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RESUMO

A tuberculose (TB) ¢ considerada a principal causa de morte devida a um Unico agente
infeccioso. E a BCG ¢ a unica vacina licenciada contra a TB, mas que possui eficacia
variavel. Esta eficaicia vem sendo associada a indugcdo de apoptose em
mondcitos/macrofagos, podendo ser uma das pegas-chave entre as imunidades inata e
adquirida. Alguns estudos sugerem explorar melhor as vias moleculares de modulagdo da
apoptose induzida pela vacina BCG. Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar in
vitro a modulacdo de marcadores moleculares da via intrinseca da apoptose em células
mononucleares humanas, por um periodo de infecgdo de 16 e 48 horas pelas cepas
Moreau, Dinamarquesa, Pasteur e Russia da vacina BCG, bem como avaliar o perfil de
morte celular e producao de citocinas. Os resultados de quantificagdo relativa do mRNA
demonstraram incrementos significativos (p<0,0001) de NOXA, PUMA e BCL-XL,
principalmente para as cepas de BCG Moreau e Pasteur. O MCL-1 apresentou maiores
niveis de expressdao (p=0,0050) para a BCG Dinamarquesa. Como um todo, as
expressoes de BAD, BAX e BAK parecem nao ter sofrido qualquer influéncia
importante. Os maiores niveis de apoptose (p=0,0427) foram observados para a cepa
Moreau, em relagdo a cepa Russia. Além disso, foram observados aumentos expressivos
nos niveis de IFN-y (p=0,0078) e TNF (p=0,0429) pela BCG Moreau, em relacdo ao
controle negativo ¢ a8 BCG Russia. O presente estudo sugere a expressao de um perfil
mais imunomodulador dos alvos moleculares indutores de apoptose induzido pela cepa

BCG Moreau, em relagdo as demais cepas avaliadas da vacina BCG.

Palavras-chave: tuberculose; apoptose intrinseca; bacilo Calmette-Guérin; citocinas.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is the leading cause of death by a single infectious agent, and BCG is
the only licensed vaccine for TB with a considerably variable efficacy. This efficacy has
been associated with the induction of apoptosis in monocytes/macrophages, and may be
the key link between innate and acquired immunity. A few studies suggest better exploring
the modulation of molecular pathways of vaccine-induced apoptosis as an important
factor to shape the immune response by the BCG vaccine. Thus, the aim of this study was
to compare the modulation by Moreau, Danish, Pasteur, and Russia BCG vaccine strains
in vitro for 16 and 48 hours, regarding the induction of molecular markers of the apoptosis
intrinsic pathway in human mononuclear cells, as well as the cell death profile and
cytokine production. The results of mRNA relative quantification showed increased
levels (p<0.0001) of NOXA, PUMA, and BCL-XL mainly by the Moreau and Pasteur
BCG strains. An MCL-1 higher expression (p=0.0050) was induced by the Danish BCG.
As a whole, the expressions of BAD, BAX, and BAK were unaffected. The higher
apoptosis levels (p=0.0427) were found for the Moreau BCG strain, compared with the
Russia strain. Additionally, significant increases in the levels of IFN-y (p=0.0078) and
TNF (p=0.0429) were observed for the Moreau BCG, compared with baseline and Russia
BCG. This study suggests an immunomodulatory profile induced by the Moreau BCG

strain, compared with the other BCG vaccine strains.

Keywords: tuberculosis; intrinsic apoptosis; Bacillus Calmette-Guérin; cytokines.
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1. INTRODUCAO
1.1 A biologia do Mycobacterium tuberculosis

Descrito primeiramente em 1822 pelo médico microbiologista alemdo Heinrich
Hermann Robert Koch, o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) pertence ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Este grupo abriga diversas espécies de bacilos,
como M. bovis, M. africanun, M. canetti, dentre outros, capazes de causar infecgdes em
humanos e outros mamiferos, incluindo animais domésticos e selvagens (GUPTA; LO;

SON, 2018; SINHA et al., 2016; WIRTH et al., 2008).

O Mtb pertence a familia Mycobacteriaceae e se caracteriza por ser um bacilo reto ou
ligeiramente curvo, cuja dimensao varia de 0,3 a 0,6 um de largura por 1 a 4 um de
comprimento, imdvel, inerte, ndo esporulado, ndo encapsulado, nao apresenta produgao
de toxinas e apresentando capacidade de sobrevida no interior de células fagocitarias,
sendo classificado como um patéogeno intracelular facultativo aerobio estrito de

crescimento lento (SEBASTIAN KAMPS; BOURCILLIER, 2007).

As micobactérias representantes do MTBC sdo caracterizadas por sua resisténcia
alcool-acida (BAAR) e por possuirem paredes celulares hidrofobicas muito espessas,
cerosas e ricas em lipidios, dando a esses microrganismos um aspecto de crescimento em
peliculas semelhantes a fungos em cultura liquida — por isso o0 nome Mico- (‘fungo’) -

bactéria (COLLINS; GRANGE, 2003; PERCIVAL; WILLIAMS, 2013).

O genoma micobacteriano ¢ constituido por uma molécula de DNA circular com alto
teor de G e C, com tamanho de 4,4 Mbp, contendo cerca de 0,01-0,3% de polimorfismos
e com presenca variavel de plasmideos entre diferentes espécies, mas auséncia em Mitb
(COLE et al., 1998; VAN INGEN, 2017). Investigacdes voltadas a andlise gendmica
revelam que as cepas de Mtb abrigam diferentes insercdes e delecdes em regides
especificas, conhecidas como RDs (Regides de Diferenca), sendo elas, principalmente, a
RD1, RD2, RD4, RD7, RDS8, RD9, RD10, RD12, RD13 e RD14 (BROSCH et al., 2002;
FAKSRI et al., 2016).

Esses loci génicos carregam, dentre outros, elementos chave no estabelecimento da
patogénese de Mtb, com destaque ao sistema de secrecdo ESX-1 codificado pelo locus
RD1 (WONG, 2017). Além disso, analises génicas demonstram a presen¢a de mutagdes

em sequéncias como katG, inhA, rpoB, pncA, embB, rrs, gyrA e gyrB associadas a
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resisténcia a diversos farmacos antibioticos (BROSCH et al., 2002; VAN INGEN, 2017;
VOLOKHOV et al., 2008).

Estudos ja demonstraram que essas regides podem ser representativas em analises que
busquem diferenciar filogeneticamente cepas de Mtb independente de sua origem
geografica (BROSCH et al., 2002; ORGEUR; BROSCH, 2018). De forma geral, as
micobactérias pertencentes ao MTBC compartilham mais de 99% de identidade
nucleotidica, mas diferem quanto a sua patogenicidade e o tropismo pelo hospedeiro

(DESIKAN; NARAYANAN, 2015).

1.2 Patogénese da tuberculose

Um dos processos-chave associados ao estabelecimento do Mtb em um hospedeiro
esta na capacidade do bacilo de infectar macrofagos alveolares (CARDONA, 2018). No
entanto, para atingir esses sitios de infec¢do com sucesso, o Mtb precisa ser capaz de
ultrapassar a primeira barreira fisica do hospedeiro, composta de células ciliadas da
mucosa da via aérea superior, o que esta diretamente relacionada a quantidade de bacilos
presentes nos aerossois contaminados (ESCOMBE et al., 2007). Além disso, a qualidade
do surfactante produzido pelos pneumocitos pode influenciar diretamente no
estabelecimento da infecgdo, pela capacidade dessas moléculas em destruir a parede

lipofilica micobacteriana (ARCOS et al., 2011; ESCOMBE et al., 2007).

Por estes motivos, o desenvolvimento de infeccao por Mtbh requer intensos periodos
de exposi¢do continua a individuos contaminados com os bacilos (STORLA; YIMER;
BJUNE, 2008). Cenarios de reinfeccdo por Mth, mas sem o desenvolvimento de
manifestagdes clinicas da TB ativa, tém sido relatados como potencializadores na indugao
da doenga a médio prazo, com chances aumentadas a cada nova exposi¢ao adicional

(ACKLEY et al., 2019; ACUNA-VILLAORDUNA et al., 2018).

Uma vez dentro dos alvéolos pulmonares, o Mtb se liga a superficie de macrofagos,
através de receptores de manose (MR), do complemento (CR), de lectina dependente de
Ca?" (MINCLE) em macrofagos, os semelhantes ao NOD/NOD2 em mondcitos, CD18,
CD32 e CDI16 em neutrofilos e DC-SIGN/CD209, CDllc e CD205 em células
dendriticas (DCs), induzindo a fagocitose (NATARAJAN et al., 2020). No interior dos
macrofagos, as micobactérias residem inicialmente nos vacuolos fagossdmicos que, em

seu ciclo normal, geram um ambiente hostil a partir da acidifica¢do via reducdo do pH,
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geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e presenga de enzimas lisossomicas e
outros peptideos toxicos (SMITH, 2003). No entanto, através da secre¢@o de fatores como
EsxH e Ptpa associados ao ESAT-6, as micobactérias reduzem a acidez no fagossomo, e
inibem a sua maturacdo e fusdo com o lisossomo, estabelecendo um nicho propicio a

reproducao bacteriana (CARDONA, 2018; MITCHELL; CHEN; PORTNQY, 2016).

Estudos ja evidenciaram que a presenga do sistema de secrecdo ESX-1 em Mtb esta
relacionada a ruptura do fagossomo, o que representa uma etapa determinante para o
estabelecimento da infeccao (SIMEONE et al., 2012). Com a entrada do Mtb no citosol
da célula hospedeira, o bacilo amplia a sua capacidade de multiplicagcdo, acentuando o
surto de crescimento da populagdo micobacteriana intracelular, o que leva o macrofago
infectado a morte por necrose (SIMEONE et al., 2012). Expostos ao tecido, os bacilos
extracelulares facilitam um novo processo de fagocitose e repetem o mesmo ciclo de
multiplicagdo, até o estabelecimento de uma resposta inflamatoria no local da infecgao

(CARDONA, 2018).

Macrofagos infectados com os bacilos passam a expressar MMP-9 por uma via
dependente de ESX-1 do patogeno (SALGAME, 2011). Estudos exploratérios em
infec¢des por TB pulmonar, indicam que a expressao positiva de MMP-9 est4 associada
ao recrutamento de macrofagos e mondcitos (SALGAME, 2011; TAYLOR et al., 2006).
Além disso, essas células infectadas passam a liberar quimiocinas e citocinas pro-
inflamatoérias, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF), IL-1p e IFN-y, que atraem outros
conjuntos celulares, tais como neutrofilos, células natural killers (NK) e células T yo, que
promovem inflamagdo e remodelacao ou fibrose tecidual (EHLERS; SCHAIBLE, 2013;
VAN CREVEL; OTTENHOFF; VAN DER MEER, 2002; VON STEBUT, 2017). Esse
recrutamento continuo de células inflamatérias para os sitios de infecg¢do, potencializa
ainda mais a inflamagao local, com consequente lesdao do tecido, formando uma estrutura

conhecida como granuloma tuberculoso (VON STEBUT, 2017).

Em conjunto a esses eventos locais, DCs e macréfagos infectados por Mtb migram
para os linfonodos, apresentando peptideos processados do Mtb aos linfocitos T que, por
sua vez, sdo ativados e se acumulam gradativamente no sitio de infec¢do (BATISTA et
al., 2020). A presenca de cé¢lulas T ativadas atua ampliando a capacidade de macrofagos
em destruir as micobactérias intracelulares, ¢ modulam a organiza¢do estrutural do
granuloma a partir da liberacdo de mais fatores inflamatorios (EHLERS; SCHAIBLE,

2013). A partir dai, o arcabouco do granuloma passa a ser organizado com macréfagos
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infectados no centro, circundados por linfécitos T e B (BATISTA et al., 2020). Além
disso, outros conjuntos celulares povoam a estrutura dindmica do granuloma, como

células NK, fibroblastos e outras células que secretam componentes da matriz extracelular

(Figura 1) (RAMAKRISHNAN, 2012).

Figura 1 — Estrutura e constituintes celulares do granuloma tuberculoso
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Fonte: Ramakrishnan, 2012.

Os macrofagos presentes neste ciclo de resposta imune podem sofrer mudangas, como
fusdo em células gigantes multinucleadas/Langhans ou células espumosas ricas em
lipideos, mas funcdes associadas a essas mudancas ainda sdo pouco compreendidas
(HELMING; GORDON, 2008). Dentro de semanas, com o recrutamento continuo de
células inflamatdrias, o tubérculo tende a expandir-se. A partir dai, os bacilos diminuem
sua taxa de crescimento e se restringem ao centro da estrutura do granuloma. Apds este
processo infeccioso, o paciente entra na LTBI (latent TB infection) com auséncia de
manifestagdes clinicas (BATISTA et al, 2020, ESTERHUYSE; LINHART;
KAUFMANN, 2012).

A presenca de mecanismos imunes inatos, como producdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) e liberacdo de enzimas lisossdomicas que danificam o tecido local, além
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da necrose de macrofagos infectados, inicia a formagao de um centro caseoso (BATISTA
et al., 2020). De 5 a 10% dos casos de infec¢@o por Mtb, em condigdes de fraca contencao
dos bacilos em detrimento a uma baixa na resposta imune, essa manifestagcdo pode
progredir gerando liquefacao e ruptura da estrutura do tubérculo pelo processo mecanico
da respiracdo, o que libera os bacilos aprisionados no centro caseoso do granuloma para
ocupar outros sitios dentro dos pulmodes (ESTERHUYSE; LINHART; KAUFMANN,
2012; SUAREZ et al., 2019). Além disso, DCs infectadas por Mth podem desempenhar
um importante papel no estabelecimento da TB por sua capacidade migratoria
especializada, contribuindo para a disseminacdo do Mtbh para diferentes sitios no
organismo (LIPSCOMB; MASTEN, 2002). No entanto, essa discussao sobre a interagao

Mtb-DC permanece pouco explorada.

Ap6s anos de laténcia ou dorméncia, os bacilos podem ser reativados e os individuos
baciliferos passam a desenvolver a TB ativa com potencial disseminagdo pelas vias aéreas

(DHEDA; BARRY; MAARTENS, 2016; YOSHIMURA et al., 2021).

1.3 Epidemiologia da tuberculose

A partir de 2015, a TB passou a ser considerada a principal causa de morte por um
unico agente infeccioso, ano em que ultrapassou a infec¢ao pelo HIV (WHO, 2015a). A
OMS estima que um quarto da populacdo mundial estd infectada com o Mtb, o que
equivale a aproximadamente dois bilhdes de pessoas, com a maior parte dos casos
concentrados em paises da Asia, Africa e América do Sul (Figura 2) (WHO, 2021a, 2022).
As principais determinantes para a elevada incidéncia nestas regides, sdo as condi¢des
sanitarias, ambientais, politicas e socioecondmicas, com influéncia direta em todos os
estdgios da patogénese da doenca, risco de exposicdo, progressdo, diagndstico e

tratamento da TB (HARGREAVES et al., 2011).
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Figura 2 — Taxas estimadas de incidéncia de tuberculose, 2021
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Em 2020, com o inicio da pandemia de COVID-19, 1,3 milhdo de mortes por TB
foram relatadas frente a mais de 3,8 milhdes de mortes associadas a infecgdes pelo SARS-
COV-2 (FORCHETTE; SEBASTIAN; LIU, 2021; WHO, 2021b). No entanto, segundo a
OMS, esses valores ndo representam a realidade de mortes pela TB, visto que a pandemia
da COVID-19 impactou negativamente o numero global de diagndsticos de pessoas
recém-infectadas pelo Mtb e dificultou o acesso ao tratamento da TB, resultando em um

aumento de casos e mortes subnotificadas (WHO, 2021a).

Apesar dos inimeros investimentos em pesquisa de candidatos vacinais e a instalagao
de medidas preventivas para TB, os resultados ndo chegam a ser tdo expressivos quando
o assunto ¢ reduzir a transmissao mundial da tuberculose (AAGAARD et al., 2011;

SUBBARAO, 2021; ZHU et al., 2018).

Com o avanco da pandemia de COVID-19, novas preocupacdes com o numero de
infectados e mortos por TB aumentaram, ja4 que pacientes com doengas pulmonares
podem evoluir para quadros mais criticos, caso contraiam outra doenga respiratoria aguda
(WHO, 2021b). Embora ainda limitados, estudos j& evidenciaram uma maior
probabilidade de morte em individuos coinfectados com SARS-COV-2 e Mth (DAVIES,
2020).

Em 1994, com o desenvolvimento das estratégias DOTS (“Directly Observed
Treatment, Short-course) e Stop TB (2006 — 2015), a OMS estabeleceu os parametros
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basicos para fornecer diagnostico e tratamento da TB com melhor qualidade,
principalmente em paises pobres (MAHER; MIKULENCAK, 1999; WHO, 2006). Entre
2000 e 2014, a OMS estimou que mais de 43 milhdes de vidas foram salvas em todo o
mundo, como resultado de esfor¢os combinados de promogdo a saude e intervengdes
sociais, atingindo a meta dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio para reverter a
epidemia de TB (WHO, 2015b). Em 2015, a OMS publicou o documento “The End TB
Strategy” sobre a estratégia de implementagdo de medidas para o fim da TB no mundo,
incluindo metas e indicadores de alto nivel. Dentre eles, destacam-se a reducao de TB
para menos de 10 casos por 100.000 habitantes ao ano, o que representa uma reducao de
90%; e a diminui¢do absoluta de mortes por TB em 95% em comparagdo com 2015,

visando o fim da epidemia até 2035 (Figura 3) (WHO, 2015b).

Figura 3 — Declinio desejado nas taxas globais de incidéncia de tuberculose até 2035
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A estratégia fornecida pela OMS baseia-se em trés pilares que abrangem as funcdes
essenciais de cuidado e prevengdo a saude — sendo eles o setor social, a sociedade civil e
as comunidades — bem como planos estratégicos governamentais e a intensificagdo da
pesquisa e inovacao (WHO, 2015b, 2015¢). Em conjunto, regimes mais curtos e melhores
para tratar doencas infecciosas e alto investimento no desenvolvimento e aplicacdo de

uma vacina pré e pos-exposi¢ao (WHO, 2015¢).
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A transmissdo de TB ocorre quando pessoas infectadas expelem o Mtb pelo ar (por
tosse, fala, canto e espirro), tornando possivel o contato desses bacilos com individuos
sadios (WHO, 2021b). A doenga pode afetar diversos sitios, com predominancia de
manifestagdes pulmonares em individuos imunocompetentes e imunocomprometidos
(LYON; ROSSMAN, 2017; WHO, 2021b). Além dos pulmdes, a TB pode afetar os
linfonodos, peritonio, sistemas genitourinario € nervoso, regides musculoesqueléticas,

dentre outros, principalmente nos imunocomprometidos (GAMBHIR et al., 2017).

As manifestagdes clinicas mais comuns observadas em individuos com TB pulmonar
incluem tosse persistente (> 3 semanas), febre intermitente, sudorese noturna, dores
articulares, fraqueza e, em casos mais graves, hemoptise, emagrecimento, hemorragias e
morte (DHEDA; BARRY; MAARTENS, 2016; YOSHIMURA et al., 2021). No entanto,
os sintomas variam com a progressao da doenga e podem estar relacionados a outras
causas, como tabagismo, alcoolismo, estresse e outras condi¢des (LANGE et al., 2019;

LYON; ROSSMAN, 2017).

A TB também pode se apresentar de forma latente, caracterizada pela presenga de
resposta imune aos antigenos das micobactérias, mas sem qualquer evidéncia clinica
associada a doengca (WHO, 2015c). Acreditava-se que a maioria dos individuos com LTBI
ndo transmitia a doenga, no entanto, estudos recentes t€ém demonstrado o potencial
contaminante de individuos com TB latente, além destes mesmos individuos poderem
desenvolver TB ativa e se tornarem novamente infecciosos (DINKELE et al., 2021;

WHO, 2015a).

A TB ¢ uma doenca tratavel com cerca de 85% de sucesso frente a correta execucao
da terapia medicamentosa (WHO, 2015a). Politicas de a¢des voltadas as abordagens
multissetoriais a fim de diminuir a pobreza, desnutricao, infecgdes por HIV, tabagismo e
diabetes, podem influenciar diretamente o nimero de pessoas que adquirem a infecc¢ao

pelo Mtb, desenvolvem a doenga e, eventualmente, morrem (WHO, 2021a).

No entanto, um dos grandes desafios em relagdo ao controle da epidemia de TB, esta
associado a presenca das formas resistentes de Mtb (NATARAJAN et al., 2020; WHO,
2021a). Neste contexto, destacam-se a TB multidroga-resistente (MDR-TB), a
extensivamente resistente a medicamentos (XDR-TB) e a totalmente resistente a
medicamentos (TDR-TB), com a presenga de cepas insensiveis a uma grande variedade
de antibioticos, principalmente isoniazida e rifampicina (NATARAJAN et al., 2020;
WHO, 2021a). Desde 2018, segundo a OMS, os numeros de MDR-TB confirmados se
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mantém acima de 150.000 casos novos entre pacientes com TB ativa (WHO 2021a). No
entanto, estima-se que apenas 50%, 61% e 71% dos pacientes infectados por Mtb foram
devidamente testados para as formas resistentes nos anos de 2018, 2019 e 2020,
respectivamente. Destes, menos de 20% tém algum acesso ao tratamento correto (CDC,
2015). Outras estratégias a fim de conscientizar e estimular a adesio ao tratamento da TB,
incluem (i) descentralizacdo da assisténcia em locais de grande populacao rural e alta taxa
de co-infeccdo pelo HIV, (ii) especializagdio de médicos/clinicos para o melhor
direcionamento do diagndstico e continuo tratamento de MDR-TB em éreas de conflito
social, (ii1) assisténcia direcionada a individuos privados de liberdade em constante
exposi¢do a TB e suas formas resistentes, (iv) uso de soffwares para comunicacio entre
os profissionais de satde, especialistas em TB e a populagdo desassistida e (v) prote¢ao
financeira aos doentes e grupo de apoio psicossocial (BRUST et al., 2012;
D’AMBROSIO et al., 2015; KESHAVIJEE et al., 2008; QUELAPIO et al., 2010; SRIPAD
et al., 2014).

1.4 Bacilo Calmette-Guérin (BCG)

1.4.1 Historico da BCG

As pesquisas em busca de candidatos vacinais antituberculose que culminaram no
desenvolvimento da BCG sdo datadas de meados de 1900, na Franga, com os trabalhos
pioneiros de Leon Charles Albert Calmette e Jean-Marie Camille Guérin, a partir de
cultivos de uma cepa virulenta e selvagem de Mycobacterium bovis (CALMETTE;
GUERIN, 1908; LUCA; MIHAESCU, 2013). Por ser filogeneticamente proéximo ao Mtbh
(> 90% de homologia), foi possivel observar que, progressivamente, o BCG foi capaz de
induzir resposta imune protetiva contra a TB, mas ainda ¢ desconhecida a real influéncia

das diferengas entre essas duas espécies na deriva¢do de uma vacina atenuada para a TB

(BEHR, 2002b).

Entre 1908 e 1921, esta cepa de M. bovis foi cultivada em meio contendo fatias
de batata embebidas em bile de carne bovina glicerinado, um composto que conduzia a
uma atenuacao ou diminuicao na viruléncia do bacilo, ao longo de um periodo de 13 anos
(LUCA; MIHAESCU, 2013). Cerca de 231 passagens foram necessarias para obtencao

de uma cepa que ndo induzia a TB progressiva quando injetada em cobaias (LUCA;
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MIHAESCU, 2013; YAMAZAKI-NAKASHIMADA et al., 2020). Em 1921, os ensaios
de imunizag¢do com a vacina BCG comegaram na Europa, apoiados por estudos clinicos
na Noruega, Bélgica e Franga (FATIMA et al., 2020). J& em meados de 1924, pela sua
eficacia, melhor custo de producdo e termoestabilidade, a cepa Pasteur original foi
propagada, sendo aceita na sociedade e distribuida pelo mundo em mais de 180 paises
(SINGH; NETEA; BISHAI, 2021). Sob diferentes regimes de cultivo, houve uma
diversificacdo desta cepa de BCG em sub-cepas geneticamente distintas, com efetividade
imunogénica altamente varidvel (ABDALLAH; BEHR, 2017; SINGH; NETEA;
BISHALI 2021). Com o crescente aumento das taxas de TB durante a Segunda Guerra
Mundial, varios o6rgaos internacionais de saide passaram a recomendar a vacinacdo da

populacao com BCG (FATIMA et al., 2020) (Figura 5).

A BCG ¢ a tnica vacina licenciada contra a TB até o momento, com prote¢ao
relatada principalmente contra TB disseminada grave/miliar e meningite tuberculosa em
criancas (ABEBE, 2012). No Brasil, a cepa Moreau da vacina BCG chegou pelas maos
do médico uruguaio Julio Elvio Moreau (WHO, 2012). Em 2012, a vacina BCG Moreau
foi aprovada pela OMS como uma das cepas de referéncia mundial, junto a
Dinamarquesa, a Japao e a Russia (WHO, 2012, 2013). A sua eficacia contra a TB
pulmonar em adolescentes e adultos varia de 0 a 80%, especialmente quando comparada
em diferentes populagdes e grupos de individuos (ABEBE, 2012). Estudos clinicos ja
relataram uma diminui¢do da mortalidade frente a outras patologias, como sepse neonatal,
infec¢des do trato respiratorio por outros agentes etiologicos, meningite meningococica,
gripe, pneumonia, leishmaniose e maldria, além de doengas autoimunes, leucemia,
alergias e diabetes infantil, o que sugere, para a vacina BCG, um mecanismo protetor
heterologo ou agnostico (YAMAZAKI-NAKASHIMADA et al., 2020). No entanto, os

mecanismos de protecdo imunoldgica ainda ndo sdo completamente elucidados.

Em 1948, a OMS e o Fundo das Nag¢des Unidas para a Infancia (UNICEF), a partir
de resultados favoraveis em testes com a vacina BCG, orientaram a realizagdo de
campanhas de vacinagdo em todo o mundo, promovendo a imunizagdo de 1,5 bilhdo de
pessoas até 1974 (WHO, 2007). Em 1975, a vacina BCG foi incorporada ao Programa
Ampliado de Vacinagdo da OMS (WHO, 2007).
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1.4.2 Genealogia das cepas de BCG

A reprodugdo fiel dos caminhos que levaram a atenuagdo da cepa de M. bovis
parental ¢ a geragdo das cepas de BCG atuais tornou-se impossivel, pela perda da cepa
Pasteur original durante a Primeira Guerra Mundial (KRYSZTOPA-GRZYBOWSKA;
LUTYNSKA, 2016). No entanto, a partir da utilizagio das técnicas de gendomica
comparativa, incluindo hibridizagdo subtrativa, cromossomos artificiais bacterianos e
microarranjo de DNA, além das anélises de transcriptoma, algumas relagdes filogenéticas
entre as cepas de BCG e as cepas virulentas de M. bovis e Mtb foram possiveis de se
estabelecer (Figura 5) (BEHR, 2002c; BEHR et al., 1999; BROSCH et al., 2007a;
GORDON et al., 1999; KELLER; BOTTGER; SANDER, 2008; MAHAIRAS et al.,
1996).

Cerca de 50 representantes do BCG sdo reconhecidos atualmente, sendo divididos
em “estirpes precoces”, obtidas até 1927, e “estirpes tardias”, obtidas entre 1927 e 1961
(KRYSZTOPA-GRZYBOWSKA; LUTYNSKA, 2016). Diversos desses estudos
genomicos tém demonstrado delecdes, insercdes, duplicacdes e polimorfismos de
nucleotideo tnico, que diferenciam as cepas quanto ao seu potencial de imunogenicidade
(BROSCH et al., 2007a; CHARLET et al., 2005). Um total de 129 genes encontram-se
ausentes nas cepas do BCG, em compara¢io ao genoma de Mtb (BENEVOLO-DE-
ANDRADE et al., 2005). Dentre os principais fatores de atenuagdo da viruléncia, esta a
perda do locus RD1 composto por nove genes, sendo eles codificantes das proteinas
Rv3871, PE35, PPE68, ESAT-6, CFP-10, Rv3876, Rv3877, Rv3878 e Rv3879c presentes
em M. bovis virulento, mas ausentes em todas as cepas do BCG (LANGE et al., 2022;
MAHAIRAS et al., 1996). Embora a dele¢do de RD1 seja o principal fator que levou a
perda de viruléncia da vacina BCG, estudos sugerem que outras modificagdes possam ter
ocorrido para a completa atenuacdo da cepa de M. bovis que originou esta vacina, visto
que a complementacdo do BCG com RDI, ndo restaura totalmente a viruléncia para o
tipo selvagem (ABDALLAH et al., 2015; KOZAK et al., 2011; PYM et al., 2002). Outro
exemplo na atenuagdo pode referir-se a auséncia de RD3 em todas as cepas do BCG
(MAHAIRAS et al., 1996). No entanto, por ndo ser encontrada em varios isolados de M.
bovis e Mtb, o papel real da perda de RD3 na atenuagdo e geracdo da vacina BCG ainda

permanece uma incognita (MAHAIRAS et al., 1996).

Embora tenha sofrido varias delecdes em relagdo a cepa parental, o genoma de

algumas cepas do BCG pode apresentar tamanhos maiores do que de M. bovis selvagem,
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como resultado dos polimorfismos apresentados, como as duplicacdes DUI e DU2 em
tandem independentes (BROSCH et al., 2007). Ainda segundo Brosch e colaboradores
(2007), as copias de DUI sdo idénticas, e encontram-se apenas em BCG Pasteur,
incluindo a origem de replicacdo oriC. Diferentemente, DU2 ocorre em quatro formas
distintas (grupos I, II, III e IV), e esta presente em todas as cepas do BCG (Figura 5).
Neste tipo de duplicagdo DU2, os genes Rv3300c, codificante da pseudouridina-sintetase
phoY1, associada ao sistema de transporte de fosfato, e glpD2, que codifica a enzima

glicerol-3-fosfato desidrogenase, sdo compartilhados (BROSCH et al., 2007).

Figura 4 — Genealogia refinada das vacinas BCG
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Algumas delecdes em outras regides do genoma ocorrem em determinados
grupos, como ¢ o caso da auséncia de RD2 em estirpes tardias, N-RD18 em estirpes do
grupo 1V, RD14 a BCG Pasteur, RD15 a BCG Frappier, e RD16 a BCG Moreau
(KRYSZTOPA-GRZYBOWSKA; LUTYNSKA, 2016).

O grupo das estirpes precoces, constituido pelos BCGs Russia, Moreau, Japao,
Suécia e Birkhaug, apresentam em comum a regido RD2 intacta, com diferencas quanto
a delecao de genes, como Rv3698, na BCG Russia, e Rv3405¢, na BCG Japao
(ABDALLAH et al., 2015). A presenca de RD2 no BCG indica que essas cepas estdo
mais intimamente relacionadas a cepa BCG Pasteur original, visto que a presenga de
fatores associados a RD2, como Mpt-64, encontram-se conservadas nas cepas virulentas
de M. bovis e Mtb, e encontram-se ausentes nas cepas tardias (MAHAIRAS et al., 1996).
Além disso, estudos utilizando técnicas de RFLP, demonstraram que o I1S6110, um
elemento transponivel altamente conservado dentro do MTBC, apresenta-se em duas
copias nas cepas precoces, € apenas uma copia nas demais cepas do BCG, reforcando a
maior proximidade filogenética daquelas cepas ao M. bovis selvagem (BEHR, 2002c;

MCEVOQY et al., 2007).

Analises in silico utilizando banco de dados genéticos, demonstraram a exclusao de
diversos epitopos direcionados as células T e B, como resultado da dele¢dao de regides
génicas associadas a viruléncia, como a RDI1 (RITZ et al., 2012). Alguns epitopos
associados a RD2 foram mantidos nas cepas Moreau, Russia, Japao e Suécia, o que sugere
que essas cepas do BCG contém um maior nimero de antigenos reconhecidos pelo
sistema imunolégico (ZHANG et al., 2013). Mesmo com essas perdas importantes, uma
imunizagdo associada a inducdo de células T CD4" polifuncionais, € uma maior secre¢do
de citocinas do tipo Th1 em recém-nascidos vacinados com diferentes cepas de BCG foi

relatada (RITZ et al., 2012).

1.5 Resposta imune frente a vacina BCG

A infec¢do por Mth ocorre principalmente por meio das vias respiratorias,
permitindo que células mieloides residentes na mucosa do pulmao, como macrofagos
alveolares, DCs e mondcitos, desencadeiem as primeiras respostas imunes inatas em
contato com o bacilo (BARBER-MAYER; BARBER, 2015). Diferente disso, a vacina

BCG, comumente administrada por via intradérmica, expde os bacilos a neutrofilos,
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macrofagos, células de Langerhans e DCs residentes na pele (COVIAN et al., 2019). Essa
diferenga entre os sitios de infec¢do natural e de administragdo da vacina tem sido alvo
de diversas discussdes no meio cientifico. Segundo alguns estudos, o uso majoritario de
vias parenterais para aplica¢do da vacina BCG ¢ justificado pela rapida apresentagcdo do
teste cutdneo tuberculinico (TST — tuberculin skin test) positivo para o PPD
(ARTENSTEIN, 2010). No entanto, pesquisas ja demonstraram que a conversao ao TST
positivo ndo demonstra necessariamente relevancia protetiva direta, e nao deve ser

considerado como um parametro na poténcia da vacina BCG (HO et al., 2010).

A discussao do papel da vacina BCG frente a infecgdes por Mrb vai muito além
da compreensdo das diferencas existentes entre as vias de administra¢do da vacina, visto
que os mecanismos imunes induzidos atuam modulando a interacdo do bacilo com o

organismo, e o proprio desenvolvimento da doenga (COVIAN et al., 2019).

Um cendrio de exposicao ao Mtb pode resultar em trés desfechos: (i) a grande
maioria (> 90% dos infectados) progride para LTBI em razdo da resposta imune
adaptativa que, embora seja protetora, restringe a infec¢ao a sitios contidos no granuloma,
sem elimina-la (BHATT; SALGAME, 2007). Nestes casos, individuos com LTBI podem,
eventualmente, desenvolver TB ativa sob condi¢des de imunossupressdo; (ii) uma
minoria (5 a 10% dos infectados) desenvolvem diretamente a TB primadria, condi¢do
ocasionada principalmente por falhas na resposta de controle da reproducao
micobacteriana (BHATT; SALGAME, 2007). Estes individuos possuem alto potencial de
contaminagao, pela auséncia ou enfraquecimento de mecanismos imunes de contengao;
(ii1) em casos mais raros, individuos que, independentemente da resposta imune
adaptativa, permanecem nao infectados, provavelmente pela rapida contengao do Mitb
induzida por uma resposta imune inata efetiva (BHATT; SALGAME, 2007; MOLIVA;
TURNER; TORRELLES, 2017). Em todos os casos, os desfechos associam-se as vias de
modulac¢do da resposta imunologica frente ao Mth, o que torna o estudo dessas vias
essencial para o combate a TB. No entanto, os correlatos de protecdo relacionados a
resposta imune protetiva frente as infecgdes pelo Mtb, e a propria vacina BCG, ainda ndo
sao completamente compreendidos (MOLIVA; TURNER; TORRELLES, 2017). Isso se
deve, principalmente, pela dificuldade de condugdo de experimentos em seres humanos,
devido a elevada influéncia dos proprios fatores microbioldgicos, sociais e geograficos
na eficécia da vacina BCG (AHMED et al., 2021). Contudo, diversos estudos realizados

em animais e humanos sugerem que a vacinacdo com BCG induz a ativagao heterdloga
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de respostas imunes de linfécitos proximos, ou bystander, com descricdo de protegdo
cruzada entre patdgenos bacterianos, e de outras classes de microrganismos nao
relacionados (KAUFMANN et al., 2018; MOORLAG et al., 2020). Além disso,
evidéncias demonstraram que a vacina BCG foi capaz de sensibilizar células imunes
inatas, induzindo uma imunidade treinada, provavelmente mediada através de

reprogramacao epigenética (KAUFMANN et al., 2018; MOORLAG et al., 2020).

1.5.1 Imunidade Inata

Ap0s ser inoculado na pele, o BCG ¢ reconhecido pelas células imunes teciduais,
uma vez ja chamadas de histiocitos, por intermédio de diferentes Receptores de
Reconhecimento de Padrao (PRRs), que interagem com os Padrdes Moleculares
Associados ao Patogeno (PAMPs) dos bacilos, que sdo estruturas altamente conservadas
em microrganismos, tais como fosfatidilinositol manosideo, lipoarabinomanana,
fitiocerol dimicocerosado, dimicolato de trealose, peptideoglicano, arabinogalactana e
acidos micoélicos (DOCKRELL; SMITH, 2017). Isto pode se dar de forma direta pela
c€lula, por PRRs acoplados a membrana ou presentes no citoplasma, ou indireta, por
PRRs extracelulares soluveis, permitindo seu reconhecimento por outros receptores
inatos (MOLIVA; TURNER; TORRELLES, 2017; SENDIDE et al., 2005). Os principais
PRRs expressos pelas células imunes que reconhecem e se ligam aos PAMPs
micobacterianos sao MINCLE, MR, FcyRII/CD32, FcyRI/CD16, DC-SIGN/CD209,
CDl11b, CDl1c, CD205, CD18, CR3, CR4; receptores semelhantes ao NOD/NOD2
(NLR), e receptores semelhantes a 7o/l (Toll-like/TLRs), tais como TLR2, TLR4 ¢ TLR9
(MOLIVA; TURNER; TORRELLES, 2017; SENDIDE et al., 2005).

A ligag¢do aos TLRs inicia um padrdo de sinalizagdo intracelular que culmina na
ativagdo de NF-kB, e na indug¢do de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias
(ADEREM; ULEVITCH, 2000). Estudos j& relataram forte correlacdo entre células
infectadas com o BCG e a alta expressio de CXCLS8/10, induzidas por NF-kB
(MENDEZ-SAMPERIO; PEREZ; RIVERA, 2009; SAMPERIO; TREJO; MIRANDA,
2004). O CXCL10, e outras quimiocinas da familia CXC, atuam principalmente no
recrutamento de células imunes, tais como células T ativadas, monocitos e células NK,
frente a processos infecciosos e inflamatdrios, possibilitando uma intensa resposta local
na presenca da vacina BCG (SUSEK et al., 2018). Além disso, os TLRs sdo conhecidos

como componentes-chave na ativagdo da imunidade adaptativa frente a patdgenos
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bacterianos, possuindo, inclusive, implicagdo direta na eficicia de vacinas BCG
recombinantes (HELDWEIN et al., 2003; SAMEER; NISSAR, 2021). Além disso, NLRs
(neutrophil-lymphocyte count ration), como o NOD2 em monocitos, e receptores da
familia das lectinas, como DC-SIGN/CD209 e Dectina-1 em DCs e macrofagos, atuam
como pecas fundamentais na ativagdo de uma resposta imune inata robusta frente a
antigenos micobacterianos (AHMED et al., 2021, COVIAN et al, 2019;
KLEINNIJENHUIS et al., 2012).

1.5.2 Imunidade Adaptativa

A resposta imune adaptativa ¢ uma parte crucial do sistema imune que fornece
protecao especifica contra patogenos (KAUFMANN, 2013). O desenvolvimento desta
resposta inicia-se durante a apresentagao dos peptideos micobacterianos via APCs, para
as células T imaturas, localizadas nos tecidos linféides secundarios ou no bago
(KAUFMANN, 2013). Esse processo de apresentacdo antigénica ¢ a chave para a
ativacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+, com subsequente producio de IFN-y (COVIAN
et al., 2019; KAUFMANN, 2013). Essa citocina atua potencializando a resposta
antimicobacteriana de macréfagos, além de contribuir com a produgdo de anticorpos pela

ativacdo de células B (COVIAN et al., 2019).

1.5.2.1 Imunidade Celular

A resposta imune celular induzida pela vacina BCG desempenha um papel
fundamental na protecdo contra a TB, visto que esta vacina ¢ conhecida por sua
capacidade de estimular uma resposta imune celular robusta (ANDERSEN;

KAUFMANN, 2014; MOREL et al., 2008).

Um dos principais alvos de ativa¢do da vacina BCG sao os linfocitos T CD4+ que,
ao serem estimulados com os peptideos micobacterianos, se diferenciam em classes
distintas de células auxiliares (linfocitos T helper), sendo elas a Thl, associadas
principalmente a producdo de IFN-y, e a Th17, voltadas a produgado de IL-17 (MOLIVA;
TURNER; TORRELLES, 2017). Por outro lado, IL-4 ja foi identificada a partir da
producdo de células Th2, mas em menor grau (PREZZEMOLO et al., 2014).

Até a 10* semana apds a administragdo do BCG, um efetivo de células T CD4+ e
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T CD8+ especificas para micobactérias, proliferam e encontram-se localizadas no sangue
periférico (HANEKOM, 2005). O mecanismo de resposta imune das células T CD8+
inclui citotoxicidade induzida pela liberagdo de perforinas, granulisinas, e granzimas,
além de secretar citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y (HANEKOM, 2005;
MURPHY; REINER, 2002). No entanto, a relagdo da resposta celular de linfécitos T
citotoxicos (CTLs) parece ndo ser o principal mecanismo de resposta a vacina BCG

(HANEKOM, 2005; MURPHY; REINER, 2002).

ApOs os estagios de infecgdo ativa, as células T CD4+ e CD8+ mudam de feno6tipo,
estabelecendo uma memoria imunologica associada a uma resposta imune mais forte,
robusta e rapida frente a presenca de antigenos bacterianos em uma seguinte infec¢ao
(SILVA et al., 1999). E importante ressaltar que a resposta imune celular frente a vacina
BCG pode variar em termos de magnitude e duragado entre individuos, pois € influenciada
por fatores como idade, estado imunologico, historico de exposi¢ao ao Mtb, dentre outros

(KUMARI; MEENA, 2014).

1.5.2.2 Imunidade Humoral

Embora a resposta imune celular seja considerada a principal forma de protegao
conferida pela vacina BCG, a resposta imune humoral também pode desempenhar um
papel complementar (COVIAN et al., 2019). Ap6s a diferenciacio das células T CD4+,
ocorre uma secrecao aumentada de citocinas que estimulam a proliferacao e diferenciagao
de células B que, dentro de 4 a 8 semanas apos a vacinagdo com BCG, aumentam a
producao de anticorpos da classe IgG, e induzem o estabelecimento de uma resposta de
memoria de longa duracdo (KUMARI; MEENA, 2014; MITCHELL; CHEN;
PORTNOY, 2016; SEBINA et al., 2012). Os anticorpos IgG podem atuar diretamente na
opsonizagdo dos antigenos micobacterianos, facilitando o reconhecimento pelo sistema
imune do hospedeiro, a fagocitose e a ativagdo do sistema complemento (URANGA et
al., 2016). Além disso, linfécitos B podem secretar outras classes de anticorpos, como
IgA, um importante anticorpo de mucosas com resposta direta a patdgenos de vias aéreas,

como o Mtb (HANSEN; BAETEN; DEN DUNNEN, 2019; URANGA et al., 2016).
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1.6 Papel dos monécitos na resposta imune do hospedeiro

Os mondcitos sdo componentes criticos de defesa, e desempenham um papel
importante na resposta imune inata (SAMPATH et al., 2018). Devido a sua natureza
heterogénea, a plasticidade e a capacidade de se diferenciarem em macréofagos ou DCs,
os monocitos permitem o estabelecimento de uma ligacdo entre as respostas imunes inata
e adaptativa (GUILLIAMS et al., 2014). Estudos relacionados a imunologia da vacina
BCG sao infrequentes, pois pouco se sabe sobre a interagdo do BCG com mondcitos
humanos (BUFFEN et al., 2014; KLEINNIJENHUIS et al., 2012). Os poucos estudos
realizados em humanos vacinados com BCG, demonstraram um aumento na expressao
de marcadores de ativagao na superficie de mondcitos, com sucessiva produgao de IL-1
(BUFFEN et al., 2014; KLEINNIJENHUIS et al., 2012). Alem disso, foi verificado um
impacto da vacinacdo com BCG na inducdo de modificagdes de histonas em todo o
genoma de monocitos treinados, com reducdo da carga do virus da febre amarela

(BALBOA et al., 2013).

Os monocitos ja foram descritos como componentes essenciais para a resposta
imune precoce ao Mth, e contribuem para o arcabouco do granuloma recém-formado
(SIMAS et al., 2011a). Portanto, a definicdo de qual populagdo de mondcitos ¢ alvo da
infeccdo micobacteriana ¢ critica (BALBOA et al., 2013). Entretanto, apesar dos
progressos na compreensao das respostas transcricionais € mecanismos de sinaliza¢ao
relacionados a resposta imunologica em infeccdo por Mrb, as interagdes célula-célula
apds infecgdes por micobactérias, principalmente entre as células da linhagem de

mondcitos, permanecem obscuras (SIMAS et al., 2011).

1.7 Apoptose

A apoptose ¢ um mecanismo altamente conservado em muitos organismos, sendo
descrita como um padrdo de morte celular programada com importancia direta na
homeostase fisiologica, tendo em vista a sua contribuicdo na renovagdo celular e no
desenvolvimento embrionario (BERTHELOOT; LATZ; FRANKLIN, 2021; KIST;
VUCIC, 2021). A apoptose também ¢ essencial para o bom funcionamento do sistema
imunoldgico, combatendo infeccdes de patogenos intracelulares que, eventualmente,
possam “esconder-se” das células fagocitarias teciduais, além de remover células com

danos irreparaveis ao DNA (BERTHELOOT; LATZ; FRANKLIN, 2021).
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Eventos bioquimicos em série levando a alteragdes de tamanho e forma celular,
condensagdo da cromatina e outras modificagcdes nucleares, acompanham a cascata de
eventos metabolicos e morfoldgicos que marcam o processo apoptotico (ELMORE,
2007). O resultado final é a geragdo de fragmentos citoplasmaticos, conhecidos como
corpos apoptoticos, que sdo rapidamente fagocitados por células imunes sem qualquer
sinal de inflamagdo tecidual (GRIMSLEY; RAVICHANDRAN, 2003). Esses corpos
apoptdticos sdo reconhecidos pelos fagdcitos por causa da exposi¢do da fosfatidilserina,
um componente membranar encontrado normalmente no espago citosolico, mas que,
durante a apoptose, € exposto ao espago externo da membrana plasmatica (GRIMSLEY;
RAVICHANDRAN, 2003). Assim, os corpos apoptéticos contendo componentes
imunogénicos do bacilo processado pela fagocitose sofrerdo eferocitose pelas DCs,
garantindo a resposta imunologica eficaz a longo prazo via “cross-priming” e
apresentacao cruzada (GRIMSLEY; RAVICHANDRAN, 2003). Este mecanismo eficaz
pode ser induzido pela vacina BCG, proporcionando a ativagao de células T responsaveis

pela memoria imunoldgica (GRIMSLEY; RAVICHANDRAN, 2003).

O processo apoptodtico € executado por meio de uma cadeia de sinalizagao
altamente regulada, através da cooperagdo de moléculas de uma familia de proteases
baseadas em cisteina, conhecidas como caspases (FAN et al., 2005). As caspases sao
divididas em iniciadoras (caspases-8, -2, -9 e -10), as quais estdo associadas a iniciagao
do processo de apoptose, e em efetoras (caspases-3, -6 e -7), envolvidas na execucao da

morte celular (FAN et al., 2005; POETA et al., 2008; TESTA; RICCIONI, 2007).

Duas vias principais responsaveis pela ativagao das caspases sao descritas, sendo
elas a extrinseca e a intrinseca. Essas vias convergem quando se trata de seu resultado
final: a ativacdo das caspases efetoras e a inducao da apoptose, mas que, individualmente,
divergem quando aos mecanismos indutores, baseados em diferentes moléculas
iniciadoras (POETA et al., 2008). Existe ainda uma via adicional, atribuida ao processo
apoptdtico que ¢ dependente de CTLs, e envolve as moléculas perforina e granzima

(CREAGH; CONROY; MARTIN, 2003).

1.7.1 Via extrinseca

A via extrinseca ¢ desencadeada a partir da interagdo de ligantes de morte aos

receptores membranares Fas (CD95), TNFR1 (CD120a) e TRAILR
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(TRAILR1/DR4/CD261 e TRAILR2/DR5/CD262), todos membros da familia do TNF
(CABRINI; NAHMOD; GEFFNER, 2010; LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001).
A ativacdo se da pela expressdo de ligantes pro-apoptéticos, produzidos principalmente
por CTLs e NK, como o FasL (CD95L), TNF e TRAIL (CD253) (WILSON; DIXIT;
ASHKENAZI, 2009). Essa interacdo ligante-receptor recruta proteinas citoplasmaticas
associadas ao Fas contendo o Dominio de Morte (Death Domain — DD), como FADD e
TRADD, que iniciam o recrutamento das caspases, através da formagao de um complexo
indutor de morte celular, conhecido como DISC (Death-inducing signaling complex)
(PETER; KRAMMER, 2003). O DISC consiste em filamentos de receptores com
dominios FADD e o Dominio Efetor de Morte (DED), associados as pro-caspases-8 e -
10, e proteinas celulares inibitorias semelhantes a FLICE (c-FLIP) (SEYREK et al.,
2020). O DD do receptor membranar, interage com o FADD que, por sua vez, interage
com os DEDs das pré-caspases-8/10 e de ¢-FLIP (BEDOUI; HEROLD; STRASSER,
2020). Essas interagdes levam a dimerizagdao do filamento DED, que ativa as pro-
caspases-8/10, induzindo a cascata das caspases de duas formas: diretamente, pela
clivagem da pré-caspase-3; ou indiretamente, induzindo a via intrinseca pela clivagem de

BID, resultando em morte celular por apoptose (DICKENS et al., 2012; FU et al., 2016).

1.7.2 Via intrinseca

A via intrinseca da apoptose, também conhecida como via mitocondrial, ndo ¢
dependente de ligantes extracelulares e receptores de morte, € normalmente ¢ induzida
em decorréncia de lesdes intracelulares, como danos no DNA, hipoxia, privacdo de
fatores de sobrevivéncia, radiagdes, radicais livres, dentre outros (ELMORE, 2007;
YOULE; STRASSER, 2008). Os mecanismos associados a morte ou sobrevivéncia da
célula sdo regulados por proteinas da familia Bcl-2, que compreende mais de uma duzia
de membros relacionados entre si pela presenca dos dominios BH (BH1-4), incluindo os
representantes anti-apoptoticos, como BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 E AlA;
membros pro-apoptéticos das familias BAX/BAKI1, tratados como efetores de morte, e
BH3 (BH3-only), tais como BIM, BID, PUMA, BAD, BIK, NOXA e HRK (CZABOTAR
et al., 2014; FAIRLIE; TRAN; LEE, 2020; YOULE; STRASSER, 2008).
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Figura 5 — Mecanismos moleculares de ativagdo das vias de apoptose.
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Sob condigdes normais, as proteinas efetoras BAX e BAKI encontram-se em
distintos compartimentos celulares (QUARLERI; CEVALLOS; DELPINO, 2021). Por
uma constante translocacdo de BAX ligada a BCL-XL para fora da mitocondria, esta
proteina encontra-se em maior concentragdo no citoplasma sob sua forma inativa,
evitando o acimulo de niveis toxicos nos espacos membranares mitocondriais, € assim
impossibilitando a apoptose (EDLICH et al., 2011; PENA-BLANCO; GARCIA-SAEZ,
2018). Em outro ponto, BAK1 apresenta-se como uma proteina inserida na membrana
mitocondrial externa com regides que, provavelmente, autoinibem partes terminais de
seus dominios, indisponibilizando sitios para dimerizagdo (PENA-BLANCO; GARCIA-
SAEZ, 2018). A condicao de estresse celular induz a transcricao e ativacdo de fatores pro-
apoptoticos da familia BH3 que se ligam ao BAX e BAKI, induzindo deslocamento e
alteragdes conformacionais (FAIRLIE; TRAN; LEE, 2020). Ao serem ativados, BAX e

BAKI1 iniciam um processo de oligomerizagdo proximo ao ponto de ancoragem de
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BAKI1, formando poros na membrana externa da mitocondria, o que resulta na perda do
potencial transmembranar mitocondrial e na liberagdo de citocromo c, um elemento
essencial a cadeia respiratoria (FAIRLIE; TRAN; LEE, 2020; MIKHAILOV et al., 2003;
YOULE; STRASSER, 2008). Uma vez no citoplasma, o citocromo c ativa o fator APAF-
1 e a pro-caspase-9, formando o apoptossoma, um complexo multiproteico que inicia a
cascata das caspases por uma via dependente das caspases-9 e -3 (GALLUZZI et al.,
2012; HILL et al., 2004; SHAKERI; KHEIROLLAHI; DAVOODI, 2017). Os fatores
SMAC e OMI/HTRAZ2, liberados com o citocromo ¢, bloqueiam a atividade de proteinas
inibitorias das caspases, como IAP, facilitando a ativagdo da caspase-9 (VAN LOO et al.,
2002; VERHAGEN et al., 2000). Em conjunto, AIF e a endonuclease G se direcionam ao
nucleo, onde iniciam um processo de fragmentacdo do DNA por uma via independente

da ativagao das caspases (ELMORE, 2007; JOZA et al., 2001).

Figura 6 — Ativagao direta e indireta da via apoptotica intrinseca.
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Outras proteinas da familia BCL-2 possuem papel crucial no controle da apoptose.
Recentemente, Roufayel e colaboradores (2022) descrevem dois modelos de ativacdo de
BAX/BAKI1, sendo a via direta atuando de forma direcionada na ativacdo e

oligomerizagcdo de BAX/BAKI, tendo como principais ativadores os membros de BH3
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(BID, BIM E PUMA). A via indireta ¢ direcionada a inibi¢do das proteinas anti-
apoptoticas, através de interagdes entre os membros pro-apoptoticos BAD, NOXA, BIK
e PUMA, classificados como sensibilizadores, que sequestram os alvos anti-apoptoticos,
com subsequente neutralizagao de sinalizacdo de sobrevida, e consequente ativacido de
BAX/BAKI (Figura 7) (ROUFAYEL et al., 2022). O balanco entre as proteinas pro- e
anti-apoptoticas, e a interagdo entre elas, ¢ o mecanismo-chave associado a inducdo do

processo apoptdtico propriamente dito (KIM et al., 2009a).

1.7.3 A apoptose e a resposta imune

O papel da apoptose na TB tem sido amplamente debatido. Para manter a
homeostase, as células mortas sdo frequentemente limpas dos tecidos pelos fagocitos do
hospedeiro, no qual mondcitos € macrdfagos sdo responsaveis pela neutralizacdo de
ameacas potenciais causadas por detritos ja internalizados (DELOGU et al., 2015;
DIVANGAHI; BEHAR; REMOLD, 2013; FRATAZZI et al., 1999). A apoptose induz a
liberacdo de sinais que recrutam células fagociticas com subsequente promocdo de
depuracao celular, processo este induzido pela externalizacdo da Fosfatidilserina, a partir
de um mecanismo dependente de caspase-3/7 (RAVICHANDRAN, 2010). Além disso, a
partir da liberagdo dos corpos apoptoticos, pelo “cross-priming” e pela apresentacao
cruzada, existe o reconhecimento e a apresentacao antigénica especifica, principalmente
pelas APCs (BERTHELOOT; LATZ; FRANKLIN, 2021). Dependendo do tipo e status
da APC, os antigenos presentes nos corpos apoptoticos podem representar um potente
imunogeno ou estimulo tolerogénico para linfocitos T (BEHAR et al., 2011; BELLONE,
2000).

Por um lado, estudos sustentam que a apoptose ¢ um mecanismo eficaz de defesa
da imunidade inata que o Mtb é capaz de inibir parcialmente (BAR-OZ; MEIR;
BARKAN, 2022). Por outro lado, a apoptose também pode aumentar a indugdo da
resposta imune especifica ao Mtb, de modo que a apoptose excessiva seria prejudicial
para a bactéria (COVIAN et al., 2019). De fato, o padrio apropriado de morte celular é
importante para uma resposta imune inata protetora: a apoptose de mondcitos/macrdofagos
representa uma estratégia critica do hospedeiro para controlar a infec¢do por Mtb e limitar
a doenca (DELOGU et al., 2015; DIVANGAHI; BEHAR; REMOLD, 2013; FRATAZZI
et al., 1999).
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Atualmente, diversos estudos focalizam na identificagdo e na quantificacdo dos
diferentes marcadores de apoptose na célula infectada com a vacina BCG, e desta forma,
buscam inferir a possivel via de morte celular (LAI et al., 2007; SIMAS et al., 2011a).
Para este fim, utilizam-se de técnicas de citometria de fluxo e de biologia molecular, como
a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (polymerase chain reation, qQRT-PCR)

(LATI et al., 2007; SIMAS et al., 2011a).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de seu baixo custo e capacidade de inducdo de respostas imunoldgicas mais
robustas, a vacina BCG tem sido motivo de controvérsia pela elevada varia¢ao dos efeitos,
e a baixa eficicia contra as formas pulmonares da TB, principalmente em adultos
(FAVOROV et al., 2012; KLEYDSON BONFIM ANDRADE, 2015). Desta maneira, a
necessidade de investigar como a vacina BCG ¢ capaz de induzir protecdo, mesmo que

parcial, em prol da redug@o da incidéncia de TB no mundo ¢ inquestionavel.

A indugdo de apoptose de células do hospedeiro aumenta a efetividade vacinal, pois
quanto maior o grau de apoptose, maior o potencial imunogénico e protetor através dos
mecanismos de apresentacdo, estimulagdo e memoria de células T (COSTA, 2016).
Estudos j& demonstraram diferencas quantitativas quanto ao padrao de morte celular em
mondcitos infectados com a vacina BCG Moreau (SIMAS et al., 2011a), bem como
diferencas qualitativas quanto ao nivel de apoptose induzida por diferentes cepas desta
vacina (PONTE et al., 2018a). No entanto, muitos questionamentos referentes a interacao
da vacina BCG com o sistema imune, ¢ a relacio da apoptose nesse processo,
permanecem ainda sem respostas. Portanto, a implementac¢ao de estudos pré-clinicos e
clinicos que tenham como premissa conhecer os caminhos bioquimicos e moleculares ¢
de fundamental importincia para a compreensdo dos mecanismos de resposta
imunologica induzidos pela vacina BCG, a fim de direcionar as pesquisas em busca de

metodologias vacinais mais eficazes.

Além disso, desvendar o mecanismo de protecdo da vacina BCG e onde ocorrem
divergéncias entres as cepas, ¢ um importante passo para uma possivel melhoria dessa
vacina, garantindo uma nova perspectiva nas estratégias de combate e protecao contra a
TB. Portanto, estudos em coortes brasileiras que determinem e comparem a via de morte
celular entre as cepas Pasteur, Dinamarquesa, Russia e Moreau da vacina BCG em um
modelo in vitro com celulas mononucleares humanas, se justificam como premissa de

entendimento dessa vacina secular.

Baseado nisso, o presente estudo foi concebido para tentar compreender o perfil de
marcadores apoptoticos a nivel molecular, bem como os perfis de morte por apoptose e
necrose, além de citocinas pro e anti-inflamatorias induzidas por distintas cepas da vacina
BCQG, sendo estas relacionadas as respostas imunes celulares in vitro em humanos, no
intuito de identificar os mecanismos especificos que podem conferir prote¢do e

influenciar no desenvolvimento de futuras vacinas modificadas. Atualmente, se faz
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necessaria a deteccdo de mais alvos regulatorios da via intrinseca da apoptose, tanto pro-
quanto anti-apoptdtica, uma vez que estudos baseados em analises moleculares de
marcadores apoptdticos ainda ndo sdo totalmente esclarecedores (ANTAS et al., 2019).
Um melhor entendimento dos fatores que atuam na resposta imune contra a TB ajudaria
a identificar os processos pelos quais tal protecdo ¢é alcangada. Além disso, estas analises
podem trazer esclarecimentos e aplicagcdes em investimentos no ramo da vacinologia,

além de contribuir em novas abordagens terapéuticas.

A partir disto, a hipdtese deste trabalho € que as distintas cepas de BCG induzem de
forma diferencial a apoptose, a partir da modulacdo positiva na expressao de marcadores
moleculares indutores da via intrinseca, limitacdo de marcadores inibidores desta via e

aumento na secre¢do de citocinas pro-inflamatorias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar in vitro as cepas Pasteur, Dinamarquesa, Russia e Moreau da vacina

BCG quanto a indug@o de marcadores apoptéticos em adultos sadios.

3.2 Objetivos especificos

Estabelecer um protocolo de RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) em tempo real para
detectar os alvos BAD, BAX, BAK1, NOXA, PUMA, BCL-XL, MCL-1, GAPDH,
18S, B-actina e B-2-microglobulina em células mononucleares humanas estimuladas

com as cepas de BCG Moreau, Dinamarquesa, Pasteur e Russia.

Quantificar in vitro os mRNA dos componentes BAD, BAX, BAK1, NOXA, PUMA,
BCL-XL e MCL-1 da via intrinseca de apoptose em mononucleares humanos, frente

a ensaios de infec¢do com as cepas BCG Pasteur, Dinamarquesa, Russia e Moreau.

Investigar in vitro os niveis de apoptose e necrose em mononucleares humanos, frente

a ensaios de infec¢cdo com as cepas BCG Moreau e Russia.

Determinar in vitro os niveis de IFN-y, IL-1p3, TNF e IL-10 em mononucleares

humanos, frente a ensaios de infec¢do com as cepas BCG Moreau e Russia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Selegido e coleta das
amostras de sangue [Culliva de células T} [P-l]
periférico

Purificacio e ]

cultivo de CMSP Estimulo com brefeldina
por 16h
Infecgdo por i ~
diferentes cepas C On.l role niio
vacinais de BCG Eqtmulado
. R Tl Marcagio com Ensaio de
citocinas por constituintes da Anexina-V e PI " l. (o de fl
nexina-V e citometria de fluxo
Luminex cultura

Adicdo de 1 mL de
TRIzol

Estoque a -70°C

Extracao de
RNA total

Diluigio a
250 ng/ful

Estogue a -70 °C Sintese de cDNA

Diluigdo a

Calculo do AACq e

Ensaio de gPCR
250 ngfulL nsalodeq andlise estatistica

Legenda: CMSP (Célula Mononucleares de Sangue Periférico), Anexina-V (marcador com alta

afinidade pela fosfatidilserina), PI (marcador nuclear fluorescente iodeto de propidio).

Fonte: proprio autor (2023).
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4.2 Populagio de estudo e consideracdes éticas

Trata-se de um estudo descritivo, exploratorio e seccional, de um corte transversal
com uma amostragem de conveniéncia, a partir de ensaios conduzidos com 42 amostras
clinicas de sangue venoso de individuos sadios, maiores de 18 anos, a partir de doagdes
voluntarias e andnimas. Como critérios de inclusao, os individuos nao possuiam qualquer
evidéncia de TB ativa e nenhum histérico de TB no passado, auséncia de qualquer
imunodeficiéncia conhecida (como diabetes mellitus, cancer e outras malignidades), além

de ndo serem usudrios de agentes imunossupressores.

As amostras foram obtidas por venopuncao, respeitando as normas de precaucdes na
manipulagdo e descarte de material bioldgico. Essas amostras foram processadas pelo
Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (SH-HUCFF). Todas as amostras foram testadas
para patologias no referido centro de processamento, de acordo com recomendacdes do
MS. Todos os individuos foram devidamente instruidos quanto ao objetivo da pesquisa,
sigilo de dados pessoais, mediante assinatura de termo de consentimento livre e
esclarecido, no ato da coleta. Qualquer publicacdo realizada ou futura nao apresentara a
identificacao dos individuos envolvidos no estudo. O presente estudo foi aprovado pelos
respectivos comités de ¢ética em pesquisa do HUCFF (UFRJ; protocolo #
357750145.0.0000.5258), e do IOC (FIOCRUZ; protocolo # 357755014.0.00005248).
Todas as etapas de coleta, processamento, transporte, manuseio e divulgacao dos
resultados seguiram os aspectos éticos em pesquisa envolvendo seres humanos descritos

na Resolucao N° 466, de 12 de dezembro de 2012.

Os ensaios de expressdo génica foram realizados no Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceard e os
ensaios de citometria de fluxo e dosagem de citocinas foram realizados na Plataforma

Multiusuarios Institucional do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz-RJ.

4.3 Purificacdo das células mononucleares de sangue periférico (CMSP) humanas

Em cémaras de fluxo laminar e ambiente estéril, as amostras clinicas foram
processadas para a separacdo do anel leucocitario (contendo leucécitos e plaguetas) do
restante dos constituintes sanguineos, realizadas em cabine de seguranca bioldgica do tipo

NB-2. Para este procedimento, cerca de 20 mL da amostra foi transferida para um tubo
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de 50 mL (Falcon, USA) contendo 20 mL de PBS estéril (LGC-Biotecnologia). Em um
outro tubo vazio, 10 mL de Ficoll-Histopaque (Sigma Immunochemicals, USA) foi
adicionado e, posteriormente, a amostra 1:1 acima foi sobreposta, a fim de ndo gerar
mistura de substancias, gerando uma solucdo de 40 mL de amostra + PBS. Em seguida,
o0 tubo foi centrifugado a 400 xg, por 25 minutos a uma temperatura de 25 °C. O anel
leucocitério foi entdo separado do restante da solugdo, com o auxilio de uma pipeta

Pasteur. Por fim, o anel leucocitério foi lavado com PBS a 4 °C, a 350 xg por 10 minutos.

4.4 Cultivo celular das amostras de linhagem celular THP-1

No presente estudo, amostras de linhagem celular da leucemia monocitica aguda
humana (THP-1) adquiridas pelo American Type Culture Collection (ATCC, USA), foram
utilizadas como controles para a padronizacdo dos experimentos de qRT-PCR. Para
manuten¢do da integridade celular, as amostras de THP-1 foram armazenadas em soro
fetal bovino a 10% (SFB - Sigma Immunochemicals, USA) e 10% de Dimetilsufoxido
(DMSO — Thermofisher, USA). Esse tratamento permitiu o posterior congelamento e

armazenamento dessas amostras em nitrogénio liquido.

Para o cultivo celular, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente até
atingir cerca de 70% de sua composi¢ao em estado liquido. Posteriormente, em cabine de
seguranca bioldgica do tipo NB-2, as células de linhagem THP-1 foram transferidas para
um tubo de 15 mL (Falcon, USA) contendo SFB a 10% em uma proporcao de 2:1. Em
seguida, o material foi centrifugado a 350 xg por 10 minutos a 25 °C. Apds a
centrifugacado, as células foram lavadas com meio RPMI-1640 (Sigma Immunochemicals,
USA), até a formagao de um pellet no fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspenso em 10 mL de SFB 10%. As células THP-1 foram entdo transferidas
para uma garrafa de cultura de 50 mL (Cornning, USA), e deixadas em estufa de ambiente

umido a 37 °C, em 5% de CO», até o momento do ensaio de infecgao.

Para posterior determinagdo da concentracdo e viabilidade das culturas, as células
foram adicionadas em microtubos na mesma propor¢ao de 20 uL de Azul de Tripan
(Sigma Immunochemicals, USA), e transferidas para uma camara de Neubauer. As
células viaveis foram determinadas a partir da auséncia de coloragdo na observagdo em
microscopia Optica. Os quatro campos laterais foram contados, o valor resultante foi

dividido por quatro para a determinagdo de média, e o valor final multiplicado por dois
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(fator de dilui¢@o). Por fim, foi incluido o fator de corre¢do da camara de Neubauer a

10*/mL.

4.5 Ensaio de infeccdo de CMSP com as cepas de BCG, e estimulacdo da linhagem

celular THP-1 com brefeldina-A

As cepas da vacina BCG foram adquiridas de fontes ndo comerciais e sem fins
lucrativos tais como cepa Russia (Ambulatorio Souza Araujo — ASA, Brasil), Moreau
RDJ (FAP, Brasil), Pasteur e Dinamarquesa (Fiocruz, Brasil). Cada cepa foi descongelada

e estocada em glicerol a -80 °C, ou reconstituidas em PBS para os ensaios de infec¢ao.

As CMSPs foram semeadas em tubos de polipropileno (Cornning, USA) na
concentragio de 1x10%mL em meio RPMI-1640 com 10% de SFB. As infec¢des
prosseguiram com MOI (multiplicity of infection) 2:1 para cada cepa de BCG em
diferentes tubos para cada amostra. O tempo de infeccao em estufa imida a 37 °C e CO;
a 5% foi estabelecido em 16 horas para os testes de QRT-PCR, e 48 horas para a deteccao

de morte celular e a dosagem de citocinas.

As células da linhagem THP-1, devido a sua alta capacidade proliferativa, foram
separadas em tubos de polipropileno na concentragdo de 4x10°/mL de meio RPMI-1640
com SFB a 10%. O MOI permaneceu em 2:1 no tempo de 16 horas, em estufa imida a
37 °C com CO; a 5%. O MOI ideal e tempo de infeccdo foram estabelecidos a partir dos

estudos de Ponte e colaboradores (2018).

Para o controle positivo, amostras de linhagem THP-1 foram estimuladas com a
brefeldina-A (Hypofarma, Brasil) na concentracdo de 100 uM com o mesmo tempo de

estimulo pré-estabelecido de 16 horas.

ApOs as infecgdes e estimulagdes apenas no tempo de 16 horas, as culturas foram
centrifugadas a 25 °C, 350 xg por 10 minutos. O pellet foi recuperado e ressuspendido
com 1 mL de Trizol™. As amostras seguiram para o congelamento a -70 °C até a

realizagdo dos ensaios de extracdo de RNA.

4.6 Extracio e quantificacio de RNA das amostras

O RNA foi extraido utilizando a técnica combinada de fenol-cloroférmio, baseada

no método de Chomczynski e Sacchi (1987), a partir do uso do reagente TRIzol™. O
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reagente TRIzol™ ¢ uma solu¢do monofésica de fenol, isotiocianato de guanidina e
outros componentes patenteados, que mantém a integridade do RNA ao passo que rompe
a célula e dissolve os componentes celulares (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987,
INVITROGEN, 2020). Seguindo as recomendagdes do fabricante, as amostras de cultura
foram lentamente descongeladas minutos antes do inicio das etapas de extragdo de RNA.
Apds o descongelamento, 200 puL. de cloroféormio foi adicionado para cada 750 uL de
reagente TRIzol™ usado para a lise celular, com propor¢cao TRIzol-amostra estabelecida
em 3:1. A solugdo foi homogeneizada em vortex e incubada por 3 minutos. Apos a
incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 4 °C por 15 minutos a 12.000 xg. Somente
a fase aquosa contendo o pool de RNA celular foi recuperado para um novo tubo.
Posteriormente, 500 uL de isopropanol foi adicionado ao sobrenadante aquoso contendo
RNA, seguido de incubag¢do por 10 minutos a temperatura ambiente. Ao término da
incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 4 °C por 10 minutos a 12.000 xg. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo o RNA formado foi ressuspendido
em 1 mL de etanol 75%. O material ressuspendido foi entdo agitado suavemente, e
centrifugado a 7.500 xg por 5 minutos a 4 °C. A extracdo seguiu com o descarte do
sobrenadante e exposi¢ao do precipitado ao ar livre por 10 minutos para secar. Por fim, o
precipitado foi solubilizado em 30 pL de agua livre de RNase, e incubado a 55 °C por 10

minutos.

ApoOs a extracao, o RNA foi quantificado em Nanodrop®. O RNA entdo seguiu
diretamente para sintese de cDNA, através da reagdo de transcricdo reversa, ou foi

congelado em ultrafreezer a -70 °C para analises posteriores.

4.7 Ensaios de Transcricao Reversa

Apos a extracdo e quantificacdo, as amostras de RNA seguiram para a sintese de
DNA complementar (cDNA) pela reacdo da transcriptase reversa por meio do kit
SuperScript™ [V VILO Master Mix (Invitrogen, EUA), seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante (INVITROGEN, 2016). A concentracdo de RNA utilizada
para a sintese de cDNA foi estabelecida em 1,0 pg, a partir da leitura em Nanodrop®. O
volume de SuperScript™ IV VILO Master Mix foi fixado em 4 pL e o volume de dgua
foi variavel, dependendo da concentracdo de cada amostra de RNA usado como template.

As condicdes de ciclagem para a reagdo iniciaram-se com 25 °C por 10 minutos para a
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etapa de anelamento dos iniciadores, seguido de 50 °C por 10 minutos para a transcri¢ao
reversa do RNA e finalizada com a etapa de inativagdo enzimatica a 85 °C por 5 minutos.
O cDNA recém sintetizado foi quantificado e diluido a 250 ng. Em seguida, a amostra foi

congelada a -20 °C até a sua utilizagao nas reacdes de qRT-PCR em tempo real.

4.8 Preparo dos iniciadores para as reacoes de qRT-PCR em tempo real

4.8.1 Desenho e padronizagdo dos iniciadores

Os iniciadores utilizados nas reagdes de QRT-PCR em tempo real foram desenhados
através do software PrimerQuest™ Tool (Intregrated DNA Technologies, Coralville, 1A,
USA). As sequéncias de cada iniciador desenhado para os alvos, bem como as

caracteristicas dos produtos de amplificagdo (amplicons), estdo descritas na tabela 1.

Cada par de oligonucleotideo foi analisado quanto a sua especificidade ao gene de
interesse. Para isto, os tamanhos dos produtos de amplificagdo gerados a partir das
analises in silico foram comparados, utilizando o software Primer-BLAST (NCBI
BLAST — NIH, USA). Além disso, as concentragdes de uso ideais e a eficiéncia de cada

par de iniciadores foram determinadas.

Figura 7 — Esquema de construcao dos iniciadores para os ensaios de PCR

Desenho dos _’ Analise de eficiéncia ' Reacdo de gRT-PCR
iniciadores dos iniciadores das amostras

Software Teste de
PrimerQuest™ — especificidade in
Tool silico

Teste de
— especificidade in
vitro
|| Andlise da curva
de eficiéncia

Fonte: propria do autor (2023).
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Gene
Sequéncia 5° — 3’ Amplicon (pb) E
N°do GenBank
GAPDH* GGTGTGAACCATGAGAAGTATGA 13 Lol
NM 001357943.2 GAGTCCTTCCACGATACCAAAG
18S* TGTGCCGCTAGAGGTGAAATT 6 |87
XM _047442803.1 TGGCAAATGCTTTCGCTTT
B2M* GCTCCGTGGCCTTAGCTGT
89 1,84
NM_004048.4 ACGTGAGTAAACCTGAATCTTTGGA
ACTB* ATTGCCGACAGGATGCAGAA
150 1,84
NM _001101.5 GCTGATCCACATCTGCTGGAA
BAD GACGAGTTTGTGGACTCCTTTA
123 1,86
NM_032989.3 CAAGTTCCGATCCCACCAG
BAX TTCTGACGGCAACTTCAACT
117 1,84
XM _047439168.1 CAGCCCATGATGGTTCTGAT
BAK1 AGGGGTGGCTGGGTGG
168 1,84
NM_001188.4 TTAAGTCCAGGCAGGGGTCT
NOXA GTGCTACTCAACTCAGGAGATTT
89 1,85
NM 021127.3 AAACTCTTCTGCTCAGGAACC
PUMA TGACCACTGGCATTCATTTGG
124 1,93
NM _001127240.3 CCTCCCTCTTCCGAGATTTCC
Bel-xLL GGTGGTTGACTTTCTCTCCTAC 110 L83
NM_138578.3 TCTCCGATTCAGTCCCTTCT
MCL-1 TGGGTTTGTGGAGTTCTTCCA
75 1,82
NM _182763.3 ACACCTGCAAAAGCCAGCA

Legenda: N° do GenBank — refere-se ao nimero de acesso ao gene armazenado no GenBank
(https://ncbi.nlm.nih.gov/genbank/); Tam. do amp. (pb) — tamanho do produto de amplificagdo em pares de
base; E — Eficiéncia calculada a partir das analises de regressdo linear e valores de slope dos Ct’s de cada
diluicdo. *genes de referéncia (housekeeping genes). Fonte: propria do autor (2023).
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4.8.2 Ensaios de especificidade dos iniciadores
Os produtos de amplificagdo esperados foram inicialmente analisados in silico
com o auxilio do software Primer-BLAST (National Center for Biotechnology

Information - NCBI), a partir das sequéncias de cada iniciador desenhado. Os dados de

cada par de iniciadores encontram-se disponiveis no anexo A.

Figura 8 — Produto de amplificagdo do GAPDH a partir da sequéncia de iniciadores selecionados

>NM 0013579%43.2 Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GRPDH), transcript variant 7, mRNA
122 bp

—
GGGTGTGAACCATGAGAAGTATGACAACAGCCTCAAGATCATCAGCAATGCCTCCTGCA

CCACCAACTGCTTAGCACCCCTGGCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGGTATCGTGGAA
GGACTCATGACCACAGTCCATGCCATCACTGCCACCCAGAAGACTGTGGATGGCCCCTC

Legenda: iniciador forward (em amarelo); iniciador reverse (em verde); sequéncia amplificada
(em cinza), compreendendo ambos os iniciadores, total de 123 pares de base.

Fonte: propria do autor (2023).

Para assegurar a especificidade dos produtos de qRT-PCR em tempo real, uma
analise da temperatura de fusdo através da curva de dissociagdo (melting) foi realizada,
com aumento de 0,5 °C a cada 20 segundos de reagdo, iniciando a 60 °C, e finalizando em
95 °C. Durante cada novo ciclo de temperatura, as fluorescéncias emitidas foram
registradas pelo aparelho ABI 7500 Fast (Applied Biosystem, Waltham, MA, USA) de

modo a observar um pico unico para cada sequéncia analisada.

4.8.3 Analise de eficiéncia dos iniciadores e determinagdo da concentragdo de uso

A eficiéncia de cada par de iniciadores foi definida utilizando como base Pfaffl e
colaboradores (2002), cuja avaliacdo leva em consideracdo a cinética, reprodutibilidade
e exatiddo dos iniciadores (PFAFFL, 2002). Para isto, amostras de cDNA sintetizadas a
partir de um pool/ de mRNA de controle positivo THP-1 estimulado com brefeldina-A em

diferentes dilui¢des foram utilizadas: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, partindo de 1 pg/uL
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da amostra. A analise foi feita em triplicata para cada diluicdo. Ao término das reagdes de
qRT-PCR em tempo real, a média dos valores de Ct das replicatas de cada dilui¢do foi
calculada, e um grafico de eficiéncia com base no valor logaritmico das dilui¢des testadas
em relagdo as médias de Cts calculadas para cada alvo foi construido. O valor da

inclinagdo da reta foi determinado a partir do calculo de eficiéncia E:
E = (10—1/slope)

Resultados de E entre 1,8 e 2,2 foram considerados validos. De acordo com Pfaffl
(2001), resultados dentro desse intervalo significam cinética de amplificacdo com
reprodutibilidade e exatiddo aceitaveis para a determinagao de eficiéncia dos iniciadores.
Para a determinagdo da concentracdo de uso, amostras de cDNA sintetizadas a partir das
amostras de controle positivo THP-1 estimulado com brefeldina-A foram utilizadas. Para
cada par de iniciadores, as concentragdes de 200 nM, 400 nM e 500 nM foram testadas.
Apo6s a reagdo de qRT-PCR em tempo real, os valores de Ct de cada par de iniciadores
nas diferentes concentragdes foram comparados, sendo selecionada a concentracao de

400 nM por apresentar menos variagdes entre as réplicas testadas.

4.9 Analise de estabilidade dos genes de referéncia (housekeeping genes)

Os genes de referéncia foram selecionados a partir de dados da literatura em

estudos com CMSP. Os iniciadores foram sintetizados de acordo com o item 4.8.

Para a determinagao da estabilidade dos genes de referéncia, ensaios de qRT-PCR
em tempo real a partir de amostras de ¢cDNA de células THP-1 estimuladas com
brefeldina-A foram realizados, bem como CMSP infectadas com as quatro cepas de BCG
do estudo. As ferramentas RefFinder e GeNorm, disponiveis online

(http://www.heartcure.com.au/reffinder/?type=reference#) foram utilizadas para a analise

da estabilidade de expressdo dos genes endodgenos selecionados. O RefFinder ¢ uma
ferramenta que integra programas computacionais (GeNorm, NormFinder, BestKeeper,
entre outros) com o intuito de avaliar a estabilidade e confiabilidade de genes de
referéncia. Esse algoritmo € responséavel por atribuir pesos adequados a cada gene, a partir
do célculo de suas médias geométricas para definicido de um ranqueamento por gene
(XIE; WANG; ZHANG, 2023). O GeNorm calcula o valor da expressdo (M) para um
gene de referéncia, com base na média geométrica de todos os demais genes estudados a

partir de uma comparagdo pareada. Genes de referéncias com valores de M menores sdo


http://www.heartcure.com.au/reffinder/?type=reference

68

considerados mais estaveis. Como critério de selecdo, ¢ sugerido pelo software genes de

referéncia com valores de M inferiores a 1,5 (FREITAS et al., 2019).

4.10 Ensaio de RT-PCR quantitativa em tempo real

As reagdes de qRT-PCR em tempo real foram realizadas em duplicata para cada
amostra analisada, utilizando o kit GoTaq™ qPCR Master Mix (Promega Biosciences,
LLC., San Luis Obispo, CA, USA). As reacdes foram realizadas no equipamento 4B/
7500 Fast (Applied Biosystem, Waltham, MA, USA), seguindo as configura¢des de
ciclagem em 1 ciclo de 2 minutos a 95 °C para ativacao da GoTaq® Hot Start Polymerase,
e 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C para a reacao de desnaturagdo, e 1 minuto a 60 °C para
anelamento e extensdo. O ROX foi utilizado como controle interno passivo com
fluorescéncia constante durante toda a aplicagdo. Na reacao de qRT-PCR em tempo real,
o numero de ciclos em que a amostra cruzou o threshold (definido automaticamente pelo
software do equipamento) foi considerado. Esse valor, definido como Ct (Cycle
Threshold), ¢ preditivo da quantidade de mRNA amplificado presente na amostra.
Posteriormente, os valores de Ct de cada amostra foram utilizados para o célculo da

2-28Ct apresentado por Schmittgen e Livak

quantificagdo relativa a partir do método de
(2008), como descrito na figura 10 (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Os genes de
referéncia GAPDH  (D-gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) e B2M  (B-2-
microglobulina) foram utilizados, definidos como mais estaveis nas condi¢des do teste
(descrito no item 4.9). O controle ndo estimulado foi definido a partir das amostras de
CMSP que nao passaram pela infeccao com as diferentes cepas de BCG. As amostras de

células THP-1 estimuladas por 16 horas com brefeldina-A foram utilizadas como controle

positivo da reagao.

Figura 9 — Formula para o célculo da quantificacao relativa (QR).
QR = 2744 onde AACt = ACtgmostra—ACtcontrote

ACt = Ctapyo—Clreferancia

O fold change foi calculado a partir dos dados de expressao relativa do alvo

apoptdtico em relacdo a expressdo do controle positivo THP-1 estimulado com
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brefeldina-A.

4.11 Deteccao dos niveis de apoptose e necrose por citometria de fluxo

4.11.1 Marcagao celular com Anexina-V e Pl

As células mononucleares, apds os ensaios de infeccdo com as cepas Moreau e
Russia, e as células THP-1 apds estimulo com brefeldina-A, foram lavadas em PBS e
marcadas com tampao calcio diluido 10 vezes em dgua destilada. Uma parte das células
mononucleares das amostras utilizadas no estudo foram aquecidas a 100 °C a fim de
garantir o maior nivel de morte celular por necrose. Os kits comerciais de avaliagdao de
morte celular eram compostos pelos fluorocromos Anexina V-FITC, utilizada para
deteccao das células apoptoticas, e PI para células necroéticas, seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante (Becton Dickinson, EUA). O tempo de marcacao foi
estabelecido em 15 minutos com 5 pL. de Anexina-V e PI. Posteriormente, as células
marcadas foram analisadas por citometria de fluxo na Plataforma Multiusudrios de

Citometria de Fluxo do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz-RJ.

4.11.2 Sele¢do da regiao de analise da populagdo monocitica

As regides para sele¢dao da populagdo monocitica de interesse foram desenhadas
com o auxilio do software Flowjo, seguindo padronizagao estabelecida em estudos
anteriores (PONTE et al., 2018a; SILVA; PONTE; ANTAS, 2019a). O agrupamento
referente a populacdo de linfocitos foi excluido dentro dos eixos Forward Scatter (FSC,
tamanho celular) e Side Scatter (SSC, granulosidade e complexidade). Possiveis doublets
ou marcacgdes simples dos monocitos pelos marcadores fenotipicos nao foram removidos
pela possibilidade de perda de amostras com perfil fenotipico alterado pela morte celular

ou fragmentos celulares ndo marcadas pelo marcador fenotipico.
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Figura 10 — Graficos dotplot representativos de estratégia de analise dos dados em citometria de

fluxo para identificar os niveis de expressao (porcentagem) das populacdes de células com morte

celular por apoptose (Anexina-V+/PI-) e por necrose (Anexina-V+/PI+).
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Legenda: Populacdo de CMSP frescas (A) Regido com a populagdo de linfocitos obtidos a partir

de seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), (B) Regido de exclusdo da populagdo de linfocitos

de CMSP, (C) Regido excluida, (D) Controle negativo, (E) Controle positivo, (F) Infec¢cdo por

BCG Russia e (G) Infecgcdo por BCG Moreau. Regido devidamente estruturada a partir de estudos
anteriores (PONTE et al., 2018b; SIMAS et al., 2011b). Fonte: Silva (2022).
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412 Dosagem de citocinas pelo ensaio de Luminex

Ap6s as etapas de infecgdo e cultivo, os sobrenadantes foram utilizados para deteccao
das citocinas IL-1B, TNF, IFN-y e IL-10, a partir de kits comerciais para amostras
humanas, seguindo as intrugdes do fabricante (Bio-Plex Pro Human Th17 Cytokine Panel,

Bio-Rad®, EUA).

Cerca de 200 pL de tampao de lavagem em cada pogo da microplaca de 96 pogos
foram utilizados, e a placa foi submetida a agitagdo por 10 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, o tampao foi completamente aspirado e 25 pL de cada padrdo em
diluicao seriada na placa foi adicionado. Conforme indicado, 25 pL das amostras diluidas
1:4 e 25 pL de microesferas magnéticas foram adicionadas em cada poco, seguido de
incubagdo por 2 horas sob agitacdo. Em seguida, duas lavagens com 200 pL do tampao
de lavagem com total aspiracao dos pocos foram realizadas. Com os pogos secos, 25 pL
dos anticorpos de deteccao selecionados foram adicionados, seguido de incubagao por 1
hora. Posteriormente, 25 puL de Estreptavidina-PE foi adicionada. Ap6s 30 minutos, duas
lavagens foram realizadas e adicionado 150 pL de tampao em todos os pogos. As
microesferas foram ressuspensas em um agitador de placas por 5 minutos. Uma
quantidade minima de 50 esferas/analito foi adquirida e o ensaio foi analisado no leitor
de Luminex xPONENT (USA), disponivel na Plataforma Tecnoldgica Multiusuarios
Institucional de Luminex do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz-RJ. A intensidade média de
fluorescéncia foi observada usando uma curva logistica (método spline curve-fitting) para

calcular as concentracdes das citocinas nas amostras.

4,13 Analise estatistica

A partir dos testes realizados, os dados de expressdo génica foram apresentados como
as medianas e intervalo interquatil da expressdo relativa de cada alvo. Os testes de
Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov foram usados para verificagdo da normalidade dos
dados. Para as andlises comparativas entre os diferentes estimulos, o teste de Friedman
para dados pareados foi utilizado, seguido do teste pos-hoc Dunn-Bonferroni para as
analises significativas entre os tratamentos. Os dados de dosagem de citocinas foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis para dados ndo pareados. Os resultados estdo
apresentados como mediana e intervalo interquartil. Para todos os testes, um intervalo de

confianga de 95% foi levado em considerag¢do, com nivel de significAncia menor ou igual
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a 0,05. Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do GraphPad Prism, versao

8.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise da especificidade dos iniciadores

Os sinais de fluorescéncia obtidos a partir de cada ciclo de amplificagdo para o teste
de especificidade, demonstraram picos Unicos e reprodutiveis nas diferentes réplicas
analisadas, confirmando a auséncia de sequéncias inespecificamente amplificadas, ou

outros contaminantes do teste (figura 12).

Figura 11 — Curvas de melting para cada produto amplificado em amostras de CMSP.
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Legenda: curvas de melting pelo equipamento ABI 7500 Fast (Applied Biosystem) para os alvos
GAPDH (A); B-2-microglobulina (B); 18S (C); B-actina (D); BAD (E); BAX (F); BAKI1 (G);
NOXA (H); PUMA (I); BCL-XL (J); MCL-1 (K).
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As amostras de cDNA provenientes de células THP-1 estimuladas com brefeldina por

16 horas, e amostras de CMSP infectadas com as diferentes cepas da vacina BCG testadas,

apresentaram valores de eficiéncia dentro do intervalo de 1,8 a 2,2, o que representa

valores dentro dos parametros considerados confidveis para aplicagdo em qRT-PCR em

tempo real. Os valores de eficiéncia para os alvos enddgenos encontram-se apresentados

na figura 13. Os valores de eficiéncia para os demais alvos estdo apresentados na tabela

1, e os graficos de eficiéncia encontram-se disponiveis no apéndice A.

Figura 12 — Calculos de eficiéncia dos genes endogenos a partir de analises de qRT-PCR.
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Legenda: as linhas apresentadas nos graficos acima representam a regressao linear para cada alvo
endogeno analisado. Valores de eficiéncia [E] para o alvo GAPDH (A); B-2-microglobulina (B);
B-actina (C); e 18S (D). O eixo X refere-se ao log das concentracdes do cDNA testado para cada
ponto apresentado no grafico (de baixo para cima): 500, 250, 125, 62, 31 e 15 ng/uL.
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5.3 Selecio dos genes de referéncia para os ensaios de expressiao génica relativa

Os genes de referéncia foram analisados nos softwares RefFinder e GeNorm. Os

dados de estabilidade para os genes de referéncia sao mostrados na figura 14.

Todos os genes de referéncia candidatos avaliados pelo GeNorm apresentaram
resultados aceitaveis para utilizagdo nos testes, com valores de média de estabilidade de
expressdao (M) menores que 1,5, com excecao do 18S. O gene considerado mais estavel
pelo RefFinder foi o -actina, com um ranking bem proximo aos genes [3-2-
microglobulina e GAPDH. Em contrapartida, o gene 18S foi considerado o menos estavel

nas condig¢des do teste e, por este motivo, nao foi indicado para a analise proposta.

A partir dos dados obtidos no GeNorm, os genes [-2-microglobulina ¢ GAPDH
apresentaram valores de estabilidade similares, sendo indicados como melhores genes a
serem aplicados em conjunto para analises de qRT-PCR em tempo real para as amostras
de CMSP infectadas com as diferentes cepas de BCG, e as amostras de THP-1 estimuladas

com a brefeldina-A.

Figura 13 — Valores do ranking de estabilidade dos genes de referéncia testados em CMSP.
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Legenda: Ranking comparativo GeNorm (A); comparagdo de estabilidade entre os diferentes
enddgenos pelo sofiware RefFinder (B). As siglas B2M e ACTB referem-se aos alvos enddgenos
B-2-microglobulina e B-actina, respectivamente.

5.4 Expressao relativa dos genes apoptoticos

Os niveis de expressdo génica dos alvos anti e pro-apoptoticos em CMSP infectadas
por quatro diferentes cepas vacinais de BCG foram investigados. Nos niveis de expressao

génica dos alvos sensibilizadores analisados em CMSP, pode-se observar que ndo ha

Spepl|ige)iss o
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aumento consideravel da expressdo de BAD entre as diferentes cepas. Tampouco, os
diferentes tratamentos apresentam discrepancia estatisticamente significativa entre si
(figura 15A). O alvo NOXA apresentou resultados mais expressivos para as cepas Moreau
(mediana = 2,505, IQR = 1,558 — 4,463) e Dinamarquesa (mediana = 2,400, IQR = 1,863
— 3,718), representando up regulation em comparagdo as amostras nao estimuladas
(figura 15B). A cepa Russia obteve o menor resultado de expressao relativa (mediana =
1,285, IQR = 1,008 — 2,038), com diferenga estatisticamente significativa (p<0,0001) em
comparacao as cepas Moreau e Dinamarquesa, mas nao significante quando comparada
a cepa Pasteur, que apresentou mediana de 1,670 (IQR = 1,300 — 2,525). Curiosamente,
o alvo PUMA nao apresentou resultados tdo expressivos em comparacao ao NOXA, com
a cepa Moreau apresentando o menor resultado (mediana = 0,9350, IQR = 0,655 — 1,610)
em comparagdo as cepas Dinamarquesa (mediana = 1,555, IQR = 0,968 — 1,903), Pasteur
(mediana=10,955, IQR =0,595 — 1,363) e Russia (mediana = 0,945, IQR = 0,660 — 1,273).
A cepa Dinamarquesa apresentou o maior resultado de expressao relativa para PUMA,
com diferenca estatisticamente significativa com Moreau (p=0.0153), Pasteur (p<0.0001)
e Russia (p<0.0001). As cepas Moreau, Pasteur e Russia, quando comparadas entre si,
nao apresentaram relevancia estatistica (figura 15C). Assim, esses resultados indicam que
os alvos sensibilizadores NOXA ¢ PUMA parecem ter sido mais influenciados pelos
estimulos dos tratamentos com BCG, mesmo que apenas Dinamarquesa tenha
apresentado resultados expressivos para ambos os alvos simultaneamente. Ja o alvo BAD
ndo apresentou alteragdao relevante frente ao estimulo das cepas de BCG, porém foi
observada, em todos os tratamentos, uma leve reducdo dos niveis de expressao relativa,

principalmente nas cepas Pasteur e Russia.



77

Figura 14 — Expressao relativa dos alvos sensibilizadores pro-apoptoticos em amostras de CMSP

infectadas com as cepas de BCG Moreau, Dinamarquesa, Pasteur e Russia.
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Legenda: valores da andlise de quantificagdo relativa por qRT-PCR em amostras de CMSP (n =
42) infectadas com as cepas Moreau, Dinamarquesa, Pasteur e Russia de BCG. Os valores de
expressdo (QR) foram calculados pelo método do 274", normalizados pelos genes de referéncia
GAPDH e B-2-microglobulina. As barras horizontais representam a mediana de cada tratamento
para BAD (A); NOXA (B); PUMA (C) e as barras verticais representam o intervalo interquartil
(IQR).

O alvo anti-apoptotico BCL-XL apresentou resultados de expressdo positivos (up
regulation) para Moreau (mediana = 2,445, IQR = 1,663 — 3,290), Dinamarquesa
(mediana = 1,930, IQR = 1,563 — 2,835), Pasteur (mediana = 1,705, IQR = 1,048 —2,450)
¢ Russia (mediana = 1,195, IQR = 0,900 — 1,513). Além disso, BCG Moreau foi a inica
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cepa a apresentar mediana acima de 2, com diferenca estatisticamente relevante
(p<0,0001) em relacdo a cepa Russia. As cepas Dinamarquesa (p<0,0001) e Pasteur
(p=0,0023) apresentaram medianas proximas ¢ com leve aumento em comparacdo ao
controle ndo estimulado, mas estatisticamente significativos quando comparadas a cepa
Russia (figura 16A). Os resultados de expressao relativa de MCL-1, outro alvo anti-
apoptdético analisado, demonstrou um leve aumento das cepas Pasteur (mediana = 1,135,
IQR =0,907 — 1,505) e Russia (mediana = 1,020, IQR = 0,770 — 1,473), mas um aumento
mais expressivo para a cepa Dinamarquesa (mediana = 1,300, IQR = 0,915 — 1,698), e
leve decréscimo nos niveis de expressdao para a cepa Moreau (mediana = 0,975, IQR =
0,723 — 1,293). Neste cenario, as cepas Moreau (p<0,0001), Pasteur (p=0,0500) e Russia
(p=0,0092) apresentaram diferencas significantes em comparacdo a cepa Dinamarquesa

(figura 16B).

Figura 15 — Expressdo relativa dos alvos inibidores (anti-apoptoticos) em amostras de CMSP

infectadas com diferentes cepas vacinais de BCG.
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Legenda: valores da analise de quantificacao relativa por qRT-PCR em amostras de CMSP (n =
42) infectadas com as cepas Moreau, Dinamarquesa, Pasteur e Russia de BCG. Os valores de
expressdo (QR) foram calculados pelo método do 274", normalizados pelos genes de referéncia
GAPDH e B-2-microglobulina. As barras horizontais representam a mediana de cada tratamento

para BCL-XL (A) e MCL-1 (B) e as barras verticais representam o intervalo interquartil (IQR).

Os dados de expressao de BAX apresentaram valores para as cepas BCG Moreau

(mediana = 1,010, IQR = 0,653 — 1,388), Pasteur (mediana = 1,050, IQR = 0,733 — 1,228)
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e Russia (mediana = 0,900, IQR = 0,710 — 1,188) bem proximos ao controle nao
estimulado, representando o baixo nivel de expressdo deste alvo, mesmo sob o estimulo
das cepas de BCG (figura 17A). A cepa Dinamarquesa apresentou o maior resultado de
expressdo relativa (mediana = 1,120, IQR = 0,830 — 1,550), com diferenca
estatisticamente significativa quando comparada as cepas Pasteur (p=0,0037) e Russia
(p=0,0223). Os dados de expressao de BAK1 demonstraram maiores niveis de expressao
para a cepa Moreau (mediana = 1,300, IQR = 0,863 — 1,893), apresentando relevancia
estatistica apenas com a cepa Russia (p=0,0084). A cepa Dinamarquesa apresentou o
menor nivel de expressao relativa, com mediana de 0,970, IQR 0,638 — 2,023 (figura

17B).

Figura 16 — Expressdo relativa dos alvos efetores pro-apoptdticos em amostras de CMSP

infectadas com diferentes cepas vacinais de BCG.
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Legenda: valores da analise de quantificagdo relativa por qRT-PCR em amostras de CMSP (n =
42) infectadas com as cepas Moreau, Dinamarquesa, Pasteur e Russia de BCG. Os valores de
expressdo (QR) foram calculados pelo método do 244", normalizados pelos genes de referéncia
GAPDH e B-2-microglobulina. As barras horizontais representam a mediana de cada tratamento
para BAX (A) e BAK (B) e as barras verticais representam o intervalo interquartil (IQR).

Com isso, os alvos efetores BAX e BAK1 parecem sofrer baixa influéncia quando
estimulados com as cepas de BCG, principalmente BAX. No entanto, mesmo com 0s
resultados apresentados, as cepas de BCG Moreau e Dinamarquesa induziram uma maior

up regulation nas diferentes amostras analisadas em comparacdo as cepas Pasteur e
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Russia. A cepa Russia apresentou uma leve redug¢do nas medianas em ambos os alvos
efetores, com resultados concordantes quando comparados a expressdo dos alvos

sensibilizadores pré-apoptoticos.

As andlises de Fold Change (FC) foram realizadas utilizando as amostras de THP-1
estimuladas com brefeldina-A. O FC foi usado como uma medida que mensurou a
variagdo da expressdao dos alvos apoptoticos nos diferentes estimulos com as cepas de
BCG em relacdo ao controle positivo. Os resultados apresentados na figura 18
demonstram que as amostras de CMSP infectadas com as diferentes cepas de BCG
estudadas, apresentaram resultados de expressdo dos alvos apoptoticos BAD, BAX,
BAKI1 e MCL-1 abaixo do controle positivo. O alvo sensibilizador NOXA apresentou
resultados expressivos, com medidas de FC de 3,976 (Pasteur) e 3,060 (Russia), € um
aumento de quase 6 vezes do alvo NOXA nas cepas Moreau (5,964) e Dinamarquesa
(5,714), em relagao ao controle positivo. Em contrapartida, o alvo PUMA apresentou
resultado acima do controle positivo apenas em Dinamarquesa (1,540). As cepas Moreau
(0,926), Pasteur (0,945) e Russia (0,936) apresentaram resultados proximos ao controle
positivo (1,0). Dentre os alvos inibidores, apenas BCL-XL apresentou medidas de FC
acima do controle positivo para Moreau (1,785), Dinamarquesa (1,409) e Pasteur (1,245),
mas os niveis de expressao para este alvo sugerem apenas uma leve modulagdo das cepas
em relagdo ao controle positivo de THP-1 estimulado com brefeldina-A. A Russia foi a
unica cepa de BCG que ndo apresentou medidas de FC acima do controle positivo para

BCL-XL (0,872).
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Figura 17 — Medidas de Fold Change dos alvos apoptdticos em amostras de CMSP infectadas

com diferentes cepas vacinais de BCG em relagdo ao controle positivo THP-1 estimulado com

brefeldina-A.
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Legenda: medidas de Fold Change (FC) em amostras de CMSP (n = 42) estimulados com as
cepas Moreau, Dinamarquesa, Pasteur e Russia de BCG. Os valores de FC foram calculados a
pela RQ de cada amostra dividida pela RQ do controle THP-1 estimulado com brefeldina-A. As
barras verticais representam as medianas de cada tratamento com os devidos intervalos
interquartis para BAD (A); NOXA (B); PUMA (C); BCL-XL (D); MCL-1 (E); BAX (F); BAK1

(G).
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5.5 Determinacao do perfil de morte celular por citometria de fluxo das amostras de THP-
1 estimuladas com brefeldina-A e de CMSP infectadas com as cepas BCG Moreau e

Russia

Para o estabelecimento do controle positivo destes testes, células THP-1 estimuladas
com brefeldina-A por 48 horas foram analisadas, e comparadas as mesmas células de
linhagem monocitica infectadas pelo mesmo periodo com as cepas Moreau e Russia. O
resultado representativo da anélise de citometria de fluxo demonstrou apoptose em 77,2%
das células analisadas, em comparacdo a 14,5% de necrose nos tratamentos com
brefeldina-A (Figura 19). Em conjunto, células THP-1 infectadas com a cepa BCG
Moreau apresentaram 34,6% de apoptose, em relagdo a 19,1% apresentado nas amostras
tratadas com a cepa BCG Russia. O percentual de necrose no tratamento com brefeldina-
A foi de 14,5% frente a 7,7% da cepa BCG Moreau e 3,9% da cepa BCG Russia (Figura
19).

Figura 18 — Grafico dotplot representativo para identificagdo dos niveis (porcentagem) de
apoptose e necrose em celulas THP-1 estimuladas com brefeldina-A ou infectadas com as cepas

de BCG Moreau e Russia.
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Legenda: populagdes de THP-1 estimuladas com brefeldina-A (A), infectadas com a cepa BCG
Moreau (B) e a cepa BCG Russia (C) para analise de apoptose (Anexina-V+/PI-) e necrose
(Anexina-V+/PI+).

Fonte: Silva (2023).

J& na avaliacdo global do perfil de morte celular em CMSP infectadas com as cepas
BCG Moreau e Russia, diferencas importantes foram encontradas (Figura 20). A cepa

Moreau induziu um maior nivel (p=0.0427) de apoptose (mediana = 49,70; IQR = 41,40
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— 61,60) em relagdo ao controle aquecido (mediana = 28,20; IQR = 14,45 — 56,60), mas
ndo ao controle ndo estimulado (mediana = 38,85; IQR = 31,83 — 43,45) e a cepa Russia

(40,10; IQR = 32,30 — 51,00) (Figura 20A).

A cepa Russia ndo demonstrou significancia estatistica com nenhum dos tratamentos
nos percentuais de apoptose e necrose. No entanto, a indug¢do de necrose foi levemente
mais acentuada na cepa Russia (mediana = 23,70; IQR = 11,30 — 32,20) do que na cepa
Moreau (mediana = 17,90; IQR = 7,49 — 27,90) (Figura 20B).

E importante ressaltar que o controle ndo estimulado advém de amostras de
mononucleares isolados de individuos adultos pré-expostos a vacina BCG Moreau nos
primeiros meses de nascimento. Desta forma, o controle ndo estimulado pode apresentar
resposta imune discrepante, se comparado a uma linhagem celular THP-1 que nao

apresenta exposicao prévia as cepas da vacina BCG e a outras micobactérias.

Figura 19 — Percentual de apoptose e necrose de CMSP apos diferentes estimulos.
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Legenda: percentual de amostras (n = 9) com (A) Anexina-V+/PI- (apoptose) e (B) Anexina-
V+/P+ (necrose). As barras horizontas representam a mediana do controle ndo estimulado
(Circulo), controle positivo aquecido (Ctl aqc - Tridngulo invertido), tratamento com a cepa BCG
Moreau (Quadrado verde) e Russia (Tridngulo vermelho) com seus respectivos intervalos
interquartis. Fonte: propria do autor (2023).
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5.6 Avalicao do perfil de citocinas pelo método de Luminex das amostras infectadas com

as cepas BCG Moreau e Russia

A cepa Moreau induziu um aumento significativo nos niveis de IFN-y (p = 0,0078) e
TNF (p = 0,0429), em comparag@o ao controle ndo estimulado e a cepa Russia para IFN-
v (p = 0,0357). Além disso, ndo foi possivel observar nenhuma modulacdo expressiva de
IL-1p e IL-10, nas amostras tratadas (Figura 21). A cepa Russia ndo apresentou quaisquer

diferencas nos niveis de IFN-y, TNF, IL-10 e IL-1p.

Figura 20 — Niveis (pg/mL) de citocinas induzidas pelas vacinas BCG Moreau e Russia.
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Legenda: os graficos representam os niveis em pg/mL de IFN-y (A), IL-1B (B), TNF-a (C) e IL-
10 (D) induzidas pelas cepas de BCG Moreau (Quadrado verde) e Russia (Tridngulo vermelho).
O contole de células mononucleares ndo estimuladas pelas cepas encontra-se marcada no circulo.
As barras horizontais representam as medianas de cada tratamento e as barras verticais os
intervalos interquartis Fonte: propria do autor (2023).
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6. DISCUSSAO

Desde que passou a ser utilizada amplamente no mundo ha mais de um século, a
vacina BCG tem sido alvo de pesquisas que visam compreender os principais mecanismos
associados a inducdo de resposta imune a diferentes infecgdes (BHATT; SALGAME,
2007; KAUFMANN et al, 2018; MOLIVA; TURNER; TORRELLES, 2017;
MOORLAG et al., 2020). Amplos efeitos moduladores estimulados pelos bacilos desta
vacina foram descritos na literatura no decorrer de décadas, sendo a apoptose e outros
padrdes de morte celular, apontados como cruciais na resposta imune frente ao Mth
(ANTAS et al., 2019; LAI et al., 2007; PANG et al., 2012; SIMAS et al., 2011b).
Entretanto, os mecanismos especificos subjacentes a apoptose, induzidos pela vacina
BCG, ainda nao sdo completamente elucidados. Ineditamente, este estudo comparou os
niveis de expressdo génica de marcadores apoptdticos da via intrinseca, que seriam
induzidos in vitro em mononucleares humanos pelas cepas de BCG Moreau,

Dinamarquesa, Pasteur e Russia.

Uma das principais questdes que norteia os estudos investigativos das vias de
modulacdo da resposta imune frente a administragcdo de BCG refere-se a sua elevada
variacdao na inducdo de resposta imune frente a TB pulmonar (FAVOROV et al., 2012;
KLEYDSON BONFIM ANDRADE, 2015). Hipoteticamente, esta indugao deveria levar
a protecao. Estudos ja sugerem que a resposta imune derivada a partir da apoptose, ¢ a
estimulagdo de um perfil mais pro-inflamatdrio, estdo associados a exacerbagdo da
resposta imune especifica ao Mtb (ANTAS et al., 2019; PONTE et al., 2018a; SIMAS et
al., 2011b). Este fino controle, que permeia pela regulacao da apoptose, incluindo todos
os eventos mitocondriais e efetores, dependem de mediadores moleculares membros da
familia de proteinas Bcl-2 (CZABOTAR et al., 2014). Algumas dessas proteinas incluem
alvos proé-apoptoticos sensibilizadores, como BAD, NOXA, ¢ PUMA; alvos efetores,
como BAX e BAKI; além de alvos anti-apoptoticos, como BCL-2 e BCL-XL (CORY;
ADAMS, 2002).

Todas as cepas da vacina BCG deste estudo, parecem modular de forma positiva a
expressao dos alvos apoptoticos analisados, mesmo na condi¢do de 16 horas de infecgao,
e com um MOI 2:1 estabelecido. Estudos de pacientes com Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA), demonstraram que todas as células naquela condi¢do oncoldgica
apresentavam elevados niveis de expressdo de marcadores pro-sobrevida, como BCL-2,

BCL-XL e MCL-1 (DEL GAIZO MOORE et al., 2008). Em pacientes com LLA, a
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auséncia de sinais bloqueadores destes alvos inibiu a resposta imune apoptotica, mesmo
na presen¢ca de farmacos indutores de morte celular, como glicocorticdides, o que
prejudicou o prognoéstico da doenga (DEL GAIZO MOORE et al., 2008; STAM et al.,
2010). Outro estudo com linhagens celulares de melanoma, detectou elevados niveis de
expressdo de MCL-1 e BCL-XL, com elevada associacdo a sobrevida celular (LEE et al.,

2019a).

Resultados recentes de inducdo de marcadores anti-apoptoticos em tumores solidos,
indicam que a antagonizacao de BCL-XL e a inducao de apoptose, parece ser dependente
de proteinas BH3 (GREAVES et al., 2018). Em contrapartida, MCL-1 parece regular a
apoptose mesmo na auséncia de BH3, indicando que os papéis de sobrevivéncia celular

induzidos por estes alvos anti-apoptoticos podem ser distintos (GREAVES et al., 2018).

Os alvos anti-apoptdticos demonstraram resultados mais expressivos quando
comparados aos alvos efetores. Em BCL-XL, todos os tratamentos apresentaram
resultados de incremendo de expressdo, o que indica modulagdo positiva deste alvo
durante a infeccdo das diferentes cepas de BCG. A cepa Dinamarquesa foi a Uinica que
apresentou resultados de forte expressao de sensibilizadores (NOXA e PUMA) maiores
em relacdo ao alvo inibidor BCL-XL. O alvo MCL-1 nao sofreu grandes alteragdes nos
diferentes tratamentos, apenas com leve incremento de expressao nas cepas de BCG
Dinamarquesa e Pasteur. No entanto, ao analisar as amostras unitariamente, os resultados
indicam modulagao para baixo (down regulation) para este alvo, principalmente na cepa
BCG Moreau. A cepa BCG Russia parece ndo apresentar forte influéncia tanto nos

sensibilizadores quanto nos alvos inibidores de apoptose avaliados.

MCL-1 inibe a apoptose ao sequestrar BAK, impedindo o aumento da
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (MOMP — Mitochondrial outer
membrane permeabilization) (WILLIS et al., 2005). A indu¢do de MOMP ¢ uma etapa
critica na via intrinseca da apoptose, que leva a liberacao de citocromo c, e ativacao das
caspases efetoras (KALKAVAN; GREEN, 2018). Por outro lado, o NOXA ¢ descrito
como um fator que desloca o BAK do MCL-1, permitindo a ativagdo do MOMP e
inicia¢do das vias precedentes a apoptose (KIM et al., 2009b).

Um estudo usando simula¢des de dindmica molecular, indicou que a interagdo de
NOXA ao sulco de ligagdo de BH3, induziu uma grande mudanga conformacional em
BAK, expondo sitios desta proteina para dimerizagdo (PANG et al., 2012). Estes autores

sugerem que esse mecanismo induz a geracdo de um octdmero de BAK formador de
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poros, culminando na liberacdo de proteinas, como SMAC, indutores de morte celular
(PANG et al., 2012). Nossos resultados demonstraram que os niveis elevados de
expressao de NOXA nas amostras tratadas com BCG Moreau, parecem inibir a agdo de
MCL-1, ao passo que uma leve modula¢ao positiva de BAD pode estar associada a
ativagdo de BAK ¢ BAX. Em concordancia com esta relagdo, as cepas Pasteur e Russia
apresentaram os menores niveis de NOXA, BAX e BAK dentre os tratamentos, e niveis
mais elevados de MCL-1, quando comparadas a cepa Moreau. Nos cenarios descritos de
Pasteur e Russia, o balanco entre alvos antiapoptdticos e pro-apoptédticos, parece
direcionar a sobrevivéncia celular por uma inibi¢do de BAX ¢ BAK induzida por MCL-

1.

Mesmo que os principais estudos envolvendo o gene MCL-1 tenham foco
predominantemente em doengas oncoticas, alguns achados demonstram que a regulagao
positiva deste gene estd associada a uma forte sinalizacdo pro-sobrevida de células
monociticas infectadas pelo Mrb virulento (SLY et al., 2003; WANG et al., 2016). No
entanto, a literatura atual ainda carece de dados que associem a sobrevida de células

infectadas com o BCG, em relagdo a expressao de MCL-1 em células humanas.

Estudos realizados em camundongos, demonstraram que a inibicdo de MCL-1
promoveu significativamente apoptose em macrofagos infectados com Mth (WANG et
al., 2017). E importante destacar que ja foi observado um aumento significativo na
expressao de MCL-1 em macroéfagos infectados com BCG ap6s 10 horas, seguida de
regulagao negativa deste alvo apos 28 horas (KLINGLER et al., 1997; PALAGA et al.,
2013). Nosso estudo estabeleceu um periodo de infec¢dao de 16 horas, com resultados de
modula¢do negativa nos niveis de expressdo de MCL-1, principalmente na cepa BCG
Moreau. Um estudo com extensos periodos de infeccdo, idealmente uma cinética
temporal, seria necessario para compreender a modulacdo de expressdo de MCL-1 em

amostras infectadas com diferentes cepas de BCG e a sua relacdo com a apoptose.

Chen e colaboradores (2015), sugerem um modelo hierarquico interconectado com as
proteinas da familia Bcl-2 na indugao da apoptose, onde BCL-2, BCL-XL e MCL-1 atuam
sequestrando os mondmeros ativadores BH3, evitando a apoptose (CHEN et al., 2015).
Por outro lado, NOXA se estabelece como um ativador BH3 genuino, em conjunto com
outros marcadores, como PUMA, BID e BIM (CHEN et al., 2015). Segundo os autores,
estes alvos sensibilizadores induzem ativagdo direta e gradual de BAX/BAK. Desta

forma, as cepas BCG Moreau e Dinamarquesa poderiam ser consideradas como aquelas
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que mais modulariam a resposta imune pro-apoptética em periodos temporalmente mais
intensos de infeccdo. Seria de se supor se essas duas cepas induziriam gradualmente os
marcadores efetores de apoptose. No entanto, esta premissa nao foi avaliada neste estudo,

e a literatura carece de dados para esta discussao.

Estudos envolvendo a infeccdo com Helicobacter pylori em células epiteliais
gastricas, ja demonstraram que a superexpressdo de NOXA nao fosforilavel resulta em
apoptose pela via intrinseca provavelmente pela a¢do do fator JNK, que aumentou a
interacdo de NOXA com MCL-1 (RATH et al., 2015). Pesquisas com a linhagem celular
renal de mamiferos Vero76, e infectadas por virus Tacaribe, apontaram a inducdo da
apoptose, dependente de PUMA, NOXA ¢ BAD (HOLZERLAND et al., 2020). Neste
estudo, foi possivel observar ainda indu¢ao aumentada de apoptose em células deficientes
de PUMA (HOLZERLAND et al.,, 2020). Desta forma, os autores sugerem que a
expressao de NOXA, e outras proteinas BH3, pode compensar em certa medida, a falta
de PUMA ou outros constituintes pro-apoptéticos (HOLZERLAND et al., 2020). Em
nosso estudo, a expressao aumentada de NOXA parece influenciar também na expressao
de MCL-1 apenas nas amostras infectadas com a cepa Moreau. No entanto, esta relagao
direta torna-se dificil de comprovar com nossos achados, visto que a cepa BCG

Dinamarquesa apresentou elevados niveis de ambos os alvos, NOXA ¢ MCL-1.

Em complemento, Wang e colaboradores (2018) sugerem que NOXA, ao se dissociar
de MCL-1, pode ainda interagir com BCL-XL e induzir uma disfun¢ao mitocondrial que
culmina na apoptose (WANG et al., 2018). Os niveis altos de expressio de NOXA
observados neste estudo, parecem nao estabelecer esta relacao de inibicao direta, uma vez
que os tratamentos com maiores niveis de NOXA, também apresentaram niveis elevados
de BCL-XL em Moreau e Dinamarquesa. Em cultura primaria de fibroblastos de
camundongos, NOXA atuou como um indutor fraco de apoptose na auséncia de E1A
(NAKAJIMA; TANAKA, 2011). Assim, NOXA aparenta atuar como alvo sensibilizador
dependente de outros fatores, tais como PUMA e E1A (SHIBUE et al., 2006). Em nosso
estudo, as amostras tratadas com a cepa BCG Dinamarquesa apresentaram sinergismos
entre os resultados de NOXA e PUMA. NOXA induz efetivamente a apoptose em células
que tém acumulacdes de PUMA, com ativagdo combinada destes dois alvos aos efetores
apoptoticos BAX e BAK (NAKAJIMA; TANAKA, 2007, 2011). Outros estudos
relataram que a inducdo de apoptose por expressdo elevada de NOXA, ao invés de

PUMA, esta fortemente associada a danos no DNA de fibroblastos (SHIBUE et al., 2006).
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No entanto, o papel de NOXA na indugdo da apoptose pela via intrinseca ainda possui
muitas lacunas a serem respondidas. Finalmente linhagens celulares nocaute para PUMA
e NOXA, demonstraram niveis marcantemente reduzidos de clivagem de caspase-3 e
indugdo de apoptose (HOLZERLAND et al., 2020). Curiosamente, o mesmo estudo
demonstrou que os efeitos de nocaute de BAD, resultou em aumento da atividade

apoptdtica frente a infeccdo pelo virus Tacaribe (HOLZERLAND et al., 2020).

As proteinas BAX e BAK desempenham um papel essencial no desencadeamento da
morte celular por apoptose (KIM et al., 2009c). Entretanto, o mecanismo exato pelo qual
essas proteinas sdo ativadas ainda carece de respostas na literatura. Um modelo de
ativacdo indireta alternativo sugere que as proteinas BH3 precisam se ligar apenas a
maioria (e ndo todas) das proteinas anti-apoptoticas para desencadear a apoptose
(ADAMS, 2019). Além disso, a oligomerizagdo de BAK e BAX pode ocorrer de forma
espontanea, pelo seu favorecimento termodinamico na membrana mitocondrial (WICKY
et al., 2019). No entanto, estudos ja indicam que somente a sinalizacao pelos mediadores
BH3 pode ndo ser suficiente para impulsionar a ativagado de BAX/BAK, tornando a
compreensao dos mecanismos indutores de apoptose ainda mais complexos (ADAMS,
2019). Neste sentido, investigacdes que levem a compreensao dos mecanimos diretos e
indiretos envolvidos na modulagdo da apoptose por intermédio desses marcadores
sensibilizadores, efetores e inibidores, e como sua interacao ¢ estabelecida dentro de um
cenario de inducao de apoptose, se tornam pecas fundamentais para desvendar os

caminhos metabolicos associados a resposta imune protetiva induzida pela vacina BCG.

Lee e colaboradores (2019), ao utilizarem técnicas de edicdo génica para exclusao dos
genes BAX e BAK em células LM-MEL-28 que expressam niveis mais altos de BAX e
BAK, observaram que a dele¢ao desses alvos pro-apoptoticos levou a uma redugao de 2
a 20 vezes nos niveis de morte celular nas amostras analisadas (LEE et al., 2019b). Outro
estudo utilizando uma vacina BCG recombinante (rBCG::ASP-BAX) encontrou, segundo
os autores, um aumento significativo in vitro e in vivo de morte celular em macrofagos,
resultante da alta expressdo do gene BAX inserido no plasmideo recombinante da cepa
de BCG (LI et al., 2015). No entanto, este estudo ndo deixou claro aqueles mecanismos
associados a liberagdo de BAX expresso no plasmideo recombinante, e
consequentemente, o seu mecanismo de escape do vactolo fagolisossomico para o
incorporamento a maquinaria celular eucariotica hospedeira. Além disso, os resultados

quase ndo apresentam diferencas evidentes quanto a indugdo de apoptose em comparagao
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a cepa de BCG nao transformada. Desta forma, o desenvolvimento de novas cepas de
rBCG que tenham como intuito incorporar sequéncias génicas dos alvos pro-apoptoticos
ou inibidores de anti-apoptdticos, devem levar em consideragdo outros mecanismos que
garantam a funcionalidade da transcri¢ao/traducao do alvo selecionado, com o seu devido

acoplamento do produto gerado a maquinaria celular.

Em nosso estudo, as cepas de BCG Moreau e Dinamarquesa induziram niveis maiores
de expressao de BAX e BAK em comparagao as cepas Pasteur e Russia. Esses resultados
estdo em concordancia com as analises de morte celular por citometria de fluxo, que
indicam um percentual maior de células em apoptose nas amostras tratadas com a cepa
Moreau, em relagdo a cepa Russia. No entanto, o incremento desses dois alvos efetores,
principalmente BAX, sofreu uma modulagdo ligeiramente discreta no tempo de infecgao
de 16 horas. Assim, propomos que as cepas de BCG com maiores niveis de inducao dos
alvos efetores de apoptose, como Moreau e Dinamarquesa, se estabelecem como boas
candidatas para futuros modelos de rBCG na incorporagdo de plasmideos recombinantes
contendo sequéncias de genes pro-apoptoticos, como BAX e BAKI1. Esta possibilidade
ja foi anteriormente aventada (ANTAS, 2016). E importante ressaltar que, para a
efetividade do processo de aumento da expressdao desses marcadores a partir de rBCG,
sera essencial garantir que os alvos apoptoticos adquiram capacidade de ultrapassar a
barreira dos vactiolos fagolisossomicos para o citosol, local onde ocorrem os processos
transcritivos e tradutivos. Um dos mecanismos associados a perda de
compartimentalizacdo do fagolisossomo que pode ser explorado, ¢ a formagdo de poros
na membrana fagolisossomica, a partir do uso de toxinas bacterianas, como a

estreptolisina (BASTIAT-SEMPE et al., 2014).

Desde muito tempo, a avaliagdo do perfil de citocinas induzidas por diferentes
patogenos ¢ fundamental para a compreensdo do ambiente celular estimulado por cepas
vacinais (BALKWILL, 1988; VAN DER MEIDE; SCHELLEKENS, 1996). As citocinas
avaliadas neste estudo foram previamente descritas como essenciais no estabelecimento
de resposta imune frente a patdgenos micobacterianos, seja com atividades associadas a
inducdo de inflamacao e morte celular, como IFN-y, IL-1p e TNF, ou com atividade anti-
inflamatoéria, como € o caso da IL-10 (ANTAS et al., 2019; PONTE et al., 2015, 2018a;
SIMAS et al., 2011). A indugdo de citocinas pro-inflamatorias pode sinalizar a expressao
de moléculas pro-apoptoticas, como BAD, por intermédio da via de sinalizagdo da

fosfatidil inositol-3-quinase (PI3K), além de controlar a expressdao de BAX e induzir ou
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inibir outros alvos da via intrinseca da apoptose (LOTEM; SACHS, 1999). Em um
contexto de infeccdo por Mtb, a liberacao dessas citocinas pro-inflamatdrias desempenha

um papel crucial na robustez da resposta imune especifica ao patdogeno (PONTE et al.,

2018a; SIMAS et al., 2011a).

Neste estudo, as cepas precoces Moreau ¢ Russia foram utilizadas na avaliagdo do
perfil de citocinas, por sua maior similaridade genealdgica a cepa parental de BCG
Pasteur original (BROSCH et al., 2007b). Aquelas duas cepas induzem niveis diferentes
de IFN-y, IL-1PB e TNF, sendo que este ultimo esta diretamente associado a indugdo e

apoptose (KIM et al., 2010).

A cepa Moreau apresentou uma maior tendéncia ao perfil pro-apoptotico pela elevada
expressao de citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y e TNF, e alvos apoptdticos
sensibilizadores, como o0 NOXA e, em menor nivel, PUMA, além de apresentar niveis
maiores de expressdo de BAX e BAK nas amostras analisadas individualmente. Nossos
resultados demonstraram niveis maiores de apoptose em cé€lulas THP-1 e mononucleares
humanos infectados pela cepa BGC Moreau, em detrimento a cepa BCG Russia, estando
em concordancia com dados ja publicados (SILVA; PONTE; ANTAS, 2019b). Em
contraponto, um estudo ja demonstrou um aumento de necrose em modelo de células de
corddo umbilical e sem contato prévio com micobactérias ambientais e cepas de BCG
(SIMAS etal., 2011a). Outro estudo realizado em mononucleares humanos de individuos
adultos sadios e neonatos infectados com as cepas BCG Moreau, Pasteur ¢ Dinamarquesa,
demonstrou que a BCG Moreau induziu niveis mais altos de apoptose em ambos os

grupos, além de induzir uma maior resposta imune do tipo Th1 (PONTE et al., 2018a).

O IFN-y ja foi descrito em muitos estudos associados a inducao de apoptose, mas nao
de necrose, em diferentes tipos de tecidos, inclusive frente a infec¢des pelo Mib,
potencializando a resposta imune de macréfagos e células T (ALDWELL; WEDLOCK;
BUDDLE, 1997; LUO; CHEN; O’DONNELL, 2003; ULRICHS et al., 2000). Em
conjunto com IL-1p, o IFN-y pode induzir a expressdo dos marcadores pro-apoptoticos,
como o PUMA, em distintas células humanas, além de potencializar a oligomerizagdo de

BAX com BAK (GAO et al., 2010a; GURZOV et al., 2010).

O TNF atua como um forte indutor de apoptose, por induzir a expressdo de BAX e
sua oligomerizacdo a BAK (SUNDARARAJAN et al., 2001). Estudos sugerem ainda que
IFN-y e TNF podem estabelecer uma colaboracdo na ativagdo de fatores transcricionais,

como STATI1, IRF-1 e NF-kB, associados a expressdo de marcadores pro-apoptoticos,
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como o PUMA e NOXA, e regulagdo negativa de marcadores anti-apoptdticos, como
BCL-2 e BCL-XL (CAO et al., 2015; GAO et al., 2010b, 2010a; PARK et al., 2004;
SUNDARARAJAN et al., 2001; WANG et al., 2009). Nossos achados demonstraram
aumentos significativos na expressdo de NOXA, IFN-y e TNF, além de um aumento
discreto na expressdo de PUMA, em amostras infectadas com a cepa Moreau, seguindo

uma menor expressao destes marcadores em conjunto estimulados com a cepa Russia.

Como ja discutido, NOXA atua sensibilizando os marcadores efetores, induzindo a
apoptose pela oligomerizagdo de BAX e BAK (PANG et al., 2012). No caso de uma
correlagdo direta perfeita, poderiamos inferir que a cepa Moreau, através da indugdo de
citocinas pro-inflamatoérias, como IFN-y e TNF, atua estabelecendo uma forte modulacao
sobre os alvos pro-apoptoticos em mononucleares humanos, em detrimento das demais
cepas analisadas neste estudo. No entanto, a avaliacao de outras vias de sinalizagdo ainda
sdo necessarias para o melhor estabelecimento da correlagdo entre essas citocinas, € a

expressao de NOXA e PUMA observada.

Nossos achados corroboram com os resultados de Antas e colaboradores (2019), que
demonstraram um aumento significativo na secrecao de IL-1p em células infectadas com
BCG Moreau (ANTAS et al., 2019). Estudos anteriores € comparativos entre as respostas
imunes induzidas in vitro pelas cepas Moreau, Dinamarquesa, Pasteur e Russia,
demonstraram que a vacina BCG Moreau apresentou um perfil de citocinas pro-
inflamatérias mais exacerbado, além de apresentar uma correlagdo positiva entre os niveis
de IFN-y com IL-1p, IL-17 e IL-6, quando comparada as demais cepas (DA SILVA et al.,
2022).

A IL-1B ¢ uma citocina pro-inflamatdria associada a regulacdo da morte celular, e a
inducdo de resposta imune do hospedeiro frente ao Mth (KRISHNAN; ROBERTSON;
THWAITES, 2013). Esta citocina pode contribuir para a indu¢do de um outro padrao de
morte celular diferente da apoptose, a piroptose, dependente de caspase-1 (KRISHNAN;
ROBERTSON; THWAITES, 2013). Estudos j& demonstraram niveis elevados de IL-1p e
caspase-1, indicando uma sinaliza¢do de padrdo piroptotico de morte celular em células
infectadas com BCG Moreau (ANTAS et al., 2019). Além disso, estudos dirigidos com
células THP-1, demonstraram aumento de secre¢do de IL-1B apods a ativagdo do

inflamossoma NLRP3, com desencadeamento de necrose (CULLEN et al., 2015).

Em estudos realizados com células de corddao umbilical de neonatos e estimuladas

com a cepa BCG Moreau, foi possivel observar um aumento nos niveis de necrose, mas
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ndo de apoptose, em monocitos (SIMAS, et al., 2018). Desta forma, seria impossivel
descartar a possibilidade de sinalizacdo para outros padrdes de morte celular que nao
estejam associados diretamente a apoptose, sugerindo que a vacina BCG induz esses

diferentes padrdes durante a maturacao do sistema imunologico (PONTE et al., 2018).

Por outro lado, a elevada expressdo de IL-10 nas amostras infectadas com a cepa
Moreau, levanta questdes sobre o efeito protetor induzido pelas cepas de BCG ao
antagonizar a apoptose. Estudos anteriores sugerem que niveis elevados de IL-10 podem
estar associados a sobrevivéncia das micobactérias no hospedeiro, mesmo sob evidéncias
que nao esclarecem a real dicotomia entre as resposta imunes dos tipos Thl e Th2, em
relacdo a imunidade protetora versus a suscetibilidade a doenca (FULTON et al., 1998;
MURRAY; YOUNG, 1999; O’GARRA et al., 2013). Um estudo em modelo de infecc¢ao
de TB pulmonar em DCs de camundongos deficientes de IL-10, demonstrou promog¢ao
de resposta imune do tipo Thl frente a administracdo da vacina BCG (XU et al., 2019).
Esta vacina aparentemente promove a expressao de [L-10, a partir do estabelecimento de
um feedback positivo envolvendo SYK/PKCo/B, e levando a ativagao da via STAT3
(VILLASENOR et al., 2019). Este processo associa a IL-10 a um incremento de BCL-2
e BCL-XL, por meio de mecanismos associados a ativacdo de uma cascata de sinalizagao,
que culmina em elementos promotores destes dois alvos (THOMPSON et al., 2013). Esta
afirmacao estd de acordo com os incrementos nos niveis de BCL-XL, estes compativeis
com o aumento na producao de IL-10, nas amostras infectadas com a cepa BCG Moreau

observados em nosso estudo.

Outro estudo em modelo experimental de camundongos susceptiveis ao Mib,
demonstrou que o bloqueio do receptor 1 da IL-10 (IL10R1), melhorou substancialmente
o efeito protetor de longo prazo da vacina BCG frente a infeccao por Mtbh, com o aumento
de células T CD4+ e CD8+ de memdria, por até¢ 47 semanas (DWIVEDI et al., 2022).
Ressaltamos que estudos que visem investigar o impacto na produgdo de IL-10 e outras
citocinas anti-inflamatdrias na expressao dos alvos sensibilizadores NOXA e PUMA, e
na ativacdo de BAX e BAK, merecem aten¢do, dada a sua importante contribui¢do aos
mecanismos associados & modula¢do negativa de sensibilidade de células imunes frente

ao Mtb.

Contradizendo certos pontos discutidos anteriormente, outros estudos sustentam a
ideia do estabelecimento de um equilibrio entre a sinalizag@o pro e anti-apoptotica, como

essencial para a resposta contra o Mtb induzido pelo BCG (SHECHTER et al., 2009;
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THOMPSON et al., 2013). Visto que a expressdo excessiva de marcadores e citocinas
pro-inflamatorias pode resultar em extensos danos teciduais, ja foi demonstrado em
experimentos com monocitos com baixa expressao de IL-10 aumento de lesdes extensivas
e recuperagdo tecidual prejudicada em pacientes com lesdo na medula espinhal
(SHECHTER et al., 2009; THOMPSON et al., 2013). Ainda, a superexpressao de IL-10
ndo afetou o resultado de infecgdes por Mth em estagios cronicos em camundongos, além
de ndo comprometer a protecdo conferida pela vacinagdo com BCG em células T ja
diferenciadas (FERREIRA et al., 2022). Estudos de Ferreira e colaboradores (2021),
corroboram com esta afirmativa (FERREIRA et al., 2021). Desta forma, sugerimos que a
elevada expressao de BCL-XL, e uma maior producao de IL-10, frente aos estimulos com
as cepas de BCG, principalmente a cepa Moreau, pode resultar em uma resposta imune
protetiva em células pré-sensibilizadas com esta cepa da vacina BCG, Mtbh ou outras
micobactérias ambientais, ao inibir a apoptose excessiva, propiciando um estimulo
controlado a resposta imune citotoxica, com a manutencdo da integridade do tecido

infectado.

Nossos achados sugerem ainda que a cepa Moreau estabeleceu um balanco mais
controlado entre a expressao de alvos pro e anti-apoptoticos dentre as cepas avaliadas
neste estudo, sustentado, ainda, por um maior equilibrio entre as citocinas pro e anti-
inflamatérias, em comparagdao a cepa Russia. Corroborando com isso, estudos ja
demonstraram diferencas quantitativas quanto a inducao de citocinas de um perfil do tipo
Thl de células infectadas com distintas cepas de BCG (PONTE et al., 2018a). Neste
estudo, as células infectadas com a cepa BCG Moreau apresentaram incrementos de IL-
2, IL-6, IL-8, IL-17, GM-CSF e G-CSF, em comparacao as cepas Pasteur ¢ Dinamarquesa
(PONTE et al., 2018a). Outro estudo prévio demonstrou aumento de marcadores de
ativacdo de células Treg nos adultos sadios, quando mononucleares foram infectados com
a vacina BCG Moreau (PONTE et al., 2015). Outro estudo de coorte em neonatos
imunizados com as cepas BCG Moreau e Russia, e acompanhados por 12 meses na Bahia,
demonstrou aumentos significativos de IL-2, IL-10 e IL-4, apenas com a cepa BCG

Moreau (BITENCOURT et al., 2021).

Esses achados levantam questdes sobre o impacto da relagdo filogenética na indugao
de resposta imune através de mecanismos de morte celular, pois, embora todas as cepas
de BCG derivem de uma mesma linhagem de M. bovis virulento, existem diferencas

genéticas e bioquimicas entre elas que afetam a composicdo antigénica, e a
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disponibilidade de epitopos associados a indugdo de resposta imune (BOTTAI; BROSCH,
2016; ORGEUR; BROSCH, 2018). A perda de RD2 marca a distingdo entre as cepas
precoces e tardias, o que indicaria que estas primeiras cepas conservam mais regioes
associadas a expressdo de epitopos a serem reconhecidos pelo sistema imunoldgico
(BOTTAI; BROSCH, 2016). Bottai ¢ Brosch (2016) demonstraram diferengas entre as
estruturas genéticas de diversas cepas da vacina BCG, sugerindo que as cepas precoces
podem apresentar maior imunogenicidade pela proximidade genOmica com a cepa
parental BCG Pasteur original (BOTTAI; BROSCH, 2016). No entanto, mesmo entre as
cepas precoces, diferencas significativas na expressdo de marcadores apoptoticos,
citocinas pro e anti-inflamatorias e o proprio perfil de morte celular, foram observadas no
presente estudo, e em outros (ANTAS et al., 2019; BEHR, 2002a; PONTE et al., 2015,
2018a; SIMAS et al., 2011a). Em resumo, mesmo com elevada proximidade genética, a
variabilidade de inducdo de resposta imune frente as distintas cepas de BCG, sejam elas
precoces ou tardias, afetam diretamente a ativagdo e polarizacao das respostas imunes a
partir da liberagdo de diferentes perfis de citocinas e marcadores moleculares associados
ao padrao de morte celular. Estes aspectos demonstram a relagdo altamente complexa

entre as cepas de BCG, e a indugdo de resposta imune do hospedeiro.

Diante dos dados apresentados e discutidos neste estudo, modelos esquematicos
foram construidos para mostrar que a cepa BCG Moreau apresentou um maior potencial
imunomodulador por intermédio da elevada expressao dos alvos pré-apoptoticos NOXA
e, em menor nivel, PUMA (figura 22). Ambos alvos podem estar envolvidos na ativagao
e oligomerizagao de BAX e BAK1 para a inducdo da apoptose (WILLIS et al., 2005). Em
conjunto, o aumento nos niveis de [FN-y e TNF apresentados nas amostras infectadas por
esta cepa, podem atuar estabelecendo um ambiente pro-inflamatério potencializador da
resposta imune contra o Mtb, incluindo a inducdo da apoptose. A supressao de MCL-1
parece estar sendo realizada pelos alvos sensibilizadores, principalmente NOXA na BCG
Moreau, indicando que esta cepa de BCG, aparentemente, apresenta qualidades que a
tornam uma forte candidata para investimentos em pesquisas de melhoria da vacina BCG
(ANTAS, 2016). Em contrapartida, a cepa BCG Russia, mesmo sendo classificada como
uma cepa precoce e filogeneticamente proxima a cepa BCG Moreau, apresentou os
menores niveis de IFN-y e TNF, bem como dos alvos indutores de apoptose, como
NOXA, PUMA, BAX e BAK1, sendo classificada, neste estudo, como a cepa com menor

capacidade imunomodulatéria (figura 22). A cepa BCG Dinamarquesa apresentou
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melhores resultados moduladores de alvos tanto pré, quanto anti-apoptéticos, em relacao
as cepas BCG Pasteur e Russia, indicando que a BCG Dinamarquesa também pode ser

uma interessante candidata para pesquisas de melhoramento da vacina (figura 22).

Figura 21 — Modelos de inducdo de apoptose proposto para as cepas BCG Moreau,
Dinamarquesa, Pasteur e Russia.
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Nosso estudo apresenta limitagdes referentes ao tamanho amostral que dificultam o
estabelecimento de correlagdes diretas e indiretas com os marcadores moleculares da via
intrinseca da apoptose entre cepas de BCG estudadas, com a indugdo de apoptose € a
secrec¢do de citocinas. Estes dados preliminares encontram-se disponiveis no apéndice B.
O conhecimento acerca de outros marcadores, tais como BIM, BID, APAF-1, citocromo
c e as proprias caspases efetoras, possibilitariam um estudo mais aprofundado do
comportamento apoptdtico induzido pelas diferentes cepas vacinais de BCG. No caso de

BIM e BID, ndo conseguimos seguir com os experimentos de padronizagdo para estes
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alvos. Ainda, por motivos limitadores da pesquisa, ndo foi possivel analisar os niveis de
morte celular e citocinas das cepas tardias Dinamarquesa e Pasteur das amostras utilizadas
neste estudo, apesar desse tipo de dado ja estar publicado na literatura (DA SILVA et al.,
2022). Este ultimo cendario impossibilitou o conhecimento da relagdo associada a menor
disponibilidade de epitopos similares a cepa parental, e ao proprio Mtb, nas cepas tardias,
em relacdo as cepas precoces. Além disso, a auséncia de dados demogréaficos e clinicos
das amostras de individuos adultos obtidas, impossibilita o estudo das relagdes imunes
dos hospedeiros e outros determinantes sociais que podem influenciar na resposta

induzida pela vacina BCG.

Acreditamos que novas investigacdes que visem estabelecer o perfil molecular,
celular e de citocinas associadas a outros padrdes de morte celular, como piroptose e
necroptose, nos mononucleares humanos infectados com BCG, em conjunto com os
achados descritos neste estudo, indicardo uma via de compreensao mais clara quanto a
resposta imune das distintas cepas de BCG em individuos vacinados. Desta forma,
auxiliando no desenvolvimento de metodologias vacinais mais robustas que tenham como
foco a modulagao de marcadores moleculares apoptéticos com potencial indugdo de uma

resposta imune robusta € menos variavel ao Mtb.
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CONCLUSAO

Padronizamos um protocolo de qRT-PCR em tempo real para a quantificagdo dos
alvos apoptoticos BAD, NOXA, PUMA, BCL-XL, MCL-1, BAX, BAK1, GAPDH,

18S, B-actina e f-2-microglobulina em células humanas.

Avaliamos e confirmamos in vitro a estabilidade e eficiéncia dos alvos endogenos
GAPDH e B-2-microglobulina, dentre os quatro elencados para uso em células

humanas.

Padronizamos in vitro e com sucesso 0s ensaios de expressdo relativa de alvos
apoptoticos em mononucleares humanos infectados com as cepas de BCG Moreau,

Dinamarquesa, Pasteur e Russia.

Quantificamos in vitro os mMRNA de BCL-XL ¢ NOXA com niveis elevados em todas
as cepas de BCG analisadas, exceto a cepa Russia. MCL-1 e PUMA apresentaram
incrementos de mRNA na BCG Dinamarquesa. Tanto BAX, quanto BAK, nao
sofreram grandes alteragdes, com leves incrementos para BCG Moreau e

Dinamarquesa.

Corroboramos in vitro um aumento expressivo da apoptose em mononucleares
humanos infectados com a cepa BCG Moreau, em relagdo a cepa BCG Russia e ao

controle aquecido.

Presenciamos novamente um aumento significativo nos niveis in vitro de IFN-y e TNF
em mononucleares humanos infectados com a cepa BCG Moreau, em relagdo ao

controle nao estimulado e a cepa BCG Russia.
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ANEXO A - PRODUTOS DE AMPLIFICACAO POR ANALISE IN SILICA

>NM 004048.4 Homo sapiens beta-Z-microglobulin (BZM), mRNA
B9 bp

E—
ATTCCTGAAGCTGACAGCATTCGGGCCGAGATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCTGTGET
CGCGCTACTCTCTCTTTCTGGCCTGGAGGCTATCCAGCGTACTCCARAGATTCAGETTT
ACTCACGTCATCCAGCAGAGAATGGAARGTCAAATTTCCTGAATTGCTATGTGTCTGGG

>NM 001101.5:85-1212 Homo sapiens actin beta (ACTE), mRNA
150 bp

E—
CCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACTGCCCTGGCACCCAGC

ACAATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGATCGGCGE

CTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCAGCACATETEEATCAGEANGCAGGAGTATG
A

>¥M 047442803.1:1-786 PREDICTED: Homo sapiens translation initiation
factor IF-2-like (LOC124%05331), mRNA
63 bp

—> €«
AACATTCTEGEEARATEETTTCEETCTGGTCCGTCTTGCGCCGGTCCAAGAATTTCACC

TCTAGCGGCGCAATACGAATGCCCCCGGCCGTCCCTCTTAATCATGGCCTCAGTT

Legenda: sequéncia dos produtos de amplificacdo para os alvos endogenos B-2-microglobulina,
B-actina e 18S a partir das andlises in silica utilizando o software Primer BLAST (NCBI).
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>NM 032589.3:44-550 Homo sapiens BCLZ2 associated agonist of cell death
(BAD), transcript wvariant 2, mRNA&
123 bp

—>
GACGAGTTTGTGGACTCCTTTAAGAAGGGACTTCCTCGCCCEGAAGAGCGCGGGCACAGC

AACGCAGATGCGGCARAGCTCCAGCTGGACGCGAGTCTTCCAGTC
ACTTEGGCAGGEGARGCTCCGCCCCCTCCCAGTGA

>NM 021127.3 Homo sapiens phorbol-lZ-myristate-l3-acetate-induced
protein 1 (PMAIP1l), transcript wvariant €&, mRNA

89 bp
_— >
GCAGAGCTGGAAGTCGAGTGTGCTACTCAACTCAGGAGATTTGGAGACAARACTGAACTT

CCGGCAGAAACTTCTGAATCTGATATCC—TGACTGCATC

ARAAACTTGCATGAGGGGACTCCTTCAAAAGAGTTTTCTCAGGAGGTGCACGTTTCATC

>NM 001127240.3:€6-851 Homo sapiens BCLZ binding component 3 (BBC3),
transcript wvariant 1, mRNA
127 bp

GCCCGTGACCGCCCCCCECCCCATCARTCCCATTGCATAGGTTTAGAGAGAGCACGTG
GACCACTGGCATTCATTTGGGGGGTGGGAGATTTTGGCTGAAGCCGCCCCAGCCTTAGT
CCCCAGGGCCARGCGCTGGGGGGARGACGGGGAGTCAGGGAGGGGGEEARATCTCGGAR
BAGGGAGEAGT CTGGGAGTGGGGAGGGATGGCC <

Legenda: sequéncia dos produtos de amplificacdo para os alvos sensibilizadores BAD, NOXA e
PUMA a partir das analises in silica utilizando o software Primer BLAST (NCBI).
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>NM 138578.3 Homo sapiens BCLZ like 1 (BCL2ZL1l), transcript variant 1,
mMRNA
110 bp

GTTTTGGACAATGGACTGGTTGAGCCCATCCCTATTATAAAAATGTCTCAGAGCAACCG
GGAGCTGGTGGTTGACTTTCTCTCCTACAAGCTTTCCCAGAAAGGATACAGCTGGAGTC

AGTTTAGTGATGTGGAAGAGAACAGGACTGAGGCCCCAGAAGGGACTGAATCGGAGATG
%

>NM 182763.3 Homo sapiens MCL1 apoptosis regulator, BCL2 family member
(MCL1), transcript variant 2, mRNA
75 bp

GCCACCAGCAGGAAGGCGCTGGAGACCTTACGACGGGTTGGGGATGGCGTGCAGCGCAA
CCACGAGACGGCCTTCCAAGGATGGGTTTGTGGAGTTCTTCCATGTAGAGGACCTAGAA

GGTGGCATCAGGAATGTGCEGETEGEETTTTGCAGETGT TGCTGGAGTAGGAGCTGGTTT
<«

Legenda: sequéncia dos produtos de amplificagdo para os alvos inibidores Bel-xL e MCL-1 a
partir das analises in silica utilizando o software Primer BLAST (NCBI).
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>¥M 047435168.1:36-694 PREDICTED: Homo sapiens BCLZ asscclated X,

apoptosis regulator (BAX), transcript wvariant X1, mRNA
117 bp

—_—>
CATGTTTTCTGACGGCAACTTCAACTGGGGCCGEGTTGTCGCCCTTTTCTACTTTGCCA

GCAAACTGGTGCTCEAGGCCCTGTGCRCCARGGTGCCGGAACTGE

BECTEGACATTGGACTTCCTCCGGGAGCGGCTGTTGGGCTGGATCCARGACCAGGGTGG

>NM 001188.4 Homo sapiens BCLZ antagonist/killer 1 (BARK1), mRNA
168 bp

—>
CCGACTTCATGCTGCATCACTGCATTGCCCGETGGATTGCACAGAGGEGETGECTGEETG

GCAGCCCTGAACTTGGGCAATGGTCCCATCCTGAACGTGCTGGTGETTCTGEGTGTGET
TCTGTTGGGCCAGTTTGTGGTACGAAGATTCTTCAAATCATGACTCCCAAGGGTGCCCT

TTGGGETCCCGGTTC GCGAAGTCTTTGCCTTCTCTGTTC

Legenda: sequéncia dos produtos de amplificagdo para os alvos efetores BAX e BAK a partir das
analises in silica utilizando o software Primer BLAST (NCBI).
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APENDICE A — CALCULO DA EFICIENCIA DOS ALVOS APOPTOTICOS
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Legenda: graficos de eficiéncia dos alvos sensibilizadores pro-apoptoticos (BAD, NOXA e
PUMA). Nos graficos sdo apresentados a equacdo da reta, o valor do coeficiente de angulacdo
(slope) e o calculo da eficiéncia (A). As curvas de amplificacdo a partir das dilui¢des seriadas
para verificacao da eficiéncia de amplificagdo (B).
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Legenda: graficos de eficiéncia dos alvos inibidores (anti-apoptoéticos — Bel-xL e MCL-1). Nos
graficos sdo apresentados a equacdo da reta, o valor do coeficiente de angulagdo (slope) € o
calculo da eficiéncia (A). As curvas de amplificagdo a partir das diluigdes seriadas para

verificacdo da eficiéncia de amplificagdo (B).
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Legenda: graficos de eficiéncia dos alvos efetores pro-apoptoticos (BAX e BAK). Nos graficos
sdo apresentados a equagdo da reta, o valor do coeficiente de angulagdo (slope) e o calculo da
eficiéncia (A). As curvas de amplificacdo a partir das diluigdes seriadas para verificagdo da

eficiéncia de amplificagdo (B).
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APENDICE B —- CORRELACAO ENTRE OS ALVOS APOPTOTICOS E O

PERFIL DE MORTE CELULAR
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Legenda: graficos de correlagdo dos alvos sensibilizadores pro-apoptoticos (BAD, NOXA e
PUMA) induzidos em CMSP infectadas com a cepa BCG Moreau e Russia. As andlises de
correlagdo foram realizadas pelo teste de Spearman para dados ndo paramétricos, através do
software Graph Pad Prism, v8. Para todos os testes, um intervalo de confianca de 95% foi levado
em consideragdo, com nivel de significancia menor ou igual a 0,05.
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Legenda: graficos de correlagao dos alvos efetores pro-apoptoticos (BAX e BAK1) induzidos
em CMSP infectadas com a cepa BCG Moreau ¢ Russia. As andlises de correlagdo foram
realizadas pelo teste de Spearman para dados ndo paramétricos, através do software Graph Pad
Prism, v8. Para todos os testes, um intervalo de confianca de 95% foi levado em consideracéo,
com nivel de significancia menor ou igual a 0,05.
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Legenda: graficos de correlacdo dos alvos efetores antiapoptdticos (BCL-XL ¢ MCL-1)
induzidos em CMSP infectadas com a cepa BCG Moreau e Russia. As analises de correlagdo
foram realizadas pelo teste de Spearman para dados ndo paramétricos, através do software Graph
Pad Prism, v8. Para todos os testes, um intervalo de confianca de 95% foi levado em consideracéo,
com nivel de significancia menor ou igual a 0,05.



APENDICE C - CALCULO DA CONCENTRACAO DOS PRIMERS

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer GAPDH fwd: 5°- ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT -3
Primer lenght= 23bp

Calculo

nmoles per OD — 4.1

OD’s — 10.80

nmoles — 44.5 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4.1 x 10.8 = 44,28 nmoles (confivel).
Depois multiplica x1000 e entra na regra de trés

Concentracéo do estoque (final)
500 pmoles — 1 pul
44280 — x, x = 88,56 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado
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Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer GAPDH rev: 5°>- GAG TCC TTC CAC GAT ACC AAAG -3
Primer lenght= 22 bp

Calculo

nmoles per OD — 4.7

OD’s — 11.10

nmoles — 51.6 (nédo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4.7 x 11.10 = 52,17 nmoles (confiavel)
Concentracdo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pul
52170 — X, x = 104,34 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer BID fwd: 5°- CCT ACC CTA GAG ACATGG AGAA-3
Primer lenght= 22 bp

Célculo

nmoles per OD — 4.5

OD’s — 10.80

nmoles — 48.5 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4.5 x 10.80 = 48,60 nmoles (confiavel)

Concentracédo do estoque (final)
500 pmoles — 1 pl
48600 — X, x = 97,20 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado
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Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer BID rev: 5°>- GGT GCG TAG GTT CTG GTT AAT A-3’
Primer lenght= 22 bp

Calculo

nmoles per OD — 4.6

OD’s — 10.60

nmoles — 48.7 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4.6 x 10.60 = 48.76 nmoles (confiavel)
Concentragédo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
48760 — x, x = 97,52 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer BAX fwd: 5°>- TTC TGA CGG CAACTT CAACT -3
Primer lenght= 20 bp

Calculo

nmoles per OD — 5.5

OD’s — 10.20

nmoles — 55.7 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 5.5 x 10.20 = 56.1 nmoles (confiavel)
Concentracdo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
56100 — X, x = 112,20 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer BAX rev: 5°- CAG CCC ATG ATG GTT CTG AT -3’
Primer lenght= 20 bp

Calculo

nmoles per OD — 5.3

OD’s — 9.80

nmoles — 52.2 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 5.3 x 9.80 = 51.94 nmoles (confiavel)
Concentracdo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
51940 — x, x = 103,88 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado
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Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer BAD fwd: 5°>- GACGAG TTT GTG GACTCCTTTA-3
Primer lenght= 22 bp

Calculo

nmoles per OD — 4.8

OD’s — 9.90

nmoles — 47.2 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4.8 x 9.90 = 47.52 nmoles (confiavel)
Concentragédo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
47520 — X, X = 95,04 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer BAD rev: 5°- CAAGTT CCG ATCCCACCAG-3
Primer lenght= 19 bp

Calculo

nmoles per OD — 5.6

OD’s — 10.80

nmoles — 60.7 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 5.6 x 10.80 = 60.48 nmoles (confiavel)
Concentracdo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
60480 — X, x = 120,96 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer Bcl-xL fwd: 5°>- GGT GGT TGACTT TCT CTCCTAC -3
Primer lenght= 22 bp

Calculo

nmoles per OD — 5.1

OD’s — 9.10

nmoles — 46.8 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 5.1 x 9.10 = 46.41 nmoles (confiavel)
Concentracdo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
46410 — x, x = 92,82 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado
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Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer Bcl-xL rev: 5°- TCT CCG ATT CAG TCCCTTCT -3
Primer lenght= 20 bp

Calculo

nmoles per OD — 5.9

OD’s — 9.00

nmoles — 52.7 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 5.9 x 9.00 = 53.1 nmoles (confiavel)
Concentragédo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
53100 — X, x = 106,20 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer NOXA fwd: 5°- GTG CTACTC AACTCAGGAGATTT -3
Primer lenght= 23 bp

Calculo

nmoles per OD — 4.5

OD’s — 10.50

nmoles — 47.5 (nédo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4.5 x 10.50 = 47.25 nmoles (confiavel)
Concentracdo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
47250 — X, X = 94,50 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (24-JULHO-2022)
Primer NOXA rev: 5°- AAACTC TTC TGC TCA GGA ACC -3’
Primer lenght= 21 bp

Calculo

nmoles per OD — 5.1

OD’s — 8.30

nmoles — 42.4 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 5.1 x 8.30 = 42.33 nmoles (confiavel)
Concentracédo do estoque (final)

500 pmoles — 1 pl
42330 — X, X = 84,66 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado
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Fabricante dos Primers: INVITROGEN (14-NOVEMBRO-2022)
Primer 18S fwd: 5’>- TGG CAAATGCTTTCGCTTT-3’
Primer lenght= 19 bp

Célculo

nmoles per OD — 5,90

OD’s — 9,30

nmoles — 55,1 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 5,90 x 9,30 = 54,87 nmoles (confiavel).
Depois multiplica x1000 e entra na regra de trés

Concentracéo do estoque (final)
500 pmoles — 1 pl
54870 — x, x = 109,74 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (14-NOVEMBRO-2022)
Primer 18S rev: 5°- TGT GCC GCT AGA GGT GAAATT -3’
Primer lenght= 21 bp

Calculo

nmoles per OD — 4,90

OD’s — 9,10

nmoles — 44,3 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4,9 x 9,10 = 44,59 nmoles (confiavel).
Depois multiplica x1000 e entra na regra de trés

Concentracédo do estoque (final)
500 pmoles — 1 pul
44590 — x, x = 89,18 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (14-NOVEMBRO-2022)
Primer ACTB fwd: 5°>- ATT GCC GAC AGG ATG CAG AA-3
Primer lenght= 20 bp

Célculo

nmoles per OD — 4,90

OD’s — 8,50

nmoles — 41,6 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4.9 x 8,5 = 41,65 nmoles (confiavel).
Depois multiplica x1000 e entra na regra de trés
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Concentracao do estoque (final)
500 pmoles — 1 pl
41650 — x, x = 83,3 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (14-NOVEMBRO-2022)
Primer ACTB rev: 5°- GCT GAT CCACAT CTG CTG GAA-3
Primer lenght= 21 bp

Calculo

nmoles per OD — 5,10

OD’s — 4,90

nmoles — 24,8 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 5,1 x 4,9 = 24,99 nmoles (confiavel).
Depois multiplica x1000 e entra na regra de trés

Concentragéo do estoque (final)
500 pmoles — 1 pl
24990 — X, x = 49,98 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (14-NOVEMBRO-2022)
Primer B2M fwr: 5°- GCT CCG TGG CCT TAGCTG T-3’
Primer lenght= 19 bp

Calculo

nmoles per OD — 6,00

OD’s — 10,40

nmoles — 62,7 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 6,0 x 10,40 = 62,40 nmoles (confiavel).
Depois multiplica x1000 e entra na regra de trés

Concentracédo do estoque (final)
500 pmoles — 1 pul
62400 — X, x = 124,8 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

Fabricante dos Primers: INVITROGEN (14-NOVEMBRO-2022)
Primer B2M rev: 5°- ACG TGA GTAAACCTG AATCTTTGGA-3’
Primer lenght= 25 bp

Célculo
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nmoles per OD — 4,00
OD’s — 12,20
nmoles — 48,7 (ndo confiavel)

Formula: nmoles/OD x OD = nmoles, 4,0 x 12,20 = 48,8 nmoles (confiavel).
Depois multiplica x1000 e entra na regra de trés

Concentragéo do estoque (final)
500 pmoles — 1 pl
48800 — x, x = 97,6 ul de TE 1x a ser adicionado ao liofilizado

CALCULO DA DILUICAO DOS PRIMERS PARA SOLUCAO DE TRABALHO

Calculo para 250 pmol

C1V1x C2Ve 25 ul de solugdo em 25 ul de 4gua
500 pmol x V1 = 250 pmol x 100 pl

V1 =25 },L|

Célculo para 25 pmol a partir de 50 pmol N )
C1V1i X Co\Vs 10 pl de solugdo em 90 pl de agua

50 pmol x V1 =25 pmol x 100 pl
V1=10 pl

Adicionar a solugdo concentrada a agua a fim de facilitar a homogeneizacéo.

RECOMENDACOES DE TRABALHO

Concentracéo de trabalho a ser usada no PCR ¢é de 25pmol

O liofilizado devera ser centrifugado (max speed 30seg) e depois adicionar o volume de
TE 1X calculado. Ao final realizar vortex rapidamente.

Fazer a diluicdo de trabalho somente apds 24 horas de mantido a 4°C. Fazer spin
rapido antes de colocar a agua.

C1V1 = C2V2, 500pmol xV1 = 25pmol x 100ul, V1= 5ul do estoque concentrado.
Adicionar 95ul de 4gua + 5ul do primer concentrado = 100ul volume final

Identificar bem os oligos, de estoque e de trabalho, tampa e lateral!!! Armazenar
de estoque e trabalho a -200C.

Obs.: Tampéo TE em alta concentracdo pode funcionar como inibidor para a PCR.
Dessa forma, indicamos que vocé utilize 4gua deionizada para preparar a solucéo de uso

dos seus primers.
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METODOLOGIA PARA DILUICAO DE PRIMER

Primer liofilizado: Com base no nimero de moles especifico para cada primer
(quantidade), deve-se calcular o volume de dgua deionizada ou tampéao TE que deve ser

adicionado.

V= nmolx1000
Cf

V= Volume (em pL) que devera ser adicionado no tubo de primer liofilizado

nmol = quantidade de primer na escala em nmol (muitas vezes a quantidade de primer
vem especificada como pmol, que equivale a 10-3 nmol).

Cf= Concentracdo final desejada.

Exemplo: Primer W: n° de moles = 38,4 nmoles e concentracao final de 200 uM.

V = 38,4x1000
200

V=192 uL de &gua deionizada
Obs.: uM é igual a pmol/pL, por isso é necessario multiplicar a quantidade em nmoles
por 1000 (1 nmol = 1000 pmoles).

Como fazer uma solucéo de trabalho

Utilize a formula:

C1xV1=C2xV2

C1 - concentracdo da solucéo estoque

V1 - volume a ser pipetado da solucdo estoque

C2 - concentracdo desejada da solucédo de trabalho

V2 - volume desejado da solucéo de trabalho
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Exemplo: Para preparar 100 pL de solugéo de trabalho, a 20 puM, a partir de uma
solucéo estoque de 200 puM, faga:

V1 =20uMx100uL
200pMx

V1=10pL

Portanto, vocé deve diluir 10 pL da sua solucdo estoque em 90 pL de dgua deionizada.
Obs.: Tampéo TE em alta concentracdo pode funcionar como inibidor para a PCR.
Dessa forma, indicamos que vocé utilize 4gua deionizada para preparar a solucao uso

dos seus primers.
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APENDICE D - PROTOCOLO DE PADRONIZACAO DE RT-PCR EM
TEMPO REAL EM AMOSTRAS DE CMSP

Objetivo: determinar as concentragdes de cDNA ideais para a reacdo de PCR em tempo
real em uma faixa ndo limitante.

1. SINTESE E DILUICAO DO CDNA
- 1 ng de RNA total como template de THP-1 + Brefeldina
- Kit utilizado: SuperScript™ VILO IV — Invitrogen

1.1 A sintese de cDNA deve partir de amostras de RNA na quantidade de 1 pg/uL. Devem
ser realizadas duas reacoes para obtencdo final de 40 puL de cDNA (volume
necessario para todas as reagdes de padronizagdo). Seguir protocolo de sintese de
cDNA*.

1.2 Cada amostra de cDNA recém sintetizada (solugdo mae) deve ser quantificada e
diluida para a concentragao de 250 ng. Posteriormente, deve seguir com diluigdes
seriadas para a obtencao de amostras nas concentragoes de 125 ng, 62,5 ng, 31,25 ng,

15,63 ng e 7,8 ng, como segue:

X UL cDNA X UL cDNA X UL cDNA X UL cDNA X pL cDNA X L cDNA

N N /MY

%\@ %\@quHzOQ\@ X UL H20 \/ XuLH0 \/ XHLHZOW XHLHZi\U X UL H20

Solugdo mée 250 n 125ng 62,5n 31,3n 15,6 n
x UL de cCDNA d ) ’ o reng

1.3 Armazenar cDNA a -20 °C com as concentragdes devidamente identificadas.

2. DILUICAO DOS PRIMERS
2.1 Os primers em estoque a serem usados estdo na concentracdao de 25 pM (pmoles/pL)

e devem ser diluidos para a concentragdo de 4 uM, como segue:
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4,8 L primer

—

25,2 pL H20

Solugao intermediariade  Solucfio de trabalho
Primer a 25 uM a4 pM

2.2 Os primers devem ser estocados com suas concentracdes devidamente identificadas.

3. REACAO DE PCR EM TEMPO REAL PARA PADRONIZACAO DOS
PRIMERS

3.1 Descongele lentamente a GoTaq® MasterMix ¢ a agua livre de RNase.

3.2 Misture o MasterMix por 3-5 segundos cuidadosamente para evitar aeracao.

3.3 Determine o nimero de reagdes, incluindo os controles positivo e negativo. Adicione
1 ou 2 reagdes a mais para compensar o erro de pipetagem. Garanta que tera
disponibilidade para o numero total de reagentes necessarios para as proximas
reacoes.

Prepare o mix de reagdo como segue (Obs.: o cDNA deve ser adicionado na placa de
PCR):

- Homogeneize o Mix contendo o SYBR protegendo da luz direta.

Os primers devem ser testados na concentra¢ao de 400 nM

Os mixes devem ser preparados de acordo com a quantidade de pogos analisados.

Para cada mix, seguir recomendagdes abaixo (volumes para 1 poco).

Componente Volume (nL) p/1 reacao
GoTaq® qPCR MasterMix (2X) 5
Forward Primer (20X) 1 (400 nM)
Reverse Primer (20X) 1 (400 nM)
) Template de cDNA 2
Agua livre de Nuclease 1

Volume Final 10
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Para a reagdo, utilizar 10 pL do Mix em triplicata.
3.4 Cuidadosamente, pipetar os mixes em cada poco de reacdo na placa de PCR.
3.5 Adicione o cDNA (ou 4gua, no caso do controle negativo) em seus respectivos pogos
contendo o mix de reacdo (seguir o desenho da pagina seguinte).
3.6 Sele a placa e centrifugue-a brevemente. Apos a centrifugagdo, a placa esta pronta
para ser analisada no termociclador.
Obs.: Proteja os reagentes de qualquer fonte de luz direta ou elevadas

temperaturas.

3.7 Condicdes de ciclagem da PCR em tempo real

Passo Ciclos Temperatura Tempo
Ativacdo da
GoTaq® Hot Start 1 95°C 2 minutos
Polymerase
Desnaturacéo 95°C 15 segundos
Anelanjento e 40 60 °C 1 minuto
Extensao

*Incluir curva de Melting

4. Teste de modulaciao do estimulo sobre o controle endégeno
Este teste objetiva analisar se a presenca do estimulo no controle positivo (brefeldina

e/ou brefeldina) afeta significativamente a expressao dos genes endogenos.

e Asamostras de cDNA recém-sintetizadas de controle positivo estimulado e controle
nao estimulado devem ser quantificadas e diluidas, a fim de obter uma concentragao
de 250 ng.

e (Cada alvo endogeno deve ser testado em triplicata, utilizando 2 uL. de cDNA diluido
em cada poco, a fim de obter uma quantidade de 500 ng para cada reagao.

e Ambas as amostras devem estar na mesma quantidade para entrar em reagao.

e As condi¢des de ciclagem seguem como estabelecido para as andlises de
padronizagdo dos primers.

e Deve ser preparado o mesmo mix para as amostras de controle estimulado e nao
estimulado e todas as replicatas de cada um dos controles deve entrar em reagdo

obrigatoriamente na mesma placa.



