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RESUMO

A vacina BCG (Bacilo de Calmette-Guerin), Unica vacina disponivel contra a
tuberculose (TB), foi obtida no inicio do século XX por Calmette e Gueérin apds 231
passagens de um isolado clinico de M. bovis cultivado em meio glicerinado contendo
bile bovina. Sua eficacia protetora contra a TB pulmonar em adultos varia de 0-80%
e as diferencas genéticas entre as diversas cepas vacinais utilizadas mundialmente
contribuem para esta variacdo. A cepa vacinal brasileira, BCG Moreau, €
considerada uma cepa primitiva, mais préoxima do BCG original, quando comparada
as cepas mais recentes, como BCG Pasteur. Dados do nosso grupo identificaram
diferencas, no genoma e no perfil protedmico, entre as cepas BCG Moreau e
Pasteur. A partir dessas informacdes tornou-se relevante avaliar como essas cepas
respondem ao microambiente existente dentro do macréfago. O BCG fagocitado por
macréfago sofre diferentes tipos de estresse, os quais estimulam respostas
moleculares que podem impactar no efeito protetor da vacina. Buscamos analisar o
comportamento da cepa BCG Moreau comparativamente as cepas Pasteur e Tokyo,
no contexto da infeccdo de macréfagos THP-1, caracterizando aspectos bacterianos
e de resposta da célula eucaribética a infeccdo. Para isso, células THP-1 foram
infectadas com BCG Moreau, Pasteur e Tokyo. Os resultados apontam para uma
cinética de crescimento similar entre BCG Moreau e Tokyo, mas diferente de
Pasteur. Esse perfil de comportamento distinto também é observado na taxa de
colocalizacédo do bacilo com fagossomas acidificados, bem como na expresséo da
proteina intracelular HspX. As cepas em estudo parecem nao induzir a morte dos
macréfagos até 96 horas e sdo capazes de estimular diferencialmente a secrecéo
das citocinas pelas células THP-1. A cepa BCG Pasteur induziu maior secrec¢do da
citocina IL-1B e da quimiocina MCP-1, ja a cepa BCG Moreau induziu maior
secrecdo da citocina TNF-a e MIP-1[3. Além disso, a cepa BCG Pasteur foi capaz de
induzir o acumulo de corpusculos lipidicos nos macréfagos, essas organelas sao
diretamente associadas a mecanismos de escape em patdgenos intracelulares.
Essas informacdes contribuem para caracterizar o perfil de resposta das trés cepas
BCGs frente ao ambiente intracelular do macrofago, identificando diferencas em
BCG Moreau que poderdo contribuir para o melhor entendimento da fisiologia da
cepa vacinal brasileira contra a tuberculose.
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ABSTRACT

BCG vaccine (Bacillus Calmette-Guerin), only available prophylaxis against
tuberculosis (TB), was obtained in the early 20th century by Calmette and Guérin
after 231 passages of a M. bovis clinical isolate grown in glicerinated broth with bile
bovine. Its protective efficiency against pulmonary TB in adults varies from 0-80%
and genetic differences from vaccine strains worldwide contribute to this variation.
Brazilian vaccine strain, BCG Moreau, is a primitive strain, closely related to originial
BCG when compared with recent strains, as BCG Pasteur. Data from our group show
genomic and proteomic differences between BCG strains Moreau and Pasteur. With
this, it is interesting to evaluate how these strains respond to the micro-environment
inside macrophage. After macrohpage phagocytosis, BCG goes under diverse types
of stress that stimulates molecular responses that can impact vaccine protective
effect. We aimed to analyse BCG Moreau behavior comparing to Pasteur and Tokyo
within THP-1 macrophage environment, looking for bacteria and eukaryotic cell
responses toward infection. THP-1 cells were infected with BCG Moreau, Pasteur
and Tokyo. Results show a similar viability kinetics between BCG Moreau and Tokyo,
distinct from Pasteur. This behavior pattern is also observed in bacteria-acidified
vesicles colocalization rate, as well as HspX intracellular expression. Studied strains
do not seem to induce macrophage death within 96 hours, but can stimulate in a
different manner citokynes secretion by THP-1 cells. BCG Pasteur induced higher
secretion of citokyne IL-18 and chemokine MCP-1, otherwise BCG Moreau induced
higher secretion of citokyne TNF-a and chemokine MIP-1. Besides, BCG Pasteur
was able to induce lipid bodies accumulation within the macrophage, these
organelles are directly associated with escape mechanism in intracellular pathogens.
These data contribute to search for response profile of the three studied BCG strains
inside macrophage, identifying BCG Moreau differences that may contribute for a
better understanding of the Brazilian vaccine strain against tuberculosis.
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1.Introducéo

1.1 Tuberculose

A tuberculose (TB) permanece sendo um grave problema de saude global,
ocupando desde o ano de 2015 o primeiro lugar no ranking mundial de doencas
infectocontagiosas, ultrapassando o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (WHO,
2016).

O aumento da TB vem sendo observado desde a década de 90, resultante
principalmente do empobrecimento, urbanizagéo, favelizagdo, da pandemia da
infeccédo pelo HIV e do aparecimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis (M.
tb) multirresistentes. Devido a esse quadro, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em 1993, declarou a TB como sendo uma emergéncia global e propbs a
Estratégia de Tratamento Diretamente Observado (DOTS). O programa de DOTS
objetivava a conscientizagdo publica e politica para a doenca, ampliando assim as
taxas de diagnéstico e cura (WHO, 1994).

Em 2014, a OMS lancou outra estratégia para o controle da TB, chamada de
“END TB”. O programa propunha uma abordagem completamente nova para a luta
contra a TB e possuia objetivos ambiciosos, dentre eles consolidar e expandir o que
ja havia sido alcancado pelas estratégias anteriores. A meta principal era parar e
iniciar o processo de reversdo da incidéncia de TB, atendendo assim um dos itens
dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (Millennium Development Goals —
MOGSs) para 2015 (Uplekar et al., 2015).

Apesar de consideraveis esfor¢cos para combater a doenca, em 2015 observou-
se 10,4 milhdées de novos casos e o numero de Obitos foi estimado em 1,7 milhdes,
incluindo 0,4 milhdes de pessoas co-infectadas com HIV. A maior parte dessa
populacdo esta distribuida em paises em desenvolvimento, devido as baixas
condicBes socioeconbmicas (WHO, 2017) (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Mapa de estimativa da taxa de incidéncia da tuberculose ao redor do mundo. A
gradacdo do verde reflete diferentes taxas de incidéncia, indo da taxa menor (verde claro) a maior
(verde escuro). (WHO, 2017)

Estima-se que um ter¢o da populacdo mundial esteja infectada pelo seu agente
etiologico, o M. tb (WHO, 2016). Ainda que o patdgeno persista sob a forma latente,
0 sistema imune € eficiente na sua contencédo (Young et al., 2009; CDC, 2016).
Cerca de 5-10% das pessoas infectadas com TB irdo desenvolver a forma ativa da
doenca ao longo da vida. As pessoas infectadas imunodeprimidas, subnutridas e
diabéticas sdo as que possuem maior probabilidade de reversédo da TB latente para
ativa (WHO, 2016).

Esse panorama mundial alarmante ressalta a necessidade de vacinas
profilaticas e terapéuticas mais eficazes contra a TB (Evans, 2017), assim como
métodos diagndsticos mais especificos e rapidos (Petrucci et al., 2017; lruedo et al.,
2017). Algumas areas ganham destaque dentro desse contexto, a Gendmica
Funcional, a Protedbmica e a Bioinforméatica, pois fornecem importantes informacdes.
Esses dados permitem a caracterizacdo do perfil proteico de diferentes cepas de
BCG e possiveis alvos quimioterapicos, possibilitando o aperfeicoamento ou mesmo
o desenvolvimento de novas intervencdes (Sharma et al., 2015; Kaufmann et al.,

2017), além do entendimento da fisiopatologia do M. tb (Rienksma et al., 2015).
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1.2 Imunopatogénse da TB

O processo de infeccdo do hospedeiro pelo M. tb ocorre em uma sequéncia de
eventos bem estabelecidos. A transmissdo da TB ocorre através da inalacdo de
aerossois contendo o M. tb. Apés a inalacdo, a bactéria é fagocitada por macréfagos
residentes no pulmdo. Esses macrofagos infectados sdo ativados e produzem
diversos mediadores, como citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a), anti-
inflamatorias (TGF-B; IL-10) e mediadores lipidicos (eicosanoides); objetivando a
eliminacdo da micobactéria e o inicio de complexas interacdes entre patdégeno-
hospedeiro (Russel, 2001).

A producdo de citocinas e outros mediadores quimiotaticos favorecem o
recrutamento de mais macrofagos para o local de infeccdo, acumulacéo de células T
especificas e a formacdo de granuloma (Figura 1.2). Apesar do granuloma ser
tipicamente reconhecido como responsavel pela contencdo e prevencdo da
propagacédo da micobactéria, estudos em zebra fish apontam sua natureza dinamica,
sugerindo que o granuloma poderia estar desenvolvendo outras funcdes, dentre elas

a protecdo do nicho favoravel a replicacdo bacteriana (Ramakrishnan, 2012).

© ©

CélulaT  CélulaB

Neutrofilo  Célula NK

Mgcréf&}go Macrofago
Epitelioide Epitelicide infectado
apoptético

7

& £33

Macréfago Macréfago
infectado

7 Q apoptético
W)
ﬂp %
ST

Macréfago

infectado Célula
necrético Dendritica

@
Célula Célula

Gigante &= Espumosa
Mycobacterium
tuberculosis

Figura 1.2 Estrutura e constituicdo celular do granuloma de TB. O granuloma tuberculoso é um
agregado compacto e organizado de células epitelidides (macréfagos que sofreram uma
transformacéo especializada para ter membranas celulares estreitamente interdigitadas que ligam as
células adjacentes). As células epiteliéides podem ser altamente fagociticas, mas em alguns casos
nao contém bactérias. Os macrofagos do granuloma também podem se fundir em células gigantes
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multinucleadas ou se diferenciar em células espumosas, caracterizadas pelo aciimulo de corpusculos
lipidios. As células espumosas foram observadas mais frequentemente na borda do centro necrético
de um granuloma tuberculoso maduro. As consequéncias dessas mudancas ndo sdo bem
compreendidas, mas, em geral, células espumosas e células gigantes multinucleadas sdo pouco
infectadas ou nao infectadas. As bactérias sdo mais comumente presentes nas areas necréticas
centrais, nas quais macrofagos mortos podem ser vistos. Muitos outros tipos celulares também
participam do granuloma, como os neutréfilos, células dendriticas, células B e T, células natural Killer
(NK), fibroblastos e células que secretam componentes da matriz extracelular (Ramakrishnan, 2012).

1.2.1 Reconhecimento do M. tuberculosis pelo hospedeiro

Os Receptores de Reconhecimento de Padrbes (PRRs) sdo grupos de
receptores que reconhecem a presenca de bactérias, fungos e virus (Kawai & Akira,
2010). PRRs sédo formados por quatro grupos bem caracterizados: proteinas
transmembranas como toll like receptor (TLRS) e receptores de lectina do tipo c (c-
type lectin receptor — CLRs), além de proteinas citoplasméticas como: gene |
induzivel por acido retindico (retinoicacid inducible gene | — like receptor — RIG |) e
receptores tipo NOD (NOD - like receptor - NLRs) (Akira et a., 2006).

O M. tb é reconhecido por ativar pelo menos trés familias diferentes de
receptores: do tipo toll (TLRs), CLRs e NLRs. A interacdo patdégeno-hospedeiro
ocorre principalmente através dos componentes da parede micobacteriana ricos em
manose (lipoarabinomanana (LAM) e manosideo fosfatidilinositol (PIM)) e dimicolato
de trealose (TDM) com os receptores de resposta imune inata das células (Ishikawa
et al., 2017).

Os membros TLR2, TLR4 e TLR9 da familia toll reconhecem micobactérias
(Means et al., 1999; Kurt-Jones et al., 2000; Takeuchi & Akira, 2010; Welin, & Lerm,
2012; Hossain & Norazmi, 2013). TLR2 estd associado ao reconhecimento de
lipoproteinas, peptideoglicanos e glicolipideos da parede celular micobacteriana,
incluindo LAM, LM e PIM (Vignal et al., 2003, Harding & Boom, 2010). A ligacdo dos
componentes micobacterianos reconhecidos por TLRs de macréfagos ou células
dendriticas induzem a producédo de citocinas pro inflamatérias como IL-18, TNF-a e
IL-6 através da ativacdo da via de sinalizacdo NF-kB e MAPK (Ishikawa et al., 2017).

Os CLRs sao genericamente definidos como a familia de receptores que
reconhece ligantes contendo acucar na presenca de célcio. O reconhecimento de
glicolipideos  micobacterianos  (monomicolato  glicerol, PIM, TDM e
lipoarabinomanana) por CLRs dispara uma cascata de sinalizacdo via
imunoreceptores com atividade de tirosina quinase, que modulam a resposta imune
adaptativa, incluindo a produgdo de citocinas pro-inflamatérias e formacdo do

granuloma (Geijtenbeek & Gringhuis, 2016; Ishikawa et al., 2009)
4
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Os NLRs estédo localizados no citoplasma e sdo programados para reconhecer
padrées de moléculas associadas a patdégenos (pathogen-associated molecular
patterns - PAMPS) e associados a danos (danger-associated molecular patterns —
DAMPS). A partir do reconhecimento de peptideoglicanos, por exemplo, promovem a
liberacéo de citocinas proé-inflamatdérias e quimiocinas (Coulombe, et al., 2009).

Enquanto a ativacdo de determinados PRRs, como TLR2, levaria a producao
de citocinas pro-inflamatérias, o reconhecimento por outros PRRs, como Dectina 2
(CLR) regularia a inflamacdo através da producdo de citocinas anti-inflamatoria.
Esse equilibrio da resposta de citocinas parece ser um importante mecanismo no
hospedeiro, sugerindo um papel fundamental no desfecho da doenca de TB
(Hossain & Norazmi, 2013).

Além do balanco de citocinas, varios outros processos celulares de defesa do
hospedeiro vém sendo associados com o tipo de PRRs que séo ativados durante a
infeccdo por M. tb, como: inflamacdo, apresentacdo de antigenos, apoptose,

autofagia e amadurecimento de fagossoma (Mishra et al., 2017).

1.2.2 Aresposta do hospedeiro a infec¢cédo por M. tuberculosis
O reconhecimento e a fagocitose do M. tb por macrofagos induz a expresséo
de uma variedade de genes que controlam a funcdo imune desses fagdcitos,
buscando a eliminacdo do patégeno (Figura 1.3). Para isso, diversos mecanismos
microbicidas sdo empregados, dentre eles a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e intermediarios reativos de nitrogénio (RNS), além da acidificacéo

fagossomal e a secrecéo de citocinas e quimiocinas (Awuh & Flo, 2017).
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Figura 1.3 Fagocitose micobacteriana e interferéncia na maturacdo fagossomal e autofagia. As
micobactérias entram na célula através da fagocitose, havendo uma grande redundancia no uso de
receptores. Os fagossomas, normalmente, se fundem com lisossomos para a degradacdo do
conteldo. No entanto, micobactérias patogénicas interferem na maturacdo de fagossomas e
permanecem dentro de um compartimento, que pode participar na via de reciclagem endosomal.
Dentro dos macréfagos, as micobactérias sdo privadas de ferro, mas podem obter ferro através da
interacdo com endossomas. O escape fagosomal de M. tb ou pelo menos a permeabilizagdo do
fagossoma, desencadearia a autofagia. Algumas micobactérias, como M. avium, podem escapar a
degradacédo e sinalizagdo fagossomal mesmo quando fusionadas com endossomas tardios ou
lisossomos. A evasdo micobacteriana e estratégias de sobrevivéncia, em particular, a aquisi¢do de
ferro e proteinas micobacterianas, podem interferir com a maturagdo fagossomal e autofagia
(adaptado de Awuh & Flo, 2017).

1.2.2.1 Producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

A producédo de RNS e ROS é um processo rapido e que ocorre em resposta

a fagocitose do patogeno através da atividade da enzima Oxido nitrico sintase
induzivel (NOS2) e NADPH oxidase (NOX2), respectivamente (Bogdan et al., 2000).
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No fagossoma, 6xido nitrico (NO) e ROS podem reagir espontaneamente gerando
intermediarios altamente reativos. ROS irdo destruir lipideos da membrana
microbiana, DNA, residuos tiol e tirosina por oxidacdo; e o NO pode atuar
diretamente no cluster ferro-enxofre das enzimas bacterianas, contribuindo para a

eliminacao do bacilo (Weiss & Schaible, 2015).

1.2.2.2 Maturacao fagossomal

O processo de maturacdo fagossomal ocorre através de sucessivas fusfes e
fissbes do fagossoma com vesiculas intracelulares. Desta forma, os fagossomas
iniciais se tornam tardios e, posteriormente, fagolisossomas. Esse processo de
maturacdo envolve a ativacdo das enzimas NADPH oxidase e NOS2, enzimas de
degradacdo, como a catepsina, a producéo de peptideos/proteinas antimicrobianos
(AMPSs) e a acidificagcédo do fagossoma (Awuh & Flo, 2017).

O fagossoma inicial representa o primeiro estagio apés o fechamento do copo
fagocitico, ndo possui a bomba de préton vesicular ATPase (vVATPase), é
caracterizado por um pH ligeiramente acido de 6 - 6,5 e possui a proteina GTPase
Rab5, como marcador de maturacdo fagossomal (Sturgill-Koszycki et al., 1994). As
micobactérias podem interferir na maturacdo fagossomal, levando a manutencao
das propriedades observadas nos fagossomas iniciais (Lawe et al., 2002). Os
fagossomas contendo M. tb adquirem uma proteina de revestimento, coronina ou
TACO, que inibe a fusdo fagossoma-lisossoma, resultando na sobrevivéncia
micobacteriana dentro do macrofago (Jayachandran et al., 2007).

A maturacdo do fagossoma inicial resulta no fagossoma tardio, assinalado
como um estado transitério, em que estd sendo construido um compartimento
oxidativo e hidrolitico. Esse processo é associado a perda da proteina GTPase
Rabb, a aquisicdo da Rab7 e das proteinas de membrana associadas ao lisossoma
(LAMP-1 e LAMP-2) (Cole et al., 2001; Johansson et al., 2007). A caracteristica
proeminente do fagossoma tardio € a acidificacdo luminal (pH em torno de 5)
necessaria para a atividade da maioria das hidrolases lisossomais e realizada pela
vATPase (Bruns et al., 2012).

O fagolisossoma é o produto final da fusdo do fagossoma tardio com o
lisossoma e é caracterizado por um pH de 4 - 4,5 e alta atividade hidrolase. O pH
acido é considerado um pré-requisito para ocasionar a morte de micobactérias. No

entanto, M. tb pode sobreviver a um pH de 4,5, devido a expressdo de um gene de

7
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resisténcia, rv3671c (Vandal et al., 2008; Baker et al., 2014). A acidificagcdo do

fagossolisoma reduz o metabolismo de micobactérias, tornando-as altamente
dependente de fontes de carbono disponiveis, como: piruvato, acetato ou colesterol,
resultando em parada de crescimento (Baker et al., 2014). As bactérias contidas em
fagossomas n&o interagem apenas com vesiculas de varias origens durante a
biogénese, mas também com compartimentos de armazenamento lipidico, isto €,

corpusculos lipidicos (ou goticulas) (Melo & Dvorak, 2012).

1.2.2.3 Corpusculos Lipidicos

O corpusculo lipidico (CL) € uma organela multifuncional e com estrutura Unica
(Welte, 2015), sendo constituido de um nucleo de lipideos neutros (triacilglicerol,
colesterol, ésteres de colesterol e diacilglicerol), envolvidos por uma monocamada
de fosfolipideos e proteinas periféricas (ADRP, perilipina) (Ding et al., 2012).
Participam do metabolismo e armazenamento de lipideos (Cohen et al.,, 2011),
trafego membranar (Bartz et al.,, 2007), apresentando proteinas com diferentes
funcbes metabdlicas (Li et al., 2012; Ploegh, 2007).

O acumulo de CL vem sendo correlacionada com diversas fun¢ées bioldgicas e
doencas humanas (Melo et al.,, 2011). Essa acumulacdo de lipideos neutros no
interior da célula hospedeira é uma caracteristica chave para a infec¢cdo bacteriana
por M. tb, resultando em macréfagos infectados com aparéncia espumosa, bem
como das células adjacentes nao infectadas (Daniel et al., 2011). Esses macréfagos
espumosos participam na formacao do granuloma e na consequente manutencéo da
infeccdo (Singh et al., 2012).

Macréfagos infectados por M. tb cepa H37Rv (virulenta) apresentam um maior
aumento de CLs quando comparados aos macrofagos que foram infectados pela
cepa H37Ra (avirulenta), inferindo uma relacdo entre acumulacdo de CL com a
capacidade de evasdo do hospedeiro (Figura 1.4). Essa relacdo é pautada na
habilidade de M. tb de evadir e manipular o sistema imune do hospedeiro (Russell et
al.,, 2009; Tanigawa et al., 2012). Uma vez que a acumulacdo de CL esta
correlacionada com a inibicdo tanto da autofagia quanto da acidificagéo fagossomal.
Através da microscopia eletrénica foi possivel observar que o fagossoma contendo o
bacilo migra em direcdo ao CL e o engloba. Posteriormente, as micobactérias do

fagossoma sao liberadas dentro desses CL que foram englobados, assegurando
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uma forma de protecdo a sobrevivéncia intracelular do patégeno contra os

mecanismos microbicidas da célula hospedeira (Singh et al. 2012).
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Figura 1.4 Esquema do possivel mecanismo pelo qual cepas virulentas de M. tb induzem
diferenciacdo para macréfagos espumosos. Apds ser fagocitado pelo macréfago hospedeiro, 0 M.
tb secreta a proteina ESAT6, estimulando a absorcdo de glicose pela célula infectada. Isso
provavelmente aumenta a taxa de glicélise, levando a uma acumulacao de acetil-CoA. O excesso de
acetil-CoA inibe a atividade da adenilato ciclase, reduzindo os niveis celulares de AMPc e
interrompendo a atividade da proteina quinase A (PKA). A inatividade da PKA reduz a fosforilag&do da
perilipina. A perilipina nédo fosforilada forma um revestimento protetor na superficie do CL protegendo-
o contra a lipdlise por lipase horménio-sensivel (HSL). Os fagossomas que contém M. tb migram para
os CLs e, finalmente, os englobam. A liberacdo subsequente das micobactérias nesses CLs garante a
protecdo contra as vias microbicidas celulares do hospedeiro e permite a persisténcia dos bacilos

(adaptado de Singh et al. 2012).

Estudos utilizando o modelo murino infectado por M. bovis BCG relatam o
aumento na biogénese de CL, de forma dose e tempo dependentes. A presenca
desses CLs em macrofagos ativados estaria associada com a liberagédo de citocinas,
como IL-10 e TNF- a, além de Prostaglandina E2 (PGE2). A sintese de PGE2 pode
ocorrer dentro do CL e esta diretamente relacionada com o aumento na formacéo de
CL, induzindo a secrec¢éo da citocina IL-10 e inibindo citocinas como TNF- a (D'Avila
et al., 2006)
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1.2.2.4 Papel das citocinas na tuberculose

Macrofagos infectados por M. tb produzem e secretam varias citocinas pro-
inflamatorias (IL-18, TNF- a, IL-6, IL-8), fatores imunossupressivos (IL-10) e
quimiocinas (MIP-1B e MCP-1) que sdo envolvidos na regulagdo da funcao das
células imune (Bhatt & Salgame, 2007; Berrington & Hawn, 2007). Essas citocinas e
guimiocinas recrutam células inflamatorias (células T, neutrdéfilos) para as areas de
infeccdo, ativam a transmigracédo de células e coordenam a resposta inflamatéria e
imune adaptativa em resposta ao M. tb. Dessa forma, o sucesso da infeccao
bacteriana depende da rede de citocinas que é estabelecida pelos macréfagos
infectados e a sua manutencao (Berrington & Hawn, 2007).

O fator de necrose tumoral- a (TNF- a) € uma citocina produzida por mondcitos,
macréfagos, células dendriticas e células T quando expostos a produtos
microbianos, provenientes de M. tb (Flynn &Chan, 2001). Durante o processo
infeccioso esta citocina atua auxiliando na contencéo da infeccdo e do crescimento
bacteriano através da inducéo de formacéo do granuloma (Bekker et al. 2001, Kisich
et al. 2002). Juntamente com o INF- y, o TNF-a ativa a produgdo de oxido nitrico
sintase 2 (NOD?2), permitindo que o macrofago iniba a replicacéo intracelular do M.
tb através da geracdo de intermediarios reativos de nitrogénio (Chan et al., 1992;
Flesch et al., 1994). Em humanos, evidéncias sugerem o TNF- a com um importante
papel para a defesa do hospedeiro contra M. th. Pacientes que receberam inibidores
de TNF- a apresentaram aumento da reativacao da doenga e maior susceptibilidade
ao patégeno (Keane et al., 2001).

O TNF-a induz a apoptose de macréfagos alveolares infectados por M. tb,
acarretando indiretamente na reducdo da carga bacteriana. No entanto, cepas
virulentas de M. tb sdo capazes de reduzir a atividade de TNF-a e
consequentemente a apoptose dos macréfagos (Balcewicz-Sablinska et al., 1998).
Desta forma, TNF-a tem sido considerado um indicador da capacidade de conter o
crescimento de M. tb em mondcitos e macréfagos humanos, considerado como um
potencial mecanismo de evasao (Engele et al., 2002).

Além disso, a producdo da citocina TNF-a regula positivamente a secre¢do de
outras quimiocinas, tais como: CCL2 (MCP-1), CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10 e
CXCL13 (Tessier et al., 1997).

A interleucina 1-B € uma citocina pro-inflamatoria produzida por uma variedade

de células imunes sob a forma de um precursor inativo (pro-IL-1B), que é ativado
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através da clivagem pela enzima caspase 1. A conversao da pro-IL-1p para a IL-13
pode ocorrer em resposta ao estimulo de diferentes bactérias, incluindo M. th. A
citocina IL-1B regula positivamente mediadores necessarios a contengao da infecgao
por M. tb desenvolvendo um importante papel na patogenicidade (Dinarello, 2009).
Animais incapazes de produzir as citocinas IL-1p e IL-1a apresentaram granulomas
maiores apoOs a infeccdo e foram incapazes de eliminar as micobactérias, quando
comparados ao grupo controle (Yamada et al., 2000).

A citocina IL-6 é um importante fator envolvido na resposta inicial contra as
micobactérias, favorecendo o0 estabelecimento da inflamacdo aguda, na
hematopoese e na diferenciacdo de linfocitos (Raja, 2004). E sintetizada por
fagdcitos, células endoteliais e fibroblastos, em resposta a microrganismos e aos
mediadores TNF-q, IL-1B e PGE2, e indiretamente pela translocagcdo nuclear do NF-
kKB (Kishimoto, 2010). A IL-6 € uma citocina pluripotente com propriedades anti- e
pré-inflamatérias, produzida na fase inicial da infeccdo micobacteriana e envolvida
na diferenciacdo de macrofagos e células T citotoxicas (Shiratsuchi et al., 1991,
Schindler et al., 1990). Juntamente com as citocinas pré-inflamatorias IL-13 e TNF-q,
participa no recrutamento das células imunes para os locais de infeccéo, formando o
granuloma e controlando a infec¢cdo por M. tb (Takeda & Akira, 2004; Bean et al.,
1999; Yamada et al., 2000).

A quimiocina IL-8 é secretada por células fagociticas apds serem estimuladas
com M. tb ou seus produtos (Zhang et al.,1995; Riedel & Kaufmann, 1997), levando
ao recrutamento de células inflamatérias para o local da infeccdo. O aumento dos
niveis de IL-8 detectado no fluido de lavagem broncoalveolar em individuos
infectados com M. tb foi associado ao aumento da mortalidade desses pacientes
(Sadek et al., 1998).

A guimiocina CCL2, também conhecida como proteina de quimioatracdo de
mondécitos (MCP-1), é induzida em mondcitos infectados por M. tb (Lin et al., 1998) e
€ secretada em resposta a estimulacdo de TNF-a e IL-1. MCP-1 provoca a
guimiotaxia de linfocitos T de memodria, células natural killer e macréfagos para o
sitio de inflamac&o. Estudos mostraram que camundongos deficientes em MCP-1
falharam em recrutar mondcitos e na formagéo do granuloma (Lu et al., 1998). Além
disso, a super expressdao da quimiocina MCP-1 levou ao aumento da
susceptibilidade de camundongos ao patdgeno intracelular, sugerindo uma possivel

modulacao na severidade da doenca (Rutledge et al., 1995).
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A quimiocina MIP-1p é produzida por macrofagos ativados, células dendriticas,
células natural killer e células T (Lehner et al., 2011), com efeito quimioatraente
principalmente para células T auxiliares ativadas e macrofagos (Sherry et al., 1998).
A secrecdo de MIP-13 é induzida por TNF-a, IFN-y e IL-1, e modulada
negativamente por citocinas anti-inflamatérias, como IL-4 e IL-10 (Sherry et al.,
1998; Maurer & von Stebut, 2004).

Amostras de sangue provenientes de pacientes com tuberculose e de seus
contatos domésticos foram analisadas com o kit QuantiFERON Gold, que consiste
na avaliacao da resposta imune celular por meio da dosagem de interferon-y (IFN-y).
Apesar de ser um teste acurado para diagnosticar TB, ndo distingue a TB ativa da
TB latente. Buscando identificar possiveis biomarcadores para cada fase da doenca,
o sobrenadante proveniente do teste QuantiFERON Gold foi recolhido e avaliado
através da dosagem multiplex de citocinas (Luminex). Os niveis antigeno-especifico
para MIP-13 foram correlacionados a presenca da tuberculose ativa, com
sensibilidade de 85% e especificidade de 61%, parametros que eram melhorados
com a utilizacdo combinada de outros marcadores (Chegou et al., 2009).

Resultados similares foram obtidos para pacientes com uma baixa carga de
bacilos, onde MCP-1 mostrou sensibilidade e especificidade para confirmar casos de
TB comparados com controles presumidamente néo infectados (Kellar et al., 2011).
No entanto, estudos utilizando apenas MCP-1 revelaram um pequeno potencial para
diagnosticar tuberculose ativa ou infeccdo latente, de acordo com o que havia sido
definido pelo IGRA positivo (Frahm et al., 2011).

1.3 Complexo Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium abrange mais de 180 espécies, incluindo espécies
saproéfitas ndo patogénicas de vida livre (como M. smegmatis) até patdgenos
intracelulares, como M. tuberculosis e M. leprae, agentes causadores da tuberculose
e hanseniase, respectivamente
(http://www.bacterio.net/mycobacterium.html). As micobactérias séo tradicionalmente
classificadas quanto ao tempo de crescimento: bactérias de crescimento rapido
(capazes de formar colonias em meio soélido em cerca de uma semana,
compreendendo as micobactérias sapréfitas) e bactérias de crescimento lento
(tempo de formacgédo de colbnia de cerca de trés semanas e abrange a maioria das

espécies patogénicas) (Runyon, 1959). As micobactérias pertencentes ao complexo
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M. tb sdo estritamente patogénicas, de crescimento lento e podem desencadear a
TB no homem e em animais (Brennan & Nikaido, 1995; Tortoli, 2006; Alexander et
al., 2010) (Figural.5).
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Figura 1.5 Representacdo esquematica das relacdes filogenéticas do complexo Mycobacterium
tuberculosis. As caixas cinzas representam presenca ou auséncia de regifes gendmicas e as caixas
brancas representam polimorfismo de base Unica (SNPs). (Adaptado de Alexander et al., 2010).

O complexo Mycobacterium tuberculosis € um grupo de micobactérias
altamente relacionadas, abrangendo oito espécies e subespécies que incluem M.
tuberculosis, M. canetti, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. pinnipedii, M. mungi e
M. caprae (van Soolingen et al., 1997; Niemann et al., 2002; Cousins et al., 2003;
Ernst et al., 2007; Alexander et al., 2010). O M. bovis BCG, cepa atenuada de M.
bovis, € considerado constituinte do complexo de M. tb, devido as semelhancas
fenotipicas e genéticas (Behr et al., 1999; Rosemberg, 2001; Gibson et al., 2008; Jia
et al., 2017).

A andlise de dados de sequenciamento gendmico revelou que 0s micro-
organismos membros do complexo possuem 99,9% de similaridade em relacdo a
sequéncia de nucleotideos e apresentam sequencias idénticas do RNA ribossomal

16S (Brosch et al., 2000; Rodriguez-Campos et al., 2014). No entanto, podem diferir
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bastante entre si quanto a aspectos como: uma ampla delecdo em locus
cromossOmico, espectro de hospedeiros, fendtipos e patogenicidade (Galagan,
2014). A genbmica comparativa identificou mdaltiplos polimorfismos entre os
membros do complexo M. tb, contribuindo para o esclarecimento da diversidade
fenotipica observada. As regifes polimorficas superiores a, aproximadamente, 0,5
kb sdo denominadas regides de diferenca, ou loci “RD”. A relevancia desta
informacéo gendmica foi explorada, por exemplo, no estudo das diferentes cepas
vacinais de BCG (Gordon et al. 2009).

1.3.1 M. tuberculosis: agente etioldgico da tuberculose

M. tuberculosis, identificado pelo médico alemdo Robert Koch em 1882,
pertence a familia Mycobacteriaceae, apresenta forma reta ou ligeiramente curva, é
imovel, aerdbio estrito, caracterizado como um bacilo &lcool-acido resistente (BAAR),
nao corado pelo método de GRAM, de crescimento lento, intracelular facultativo e
capaz de entrar em dorméncia (Wheeler & Ratledge, 1994; King et al., 2017).

Apesar de descrito como ndo esporulado e nem encapsulado (Wheeler &
Ratledge, 1994; Uhia et al., 2015), andlises de bioinforméatica indicam que o genoma
de M. tb possui genes semelhantes aos envolvidos na esporulacdo de B. subtilis
(Piggot & Hilbert, 2004). Evidéncias de dados microscopicos e de coloracdo de
esporos indicam uma provavel esporulacdo em M. bovis BCG. A esporulacdo
observada poderia representar uma adaptacao para prolongar a forma estacionaria
(ndo-replicativa), um mecanismo utilizado em resposta as condicbes ambientais,
podendo ser um dos meios pelos quais 0 M. tb alcance a dorméncia na célula
hospedeira (Ghosh et al., 2009). Apesar das evidéncias, a ocorréncia da
esporulacdo em micobactérias ainda € controversa, visto a necessidade de
compreensao das condicfes exatas que originam 0 processo, levando ao seu
entendimento (Uhia et al., 2015).

Além do mais, o M. tb exibe algumas caracteristicas muito peculiares, como
uma complexa superficie celular, rica em lipideos, proteinas e agucares (figura 1.3)
conferindo propriedades importantes, tais como: resisténcia a alguns agentes
guimicos como alcool e acido, sendo denominado BAAR, e impermeabilidade a
maioria dos antibioticos, propiciando um grau de resisténcia contra mecanismos

micobactericidas, o qual é complementado por enzimas detoxificadoras produzidas
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pelo proprio bacilo (Besra et al., 1995; Daffé & Draper, 1998; Stewart et al., 2003;
Kumar et al., 2011; Marrakchi et al., 2014).

{L % /i} Camada Externa

IR =

my PG

Camada Granular
e 1 Membrana
e Plasmatica

Compartimento citosoélico

Figura 1.6. Representagcdo esquematica do envelope micobacteriano: A camada mais externa é
composta basicamente por proteinas e glucano, com uma fina camada lipidica. A micomembrana
corresponde a barreira de permeabilidade. A membrana interna é formada por cadeias paralelas de
acidos micolicos (AM, em preto), ligadas a arabinogalactana (AG), que estd associada a
peptideoglicanos (PG). A camada interna da micomembrana é composta por lipideos livres, incluindo
dimicolato de trealose (TDM), monomicolato de trealose (TMM), varios glicolipideos (GL) e
fosfolipideos (PL). A camada granular acima da membrana plasmatica € composta de proteinas
(Adaptado Marrakchi et al., 2014).

1.3.2. Mycobacterium bovis BCG

A Unica vacina atualmente recomendada e pertencente ao cronograma de
vacinacdo da OMS em paises com alta incidéncia de TB € o Bacilo de Calmette e
Guérin (BCG), cepa atenuada de M. bovis obtida no inicio do século XX. Apesar da
vacina BCG ser empregado desde a década de 1920, apenas em 1974 foi incluida
no Programa Expandido de Imunizacdo da OMS, como forma de conter a
disseminacao da doenca (WHO, 2005, Liu et al., 2009). Como resultado da medida,
mais de 4 bilhées de individuos foram imunizados com o BCG, sendo mais de 100
milndes de doses administradas anualmente, tornando-a a vacina mais usada
mundialmente em humanos (Gengenbacher et al., 2017). Estudos confirmaram a
relacdo da vacina BCG com a protecdo em criangas, contra as formas graves da
tuberculose, incluindo meningoencefalite tuberculosa e tuberculose miliar, com
eficacia superior a 80% (Colditz et al., 1995; Trunz et al., 2006; Dye, 2006; Liu et al.,
2009; Mangtani et al., 2014; Lahey & von Reyn, 2016).
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Em contrapartida, a protecao contra as formas pulmonares da tuberculose em
adolescentes e adultos varia de 0 a 80%, dependendo do estudo (Colditz et al.,
1994; Brewer, 2000). A razdo para a eficacia variavel da vacina BCG é ainda
desconhecida, mas pode estar associada a diversos fatores, incluindo diferencas
entra cepas de BCG utilizadas nos varios paises (Behr, 2002; Young et al., 2007,
Abdallah et al., 2015), divergéncias na dose e via de administracdo, idade adotada
para a vacinacdo, exposicao prévia a micobactérias ambientais, diferencas na cepa
de M. tb infectante e fatores genéticos inerentes as diferentes popula¢des vacinadas
(Behr, 2002; Pereira et al., 2007; Abdallah et al., 2015). Outros fatores como
diferencas na resposta imune de cada individuo, fatores nutricionais e infeccao por
helmintos também estdo relacionadas a variabilidade de protecdo (Colditz et al.,
1995; Fine, 1995; Behr, 2002; Abdallah et al., 2015).

1.3.2.1 Breve historico
A vacina BCG foi desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin, no
Instituto Pasteur de Lille, na Franca. Iniciaram seus estudos de atenuacdo em 1908,
a partir de uma cultura de Mycobacterium bovis virulento, que havia sido isolado do
leite de uma vaca com mastite tuberculosa, em 1902, por Edmond Nocard
(Yamamoto & Yamamoto, 2007; Lahey & von Reyn, 2016).

Buscando obter uma cultura homogénea da cepa virulenta, Calmette e Guérin
fizeram, a cada trés semanas, sub-culturas do isolado de M. bovis sobre a superficie
de batata cozida em meio contendo bile bovina, suplementado com glicerol
(Hawgood, 1999).

Ao final de 13 anos (1908-1921), apés 231 passagens consecutivas in vitro da
amostra de M. bovis, Calmette e Guérin obtiveram organismos mutantes, no qual
foram observadas alteracdo morfolégica das col6nias e perda gradual da viruléncia,
mantendo uma limitada capacidade de infeccédo e propriedades imunogénicas. Esta
amostra atenuada foi batizada como BCG (Bacilo de Calmette e Guérin), e foi
utilizado com sucesso na imunizacdo ativa de vacas, sem produzir a doenca
(Yamamoto & Yamamoto, 2007; Lahey & von Reyn,2016).

Em julho de 1921, a vacina foi administrada oralmente pela primeira vez em
humanos, em um bebé de 3 dias, cuja mée havia falecido de tuberculose poucas
horas apos o parto. O recém-nascido recebeu trés doses da vacina via oral, ndo

apresentou efeitos colaterais deletérios e 0 mais importante, ndo desenvolveu

16



Introducdo

tuberculose. Entre 1921 e 1924, a vacina foi oferecida a mais 600 criangas, sem
relatos de sérias complicacdes (Lahey & von Reyn,2016).

Em 1924, apés Calmette e Guérin demonstrarem que o BCG era seguro e
atenuado, o Instituto Pasteur distribuiu as culturas de BCG para laboratérios em todo
o mundo (revisto por Tran et al., 2014). Por tratar-se de uma vacina viva, apesar dos
esforcos para padronizacdo do crescimento e preparacdo da vacina, diferentes
condi¢cbes de passagem foram utilizadas nos diferentes laboratorios de producéo e a
evolugcédo in vitro do BCG prosseguiu. Emergiram diversas sub-cepas distintas,
incluindo a cepa BCG Moreau, que € a vacina administrada no Brasil (Liu et al.,
2009; revisto por Tran et al., 2014).

1.3.2.2 Genealogia das vacinas BCGs: diferentes BCGs diferentes
vacinas

Visando compreender a evolucéo, atenuacao e variabilidade protetora das sub-
cepas de BCG, foram realizados estudos de genbmica comparativa, que revelaram a
existéncia de eventos genéticos, incluindo delecdes, duplicacbes e SNPs. O estudo
das diferencas genéticas identificadas e o fenétipo correspondente vém contribuindo
para a compreensdo dos mecanismos que resultam numa eficicia protetora variavel
entre as diferentes cepas BCG (Behr et al., 2001; revisto por Tran et al., 2014).

Pode-se dizer que as vacinas BCG atualmente disponiveis passaram por duas
fases de atenuacdo. Na primeira fase (1908-1921), comum a todos os BCGs,
ocorreu a atenuacao da cepa M. bovis apds 231 passagens in vitro, realizadas por
Calmette e Guérin. Essa atenuacéo é explicada parcialmente pela delecdo da regido
RD1, no entanto, ndo exclui que outras mutacdes possam ter contribuido para a
perda da viruléncia (revisto por Tran et al., 2014).

A segunda fase teve inicio por volta de 1924, com a distribuicdo mundial da
vacina BCG. A partir de cultivos subsequentes da cepa original, entre as décadas de
1940 e 1950, os laboratérios observaram algumas diferencas fenotipicas. Essa
evolucéo in vitro pode ter sido favorecida pela manutencédo da cepa em meio de
cultivo ndo definido, bem como condi¢cBes de crescimento varidveis. Esse periodo foi
concluido algumas décadas depois com a criagdo dos lotes sementes (revisto por
Tran et al., 2014) e resultou em mutacdes adicionais cepa-especificas, tornando
relevante a apreciagao da viruléncia, eficacia e mecanismos de atenuagao dentro do
contexto de cada cepa BCG (Liu et al., 2009).
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A classificacdo que surge a partir das arvores filogenéticas consiste na divisao
entre cepas “primitivas” e cepas “recentes”. As cepas primitivas, como o BCG
Moreau, foram obtidas no inicio da década de 1920 e seriam mais virulentas e
imunogénicas. Enquanto que as cepas “recentes”, como BCG Pasteur, seriam as
cepas obtidas a partir de 1927, apds a perda da RD2 (Figura 1.7). Esta regido esta
mantida nas cepas derivadas antes de 1927, como € o caso do BCG Moreau, e
inclui os genes rv1980c e rv1984c, que codificam as proteinas imunogénicas Mpt64
(Wang et al., 2007) e Cfp21 (Kalra et al., 2007).
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Figura 1.7: Genealogia das vacinas BCG. O esquema apresenta as regides de diferenca (RD) das
vacinas, duplicac¢fes, insercdes e delecdes (adaptado de Brosch et al., 2007).

O desafio atual esta em reunir informacdes experimentais e da genética
descritiva para compreender como as diferentes vacinas BCGs interagem com o
sistema imunoldgico. Apesar dos estudos demonstrarem evidéncias relevantes
correlacionando o uso das diferentes vacinas BCGs com a resposta imune induzida

e, consequentemente, com a protecdo oferecida contra a tuberculose, ndo ha dados
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suficientes que favorecam ou indiqguem uma cepa vacinal em particular, como sendo

mais protetora ou universal (Ritz et al., 2008; revisto por Tran et al., 2014).

1.3.2.3 Uso mundial das diferentes BCGs
Ritz e Curtis revisaram em 2009 os dados da OMS/UNICEF, gerando o
primeiro mapa que mostra o uso das cepas vacinais de BCG nos diferentes paises
(Figura 1.8). Além disso, correlacionaram dados referentes a incidéncia da TB com a
utilizacdo das diferentes cepas de BCG nos paises analisados. Essas informacdes
podem contribuir na interpretacdo das diferencas na prote¢éo vacinal e no desenho

racional de novas vacinas contra TB.

[l BCG Brasil
[l BCG Russia/Bulgaria |
[IBCG Japéo

[[JBCG Dinamarca I

[EBCG Connaught

[IBCG Pasteur i

[ utiliza mais do que uma cepa da vacina BCG |
[[] Produgéo local de BCG, cepa desconhecida
Nenhuma BCG Licenciada ou produzida 35

[] Sem dados ou insuficiente 1S

Figura 1.8 Cepas da vacina BCG utilizadas entre 2003 e 2007 em todo o mundo. As vacinas BCG
agrupadas numa mesma caixa sdo geneticamente mais similares. (Adaptado de Ritz & Curtis, 2009).
1.3.2.4 Novas vacinas contra tuberculose

A variabilidade da eficacia protetora da vacina BCG, o pequeno declinio da
incidéncia de TB e o aumento dos casos cepas resistentes sdo elementos que
evidenciam o grave quadro da doenca e a necessidade de desenvolver novos
candidatos vacinais. Atualmente, cerca de 13 novas vacinas (Figura 1.9) estao
sendo avaliadas quanto a sua capacidade de prevenir a infec¢do, a progressao da
doenca e a reativacdo da tuberculose latente (Zenteno-Cuevas, 2017). Esses

candidatos vacinais contra a tuberculose encontram-se em diferentes fases de
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pesquisa, na busca por um aprimoramento ou mesmo substituicdo da vacina
atualmente utilizada (Lambert et al., 2009).

Para o desenvolvimento de novas vacinas contra tuberculose, trés principais
abordagens devem ser consideradas: (1) as vacinas BCG recombinantes (rBCG),
baseadas na modificagdo genética do BCG, tornando-o mais imunogénico; (2)
vacinas de reforco (booster), que visam reforcar a imunidade conferida pela vacina
BCG e (3) novas vacinas terapéuticas, visando fortalecer o sistema imunolégico do
paciente para eliminar células infectadas por M. tb, prevenindo a reativacdo e
reduzindo o tempo de tratamento. No caso das vacinas terapéuticas, as duas
principais propostas baseiam-se em: (1) fusdo de proteinas, proteinas de
subunidade e fragmentos bacterianos revestidos por lipossomos e (2) outras

espécies de micobactérias inativadas por calor (Zenteno-Cuevas, 2017).
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Vacina

Vetor/ Adjuvante

Antigenos

Abordagem

Fase clinica lll
Vaccae/MOD-901

MIP

Fase clinica llb

Mycobacterium vaccae/ M.
obtuense

Mycobacterium indicus pranii

Poliantigénico

Poliantigénico

Micobactéria
inativada por calor

Micobactéria
inativada por calor

VPM1002 rBCG AureC:hly (motivo Listerolisina e Nova rBCG
PEST) L.monocytogenes dominio da
listeria-lysin O delecéo da uréase
Mtb72F/AS01/ASO2A Proteina recombinante com Mtb39a (Rv1196) Fuséo proteica
AS01 e Mtb39a (Rv1196) Mtb32a (Rv0125)

Fase clinica lla

DAR-901 Inativacéo por calor M. Poliantigénico Micobactéria
vaccae/M. obtuense inativada por calor
RUTI Fragmentos de M. Poliantigénico Fragmentos
tuberculosis em vacina bacteriano
terapéutica de lipossomas
H1/H56/IC31 Fusao da proteina ESAT6 (Rv3785) Fusao proteica
recombinante Ag85B com Ag R2660
IC-31 ou CAFO1
H4:1C31 Proteina recombinante com TB10.4 (Rv0288) Fuséo proteica
IC-31 fusionado com
Ag85B
ID93/GLA-SE ID93 (fusdo de quatro Rv3619, Fusao proteica
proteinas) com GLA-SE Rv1813c,
Rv3620c, Rv2608
Fase clinica
MTBVAC Delecéo dos genes phoP e Poliantigénico Micobactéria
fadD26 inativada
Ad5-Ag85A Adenovirus recombinante Ag85A (Rv3804c) Vetor viral
sorotipo 5
ChAdox1.85A/MVA85 Simian adenovirus Ag85A (Rv3804c) Vetor Viral
A
TB/FLU-04L Vacina vetor Influenza vaccine  Ag85A e ESAT-6 Vetor viral

Figura 1.9 Candidatos vacinais em fase clinica, de acordo com o Global Tuberculosis Report
2016 (adaptado de Zenteno-Cuevas, 2017)

Além dos esfor¢cos para caracterizar os alvos ja mencionados, o melhor
entendimento da fisiopatologia do bacilo da tuberculose e da vacina propriamente
dita vem fornecendo dados que estdo levando a descoberta e validagdo de novos
alvos terapéuticos, assim como possiveis candidatos para uma vacina mais
eficiente. Dentre esses alvos destacam-se algumas proteinas que estdo envolvidas

nos mecanismos de protecao a diferentes tipos de estresse (Kumar et al., 2011).
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1.3.2.5 Cepa vacinal brasileira: M. bovis BCG Moreau e 0 esquema
vacinal

Uma amostra da vacina BCG, proveniente do Instituto Pasteur, chegou ao
Brasil através do médico uruguaio Julio Elvio Moreau, em 1925. Esta amostra foi
entregue ao pesquisador Arlindo de Assis no Rio de Janeiro e recebeu o nome de
BCG Moreau (Benévolo-de-Andrade et al., 2005)

Inicialmente, a vacina BCG foi produzida por Arlindo de Assis, no Instituto Vital
Brasil, em Niter6i. Apés 1930, a producdo passou a ser realizada na Fundacédo
Ataulpho de Paiva (FAP), sendo responsavel também por sua distribuicdo
(Benévolo-de-Andrade et al., 2005).

A vacina BCG Moreau esta filogeticamente préxima a cepa BCG de 1921 e é
conhecida como uma das cepas mais imunogénicas. Cabe ressaltar que a cepa
BCG Moreau foi uma das primeiras cepas distribuidas pelo Instituto Pasteur,
juntamente com o BCG Tokyo (1924) e Russia (1925); estas cepas sao
consideradas mais “antigas” e ainda preservam a regiao RD2 (Antas et al., 2008;
Antas, 2016).

Em relacdo a protecdo da vacina BCG no Brasil, o efeito protetor da primeira
dose aplicada no periodo neonatal é considerado satisfatorio e o efeito em
adolescentes (15 a 20 anos) foi de 39% (9%-58%), apontando a longevidade do
efeito da primeira dose por mais de duas décadas (Barreto et al.,2005).

Dados do nosso grupo apontam divergéncias entre os genomas da cepa de M.
bovis BCG Moreau e BCG Pasteur, cepa de referéncia (Gomes et al., 2011). Além
disso, a caracterizacdo do perfil protebmico bidimensional do filtrado do
sobrenadante de cultura dessas cepas ressaltou diferengcas quando cultivadas em
meio Sauton (Bérredo-Pinho et al., 2011), que poderiam estar contribuindo no efeito

protetor dessas vacinas.

1.4 Células THP-1

Para o estudo da interacdo entre micobactérias e macrofagos varios sistemas
vém sendo empregados como modelo, de modo a simular a associagdo de M. tb
com macrofagos humanos. Dentre os modelos usados, cabe destacar (1) o0s
isolados de células primarias, como: macrofagos peritoneais de murino (Stokes et
al., 1993), macrofagos alveolares murino (Schlesinger et al., 1990) e macréfagos

alveolares humanos (Aston et al., 1998); (2) as células diferenciadas in vitro, tais
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como macrofagos de medula éssea de murino (Xu et al.,, 1994) e macréfagos
derivados de mondcitos (MDM) humanos (Silver et al., 1998); e (3) linhagens
celulares semelhantes a macréfagos de murino (Mehta et al, 1996) e humanos
(Kremlev & Phelps, 1997). Esses diferentes modelos tém propriedades especificas e
interagem com as micobactérias de forma diferente.

Estudos que avaliam a funcdo de mondcitos/macréfagos séo restritivos, uma
vez que estas células ndo podem ser expandidas ex vivo. Linhagens de células
monociticas apresentam poucos receptores e sdo menos eficientes em fagocitar
patébgenos. No entanto, macrofagos diferenciados exibem um grande numero de
receptores, com capacidade fagocitica aumentada. Além disso, macréfagos de
linhagem constituem uma populacdo homogénea, conferindo uma vantagem em
relagdo aos mondcitos humanos nativos (Auwerx, 1991; Daigneault et al., 2010).
Apesar do modelo com células de linhagem ser considerado um modelo de interface
simplificada da relacdo patégeno-hospedeiro, vem sendo usado para definir
interacOes bacterianas com tipos celulares especificos, fornecendo uma visédo geral
da progresséao da doenca bacteriana (Waddell et al., 2007).

A partir da purificagdo de mondcitos do sangue periférico de uma crianga com
leucemia monocitica aguda obteve-se a linhagem celular leucémica monocitica
humana, THP-1. Esses mondcitos adquirem caracteristicas de macrofagos mediante
a utilizacdo de citocinas e agentes farmacoldgicos, como acetato de forbol-miristila
(PMA) e 1,25- dihidroxivitamina d3 para promover sua diferenciagdo. O PMA atua
através da ativacao da proteina quinase C, induzindo a diferenciacdo dos mondcitos
THP-1 em macrofagos. Esse processo de diferenciacdo acarreta na diminuicdo da
replicacdo de DNA, adesao ao substrato (plastico) e morfologia similar a macréfagos
primarios. Além disso, é possivel detectar a expressdo de marcadores de superficie
gue sdo conhecidamente descritos como associados a diferenciacdo de macréfagos
(Schwende et al., 1996).

O modelo de células THP-1 & considerado um bom modelo para substituir
MDM humano quando usado para investigar a relacdo de micobactéria/macréfago,
apresentando como vantagem a menor variabilidade entre doadores comumente
encontrados em MDM, a quantidade de células que podem ser facilmente cultivadas
e diferenciadas para estudos bioquimicos ou de expressao génica. Além disso, a
linhagem celular tende a ser mais favoravel a manutencdo a longo prazo apos a
infeccdo com M. tb (Stokes & Doxsee, 1999).
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Essa linhagem ja foi empregada para analise do crescimento e persisténcia
bacteriana (Theus et al, 2004), avaliacdo do perfil de expressado génica de M. bovis
BCG no contexto intracelular macrofagico (Rienksma et al., 2015) e do perfil de
expressao proteica de isolados clinicos de M. tb (Singhal et al., 2012). A escolha por
esse modelo favorece o entendimento dos eventos moleculares e celulares

envolvidos durante a interacdo entre macrofago e micobactéria.

1.5 Justificativa

A tuberculose continua sendo considerada um grave problema de saude publica
no Brasil, devido a sua alta incidéncia. A Unica vacina disponivel como forma de
prevencdo da TB é a vacina BCG, no entanto, sua eficacia varia de 0 — 80%
(Brewer, 2000). Um dos fatores para esta variacdo reside na escolha da cepa
utilizada em cada pais (Abdallah et al., 2015). No Brasil a cepa BCG Moreau €
utilizada desde os anos 1920, mas apesar disso sO recentemente vem sendo
caracterizada de forma mais detalhada ao nivel molecular. Um dos aspectos que
impactam na eficicia vacinal é a interacdo da bactéria com a célula hospedeira.
Desta forma, torna-se essencial a apreciagdo da resposta da cepa vacinal brasileira,
BCG Moreau, ao estresse intrafagosomal provocado por macrofagos. Para avaliar o
comportamento do BCG Moreau, optamos por usar como cepa de referéncia o BCG
Pasteur e, em alguns experimentos, acrescentar a cepa Tokyo, uma cepa
caracterizada como primitiva, mais proxima ao BCG Moreau. Além da escolha das
cepas, optamos por um modelo de estudo de mondécitos/macréfagos de linhagem
humana (THP-1), que permite caracterizar mecanismos basicos que estdo sendo
ativados pela interacdo patdgeno-hospedeiro. Assim, poderemos obter informacdes
relevantes para o entendimento da fisiologia da vacina BCG Moreau e de como esse

comportamento pode estar interferindo no efeito protetor da vacina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento da cepa vacinal brasileira, M. bovis BCG Moreau no
contexto da infeccdo de macrofagos humanos, comparando com outras cepas BCG
(Pasteur e Tokyo), caracterizando tantos aspectos da resposta bacteriana quanto da

célula hospedeira.

2.2 Objetivos Especificos

1. Padronizar o protocolo de diferenciacdo dos mondcitos THP-1 em macréfagos;

2. Comparar o perfil de sobrevivéncia intracelular das diferentes cepas BCG em

macréfagos THP-1;

3. Avaliar o nivel de expressdo da proteina HspX pelas cepas BCGs ap6s a
infeccéo;
4. Comparar o perfil de sobrevivéncia dos macréfagos THP-1 em resposta a

infeccao pelos diferentes BCGs;

5. Avaliar mudancas morfolégicas dos macréfagos provocadas pela infeccao pelos
diferentes BCGs;

6. Analisar comparativamente o perfil de citocinas secretadas (IL1-8, IL-6, IL-8,
IL10, MCP-1, TNF-a e MIP-1B) por macréfagos THP-1 em resposta a infecgéo

pelos diferentes BCGs;

7. Determinar diferencas no perfil de colocalizacdo das bactérias com vesiculas

acidificadas durante a infec¢do dos macréfagos pelas diferentes cepas BCG;

8. Determinar diferencas no perfil de produgdo de corpusculos lipidicos pelas

células hospedeiras em resposta a infeccao pelos diferentes BCGs;
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3. Metodologia

Os materiais empregados no estudo estdo descritos no anexo I.

3.1 Cultura de M. bovis BCG

As cepas vacinais BCG Moreau (fornecida em meio Sauton / batata pela
Fundacao Ataulfo de Paiva - FAP), BCG Pasteur e BCG Tokyo (obtidas do Instituto
Pasteur, Paris e mantidas criopreservadas na colecdo do LAGFB / IOC) foram
cultivadas em meio de cultura liquido Middlebrook 7H9 (Difco™) contendo Tween 80
(Sigma) e glicerol (Sigma) (Anexo |, Tabela 8.1), suplementado com ADC (albumina,
dextrose e catalase) (Anexo |, Tabela 8.2). O tempo de cultivo foi de
aproximadamente 3 semanas, sob agitacdo constante e a temperatura de 37 °C,
com passagens semanais na diluicdo 1:10. Ao atingir a densidade 6tica (DOsoonm) de
aproximadamente 1,0 (correspondente a fase exponencial do crescimento
micobacteriano), o cultivo foi interrompido, aliquotado em 15 % glicerol (Sigma) e o
lote semente estocado a -70 °C.

3.2 Quantificacdo do lote semente de M. bovis BCG através do método
de unidade formadora de col6nia (CFU)

Para posterior uso das aliquotas do lote semente de BCG em ensaios de
infeccdo, a quantidade bacteriana foi avaliada através da técnica de unidade
formadora de colénia (CFU). Aliquotas do lote semente de cada cepa foram
descongeladas 10 mim a 37 °C, centrifugadas por 10 min a 16.000 x g e o
sobrenadante descartado. O sedimento bacteriano foi ressuspenso em 1 mL de
meio liquido 7H9 / Tween 80 / glicerol / ADC e as bactérias foram mecanicamente
dissociadas através de 20 passagens sucessivas em seringa de 27,5 G X '52". A
partir dessa suspensado bacteriana foram feitas diluicbes seriadas. O equivalente a
100 pL de cada diluicédo foi plaqueado em placas de Middlebrook 7H10 (Difco™) e
glicerol (Sigma) (Anexo |, Tabela 8.3), suplementado com ADC. As colbnias foram

guantificadas no 28° dia.

3.3 Avaliacdo da pureza do lote semente de M. bovis BCG pelo método
de Ziehl-Neelsen
A pureza do cultivo das cepas foi avaliada pelo método de coloracdo Ziehl-
Neelsen. Foram adicionados 10 pL da cultura em lamina de vidro que foi fixada por
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calor, utilizando um bico de Bunsen. Posteriormente, a lamina foi coberta com
fucsina fenicada (Anexo |, Tabela 8.4) por cerca de 5 min e novamente aquecida,
evitando a fervura da solucdo. O excesso de fucsina foi retirado por lavagem
delicada com agua corrente, seguida pela incubacdo com solucéo de &lcool-acido
(Anexo |, Tabela 8.5) para descoloragdo. ApGs lavagem com agua corrente, foi
adicionado azul de metileno (Anexo |, Tabela 8.6) por cerca de 30 segundos. Apés
essa etapa, a lamina foi novamente lavada com agua e seca em temperatura
ambiente. As laminas foram observadas em microscépio (Nikon Eclipse Ci) com
lente de imersdo em aumento de 100 X. A partir das imagens geradas, foram
medidas 50 bactérias isoladas de cada cepa, utilizando o programa NSElements

(NIKON). Esses valores foram plotados e analisados no programa GraphPrism.

3.4 Avaliagcéo da viabilidade do lote semente de M. bovis BCG

Para avaliar a viabilidade do lote semente de BCG utilizamos o kit
LIVE/DEAD™ BacLight bacterial viability (Molecular Probes - Invitrogen). Aliquotas
do lote semente de cada cepa foram descongeladas 10 mim a 37 °C, centrifugadas
por 10 min a 16.000 x g, o sobrenadante descartado e o sedimento bacteriano foi
ressuspenso em 1 mL de agua Mili-Q estéril. As bactérias foram mecanicamente
dissociadas através de sucessivas passagens em seringa de 27,5 G X 2”. Foram
adicionados a suspensao bacteriana 16 pM de LIVE (SYTO9) e 100 uM DEAD
(lodeto de propidio). A mistura contendo a suspenséo bacteriana e os fluoréforos foi
homogeneizada e incubada por 15 min, a temperatura ambiente e protegida da luz.
Apds a marcacao, a solucdo bacteriana foi novamente centrifugada por 10 min a
16.000 x g e o sobrenadante descartado. O sedimento bacteriano foi ressuspenso 1
mL de PBS (Anexo |, Tabela 8.7) e as bactérias foram, novamente, dissociadas em
seringa de 27,5 G X 2". A lamina foi montada com 20 pL da suspensao bacteriana
marcada e 3 uL de DABCO (Sigma). As laminas foram observadas e as imagens

adquiridas em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci).

3.5 Confirmagéo da identidade genética das cepas de M. bovis BCG

A identidade genética das cepas foi confirmada através de reacdo de PCR
utilizando um par de iniciadores para a regido RD2 e outro para 0 gene rv3887
(Anexo I, Tabela 8.8). As reagbes de PCR foram realizadas em um volume final de
25 ul, utilizando o kit Master Mix PCR (Life Technologies), 200 ng de cada iniciador
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especifico (F e R) e 5 pl de uma diluicdo 1:100 de DNA genémico de cada cepa. A
ciclagem utilizada para as reacdes de PCR esta especificada na tabela 8.9 no Anexo
l.

Os produtos de PCR foram posteriormente analisados por eletroforese em gel
de 1,5 % agarose a 80 V, em 0,5 % TBE (Anexo |, Tabela 8.10). Apos a corrida, 0
DNA foi corado com brometo de etideo, descorado com agua destilada e visualizada

sob luz U.V em transiluminador.

3.6 Cultura de células THP-1

As células THP-1 foram gentilmente cedidas pelo Dr. Milton Ozério Moraes e
cultivadas em meio RPMI-1640 contendo L-Glutamina (Sigma), soro fetal bovino
(SFB) (Sigma) e penicilina e estreptomicina (PEES) (Sigma) (Anexo |, Tabela 8.11).
As células foram mantidas em frascos de cultura & 37 °C em atmosfera de 5 % CO:

através de repigues semanais.

3.7 Padronizacdo do protocolo de diferenciagdo dos mondcitos THP-1

em macrofagos

Primeiramente, diferentes concentracdes de forbol-miristila (PMA, Sigma-
Aldrich) foram avaliadas, a fim de definir a melhor concentracdo de PMA e tempo de
diferenciacdo dos mondcitos.

Para os ensaios de avaliacdo morfolégica foram utilizadas 2 X 10° células por
poco, em placas de 24 pocos (Nunc), onde as células foram diferenciadas com
diferentes concentracdes de PMA (30 nM, 80 nM e 200 nM) e tempos de incubacao
(24 h e 48 h). Os mondcitos e os macrofagos (dTHP-1) foram acompanhados na
fase inicial (antes da adicdo do PMA), apds o tempo de incubagdo com o PMA e
com o respectivo tempo de descanso, com meio e sem indutor. As imagens foram
visualizadas em microscépio invertido (Nikon).

Para avaliar a viabilidade dos dTHP-1 submetidos a diferentes concentracdes
de PMA (80 nM — 200 nM) foram utilizadas 3,2 X 10% células por poco, em placas de
96 pocos (Nunc). Nos tempos de 48 h pos inducdo e 48 h pos descanso foram
adicionados 50 pL de azul de alamar (resazurina - Invitrogen) em todos 0S poOGos.
Apos 4h de incubacéo, a leitura foi realizada em espectofotdbmetro (Spectra Max
190/Molecular Device) em dois diferentes comprimentos de onda, 570 e 600 nm. Os

dados foram plotados e analisados no software GraphPrism.

28



Metodologia

3.8 Diferenciacéo das células THP-1 e infec¢cdo por BCG

Para os ensaios de infeccao, as células THP-1 foram quantificadas em camara
de Neubauer e a viabilidade foi avaliada pelo método de excluséo por coloracao de
0,4 % azul de Tripan (Sigma) (Anexo |, Tabela 8.14). Posteriormente, foram
estimuladas com 200 nM PMA em meio RPMI / 10 % SFB pré-aquecido para a
diferenciacdo em dTHP-1. Ap6s 48 h de estimulo, as células foram lavadas para a
retirada do PMA e entdo adicionado meio RPMI / 10 % SFB pré-aquecido, por 48 h,
com troca diaria. Os dTHP-1 foram entdo infectados com M. bovis BCG em
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10:1 por um pulso de infeccdo de 4 h a 37°C em
atmosfera de 5 % COz2. Ao final do tempo de infec¢cdo, o meio de cultura foi removido
e as células lavadas duas vezes com meio RPMI / SFB 10 %, a fim de retirar as

bactérias que nao foram internalizadas.

3.9 Crescimento intracelular das cepas BCGs em modelo THP-1

Para os ensaios de crescimento intracelular das cepas BCGs foram utilizadas 2
X 10° células por poco, em placas de 24 pocos (Nunc), onde as células foram
diferenciadas como descrito anteriormente.

Os lotes semente de bactérias foram descongelados por 10 min a 37 °C,
centrifugados por 10 min a 16.000 x g e o0 sobrenadante descartado. O sedimento
bacteriano foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI / 10 % SFB e as bactérias foram
mecanicamente dissociadas através de sucessivas passagens em seringa de 27,5 G
X V2". Essa suspensdo bacteriana foi utilizada para infectar os dTHP-1, como
descrito anteriormente.

Ao final do tempo de infec¢do, o meio de cultura foi removido e as células
lavadas duas vezes com meio RPMI / SFB 10 %, a fim de retirar as bactérias que
nao foram internalizadas. O crescimento intracelular das cepas BCG foi avaliada
através de uma cinética de tempo, que compreendia os tempos de 4 h, 6 h, 24 h, 48
h, 72 h e 96 h apos a infeccdo. Nos tempos selecionados, os dTHP-1 infectados
foram lisados com 0,05% SDS. As células lisadas, assim como as bactérias, foram
recolhidas e centrifugadas por 10 min a 16.000 x g. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento bacteriano foi ressuspenso em 1 mL de meio liquido 7H9 / Tween 80 /
Glicerol / ADC. A partir dessa suspensao bacteriana foram feitas diluicdes seriadas.
O equivalente a 100 pL de cada diluicdo foi plaqueado em placas de 7H10 (Difco™)

29



Metodologia

e glicerol (Sigma) (Anexo I, Tabela 8.3), suplementado com ADC. As colbnias foram

guantificadas no 28° dia.

3.10 Viabilidade dos dTHP-1 frente a infec¢cdo com os diferentes BCGs

Para avaliar a viabilidade dos dTHP-1 foram utilizadas 3,2 X 10* células por
poco, em placas de 96 pocos (Nunc). As células foram diferenciadas e infectadas,
como descrito anteriormente. Como controle de morte dos dTHP-1 ndo infectados
adicionamos 10 % Tween 20. Nos tempos de 4 h, 6 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h foram
adicionados 50 pL de azul de alamar em todos 0s pocos. Apos 4h de de incubacéo,
a leitura foi realizada em espectofotdbmetro (Spectra Max 190/Molecular Device) em
dois diferentes comprimentos de onda, 570 e 600 nm. Os dados foram plotados e

analisados no software GraphPrism.

3.11 Imunofluorescéncia

3.11.1 Plagueamento das células THP-1 e infec¢éo

Para os ensaios de imunofluorescéncia foram utilizadas 2 X 10° células por
poco, em placas de 24 pocos (Nunc), onde as células foram diferenciadas sobre
laminulas de vidro previamente tratadas (Anexo I, Tabela 8.12). Os dTHP-1 foram
entdo infectados por M. bovis BCG como descrito anteriormente, com as bactérias
previamente marcadas com o fluoréforo LIVE (SYTO9) do kit LIVE/DEAD® BacLight
(Molecular Probes - Invitrogen).

Brevemente, o lote semente de bactéria foi descongelado 10 mim a 37 °C,
centrifugadas por 10 min a 16.000 x g e o sobrenadante descartado. O sedimento
bacteriano foi ressuspenso em 1 mL de &agua Mili-Q e as bactérias foram
mecanicamente dissociadas através de sucessivas passagens em seringa de 27,5 G
X ¥2”. O fluoréforo LIVE foi adicionado a suspensao bacteriana na diluicdo 1:200 por
15 min a temperatura ambiente e protegido de luz. Apdés a coloragédo, a solugéao
bacteriana foi novamente centrifugada por 10 min a 16.000 x g e o sobrenadante
descartado. O sedimento bacteriano foi ressuspenso em meio RMPI / 10 % SFB e
as bactérias foram, novamente, mecanicamente dissociadas em seringa de 27,5 G X
Y2", sendo utilizadas para o procedimento de infecgéo ja descrito. Ao final do tempo
de infeccdo, o meio de cultura foi removido e as células lavadas duas vezes com
meio RPMI / 10 % SFB.
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3.11.2 Marcagdo para vesiculas acidificadas pelo fluordforo
LysoTracker Red DND-99®

Apoés 4 h e 22 h de infeccdo, as vesiculas acidificadas dos dTHP-1 infectados
foram coradas com LysoTracker Red DND-99® (Molecular Probes - Invitrogen).
Brevemente, o estoque de 1 mM do fluoréforo LysoTracker Red DND-99® foi diluido
em meio RPMI / 10 % SFB para a concentracao final de 100 nM, em um volume final
de 400 pl / poco. As células com o fluoréfororo foram incubadas por 2 h e a placa
protegida da luz.

Apds completar as 2 h de marcacdo com o fluoréforo LysoTracker®, nos
tempos de 6 h e 24 h de infeccdo, as células foram lavadas com PBS 1 X e fixadas
com paraformaldeido 4 % (PFA) (Anexo I, Tabela 8.13) por 20 min a temperatura
ambiente e a placa protegida da luz. O PFA foi retirado e as laminulas lavadas com
PBS 1 X. Por fim, os ndcleos das células eucaritticas foram corados com 0,5 pg /
mL DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenillindole, Sigma), por 10 min a temperatura ambiente e
protegido da luz. As laminulas foram novamente lavadas com PBS 1 X e montadas
em laminas de vidro com 3 uL de DABCO.

Foram capturadas imagens de 10 campos aleatérios utilizando-se do
microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci). Foram analisadas no minimo 250
células de cada condicdo estudada para observar a porcentagem das células
infectadas e 50 bactérias isoladas para observar a porcentagem de bactérias
colocolizadas com fagossomas acidificados (Alvez et al., 2004). Esses valores foram

plotados e analisados no programa GraphPrism.

3.11.3 Marcagao para os filamentos de actina por Rodamina-
faloidina
Nos tempos de 6 h e 24 h de infec¢do, as células foram lavadas com PBS 1 X
e fixadas com 4 % paraformaldeido (PFA) por 20 min a temperatura ambiente e a
placa protegida da luz. O PFA foi retirado e as laminulas lavadas com PBS 1 X. As
células foram permeabilizadas com 0,1 % Triton X-100 (Sigma) / PBS por 30 min a
temperatura ambiente e a placa protegida da luz. As células foram bloqueadas com
com 2 % BSA / PBS e incubadas com 333 nM Rodamina-faloidina (Invitrogen) por
20 min a temperatura ambiente e a placa protegida da luz.
Por fim, os nucleos das células eucariéticas foram corados com DAPI (4’,6’-

diamidino-2-fenillindole, Sigma) na concentragao final de 0,5 pug / mL, por 10 min a
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temperatura ambiente e protegido da luz. As laminulas foram novamente lavadas
com PBS 1 X e montadas em laminas de vidro com 3 pL de DABCO.
Foram capturadas imagens de 10 campos aleatérios utilizando-se do

microscoépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci).

3.11.4. Marcacéo para corpusculos lipidicos por Oil Red O (ORO)

No tempo de 24 h de infeccao, as células foram lavadas com PBS 1 X e fixadas
com 3,7 % formalina por 10 min a temperatura ambiente. A formalina foi retirada e
as laminulas lavadas com &gua destilada. Apds as lavagens, incubou-se as
laminulas com 100 % propileno glicol durante 5 min, seguidos pela solucdo 0,5 % Oill
Red O por 10 min. As células foram rinsadas com 85 % propileno glicol por 5 min e
lavadas com agua destilada (Koopman et al., 2001).

Por fim, os nucleos das células eucaribticas foram corados com DAPI (4’,6’-
diamidino-2-fenillindole, Sigma) na concentracéo final de 0,5 ug / mL, por 10 min a
temperatura ambiente e protegido da luz. As laminulas foram novamente lavadas
com PBS 1 X e montadas em laminas de vidro com 3 pL de DABCO.

Foram capturadas imagens de campos aleatérios totalizando o minimo de 250

células utilizando-se do microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci).

3.12 Dosagem de citocinas e nitrito

3.12.1 Plagueamento das células THP-1 e infeccéo
Para os ensaios de dosagem de citocinas (IL-1pB, IL-6, IL-8, MCP-1 e TNF-a)
foram utilizadas 3,2 X 10% células por pogo, em placas de 96 pogos (Nunc). As
células foram diferenciadas e infectadas, como descrito anteriormente. Os
sobrenadantes dos tempos de 6 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h foram recolhidos e

estocados a -70 °C.

3.12.2 Dosagem de citocinas pelo método de ELISA de captura
Atraves da técnica de ELISA determinamos as concentracdes de IL-13 (DY201
— R&D Systems), MCP-1 (DY279 — R&D Systems), IL-6 (DY206 — R&D Systems) e
TNF-a (DY210 — R&D Systems), seguindo as recomendacbes do fabricante.
Brevemente, a microplaca de 96 pocos de fundo chato (Nunc) foi incubada com

anticorpo de captura especifico para cada citocina por 18 h a temperatura ambiente.
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A solugdo com o anticorpo de captura foi retirada, a placa lavada 3 X com tampéo de
lavagem (0.05 % Tween® 20 em PBS) e os sitios inespecificos bloqueados com 1 %
albumina sérica bovina (BSA) em PBS por 1 h a temperatura ambiente. ApGs o
blogueio, a placa foi lavada 3 X com tampédo de lavagem e incubada com as
respectivas amostras analisadas e a curva padrao por 2 h a temperatura ambiente.
Em seguida, a placa foi lavada 3 X com tampéo de lavagem e incubada com o
anticorpo de deteccdo por 2 h a temperatura ambiente. Novamente, a placa foi
lavada 3 X e incubada com solucéo de estreptavidina peroxidase por 20 min a
temperatura ambiente, protegendo da luz. A placa foi lavada 3 X e incubada com o
substrato para a estreptavidina por 20 min a temperatura ambiente, protegendo da
luz. A reacéo foi bloqueada pela adicdo de acido sulftrico 2 N (H2SO4). As medidas
de absorbancia foram obtidas em um leitor de microplacas da Molecular Devices
com filtro 450 nm. As amostras foram analisadas em quatro replicatas bioldgicas e a
concentracdo de cada citocina calculada através do programa SoftMax. Os dados

foram plotados e analisados no programa GraphPrism.

3.12.3 Dosagem de citocinas pelo método CBA

Através do Kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Soluble Protein Flex
Set determinamos as concentracdes de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a. Brevemente, os
sobrenadantes obtidos na etapa 3.12.1 e os padrdes de citocinas do kit foram
incubados com microesferas de captura recobertas com anticorpos especificos para
as respectivas citocinas e com o anticorpo de deteccdo marcado com ficoeritrina
(PE). Apo6s as incubacdes, foi acrescentado 1 mL de solucdo de lavagem e
centrifugado por 10 min a 1100 x g. O sobrenadante foi desprezado e as amostras
foram ressuspensas em 300 pL da solugcéo de lavagem. A aquisicdo das amostras
foi feita em citbmetro de fluxo BD FACS Calibur (BD Bioscience). Foi realizada uma
aguisicdo de 1000 eventos. Os resultados foram gerados utilizando o BD CBA

Analysis Software e analisados no software GraphPrism.

3.12.4 Dosagem nitrito pelo método de Griess
A concentracao de oxido nitrico foi realizada indiretamente através da dosagem
de nitrito e foi dosada nos mesmos sobrenadantes pela reacdo de Griess. Para a

reacao colorimétrica foi adicionado 100 uL/poco de solucdo de Griess as amostras
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(100 pL/ pogo) ou a curva padrdo (100 pL/ pogo). A curva padrdo apresenta a
solucéo de nitrito (100 uM) como primeiro ponto.

A solucéo de Griess € preparada pela adicdo de compostos na relacéo 1:1,a 1
% sulfanilamida diluida em 5% acido ortofosférico (HsPOs) e 0,1% a-
Naftiletilenodiamina diluida em &gua. A absorbancia foi determinada a 540 nm em
espectrofotometro (Spectra Max 190/Molecular Device). Os dados foram analisados

no software GraphPrism e expresso em uM.

3.13 Purificacdo de acidos nucleicos

3.13.1 Obtencédo da amostra bacteriana
Para obter a amostra de acidos nucleicos bacteriano foram utilizadas 1,5 X 107
células em garrafa de 150 cm? (Nunc). As células foram diferenciadas e infectadas,
como descrito anteriormente. Apos 24 h de infec¢cdo os dTHP-1 foram lisados com
0,05 % SDS. As células lisadas, assim como as bactérias, foram recolhidas e
centrifugadas por 10 min a 16.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
bacteriano foi ressuspenso em 1 mL de trizol (Invitrogen). As amostras foram

armazenadas em -70 °C.

3.13.2 Obtencédo da amostra de dTHP-1
Para obter a amostra de acidos nucleicos das células THP-1 foram utilizadas
1,0 X 108 células em placas de 6 pocos (Nunc). As células foram diferenciadas e
infectadas, como descrito anteriormente. Apés 24 h de infec¢cdo os dTHP-1 foram
lisados e ressuspensos em 1 mL de trizol (Invitrogen). As amostras foram

armazenadas em -70 °C.

3.13.3 Extracao de RNA, sintese de cDNA e qRT-PCR
As células bacterianas foram rompidas por lise mecéanica na presenca de
pérolas de zirconio em equipamento Bead Beater (Biospec Products INC.). ApoOs
clarificacdo, a fracdo soluvel da lise bacteriana e a amostra de d-THP-1 foram
submetidas a extracdo com cloroformio e precipitacdo com etanol, e o RNA foi
ressuspendido em 50ul de adgua DEPC. A contaminacdo com DNA foi removida
atraves da digestdo com RNase-free Turbo-DNase (Ambion-Life) de acordo com as

especificacdes do fabricante. A auséncia de contaminacdo com DNA foi confirmada
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através de PCR diretamente sobre o RNA, em amostras ndo submetidas a reacéo
com transcriptase reversa. A concentracdo do RNA extraido, ap0s tratamento com
DNase, foi determinada pelo kit Qubit (Ambion-Life) e a pureza avaliada pela relacédo
de OD260/280nm.

A analise da integridade do RNA foi verificada através da eletroforese em gel
de agarose (Invitrogen) a 1,2 % em tampdo MOPS 1X (Sigma) (Anexo |, Tabela
8.15). O RNA foi previamente desnaturado com 35 % formamida, MOPS 1X, corado
com 0,125 % azul de bromofenol e 1 pyL de SYBR Green Il 100X (Applied
Biosystems). E, em seguida, aplicado no gel. O gel foi submetido a uma corrente
elétrica de 100 V por 40 minutos. Apés a corrida eletroforética, o gel foi analisado
por um sistema de fotodocumentacao (I-Pix Touch, Loccus Biotecnologia, Brasil).

As reac0Oes de transcricdo reversa foram feitas utilizando 1000 ng de RNA total,
iniciadores randoémicos (0,5 ug/reacao, Invitrogen) e o sistema de SuperScript Il
First-Strand Synthesis (Invitrogen) para RT-PCR seguindo as especificacdes do

fabricante.

3.14 Obtencéao do extrato proteico

Para obter a amostra proteica de células THP-1 infectadas e dos bacilos
intracelulares foram utilizadas 1,0 X 108 células em placas de 6 pocos (Nunc). As
células foram diferenciadas e infectadas, como descrito anteriormente. Apés 24 h de
infeccdo os pogos foram lavados com PBS, para retirar o acimulo de BSA. Os
dTHP-1 foram lisados com agua Milli-Q e centrifugados a 16.000 x g por 10 min. Ao
final da centrifugacdo o sobrenadante, contendo as proteinas intracelulares dos
macréfagos, foi recuperado e o sedimento bacteriano foi ressuspenso em tampéo de
lise micobacteriana (Anexo |, Tabela 8.16).

As bactérias foram rompidas por lise mecanica na presenca de pérolas de
zirconio em equipamento Bead Beater (Biospec Products INC.). A metodologia
utilizada para a precipitacédo de proteinas dos macrofagos e bactérias foi adaptada a
partir da descrita por Wessel e colaboradores (1984). As proteinas foram
precipitadas pela adicdo de TCA na concentracdo final de 17 % seguida de
incubacédo a -20 °C por 10 minutos e o material centrifugado por 10 minutos a 16.000
x g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado sequencialmente com 300
pL de acetona gelada contendo 1 % trietanolamina (TEA) duas vezes com 300 pL de

acetona 100 P.A gelada. O sedimento final das células THP-1 foi ressuspenso em
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50 pL de tampao de focalizag&o isoelétrica (tampéo IEF- Anexo |, Tabela 8.17) e das
células bacterianas em 40 pL tampéo e lise micobacteriana contendo 1 % SDS e 50
mM DTT.

3.14.1 Quantificacdo de proteinas e analise da integridade da
amostra

A quantificacdo das proteinas extraidas foi realizada com 1 yL da amostra no
equipamento Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

Para avaliar a integridade e a quantificacdo das amostras que seriam
analisadas pelo Orbitrap, foram utilizadas 5 pg de proteinas misturadas a tampéao de
amostra de proteina 1 X (Anexo |, Tabela 8.18) para um volume final de 20 uL. A
mistura foi aquecida 100 °C por 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a eletroforese em géis 15 % SDS-PAGE (Anexo |, Tabela 8.19) de 7
centimetros em tampé&o de corrida Laemmli (Anexo |, Tabela 8.20) (Laemmli, 1970) a
200 volts, empregando o sistema MiniProtean (BioRad). O gel foi corado por prata

(Anexo |, Tabela 8.21) e a imagem capturada em densitometro GS-800 (BioRad).

3.14.2 FASP (Filter-Aided Sample Preparation)

As amostras bacterianas selecionadas para a analise protedmica foram
preparadas seguindo a metodologia FASP adaptada, para a tripsnizacdo das
proteinas. Os tubos utilizados nessa etapa foram previamente tradados com
lavagens sequenciais de metanol-agua-metanol. Como controle da realizacdo dessa
etapa foi utilizado o BSA na concentracdo de 1mg/mL.

As amostras obtidas no item 3.14 foram descongeladas em gelo e
centrifugadas a 10.000 x g por 10 min a 6 °C. Apos a centrifugacgédo, foi coletada 30
uL da amostra clarificada e transferida para um tubo, que foi colocado em um banho
a 100 °C por 5 min, seguido de incubacao a 25 °C por 15 min.

A amostra foi centrifugada a 16.000 g por 10 min e transferida para a unidade
filtrante, onde foi adicionando 200 pL da solucdo UA (Anexo |, Tabela 8.22) e
homogeneizado gentilmente com a pipeta. Centrifugou-se a unidade por 10.000 x g
por 15 min, até obtermos um volume aproximadamente de 10 pL. Essa etapa foi
repetida mais uma vez.

Foi adicionado 100 pL de solugcdo contendo iodoacetamida (Anexo I, Tabela

8.23), incubou-se sob agitacdo em termo mix por 15 min, 600 rpm a temperatura
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ambiente e protegido da luz. Apés a incubacdo a amostra foi centrifugada a 10.000 x
g por 10 min.

Foi adicionado 100 pL de solucdo UA (Anexo |, Tabela 8.24) a unidade filtrante
e centrifugou-se a 10.000 x g por 10 min. Esse passo foi repetido por mais duas
vezes.

ApOs esse processo, adicionou-se 100 pL de solucédo DB ao filtro e centrifugou-
se a 10.000 x g por 5 min. Essa etapa foi repetida mais duas vezes.

A unidade filtrante foi adicionado 40 pL de solugéo de tripsina, na proporcéao de
1 ug de tripsina para cada 100 pg de proteinas totais e incubada inicialmente por 1
min a 600 rpm. Depois, incubou-se as unidades filtrantes no termo mix a 37 °C por
18 horas, sob agitacao.

ApOs a incubacdo com a tripsina, as unidades filtrantes sdo acopladas a novos
tubos coletores previamente tratados e centrifugados a 10.000 x g até que toda
solucéo passasse pelo filtro. Por fim, adicionou-se 100 pL de solucdo DB aos filtros,
centrifugou-se a 10.000 x g por 15 min, repetindo esse passo uma vez.

A amostra foi concentrada em SpeedVac até que alcancasse 0 volume
aproximado de 54 pL. A amostra concentrada adicionou-se 6 pL de 10 % TFA e
agua para volume final de 60 pL.

A dessalinizacdo da amostra foi realizada em resina R2. Inicialmente lavou-se
a coluna contendo a resina com 20 pL de 100 % acetonitrila. Em seguida, a resina
foi equilibrada com 4 vezes de 20 pL de 1 % TFA. Por fim, a amostra foi passada em
3 passos, cada um de 20 pL cada. A coluna foi lavada 4 vezes com 20 pL de 0,1 %
TFA e a amostra foi eluida no tubo autosampler com 4 lavagens de 20 uL de 0,1 %
TFA em70 % acetonitrila. A amostra foi totalmente seca em SpeedVac.

Os peptideos foram ressuspensos em 20 pL de 1 % acido férmico,
homogeneizado em vortex e incubados em banho sonicador por 10 min. A amostra

contendo os peptideos foram dosadas no NanoDrop.

3.15. Western Blot

Proteinas resolvidas em géis SDS-PAGE 15 % foram eletro-transferidas para
membrana de nitrocelulose (Hybond-C, Amersham Pharmacia) em equipamento Mini
Transblot (BioRad), a 100 V durante uma hora, segundo especificacbes do
fabricante. ApGs a transferéncia, a membrana foi corada com o corante reversivel

MemCode (Pierce) para visualizacdo e verificacdo da qualidade da transferéncia, a
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imagem capturada em densitbmetro GS800, novamente descorada e em seguida
bloqueada em leite 10 % / TBS (Anexo I, Tabela 8.25) por uma noite a 4 °C.

Apos o bloqueio a membrana foi lavada com TBS 1X (3 vezes por 5 min) e, em
seguida, incubada durante 2 horas, com agitagdo suave, com o anticorpo primario
(Anexo |, Tabela 8.26) em leite 5 % / TBS.

A membrana foi entdo lavada sequencialmente com TBS contendo 0,05 %
Tween 20 (3 vezes por 5 min) e TBS (3 vezes por 5 min) e entdo incubada por 1 h
na presenca do anticorpo secundério anti-lgG de camundongo ou coelho conjugado
a peroxidase (Pierce) (diluicdo especificada em Resultados) em 5 % leite desnatado
/ TBS e novamente lavada como descrito acima.

Para revelar as membranas utilizamos o Kit Super Signal® (Pierce) conforme

as instrucdes do fabricante.

3.16 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrao da média (SEM) e
analisados estatisticamente através do teste de analise da variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Bonferroni ou através do teste-t nao pareado.
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4. Resultados

4.1 — Caracterizacdo fenotipica, genética e da viabilidade dos lotes-
semente das cepas de Mycobacterium bovis BCG Moreau, Pasteur e Tokyo

Para os experimentos de infeccdo no modelo de células THP-1, as cepas de
Mycobacterium bovis BCG Moreau, Pasteur e Tokyo foram cultivadas em meio 7H9
enriquecido com ADC, sob agitacdo a 37 °C. A partir da fase logaritmica de
crescimento (ODeoonm = 0,8 — 1,2) das bactérias foram feitos os lotes-semente. Os
lotes foram quantificados através da contagem de colénias (CFU) em placas de meio
sélido 7H10 enriquecidas com ADC; tiveram sua Vviabilidade avaliada, por
microscopia de fluorescéncia utilizando o kit LIVE/DEAD™ BacLight™ e seu perfil
molecular identificado com iniciadores especificos para as cepas estudadas (Figura
4.1).

Na figura 1 observamos os bacilos corados pela técnica de Ziehl-Neelsen (A-
C), pelos fluoréforos Live/DEAD (D-F) e a morfologia das colonias em placas de
7H10 (G-I).

Através da técnica de coloracao Ziehl-Neelsen (A-C) podemos observar que os
bacilos estdo dispersos e ndo ha contaminacdo com outras bactérias. Essa
avaliacao é possivel devido a propriedade acido-alcool resistente das micobactérias.

Os fluoréforos Live/Dead (D-F) foram utilizados para observarmos a proporgao
de bactérias viaveis e mortas nos lotes semente. O fluoréforo verde Live é o
intercalante de DNA SYTO9 e o fluoroforo vermelho Dead € o intercalante de DNA
iodeto de propidio. As setas em branco indicam bacilos que estdo marcados com o
fluoréforo Dead, indicando bactérias mortas. A média da taxa de viabilidade obtida a
partir da microscopia de fluorescéncia para a cepa BCG Moreau foi de 92%, BCG
Pasteur 89% e BCG Tokyo 90%.

As placas de meio solido 7H10 (G-l) revelam que as cepas BCG Moreau e
BCG Pasteur possuem uma unica morfologia de colbnia, enquanto a cepa BCG
Tokyo apresenta duas formas de morfologia de colbnia, como ja descrito na
literatura (Bedwell et al., 2001). As cepas BCG Moreau, BCG Pasteur e BCG Tokyo
apresentam colbnias rugosas com pouco espraiamento e projecdes que crescem no
sentido vertical. Além de colénias com caracteristicas descritas anteriormente, a

cepa BCG Tokyo apresenta também colbnias lisas com espraiamento. A seta em
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verde indica coldnia lisa e em azul rugosa, ambas morfologias encontradas na cepa
BCG Tokyo.

Figura 4.1. Caracterizacdo morfolégica das cepas Mycobacterium bovis BCG Moreau (A, D e
G), Pasteur (B, E e H) e Tokyo (C, F e I). As culturas de BCG Moreau, Pasteur e Tokyo foram
crescidas em meio liquido 7H9 enriquecido com ADC e estocadas em fase logaritmica de
crescimento. (A-C) Bacilos corados pela técnica de coloracdo Ziehl-Neelsen. As setas em preto
indicam bacilos isolados de cada cepa estudada. A barra de escala indica 5um. (D-F) Bacilos
marcados com fluoréforos Live/Dead. A marcacdo em verde indica bactérias viaveis e a marcagao em
vermelho bactérias mortas. As setas em branco destacam as bactérias mortas. A barra de escala
indica 10um. (G-l) Morfologia de colonia em placas de meio sélido 7H10 enriquecido com ADC. A
seta em verde indica col6nia lisa e em azul rugosa.

A partir da técnica de coloragdo Ziehl-Neelsen foi possivel medir 50 bactérias
isoladas, de cada cepa, utilizando o programa NSElements (NIKON). Esses valores
foram plotados e analisados utilizando o programa GraphPrism (Gréfico 4.1).
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Grafico 4.1. Comprimento dos bacilos das cepas BCG Moreau, Pasteur e Tokyo. Foram
avaliadas bactérias isoladas coradas pelo método de Ziehl-Neelsen e as medidas adquiridas através
do programa NSElements. As medidas foram analisadas através do programa GraphPrism e o0s
dados foram apresentados como média + SEM. Teste ANOVA com pos teste Bonferroni *** p < 0,001,
**p < 0,01. N=50

A medicdo indicou que os bacilos da cepa Moreau apresentam em média 2,28
+ 0,05 um de comprimento, da cepa Pasteur 1,59 + 0,05 um e da cepa Tokyo 1,38 +
0,04 um. Com isso, foi possivel constatar que os bacilos da cepa BCG Moreau séo
143X e 1,65X maiores do que os bacilos de BCG Pasteur e Tokyo,
respectivamente, ambos com p valor < 0,001. Os bacilos de BCG Pasteur sdo 1,15X
maiores do que os bacilos de BCG Tokyo, com p valor < 0,01.

A identidade genética de cada cepa foi confirmada através de PCR, com
iniciadores para regifes especificas. A figura 4.2 mostra o esquema das regides
analisadas, a regido RD2 e o gene rv3887c. A regido RD2 esta presente nas cepas
de BCG mais antigas, obtidas antes de 1927, como BCG Moreau e Tokyo, mas esta
ausente em cepas mais recentes, como Pasteur. Para diferenciar a cepa BCG
Moreau das cepas Pasteur e Tokyo foi utilizado o gene rv3887c. Esse gene integro
possui 1667 pb, como foi observado nas cepas BCG Pasteur e BCG Tokyo, mas a

cepa BCG Moreau possui uma delecado nesse gene, gerando um fragmento de 876

pb.
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Figura 4.2. Esquema representativo para identificacdo molecular das cepas estudadas. No
esquema superior temos em destaque a regido genémica RD2 e no inferior a regido contendo o gene
rv3887c. Os iniciadores do sentido senso estdo marcados de verde e azul e os iniciadores anti-senso
estdo marcados de vermelho. O fragmento gerado na reacdo da regido RD2 é de 660pb; da reacdo
do gene rv3887c ¢é de 1667pb para o gene integro e de 876pb para o gene com delecéo.

Na figura 4.3 podemos observar os produtos da reacdo de PCR em gel de
agarose 0,8% e revelados por brometo de etidio. Foi constatada a amplificacdo do
fragmento de 660pb da regido RD2 nas cepas BCG Moreau e BCG Tokyo, mas néo
foi detectado esse fragmento na cepa BCG Pasteur. Para o gene rv3887c,
observamos uma amplificacdo do fragmento de 876pb na cepa BCG Moreau e de
1667pb nas cepas BCG Pasteur e Tokyo, confirmando a delecdo nesse gene na

cepa BCG Moreau.

RD2 3887¢c

2000
= 1667

1500

1000
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750 =) 660

Figura 4.3. Identidade molecular das cepas BCG Moreau, Pasteur e Tokyo. Na esquerda temos o
marcador de 100pb, seguido do controle negativo. A regido RD2 e o gene rv3887c foram usados para
diferenciar as cepas BCG Moreau (M), Pasteur (P) e Tokyo (T). As setas em cinza indicam o valor
esperado em pb.
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4.2 — Padronizacdo das condi¢cdes de diferenciacdo dos monadcitos
humanos THP-1 em macréfagos

ApOs a caracterizacdo e confirmacdo molecular dos lotes-semente das cepas
BCG Moreau, Pasteur e Tokyo fez-se necessario a padronizacdo das condi¢fes de
cultivo e diferenciacdo dos mondcitos THP-1 para macréfagos (dTHP-1). O protocolo
de diferenciacdo de mondcitos para macrofagos THP-1 ndo estd padronizado na
literatura. A concentracdo do indutor de diferenciacdo (PMA) varia, bem como o
tempo de inducdo. O levantamento bibliografico com artigos entre os anos de 2009 -
2014 revelou que a concentracdo de PMA pode variar de 8nM a 400nM, o tempo de
inducdo de 30 minutos a 96 horas e com tempo de descanso ou ndo, apds a

diferenciacao.

4.2.1 — Concentracdo de PMA e tempo de indugao, com posterior
tempo de repouso sdo importantes para o quantitativo final de células com
morfologia compativeis com macrofagos

Selecionamos trés protocolos j& descritos na literatura. De Pinho e
colaboradores, utilizam a concentragédo de 30 nM PMA por 48 horas com 48 horas
adicionais de descanso sem a droga (de Pinho et al., 2014); Guerreiro e
colaboradores propde a concentracdo de 80 nM por 24 horas sem descanso
(Guerreiro et al., 2013) e por fim, uma adaptacdo do protocolo de Daigneault e
colaboradores, em que utilizamos 200 nM de PMA por 48 horas com 48 horas
adicionais de descanso sem a droga (Daigneault et al., 2010),

Na figura 4.4 podemos observar a morfologia das células THP-1 nos diferentes
protocolos testados. As imagens (B), (D) e (F) sao respectivamente das
concentragdes de 30 nM, 80 nM e 200 nM depois do tempo de exposigcdo ao PMA.
Nessa fase, as células parecem ainda bem arredondadas e grumadas, com poucas
projecOes caracteristicas de células diferenciadas em macroéfagos. A figura 4D seria
representativa do final do protocolo de 80 nM antes da infec¢cdo, uma vez que nesse
artigo néo era descrito o descanso adicional para completar a diferenciacao.

A partir do tempo de descanso, podemos observar nas imagens (C), (E) e (G)
células com morfologia compativeis a de macrofagos, sugerindo a diferenciacdo. Ao
final do protocolo de 30 nM podemos observar uma quantidade maior de células
com morfologia compativel de macrofago do que com o protocolo com 80 nM com

ou sem o descanso posterior ao indutor. A diferenciacdo com o protocolo de 200 nM
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foi satisfatoria quando avaliamos a propor¢cdo de células com morfologia de
macréfago. A quantidade de células ao final do processo de diferenciacéo e repouso

no protocolo de 200nM foi maior do que com o protocolo de 30 nM PMA.

Figura 4.4. Padronizacéo do protocolo de diferenciacdo de mondcitos THP-1 a macrofagos. (A)
Mondécitos THP-1. Células THP-1 apés 48 horas de indu¢cdo com 30 nM PMA (B) e 48 horas de
descanso (C). Células THP-1 apés 24 horas de inducdo com 80 nM de PMA (D) e 24 horas de
descanso (E). Células THP-1 apés 48 horas de indugdo com 200 nM de PMA (F) e 48 horas de
descanso (G). As setas em preto destacam morfologia compativel a de macréfagos. Imagens
representativas obtidas com microscépio Nikon Eclipse Ci, aumento 20 X. N=5
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A partir da observacao dos protocolos testados foi possivel inferir que o tempo
de exposicdo ao PMA, assim como a concentracdo e o tempo de descanso séo
importantes para a diferenciacdo dos monécitos THP-1 em macrofagos. A
concentragdo de 30 nM PMA foi descartada para a realizagdo dos experimentos
posteriores, visto que mesmo apos 72 horas leva a um nivel de diferenciacédo
intermediario, podendo levar tanto a formacdo de células dendriticas quanto

macrofagos (Spano et al., 2013).

4.2.2 — Mono6citos THP-1 diferenciados com 200 nM PMA exibem
aumento na quantidade de vesiculas acidificadas
Seguimos entdo com os protocolos que utilizavam 80 nM e 200 nM de PMA. O
proximo passo foi avaliar a quantidade de vesiculas acidificadas através da
marcacdo do fluor6foro LysoTracker (Figura 4.5), visto que em macréfagos
diferenciados a quantidade de mitocondrias e lisossomos é aumentada (Cohn &
Benson, 1965; Daigneault et al., 2010).

Figura 4.5. Perfil representativo de vesiculas acidificadas em macrofagos THP-1 submetidos a
diferentes protocolos de indugcdo com PMA. Células THP-1 submetidas ao protocolo de 80 nM (A,
B e C) e de 200 nM (D, E e F). A marcacdo em azul é referente ao fluoréforo DAPI, intercalante de
DNA (A e D) e em vermelho referente ao fluordforo LysoTracker, indicador de vesiculas acidificadas
(B e E). Imagens representativas e virtualmente justapostas (C e F). N=3

Foi possivel observar que os macréfagos obtidos a partir do protocolo de 200
nM PMA possuiam mais marcacao para vesiculas acidificadas dos que os obtidos a

partir do protocolo de 80 nM PMA. Esses dados juntamente com os obtidos na figura
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4.4 reforcaram a importancia do tempo de indugéo e de descanso, levando-nos a
adaptar o protocolo de 80 nM PMA para 48 horas de inducéo e posterior 48 horas de

descanso.

4.2.3 - Concentragdes variando de 80 a 200 nM de PMA né&o
apresentam diferenca na viabilidade dos macréfagos THP-1

Células em estagio avancado de diferenciacao, derivadas da indugdo com PMA
na concentracao igual ou superior a de 60 nM e recuperadas em meio com Ssoro,
apresentam baixa capacidade de restauracao proliferativa e altos niveis de apoptose
(Spano et al., 2013). Essa informacao nos levou a analisar a viabilidade das células
THP-1 através do ensaio com resazurina em diferentes concentracées de PMA, que
variaram de 80 nM a 200 nM (Gréfico 4.2). A resazurina é um composto de
coloragdo azul que quando reduzido pelas células metabolicamente ativas, passa
para resorufina, um corante rosa (Bueno et al., 2002).

Nas concentracbes acima de 80 nM de PMA foi possivel observar uma
diminuicdo da viabilidade das células ao final do tempo de 48 horas de descanso
quando comparamos com o0 tempo de 48 horas de inducdo, nas respectivas
concentracfes estudadas. A avaliacdo de concentracdes variando de 80 a 200 nM
PMA durante 48 horas, com posterior 48 horas de descanso mostrou nao haver
diferenga na viabilidade das células THP-1, ao final do protocolo. A viabilidade das
células diferenciadas com PMA nas concentracdes testadas foi superior a 90% (=
93%), indicando que ndo h& correlacdo entre a viabilidade dos macrofagos ao final

do protocolo com a concentracao inicial de PMA utilizada (80 — 200 nM).
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Grafico 4.2. Viabilidade das células THP-1 em diferentes concentrac6es de PMA. Células THP-1
submetidas a concentracdo de 80 nM, 120 nM, 160 nM e 200 nM de PMA. As barras pretas
representam o percentual de viabilidade dos macréfagos THP-1 apds 48 horas de indugdo com PMA.
As barras cinzas representam o percentual de viabilidade dos macréfagos THP-1 apds o tempo de
descanso de 48 horas. Os dados sédo apresentados como média + SEM. Teste ANOVA com poés teste
Bonferroni ** p < 0,01, * p < 0,05. N=5

Diante dos dados obtidos ao longo dos experimentos de padronizacdo da
concentracdo de PMA, do tempo de inducdo e de descanso, optamos por prosseguir
0S experimentos com o protocolo de 200nM PMA por 48 horas, com posterior 48
horas de descanso.

Apoés a padronizacdo dos protocolos de cultivo bacteriano e diferenciacdo das
células THP-1 foi possivel realizar os experimentos de infec¢cdo. Os mondcitos THP-
1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM PMA por 48 horas com posterior
48 horas de descanso. A multiplicidade de infeccdo (MOI) adotada foi de 10:1
(bactéria:macréfago), e o tempo de infec¢cdo convencionado de 4 horas, tempo este
ja utilizado na literatura para avaliar mudancas relacionadas ao perfil transcricional
de micobactérias frente ao ambiente intracelular de macréfagos (Rienksma et al.,
2015).

4.3 — Mycobacterium bovis BCG Moreau e BCG Tokyo apresentam
aumento na sobrevivéncia intracelular em macrofagos THP-1 diferenciados por
PMA

O crescimento das cepas BCG Moreau, Pasteur e Tokyo foi avaliada através

da contagem de unidades formadoras de col6nia (CFU) em placas de meio soélido
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7H10 enriguecido com ADC, nos tempos de 4, 6, 24, 48, 72 e 96 horas apés
infeccéo (Grafico 4.3). O perfil de crescimento bacteriano foi similar para as cepas
BCG Moreau e Tokyo, que apresentaram uma queda no crescimento no ponto de 6
h, mas com tendéncia ao aumento nos tempos subsequentes. Enquanto que a cepa
BCG Pasteur apresentou uma queda no crescimento apenas no ponto de 24 horas e
uma tendéncia a manutencdo nos tempos posteriores. A significancia da diferenca

mo guantitativo bacteriano foi avaliada relativa ao tempo anterior.
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Grafico 4.3. Cinética de crescimento das cepas BCG Moreau, Pasteur e Tokyo ap6és infecgédo de
células THP-1. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macrofagos com 200 nM de PMA por 48
horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macrofagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. As unidades formadoras de colénia (CFU) obtidas
nos tempos de infeccdo de 4, 6, 24, 48, 72 e 96 horas em placas de meio 7H10 foram quantificadas
28 dias apos o plagueamento. Os dados sao apresentados como média + SEM. Teste t ndo pareado
referente ao tempo anterior * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001. N=4

Além de analisarmos a cinética temporal de cada cepa, comparamos O
crescimento bacteriano dessas cepas nos respectivos tempos observados (Grafico
4.4). Foi possivel detectar que a cepa BCG Moreau apresenta uma maior
guantidade de bactérias em relacdo as cepas BCG Pasteur e Tokyo em todos os
tempos observados, com excecao do tempo de 6 horas. E que a cepa BCG Pasteur
possui quantidade bacteriana diferente da cepa BCG Tokyo apenas nos tempos de 4

e 6 horas.
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Gréafico 4.4. Comparacao do crescimento das cepas BCG Moreau, Pasteur e Tokyo apds
infeccdo de células THP-1. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de
PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados com as
cepas estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. A partir da infeccdo, as unidades formadoras
de colbnia (CFU) obtidas nos pontos de infec¢do de 4, 6, 24, 48, 72 e 96 horas em placas de meio
7H10 foram quantificadas 30 dias apds o plagueamento. Os dados sdo apresentados como média +
SEM. Teste ANOVA com pés teste Bonferroni *** p < 0,001, * p < 0,05. N=4

4.4 - Mycobacterium bovis BCG Moreau apresenta maior taxa de
internalizacdo em macréfagos THP-1

No tempo de 4 horas, foi possivel observar a taxa de internalizacdo para cada
cepa estudada. O percentual de internalizacédo foi relativo ao quantitativo inicial de
bactéria que foi utilizado para a infeccédo, sendo comum a todas as cepas (2 X 10°
bactérias). A cepa BCG Moreau apresentou 20% das bactérias totais internalizadas,
ja as cepas Pasteur e Tokyo tiveram 8,5% e 1,3% de internalizacdo (Gréfico 4.5),
respectivamente, o que pode estar refletindo no quantitativo final observado ao longo

da cinética.
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Grafico 4.5. Comparacdo da taxa de internalizagéo das cepas de BCG Moreau, Pasteur e Tokyo
por células dTHP-1 em 4 horas. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macrofagos com 200 nM
de PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macrofagos foram infectados com as
cepas estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. As unidades formadoras de coldnia (CFU)
obtidas nos pontos de infec¢é@o de 4 horas em placas de meio 7H10 foram quantificadas 30 dias ap6s
0 plaqueamento e representam o quantitativo de bactérias fagocitadas no tempo estudado. Os dados
séo apresentados como média £+ SEM. Teste ANOVA com pds teste Bonferroni *** p < 0,001, * p <
0,05. N=5

4.5 — Mycobacterium bovis BCG Moreau e Tokyo apresentam aumento do
numero de bactérias ao longo da infeccéo

Para observar se a taxa de internalizacdo estaria contribuindo para o
guantitativo final observado ao longo da cinética de infec¢cdo, nos propomos a
observar a taxa de crescimento das bactérias dentro dos macrofagos THP-1. Para
isso, consideramos 0 quantitativo de bactérias internalizadas em 4 horas como
sendo 100% das bactérias intracelulares e comparamos com o0 quantitativo
bacteriano obtido dos macrofagos nos demais tempos de infeccéo (Gréfico 4.6). Foi
possivel constatar que a cepa BCG Tokyo apresenta um crescimento distinto das
demais cepas estudadas. Ao final da cinética podemos observar um aumento de
CFU de aproximadamente, 900 % para BCG Tokyo em relacdo a quantidade de
bactérias internalizadas em 4 horas. Estes valores foram de 170 % para BCG
Moreau e 82 % para BCG Pasteur.

A cepa BCG Tokyo apresenta aumento significativo de CFU a partir de 48
horas, enquanto BCG Moreau tende a um modesto aumento a partir de 72 horas. Ja

a cepa BCG Pasteur parece manter estavel esse quantitativo ao longo da cinética.
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Grafico 4.6. Comparacdo da taxa de crescimento intracelular das cepas de BCG Moreau,
Pasteur e Tokyo em células dTHP-1. (A) Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com
200 nM de PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados
com as cepas estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. As unidades formadoras de col6nia
(CFU) obtidas nos pontos de infec¢do de 4 horas em placas de meio 7H10 foram quantificadas 30
dias ap6s o plagueamento e representam o quantitativo de bactérias internalizadas, o mesmo
procedimento foi realizado nos demais pontos da cinética. Os pontos de 6, 24, 48, 72 e 96 horas
foram avaliados relativos ao quantitativo internalizado em 4 horas. (B) Detalhe da taxa de crescimento
para as cepas BCG Moreau e Pasteur. Os dados sao apresentados como média + SEM. Teste
ANOVA com p0@s teste Bonferroni *** p < 0,001, ** p < 0,01 (comparagédo entre BCG Moreau e Tokyo);
# # # p < 0,001 (comparacao entre BCG Pasteur e BCG Tokyo). N=4

4.6 — Mycobacterium bovis BCG Moreau e Pasteur apresentam mudancas
na morfologia de colénia apés a infeccao

O crescimento das bactérias em placas 7H10 possibilitou, além da contagem
das unidades formadoras de colonia (CFU), a observacdo de mudancas no perfil
morfolégico das colbnias das cepas BCGs. Na figura 4.6 podemos observar imagens
representativas das colénias de BCG Moreau, Pasteur e Tokyo, nos tempos iniciais
de 4 e 6 horas e no tempo final de 96 horas de infeccdo. No tempo de 4 horas foi
possivel detectar colénias de BCG Moreau espraiadas e lisas (Figura 4.6A),
diferente da morfologia rugosa, observada na figura 4.1G. Nos demais tempos a
morfologia retornou ao padréo esperado. As colbnias da cepa BCG Pasteur (Figura
4.6D-F) apresentam-se lisas e bem espraiadas, ndo recuperando a morfologia
observada inicialmente, de colénias rugosas (Figura 4.1H). As coldnias da cepa
BCG Tokyo dos tempos de 4 e 6 horas (Figura 4.6 G-H) apresentam-se lisas e
espraiadas e nao foram observadas as coldnias rugosas que coexistiam com as
lisas, como visto na figura 4.11. A partir do tempo de 24 até 96 horas observamos

colbnias lisas e rugosas (Figura 4.6l).
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Figura 4.6. Perfil representativo de coldnias das cepas BCG Moreau, Pasteur e Tokyo em
placas 7H10 recuperadas apds infec¢ao em células THP-1. Monécitos THP-1 foram diferenciados
a macréfagos com 200 nM de PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os
macrofagos foram infectados com as cepas estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. A partir
da infeccéo, as unidades formadoras de col6nia (CFU) obtidas nos pontos de infeccdo de 4, 6 e 96
horas em placas de meio 7H10 foram analisadas 28 dias ap6s o plagueamento. Cepas BCG Moreau
(A-C), Pasteur (D-F) e Tokyo (G-I) nos tempos de 4 (A, D e G), 6 (B, E e H) e 96 horas (C, F e I) pos
infeccdo. N=4

4.7 — A cepa BCG Pasteur regula positivamente o regulon DevR em 6
horas, enquanto BCG Moreau apenas no tempo de 24 horas

Dados preliminares do grupo, que caracterizou o perfil proteico intracelular das
cepas BCG Moreau e Pasteur, demonstraram uma diferenca na expressédo da
proteina HspX. Em M. tb, a proteina HspX é detectada apenas em culturas sob
condicdes de hipoxia, indicando a regulagéo positiva do regulon DevR, responsavel
pela resposta a hipoxia (Majumdar et al., 2012). Além disso, genes responsivos a
esse regulon também foram induzidos dentro do contexto de macréfagos ativados

(Samanovic et al., 2015).
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Experimentos preliminares de western blotting para avaliar a expressdo da
proteina bacteriana HspX nos tempos de 4, 6, 24 e 48 horas de infeccdo foram
realizados. Como controle experimental utilizamos a cepa avaliada cultivada em
meio 7H9, a cepa BCG Moreau cultivada em meio Sauton, além do canal contendo
proteinas extraidas de macrofagos nao infectados (Figura 4.7).

A expressdo da proteina HspX foi detectada a partir de 24 horas em BCG
Moreau e Tokyo, e permaneceu com expressao similar no tempo de 48 horas. Ja na
cepa BCG Pasteur, sua expressao foi detectada desde 6 horas de infeccao,
aumentando gradativamente (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Western blotting para avaliar a expressado da proteina HspX de BCG em resposta ao
ambiente intracelular. Proteinas intracelulares (10 ug por canal) de BCG Moreau (A e D), Pasteur (B
e E) e Tokyo (C e F). Proteinas totais de macréfagos ndo infectado (canal 1); proteinas intracelulares
das bactérias apds 4 (canal 2), 6 (canal 3), 24 (canal 4) e 48 horas de infec¢do (canal 5); proteinas
intracelulares de BCG crescido em meio 7H9 sob agitagdo (canal 6); proteinas intracelulares de BCG
Moreau crescido em meio Sauton de forma estdtica (canal 7 — controle positivo). Marcador de peso
molecular indicado a esquerda, em kDa. N=2.

4.8 — Perfil protedmico intracelular de BCG apds o tempo de 24 horas de
infeccéao

A partir do resultado preliminar da expressédo da proteina HspX, optamos por
analisar de forma mais ampla o perfil proteico intracelular dos bacilos através da
protedmica shotgun. Para isso, as amostras proteicas foram obtidas de bacilos
intracelulares apd6s 24 horas de infeccdo. As bactérias foram ressuspensas em
tampéo de lise contendo SDS/DTT, a fim de melhorar o perfil de lise e otimizar a
extracao proteica.

A quantificacdo de proteinas do extrato e o perfil unidimensional obtido para as

quatro replicatas realizadas foi muito similar, com excecéo da amostra da cepa BCG
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Pasteur da replicata 1 (Figura 4.8). Essa replicata foi descartada para os
experimentos subsequentes.
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Figura 4.8. Gel unidimensional (1D) representativo do perfil de proteinas intracelulares de BCG
Moreau (M) e Pasteur (P) apds 24 horas de infeccdo em macréfagos THP-1. Em cada canal foram
aplicados 5 ug de proteinas. Os géis SDS-PAGE (15%) foram corados com prata e as imagens
digitalizadas no densitdmetro GS - 800. Marcador de peso molecular indicado a esquerda, em kDa.

L |

Apés essa avaliacdo, as amostras seguiram para a metodologia FASP
adaptada e a dosagem realizada no equipamento NanoDrop foi considerada
satisfatoria (Tabela 3.1) para o prosseguimento da analise. Diante da boa qualidade
das amostras e da concentracdo, seguiu-se para a avaliacdo da composicdo
proteica no equipamento Orbitrap. As analises das amostras serdo realizadas assim

gue os resultados forem liberados pela Plataforma Protedmica PDTIS/FIOCRUZ.

Tabela 3.1: Concentracdo peptidica das amostras, apdés a realizacdo do
protocolo de FASP adaptado.

Amostra Concentragdo (mg/mL)

BSA 0,626
Moreau replicata 2 0,558
Pasteur replicata 2 0,623
Moreau replicata 3 0,437
Pasteur replicata 3 0,531
Moreau replicata 4 0,541
Pasteur replicata 4 0,910
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4.9 - O perfil de viabilidade dos macré6fagos THP-1 infectados por BCG
Moreau, Pasteur e Tokyo nao é alterado ao longo da cinética de infeccao

Além do crescimento bacteriano, investigamos a viabilidade dos macréfagos
frente a infeccdo com as diferentes cepas nos tempos estudados; para isso foi
utilizado o ensaio com o composto resazurina. O grafico 4.7 apresenta a viabilidade
das células THP-1 infectadas com as cepas BCGs ao longo da cinética. A
viabilidade dos macrofagos infectados € relativa ao controle de células néo
infectadas de cada tempo. O perfil de viabilidade dos macréfagos é similar, com

excecao do tempo de 48 horas.

Viabilidade de células THP-1 infectadas por BCG
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Grafico 4.7. Perfil de viabilidade de macréfagos THP-1 ndo infectados (NI) e frente a infeccao
com as cepas BCG Moreau, Pasteur e Tokyo nos tempos de 4, 6, 24, 48, 72 e 96 horas.
Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macré6fagos com 200 nM de PMA por 48 horas, com posterior
descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados com as cepas estudadas, utilizando a MOI
de 10:1 por 4 horas. A partir da infeccao, a viabilidade dos macréfagos THP-1 foi avaliada através de
ensaios com resazurina, tendo como controle os macréfagos nao infectados. Teste ANOVA com pés
teste Bonferroni ***p<0,001. N=5

No tempo de 48 horas observamos uma reducdo significativa na viabilidade

dos macrofagos que foram infectados com BCG Pasteur,

410 — O perfil morfologico dos macréfagos THP-1 infectados néo
apresenta alteracdo cepa-especifica

Ao longo da realizacdo dos experimentos de infec¢éo, nos tempos de 4, 24 e
48 h, buscamos avaliar se as cepas estudadas estavam causando mudancas
morfologicas nas células THP-1 quando comparadas as mesmas células antes de

serem infectadas (Figura 4.9). ApoOs 4 horas de infeccdo, foi possivel observar
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alteracfes na morfologia dos macrofagos, provavelmente associadas a sua ativacao
frente ao estimulo da infeccao.

N&ao observamos mudancas que poderiam ser cepa-especificas, com excecao
da formagdo de um “aglomerado” de macréfagos quando infectados por BCG
Pasteur, no tempo de 48 horas, indicados na figura pelas setas vermelhas. Cabe
ressaltar uma diminuicdo aparente no quantitativo dos macrofagos THP-1 infectados
pela cepa Pasteur no ponto de 48 horas, como demonstrado no gréafico 4.3.

Figura 4.9. Perfil de viabilidade de macréfagos THP-infectados por BCG Moreau, Pasteur e
Tokyo nos tempos de 4, 24, 48 horas. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200
nM de PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas (A, B e C). Macréfagos THP-1
infectados por BCG Moreau (D, E, F), Pasteur (G, H e I) e Tokyo (J, K e L), nos tempos de 4 (D, G e
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J), 24 (E, H e K) e 48 horas (F, | e L) pos infecgdo. Imagens representativas obtidas com microscépio
Nikon Eclipse Ci, aumento 20 X. As setas em vermelho indicam os grumos de células THP-1. N=3

4.11 - Avaliacao do perfil de citocinas secretadas e da producéo de Oxido
Nitrico por macro6fagos THP-1 em resposta a infeccdo com as diferentes cepas
de BCG

Para avaliar a possivel participacdo de citocinas no contexto da infeccéo, o
sobrenadante dos macrofagos nédo infectados (NI) e infectados foram coletados a
cada 24 horas, sendo o primeiro ponto em 6 horas. Os sobrenadantes foram
avaliados pela técnica de Elisa (para quantificacdo de IL1-8, IL-6, IL10 e MCP-1) ou
pela técnica de CBA (para quantificacdo de TNF-a, MIP-183, IL1-B, IL-6, IL-8 e IL-10).
No entanto, ndo foi possivel detectar a citocina IL-10, em ambas as técnicas
aplicadas, Elisa e CBA.

Também buscamos avaliar a producdo de 6xido nitrico (NO) pelas células
infectadas por BCG, utilizando para isso a técnica de Griess, mas 0s niveis de NO

nao foram detectaveis.

4.11.1 — A cepa BCG Pasteur induz maior secrecdo da citocina IL1-B nos
tempos de 6 e 24 horas quando comparada a cepa Moreau

Inicialmente, optamos por avaliar a expressao da citocina IL-1B3 pela técnica de
Elisa (Grafico 4.8), que foi confirmada pelo ensaio de CBA (dados ndo mostrados).
No gréafico 4.8 observamos a expressao dessa citocina nos tempos de 6 (A), 24 (B),
48 (C), 72 (D) e 96 (E) horas, sendo o grafico F representativo da cinética de cada
condicao experimental. Os dados sdo provenientes de 4 replicatas bioldgicas.
Observamos um aumento na expressao dessa citocina no tempo de 6 horas nas
células infectadas com BCG Pasteur e BCG Tokyo, quando comparadas as células
nao infectadas. O pico de secrecao foi detectado no tempo de 24 horas, com uma
maior secrecdo de IL-13 nas células infectadas com a cepa BCG Pasteur em relagao
as demais. A partir de 24 horas a secrec¢ao da citocina IL-1 B cai a niveis detectados
nos macréfagos nao infectados.

A citocina IL-1B também foi dosada através da técnica de CBA e o perfil de
secrecdo dessa citocina pelas células infectadas permaneceu o mesmo (dados néao

mostrados).
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Grafico 4.8. Perfil de expressado da citocina IL-18 em macréfagos THP-1 n&o infectados (NI) e
frente a infeccdo com as cepas BCG Moreau (M), Pasteur (P) e Tokyo (T) nos tempos de 6, 24,
48, 72 e 96 horas. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48
horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macrofagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. O sobrenadante de cultura foi recolhido a cada 24
horas, iniciado no tempo de 6 horas. Teste ANOVA com pés teste Bonferroni *** p < 0,001, * p < 0,05.

N=4
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4.11.2 — A cepa BCG Pasteur induz maior secre¢éo da citocina MCP-1 no
tempo de 48 horas quando comparada a cepa Moreau

Avaliamos a expressao da citocina MCP-1 pela técnica de Elisa. No grafico 4.9
observamos a expressao dessa citocina nos tempos de 6 (A), 24 (B), 48 (C), 72 (D)
e 96 (E) horas, sendo o grafico F representativo da cinética de cada condi¢cédo
experimental. Os dados séo provenientes de 4 replicatas biolégicas. Observamos
um aumento na expressao dessa citocina no tempo de 48 horas nas células
infectadas com BCG Pasteur, quando comparadas as células ndo infectadas e
infectadas por BCG Moreau. O pico de secrecédo foi detectado no tempo de 48
horas, com uma maior secre¢cdo de MCP-1 nas células infectadas com a cepa BCG
Pasteur em relacdo as demais. Em 96 horas a secrecdo da citocina MCP-1 cai a

niveis detectados nos macrofagos néo infectados.
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Grafico 4.9. Perfil de expresséo da citocina MCP-1 em macr6fagos THP-1 ndo infectados (NI) e
frente a infeccdo com as cepas BCG Moreau (M), Pasteur (P) e Tokyo (T) nos tempos de 6, 24,
48, 72 e 96 horas. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48
horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. O sobrenadante de cultura foi recolhido a cada 24
horas, iniciado no tempo de 6 horas. Teste ANOVA com pos teste Bonferroni *** p < 0,001, **p < 0,01.

N=4
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4.11.3 — A cepa Moreau induz um aparente aumento na secrecao da
citocina TNF-a no tempo de 6 horas quando comparada a cepa Pasteur

Avaliamos a expresséao da citocina TNF-a pela técnica de CBA. No grafico 4.10
observamos a expressao dessa citocina nos tempos de 6 (A), 24 (B), 48 (C), 72 (D)
e 96 (E) horas, sendo o grafico F representativo da cinética de cada condi¢cédo
experimental. Os dados séo provenientes de 2 replicatas bioldgicas. Observamos
uma tendéncia ao aumento na expressao dessa citocina ja no tempo de 6 horas em
todas as células infectadas, principalmente nas células infectadas por BCG Moreau.
A partir do tempo de 24 horas podemos observar uma diminui¢cdo na secrecéo dessa

citocina a niveis detectados nos macrofagos nao infectados.
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Grafico 4.10. Perfil de expresséo da citocina TNF-a em macrdéfagos THP-1 néo infectados (NI) e
frente a infeccdo com as cepas BCG Moreau (M), Pasteur (P) e Tokyo (T) nos tempos de 6, 24,
48 e 72 horas. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48
horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. O sobrenadante de cultura foi recolhido a cada 24
horas, iniciado no tempo de 6 horas. N=2
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4.11.4 — A cepa BCG Moreau induz um aparente aumento na secrecdo da
citocina MIP-1B no tempo de 24 horas quando comparada a cepa Pasteur

Avaliamos a expressdo da citocina MIP-1B pela técnica de CBA. No grafico
4.11 observamos a expressao dessa citocina nos tempos de 6 (A), 24 (B), 48 (C) e
72 (D), sendo o grafico E representativo da cinética de cada condi¢do experimental.
Os dados séo provenientes de 2 replicatas bioldgicas. Observamos uma tendéncia
ao aumento na expressdo dessa citocina ja no tempo de 6 horas, com pico
proeminente em 24 horas, nas células que foram infectadas por BCG Moreau. A
partir do tempo de 48 horas podemos observar uma diminuicdo na secrecédo dessa

citocina a niveis detectados nos macrofagos nao infectados.
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Gréfico 4.11. Perfil de expresséo da citocina MIP-18 em macrofagos THP-1 néo infectados (NI)
e frente ainfeccdo com as cepas BCG Moreau (M), Pasteur (P) e Tokyo (T) nos tempos de 6, 24,
48 e 72 horas. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48
horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macrofagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. O sobrenadante de cultura foi recolhido a cada 24

horas, iniciado no tempo de 6 horas. N=2
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4.11.5 — A cepa BCG Moreau induz um aparente aumento na secrecdo da
citocina IL-6 no tempo de 24 horas quando comparada a cepa Pasteur

Avaliamos a expressdo da citocina IL-6 pela técnica de CBA. No grafico 4.12
observamos a expressdo dessa citocina nos tempos de 6 (A), 24 (B), 48 (C) e 72
(D), sendo o grafico E representativo da cinética de cada condi¢do experimental. Os
dados séo provenientes de 2 replicatas biolégicas. Observamos uma tendéncia ao
aumento na expressdo dessa citocina ja no tempo de 6 horas, com pico em 24
horas, nas células que foram infectadas por BCG Moreau. A partir do tempo de 48
horas podemos observar uma diminuicdo na secre¢do dessa citocina a niveis

detectados nos macréfagos néo infectados.
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Grafico 4.12. Perfil de expressao da citocina IL-6 em macrofagos THP-1 ndo infectados (NI) e
frente a infeccdo com as cepas BCG Moreau (M), Pasteur (P) e Tokyo (T) nos tempos de 6, 24,
48 e 72 horas. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48
horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. O sobrenadante de cultura foi recolhido a cada 24
horas, iniciado no tempo de 6 horas. N=2
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4.11.6 — A cepa BCG Moreau, Pasteur e Tokyo parecem nao induzir
modulacado na secrecao da citocina IL-8

Avaliamos a expressdo da citocina IL-8 pela técnica de CBA. No grafico 4.13
observamos a expressdo dessa citocina nos tempos de 6 (A), 24 (B), 48 (C) e 72
(D), sendo o grafico E representativo da cinética de cada condi¢do experimental. Os
dados sdo provenientes de 2 replicatas biologicas. Observamos nas células
infectadas por BCG Moreau, Pasteur e Tokyo um perfil de secrecdo da citocina IL-8
compativel aos niveis detectados nos macréfagos néo infectados. Sugerindo a ndo

modulacao dessa citocina nos tempos observados.
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Grafico 4.13. Perfil de expressao da citocina IL-8 em macr6fagos THP-1 ndo infectados (NI) e
frente a infeccdo com as cepas BCG Moreau (M), Pasteur (P) e Tokyo (T) nos tempos de 6, 24,
48 e 72 horas. Mondécitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48
horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macrofagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. O sobrenadante de cultura foi recolhido a cada 24

horas, iniciado no tempo de 6 horas. N=2
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4.12 - Mycobacterium bovis BCG Moreau resiste em fagossomas
acidificados até 24 horas

Outro parametro avaliado foi a colocalizacdo das bactérias com vesiculas
acidificadas, através da marcacdo com o fluoréforo LysoTracker. Para isso, as
bactérias foram marcadas previamente com o fluoroforo Live e utlizadas para
infectar as células THP-1 diferenciadas. A marcacdo com o fluoréforo Live
possibilitou quantificar o percentual de células infectadas (Grafico 4.14). Foram
analisadas no minimo 250 células em cada condicao estudada. No tempo de 6 horas
foi possivel observar uma maior infeccdo por BCG Moreau e Tokyo (29% e 27%,
respectivamente), comparados a 17% para a cepa BCG Pasteur. No tempo de 24
horas, 38% das células estavam infectadas por BCG Moreau, enquanto que apenas

22% e 26% estavam infectadas por BCG Tokyo e BCG Pasteur, respectivamente.

Células THP-1 infectadas

L Kkkk @ Moreau
—— @ Pasteur
@ Tokyo

% células infectadas

Horas

Gréfico 4.14. Porcentagem de células THP-1 infectadas por BCG Moreau, Pasteur e Tokyo nos
tempos de 6 e 24 horas. Monécitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA
por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. Foram analisadas pelo menos 250 células em cada
condicdo. Teste ANOVA com pés teste Bonferroni * p < 0,05, *** p < 0,001. N=3

Avaliamos também o percentual de colocalizacdo das diferentes cepas BCG
com vesiculas acidificadas. As figuras 4.12 e 4.13 sdo representativas desta analise,

nos tempos de 6 e 24 horas, respectivamente.
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M

Figura 4.10. Perfil representativo de colocalizagdo das cepas BCG com vesiculas acidificadas
no tempo de 6 horas. Mondcitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por
48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macrofagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. Células THP-1 n&o infectadas (A-D) e infectadas por
BCG Moreau (E-H), Pasteur (I-L) e Tokyo (M-P). Imunofluorescéncia detectando o nicleo (A, E, | e
M), marcado com DAPI (azul); BCG Moreau (F), Pasteur (J) e Tokyo (N) marcados com Live (verde);
vesiculas acidificadas (C, G, K, O) marcadas com LysoTracker (vermelho). Sobreposi¢éo virtual das
imagens (D, H, L e P). Barra de escala = 10 um. N=3
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Figura 4.11 Perfil representativo de colocalizagdo das cepas BCG com vesiculas acidificadas
no tempo de 24 horas. Monécitos THP-1 foram diferenciados a macrofagos com 200 nM de PMA por
48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. Células THP-1 néo infectadas (A-D) e infectadas por
BCG Moreau (E-H), Pasteur (I-L) e Tokyo (M-P). Imunofluorescéncia detectando o nicleo (A, E, | e
M), marcado com DAPI (azul); BCG Moreau (F), Pasteur (J) e Tokyo (N) marcados com Live (verde);
vesiculas acidificadas (C, G, K, O) marcadas com LysoTracker (vermelho). Sobreposi¢éo virtual das
imagens (D, H, L e P). Barra de escala = 10 um. N=3

O grafico 4.15 representa o percentual de bactérias que colocalizaram com
vesiculas acidificadas. Foram analisadas pelo menos 50 bactérias distribuidas em
cinco campos aleatorios por experimento (Barker et al., 1997; Alves et al., 2004). No
tempo de 6 horas observamos 45% das bactérias BCG Moreau colocalizadas com
vesiculas acidificadas, 56% de Pasteur e 34% de Tokyo. No tempo de 24 horas a
porcentagem de colocalizacdo para a cepa BCG Moreau diminuiu para 36%, na
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cepa BCG Pasteur para 26% e permaneceu inalterado para a cepa BCG Tokyo
(31%).

Bactérias colocalizadas com vesiculas acidificadas
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Hl Moreau

@l Pasteur
Bl Tokyo
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Grafico 4.15. Vesiculas acidificadas colocalizadas com BCG Moreau, Pasteur e Tokyo nos
tempos de 6 e 24 horas. Monécitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA
por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados com as cepas
estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. Foram analisadas pelo menos 50 bactérias isoladas
em cada condi¢do. Teste ANOVA com pdés teste Bonferroni *** p < 0,01. N=3

Podemos observar que entre o tempo de 6 e 24 horas a quantidade das
bactérias viaveis de BCG Moreau aumenta, aproximadamente, 2,6 vezes e esse
aumento reflete no aumento da quantidade de células infectadas. O aumento de
bactérias viaveis associado ao aumento das células infectadas, faz com que
proporcionalmente, a taxa de bactérias colocalizadas com vesiculas acidificadas
diminua, demonstrando que BCG Moreau consegue resistir a acidificacdo até 24
horas.

No caso de BCG Pasteur, observamos um evento oposto, com a maior taxa de
colocalizacdo com vesiculas acidificadas no tempo de 6 horas e consequente queda
na viabilidade bacteriana entre o periodo de 6 e 24 horas. Essa queda na viabilidade
pode ser reflexo da taxa de colocalizacdo com vesiculas acidificadas.

Nas células infectadas por BCG Tokyo, podemos observar que no periodo
entre 6 e 24 horas ndo houve alteracdo no quantitativo bacteriano, bem como na
guantidade de células infectadas e na quantidade de bactérias colocalizadas.

Para minimizar o problema da localizac&o intracelular dos bacilos, foi realizada
uma marcacdo para filamentos de actina através da faloidina e corados por
rodamina, uma vez que a microscopia de fluorescéncia tradicional poderia deixar

duvidas. A faloidina interage fortemente com os filamentos de actina e essa
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marcacao € revelada através da molécula fluorescente rodamina. Desta forma, foi
possivel visualizar a rede formada por esses filamentos, formando o arcabouco da
célula eucaridtica e inferir a localizacdo bacteriana. Como demonstrado nas figuras
4.12 e 4.13, nos tempos de 6 e 24 horas, respectivamente, os bacilos parecem estar
de fato dentro dos macrofagos, corroborando com os dados de infeccdo obtidos

anteriormente.

Figura 4.12. Perfil representativo da organizacdo dos filamentos de actina em células
infectadas por BCG moreau, Pasteur e Tokyo no tempo de 6 horas. Monécitos THP-1 foram
diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas.
Os macrofagos foram infectados com as cepas estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas.
Células THP-1 ndo infectadas (A-D) e infectadas por BCG Moreau (E-H), Pasteur (I-L) e Tokyo (M-P).
Imunofluorescéncia detectando o nucleo (A, E, | e M), marcado com DAPI (azul); BCG Moreau (F),
Pasteur (J) e Tokyo (N) marcados com Live (verde); filamentos de actina marcados com rodamina
faloidina (vermelho) (C, G, K, O). Sobreposicéo virtual das imagens (D, H, L e P). Barra de escala =
10 pm. N=3

73



Resultados

Figura 4.13. Perfil representativo da organizacdo dos filamentos de actina em células
infectadas por BCG Moreau, Pasteur e Tokyo no tempo de 24 horas. Monécitos THP-1 foram
diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas.
Os macrofagos foram infectados com as cepas estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas.
Células THP-1 ndo infectadas (A-D) e infectadas por BCG Moreau (E-H), Pasteur (I-L) e Tokyo (M-P).
Imunofluorescéncia detectando o nucleo (A, E, | e M), marcado com DAPI (azul); BCG Moreau (F),
Pasteur (J) e Tokyo (N) marcados com Live (verde); filamentos de actina marcados com rodamina
faloidina (vermelho) (C, G, K, O). Sobreposicdo virtual das imagens (D, H, L e P). Barra de escala =
10 um. N=3

Ao comparar o perfil de disposi¢éo do arcabouco dos filamentos de actina em 6
e 24 horas, foi possivel constatar um desarranjo. A fim de compreendermos se esse
desarranjo era provocado por uma modulagdo na expressdo da actina, ou
simplesmente uma alteracdo na disposicdo desses filamentos, foi realizado um

experimento de western blotting.
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A figura 4.14 mostra o perfil unidimensional de proteinas da fracdo intracelular
de macréfagos nao infectados e infectados por BCG Moreau e Pasteur apos 24
horas de infeccdo. O gel SDS-PAGE (15%) foi transferido para membrana de
nitrocelulose e corado com MemCode (Figura 4.14A). O resultado de western
blotting (Figura 4.14 B e C) mostra o padrdo de reconhecimento de anticorpos
monoclonais contra as proteinas actina (Figura 4.14B D) e GAPDH (Figura 4.14 C).
Estes resultados foram confirmados em duas replicatas biologicas.

As andlises das imagens de western blotting, através do programa Quantity
One, permitram mensurar a intensidade de pixels referentes as bandas
reconhecidas por cada anticorpo nas duas cepas (Figura 4.14 B e C). Calculamos
entdo a razdo (Actina/GAPDH) entre o valor da intensidade de pixels totais de cada
banda, com a intencdo de normalizar os valores obtidos (Figura 4.14 D).

Na figura 4.14D, podemos observar que ndo ha uma aparente variagdo na
expressdo da actina, sugerindo que a infec¢cdo estd causando uma provavel

alteracdo na organizacao dos filamentos de actina no tempo de 24 horas.
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Figura 4.14. Western blotting para avaliar a expressao das proteinas actina (B) e GAPDH (C) em
macroéfagos infectados por BCG (24h). (A) Foram aplicadas 20 ug de proteinas totais por canal,
proteinas intracelulares de macréfagos ndo infectados (canais 1 e 4), infectados por BCG Moreau
(canais 2 e 5) e BCG Pasteur (canais 3 e 6). Foram resolvidas em géis SDS-PAGE 15%, transferidas
para membrana de nitrocelulose e coradas com MemCode. Western blotting para avaliar a expressao
intracelular das proteinas actina (B) e GAPDH (C) em macréfagos infectados por BCG.; marcador de
peso molecular indicado & esquerda, em kDa.(D) Quantificacdo da analise de western blot relativa a
expressdo diferencial da proteina actina nos macrofagos infectados por BCG Moreau e Pasteur.
Gréfico dos valores das médias e desvios. N=2.

4.13 - Mycobacterium bovis BCG Pasteur induz a acumulagdo de
corpusculos lipidicos em macrofagos THP-1 no tempo de 24 horas

Diferentes espécies de micobactérias sdo capazes de induzir o acumulo de
corpusculos lipidicos nas células hospedeiras, dentre elas o M. tuberculosis (Russell
et al., 2009), M. avium (Caire-Brandli et al.,2014) e M. marinum (Barisch & Soldati,
2017).

O acumulo de corpusculos lipidicos induzido pelas cepas de BCG Moreau e

Pasteur foi avaliado através da coloragcdo com oil red o (oro). O corante ORO tem
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afinidade por lipideos neutros e pode ser visualizado por microscopia de
fluorescéncia ou campo claro (Koopman et al., 2001).

Para isso, as bactérias foram marcadas previamente com o fluoréforo Live e
utilizadas para infectar as células THP-1, os corpusculos lipidicos marcados com oro
e 0s nucleos das células eucaridticas com DAPI (Figura 4.17).

Figura 4.15 Perfil representativo da presenca de corpusculo em células infectadas por BCG
Moreau e Pasteur no tempo de 24 horas. Monécitos THP-1 foram diferenciados a macréfagos com
200 nM de PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48 horas. Os macréfagos foram infectados
com as cepas estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4 horas. Células THP-1 néo infectadas (A-D) e
infectadas por BCG Moreau (E-H) e Pasteur (I-L). Imunofluorescéncia detectando o nucleo (A, E, | e
M), marcado com DAPI (azul); BCG Moreau (F) e Pasteur (J) marcados com Live (verde);
corpusculos lipidicos marcados com ORO (vermelho) (C, G, K). Sobreposic¢édo virtual das imagens (D,
H e L). Barra de escala =50 pum. N=3

Foram analisadas no minimo 250 células de cada condicdo estudada, em
campos aleatérios. Foi possivel observar um acumulo de corpusculos lipidicos em
macrofagos infectados por BCG Pasteur, aproximadamente, 2 vezes maior quando
comparados aos macréfagos nao infectados, um aumento discreto quando nas

células infectadas por BCG Moreau, em torno de 1,3 vezes (Gréfico 4.16).
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Grafico 4.16. Quantificacao relativa de corpusculo lipidico através da marcacdo com ORO nas
células THP-1 infectadas por BCG Moreau e Pasteur no tempo de 24 horas. Mondcitos THP-1
foram diferenciados a macréfagos com 200 nM de PMA por 48 horas, com posterior descanso de 48
horas. Os macréfagos foram infectados com as cepas estudadas, utilizando a MOI de 10:1 por 4
horas. Foram analisadas pelo menos 250 células em cada condicdo. Teste ANOVA com pds teste
Bonferroni *** p < 0,01. N=3
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5. Discussao

A proposta principal deste trabalho foi avaliar o perfil de comportamento da
cepa BCG Moreau, comparado as cepas BCG Pasteur e, eventualmente, a cepa
Tokyo, frente ao ambiente intracelular de macréfagos.

A caracterizacao inicial das diferentes cepas em estudo a partir de cultivos em
meio axénico revela poucas diferencas fenotipicas entre elas. Os dados obtidos
mostram que os bacilos possuem tamanhos médios diferentes, mas um perfil de
morfologia de coldnias similar, com excecdo da cepa BCG Tokyo, que apresenta
duas morfologias.

A cepa BCG Tokyo possui duas subpopulacdes gerando colbnias lisas (tipo ) e
rugosas (tipo I). Essa diferenca morfologica foi relacionada, inicialmente, com uma
delecdo de 22 pb no gene rv3405c. Colbnias do tipo | possuiam a dele¢do enquanto
a do tipo Il ndo (Bedwell et al., 2001). Essa observacéao foi confirmada por Naka e
colaboradores, que mostraram também a diferenca no perfil lipidico entre estas
subcepas. As colbnias do tipo Il ndo expressam PGL/PDIM, devido a uma mutacao
no gene ppsA, enquanto no tipo | esses lipideos foram observados (Naka et al.,
2011). No entanto, ainda ndo foi claramente determinado qual € o evento
responsavel pelas diferencas fenotipicas observadas, ou se seria um conjunto de
eventos.

A analise da viabilidade bacteriana demonstra que a maior parte da populacao
dos lotes-semente preparados esta viavel, cerca de 90%, visto que bactérias mortas
poderiam influenciar na analise de colocalizacdo com vesiculas acidificadas. M.
tuberculosis e M. bovis BCG viaveis residem em fagossomas que resistem a
acidificacdo, sdo menos maduros e menos fusogénicos com lisossomas quando
comparados a particulas inertes (Via et al.,, 1997; Stewart et al., 2005; Sturgill-
Koszycki et al., 1994).

A padronizacao do protocolo de inducéo de diferenciacdo dos mondcitos THP-1
a macrofagos foi realizada com base em um levantamento bibliografico, que
continha artigos publicados entre os anos de 2009-2014. Foi possivel constatar que
ndo h&a um consenso na literatura quanto a concentracdo de uso do PMA, bem como
0 tempo de exposi¢cdo a esse composto. A primeira andlise realizada foi relativa a
morfologia das células diferenciadas a partir dos trés protocolos detalhados

anteriormente, em Resultados. A morfologia de macréfagos diferenciados é
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caracterizada pela reducdo da razdo entre nucleo e citoplasma, devido ao aumento
do volume citoplasmatico, bem como o aumento do tamanho de projecdes
citoplasmaticas (Sokol et al., 1987). A partir dos ensaios dos diferentes protocolos de
inducdo foi possivel constatar que ndo ha necessariamente uma correlacdo direta
entre o aumento da concentracdo de indutor e a maior quantidade de células
diferenciadas, comparando os protocolos utilizando 30 nM PMA com inducao de 48
horas e 80 nM com inducao de 24 horas. Além da concentracdo do indutor, o tempo
de contato com as células pode ser critico, uma vez que o tempo de 48 horas
utilizado no protocolo de 30 nM PMA foi mais eficiente em diferenciar as células
THP-1 do que o tempo de 24 horas utilizado no protocolo de 80 nM PMA.

A quantidade de células com morfologia compativel a macréfagos obtida ao
final do protocolo utilizando 200 nM PMA foi maior do que com o protocolo de 30 nM
PMA. Esse fato pode ter ocorrido devido as lavagens realizadas para a retirada do
indutor. As células que foram submetidas ao protocolo de 30 nM PMA gue néo
haviam iniciado o processo de diferenciacdo, ndo estavam aderidas e foram
perdidas ao longo do processo, uma vez que a capacidade de diferenciacdo de
monacito para macréfago em estégio terminal de diferenciagéo esta relacionada com
a capacidade de adeséao (Spano et al., 2007).

Apesar do resultado promissor obtido com o protocolo de 30 nM, optamos por
exclui-lo. A diferenciagdo das células com 30 nM de PMA por 72 horas leva a uma
significante fracdo de populacéo celular com niveis intermediarios de diferenciacao,
transicdo entre mondécito e macrofago, formando uma cultura heterogénea. Como
descrito na literatura, essa cultura apés a retirada do indutor e 0 descanso em meio
suplementado com soro fetal bovino torna-se capaz de se desenvolver tanto em
macréfagos quanto em células dendriticas (Spano et al., 2013).

A questdo do tempo de repouso antes da infeccdo apds a indu¢cdo com PMA foi
levada em consideracdo para a avaliacdo do protocolo mais adequado ao estudo
proposto, uma vez que células submetidas a um protocolo de 200 nM PMA por 72
horas sem tempo de recuperagcédo, possuiam um fendtipo parecido com o mondcito
inicial (Daigneault et al., 2010).

Levando em consideracao a questdo do repouso e da concentracdo da droga,
prosseguimos com o protocolo de 80 nM PMA por 24 horas, agora com 24 horas de
repouso, e de 200 nM PMA por 48 horas e 48 horas de descanso. Isso porque,

concentracgOes iguais ou acima de 60 nM s&o descritas como sendo suficientes para
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induzir a diferenciacdo terminal de macrofagos na linhagem de células THP-1 (Kohro
et al., 2004; Traore et al., 2005).

Além das mudancas morfologicas, a diferenciacdo também é marcada pelo
aumento de granulosidade das células (McCullough et al., 1999). Essa
granulosidade é proveniente do aumento do nimero de organelas citoplasmaéticas,
como mitocéndrias e lisossomos (Cohn et al., 1996; Daigneault et al.,, 2010). A
marcacao realizada para vesiculas acidificadas mostrou que o protocolo de 200 nM
PMA é mais eficiente em induzir a formacdo dessas vesiculas. Comparando 0s
dados obtidos com os descritos por Daigneault e colaboradores, o perfil de vesicula
acidificada do protocolo de 80 nM foi proximo ao obtido em mondcito sem
diferenciacéo, enquanto que os macrofagos estimulados com 200 nM apresentaram
um perfil compativel aos macrofagos derivados de medula (Daigneault et al., 2010).
Afim de melhorar o protocolo de 80 nM PMA, aumentamos o tempo de exposicéo
também para 48 horas, com posterior descanso de 48 horas.

Devido as concentracfes utilizadas nos protocolos testados anteriormente, 80
nM e 200 nM, foi necessério investigar a viabilidade dessas células diferenciadas.
Segundo Spano e colaboradores a retirada do PMA e a recuperagdo em meio
completo levaria a apoptose celular, evento relacionado positivamente com a
concentracdo do indutor. Experimentos utilizando 6 nM, 30 nM e 60 nM PMA por 72
horas, com repouso de 72 horas, mostraram que a maior concentracao do indutor
esta relacionada com a maior incidéncia de apoptose das células (Spano et al.,
2013).

Entretanto Daigneault e colaboradores utilizando o protocolo de inducdo de 200
nM por 72 horas com posterior 5 dias de repouso observaram uma regulacao
positiva na proteina anti-apoptética Mcl-1 e uma resisténcia ao estimulo apoptético
em células THP-1 diferenciadas (Daigneault et al., 2010). A proteina Mcl-1 € um
regulador da resisténcia a apoptose e sua expressao varia dependendo do nivel de
diferenciacdo do macrofago (Liu et al., 2001). Com isso, macrofagos derivados de
medula seriam menos susceptiveis aos mesmos estimulos que induzem a apoptose
em mondcitos (Liu et al., 2001; Munn et al., 1995).

Os resultados obtidos através dos ensaios com resazurina apontam que nao ha
diferenca na viabilidade celular apés o uso do PMA nas concentractes de 80 nM a
200 nM e que a viabilidade das células € de cerca de 90% em todos 0s casos. Esses

dados sao corroborados pelo ja descrito por Daigneault e colaboradores, onde foi
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observado que a fragmentacdo de acidos nucléicos de células diferenciadas com
200 nM PMA é similar a de macréfagos derivados de medula e macrofagos THP-1,
sendo equivalente a cerca de 10 %. Quando essas células sdo induzidas ao
mecanismo de apoptose, essa fragmentacdo aumenta para 60% em mondcitos
THP-1 e de 15%-20% em macrofagos diferenciados por PMA e derivados de
medula, confirmando a resisténcia de macréfagos em estagio terminal de
diferenciacéo ao estimulo a apoptose (Daigneault et al., 2010).

Um outro parametro que poderia ser considerado para comprovar a
diferenciacdo de mondcitos a macréfagos THP-1 seria a expressdo de receptores
celulares. Daigneault e colaboradores utilizou como marcadores os receptores CD14
e TLR2, tipicos de mondcitos, mas pouco expressos em macrofagos. A partir dessa
andlise, pode-se observar que os receptores CD14 e TLR2 sdo menos expressos
em macrofagos THP-1 diferenciados com PMA quando comparados com mondcitos
THP-1 e que ndo ha diferenca de expressdo dos receptores nas células THP-1
diferenciadas com PMA quando comparados ao grupo MDM (Daigneault et al.,
2010)

Mediante todos os dados analisados ao longo da padronizacdo da
diferenciacdo das células THP-1 optamos por utilizar o protocolo de 200 nM para a
realizacdo dos experimentos de infec¢cdo, uma vez que esse protocolo foi satisfatério
quando avaliamos as mudancas morfolégicas, aumento do numero de vesiculas
acidificadas e a taxa de viabilidade celular nas concentracdes entre 80 nM — 200 nM
PMA.

Os experimentos de infeccdo foram realizados com mondcitos diferenciados
com 200 nM PMA durante 48 horas, com posterior 48 horas de repouso. ApGs esse
tempo, os macréfagos foram infectados com as cepas em estudo, BCG Moreau,
Pasteur e Tokyo, durante 4 horas. A curva de viabilidade bacteriana de cada cepa
aponta uma queda na viabilidade de BCG Moreau e Tokyo nas primeiras 6 horas de
infeccéo, tendendo ao aumento ao longo dos tempos avaliados, diferentemente de
Pasteur. BCG Pasteur apresenta queda na viabilidade apenas no tempo de 24 horas
e a sua viabilidade tende a permanecer constante ao longo da cinética.

Quando comparamos a quantidade de bactérias intracelulares de cada cepa no
respectivo tempo, podemos observar que o numero de bacilos da cepa BCG Moreau
€ 0 maior entre as cepas estudadas. No tempo de 6 horas ndao observamos

diferenca entre a cepa BCG Moreau e a cepa Pasteur. Mas nos demais tempos,
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observamos diferencas significativas entre as quantidades de bacilos intracelulares
da cepa BCG Moreau, quando comparada as cepas Pasteur e Tokyo. Ja a
qguantidade bacteriana de BCG Pasteur e Tokyo é diferente apenas nos tempos de 4
e 6 horas, mas tende a um numero similar ao longo dos tempos observados. Essa
gueda inicial observada em BCG Moreau e Tokyo no tempo de 6 horas e em BCG
Pasteur em 24 horas, pode ser um reflexo do padréo de adaptacédo das cepas frente
ao estresse intracelular.

A comparacao do crescimento intracelular entre M. bovis e BCG Pasteur em
macréfagos J774 mostrou que ambas as cepas sdo rapidamente mortas até 1 dia
(M. bovis) ou 3 dias (BCG Pasteur). No entanto, M. bovis é capaz de reverter para
uma fase de crescimento, enquanto o BCG Pasteur mantém niveis constantes de
bactérias vivas por células até o sétimo dia de infeccdo. Esse processo que visa
eliminar as bactérias em macrofagos ocorreria em dois momentos: o0 primeiro
relacionado com a diminuicdo do pH e os processos dependentes de espécies
reativas de nitrogénio; e o segundo seria independente de ambos (Jordao et al.,
2008).

A cinética observada por Jordao e colaboradores, comparando M. bovis e BCG
Pasteur, reflete parcialmente o que observamos no modelo de células THP-1, em
gue detectamos uma diminuicdo na viabilidade em BCG Moreau e Tokyo primeiro do
que na cepa BCG Pasteur. Apés a queda na viabilidade, BCG Moreau e Tokyo
recuperam o crescimento enquanto que BCG Pasteur mantém o nimero de bacilos
intracelulares praticamente estavel até o final da cinética estudada. Esse fenbmeno
pode ser reflexo da “genealogia” da vacina BCG, visto que as cepas BCG Moreau e
Tokyo sdo mais proximas geneticamente do BCG original, e por consequéncia de M.
bovis (Kernodle, 2010).

Além disso, o aumento da producdo de antioxidantes foi observado com a
evolucdo in vitro das cepas filhas e inclui duplicacdo de algumas regifes no genoma
(Brosch et al.,, 2007). A razdo pela qual esse fendbmeno acontece ainda é
desconhecida, mas uma possivel explicacéo reside no fato de que os antioxidantes
sao capazes de melhorar o crescimento micobacteriano in vitro devido a
detoxificagdo de produtos gerados pelo metabolismo aerébico (Sadagopal et al.,
2007). Apesar de serem cepas vacinais obtidas a partir da atenuacédo do M. bovis,
estudos demonstram que héa diferenca na protecdo contra a tuberculose pulmonar

(Kernodle, 2010) e essa diferenca de protecdo vem sendo relacionada a supressao
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do sistema imune devido a secrecdo de antioxidantes micobacterianos (Sadagopal
et al., 2007). Com isso, cepas mais primitivas, como BCG Moreau e Tokyo
produziriam menos antioxidantes, seriam mais susceptiveis ao estresse intracelular
e estariam sensibilizando mais o sistema imune, do que a cepa BCG Pasteur, uma
cepa mais recente (Kernodle et al., 2010).

Dessa forma, as cepas BCG Moreau e Tokyo passariam por uma fase de
adaptacdo ao estresse mais precoce do que a cepa BCG Pasteur, possibilitando o
aumento da quantidade de bactérias ao longo da cinética.

Além da curva de viabilidade intracelular das cepas, foi possivel observar
mudancas no perfil morfolégico das coldnias oriundas das bactérias apds passagem
nos macrofagos. Tanto a cepa BCG Moreau quanto a cepa BCG Pasteur
apresentaram mudancas morfolégicas desde o tempo de 4 horas de infeccdo. No
entanto, o padrao original de morfologia foi restaurado na cepa BCG Moreau ja a
partir de 6 horas, com algumas poucas coldnias lisas. No caso de BCG Pasteur, 0
padrdo ndo foi restabelecido no periodo de estudo (até 96 h). Como a cepa BCG
Tokyo j& apresenta dois tipos de morfologia de coldonia essa avaliacdo fica
prejudicada, mas foi possivel observar que no tempo de 4 e 6 horas as col6nias séo
predominantemente lisas e a partir do tempo de 24 horas jA podemos detectar a
presenca das duas morfologias.

A mudanca morfolégica observada das colénias provavelmente ocorreu devido
a alteracdes na composicao lipidica da parede micobacteriana, como forma de
plasticidade adaptativa ao ambiente intracelular. A alteracdo dos componentes da
parede celular pode modificar as propriedades da superficie da célula, alterando as
interacdes célula-célula, resultando em diferentes morfologias de col6nia (Alexander
et al.,2004).

Em diferentes espécies de micobactérias foram encontradas colonias lisas
variantes das classicas colbnias rugosas. As coldnias lisas, em geral, apresentam
um fendtipo menos virulento em modelo murino, com deficiéncia na formagao de
biofiilme e perda de diferentes lipideos, que sdo encontrados na cepa parental
(Hunter et al., 2006).

Em M. tb virulento cultivado em agar soélido pode-se observar colbnias de
espalhamento irregular com superficie altamente texturizada (fendtipo rugoso),
enquanto que culturas de M. tb atenuado geralmente apresentam col6nias com

superficie lisas (Darzins & Fahr, 1956).
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A alteracdo morfolégica das colbnias observada apdés a passagem em
macrofagos ja foi relatada para a cepa de M. tb H37Rv. O fendtipo de colbnia lisa da
cepa H37Rv foi detectado apenas apés a infeccdo em macréfagos derivados de
monécitos (MDM), mas nao havia sido observado em cultura de meio axénico
(Giovannini et al., 2012). Esse padréo de colbnia lisa em meio sélido é relacionado a
microorganismos atenuados, que crescem em meio liquido sem fazer biofiime na
superficie (Hunter et al., 2006), e seria resultado da privacdo de nutrientes e do
estresse oxidativo, caracterizando a sobrevivéncia dentro dos macréfagos ativados
(Jacob et al., 2004).

Tanto os dados de viabilidade quanto de morfologia de col6nia, indicam que
BCG Moreau e Tokyo sofrem um periodo de adaptacdo nos tempos iniciais de
infeccdo e que se recuperam ao longo da cinética, com a morfologia voltando ao
normal concomitante ao aumento na quantidade de bacilos. JA& na cepa BCG
Pasteur a viabilidade praticamente ndo é alterada ao longo dos tempos de infeccéo
e a morfologia ndo se restaura, corroborando com a ideia de que cepa BCG Pasteur
nos tempos avaliados ainda esta passando por uma fase de adaptacao ou utilizando
uma estratégia alternativa para sobreviver e resistir dentro do macréfago.

A alteracdo da composicao lipidica da parede celular e reducdo da
multiplicacdo bacteriana, para que permaneca indetectavel ao sistema imune do
hospedeiro, podem ser consideradas estratégias adaptativas do M. tb para
sobreviver ao ambiente adverso intrafagossomal. Dessa forma, o fendtipo
caracteristico da colbnia lisa de M. tb H37Rv seria menos virulento, formando uma
populacdo de bacilos intracelulares heterogénea, alcancando uma coexisténcia
duradoura com o hospedeiro humano, que teria seu sistema imunolégico ativado
mais fracamente, até que condic¢des favoraveis fossem retomadas (Giovannini et al.,
2012).

Além das diferencas morfolégicas e de viabilidade intracelular, foi possivel
observar uma taxa de internalizacéo distinta para as cepas BCG Moreau e Pasteur,
que poderia ser reflexo da composicdo lipidica da parede. Esta poderia estar
influenciando a formagé&o de aglomerados bacterianos, dificultando a fagocitose

As colbnias de H37Rv rugosas e lisas sdo constituidas por bactérias que
possuem composicao lipidica qualitativamente similar, mas a quantidade de cada
componente lipidico difere, resultando em morfologia de col6nia distinta. Com isso, a

taxa de fagocitose inicial comparativa entre bactérias provenientes dos dois
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morfotipos de colénias de H37Rv foi significativamente maior para os bacilos
provenientes da colbnia lisa. Essa maior fagocitose pode estar relacionada a
auséncia de aglomerados micobacterianos na populacdo lisa, favorecendo o
englobamento (Giovannini et al., 2012).

Bactérias oriundas de colbnias lisas de H37Rv expressariam menos PDIM e
super expressariam triacilglicerol (TAG) em sua parede. A repressdo de um novo
operon relacionado a biossintese de PDIM (Rv0096-Rv0101) foi relatada para o
crescimento de M. tb em meio sintético, dentre eles o meio liquido 7H9, mas é
constantemente induzido pelo crescimento em meio Sauton (Giovannini et al., 2012).
As cepas BCG Moreau, Japao e Glaxo sédo naturalmente deficientes na producéo de
PDIM e PGLs, entretanto as demais cepas, incluindo BCG Pasteur produzem niveis
abundantes de PDIMs e PGLs (Chen et al., 2007).

A fim de compreendermos a resposta ao estresse e a adaptacédo das cepas ao
ambiente intracelular, avaliamos a expresséo da proteina HspX. A proteina HspX é
membro da familia a-cristalina de resposta a choque térmico (a-crystallin-like heat
shock protein - a-HSP) (de Jong et al.,, 1998). Possui funcdo de chaperona,
prevenindo a agregacado de outras proteinas em resposta a temperatura (Chang et
al., 1996; Yuan et al., 1996). Também foi relacionada ao espessamento da parede
celular na fase estacionaria tardia de crescimento (Cunningham & Spreadbury;
1998) e ao estagio de laténcia in vivo, por ser um antigeno imunodominante
produzido por M. tb durante essa fase. Essa proteina corresponde a 25% do total de
proteinas expressas durante o crescimento de M. tb de forma estatica ou sob a
privacdo de oxigénio, ambos os modelos usados para simular o0 ambiente de laténcia
in vitro (Yuan et al., 1996; Yuan et al., 1998). Além de ser um marcador de estresse
sofrido pela bactéria, vem sendo estudada como possivel alvo para desenvolvimento
de vacinas de subunidade (Taylor et al., 2012).

Dentro do contexto de laténcia, o papel proposto para a proteina HspX é o de
estabilizar estruturas celulares (Cunningham & Spreadbury; 1998) e outras proteinas
(Yuan et al., 1996), auxiliando o bacilo a sobreviver por um longo tempo nessa
condicdo. A presenca da proteina HspX em culturas sob hipéxia foi confirmada por
Majumdar e colaboradores (Majumdar et al., 2012). Nas culturas aeradas de M. tb
nao foi possivel detectar a proteina HspX através de western blotting. Contudo, em
culturas sob hipdxia, a proteina foi detectada, mostrando a regulacdo positiva do

regulon DevR, responsavel pela resposta a hipéxia (Majumdar et al., 2012).
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A proteina HspX foi detectada na cepa BCG Moreau e Tokyo a partir do tempo
de 24 horas enquanto que na cepa BCG Pasteur foi possivel detectar essa proteina
ja em 6 horas de infeccdo. Isso indica inducdo do operon em momentos distintos, a
expressdo na cepa BCG Pasteur parece acontecer de forma gradativa, enquanto
nas demais cepas a expressdo se mantém similar.

A abertura do regulon em tempos iniciais em BCG Pasteur parece corroborar
com a hipotese de estratégia alternativa para sobreviver e resistir dentro do
macréfago, uma vez que o a abertura do operon de laténcia e diminuigcdo do
crescimento bacteriano, proporcionaria a sobrevida do bacilo a longo prazo até que
fosse possivel condi¢cdes mais favoraveis a replicacdo e a ativacdo do metabolismo.

De forma complementar, a viabilidade dos macréfagos THP-1 frente a infeccao
com as diferentes cepas de BCG também foi avaliada. Foi possivel observar que
ndo ha uma diferenca significativa na viabilidade das células hospedeiras frente a
infeccdo com as trés cepas nos diferentes tempos avaliados, com excecao do tempo
de 48 horas, em gue houve uma reducédo na viabilidade dos macréfagos infectados
com a cepa BCG Pasteur. As células THP-1 apresentam viabilidade de cerca de
90% ao longo de toda a cinética avaliada. Esse dado € corroborado por Molina-
Torres e colaboradores que constataram que a toxicidade de BCG Pasteur em
células THP-1 ndo € detectada até o sétimo dia, enquanto que cepas de M. tb
apresentam um efeito citotoxico de 70% (Molina-Torres et al., 2010). A diferenca
observada no tempo de 48 horas poderia ser reflexo da expressao de um fator ou
citocina que influenciaria na viabilidade do macréfago.

Os macroéfagos alveolares humanos podem responder a infecdo intracelular de
patégenos micobacterianos através da apoptose (Keane et al., 2000). Essa resposta
€ dependente de TNF e necessita de um estimulo, visto que as células néo ativadas
nao sdo sensiveis a citotoxicidade de TNF. A apoptose estimulada pela infec¢éo
pode ser um mecanismo do sistema imune contra esse quadro, no entanto cepas
virulentas de micobactérias patogénicas conseguem evadir esse mecanismo (Keane
et al., 1997; Keane et al., 2000). Células THP-1 diferenciadas a macrofagos sofrem
apoptose em resposta a infeccdo com BCG, sendo esse efeito dose dependente.
Cepas avirulentas (BCG e M. tuberculosis H37Ra) induzem altos niveis de apoptose
guando comparadas as cepas virulentas (M. bovis e M. tuberculosis H37Rv). Além
disso, a apoptose aumentada das células THP-1 esta relacionada a diminuicdo da

viabilidade intracelular de BCG, demonstrando que as células THP-1 sdo um modelo
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valido para o estudo da apoptose em macréfagos induzida por M. tuberculosis
(Riendeau e Kornfeld, 2003).

A diminuicdo da viabilidade dos macrofagos infectados por BCG Pasteur,
juntamente com o controle da quantidade de bacilos intracelulares sugere que as
células podem estar sofrendo apoptose como forma de conter a expansdo
bacteriana.

O efeito observado no tempo de 48 horas nas células infectadas com BCG
Pasteur pode ser decorrente da secrecdo de citocinas nesse ponto, ou no tempo
anterior.

A primeira citocina avaliada foi a interleucina-1B (IL-18) que controla a carga
bacteriana através do recrutamento de efetores microbianos (Jayaraman et al.,
2013). Os experimentos de CBA e ELISA apontam um aumento de expressdo da
citocina IL-13 em 6 horas de infecgéo, atingindo o pico em 24 horas, com tendéncia
a expressao normalizada a niveis similares aos macrofagos nao infectados nos
demais tempos. Esse pico de expressdo de 24 horas, pode levar a inducdo de
efetores antimicrobianos, como TNF, afim de conter a infeccdo. O TNF entao
dispararia 0 mecanismo de apoptose, 0 que levaria a uma diminuicdo na viabilidade
nos macroéfagos e bacilos.

Essa diminuicdo de viabilidade do macréfago foi observada no tempo de 48
horas em células infectadas pela cepa BCG Pasteur. Além disso, temos uma
manutengcdo na quantidade bacilar intracelular da mesma cepa, sugerindo
possivelmente que o mecanismo microbicida disparado por IL-13 estaria afetando a
viabilidade da cepa BCG Pasteur. No entanto, nas cepas BCG Moreau e Tokyo,
esse aumento de expressao da citocina IL-13 é menor, talvez insuficiente para gerar
uma resposta na mesma propor¢cdo da observada em BCG Pasteur. Por isso, a
viabilidade dos macrofagos € maior do que comparada as células infectadas por
BCG Pasteur, bem como a quantidade de bacilos intracelulares das cepas BCG
Moreau e Tokyo, que continuam aumentando ao longo dos tempos observados.

No entanto, ndo podemos atribuir o quadro de apoptose e controle de carga
bacteriana observado a secre¢do da citocina TNF-a, induzida por IL-1 3, uma vez
gque nao observamos um aumento significativo da secre¢cdo de TNF-a nos
macrofagos infectados por BCG Pasteur. Com isso, 0 controle de carga bacteriana

pode estar relacionado ao aumento da secrecdo de IL-1 B, mas sem relagao
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conjunta com a secre¢do de TNF, e a reducédo da viabilidade dos macrofagos estaria
ocorrendo mediada por outro mecanismo, que nao a apoptose disparada por TNF.

O aumento da secrecao da citocina IL-1B pode estar correlacionado com a
ativacdo da via de inflamossoma. A citocina IL-1 3 & sintetizada como pro-IL-1 B
inativa e necessita ser convertida a sua forma ativa pela caspase-1 para ser
secretada. A caspase 1 € ativada através das diferentes proteinas do complexo que
formam o inflamossoma. A ativacao da via de inflamossoma, seguida do aumento da
secrecédo da citocina IL-1 B pode estar favorecendo o processo de morte celular por
piroptose (Huante et al., 2017).

O aumento da secrecéo da citocina MCP-1 (CCL2) observado em macréofagos
infectados por BCG Pasteur no tempo de 48 horas pode estar refletindo o aumento
da resposta imune contra a infecgcdo micobacteriana. A inducdo da secrecdo das
quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5 ja foi observada em macréfagos obtidos de
PBMC e na linhagem THP-1 quando infectados por BCG (Luo et al.,2007; Méndez-
Sampaio et al., 2010).

A infeccdo por M. bovis BCG induz a formacéao intracelular de espécies reativas
de oxigénio (ROS), geradas pela NADPH oxidase. O acumulo de ROS tem papel
importante como molécula sinalizadora na regulacdo da secre¢cdo da quimiocina
CCL2, contribuindo para a resposta molecular na sinalizacdo do processo
inflamatério (Méndez-Sampaio et al., 2010). Assim, de forma analoga, poderiamos
inferir que a cepa BCG Pasteur estaria induzindo uma maior formagéo de espécies
reativas de oxigénio, que estariam sendo neutralizadas devido a maior producao de
antioxidante nessa cepa, quando comparadas as cepas mais primitivas.

As demais citocinas (TNF-a, MIP-1B3, IL-6, IL-8 e IL-10) foram avaliadas pelo
método CBA e esses resultados precisam ser confirmadas em mais replicatas
bioldgicas. No entanto, os dados consistentes obtidos a partir das duas replicatas
bioldégicas independentes nos permitem inferir comportamentos diferentes dos
macrofagos frente a infeccdo com as cepas estudadas.

A cepa BCG Moreau induziu uma maior secrecdo da citocina TNF-a quando
comparada as demais cepas, no tempo de 6 horas. A citocina TNF- a foi relatada
como indutor da apoptose em células THP-1 e estaria relacionada com a diminui¢ao
da viabilidade intracelular em BCG (Riendeau e Kornfeld, 2003). No entanto, sua
secrecdo também foi diretamente correlacionada com viruléncia e viabilidade

intracelular (Engele et al., 2002), promovendo o crescimento de M. tb em monécitos
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(Byrd, 1997). Componentes micobacterianos aumentam a expressdo de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF-a, em macréfagos/mondcitos e esse nivel elevado é
apontado como causa para a persisténcia e viruléncia micobacteriana dentro do
macréfago humano (Kim et al., 2011).

O aumento inicial da secrecado de TNF- a por macrofagos infectados por BCG
Moreau, juntamente com a cinética de viabilidade intracelular bacteriana reforca a
hipétese da relacdo entre a expressdo dessa citocina e caracteristicas bacterianas
de viruléncia e viabilidade, uma vez que podemos observar a manutencdo da
viabilidade, bem como o crescimento intracelular ao longo dos tempos observados
da cepa BCG Moreau.

As cepas BCG Moreau e Pasteur parecem estimular a secre¢do da citocina
MIP-1B nos tempos de 6 e 24 horas. A cepa BCG Moreau parece induzir uma maior
secrecdo de MIP-1B no tempo de 6 horas e com pico em 24 horas, sendo
discrepante das demais cepas. Esse aumento da secrecdo pode estar sendo reflexo
do pico de secrecédo da citocina TNF, induzida pela cepa BCG Moreau, no tempo de
6 horas. Isso porque, a secregédo de MIP-1 ja foi relatada como sendo induzida pelo
TNF (Maurer & von Stebut, 2004).

Pacientes infectados por M. tb apresentam em seu fluido do lavado
broncoalveolar uma expressdo predominante de MIP-13 (Ashenafi et al., 2014),
sendo associada significativamente com o aumento da susceptibilidade a TB
(Jamieson et al., 2004), indicando seu papel imunorregulador.

Quanto a secrecado das citocinas IL-6 e IL-8 ndo foi possivel avaliar nenhuma
diferenca significativa entre os macrofagos infectados com as cepas estudadas. 1sso
porque obtivemos resultados de apenas 2 replicatas bioldgicas para essas citocinas
através da metodologia de CBA.

Nas células infectadas com as cepas de BCG observamos uma tendéncia de
aumento na secrecédo da citocina IL-6 no tempo de 6 horas, com maior deteccdo em
24 horas. Ressaltando um aumento provocado cepa BCG Moreau, em comparacao
as demais cepas, no tempo de 6 horas. Enquanto que para citocina IL-8 n&o foi
possivel observar nenhuma modulagédo em relagdo a sua secrecdo provocada pela
infeccdo com as cepas de BCG.

A citocina IL-6 é conhecida por estimular a secrecédo de INF-y, uma citocina
essencial para a ativacdo dos macrofagos infectados por M. tb (Henrique et al.,

2013). Além disso, pacientes com TB ativa possuem niveis séricos aumentados para
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essa citocina (Djoba Siawaya et al., 2009), indicando a relevancia de IL-6 no
diagnéstico de TB (Namuganga et al., 2017; Jacobs et al., 2016; Phalane et al.,
2013).

A secrecdo da citocina IL-8 vem sendo destacada como um potencial
biomarcador para diferenciar TB ativa e latente (Yao et al, 2017). Dessa forma, a
nao modulacdo da IL-8 frente a infeccdo pelas cepas BCG seria uma vantagem ao
uso dessa citocina como marcador para diagnosticar TB, sendo esta ativa ou latente.

As andlises por fluorescéncia demonstraram que o percentual de células
infectadas com a cepa BCG Moreau é maior do que com as demais cepas nos
tempos de 6 e 24 horas. Esse resultado ja era esperado, uma vez que a cinética de
viabilidade apontou que a cepa BCG Moreau foi capaz de infectar mais células do
que as demais, refletindo numa maior quantidade de bacilos intracelulares. A
diferenca observada entre BCG Pasteur e Tokyo pode estar relacionada com a
qguantidade de bacilo por célula infectada. Apesar do numero de bactérias
intracelulares de BCG Tokyo no tempo de 6 horas ser inferior ao observado para a
cepa Pasteur, podemos ter uma quantidade maior de bacilos da cepa Pasteur
infectando uma mesma célula. Desta forma, teriamos mais células infectadas pela
cepa BCG Tokyo e mais bacilos por célula infectada pelo BCG Pasteur. Esse fato é
corroborado com o tempo de 24 horas, em que a quantidade intracelular das cepas
BCG Pasteur e Tokyo ndo apresenta uma diferenca significativa e o percentual de
células infectadas também.

A cepa BCG Tokyo apresenta a mesma porcentagem de bactérias
colocalizadas com vesiculas acidificadas nos tempos de 6 e 24 horas, enquanto que
a cepa Pasteur possui a maior porcentagem de bacilos colocalizados no tempo de 6
horas, situacéo que se inverte no tempo de 24 horas.

A maior taxa de colocalizacao das células infectadas por BCG Pasteur em 6
horas sugere que esses bacilos ndo estdo conseguindo evadir de forma satisfatoria
0S mecanismos microbicidas e que provavelmente serdo eliminados. Essa
diminuicdo da quantidade de bactérias da cepa Pasteur foi verificada no tempo de
24 horas na cinética de crescimento da bactéria. As cepas BCG Moreau e Tokyo no
tempo de 24 horas apresentam taxa de colocalizagao similar.

A sobrevivéncia de micobactérias patogénicas dentro de fagossoma baseia-se
na capacidade da bactéria de controlar a maturacdo fagossomal diferentemente das

nao patogénicas. Ensaios com células J774 infectadas com BCG Pasteur por 3
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horas apresentam cerca de 40% dos bacilos colocalizados com vesiculas
acidificadas e a curva de viabilidade do bacilo intracelular com diminuicdo na
qguantidade bacilar no tempo de 24 horas (Butler et al., 2010), corroborando com os
dados obtidos.

A marcacao realizada para actina com rodamina-faloidina foi mais um indicio
de que as bactérias de fato estariam internalizadas. Também possibilitou constatar
mais uma mudanca estrutural que indica a diferenciacdo de macrofagos, a formacao
de pseudopodos. Na figura 4.14G foi possivel observar um grupo de marcacao para
actina formando podosomos. Os podosomos sdo estruturas adesivas tipicas de
macrofagos aderidos ao substrato (Spano et al., 2013).

Filamentos do citoesqueleto como actina e vimentina Sdo responsaveis por
migragao celular, aderéncia ao substrato, manutengdo da forma, integridade do
citoplasma, fagocitose de agentes bacterianos e a eliminagdo intracelular dos
patogenos (Espitia et al., 2012). Mudancas na morfologia em macréfagos RAW264.7
infectados por BCG também foram detectadas; alteracdo da forma esférica para
polarizada, tanto no caso da infeccdo com BCG viaveis como quando expostas a
componentes micobacterianos (Lasunskaia et al., 2006). Sendo assim, o desarranjo
na trama de actina poderia retardar a ligacdo do lisossoma com o fagossoma, e
consequentemente freiar a eliminacéo intracelular dos patégenos.

A infeccdo bacteriana em macréfago dispara a liberacdo de citocinas e NO,
além da modulacéo de lipidios, que favorecem o escape do patégeno (Nicolaou et
al., 2012). O acumulo de CLs em macréfagos infectados por M. bovis BCG foi
associado ao TLR, a modulacéo das citocinas IL-10 e TNF-a, bem como a presenca
de PGE2 (D'Avila et al., 2006).

O uso dos acidos graxos como fonte de carbono pelo M. tb durante a infec¢éo
€ amplamente reconhecido (Russell, 2003). A micobactéria pode estocar acido graxo
na forma de triacilglicerol, sendo detectado durante a dorméncia (Daniel et al, 2004;
Deb et a., 2009) e também no escarro de pacientes com TB (Garton, et al., 2002;
Garton et al., 2008). A utilizacdo desse triacilglicerol ocorre quando o M. tb € privado
de nutrientes (Deb et al., 2006) e quando o BCG é reativado depois de um estado de
hipéxia, ndo replicativo (Low et al., 2009), evidenciando um importante papel
funcional do armazenamento lipidico intracelular durante a fase n&o replicativa e na

reativacao do patdégeno no hospedeiro (Low et al., 2010).
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Dessa forma, o maior acumulo de CLs observado nos macrofagos infectados
por BCG Pasteur poderia favorecer sua persisténcia dentro do ambiente
intrafagossomal, uma vez que a formacéo de CL esté correlacionada com a inibicéo
da autofagia e da acidificacdo fagossomal (Singh et al., 2012), possivelmente
sugerindo que BCG Pasteur encontra-se em um contexto de bacilo viavel, mas ndo
replicativo.

A cepa BCG Moreau apresentou comportamento mais proximo as cepas
virulentas quando comparada ao BCG Pasteur, sugerindo uma maior mobilizacio do
sistema imune e consequentemente um maior efeito protetor. BCG Moreau se
mostrou menos susceptivel ao ambiente intrafagossomal, no que diz respeito a
elementos como a reducéo de disponibilidade de oxigénio (hipoxia) e a acidificacdo
fagossomal. Além disso, seu crescimento intracelular e maior taxa de infeccdo de
macréfagos sugerem que a cepa Moreau apresenta uma melhor adaptacdo ao
ambiente da célula hospedeira e possivelmente um tempo maior de persisténcia do
estimulo bacteriano.

As informacdes obtidas contribuem para o entendimento da resposta das cepas
BCG Moreau e BCG Pasteur frente ao ambiente intracelular de macréfagos em
modelo de células THP-1. Esses dados funcionais contribuem para elucidar os
mecanismos que podem resultar nas diferencas de eficacia protetora descritas para
diferentes cepas de BCG, abrindo perspectivas para o melhoramento da cepa
vacinal brasileira.

A recente informacéo (Regiane Jordao, PNI, Ministério da Saude, comunicacao
no Il Workshop em BCG, Salvador, BA, 2017) sobre a suspensdo da producdo da
vacina BCG pela Fundacao Ataulpho de Paiva (utilizando a cepa BCG Moreau) e a
importacdo de vacina produzida na india (utilizando a cepa BCG Russia) é bastante
preocupante. O Brasil utiliza a cepa Moreau para a producdo da vacina BCG desde
meados dos anos 1920 (Benévolo-de-Andrade et al., 2005) e a mudanca no tipo de
cepa utilizada na imunizacdo poderia acarretar em diferencas na resposta vacinal,
com impactos negativos no controle da TB.

O Programa de Imunizagdo Extendida (EPI) recomenda que a vacina BCG
dada aos neonatos nos paises com alta prevaléncia de TB seja baseada nas cepas
BCG Dinamarca, Japéo ou Russia, vacinas aprovadas pela OMS (Shann, 2015). No
entanto, a literatura indica uma pobre imunogenicidade desencadeada por BCG

Russia, quando comparada as demais cepas, como BCG Japdo e Dinamarca
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(Shann, 2015; Davids et al., 2006; Ritz et al., 2008). Adicionalmente, o tempo de

persisténcia da modulacdo do sistema imune desencadeada pela vacinacdo com
BCG Russia ndao ultrapassou 12 semanas (Fatoumatta et al., 2017).

Em um estudo realizado no Cazaquistdo, a vacinacdo em neonatos reduziu o
risco de desenvolver a TB diagnosticada clinicamente em 69% dos bebes vacinados
com BCG Tokyo, 43 % apés BCG Servia e 22 % apos BCG Russia (Favorov et al.,
2012). Esses dados sugerem que existe uma ampla diferenca na efetividade das
diferentes cepas BCG.

Em 2014, o Fundo das Nac¢bes Unidas para a Infancia (UNICEF) forneceu 86
milhdes de doses da vacina BCG RuUssia (menor protecdo efetiva no Cazaquistao),
apenas 31 milhdes de doses de BCG Japéo (a cepa mais protetiva no Cazaquistao)
e apenas 5 milhdes de doses de BCG Dinamarca (a cepa que reduziu a mortalidade
neonatal em 48% na Guiné-Bissau). A compra realizada pela UNICEF das diferentes
cepas foi limitada de acordo com a capacidade de fornecimento pelos produtores
das cepas de BCG Japéo e BCG Dinamarca (UNICEF, 2015).

Essas informagdes ressaltam a importancia de cautela no momento de optar
por uma outra cepa vacinal para implementacdo no calendéario vacinal. Essa escolha
nao deveria ser norteada apenas pela capacidade de entrega dos lotes das vacinas,
mas também pelo efeito protetor e a capacidade de protecéo a longo prazo.

A cepa BCG Moreau é reconhecida como uma das cepas mais imunogénicas
(Antas et al.,, 2008; Antas, 2016), com efeito protetor considerado satisfatorio em
neonatos e com longevidade protetora de mais de duas décadas (Barreto et
al.,2005), além de ser produzida no Brasil desde 1930, reforcando a experiéncia na
producdo dos lotes e na capacidade de atender a demanda nacional. Dessa forma,
cabe a reflexdo se a melhor opcéo seria efetivamente a troca da cepa BCG Moreau
por BCG Russia ou investir na melhoria da infraestrutura de producdo nacional da

vacina BCG Moreau.
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5. Conclusoes

v' Padronizamos um protocolo de diferenciacdo de mondcitos THP-1 em
macrofagos utilizando a concentracdo de 200 nM de PMA por 48 horas

inducédo, com posterior 48 horas de descanso;

v As cepas de Mycobacterium bovis BCG Moreau e Tokyo apresentam
aumento na quantidade de bacilos viaveis durante a infecgcdo em células THP-
1, nos tempos estudados; ja a cepa Pasteur apresenta uma tendéncia a

estabilidade da viabilidade bacteriana nas mesmas condi¢des avaliadas;

v A cepa BCG Moreau sempre apresenta maior nimero de bactérias viaveis
durante a cinética de infeccdo estudada, quando comparada as cepas Pasteur
e Tokyo, exceto pelo tempo de 6 horas quando o numero de bactérias das
cepas Moreau e Pasteur sdo equivalentes;

v" Observamos uma maior taxa de internalizacdo da cepa BCG Moreau por

macréfagos THP-1 do que para as cepas BCG Tokyo e Pasteur;

v'As cepas BCG Moreau e Pasteur apresentam mudancas na morfologia de
colénias das bactérias obtidas ap6s 4 horas de infeccdo em macrofagos THP-

1. No entanto, BCG Moreau retorna a morfologia de coldnia anterior a infec¢ao;

v A cepa BCG Pasteur expressa a proteina HspX, marcadora de hipdxia,
mais precocemente do que as cepas Moreau e Tokyo, evidenciando um perfil

diferenciado de resposta ao estresse provocado pela infecgdo em macrofagos.

v' A viabilidade dos macréfagos THP-1 nao é alterada pela infeccdo com as
cepas BCG estudadas, exceto por uma discreta, porém significativa, reducéo
de viabilidade observada no tempo de 48h em resposta a infeccdo por BCG

Pasteur;

v" A morfologia dos macréfagos apresenta-se alterada em resposta a infecgao
pelas cepas BCG estudadas; entretanto, ndo observamos alteracbes cepa-

especificas;
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v" A cepa BCG Pasteur induz um aumento na secrecao das citocinas IL-1f e

MCP-1 pelos macrofagos quando comparada a cepa BCG Moreau,

v" A cepa BCG Moreau induz um aumento na secrecao das citocinas TNF-a e

MIP-18 pelos macréfagos quando comparada a cepa BCG Pasteur;

v A cepa BCG Moreau parece induzir um aumento sutil na secrecdo da

citocina IL-6 pelos macrofagos quando comparada a cepa BCG Pasteur;

v' A infeccdo ndo altera a secrecao da citocina IL-8 pelos macrofagos, nas

condicles estudadas;

v" Nao foi possivel detectar a secrecao da citocina IL-10 nem a producédo de

oxido nitrico pelos macrofagos THP-1, nas condi¢des estudadas;

v' A cepa BCG Moreau resiste a acidificacdo fagossomal por até 24 horas,
enquanto que a cepa BCG Pasteur apresenta uma maior taxa de colocalizagdo

com vesiculas acidificadas no tempo de 6 horas apds a infeccéo;

v" A infeccao por BCG provoca um desarranjo na organizacao dos filamentos
de actina, mas ndo detectamos alteracdes na expresséao desta proteina;

v A infeccdo por BCG Pasteur aumenta em aproximadamente 2 vezes o
acumulo de corpusculos lipidicos nos macréfagos quando comparados as
células nao infectadas, enquanto que a infeccao por BCG Moreau nao induziu

aumento significativo destas organelas.
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8. Anexos

Anexo | - Materiais

Tabela 8.1: Meio de cultura 7H9, Tween 80 e glicerol

7H9 479

Tween 80 0,059

Glicerol 2 mL

H20 Milli-Q g.s.p. 900 mL
Tabela 8.2: Solucéo de ADC

Albumina fragao V 509

Catalase 0,03 ¢

Dextrose 2049

H20 Milli-Q g.s.p. 1000 mL*

* A solugéo foi filtrada em filtro 0,22um.

Tabela 8.3: Meio de cultura sélido 7H10 e glicerol

7H10 19,0 g

Glicerol 5mL

H20 Milli-Q g.s.p. 900 mL
Tabela 8.4: Fucsina Fenicada

Fucsina basica 30

Fenol 5049

Etanol 95 % 100 mL

H20 Milli-Q g.s.p. 1000 mL
Tabela 8.5: Solucéo alcool-acido

HCI 3%

Etanol 100 mL
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Tabela 8.6: Azul de metileno

Azul de metileno 30

H20 Milli-Q g.s.p. 1000 mL

Tabela 8.7: Tampéo PBS 10X

NacCl. 80 g
KCI 2g
NazHPO4 14,4 g
KH2PO4 249

pH (ajustado com HCI) 7.4

H20 Milli-Q g.s.p.1L

Tabela 8.8: Oligonucleotideos para identificacdo genética

Nome Sequéncia (5’ - 3’)

RD2 - REV TGA CCG GTT CTT ACT CGC
RD2 - FOR CGA GAA GCG AAT TTA CAT ACG
Rv3887- REV | TTG ATA CGG TGC ATG AAT TAA AT

Rv3887- FOR CCG CAG GAACATTAGCTG A

Tabela 8.9: Ciclagem para a reacdo de PCR

Temperatura Tempo N° de ciclos
95 °C 5 minutos 1 ciclo
95°C 30 segundos
62 °C 30 segundos 35 ciclos
72 °C 2 minutos
72 °C 30 segundos 1 ciclo
49C | - %)

Tabela 8.10: Tampéao TBE 10X
Tris-base 108 g/L
Acido bérico 55 g/L
EDTA 9,3 ¢g/L
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Tabela 8.11: Meio RPMI completo contendo soro fetal bovino, penicilina e

estreptomicina

RPMI (Sigma) 10,4 ¢

Soro Fetal Bovino (Sigma) 100 mL
Penicilina e Estreptomicina (Sigma) 10 mL
HEPES 5,959
Na:COs3 20g9

H20 Milli-Q g.s.p.1L

Tabela 8.12: Tratamento laminulas de vidro

Ferver 25 laminulas em banho maria com sabao de coco

Ferver 3 vezes em banhos diferentes de agua destilada (deixar sempre

tempo suficiente para ferver);

Escoar o ultimo banho de agua destilada e trocar por alcool 70%;

Secar as laminulas uma a uma com papel filtro limpo e ajuda de uma pinca;

Distribuir em placas de Petri forradas com papel filtro;

Embrulhar as placas prontas uma a uma, identificar e esterilizar em
autoclave (1 atm / 20 min) ou em forno micro-ondas (15 min / poténcia

maxima).

Tabela 8.13: 4 % Paraformaldeido (PFA)

PFA 4g
PBS g.s.p. 100 mL
pH (ajustado com NaOH) 7.4

Tabela 8.14: 0,4 % azul de Tripan

Azul de tripan 0,49
PBS 100 mL
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Tabela 8.15: Tampao MOPS 10X

MOPS 4199
Acetato de sodio 8,29
EDTA 3,729
H20 Milli-Q g.s.p.1L
pH (ajustado com NaOH) 7.4
Tabela 8.16: Tampao de lise
HEPES 50 mM
MgCl2 10 mM
NHa4Cl 60 mM
Glicerol 10 % (v/v)

Tabela 8.17: Tampao de focalizacéo isoelétrica - IEF.

Uréia

8M

CHAPS[3-(3-colamidopropil

dimetilamonio)-1-propanosulfonato]

2 % (p/v)

Tabela 8.18: Tampdao para aplicacdo de amostras proteicas em gel SDS-

PAGE (1X).

Tris-HCI (pH6,8) 62,5 mM
SDS 2%

B-mercaptoetanol 5 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,002 %

Glicerol

10 % (v/v)
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Tabela 8.19: Géis 15% SDS-PAGE

Tris-HCI 1,5M (pH 8,8) 1,5 mL
Acrilamida 30 % / Bis Acrilamida 0,8 % 3,0 mL
SDS 10 % 60 pl

APS 10 % 60 pl
TEMED 6 l

H20 Milli-Q g.s.p. 6 mL

Tabela 8.20: Tampao de corrida Laemmli (Laemmli, 1970).

Tris-base 24,6 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,5 %

Tabela 8.21: Método de coloracdo por prata para géis SDS-PAGE de 7cm
(Ansorge, 1985)

Solucio Volume Terr-lpo
(mL) (min)

Etanol 10 % / Acido acético 5 % 100 mL | 10

CuCl22% / TCA 12 % / EtOH 50 % 100 mL | 20

Etanol 10 % / Acido acético 5 % 100 mL | 10

KMnOa4 0,01 % 100 mL | 10

Etanol 10 % / Acido acético 5 % 100 mL | 10

Etanol 10 % 100 mL | 10

H20 100 mL | 10

AgNOs3 0,1 % 100 mL | 10

H20 100mL |5

K2COs3 10 % Minimo | 1

K2COs 2 % / formaldeido 0,01 % 50mL |4x5

Etanol 10 % / Acido acético 5 % 100 mL | 10

H20 ou sol. Secagem ou Acido acético 1 % 100 mL |  -—------
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Tabela 8.22: Solucédo UA

Ureia 8 M
Tris-HCI 0,1 M
pH (ajustado com HCI) 8.5

Tabela 8.23: Solug&o contendo iodoacetamida

lodoacetamida 0,05M
UA g.S.p. 2 mL
Tabela 8.24: Solucéo DB
Tris-HCI 0,05 M
pH (ajustado com HCI) 8.5
Tabela 8.25: Tampéo TBS 10X
1M Tris-HCI, pH7,5 100 mL
NaCl 8749
H20 Milli-Q gs.p.1L

Tabela 8.26: Anticorpos utilizados no estudo.

Anticorpo Titulo Fabricante Anticorpo Titulo
primario secundario
Anti HspX | 1:20.000 Produzido no IgG de 1: 10.000
LAGFB camundongo
Anti Actina 1:500 Sigma-Aldrich IgG de 1:10.000
A2066 coelho
Anti GAPDH | 1:5000 Thermo Fisher IgG de 1:10.000
Scientific camundongo
Am4300
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Anexo Il - Perspectivas

Perfil transcricional dos macroéfagos infectados pela cepa BCG e dos
bacilos intracelulares

Para caracterizar possiveis genes modulados por macréfagos THP-1 em
resposta a infeccdo por BCG Moreau e Pasteur; e determinar os genes bacterianos
que estariam sendo regulados devido ao ambiente intrafagossomal, optamos por
fazer a analise utilizando o gRT-PCR multiplex, utilizando a plataforma fuidigm.

Para isso, selecionamos previamente 48 genes eucariotos, relacionados com
resposta a infeccdo por micobactéria (Guerreiro et al., 2013), 48 genes
micobacterianos descritos como modulados em infeccdo no modelo de células THP-
1 (Rienksma et al., 2015) e elegemos o tempo de 24 horas apoés a infeccao.

O RNA foi extraido conforme descrito na metodologia e sua integridade foi
avaliada através de gel de agarose (Figura 4.18). E possivel observar as bandas
referentes ao RNA ribossomal, dando o indicativo da integridade da amostra de RNA
obtida. Os canais 1 -12 representam amostras de RNA de macréfagos nao
infectados (canais 1, 4, 7 e 10) e infectados por Moreau (canais 2, 5, 8 e 11) e
Pasteur (canais 3, 6, 9 e 12). Os canais de 13 - 20 representam o RNA extraido do
BCG Moreau (canais 13,15,17 e 19) e BCG Pasteur (canais 14, 16, 18 e 20) que
foram obtidos a partir da infeccéo de células THP-1.
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Figura 4.41: Visualizagao da integridade do RNA extraido a partir de células THP-1 infectadas
por BCG e de bacilos extraidos da infeccdo. Géis de agarose 1,2 % corados com brometo de
etidio para observar a integridade do RNA extraido através da metodologia do Trizol. Nos canais 1, 4,
7 e 10 temos amostra de RNA de células THP-1 nao infectadas; nos canais 2, 5, 8 e 11, células THP-
1 que foram infectadas por BCG Moreau; e nos canais 3, 6, 9 e 12, células THP-1 que foram
infectadas por BCG Pasteur. Nos canais 13, 15, 17 e 18 temos amostra de RNA de bacilos de BCG
Moreau que foram obtidos a partir da infec¢cdo de células THP-1 e nos canais 14, 16, 18 e 20, de
BCG Pasteur. (N=4)

A partir da andlise do gel de integridade e da satisfatoria concentracéo do RNA,
realizamos a etapa de sintese de cDNA com o equivalente a 1 ug de RNA. Esse

cDNA esta armazenado para posterior avaliacao por multiplex.
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