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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Sandra Elizabete Carlos Ribeiro de Faria

A tuberculose (TB) é a doenga infectocontagiosa que mais mata no mundo, e possui
como agente etioldégico o Mycobacterium tuberculosis. A medida protetora mais eficaz
contra a TB é a vacinagao com o Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), o qual foi produzido
a partir de uma cepa de M. bovis atenuada. Estudos demonstram que a vacina BCG
confere protegéo contra casos graves da TB. Porém, a mesma nao confere uma
protecéo prolongada e eficaz em adultos. A eficacia da vacina BCG vem sendo
associada a indugédo de apoptose extrinseca em mondcitos/macréfagos, podendo ser
uma das pecgas-chave entre as imunidades inata e adquirida. Os principais ativadores
da via extrinseca sao Fas/FasL, TNFR1/TNF e TRAILR1/TRAILR2/TRAIL. Além disso,
estudos demonstraram que a IL-1B pode estar envolvida na indugdo de piroptose.
Contudo, a via da apoptose induzida pela vacina BCG em mondcitos/macréfagos
humanos ainda nao foi elucidada. O presente estudo teve como objetivo identificar in
vitro as vias de apoptose ativadas em mondcitos humanos, e mediadas pelos fatores
soluveis extrinsecos induzidos pela vacina BCG Moreau em PBMC e células de
linhagem THP-1. A analise da expressao génica evidenciou que FAS e Caspase-1 foram
expressos em altos niveis (p<0,05) em PBMC estimuladas com o BCG. Ademais, a
inibicdo de TNF, Fas e TRAIL foi possivel com anticorpos neutralizantes, e estes
reduziram os percentuais de apoptose (p<0,05) em PBMC estimuladas com o meio
condicionado (MC) induzido pelo BCG. Curiosamente a inibicdo da IL-13 mostrou
resultados ainda mais significativos (p<0,001) na redugdo da apoptose em PBMC.
Porém, o mesmo nao foi visto na linhagem THP-1. Dentre os fatores soluveis
extrinsecos secretados pela linhagem THP-1 estimulada com o BCG, altos niveis de
MCP-1/CCL-2 (p<0,05) foram encontrados, e isto apontou o MCP-1/CCL-2 como um
candidato potencial na indugéo de apoptose nesse modelo. Esses resultados sugerem
que a vacina BCG Moreau foi capaz de induzir apoptose em mondcitos humanos por
mecanismos multifatorias, os quais foram modulados de acordo com o modelo celular
utilizado. Essas informagdes podem contribuir com os futuros estudos de melhora na
eficacia da vacina BCG, e que tenham como alvo a indugao de apoptose em mondcitos

humanos.
Palavras-chaves: Vacina BCG, Apoptose, TNF, FAS, TRAIL e IL-1 B.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE

Sandra Elizabete Carlos Ribeiro de Faria

Tuberculosis (TB) is the deadliest infectious disease in the world, being Mycobacterium
tuberculosis the etiological agent. The most effective protective measure against TB is
the vaccination with Bacillus Calmette-Guérin (BCG), which originated from an
attenuated M. bovis strain. Studies have shown that the BCG vaccine provides protection
against severe TB cases. However, it does not provide prolonged and effective
protection in adults. The efficacy of BCG vaccine has been associated with induction of
extrinsic apoptosis in monocytes/macrophages and may be one of the main links
between innate and acquired immunity. The key extrinsic activators are Fas/FasL,
TNFR1/TNF and TRAILR1/TRAILR2/TRAIL. In addition, studies have shown that IL-13
may be involved in the induction of pyroptosis. However, the pathway of BCG vaccine-
induced apoptosis in human monocytes/macrophages has not yet been elucidated. The
present study aimed to identify the apoptosis pathways activated in vitro in human
monocytes that may be mediated by extrinsic soluble factors induced by the BCG
Moreau vaccine in PBMC and THP-1 cell-line. The gene expression analysis showed
that FAS and Caspase-1 were highly expressed (p<0,05) in PBMC stimulated with BCG.
Furthermore, inhibition of TNF, Fas and TRAIL was possible by using neutralizing
antibodies, and these reduced the rate of apoptosis (p<0,05) in PBMC stimulated with
BCG-induced conditioning medium (MC). Moreover and curiously, the inhibition of IL-13
showed even more significant results (p<0,001) in reducing apoptosis in PBMC.
However, the same was not true forthe THP-1 cell-line. Amongst the extrinsic soluble
factors secreted in by BCG-infected THP-1 cell line, highest MCP-1/CCL-2 levels
(p<0,05) were found, and pointed out MCP-1/CCL-2 to be a potential candidate for the
induction of apoptosis in this model. These results suggest that the BCG Moreau vaccine
was able to induce apoptosis in human monocytes by multifactorial mechanisms, which
were modulated according to the cellular model used. This information may contribute to
future studies of improvement in the efficacy of BCG vaccine, and which the target is the

induction of apoptosis in human monocytes.
Keywords: BCG Moreau vaccine, Apoptosis, TNF, FAS, TRAIL and IL-1 B.
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1 INTRODUGAO

Esta dissertacado teve como meta principal a identificagao in vitro das vias
de apoptose ativadas em mondcitos humanos, mediadas pelos fatores soluveis
extrinsecos induzidos pela vacina BCG Moreau. Esta abordagem pode ajudar na
concepgao de novas intervengdes profilaticas, bem como terapéuticas, seguras
contra a tuberculose (TB). Desde 2007, o grupo do Dr. Paulo Antas atua no
Laboratério de Imunologia Clinica do IOC/FIOCRUZ se dedicando a estudar a
resposta imune celular frente a TB em amostras clinicas humanas obtidas,
principalmente, de individuos da regidao metropolitana do Rio de Janeiro. Este
ultimo € um dos estados que apresentou as maiores taxas de incidéncia de TB
em 2019, sendo esta de 66,3 casos/100 mil habitantes (SES-RJ, 2019). Logo,
torna-se interessante uma revisdo de alguns aspectos da literatura cientifica

relacionados aos objetivos do presente trabalho.

1.1 Tuberculose

A TB é uma doenga infectocontagiosa que possui como principal agente
etiolégico a bactéria Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Estima-se que o
progenitor comum de Mtb tenha surgido por volta de 15.000 anos atras (Barberis
et al.,2017), estando no continente americano ha pelo menos trés mil anos
(Souza, 2011). Antes da pandemia da doenga causada pelo novo coronavirus-
19 (COVID-19), a TB liderava como a principal causa de morte por um unico
agente infeccioso, afetando principalmente individuos imunocomprometidos e
menos assistidos socialmente (OMS, 2021). Em 2020, cerca de 9,9 milhdes de
pessoas desenvolveram a TB, sendo relatados 1,3 milhdes de 6bitos entre os
individuos HIV-negativos e 214.000 entre os individuos HIV-positivos (OMS,
2021). Essas estimativas mostraram um ligeiro aumento quando comparado aos
dados obtidos em 2019 (1,2 milhdes de obitos entre HIV-negativos e 209.000
entre HIV-positivos) (OMS, 2021). Segundo a OMS, isso reflete o impacto da
pandemia de COVID-19 nas notificagdes dos casos de TB, pois influenciou
negativamente no diagnostico e tratamento (OMS, 2021). Em 2020, foram
registrados no Brasil 66.819 novos casos de TB, com coeficiente de incidéncia
de 31,6 casos por 100 mil habitantes, (Ministério da Saude, 2021).
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1.1.1 Agente etiologico

O bacilo Mtb foi isolado e identificado pela primeira vez pelo médico e
microbiologista alem&o Heinrich Hermann Robert Koch (por isso o Mtb também
€ chamado de Bacilo de Koch), em 1882 (Koch, 1882). O Mtb (Figura 1) faz parte
da ordem Actinomycetales e familia Mycobacteriaceae, € aerdbio obrigatorio,
nao forma esporos e possui forma de bacilo reto ou curvo, com proporgoes de
0,2 a 0,7 micrémetros de largura por 1,0 a 10,0 micrébmetros de comprimento
(Koch, 1882; Murray, Rosentthal e Pfaller, 2009).

Figura 1: Microscopia eletronica de varredura do Mtb. Fonte: Koch & Mizhahi, 2018.

A parede celular (Figura 2) possui caracteristica hidrofébica, sendo rica
em lipidios complexos, como ceras (acido micdlico) e glicolipideos (Shanib et al.,
2017). Isso confere resisténcia a agua e a estresses, como o ressecamento.
Logo, Mtb é resistente a muitos desinfetantes e coloragdes comuns na rotina de
laboratorio, o que corresponde a caracteristica alcool-acido resistente do bacilo
(Ziehl, 1882; Tortora, Funke e Case, 2017). Devido a composi¢g&o bioquimica da
parede celular e o carater aerdbio, o crescimento de Mtb é lento, podendo levar
até 8 semanas para crescer em cultura (Koch, 1882; Murray, Rosentthal e Pfaller,
2009; Malhotra, Okon e Clark-Curtiss, 2012).
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Figura 2: Estrutura da parede celular do Mtb e os principais alvos na estratégia farmacoldgica
contra o Mtb: AM: Acidos Micdlicos; AG: Arabinogalactanos; PG: Peptideoglicanos; MC:
Membrana Celular. Imagem adaptada. Fonte: adaptado de Shanib et al.,2017.

A parede celular do Mtb também esta envolvida na viruléncia do bacilo,
visto que a mesma interfere no processo de digestao por fagécitos, possibilitando
que Mtb seja um patdgeno intracelular facultativo, podendo se multiplicar dentro
das células hospedeiras (Murray, Rosentthal e Pfaller, 2009; Shanib et al.,2017;
Dulberger, Rubin & Boutte, 2020). Devido a isso, muitas estratégias
farmacoldgicas utilizadas contra a TB visam a inibicdo da sintese de acidos
micolicos, arabinogalactanos, entre outros componentes da parede celular
(Murray, Rosentthal e Pfaller, 2009; Shanib et al.,2017; Dulberger, Rubin &
Boutte, 2020).

1.1.2 Fisiopatogenia

O Mtb é transmitido através da inalagdo de goticulas contendo o bacilo,
liberadas por individuos infectados (Churchyard et al., 2017). Inicialmente, o Mtb
enfrenta as barreiras fisicas do hospedeiro, como os pelos nasais, o epitélio e o
muco produzido pela mucosa do aparelho respiratorio (Churchyard et al., 2017;
Scriba et al.,2017). Essas barreiras sdo consideradas as primeiras linhas de
defesa inata do organismo, onde grande parte dos bacilos ficam retidos nessas
barreiras fisicas (Scriba et al.,2017). Porém, alguns bacilos conseguem chegar
aos alvéolos pulmonares (Figura 3). Nos pulmdes, os Padrées Moleculares
Associados a Patégenos (PAMPs - do inglés Pathogen-associated molecular
pattern) do Mtb sao identificados por Receptores Reconhecedores de Padrdes

(PRR -do inglés Pattern Recognition Receptors) e fagocitados pelos macréfagos
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alveolares (Russel, 2007; Sia & Rengaranjan, 2019). Assim, o Mtb se multiplica
no fagossomo dos macrofagos residentes, impedindo que ocorra a formagéo do
fagolisossomo (Pai et al., 2016; Lyon & Rossman, 2017). Isso ocorre pois ha a
alteracdo de uma proteina envolvida na formagado de vesiculas e fusdo de
membranas (Rab GTPase) e exclusdo da bomba de protons ATPase, gerando
uma alcalinizacdo do meio intracelular, e proporcionando um ambiente favoravel

a replicacao do bacilo (Sia & Rengaranjan, 2019).
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Figura 3: Ciclo de infecgéo pelo Mtb. A: Entrada de bacilos no alvéolo pulmonar através da via
respiratéria. B: Fagocitose por macréfagos alveolares e células dendritcas. C: Recrutamento
de células imunes e formagao do granuloma para contengao dos bacilos. Reinfecgdes e
depressao do sistema imune podem desencadear a necrose dos granulomas e a reativagao
dos bacilos. Imagem adaptada. Fonte: adaptado de Koch & Mizhahi, 2018

Os macréfagos alveolares infectados desenvolvem uma resposta pro-
inflamataria intensa, principalmente com producao de Fator de Necrose Tumoral
(TNF), IL1-a, IL1-B e IL18, e quimiocinas, como MCP-1 (ou CCL2) e CXCL10
(IP-10) (Liu & Cai, 2018; Ferluga et al.,2020). Dessa maneira, o organismo tenta
conter o crescimento do bacilo, através do recrutamento de mais células imunes,
através das quimiocinas e a ativagdo autdcrina e paracrina por TNF dos
macrofagos infectados, levando as células infectadas ao processo de morte
celular programada ou apoptose (Russel, 2007; Liu & Cai, 2018; Ferluga et
al.,2020). Os neutrofilos recrutados tém importante fungdo no recrutamento
celular, através da produgao de quimiocinas, como MCP-1, CXCL10, CXCLS9,
CCLS5, CCL3 e CCL4, recrutando mais mondcitos e linfocitos, como as células
natural-killers (NK), linfécitos T CD4+, T CD8+ e linfocitos B (Scriba et al.,2017).
Os mondcitos que chegam a regido alveolar sdo ativados, diferenciando-se em
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macrofagos, que continuam a producao de TNF (Russel, 2007; Liu & Cai, 2018;
Ferluga et al.,2020). Os linfécitos recrutados produzem o Interferon Gama (IFN-
Y), que auxilia no processo de ativagdo de macréfagos e na apoptose (Scriba et
al.,2017).

A formacdo de granulomas, também chamados de tubérculos com
caseificagao central, se da pelo infiltrado de leucdcitos nas areas de inflamacéo,
principalmente pelos macréfagos, as células de Langerhans e células
epitelidides (Marakalala et al.,2016; Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016). Na
TB primaria, ha a formagcdo do nodulo de Ghon, onde nos pacientes
imunocompetentes, este regride e calcifica (Marakalala et al.,2016;
Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016). Porém, em pacientes
imunocomprometidos, o nédulo pode progredir e se disseminar (Marakalala et
al.,2016; Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016). A reinfecgdo ou reativagéo &
caracterizada como TB secundaria, e ocorre em cada 5 a 10% dos casos (Suarez
et al.,2019). Nessa situagao, ocorre uma reagao de hipersensibilidade tardia ou
tipo IV, geralmente em pacientes imunocomprometidos, devido a sobrevida do
Mtb dentro dos granulomas, que em resposta a algum estresse é reativado
(Loddenkemper, Limpan e Zumla, 2016).

O Mtb também pode desencadear um processo de morte celular nédo
programada ou necrose (Wang & Jacobs, 2013). Nesta, ha dano tecidual e
extravasamento do conteudo intracelular (Huang, Nazarova e Russel, 2019).
Logo, a reativagdo do granuloma, reinicia o processo necrético no tecido, pela
resposta inflamatoria reacendida, o que facilita a proliferagdo dos bacilos devido
a aeracado ocasionada pela necrose tecidual e aumento de formacao de
granulomas (Marakalala et al.,2016; Suarez et al.,2019). Mediante a isso, apesar
de se acreditar que o granuloma é uma forma de conteng&o do bacilo que impede
uma disseminagao extrapulmonar, o mesmo também pode ser visto como um
nicho para futuras reativagdes, frente a situagdes de estresse (Sia e Rengarajan,
2019). Na tentativa de controlar a inflamacdo e consequente dano tecidual
devido a infeccdo por Mtb, os macréfagos infectados produzem PGE.,
fornecendo protegéo contra necrose, via EP2 (Allard, Panariti e Martin, 2018).
Através desse mecanismo, ha inibicao de IFN-©, e indugao de apoptose. A PGE2

regula negativamente a expressdo do complexo principal de
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histocompatibilidade (MHC) Il nas células apresentadoras de antigeno, o que
implica na reducdo da ativagdo de respostas inflamatorias (Allard, Panariti e
Martin, 2018).

1.1.3 Epidemiologia

Segundo dados fornecidos pela OMS, o numero de casos de TB vem
diminuindo bem lentamente a uma taxa de 1-6% ao ano (Furin, Cox e Pai, 2019;
OMS, 2021). Acredita-se que cerca de 1/4 da populagdo mundial esteja infectada
com Mitb (Figura 4). Além disso, estudos mostram que individuos
imunocomprometidos, principalmente os HIV-positivos, e pacientes em
condigdes financeiras e sociais precarias, sdo os mais afetados (Ministério da
Saude, 2021; OMS, 2021).
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Figura 4: Casos estimados de TB em 2020. Fonte: OMS, 2021.

Em 2020, as regides com o maior numero de casos de TB no mundo foram
0 Sul-Leste Asiatico (43%), a Africa (25%) e o Pacifico Oeste (18%), as quais
possuem cerca de dois tergcos da populagdo mundial (OMS, 2021). Nas
Ameéricas, os casos de TB corresponderam a 3% do numero global (OMS, 2021).
No Brasil, foram diagnosticados 73.864 casos novos de TB, correspondendo a
um coeficiente de incidéncia de 35 casos/100 mil habitantes (Ministério da
Saude, 2021). A resisténcia aos medicamentos contra TB € um dos fatores
associados a essa realidade, sendo considerado um problema de saude publica

(OMS, 2021). Acredita-se que quase meio milhdo de pessoas desenvolveram
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resisténcia a rifampicina (R), uma das principais drogas utilizadas no tratamento
contra a TB (OMS, 2021).

O plano de combate a TB feito pela OMS tem como alvo a extingdo da TB
no mundo (OMS, 2021). Em cada pais, devera ser elaborado um plano de acordo
com a situacao epidemioldgica e o sistema operacional contra a TB (OMS, 2021).
Até 2035, a expectativa € de que a incidéncia seja reduzida em até 90%, e o
numero de mortes, em até 95%, tendo como parametros os dados de 2015
(OMS, 2021). Mediante a isso, trés pilares fundamentais nesse combate sao
necessarios: (1) a intensificagdo da profilaxia contra a TB e do cuidado ao
paciente; (2) uma politica direcionada e sistemas de apoio eficientes; e (3) a
intensificagao da pesquisa e inovag¢ao (Ministério da Saude, 2017; Ministério da
Saude, 2021).

No Brasil, os pilares estabelecidos pela OMS sé&o respeitados, tentando
ser enquadrados no Sistema Unico de Satude (SUS) e suportados pelo governo
brasileiro. No pilar de prevencéao e do cuidado ao paciente, o Ministério da Saude
utiliza como estratégia a alta manutencdo e homogeneidade da cobertura da
vacina BCG (Ministério da Saude, 2017). Isso é de suma importancia para que
se tenha nao apenas a prevencao da doenca em um individuo, mas uma
protecéo a nivel populacional, uma vez que os indices de infec¢ao e transmissao

diminuem quando ha uma cobertura vacinal eficiente (Sato, 2018).

1.1.4 Clinica

A TB pode se apresentar de diferentes formas clinicas, sendo a forma
pulmonar (79-87%) a mais recorrente em pacientes imunocompetentes (Lyon &
Rossman, 2017). Normalmente, a manifestagéo clinica da TB ocorre entre 3 a 6
semanas apos a exposi¢do ao bacilo, devido a sua lenta replicagdo (Lyon &
Rossman, 2017). Os aspectos clinicos classicos da TB pulmonar incluem tosse
crbénica, com producao ou n&o de expectoracao, astenia, inapeténcia, hemoptise,
anemia, febre e suores noturnos persistentes, podendo durar mais que 14 dias
(Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016). O paciente também pode se queixar de
dor toracica, devido a possivel inflamacgao da pleura associada (Loddenkemper,
Lipman e Zumla, 2016). Em pacientes imunocomprometidos, o nédulo de Ghon
pode progredir e se disseminar, devido a sobrevida do Mtb dentro dos
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granulomas (Fogel, 2015; Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016; Lyon &
Rossman, 2017). Em resposta a algum estresse, o bacilo € reativado,
caracterizando a TB pulmonar secundaria (Lyon & Rossman, 2017). Esta ultima
é prevalente em adultos (em 60% a 80% dos casos) e pode ocorrer muitos anos
apos a exposi¢cao ao Mtb, devido a algum estresse imunologico, sendo mais
recorrente em homens (Lyon & Rossman, 2017). Neste caso, pode-se dizer que
a TB se encontrava na sua forma latente (LTBI), tornando-se TB ativa com a
replicagdo de Mtb (Cordona, 2016).

Por outro lado, a TB extrapulmonar ocorre quando a doencga afeta qualquer
local diferente dos pulmdes (Dourado & Vikram, 2005; Sharma, Mohan e Kohli,
2021). A mesma pode se manifestar apds muitos anos de exposi¢do ao Mtb,
apresentando sintomas sistémicos e especificos atrelados ao 6rgéo lesionado
(Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016; Shaw & Koegelenberg, 2021). A TB
extrapulmonar ocorre em 10 a 42% dos pacientes adultos, porém varia de acordo
com as caracteristicas étnicas, raciais, idade e genéticas, sendo mais comum
em mulheres (Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016; Shaw & Koegelenberg,
2021). A TB pleural é a forma extrapulmonar mais comum, sendo associada em
até 90% na coinfecgao por HIV (Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016; Shaw &
Koegelenberg, 2021). A TB pleural é recorrente nos jovens, mas em paises com
baixa incidéncia da deonca, podem ser relatados casos em idades mais
avancadas (Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016; Shaw & Koegelenberg,
2021). Dentre as manifestagdes clinicas incluem-se febre alta, dor toracica e falta
de ar, devido ao derrame pleural (Loddenkemper, Lipman e Zumla, 2016; Shaw
& Koegelenberg, 2021).

1.1.5 Diagnéstico

Em linhas gerais, o diagnostico da TB se baseia, em um primeiro
momento, na identificagdo dos sintomas clinicos, comparando-os com os
achados em exames/testes laboratoriais. Aqui, os métodos mais utilizados sao
a bacilioscopia, a cultura e o Gene Xpert MTB/RIF, um teste rapido do tipo NAAT
(do inglés Nucleic acid amplification test) (Lyon & Rossman, 2017). Porém, ha
necessidade de distinguir os quadros de TB ativa, daquele de LTBI, o que implica
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na escolha dos métodos utilizados e na vigilancia epidemiologica (Ministério da
Saude, 2019).

1.1.51 Clinica

O principal diagnostico da TB é realizado a partir das observagdes dos
sinais, sintomas e manifestagdes radioldogicas que o paciente apresente
(Ministério da Saude, 2019). Além disso, informagdes sdcio-epidemioldgicas séo
levadas em conta na investigagdo da doenga. Durante o diagndstico clinico, a
TB pulmonar pode ser confirmada pela Telerradiografia de Térax (raio-X) e/ou
Tomografia Computadorizada de Torax (Ministério da Saude, 2019). Na forma
primaria da TB, o raio-X pode evidenciar lesdes periféricas, e aumento de
ganglios paratraqueais e hilares. Na maior parte dos pacientes, as lesdes
regridem e o que se evidencia mais tarde € um nodulo pequeno calcificado. Em
criangas e imunocomprometidos, as lesées podem ser mais extensas. Nos casos
mais graves, e na forma secundaria ou na reativagdo, podem ser observadas
cavitagdes por necrose tecidual, coalescéncia de lesbes, com pneumonia.
Podem ocorrer complicagdes como fibrose, infeccdo secundaria por outros
germes, assim como sangramento por acometimento de vasos da parede das

cavitagbes (Bombarda et al., 2001).

1.1.5.2 Baciloscopia

Como o Mtb é classificado como BAAR, o mesmo pode ser visualizado no
microscopio 6ptico apos a coloragdo de Ziehl-Neelsen ou Kinyoun (Figura 5),
através da fucsina presente no corante (Ministério da Saude, 2017). As amostras
clinicas mais utilizadas sdo escarro ou lavado brénquio-alveolar (BAL) dos
pacientes com suspeita de TB ativa (Ministério de Saude, 2019). Porém, esta
metodologia n&o difere o Mtb de outras bactérias BAAR-positivas (Ministério da
Saude, 2019). Este método apresenta uma baixa sensibilidade e requer grande
quantidade de bacilos (5.000 a 10.000 bacilos/mL de amostra) (Ministério da
Saude, 2008).
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Figura 5: Baciloscopia direta de escarro pelo método de Ziehl- Nelseen. Bacilos alcool acido
resistentes corados pela fucsina (seta vermelha). Fonte: Ministério da Saude, 2015.

1.1.5.3 Reacao tuberculinica

O PPD (do inglés Purified protein derivative) é conhecido também como
prova tuberculinica, sendo um derivado purificado de fragao protéica antigénica
do bacilo, além de ter sido idealizado pelo proprio Robert Koch (Luca &
Mihaescu, 2013). No Brasil, o PPD utilizado é o lote Rt 23, produzido pelo
Statens Serum Institut, na Dinamarca (Ministério da Saude, 2019). A prova
tuberculinica € uma reacao de hipersensibilidade tardia ou tipo IV intradérmica,
que permite saber, em no maximo 72 horas, se o individuo teve ou ndo contato
com o bacilo (Ministério da Saude, 2019). Porém, o PPD nao detecta a TB ativa,
apenas a LTBI (Ministério da Saude, 2014). O PPD apresenta baixa
especificidade em populagdes vacinadas com BCG, o que leva a resultados

falso-positivos, devido a reagdes cruzadas (Ministério da Saude, 2019).

11.54 NAATSs (do inglés Nucleic acid amplification tests)

Os NAATSs sédo testes novos utilizados para o diagnéstico molecular e
rapido do complexo M. tuberculosis em amostras respiratorias (De Lima et
al.,2017). Os testes sao do formato PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction),
sendo o mais utilizado e ja implementado no SUS desde 2013, o Gene Xpert
MTB/RIF (Pinto et al., 2017). O mesmo possui sensibilidade de 98% e

especificidade 68% no subgrupo com esfregago de escarro BAAR-positivo, e
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sensibilidade de 72% e especificidade de 93% no subgrupo esfregaco de escarro
BAAR-negativo (Kabir et al., 2021). Ademais, o Gene Xpert MTB/RIF também
identifica se ha resisténcia do Mtb a R, o que agiliza o tratamento (Lyon &
Rossman, 2017). O Centro de Controle e Prevencgéo de Doengas (CDC, doinglés
Center for Disease Control and Prevention) dos EUA, sugere que pelo menos
uma amostra respiratoria seja utilizada no teste molecular no caso de pacientes
com TB ativa e baciloscopia negativa (CDC, 2013). Vale ressaltar que apenas
um resultado NAAT negativo ndo é capaz de fechar o diagnodstico de TB
pulmonar, sendo necessario a avaliacdo dos demais testes de diagnosticos,
junto a clinica do paciente (Lyon & Rossman, 2017).

1.1.5.5 Cultura

O procedimento de cultura é o método padrao-ouro no diagnéstico de TB
ativa (Ministério da Saude, 2019). O mesmo € feito com amostras clinicas de
escarro ou BAL, sendo realizado em 5 etapas: (1) o pré-tratamento das amostras
clinicas; (2) fluidificagdo e descontaminacgéo; (3) semeadura em meio de cultura
Lowenstein-Jensen; (4) incubacéo, e (5) leitura (Ministério da Saude, 2008). O
meio pode ser preparado em tubos ou frascos, e ficar por até oito semanas em
refrigeracao, tendo em sua composigéo, o corante verde de malaquita a 2% para
que nao se tenha crescimento de microrganismos oportunistas (Ministério da
Saude, 2008). A leitura pode ser feita a olho nu. Porém, o tempo de crescimento
é lento, podendo variar entre 2 a 8 semanas (Ministério da Saude, 2019). Logo,
esse método é utilizado para fechar o diagndstico de TB ativa (Ministério da
Saude, 2019). Porém, o paciente recebe o tratamento contra a TB, mediante os
resultados dos demais testes realizados (Ministério da Saude, 2019). O
crescimento da cultura de Mtb tem o formato de migalhas de pdo ou de couve-
flor, acromogena e branco-acinzentada ou amarelo-acastanhada (Figura 6), e

s&o secas (Simedo et al.,2009; Ministério da Saude, 2019).
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Figura 6: Cultura de Mtb com crescimento em formato de migalhas de pao em meio
Lowenstein-densen. Fonte: Heemskerk et al.,2015.

1.1.5.6 IGRA (do inglés Interferon-gamma release assay)

O IGRA possui fundamento parecido com os testes de ELISA e ELISpot,
pois o mesmo detecta IFN-© secretado por linfécitos T estimulados com
antigenos especificos de Mtb (Xu et al., 2018). Assim como o PPD, contudo mais
especifico, o IGRA nao detecta a TB ativa, apenas a LTBI (Xu et al., 2018). O
método é amplamente utilizado em paises desenvolvidos, requer apenas uma
amostra de sangue do paciente, sendo mais vantajoso que o PPD, visto que n&o
ha necessidade do retorno do paciente ao hospital para o diagnostico, e
apresenta maior especificidade, podendo ser utilizado para investigagéo de LTBI
(Ministério da Saude, 2019).

1.1.6 Tratamento

Na sua grande maioria, as estratégias terapéuticas utilizadas contra a TB
atuam no sistema enzimatico do Mtb ou no bloqueio da sintese de algum
metabdlito essencial para o crescimento do bacilo (Ministério da Saude, 2019).
Mediante a isso, 0 esquema terapéutico contra a TB precisa ser regular, com
doses adequadas e tratamento sem interrupgdes, para evitar a selegcao de cepas
de Mtb resistentes, o que pode ser chamado de resisténcia adquirida (Ministério
da Saude, 2019).

No Brasil e de forma geral, o tratamento contra TB € dividido em duas fases:
a intensiva e a de manutencgao (Ministério da Saude, 2019). No tratamento de
adultos e adolescentes na fase intensiva, sao utilizados quatro farmacos, sendo
eles R, isoniazida (H), pirazinamida (Z) e etambutol (E), em doses fixas
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combinadas, por dois meses. Isto € mais conhecido como esquema RHZE
(Ministério da Saude, 2019). Apos isso, entra a fase de manutencgao, que é feita
com a administragdo de RH por quatro meses. As dosagens s&o elaboradas
conforme o peso do paciente (Ministério da Saude, 2019). Ja no tratamento de
criangas, a fase intensiva é feita com a administracdo de RHZ, e a fase de
manutencdo, com RH (Ministério da Saude, 2019). Essa diferengca entre o
esquema terapéutico para adultos e criangas se da pela menor resisténcia a
isoniazida em criancas, que normalmente sdo paucibacilares, e ao risco de
alteracao visuais pelo uso de etambutol (Rabahi et al., 2017). O tratamento pode
durar até seis meses, e a alta fica a critério médico, mediante ao
acompanhamento da clinica e da negativagado da baciloscopia dos pacientes
(Ministério da Saude, 2019). Vale ressaltar que em casos mais graves, como na
TB extrapulmonar, outros medicamentos de segunda geragdo podem ser
aplicados, assim como o prolongamento do tratamento (Ministério da Saude,
2019). Estes farmacos anti-TB de primeira linha e mais tradicionais possuem
mecanismos de acao diferentes (Tabela 1).

Tabela 1: Mecanismos de acdo dos principais medicamentos anti-TB. Modificado a partir das
informagdes obtidas pelo Ministério da Saude, 2019.

Rifampicina Bactericida Inibicdo da sintese do DNA bacteriano

Inibicdo da biossintese do acido

Isoniazida Bactericida micélico

MN&o possui alvo celular especifico,
interrompe a producdo de energia da
Pirazinamida Esterelizante membrana celular do bacilo e atua na
acidificacdo do citoplasma dos
macréfagos

Etambutol Bacteriostatico Inibicdo da sintese da parede celular

29



1.2 A Vacina BCG

A vacina BCG € um imunizante secular que contém um patégeno vivo
atenuado, originado de uma cepa selvagem de M. bovis (Flores-Valdez, 2021).
Atualmente, esta € a unica vacina licenciada e utilizada mundialmente no
combate a TB (OMS, 2021). A vacina BCG é preconizada no calendario de
vacinagéo infantil do Programa Nacional de Imunizagdo (Ministério da Saude,
2014). Esta corresponde ao imundégeno mais amplamente disseminado e
aplicado no mundo, com mais de 100 milhdes de criangas vacinadas a cada ano,
apresentando uma boa relagdo custo-eficacia no processo de prevencao das
formas disseminadas e graves da TB neste grupo de individuos (Flores-Valdez,
2021).

1.2.1 Historico

Apos a descoberta da TB, o Dr. Koch tentou isolar o Mtb em filtrados
estéreis de culturas in vitro, para depois desenvolver o PPD (Luca & Mihaescu,
2013). Infelizmente, n&o foram obtidos resultados positivos de protecdo usando
o PPD como imundégeno na populagao, pois agravou-se a resposta inflamatoria
em pacientes com a TB ativa, o que foi chamado de Fenémeno de Koch (Luca
& Mihaescu, 2013). Estudos continuaram a ser feitos, em busca de uma vacina
que tivesse eficacia, sem agravar a patologia encontrada em pacientes com TB
ativa (Osborn, 1983; Luca & Mihaescu, 2013).

Em 1902, o médico veterinario Edmond Isidore Etienne Nocard isolou uma
cepa virulenta de M. bovis de tubérculos bacilares de uma vaca com mastite
tuberculosa, o que possibilitou os também franceses Léon Charles Albert
Calmette e Jean-Marie Camille Guérin, a utilizarem este M. bovis selvagem em
suas pesquisas incipientes de vacinas contra a TB (Osborn, 1983). Em 1908,
estes dois cientistas comecaram o processo de atenuacdo deste M. bovis,
através de sucessivas passagens seriadas em meio de bile de carne bovina
glicerinado, o que promovia uma melhor aglutinacéo e replicagao entre a cultura
de bacilos (Figura 7). As passagens eram feitas de forma periddica, de trés em
trés semanas, o que permitia a gradual perda de viruléncia do M. bovis (Osborn,

1983). Esse processo foi de suma importancia, pois o M. bovis pode causar uma
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zoonose ocupacional, mesmo n&o sendo um agente etioldgico de TB comum em
humanos (Saldafa et al.,2019). Recentemente, estudos mostraram que o
contato humano com bovinos doentes e seus laticinios, sem o devido processo
de pasteurizagdo, podem promover a TB por M. bovis em individuos

imunocompetentes (Saldana et al.,2019).

Em 1913, Calmette e Guérin estavam prontos para iniciar o ensaio de
vacinagéo em bovinos e varias espéecies de macacos (Calmette, 1931). Porém,
isso foi postergado devido ao inicio da Primeira Guerra Mundial (Calmette, 1931).
Apenas em 1919, apos 230 passagens nos 13 anos que se passaram, que
ambos conseguiram testar seu produto em animais, € 0os mesmos nao
desenvolveram a TB progressiva (Calmette, 1931). Os cientistas assumiram que
os bacilos cultivados mantiveram sua capacidade antigénica, e que n&o
apresentavam riscos de infeccdo em humanos (Calmette, 1931). Entao,
batizaram a cepa de Bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Em 1921, aconteceu a
primeira vacinagao pelo Dr. Weil-Hale no Hospital Charité em Paris: Um recém-
nato foi imunizado com 6mg de BCG, por via oral (Luca & Mihaescu, 2013). A
sua mae havia morrido de TB, e apds a vacinacéo, o bebé nédo desenvolveu a
doenca (Luca & Mihaescu, 2013). Entre 1924 e 1928, cerca de 114.000 criangas
foram vacinadas e n&o tiveram complicagbes graves (Luca & Mihaescu, 2013).
Isso se refletiu na queda brusca da taxa de mortalidade de bebés expostos a TB,
comprovando que o método de vacinagdo com BCG era eficiente e seguro (Luca
& Mihaescu, 2013).
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Figura 7: Fotografia de aspectos historicos no museu do Instituto Pasteur de Lille, Franga.
Camille Guérin nos quadros central e direito.. Fonte: Acervo particular do orientador.

Na década de 1930, um tragico mal-entendido aconteceu em Lubeck, na
Alemanha, que afetou a confianga na vacina BCG (Luca & Mihaescu, 2013). A
mesma estratégia de vacinagao com a BCG cedida pelo Instituto Pasteur em
recém-nascidos foi protocolada, porém, a preparacéo para a administracdo por
via oral acontecia no laboratério de TB local. Depois de um pouco mais de um
més, muitas criangas desenvolveram a TB ativa, e em cerca de 250 vacinados,
73 morreram pela contaminagdo cruzada com uma cepa de Mtb (Luca &
Mihaescu, 2013). Até o desfecho ter sido investigado e compreendido, Calmette
e Guérin foram vitimas de criticas. Calmette morreu em 1933, triste e
desanimado apos este incidente na Alemanha. Apenas quando o relatério do

inquérito alemao foi liberado, concluiu-se que a causa das mortes nao era a
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vacinagédo com BCG, eximindo ambos da responsabilidade (Luca & Mihaescu,
2013).

No Brasil, a vacina BCG chegou pelas m&os do médico uruguaio Julio Elvio
Moreau, a partir da distribuicdo mundial feita pelo Instituto Pasteur de Paris
(Benévolo-De-Andrade et al. 2005). Em 1925, esta cepa foi entregue ao
pesquisador baiano Arlindo Raimundo de Assis, no Rio de Janeiro (Benévolo-
De-Andrade et al. 2005). Com isso, a mesma foi batizada de BCG Moreau RDJ.
Jaem 2012, a vacina BCG Moreau foi aprovada pela OMS como uma das cepas
de referéncia mundial, junto a Dinamarquesa, a Japonesa e a Russa, a qual
vinha sendo produzida pela Fundagdo Ataulpho de Paiva (FAP), sendo
considerada uma das cepas de BCG mais imunogénicas no mundo, e possuindo
o menor indice de reagdes adversas (Dagg et al.,2014). Apesar de raras, as
reacdes adversas podem estar atreladas as diferentes cepas da vacina BCG e
suas modifica¢des, a carga bacilar viavel no lote, os procedimentos de vias de
administracao, e principalmente, a condigao imunoldgica do individuo (Ferkvand
et al, 2020). Sobre as reagbes adversas locais, pode-se incluir abscesso
subcutaneo, queloides e lesdes cutaneas (Ferkvand et al, 2020). Em casos mais
graves, quadros de osteite e osteomielite podem ser associados a doenga por
BCG, a chamada BCGite, que pode evoluir para BCGose (1,56- 4,29 de casos
em 1 milhdo de vacinados), esta ultima se trata da infec¢cdo disseminada, que
pode ser letal (Kourime et al., 2016). Por se tratar de uma vacina atenuada, a
BCG nao deve ser administrada em pacientes imunocomprometidos, pois os
mesmos sao mais suscetiveis aos efeitos adversos supracitados (Ferkvand et al,
2020).

1.2.2 Variedade genética

Apesar da vacina BCG ser o unico imundgeno com eficacia comprovada
contra a TB severa em criangas, existem variaveis que influenciam nessa
eficacia contra a doenga pulmonar em adultos (Moliva et al, 2017). Dentre elas,
estdo os fatores ambientais, operacionais, demograficos e genéticos, atrelados
tanto com a manufatura da vacina no processo de subcultivos do lote semente

até o envase, quanto a populagao local (Moliva et al, 2017). Como exemplo, a

33



exposi¢ao prévia a micobactérias ambientais (NTM) comprometem a protecéo
conferida pelo BCG (Moliva et al, 2017). Ademais, a distribuicdo das cepas filhas
pelo globo, e consecutivas passagens seriadas com diferentes metodologias,

podem influenciar na eficacia da vacina BCG (Moliva et al, 2017).

Apods 1921, o Instituto Pasteur de Paris distribuiu a cepa M. bovis BCG
Pasteur original para os demais paises (Osborn, 1983). A sua recomendacao de
cultivo seria no meio biliar glicerinado original (Osborn, 1983). Porém, cada
laboratorio configurou os métodos de cultivo conforme as suas necessidades. A
critério de exemplificagao, as vacinas BCG Japonesa e BCG Dinamarquesa se
enquadram nessas adaptacdes: A cepa Japonesa permanece utilizando o meio
biliar glicerinado, porém na forma liofilizada, e a BCG Dinamarquesa adotou o
meio de Sauton, também na forma liofilizada (Osborn, 1983). Essas diferengas
no cultivo implicam em alteragbes genéticas e genotipicas, e consequentemente,
na eficacia da vacina BCG (Zhang et al., 2013). Estudos ja mostraram que a
BCG Japonesa é mais eficaz do que a BCG Dinamarquesa (Zhang et al., 2013).
Outro exemplo sdo as alteragdes genéticas atribuidas a uma mesma cepa de
BCG em diferentes paises, uma questdo demografica (Zhang et al., 2013). Isso
ja foi visto em um estudo comparativo com a BCG Moreau utilizada no Brasil, e
esta cepa também utilizada na Poldnia, evidenciando variagbes genéticas
minimas entre as cepas, mas correlacionando possivelmente as diferentes

condic¢des de cultivo e demograficas de cada localidade (Zhang et al., 2013).

A partir de estudos gendmicos comparativos entre as cepas da vacina BCG
foi possivel identificar regides de diferenca (RD, do inglés Region of difference),
as quais possuem delecdes, insercdes e polimorfismo de nucleotideo uUnico
(SNP), de acordo com a cepa de estudo (Zhang et al., 2013). Devido ao processo
de atenuagao, houve uma primeira delegdo da RD-1 na vacina BCG (Zhang et
al., 2013). Importantemente, a RD-1 codifica proteinas imunodominantes que
fazem parte do sistema de secregdo ESX-1, como ESAT-6 e CPF-10 (Krishnan
et al.,2010). No entanto, a RD-1 é preservada em Mtb, sendo responsavel por
gerar transcritos para estas duas proteinas, as quais possuem epitopos de
reconhecimento para linfécitos T e B (Krishnan et al.,2010). Esses epitopos s&o
importantes para o reconhecimento antigénico dos linfocitos e desenvolvimento

de uma resposta imune adaptativa contra o Mtb (Pym et al.,2003). Acredita-se
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que a vacina BCG mais imunogénica seria a BCG Japonesa, pois a mesma
possui maior numero de epitopos conservados (Brosh et al.,2007; Zhang et al.,
2013). As vacinas BCG podem ser classificadas em cepas iniciais (Japonesa,
Norueguesa, Sueca, Russa e Moreau) e as demais cepas tardias (Brosh et
al.,2007). Essa classificagdo genealdgica foi possivel devido ao numero de
passagens e semelhangas com a cepa BCG Pasteur original, perdida nos
bombardeios nazistas na Franca, sendo as iniciais as cepas mais conservadas
(Brosh et al.,2007; Zhang et al., 2013) (Figura 8).

M. bovis M. tuberculosis
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Figura 8: Arvore genealégica da vacina BCG. O esquema denota os marcadores genéticos, as
regides de delegbes (RD) e a distribuigdo das vacinas em quatro grupos, de acordo com as
regides conservadas. A vacina BCG Moreau se enquadra no Grupo |, por possuir maior
similaridade com a cepa BCG Pasteur original. Imagem adaptade. Fonte: Brosch et al.,2007.

1.2.3 Imunidade heterdéloga

A vacina BCG possui grande importancia no contexto de saude publica, ndo
apenas pela imunidade parcial conferida contra a TB pulmonar, mas também

pela imunidade total contra ambas TB miliar e meningea (Covian et al., 2019).
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Os monocitos de individuos sadios vacinados com BCG, produzem niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias, quando estes sdo estimulados ex vivo
com outros patdgenos nao-relacionados (Covian et al.,, 2019). Esse perfil de
citocinas inflamatérias vem acompanhado pela alteragdo a longo prazo no
fendtipo das células imunes inatas (Arts et al.,2018). Ha uma reprogramacao
transcricional, epigenética e metabdlica nas células mieloides primadas,
acreditando-se que exista uma indug¢do de memoria imune inata, e que
provavelmente, essas células reprogramadas residam na medula éssea (Arts et
al.,2018). Esse mecanismo é denominado imunidade treinada, e o mesmo
confere a capacidade da vacina BCG de induzir uma protecdo agonistica

inespecifica contra outras doengas e infecg¢des (Fristchi, Curtis e Ritz, 2020).

Ensaios clinicos randomizados, evidenciaram que a taxa de mortalidade
infantil causada por sepse, febre e infec¢des respiratorias, foi reduzida em
criangas vacinadas com BCG ao nascer (Moorlag et al., 2018). Assim, um estudo
comparativo em Guiné-Bissau com 772 criangas menores de cinco anos,
aquelas nao vacinadas com BCG tinham maior probabilidade de terem infecgdes
respiratérias, as quais s&do as principais causas de morte neste grupo,
comparadas com as criangas imunizadas (Fristchi, Curtis e Ritz, 2020). Este
ensaio clinico reforcou a no¢cédo de que a vacina BCG também possui efeitos
cruzados ou inespecificos significativos contra as NTM (Fristchi, Curtis e Ritz,
2020). Essa caracteristica foi chamada de imunidade heterdloga (Cirovic et al.,
2020). Ja estudos in vivo mostraram que a vacina BCG pode apresentar protegcéo
inespecifica também para doengas virais, como influenza (Leentjens et al.,2015)
e herpes simplex (Anderson, Ushijima e Larson, 1974). Em outro estudo, foi visto
que os individuos que foram imunizados com a vacina BCG apresentaram
menores cargas virais para o virus amarilico, quando comparados ao grupo
placebo (Moorlag et al., 2019). Recentemente, mediante a pandemia de COVID-
19, foi questionada a possibilidade da vacinagcdo com BCG promover uma
protecéo heterdloga contra o Sars-Cov-2, ou mesmo amenizar a sintomatologia
dos casos graves da COVID-19 (O'Neill LAJ, Netea MG, 2020; Sharma, 2021;
Armirlak et al.,2021). Assim, o estudo clinico BRACE com profissionais de saude

revacinados ou n&do com a vacina BCG na Australia, Reino Unido, Espanha,
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Holanda e Brasil foi realizado, para verificar se ha uma resposta imune protetora
e inespecifica contra o Sars-Cov-2 (Pittet et al.,2021; Messina et al.,2022). Com
isso, resultados in vitro mostraram que a vacina BCG foi capaz de reduzir a
producédo de IL-6, TNF e IL-10, estas associadas ao quadro grave de COVID-19
(Pittet et al.,2021; Messina et al.,2022). Ademais, a vacina BCG também induziu
um fendtipo de memoria efetora nos linfocitos T CD4 e T CD8 em resposta ao
Sars-Cov-2 (Messina et al., 2022).

A vacina BCG também tem se mostrado importante no tratamento de
doencas nao infecciosas, como o cancer de bexiga e o melanoma, o que pode
estar atrelado a capacidade deste imundégeno em ativar a via de sinalizagao da
caspase 8 (iniciadora) da apoptose extrinseca em células tumorais, apos a
ativagao do receptor do tipo toll (TLR) 7 (Han, Gu e Li, 2020). Ademais, estudos
ja demonstraram que a vacina BCG pode conferir protegdo contra doengas
autoimunes, como asma alérgica (El-Zein et al., 2017), diabetes do tipo | (Doupis
et al., 2021) e esclerose multipla (Nakken et al., 2022), apesar de ndo se saber
ao certo por quais mecanismos isso aconteceria (Kowalewicz-Kulbat & Locht,
2017).

1.2.4 Resposta imune frente a vacina BCG

De forma simplificada, a resposta imune frente a vacinagdo com BCG se
inicia no local de inoculagdo deste imundgeno, normalmente pela via
intradérmica em recém-natos (Covian et al.,2019). Observa-se ativagcdo de uma
resposta imune inata, mediada por neutrdéfilos, macréfagos e células dendriticas
(DC) residentes, os quais reconhecem o BCG através de PRRs, incluindo TLR
2/4 (Covian et al.,2019). Os macrofagos e as DCs fagocitam os bacilos e
produzem citocinas inflamatérias, como TNF, IL-1B e IL-6, ativando mais células
imunes (Covian et al.,2019). Os bacilos sdo degradados por mecanismos
intracelulares, e seus antigenos sao processados e transportados junto aos MHC
| e Il para a membrana plasmatica das células apresentadoras de antigeno
(Covian et al.,2019). O inicio desta resposta imune adaptativa se da justamente
pela ativagao das DCs, as quais adquirem capacidade migratéria, caracterizada
por um aumento de moléculas coestimulatorias, como CD80, CD40, CD83 e
CD86 (Moliva, Turner e Torreles, 2017). Por via linfatica, as DCs chegam aos
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orgéaos linfoides secundarios e la, as mesmas apresentam os antigenos e ativam
as células imunes especificas (Moliva, Turner e Torreles, 2017). Os linfécitos T
CD4 e T CD8 sao assim ativados e migram para o sitio de inoculagdo do
imunégeno, produzindo IFN-©, e ativando mais macrofagos (Figura 9). O IFN-©
também participa da ativacao de linfécitos B e a sua consequente maturagcao em
plasmdcitos (Moliva, Turner e Torreles, 2017). No intervalo de 4 a 8 semanas
apos a vacinagdo com BCG, ha um aumento de produgéo de anticorpos IgG e
de linfécitos B de memdéria de longa duragao (Moliva, Turner e Torreles, 2017).
Essas IgG podem opsonizar o BCG e o Mtb, favorecendo a fagocitose e inibigao

do crescimento bacteriano (Moliva, Turner e Torreles, 2017).

1.3 Morte celular
1.3.1 “Memento Mori, lembre-se que vocé também vai morrer”

No contexto de organismos multicelulares, seria correto afirmar que ha uma
necessidade em manter a homeostase entre o numero de células recém-criadas
versus o numero de células danificadas que necessitam ser removidas (D'Arcy,
2019). O equilibrio entre esses dois mecanismos é importante, visto que a
exposicao a danos e o constante desenvolvimento do organismo, tornam
mandatorio a intensa reposigao celular (Keer et al., 1972; D'Arcy, 2019). Em
1842, esse entendimento foi historicamente iniciado pelo cientista, fildsofo,
popularizador da ciéncia e politico alemdo August Christoph Karl Vogt, ao
observar células de sapos morrendo (Green, 2019). Apesar da morte por necrose
(do grego, “matar”) ja ter sido descrita desde o século XIX (Green, 2019), a morte
celular passou a ser mais bem compreendida apenas em 1972, quando os
patologistas John Foxton Ross Kerr, Andrew David Hamilton Wyllie e Alastair
Robert Currie cunharam o termo apoptose (do grego, “folhas caindo”) como uma
forma de morte celular programada, com caracteristicas diferentes das células
necréticas (Kerr et al., 1972). Mediante a isso, a morte celular pode ocorrer de
forma acidental, sendo um processo nao controlado, como acontece em
resposta a uma lesdo ou algum estresse oxidativo, ou de forma regulada ou
programada, a qual envolve ativagao de cascatas de sinalizagdo e mecanismos

efetores, devidamente alinhavados (Tang et al., 2019).
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Figura 9: Resposta imune em individuos vacinados com BCG. A vacina BCG é administrada em
recém-natos pela via intradérmica. (A) O BCG é reconhecido pelas células imunes inatas locais,
como neutrofilos, macrofagos e células dentriticas (DCs). (B) Apds o reconhecimento, as DCs
da pele ativadas migram para os linfonodos para ativar células imunes especificas (C) Dessa
forma, ha ativagdo de linfocitos T CD4+ e T CD8+ especificos e com perfil Th1, secretando
quantidades elevadas de IL-2, TNF, IFN-y e granzimas (D) Nos llinfonodos, ha ativagdo de
linfécitos B, geragdo de células de memodria e plasmdcitos, que permitem a producdo de
anticorpos antigeno-especificos em resposta a presenga de antigenos do BCG. Apds sua
ativagdo, as células T e B de memoria residem nos linfonodos. Imagem adaptada. Fonte:
adaptado de Covian, et al.,2019.

Inicialmente, os padrdes para a diferenciacdo de células necréticas versus
células apoptéticas, eram predominantemente morfologicos (Kerr et al., 1972;
Schweichel & Merker, 1973; Tang et al.,2019). Em 1973, uma nova classificagao
de morte celular em trés grandes grupos foi determinada, baseada em tecidos
embrionarios de ratos, frente a indugcdo de morte com substancias embriotoxicas,
sendoeles: (i) tipo |, caracterizado pela condensag¢do do nucleo e citoplasma
(picnose), bolhas na membrana, formagdo de corpos apoptéticos e
fragmentacdo do DNA (cariorrexe); (ii) tipo Il, caracterizada pelo envolvimento
da autofagia, com formagao de autofagossomos e consequente vacuolizagao; e
(iii) tipo 1ll, referindo-se a perda da integridade da membrana e inchago celular,
ou em outras palavras, a necrose, que inicialmente acreditava-se acontecer
exclusivamente de forma n&o controlada (Schweichel & Merker, 1973; Tang et
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al.,2019). Com o advento dos marcadores bioquimicos de apoptose na década
de 1980, foi possivel abranger os conhecimentos sobre os tipos de morte celular

propostos (Green, 2019).

Ao longo dos anos, estudos tém mostrado que existem diversos tipos de
morte celular programada, e diferente do que se acreditava onde apenas a
apoptose era comandada dessa forma, hoje sabe-se que existem diversos
mecanismos n&o apoptoéticos programados (Figura 10). Dentre esses, incluem-
se a necroptose, a piroptose e a ferroptose, os quais estdo cada vez mais bem
descritos em varias patologias humanas (Tang et al., 2019; Green, 2019;
Legrand et al., 2019). Apesar de descrevermos cada tipo de morte celular como
se atuassem de forma independente e isolada, em uma célula que possui
diversas cascatas de sinalizacdo de morte, a comunicacao entre as vias se torna
essencial (Legrand et al.,2019). Logo, a compreensao de cada tipo de morte
celular e como se comunicam, podem revelar novos alvos terapéuticos em

diversas doencgas (Tang et al.,2019).
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Figura 10: Linha do tempo do descobrimento de diferentes tipos de morte celular. Imagem
adaptada. Fonte: adaptado de Tang et al.,2019.

No contexto imunologico, a morte celular pode ser imunogénica,
tolerogénica ou silenciosa (Ryan, Sullivan e Keane, 2011). De forma classica e
por definicdo, a morte celular imunogénica € um mecanismo protetor, em um
primeiro momento inato, contra infec¢gdes por patégenos, através da interagao
entre os PRRs das células hospedeiras e os PAMPs dos patdgenos (Legrand, et
al.,2019). Mediante a isso, ha a producdo de sinais de alerta do hospedeiro,
mediados por citocinas, que levam as células infectadas a morte programada
(Legrand, et al.,2019). Porém, de acordo com a qualidade de interacdo entre

célula hospedeira/patdégeno, a morte celular induzida pode ser ndo imunogénica,
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como € o caso da necrose (Legrand, et al.,2019). Posteriormente, as células que
morrem emitem sinais de alerta, do tipo “encontre-me e coma-me”, para atrair
fagocitos, além de produzir Padrées Moleculares Associados a Danos (DAMPs
- do inglés Damage-associated molecular patterns). Importantemente, a ativagéo
de uma resposta imune inata através da morte celular imunogénica, regula
ativamente a resposta imune adaptativa (Yatin, Cullen e Albert, 2017). De fato,
o tipo de morte induzido nas células hospedeiras frente a infec¢gdes, molda a
resposta do sistema imune no combate e na formacdo de uma imunidade

protetora (Ryan, Sullivan e Keane, 2011).

1.3.2 Morte Celular por Extravasamento

A necrose € um tipode morte celular alternativo n&o controlado,
caracterizado pela indugcdo abrupta de dano na membrana plasmatica, assim
como hipoxia e inflamagéo, e consequentemente, ao dano tecidual (D'Arcy MS,
2019). As células necréticas apresentam inchagco de mitocéndrias e de reticulo
endoplasmatico, e dano irreparavel de membrana plasmatica (Nikoletopoulou et
al.,2013; D'Arcy MS, 2019). Liberam proteinas que notificam dano nuclear e
reparo fibroso, como a proteina n&do-histona e presente no nucleo HMGB1, bem
como HDGF que possui atividade mitogénica sobre fibroblastos, o que estimula
uma resposta inflamatéria (Nikoletopoulou et al.,2013). Ademais, as
mitocondrias das células necroéticas liberam ATP, o que impulsiona a ativagao do
inflamassoma NLRP3, e a liberacdo da proteina citosélica indutora de ativacao
de inflamassoma, ambos resultando na liberagcdo de IL-13, sem ativacdo de

caspase-1 (Nikoletopoulou et al.,2013).

Estudos ja tém mostrado a necroptose como uma forma de necrose
altamente regulada, que foge do conceito de morte celular acidental
(Nikoletopoulou et al.,2013; D'Arcy MS, 2019). Logo, a necroptose ocorre em
situagbes em que a apoptose é deficiente, sendo ativada por RIP1 (do inglés
receptor-interacting serine/threonine kinase 1) e RIP3 (do inglés receptor-
interacting serine/threonine kinase 3) (D'Arcy, 2019; Liu et al.,2019). Tanto a
apoptose quanto a necroptose sao reguladas pelas vias de caspase e
ubiquitinacdo (Liu et al.,2019). O receptor de morte (DR) mais envolvido na

41



necroptose € o TNFR1, porém receptores de TRAIL e Fas também podem

desencadear esse tipo de morte celular (D'Arcy, 2019; Liu et al.,2019).

No contexto de infec¢des, estudos mostram que micobactérias virulentas
induzem morte celular por necrose com maior frequéncia, do que cepas
atenuadas (Danelishvili et al.,2003; Zhang et al.,2005). Isso pode ser observado
na patogénese de Mtb, o qual consegue manipular a forma e o tempo de morte
da célula hospedeira, através da inibicdo da apoptose e de estimulagcdo da
necrose (Keane, Remold e Kornfeld, 2000; Arnett et al.,2018). Porém, estudos
em murinos mostraram que o Mtb possui manobras reguladas para induzir morte
nas células hospedeiras, de forma a iniciar estimulos apoptoticos, e terminar em
uma possivel necroptose (Butler et al., 2017). Em contrapartida, em um estudo
transversal com pacientes com TB ativa, foi possivel detectar somente niveis
menores de apoptose pela menor expressdo de FADD e lesbes teciduais
associadas, sem detec¢ao da RIP3, o que ndo sugeriria necroptose para os
autores (Yanti et al.,, 2020). Estudos in vitro e in vivo em modelos murinos,
mostraram que a necrose associada a infeccao por Mtb esta correlacionada a
desregulagéo da peroxidagao lipidica, e consecutivo acumulo de ferro livre, o
qual é sugestivo de ferroptose, outra morte celular programada que leva a lise

de membrana plasmatica (Amaral et al. 2019).

1.3.3 Apoptose

A apoptose é um mecanismo de morte celular programada, que néo
envolve rompimento de membrana plasmatica, e consequente extravasamento
do material citoplasmatico (Xu, Lai and Hua, 2019). A mesma é dependente da
ativacdo de proteases, conhecidas como caspases, mediante aos estimulos
indutores (Xu, Lai and Hua, 2019). A apoptose pode ser classificada em suas

vias extrinseca e intrinseca (Xu, Lai and Hua, 2019) (Figura 11).

A apoptose extrinseca € mediada por DRs do tipo homotrimero
localizados nas membranas plasmaticas (Albert et al.,2007; Green, 2019; Tang,
2019). Os DRs sao pertencentes a Superfamilia dos Receptores de TNF, sendo
os mais bem descritos: Fas (CD95), TNFR1 (CD120a) e os receptores de TRAIL
(TRAILR1/DR4/CD261 e TRAILR2/DR5/CD262). Aqui, uma opgéo foi eleita para
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exemplificar o desencadeamento da apoptose extrinseca mediada por Fas
(Albert et al.,2007; Green, 2019; Tang, 2019), por ser mais didatica: Apos a
interagdo do FasL (CD95L), um ligante cognato presente na membrana
plasmatica de linfocitos, e o seu receptor Fas (CD95) da célula alvo, a por¢ao
citosolica deste recruta a molécula adaptadora FADD (do inglés Fas-associated
death domain). Por sua vez, FADD recruta pro-caspases 8 e 10 (iniciadoras),
formando o complexo DISC (do inglés Death-inducing signalling complex). No
interior de DISC, a aproximacdo das duas pro-caspases possibilita a sua
ativagdo e clivagem. Agora, ambas clivam pré-caspases 3 e 7 (executoras),
desencadeando uma cascata de clivagens consecutivas, finalmente resultando
na apoptose. O processo de regulagdo dessa via conta com a participagao de
proteinas anti-apoptoéticas, como C-FLIP (Albert et al.,2007; Green, 2019). A C-
FLIP se assemelha estruturalmente com as pro-caspases iniciadoras (Albert et
al.,2007; Green, 2019). Porém, esta n&o possui o dominio proteolitico, ou seja,
sua agao seria por competicdo a FADD, impossibilitando a formag¢ao do DISC, e

desencadeamento da apoptose (Albert et al.,2007; Green, 2019).

A apoptose intrinseca é conhecida também como via mitocondrial (Kile,
2009; Kashyap, Garg e Goel, 2021). Este mecanismo esta relacionado ao
estresse celular e a desregulagdo da integridade mitocondrial (Kile, 2009;
Kashyap, Garg e Goel, 2021). Estimulos como injuria, degradagdo de DNA ou
disturbio de oxigénio, podem ativar essa via (Kile, 2009; Kashyap, Garg e Goel,
2021). A apoptose intrinseca possui o citocromo C como componente
fundamental, pois ao ser liberado no citosol, o mesmo ativa a proteina
adaptadora de ativagao de pré-caspase (Apaf1), desencadeando a formagao do
apoptossomo (Kile, 2009; Kashyap, Garg e Goel, 2021). Mediante a isso, ocorre
o recrutamento da pro-caspase 9 (iniciadora), ativando em cascata outras

caspases e levando a célula a morte (Kile, 2009; Kashyap, Garg e Goel, 2021).
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Figura 11: Vias extrinseca e intrinseca de apoptose. A apoptose pode ser ativada por mediadores
extrinsecos (como TNF, FasL e TRAIL) e por mediadores intrinsecos (como o disturbio
mitocondrial e consequente liberagéo do citocromo C). A indugéo da via extrinseca culmina na
ativacdo de caspase 8 e a apoptose. Ja na via instrinseca, ha formagdo do complexo
apoptossomo, e ativagcéo de caspases, principalmente a caspase 9, levando a célula a apoptose.
Ambas as vias culminam na ativagdo das caspases 3 e 7 (efetoras) da apoptose. Imagem
adaptada. Fonte: Divangahi, Behar e Remond, 2013.

A literatura demonstra que as vias extrinseca e intrinseca da apoptose se
comunicam para a amplificagdo do sinal apoptético, como a convergéncia da
ativacao da caspase 3 (Xu, Sui and Fan, 2019). A caspase 3 é uma das
proteases mais relacionadas a apoptose, e desencadeia as caracteristicas
morfoldgicas e nucleares observadas, como a fragmentagéo do DNA e as bolhas
na membrana (Al-Aamari et al.,2021).

1.4 Superfamilia TNF

A Superfamilia TNF é formada por ligantes e receptores de superficie
celular cognatos, podendo desencadear sinais de sobrevivéncia, morte e
diferenciagao celular (Ware, 2011; Croft & Siegel, 201). Acredita-se que a
Superfamilia TNF é composta por 19 proteinas, que transduzem sinais a 29
receptores (Ware, 2011; Croft & Siegel, 201). Os ligantes sao trimeros que
possuem os dominios C-terminais conservados (cerca de 20-30% de homologia
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entre os membros), o que possibilita o reconhecimento pelos receptores (Ware,
2011; Croft & Siegel, 201). Ja os receptores possuem em comum os abundantes
dominios de cisteina e pontes dissulfeto (Ware, 2011; Croft & Siegel, 201).
Apesar da vasta composicdo de receptores, os melhores estudados sdo Fas
(CD95), que possui como ligante cognato o FasL (CD95L); TNFR1 (CD120a),
que possui como ligante cognato o TNF e, TRAILR1 (DR4/CD261) e TRAILR2
(DR5/CD262), que possuem como ligante cognato, o TRAIL (CD253) (Ware,
2011; Croft & Siegel, 2017).

1.4.1 FAS-FASL

O Fas (CD95) é uma glicoproteina transmembrana do tipo | de 40-50 kDa,
composta por 319 aminoacidos, sendo expresso em diversos tipos celulares
(Gallo & Legembre, 2017). Estudos moleculares mostraram que deleg¢des entre
os nucleotideos 700 e 702, resultam na transcricdo de mRNA da forma soluvel
de Fas (sFas), sem a regido de ancoragem transmembrana (Gallo & Legembre,
2017). Ja o FasL (CD95L) € uma proteina transmembrana do tipo I, e possui um
grande dominio citoplasmatico, o que possibilita a homotrimerizagdo com o seu
receptor, sendo expresso principalmente em linfocitos T e células NK (Gallo &
Legembre, 2017). O FasL também é encontrado na forma soluvel (sFasL), sendo
visto como marcador importante na inflamacéo (Cui et al.,2010; Guégan &
Legembre, 2018).

A acao biologica mais bem descrita sobre a interagdo de Fas e FaslL € a
indugdo do recrutamento da proteina adaptadora FADD e das caspases
iniciadoras, principalmente a caspase 8, formando o complexo DISC e
sinalizagcdo apoptotica (Levoin, Jean e Legembre, 2020) Porém, estudos
demonstram que sFasL ao se ligar a Fas, ativa a via IAP1/2 dependente, o que
desencadeia a producao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-6, IL-8, MCP-1
e GM-CSF, que estdo envolvidas na quiomiotaxia, fagocitose e no processo de
eferocitose, o que é importante na interagdo entre as respostas imunes inata e
adaptativa (Budak et al.,2008; Cui et al.,2010; Guégan & Legembre, 2018). Isso
€ possivel, pois a ligacdo de sFasL ao seu receptor cognato, impossibilita o
recrutamento de FADD e a formagdo do complexo DISC, devido a sua
conformagao protéica (sFasL € um homotrimetro, e o FasL é um multiagregado
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de homotrimeros), o que resulta na ativagdo e na migragao celular, sendo
relacionado aos maiores riscos de cancer e de doengas autoimunes (Wallach-
Dayan et al.,2021). No contexto infeccioso, sFasL pode atuar como um
quimioatraente de polimorfonucleares ao sitio da infecgao, induzindo a liberagao
de ROS e progresséo da resposta inflamatoria (Cheng et al.,1994; Kajikawa et
al.,2021). Porém, sFasL ndo € um bom indutor de apoptose (Cheng et al.,1994),
e isso esta associado a regido N-terminal de 26 aminoacidos, que € perdida na
clivagem pelas metaloproteases (Kajikawa et al.,2021). Ja sFas, € uma possivel
ferramenta para retardar a apoptose, pois possui a capacidade de se ligar ao
FasL transmembranar, impedindo a ligagdo com o Fas e ativagdo da cascata
apoptética (Guégan & Legembre, 2018; Levoin, Jean & Legembre, 2020).
Mediante a isso, ambas formas sFas e sFasL ndo desempenham os mesmos
papéis apoptoticos que as formas Fas e FaslL, o que implica na regulagao
imunolégica e inflamatéria (Guégan & Legembre, 2018; Levoin, Jean &
Legembre, 2020).

1.4.2 TNF-TNFR1

O TNF é uma proteina transmembrana glicosilada, com aproximadamente
17 kDa, sendo produzido por macréfagos, células NK e linfécitos T (Okuda &
Sakumoto, 2003). O TNF possui um importante papel pro-inflamatorio (Okuda &
Sakumoto, 2003). Porém, este também atua em outras fungdes bioldgicas, como
diferenciagcdo celular, remodelamento tecidual e coagulagdo (Okuda &
Sakumoto, 2003). Em resumo, tudo ira depender do estimulo e da sinalizagao,
visto que a desregulacdo de TNF pode acarretar em complicagdes patologicas
(Okuda & Sakumoto, 2003).

O TNF é gerado a partir da clivagem do TNF transmembranar pela enzima
TACE (Horiuchi et al.,2010). Acredita-se que tanto TNF transmembranar, quanto
TNF, s&o capazes de desencadear agdes inflamatorias (Horiuchi et al.,2010). A
ligagdo do TNF com TNFR1, induz o recrutamento da proteina adaptadora
TRADD e da quinase RIPK1, ocasionando uma mudanga de conformagao e
formagéo do complexo 1 (Horiuchi et al.,2010). Este complexo é uma plataforma
de sinalizagdo que induz a transcrigdo de genes pro-sobrevivéncia (Horiuchi et

al.,2010). O processo de montagem do complexo 1 é determinante para o

46



destino da célula, pois caso haja algum defeito na sua conformagédo, a mesma
podera seguir para a morte celular, que pode ser apoptética ou necrotica
(Horiuchi et al.,2010). Ademais, TNF transmembranar pode atuar como ligante e
como ‘“receptor” ao se ligar aos receptores cognatos, possibilitando a
comunicagao célula-célula, e a transdugao de sinal, o que contribui para que o
TNF transmembranar seja importante no contexto da inflamacgao local (Horiuchi
et al.,2010).

1.4.3 TRAIL-TRAILR1/TRAILR2

Um outro eixo apoptotico € composto por TRAIL (CD253), uma proteina
transmembrana do tipo || composta por 281 aminoacidos, com aproximadamente
32 kDa (Yuan et al.,2018). Inicialmente, o TRAIL é expresso na regido
transmembranar de varios tecidos humanos, tanto epiteliais, quanto em células
do sistema imune, como células NK, mondcitos e DCs (Yuan et al.,2018). Assim
como o FasL, TRAIL pode ser liberado (Yuan et al.,2018). Porém, tanto TRAIL,
quanto TRAIL transmembranar, sdo capazes de induzir ativacdo de seus
receptores cognatos, como TRAILR1 (DR4/CD261), TRAILRZ (DR5/CD262),
TRAILR3 (DcR1/CD263), TRAILR4 (DcR2/CD264) e osteoprotegrina (Yuan et
al.,2018). Vale salientar que isto ocorre de forma diferente de FasL, apesar de
ambos os ligantes terem os maiores niveis de homogeneidade entre os
componentes da superfamilia TNF (R Yuan et al.,2018). Os receptores mais
estudados e comuns na ativacao apoptotica por TRAIL sdo TRAILR1 e TRAILR2,
0s quais sao proteinas transmembrana do tipo |, possuindo dominios

citoplasmaticos ricos em cisteina (Yuan et al.,2018).

Mediante um determinado estimulo, TRAIL se liga a TRAILR1 e TRAILR2
para ativar o dominio de morte (Jiang et al.,2019). Nesse processo, ha a
formagdo de um homotrimero, recrutamento da proteina adaptadora FADD e
formacdo do complexo DISC (Jiang et al.,2019). Logo, a caspase 8 é
principalmente recrutada, e assim, ativa a cascata pré-apoptética, inclusive
aquelas das vias mitocondriais, através da conversao da clivagem e ativagao da

proteina BID, a qual é externada da membrana mitocondrial, inibindo as

47



proteinas reguladoras de apoptose para amplificagao do sinal apoptético (Jiang
et al.,2019). Apesar das informagdes controversas na literatura, acredita-se que
a formacao do homotrimero e a sua endocitose pode ser decisivo na apoptose
mediada por TRAIL (Jiang et al.,2019). A ativacdo de apoptose pelo eixo
TRAIL/TRAILR1-TRAILR2 € mais bem relacionada as células tumorais (Jiang et
al.,2019). Porém, estudos com linhagens monociticas demonstraram que TRAIL
e seus receptores podem ser expressos fora do contexto tumoral, o que
possibilita os estudos sobre TRAIL e seus receptores na apoptose mediada por

processos infecciosos (Jiang et al.,2019).
1.4.4I1L-1B

A Familia IL-1 € composta por 11 membros, a saber: IL-1q, IL-13, IL-1RA,
IL-18, IL-36Ra, IL-36q, IL-37, IL-36[, IL-36y, IL-38 e IL-33, sendo a IL-13 a mais
bem descrita (Yazdi & Ghoreski, 2017). A IL-13 é uma citocina pro-inflamatoria
relevante em um contexto de imunidade inata (Yazdi & Ghoreski, 2017),
emboraestudos mais recentes tém mostrado também seu papel na imunidade
adaptativa (Yazdi & Ghoreski, 2017). O processamento da IL-13 se da
principalmente pela ativagdo de caspase 1 na via do inflamassoma, e a
consequente clivagem da pro-IL-1 inativa, que € a precursora da IL-1B (Yazdi
& Ghoreski, 2017).

Diversos tipos celulares clivam e secretam a IL-13, mediante estimulos
como PAMPs e DAMPs, via TLR ou ativagdo de IL-1R pela IL-18 madura
(Gupta& Barthwal, 2018). Outros mecanismos recentemente descritos estdo
relacionados a liberacdo de IL-13 pela via FasL/FADD/Caspase 8 (Weber,
Wasiliew e Kracht, 2010; Lopez-Castejon & Brough, 2011). Ademais,
mecanismos ligados a disturbios mitocondriais, devido a produgdo de ROS e
liberagdo do citocromo C no citosol, podem desencadear um processo
apoptético intrinseco, e consequente liberacdo de IL-13 (Tschopp & Schroder,
2010). E importante dizer que, apesar desses Ultimos mecanismos citados
poderem estimular a liberagéo de IL-1[3, normalmente ha o suporte de outras vias
(Tschopp & Schroder, 2010). As células monociticas humanas conseguem ativar
o inflamassoma através de sinais dependentes de TLR 4, e através do
recrutamento de FADD e caspase 8 (Tschopp & Schroder, 2010). Estudos em
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células murinas demonstraram que a caspase 8 € capaz de clivar as proteinas
envolvidas em morte celular por piroptose, e estimular a liberacédo de IL-1[3
(Tschopp & Schroder, 2010). Nem sempre a liberagdo de ROS afeta a formagao
e producao de IL-13, como aqueles ROS gerados a partir da via TNF (Tschopp
& Schroder, 2010).

1.5 A Apoptose e a Vacina BCG

Sendo de grande interesse durante a infecgao por TB e na resposta imune
frente a vacina BCG, nosso grupo vem juntando evidéncias dos efeitos de
citocinas inflamatérias sobre a morte celular, enquanto aborda diferentes
aspectos da imunidade (Figura 12). Assim, estudos seminais e atuais utilizando
a vacina BCG Moreau, ja demonstraram in vitro um aumento de niveis de IL-113
em células da linhagem celular da leucemia monocitica aguda humana THP1
(Monteiro-Maia et al., 2018), PBMCs (da Silva et al., 2021; Simas et al., 2011) e
também em corddo umbilical de recém-natos (Antas et al., 2019). Entretanto, a
IL-1a n&o foi observada estar sendo induzida in vitro pela vacina BCG Moreau
em estudos pregressos de nosso grupo (Ponte et al., 2018; Alburqueque, 2021).

Em outro estudo ainda n&o publicado, dentre todas as citocinas dosadas e
estimuladas pela vacina BCG Moreau, as maiores amplitudes frente ao controle
nao estimulado foram vistas para IL-1B (~70x) e TNF (~55x) (Alburqueque,
2021). Em consonancia, este imunogeno foi capaz de induzir apoptose nesses
modelos (Simas et al.,2011; Souza-Vasconcelos et al, 2015; Silva, Ponte e
Antas, 2019). Ademais, a importéncia de citocinas inflamatérias em outros
contextos ja foi vista, como aquela na imunidade treinada induzida por BCG (Arts
et al., 2018). Apesar da IL-13 ser mais relacionada a piroptose, o entendimento
de que as vias de morte conversam ativamente entre si, esta sendo cada vez
mais aceito (Taabazuing, Okongo and Bachovchih, 2017; Donado et al, 2020).
Estudos demonstraram que FasL pode induzir a ativacdo de IL-18 em
macrofagos e DCs (Donado et al, 2020). Até o momento, ainda ndo se sabe se
ha um mecanismo de retroalimentacdo positivo dessa citocina na indugao de

apoptose (Donado et al, 2020).
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Figura 12: Niveis de TNF (A) e IL-1B (B) obtidos de PBMCs (A ) e células de corddo umbilical
(o) infectadas com a vacina BCG Moreau por 24h e 48h. As PBMC estimuladas apresentaram
niveis significativos dessas citocinas, em comparagao ao controle ndo estimulado (Ctl), O mesmo
nao foi visto com as células de corddo. Imagem adaptada de Simas et al., 2011.

Estudos tém mostrado o potencial da vacina BCG em induzir apoptose em
diferentes modelos celulares (Sanchez-Rodrigues et al.,2017; Ponte et al.,2018;
Luo et al,2020; Mata et al.,2021). Ja foi visto que em linhagem de células
alveolares humanas, a vacina BCG foi capaz de induzir apoptose pelo eixo
Fas/FasL (Lai et al, 2007). Porém, a induc¢ao de apoptose por BCG mediada pela
via Fas/FasL € pouco explorada, o que torna necessario verificar se esse
mecanismo tao tradicional e eficiente de apoptose, pode estar acontecendo em
células humanas (Moliva, Turner e Torreles, 2017). Maiores niveis de TNF
induzidos in vitro pela vacina BCG Moreau ja foram anteriormente observados

por nosso grupo somente em adultos sadios (Ponte et al., 2018).

Ja que TRAIL é expresso principalmente em neutréfilos, 0 mesmo tem sido
mais bem descrito no contexto de apoptose em células tumorais (Liguori et
al.,2016; Baskar et al.,20). Porém, mondcitos e macrofagos também podem
expressar seus cinco tipos de receptores, bem como serem suscetiveis a
apoptose dependente de caspase por rhTRAIL (Liguori et al.,2016; Baskar et
al.,2019). A literatura evidencia a importancia e o aumento do TRAIL produzido
por neutrofilos e induzido pela vacina BCG no tratamento de cancer de bexiga,
e consequentemente, na apoptose das células tumorais (Liguori et al.,2016;
Wang et al.,2019).
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1.6 O meio condicionado e seus aspectos imunes

A literatura evidencia varias metodologias que utilizam o meio
condicionado (MC) para avaliar os mediadores soluveis em diferentes modelos
(Liu et al., 2011; Jinesh, Chunduru e Kamat, 2012; Sanchez-Rodrigues et al.,
2017). Em 2003, Nagabhushabam e colaboradores mostraram que a agao do
IFN-y foi inibida em macréfagos infectados com Toxoplasma gondi incubados
com MC de macrofagos infectados com Mtb. No contexto da vacina BCG,
estudos ja mostraram que os MCs provenientes tanto de PBMC, quanto de
neutréfilos infectados com a vacina BCG da cepa Tice, possuem efeitos
benéficos. Assim, em 2012, Jinesh e colaboradores mostraram que o MC de
neutréfilos estimulados com esta cepa da vacina BCG, foi capaz de induzir
apoptose em linhagem de bexiga Rt4v6, através da via TNF/TNFR1. Ja outro
estudo mostrou os efeitos benéficos frente ao carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco, visto que as PBMC infectadas com a mesma cepa Tice do
BCG, foram capazes de produzir IL-6, TNF e IFN-y anti-tumorais, além de
aumentar a citotoxicidade e apoptose nas células tumorais, com a expressao de
caspase 3 e p53 (Sanchez-Rodrigues et al., 2017). Em 2011, Liu e colaboradores
mostraram que o sobrenadante de PBMC infectadas com a vacina BCG da cepa
Dinamarquesa, também possui efeitos anti-tumorais, pois foi capaz de induzir
expressao aumentada de proteinas associadas a ativagao de linfécitos T, em
linhagens de células alveolares humanas A549, de colon HCT116 e de mama
MCF7, o que foi correlacionado com o aumento de niveis de TNF e IFN-y
induzidos pelo BCG (Liu et al., 2011). Esses achados corroboram que os fatores
soluveis presentes no MC estimulado com varias cepas da vacina BCG sao
potenciais alvos terapéuticos. Mediante a isso, torna-se necessario verificar
como os fatores soluveis induzidos pela vacina BCG da cepa Moreau, induzem
apoptose no nosso modelo.

A hipotese desse estudo € que fatores soluveis secretados por
mononucleares infectados in vitro com a vacina BCG Moreau, possuem

componentes essenciais indutores da apoptose nos mondécitos humanos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Determinar se os mediadores soluveis indutores de apoptose e
produzidos in vitro durante a infeccdo de mondcitos humanos com a vacina BCG

Moreau podem contribuir para a morte celular.

2.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar in vitro a expressao dos genes FAS (CD95), FADD, TRADD, e
Caspase-1 associados a apoptose em células mononucleares humanas

infectadas com a vacina BCG Moreau;

2) Determinar o papel de mediadores soluveis gerados in vitro por células
mononucleares humanas infectadas com a vacina BCG Moreau na inducgao

de apoptose;

3) Avaliar o efeito do meio condicionado, apds neutralizagdo de TNFR1, TRAIL,
Fas (CD95) ou IL-1B de forma isolada, na viabilidade de células

mononucleares humanas em repouso;

4) Avaliar o efeito do meio condicionado, apés neutralizagdo de TNFR1, TRAIL,
Fas (CD95) ou IL-13 em conjunto, na viabilidade de células mononucleares

humanas em repouso.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das Amostras e Biosseguranca

As amostras clinicas compostas de subprodutos do sangue venoso
periférico na forma de 50mL de “buffy-coat” (bolsas de sangue total
anticoagulado, contendo na maior parte leucocitos e plaquetas) de individuos
adultos sadios via doagbes espontdneas e voluntarias, foram obtidas pelo
Servigco de Hemoterapia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (SH-HUCFF-UFRJ). As amostras foram
utilizadas a partir da negativagao dos testes soroldgicos, feitos no proprio SH-
HUCFF-UFRJ e transportadas em maletas isotérmicas sinalizadas até a Fiocruz,
onde foram manipuladas nas cabines de seguranga biolégica em ambiente
estéril, respeitando as normas de precaug¢des na manipulacdo de material
biologico. Quaisquer descartes daqueles materiais foram feitos de maneira

apropriada, seguindo as mesmas normas.

3.2 Aspectos Eticos

Este projeto conta com a aprovacdo do Comite de Etica em Pesquisas
(CEP) FIOCRUZ/IOC, sob numero CAAE: 35775014.0.0000.5248.

3.3 Obtencao de células primarias

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas
apos a centrifugacdo e sua separagdo por gradiente de densidade.
Primeiramente, foi feita uma diluicdo 1:1 em tamp&o fosfato salina (PBS).
Posteriormente, foi feita uma nova diluicdo 1:1 em Ficoll Hystopaque (GE
Healthcare, Suécia)para a separagéo por centrifugagado a 900G por 30 minutos.
Apos, as PBMC foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas
em meio RPMI (Gibco Invitrogen Corporation 1640, EUA) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco Invitrogen Corporation, EUA), L-glutamina
(Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a 2mM, penicilina a 100U/mL e
estreptomicina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a 100ug/mL (meio completo
10%). Uma aliquota desta suspenséo celular foi diluida em azul de Tripan 0,4%
(1:1) (Bio WHITTAKER, EUA) em camara de Neubauer para a estimativa da

concentracao de células viaveis.
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3.4 Obtencao de células de linhagem

As células de linhagem celular da leucemia monocitica aguda humana
THP-1 foram obtidas do “American Type Culture Collection” (ATCC; Rockuville,
EUA). As culturas celulares foram mantidas em garrafas de cultura (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA) através de repiques semanais contendo meio RPMI1640
suplementado com 10% SFB, L glutamina a 2 mM, penicilina a 100 U/mL e
estreptomicina 100 uyg/mL (Gibco, CA, EUA) e incubadas em estufa a 37°C com
atmosfera umida contendo 5% de CO2 (Shel Lab, OR, EUA).

3.5 Solubilizagao da vacina BCG Moreau

As ampolas do lote de referéncia da OMS n&o vacinais da cepa BCG
Moreau RDJ (nos. 9056 e 20009, [4x10°] e [3,5x10°], respectivamente), foram
doadas gentilmente pela FAP e solubilizadas na proporgédo de 1 ampola para 1
mL de PBS/solugdo salina. Posteriomente, a solugdo foi homogeinizada no

vortex por 1 hora. A taxa de infeccdo (MOI) foi a proporc¢éo de 2:1.

3.6 Preparagcao do meio condicionado

As PBMC (1x10° células/mL), foram divididas em dois tubos de cultura:
Um tubo foi infectado com a vacina BCG Moreau (FAP, Brasil) doravante

chamado de controle positivo, e o outro ndo, chamado de controle negativo.

Ambos repousaram por 48 horas em estufa a 37°C com atmosfera umida
contendo 5% de CO2, e este processo foi realizado conforme descrito por Simas
et al., 2011. Posteriormente, os sobrenadantes foram recolhidos e denominados
MCs, os quais foram imediatamente filtrados (0.22 ym) e adicionados em tubos
de cultura contendo a linhagem THP1 (5x104mL) ou PBMC autélogas. O
processo de filtragem foi realizado com o intuito de retirar as micobactérias e/ou
restos de células. Dessa forma, o MC controle positivo foi composto apenas
pelos fatores soluveis mediados pela infeccdo com a vacina BCG Moreau.

Protocolo similar ao descrito por Nagabhushanam et al., 2003.

3.7 Dosagem de mediadores soluveis

As reservas de MCs em excesso e armazenadas a -20°C foram
descongeladas e utilizadas para as dosagens de IL-1B3, IL-6 e MCP-1/CCL-2,

através da técnica de ELISA e seguindo as normas do fabricante (R&D System,
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EUA). A leitura e a avaliagao da densidade 6ptica foi feita pelo programa Softmax
(SoftMax®). Os limites de detecgéo foram 3,9-250 pg/mL; 3,1-300 pg/mL e 31,2-

2.000 pg/mL, respectivamente.

3.8 Incubacgao de linhagem THP1, PBMC e MC com anticorpos de bloqueio

Cerca de 2 pL dos anticorpos anti-hTNFR1 (500 ng/pL) e anti-hFas
(1.000 ng/uL) foram colocados diretamente no precipitado de células, e
incubados por 20 minutos no gelo. Em seguida, os MCs foram adicionados aos
tubos de acordo com as variaveis de cada tubo. Cerca de 2 yL e 1 yL dos
anti-hTRAIL (500 anti-hiL-18 (1.000 ng/uL),

respectivamente, foram colocados nos tubos ja contendo os MCs e as células,

anticorpos ng/uL) e

de acordo com as variaveis de cada tubo, e incubados por 20 minutos no gelo.

As especificagbes de cada anticorpo se encontram detalhadas (Tabela 2).

Tabela 2: Anticorpos neutralizantes utilizados

Anticorpo Fonte Clone Lote Fabricante Reconstituigio
Anticorpo
Anfi-human IL-18/IL- § R&D System,
. policlonal lgG AM12 1 mgimL
1F2 antibody EUA
de cabra
Anticorpo
Anti-numan TNF moncoclonal 19G R&D System,
R1/THFRSF1A de camundongo #16805 BHSO08 EUA 500 pg/mL
antibody
Human Anticorpo
R&D System,
TRAILTNFSF10 moneclonal 1gG #7541 MAB375 EUA 0,5 maimL
antibody de camundongo
Anticorpo .
Human FAS MyBioSource,
monoclonal IgG ~ #NYRhFAS 02050814 1,0 mg/mL

monoclonal antibody

de camundongo

EUA

As culturas permaneceram incubadas por um adicional de 72 horas (Figura 13)
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Figura 13: Fluxograma dos experimentos de cultura. MC1=MC controle positivo;
MC2=MCcontrole negativo

3.9 Deteccao do padrao de morte celular

A avaliagao do padréao de morte celular foi realizada através da marcacéo
com o kit de Anexina V-FITC (FL1) e PI (FL3) (Biosciences, EUA). A leitura foi
feita por citometria de fluxo, no aparelho FACSCalibur e Cytoflex da Plataforma
Multiusuario de Citometria de Fluxo do IOC/Fiocruz, e os dados foram analisados
no programa FLOWJO (TreeStar®). Nas PBMC, uma exclusao da populagao dos
linfocitos foi feita, com base nas propriedades de dispersao de luz (Figura 16). A
estratégia de regides para avaliagdo das células viaveis, em apoptose e em
necrose foi feita, conforme descrito por Ponte et al., 2018. Os dados foram
expressos em porcentagem de células simples (apoptose) ou duplo positivas
(necrose). Para os graficos de dispersdo, subtraimos os valores de cada dupla

de variaveis, respectivamente:
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MC controle positivo + anticorpo inibidor (-) MC controle negativo + anticorpo inibidor

# 1° passo: Exclusdo dos linfocitos # 2° passo: Marcadores especificos de morte
celular: Anexina V (FL1) e Pl (FL3)

Necrose

g
1
SN RE A e

SSC-H : SSC-Height
SSC-H:: SSC-Height
FL3-H :: FL3-Height

FSC-H : FSC-Heiaht FSC-H : FSC-Heiaht FL1-H:: FL1-Heioht

Figura 14: Estratégia de regides utilizadas nas PBMC.

3.10 Expressao génica

Os ensaios de PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR) foram
realizados em uma deteccao de sequéncia rapida pelo sistema ABI Prism 7500,
utilizando ensaios de expressao génica TagMan (Applied Biosystems, EUA) para
os alvos humanos, correspondentes a FAS (CD95), FADD, TRADD e Caspase-
1 (Applied Biosystems, EUA) (Tabela 3). Foram utilizadas células PBMC
infectadas com a vacina BCG por 16 horas em um MOI 2:1. Os ensaios foram
realizados de acordo com as instru¢cdes do fabricante, seguindo um estudo
similar descrito por Antas et al., 2019, e os experimentos foram concretizados na
plataforma de PCR em Tempo Real RPT-09A do Programa de Desenvolvimento
Tecnologico em Insumos para Saude (PDTIS), situada no Laboratério de

Biologia Molecular e Doencas Endémicas do IOC/FIOCRUZ.
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Tabela 3: Alvos genéticos selecionados

Shes eenEe “

Gene correspondente ao receptor FAS,

LA envolvido na apoptose extrinseca.

Applied Biosystems, EUA

Gene correspondente a proteina adaptadora
FADD, envolvida na ativacao da cascata de
apoptose extrinseca mediada pela ligagéo
FAS/FASL

FADD Applied Biosystems, EUA

Gene correspendente a proteina adaptadora
TRADD, envolvida na ativagio da cascata
de apoptose extrinseca mediada pela
ligacdo TNFR/TNF,

TRADD Applied Biosystems, EUA

Gene comrespondente a proteina caspase-1,

CASEASE envolvida na morte por piroptose

Applied Biosystems, EUA

3.11 Analise estatistica

O pré-tratamento dos dados foi realizado em duas etapas. Inicialmente, o
delta 1 nos dados de PBMC: subtragao do controle negativo (PBMC apenas com
meio de cultura), de todas as variaveis do experimento foi aplicado. Feito isso,
foi realizado o delta 2, subtraindo os valores dos controles apenas neutralizantes
(dados neutralizantes + BCG menos dados apenas neutralizantes). Dessa forma,
0os possiveis valores de morte celular inespecifica e que possam ter sido
causados pelos neutralizantes foram isolados. A apoptose mediada pelo controle
positivo BCG foi considerada como 100%, e a reducédo da apoptose mediada
pelos anticorpos neutralizantes foi analisada conforme o valor do controle
positivo BCG (100) — valor da mediana de cada inibidor. Para analise da atuacao
conjunta dos neutralizantes, os dados receberam o tratamento apenas de delta
1. Para testar a normalidade dos dados, os Testes de Shapiro — Wilk (p-
valor<0,05) e o Normal QQPIlot foram feitos, os quais evidenciaram que os dados
eram normais. O teste de associacdo entre as variaveis escolhido foi o
paramétrico One-Way ANOVA. Os p valor <0,05 foram considerados
significantes. Para analise da variavel 4 neutralizantes (em conjunto) em relagao
ao controle positivo BCG, o teste paramétrico T Student (p valor<0,05) foi
empregado. Todas as analises estatisticas foram feitas no programa Graph Pad
Prisma versao 8.4.3. Por questdes técnicas, a analise estatistica final da
apoptose nas amostras de PBMC foi feita utilizando dados de nove individuos, e
da necrose, 13 individuos. Nas amostras de linhagem THP-1 foram utilizados
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dados de 10 individuos. Para analise dos dados da expressao génica, uma forma
individualizada entre o controle ndo estimulado e o gene de interesse foi feita,
sendo realizado o Teste T Student (p valor<0,05). Novamente, dados de 10
individuos foram utilizados. Para a analise dos dados de ELISA, o teste ndo
paramétrico Mann-Whitney foi empregado (p valor<0,05). Aqui, dados de quatro

individuos foram utilizados.
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4 RESULTADOS

4.1 A vacina BCG induz a apoptose em células de linhagem THP-1

Trabalhos anteriores do nosso grupo ja mostraram que a vacina BCG foi
capaz de induzir apoptose em mondcitos humanos primarios em 48 horas, e que
diferentes cepas induzem diferentes percentuais de apoptose na linhagem THP-
1 (Simas et al., 2011; Ponte et al., 2018; Silva, Ponte e Antas, 2019). Logo, em
um primeiro momento e para confirmar aqueles dados prévios, a infecgdo da
linhagem THP-1 com a vacina BCG Moreau foi realizada. Por ser uma linhagem,
as células THP-1 conseguem permanecer em cultura por mais tempo, quando
comparadas a células primarias, e preservam grande parte das suas
caracteristicas originais, o que proporciona maior facilidade na sua manipulagéo
e padronizagdo das etapas dos experimentos propostos (Chanput, Mes e
Wichers, 2014). Apds 48 horas de infeccdo, a morte celular foi avaliada. Foi
possivel observar e corroborar que a vacina BCG Moreau induziu percentuais
aumentados e significantes de apoptose (p<0,01) em relagdo ao controle ndo
estimulado (NS) (Figura 15).
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Figura 15: Apoptose na linhagem THP-1 infectada com a vacina BCG Moreau por 48h.
Percentuais de apoptose em linhagem THP-1 infectada (BCG) ou ndo (NS) com a vacina BCG
Moreau. Os resultados estdo expressos em média e erro padrao. O teste ndo paramétrico Mann-
Whitney foi empregado *p<0,01. n=4

4.2 Os fatores soluveis induzidos pela vacina BCG no meio condicionado induzem

apoptose em linhagem THP-1 em repouso
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Em um segundo momento, os MC foram gerados a partir de PBMC infectadas
com a vacina BCG Moreau por 48 horas. Apos a geragao dos MC, a linhagem THP-1 foi
incubada para verificar se os mesmos poderiam induzir a morte celular nessas células.
Assim como na infecgéo direta com a vacina BCG Moreau, os MC proveniente das
culturas de PBMC infectadas (controle positivo), foi capaz de induzir apoptose na
linhagem THP-1 (p<0,0001) (Figura 16).
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Figura 16: Apoptose na linhagem THP-1 incubada com o meio condicionado proveniente
de PBMCs infectadas com a vacina BCG Moreau por 48h. Percentuais de apoptose em
linhagem THP-1 incubada com o MC controle positivo (BCG) ou ndo (NS). Os resultados estao
expressos em média e erro padrdo. O teste paramétrico T Student foi empregado ***p<0,0001.
n=10.

4.3 A vacina BCG induz a expressao génica de Fas e caspase-1

O terceiro passo foi avaliar quais seriam os possiveis fatores soluveis a
induzir morte celular nas PBMC pela vacina BCG Moreau. Paraisso, uma analise
da expresséo génica de FAS (CD95), FADD, TRADD e Caspase-1 nas PBMC
infectadas com a vacina BCG Moreau por 16 horas foi feita. As analises
demonstraram um aumento significativo dos genes que codificam Fas, um alvo
potencialmente contido no MC e envolvido na apoptose extrinseca (p<0,05), e
caspase-1 (p<0,05), esta envolvida na ativagéo de inflamassoma e liberagéo de
IL-1B (Figura 17). Por outro lado, ndo foram encontrados aumentos expressivos

de transcritos para ambos FADD e TRADD.
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Figura 17: Expressao génica de candidatos apoptoéticos induzidos em PBMCs infectadas
pela vacina BCG Moreau por 16h. Baseline (N: ndo estimulado) (circulo); FADD (triangulo para
baixo); Fas (diamante); TRADD (hexagono fechado); Caspase-1 (quadrado). O Teste T Student
foi empregado *p<0,05. n= 10.

4.4 As vias classicas de apoptose extrinseca nao sao as responsaveis pela
apoptose induzida pela vacina BCG Moreau em células de linhagem THP-
1.

A partir dos resultados da expresséo génica e de dados anteriores obtidos
pelo nosso grupo sobre os niveis de TNF e IL-13 (Simas et al., 2011; Antas et
al., 2019), neutralizamos os receptores (Fas e/ou TNFR1) ou os ligantes
presentes nos MCs (TRAIL e/ou IL-13), com anticorpos de bloqueio para avaliar
a participacao desses fatores soluveis na apoptose induzida pela vacina BCG
Moreau. Verificamos entdo se a neutralizagdo de alguma molécula associada
com a via extrinseca, teria o potencial de contribuir com os percentuais de
apoptose em culturas estimuladas com o MC controle positivo. Porém, valores
significativos na redu¢ao da apoptose em linhagem THP-1 incubada com o MC
controle positivo + anticorpos neutralizantes ndo foram encontrados, estes em
relacdo ao respectivo MC controle negativo + anticorpos neutralizantes (Figura
18).
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Figura 18: Percentuais de apoptose na linhagem THP-1 incubada com o meio
condicionado controle positivo mais os anticorpos neutralizantes. Percentuais de apoptose
em células de linhagem THP-1 incubadas com o MC controle positivo (BCG) + anticorpos
neutralizantes. Linha tracejada indica os percentuais de apoptose em células de linhagem THP-
1 incubadas com o respectivo MC controle negativo + anticorpos neutralizantes. Os resultados
estdo expressos em mediana. O teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis foi empregado, com um
pos-teste de Dunn. n= 10.

4.5 O bloqueio com os anticorpos neutralizantes de forma isolada reduz os
percentuais de apoptose em PBMC autélogas em repouso induzidos pelos
fatores extrinsecos presentes no MC controle positivo

O mesmo ensaio de inibigao foi feito em PBMC autdlogas incubadas com
o MC controle positivo (BCG) ou MC controle negativo (NS). No modelo de
PBMC, foi possivel observar que o anticorpo anti-Fas inibiu 64,1% de apoptose
(p=<0,05) comparado ao MC controle positivo. O anticorpo anti-TRAIL, que se liga
ao TRAIL soluvel impedindo a sua ligagdo com os receptores DR4 e DRS, inibiu
76,3% de apoptose (p<0,01), quando comparado ao MC controle positivo (Figura
19). O anticorpo anti-TNFR1, que tem fungédo antagonista ao TNF, inibiu 74,3%
de apoptose (p<0,01) comparado ao MC controle positivo (Figura 19). Ja o
anticorpo anti-IL-13, que se liga a IL-1B impedindo a sua ligagdo com o IL-1R,
inibiu 70,5% de apoptose (p<0,001), comparado ao MC controle positivo BCG
(Figura 19).
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Figura 19: Percentuais de apoptose em PBMC incubadas com o meio condicionado
controle positivo mais os anticorpos neutralizantes. Percentuais de apoptose em PBMC
incubadas com o MC controle positivo + os anticorpos neutralizantes. A taxa de apoptose foi
apresentada em porcentagem, considerando o MC controle positivo como 100%. Sendo o anti-
FAS (triangulo invertido) *p<0,05; anti-TRAIL (circulo aberto) **p<0,001; anti-TNFR1 (diamante)
**p<0,005); e Anti-IL-1B (quadrado) ***p<0,001. Os resultados estdo expressos em mediana. O
teste Kruskal-Wallis e pds teste de Dunns foram empregados n= 9.

4.6 O bloqueio em conjunto e simultaneo com os anticorpos neutralizantes
reduz parcialmente os percentuais de apoptose induzidos pelos fatores
extrinsecos presentes no MC controle positivo

A fim de verificar se o bloqueio em conjunto com os anticorpos
neutralizantes agiria em sinergia e de forma simultdnea com as vias de apoptose
estimuladas pelos fatores soluveis, consequentemente reduzindo ainda mais os
percentuais de apoptose, os mesmos foram novamente utilizados para uma
posterior analise por citometria de fluxo. Assim, a inibigdo conjunta apresentou
uma redugao parcial, mas significativa (*p<0,05), de 40% na apoptose, quando

comparada ao MC controle positivo (Figura 21).
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Figura 20: Percentuais de apoptose em PBMC obtidas de individuos sadios incubadas
com o meio condicionado controle positivo mais os 4 anticorpos neutralizantes por 72h.
Percentuais de apoptose em PBMC incubadas com o MC controle positivo (BCG) + os quatro
anticorpos neutralizantes. Os dados de PBMC foram tratados com transformagao logaritmica.
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Os resultados estdo expressos em média e erro padrdo. O Teste T Student ndo pareado foi
empregado *p<0,01. n-=9.

4.7 O bloqueio com os anticorpos neutralizantes reduzem de forma
significativa os percentuais de necrose induzidos pela vacina BCG em
células THP-1 e PBMC

O mesmo ensaio de inibicdo foi utilizado para avaliar os percentuais de
necrose em ceélulas THP-1 e células PBMC autologas incubadas com o MC
controle positivo (BCG) ou MC controle negativo (NS). No modelo de THP-1, foi
possivel observar que o anticorpo anti-Fas inibiu aproximadamente 100% de
necrose (p<0,001) comparado ao MC controle positivo. Os demais anticorpos
nao demonstraram redugdes significativas (Figura 21.A). Ja o modelo de PBMC,
o anticorpo anti-Fas, inibiu aproximadamente 100% de apoptose (p<0,001),
comparado ao MC controle positivo BCG (Figura 21.B). O anticorpo anti-TNFR1
inibiu 61,8% de necrose (p<0,005), quando comparado ao MC controle positivo
(Figura 21.B); e o anticorpo anti-IL-1B inibiu 66,6% de necrose (p<0,01)
comparado o MC controle positivo (21.B)
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Figura 21:Percentuais de necrose em (A) células de linhagem THP-1 e (B) PBMC incubadas
com o MC controle positivo (BCG) + os anticorpos neutralizantes. A taxa de necrose foi
apresentada em porcentagem considerando o MC controle positivo como 100%. ***p<0,001;
**p=<0,005. Em A, o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis foi empregado, com um pos-teste de
Dunn. n= 8. Em B, o teste paramétrico One Way Anova foi utilizado. n= 13.

4.8 A vacina BCG induz niveis elevados de MCP-1 em células de linhagem
THP-1

Visto que nem todos os fatores soluveis de interesse principal neste
estudo se mostraram robustamente significantes na inducdo de apoptose
mediada pela vacina BCG Moreau em células de linhagem THP-1, outras
citocinas potenciais da via extrinseca e que poderiam estar envolvidas, como
MCP-1/CCL-2, IL-6 e IL-1B, todas envolvidas na inflamacdo, também foram
dosadas. Apenas os niveis de MCP-1/CCL-2 se mostraram elevados e com
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valores significantes (*p<0,05) induzidos pela vacina BCG Moreau in vitro (Figura

22).
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Figura 22: Niveis de citocinas induzidas pela vacina BCG Moreau em células de linhagem
THP-1. A: MCP-1/CCL-2; B: IL-6; C: IL-1[.0s resultados estdo expressos em média e erro
padréo. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi empregado *p<0,05. n-=4.
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5 DISCUSSAO

Na elaboragdao de uma vacina, além das quatro fases imperativas para o
ensaio clinico, critérios como eficacia, segurangca e imunogenicidade sé&o
indispensaveis para que haja aprovagéao e distribuigdo para a populagéo (Been
et al.,2020). Através de subsequentes passagens seriadas do M. bovis cepa
selvagem, Calmette e Guérin conseguiram atenuar o bacilo, dando origem a
vacina BCG, sendo esta eficaz contra as formas graves da TB (Brosh et al.,2007;
Zhang et al., 2013). Apesar da vacina BCG ter completado 101 anos em 2022,
ainda ndo estdo totalmente elucidados quais os mecanismos imunoldgicos
ativados pela imunizagdo com o BCG os quais seriam os correlatos de imunidade
que levariam a protegcdo alcangada (Lange et al.,2022). Estudos ja
demonstraram que ha uma consideravel variagao de eficacia entre as cepas da
vacina BCG, o que pode ser atribuido as variagbes de metodologias de
manutencéo dessas vacinas, assim como a exposi¢ao as NTMs, ou até mesmo
ao proprio Mtb (Cho et al.,2021).

Para que haja a correta conexdo entre as imunidades inata e adaptativa
em um processo infeccioso ou vacinal, o reconhecimento e a apresentagcdo do
antigeno de interesse se tornam cruciais (Aoshi, et al., 2009). No caso da vacina
BCG, ao ser inoculada a mesma € reconhecida por neutrdfilos, DCs e
macrofagos, que processam o microorganismo atenuado e o apresentam para
os linfécitos T (Moliva et al., 2017). Nesse contexto, alguns mecanismos s&o
importantes no processamento e apresentacdo, como a apoptose (Ryan,
Sullivan e Keane, 2011). Estudos prévios do nosso grupo ja evidenciaram que a
vacina BCG Moreau induz a apoptose em monaocitos humanos, tanto em PBMC,
quanto na linhagem THP-1 (Simas et al., 2011; Silva, Ponte e Antas, 2019).
Porém, nenhum estudo ainda foi capaz de investigar a fundo quais seriam as
vias de morte celular envolvidas. Logo, estudos adicionais sobre como este
mecanismo de morte celular acontece e o quao imunogénico ele seria sdo ainda
necessarios. Em 1998, Albert e colaboradores sugeriram que a apoptose, mas
nao a necrose de células imunes humanas, seria necessaria para que o
conteudo apresentado pelas DCs fosse imunogénico, visto que ha maior

conservacgao antigénica. De fato, a morte celular pode modular a resposta imune
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adaptativa (Albert, 2004). Em 2003, os estudos realizados por Schaible e
colaboradores corroboraram com a afirmativa anterior, pois os autores viram que
a inibicdo da apoptose em macrofagos e DCs humanas infectados com o Mtb ou
o BCG, reduzia a ativacao de linfécitos T CD8.

Nossos resultados de expressdo génica em PBMC infectadas com a
vacina BCG Moreau evidenciaram um aumento significativo de Fas, em
comparagao ao controle ndo estimulado. Estudos prévios ja demonstraram que
a vacina BCG Moreau foi capaz de induzir a expressao de Fas em células renais
(Brendau et al., 2000) e alveolares (Lai et al., 2007), o que corrobora com 0s
nossos resultados. Contudo, aqui n&do foi possivel observar a expressao de
FADD, o que foi visto por Lai e colaboradores (2007). Isso pode estar atrelado
ao fato de que FADD é uma proteina adaptadora recrutada mediante a ligagéo
FasL/Fas (Tummers et al.,2020). Logo, o nosso pouco tempo de cultura pode ter
comprometido a detecgcdo de transcritos de FADD. Além disso, os MOIs
utilizados foram diferentes entre os estudos: 2:1 versus 50:1. Acreditamos que
0s mesmos motivos poderiam impactar na deteccdo de mRNA de TRADD, visto
que este é recrutado e ativado por cascatas no processo de apoptose (Xu et al.,
2020).

Nas analises da expressdo génica, um aumento de transcritos de
caspase-1 também foi encontrado. A caspase-1 € uma protease envolvida
durante a ativacdo do inflamassoma, na morte celular por piroptose, e
consequentemente, na liberagao de IL-1B (Sun e Scott, 2016). A participagao da
piroptose no contexto imunologico ainda n&o foi bem elucidada. A literatura
mostra que no cenario tumoral, a piroptose seria como uma “espada de dois
gumes”, visto que esta morte celular desencadeia a liberagcéo de citocinas que
impedem a vigilancia imunologica, e consequentemente, o desenvolvimento
tumoral (Li et al., 2021). Por outro lado, a inflamag&o causada pela piroptose
ativa mais células inflamatérias, o que contribui para a eliminagdo da célula
hiperplasica (Li et al., 2021). Alguns estudos referentes a doengas autoimunes,
possuem como alvo o controle da ativacédo dos inflamassomas e da piroptose
das células hospedeiras, pois a agao exacerbada destes implica em inflamagdes

patologicas (McKenzie et al.,2019). No presente trabalho, nossos achados sobre
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a caspase-1 nos fizeram refletir sobre uma possivel “conversa” entre a apoptose
e a piroptose no nosso modelo. Estudos ja mostraram que através de
mecanismos extrinsecos, a ligacdo FasL/Fas, e a consequente ativacdo da
caspase 8, ocasiona uma falha na ativagdo do inflamassoma (Donado et al.,
2020). Com isso, este fica livre para clivar a Gasdermina D, uma proteina
indispensavel a piroptose, translocando a apoptose inicial, para uma piroptose
(Donado et al., 2020). Logo, para averiguarmos se essa interagado ocorreria
também em nosso modelo, outros marcadores precisariam ter sido avaliados,

como a caspase 8 e a Gasdermina D.

Nosso estudo reforgou que a infecg¢ao in vitro com vacina BCG foi capaz
de induzir apoptose em células de linhagem THP-1, assim como induziu os
fatores soluveis presentes no MC controle positivo. Em 2015, Vasconcelos e
colaboradores relataram que macrofagos derivados de células de linhagem THP-
1 e infectados com a vacina BCG Moreau atenuada ou morta por calor,
produziram niveis altos de TNF, IL-1B e IL-6, quando comparados ao controle
nao estimulado. Contudo, aqui ndo conseguimos reproduzir esses resultados na
dosagem de IL-13 e IL-6 com as células de linhagem THP-1 n&o diferenciadas.
Outros estudos mostraram que as células de linhagem THP-1 ao serem
estimuladas com LPS, produzem niveis elevados de caspases 8 e 9, estas sendo
importantes marcadores de apoptose extrinseca e intrinseca, respectivamente
(Sun et al., 2017). Ao avaliarem a participacdo de TNF e TRAIL na apoptose
nesse modelo, os autores viram que a inibicdo de TNF nao foi suficiente para
reduzir os niveis de apoptose (Sun et al., 2017). Contudo, a inibigdo de TRAIL

diminuiu os niveis da morte celular (Sun et al., 2017).

No presente trabalho a utilizacdo de anticorpos neutralizantes falhou em
evidenciar quais vias classicas da apoptose extrinseca poderiam estar
envolvidas na apoptose de células de linhagem THP-1. A literatura demonstra
que a vacina BCG é capaz de induzir niveis elevados de MCP-1/CCL-2 em
macrofagos utilizando diferentes MOls (Chavez-Galan et al.,2016), o que poderia
corroborar com os nossos resultados. Estudos demonstram que MCP-1/CCL-2
pode regular a apoptose em diferentes tipos celulares (Yang et al.,2011; Nam et
al.,2012; Yu et al.,2014; Lee et al.,2019). Ademais, estudos demonstraram que

69



a IL-1B pode modular o MCP-1/CCL-2 em células tumorais (Lee et al.,2019), o
que pode também estar acontecendo no nosso modelo com a linhagem THP-1.

Mais estudos precisam ser feitos para confirmar essa suposicao.

A inducdo de apoptose pela vacina BCG sendo mediada pela via
Fas/FasL é pouco explorada (Moliva, Turner e Torreles, 2017), um incentivo que
nos fez verificar se esse mecanismo tao tradicional de apoptose poderia estar
acontecendo no nosso modelo experimental. Ja foi visto que em linhagem de
células alveolares humanas, a vacina BCG é capaz de induzir apoptose pelo eixo
Fas/FasL (Lai et al, 2007). Ademais, estudos demonstraram que o eixo Fas/FasL
também seria importante na imunoterapia com o BCG contra o cancer de bexiga,
visto que SNPs presentes no gene FasL poderiam implicar na resposta imune
do paciente mediante ao tratamento com BCG, visto que individuos portadores
do gendtipo FASL-844 CC sao mais responsivos ao tratamento com BCG, do
que os portadores do gendtipo FASL-844 TT (Mehmut et al., 2005; Lima et al.,
2014). Alguns autores apontam tanto sFas, quanto sFasL, como marcadores
inflamatdrios, e ndo apoptoéticos, sendo associados com um aumento de IFN-y,
0 que pode caracterizar uma resposta imune do tipo Th1 (Cui et al.,2010). Por
outro lado, estudos também demonstraram que sFasL pode induzir apoptose em
monocitos humanos (Baran et al,2001), o que corrobora com 0S NOSSOS
resultados, visto que o MC controle positivo foi capaz de gerar apoptose em
células autdlogas. Importante ressaltar que, nos nossos experimentos com o0s
neutralizantes de Fas, também foi possivel observar que houve uma redugao
significativa da apoptose mediada pela vacina BCG, o que corrobora com os
dados de expresséo génica, pois aqueles apresentaram maior expressao de Fas
em PBMCs infectadas com o BCG Moreau. Porém, para se avaliar a apoptose
pelo eixo Fas/FasL, outros marcadores precisam ser avaliados, como a caspase

8, principal caspase envolvida naquele mecanismo (Fritsch et al., 2019).

A grande reducgédo dos percentuais de necrose induzidos pela vacina BCG
Moreau tanto em PBMC, quanto na linhagem THP-1, mediante a inibicdo com o
anticorpo anti-Fas, foi outro ponto deveras interessante. A literatura demonstra
que o eixo Fas/FasL pode estar envolvido em mecanismos de morte celular por
extravasamento de membrana plasmatica (Otani et al., 2018; Donado et al.,
2020; Zhu et al., 2020). Em 2018, Otani e colaboradores notaram que a
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ostecalcina induziu in vitro uma importante regulagdo de Fas/FasL em
adipocitos, levando estes a necroptose. Outro estudo recente também
demonstrou que a angiotensina |l desencadeou a necroptose em células
tubulares renais de camundongos, a partir da ativagdo do mesmo eixo Fas/FasL
(Zhu et al., 2020). Por fim, Donado e colaboradores (2020) observaram que o
eixo Fas/FasL foi fundamental para a ativagdo da apoptose inicial, como também
sugerido por nos neste estudo atual. Aqueles autores sugeriram que
dependendo do estimulo, esta ultima poderia translocar-se para uma piroptose,
evidenciando assim uma possivel interacdo entre essas vias, e tendo como
produto final, o extravasamento de membrana plasmatica (Donado et al., 2020).
Esses dados sustentam o que Berghe e colaboradores viram em 2010, quando
perceberam que anti-Fas induzia apoptose e posterior “necrose secundaria”, a
qual é caracterizada por estresse oxidativo, hiperpolarizagdo mitocondrial e
permeabilidade da membrana lisossomal (Berghe et al., 2009). Mediante isso, o
nosso modelo para a avaliagao do tipo de necrose seria limitado, pois 0 mesmo
nao nos permite nomear o mecanismo de extravasamento de membrana
plasmatica que poderia estar ocorrendo. Porém, sugere a possibilidade de que
a apoptose inicial também esteja sendo translocada para a piroptose, visto que
a inibicdo de Fas/FasL foi extremamente significante. Mais estudos necessitam

ser feitos com técnicas acessorias para confirmar essa suposicgao.

O TRAIL é expresso principalmente em neutréfilos, sendo melhor descrito
no contexto de apoptose em células tumorais (Liguori et al, 2016; Baskar et al,
2019). Mondcitos e macrofagos também podem expressar seus cinco
receptores, e assim serem suscetiveis a apoptose dependente de caspase pelo
rhTRAIL (Liguori et al, 2016; Baskar et al, 2019). A literatura evidencia a
importancia e o aumento do TRAIL produzido por neutréfilos mediado pela
vacina BCG no tratamento de cancer de bexiga, e consequentemente, na
apoptose das células tumorais (Liguori et al., 2016; Wang et al., 2019). Isto se
torna relevante e interessante, pois ja foi demonstrado o o aumento de TRAIL
em pacientes que fazem uso da imunoterapia com o BCG, e ndo em pacientes
com infeccdo urinaria, evidenciando que € a vacina BCG que estimula os
neutrofilos a produzirem o TRAIL (Rosevear et al.,2009). Ademais, citocinas

também induzidas pela vacina BCG, como IL-8 e IFN-y, favorecem o
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recrutamento de neutrofilos e a secregcdo de TRAIL (Simons et al., 2007). Os
resultados apresentados no presente trabalho mostraram que TRAIL pode estar
envolvido na apoptose mediada pela vacina BCG, de forma similar aos
resultados obtidos com Fas. Contudo, novamente as técnicas acessorias

precisam ser realizadas para elucidar essa suposi¢ao.

A apoptose mediada por TNF ocorre em contextos de infecgbes, tumores
ou estresses (Ebach et al,2005). O TNF é uma das principais citocinas
envolvidas na eliminagédo do Mtb, por conseguir induzir os macréfagos infectados
a apoptose (Rojas et al., 1999). Estudos prévios do nosso e outros grupos, ja
mostraram que a vacina BCG foi capaz de induzir producdo de TNF em PBMC
e em células de linhagem THP-1 (Simas et al.,2011; Souza-Vasconcelos et al.,
2015), visto que ha um aumento de TNF transmembranar e TNF em macrofagos
estimulados com o BCG (Rodriguez-Cruz et al., 2019). Hipoteticamente, isso
impactaria na ativagdo e migracdo de células imunes ao local da infeccéo
(Rodriguez-Cruz et al., 2019), e o consequente processamento do antigeno. O
bloqueio prévio por neutralizante de TNF reduziu os percentuais de apoptose
mediados pela vacina BCG Moreau, corroborando com estudo anterior do nosso
grupo (Simas et al., 2011). O intrigante foi que, no que se refere a expresséo de
TRADD em PBMCs infectadas com o BCG, ndo encontramos valores modulados
de forma significativa. Logo, estudos adicionais ainda seriam necessarios para
se entender o papel real de TNF na apoptose mediada pela vacina BCG. Além
disso, assim como observado na inibigdo de Fas, a inibicdo do TNFR1 reduziu
os percentuais de necrose em PBMC estimuladas com o MC controle positivo

(Figura Suplementar 2).

O eixo TNF/TNFR1 ja & conhecido por atuar em diferentes mecanismos
programados de morte celular, como a necroptose (Blaser et al., 2016). Estudos
demonstraram que TNF pode estar envolvido na piroptose e autofagia de células
hepaticas humanas (Ezquerro et al., 2018), assim como na piroptose de células
renais (Wang et al.,2020). Ademais, a participacdo de TNF na inibicado da
ferroptose em fibroblastos, também ja foi vista (Wu et al., 2022). Esses dados
reforcam a importancia do TNF nos diversos mecanismos de morte celular, ndo
apenas a apoptose. Novamente, isso levanta alguns questionamentos do nosso

modelo, visto que a redugao dos percentuais de necrose via a neutralizagao de
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TNFR1, pode ser resultado da inibicdo de uma morte celular secundaria (Silva,
do Vale e Santos, 2008; Zhang et al., 2009). Porém, alguns autores criticam o
termo “morte secundaria acidental”, pois 0os mesmos acreditam que a
translocacdo da apoptose para necrose seria finamente regulada, o que
impactaria diretamente na fisiopatologia e nas implicagdes terapéuticas de
diferentes doencas (Berghe et al., 2014; Galluzi & Kromer, 2017). Mediante isso,
mais estudos precisam ser realizados para se averiguar o verdadeiro papel de

TNF no nosso modelo.

Na literatura, ja estda bem fundamentado que a vacina BCG seria capaz
de induzir IL-13 em PBMC e em células de linhagem THP-1 (Simas et al., 2011;
Souza-Vasconcelos et al, 2015), bem como essa citocina seria importante em
outros contextos, como na imunidade treinada induzida pelo BCG (Arts et
al.,2018). Dados obtidos pelo nosso grupo ja mostraram uma relagao positiva
entre a liberagao de caspase-1 e IL-1[ induzidas pela vacina BCG Moreau em
PBMC, bem como em células de corddo umbilical e de linhagem THP-1 (Antas
et al., 2019). Como um todo, esses resultados fortalecem a ideia de que ha o
envolvimento desses marcadores tipicamente associados a piroptose, na morte
celular induzida pela vacina BCG (Antas et al., 2019), o que é fortalecido pelos
resultados da inibicdo com os anticorpos neutralizantes anti-IL-13 na reducéo
dos percentuais necrose em células PBMC infectadas com a vacina BCG.
Ademais, naquele mesmo estudo nao foi possivel identificar os marcadores de
ativagdo de inflamassoma (Antas et al., 2019), o que fortalece o entendimento
de que as vias de morte celular “conversam” ativamente entre si (Taabazuing,
Okongo and Bachovchih, 2017; Donado et al, 2020). Estudos demonstraram que
alteragdes transmembranares nas mitocondrias resultam na liberacdo do
citocromo C para o citosol, o qual desencadearia um processo apoptético
intrinseco (Shen et al., 2017). A IL-1 seria uma citocina importante nesse tipo
de morte celular, pois a mesma induz aumento nos niveis de citocromo C (Shen
et al., 2017). Logo, a necessidade de estudar melhor essas vias de morte celular
que possam estar sendo induzidas pela vacina BCG de forma mais integrada,
se torna tentadora. Além disso, mais estudos precisam ser realizados para se
averiguar os possiveis mecanismos autécrinos no eixo IL-1B/IL-1R na apoptose

mediada pelo BCG em mondécitos humanos.
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Na concepcao de que as vias de morte celular “conversam” entre si, ha
sinalizagbes em comum entre a apoptose e a autofagia, estas mediadas por
estresse de reticulo endoplasmatico (Song et al., 2017). Mediante o estimulo
celular, pode ocorrer uma autofagia inicial e uma posterior translocagao para a
apoptose, ou até mesmo, a inibigdo desta ultima (Song et al., 2017). Também ja
foi visto que a apoptose pode acontecer de forma sinérgica com a ferroptose,
através da modulagao de TRAIL por agentes ferroptoticos, em células tumorais
(Hong et al., 2017). Nossos resultados em PBMC mostraram que os mediadores
soluveis podem induzir percentuais aumentados e significantes de apoptose de
forma isolada, mas ndo de forma conjunta. Esse dado € interessante, pois a
suposicao de que a neutralizacdo dos mediadores de interesse poderia reduzir
drasticamente a apoptose mediada pelo BCG, se tornou abolida. Logo, isso nos
fez refletir em uma possivel modulacéo e interacdo entre esses mediadores na

inducéo de apoptose.

Como limitagbes técnicas encontradas, (i) esse estudo incluiu o uso de
células de linhagem THP-1 e respostas imunes in vitro, o que poderia ocorrer
como um vies de acordo com o tipo de linhagem celular utilizada (Daigneault et
al.,2010). (ii) O numero de experimentos foi reduzido. Logo, apesar das analises
apresentarem poder estatistico, as amostras do estudo foram obtidas de
doadores sadios com o componente genético miscigenado, o que traz uma
margem de variabilidade muito grande (Tanabe et al., 2018). (iii)) Houve uma
dificuldade em trabalhar com PBMC provindas de “buffy-coat”, visto que por ser
tratar de uma cultura primaria, as mesmas apresentaram niveis elevados de
morte celular espontanea em tempos prolongados de cultivo (120 horas). Logo,
torna-se imperativo aperfeigoar este nosso modelo para tentar minimizar a morte
celular basal em periodos longos de cultura. Ademais, ja foi observado que o
processo da obtengdo das amostras clinicas por leucoferese, pode vir a
influenciar de forma negativa a viabilidade celular, uma vez que este
processamento seria mediante sucessivas etapas de centrifugagao (Redsang —
Sibratec, 2011). Este viés tem o potencial de acarretar em uma baixa viabilidade
celular (Dagur Mccoy, 2016). Além desse fato, a baixa viabilidade na amostra

final também pode ser devida a presengca de agentes citotoxicos, como
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conservantes presentes em um dos reagentes utilizados no manuseamento

dessas amostras (Dagur; Mccoy, 2016).

Como limitagbes biolégicas encontradas, (i) esse estudo utilizou PBMC de
doadores adultos sadios que provavelmente foram previamente imunizados na
infancia com a vacina BCG. Ademais, a cidade do Rio de Janeiro € endémica
para TB e NTMs (Rodrigo et al., 2016). Com isso, torna-se necessario avaliar a
apoptose induzida pelo BCG em um modelo in vitro com individuos que nunca
foram expostos a vacina BCG ou quaisquer NTMs. Este modelo alternativo s6
seria factivel recrutando individuos no ato do nascimento. Assim, estudos do
NOSSO grupo ja mostraram que a infecgao de células de corddo umbilical com a
vacina BCG Moreau induziu percentuais elevados e significantes de necrose,
mas nao apoptose, quando comparados com o controle ndo estimulado (Simas
et al., 2011). Isso potencializa a necessidade de experimentos adicionais nos

modelos experimentais utilizados neste trabalho (Figura 23).
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Figura 23: Modelo de inibigdo e apoptose em mondcitos humanos estimulados com MC de
PBMC infectadas com a vacina BCG, através do bloqueio com os anticorpos neutralizantes.
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6 CONCLUSOES

1) A vacina BCG Moreau foi capaz de induzir in vitro a expresséo dos genes Fas

e caspase-1 em PBMC,;

2) Os fatores soluveis presentes no meio condicionado de PBMC estimuladas
com a vacina BCG Moreau foram capazes de induzir apoptose nas PBMC

autdlogas e na linhagem THP-1 em repouso;

3) Os anticorpos neutralizantes conseguiram bloquear parcialmente a apoptose
em PBMCs estimuladas com meio condicionado obtido de células autdlogas
infectadas com a vacina BCG Moreau, mostrando uma possivel inducao de
mecanismos multifatoriais de apoptose. Porém, ndo houve redugéo
significativa da apoptose na linhagem THP-1, também estimuladas com
aquele meio condicionado, a qual que poderia estar sendo induzida pelo
MCP-1;

4) Os anticorpos neutralizantes utilizados em conjunto, conseguiram bloquear de
forma parcial a apoptose em PBMCs estimuladas com meio condicionado
obtido de células autologas infectadas com BCG, porém néo tao significativo

guanto de forma isolada.
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7 PERSPECTIVAS

1) Realizar uma analise protedbmica do meio condicionado estimulado ou n&o
com a vacina BCG Moreau, para validar os componentes presentes na sua

COMpOoSsIgao;
2) Padronizar os protocolos de dosagem de FasL e TRAIL pela técnica de ELISA,;

3) Realizar mais experimentos com os anticorpos neutralizantes, mesclando as
combinagdes, para verificar se ha uma possivel interacdo entre os

mediadores bloqueados na apoptose mediada pela vacina BCG Moreau;

4) Avaliar a apoptose mediada pela vacina BCG em mondcitos humanos por

outra metodologia, como microscopia de imunofluorescéncia;
5) Dosar caspase 8, importante caspase envolvida na apoptose extrinseca;

6) Inibir MCP-1 com anticorpos neutralizantes nas células de linhagem THP-1

infectadas com a vacina BCG Moreau e avaliar os percentuais de apoptose.
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ANEXO 1
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Figura Suplementar 1: Percentuais de apoptose em células de linhagem THP-1 incubadas
com o MC controle positivo (BCG) + os anticorpos neutralizantes. O teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis foi empregado, com um pos-teste de Dunn **p<0,001. n= 10.
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“‘Em Nome Da Ciéncia Eu Proclamo A Jesus Cristo Como Filho De Deus. Meu
Senso Cientifico, Que Valoriza Muito A Relacédo Entre Causa E Efeito,
Compromete-Me A Aceita-Lo Como Fato. Minha Necessidade De Adorar
Encontra Nele A Mais Plena Satisfagcdo. ” — Louis Pasteur, 1822-1895,

Conhecido Como Pai Da Microbiologia.
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