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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Modulação da resposta in vitro de células dendríticas e macrófagos humanos 

estimuladas com a vacina BCG Moreau  

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

Matheus Rogério Almeida 

 

A tuberculose (TB) é a principal causa de morte por doença infecciosa no mundo. A 

BCG é a única vacina licenciada e aprovada, apresentando boa relação custo-

eficácia para prevenção das formas severas da TB em crianças. Contudo, sua 

proteção é considerada limitada contra TB pulmonar em adultos. Células dendríticas 

(DCs) e macrófagos são APCs de papel fundamental na resposta imune contra a 

TB. Assim, esse trabalho teve como objetivo aqui averiguar a maturação e a 

ativação de moDCs e macrófagos humanos estimulados com diferentes variáveis da 

vacina BCG Moreau contendo bacilos viáveis (frescos ou congelados) e inativados 

(irradiados; irradiados; aquecidos e autoclavados) na proporção de 2:1, além 

de seus efeitos em células T, avaliando principalmente os 

perfis imunofenotípicos por citometria de fluxo e de produção de citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias por ELISA. No geral, observou-se reduções 

expressivas (p<0,05) enquanto sua frequência de populações para os receptores em 

macrófagos, CD11c, CD86, CCR7, CD40, MHC-II, TLR-4 e CD14. Em moDCs uma 

redução foi vista receptores CD11c, MHC-II e CD40 e CD209 enquanto um aumento 

expressivo e visto no CD86. Enquanto a expressão desses receptores por mediana 

de intensidade de fluorescência, macrófagos apresentam expressiva redução de 

MHC-II, CD14 e um aumento de CD80. Enquanto moDCS, uma redução e vista em 

CD1a, CD83, TLR-2 e CD209. Em contrapartida, também e visto um aumento em 

moDCs nos receptores CD11c, CD86, CD83. Em contato com linfócitos T, essas 

APCs pré-estimuladas com o imunógeno em sua forma viável pareceram 

ser capazes de induzir a polarização dos perfis Th1 e Th- regulatório. Assim, este 

estudo foi capaz de comprovar o caráter imunomodulatório da vacina BCG 

Moreau através de um ensaio in vitro utilizando moDCs e macrófagos humanos, 

visando uma melhor compreensão da interação entre APCs e o BCG na 

tentativa de identificar mecanismos específicos da imunidade contra a TB. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Modulation of the in vitro response of human dendritic cells and macrophages 

stimulated with the BCG Moreau vaccine 

ABSTRACT 

 

MASTER’S DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL 

Matheus Rogério Almeida 

 

Tuberculosis (TB) is the leading cause of death from infectious disease in the world. 

BCG is the only licensed and approved vaccine and is cost-effective for preventing 

severe forms of TB in children. However, its protection is considered limited against 

pulmonary TB in adults. Dendritic cells (DCs) and macrophages are APCs that play a 

key role in the immune response against TB. Thus, this work aimed to investigate the 

maturation and activation of human moDCs and macrophages stimulated with 

different variables of the BCG Moreau vaccine containing viable (fresh or frozen) and 

inactivated (irradiated; irradiated; heated and autoclaved) bacilli in the proportion of 

2:1, in addition to its effects on T cells, mainly evaluating the immunophenotypic 

profiles by flow cytometry and the production of pro-inflammatory and anti-

inflammatory cytokines by ELISA. In general, significant reductions (p<0.05) were 

observed in their population frequency for macrophage receptors, CD11c, CD86, 

CCR7, CD40, MHC-II, TLR-4, and CD14. In moDCs, a reduction was seen in CD11c, 

MHC-II, CD40, and CD209 receptors, while a marked increase was seen in CD86. 

While the expression of these receptors by median fluorescence intensity, 

macrophages show a significant reduction in MHC-II, CD14, and a increase of CD80. 

While in moDCS, a reduction is seen in CD1a, CD83, TLR-2 and CD209. In contrast, 

an increase in moDCs at CD11c, CD86, and CD83 receptors is also seen. In contact 

with T lymphocytes, these APCs pre-stimulated with the immunogen in its viable form 

seemed to be able to induce polarization of the Th1 and Th-regulatory profiles. This 

study was able to prove the immunomodulatory character of the BCG Moreau 

vaccine through an in vitro assay using moDCs and human macrophages, aiming at 

a better understanding of the interaction between APCs and BCG in an attempt to 

identify specific mechanisms of immunity against TB. 
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1 

1 INTRODUÇÃO 

Uma das linhas de pesquisa do Laboratório de Imunologia Clínica (LIC) do 

Instituto Oswaldo Cruz /Fundação Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ) versa 

majoritariamente sobre a resposta imune celular in vitro frente a vacina BCG, 

utilizando amostras clínicas de doadores voluntários adultos sadios e vacinados. 

Destarte, as detecções de citocinas e de marcadores fenotípicos, através de ensaios 

imune enzimáticos e de marcação com anticorpos para citometria de fluxo, tornaram-

se as metodologias padrões da imunologia experimental para este grupo de 

indivíduos. Assim, sabendo que células imunes de adultos respondem in vitro de 

maneira robusta frente a um estímulo (1, 2), torna-se muito relevante comparar o 

perfil da resposta imune induzida pela BCG nos leucócitos desse grupo, podendo 

essa abordagem ajudar a entender por quanto tempo a imunidade inata se mantém 

ativa após estímulos, bem como seus fatores determinantes. Como o LIC vem ao 

longo dos últimos anos estudando a interação in vitro da vacina BCG com material 

humano, esta dissertação visa como meta principal o estudo in vitro da maturação 

e da ativação tanto de células dendríticas quanto de macrófagos humanos e 

sua relação com diferentes variáveis da vacina BCG Moreau, avaliando a 

modulação daquelas células como possível ferramenta para o entendimento da 

proteção desejada. Esta proposta poderá evidenciar como o sistema imunológico 

responde a diferentes padrões de viabilidade relacionados à vacina BCG, seja este 

imunógeno viável, ou morto por calor ou irradiação, auxiliando na melhor 

compreensão da imunologia por de trás da proteção vacinal. Assim, esta abordagem 

pode ajudar na concepção de novas intervenções profiláticas, bem como 

terapêuticas, seguras contra a tuberculose. Em virtude disso, porém, torna-se 

interessante uma revisão mais aprofundada sobre alguns aspectos da literatura 

científica relacionados aos objetivos do presente trabalho, para melhor entender a 

motivação desse estudo. 
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1.1 A tuberculose 

1.1.1 Agente Etiológico 

O Bacilo de Koch ou Mycobacterium tuberculosis (Mtb), descoberto e descrito 

em 1882 por Robert Koch, é o agente etiológico da tuberculose (TB), uma 

enfermidade infectocontagiosa (3). Esta bactéria está presente entre os seres 

humanos há milênios, tendo sido identificada em necropsias de múmias do antigo 

Egito, América pré-colombiana e Europa neolítica (4), assim como restos mortais de 

uma população húngara datada do final da Idade Média (4). A identificação do Mtb a 

partir desses achados arqueológicos é proporcionada graças aos avanços recentes 

da biologia molecular (5). 

Esta micobacteria é pertencente ao filo Actinobactéria, ordem 

Actinomycetales, subordem Corynebacterineae e família Mycobacteriaceae (6). A 

etimologia “Mycobacterium” surgiu a partir da semelhança desse grupo de bactérias 

com os fungos, por apresentarem crescimento e morfologia análogos (7). Este 

patógeno dispõe de uma barreira/cápsula grossa e complexa, formato de 

bacilo/bastonete, apresentando forma curva ou reta, sendo intracelular facultativo, 

aeróbios estritos, crescimento lento, inerte e não produtor de esporos (8, 9) (Figura 

1). Este grupo de bactérias possui uma parede celular rica em lipídeos, o que as 

diferencia dos demais grupos, conferindo características únicas relacionadas ao seu 

crescimento, virulência e viabilidade (7). 

 

 

Figura 1: Microscopia eletrônica de varredura representando Mycobacterium tuberculosis (Mtb). 
Fonte:(6). 
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A presença de um envelope celular complexo confere à micobacteria uma série 

de vantagens. A parede celular rica em polissacarídeos e lipídeos possui uma baixa 

permeabilidade contra drogas hidrofílicas e resistência contra o sistema imune do 

hospedeiro e detergentes, características de bacilo ácido álcool resistente, ou BAAR 

(8, 10) (Figura 2). 

 

Figura 2:Ilustração da formação estrutural da parede do Mycobacterium tuberculosis (Mtb). 
Fonte: (11) 

O Mtb também possui na sua composição, estruturas como ácido micólico, 

fosfatidilinositol manosídeo, ftiocerol dimicocerosato (PDIM), trealose-6-6’-dimicolato 

(TDM), peptídeoglicanos e glicolipídios, como lipomanana e lipoarabinomanana 

(LAM) (10, 12). O ácido micólico está presente em forma de bicamada em uma 

associação com a parede celular, sendo que a propriedade deste culmina na 

flexibilidade, fluidez e permeabilidade (12). A membrana externa do Mtb está ligada 

covalentemente ao complexo arabnogalactano-peptideoglicano, através do ácido 

micólico (10).  

O TDM é caracterizado por estar conectado a glicolipídios , estando 

relacionado  com a virulência do Mtb (12). Conhecido como fator-corda, essa 

estrutura está associada com intensa reação granulomatosa, assim como formação 

de biofilme (13, 14). O TDM é reconhecido por macrófagos através de receptor do 

tipo Lectina-C (CLR), induzindo produção de citocinas inflamatórias, oxido nítrico 
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(NO) e formação do granuloma (15). A lipomanana está associada com a indução de 

interleucina-12 (IL-12), papel antagônico quando comparado ao LAM, que promove 

a baixa indução de IL-12 em células dendríticas (DCs) e macrófagos, desta forma, 

controlando o  nível de apoptose negativamente induzido pelo Mtb em macrófagos 

(12, 16). Já o LAM está associado com o fator de virulência do Mtb, por ocupar 

grande porção da parede celular, modulando a resistência bacteriana contra a 

resposta imune do indivíduo, além de ser responsável pela ativação de neutrófilos, 

via receptor do tipo toll (TLR) 1 e 2 (12, 17). 

Com a exposição ao patógeno, o indivíduo infectado pode apresentar 

diversas alternativas em virtude da presença do Mtb: (i) o patógeno pode ser 

eliminado por completo pelo sistema imune do hospedeiro (imunidade esterilizante); 

(ii) uma infecção TB latente (LTBI) pode ser estabelecida; ou (iii) a TB pode vir a se 

manifestar de imediato, ou após determinado período de tempo latência, a infecção 

pode ser reativada devido a alguma deficiência relacionada ao sistema imune do 

indivíduo (12). 

 

1.1.2 O Complexo Mycobacterium tuberculosis 

O complexo Mtb (MTBC) possui uma gama de espécies de micobactérias 

responsáveis por causar TB, e estas espécies possuem similaridade genética, 

indicando que as mesmas apresentam um ancestral comum (18, 19). Segundo Jang 

e colaboradores (20), as espécies do MTBC evoluíram de micobacterias ambientais, 

conhecidas como micobactérias não tuberculosas (NTM), a patógenos, quando 

adquirem a capacidade de sobreviver no interior de protozoários de vida livre. Essa 

característica singular contribui para que estas bactérias adquiram um fenótipo de 

virulência (18, 20). Posteriormente, esta característica iria se estender a fagócitos de 

mamíferos, como os macrófagos, um dos principais alvos do Mtb durante a 

progressão da desta enfermidade, além da capacidade de disseminação de 

hospedeiro para hospedeiro (18, 21). 

Contudo, as espécies que compõe o MTBC possuem divergências quanto à 

sua patogenicidade, tropismo e morfologia (19). Algumas dessas espécies irão 

infectar principalmente humanos (Mtb, M. africanum, M. canettii), roedores (M. 

microti), caprinos (M. caprae) ou bovinos (M. bovis), havendo infecção em outros 

grupos taxonômicos por outras espécies de micobactérias (18, 19). Quando se 

comparam espécies que infectam humanos, nota-se particularidades. M. canettii, por 
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exemplo, apresenta o maior genoma do MTBC (19) e, similarmente ao M. africanum, 

produz colônias, embora com morfologias distintas ,além de serem encontradas em 

localidades diferentes ao redor do globo (19). Já o Mtb possui a maior capacidade 

de infectar hospedeiros humanos, quando comparado ao M. canettii, fato que está 

associado a uma virulência mais branda deste segundo, e baixa persistência no 

hospedeiro (22, 23). Assim, evidencia-se que, embora estas espécies tenham um 

ancestral comum, as mesmas divergem biologicamente, morfologicamente e quanto 

à sua patogenicidade. 

1.1.3 Epidemiologia da tuberculose no mundo 

A TB é caracterizada como uma enfermidade global e está dentre as 10 

maiores causas de morte no mundo (24). Esta enfermidade possui transmissão 

principalmente pelo ar, uma vez que o bacilo é inalado por aerossóis expelidos de 

indivíduos acometidos pela forma ativa da doença (25). Estudos demonstram que 

indivíduos saudáveis em contato prolongado com indivíduos positivos se tornam 

infectados e, assim, se tornam parte da cadeia de transmissão deste patógeno (26). 

Até 2019, esta doença liderava o ranking de mortes por um único agente 

infeccioso, acima de outras patologias, como o HIV/AIDS (27). Entretanto, a TB 

perdeu este posto para o novo coronavírus causador da síndrome respiratória aguda 

grave (SARS-CoV-2), responsável pela COVID-19 (27). Atualmente, esta nova 

enfermidade acumula cerca de 6.410.850 milhões de mortes ao redor do globo (28). 

Por conta do cenário pandêmico atual, os boletins da Organização Mundial da 

Saúde (OMS) referentes a 2020 e 2021 foram impactados, no que se refere à coleta 

de dados de casos novos diagnosticados, óbitos e tratamentos de TB (27, 29). 

Dentre estes impactos, o principal é referente às pessoas recém diagnosticadas com 

TB, nas quais  houve uma queda de cerca de 18% nas notificações de 2019 para 

2020, destacando os países mais afetados, como Índia, Indonésia e Filipinas (27). 

Estima-se, contudo, que cerca de 9,9 milhões de pessoas desenvolveram a 

enfermidade em 2020, (27). Cerca de 90% dos casos estão relacionados aos 

adultos e  com grande presença desta enfermidade em homens (56% do total de 

casos), seguidos pela mulheres (33%) e pelas crianças (11%) (Figura 3) (27). 
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Figura 3: Estimativa de incidência de tuberculose no mundo em 2020. 
Fonte: (27). 

 

Os continentes que apresentam maiores concentrações de casos de TB são a 

Ásia, em sua região sudeste (43%), seguido pelo África (25%). Em contrapartida, os 

que apresentam menores concentrações são as Américas (3%) e a Europa (2,3%) 

(27). Destaca-se que 30 países compõem a maior carga de TB , com cerca de 86% 

de todos os casos pelo mundo, e oito desses detém cerca de dois terços dos casos 

em sua totalidade: Índia (26%), China (8,5%), Indonésia (8,4%), Filipinas (6%), 

Paquistão (5,8%), Nigéria (4,6%), Bangladesh (3,6%) e África do Sul (3,3%). O 

Brasil, por sua vez, encontra-se dentro do grupo dos 30 países, atualmente 

ocupando a 19ª posição em número absoluto de casos (29). 

Em 2019, a OMS realizou uma estimativa na qual foi apontado que uma 

redução de 50% no diagnóstico de casos de TB em três meses, por conta da 

pandemia de COVID-19, poderia levar a cerca de 400.000 mortes (29). A redução 

em diagnóstico e tratamento influenciou diretamente nas mortes por TB, em que 

foram estimados cerca de 1,3 milhões de óbitos entre indivíduos HIV-negativos 

(comparado aos 1,2 milhões de óbitos em 2019) e 214.000 óbitos entre os HIV-

positivos (comparado aos 209.000 óbitos em 2019) (27, 29). Dentre as mortes entre 

os HIV-negativos, 53% são homens, 32% são mulheres e 16% são crianças(27). 

Enquanto isso, dos óbitos entre os HIV-positivos, 50% são homens, 40% são 

mulheres e 9,8% são crianças (27). 

Também foi evidenciado que 84% das mortes dentre os HIV-negativos, e 85% 

dentre os HIV-positivos, ocorreram na África e no sudeste asiático (27). Uma 
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redução de unidades de saúde que oferecem atendimento hospitalar para indivíduos 

com TB também foi observada (29). Como tentativa de mitigação, muitos países vem 

realizando atendimento remoto e fornecendo medicamentos de tratamento para um 

mês, sem a necessidade de ida às enfermarias(29). 

Em 2020, a OMS não incorporou em seu boletim um mapa relacionado a taxa 

de mortalidade (29). Entretanto, com valores aproximados, o mapa de 2019 poderia 

representar de maneira fidedigna a distribuição da taxa de mortalidade ao redor do 

globo (29). Essa taxa é extremamente variada entre países, em que naqueles ditos 

desenvolvidos, ocorreram menos de uma morte para cada 100.000 habitantes, e 

chegando a 40 ou mais em países da África (Figura 4) (29). 

 

 

Figura 4: Estimativa de mortalidade de tuberculose em indivíduos HIV negativos em 2019. 
Fonte: (29). 

 

Em 2014, na tentativa de reduzir a disseminação e mortalidade da TB, a OMS 

apresentou um plano multisetorial intitulado “The end TB strategy”, que propunha a 

redução da taxa de incidência e de mortalidade em 20% e 35%, respectivamente, 

entre 2015 e 2020 (30). Esses números não puderam ser alcançados até o dado 

momento, no qual a redução de mortes ao nível global alcançou cerca de 9,2%, um 

progresso afetado diretamente pela pandemia de COVID-19 (27). Entretanto, alguns 

continentes fizerem progressos marcantes, como a Europa, com redução de 26% da 

mortalidade, e a África, com redução de 18% (27). Todavia, as Américas registraram 

um aumento no número de mortes em cerca de 10%, quando comparado a 2015 

(27). Em relação a redução da taxa de incidência, a mesma chegou a 11% no nível 

global, destacando novamente a Europa, que atingiu a meta estipulada pela OMS, 
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com redução de 25%, e a África, que chegara perto da meta proposta, com redução 

de 19% (27). 

Atualmente, estima-se que um quarto da população mundial esteja infectada 

com Mtb, e que 5 a 10% desses irão desenvolver a TB durante a vida (27), sendo a 

principal forma clinicada TB caracterizada pelo acometimento pulmonar (31). 

Entretanto, cerca de 20 a 25% dos casos de TB apresentam envolvimento 

extrapulmonar, cujas formas  mais comuns são a TB pleural, TB ganglionar e TB 

osteo-articular (32). Ademais, sabe-se que  o desenvolvimento de TB aumenta em 

indivíduos que apresentam comorbidades, como desnutrição, tabagismo, diabetes e 

etilismo (27). 

1.1.4 Epidemiologia da tuberculose no Brasil 

 

Em 2021, o Brasil contabilizou 68.271 casos novos de TB, correspondendo a 

um coeficiente de incidência de 32,0 casos para cada 100 mil habitantes (33). Cerca 

de 4,5 mil óbitos foram contabilizados pelo Ministério da Saúde, com um coeficiente 

de mortalidade de 2,1 óbitos por 100 mil habitantes (33). Com a pandemia de 

COVID-19, as reduções nos níveis de notificações foram observadas (cerca de 

14,3%), assim como no uso de testes rápidos moleculares para TB (14%), quando 

comparados a 2019 (33). 

O coeficiente de incidência de TB vem apresentando redução gradativa desde 

2011 até 2016, com 34,4 casos de TB para cada 100,000 habitantes. A partir de 

2017, esta taxa apresentou aumento até 2019, com 37,1 casos (33). Por conta do 

SARS-CoV-2, esse índice despencou abruptamente para 32,0 casos para cada 

100.000 habitantes, fator relacionado a subnotificação por conta do período 

pandêmico (33). Em relação ao coeficiente de incidência visto de maneira 

estratificada entre os estados brasileiros, aqueles que apresentam maiores números 

foram Amazonas (71,3) Rio de Janeiro (67,4) e Roraima (54,6) (acima de 54,6 casos 

por 100 mil habitantes) (Figura 5) (33). Desde 2012, os casos de coinfecção TB/HIV 

vem aumentando em demasia: em 2012, a taxa de detecção era de 67,3%, tendo 

subindo para 82,2% em 2020 (33). Subsequentemente, ocorreu uma queda em 2021 

(76,9%), devido à redução de detecção por conta da pandemia de COVID-19 (33). 

As principais capitais que apresentaram maiores índices da coinfecção TB/HIV são 

Brasília, Porto Alegre e Florianópolis (33). 
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Figura 5: Coeficiente de incidência de tuberculose no Brasil em 2021. 
Fonte: (33). 

 

Desde  2010, o número de mortes por TB no Brasil vem variando dentro de 

uma faixa de 4.563 a 4.543, sendo refletido pelo coeficiente de mortalidade de 2,1 a 

2,3 óbitos para cada 100.000 habitantes (33). Cerca de 10 estados brasileiros 

apresentaram o coeficiente de mortalidade igual ou maior ao nacional, sendo esses 

o Rio de Janeiro (4,4), Acre (3,9), Amazonas (3,6), Pernambuco (3,1), Pará (2,8), 

Mato Grosso do Sul (2,6), Rio Grande do Sul (2,4), Rio Grande do Norte (2,2), 

Roraima (2,2), Roraima (2,2), Mato Grosso (2,2) (Figura 6) (33). 
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Figura 6: Coeficiente de mortalidade por tuberculose no Brasil em 2020. 
Fonte: (33). 

 

1.1.5 Diagnóstico e tratamento da tuberculose 

Resumidamente, o diagnóstico da TB se baseia primeiramente na 

identificação dos sintomas clínicos, comparando-os com os achados em 

exames/testes laboratoriais. Atualmente, para se detectar a TB existe uma gama de 

testes diagnósticos (34). A baciloscopia é uma técnica implementada há mais de 100 

anos (27), na qual o diagnóstico é realizado a partir do esfregaço do escarro de 

indivíduos com suspeita desta enfermidade. A baciloscopia é feita a partir das 

colorações de Ziehl–Neelsen ou Kinyoun na amostra de escarro (35). Esta primeira 

coloração é feita amplamente para se detectar BAAR (34). Porém, está metodologia 

não difere o Mtb de outras bactérias BAAR (35). Esta metodologia apresenta uma 

baixa sensibilidade e requer grande quantidade de bacilos(>104) (34-37). 

Desde 2010, o teste rápido e molecular, realizado através da Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR), vem sendo usualmente endossado pela OMS. Esse 

teste é capaz de detectar genes específicos do Mtb e sinalizar a resistência à 

rifampicina, com sensibilidade acima da baciloscopia (cerca de 90%, comparado a 

65% pelo BAAR) e especificidade de 99% (27, 36). 
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Até a atualidade, entretanto, a realização da cultura em amostra de escarro 

de indivíduos com suspeita de TB permanece como padrão-ouro para a detecção 

desta enfermidade (27). Este método possui cerca de 99% de especificidade, 

apresentando um período de pelo menos duas semanas para visualização de 

colônias, que pode se prolongar por até seis a oito semanas (38). Para detecção do 

Mtb, a amostra clínica é cultivada em meio Lowenstein–Jensen, ou LJ (38). As 

culturas de Mtb em meio de cultura sólido são caracterizadas por serem colônias 

espessadas, irregulares e enrugadas, com a coloração inicialmente branco-cremoso, 

tornando-se amarelada ao longo do tempo de cultivo (36, 38). 

Teste imunológicos também são utilizados para se detectar indivíduos com 

TB. O pioneiro destes testes foi idealizado pelo próprio Robert Kock com tuberculina 

ou derivado proteico purificado (PPD), que induz uma reação de hipersensibilidade 

tardia na pele de indivíduos com contato prévio com as micobactérias (36). 

Entretanto, esse teste é ideal em locais onde micobactérias são raras, pois em 

países de baixas latitudes, devido à alta exposição as NTM, assim como sob a 

aplicação da vacina BCG, testes falso-positivos são comuns (36). 

Outro teste mais recente e amplamente utilizado em países desenvolvidos é o 

de liberação de interferon-gama, ou IFN-γ (do inglês, Interferon Gamma Release 

Assay– IGRA) (39). Sua realização é feita diretamente a partir de amostras de 

sangue venoso, onde células imunes circulantes serão expostas aos antígenos do 

Mtb, como as proteínas ESAT-6 (do inglês, early secreted antigenic target-6 kDa), 

CFP-10 (do inglês, culture filtrate protein-10 kDa) e TB7.7 (codificados pelo locus 

RD1 intacto). Nesse abordagem, uma vez que seja vista a produção de IFN-γ por 

linfócitos específico para esses antígenos, o diagnóstico é dado como positivo (39). 

Nos últimos anos, vem sendo desenvolvido um teste imunocromatográfico 

para diagnostico de TB. Desde 2015 a OMS recomenda o uso deste teste, em 

formato de cromatografia de fluxo lateral, capaz de detectar antígenos da superfície 

do Mtb, como a lipoarabinomanana em indivíduos HIV-positivos (40). Esses 

antígenos são detectados a partir da urina de indivíduos com sintomas  de TB, 

devido a sua abundância neste tipo de amostra clínica (41). Atualmente vem sendo 

desenvolvido outros testes de cromatografia de fluxo lateral para indivíduos HIV-

negativos (42). 

Além dos testes diagnóstico supracitados, existem outros meios de detecção 

da TB, como o clínico. Este patógeno afeta principalmente o sistema respiratório 

inferior e causa sintomas, como tosse crônica, astenia, inapetência, emagrecimento, 
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febre e sudorese noturna (27). Além disso, métodos auxiliares de imagem, como o 

raio-x e a tomografia do tórax do paciente, fazem parte do diagnóstico clínico, sendo 

capazes de detectar a formação de lesões no pulmão, formação de granulomas e o 

crescimento de linfonodos periféricos na região (36). 

Como tratamento da TB, sucintamente existe uma primeira linha de fármacos 

utilizados desde 1940 (27). Via de regra, este tratamento dura seis meses e engloba 

quatro medicamento distintos: rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol, 

sendo estes administrados por via oral (27).  

O Brasil detêm o posto de primeiro país do globo a incorporar esse 

tratamento de longo prazo ao seu sistema público de saúde, já em meados dos anos 

70 (43). A resistência do Mtb aos fármacos de primeira linha para tratamento da 

doença vem sendo um problema mundial de saúde pública, em que indivíduos vem 

apresentando resistência a rifampicina, ou resistência a mais de um fármaco, como 

rifampicina e isoniazida, sendo caracterizado como resistência a multidrogas (MDR-

TB) (27). Em 2020, 150.359 pacientes foram tratados para MDR-TB (27). Como 

medida alternativa, indivíduos que apresentam MDR-TB devem adotar os fármacos 

de segunda linha (27). Porém, estes são mais caros e apresentam maiores efeitos 

colaterais (27). Assim, diversas abordagens têm sido realizadas na tentativa de 

reduzir a morbidade e mortalidade relacionada à TB, e dentre as principais, a 

tenacidade de alta cobertura pela vacina BCG (33). 

1.1.6 Fisiopatologia 

O Mtb é transmitido através de aerossóis expelidos por indivíduos com a TB 

ativa (25), bem como na forma LTBI (44). Grande parte dessas gotículas contendo 

bacilos viáveis são retidos pelas barreiras físicas do indivíduo exposto (45). Porém, 

parte dessas gotículas, que variam de tamanho, não serão retidas, chegando aos 

pulmões (45, 46). Assim, gotículas diminutas serão depositadas nas vias aéreas 

inferiores, enquanto gotículas maiores podem se depositar nas vias aéreas 

superiores ou orofaringe, podendo culminar no desenvolvimento da TB da orofaringe 

ou nódulos cervicais (46). 

Através das vias aéreas superiores ou inferiores, os bacilos irão para os 

alvéolos pulmonares (47), que são constituídos por células epiteliais alveolares dos 

tipos I e II e células imunes inatas, como macrófagos alveolares, DCs e neutrófilos 

(47). O Mtb  primariamente é reconhecido por macrófagos alveolares e DCs, através 

de moléculas conservadas na superfície do patógeno, como ácido micólico e TDM, 
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em que essa APCs irão realizar a fagocitose e desta forma ativar o processo 

inflamatório (47, 48). Nesse ambiente, o Mtb sofre uma série de ações inóspitas do 

hospedeiro, no qual é privado de nutrientes e sofre ação de peptídeos 

antimicrobianos como óxido nitrico, enquanto induz a produção de citocinas que 

gera um aumento da resposta imune inata, como IL-1β, IL-1α e TNF-α, atraindo 

células imunes ao sítio de infecção. Nesse sítio, ocorre o início da formação de uma 

estrutura madura, gerando um meio ácido e hidrolítico, inibindo o crescimento do 

bacilo (49). As APCs, como DCs e macrófagos, por suas vezes, irão migrar para os 

linfonodos e realizar a apresentação de antígenos para linfócitos T, estimulando a 

resposta imune adquirida, caracterizada por apresentar especificidade (49). 

Todavia, o Mtb tem uma competência notável de evadir o sistema imune (49). 

Esse patógeno tem a capacidade de infectar macrófagos permissivos e subverter 

aqueles com maior caráter microbicida através do fitiocerol dimicocerosado, 

mascarando padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (49, 50). Na 

ausência de PDIM, os PAMPs ativam macrófagos produtores de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) (51). Glicolipídios fenólicos do Mtb também promovem o 

recrutamento de macrófagos permissivos, via CCR2 (50, 52). 

Após o processo de fagocitose e já no ambiente intracelular, as micobactérias 

internalizadas são retidas em uma estrutura denominada fagossomo (49). Este é 

dividido em fagossomo inicial e tardio e fagolisossomo (49). Primordialmente, esta 

organela não possui a capacidade de degradar o Mtb, sendo necessário passar pelo 

processo de maturação (53). O fagossomo passa por diversos processos de fusão e 

fissão de vesículas do aparelho de Golgi, endossomos, lisossomos e 

autofagossomos em seu processo de maturação (53). Assim, ocorre a acidificação 

do lúmen fagossomico através do acumulo de prótons promovido pelas bombas de 

ATPase vesicular, que promovem o influxo de H+ (49, 54). Uma vez que o 

fagolissosomo está formado, este possui um pH baixo, ideal para que ocorra a 

atividade enzimática de hidrolases de modo eficiente (53).  

Alguns bacilos virulentos podem vir a evadir a resposta imune inata, 

persistindo no ambiente intracelular (45). Como já dito, o Mtb possui alguns 

mecanismos subversivos para impedir o processo de digestão celular (49). Através 

de estruturas TDM, o Mtb é capaz de retardar este processo de maturação do 

fagossomo, contribuindo para a sobrevivência desta micobactéria (55). Outra 

proteína presente no fagossomo  contendo a micobacteria é denominada de 

coronina ou TACO (56). A mesma ativa a ação da fosfatase calcineurina dependente 
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de cálcio, que por sua vez, impede a fusão do fagossomo com o lisossoma, 

permitindo assim que o bacilo escape das ações degradativas do lisossoma (56). 

O Mtb possui a capacidade de inibir a fusão do fagolisossomo através de 

outras vias, envolvendo ESAT-6 e CFP-10, as quais formam um complexo 

multiproteico que é secretado pelo sistema ESX-1 do Mtb. Este fato impede a ação 

de ROS e NO, enquanto ManLAM impede o processo de acidificação (57). Além 

disso, o Mtb induz uma morte celular por necrose, através de ruptura da membrana 

mitocondrial interna, e inibindo a reparação da membrana celular de células imunes, 

como macrófagos alveolares, em que o Mtb ira se replicar e ao ocorrer a morte 

celular, ira infectar células vizinhas (58, 59). Para o rompimento celular por lise, seria 

necessário alcançar um limiar estimado de 25 bacilos por célula, processo este que 

leva alguns dias pelo fato da taxa lenta de replicação do Mtb (60). Além disso, o Mtb 

pode infectar macrófagos que são mais receptivos ao seu crescimento (57). 

Uma vez que os macrófagos no parênquima pulmonar estejam infectados, as 

micobactérias se replicam, liberando micobactérias viáveis no meio extracelular, 

infectando, assim, outros macrófagos em um ciclo contínuo (61). Na tentativa de 

conter a propagação deste microrganismo, uma resposta pró-inflamatória do 

hospedeiro é orquestrada inicialmente pelos macrófagos, através da secreção de 

citocinas e quimiocinas, como IL-1β, IL-1α, IL-8 e TNF-α atraindo outras células 

imunes para o sítio de infecção (61). Esta reposta imune inata se perpetua até o 

início da resposta imune adaptativa, mediado por linfócitos (45). Importantemente, 

esse início da resposta imune adaptativa específica é induzida após a apresentação 

antigênica de DCs nos linfonodos, ativando células T naive a migrarem para o sítio 

de infecção, iniciando a formação do granuloma (61, 62). O processo de 

apresentação antigênica é lento, com a ativação de linfócitos T ocorrendo no período 

de 12 a 21 dias após infecção (63). O bacilo, alternativamente, pode vir a se 

disseminar pelo organismo do indivíduo pelas vias linfática ou hematogênica, 

levando a quadros de TB extrapulmonar (48). 

O granuloma é uma estrutura histopatológica típica e marcante da TB (48). 

Esse arcabouço celular é caracterizado por ser uma lesão fechada, também 

denominada de tubérculo, uma propriedade que dá nome à doença (48). O 

granuloma é caracterizado como uma defesa imunológica que limita fisicamente a 

disseminação do bacilo por ação antimicobacteriana de células  da imunidade inata 

e adaptativa que compõe essa estrutura, limitando a disponibilidade de oxigênio e 

nutrientes para este patógeno (64). Por outro lado, o granuloma pode se tornar um 
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ambiente favorável ao patógeno, onde o bacilo pode crescer ou persistir a longo 

prazo (64).  

O granuloma é uma estrutura dinâmica composta por uma gama de células 

imunes distintas, sendo um agregado central de macrófagos infectados e não 

infectados, estes em vários estágios de maturação (44). Frequentemente, estas 

células podem sofrer uma alteração epitelioide, tornando-se macrófagos espumosos 

ricos em lipídeos, uma vez que o Mtb gera o acumulo de colesterol como principal 

fonte de nutriente, ou se fundir gerando células gigantes multinucleadas (64). Estes 

macrófagos possuem uma alta variedade fenotípica no granuloma, secretando 

compostos antibacterianos, citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, 

quimiocinas e proteínas relacionados ao remodelamento tecidual (65). Justapostos 

ao anel central de macrófagos, DCs, neutrófilos, células T Natural Killers (NKT) e 

linfócitos T γ/δ, CD8 (CTL), CD4 (Th1, Th17 e T regulatórias) e B, associados a 

fibroblastos e a componentes da matriz extracelular, como colágeno, formam uma 

borda fibrótica periférica que circundam a estrutura (48, 66). Essa composição 

celular torna esse microambiente carente tanto de oxigênio (hipóxia), regulado por 

moléculas, como NO (67), quanto de nutrientes, em que as células centrais sofrem 

necrose caseosa, formando um núcleo granulomatoso acelular, inibindo a respiração 

aeróbia e o crescimento do bacilo (Figura 7) (68). 

Os granulomas possuem heterogeneidade e além de caseoso clássico, pode 

se apresentar como estrutura não necrosante (composto por poucos linfócitos), 

necrótico rico em neutrófilos ou com uma composição predominantemente cavitária 

ou fibrótica (64). Além disso, granulomas podem variar de acordo com sua 

composição celular, carga bacteriana e níveis de oxigênio, dentro de um mesmo 

indivíduo (64). Ainda, um granuloma calcificado é caracterizado por ser derivado de 

uma resposta imune eficiente e menos inflamatória, quando comparado a outros 

tipos de granuloma (65). 

 

Figura 7: Ilustração do processo de patogênese do Mycobacterium tuberculosis (Mtb). 
Fonte:(6). 
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Encontram-se no centro do granuloma citocinas pro-inflamatórias, peptídeos 

antimicrobianos e ROS, enquanto que na periferia, citocinas anti-inflamatórias e 

mediadores teciduais são evidenciados (44, 65, 69). Quanto à celularidade, os 

linfócitos T constituem uma rede multifuncional dentro do granuloma, sendo 

responsáveis por secretar IL-2, IL-17, IL-10, IFN-γ e fator de necrose tumoral (TNF), 

estando estas duas últimas associadas com a formação e manutenção do 

granuloma (70). O TNF está principalmente associado à indução de uma 

tempestade de citocinas, na qual uma gama de quimiocinas são secretadas para 

recrutar leucócitos, como monócitos, fibroblastos, células T e B, dentre outras, para 

a formação dessa estrutura (71). Já IL-10 e IL-17, presentes em conjunto no 

granuloma, estão associadas com a estabilidades deste, e melhores chances de 

depuração do bacilo (72). 

A funcionalidade de linfócitos, assim como sua capacidade de interação com 

DCs e macrófagos infectados no granuloma, pode influenciar na contenção ou 

disseminação do bacilo (64). Uma vez que células componentes desse estrutura, 

como DCs e linfócitos T, têm a capacidade de apresentação e reconhecimento, 

respectivamente, estas são cruciais no destino deste arcabouço (73). Por ser uma 

estrutura dinâmica, o granuloma apresenta a renovação de grupos celulares 

constantemente, no qual 10-80% das células de seu interior são substituídas no 

intervalo de uma semana (74). Schreiber e colaboradores observaram que DCs 

possuem uma taxa de 50% de renovação no granuloma após uma semana (75). De 

interesse, as DCs possuem a capacidade de migrar do sítio de infecção 

granulomatoso para os linfonodos, recrutando constantemente linfócitos T para 

reestruturação do granuloma, tanto em um cenário agudo, quanto no crônico (75). 

Uma vez que o indivíduo adquire TB ativa, este pode possuir inúmeros 

granulomas incapazes de conter a infecção (71). Isso se deve ao fato de DCs 

infectadas carrearem a micobactéria para o sítio exterior de um granuloma, com 

estas células entrando em contato com linfócitos antígeno-específicos (71). Por sua 

vez, estes induzem a disseminação da inflamação granulomatosa, podendo 

acarretar a formação de mais granulomas (71). Através de uma resposta pró-

inflamatória exacerbada e descontrolada, pode haver ainda a dissolução da 

estrutura do granuloma, liquefação do centro caseoso e, por sua vez, a 

disseminação do bacilo no parênquima pulmonar ou para outros órgãos, causando 

aumento da inflamação e injúria tecidual (65, 76) e iniciando a formação de novos 
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granulomas (Figura 7). Cada granuloma possui características inflamatórias únicas, 

quantidade peculiar de células, padrões distintos de citocinas, carga bacilar e 

capacidade de contenção de bacilos, tudo em um único hospedeiro (69). Essas 

características estão relacionados à capacidade de resposta imune do hospedeiro, 

ditando assim, o sucesso ou não da formação e contenção do granuloma (69, 70). 

A infecção pelo Mtb pode ocasionar doença ativa, sintomática, ou latente, 

assintomática (44). Nesta última, o indivíduo não apresenta manifestações clínicas 

típicas da TB, porém ainda possui a capacidade de disseminar o bacilo, em uma 

proporção menor quando indivíduos com a doença ativa (44, 77). Na forma de LTBI, 

com o Mtb dormente dentro do granuloma, o indivíduo possui uma reatividade forte 

aos antígenos micobacterianos, seja pelos testes cutâneo do PPD ou pelo IGRA (44, 

77). Mundialmente, a LTBI engloba cerca de 90% das infecções por TB, em que os 

indivíduos têm sucesso na contenção da infecção, mas não na eliminação do bacilo 

(77). Entretanto, cerca de 10% daqueles com LTBI têm chances de reativação da 

doença ao longo dos anos. Estes indivíduos que possuem LTBI são caracterizados 

como reservatórios de disseminação da infecção por Mtb (44, 65). 

Indivíduos que possuem a LTBI podem vir a ter baixas chances de 

desenvolver novamente a TB, ou ter a infecção eliminada por completo através da 

imunidade esterilizante, ambos relacionados com o sucesso de manter o centro do 

granuloma em estado de hipóxia (44, 78). Entretanto, aqueles mecanismos que 

propiciam aos indivíduos com LTBI a reativação ou não desta enfermidade ainda 

não estão bem elucidados (77). 

Aquelas comorbidades já anteriormente destacadas, podem propiciar a 

progressão de indivíduos com LTBI para TB ativa (27). Outras comorbidades podem 

levar as alterações do sistema imune do hospedeiro, sendo elas cânceres, 

medicação imunossupressora, infecções helmínticas e doenças pulmonares 

obstrutivas crônicas (48, 79). Em adendo, os pacientes HIV-positivos com LTBI 

possuem as maiores chances desenvolver a TB ativa (64, 80). Assim, o HIV é a 

principal comorbidade relacionada ao desenvolvimento de TB, devido à depleção ou 

má funcionalidade de linfócitos T do hospedeiro, no qual o sistema imune por sua 

vez, se encontra prejudicado para responder eficientemente ao Mtb (64, 80). Por 

consequência, a estrutura celular do granuloma é desfeita, e o bacilo ganha 

novamente a sua capacidade de se replicar e infectar novas células, levando o 

indivíduo a desenvolver sintomas e sinais clínicos de TB ativa (44). Para piorar este 
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cenário, junta-se a capacidade de disseminar novamente o Mtb no meio ambiente, 

podendo infectar potencialmente novos hospedeiros (66). 

1.1.7 Imunopatogenia 

Uma vez que macrófagos alveolares são o primeiro grupo celular da resposta 

imune a ter contato direto com o Mtb nos alvéolos pulmonares, eles desempenham 

um papel crucial na tentativa de se evitar que seja estabelecida a infecção primária 

nos pulmões (81). Através de PAMPs do Mtb, como glicoproteínas, carboidratos, 

dentre outras moléculas reconhecidas por PRRs, como TLRs, receptores do tipo  

Lectina-C (CLRs) e receptores do tipo Nod (NLRs), acredita-se que se estabeleça o 

reconhecimento primário deste patógeno (81).  

Dentre os CLRs em macrófagos, pode se evidenciar receptores de manose, 

que reconhecem estruturas do Mtb, como LAM e LAM manosilado (ManLAM) (82). 

Este receptor está associado à sobrevivência do Mtb, uma vez que sua ligação a 

ManLAM está envolvida na ausência da fusão do fagossomo com o lisossomo, 

propiciando a persistência do patógeno (83). Em contrapartida, a ausência de CLRs 

culmina em macrófagos mais propensos à infecção, e consequente sobrevivência do 

bacilo (84-86). O CLR Mincle também é expresso na superfície de macrófagos; este 

reconhecendo a estrutura TDM presente na parede do Mtb (15). Já os NLRs são 

responsáveis por reconhecer peptidioglicanos, tendo sido evidenciado que 

macrófagos alveolares ativados por NOD-2 apresentam controle de crescimento 

bacteriano. O TLR2 também reconhece componentes micobacterianos, como 

ManLam, LAM, peptideoglicanos e lipoproteínas, enquanto que o TLR4 é ativado 

pela proteína de choque térmico hsp65, secretada pelo Mtb (87, 88). De um modo 

ou de outro, este cenário leva à expressão de NO, IL-1β, IL-12 e TNF-α, através do 

fator de transcrição NF-κB (89-91). 

Uma vez que os PAMPs são reconhecidos pelos macrófagos alveolares, uma 

série de mediadores pró-inflamatórios são secretados, como IL-1β, IL-1α, IL-12, IFN-

γ, TNF-α e MIP-1α/CCL3, recrutando mais leucócitos para o sítio de inflamação (81). 

Estas moléculas são cruciais para o controle da infecção pelo Mtb durante o 

estabelecimento da resposta imune adquirida (81). Como já dito, a expressão de 

TNF é crucial para a manutenção do granuloma (92) e pode induzir a expressão de 

NO e ROS, duas moléculas com propriedade microbicidas capazes de matar o 

bacilo (92). O IFN-γ secretado por macrófagos no sítio de inflamação está 

relacionado à indução de iNOS (93). Porém, este último tem a capacidade de 
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suprimir a secreção de IL-1β e IL-1α, bem como estimular a produção de IL-10 em 

macrófagos vizinhos. Isto se caracteriza em uma tentativa de não induzir uma 

inflamação excessiva, que também se traduz em um mecanismo de escape deste 

patógeno (94). 

Lastrucci e colaboradores demonstram que macrófagos humanos 

diferenciados in vitro de monócitos CD16+ de pacientes com TB possuem 

propensão espontânea de gerar um fenótipo anti-inflamatório M2, influenciando 

negativamente a resposta imune contra o patógeno (95). Inclusive, o Mtb apresenta 

em sua parece celular um glicolipídio fenólico que induz macrófagos residentes do 

pulmão à secretarem CCL2, assim atraindo monócitos CCR2+ com fenótipo M2 para 

o sítio de infecção (96). Neste processo, ocorre a transferência bacteriana, 

culminando na sobrevivência, replicação e disseminação do bacilo (96), e os 

monócitos CCR2+ serão importantes para translocar bacilos até linfonodos, sem 

realizar a apresentação antigênica (96). Naquele nicho, as DCs irão realizar a 

absorção do bacilo e apresentar epítopos do Mtb para células T CD4, evidenciando 

assim uma complexa rede de interações que visa uma ótima apresentação 

antigênica (97). Por outro lado, o Mtb possui a capacidade de reduzir a expressão de 

MHC de classe II (MHC-II) em macrófagos, através da lipoproteína 19-kDa ligante do 

TLR2, reduzindo assim esta apresentação antigênica (98). 

Outros componentes da parede celular do Mtb, como ácido micólico, 

arabinogalactanos e peptideoglicanos, são reconhecidos por receptores de 

citotoxicidade natural de células Natural Killers (NK), como o NKp44 e TLR2. Desta 

forma, células NK, que reconhecem essa gama de compostos, tornam-se ativadas e 

secretam IFN-γ, adquirindo a capacidade de lisar células infectadas com o bacilo 

(99). Células NK são capazes de ativar macrófagos via secreção de grânulos 

contento granzimas e perforinas (81). Durante a infecção do Mtb, neutrófilos também 

são atraídos para o sítio de infecção nos pulmões a partir de CXCL5, um ligante de 

CXCR2 (100). Estas células são responsáveis por liberarem uma série de 

mediadores, como elastase, colagenase e mieloperoxidase, todos agindo contra o 

patógeno (101). Em neutrófilos, o CD73 limita o influxo destes aos sítios de 

infecções pulmonares, sem que haja um crescimento bacteriano efetivo (102). O Mtb 

também é capaz de induzir a necrose dos neutrófilos, através de um fator de 

virulência da região de diferença 1 (RD-1), gerando o acumulo de Ca2+ e a formação 

de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) (103, 104). 
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Neutrófilos infectados por Mtb têm a capacidade de induzir a migração de 

DCs até os linfonodos (105). Uma vez realizada a depleção experimental de 

neutrófilos, ocorre um aumento progressivo de DCs infectadas por Mtb em pulmões 

de camundongos, que por sua vez, tem sua taxa de migração para os linfonodos 

prejudicadas, sugerindo que neutrófilos em processo de apoptose têm um papel 

fundamental na migração de DCs (105, 106). As DCs reconhecem alguns 

componentes da parede celular das micobactérias, como a lipoproteína lprGe e 

LAM, ambos pelo receptor DC-specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing 

nonintegrin (DC-SIGN) (107, 108). Moléculas do Mtb, como PE27, uma proteína de 

membrana pertencente à família de proteínas pp, consistindo em aproximadamente 

10% dos genes codificadores no genoma Mtb,  é capazes de induzir a produção de 

uma série de mediadores pró-inflamatórios em DCs, como IL-12p70, TNF-α, IL-1βe 

IL-23p19, todos gerando uma resposta imune adaptativa predominante para os 

perfis Th1 ou Th17 (109, 110). Novamente, como forma do Mtb evadir o sistema 

imune através de ManLam, observa-se a indução de IL-10 e a inibição de IL-12, 

prejudicando a maturação de DCs e a expressão de moléculas coestimulatórias 

(111). 

 As DCs possuem um papel fundamental na ativação da imunidade adaptativa, 

uma vez que são as principais APCs profissionais do sistema imune (45). Esse 

grupo celular apresenta marcadores, como CD80, CD86, MHC-II e CD11c, 

relacionados à ativação da imunidade adaptativa e ao controle bacteriano (112). A 

depleção de DCs CD11c+ prejudica a ativação de células T CD4 durante a infecção 

por Mtb (112). DCs localizadas no pulmão apresentam elevada expressão de 

CD11c, e vários níveis de expressão de CD103 após a infecção pelo Mtb (94). As 

DCs ativadas estão localizadas no parênquima pulmonar em maior concentração, 

quando comparadas à vasculatura pulmonar (113). As mesmas produzem IL-1α, 

TNF-α,IL-1β, IL-12 e iNOS em franca resposta ao bacilo (94, 106).  

DCs maduras migram para os linfonodos através de CCR7, que reconhece o 

gradiente quimiotático de CCL19 e CCL21 e assim como na presença de IL-12, 

auxiliam na migração deste grupo celular (62, 114). O Mtb reduz a expressão do 

gene associado a migração de DCs ASAP1, gerando uma apresentação antigênica 

deficiente por estas células (115). Hava e colaboradores observaram que o Mtb 

possui uma notável capacidade de induzir uma expressão rápida de MHC-II, antes 

dos antígenos do bacilo serem processados pelas DCs (116). Em um evento 

subsequente, ocorre a interrupção da síntese de novo de novas moléculas de MHC-
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II, limitando o carreamento de antígenos extracelulares a para apresentação 

antigênica, assim gerando um processo de maturação mal coordenado (116). 

Entretanto, as DCs são capazes de realizar alternativamente a apresentação 

antigênica de compostos lipídicos desta micobacteria via CD1 (116). Como maneira 

de otimizar a apresentação antigênica nos linfonodos, as DCs secretam antígenos 

não processados deste patógeno, para serem fagocitados por DCs residentes 

naqueles nichos, assim potencializando a ativação de células T CD4 naive (117). 

 O Mtb é capaz de gerar o extravasamento do conteúdo do fagolisossomo, via 

inserção das proteínas ESAT-6 e o CFP-10 na membrana da organela. Por esta 

razão, estes antígenos imunodominantes entram na via citosólica da apresentação 

antigênica, sendo carregados em moléculas de MHC de classe I (MHC-I) para serem 

reconhecidos por linfócitos T CD8 (118). As proteínas da família PE-PGRS do Mtb 

suprimem a ativação de MHC-I, pois atuam na inibição da degradação de compostos 

ubiquitinados pelo proteassoma e, consequentemente, reduzem a geração de 

peptídeos antigênicos (119). 

Células T CD4 interagem com macrófagos infectados pelo Mtb no sítio de 

infecção, no intuito de conter a disseminação do bacilo (106). Diferentes populações 

de células T CD4 expressando o CXCR3 agem para o controle da infecção, 

possuindo a capacidade de migrar para os parênquimas pulmonares rapidamente 

(106, 120). Da mesma forma, estas possuem alta capacidade de replicação, 

expressando CD69 e PD-1. Outros linfócitos T CD4 expressam o CX3CR1 e se 

localizam na região intravascular pulmonar, apresentando altos níveis de 

marcadores, como o KLRG1 expressos em células NK, o que indica fenótipo 

diferenciado terminal ou senescente (120). Em particular, este último grupo celular 

apesar de produzir quantidades elevadas de IFN-γ, possuem pouca capacidade de 

migrar para o parênquima pulmonar, reduzindo assim sua capacidade protetiva 

contra o Mtb (120). Células exercendo migração para os parênquimas pulmonares 

possuem função mais relevante no controle da carga bacteriana e da disseminação 

do patógeno, do que as células que são apenas secretoras de IFN-γ na região 

intravascular pulmonar (64, 106, 120). 

Os linfócitos do tipo Th17 desempenham um papel importante em conjunto 

com aqueles do perfil Th1 no controle do Mtb, pois a ausência de IL-17 promove o 

aumento da carga bacteriana (121). O perfil Th17 é diferenciado na presença de IL-

6, IL-1β e IL-17, e mantido na presença de IL-23 (122). Este perfil está relacionado 

ao recrutamento de células do tipo Th1 e neutrófilos para os granulomas com nível 
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de hipoxia reduzido e para a formação de folículos de células B em infecções tardias 

(123-126). 

A apoptose é um mecanismo de morte celular programada e controlada, 

gerando pouca injuria tecidual e relacionado à apresentação antigênica eficiente 

(45). A apoptose pode ser ativada pela via extrínseca, em que ligantes, como TNF e 

FAS/CD95, irão iniciar a cascata de apoptose, ou pela via intrínseca, ativada pela 

mitocôndria (81). Entretanto, o Mtb possui mecanismos de evasão da apoptose, 

gerando morte celular por necrose, em decorrência de antígenos anti-apoptóticos 

como PtpA e NuoG, beneficiando a disseminação desta micobacteria (127, 128). 

Ao longo da infecção pelo Mtb, NLRs, como o NLRP3 e AIM2, são ativados 

formando um complexo multiproteico denominado inflamassoma, responsável pela 

ativação de caspase-1, culminando na geração de IL-1β e IL-18 bioativas (81). 

Todavia, o Mtb é capaz de modular negativamente a ativação do inflamassoma, 

através de proteínas secretadas, como a Zmp1, sendo está relacionada a inibição da 

ativação da via de caspase-1, consequentemente, impedindo à secreção de IL-1β e 

IL-18 (129). Estudos evidenciaram que a infecção de macrófagos por Mtb deletado 

do gene Zmp1, foi capaz de ativar o inflamassoma e consequentemente, secretar IL-

1β e IL-18, gerando um maior nível de maturação do fagossomo e redução de carga 

bacteriana (129). 

O Mtb possui uma proteína secretora denominada metiltransferase de DNA 

(ou Rv2966c) que interage com histonas do genoma do hospedeiro, reorganizando o 

material genético (130). Assim, este mecanismo interfere na ação protetiva de genes 

do hospedeiro que codificam moléculas inatas, como a proteína C-reativa, 

relacionada a ativação do complemento e reconhecimento de patógenos (130). O 

Mtb também é capaz de subverter a resposta imune do hospedeiro ao seu favor, 

induzindo a produção de miR99b e miR-125a, estes capazes de inibir a síntese de 

TNF, maturação do fagolisossomo e produção de moléculas antimicrobianas (57). 

Em contrapartida, o Mtb induz a produção de miR-223, levando a síntese de CXCL2, 

CCL3 e IL-6, estas benéficas para o hospedeiro na resposta imune contra o 

patógeno (57). 

Assim, patógenos como o Mtb possuem a fantástica capacidade de evadir o 

sistema imune de diversas formas, caracterizando sua alta virulência, promovendo 

sua disseminação pelo hospedeiro e sucesso na infecção. Isso seria um reflexo dos 

milhares de anos da coevolução patógeno-hospedeiro, ambos se adequando aos 

diversos mecanismos de escape e defesa mutuamente (4, 98). 
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1.2 A vacina BCG 

A vacina BCG é um imunizante secular que contém um patógeno vivo 

atenuado, originado de uma cepa selvagem de M. bovis (131). Atualmente, esta é a 

única vacina licenciada e utilizada amplamente ao redor do globo no combate à TB 

(27). A vacina BCG é preconizada no calendário de vacinação infantil do Programa 

Nacional de Imunização (33). Esta corresponde ao imunógeno mais amplamente 

disseminado e aplicado no mundo, apresentando uma boa relação custo-eficácia no 

processo de prevenção das formas disseminadas e graves da TB em crianças (27). 

1.2.1 Histórico da vacina BCG 

Em 1900, a TB era responsável por inúmeras mortes. Os franceses Léon 

Charles Albert Calmette e Jean-Marie Camille Guérin do Instituto Pasteur em Lille, 

na França, em uma tentativa audaz de frear a disseminação desta enfermidade na 

Europa, iniciaram o desenvolvimento desta vacina (Figura 8). 

 

Figura 8: Fotografia de aspectos históricos no museu do Instituto Pasteur de Lille, França. 
Fonte: Acervo particular do orientador. 
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Primordialmente, o cultivo da cepa selvagem de M. bovis foi realizado em 

meio de cultura contendo glicerina e batata, sendo a bile de boi adicionada mais 

tardiamente (131). Este novo método proporcionava uma cultura mais homogênea e 

desprovida de agregados entre os bacilos presentes na cultura (131). Por sua vez, 

este composto foi responsável por reduzir a virulência bacteriana, sendo o primeiro 

passo para o desenvolvimento de uma vacina contra a TB, a partir de um organismo 

vivo atenuado (131). 

Em 1908, foi iniciado o cultivo desta cepa de M. bovis causadora de TB em 

bovinos (>90% de homologia ao Mtb) (132). Em 1913, Calmette e Guérin 

planejavam iniciar os ensaios de vacinação em gado. Porém, com o surgimento da 

Primeira Guerra Mundial, os ensaios foram suspensos. Todavia, apesar da 

ocupação alemã em Lille, o cultivo do M. bovis perdurou (131). Em 1919, após 230 

subculturas realizadas ao logo de 13 anos, Calmette e Guérin obtiveram uma 

micobactéria atenuada e desprovida da capacidade de causar TB em animais, como 

cavalo, gado, coelho ou porquinho-da-índia (131). Com isso, o nome deste 

imunógeno foi batizado de Bacilo de Calmette e Guérin Bilie, em que tempos depois, 

o nome Bilie foi omitido, dando origem ao nome atual da vacina BCG (131). 

Na Paris de 1921, foi iniciado o primeiro estudo da vacina BCG em humanos. 

Após o parto, uma mulher foi a óbito por complicações da TB, mas sua criança sadia 

foi vacinada com uma dose da vacina BCG pela via oral, sem que sequelas fossem 

observadas após a vacinação. A rota oral foi eleita por Calmette, levando-se em 

consideração a via natural de infecção pelo M. bovis (131). A partir de 1924, 

milhares de crianças também foram vacinadas e a BCG começou a ser produzida 

em larga escala, sendo adotada por diversos países europeus, como Espanha e 

Noruega (131). 

Uma vez que a vacina BCG fora distribuída pelo Instituto Pasteur de Paris ao 

redor do globo, esta foi submetida a diferentes métodos de cultivo variando a sua 

manufatura e seguindo passagens em tempos distintos, assim culminando em 

diferentes características microbiológicas, fenotípicas e genotípicas (133). Uma vez 

que não existiram normas padronizadas por agências reguladoras, houve o 

surgimento de diferentes subcepas parentais, apresentando diferentes padrões de 

viabilidade, perfis imunogênicos, reatogenicidade e virulência residual (131, 134). 

Em 1974, a OMS passou a recomendar que todos os países que produzissem a 

vacina BCG utilizassem o sistema de controle de qualidade internacional para 
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minimizar essas diferenças (135). Neste momento, notou-se o embrião de um 

serviço de controle de qualidade competente e público, com requerimentos para 

produção da vacina BCG liofilizada, assim como a implantação do sistema de lote-

semente (135). Este sistema tinha como finalidade manter um número mínimo de 

centros de produção e controle da vacina BCG, no intuito de minimizar a geração de 

novas subcepas, objetivando a padronização dos sistemas produtivos e de controle 

de qualidade destes imunógenos (135). 

1.2.2 Diversidades de cepas da vacina BCG 

Todas as cepas atuais da vacina BCG foram derivadas a partir de uma cepa 

única, denominada Pasteur original (131). Ao longo das diversas passagens 

seriadas realizadas para obter um patógeno vivo atenuado, houve uma importante 

deleção da RD-1 no genoma da micobactéria; está crucial para manter a virulência 

do M. bovis (131). Como já dito, a RD-1 codifica proteínas imunodominantes que 

fazem parte do sistema de secreção ESX-1, como ESAT-6 e CPF-10 (132). Estudos 

demonstraram que a vacina BCG recombinante com o fragmento deletado do gene 

RD-1 reinserido em seu genoma, possui um aumento da imunogenicidade, assim 

como da virulência, entretanto, não é observado aquisição de virulência em sua 

totalidade. Assim, sugere-se que outros fatores genéticos também influenciam no 

resultado obtido (132, 136). 

As primeiras repartições das cepas filhas obtidas a partir da cepa Pasteur 

original foram a BCG Russa, obtida em 1924; a cepa BCG Moreau e BCG Tokyo, em 

1925; BCG Sweden, em 1926, e a BCG Birkhaug em 1927 (133). Inicialmente, as 

cepas de BCG foram classificadas e, depois, agrupadas, segundo um padrão 

característico (133, 137). Via de regra, as três cepas mais antigas e próximas da 

cepa Pasteur original possuem a RD-2 intacta em seu genoma (133). Por sua vez e 

dentre estas do Grupo-I, a BCG Moreau apresenta a RD-16 ausente (137). Após 

1927, surgiram as cepas de BCG recentes dos Grupos-II a IV, como a BCG Glaxo, 

BCG Praga e BCG Dinamarquesa (133). Com o passar dos anos, mais de 24 

subcepas surgiram e são utilizadas nas campanhas de vacinação em diferentes 

partes do globo (133, 138).  

As cepas são divididas segundo os tandem de duplicação (DU), 

caracterizados por apresentarem duplicações cromossômicas, em que estas novas 

regiões podem sofrer mutações, uma vez que as funções básicas são providas pela 
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outra cópia, gerando, assim, novos fenótipos, e por sua vez, diferentes DUs (139) 

(Figura 9). 

 

Figura 9: Genealogia das cepas da vacina BCG ao longo dos anos, evidenciando suas Regiões de 
Deleção (RD) e os grupos identificados com os Tandem de Duplicação (DU). 

Fonte: adaptado de (138, 140) 

 

As principais cepas dos lotes-semente utilizadas na atualidade são a BCG 

Moreau, BCG Dinamarquesa, BCG Glaxo (derivada da BCG Dinamarquesa) e a 

BCG Pasteur 1173 P2 (cepa liofilizada em 1961, após 1.173 passagens) (133). As 

vacinas BCG do grupo-I apresentam expressão de antígenos, como MPB64, MPB70 

e MPB83, sendo caracterizados como o grupo mais imunogênico. Devido à mutação 

no gene SigK, as cepas BCG dos grupos-II a IV não apresentam esses antígenos 

supracitados (135, 140, 141). Outros genes, como IS6110, estão presentes em um 

grupo seleto de cepas de BCG (DU2-I) e, este gene, possui a região promotora de 

componentes, como phoP-phoR, gerando moléculas imunogênicas, porém ausentes 

nas demais cepas de BCG (133, 140). Ao longo dos anos, foram evidenciadas 

outras modificações genéticas nas atuais cepas de BCG, quando comparadas com a 

cultura Pasteur original, como outras RD e polimorfismos de nucleotídeo único, 

assim como sequencias de inserção e deleção gênicas (133). 



27 

As culturas dessas diferentes cepas de BCG ao redor do mundo, propiciaram 

a aquisição das diferentes características quanto a sua viabilidade, virulência, 

imunogenicidade e efeitos heterólogos (142). Angelidou e colaboradores 

compararam as cepas BCG Dinamarquesa, Japonesa, Indiana, Búlgara e Tice, 

quanto à seu crescimento e resposta imune (142). Assim, as cepas apresentaram 

diferenças quanto a capacidade de crescimentos em meios de cultura específicos, 

como 7H9 e 7H11, integridade de parede celular, assim como concentração de RNA 

(142). Os autores destacaram que a quantidade de colônias viáveis, quantificadas 

através do CFU, está relacionada com a capacidade de indução de IL-1β, TNF-α, 

IFN-γ e G-CSF (142). Em nosso grupo, nós também já evidenciamos diferentes 

perfis de imunomodulação entre cepas de BCG, comparando BCG Moreau, 

Dinamarquesa e Pasteur (143), e mais recentemente, a BCG Russia (144). A BCG 

Moreau foi capaz de induzir níveis de apoptose elevados em monócitos humanos, 

quando comparado às demais cepas de BCG em amostras de adultos sadios e de 

cordão umbilical de recém-natos (143). Além disso, a BCG Moreau foi capaz de 

induzir níveis elevados de citocinas do perfil Th1, como IL-2, TNF-α, GM-CSF e IFN-

γ em adultos sadios. No entanto, não se encontrou diferenças naquele grupo de 

amostras de neonatos (143). Em resumo, as diferentes características das cepas da 

vacina BCG têm o potencial de  estimular diferencialmente o sistema imune, sendo 

este mecanismo potencial para induzir diferentes padrões de proteção relacionados 

à TB. 

1.2.3 A vacina BCG no Brasil 

Em 1925, a cepa BCG Moreau chegou ao Brasil após uma viagem atribulada 

e pouco conhecida, a partir da distribuição mundial feita pelo Instituto Pasteur de 

Paris (137). Esta cepa foi trazida pelo uruguaio Dr. Júlio Elvio Moreau e deixada sob 

os cuidados do baiano Dr. Arlindo Raimundo de Assis, no Rio de Janeiro (137). Até 

1930, a vacina BCG foi produzida pelo Instituto Vital Brasil, em Niterói (137). Após, 

houve um convite feito pelo ministro Ataulpho de Paiva para que a produção e 

experimentos envolvendo a vacina BCG Moreau fossem desenvolvidos pela Liga 

Brasileira de Combate à TB, atual Fundação Ataulpho de Paiva (FAP). Até o ano de 

2017, a FAP desempenhou um papel fundamental na produção e distribuição da 

vacina BCG Moreau em território nacional, sendo responsável por 5% da produção 

mundial deste imunógeno, atualmente o pais utiliza a cepa BCG russa (137). 
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Em 1929, o Brasil realizou a vacinação em recém-nascidos com três doses 

em dias alternados. De 1945 a 1946, Dr. Arlindo de Assis estabeleceu a vacinação 

recorrente da BCG, em que o recém-nascido era imunizado com uma dose por mês, 

durante seis meses (137). A racional deste esquema vacinal estaria atrelada 

principalmente à prevenção de doença nos indivíduos contactantes de pacientes 

com TB ativa (137). Entretanto, a aplicabilidade deste esquema era falha no âmbito 

nacional, devido à dificuldade de acompanhamento e repetição das doses de 

maneira efetiva. A partir de 1947, foi estipulada a imunização de recém-nascidos 

com apenas uma dose da vacina BCG Moreau por via oral (137). 

No Brasil, a via oral foi utilizada até 1968, quando a via intradérmica (ID) foi 

introduzida. Esta mudança também pode ser explicada pelo acidente ocorrido em 

Lübeck, na Alemanha (131). Neste triste episódio de 1930, tanto o Dr. Georg 

Deycke, quanto o Dr. Ernst Altstaedt, foram responsabilizados por vacinarem por via 

oral e erroneamente, 256 recém-nascidos com uma cepa de Mtb, levando ao óbito 

75 destes (131). Da mesma forma, a alegada ausência de resposta imune ao PPD 

pelo teste cutâneo quando se administra o BCG pela via oral, quando comparada a 

aplicação pela via ID, fez com que a vacina BCG  seja utilizada, desde então, via ID 

de maneira empírica, sem ensaios clínicos adequados (137). 

1.2.4 Eficácia da vacina BCG 

Desde o início dos ensaios clínicos, vem sendo proposto que a proteção 

fornecida pela vacina BCG é limitada (132). Este imunógeno é responsável por 

proteger crianças contra as formas disseminadas e graves da TB, como a meningite 

e a miliar. A vacina BCG pode gerar proteção parcial contra a TB pulmonar, variando 

entre 0 a 80% em crianças. Porém, a mesma falha em conferir esta mesma proteção 

em adultos (132, 134). Uma hipótese para esta possível falha envolve o estimulo 

insuficiente das células T CD8 e a duração restrita da memória imunológica (145, 

146). Isto poderia ser devido a um estado inadequado de ativação de DCs e de 

mecanismos de evasão explorados pelo patógeno. Em adição, a persistência 

contínua da vacina BCG no organismo, após a imunização, poderia induzir anergia 

ou o esgotamento da resposta imune das células T (147). 

A imunidade contra a TB conferida pela vacina BCG se reduz ao longo dos 

anos (148). A perda da imunidade pode ser explicada  pelo contato do indivíduo com 

NTM, as quais podem gerar uma imunidade prévia, mascarando o efeito da vacina 

(148). Por conta desse fator, adultos vacinados com o BCG e que foram expostos 
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anteriormente ás NTM, possuem uma resposta imune deficiente aos antígenos 

vacinais, quando comparados às crianças que ainda não foram expostas ou aos 

adultos habitantes de países de altas latitudes (132, 148). O contato com NTM 

previamente a esta vacinação pode inibir a replicação do BCG, devida à existência 

de uma resposta imune protetora já pré-estabelecida. A replicação do M. bovis seria 

um pré-requisito para o desenvolvimento de uma memória imunológica adequada 

(149). Além das hipóteses supracitadas, outros fatores mutualmente exclusivos 

também podem influenciar na geração de imunidade contra a TB, como a 

variabilidade genética e bioquímica das diferentes cepas, a rota de administração, a 

dose, a desnutrição, dentre outros (141). 

Além da imunidade gerada contra a TB, a vacina BCG induz uma imunidade 

heteróloga ou fora do alvo, já tendo sida caracterizada por ser uma imunidade 

inespecífica. A vacina BCG pode prevenir pneumonia, reduzindo o risco de morte 

por esta enfermidade (150). A mesma também é capaz de gerar imunidade treinada, 

um tipo de memória imunológica inata, através de reprogramação epigenética, 

conferindo efeitos benéficos contra patógenos virais, como o SARS-CoV-2 (151). A 

vacina BCG também é utilizada nos tratamentos para diabetes, asma e esclerose 

múltipla, assim como também faz parte do processo de imunoterapia para câncer de 

bexiga, sendo um adjuvante padrão-ouro (152, 153). 

1.2.5 Imunologia da vacina BCG 

Uma vez realizada a aplicação pela via ID da vacina BCG na região deltóide 

direita, células residentes da epiderme, como macrófagos e neutrófilos, são 

recrutadas para o sítio de inoculação (154). Os neutrófilos são os primeiros fagócitos 

a migrarem para o local, em que, uma vez em contato com a vacina BCG,  

aumentam sua capacidade de adesão através da modulação de integrinas CD11b e 

CD18, assim como também aumentam a secreção de IL-1α, IL-1β, IL-8, TGF-β e 

CCL2 (154). Este último evento acarreta na atração de monócitos para sitio de 

aplicação da vacina, culminado na diferenciação destes em macrófagos, além de 

recrutar macrófagos residentes, primando fagócitos de vida longa (154). Uma vez 

que os neutrófilos recrutem para este sítio fagócitos de vida longa, estes irão 

reconhecer o imunógeno através de PRRs, como TLR2 ou 4, que, 

subsequentemente, secretarão mediadores pro-inflamatórios, como IL-1β, TNF-α e 

IL-6, e induzirão a proliferação de linfócitos do tipo Th1, ativando a capacidade 

microbicida dos macrófagos (155). 
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Os neutrófilos possuem a capacidade de fagocitar o BCG e migrar até os 

linfonodos, uma vez que estes apresentam CCR7 (156). Lá, as DCs serão capazes 

de fagocitar esses neutrófilos e, por apresentação cruzada, ativar linfócitos T de 

modo mais eficiente (154). Isto ocorre, pois aqueles neutrófilos migrantes irão 

possuir um retardamento no processo de apoptose espontânea, aumentando a 

ativação de vias relacionadas ao processo de apresentação antigênica. Portanto, os 

neutrófilos possuem um papel importante no estabelecimento da resposta imune 

adaptativa frente à vacinação com BCG (154). 

 As DCs são capazes de reconhecer PAMPS através de diversas moléculas, 

como CD11b, CD11c, TLR2, TLR4 e CD209 (45). O CD209 é crucial na resposta 

imune frente a este imunógeno, pois o bloqueio deste leva a uma redução de 

interação de DCs com o BCG (157). Uma vez que este reconhecimento seja 

realizado, as DCs se tornam maduras e apresentam um serie de marcadores de 

ativação, como CD80, CD86, CD40 e MHC-II (157). Por suas vezes, essas DCs 

maduras secretam IL-1β, TNF-α e IL-6, polarizando a resposta imune para um perfil 

pro-inflamatório (45). 

 De maneira resumida, dois tipos principais de linfócitos T serão primados nos 

linfonodos: T CD8 e T CD4. Os linfócitos T CD8 apresentam um papel fundamental 

no controle da carga bacteriana, seja pela ação da degranulação de proteínas 

citotóxicas e produção de IFN-γ, bem como pela capacidade de induzir apoptose de 

células infectadas via FasL-Fas (158). Nesta última, células vizinhas serão capazes 

de eferocitose e procederem na apresentação cruzada, uma maneira mais efetiva de 

estimular esta imunidade adaptativa (157, 158).  Já os linfócitos T CD4, uma vez 

ativados, podem adquirir perfis Th1 e Th17, estes cruciais em auxiliar na contenção 

de uma futura infecção por micobactérias. De interesse, a IL-17A ainda possui um 

papel importante para sustentar a produção de IFN-γ (157). Destarte, outros perfis 

de linfócitos T podem ainda ser induzidos pela vacina BCG, como linfócitos T 

regulatórios e CD1-restritos (157). 

A vacina BCG é capaz de induzir a produção de anticorpos por células B. 

Porém, uma vez que o Mtb é um patógeno intracelular, esta ações humorais de 

caráter vacinal podem ser limitadas (157). Entre 4 e 8 semanas, a vacina BCG é 

capaz de induzir a secreção de IgM, IgG e IgA (159). Tanto IgM, quanto IgG, são 

responsáveis pela opsonização do patógeno, impedindo assim que este infecte 

células quando em ambiente extracelular. Já IgA e IgG são capazes de aumentar a 

fagocitose de micróbios e medeiam o efeito citotóxico de células T efetoras (157, 
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159). Após a resposta imune induzida pela vacina BCG, linfócitos B de memória e de 

vida longa são gerados para combater a infecção mais rapidamente, auxiliando em 

uma futura infecção por Mtb via anticorpos específicos produzidos de maneira 

precoce (159). 

O BCG morto ainda possui a capacidade de induzir protetividade, mesmo 

perdendo uma de suas principais características de patógeno vivo atenuado (160). A 

vacina BCG inativada por irradiação γ foi utilizada como reforço, sendo capaz de 

promover resposta imune em modelos murinos (160). Através da ativação de 

linfócitos do tipo Th1,  um aumento de proteção foi observado após o desafio com a 

cepa virulenta HN878 do Mtb (160). A vacina BCG está relacionada à indução de 

imunidade treinada, em que células da imunidade inata sofrem reprogramações 

epigenéticas, assim como à respostas contra patógenos não relacionados, evento 

conhecido como imunidade heteróloga (161). Os monócitos previamente expostos a 

mesma vacina BCG inativada também foram capazes de secretar IL-6 e TNF-α uma 

semana após o contato com o imunógeno, via re-estímulo com LPS (162). Ademais, 

estes monócitos sofreram metilações de histonas na região promotora H3K4, 

evidenciando assim a imunidade treinada (162). Este mesmo BCG também foi capaz 

de induzir IL-17, IFN-γ e IL-22, na presença de patógenos, como Candida albicans e 

Staphylococcus aureus, demonstrando o efeito heterólogo da vacina BCG (162). 

Adicionalmente, a vacina BCG inativada por calor também foi capaz de ativar 

o sistema imune, sendo neste caso, um aumento de expressão de TNF-α e IL-10 em 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) (163). Este método de 

inviabilização da vacina BCG ainda pareceu induzir reposta imune em macrófagos 

derivados da linhagem celular da leucemia monocítica aguda humana THP1, com a 

secreção de IL-6, IL-1β, TNF-α, MIP-1α e MIP-1β (164). A mesma formulação 

também foi capaz de ativar células NK CD56+, induzindo ação antitumoral contra 

células de câncer de bexiga através da liberação de grânulos (165). Ademais, este 

BCG também foi capaz de reverter uma reação de hipersensibilidade imediata ou do 

tipo-I experimental, com redução importante e concomitante da eosinofilia e de IL-5, 

com aumento de níveis de IFN-γ (166). Esta formulação quando combinada com 

adjuvante, como L3 Eurocina, foi capaz de gerar imunidade protetora ao nível de 

célula T e no mesmo patamar que a vacina BCG viva, possuindo ainda a capacidade 

de induzir IFN-γ, assim como a presença de IgG (167). As DCs, quando em contato 

com aquela formulação, foram capazes de secretar TNF-α, MCP-1, RANTES e IL-1β 

(168). No caso do mesmo sistema, agora em co-cultura com linfócitos T autólogos, 
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observou-se a capacidade ímpar de induzir a ativação destes últimos, estimulando 

aumento de ambos perfis Th1 e Th17 (168).  

Além da vacina BCG, já foi demonstrado que M. vaccae e M. obuense, 

inativadas pelo calor, foram capazes de induzir repostas imunes protetoras através 

da expressão de TNF-α, IL-12 e IL-1β por DCs convencionais (cDCs) (169). Por 

suas vezes, estas últimas foram capazes de induzir a ativação de linfócitos T γδ 

secretores de IFN-γ e TNF-α, bem como granzima B (169). 

Notoriamente, e mesmo sofrendo processos de inviabilização, a vacina BCG 

conserva características imunogênicas capazes de elicitar respostas imunes 

protetoras (170). Provavelmente, mesmo perdendo seu caráter replicativo, os 

constituintes da parede celular do BCG, como ácidos micólicos, arabinogalactanos e 

peptidioglicanos, ainda seriam capazes de ativar grupos de células imunes inatas, 

como as DCs, através da indução de marcadores de ativação, como CD80, CD40, 

CD86 e CD83, assim como secreção de IL-6, TNF-α e IL-12 p40 (170). Além disso, 

esses componentes também seriam capazes de induzir genes como IL-1α, IL-8 e 

CCL20 (171). Assim, as micobactérias inativadas ainda seriam muito bons 

adjuvantes, sendo um excelente e clássico exemplo, o adjuvante completo de 

Freund (170). 

Decerto, a inativação por irradiação γ preserva a atividade metabólica deste 

imunógeno, variando de 37% a 94%, enquanto a inativação por calor apresenta 

resquício mínimo, ou nenhuma atividade metabólica, dependendo da temperatura de 

exposição (172). Isso indica que embora perdendo sua capacidade de se replicar 

por conta da irradiação γ, o metabolismo da BCG continua ativo, sendo capaz de 

expressar proteínas funcionais. Através de microscopia eletrônica de transmissão, 

foi possível analisar diferenças importantes entre estes dois métodos acima (172). 

Como era de se esperar, a inativação por irradiação γ induziu poucas alterações 

morfológicas, mas a inativação por calor apresentou drásticas alterações, com 

células parcialmente rompidas (172). Mesmo sofrendo estes processos de 

inviabilização, Silvia e colaboradores, assim como Kato e colaboradores, 

demonstraram que este imunógeno foi capaz de inibir o crescimento da linhagem 

celular T24 (172, 173). Ademais, foi possível observar uma indução de citocinas pelo 

BCG inativado por calor, indicando a presença de antígenos termo-resistentes e 

imunogênicos nestas (172). Em contrapartida, o BCG inativado por irradiação γ 

possuiu a capacidade de induzir a secreção de IL-8, TNF-α e IL-6, em níveis 

próximos da vacina BCG viva (172). 
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1.3 As células dendríticas 

Em 1973, Ralph Steinman e Zan Conh identificaram pela primeira vez um tipo 

de leucócito que possui alta heterogeneidade, sendo originado a partir da 

diferenciação hematopoiética de células da medula óssea (174, 175). Desde então, 

as DCs vem sendo estudadas, sendo que estas correspondem a cerca de 1% do 

número total de células do sangue venoso periférico (174). As DCs possuem um 

papel fundamental na resposta imune do hospedeiro, seja contra um agente 

infeccioso, ou no estabelecimento de tolerância, formando uma ponte entre as 

imunidades inata e adaptativa. Por este motivo, as DCs são caracterizadas como as 

principais APCs do sistema imune, assim sendo capazes de "educar" células T e B 

de modo antígeno-dependente (174). As DCs podem realizar apresentação 

antigênica, via CD1, MHC-I ou MHC-II (174). Esta apresentação por MHC-II se dá a 

partir da fagocitose de antígenos extracelulares, em que estes serão apresentados 

aos linfócitos T CD4 (45). Em contrapartida, a apresentação antigênica via MHC-I se 

dá a partir do processamento de antígenos citosólicos, que serão reconhecidos por 

linfócitos T CD8. Como já mencionado, a apresentação antigênica via CD1 envolve 

lipídeos e glicolipídios (45, 174). 

1.3.1 Migração de células dendríticas 

As DCs podem ser classificadas como células migratórias ou residentes do 

tecido (176). Estas células se encontram em diversos sítios anatômicos, como a 

pele, tonsilas, fígado, pulmões, linfonodos, dentre outros (45). As DCs apresentam 

diversas projeções em sua superfície denominadas dendritos,  que dão origem ao 

seu nome, derivado da palavra grega dendron, significando árvore (175). 

Em um estágio imaturo, essas células são sésseis e possuem grande 

capacidade fagocítica, através de reconhecimentos de PAMPs. Uma vez 

reconhecido o agente estranho, a DC se torna ativada, adquirindo capacidade de 

apresentação antigênica e de migração, através de MHC-II e CCR7, 

respectivamente (45). Uma vez que um patógeno seja fagocitado, as DCs 

expressam uma molécula de adesão relacionadas à migração, como a CLEC-2, que 
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se liga a glicoproteína podoplanina, presente nas células endoteliais linfáticas (177). 

As DCs possuem também a capacidade de polimerizar monômeros de actina, 

levando à formação de pseudópodes (178). Em contrapartida, e no lado oposto da 

célula, ocorre a contração celular dependente de miosina II (178). Deste modo, as 

DCs conseguem projetar a membrana plasmática a frente e migrar de maneira 

eficiente (178). O cálcio é caracterizado como um íon fundamental na contração 

miosina/actina, permitindo assim a migração adequada, na qual a carência deste 

pode impactar no deslocamento das DCs (179). Assim, uma vez que as DCs 

realizem a fagocitose, lisossomos em seu citoplasma liberam cálcio que por sua vez, 

ativa a miosina II, inibindo a capacidade fagocítica da célula e promovendo a 

capacidade migratória (179). 

Desta maneira, DCs são capazes de migrar para os linfonodos, via vasos 

aferentes (180). Em modelos murinos, ao entrarem em contato com antígenos em 

tecidos periféricos, foi visto que a migração de DCs aos linfonodos pode levar de 18 

a 24 horas (181). Já em um cenário de imunização, por conta do imunizante 

apresentar o antígeno já processado ou por conta da pressão induzida pela 

aplicação do imunógeno, a chegada das DCs aos linfonodos ocorre em cerca de 

minutos (181-183). 

Ao serem conduzidas pelos vasos aferentes, as DCs são transportadas 

passivamente para o seio subcapsular, no interior dos linfonodos (45). Em um 

evento subsequente, as DCs chegam ao parênquima do linfonodo, graças à 

quimiotaxia do CCR7 e seus ligantes,  onde irá entrar em contato com linfócitos T, 

localizados na região do paracortex do órgão (45, 184). Células endoteliais linfáticas 

expressam o ACKR4, que age de maneira antagônica ao CCL21 e CCL19, criando 

um fluxo contrário para estas células e assim, propiciando a chegada de DCs no 

paracortex dos linfócitos T (185). Os linfócitos T naive alcançam os linfonodos pelos 

seios medulares (184). Entretanto, uma vez que as DCs colonizam os linfonodos, 

essas propiciam alterações estruturais, permitindo a migração de linfócitos T naive 

pelos seios subcapsulares (184). 

As DCs residentes nos linfonodos, podem mudar suas localizações com a 

finalidade de realizarem melhor apresentação antigênica aos linfócitos T e, assim, 

desencadear respostas imunes específicas de acordo com o patógeno, dispensando 

a presença de DCs migratórias (181). As DCs residentes do paracortex, mesmo 

tendo sua motilidade baixa, ao se depararem, por exemplo, com uma infecção por 

vírus da influenza, conseguem se reposicionar na medula aferente (181). De modo a 
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captar antígenos virais e induzir uma resposta imune celular de maneira precoce, as 

mesmas ativam linfócitos B de memória, através de linfócitos T foliculares auxiliares 

(Tfh) (181, 183). Assim, Levin e colaboradores evidenciaram a necessidade de DCs 

migratórias para a ativação de células Tfh e B, através da formação de centros 

germinativos a partir da imunização com partículas contendo a proteína p24 do HIV, 

evidenciando, dessa forma, que a natureza do patógeno irá requerer diferentes 

grupos de DCs (186). 

1.3.2 Heterogeneidade de células dendríticas 

As DCs são leucócitos de vida curta e numericamente limitadas a partir do 

momento em que se encontram nos tecidos linfóides periféricos, sendo desprovidos 

da capacidade de autorenovação (187). As DCs são originadas a partir de células 

precursoras da medula óssea CD34+ e sua diferenciação está intimamente 

relacionada com a citocina Flt3L (187). Em sua ausência, temos uma diminuição do 

número de DCs e, com a indução desta citocina, foi evidenciado um aumento das 

populações de DCs (174, 188). 

A partir de estímulos específicos, as células CD34+ se diferenciam em 

progenitores mielóide e linfóide. Uma vez comprometidos com a linhagem mielóide, 

os precursores podem se diferenciar em pré-DCs e pré-monócitos, que estarão 

restritos apenas a diferenciação de DCs e monócitos, respectivamente (189). A partir 

do estímulo de Flt3L, as pré-DCs se diferenciam em progenitores comuns de DCs 

(CDPs), caracterizadas por serem as precursoras já comprometidas completamente 

na diferenciação de DCs (189). Finalmente, estas serão diferenciadas nos grupos de 

DCs convencionais (cDCs) ou de DCs plasmocitoides (pDCs) (189). 

Atualmente, as DCs são uma família extremamente heterogênea, sendo 

dividida em diversos subtipos, de acordo com a expressão de marcadores co-

estimulatórios. Os subtipos caracterizam (i) as células imaturas ou maduras; (ii) o 

perfil de citocinas secretadas; (iii) as funções desempenhadas por estas células e 

(iv) a característica de serem células residentes, as quais passam sua vida inteira 

nos linfonodos, ou terem a capacidade de migrar da periferia de órgãos não linfoides 

para os linfonodos (174, 187). As DCs são classificadas em cDCs (cDC1 e cDC2), 

pDCs, Células de Langerhans (LC) e DCs-derivadas de monócitos (moDCs), estas 

últimas conhecidas também como DCs inflamatórias (iDCs) (Figura 10) (174). 
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Figura 10: Principais subtipos de células dendríticas e linhagens de progenitores relacionadas em 
humanos. 

Fonte: adaptado de (183, 187, 190). Criado em Biorender. 

 

As cDC1s são um grupo minoritário, quando comparado com as cDC2s, 

correspondendo a cerca de 1/10 da frequência das DCs circulantes (174). Aquelas 

estão presentes em diversos sítios anatômicos, como tonsilas, baço, fígado, sangue, 

linfonodos, dentre outros (174). Este grupo celular apresenta alta expressão de 

MHC-II e CD141 (BDCA-3), mas baixa expressão de CD11c e ausência de 

marcadores, como CD14, CD16, CD19, CD209 e CD11b (174, 191). As cDC1s 

apresentam marcadores exclusivos, como o CLR CLEC9A, relacionado à 

eferocitose, e capacidade de apresentação cruzada ao linfócitos T (192). Entretanto, 

a expressão de CLEC9A pode variar, de acordo com o sítio anatômico (192, 193). 

As cDC1s expressam o XCR1, um marcador específico que se liga à XCL1 e XCL2, 

estas secretadas por células NK e linfócitos T CD8. De fato, a interação entre estes 

grupos celulares está relacionada a um papel crucial na imunidade antitumoral (194). 
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Algumas cDC1s não apresentam a expressão do XCR1, assim caracterizadas por 

estarem em um estágio imaturo (192). As cDC1s são originadas a partir dos CDPs, 

diferenciadas para este grupo seleto a partir de interferon regulatory factor 8 (IRF8), 

BATF3 e PU.1, que corroboram para que precursores hematopoiéticos se 

diferenciem nesse subtipo específico de DCs (187). As cDC1s apresentam uma 

capacidade única de apresentação cruzada, quando comparada a outros subtipos 

de DCs (194). Isso se dá pela presença do CLR CLEC9A, pelo pH endossomal 

especifico, que auxilia na degradação de antígenos, e pela gama de proteínas Rab, 

relacionadas com o tráfego de vesículas intracelulares (194, 195). As cDC1s 

apresentam um efeito protetor contra infecções virais, através da secreção de IFN-λ, 

ativação de CTL e geração de linfócito T de memória. Como as pDCs apresentam 

altos níveis de IFN-λR, as cDC1s apresentam um papel crucial na ativação 

daquelas, induzindo a secreção de IFN-α e β e auxiliando na resposta imune antiviral 

(195, 196). 

As cDC2s são uma população principal, caracterizada por apresentarem 

marcadores, como MHC-II, CD1c, CD11b, CD11c e CD141 (BDCA1), e por serem 

responsáveis por secretarem níveis elevados de IL-12, IL-6, IL-8 e IL-23 em resposta 

à ligação de antígenos aos PRRs, como TLR3 e TLR8 (174, 197, 198). As cDC2s 

podem ser encontradas em órgãos linfóides, como linfonodos, baço e amígdalas, 

bem como no pulmão (187). Na derme, cDC2s expressam marcadores, como CD1a, 

que, em conjunto com CD1c, apresenta antígenos glicoproteicos de patógenos, 

como as micobactérias (199). Embora as cDC2s tenham origem a partir dos CDPs, 

estas apresentam similaridades imunofenotípicas e funcionais com as moDCs (174).  

Os CDPs se diferenciam em cDC2s a partir de fatores de transcrição, como 

IRF4, KLF4, RelB, entre outros (174). A partir daquelas citocinas supracitadas, seria 

possível induzir a polarização de linfócitos T naive nos perfis Th1 e Th17 (198). As 

cDC2s podem ainda ser dívidas em dois outros subgrupos distintos, mediante a 

expressão alta de CD5, apresentação de níveis altos de IRF4, TLR3 e CCR7, e 

tendo como característica principal, a sua alta capacidade de migração e, 

consequentemente, capacidade acentuada de primar linfócitos T naive em diversos 

perfis, como Th1, Th17, Th2 e T regulatórios (200). Em especial, as cDC2s que 

apresentam baixa expressão de CD5 estão relacionadas estritamente com a 

polarização para o perfil Th1 (200). 

As pDCs são caracterizadas por serem um grupo singular de DCs, 

apresentando um formato similar de plasmócitos, por conta de seu núcleo 
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proeminente e presença elevada de retículos endoplasmático rugoso e aparelho de 

Golgi (201). Imunofenotipicamente, este perfil celular é caracterizado por apresentar 

MHC-II, CD123, CD45RA, CD303 (BDCA2) e CD304 (BDCA4) (174). Esse grupo 

seleto de DCs é marcado pela sua capacidade ímpar de secretar IFN-α e β a partir 

do contato com antígenos virais reconhecidos por PRRs, como TLR7 e TLR9 (201). 

De interesse, as pDCs também são capazes de produzir IFN-λ (202). 

Esta notável capacidade de sintetizar diferentes tipos de IFN, caracteriza sua 

definição atual como células produtoras de IFN naturais (202). Esta aptidão se dá 

principalmente pela ativação de fatores de transcrição, como IRF5, IRF7 e IRF8 

(201). Existe uma plasticidade neste sistema, em que a diferenciação especifica em 

pDCs é dependente de fatores de transcrição, como E2.2, pois a sua deleção nas 

pDCs maduras, leva a uma mudança de pDCs para cDCs (174).  

As pDCs também podem ser divididas em dois subgrupos distintos, pela 

expressão do marcador CD2. As pDCs CD2high e CD2low possuem a capacidade de 

secretar IFN-α e granzima B e de ativar linfócitos T naive (203). Todavia, pDCs 

CD2high possuem a capacidade de primar células T naive de maneira mais eficiente, 

por conta de secretarem IL-12p40 e expressarem moléculas coestimulatórias, como 

CD80, quando comparadas à CD2low, induzindo a proliferação de células T e 

polarização para o perfil Th1 (203). Além de possuírem um papel fundamental na 

resposta imune inicial contra vírus, as pDCs também apresentam um papel crucial 

em infecções tardias, mediando a ativação de células T regulatórias pela expressão 

de IDO,  bem como na indução de tolerância imunológica (204, 205). 

As LCs são um subtipo de DCs presentes no sistema epitelial e, quando 

comparadas aos demais subgrupos de DCs, possuem uma característica singular 

por serem detentoras da capacidade de autorenovação (206). Após injurias na pele, 

estas células podem re-estabelecer sua população local também através de 

monócitos derivados do sangue, que expressam CCR2 e CCR5, auxiliando na 

migração para os sítios inflamatórios (207). Em um estado estacionário e não-

inflamatório, as LCs se encontram associadas a queratinócitos, através de 

moléculas como E-carderina (207). 

As LCs são caracterizadas por apresentarem marcadores específicos, como 

CD207 e grânulos de Birdeck, este associado com a endocitose e ao tráfico 

endossomal, relacionado, assim, com a apresentação antigênica. As LCs 

apresentam ainda outros marcadores, como E-carderina, EpCAM, CD1a, CD1c, 

MHC-I e MHC-II (208). Embora apresentem diferente ontogenia, as LCs possuem a 
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capacidade de realizar apresentação cruzada (209). A diferenciação de precursores 

de medula óssea em LCs é mediada por fatores de transcrição, com PU.1, ID2 e 

RUNX3 (174). Essas células possuem um papel crucial na vigilância e captação de 

patógenos situados na epiderme (209). Uma vez que tenham capturado um 

antígeno, as LCs reduzem a expressão de marcadores, como a E-cardherina, e 

aumentam a expressão da molécula MHC-II, além de realizarem apresentação de 

glicoproteínas via molécula CD1, primando células T e polarizando-as para os perfis 

Th17 e Th22 (187, 209). Uma vez ativadas, as LCs secretam TNF-α, IL-1β e IL-15, 

auxiliando na resposta imune contra patógenos invasores da pele (187, 209). 

As moDCs ou iDCs são caracterizadas por serem um subtipo seleto de DCs 

que surgem a partir de um quadro inflamatório, sendo encontradas em diversas 

patologias inflamatórias, como asma, artrite reumatóide, dentre outras (210-212). As 

moDCs são diferenciadas a partir de monócitos circulantes, que por suas vezes, 

expressam genes como IRF4, NCOR2 e ZBTB46 (187, 213, 214). 

Imunofenotipicamente, as moDCs expressam CD1a, CD141, CD11c, CD11b, FcεRI, 

CD206 e CD209, assim como resquícios de CD14 proveniente da diferenciação 

obtida a partir de monócitos (187, 215). As moDCs apresentam uma gama de 

marcadores de ativação, caracterizados por níveis altos de MHC-II, e moléculas 

coestimulatórias, como CD40, CD86 e CD80, assim como o CCR7, que permite a 

migração até os linfonodos para a devida apresentação antigênica, a partir do 

gradiente de CCL19 e CCL20 (174). Em modelos murinos de infecções pelo 

Aspergillus fumigatus, por exemplo, o CCR2 apresentou um papel crucial na 

migração de moDCs, uma vez que a deleção deste receptor prejudicou a migração 

dessas células aos linfonodos (216). 

Além de secretarem IL-1β, IL-12, IL-23 e IL-6, as moDCs são caracterizadas 

pela expressão alta de TNF-α e iNOS, sendo, assim, também conhecidas como 

TipDCs (DCs produtoras de TNF-α e iNOS), (215, 217). Através do reconhecimento 

de PAMPs por TLR2, TLR4 e TLR9, observa-se a indução de fatores de transcrição, 

como MyD88 e NF-kB, isto levando a uma ação microbicida de moDCs e secreção 

daquelas citocinas supracitadas, além da ativação de linfócitos T nos linfonodos 

(215, 218).  

As moDCs apresentam um papel crucial em patologias inflamatórias, nas 

quais estas são responsáveis por polarizar diferentes respostas imunes, como em 

modelos de dermatites atópicas. Aqui, as moDCs derivam linfócitos T naive para um 

perfil Th1, através da secreção de IL-12 e IL-18 (219). Em quadros de asma, as 
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moDCs são requeridas em uma proporção maior do que basófilos, para induzirem 

um perfil Th2 (212). Já em quadros de artrite reumatóide, as moDCs são 

caracterizadas por expressarem níveis altos de MHC-II, sendo capazes de induzir 

uma polarização ao perfil Th17 de maneira mais eficiente do que macrófagos, 

através da secreção de IL-6, IL1-β e IL-23 (215). 

1.3.3 A vacina BCG e células dendríticas 

As DCs apresentam um papel fundamental ao entrarem em contato com a 

vacina BCG, uma vez que são as APCs profissionais do sistema imune. As DCs irão 

entrar em contato com este imunógeno no sitio de aplicação da vacina, irão realizar 

o processo de fagocitose, se tornando assim ativadas, e irão migrar até os 

linfonodos para realizarem a apresentação antigênica aos linfócitos T naive, 

promovendo uma resposta imune protetiva específica (220). Os modelos murinos de 

vacinação demonstraram que, em contato com o BCG, observa-se a migração de 

DCs epiteliais com fenótipo CD11b+ e EpCAM- (221). No entanto, para conseguirem 

migrar com sucesso aos linfonodos e primarem linfócitos T naive, estas células 

dependem de IL-1R, TNFR-I e IL-12p40, bem como da molécula adaptadora MyD88 

(221). 

As DCs se tornam ativadas ao entrarem em contato com o BCG, expressando 

CD80, CD86, CD83, MHC-II, dentre outros (220, 222). Ao mesmo tempo, esta vacina 

tem a capacidade de induzir uma vida útil prolongada nas DCs, através da indução 

de proteínas anti-apoptóticas, como BCL-2 e BCL-xL, assim como de NF-κB. Esta 

ação de aumento na sobrevida de DCs, permite com que estas células tenham um 

contato mais prolongado com a célula T, permitindo desta maneira uma 

apresentação antigênica mais eficiente (223). Além de moléculas co-estimulatórias, 

a vacina BCG foi capaz de induzir IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-6, IL-10, RANTES e MCP-

1. Todas estas possuem um papel fundamental na modulação da resposta imune 

adaptativa, induzindo imunidade específica do tipo Th1 contra o Mtb (168). 

Ao longo dos últimos anos, a comunidade cientifica vem desenvolvendo 

vacinas BCG recombinantes (rBCG), na tentativa de melhorar a resposta imune 

relacionada à TB (224, 225). Dentre as tentativas e em modelo murino, a deleção da 

serino protease Hip-1, presente na vacina BCG, levou a uma ativação mais eficiente 

de DCs, quando comparada a BCG parental. Provavelmente, isso se deu através de 

uma maior expressão de moléculas, como CD40, CD86 e MHC-II, e secreção de IL-

12p40, IL-6, IL-1β e IL-23, na qual IL-12p40 está relacionada ao perfil Th1, e as 
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demais, ao perfil Th17 (224). Assim, as DCs que fossem tratadas com essa rBCG, 

seriam capazes de ativar uma resposta imune mais proeminente de linfócitos dos 

perfis Th1 e Th17. Ademais, na presença desta rBCG as DCs foram capazes de 

ativar linfócitos T polifuncionais, capazes de secretar TNF-α, IFN-γ e IL-2, 

concomitantemente (224).  

Szpakowski e colaboradores, demonstram que outra rBCG estimuladora de 

IL-18 foi capaz de induzir em DCs a expressão de moléculas coestimulatórias, como 

CD80 e CD86, assim como IL-23, IL-10 e IP-10 (225). Por suas vezes, estas DCs 

foram detentoras da capacidade de ativar linfócitos T secretores de IFN-γ de 

maneira mais eficiente, quando comparados a BCG parental (225). Estudos recentes 

in vitro com esta rBCG evidenciaram que DCs carreando este imunógeno foram 

capazes de apresentar antígenos aos linfócitos T, diminuindo os níveis de IL-5 e 

aumentando a produção de IFN-γ em amostras clínicas de indivíduos com quadros 

atópicos (226). Este evento já foi observado anteriormente em modelos murinos, nos 

quais DCs carreando a vacina BCG foram capazes de suprimir o perfil Th2 e 

aumentar os perfis Th1 e T regulatório (227). Proteínas imunogênicas presentes no 

Mtb, como a bacterioferritina e ESAT-6, foram utilizadas como reforço e foram 

capazes de elicitar uma melhor resposta imune (103, 228). As DCs em contato com 

essas proteínas supracitadas foram capazes de promover uma resposta imune mais 

robusta, induzindo um perfil Th1, linfócitos T efetores e de memória, assim como 

células NK (103, 228). 

Embora a vacina BCG seja um imunógeno secular, assim como a única 

licenciada na atualidade, a mesma apresenta resquícios de virulência residual que 

podem comprometer sua eficácia (224). A vacina BCG pode reduzir a expressão de 

moléculas, como CD209, um importante receptor ligado à fagocitose de DCs, e 

aquelas moléculas relacionadas à apresentação antigênica, como MHC-II e CD80 

(225, 229, 230). Ademais, a vacina BCG foi capaz de reduzir a expressão de IL-12, 

importante no desenvolvimento de uma resposta imune protetora contra a TB, ao 

mesmo tempo em que induziu a secreção de IL-10, antagonizando a ação daquela 

(231). 
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1.4 Justificativa 

Por um lado, a interação in vitro entre a vacina BCG e moDCs diferenciadas a 

partir de monócitos humanos advindos do sangue venoso periférico, vem sendo 

utilizada em pesquisas envolvendo a resposta imune inicial conferida por esta vacina 

(168, 222, 223). Por outro lado, a vacina BCG é utilizada para outros fins 

heterólogos, como um agente de ativação e maturação de DCs em ensaios que 

visam à utilização deste grupo celular como imunoterapia em alguns tipos de câncer, 

bem como em ensaios referentes a quadro atópicos (226, 232). Este imunógeno 

também é capaz de induzir a maior sobrevida de DCs, visto pelo aumento do nível 

de moléculas anti-apoptóticas, como Bcl-2 e Bcl-xl, que, por sua vez, está 

relacionado a uma apresentação mais duradoura de antígenos aos linfócitos T (223). 

A BCG apresenta caráter protetivo, mesmo perdendo uma de suas principais 

características: ser um patógeno vivo atenuado, visto que mesmo inativada por calor 

ou por irradiação γ, mantem sua capacidade imunogênica. Assim, a ativação de 

macrófagos e DCs vem sendo evidenciada, estes capazes de secretar citocinas pro-

inflamatórias, e apresentar ação modulatória, direcionando a resposta imune 

adaptativa (160, 164, 168). Importante, este imunógeno com a viabilidade alterada 

pode ser promissor como meio de vacinação alternativo aos indivíduos 

imunocomprometidos (162, 172, 233). A BCG também foi capaz de induzir diversos 

perfis de resposta imune adaptativa, como Th1, Th17, Th2, e T regulatório (161, 234, 

235). Entretanto, já foi evidenciado que a proteção limitada da vacina BCG pode 

estar relacionada com a falha no desenvolvimento de células de memória 

duradouras (TCM e TEM), o que por sua vez pode estar relacionado com a ativação 

insuficiente de DCs, decorrente de um processo de uma apresentação antigênica 

deficitária (146, 224). Assim, faz-se necessário entender os mecanismos imunes que 

levam à ativação de DCs de acordo com a viabilidade deste imunógeno. Ademais, é 

de suma importância averiguar o papel de DCs na apresentação antigênica e os 

mecanismos que possam potencializar esta apresentação antigênica, bem como a 

secreção de citocinas que estão estritamente relacionadas à indução de perfis 

diferenciados de linfócitos T, após contato com a vacina BCG. 

Neste contexto, este projeto visa validar um protocolo in vitro para avaliação 

da vacina BCG utilizando DCs humanas, bem como compreender melhor a resposta 

imune inicial in vitro em humanos, no intuito de tentar identificar os mecanismos 

específicos que poderiam conferir proteção contra a TB. Neste cenário, evidencia-se 
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a necessidade de um melhor entendimento de como as DCs se comportam in vitro 

na presença da vacina BCG, analisando receptores e citocinas que propiciam a 

comunicação entre as imunidades inata e adaptativa. 

A hipótese deste estudo é que a vacina BCG Moreau, nos seus diferentes 

aspectos de viabilidades, induz in vitro alterações diferenciadas de 

marcadores imunofenotípicos e de secreção de citocinas em moDCs e 

macrófagos humanos. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

• Estudar in vitro a maturação e a ativação de moDCs e macrófagos humanos a 

partir do tratamento com diferentes variáveis da vacina BCG Moreau. 

2.2 Objetivos Específicos 

• Adaptar um protocolo de geração in vitro de moDCs e macrófagos e;  

 

• Avaliar in vitro  a maturação e ativação de moDCs e macrófagos humanos com 

diferentes variáveis da vacina BCG Moreau por ensaios de imunofenotipagem e de 

dosagem de citocinas pro- e anti-inflamatórias e;  

 

• Estudar o efeito da modulação das moDCs e macrófagos pela vacina BCG Moreau 

no perfil da resposta imune em linfócitos T autólogos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Biossegurança 

Os reagentes e amostras clínicas necessários para a realização desta 

dissertação foram manuseados respeitando as normas e precauções de acordo com 

as boas práticas laboratoriais. Ademais, experimentos foram realizados em cabine 

de segurança biológica 2-A1, respeitando as normas de precauções na manipulação 

de material biológico, assegurando desta forma a segurança das amostras e dos 

indivíduos relacionados à manipulação desta. Quando possível, descartes biológicos 

foram previamente descontaminados e autoclavados. 

3.2 Considerações éticas 

Os indivíduos participantes deste projeto de pesquisa foram brevemente 

esclarecidos sobre o mesmo de maneira clara e concisa. Em um evento 

subsequente, foi requerido aos indivíduos a assinatura espontânea do termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) para se tornarem participantes da 

pesquisa. Este projeto conta com aprovações dos conselhos de ética em pesquisa 

(CEP) da FIOCRUZ/IOC, sob número CAAE:35775014.0.0000.5248, e do Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ), sob número 

CAAE:357750145.0.0000.5258. 

3.3 População estudada 

As amostras clínicas obtidas foram oriundas de doações espontâneas e 

voluntárias do serviço de hemoterapia do HUCFF/UFRJ, sob a política de doação 

anônima. Os indivíduos participantes deste projeto, caracterizados pelo anonimato 

apresentaram idade maior que 18 anos e menor que 69 anos e não exibiram 

nenhum tipo de enfermidade pregressa, como HIV, HTLV, diabetes, hepatites, sífilis 

e Doença de Chagas. Informações adicionais sobre os doadores são confidenciais 

ao HUCFF.  Parte das amostras desse estudo foram utilizadas antes da pandemia 

de COVID-19 (N=8) e a outra posterior a este período pandêmico (N=2). 
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3.4 Obtenção de amostras 

Amostras de sangue venoso periférico de indivíduos adultos sadios foram 

obtidas por venopunção, em que neste processo cerca de 400 mL de sangue foram 

coletados em bolsas de sangue contendo citrato de sódio. Em um evento 

subsequente, as bolsas de sangue foram submetidas a separação do concentrado 

de hemácias e o produto excedente, conhecido como “buffy-coat”, contendo 

aproximadamente 50 mL de volume celular e rico em leucócitos, foi utilizado como 

amostra deste estudo. Estes procedimentos supracitados são realizados de forma 

rotineira e padronizada no HUCFF/UFRJ. 

3.5 Separação de células mononucleares de sangue periférico 

A obtenção de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foi 

realizada através do método de diferença de densidade Ficoll-Hypaque (Sigma-

Aldrich®). O concentrado leucocitário foi diluído em PBS (Sigma-Aldrich®) na 

proporção de 1:1 em tubos cônicos do tipo Falcon de 50 mL (Corning®, Nova York, 

EUA). Em um evento posterior, foi adicionado lentamente o gradiente de densidade 

de Ficoll® na proporção de 1:2 (densidade 1077 g / mL) e centrifugado a 400xG por 

25 minutos em temperatura ambiente (TA) (Eppendorf 5702R®, Hamburgo, 

Alemanha). As PBMCs presentes na forma de anel foram coletadas e transferidas 

para tubos cônicos do tipo Falcon de 15 mL (Corning®, Nova York, EUA). Após esse 

processo, as amostras permaneceram a 4oC. Posteriormente,  as PBMCs foram 

lavadas de duas a três vezes com PBS (a 350 g por 7 min) e ressuspendidas em 

meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®) para contagem e aferição da viabilidade celular, 

através de uma solução corante de azul de trypan (Sigma-Aldrich®) na diluição de 9 

partes de Tripan para 1 de suspensão celular, utilizando para contagem uma câmara 

de Neubauer (Sigma-Aldrich®). 
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3.6 Purificação de monócitos e linfócitos T 

As PBMC purificadas foram incubadas por 15 minutos a 4°C, com 

microesferas magnéticas revestidas por anticorpos anti-CD14 (MACS, Miltenyi 

Biotec®). Posteriormente, as células foram lavadas com uma solução MACS Buffer, 

contendo 10% BSA, 0,5M de EDTA e PBS (Miltenyi Biotec®). Subsequentemente, 

as células foram transferidas para uma coluna do tipo LS de separação magnética 

(Miltenyi Biotec®) acoplada no magneto MidiMACSTM (Miltenyi Biotec®), no qual as 

células CD14+ foram enriquecidas por seleção positiva, uma vez que as 

microesferas ficam retidas no magneto. Desta maneira, um grau elevado de 

purificação de monócitos foi obtido, como observado em estudos anteriores do 

nosso grupo (236). 

Adicionalmente,  células T autólogas foram obtidas a partir da purificação dos 

monócitos, por seleção negativa, em que foi coletado o eluido rico em linfócitos. 

Posteriormente, as células T foram congeladas em meio próprio de congelamento na 

concentração de 90% de SFB e 10% de DMSO. Estas foram armazenadas em 

nitrogênio líquido, em uma densidade celular de  1x107 células / mL (225). 

3.7 Diferenciação de monócitos em moDCs e macrófagos 

Os monócitos obtidos a partir da purificação foram cultivados em placas de 24 

poços ou em tubos de polipropileno (Falcon®), na concentração de 3x106/mL em 

meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB (Vitrocell Embriolife®, Campinas, 

Brasil), L-glutamina (2 mM), tampão Hepes (10 mM) e 0,1 mg/mL de estreptomicina. 

Nessas condições, para a diferenciação de macrófagos, as células foram mantidas 

por seis dias, em estufa a 37°C e 5% de CO2. Já as células que se diferenciaram em 

moDCs foram cultivados em garrafas (SPL®) ou em tubos de polipropileno 

(Falcon®), na concentração de 3x106/mL, na presença de  rh-GM-CSF e rh-IL-4 

(PeproTech®, NJ, USA) em uma concentração de 500 UI (236, 237) e em meio 

cultura RPMI 1640, suplementado como indicado acima. As células foram incubadas 

por seis dias em estufa a 37°C e a 5% de CO2. 
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3.8 Obtenção das variáveis da vacina BCG Moreau 

Neste estudo, foram utilizados lotes da vacina BCG Moreau em diferentes 

condições. Como vacina viva, (i) o BCG liofilizado e reconstituído com PBS foi 

gentilmente cedido pela Fundação Ataulpho de Paiva (FAP,RJ); (ii) já alíquotas de 

BCG vivo e congelado foram gentilmente doadas pelo pesquisador Dr. Milton O. 

Moraes (IOC-Fiocruz). Na condição de inviabilização, procederemos com (iii) 

irradiação-γ ionizante, em que as ampolas FAP reconstituídas foram submetidos a 

10 kGy (Acéletron- Acelétrica Comércio e Representação Ltda., RJ) (172) e a partir 

do lote irradiado, (iv) aliquotas também foram aquecidas (100°C por 3 minutos) e 

resfriadas (20° C por 3 minutos), sendo este ciclo repetido três vezes, no intuito de 

destruir moléculas da superfície do bacilo (164). Finalmente, (v) a BCG da FAP foi 

autoclavada, sendo exposta a 121°C por 30 minutos (163). LPS (Sigma-Aldrich®) foi 

usado a 5 µg/mL como controle positivo. Todas as condições da vacina BCG 

supracitadas possuem uma concentração de 6,5x10⁶/mL, com exceção de (ii), que 

foi utilizada a 10x10⁶/mL. As interações in vitro com as células humanas, tanto 

macrófagos quanto moDCs ocorreram por 24 horas, na multiplicidade de infecção de 

2:1 e na ausência de antibióticos, em que as células foram encubadas durante este 

período em estufa a 37°C e a 5% de CO2. 

3.9  Cultivos das diferentes variáveis da vacina BCG Moreau 

Os cultivos da vacina BCG com suas diferentes condições de viabilidade 

foram realizados em meio de cultura LJ. Obtido a partir da base comercial Merck®, 

este meio é suplementado com glicerol e suspensão de ovos batidos, estes 

adicionados antes do processo de espessamento. Posteriormente o meio LJ é 

distribuído em 15 mL em tubos de ensaio 25 x 200 mm (238). Em um evento 

subsequente, ocorre o processo de coagulação da albumina, durante a esterilização 

do meio gerando um meio sólido. Posteriormente, as variáveis citadas no item 

anterior foram incubadas neste meio durante o período de 3 a 4 semanas (238). 

Este procedimento foi realizado apenas no intuito de averiguar se cada variável 

atende ao seu propósito de crescimento ou não, de acordo com os processos de 

inviabilização descritos no item anterior. Este processo foi possível graças ao auxílio 

da Dra. Maria Esther de Magalhães Machado Tônus (INCQS-FIOCRUZ). 
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3.10  Co-culturas de moDCs-lifócitos T e macrófagos-linfócitos T 

Após o períodos de 24 horas de interação nas diferentes condições acima, 

moDCs ou macrófagos foram co-cultivados com linfócitos T autólogos, na proporção 

1:1 durante 48 horas (239-241).  Para isso, linfócitos T autólogos são descongelados 

no dia da co-cultura, em banho-maria a 37°C até os cristais de gelo serem 

dissolvidos. Posteriormente essas células descongeladas são ressuspensas em 

RPMI com SFB 10% e realizado a centrifugação para em um evento subsequente 

ser avaliado a viabilidade celular pela contagem na câmara Neubauer. Este 

experimento foi realizado em quadruplicata. 

3.11  Imunofenotipagem por citometria de fluxo 

Após o tempo final de incubação com os devidos estímulos, as células não 

estimuladas (controle negativo, e aquelas tratadas com as diferentes variáveis da 

vacina BCG ou com LPS, sejam provenientes de monoculturas ou co-culturas, foram 

centrifugadas a 350 g por 7 minutos em temperatura ambiente (TA), sendo seus 

respectivos sobrenadantes separados e congelados a -80°C. Macrófagos e moDCs 

em uma densidade celular de 5x105 foram lavados com tampão de lavagem 

específico para citometria de fluxo (PBS com 0,01% de azida sódica e 0,1% de 

BSA), doravante denominado de tampão FACS. Após, as células foram incubadas 

com 2µl de soro caprino (CECAL/FIOCRUZ), no intuído de inibir posteriores ligações 

inespecíficas, e incubados por 10 minutos a 4°C. Em seguida, as células foram 

submetidas a marcação de superfície, com anticorpos monoclonais conjugados anti-

humanos, descritos na Tabela 1.  

Já a marcação intracelular foi realizada para a detecção de TLR2 e TLR4, 

feita pela técnica de coloração intracitoplasmática in house. Brevemente, as células 

foram fixadas com PFA a 4% durante 10 minutos em TA e protegidas da luz. Após 

serem lavadas com PBS, as células foram então permeabilizadas pela adição de 2 

ml de uma solução de saponina (1 mL de solução Hank’s + 99 mL de PBS, 

suplementado com 0,1% de saponina e 0,05% de azida sódica). Após lavagens com 

esta solução por centrifugação, a marcação com anticorpos monoclonais conjugados 

anti-TLR2 e anti-TLR4 humano foi realizada. 
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Tabela 1: Anticorpos monoclonais anti-humano com seus respectivos fluorocromos e suas 
especificações para a marcação de macrófagos e moDCs. 

Anticorpo Clone Fluorocromo Marca 

CD14 HCD14 PE-DAZZLE Biolegend® 

CD80 (B7-1) 2D10 FITC Biolegend® 

CD40 5C3 APC.CY-7 Biolegend® 

HLA-DR (MHC-II) L243 ALEXA FLUOR® 647 Biolegend® 

CD284 (TLR-4) HTA125 PE Biolegend® 

CD86 (B7-2) IT2.2 ALEXA FLUOR®488 Biolegend® 

CD83 HBB15e APC.CY-7 Biolegend® 

CD197 (CCR7) G043H7 ALEXA FLUOR® 647 Biolegend® 

CD282 (TLR-2) 11G7 PE Invitrogen® 

CD11c 3.9 FITC Biolegend® 

CD1a HI149 APC Biolegend® 

CD209 (DC-SIGN) 9E9A8 PE Biolegend® 

*PE: Ficoeritrina, FITC: Isotiocianato de fluoresceína, APC: Aloficocianina. 

 

Quanto aos linfócitos T, estes foram lavados com tampão FACS e incubados 

com 2µl soro de cabra por 10 minutos a 4°C. Após, as células foram submetidas a 

marcação de superfície, com anticorpos monoclonais conjugados anti-humanos e 

descritos na Tabela 2. Já as marcações intranucleares do fator de transcrição FoxP3 

e de IFN-γ, foram realizadas seguindo as instruções do fabricante (Biolegend®). 

 
Tabela 2: Anticorpos monoclonais anti-humano com seus respectivos fluorocromos e suas 

especificações para marcação de linfócitos T. 

Anticorpo Clone Fluorocromo Marca 

IFN-γ 25723.11 FITC BD® 

CD69 L78 PE BD® 

CD4 SK3 PerCP.Cy5.5 BD® 

CD8 RPA-T8 BV650 BD® 

CD4 M-A251 PE-Cy5 Biolegend® 

CD25 M-A251 PE Biolegend® 

FOXP3 206D ALEXA FLUOR®488 Biolegend® 

 

Posteriormente e em todos os procedimentos, houve a incubação das células 

por 20 minutos a 4°C, em local desprovido de luz. Após a incubação, as células 

passaram por duas lavagens com tampão FACS e foram ressuspensas em 150µl de 

PFA a 1% durante 30 minutos. Finalmente, as células foram lavadas e ressuspensas 

em 150µl de tampão FACS.  
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Para evitar uma sobreposição de cores devido à semelhança entre os 

fluorocromos, três painéis distintos foram feitos, relacionados a marcação de 

macrófagos e moDCs, e dois painéis distintos, relacionados a linfócitos T. A diluição 

de todos os anticorpos foi de 1:40. 

3.12  Leitura no citofluorímetro e estratégia de regiões 

As amostras foram adquiridas no citofluorímetro CytoFLEX (Beckman Coulter, 

EUA) da Plataforma Multiusuário de Citometria de fluxo do IOC/FIOCRUZ. Um total 

de 10.000 eventos foram obtidos nas regiões de interesses pelo programa CytExpert 

(Beckman Coulter®, Califórnia, EUA). As marcações simples para a realização da 

compensação, com finalidade de evitar a sobreposição de fluorocromos, foram 

realizadas a partir de microesferas de calibração comercial (OneComp eBeads, 

eBiocience®, California, EUA). A análise dos experimentos foi feita a partir do 

programa Flowjo 10 (TreeStar®, Oregon, EUA). 

Em um primeiro momento, a característica morfológica das amostras 

celulares foi analisada a partir do gráfico de dotplot, com os parâmetros de 

complexibilidade/granulosidade (Side Scatter, SSC) e tamanho celular (Foward 

Scatter, FSC). Dessa forma, a partir de uma região feita na população de células 

com morfologia monocítica, as moDCs foram evidenciadas em histogramas pela 

positividade para CD209, enquanto para os macrófagos foi considerado o CD14. 

Dentro destas duas populações especificas, os demais marcadores fenotípicos 

foram avaliados através de histograma, sendo estes CD80 (B7-1), MHC-II, CCR7, 

CD86 (B7-2), CD1a, CD11c, CD83, CD40, TLR-2 e TLR-4 (Figura 11). Desta forma, 

foi possível realizar uma análise comparativa dos dois grupos celulares, avaliando a 

expressão dessas moléculas e observando a diferença entre o controle negativo, o 

controle positivo e as demais variáveis de interesse.  
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Figura 11: Gráficos representativos de estratégia de análise dos dados em citometria de fluxo para 
macrófagos (A) e moDCs (B). E é feito um gráfico de tamanho (FSC) por granulosidade (SSC) 
característico da população estudada. Para macrófagos é feito um histograma de CD14 enquanto em 
moDCs um histograma de CD209. Por fim, dentro dessas populações positivas foi feito um 
histograma dos marcadores destacados a direita. 

 
 

Por suas vezes, os linfócitos T, coincubados com moDCs ou macrófagos, 

foram identificados primeiramente e morfologicamente, através do gráfico de dotplot 

por SSC e FSC. Em seguida, histogramas de linfócitos T positivos para CD8 e CD4 

foram realizados. Dentro destas duas populações linfocíticas, dotplots dos 

marcadores FoxP3+CD25+, assim como de IFN-γ+CD69+, foram analisados (227, 

239, 242) (Figura 12). Por fim, a porcentagem de células positivas para cada 

marcador, assim como a Mediana da Intensidade de Fluorescência (MFI) dos grupos 

celulares estudados, foram agrupadas para subsequente análise estatística. 
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Figura 12: Gráficos representativos de estratégia de análise dos dados em citometria de fluxo de co-
cultura de macrófagos e moDCs com linfócitos T. É feito um gráfico de tamanho (FSC) por 
granulosidade (SSC) característico da população estudada. Posteriormente é feito um histograma de 
CD8 e um histograma de CD4. Por fim, dentro dessas populações positivas foi feito um dotplot dos 
marcadores FoxP3+CD25+ e IFN-γ+CD69. 

 

3.13 Detecção de citocinas 

Os sobrenadantes armazenados a -80°C foram descongelados para dosagem 

de citocinas, por meio da técnica de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA), 

utilizando-se kits comerciais para detecção de IL-1α, IL-18, IL-1β, IL-10, TNF-α (R&D 

Systems®, Minnesota, EUA), IL-12, IL-6, IL-15 (eBioscience®, EUA) e MCP-1 

(PreproTech®, EUA), seguindo as instruções dos respectivos fabricantes. 

Posteriormente, as amostras foram lidas no leitor de microplacas (SpectraMax M2—

Molecular Devices®, Califórnia, EUA) disponível na plataforma multiusuário do IOC-

Fiocruz, em comprimento de onda de 450nm. As curvas padrões utilizadas, são 

demonstradas pelos limites de mínimos e máximos de detecção dos ensaios de 

ELISA estão descriminados na Tabela 3.  
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Tabela 3: Limites de detecção de citocinas mensurados por ELISA 

Citocinas Limite Min-Max. (pg/mL) 

IL-1α 7,8-500 

IL-18 93-6000 

IL-1β 3,9-250 

IL-10 31,2-2000 

TNF-α 15,6-1000 

IL-12 4-500 

IL-6 2-200 

IL-15 20-2,500 

MCP-1 8-1000 

  

3.14  Análise estatística 

Os dados foram avaliados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-

Wilk. As comparações entre os grupos foram feitas usando o teste U de Mann 

Whitney, assim como o teste de Tukey’s. Os resultados foram expressos como 

média ± SEM para cada grupo (GraphPad InStat 8.0, GraphPad Software Inc., La 

Jolla, EUA). Valores de p <0,05 foram considerados significativos. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Cultivo das diferentes variáveis da vacina BCG Moreau 

A quantidade de bacilos viáveis na vacina BCG é essencial para a sua 

efetividade  e é também um instrumento valioso na verificação da uniformidade da 

sua produção (238). A contagem de colônias no meio sólido LJ é recomendada pela 

OMS para a determinação do número de unidades viáveis do BCG. Com isso, o 

procedimento de avaliação das condições de viabilidade da vacina BCG Moreau foi 

realizado, sendo elas: (i) a BCG viva da FAP, (ii) a BCG viva congelada, (iii) a BCG 

inativada por irradiação, (iv) a BCG inativada por irradiação e aquecimento e, (v) a 

BCG inativada por autoclavagem. Para o controle e a segura utilização dessas 

variáveis, os cultivos de micobactérias foram realizados em meio de cultura LJ para 

permitir sua aferição (Figuras 13 e 14). 

 

 

 

Figura 13: Culturas da vacina BCG Moreau em diferentes condições de viabilidade. Tubo 1: BCG da 
FAP. Tubo 2: BCG congelada. Tubo 3: BCG irradiada. Tubo 4: BCG irradiada e aquecida. Tubo 5: 
BCG autoclavada. 
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Figura 14: Culturas da vacina BCG Moreau em diferentes condições de viabilidade. A) Tubos 1 e 2 
(viáveis) e tubo 3 (inativada). B) Tubo 2 (viável) e tubo 3 (inativada). 
 

Após as respectivas variáveis da vacina BCG serem cultivadas entre 3 a 4 

semanas em meio LJ (243), somente aquelas viáveis (BCG FAP e BCG congelada) 

apresentaram algum crescimento (Figura 14 A). Visualmente, as colônias foram 

observadas na forma característica de um tapete por confluência, que foi somente 

presente naquelas amostras das duas variáveis viáveis. Por outro lado, nas demais 

variáveis inativadas, não se observou qualquer crescimento (Figuras13 e 14 B). 

Apesar da imagem na qual houve o crescimento bacteriano sugerir uma coloração 

amarelada por observação direta, na realidade o tapete apresentou coloração 

normal, ou seja, com pigmentação esbranquiçada a bege, bem típica das colônias 

de BCG (244). Quanto aos demais tubos, o meio de cultura LJ apresentou coloração 

característica verde, evidenciando falta de crescimento. 

4.2 Purificação de Monócitos 

A purificação é uma etapa crucial para a diferenciação adequada de grupos 

celulares, uma vez que a interação com outros perfis celulares pode interferir no 

resultado final devido à competição pelas citocinas e interação entre os grupos 

celulares (236). Assim, os monócitos frescos foram purificados e enriquecidos neste 

estudo, através de uma seleção positiva (Figura 15). Todas as amostras utilizadas 

A)                                                                      B) 
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neste estudo tiveram a sua reprodutibilidade checada quanto a esta etapa de 

purificação (Figura 16). 

 

 

Figura 15: Perfis morfológicos representativos do processo de purificação de monócitos por 
microesferas magnéticas CD14+. A) Células advindas do processo de separação de PBMCs por 
gradiente de densidade, realizada anteriormente a purificação dos monócitos. B) Células advindas 
após processo de  purificação dos monócitos, a partir de PBMCs. C) Eluido obtido após o processo 
de purificação dos monócitos. 

 

 

Figura 16: Porcentagem de monócitos e linfócitos após purificação celular por beads magnéticas 
CD14+. A) Porcentagem de monócitos obtidos do processo de enriquecimento de PBMCs, purificação 
com beads magnéticas ou eluído, após processo de purificação. B) Porcentagem de linfócitos nas 
mesmas condições que A. (N=10). 

 

 

 

A)                                               B)                                          C) 

A)                                                          B) 
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4.3 Analise da frequência de populações de moDCs e macrófagos 

in vitro a partir de diferentes moléculas de superfície e 

intracelulares após estímulo com BCG    

Em um momento inicial, foi realizado um protocolo para a obtenção in vitro de 

moDCs e macrófagos a partir de monócitos enriquecidos,  protocolos já realizados e 

validados, baseado em um estudo prévio (236). Neste, monócitos foram 

diferenciados tanto em macrófagos quanto moDCs, cultivados em tubos de 

polipropileno separadamente e posteriormente realizado a infecção com diferentes 

viabilidades da vacina BCG Moreau (Figura 17). Todavia, ao utilizar este protocolo 

para mensurar por imunofenotipagem a modulação in vitro de receptores celulares, o 

controle negativo, apresentando apenas estas APCs sem nenhum tipo de estímulo 

prévio, se mostrou elevado na sua grande maioria, seja em moDC ou macrófagos. 

Deste forma, e com o intuito de reduzir os níveis de ruído observado, outro protocolo 

alternativo de diferenciação in vitro de monócitos em moDCs e macrófagos foi 

realizado (239). Em que neste moDCs foram cultivadas em garrafas de cultura e 

macrófagos em placas de 24 poços (Figura 17), em que é possível visualizar o 

produto celular final após 6 dias de cultura por microscopia ótica (Anexo 1). Embora 

não seja possível diferenciar estes grupos fenotipicamente por este método, é 

possível visualizar morfologias distintas. Todavia, novamente os valores mensurados 

por imunofenotipagem de receptores de ativação se mostraram elevados do controle 

negativo, mesmo com novas amostras ensaiadas, e virtualmente semelhantes 

àqueles valores obtidos no protocolo proposto inicialmente. Por conta disso dessa 

semelhança de ambos os protocolos apresentarem valores similares, e após uma 

análise comparativa, unificou-se cada resultado obtido, tanto dos dois protocolos em 

moDC, quanto em macrófagos, segundo as duas metodologias empregadas (dados 

não mostrados). 
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Figura 17: Trabalhos em que se foi baseado os protocolos de cultivos dos grupos celulares utilizados 
neste projeto. 

  

 

Após testes das condições de viabilidade da vacina BCG Moreau e a 

padronização dos ensaios de diferenciação daqueles dois grupos celulares, este 

estudo teve como  proposta fazer uma análise in vitro imunofenotípica de 

marcadores característicos em APCs, sendo eles os constitutivos (CD1a, CD11c, 

CD14 e MHC-II), bem como os co-estimulatórios induzidos (CD80, CD86 e CD209) 

(245), frente à infecção com a BCG. As expressões de outras moléculas de 

superfície, como CD83, CD40 e CCR7, foram também avaliadas, bem como os PRR 

intracelulares, TLR-2 e TLR-4. As análises destes receptores, foram avaliadas a 

partir das populações positivas para CD209 (moDCs) ou CD14 (macrófagos) (Figura 

18). 

Assim, o percentual de células CD1a não apresentou nenhuma alteração 

significativa, seja com LPS, ou com quais quer variáveis da vacina BCG, tanto em 

moDCs quanto em macrófagos diferenciados (Figura 18 A). 

Já a expressão de CD11c diminuiu significativamente a porcentagem nas 

moDCs, nas variáveis BCG FAP (p<0.0325) e BCG irradiada (p<0.0152) (Figura 18 

B). Em contrapartida, nos macrófagos este receptor foi significativamente reduzido 

nas variáveis BCG FAP (p<0.0012) e BCG inviabilizados por irradiação (p<0.0364), 

irradiação e aquecida (p<0.0265) e autoclavagem (p<0.0189) (Figura 18 B). 
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Para as moléculas co-estimulatórias, ambos grupos celulares não tiveram 

qualquer tipo de modulação significativa em relação ao CD80 (Figura 18 C). Porém, 

o CD86 apresentou uma aumento significativa (p<0.0372) nas porcentagens de 

moDCs na presença de LPS, enquanto macrófagos apresentaram uma redução 

significativa (p<0.0325) na presença do BCG irradiado/aquecido (Figura 18 D). 

O CD83 apresentou uma redução significativa na porcentagem de 

macrófagos, contudo apenas na presença dos BCG inviabilizadas: BCG irradiada 

(p<0.0466), irradiada/aquecida (p<0.0406) e autoclavada (p<0.0270)  (Figura 18 E). 

A vacina BCG viva da FAP alterou negativamente e significativamente, em 

macrófagos (p<0.0103) e moDCs (p<0.0230), a porcentagem de células 

expressando MHC-II (Figura 18F); todavia, a presença dos BCG inviabilizados nas 

culturas de macrófagos também reduziram a porcentagem de células expressando 

este marcador de forma significativa, sendo a BCG irradiada (p<0.0415), irradiada 

aquecida (p<0.0469) e autoclavada (p<0.0325) (Figura 18F). 

O CD40 reduziu significativamente seus níveis de expressão na presença de 

LPS apenas em moDCs, (p<0.0152), enquanto as vacinas BCG viva da FAP e BCG 

irradiada reduziram significativamente estes níveis tanto em macrófagos (p<0.0418; 

p<0.0413) quanto em moDCs (p<0.0152; p<0.0088), respectivamente (Figura 18 G). 

Finalmente, as porcentagens de macrófagos expressando o CCR7 

apresentaram uma redução significativa nas variáveis BCG FAP (p<0.0006), BCG 

congelada (p<0.0367)  e também com os BCG inviabilizados, sendo a BCG irradiada 

(p<0.0003), irradiada/aquecida (p<0.0005) e autoclavada (p<0.0012) (Figura 18 H). 

Quanto aos PRR, embora o TLR2 não tenha apresentado modulação 

significativa em ambos os grupos celulares (Figura 18 I), o TLR-4 apresentou 

redução apenas na presença do BCG irradiado (p<0.0364) em macrófagos (Figura 

18 J). 

Nas DCs, o CD209 é característico deste grupo celular (236). Com isso, 

porcentagens de moDCs expressando este receptor apresentaram uma redução 

significativa na presença da vacina BCG viva da FAP (p<0.0023) e dos BCG 

inviabilizados, sendo a BCG irradiada (p<0.0040), irradiada/aquecida (p<0.0023) e 

autoclavada (p<0.0023) (Figura 18 K). Por outro lado, o CD14 é característico de 

monócitos/macrófagos e estes apresentaram uma redução significativa com aquelas 

mesmas variáveis acima, sendo BCG FAP, (p<0.0132), irradiada (p<0.0071), 

irradiada/aquecida (p<0.0101) e autoclavada (p<0.0256) (Figura 18 K). 
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Figura 18: Expressão de moléculas de superfície e intracelulares em macrófagos e moDCs 
diferenciados a partir de PBMCs de doadores adultos sadio e estimulados com BCG (N=10). As 
moDCs e os macrófagos foram estimulados com LPS ou infectados com as diferentes condições da 
vacina BCG Moreau por 24h e o percentual de células expressando CD1a (A), CD11c (B), CD80 (C), 
CD86 (D), CD83 (E), MHC-II (F), CD40 (G), CCR7 (H), TLR-2 (I) e TLR-4 (J), bem como CD14 em 
macrófagos e CD209 em moDCs (K), foi detectado por citometria de fluxo. Células sem estímulo 
foram usadas como Controle. LPS: Controle positivo; BCG FAP; BCG congelada; BCG irradiada; 
BCG irradiada aquecida e; BCG autoclavada. *p≤ 0.05, ** p≤ 0.005, ***p≤ 0.001. 

 

4.4 Modulação da expressão in vitro das moléculas de superfície e 

intracelular em moDCs e macrófagos 

Aqui, novamente utilizando a análise in vitro imunofenotípica de marcadores 

característicos em APCs, a mediana de intensidade de fluorescência (MFI) de cada 

molécula avaliada no item 4.3 foi agora mensurada. Nesta abordagem, a expressão 

de cada marcador foi avaliada por célula. 

Em moDCs, o CD1a reduziu significativamente (p<0.0240) seu MFI quando em 

contato com o BCG autoclavado (Figura 19 A). Já o CD11c apresentou um aumento 

significativo (p<0.0467) de MFI quando as moDCs entraram em contato com o BCG 

congelado (Figura 19 B). 

    K) 

 I)                                                                           J) 
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No que tange as moléculas co-estimulatórias, o LPS induziu um aumento 

significativo (p<0.0313) no MFI de CD80 apenas em macrófagos (Figura 19 C), 

sendo que o mesmo modulou este aumento significativo (p<0.0416) em CD86, agora 

apenas em moDCs (Figura 19 D). 

No caso de CD83, uma modulação positiva e significativa (p<0.0217) no MFI 

das moDCs estimuladas com LPS foi observada. Porém, nestas mesmas células 

também se notou uma redução significativa com os BCG inviabilizados, sendo a 

BCG irradiada (p<0.0351), irradiada/aquecida (p<0.0439) e autoclavada (p<0.0277) 

(Figura 19 E). Já em macrófagos, uma modulação positiva (p<0.0180) de MFI 

ocorreu apenas quando estes entraram em contato com a BCG irradiada (Figura 19 

E). 

O MHC-II apresentou uma redução significativa (p<0.0464) do MFI apenas 

quando moDCs entraram em contato com a BCG irradiada (Figura 19 F). O MFI de 

TLR2 nas moDCs apresentou uma redução significativa (p<0.0273) em contato com 

a BCG irradiada (Figura 19 I). 

Finalmente, o CD209 apresentou uma redução de MFI importante na presença 

de BCG irradiada e BCG irradiada/aquecida (p<0.0338; p<0.0356) (Figura 19 K). Já 

o CD14, nos macrófagos, apresentou uma redução significativa no contato com 

todas os BCG inviabilizados, sendo a BCG irradiada (p<0.0379), irradiada/aquecida 

(p<0.240) e autoclavada (p<0.0163) (Figura 16 K). 

Os marcadores CD40, CCR7 e TLR4 não tiveram qualquer tipo de modulação 

da MFI (Figuras G, H e J). 
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Figura 19: Expressão de moléculas de superfície e intracelulares em macrófagos e moDCs 
diferenciados a partir de PBMCs de doadores adultos sadios e estimulados com BCG por meio de 
citometria de fluxo mesuradas por MFI (N=10). As moDCs e os macrófagos foram estimulados com 
LPS ou infectados com as diferentes condições da vacina BCG Moreau por 24h e foi mensurado o  
MFI de células expressando CD1a (A), CD11c (B), CD80 (C), CD86 (D), CD83 (E), MHC-II (F), CD40 
(G), CCR7 (H), TLR-2 (I) e TLR-4 (J), bem como CD14 em macrófagos e CD209 em moDCs (K), por 
citometria de fluxo. Células sem estímulo foram usadas como Controle. LPS: Controle positivo; BCG 
FAP; BCG congelada; BCG irradiada; BCG irradiada aquecida e; BCG autoclavada. *p≤ 0.05, ** p≤ 
0.005. 

4.5 Secreção in vitro de citocinas pró e anti-inflamatórias por 

moDCs e macrófagos 

Considerando-se a importância das DCs e macrófagos na imunidade adquirida 

pela sua eficiente apresentação profissional de antígenos e estímulo na produção de 

citocinas ligadas à imunidade celular, a presença de citocinas pró-inflamatórias (IL-

1α, IL-18, IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-6, IL-15 e MCP-1), bem como da citocina anti-

inflamatória IL-10, nos sobrenadantes das culturas de APCs foi mensurada e 

comparada. Contudo não foram observadas diferenças significativas entre os 

diferentes estímulos (Figuras 20). 
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Figura 20: Secreção de citocinas dosadas por ELISA no sobrenadante de macrófagos (A) ou moDCs 
(B) estimuladas com BCG. Em ambos os perfis, foram avaliados as citocinas IL-10, IL-18, IL-1β, IL-
1α, TNF-α, IL-12, IL-15, MCP-1, IL-6. (N=8). 
 

4.6 Avaliação preliminar de perfis linfocitários após interação com 

moDCs e macrófagos infectados com a vacina BCG Moreau 

Uma vez que moDC e macrófagos mostraram regular in vitro uma variedade 

de marcadores imunofenotípicos importantes, como evidenciado nos itens 4.3 e 4.4, 

seria interessante entender como essas APCs e seus repectores cognatos 

induziriam a modulação de linfócitos T. Com isso, foi realizado um único experimento 

piloto para que pudessemos elucidar preliminarmente como a vacina BCG, em suas 

A) 

B) 
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diferentes condições de viabilidade, poderiam modular a resposta imune. Como 

controles, foi realizado a co-cultura de APCs com linfocitos T e como controle 

positivo esta co-cultura em contato com LPS Esses linfócitos autológos foram 

obtidos a partir do eluido de PBMCs após o processo de purificação (Figura 16 B), 

sendo assim congelados até o dia de se realizar a co-cultura. 

Assim, as moDCs pré-estimuladas com LPS e em co-cultura com linfócitos 

totais pareceram induzir uma polarização para um perfil de células T TCD4 

regulatórias, sendo possível observar uma percentual significativamente maior de 

células expressando Foxp3+CD25+, quando comparadas com ambos BCG 

irradiado/aquecido e BGC autoclavado (p<0.0468; p<0.0040, respectivamente) 

(Figura 21 A). Por sua vez, a vacina BCG congelada apresentou um aumento 

significativo deste perfil de células T regulatórias, quando comparada a vacina BCG 

viva da FAP e ao BCG irradiado (p<0.0032; p<0.0061, respectivamente) (Figura 21 

A). Em contrapartida, a vacina BCG viva da FAP apresentou um aumento 

significativo (p<0.0195) no compartimento T regulatório, quando comparada ao BCG 

irradiado (Figura 21 A). 

Já em relação aos linfócitos TCD4 em co-cultura com os macrófagos também 

pré-estimulados com LPS, novamente pode ser observado o surgimento deste perfil 

T regulatório. Assim, foi possível observar um aumento significativo (p<0.0013) deste 

perfil celular, quando comparado ao BCG irradiado (Figura 21 A). Já o BCG 

congelado apresentou um aumento significativo, quando comparado a vacina BCG 

viva da FAP e ao BCG irradiado/aquecido (p<0.0363; p<0.0050, respectivamente) 

(Figura 21 A). Da mesma maneira que o BCG congelado, a vacina BCG viva da FAP 

apresentou um aumento significante (p<0.0001) deste compartimento T regulatório, 

quando comparado ao BCG irradiado/aquecido (Figura 21 A). Por fim, o BCG 

autoclavado demostrou um aumento significativo em comparação com ao BCG 

irradiado e ao BCG irradiado/aquecido (p<0.0060; p<0.0426, respectivamente) 

(Figura 21 A). 

A presença de um perfil regulatório nas células TCD8 em contato com esses 

dois grupos de APCs também foi averiguada. Com isso, em linfócitos TCD8 em co-

cultura com as moDCs pré-infectadas com a vacina BCG viva da FAP, um aumento 

significativo no compartimento T regulatório foi observado, quando comparados as 

demais variáveis da vacina BCG, sendo a BCG congelada (p<0.0002), irradiada 

(p<0.0215), irradiada/aquecida (p<0.0001) e autoclavada (p<0.0001) (Figura 21 B). 

Por sua vez, o BCG congelado induziu um aumento significativo deste perfil celular 
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regulatório, quando comparado ao BCG irradiado/aquecido e ao BCG autoclavado 

(p<0.0050; p<0.0021, respectivamente) (Figura 21 B). Já o BCG autoclavado induziu 

um aumento significativo (p<0.0144) no compartimento T regulatório, em relação ao 

BCG irradiado/aquecido (Figura 21 B) .Quando os linfócitos T CD8 ficaram em co-

cultura com os macrófagos, foi possível observar um aumeto significativo do 

compartimento T regulatório na presença da vacina BCG viva FAP, quando 

comparado ao controle negatico e ao BCG autoclavado (p<0.0203; p<0.0024), 

respectivamente) (Figura 21 B). Finalmente, foi possível observar também um 

aumento significativo (p<0.0038) deste perfil celular regulatório no BCG 

irradiado/aquecido, quando comparado ao BCG autoclavado (Figura 21 B). 

 

 

Figura 21: Expressão de moléculas de ativação linfocitária por meio de citometria de fluxo (N=1, 
quadruplicata). A) Gráfico da expressão de Foxp3 e CD25 em linfócitos TCD4 em co-cultura com 
moDCs e macrófagos de doadores adultos sadios, sendo as variáveis controle negativo, estimulado 
com LPS ou infectadas com as diferentes condições da vacina BCG Moreau. B) Gráfico da expressão 
de Foxp3 e CD25 em linfócitos TCD8 em co-cultura com moDCs e macrófagos em condições 
semelhantes de A.*p≤ 0.05, ** p≤ 0.005, ***p≤ 0.001, ****p≤ 0.0001. 
 

Em paralelo a presença de linfócitos T regulatórios, a detecção de linfócitos 

polarizados para o perfil Th1 também foi realizada, ou seja, células que detém a 

capacidade de secretar grandes níveis de IFN-γ (219). De modo geral, a presença 

deste perfil linfocitário tanto em linfócitos TCD4, quanto em linfócitos TCD8, foi 

observada em ambas co-culturas com APCs, . 

Um aumento significativo na porcentagem de células com o perfil Th1 

advindas da co-cultura com moDCs foi detectado na presença da vacina BCG viva 

da FAP, quando comparado ao controle negativo (p<0.0179), ao BCG irradiado 

(p<0.0022) e ao BCG irradiado/aquecido (p<0.0313) (Figura 22 A). Contrariamente, 

naquelas co-culturas de macrófagos com linfócitos T CD4, não foi possível observar 

qualquer tipo de modulação (Figura 22 A). Por sua vez, os linfócitos T CD8 quando 

co-cultivados com moDCs pré-incubadas com LPS, tiveram um aumento significativo 

     A)                                                                            B) 
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(p<0.0256) na porcentagem células com o perfil Th1, quando comparados ao BCG 

autoclavado (Figura 22 B). Quando estes linfócitos TCD8 foram agora co-cultivados 

com os macrófagos pré-incubados com o BCG irradiado/aquecido, aqueles tiveram 

um aumento significante (p<0.0106) do perfil Th1, na comparação com o controle 

negativo (Figura 22 B). Por fim, observou-se também um aumento significativo 

(p<0.0010) do perfil Th1 na condição de pré-incubados com o vacina BCG viva da 

FAP, em relação ao BCG congelado, assim como um aumento significativo 

(p<0.0015) na condição de pré-incubação com o BCG autoclavado na comparação 

com o LPS (Figura 22 B). 

 

 

Figura 22: Expressão de moléculas de ativação linfocitária por meio de citometria de fluxo (N=1, 
quadruplicata). A) Gráfico da expressão de IFN-γ e CD69 em linfócitos TCD4 em co-cultura com 
moDCs e macrófagos de doadores adultos sadios, sendo as variáveis controle negativo, estimulado 
com LPS ou infectadas com as diferentes condições da vacina BCG Moreau. B) Gráfico da expressão 
de IFN-γ e CD69 em linfócitos TCD8 em co-cultura com moDCs e macrófagos em condições 
semelhantes de A.*p≤ 0.05, ** p≤ 0.005, ***p≤ 0.001. 

A)                                                          B) 
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5 DISCUSSÃO 

Este projeto de pesquisa teve como proposta principal validar um ensaio in 

vitro para a maturação e a ativação de moDCs e macrófagos humanos, a partir da 

infecção com diferentes variáveis da vacina BCG Moreau. Assim, a hipótese 

prevalecente foi que a vacina BCG Moreau nos seus padrões de viabilidade, 

induzem in vitro alterações de marcadores imunofenotípicos e de secreção de 

citocinas em moDCs e macrófagos humanos. Com isso, buscou-se averiguar em 

modelo in vitro os diferentes mecanismos imunológicos em indivíduos vacinados 

com a BCG que poderiam mostrar caminhos distintos a se pavimentar para o melhor 

entendimento de efeitos protetores contra a TB. 

A literatura descreve que a vacina BCG vem sendo utilizada como forte 

adjuvante de ativação e maturação de moDCs (232). Neste estudo, como modo de 

avaliar a ativação de moDCs, foram comparados diferentes padrões de viabilidade 

da vacina BCG Moreau. Inicialmente, aquelas variáveis visando a inviabilização 

foram idealizadas para o modo comparativo (controle negativo) nos experimentos de 

avaliação de maturação dos tipos celulares estudados. Entretanto, os processos de 

inviabilização (irradiação γ, aquecimento ou autoclavação) aparentaram-se 

incapazes de eliminar sítios antigênicos deste imunógeno, fato evidenciado pela 

literatura (160, 169, 172). Neste presente estudo, foi possível observar o 

crescimento das BCGs da FAP e congelada. Segundo a Farmacopeia Brasileira, as 

variáveis viáveis de BCG da FAP e congelada apresentaram viabilidade adequada e 

caráter replicativo, o que permite que formem colônias rugosas espraiadas (244). O 

mesmo não ocorre com outras variáveis inativadas, uma vez que a vacina BCG 

irradiada perdeu seu caráter replicativo, porém, manteve sua parede celular intacta, 

já evidenciado a partir de microscopia eletrônica observado na literatura (172). Por 

outro lado, a vacina BCG irradiada e aquecida e a vacina BCG autoclavada 

perderam a capacidade de se replicar devido à exposição às altas temperaturas 

(80°C e 120°C, respectivamente). Essa diferenças se devem ao fato da inativação 

por irradiação γ preservar a vacina BCG dos danos estruturais majoritários, e 

embora através desse método o imunógeno perca seu caráter replicativo por conta 

de danos a nível de DNA, o BCG ainda apresenta atividade metabólica, com 

variância de 37% a 94% por conta da permanecia de genes que promovem a 

síntese de proteínas funcionais (172, 246). Por sua vez, a vacina BCG ao ser 
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submetida à altas temperaturas, tem sua parede celular rompida (172). Portanto, o 

BCG irradiado apresenta atividade metabólica, e aquele BCG aquecido, tem seu 

conteúdo citoplasmático exposto. Neste último, é observado na literatura que os 

fragmentos da parede celular deste imunógeno na forma de antígenos 

termosensíveis demostraram ter sítios antigênicos eficientes para desencadear uma 

resposta imune protetora (164, 172). A vacina BCG, segunda a literatura, seja viva 

ou inativada, é capaz de induzir a maturação de moDCs e macrófagos, assim como 

a secreção de citocinas (164, 168, 169). Da mesma forma, a literatura evidencia que 

este imunógeno sofrendo inviabilização foi capaz de induzir a expressão de 

moléculas de superfície, como CD1a, CD80, CD86, CD40 e MHC-II (245, 247). 

Para a obtenção de moDCs e macrófagos humanos para se realizar a 

interação com os diferentes padrões de viabilidades da vacina BCG, o método de 

purificação de monócitos por seleção positiva através de microesferas magnéticas a 

partir de amostras de PBMCs, foi realizado. Este procedimento vem se mostrando 

de suma importância para a diferenciação adequada de moDCs e macrófagos, e 

vem sendo bem estabelecido e padronizado, através de estudo pregresso de nosso 

grupo (236). Através daquele estudo, mostramos que a obtenção de monócitos 

frescos circulantes, de modo mais rápido e eficiente do que outros processos 

comparativos, foi possível, preservando-se ainda uma alta viabilidade celular e  

sendo ideal para uma diferenciação finalística para moDCs ou macrófagos de 

maneira mais eficiente (236). A existência de linfócitos em contrato primário com 

monócitos poderia levar a uma diferenciação de macrófagos e células dendríticas 

alterados, uma vez que a interação célula a célula influenciaria em uma 

diferenciação ótima (236). Daquele estudo, ainda ficou pendente uma validação a 

posteriori do protocolo proposto, utilizando coortes distintas. 

A partir dos mononucleares CD14+ advindos de sangue venoso periférico 

humano fresco e mediante incubação in vitro com rhIL-4 e rhGM-CSF, os monócitos 

purificados diferenciam-se em moDCs em cerca de 6 dias (236). Por sua vez, estas 

adquirem a expressão de CD209, um marcador amplamente estabelecido e 

característico deste grupo celular, podendo coexpressar resquícios de CD14, um 

outro marcador pan monócitos/macrófagos (187, 236). Já foi descrito que tanto IL-4, 

quanto GM-CSF, apresentam papel crucial para a diferenciação de moDCs (248). A 

IL-4 impede a diferenciação de monócitos para macrófagos, através da inibição da 

produção de M-GSF e redução de seu receptor (248). Além disso, a IL-4 garante a 

expressão de CD116 e CD131, que são primordiais para a diferenciação de 
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monócitos em moDCs, além de proporcionar maior tempo de sobrevivência das DCs 

(248, 249). Estudos demonstraram que na ausência de IL-4, o GM-CSF consegue 

gerar apenas DCs CD1a+ (250). Assim,  diferentes concentrações destas citocinas 

podem propiciar o surgimento de perfis distintos de moDCs (250, 251), ao passo que 

os longos períodos de cultivo com  as mesmas em excesso, podem acarretar em 

moDCs com menor potencial imunogênico (252). Por suas vezes, os 

monócitos/macrófagos apresentam elevada expressão de CD14 e ausência de 

CD209, sendo o perfil característico deste grupo celular (82). Neste estudo, embora 

tenhamos usado monócitos cultivados com SFB e sem adição de M-CSF, apenas 

para controle em experimentos de diferenciação de moDCs, não sendo de  

interesse, nesse caso,  avaliar a diferenciação dos monócitos em macrófagos, não 

comprovamos que os monócitos era realmente diferenciados em macrófagos 

maduros. 

O processo de adesão das APCs pode não ser absolutamente essencial para 

a atividade de apresentação de antígenos, porém esse processo de adesão se 

mostra necessário quanto à secreção de citocinas (253). Naquele nosso estudo, o 

processo de adesão foi fundamental para a secreção de IL-8 e MIP-1, pois ambos 

foram prontamente induzidos por macrófagos infectados com BCG nas placas de 24 

poços, mas não em suspensão nos tubos de polipropileno. Paralelamente, a 

linhagem celular humana THP1 mostrou que nenhuma monocina foi regulada 

diferencialmente quando aquelas células permaneceram aderidas em placas de 24 

poços ou em suspensão nos tubos de polipropileno, independentemente do estímulo 

empregado. No entanto, o próprio processo de adesão induziu a secreção 

espontânea de IL-1β e IL-8, e a infecção com BCG não alterou este cenário (253).  

No presente estudo, o cultivo de moDCs e macrófagos foi inicialmente 

realizado em tubos de polipropileno, conforme já estabelecido por nós em protocolo 

previamente publicado (236). Além disso, em outro estudo demonstramos que não 

houve diferença significativa na alta expressão de CD209 e na baixa expressão de 

CD14, quando utilizamos métodos de diferenciação diferentes de moDCs, tanto em 

tubos de polipropileno, quanto em placas de 24 poços (253). Entretanto, no presente 

estudo ao avaliarmos marcadores de ativação de moDCs, como CD40, CD83 e 

MHC-II, estes se encontram em níveis elevados no controle negativo, em DCs e 

macrófagos não estimulados. Na tentativa de minimizar este resultado, uma 

adaptação daquele protocolo inicial, quanto ao método de cultivo de moDCs e 

macrófagos, foi realizada. Assim, as células agora foram diferenciadas em garrafas, 
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seguindo protocolo alternativo também estabelecido por nosso grupo (239). Todavia, 

ao final, todos os mesmos marcadores imunofenotípicos continuaram apresentado 

seus níveis elevados no controle negativo, assim não mostrando nenhuma diferença 

em relação ao protocolo publicado (236). As moDCs são descritas também como 

iDCs. Estas são originadas de precursores monocíticos a partir de um quadro de 

infecção (174). De acordo com Balan e colaboradores, as moDCs expressam níveis 

basais altos de moléculas coestimulatórias e de ativação, como MHC-II, 

corroborando com os níveis altos dos controles negativos achados neste estudo 

(174). Também já foi demonstrado que as DCs apresentam níveis basais altos de 

MHC-II no modelo murino (254). 

Por ser um excelente adjuvante, a vacina BCG é descrita amplamente como 

uma apropriada ativadora de DCs, culminando assim na expressão aumentada de 

moléculas coestimulatórias e de ativação, como MHC-II, CD86, CD83, bem como 

indutora de IL-12p40, IL-6 e IL-1β (220, 224). Todavia, este imunógeno pode ser um 

fraco agente ativador, induzindo um perfil regulatório em DCs. A vacina BCG foi vista 

ser capaz de reduzir níveis de moléculas importantes da ativação da imunidade 

adaptativa, como MHC-II, ao mesmo tempo que não induz aumentos expressivos 

nos níveis de moléculas coestimulatórias, como CD80 e CD86 (103, 230, 255). 

Assim, um dos grandes desafios na avaliação de tais marcadores em DCs, seria a 

alta variabilidade individual em coortes de diferentes doadores, caso também 

evidenciado por Murray e colaboradores (256). 

No presente estudo, o CD1a foi visto estar constitutivamente presente em 

moDCs, sendo este um marcador típico deste tipo celular (187). Em contrapartida, o 

CD1a constitutivo se apresenta com baixa expressão em macrófagos (187, 257). O 

CD1a está relacionado com a apresentação antigênica, sendo estruturalmente 

homólogo ao MHC-II por também formar heterodímero com a subunidade β-2-

microglobulina (169). Uma vez que as micobactérias apresentam sua parede celular 

rica em lipídeos e seus derivados, este tipo de apresentação antigênica para células 

T γδ é notória, pois possui um papel crucial na resposta imune contra patógenos 

desta família (169). Ao utilizar a análise de MFI, pode-se observar neste estudo uma 

redução importante de CD1a na presença do BCG autoclavado, sugerindo que, em 

contato com conteúdo antigênico citoplasmático deste imunógeno, deva estar 

ocorrendo uma modulação deste marcador. Um estudo já mostrou que as DCs 

CD1+ são também capazes de realizar apresentação antigênica às células T com 

TCR restrito (258). Desta forma, as DCs ativam linfócitos T CD8 secretores de IFN-γ 
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(Th1) em contato com a vacina BCG viva, enquanto que em contato com o BCG 

inativado por calor, esta ativação não foi evidente (258). Provavelmente, este evento 

se dá pelo mecanismos de evasão da vacina BCG via virulência residual, em que 

produtos lipídicos deste imunógeno escapam do fagolisossoma e alcançam o meio 

citoplasmático (258). Desta forma, os lipídeos micobacterianos entram em contato 

com lisossomas ou endossomas que contenham as moléculas de CD1a ou CD1b 

nascentes, respectivamente, permitindo assim a subsequente apresentação 

antigênica (258, 259). 

O CD11c está presente em macrófagos e DCs, reconhecendo partículas 

opsonizadas ligadas a fragmentos de iC3b, assim como reconhecem moléculas de 

adesão, como ICAM-1 e ICAM-2 (260). No presente estudo, esse marcador 

apresentou níveis reduzidos em ambos os grupos de APCs em contato com a vacina 

BCG, seja viável ou inativada. Desta forma, tendo as suas moléculas de adesão 

reduzidas, sugere-se que ambos os grupos celulares passam a apresentar um 

caráter migratório. Entretanto, moDCs apresentaram apenas esta redução em 

contato com o imunógeno viável, ou aquele com sua parede celular integra, 

enquanto macrófagos apresentam essa redução sem distinção do método de 

inviabilização. Por consequência, corroboramos e sugerimos aqui que as moDCs 

são APC com caráter mais seletivo (224). Interessantemente, as DCs CD11c-  já 

foram caracterizadas por apresentarem baixos níveis de marcadores, como MHC-II, 

CD40, CD80, CD86 e CD83. Todavia, uma vez em contato com mediadores pró 

inflamatórios, como TNF-α, este quadro pode ser revertido (261). Em contraste, os 

níveis basais de DCs CD11c+ tem um papel crucial na dinâmica do granuloma 

causado pelo Mtb, já sendo descrito que estas potentes APCs podem ser 

encontradas no interior daquela estrutura, assim como em sua periferia (71). 

O MHC-II é primordial para que ocorra uma apresentação antigênica 

adequada e, quando acoplado ao peptídeo específico, um complexo trimolecular é 

reconhecido pelo TCR (45). No presente estudo, a expressão de MHC-II teve uma 

redução importante em ambos os grupos celulares. Entretanto, mas uma vez as 

moDCs pareceram interagir apenas com o imunógeno em seu estado viável, ou 

seja, apresentando sua estrutura integra, confirmando seu perfil como APCs mais 

seletivas. Enquanto isso, macrófagos mostraram uma redução de MHC-II tanto na 

vacina BCG viva, quanto também naquelas inativadas, independentemente do 

método empregado (224). A vacina BCG foi capaz de reduzir a expressão de MHC-

II, possivelmente porque  essa vacina é capaz de impedir a ligação do lisossomo 
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com o fagossomo em macrófagos e DCs, reduzindo a formação de peptídeos 

necessários para a ativação de células T (230). Em macrófagos, já foi visto que este 

imunógeno anula a atividade de v-ATPases responsáveis por importar prótons para 

o fagossomo, inibindo a acidificação e mantendo o pH neutro, impedindo assim a 

sua degradação (262). Neste fagossomo, a proteína catepsina-D não clivada é 

encontrada, está sendo responsável pela degradação de peptídeos, levando assim a 

uma apropriada apresentação antigênica (262). Além disso, a vacina BCG possui a 

capacidade de ativar a ubiquitina ligase MARCH-1, que é responsável por marcar 

moléculas de MHC-II, sendo degradas por proteassomas em um evento 

subsequente (255). Como medida para reverter esse quadro, os PAMPs ligantes de 

TLR7 e TLR9 induzem uma redução de MARCH-1, prevenindo assim a degradação 

do MHC-II e levando a uma apresentação antigênica eficiente (230). Por conta desta 

redução de MHC-II, já foi hipotetizado que estas moDCs adquirem um perfil de DCs 

tolerogênico (263). Assim, as DCs podem apresentar tanto alta, como baixa 

expressão de MHC-II e moléculas coestimulatórias (263), tendo ação antagônica aos 

linfócitos T efetores (264). Em contrapartida, a literatura demonstra que a vacina 

BCG foi capaz de induzir a expressão de MHC-II (224, 265). Murray e colaboradores 

demonstraram que os BCGs vivos ou inativados por calor apresentaram uma 

regulação na expressão de MHC-II e de moléculas coestimulatórias (256). 

As DCs são ativadas no contato com LPS, passando a expressar  CD83 

(266). Com relação a este marcador, no presente estudo, o CD83 reduziu sua 

expressão em macrófagos e moDCs, quando ambas APCs entram em contato com 

os BCG inativados. Porém, esse fato foi visto apenas em macrófagos, quanto 

avaliado pelo percentual celular, enquanto em moDCs, a redução ocorreu avaliando-

se a MFI. Todavia, apesar de macrófagos apresentarem uma redução de CD83 

quando em contato com o BCG irradiado, ao se avaliar a expressão unitária por 

células deste marcador, o mesmo se encontrou aumentado. Igualmente, estudos já 

mostraram uma maior expressão de CD83 frente a vacina BCG, assim como de 

CD80, CD86 e IL-12 (267, 268). Novamente, o CD83 possui um papel fundamental 

na inibição de outra ubiquitina ligase, a MARCH-8, uma enzima similar a MARCH-1 

(269). Assim, a inibição de MARCH-8 pelo CD83 promove aumento de  expressão 

de MHC-II, permitindo a correta ativação de linfócitos T CD4 (269).  

No presente estudo, entretanto, faltou averiguar se esta redução de CD83 

induzida pela vacina BCG, poderia estar correlacionada com aquela redução das 

moléculas de MHC-II. No que tange esta diminuição de expressão in vitro do CD83 
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em nosso modelo de estudo, outra eventual possibilidade seria a ocorrência de 

liberação de sua forma solúvel (270). O sCD83 tem função imunossupressora, 

sendo capaz de reduzir os níveis de expressão de MHC-II, ligar-se a TLR4 induzindo 

a produção de IL-10, assim como de impedir a maturação de DCs (270, 271). Um 

estudo recente em modelo de transplante de córnea demonstrou que sCD83 foi 

capaz de induzir expansão de DCs e macrófagos tolerogênicos, criando, desta 

maneira, um microambiente permissivo a maior sobrevida do enxerto (272). Assim, 

estudos subsequentes são requeridos para um melhor entendimento do papel de 

sCD83 na infecção com a vacina BCG. 

O CD40 é um marcador crucial para a ativação celular. Ao se ligar ao seu 

cognato CD40L presente em linfócitos, DCs e macrófagos recebem um feedback 

positivo para expressarem maiores níveis de MHC-II, assim como moléculas 

coestimulatórias (45). Ao ativarem os linfócitos T CD8 pela via CD40-CD40L, as DCs 

induzem a secreção de perforina e IFN- γ, tanto com a vacina BCG viva, quanto 

inativada por calor (247). Todavia, no presente estudo foi visto que a vacina BCG 

viva ou inativada por irradiação-γ, induziu uma redução de CD40, tanto em moDCs 

quanto em macrófagos. Esta redução pode estar relacionada aos demais 

marcadores estudados e relacionados com a apresentação antigênica. 

Alternativamente, e assim como o CD83 após a ativação, o CD40 pode ser 

convertido em sua forma solúvel (273). Destarte, estudos subsequentes são 

requeridos para se averiguar o papel de sCD40 na infecção com a vacina BCG. 

Neste estudo, a vacina BCG por si só não foi capaz de induzir o aumento de 

CD40, assim reduzindo a capacidade de sua apresentação antigênica, embora 

existam outros estudos que mostrem o contrário (247, 274, 275). Nesse nosso 

estudo, deve ser realçado que as DCs estão em monocultura e sem prévios 

estímulos exógenos. Porém, já foi descrito que o estímulo prévio de DCs com IFN ou 

ligantes de TLR antes da infecção pela vacina BCG, pode aumentar a expressão de 

moléculas coestimulatórias, assim como a produção de IL-2 e IL-12, auxiliando em 

uma melhor ativação da imunidade adaptativa (230, 276). Ademais, a co-cultura de 

DCs com linfócitos T, pode proporcionar maior expressão de moléculas 

coestimulatórias, uma vez que essas irão favorecer o contato célula a célula, além 

de aumentar os níveis de IFN-γ, IL-17 e IL-10 produzidos por linfócitos, estes 

capazes de gerar um feedback para as DCs, tornando-as melhores APCs (224, 225, 

277). Contrariamente e em um estudo pregresso, nós observamos uma baixa 

modulação de marcadores fenotípicos das moDCs na presença de linfócitos 
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autólogos, embora tenha sido observada uma diminuição semelhante da expressão 

desses marcadores em macrófagos, e essa etapa ocorreu de forma antígeno-

dependente (253). Quando os linfócitos autólogos foram adicionados aos tubos de 

polipropileno, houve reduções simultâneas em todos os marcadores de superfície 

das APCs, chegando a cerca de 30 vezes para CD209, quando moDCs foram 

infectadas com a vacina BCG. 

Neste estudo, foi averiguado que macrófagos apresentaram níveis 

constitutivos elevados de CCR7 e, ao entrarem em contato com a vacina BCG, tanto 

viva da FAP, quanto as inativadas, os mesmos, mas não as moDCs, apresentam 

uma redução expressiva do marcador, sugerindo que os macrófagos perdem sua 

capacidade migratória, alterando sua fenotipagem para se tornarem células 

residentes do tecido (278, 279). Além disso, existem estudos que mostraram uma 

redução de CCR7 na presença da vacina BCG, diminuindo a sua capacidade 

migratória (71). Em clara contradição, Murray e colaboradores demonstram que as 

DCs em contato com a vacina BCG, seja viva ou inativada por calor, aumentaram os 

níveis de CCR7, independente da viabilidade do imunógeno (256). Outros estudos já 

evidenciam o aumento de mRNA para CCR7 em DCs durante a infecção pela vacina 

BCG (280, 281). Certamente, mais estudos são necessários para tentar resolver 

esta questão. 

O TLR2 e TLR4 são PRRs cruciais na resposta imune contra componentes 

bacterianos, reconhecendo compostos como LAM, peptideoglicanos e proteína de 

choque térmico de Mtb (88). Uma vez reconhecendo estes compostos, fatores 

intracelulares, como NF-κB, induzem a expressão de moléculas como MHC, CD80 e 

CD86 (282). A proteína ligante de TLR4 bacterioferritina B do Mtb (Rv3841) foi 

mostrada ser capaz de induzir a produção de IL-12, TNF-α e IL-12p70 (283). Assim, 

esses PRRs mostram ser cruciais na resposta imune frente à vacina BCG. Após 

contato com a vacina BCG, os PRR aumentam a capacidade de DCs de expressar 

moléculas, como MHC-II (230). Embora o TLR2 em moDCs e o TLR4 em 

macrófagos apresentem uma redução importante na presença do BCG irradiado, 

este imunógeno tem o poder de ativar células imunes por outros PRRs, como TLR7 

e TLR9 (230). Por sua vez, o Mtb apresenta estas mesmas estruturas que reduzem 

a expressão de MHC-II em macrófagos. Hipoteticamente, a vacina BCG poderia 

estar atuando de maneira semelhante no engajamento de TLR2 ou TLR4, via 

estruturas imunossupressoras (255, 284). Estudos demonstram que a vacina BCG 
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induz a formação de corpos lipídicos em macrófagos, pela via TLR2 e NF-κB, 

induzindo uma regulação negativa na ativação desta células imunes (285). 

Neste estudo, a vacina BCG foi vista ser capaz de reduzir a expressão de 

CD209 em moDCs. Este marcador foi também evidenciado ser uma porta de entrada 

da vacina BCG, bem como do Mtb em DCs, promovendo a sobrevivência destes 

(225). Por outro lado, a redução de CD209 pode estar relacionada com uma 

capacidade diminuída de fagocitose pelas DCs (225, 286). Já em macrófagos, o 

CD14 atua como um co-receptor para o TLR4 visando o reconhecimento destes 

antígenos (287). Assim, macrófagos CD14+ na presença da vacina BCG, 

apresentaram maiores níveis de moléculas coestimulatórias, como CD86, 

evidenciado assim sua importância no reconhecimento e na ativação celular (288). 

Este estudo também mostrou que a presença de sítios antigênicos na vacina 

BCG, mesmo está passando por métodos de inviabilização, ainda são capazes de 

induzir respostas imunes in vitro. Estudos anteriores mostraram que a vacina BCG 

induziu a produção de IL-1β, IL-1α, IL-6, TNF-α, IL-12 e IL-15 (154, 168, 224, 240). A 

ativação de DCs por micobactérias inativadas já foi evidenciada: cDCs induziram a 

ativação de células T γδ, através de IL-1β e TNF-α, polarizando este tipo celular para 

o perfil Th1 (169). A vacina BCG inativada por calor e combinada com adjuvante, 

como L3 Eurocina, foi capaz de gerar imunidade protetiva ao nível de célula T, no 

mesmo patamar que a vacina BCG viva, possuindo a capacidade de induzir IFN-γ 

(289). Estudos demonstraram que a vacina BCG inativada por irradiação-γ e 

utilizada como reforço, foi capaz de controlar a carga bacteriana, assim como reduzir 

injurias patológicas desencadeadas pelo Mtb, além de induzir um perfil de células 

Th1 (160). 

Devido ao seu efeito heterólogo, a vacina BCG é um importante alvo no 

tratamento de alergia e demais patologias relacionadas às hipersensibilidades do 

sistema imune (290). Assim, a vacina BCG possui a capacidade de reduzir quadros 

atópicos (277). As DCs secretam IL-10, está apresentando um papel essencial na 

redução da inflamação das vias aéreas naquele contexto atópico, pelo auxilio na 

ativação de células T regulatórias (290). Na vacina BCG, a IL-10 tem um papel 

antagônico ao da IL-12, inibindo sua produção, além de estar relacionada com a 

expressão reduzida de MHC-II (157, 230). Em contrapartida, estudos demostraram 

que a ativação de APCs através de ligantes de TLR reduzem os níveis de IL-10 e 

induzem um perfil mais inflamatório, como o Th1 (230). Os macrófagos infectados 

com a vacina BCG, apresentam um aumento da expressão de MCP-1, além de 
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outros mediadores pró-inflamatórios (288). Decerto, a MCP-1 é responsável pela 

quimiotaxia de macrófagos ao sítio de infecção (291). Junto com IL-12, a IL-18 

possui um papel crucial na indução do perfil Th1. Estudos demonstraram que rBCGs 

capazes de produzir IL-18 induzem a maturação de DCs e a ativação de linfócitos T 

produtores de IFN- γ e IL-23 (225).  

Neste estudo, tendo em vista a necessidade de melhor entendimento da 

resposta imune conferida pela vacina BCG, surgiu a necessidade de realizar um 

experimento preliminar com linfócitos T autólogos, no intuito de tentar elucidar como 

estes linfócitos reagiriam em contato com APCs. Mesmo com a limitação de apenas 

um experimento, moDCs e macrófagos foram capazes de induzir em linfócitos T 

CD4 e T CD8, um perfil regulatório. Neste cenário, a vacina BCG viva da FAP 

apresentou uma capacidade superior, quando comparada aos BCG inativados. Em 

outro estudo, a vacina BCG foi capaz de induzir resposta imunes antitumorais, via 

células T regulatórias com um fenótipo PD-L1+, durante o tratamento de pacientes 

com câncer de bexiga (235). Assim, após a vacinação com BCG, observou-se uma 

grande concentração deste grupo celular na urina de pacientes com este tipo de 

câncer, este fato podendo influenciar na dinâmica do tumor (235). Estudos 

demonstraram que a vacina BCG após processo de liofilização prolongada, foi capaz 

de induzir pDCs à secretarem altos níveis de IL-10, e assim promover a ativação de 

células T regulatórias com um fenótipo CD25+Foxp3+, além de reduzir fatores 

transcricionais relacionados as outras respostas imunes adaptativas, como GATA-3 

e RORγt, que estão relacionados aos perfis Th2 e Th17, respectivamente (292). 

Intrigantemente, a ativação de células T regulatórias não reduziu a ativação do perfil 

Th1, via fator de transcrição T-Bet (292). Por sua vez, a capacidade de controle do 

crescimento bacteriano após o desafio com uma cepa virulenta de Mtb foi observada 

(292). Outros estudos já evidenciaram a sinergia destes perfis de resposta imune 

induzida pela vacina BCG (227). No modelo murino, a vacina BCG foi capaz de 

modular as células T regulatórias com um fenótipo CD25+Foxp3+, através da 

indução de IL-10 em DCs (227). Concomitantemente, o imunógeno induziu um 

infiltrado inflamatório de neutrófilos no lavado broncoalveolar destes camundongos, 

sendo este um indicador de aumento do perfil Th1 (227). 

Cada vez mais, os linfócitos TCD8 regulatórios vem sendo descritos. Porém, 

a interação deste grupo celular com a vacina BCG ainda possui uma escassez de 

estudos. Por suas vezes, os linfócitos T CD8 regulatórios apresentam uma maior 

expressão de genes responsáveis por induzir um fenótipo pro-apoptótico e de 
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proliferação restrita, como Bim, tornando assim a imunoterapia limitada (293). Neste 

estudo, a co-cultura de APCs e linfócitos T CD8 regulatórios tiveram diferenças 

importantes entre os grupos. Já foi visto que os linfócitos TCD8 regulatórios com um 

fenótipo CD25+Foxp3+LAG-3+ são ativados na presença da vacina BCG (294). 

Similarmente e em modelo murino, as DCs expressando o receptor imunossupressor 

LkB1 foram capazes de regular a ativação tanto de linfócitos TCD4, quanto de TCD8 

regulatórios (295, 296). 

Neste estudo, embora ambos moDCs e macrófagos tenham mostrado 

capacidade reduzida de modulação dos marcadores relacionados à ativação celular, 

estas APCs em contato com ambos os linfócitos TCD4 e TCD8 aumentaram a 

expressão de CD69+ e IFN-γ+ linfocitário, em uma clara modulação para o perfil 

Th1. Assim, a vacina BCG foi capaz de gerar uma resposta imune de perfil Th1, que 

é conhecida pela sua efetividade contra patógenos intracelulares (103). O CD69 é 

caracterizado como um marcador relacionado à ativação celular recente, sendo o 

IFN-γ, uma marca registrada deste perfil celular (103, 161). Em contato com a vacina 

BCG através destas APCs, e quando comparada ao Mtb, as células T CD4 secretam 

níveis superiores de IFN-γ (161). Estudos vem demonstrando o papel importante de 

rBCG no aumento da capacidade de apresentação antogênica de DCs, assim como 

uma resposta imune mais eficiente, em relação aos perfis Th1 e Th17, sendo a 

rBCG capaz de gerar uma patologia menos grave, com redução de carga 

micobacteriana (224, 297). Ademais, e mesmo passando por processos de 

inviabilização, como irradiação γ, a vacina BCG foi vista conseguir induzir ativação 

de linfócitos T CD4 polifuncionais produtores de IFN-γ, IL-2 e TNF-α, reduzindo os 

níveis de carga bacteriana (160). Baseado nos dois perfis linfocitários comparados, 

células T regulatórias apresentaram maior modulação entre as variáveis da vacina 

BCG Moreau quando comparado ao perfil Th1. 

De forma unificada, o presente estudo demonstrou a necessidade de estudos 

adicionais referentes à vacina BCG Moreau. Este imunógeno apresentou in vitro um 

perfil heterogêneo na modulação dos marcadores fenotípicos de ativação das APCs, 

com resultados referentes à co-cultura com linfócitos T muito promissores. 

Experimentos adicionais são necessários para um melhor entendimento de como a 

imunidade adaptativa protege frente a vacina BCG. 
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6 CONCLUSÕES 

 

• Após verificação de dois protocolos de diferenciação celular de APCs, foi 

validado aquele protocolo alternativo de diferenciação in vitro de moDCs e 

macrófagos e unificado com o protocolo já publicado; 

 

• Tanto as variáveis viáveis quanto inativadas da vacina BCG Moreau 

induziram uma resposta imune heterogênea, modulando diferentes 

marcadores imunofenotípicos de ativação em macrófagos e moDCs. Todavia 

as variáveis da vacina BCG Moreau não impactaram significativamente a 

produção de citocinas em moDCs e macrófagos; 

 

• Tanto as variáveis viáveis quanto inativadas da vacina BCG Moreau 

induziram uma resposta imune linfocitária, que foi marcado por uma expansão 

dos perfis Th1 e  Th-regulatório. 
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7 PERSPECTIVAS 

A partir dos achados obtidos neste estudo, tem-se com perspectivas de 

desdobramentos: 

1) Expandir in vitro e por imunofenotipagem o ensaio de ativação via co-

cultura de moDCs/linfócitos T e macrófagos/linfócitos T com diferentes viabilidades 

da vacina BCG Moreau; 

2) Padronizar e avaliar um ensaio de cinética para dosagem de citocinas pro- 

e anti-inflamatórias frente a diferentes viabilidades da vacina BCG Moreau via co-

cultura de moDCs/linfócitos T e macrófagos/linfócitos T; 

3) Estudar a morte celular (apoptose) in vitro em moDCs induzida pelas 

variáveis da vacina BCG e; 

4) Checar in vitro e por imunofenotipagem a geração de macrófagos maduros 

diferenciados CD68+ usando M-CSF. 
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9 ANEXO 

9.1 Microscopia óptica da cultura de macrófagos e moDCs 

 

 

Anexo 1: A) Fotomicrografia de cultura de macrófagos humanos diferenciados por 6 dias de   
cultura. B) Fotomicrografia de cultura de moDCs humanos diferenciados por 6 dias de cultura. 

9.2 Inclusão de artigo(s) publicado(s), manuscrito(s) aceito(s) ou 

submetidos para publicação 

Durante o período do Curso de mestrado, apesar de todos os percalços e 

revezes, desenvolvemos estudos e efetuamos publicações em revistas científicas no 

LIC, como por exemplo: 
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