdo de LPS e TLR2 é responsavel pela deteccdo de
pepitideoglicanos e lipoproterinas, sendo geralmente ambos sdo encontrados em populacbes de
mondcitos e mDCs (Uronen-Hansson et al., 2004). Enquanto as pDCs expressam TLR7 e TLR9, a
ativacao dessas vias por produtos virais induz altos niveis de IFN-o/IFN-B (tipo I) pelas células (Wallet
et al., 2005).

Ja quando maturadas, as DCs perdem esses receptores endociticos e fagociticos, e aumentam a
expressdo de moléculas de adesdo, como CD2, CD1la, MHC classes | e Il e moléculas co-
estimulatérias, como CD40, CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) e de ativacdo CD83, sendo este Gltimo um
tipico marcador de maturacdo de DCs (Morel et al., 2008).

O MHC humano tambem é chamado de antigeno leucocitario humano (HLA). O MHC é uma
regido genética ampla que codifica as moléculas de classe | e Il e outras proteinas, sdo altamente
polimérficos, sendo o sistema proteico mais polimérfico da espécie humana. O sistema HLA ¢é

geneticamente determinado por genes que se localizam no braco curto do cromossoma 6. Os antigenos



37

HLA podem ser divididos em duas classes: HLA classe | e 11, sendo diferenciados de acordo com sua
distribuicdo nos tecidos e suas fungdes. As principais proteinas de classe | do HLA s&o chamadas A, B
e C e as principais proteinas do HLA classe Il sdo chamadas DR, DP e DQ. Durante anos apés a
descoberta do MHC sua Unica fun¢do documentada estava relacionada com a rejeicao de transplantes,
entretanto anos depois descobriu-se seu papel fundamental da resposta imunolégica. O MHC classe Il
é constitutivamente expresso em APCs tais como células dendriticas, células B, mondcitos e
macréfagos. Sua expressdo é aumentada quando essas células sdo ativadas, sendo sua principal fungdo
é a apresentacdo de antigenos para as células T CD4+ (Abbas, Lichtman e Pilai, 2007).

As moléculas co-estimulatérias CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), fazem parte da familia de ligante
B7, sdo expressos em DCs, macréfagos ativados e células B, principalmente. Entretanto CD 80
geralmente esta ausente ou pouco expresso em células ndo estimuladas enquanto CD86 & expresso
constitutivamente em niveis moderados. Seus receptores sdo encontrados principalmente em células T
e sdo CD28 e CTLA-4 (CD152). Apesar da funcdo principal desses ligantes ser a participacdo na
ativacdo de células T naive,eles também tém papel importante na proliferacdo de células T, producéo
de IL-2 e também podem ter funcéo inibidora das células T (Abbas, Lichtman e Pilai, 2007).

Ambos, B7-1 e B7-2, sdo capazes de se ligarem aos receptores CD28 e cytotoxic T-lymphocyte
associated protein 4 (CTLA-4) (Alegre et al., 2001; Sharpe e Freeman, 2002), entretanto a ligacdo com
CTLA-4 parece ter uma afinidade muito maior do que a ligacdo a CD28 (Linsley et al., 1994). Isto
sugere que nao sdo aminoacidos conservados que formam os locais de ligacéo criticos. Enquanto CD28
desempenha um papel importante na ativacdo de células T juntamente como a ligacdo da molécula de
MHC ao receptor de células T (TCR), CTLA-4 funciona como um receptor inibitorio importante.
Embora B7-2 seja geralmente a primeira molécula B7 encontrada devido a sua expressdo constitutiva
nas APCs, nao parece haver diferencas significativas nas funces de B7-1 e B7-2. Em vez disso, a
ligacdo receptor-ligante depende mais do tipo de APC e o seu estado de ativacdo (Sharpe e Freeman,
2002).

CD40 é um membro da superfamilia dos receptores de necrose tumoral e é expresso tanto em
células imunoldgicas como macréfagos, DCs, mondcitos e linfécitos B quanto em células nao
imunoldgicas como células endoteliais, epiteliais e mesenquimais (Schonbeck e Libby, 2001; Danese et
al., 2004). Seu ligante, CD40L (CD154), é expresso principalmente em células T CD4" ativadas, mas
também pode ser encontrado em células NK, linfocitos T CD8" e B, basofilos, entre outros (Danese et
al., 2004).
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Apesar do CD40 ter sido primeiramente descrito como importante molécula na imunidade
humoral de células B, hoje se sabe que essa molécula também contribui para a ativacdo de células da
imunidade adaptativa por células da imunidade inata, conferindo também um papel importante na
imunidade celular. A ligagdo CD40/CD154 regula diferentes acdes da imunidade celular e humoral
como ativacdo de células T, proliferacdo de linfécitos B, sintese de imunoglobulinas, inducdo de
apoptose em células T CD4" e geragdo de células T CD8* de meméria, entre outras (Blair et al., 2000;
Bourgeois et al., 2002).

Nas DCs, a ligacdo de CD40 induz um aumento da expressdo moléculas co-estimulatorias
como CD86 e CD56 na superficie celular (Danese et al., 2004), além de estimular a producdo de
diferentes citocinas como IL-8, TNF-a, MIP-1 a e IL-12 (Karimi e Pourfathollah, 2012). A regulacéo
da expressdo de CD40 na superficie celular ndo esté relacionada ao tipo de DC (mDC, pDC ou moDC)
mas sim ao receptor utilizado para ativacdo da mesma e a sinalizacdo geradas por essa ligacéo inicial
(Ma e Clark, 2009; Karimi e Pourfathollah, 2012)

CD83 é um membro da superfamilia das imunoglobulinas que tem sua expressdo aumentada
apos a maturacdo de DCs (Elkord et al., 2005). Ela tem sido utilizada como um marcador de DCs
maduras apesar do seu papel preciso ainda permanercer desconhecido. Tem sido sugerido que o CD83
€ um receptor funcionalmente importante na regulacdo do desenvolvimento de imunidade celular
(Scholler et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que o dominio extracelular CD83 inibe a
proliferacdo de células T mediadas por DCs (Lechmann et al., 2001). O aparecimento de CD83, como
um marcador de maturacdo funcional, também vem sendo correlacionado com a capacidade das DC
para produzir maiores quantidades de citocinas (Corinti et al., 2001; Elkord et al., 2005).

Por fim, as DCs maduras também passam a expressar receptores de quimiocinas, como CCR7,
que sdo responsaveis pela migracdo das DCs para os linfonodos (Banchereau et al., 2000).

Juntamente com a expressdo de moléculas co-estimulatérias, ha um aumento da secrecéo de
citocinas pelas DCs. Essas também tém um papel importante na resposta imune. Alguns trabalhos vém
mostrando o aumento de citocinas por DCs infectadas com a vacina BCG (Lozza et al., 2013; Zhang et
al., 2013); tanto das pro-inflamatérias, como IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-23, quanto da anti-
inflamatéria IL-10, além do aumento das quimiocinas pré-inflamatorias, como CCL2 (MCP-1) e CCL5
(RANTES) (Zhang et al., 2013).

Dessas citocinas, a I1L-12 possui um papel importante, aumentando a capacidade de DCs

associadas com a vacina BCG em induzirem uma resposta imune efetora do tipo Thl, e resposta de
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celulas NK (Marongiu et al., 2013). J& 0 TNF-o desempenha um papel importante na fisiologia das
infeccbes por micobactérias e também é fundamental na maturacdo das DCs (Thurnher et al., 1997;
Demagel 2000; Zhang et al., 2013). Ao inverso, a IL-10 tem papel imunorregulatério e seus efeitos
inibidores antagonizam a resposta imune protetora das células T; essa citocina pode contribuir para

micobactérias se estabelecerem no hospedeiro infectado (Morel et al.,2008).

1.4. BCG E DCS

Na maioria dos casos, para se garantir a poténcia da vacina BCG é realizado apenas o
doseamento, porém, sem um correlato de uma resposta imune induzida pela vacina. Ensaios in vivo em
cobaias animais, além de serem de dificil execucéo, séo feitos apenas no intuito de testar a viruléncia da
cepa. Devido a estes fatos, alguns autores vém tentando desenvolver ensaios in vitro como o estudo que
utiliza células imunocompetentes de cobaias animais previamente imunizados com a vacina BCG (Parra
et al., 2009). No entanto, faltam propostas de ensaios em células humanas considerando principalmente
a primeira linha da resposta imunolégica, vista como crucial no desenrolar do papel protetor da vacina
contra a TB (Kaufmann, 2002).

Por outro lado, a interacéo da vacina BCG com DCs originadas in vitro a partir de mondécitos
humanos de sangue periférico vem sendo utilizada em pesquisas envolvendo a resposta imune inicial
conferida por essa vacina (Cheadle, Selby e Jackson, 2003; Morel et al., 2008; Zhang et al., 2013). Hoje,
a hipdtese para a possivel falha da vacina BCG na protecéo contra a TB pulmonar envolve o estimulo
insuficiente das células T CD8* e duragdo restrita da meméria imunolégica (Kaufmann et al., 2010;
Kaufmann, 2012). Isto poderia ser devido a um estado inadequado de ativacao de DCs e de mecanismos
de evasdo explorados pelo patogeno. Em adicéo, a persisténcia continua da vacina BCG no organismo,
apos a imunizacdo, pode induzir anergia ou o esgotamento da resposta das células T (Lozza et al., 2014).

Alem disso, a vacina BCG também vem sendo utilizada como um maturador de DCs em testes
que visam a utilizacdo destas células como imunoterapia ou vacina em alguns tipos de cancer (Thurnher
et al., 1997; Shankar et al., 2004).

Esta area tem ganhado grande importancia ultimamente, tanto que o Centro Nacional para
Medicina Complementar e Alternativa (NCCAM) ¢ a principal agéncia do governo norte-americano,
um instituto do NIH (Institutos Nacionais de Saude), para a investigacdo cientifica sobre os diversos

sistemas médicos e de salde, praticas e produtos que ndo sdo geralmente considerados parte da medicina
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convencional. Um dos objetos de estudo do NCCAM ¢é a geracdo de células potentes que possam
substituir as cobaias animais de laborat6rio nos testes de drogas.

Neste contexto, este projeto visa por um lado desenvolver um ensaio in vitro para avaliacdo da
poténcia de vacina contra TB utilizando células dendriticas humanas, e por outro, uma compreensao
melhor da resposta imune inicial in vitro em humanos, no intuito de tentar identificar os mecanismos

especificos que podem conferir protecdo contra a tuberculose.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

e Estudarageracdo de DCs in vitro a partir de mondcitos humanos do sangue venoso periférico
e sua relagdo com a vacina BCG Moreau, avaliando assim a ativacao e a maturacdo daquelas

células como possivel ferramenta para desenvolvimento de um ensaio de poténcia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer um protocolo de isolamento de mondcitos;

e Estabelecer um protocolo de geracdo in vitro de DCs;

e Padronizar um ensaio de diferenciacdo de DCs;

e Avaliar aresposta do ensaio de diferenciacdo de DCs em diferentes dilui¢des da vacina BCG;
e Dosar as citocinas pro-inflamatérias 1L-12, IL-18, TNF-o, IL-la e a citocina anti-

inflamatodria 1L-10 nos sobrenadantes das culturas acima.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Amostras de produtos do sangue venoso periférico de individuos adultos sadios, via doacfes
expontaneas e voluntarias, foram obtidas do Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (SH-HUCFF). As bolsas de fase
leucocitaria, um produto excedente da capa de leucocitos conhecida como “buffy-coat” e contendo
aproximadamente 50 ml de volume celular, foram obtidas ap6s a confirmacdo dos testes sorolégicos
negativos realizados pelo proprio banco de sangue. Este projeto conta com aprovagdo do comité de ética
da FIOCRUZ/IOC sob o numero CAAE: 35775014.0.0000.5248.

3.2. SEPARACAO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO

A obtencéo das células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foi realizada a partir do
buffy-coat por separacdo atraves do método de diferenca de densidade Ficoll-Hypaque (Sigma-
Aldrich). O material foi diluido em meio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640/
Hepes (LGC technologies) na propor¢do de 1:2, adicionado lentamente ao gradiente de densidade de
Ficoll (densidade 1077g/ml) e centrifugado a 300g por 25 minutos a temperatura ambiente. As PBMC
presentes na fase em forma de anel foram coletadas, lavadas trés vezes com meio e ressuspendidas para
contagem e afericdo da viabilidade celular através de uma solucdo corante de azul de trypan (diluida

1:100, Sigma- Aldrich), utilizando uma camara de Newbauer, para posterior isolamento de mondcitos.

3.3. PURIFICACAO DE MONOCITOS

3.3.1. Padronizacéo

3.3.1.1. Agregacdo ao frio e Percoll (n=6)

Apos a etapa de separacdo de PBMC, o isolamento dos mondcitos foi feito em duas etapas. A
primeira pela técnica de agregacdo ao frio (Santos et al., 2001) e posteriormente uma segunda separacdo

foi feita, por diferenca de densidade gerada por gradiente de Percoll (1135 g/ml) (Sigma- Aldrich)
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(Repnik, Knezevic e Jeras, 2003), como a seguir:(A). As PBMC obtidas (5 x 10”células) foram lavadas
em meio e contidas em tubos cbnicos de 15 ml (Falcon). Os tubos foram mantidos em uma roller table
por meia hora a 4°C em uma camara fria de temperatura controlada. Apds esta etapa, os tubos foram
centrifugados por 40 segundos a 100g a 4°C. O sobrenadante contendo os linfdcitos foi descartado e o
pellet de mondcitos enriquecido foi ressuspenso em meio. Apos, as células foram submetidas a
separacdo por gradiente de densidade de Percoll; (B) Uma solucdo de Percoll a 100% foi preparada
através de diluicdo de 9:1 em solucdo de sais balanceados de HANK’s 10x concentrado (Sigma-
Aldrich). Esta solucdo mée foi diluida em meio, de forma a gerar 4 diferentes dilui¢des de Percoll (70%,
50%, 40% e 25%). As diluicdes foram preparadas como 3,5 ml da solu¢do mae diluida em 1,5 ml de
meio para a diluicdo de 70%; 2,5 ml da solugcdo mée diluida em 2,5 ml de meio para a diluicdo de 50%;
1,0 ml da solugdo mae diluida em 1,5 ml de meio para a diluicdo de 40%; e 2,5 ml da solucdo de 50%
de Percoll diluida em 2,5 ml de meio para a diluicdo de 25%. As células foram ressuspendidas em 2 ml
da solucdo de Percoll 70% em tubos conicos de 15 ml. Em seguida, neste mesmo tubo, foram
adicionados 2 ml da solugéo de Percoll 50%, 2 ml da solucdo de Percoll 40% e 3 ml da solugéo de
Percoll 25%, respeitando esta ordem. O tubo contendo as células e as 4 diferentes diluicdes de Percoll
foi centrifugado a 2509 por 5 minutos). Apos a centrifugacdo, formaram-se trés fases em forma de anel:
uma fase superior localizada entre os gradientes de Percoll 25% e 40%, uma fase intermediaria
localizada entre os gradientes de Percoll 40% e 50%, e uma fase inferior localizada entre os gradientes
de Percoll 50% e 70%. A fase superior, que contem os monaocitos, foi retirada e para a avaliacdo da
qualidade da pureza foi relizada a marcacdo com CD14 e CD3 e analisado por citometria de fluxo (ver
item 4.1.1).

3.3.1.2. Separacdo de monaocitos por citometria de fluxo (n=1)

Este método foi feito elaborado a partir de sangue total. Entdo, foi necessario reduzir a
quantidade de hemécias para evitar entupimento do citdmetro de fluxo e otimizar a separacéo celular.
Para isso, foi utilizada uma solugéo de lise comercial (BD lysing solution) diretamente na amostra na
proporcao de 2 ml de sangue para 6 ml de solucédo de lise, sequindo o tempo e a lavagem recomendados
pelo fabricante. Apesar da quantidade de eritrocitos ter sido reduzida, essa diminuicao nao foi suficiente.
Entdo, repetiu-se 0 passo anterior, mas dessa vez utilizando 2 ml da solucdo diretamente no pellet de

células formado apds a primeira lise, resultando em uma maior lise das hemécias. Depois, as células
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foram contadas e aferida a viabilidade celular através de uma solugéo corante de azul de trypan (diluida
1:100), utilizando uma cdmara de Newbauer.

Dois parametros foram utilizados para o sorting: o primeiro, a diferenca morfolégica (FS vs.
SS) das células presentes no sangue, e 0 segundo, a presenca da molécula de superficie CD14 (marcacéo
com anticorpo anti-CD14 humano conjugado a FITC — Invitrogen - em uma aliquota de 50ul das células
retirada da suspenséo total de células, que foi adquirida no citometro de fluxo antes de se iniciar o
sorting). Depois de definidos os critérios para a separacdo, um gate foi feito na regido desejada utilizando
ambos os parametros. Quando a suspensdo de células total foi adquirida, os eventos estavam dentro do
gate pré-estabelecido, e assim foram separados.

Apds a separagdo, para avaliagdo do sorting, as células foram novamente marcadas com
anticorpos anti-CD14 humano conjugado a FITC e anti-CD3 humano conjugado a Alexa fluor 647

(eBiosciences).

3.3.1.3. Separacdo de monocitos por microesferas magnéticas (n=1)

Apos a separacdo das PBMCs conforme descrito na secéo 3.2, as células foram submetidas ao
isolamento de mondcitos utilizando um kit comercial de separacdo magneética negativa (EasySep —
Human Monocyte Enrichment kit, STEMCELL) ou kit comercial de separacao positiva (MACS- CD14
Microbeads human, Miltenyi Biotec) ambos seguindo as orientacdes do fabricante.

Apos o isolamento e para avaliacdo da pureza, as células foram adquiridas no citometro de
fluxo e as populacbes de monadcitos e linfocitos foram avaliadas com base no grafico de morfologia FS
vs. SS das mesmas.

Por apresentar um melhor resultado na purificagdo de monocitos, quando comparada as outras

técnicas utilizadas, a separacao por beads magnéticas foi a eleita para dar prosseguimento a este estudo.

3.4. DIFERENCIACAO DE MONOCITOS EM DCS
3.4.1. Padronizacéo da diferenciacdo de mondcitos em DCs

3.4.1.1. Avaliacdo de meio e soro para cultivo (n=3)

Apos a separacdo, as PBMC (n=3) foram diretamente distribuidas em placa de 24 pocos

(Falcon), contendo 4 x 10° células por pogo em 2 ml de meios de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's
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medium (DMEM) (Gibco) ou RPMI sem soro, sendo a placa incubada por 2 horas em estufa (37°C/5%
CO») visando sua adeséo. Apds incubacdo, a fim de eliminar as células ndo aderentes (linfécitos), foram
feitas trés lavagens com meio RPMI ou DMEM. Em seguida, e de acordo com as variaveis abaixo, foi
feita a adigdo de 1 ml de meio completo, RPMI ou DMEM + 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab)
ou soro humano AB (SH, Sigma-Aldrich), e nos pocos para diferenciagdo de DCs foram adicionados
Fator Estimulador de Coldnias de Granulécitos e Macrofagos (GM-CSF) e IL-4 (ambos PeproTech) a
300 Ul/ml de GM-CSF e 300 Ul/ml de IL-4. Apos 2 dias, metade do volume total de cada poco foi
cuidadosamente retirado, e adicionou-se aos cultivos os respectivos meios completos com citocinas 2x
por mais dois dias. Enquanto isso, 0s po¢os de mondcitos ndo diferenciados receberam o mesmo
tratamento, porém sem a adicdo das citocinas.

As variaveis utilizadas, tanto para as células ndo diferenciadas (monocitos) quanto para as

celulas diferenciadas (DCs), foram:

e Cultivadas em RPMI e SFB
e Cultivadas em RPMI e SH

e Cultivadas em DMEM e SFB
e Cultivadas em DMEM e SH

Apos um total de 7 dias, a avaliacdo foi feita através de citometria de fluxo, visando tanto as
caracteristicas morfologicas, FS vs. SS, quanto a expressdo dos marcadores CD14 e CD209 (DC-SIGN).
A marcacao dessas moléculas de superficie foi feita utilizando anticorpos anti-CD14 humano conjugado
a isotiocianato de fluoresceina (FITC, Invitrogen) e anti-CD209 humano conjugado a ficoeritrina (PE)
(Biolegend).

3.4.1.2. Avaliacdo da concentracéo de citocinas utilizadas e avaliacdo da utilizacdo de tubo ou placa
para o cultivo e diferenciacdo das células (n=3)

Apos a separacdo dos mondcitos por microesferas magnéticas, uma parte foi colocada em
placa, e outra em tubo de polipropileno préprio para cultivo de células em suspensdo (Falcon), na
concentracio de 5 x 10° células/ml cada. O protocolo de diferenciagdo utilizado foi semelhante ao da

secdo anterior, variando apenas o meio de cultivo completo, o qual foi eleito RPMI com SH, e a
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concentracédo das citocinas GM-CSF e IL-4, sendo duas concentracdes distintas utilizadas: 300 Ul/ml,
ja utilizada anteriormente, e 500 Ul/ml.
As variaveis utilizadas nessa etapa, tanto para as células cultivadas em tubo, quando para

aquelas cultivadas em placa, foram:

e Células ndo diferenciadas
e Células diferenciadas, utilizando 300 Ul/ml de citocinas

e Células diferenciadas, utilizando 500 Ul/ml de citocinas

A avaliacdo daquelas variaveis foi feita por meio de citometria de fluxo. Apos o término da
diferenciacdo, as células foram marcadas com anticorpos anti-CD14 humano conjugado a PE/Dazzle
594 (Biolegend), anti-CD209 humano conjugado a PE (Biolegend), anti-CD1a humano conjugado a
APC (Biolegend) e anti-CD11c humano conjugado FITC (eBiocience), e fixadas com tampéo FluoroFix
(Biolegend) para posterior leitura.

3.4.2. Diferenciacao de DCs

Apbs a padronizacao, as células na concentragdo de 5 x 10°/ml foram cultivadas com 1 ml de
meio RPMI com SH e 500 U/ml de GM-CSF e IL-4 cada, em placas de 24 pocos em estufa a 37°C e
5% CO2. Apoés 2 dias, metade do volume do pogo foi cuidadosamente retirado, e adicionou-se aos
cultivos meio com 10% de SH e citocinas por 2x por mais dois dias. Como controle da diferenciacao,

dois pocos nédo receberam citocinas.

3.5. INFECCAO DAS CELULAS DENDRITICAS COM A VACINA BCG (N=8)

Para a infeccdo das DCs imaturas ap0s o dia 6 e no inicio da diferenciacdo, foram utilizados
trés lotes diferentes da vacina BCG (cepa Moreau), todas cedidas pelo Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ). Cada um dos lotes possui concentracao de bacilos distinta
(2,48 x 10°, 6,86 x 10° e 9,82 x 10°® UFC/mI) e todos se tratam de lotes previamente aprovados, tanto
pela Fundacdo Ataulpho de Paiva (FAP), a fabricante da vacina, quanto pelo proprio INCQS. As

ampolas estavam liofilizadas, sendo reconstituidas em meio RPMI da seguinte forma: um lote (A) com
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concentragéo intermediaria (6,86 x 10 UFC/ml) foi reconstituido em 1 ml (conforme recomendado pelo
fabricante), um lote (B) com a concentragio menor de bacilos (2,48 x 106 UFC/ml) foi reconstituido em
2ml (no intuito de simular um lote reprovado por conter uma contagem de bacilos inferior a faixa
permitida pelo controle de qualidade da vacina), enquanto um lote (C) com concentragcdo maior (9,82
x 10® UFC/mlI) foi reconstituido em 0,5 ml (no intuito de simular um lote reprovado por conter uma
contagem de bacilos superior a faixa permitida pelo controle de qualidade da vacina).

Além da comparacdo interlotes, 3 ampolas distintas de um mesmo lote, lote (A), foram
utilizadas para testar a reprodutibilidade de um mesmo lote. Enquanto os demais (B e C) foram
utilizados apenas em monoplicata. Todos os trés lotes (A, B e C) foram utilizados em 4 concentragdes
distintas: 1:10, 1:20, 1:40 e 1:60 (Figura 9).

No intuito de se comparar uma possivel diferenca do bacilo atenuado vivo, com o morto, apos
se reconstituir uma ampola comercial (FAP) com 1 ml de meio, este lote (D) foi irradiado seguindo
protocolo estabelecido no Laboratorio de Imunologia Clinica (I0C). Alem disso a partir desse mesmo
lote irradiado a vacina foi subsequentemente aquecida (100°C por 3 minutos) e resfriada (-20°C por 3
minutos), sendo esse processo repetido por 3 vezes, no intuito de "destruir" moléculas do bacilo que
mesmo morto pudessem servir como antigeno para as DCs. Este lote (D) foi utilizado apenas na
concentracdo de 1:10 (Figura 9).

Além destas diferentes variaveis de infeccdo com BCG descritas acima, também foi utilizado
como controle negativo DCs nédo estimuladas (DCs imaturas), bem como DCs estimuladas com LPS de
Escherichia coli (026:B6) a 0,5ug/ml (Sigma- Aldrich) como controle positivo de maturacao (Elkord et
al., 2005) (Figura 9).

Para controle da diferenciacdo de monocitos em DCs, foi adicionado LPS na mesma
concentracdo acima nos pocos de contendo mondcitos ndo diferenciados, além do cultivo sem estimulo.

Apos os estimulos, BCG ou LPS, os cultivos permaneceram por 24 horas em 37°C e 5% COz.
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Figura 9: Esquema de placa de cultivo ilustrando as variaveis utilizadas nos experimentos.

BCG BCG BCG BCG BCG
LOTEA LOTEA LOTEA LOTEB LOTEC

o

Todos os pocos contem DCs apos a diferenciacédo. LPS (0,5 ug/ml) e BCG Irradiada e BCG Irradiada e Aquecida (ambas do
lote D) na concentracdo de 1:10. BCG lote A- 6,86 x 10% UFC/ml, BCG lote B- 2,48 x 10 UFC/ml e BCG lote C- 9,82 x 10°
UFC/ml. Sedo o Lote A feito com 3 ampolas distintas (1 ampola para cada coluna).

Apos as 24 horas, as células foram coletadas para marcacdes por citometria de fluxo, e os
respectivos sobrenadantes coletados, onde parte foi submetido para contagem de bacilos (UFC), e outra

parte foi armazenado a -20°C para posterior dosagem de citocinas.

3.6. FENOTIPAGEM POR CITOMETRIA DE FLUXO (N=8)

Apos o tempo determinado, as células foram retiradas da placa ou dos tubos e lavadas e
ressupendidas com meio RPMI para contagem e afericdo da viabilidade celular conforme o item 3.2.
Posteriormente, as células foram lavadas em solucao tampéo para citometria de fluxo (PBS com 0,01%
de Azida sodica-NaNs e 0,1% de albumina sérica bovina).

As células foram submetidas a marcagdo com 0s seguintes anticorpos monoclonais anti-
humanos: CD80 (B7-1) conjugado a Alexa 750 (Beckman Coulter), CD86 (B7-2) conjugado a APC
(Biolegend), CD40 conjugado a APC-Cy7 (Biolegend), CD83 conjugado a FITC (Biolegend), CD1a
conjugado a APC (Biolegend), CD209 (DC-SIGN) conjugado a PE (Biolegend), CD282 (TLR2)
conjugado a PE (Biolegend), CD284 (TLR4) conjugado a PE (Biolegend), HLA-DR conjugado a Alexa
647 (Biolegend) e CD197 (CCR7) conjugado a Alexa 647 (Biolegend) (tabela 2). Como estratégia para

ndo haver sobreposicdo de fluorescéncias, foram elaborados quatro grupos distintos de marcacdo. A
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diluicdo dos anticorpos acima utilizados foi de 1:40 no mesmo tampé&o, e apds sua adi¢do, as células

foram incubadas por 30 minutos a 4°C no escuro.

Tabela 2: Marcadores fenotipicos e suas respectivas funcgdes

CDla Marcador fenotipico de uma subpopulacio de DCs;
Papel na ativagio de células T;

DCs CDla™ tem capacidade de produzir grandes quantidades de IL-12

CD209 Importante na interagio com micobactérias para sua interiorizagio.

(DC-SIGN)

Induz a produgio da citocina anti-inflamatéria IL-10 e prejudica a
maturagio de DC
CD284 (TLR2) | Reconhecimento de PAMPs, principalmente de bactérias

CD282 (TLR4) | Ativado predominantemente por LPS

HLA-DR MHC classe 11, responsavel pela apresentacio de antigenos
CD 80 (B7-1) Molécula co-estimulatoria
CD 86 (B7-2) Molécula co-estimulatoria
CD 40 Molécula co-estimulatoria

CD 83 Tipico marcador de maturagio de DCs

CD197 (CCR7) | Receptor de quimiocina envolvido na migracio da DC

Apos incubacao as células foram lavadas no mesmo tampdo, e fixadas com tampéo FluoroFix
para posterior aquisicdo no citometro de fluxo (FACSaria, Becton & Dickson Biosciences) da
plataforma de citometria de Fluxo (PDTIS/FIOCRUZ). Foram adquiridos 10.000 eventos na regido de
interesse, e as marcacdes simples para compensacao de fluorocromos foram feitas utilizando-se beads
de calibracdo comercial (OneComp eBeads, eBiocience). A andlise foi feita pelo programa FlowJo
versdo 10 (TreeStarR).

3.7. DETECCAO DE CITOCINAS NOS SOBRENADANTES DOS CULTIVOS (N=8)

Os respectivos sobrenadantes de cultivo celular foram descongelados para a dosagem de
citocinas por meio da técnica de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), utilizando-se kits
comerciais para deteccdo de IL-10, IL-12, TNF-a, IL-1a e IL-18 (RD Systems), seguindo-se as

instrucdes do fabricante.
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Os limites minimos de detecgéo da curva para os ELISAs em pg/ml foram 3,91; 15,63; 29,23;
46,88; 7,81 e os limites maximos foram 500,00; 2.000,00; 2.000,00; 6.000,00; 1.000,00 para a IL-1a,
IL-12, IL-10, IL-18 e TNF-a, respectivamente.

3.8. DOSEAMENTO (N= 6)

Os sobrenadantes dos cultivos infectados foram submetidos a técnica de UFC, para o
doseamento e comparagao.

Inoculou-se 100pL dos sobrenadantes em cada tubo contendo meio Lowenstein-Jensen, sendo
3 tubos para cada variavel (triplicata). O inoculo foi distribuido uniformemente por toda a superficie do
meio e o0s tubos foram deixados na posicdo horizontal e ao abrigo da luz, durante 24 horas a temperatura
ambiente (20 a 25°C). Apos esse tempo foram vedados com rolhas de silicone parafinadas e aquecidas
em chama e, posteriormente incubados a 37°C ao abrigo da luz na posigéo vertical, durante 4 semanas. A
contagem das colonias foi realizada com o auxilio de lente de aumento, avaliando-se o aspecto
caracteristico das colonias, aspecto rugoso e esbranquicado. Depois da contagem, foi feita a média das

triplicatas para chegar ao resultado final em UFC de cada variavel.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados o teste de Wilcoxon (Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test) para
comparacgdo entre 0s grupos. Para tal, foram empregados os programas GraphPad Prism e GraphPad
Instat, nas versbes 5.01 e 3.9, respectivamente (GraphPad software). As comparacdes foram

consideradas significantes quando o p-valor teve um alpha menor ou igual a 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. ENSAIO DE ISOLAMENTO DE MONOCITOS DE SANGUE PERIFERICO
HUMANO

4.1.1 Purificacdo de mondcitos por gradientes de densidade e agregacgdo ao frio

O procedimento teste inicial para a separacdo de mondcitos do sangue periférico foi
feito em 3 etapas: (a) purificacdo das PBMCs pela técnica de gradiente de densidade de Ficoll,
(b) enriquecimento de mondcitos via técnica de agregacdo ao frio e, por Gltimo, (c) purificacdo
de monocitos pela técnica de gradiente de Percoll (n=6). A avaliacdo da qualidade do
procedimento foi feita por citometria de fluxo, e para isso, as células purificadas apos cada uma
das trés etapas acima foram marcadas com anticorpos anti-CD14 humano conjugado a FITC e
anti-CD3 humano conjugado a Alexa fluor 647, marcadores de monocitos e linfocitos T,
respectivamente. Para analise da porcentagem de marcacéo, a fim de excluir os debris celulares,
as populac6es de mondcitos e linfécitos foram selecionadas com base no grafico de morfologia,
tamanho (Forward-scattered - FS) vs. granulosidade (Side-scattered - SS), e também a partir
de um retrogate feito para identificar as células marcadas com CD3 e CD14. Na etapa a, um

gréfico e seus percentuais foram gerados (Figura 10 e tabela 2).

Figura 10: Perfil tipico de um experimento representativo de morfologia de PBMCs

258

SS Area

FS Area

Morfologia de PBMCs separadas por gradiente de densidade de Ficoll, o qual foi feito um gate R14 na regido
onde se encontram os linfécitos (populacdo mais abaixo, menor e menos granulosa) e mondcitos (populagdo
mais acima, maior e mais granulosa).
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Com 0 objetivo de reduzir o contaminante critico de linfocitos, as PBMC foram
subsequentemente submetidas a técnica de agregacao ao frio (etapa b). Com isso, a agregagao
ao frio possibilitou um aumento significativo da porcentagem de mondcitos CD14*; porém, a
porcentagem média de linfécitos CD3" permaneceu alta, acima de 50% (Tabela 2).

Como ultimo passo na purificacdo (etapa c), as células foram subsequentemente
submetidas a separacdo por gradiente de densidade de Percoll. Essa ultima técnica possibilitou
uma reducdo significativa da porcentagem de linfécitos CD3*, bem como consequente aumento
significativo da porcentagem de monécitos CD14", quando comparados as etapas b e ¢ (Tabela
2).

Tabela 3 — Média e desvio-padrdo (X+ DP) do percentual de marcacdo de CD14 e CD3 na
avaliacdo do isolamento de mondcitos por agregacéo ao frio e gradiente de Percoll (n=6)

CD3* CD14*
Pos Ficoll (etapa a) 61,753 6,822
Pos Cold (etapa b) 56.8+93 16,1 £ 62 ¥
Pas Percoll (etapa ¢) 21,7+10,8 * 484+177*

Percentual de células CD3* e CD14* dentro do gate de PBMCs (R14, figura 10); * p < 0,05, quando comparado
as PBMCs (etapa a)

Apesar dessa reducdo de linfacitos nessa Ultima etapa, a pureza da amostra na obtengéo
de mondcitos variou bastante entre os individuos testados, como mostra o desvio padréo, e
apesar da significativa reducéo de linfécitos, o enriquecimento obtido ndo atingiu em média,
um total maior que 50% de mondcitos. Além disso, houve uma perda consideravel da
viabilidade das células, quando as mesmas foram observadas ao microscopio utilizando uma
solucdo de marcacdo com corante vital, tendo essa sido em torno de 50% ap6s todo 0 processo

de isolamento e enriquecimento.

A partir desses resultados, uma nova tentativa de purificacdo foi feita, trocando-se a
Gltima etapa c, por repeticdo da etapa b (b2, n=3) no intuito de aumentar o enriquecimento de
mondcitos e melhorar a viabilidade celular. Entretanto, ao contrario do que se esperava, a
segunda agregacdo ao frio resultou em uma perda de aproximadamente 5% na populacdo de
células CD14" (Tabela 3).
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Tabela 4 - Média e desvio-padrdo (X+ DP) da porcentagem de marcacéo de CD14 e CD3 na
avaliacdo do isolamento de mondcitos por duas etapas de agragacdo ao frio (n=3)

cp3* cp1at
Pos 12 Cold (etapa b) 220+04 10,0+3,8
Po6s 22 Cold (etapa b2) 16,4 +£49 46+0,7

Tendo em vista a necessidade de uma melhor pureza da populagdo de mondcitos, uma
nova técnica de separacdo também foi testada: A purificacdo por sorting via citometria de fluxo,
a partir de sangue venoso total. Para isso, foi utilizado o equipamento Cell Sorter (MOFLO
ASTRIOS, BC) da plataforma de citometria de fluxo (IOC/ FIOCRUZ).

4.1.2. Separagdo de monaocitos por citometria de fluxo

Como descrito na se¢édo 3.3.1.2, para avaliagdo do sorting apos a separacao, as células
foram marcadas com anticorpos anti-CD14 humano conjugado a FITC e anti-CD3 humano
conjugado a Alexa fluor 647 (Figura 11). Assim, pode-se concluir que, apesar da reducdo
significativa da populacdo CD3*, ndo foi possivel melhorar a pureza neste experimento Unico
representativo, pois apenas 3,61% das células obtidas eram monécitos CD14*. Possivelmente,

essa populacdo separada, dupla negativa, seria potencialmente de granuldcitos.
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Figura 11: Dotplot das células pds sorting positivo
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As porcentagens de células marcadas e ndo marcadas como os anticorpos anti-CD14 humano conjugado a FITC
e/ou anti-CD3 humano conjugado a Alexa fluor 647 estdo indicadas em cada quadrante, onde R1 representa a
regido positiva para CD3, R4 positiva para CD14, R2 dupla positiva e R3 dupla negativa.

4.1.3. Separagdo de monocitos por microesferas magnéticas

A proxima tentativa para padronizacdo da separacdao de mondcitos foi realizada atraves
da técnica de microsesferas magnéticas. Nessa, técnica foi possivel obter uma amostra mais
homogénea contendo predominantemente monaocitos. Isso foi demonstrado pela avaliagdo da
purificacdo onde uma aliquota de PBMC foi adquirida no citometro de fluxo e as populactes
de monacitos e linfocitos presentes antes e apds a purificacdo foram analisadas (Figura 12).

Essa avaliacdo foi feita como base no grafico de morfologia, FS vs. SS.

Figura 12: Perfis morfologicos tipicos de experimento representativo de purificacdo de
monacitos por microesferas magnéticas

Pos Ficoll Pos microesferas
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(A) Células apos separacdo do PBMC e antes do isolamento por microesferas, e (B) ap6s purificacdo de mondcitos
pelo uso das microesferas. Os indidam o percenual de cada populacdo (mondcitos e linfocios) considerando a
regiado de PBMCs como total (100%)
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4.2. DIFERENCIACAO DE MONOCITO EM DC

Apobs padronizarmos a metodologia para obtencdo de mondcitos provenientes de
buffy-coats, iniciamos a definicdo e padronizacdo do melhor método para diferenciacéo e
cultivo de células dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs).

4.2.1. Avaliagédo do meio para cultivo (n=3)

A partir de dos mondcitos isolados pelas técnicas de gradiente de densidade de Ficoll-
Histopaquer e aderecia foi feito a avaliagdo do melhor meio de cultivo e difereciagéo das
células. Baseado no resultado da comparacdo de morfologia das células ndo diferenciadas
(mondcitos) e diferenciadas (moDCs) apés o cultivo em diferentes meios de cultura (RPMI e
DMEM), citocinas (concetracao de 300 e 500 Ul/ml cada - GM-CSF e IL-4) e soro (SFB e SH),
, pudemos observar uma clara diferenca entre as moDCs e 0s monocitos, pois as moDCs
geralmente se apresentam em forma de células maiores e mais granulosas do que 0s mondcitos
(Figura 13). Além disso, também houve uma diferenca interindividual marcante entre 0 mesmo
grupo de moDCs, quando comparamos os diferentes tipos meio de cultivo utilizados. Assim, as
células diferenciadas em DMEM apresentaram uma morfologia mais semelhante aos

monacitos, quando comparadas aquelas diferenciadas em RPMI (Figura 13).
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Figura 13: Perfis morfoldgicos tipicos de experimento representativo com monocitos ndo
diferenciados e moDCS
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Monacitos ndo diferenciados (A-D) e mondcitos diferenciados em DCs (E-H) em diferentes condicdes de cultivo:
A, B, E, F utilizado meio RPMI, e C, D, G, H utilizado meio DMEM. Em A, C, E, G utilizado SFB, e B, D, F, H
utilizado SH. Os monacitos foram cultivados apenas em meio completo (meio + 10% de soro) enquanto as moDCs
foram cultivadas em meio completo com adicéo de citocinas (IL-4 e GM-CSF na concentragdo de 300 Ul/ml cada),
sendo o0 meio de ambas as culturas renovado no terceiro dia, com o tempo total de 5 dias de cultivo (n=3).

Quando analisada a expressdo de CD14 (expresso principalmente por mondcitos) e
CD209 (DC-SIGN expresso principalmente por DCs), a diferenca entre os tipos de meio de
cultivo utilizados ndo foi tdo evidente quanto a morfologia. Entretanto, pudemos observar que
as moDCs cultivadas em RPMI tiveram uma expressao um pouco maior de CD209 do que as
células cultivadas em DMEM, conforme visto nos percentuais obtidos (RPMI + SFB 97,2%,
RPMI + SH 97,5%, DMEM +SFB 92,4% e DMEM + SH 88,5%) (Figura 14).
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Figura 14: Dotplots de CD14 x CD209 de um experimento representativo de mondcitos ndo
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Mondécitos ndo diferenciados (A-D) e mondcitos diferenciados em DCs (E-H) em diferentes condices de cultivo:
A, B, E, F utilizado meio RPMI, e C, D, G, H utilizado meio DMEM. Em A, C, E, G utilizado SFB, e B, D, F, H
utilizado SH. Eixo Comp-FITC representa marca¢do com anti-CD14 e eixo Comp-PE a marcacdo com anti-
CD209. Os mondécitos foram cultivados apenas em meio completo (meio + 10% de soro) enquanto as moDCs
foram cultivadas em meio completo com adicéo de citocinas (IL-4 e GM-CSF na concentragdo de 300 Ul/ml cada),

sendo o meio de ambas as culturas renovado no terceiro dia, com o tempo total de 5 dias de cultivo.

Dentro das nossas condigcdes experimentais, foi eleito o meio RPMI como o melhor

para o cultivo das células. Analisou-se em paralelo o tipo de soro utilizado, SFB ou SH, e ndo

observamos grandes diferencas entre eles (Figuras 13 e 14). As células cultivadas em ambos

apresentaram a morfologia esperada (Figura 13) e boa diferenciacdo (Figura 14). Entretanto,

optamos pelo uso de SH para evitar possiveis interferéncias na ativacdo das DCs pelo SFB.

4.2.2. Avaliacdo da utilizacdo de tubo ou placa para o cultivo e diferenciacéo das células

(n=3)

Vem se levantado uma hipétese de provavel diferenca em cultivos primarios realizados

por métodos classicos (adesdo em placa), com aqueles realizados em suspensdo, em trabalhos

anteriores de colaboracdo do laboratério. Dando continuidade a este estudo e utilizando

mondcitos isolados por microesferas magnéticas e 2 concentragbes distintas de citocinas
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(proxima secdo), observou-se aqui que a diferenciacdo de DCs em placa se mostrou mais
eficiente quando comparada ao tubo, e isso pode ser comprovado principalmente pelo aumento
no percentual de células CD209*, com uma consequente diminui¢cdo da expressao de CD14,
independente das concentracGes de citocinas utilizadas (Figura 15). Os resultados compilados
de 2 experimentos estdo mostrados na tabela 4. Devido ao melhor resultado em placa, adotamos
a diferenciacdo em placa para as proximas etapas.

Figura 15: Dotplots de CD14 x CD209 de um experimento representativo de mondcitos ndo
diferenciados e moDCs — Comparacao tubo e placa
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Mondécitos ndo diferenciados (A e D) e mondcitos diferenciados em DCs (B e C, E e F) utilizando duas
concentracdes de GM-CSF e IL-4 distintas: 300 Ul/ml (B e E) e 500 Ul/ml (C e F). Os cultivos foram realizados
em paralelo tanto em placas (A-C) quanto em tubos (D-F). Gréficos obtidos apds a sele¢do da populagéo celular a
partir da morfologia caracteristica das mesmas, a fim de se excluir os debris celulares. O quadrante Q1 representa
as células positivas para CD14, Q2 dupla positiva para CD14 e CD209, Q3 positivas para CD209 e Q4 dupla
negativa, € o nimero abaixo do nome do quadrante representa o percentual de células positivas.Graficos
representativos de um doador do total de 3

Tabela 5- Média e desvio-padrdo (X+DP) da porcentagem de marcacio de CD209 e
CD14 na avaliacédo de placa e tubo para a diferenciacdo em moDCs (n=2)

Sem citocinas Citocinas 300Ul/ml Citocinas 500Ul/ml
CD209* cD14* CD209* cD14* CD209* CD14*
Placa 37+36 93474 97121 2706 97,111 23+£05

Tubo 15+08 97617 815156 26,7 £3,1 869+17 309+23
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4.2.3. Avaliacdo da concentracgdo de citocinas utilizadas para a diferenciacao das células

Ao se comparar as duas concentragdes de citocinas utilizadas, 300 e 500 Ul/ml, ambas
se mostraram eficientes para os 3 doadores, pois houve um aumento de expressédo de CD209 e
uma concomitante diminuigdo de CD14 em ambas as concentragfes empregadas (Figura 16 e
tabela 5).

Todavia, um dos doadores (doador 3) se destacou e ndo apresentou resultado
semelhante aos demais, pois exibiu uma menor diminui¢cdo de CD14 e um menor aumento de
CD209 (tabela 5). Além disso, 0 mesmo mostrou uma melhor eficiéncia na diferenciagdo de
DCs quando utilizadas as concentragdes de 500Ul/ml, comparado a 300Ul/ml, onde a maior
concentracdo resultou em uma reducéo de cerca de 10% a mais de CD14 neste doador quando
comparado aos resultados obtidos com a menor concentracéo (Figura 16 e tabela 5). Devido a
esse fato, optou-se pelas concentracdes de 500UI/ml por apresentar melhor diferenciacdo de

maneira geral, incluindo as células do doador menos responsivo.

Figura 16: Dotplots de CD14 x CD209 em celulas ndo difenciadas e diferciadas com
300UI/ml e 500 Ul/ml de GM-CSF e IL-4
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Monécitos ndo diferenciados (A) e monécitos diferenciados em DCs de um doador pouco responsivo, utilizando
duas concentracdes de GM-CSF e IL-4 distintas: 300 Ul/ml (B) e 500 Ul/ml (C). Gréficos obtidos ap6s a sele¢do
da populagéo celular a partir da morfologia caracteristica das mesmas, a fim de se excluir os debris celulares, e o
cultivo feito em placa. O quadrante Q1 representa as células positivas para CD14, Q2 dupla positiva para CD14 e
CD209, Q3 positivas para CD209 e Q4 dupla negativa, e 0 nimero abaixo do nome do quadrante representa o
percentual de células positivas.
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Tabela 6- Expressdo de CD209 e CD14 na avaliagdo da concentracdo de citocinas
utilizadas para a diferenciacdo das células (n=3)

Sem citocinas Citocinas 300UI/ml Citocinas 500Ul/ml

CD209" CcD14* CD209" CD14* CD209" CcD14
Doador 1 14 98,6 98,6 23 97,8 1.9
Doador 2 6,3 88,1 95,6 3.2 96,3 2,6
Doador 3 0,95 98,6 86,6 54,6 84,3 43,7

4.3. IMUNOFENOTIPAGEM

Apobs a etapa de padronizacdo para a diferenciacdo e cultivo das DCs iniciou-se a
avaliacdo da expressdo de moléculas de superficie CD14, CD1a, CD209, CD83, CD40, CD80,
CD86, TLR4 e 2, CCR7 e HLA-DR (n=8)

4.3.1. Marcadores pan de superficie de moDCs

Foi avaliada a expressao das moléculas CD14, CD209 e CD1a na superfice das células
diferenciadas (moDCs) e ndo diferenciadas (macrofagos) (n=8) (tabela 6). Pode-se observar
que houve um aumento significativo da expressdo de CD209 nas células diferenciadas em DCs
quando comparadas as células ndo difereciadas, notando-se que apos diferenciacdo cerca de
90% das células passaram a expressar este receptor nos oito doadores analisados.
Simultaneamente, o inverso ocorreu com a expressdo de CD14 nessas células, também de forma
significativa representando uma perda de cerca de 75% desse receptor pan de mondcitos. Ja a
expressdo de CD1a foi baixa em ambos os tipos celulares, nao sofrendo alteracao significativa

em sua expressao apos diferenciacdo em moDCs.

Tabela 7 - Média e desvio-padréo (X+ DP) da porcentagem de marcagdo de CD1a,
CD209 e CD14 (n=8)

CD1a* CD209* CD14*
Macréfago 20+£3,0 20+15 78,1+10,0
DC 19+26 90,3 +6,8* 26 48"
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Com esse resultado podemos concluir que, dentre as moléculas testadas, os melhores
marcadores para diferenciar DC de macrofagos foram CD209 e CD14, respectivamente.

4.3.2. Marcadores de ativacdo e maturacdo de moDCs

Os marcadores CD83, TLR4 e 2, CCR7 apresentaram percentual de marcagéo baixa e

ndo apresentaram alteragdes significativas em suas expressoes (tabela 7).

Tabela 8 - Média e desvio-padrdo (X+ DP) da porcentagem de marcacio de CD83,
TLR4 e 2, CCR7 (n=8)

CD83* TLR2* TLR4* CCRT7*
Macréfago 0,24 +0,16 0,46 £0,57 0,09 £0,06 4,09+392
Macréfago + LPS 0,22 +0,26 1,57 £2,28 0,15+0,12 6,18 +5,57
moDC imatura 0,07 +0,05 0,14 £0,15 1,42 +2,58 235+2.26
moDC +LPS 0,16 +£0,24 0,10 £0,04 2,63 +£5,47 2,08 +230

Alteracdes significativas também ndo foram vistas nas moDCs infectadas com BCG,
mantendo percentuais de marcacdo semelhantes aos controles negativo (moDC imatura) e
positivo (DC + LPS). Devido a esses resultados, a partir deste subcapitulo os dados
apresentados nao incluiram esses quatro marcadores e sim CD40, CD80 (B7-1), CD86 (B7-2)
e HLA-DR (MHC classe I1).

Inicialmente analisamos comparativamente macrofagos versus moDCs (comparacéo
de diferenciacéo) e as células imaturas (macr6fago ou moDC) versus células estimuladas com
LPS (macrofago + LPS ou moDC + LPS) (comparacdo de maturacao).

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar um aumento significativo da
intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) de CD80 nas células estimuladas quando
comparadas as ndo estimuladas, tanto em macrofagos (p= 0,0313) quanto em moDCs (p=
0,0547) (maturacao). Entretanto a mesma diferenca néo foi obtida no processo de diferenciacédo
de mondcitos em DCs (macréfagos x DCs), embora tenha sido observada uma tendéncia de
reducdo da expressdo de CD80 quando as células foram diferenciadas. (Figura 16).

Ja com relacdo a MFI de CD86, o oposto pode ser observado, ou seja, houve um
aumento significativo apenas na comparacdo entre os diferentes tipos celulares (macréfago e

moDC; p= 0,0469) e ndo entre células ndo estimuladas e estimuladas com LPS. (Figura 16).
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CD40 apresentou um aumento significativo tanto na comparagédo entre macr6fagos néo
estimulados e estimulados (p= 0,0313), quanto entre macr6fagos e moDCs néo estimulados (p=
0,0156) e estimulados (p= 0,0313). Entretanto ndo houve diferenca significativa entre moDC
imatura e maturada (Figura 16).

Por fim HLA-DR, ndo apresentou nenhuma alteragdo significativa tanto na
comparagdo de diferenciacdo quanto de maturagédo, embora tenha sido observada uma tendéncia
de aumento da expressdo quando as células (macréfagos ou moDCs) foram estimuladas com
LPS (Figura 16).

Figura 17: Intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) de CD 80, CD 86, CD 40 e HLA-DR

11900 -
—
8100
E= Macrdéfago
4300 - E=3 Macrdéfago + LPS
E — é — gg LPS
5004 & 5 i 11 +
3001 oy g y
D
® S

Macro6fagos (mondcitos em cultura por 6 dias), macréfagos + LPS (no 5° dia da cultura adicionado x de LPS por
24 horas), moDC (moDC imaturas geradas a partir de mondcitos pela adicdo de GM-CSF e IL-4), moDC + LPS
(no 5° dia da cultura, apos diferenciagdo em DC, adicionado x de LPS por 24 horas) (n=8) * p < 0,05, pelo teste
de Wilcoxon

4.3.3. Infeccdo com BCG

As moDCs imaturas obtidas foram infectadas com BCG irradiada, irradiada e aquecida
ou um dos trés lotes distintos nas doses descritas na secdo 3.5, recuperadas 24 horas pés-
infeccdo e a deteccdo da expressdo dos marcadores de ativacdo CD80, CD86, CD40 e HLA-
DR foi realizada através de citometria de fluxo.

Na figura 18, observamos o perfil de expressdo do marcador de ativacdo CD80. De
acordo com a figura, a BCG irradiada (X=170,1), irradiada e aqueciada (X=156,4), o lote A nas
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diluicBes 1:10 (X=186,0) e 1:20 (X=177,6) e o lote B na dilui¢do 1:10 (X=235,9) induziram
um aumento significativo na expressdao do marcador CD80 quando comparadas a DCs imaturas
(X=115,2). Com relagdo a comparagéo das células infectadas com BCG e estimuladas com
LPS, ndo foi observado, para os mesmos doadores, uma alteracdo significativa da expressao
dessa molécula. O mesmo foi observado quando comparado os trés lotes (A, B e C) com as
vacinas irradiada e irradiada e aquecida, com exce¢ao da comparagdo BCG irradiada (X=170,1)
e Lote C na diluigdo 1:40 (X=135,9) que apresentou uma diminuicéo significativa (p = 0,0156)
(ndo representado no gréafico — figura 17).

Ja a comparacéo intralote, apenas o Lote A na diluicdo 1:60 (X=152,9) apresentou
diminuicdo quando comparado a diluigdo 1:40 (X=170,7; p =0,0547) (Figura 17). Apesar de
ndo significativo na maioria das variaveis, podemos observar que o lote A apresentou uma
diminuicdo da MFI de CD80 proporcional nas dilui¢des feitas, ou seja, quanto maior a dilui¢éo
menor foi a expressdo de CD80, o que ndo ocorreu nos lotes B e C. Por fim, a comparagéo
interlote, onde o lote A (considerado aprovado) figurou como padrdo em relacdo aos lotes B
(considerado reprovado por baixa UFC) e lote C (considerado reprovado por alta UFC), ndo
demonstrou no caso deste marcador de superficie uma alteracéo estatisticamente significativa.
Entretanto, uma tendéncia a um aumento na diluicdo 1:10 em ambos lotes B e C em relacao ao

lote A pode ser notada.
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Figura 18: MFI de CD80
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moDCs infectadas por 24 horas com diferentes lotes e concentracdes de BCG (n=8), sendo o lote A (lote aprovado)
com 6,86 x 10% UFC, o lote B (lote reprovado com baixa UFC) com 1,24 x 10° UFC, enquanto um lote C (lote
reprovado com alta UFC) com 19,64 x 10° UFC. * comparagao estatisticamente signigicante (p < 0,05, pelo teste
de Wilcoxon), sendo * acima do desvio representando a comparacdo como grupo DC imatura e A acima das barras
as comparac0es intralote.

Com relacdo a expressdo de CD86, como mostra a figura 19 A, observou-se que as
moDCs infectadas com o Lote A na diluicdo 1:40 (X=9240,7, p= 0,0469) e o Lote B na diluicdo
1:10 (X=8793,1; p=0,0469) apresentaram um aumento significativo da MFI quando
comparadas as moDCs imaturas (X=6779,6). Além disso, ndo houve proporcionalidade entre a
expressao dessa molécula e as dilui¢des utilizadas em nenhum dos trés lotes.

Apesar de poucas variaveis apresentarem diferenca quando comparadas as moDC
imaturas, algumas apresentaram diferenca significativa frente as células infectadas com BCG
irradiada e aquecida (X=6534,1) (Figura 19B), sdo elas: LPS (X=8638,1; p = 0,0313), irradiada
(X=8307,1; p = 0,0547), lote A 1:10 (X=9309,1; p = 0,0313), lote A 1:20 (X=8897,5; p =
0,0156), lote A 1:40 (X=9240,7 ; p = 0,0078), lote A 1:60 (X=9493,9 ; p = 0,0156), lote B 1:20
(X=8905,0; p = 0,0391), lote C 1:40 (X=9052,0; p = 0,0234) (Figura 19C). Embora a média do
grupo de moDCs infectadas com BCG irradiada e aquecida tenha sido semelhante ao grupo de
moDCs imaturas, o ultimo apresentou uma alta variacdo inter-grupo.

Quando comparados os 3 lotes de BCG (A, B e C), comparacdo interlote, apenas lote
B na diluicéo 1:40 (X=8116,6) apresentou uma reducao siginficativa quando comparado ao lote
A na mesma diluigdo (X=9240,7; p = 0,0391) (Figura 19D). E por fim as comparagdes intralotes
apenas apresentaram significancia estatistica o lote B 1:20 (X=8905,0) com 1:40 (X=8116,6; p
=0,0156) e lote C 1:10 (X=7338,0) com 1:40 (X=9052,0; p = 0,0469) (Figura 19A).

Figura 19: MFI de CD86
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moDCs infectadas por 24 horas com diferentes lotes e concentra¢es de BCG (n=8); A) Grafico representando
média e desvio padrdo das MFIs dos grupos estudados, sendo o lote A com de 6,86 x 10 UFC, o lote B com 1,24
x 108 UFC, enquanto um lote C com 19,64 x 10% UFC. * comparag&o estatisticamente significante (p < 0,05, pelo
teste de Wilcoxon), sendo * acima do desvio representando a comparagdo como grupo moDC imatura A acima
das barras as comparacdes intralote. B) Tabela de Comparacéo estatistica entre colunas (LPS, Irradiada, Irradiada
e aquecida) versus linha (Lotes A, B e C nas 4 diluigdes), onde x ¢ estatisticamente significante (p < 0,05, pelo
teste de Wilcoxon) e NS é ndo significativo (p > 0,05, pelo teste de Wilcoxon). C) Representacdo da comparacéo
entre os grupos de DC estimulads com LPS, infectadas com BCG irradiada e BCG irradiada e aqueciada, onde *
representa diferenca significativa (p < 0,05, pelo teste de Wilcoxon). D) Representagio das comparagdes interlotes,
onde apenas as dilui¢des que apresentaram diferenca significativa entre os lotes estdo descritas.

A expressdo de CD40 também diferiu dos resultados de CD80 e 86, como mostra a
figura 20. Nenhuma variavel apresentou aumento significativo da expressdo de CD40 quando
comparada as moDCs ndo estimuladas (imaturas) (X=3240,7), apesar das células estimuladas
com LPS (X=4001,8) mostrarem uma tendéncia a aumentar a expressio deste receptor, essa

elevagdo ainda néo foi significante estatisticamente (p = 0,1094). Entretanto, as variaveis 1:10
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(X=2754,4), 1:20 (X=2623,9) e 1:60 (X=2321,6) do lote C mostram uma reducao significativa
quando comparadas as moDCs imaturas (Figura 20A).

Quando comparamos as moDCs infectadas com BCG com as estimuladas com LPS
(X=4001,8) observamos uma reducéo significativa de MFI de CD40 nas seguintes variaveis:
irradiada (X=2959,6; p = 0,0313), irradiada e aqueciada (X=2917,4; p = 0,0156), lote A 1:40
(X=3028,6), lote B 1:20 (X=2796,9; p= 0,0469) e 1:60 (X=2642,6 p = 0,0313), lote C nas
diluicBes 1:10 (X=2754,4; p = 0,0313), 1:20 (X=2623,9; p = 0,0156) e 1:60 (X=2321,6; p =
0,0156, Figura 20B). A comparacgéo entre os 3 lotes de BCG e a BCG irradiada e a irradiada e
aquecida, apenas a comparacgdo entre irradiada (X=2959,6) e o lote C na diluicdo 1:60
(X=2321,6; p = 0,0469) apresentou uma diminuicdo significativa.

Ja as comparacdes intralote, foram estatisticamente significativas com relacdo a
expressdo de CD40: o lote B na diluigdo 1:10 (X=3149,6) com a diluicdo 1:20 (X=2796,9; p=
0,0391) e com a diluigdo 1:60 (X=2642,6 ; p = 0,0156) (Figura 20A). E por fim a comparagio
interlote, o lote A (X=3204,9) com lote C (X=2623,9; p = 0,0156) na diluicdo 1:20, lote A na
diluicdo 1:60 (X=3341,4) com lote B (X=2642,6; p = 0,0313) e C (X=2321,6; p = 0,0469)
(Figura 20C). Com esses resultados observa-se que a diluicdo que apresentou diferenca entre o
lote aprovado A e os lotes reprovados B e C foi 1:60 e em uma comparacéo intralote o lote B
apesentou diferenca em algumas variaveis, mas novamente ndo houve proporcionalidade entre

0 numero de UFC/ diluicdes e 0 MFI da molécula testada.
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Figura 20: MFI de CD40
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moDCs infectadas por 24 horas com diferentes lotes e concentracbes de BCG (n=8). A) Gréfico representando
média + desvio padrdo das MFIs dos grupos estudados, sendo o lote A com 6,86 x 106 UFC, o lote B com 1,24 X
10% UFC, enquanto olote C com 19,64 x 10% UFC. * comparagdo estatisticamente signigicante (p < 0,05, pelo teste
de Wilcoxon), sendo * = a comparagdo como grupo moDC imatura e A com barras as comparacgdes intralote. B)
Tabela de Comparacéo estatistica entre colunas (LPS, irradiada, irradiada e aquecida) versus linha (lotes A, Be C
nas 4 dilui¢des), onde x = estatisticamente significante (p < 0,05, pelo teste de Wilcoxon) e NS é ndo significativo
(p > 0,05, pelo teste de Wilcoxon). C) Representacéo da comparagao entre os grupos de moDCs estimuladas com
LPS, infectadas com BCG irradiada e BCG irradiada e aqueciada, onde * representa diferenca significativa (p <
0,05, pelo teste de Wilcoxon). D) Representacdo das comparagdes interlotes, onde apenas as dilui¢des que
apresentaram diferenca significativa entre os lotes estdo descritas.

Por fim, a MFI obtida para a molécula de HLA-DR ndo apresentou diferenca
significativa na comparacdo de suas variaveis, tanto na comparacdo com os controles (Imatura
e LPS), quanto nas comparagdes com as BCGs irradiadas e bem como nas comparacdes intra e

interlotes (Figura 21).
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Figura 21: MFI de HLA-DR
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moDCs infectadas por 24 horas com diferentes lotes e concentracfes de BCG (n=8), sendo o lote A com de 6,86
X 10° UFC, o lote B com 1,24 x 10°® UFC, enquanto um lote C com 19,64 x 108 UFC. * = comparagio
estatisticamente signigicante (p < 0,05, pelo teste de Wilcoxon), sendo * = a comparagdo como grupo moDC
imatura e * as barras as comparacdes intralote.

Em alguns doadores (n= 5 do total de 8), observou-se a formagdo de um pequeno
arraste no pico do histograma de HLA-DR que apareceu mais nitidamente quando as DCs eram
estimuladas com LPS ou infectadas com BCG (Figura 22). Ent&o a partir do controle positivo
dividimos a populacio positiva para HLA-DR em duas subpopulages, HLA-DR'®" ¢ HLA-
DR"9" (Figura 22A). Observarmos uma tendéncia a um aumento da populacio de HLA-DRM9"
e uma diminuicido de HLA-DR'" na maioria dos grupos infectados com BCG quando
comparado ao grupo de moDCs imaturas, apesar de nenhum deles apresentar diferenca
significativa (Figura 22B). Esse fato poderia estar relacionado como uma variacao da expressao
dessa molécula entre os doadores, conferindo assim um desvio padréo elevado, principalmente

no grupo de células imaturas.
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Figura 22: MFI de HLA-DR
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MoDCs infectadas por 24 horas com diferentes lotes e concentracdes de BCG sepadadas em duas subpopulacdoes
HLA-DR!®" e HLA-DR"9 (A) Histogramas representativos de 1 doador mostrando a expressdo de HLA-DR total
(regido representada pela barra superior) e a mesma regido dividida em HLA-DR'" (representada pela barra
inferior esquerda) e HLA-DR"9" (representada pela barra inferior direita), os valores acima das barras representam
o percentual de marcacdo daquela determinada regido. A divisdo em low e high foi feita a partir do controle positivo
(moDCs +LPS) (B) Grafico mostrando o percentual de HLA-DR'*" e HLA-DR"%" dos 8 doadores em todas as
varidveis testadas; *p < 0,05 quando comparado ao grupo DC imatura (teste de Wilcoxon).

4.3.3.1. Comparacdo entre ampolas do mesmo lote

Para avaliar se a resposta é semelhante em diferentes ampolas de um mesmo lote,

uitlizou-se 3 ampolas do lote A, como descrito na secdo 3.5., para 0s mesmos doadores e
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marcadores. Para as quatro moléculas, CD80, CD86, CD40 e HLA-DR, ndo houve nenhuma
diferenca significativa (p > 0,05) na expressao dos mesmos, como exemplificado no histograma
abaixo (Figura 23). Entretanto as moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 apresentaram uma
expressao muito semelhante nas trés ampolas testadas, enquanto as moléculas de HLA-DR e
CD 40 apresentaram uma maior variacdo da MFI (representada pela linha azul na Figura 23).
Apesar da visual diferenca, essa ainda ndo foi suficiente para gerar uma diferenca signficativa.

Figura 23: Overlay dos histogramas de CD86, CD80, HLA-DR e CD40
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moDCs infectadas com 3 ampolas distintas do lote A por 24 horas, cada cor indicando uma ampola diferente e a
linha verde indicando moDCs nao marcadas. Figura representativa de 1 doador de um total de 8.

4.4. DETECCAO DE CITOCINAS

Os sobrenadantes das culturas foram submetidos ao ensaioimunoenzimatico (ELISA)
para a deteccdo das citocinas liberadas pelas células, conforme descrito na secdo 3.7. As
citocinas dosadas foram TNF-a, IL-1a, IL-18, IL-10 e IL-12.

4.4.1.Comparacdo entre células ndo diferenciadas e diferenciadas

Foram dosadas as citocinas do sobrenadante das células diferenciadas (moDCs) e ndo
diferenciadas (macrofagos). A figura 24, mostra um aumento de TNF-a nas células estimuladas
com LPS quando comparadas as células células imaturas, tanto em moDCs quanto em

macrofagos. A comparacdo de ambas as células ndo estimuladas com suas respectivas
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estimuladas com LPS apresentaram um p valor igual a 0,0625, sendo um valor proximo da
significancia. Além disso, os niveis de TNF-a no sobrenadante das moDCs estimuladas com
LPS foi maior do que 0s no sobrenadante dos macréfagos que receberam o mesmo estimulo. A
quantificagdo dessa citocina no sobrenadante das culturas apresentou uma alta variagdo entre
os doadores, conforme constatado pelo desvio padréo (Figura 24).

Em relag&o aos resultados obtidos com a citocina IL-18, um valor maior foi observado,
tanto em moDCs e macréfagos ndo estimulados quanto estimulados, diferente de TNF-a que
apresentou valores mais proximos a zero em células ndo estimuladas. A comparacdo entre
moDCs e macrdfagos ndo estimulados mostrou um maior nivel desta citocina no sobrenadante
das culturas de macréfagos (p= 0,0156). O mesmo foi observado no sobrenadante das culturas
de macrdfagos estimulados quando comparado ao sobrenadante das moDCs estimuladas (p=
0,0078). Nos macrofagos parece que a liberacéo de I1L-18 foi maior nas células ndo estimuladas
enquanto nas moDCs a diferenca na liberacdo da mesma foi muito pequena, apesar das moDCs

ndo estimuladas apresentarem uma concentragdo menor.

Figura 24: Média e desvio padrdo de TNF-alfa e IL-18 em sobrenadante de cultura de células
(moDCs ou macréfagos)
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moDCs ou macréfagos sem estimulo ou estimuladas com LPS (0,5 pg/ml) por 24 horas, dosados por ELISA.
Diferencas significativas (p <0,05) simbolizadas por * e p=0,0625 simbolizadas por # (teste de Wilcoxon) (n=8)

Simultaneamente, as citocinas IL-1o, IL-10 e IL-12 apresentaram niveis baixos de
deteccdo. E a liberacdo das mesmas nao foi alterada, tanto nas culturas de células diferenciadas

guanto no sobrenadante das células estimuladas com LPS.
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4.4.2. Citocinas na infeccdo com BCG

Em relacdo as células imaturas, TNF-o mostrou um aumento em seu nivel quando as
moDCs foram estimuladas com LPS ou infectadas com BCG (Figura 25).

Um aumento na liberagéo dessa citocina foi visto quando as moDCs foram estimuladas
com LPS, BCG irradiada, BCG irradiada e aquecida e BCG dos lotes A e C quando comparadas
as moDCs imaturas. Contudo, o lote B, o que apresentava menor UFC, ndo mostrou o mesmo
aumento que os lotes A e C.

Observou-se uma tendéncia a um decréscimo de nivel de TNF-a dependente da
diluicdo nos sobrenadantes obtidos das culturas do lote A e C; (Figura 25A, p=0,06).

Figura 25: Dosagem de TNF-a no sobrenadante de cultura de moDCs
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(A) Gréfico de média e desvio padrdo de TNF-alfa em sobrenadante de cultura de moDCs, sem estimulo (imatura),
estimuladas com LPS (0,5ug/ml) ou infectadas com diferentes lotes e diluigdes de BCG por 24 horas, dosados por
ELISA. Sendo o lote A com de 6,86 x 10% UFC, o lote B com 1,24 x 10% UFC, enquanto um lote C com 19,64 x
105 UFC. Diferengas significativas (p < 0,05) simbolizadas por * (teste de Wilcoxon) (n=8) (B) Tabela de
Comparacdo estatistica entre colunas (Imatura, LPS, Irradiada, Irradiada e aquecida) versus linha (Lotes A, Be C
nas 4 diluicdes), onde # é p = 0,06, pelo teste de Wilcoxon) e NS p > 0,06 pelo teste de Wilcoxon. (C)
Representacdo das comparag@es interlotes, onde apenas as dilui¢des que apresentaram p= 0,06 entre o0s lotes estdo
descritas.



73

J& 1L-18, diferentemente de TNF-a apresentou niveis mais altos mesmo nas células
imaturas. E a liber¢do dessa citocina ndo demonstrou grandes alteragdes quando as células
foram infectadas com BCG. Também ndo foi observada nenhuma grande diferenca na
comparacdo interlotes, uma vez que algumas variaveis mostraram um pequeno aumento, outras
uma pequena reducéo e outras tiveram a liberagdo semelhante as moDC imaturas. Com relagéo
a comparacéo intralotes foi notada uma tendéncia a proporcionalidade, entretanto, neste caso,
quanto mais concentrada a vacina menor a liberacéo de 1L-18 (Figura 26).

Figura 26: Média e desvio padrdo de IL-18 em sobrenadante de cultura de moDCs
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moDCs sem estimulo (imatura), estimuladas com LPS (0,5 mg/ml) ou infectadas com diferentes lotes e dilui¢fes
de BCG por 24 horas, dosados por ELISA. Sendo o lote A com de 6,86 x 10® UFC, o lote B com 1,24 x 10° UFC,
enquanto um lote C com 19,64 x 10° UFC. Diferengas significativas (p < 0,05) simbolizadas por * (teste de
Wilcoxon) (n=8)

4.4.2.1. Comparacéo intra-lote

Foi feita a comparacdo de 2 ampolas do lote A da vacina. Entretanto, o n para essa
comparacdo foi menor, de apenas 4 dos 8 doadores. Apenas TNF-a apresentou uma diferenga
maior entre as ampolas (Figura 27). N&o foi possivel concluir se realmente a liberacdo dessa
citocina é diferente quando vacinas do mesmo lote infectam moDCs pois uma alta variacdo

associada ao numero menor de doadores impossibilitou a aplicacdo de um teste estatistico.
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Figura 27: Comparacdo intra-lote (Lote A).

2500-

2000 3 Ampola 1
=E‘ @@ Ampola 2
S 1500
2
3
. 1000
z
'_

500 ‘ lll
0' T T li_

Q o

O S S

Meédia e desvio padrdo de TNF-a em sobrenadante de cultura de moDCs infectadas com 2 ampolas distintas de
lote A (6,86 x 108 UFC) de BCG em 4 diluicdes distintas por 24 horas, dosados por ELISA. (n=4)

4.5. UFC NO SOBRENADANTE DAS CULTURAS

No intuito de verificar se os bacilos foram interiorizados pelas moDCs e a quantidade
relativa de bacilos que permaneceram no meio extracelular foi feita a contagem de UFC dos
sobrenadantes conforme descrito no item 3.8. Para isso, foi utilizado o sobrenadante de 7
doadores, 4 deles foi feita selecdo negativa de monacitos e 3 deles selecédo positiva. Uma das 4
amostras de monocitos que foram isolados por selec@o negativa o sobrenadante nao foi utilizado
fresco, 0 mesmo foi congelado por 24 horas antes de ser inoculado. O congelamento foi feito
no intuito de testar se a viabilidade dos bacilos era mantida apds o congelamento.

Para essa técnica apenas a diluicdo 1:10 dos 3 lotes foi utlizada e também ndo foi feita
a comparacdo intra-lote (Tabelas 8 e 9). As moDC imaturas, ndo infectadas serviram com
controle negativo do ensaio, jd os sobrenadantes das culturas contendo bacilos irradiados e
irradiados e aquecidos ndo apresentaram crescimento de col6nias, enquanto os lotes A, Be C
mostraram crecimento bacteriano, esse resultado mostrou que o processo de irradiacao parece
ter matado os bacilos presentes na BCG.

Os sobrenadandes provenientes de DCs derivadas de mondcitos isolados por selecédo
positiva mostraram uma menor contagem de coldnias do que o das células proveinientes de
selecdo negativa nos trés lotes de BCG testados (Tabela 8).

O sobrenadante do grupo selecdo negativa parece ter mantido a proporcionalidade de
coldnias, ou seja, lote A e C, lote com quantidade intermediaria e maior de UFC rspectivamente,

apresentaram maior contagem de colénias no sobrenadante que o lote B, lote com menor UFC.
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Entretanto, ndo foi possivel avaliar com precisdo a diferenca entre os lotes A e C, pois 0s
mesmos apresentaram uma quantidade superior a 100 coldnias. J& nos sobrenadantes do grupo
selecdo positiva, o lote C apresentou uma contagem mais baixa que o lote A, enquanto o lote
B, apresentou uma menor quantidade de colonias que os demais lotes conforme esperado.

Tabela 9: Média de desvio padrdo da contagem de UFC nos sobrenadantes frescos de
cultura de moDCs infectadas com BCG.

Selegdo negativa  Selegédo positiva

Imatura 0+0 0+0
Irradiada 0x0 00
Irrad e aq. 0+0 0x0
Lote A acima de 100 291+87
Lote B 251+40 1317
Lote C acima de 100 6,1+50

Para cada grupo (selecdo positiva e negativa) foi utilizado um n de 3 doadores, e cada variavel (linhas) foi feita
em triplicata, sobrenadante das culturas de DCs infectados por 24 horas com os lotes A, B e C, lote D irradiado e
lote D irradiado e aquecido. Sendo o lote A com de 6,86 x 108 UFC, o lote B com 1,24 x 10° UFC, enquanto um
lote C com 19,64 x 10® UFC. Quando a cultura apresentou mais de 100 col6nias e devido a quande quantidade de
colonias houve formacéo de um "tapete™ o que impossivilitou a contagem de colonias individualmente.

Com relacéo ao sobrenadante congelado, parece ter havido uma reducédo da viabilidade
de bacilos quando a amostra é congelada, pois a contagem de bacilos reduziu consideravelmente
quando comparamos aos sobrenadantes frescos das células provenientes de monocitos isolados
pelo mesmo método de selecdo (negativa). Apesar de a reducdo ter ocorrido nos trés lotes,
parece que quanto maior o nimero de colénias maior foi a reducdo no sobrenadante congelado,
enquanto o lote C passou de mais de 100 colbnias para 4,3 o lote a A passou de mais de 100

para 23,7 e o lote B de cerca de 25 col6nias para cerca de 3 colénias (Tabela 9).
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Tabela 10: Média de desvio padrdo da contagem de UFC nos sobrenadantes congelados

Congelado
Imatura 0£0
Irradiada 0+0
Irrad e aq. 0£0
Lote A 23,732
Lote B 3305
Lote C 43+51

Contagem de col6nias do sobrenadante das culturas de DCs infectadas por 24 horas e congeladas por mais 24
horas com os lotes A, B e C, lote D irradiado e lote D irradiado e aquecido. Foi utilizado um n de 1 doador e cada
variavel (linhas) foi feita em triplicata, Sendo o lote A com de 6,86 x 10 UFC, o lote B com 1,24 x 10° UFC,
enquanto um lote C com 19,64 x 10® UFC.

4.6.COMPARACAO ENTRE TIPOS DE SELECAO

Como no processo de padronizg¢ao da técnica de isolamento de mondcitos utilizamos
selecdo negativa, mas no decorrer do trabalho utilizamos também a selecdo positiva decidimos
verificar se este fato poderia influenciar nas moDCs. Para tal fim, comparamos os dois metodos
de separacdo utilizados nesse estudo, microesferas de selecdo negativa (n=5) e selecéo positiva
(n=3).

Dentre as comparacdes, a liberacdo de TNF-a e IL-12 parecem ter se mostrado
diferentes, todavia o n utilizado foi pequeno para confirmarmos estatisticamente essas
diferencas. Com relacdo a TNF-a, a maioria das varidveis das moDCs derivadas de sele¢do
positiva mostraram uma média do nivel de TNF-o maior que a média obtida para esta citocina
no sobrenadante das células derivadas de selecdo negativa. As excessdes foram as moDCs
infectadas com o lote com menor quantidade de bacilos nas diluicbes 1:20 e 1:40 e 1:60 e
infectadas com a BCG irradiada e aquecida (Figura 28A).

Com relacdo a IL-12, quando os resultados foram analisados somando todos os
doadores, independentemente do tipo de selecdo, 0os mesmos ndo apresentaram grandes
alteracdes em sua liberacdo quando as células imaturas foram estimulas ou infectadas. Todavia,
quando a comparacdo foi feita entre o grupo proveniente de selecdo negativa e 0 grupo
proveniente de selecdo positiva o resultado da liberacdo desta citocina nos sobrenadantes

demonstrou que as DCs derivadas de mondcitos isolados por selecdo negativa liberaram maior
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quantidade de IL-12 do que as derivadas de mondcitos isolados por sele¢do positiva (Figura
28B), ao contrario do que acontece com TNF-a.

Figura 28: Comparacéo nos niveis de TNF-o e IL-12 de moDCs diferenciadas a partir de
monacitos isolados por microesferas magnéticas de selecéo negativa e positiva
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Gréfico de média e desvio padrdo de TNF-a (A) e IL-12 (B) em sobrenadante de cultura de moDCs infectadas por
24 horas. Sendo o lote A com de 6,86 x 106 UFC, o lote B com 1,24 x 106 UFC, enquanto um lote C com 19,64
x 106 UFC. Grupo de selecdo negativa n=5 e grupo sele¢do positiva n=3

Essa mesma comparacao foi feita para os marcadores de superficie. Os receptores que
mostraram alguma diferenca em suas expressoes foram CD80, CD86 e CD40. CD80 mostrou-
se aumentado, em todas as variaveis estudadas, em moDCs provenientes de sele¢do positiva
quando comparado com as provenientes de selecdo negativa (Figura 29A), com 0 que ocorreu
coma liberacdo de TNF-a. O oposto ocorreu com relagio a expressao de CD86 e CD40 (Figuras
29B e C), que apresentaram um aumento em DCs provenientes de selecdo negativa, como
ocorreu com a liberacdo de IL-12. Com relacdo a CD86 essa diferenca foi observada em todas
as variaveis (Figura 29B). J4 com relacdo a CD40, essa diferenca ndo foi tdo homogénia, pois
algumas variaveis apresentaram resultado inverso como as moDC estimuladas com LPS.

Outras variaveis apresentaram valores de expressdo mais semelhantes na comparagéo entre as
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diferentes selecBes, como foi 0 caso das células infectadas com BCG do lote A na diluicdo 1:60

e infectadas com as BCGs irradiada e irradiada e aquecida (Figura 29C).

Figura 29: Comparacédo entre moDCs diferenciadas a partir de mondcitos isolados por
microesferas magnéticas de selecdo negativa e positiva do MFI de CD80, CD86 e CD40
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Gréfico de média e desvio padrdo de CD80 (A), CD86 (B) e CD40 (C) em moDCs infectadas por 24 horas e
marcadas com anticorpos monoclonais, amostras lidas em um citometro de fluxo. Sendo o lote A com de 6,86 x
10% UFC, o lote B com 1,24 x 10° UFC, enquanto um lote C com 19,64 x 10° UFC. Grupo de selecéo negativa n=5
e grupo sele¢do positiva n=3
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Resumindo os principais resultados obtidos na imunofenotipagem dos receptores de
superfice, da deteccdo de citocinas do sobrenadante e da contagem de UFC do sobrenadante
montou-se as tabelas a seguir (Tabela 10 e 11).

A tabela 10 refere-se aos resultados de todos os doadores (n=8), quando comparados
as moDCs imaturas. Enquanto a tabela 11 refere-se aos resultados das comparagdes entre

selecdo negativa versus selecéo positiva.

Tabela 11: Resumo dos principais resultados de imunofenotipagem e da deteccao de
citocinas do sobrenadante (n=8)

Lote A Lote B Lote C
LPS|1:10 1:20 1:40 1:60|1:10 1:20 1:40 1:60 |1:10 1:20 1:40 1:60
¢cbeo Tt 1 T T4t T T 1| T T 1
cee 1t .7 ©T T T |T 1t v tqp_1 11
CD40 T 1= = T = =
HLADR T [|T = = T[|1 0 0 1
HLADRM™® 1 |ttt [T T 1 t 1 1 =
HLA-DR'w = = t .
TNFa T [T T T Tt + + 07T T 1

moDCs estimuladas com LPS (0,5 pg/ml) e infectadas com diferentes lotes de BCG comparadas as moDCs
imaturas. Sendo o lote A com de 6,86 x 10% UFC, o lote B com 1,24 x 10% UFC, enquanto um lote C com 19,64 x
10% UFC 1 representando um aumento do MFI, no caso dos receptores de superficie ou do nivel de TNF-a em
relacdo as moDCs imaturas; | representando uma diminuigdo do MFI, no caso dos receptores de superficie ou do
nivel de TNF-o em relagdo as moDCs imaturas; 1 representando um discreto aumento do nivel de TNF-a em
relacdo as moDCs imaturas; = represntando um(a) expressao/nivel semelhante dos receptores de superficie ou de
TNF-a em relagdo as moDCs imaturas; 0 representando os lotes que apresentaram proporcionalidade entre a
diluicdo de BCG e a expressdo/ nivel de determinado marcador/receptor.
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Tabela 12: Resumo dos principais resultados de comparacédo selecdo negativa (n=5) em
relacéo a selecdo positiva (n=3) de imunofenotipagem, de deteccdo de citocinas no
sobrenadante e contagem de UFC no sobrenadante.

Irrad Lote A Lote B Lote C

Imat LPS Irrad eaq1:10 1:20 1:40 1:60 |1:10 1:20 1:40 1:60 1:10 1:20 1:40 1:60
TNFa 1 t Tt
I N
CD80
coss T Tt T[T 1t 1t T[T 1 1 T[T 1 11
D40 1 tltr o1t 1t =11t 1 1 ottt o1
UFC 0 0 0 0 T NA NA NA|T NA NA NA|T NA NA NA

moDCs imaturas, estimuladas com LPS (0,5 pg/ml) e infectadas com diferentes lotes de BCG. Sendo o lote A com
de 6,86 x 10% UFC, o lote B com 1,24 x 10® UFC, enquanto um lote C com 19,64 x 10® UFC. 1 representando um
aumento do MFI, no caso dos receptores de superficie ou do nivel de citocinas ou da contagem de UFC em DCs
derivadas de monacitos isolados por selecdo negativa quando comparadas as DCs derivas de mondcitos isolados
por selegdo positiva; | representando uma diminui¢do do MFI, no caso dos receptores de superficie, do nivel de
citocinas ou da contagem de UFC em DCs derivadas de mondcitos isolados por selecdo negativa quando
comparadas as DCs derivas de mondcitos isolados por selegcdo positiva; = representando um(a) expressdo/nivel
semelhante dos receptores de superficie ou de citocinas em relacdo em DCs derivadas de mondcitos isolados por
selecdo negativa quando comparadas as DCs derivas de mondcitos isolados por selecdo positiva; NA representando
variavel ndo analisada.



81

5. DISCUSSAO

Na elaboraracdo deste projeto, teve-se como viséo o desenvolvimento de um ensaio de
poténcia da vacina contra tuberculose, utilizando células dendriticas humanas na tentativa de
uma compreensdo melhor da resposta imune inicial in vitro para se identificar os mecanismos
especificos que podem conferir protecéo contra esta doenca. Além disso, a vacina BCG vem
sendo utilizada como um maturador de células dendriticas humanas em testes que visam a
utilizacdo destas células como imunoterapia ou vacina em alguns tipos de cancer (Thurnher et
al., 1997; Shankar et al., 2004).

Os resultados iniciais deste estudo mostraram que apesar da diminuigéo significativa
de linfécitos apds a submissdo das celulas de sangue periférico as técnicas de separacdo por
gradiente de densidade por Ficoll-Histopaque, agregacgéo ao frio e separacao por gradiente de
densidade por Percoll, houve também uma reducédo da viabilidade celular. 1sso provavelmente
se deve ao fato do longo processamento de purificacdo ao qual as células foram submetidas.
Esses fatores impossibilitaram a continuidade para a fase de diferenciacdo dos mondécitos em
DCs utilizando aquela abordagem. Além disso, estudo prévio ja havia demonstrado que
métodos de isolamento empregando Ficoll originava uma populacdo de celulas com baixa
viabilidade (Coquery et al., 2012)

Com o intuito de melhorar a viabilidade celular, as PBMCs foram submetidas a duas
etapas de agregacéo ao frio. Entretanto, a purificacdo final de mondcitos ainda ndo foi eficiente.
Uma possivel explicacdo para isso pode ser resultante do numero reduzido de células
inicialmente submetidas ao processo, o qual ficou abaixo de 50 milhdes totais recomendada
para a realizacdo desta técnica (Santos et al., 2001).

Ja a técnica de separacdo de mondcitos por citometria de fluxo, dentro das condicdes
experimentais aqui realizadas, também néo foi eficiente para o isolamento da populacdo de
interesse. Entretanto, essa € uma técnica amplamente utilizada, permitindo a obtencdo de
células com alta pureza (95-100%) (Basu et al., 2010). Tendo em vista a alta complexidade da
técnica acima e o fato da mesma requerer tanto um equipamento especializado de alto custo,
guanto o treinamento técnico para manusea-lo (Basu et al., 2010), considerou-se que esta ndo
seria vantajosa dada a proposta deste trabalho. Sendo assim, tal abordagem poderia em tese
gerar uma purificacdo mais fidedigna aprimorando o processo de separacdo de mondcitos a
partir de PBMCs, mas ndo de sangue total, por selecdo negativa, e assim excluindo os linfocitos

e células NK, Com isso, a técnica de separacao por microesferas se mostrou mais eficiente e de
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facil execugdo por se tratar de um kit comercial no isolamento de mondcitos quando comparada
as demais metodologias testadas, sendo ja& amplamente utilizada em diversos estudos
empregando mondcitos e moDCs (Jefford et al., 2003; Berger et al., 2010; Morel et al., 2011;
Daigneault et al., 2012). Desta forma, essa metodologia foi eleita para a obtengdo das células
utilizadas no presente estudo. Tendo assim padronizado o isolamento de mondcitos, partiu-se
para a etapa seguinte de diferenciagdo em moDCs.

As moDCs sdo amplamente utilizadas para estudos como uma alternativa para o
isolamento de mDCs diretamente do sangue, ja que a Ultima representa menos de 1% dos
leucdcitos do sangue periférico, dificultando seu isolamento direto (Figdor et al., 2004).

Com relacéo aos resultados obtidos nesse estudo para a padronizagéo da diferenciagédo
de DCs, notou-se que 0 meio de cultivo utilizado interferiu significativamente na diferenciacéo
dos monocitos em DCs. Observamos que as células cultivadas em RPMI apresentaram melhor
diferenciagdo quando comparadas as cultivadas em DMEM, mostrando uma morfologia,
segundo a avaliacdo por citometria de fluxo, semelhante a esperada em células diferenciadas,
ou seja, maiores. Os meios utilizados nesse estudo, DMEM e RPMI, sdo amplamente
empregados para cultivo de diferentes tipos de células (Wu et al., 2009). No entanto, existem
algumas diferencas na sua composicdo e estas poderiam potencialmente afetar a proliferacéo
celular, a viabilidade celular e a diferenciacéo celular. O meio RPMI 1640, foi primeiramente
utilizado para cultivo de linfécitos, sendo ele um meio simples em ingredientes e rico em
aminodacidos. J4 o DMEM, modificado a partir de Eagle, é rico em nutrientes e apresenta
caracteristicas diferentes (Wu et al., 2009). Para a diferenciacéo e cultivo de moDCs, diversos
estudos tém com meio de escolha 0 RPMI (Svajger e Jeras, 2011). A mesma diferenca nao foi
observada quando comparamos SFB e SH, ja que as culturas apresentaram morfologias
semelhantes. No entanto, optamos pelo SH, visto que a utilizacdo de soro ndo-humano poderia
gerar uma apresentacdo antigénica ndo desejada e assim criar um artefato (Figdor et al., 2004).
Além disso, com relacdo a expressdo de CD209 e CD14, ndo houve uma diferenca acentuada
entre os meios de cultivo utilizados.

Com relacgdo a utilizacdo de tubo ou placa para a diferenciacdo das células, o cultivo
em placa mostrou-se mais eficente, devido a maior reducdo de CD14 (cerca de 25% quando
comparado ao cultivo em tubo) e aumento de CD209 em placa (cerca de 15% comparado ao
cultivo em tubo). Contudo, estudos anteriores de nosso grupo nao evidenciaram diferencas

significativas entre estes 2 métodos de cultivo para 0s mesmos marcadores, ap0s maturacdo
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com o BCG Moreau (Santos et al., in press). No entanto, naquele estudo foi utilizado apenas a
vacina BCG Moreau provenientes de um dnico lote aprovado.

Por fim, no intuito de escolher a melhor concentracao das citocinas GM-CSF e IL-4, a
serem utilizas, partiu-se de duas concentracdes iniciais. Assim avaliando qual delas seria a mais
adequada para o presente estudo, ja que na literatura estdo descritas concentragdes distintas para
diferenciag@o. Desta forma, as concentragdes escolhidas foram 300 e 500 Ul/ml para ambas
citocinas. Apesar de 300 Ul/ml ter gerado uma boa diferenciacéo para a maioria dos doadores,
em um deles a perda de CD14 foi menos acentuada. Concomitantemente, houve uma diferenca
de cerca de 10% na expressdo de CD14 quando comparadas as duas concentra¢des. Devido a
este fato, padronizou-se 500 Ul/ml para esse estudo.

Apos a padronizagéo da diferenciagdo dos monocitos em DCs, foi feito uma avaliagéo
do melhor conjunto de marcadores para confirmar a geracdo das mesmas, para isso utilizou-se
os marcadores CD14, CD209 e CDla. As moDCs mostraram que a perda de CD14 e o
concomitante aumento CD209 foram fenotipos sugestivos deste fendmeno. Como ja
amplamente discutido na literatura, as moDCs perdem a expressio de CD14 (CD14"°"") e
aumentam a expressdo de CD209 (CD209%) (Cella et al., 1997; Nonaka et al., 2011). No
entanto, CD1a, que também é descrito como um marcador de diferenciacdo de moDC (Cella et
al., 1997), ndo apresentou o0 aumento esperado. Uma possivel explicacdo para esse fato poderia
ser a condicdo experimental utilizada. Estudos tém mostrado que sua expressdo pode variar de
acordo com o meio de cultivo utilizado (Dalgaard, Beckstrgm e Brinchmann, 2003; Jakobsen,
Mgller e Lillevang, 2004). Além disso, um estudo demonstrou que mondcitos cultivados com
GM-CSF e IL-4 em um meio sintético (AIMV) apresentam uma fase intermediaria dando
origem primeiramente a DCs CD14"°% CD1a’, e posteriormente gerando DCs CD14 CD1a*
(Gogolak et al., 2007).

Os resultados da padronizacédo do processo de diferenciacdo, confirmam que a geragéo
de DCs in vitro a partir de mondcitos de sangue periférico € uma metodologia que possui
variabilidade inerente ao fato de se tratar de voluntarios representativos de uma populacao
heterogénea. Além disso, dependendo do meio de cultivo utilizado, 0 método de separacdo de
mondcitos e a concentracdo de citocinas utilizadas, gerou DCs com diferentes fendtipos
conforme descrito anteriormente (Dalgaard et al., 2003; Figdor et al., 2004; Jakobsen et al.,
2004; Elkord et al., 2005; Gogolak et al., 2007; Schreibelt et al., 2010). Além dessas variacdes,
é importante uma boa padronizacdo dessa diferenciacdo, pois o cultivo por longos periodos e

um excesso de citocinas pode afetar negativamente a funcdo das DCs, gerando células com
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menor potencial imunogénico (Schreibelt et al., 2010). Por um lado, apesar das moDCs serem
consideradas semelhantes fenotipicamente e funcionalmente as mDC (Schreibelt et al., 2010) ,
ainda ha divergéncias sobre sua utilizacdo (Gutiérrez-Martinez et al., 2015). As moDCs
representam um conjunto heterogéneo de células, ndo possuem a mesma origem que as mDCs
tradicionais, e s6 estdo presentes in vivo em condicdes inflamatdrias, diferentemente das mDCs,
que estdo presentes em condigdes normais no estado imaturo também (Gutiérrez-Martinez et
al., 2015). Por outro lado, ambas, geracdo e utilizacdo das moDCs, vém sendo bastante
descritas, tanto em trabalhos de pesquisa basica, quanto de pesquisa aplicada, como é o caso da
imunoterapia para individuos com céancer, sendo considerada como padrdo-ouro para essa
altima (Figdor et al., 2004).

O processo de diferenciacdo por adicdo de GM-CSF e IL-4 gera DCs imaturas, ou seja,
células com grande atividade fagocitica e processamento antigénico (Grassi et al., 1998).
Estudos vém demostrando que a interacdo de DCs com a vacina BCG resulta na maturagéo e
ativacdo celular (Henderson et al., 1997; Demangel et al., 1999). Esses parametros sdo
mensurados por alteracdes fenotipicas das DCs, incluindo liberacdo de citocinas, e pela reducéo
de sua atividade endocitica apds a infeccdo (Thurnher et al., 1997). De modo semelhante a
outros produtos bacterianos, tais como LPS, o estimulo gerado pela micobactéria regula
positivamente a expressao de moléculas tanto co-estimulatérias, como CD80, CD86 e CD40,
bem como TNF-a e IL-1B, que por sua vez induzem a expressdo de CD83 e a maturacgdo das
moDCs (Tsuji et al., 2000). Outras moléculas, como MHC classes | e Il, também tém sua
expressdo elevada quando DCs séo infectadas com BCG (Demangel e Britton, 2000). Estes
estudos sugerem que as DCs infectadas tém uma capacidade aumentada para estimular as
células T (Demangel e Britton, 2000). Entretanto, a maturacdo das moDCs € complexa e
considerada um processo flexivel e dependente do estimulo e do tipo de sinalizacdo
desencadeada (Schreibelt et al., 2010)

Devido a eficiéncia com que a vacina BCG induz a maturacdo de DCs, essas
células maturadas sdo consideradas como adjuvantes para a ativacdo de linfocitos T, sendo
utilizadas em estudos de imunoterapia para o cancer (Bol et al., 2016). Por outro lado, a
literatura se demonstra um tanto controversa, visto que alguns artigos indicam a vacina BCG
tanto como fraco quanto como forte agente maturador de DCs. Marongiu e colaboradores
(2013) relataram que esta vacina sozinha ndo induziria um aumento significativo de CD83 e
CD86, e diminuiria a expressdo de HLA-DR. Ja em um estudo publicado em 2007 por Murray
e colaboradores foi descrito um aumento de CD197, HLA-DR, CD40, CD83, CD86 e CD80
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apos infeccdo de DCs com BCG, mas também relatou uma considerdvel variacdo entre
doadores, 0 que prejudicou, segundo 0s autores, uma a analise estatistica acurada (Murray et
al., 2007). No presente estudo, ndo foi encontrado um aumento importante na expressdo de
CD83 quando as moDCs foram tanto infectadas com BCG, quanto estimuladas por LPS.
Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para melhor compreender a expressao e funcao
desse marcador.

Considerando os marcadores CD80, CD86 e MHC-II demonstramos que tanto LPS
quanto a infeccdo por BCG induziram a maturacdo de moDCs, constatado pelo aumento de
expressdo de CD80 e menos evidente para CD86 e MHC-II, demonstrando que a vacina BCG
foi capaz de induzir a maturagdo das moDCs. Entretanto, foi observada uma alta variabilidade
interindividual ,também relatada em outro estudo (Murray et al., 2007). Concomitantemente,
observamos um aumento nos niveis de TNF-o no sobrenadante dessas culturas quando
comparados as células ndo estimuladas ou ndo infectadas. Esses resultados estdo de acordo com
a literatura que apontam CD80 e producdo de TNF- o entre os marcadores de maturacao de
DCs (Elkord et al., 2005).

Destarte, um aumento, ainda que ndo significativo, de CD40 foi observado quando as
células foram estimuladas com LPS. Ja a infeccdo por BCG nas moDCs, dentro de nossas
condicdes experimentais, gerou resultados de CD40 semelhantes as células ndo infectadas. A
expressdo de CD40 apresentou uma diminuicao significativa nas moDCs infectadas com BCG
na maioria das diluicdes do lote C (alta carga bacilar). Sendo este receptor uma molécula que
apos ativacao pode ser secretada na forma de sCD40 (Giunta et al., 2010), resta ser verificado
se a infeccdo pela BCG ou um fator secundario, tal como aumento de TNF-o (Tsuji et al., 2000),
poderia gerar formas soliveis de CD40 (Melendreras et al., 2014). Como um todo, nossos
resultados sugerem que a maturacdo de moDCs via a vacina BCG estaria mais associada a um
aumento das moléculas co-estimulatorias B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), porém nédo envolveria
CD40.

Com relacdo a expressdo de HLA-DR, também ndo houve aumento significativo de
sua expresao quando as moDCs foram infectadas ou estimuladas. Este fato pode ter como uma
plausivel explicacdo a mesma heterogeneidade na expressdo dessa molécula entre os doadores,
conforme ja abordado. Essa caracteristica é inerente a molécula de HLA, fato que a mesma é
altamente polimoérfica (Abbas, Lichtman e Pilai, 2007).

Utilizando uma abordagem rotineira e eficiente, foi possivel observar uma tendéncia

no deslocamento da MFI durante a expressédo de HLA-DR quando as moDCs foram estimuladas
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e infectadas com BCG, demonstrando em alguns doadores uma populagio HLA-DR"9" e HLA-
DR, Na maioria dos casos, houve um aumento da populagio HLA-DR"9" e uma consequente
diminuigdo da HLA-DR"", principalmente nas moDCs estimuladas com LPS. Entranto, pode-
se observar que o lote C (alta carga bacilar) apresentou niveis semelhantes as moDC imaturas
do que os lotes A (lote aprovado) e B (baixa carga bacilar). Estes dois ultimos apresentaram
niveis de HLA-DRM9" maiores e HLA-DR'®" menores, quando compados as células imaturas.
Essa expressdo de HLA-DR'™" HLA-DR"9 encontrada no lote C coaduna com a expresso de
CD40 do mesmo lote. Em tese, esse fato pode representar uma inducdo para um perfil
tolerogénico ou anérgico nas DCs, devido ao maior numero de bacilos persentes. Sato e
colaboardores (2002) descreveram que diversos fatores, incluindo, a exposicdo a produtos
microbianos ou excesso de estimulo poderiam modular a funcéo e favorecer a diferenciacéo de
DCs tolerogénicas (Sato et al., 2002). Essas DCs sdo caracterizadas por baixa expressao de
moléculas co-estimulatorias, bem a habilidade de suprimir a resposta de células T efetoras e
levando ao desenvolvimento de células T regulatorias (Torres-Aguilar et al., 2010).

Como um todo, as expressdes referidas acima apresentaram um fator dose-dependente
no lote A para CD80 e em menor escala HLA-DR. Quanto aos outros receptores de superficie
de membran avaliados nas quatro diluicdes dentro do mesmo lote da vacina BCG néo
apresentaram proporcionalidade.

Outros receptores investigados no decorrer do estudo descrito nessa dissertacdo foram
0s TLR 2 e 4, bem como CCR7 (CD197). Esses receptores foram marcados na superficie de
membrana com ou sem estimulo/infeccdo. Nao observamos diferencas na expressdo em
nenhuma das variaveis testadas. Com relacdo a expressdo na familia TLRs também varia de
acordo com a espécie e grau de maturacdo da célula. Como ja intruduzido, TLR 2 e 4 sdo
importantes receptores de reconhecimento de componentes bacterianos, como o LPS (Janeway
e Medzhitov, 2002). Estudos relacionando a expressao de receptores na membrana de DCs ap0s
infeccdo por BCG sdo escassos. Um estudo onde um coquetel de vacinas, incluindo a BCG-
SSiI, foi utilizado como ligantes de TLRs demonstrar que as moDCs aumentaram a expressao
tanto de TLRs quanto de CD80, CD86, CD83 e CD197 (Schreibelt et al., 2010). Entretanto, a
maior parte dos estudos que descrevem a expressdo desses TLRs utilizaram técnicas
moleculares de deteccdo de RNA mensageiro, 0 que nem sempre correlaciona ao mesmo nivel
de expressdo da proteina € nem a localizacdo da mesma. Como isso, estudos utilizando
citometria de fluxo e microscopia confocal demonstraram que em moDCs imaturas, as

expressdes de TLR2 e TLR4 sdo muito maiores em nivel intracelular do que extracelular,
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diferente do que acontece em outros tipos celulares, como mondcitos, macrofagos e
granulécitos (Uronen-Hansson et al., 2004; Schreibelt et al., 2010). Apesar dessa diferencga de
localizacdo, a participacdo desses receptores na resposta imunoldgica ndo pode ser excluida;
entretanto, necessita de mais estudos.

Com relagdo a expresssdo de CD197, o aumento da expressdo de CD197 ja estd bem
caracterizada em mDCs (Jarrossay et al. 2001), entretando, ainda é motivo de estudo em
moDCs. Em um artigo onde moDCs foram estimuladas com CD40L, IFN-gama, PGE2 entre
outros observou-se um aumento desse receptor de quimiocina quando todos estimulos foram
adicionados a cultura (Dauer et al., 2003). Outro trabalho, onde os autores compararam células
imaturas com moDCs infectadas com BCG viva ou morta, demonstraram um aumento na
expressdo de CD197 em ambos os casos (Murray et al. 2007). Entretanto, alguns autores
relataram que células dentriticas expressam altos niveis de receptores de quimiocinas quando
em microambiente especifico e caracterizam a funcionalidade migratoria dessas células
(Jarrossay et al., 2001). Em suma, embora os estudos relatados apontem para um aumento da
expressdo de CCR7 (CD197) em células dendriticas e nesse manuscrito ndo obtivemos sucesso
na marcacdo deste receptor, faz-se necessario relatar algumas diferencas que possam explicar
este fato. Em primeira linha, os trabalhos citados utilizaram estimulos diferentes ou outra cepa
de BCG. Além disso, a forte variacdo detectada por esses autores impossibilitou o estudo
estatistico sendo os resultados por vezes apresentados como média de dois individuos apenas
(Jarrossay et al., 2001, Murray et al. 2007). Apesar desse fato, a participacdo desse receptor na
infeccdo com BCG nédo pode ser excluida, sendo necessario mais estudo para avaliacdo da
expressdo dessa molécula utilizando diferentes condic6es de cultivo.

Neste estudo, ainda empregamos a vacina BCG Moreau irradiada, bem como irradiada
e aquecida, no intuito de se gerar variaveis comparativas (controles negativos). No entanto, e
ao contrario do esperado, as mesmas se mostraram eficazes na indugéo de maturacdo de moDCs
guanto as vacinas com bacilos viaveis. O fato de irradiar e aquecer a vacina BCG nos pareceu
ndo ter sido sufiente para desnaturar antigenos da bactéria e assim inibir a maturacdo das
moDCs. De fato, a expressao da maioria dos marcadores testados se mostrou semelhante aquela
com a vacina BCG irradiada (residuos antigénicos preservados), com excecdo de CD86. O fato
de bacilos mortos gerarem expressao de marcadores de ativacdo semelhante a bacilos vivos esta
de acordo com outros estudos que mostraram bactérias mortas por calor sendo reconhecidas e

internalizadas pelas DCs (Demangel e Britton, 2000, Murray et al. 2007).
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Tem sido amplamente estipulado que a inflamacéo é uma resposta fundamental para a
defesa do organismo, e a mesma esté diretamente associada a secre¢do de citocinas pro- e anti-
inflamatorias (Zhang et al., 2013). Os sinais emitidos por essas moléculas soliveis sdo
complexos e dependem de combinagdes com agdes antagonistas e sinérgicas sutis, de forma
que a “mensagem” transmitida podera ser proporcional ao nimero de células e a densidade do
receptor na superficie celular, assim como & combinacéo de citocinas (Henry, 2008). DCs
infectadas com micobacterias demonstraram um aumento da capacidade de liberar citocinas
pro-inflamatorias, tornando-se um potente indutor de células produtoras de IFN-y (Demangel e
Britton, 2000). Ao mesmo tempo, quando o balanco da liberacdo dessas moléculas esta
desajustado, elas tornam-se um importante co-fator na patogénese de doengas cronicas, como a
tuberculose (Zhang et al., 2013).

No presente estudo, demonstramos que moDCs infectadas com BCG ndo induziram a
liberacdo de IL-1a. Entretanto, ndo se pode descartar o papel de IL-1 neste contexto. A familia
IL-1 é extensa, sendo IL-1a e IL-1p seus principais membros (Nakae et al., 2001). A diferenca
funcional entre estas duas citocinas ainda necessita ser completamente elucidada. De
relevancia, estudos vém demonstrando o aumento de IL-1 em moDCs murinas infectadas com
BCG (Zhang et al., 2013; Bollampalli et al., 2015).

Nosso estudo também mostrou que quando moDCs foram infectadas com BCG
Moreau, ocorreu um aumento da liberacdo de TNF-o. Esse aumento vai de acordo com outros
estudos (Zhang et al, 2013, Elkord et al., 2005, Demangel e Britton, 2000). Além disso, essa
citocina induz a liberacdo de mediadores para a maturacdo, de uma maneira autdcrina, de DCs
quando infectadas com micobactérias (Demangel e Britton, 2000). Esta pode ser uma
caracteristica especial de micobactérias, uma vez que a maturacdo de DCs induzida pela vacina
BCG é bloqueada por anticorpos anti-TNF-o (Thurnher et al., 1997). Este fato ndo ocorre
quando a ativacdo de DCs é resultante de estimulo com LPS ou infectadas com outras bactérias,
como Streptococcus gordinii (Corinti et al., 1999). Além disso, nossos resultados demonstram
que a liberacdo dessa citocina nos pareceu ser proporcional a quantidade de bacilos presentes,
haja vista os resultados obtidos com as diferentes diluicGes da vacina dentro do mesmo lote.
Vale ressaltar, que a mesma nao parece ter relacdo com a viabilidade do bacilo, pois a irradiacédo
da vacina ainda demonstrou um aumento na liberagédo desta citocina.

A IL-18 tem um papel importante na inducéo de IFN-y por células T, juntamente com
IL-12 (Szpakowski et al., 2015). Entretanto, a maior parte dos estudos que demonstram o

envolvimento dessa citocina foram feitos utilizando células murinas ou PBMC (Vankayalapati
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et al., 2000; Biet et al., 2002; Szpakowski et al., 2015). Infelizmente, ainda existem poucos
estudos que correlacionem a liberacdo de IL-18 e DCs humanas. Por outro lado, nossos
resultados mostram néo ter ocorrido diferenca na liberacdo de IL-18 quando as moDCs foram
infectadas com BCG. Além disso, os macrofagos apresentaram uma maior liberagdo dessa
citocina, seja espontanea ou quando estimulados com LPS, comparados as moDCs, inferindo
que as ultimas ndo sejam as principais responsaveis pela liberacdo de IL-18.

O presente estudo demonstrou ndo haver alteracdo na secre¢do de IL-12 quando as
moDCs foram infectadas com BCG. Entretanto, essa citocina vem sendo descrita como crucial
para a diferenciacdo de células T virgens, em células Thl e indutoras de IFN-gama (Zhang et
al., 2013). Apesar da importancia de IL-12 na interacdo de APCs e linfocitos, sua liberagéo por
DCs geradas in vitro ainda e controversa. Alguns estudos ja mostraram que mDCs, moDCs ou
DCs derivadas de medula-6ssea murina aumentam a liberagdo de IL-12 (Zhang et al., 2013,
Demangel e Britton, 2000, Elkord et al., 2005, Tsuji et al., 2000). Entretanto, este aumento de
secrecdo esta associado ao estimulo via CD40 na infeccdo por micobactérias (Demangel e
Britton, 2000). Paralelamente, o presente estudo falhou em demonstrar um aumento expressivo
de CD40 durante a infeccdo por BCG das moDCs. Fol e colaboradores (2016) sugerem que a
sintese de IL-12 por moDCs necessite de um estimulo adicional para iniciar o processo de
producdo. Além disso, outros estudos demonstraram que M. bovis induziu preferencialmente a
producdo de IL-23, citocina que compartilha a subunidade p40 com IL-12, em moDCs murinas
(Zhang et al., 2013, Fol et al., 2016) e moDCs humanas (Fol et al., 2016). Infelizmente, este
fato ndo pode ser verificado no presente estudo.

Com relacdo a IL-10, os resultados obtidos demostraram nao ter havido difenca na
liberacdo dessa citocina, quando moDCs foram estimuladas com LPS ou quando infectadas
com BCG. Entretanto assim como IL-12, a liberacdo de IL-10 ainda é controversa quando se
trata de moDCs. Por um lado, estudos mostram um aumento de 1L-10 em moDCs infectadas
com BCG ou estimuladas com LPS (Fol et al., 2016). Outros estudos mostram que moDCs
estimuldas com LPS e geradas a partir de mondcitos separados por microesferas de selecdo
positiva tem a liberacdo de IL-10 inibida quando comparadas a moDCs provenientes de
monacitos isolados por aderéncia (Elkord et al., 2005). Além disso, Sanarico e colaboradores
(2011) mostraram que a liberacdo de IL-10 depende da cepa de BCG empregada, o qual a BCG
japonesa falhou nesse contexto quando comparada a cepa Aventis Pasteur (Sanarico et al.,
2011). Sendo a cepa japonesa proxima a cepa Moreau na genealogia, é possivel que haja uma

semelhanga imunogénica maior.
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As DCs sdo utilizadas no desenvolvimento de imunoterapias contra o cancer, bem
como o tratamento de doencas auto-imunes. Devido ao papel essencial das DCs na infeccao por
varios patogenos, elas vém sendo investigadas como um possivel alvo terapéutico.

Estudos para a padronizacdo de um protocolo de diferenciagdo, focando no método de
isolamento de mondcitos, vém comparando algumas das principais técnicas utilizadas como
separagdo por aderéncia, microesferas magnéticas e separacao por cell sorting (Elkord et al.,
2005; Delirezh et al., 2013; EI-Sahrigy et al., 2015). Entretanto, os estudos envolvendo
separacdo por microesferas geralmente utilizam a sele¢do positiva em comparacao a aderéncia
em plastico. Ha& poucos estudos que comparem os métodos de sele¢do positiva e negativa por
microesferas magnéticas (Fol et al., 2016).

O presente trabalho sugere uma diferenca na capacidade de internalizar a BCG, no
perfil fenotipico e na liberacdo de citocinas quando moDCs sdo provenientes de monocitos
isolados por selecdo positiva e negativa.A partir dos resultados obtidos, observou-se que as
moDCs via selecdo negativa e infectadas com BCG, em sua maioria, tendem a ter uma maior
expressdo de CD86, CD40, liberacdo de IL-12 e contagem de colénias quando comparadas
aquelas provenientes da selecé@o positiva. Por sua vez, as moDCs via selecdo positiva tendem a
ter maior expressao de CD8O0 e liberacdo de TNF-a, porém baixa contagem de coldnias. Uma
plausivel explicacdo recai na ativacdo do mondcito ao se ligar nas microesferas de selecdo
positiva, e assim revestidas de anti-CD14, ja que 0 mesmo auxilia na resposta via TLR e sua
ativacdo (Kelley et al., 2013). Entretanto, estudos comparativos utilizando um Unico individuo
devem ser feitos para a confirmacéo desse resultado pois a amostragem aqui realizada dificultou
analises adicionais. Mesmo assim, estudos mostraram que 0 método de isolamento ndo resultou
em diferenca na expressao de CD40, CD80, CD86, HLA-DR, CD83 e CD209, porém quando
se comparou a liberacdo de citocinas observou-se niveis distintos da mesma citocina de acordo
com o método empregado (Elkord et al., 2005; EI-Sahrigy et al., 2015; Fol et al., 2016). Apesar
disso, tendéncias foram evidentes para CD86, CD80, CD40, TNF-a e IL-12 no presente estudo.
Comparac6es adicionais séo dificultadas devido a diferencas inerentes a cada abordagem, visto
que o emprego de distintos MOI (Multiplicity of infection), cepas de BCG, voluntarios
vacinados ou ndo, tempo de infeccdo, entre outros.

Os principais resultados obtidos no presente estudo foram sintetizados no esquema a
baixo (Figura 30).

Figura 30: Esquema dos resultados obtidos
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Esquema respresentando a diferenciacdo de monécitos em moDCs imaturas pela adicdo de IL-4 + GM-CSF
(500UI/ml cada) por 5 dias. Como a diferenciacao as células dimunuem a expressédo de CD14 e passam a expressar
CD209 em sua menbrana. Além disso as moDCs imaturas expressam em sua membrana TLRs, MHC Classe | e
I, CD86 e em menor nivel CD80. Quando essas células imaturas foram estimulas com LPS (0,5ug/ml) ou BCG
elas sofreram um processo de maturagdo, pelo qual ocorreu um aumento da expressdo de moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86, moléculas de MHC classe 11, além da liberagdo de TNF-a, que poderia agir de
maneira autécrina participando do processo de maturagdo da moDC. Além disso, as moléculas de TLR poderiam
estar localizadas no interior das células.
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6. CONCLUSAO

O isolamento de mondcitos por microesferas magnéticas se mostrou mais eficiente do que
as demais técnicas utilizadas. Apresentando uma facil execucgao e uma melhor pureza final
de mondcitos.

Com a padronizacao da geracdo de moDCs, conclui-se que as células cultivadas em RPMI
apresentaram melhor diferenciacdo quando comparadas as cultivadas em DMEM. J4 a
compararacdo entre os cultivos com SFB e SH ndo apresentaram diferengas tanto
morfoldgica quanto fenotipica, entretanto o SH foi eleito. Com relagdo a concentracdo de
citocinas utilizadas ambas as concentragdes testadas se mostraram eficientes, na maioria
dos doadores testados. Todavia a maior concentracdo foi escolhida devido ao doador
menos responsivo. A compararagédo entre tubo e placa mostrou melhor resultado no cultivo
em placa. Por fim, a escolha do método de isolamento de monocitos por microsesferas em
selecéo positiva e negativa demonstraram diferencas quanto caracteristicas fenotipicas das
moDCs e na liberacao de citocinas.

TNF-a e CD80 apresentaram melhores resultados de proporcionalidade entre as dilui¢des
de BCG utilizadas, sendo eleitos como candidatos para marcadores em um teste de
poténcia. Entretanto, as diluicdes mais espassadas entre si devem ser testadas para a
confirmacdo desses resultados. A maturacdo das moDCs gerada pela BCG, em nossas
condicBes experimentais, quando analisada por outros marcadores aqui utilizados, ndo

demonstraram dose-dependéncia.
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7. PERSPECTIVAS

Com os resultados descritos nesse manuscrito, ficam como perspectivas: 1) definir o
isolamento de mondcitos por selecdo negativa ou positiva utilizando o mesmo doador para cada
processo e analisar a expressdo de CD80 e TNF a 2) testar diluicdes mais espassadas (1:10;
1:60; 1:120 e 1:180) 3) Avaliar a liberagéo de outras citocinas e de sSCD40 4) Comparar 0 ensaio
de UFC com o ensaio entdo proposto 5) Avaliar a reprodutibilidade em lotes distintos com

mesmo laudo técnico 6) Testar a viabilidade do ensaio em células THP-1.
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