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RESUMO

A tubercul ose € uma doenca infecto-contagiosa responsavel por milhdes de mortes todos
os anos. BCG (Bacille Calmette-Guérin) é a Unica vacina autorizada para a prevencéo da
tuberculose (TB) humana. A producéo precoce de IL-17 e IL-22, como a induzida pela
BCG, é importante para formacdo de células de memoria protetoras na TB. Neste
contexto, avaliamos o0 papel destas citocinas no recrutamento e ativacdo das células da
imunidade inata induzida pela vacina BCG. Foram utilizados camundongos C57BL/6,
IL22-~e IL17--. Céulas do lavado peritoneal foram avaliadas por citospin e citometria
24 horas, 2°, 3°, 5° e 7° dias apos infecgdo com BCG, via intraperitoneal (1x10%/mL). O
recrutamento de macréfagos (F4/80°CD11b*) para o peritonio foi semelhante em todos
os animais avaliados, porém nos camundongos |L17-- estas células expressavam mais
moléculasde MHC declasse Il. Os neutroéfilos (Grl+) foram inicialmente maisrecrutados
nos camundongos |L17-- e IL22-/-em relacio ao C57BL/6 (50,9+5,4; 31,7+1,7). Apds 5
dias da inoculagdo, estas células apresentavam-se mais ativadas (Gr1*CD11b") no
camundongo |L17-- que nos outros animais. Quanto as céulas NK (NK1.1%), dois dias
apos a inoculacdo, houve recrutamento nos C57BL/6 enguanto que poucas células NK
migraram para o peritonio nos camundongos IL22--e IL17--. Novamente essas células
encontravam-se mais ativadas nos IL17-- que nos outros animais (NK1.1*CD11b"). A
vacinacao intraperitoneal com BCG recruta macrofagos, neutrofilos e células NK para o
peritbnio. Na auséncia de IL17 estas células sGo mais ativadas do que nos outros

camundongos, indicando um perfil de ativagao superior.

Palavras-chave: Tuberculose, BCG, respostaimune Inata.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease responsible for millions of deaths every year. BCG
(Bacille Calmette-Guérin) is the only licensed vaccine for the prevention of human
tuberculosis (TB). Early production of IL-17 and IL-22 as induced by BCG is important
for protective memory cells formation in TB. In this context, we evaluated the role of
these cytokines in the recruitment and activation of cells of the innate immunity induced
by BCG vaccine. C57BL/6, IL22 -~ and IL17-"~ mice were used. Cells obtained after
peritoneal lavage were evaluated by flow cytometry and citospin 24 hours, 2, 3, 5and 7
days after infection with BCG, intraperitonealy (1x10%ml). The macrophages
recruitment (F4/80* CD11") to the peritoneum was similar for all animals, but in IL17-"-
mice, these cells expressed more MHCII molecules. Neutrophils (Grl®), initialy
presented higher percentage in IL17-- and 1L 22-- mice compared with C57BL/6 (50.9 +
5.4, 31.7 + 1.7). These cells where more activated (Gr1*CD11b") inthe IL17--mice at 5
days post inoculation. NK cells (NK1.1%) was recruited in C57BL/6, mice whereas few
NK cells migrated to the peritoneum in IL22-~ and IL17/- mice, two days after
inoculation. Again, these cells were also more activated in IL17-- than in other animals
(NK1.1* CD11b"). In summary, intraperitoneal immunization with BCG recruit
macrophages, neutrophils and NK cellsinto the peritoneum. In the absence of IL17 these
cells are more activated than in the other mice, indicating a higher activated profile,
although these cells were reduced.

Key words: Tuberculosis, BCG, innate immune response.
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1.1 Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Esta doenca geralmente afeta os pulmdes (TB pulmonar), mas pode
também afetar outros 6rgdos (TB extrapulmonar). E uma doenca transmitida pelo ar
quando pessoas doentes com a forma pulmonar expelem bactérias através da tosse, por
exemplo. Em geral, uma proporcao relativamente pequena de pessoas infectadas com o
Mtb vai desenvolver a tuberculose ativa, no entanto, a probabilidade de desenvolver a
doenca é muito maior entre pessoas infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). A TB também é mais frequente entre os homens do que mulheres, e afeta
principal mente adultos naidade economicamente produtiva, sendo estimado que cercade

dois tercos dos casos ocorrem em pessoas entre 15-59 anos (WHO, 2011).

Apesar da disponibilidade de tratamentos altamente eficazes, a tuberculose
continua a ser um grande problema de salide global (Figura 1). Em 1993, a Organizacado
Mundial de Salide (OMS) declarou a TB uma emergéncia de salide publicamundial, num
momento em que foram estimados 7-8 milhdes de casos e 1,3-1.6 milhdes de mortes a
cadaano. Em 2010, foi estimado de 8,5-9,2 milhdes de casos e 1,2-1,5 milhdes de mortes
(incluindo mortes por tubercul ose entre pessoas HI V-positivas). TB é a segunda principal
causa de morte por doengas no mundo (WHO, 2011).

O conhecimento sobre a dindmica dessa doenca tem como marco a identificagéo
do bacilo M. tuberculosis por Robert Koch, em 1882. A TB € causada primariamente
pelo Mtb (bacilo de Koch), entretanto em muitas partes do mundo uma quantidade
significativa da doenca é também devida ainfeccéo por outras espécies de micobactérias
gue pertencem ao complexo M. tuberculosis, como M. africanum, M. canetti, M. Bovis,
BCG, M. microti e M. pinnipedii (COUSINS et al., 2003).

O Mtb é o agente etioldgico da tuberculose, pertencente a ordem dos
Actinomycetales, subordem Corynebacteriaceae, familia Mycobacteriacea. S&o bacilos
aerdbios, ndo formadores de esporos, sem flagel os, intracelulares facultativos, medindo
de 1 — 4um de comprimento por 0,3 — 0,6 um de largura. Caracterizam-se por serem

bacilos alcool-&cido resistentes (BAAR).
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Figura 1. Mapa da incidéncia da tuberculose no mundo. Em verde os 22 paises
responsaveis por 82% da tuberculose mundial. Adaptado de WHO 2013.

1.2VacinaBCG

1.2.1 Histérico

A cepa atenuada de Mycobacterium bovis, conhecida como BCG (Bacille
Calmette-Guérin), é a Unica vacina autorizada para a prevencdo da tuberculose (TB)
humana. Elafoi inicialmente obtida de uma cepa virulenta e desenvolvida na Frangcaentre
1908 e 1921 por Albert Calmette (1863-1933) e Camille Guérin (1872-1961). Sua
utilizac8o iniciou-se em 1921, apds processo de atenuacdo da BCG, foram mais de 10
anos de pesguisa com mais de 230 passagens seriadas in vitro. Esta atenuagdo promoveu
em torno de 16 delecOes de regibes gendmicas, designadas RD1-RD16, quando
comparada ao Mycobacterium tuberculosis (BROSCH et ., 2000). A protecéo conferida
por BCG variade0a80 % (COLDITZ et al., 1995), protegendo criancas dasformas mais
graves da TB, como a meningite tubercul osa e tuberculose miliar, com uma protecéo de
52 e 100% respectivamente. Entretanto, em relagdo a protecdo em adultos, sua eficécia é
atamente varidvel (DELOGU & FADDA, 2009, WHO, 2012).

A vacinaBCG foi trazidaparao Brasil em 1927, por Arlindo de Assis, que recebeu
uma cepa da BCG trazida por Moreau, a qual passou a ser denominada BCG Moreau —
Rio de Janeiro. Apesar das modificagbes genéticas, ndo foi observada reducdo da
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capacidade protetora originalmente descrita (BREWER, 1995), sendo a cepa brasileira
considerada uma das mai s imunogénicas dentre as 12 estirpes vacinais atual mente em uso
(LADEFOGED, 1976).

1.2.2 Epidemiologia da vacina BCG

A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) recomenda a vacinagdo com aBCG em
&reas de dta prevaléncia e incidéncia de TB. A vacinagdo com a BCG € atualmente
obrigatéria em aproximadamente 64 paises e é administradaem 167 paises que fazem seu
uso no esguemavacinal, tornando a BCG a vacina mais amplamente utilizada no mundo
inteiro, como demonstrado na Figura 2 (WHO, 2013).

s

Al
A
Figura 2. Mapa da distribuicéo davacinaBCG no mundo. A: Paises que usam aBCG no
programa vacinal universal. B: Paises que recomendavam a vacinagdo com a BCG, mas
atualmente ndo o fazem. C: Paises que nunca tiveram a BCG no programa vacina
universal. Adaptado de Zwerling et a., 2012.

No ano de 1974, avacinagdo com BCG foi introduzida ao Programa Ampliado de
Imunizacdo da organizacdo mundial da saide (PAI/OMS). Hoje, a cobertura vacina da
BCG chega aos 85% dos recém-nascidos. A cada ano estima-se que aproximadamente
100 milhdes de criancas recebam avacinaBCG, mas em paises africanos, sudeste daAsia
e oeste do Pecifico as coberturas vacinais sdo as mais baixas (FINE et al., 1999).
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A BCG é uma vacina de baixo custo que tem sido administrada a 2,5 bilhdes de
pessoas desde 1948. Ela tem um perfil de seguranca bem estabelecido e tem atividade
adjuvante comprovada, estimulando tanto respostas imunes mediadas por células, quanto
humoral. A BCG pode ser administrada logo apds o nascimento de criangas ou em
qualquer outro momento posterior, onde uma unica dose é suficiente para conferir uma
imunidade de longa duracdo em populagdes pouco expostas como indios norte-
americanos (ARONSON, 2004).

1.2.3 Uso alternativo da BCG

1.2.3.1 Cancer de Bexiga

A BCG tem sido utilizada e recomendada como tratamento para o cancer néo
invasivo de bexiga, experimentos clinicos realizados desde 1985 mostraram que aterapia
com aBCG reduziu astaxas derecorrénciado cancer de 29 a67%. Este efeito antitumoral
da BCG foi reconhecido como dependente de células T. Em particular, aresposta do tipo
“T helper 1 (Th1), mediada por células, incluindo linfécitos T CD4" elinfécitos T CD8*
citotoxicos (CTL). O sistema imune inato também contribui para tal protegdo, onde a
BCG é capaz de recrutar um grande nimero de neutréfilos, células NK e linfocitos yo que
possuem atividade antitumoral (KAWAI et d., 2013).

1.2.3.2 Hanseniase

A BCG foi desenvolvidaameando um efeito protetor contraa TB, entretanto, foi
observado também protecdo contra a hanseniase. Varios estudos para avaliar a protecéo
conferida pela vacina BCG em hanseniase foram feitos. Nestes estudos as popul agdes
alvo foram as atendidas pelos programas de controle de TB e contatos de hanseniase em
servigos de rotinas. E foi verificado que houve uma protegdo geral contra a hanseniase
entre 36 a 90%. Em sintese, a primeira dose da vacina BCG protege contra hanseniase e
uma dose a mais da vacina aumenta a protecéo (ZODPEY, 2005, FINE et al., 1999).

No Brasil, avacinagéo e revacinacao séo indicadas pelo Ministério da Salde para
contatos de pessoas doentes com hanseniase. No entanto, o impacto do uso da BCG para
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protecdo contra a hanseniase e o custo/efetividade ainda ndo foram publicados (CUNHA,
2004).

1.2.3.3 Asma

Tém sido relatado que infecges por BCG e outras micobactérias possuem efeito
amenizador da asma, em camundongos, por reduzir a hiperesponsividade das vias aéreas
e o0 recrutamento de eosindfilos devido ao perfil de resposta Thl gerado por essas
infeccOes (KOH et a., 2001; ERB et a., 1998; HERZ et al., 1998; WANG et a., 1998;
HOPFENSPINGER et al., 2002; ZUANY-AMORIN et a., 2002). Han e colaboradores
(2012) demonstraram que o sobrenadante de culturas de BCG e M. tuberculosis foram

eficazes em suprimir a reagdo asmatica em camundongos.

Algumas proteinas secretadas por essas micobactérias possuem papel importante
na reducdo da reacdo asmética. O tratamento de camundongos com as proteinas Ag85,
proteina de 38 KDa e MPB70, mostrou uma diminui¢do no nimero de eosinéfilos no
lavado bronquio-alveolar de camundongos com asma estabelecida, assim como
diminuicdo na hiperesponsividade das vias aéreas, na mesma proporcdo que em
camundongos asméticos tratados com BCG viva; sugerindo uma possivel utilizacgo de
proteinas micobacterianas purificadas como uma opgdo mais segura para o tratamento da
asma (HAN, 2012).

Uma potente resposta Thl gerada pela vacinacdo com BCG pode ser responsavel
pela protecdo contra a asma, porém, 0 mecanismo exato de como supressao ocorre
ainda é desconhecido. Zhang e colaboradores (2013) demonstraram a presenca de
populagdes de linfécitos CD4" Thl nos linfonodos inguinais (L1) de camundongos
asméticos apbs a vacinacao neonatal com BCG. A reacéo asméticafoi desencadeada pelo
desafio dos camundongos com ovoa buming, e foi observada uma diminui¢do no nimero
dessas células no LI concomitante com aumento das mesmas no pulmé&o dos
camundongos, sugerindo uma migracdo dessas células diante da inflamagdo no orgéo.
Além disso, as células TCD4" do LI apresentaram altos niveis de CXCR3, enquanto o
pulmdo apresentou atos niveis de CXCLY9, sugerindo que esse eixo de receptor de
quimiocina-ligante seja 0 mecanismo utilizado paraa migracdo das células para o tecido
pulmonar. Quando realizada a excisdo cirdrgica do LI dos camundongos, a vacinagéo
com BCG perde seu efeito protetor contra areacdo asmatica (ZHANG, 2013).
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1.2.3.4 Adjuvante

Devido a imunogenicidade e a capacidade de geracéo de resposta imune Thl, a
vacina BCG tém sido estudada como adjuvante para vacinas contra outros patdgenos,
além de pesguisas para investigar se a resposta causada pela BCG pode interferir com a

resposta de outras vacinas.

A vacina BCG funciona como potente adjuvante para vacina contraleishmaniose,
em camundongos, quando administrada previamente a vacina de Leishmania major por
via retal. O fato de esses dois organismos serem patdgenos intracelulares e a BCG
proporcionar uma indugcdo de resposta imune celular corrobora a sua utilizagéo
simultdnea para uma vacina contra leishmaniose. Soudi e colaboradores (2011)
demonstraram a geracéo de resposta protetora Th1l quando a BCG foi coadministrada por

viaretal juntamente com extrato de leishmania major autoclavada em camundongos.

As regifes endémicas para tubercul ose costumeiramente se sobrepdem as regides
endémicas paramalaria. Nessas regifes € comum a utilizacdo simulténea de vacinas anti-
TB e anti-malérica. E sabido que co-infeccBes com outros microrganismos afetam a
resposta imune protetora gerada pela vacinacéo com BCG (ELIAS et al., 2005 & 2008;
MANSOOR et al., 2009). Parra e colaboradores (2011), demonstraram que a co-infecgdo
de 4 diferentes cepas de BCG com o Plasmodium yoelii, em camundongo, ndo gerou
nenhuma alteracdo significativa naresposta protetora apos desafio com Mtb. Esses dados
s80 importantes para 0 desenvolvimento de novas vacinas contra TB em regides

endémicas de mal&ria.

Vacinas para maaria que contém BCG estdo sendo estudadas, aproveitando o
poder indutor de resposta imune da BCG. Por exemplo, Teo e colaboradores (2012),
construiram uma cepa BCG expressando a proteina de 22KDa de Plasmodium
falciparum, e demonstraram que essa formulagdo vacinal foi eficiente em induzir
imunidade celular e humoral em camundongos. O soro dos animais imunizados foi capaz
de reconhecer os parasitas fixados, sugerindo uma possivel utilizagdo dessa BCG como

vacina paramalaria.
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1.3 Imunologiada BCG

Segundo Kaufmann (2005) e Fletcher, (2007), os mecanismos e interagdes que
geram a protecdo a tubercul ose pds-vacinacdo com BCG ndo sio bem compreendidos. E
sabido que a resposta imune do tipo Thl é eficaz no combate a tuberculose, sendo essa
resposta mediada pela producdo de citocinas pro-inflamatérias como interferon gama
(IFN-y) efator de necrose tumoral alfa(TNF-a). Apesar davacinacéo com BCG ser capaz
de induzir resposta Thil, resposta é insuficiente na protecéo de adultos jovens, e
ineficaz quando utilizada em esquema de doses de reforco. Hokey e Ginsberg sugerem
gue essafahapode ser causada pelaincapacidade daBCG em direcionar arespostacontra
epitopos de Mtb e por isso ndo contribuir para a protecdo, ou que a agdo das citocinas
IFN-y e TNF nao seria suficiente no combate a doenca (HOKEY & GINSBERG, 2013).

Além disso, foi demonstrado que a vacinagdo com BCG em recém-nascidos
influencia a resposta imune humoral, podendo interferir na imunizagdo contra outras
infeccBes. Ritz e colaboradores (2012), através de estudos com recém-nascidos que
receberam BCG e 0s que ndo receberam, constataram que a vacinacdo com BCG no
nascimento aumentou aresposta humoral daimunizacédo contra pneumococo. Entretanto,
a resposta de anticorpos a imunizagdo para hepatite B foi menor no grupo vacinado
previamente com BCG gue nos recém-nascidos que ndo foram vacinados.

A importancia do papel das células TCD8" induzidas pela vacinacdo com BCG é
evidenciado por experimentos utilizando camundongos C57BL /6 deficientes damol écula
do complexo principa de histocompatibilidade do tipo 1 (MCH 1); onde apdsimunizacdo
com BCG e desafio com Mtb, a sobrevida desses camundongos foi drasticamente
reduzida e a carga bacilar nos pulmdes aumentou em relacdo aos animais C57BL/6
(FLYNN et a., 1992; BEHAR et a., 1999). Micobactérias séo capazes deinduzir células
TCD8" especificas em humanos (PITHIE et al., 1995; SILVA et al., 2014). Hanekom e
colaboradores (2005) demonstraram, apartir daandlise de sanguetotal de recém-nascidos
vacinados com BCG, no sul da Africa, que a vacinagio induz células CD8"* funcionais,

embora em uma frequéncia menor que células CD4".

A resposta imune celular baseada em células T contra BCG esta bem
caracterizada. Através de experimentos com sangue total de recém-nascidos na Africado
Sul, Soares e colaboradores (2012), caracterizaram a funcdo e fendtipo das células T
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envolvidas nessa resposta. Foi demonstrado que a resposta predominante € do tipo Thi,
com producdo de IFN-y e grande inducéo de células CD4" responsivas entre 4-6 semanas
apos a vacinacdo. Os pesguisadores descobriram que a vacinacdo leva a inducdo de
células TCD4" de memoria que possuem caracteristicas de células de memdria central e

de células efetoras.

No que diz respeito as diferencas de cepas da bactéria, vérios estudos estdo sendo
realizados para um melhor entendimento desse mecanismo. Ritz e colaboradores (2011)
constataram gue criangas imunizadas com BCG-Denmark tiveram uma frequéncia maior
de células citotoxicas na corrente sanguinea gue criancas que receberam BCG-Japan ou
BCG-RUssia, e essas células eram em sua maioria células CD4*, que ja foram
evidenciadasna TB (CANADAY, et al 2001).

Ritz e colaboradores (2007), também demonstraram que algumas cepas de BCG
s80 capazes de gerar uma maior resposta pro-inflamatoria. A cepa BCG Denwark Japan
mostrou induzir maiores niveis de citocinas Thl, quando o sangue de recém-nascidos um

ano apds avacinagdo foi avaliado (RITZ, 2011).

A respostaimune das diversas cepas de BCG apresentam varias contradi¢des nos
diversos estudos realizados sobre o assunto. Wu e colaboradores (2007) demonstram em
seu trabalho que a cepa BCG-Denmark apresenta maior imunogenicidade que a cepa
BCG-Japan, mas esses dados séo questionados por dois outros estudos (HUSSEY et d.,
2002; DAVIDS et al., 2006). Gorak-Stolinska e colaboradores (2006) mostraram que a
imunogenicidade da cepa BCG-Glaxo € comparavel a cepa BCG-Denmark, enquanto
outro estudo (VIJAYALAKSHMI et d., 1995) demonstrou que essa cepa € mais
imunogénica quando comparada a cepa BCG-Japan. Esses dados revelam a disparidade
de perfis de resposta imunes gerados pelas diferentes cepas, o que corrobora a variacéo

da protecao nos diversos paises que tem a BCG em seus programas vacinais.

No que diz respeito as células polifuncionais, que sdo importantes na resposta
imune protetora a tuberculose (DERICK et a., 2011), Ritz e colaboradores (2011),
demonstraram que as cepas BCG-Denmark e BCG-Japan foram capazes de induzir
popul acBes maiores dessas células em recém nascidos quando comparadas a cepa BCG-

Russia.
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1.4 Imunidade I nata

A imunidade inata € 0 conjunto de mecanismos homeostaticos presentes no
organismo desde 0 nascimento ; de agdo rdpidae composto por células como macrofagos,
neutréfilos, célula NK, eusindfilos, linfocitos B1 e células dendriticas; pelas barreiras
epiteliais e quimicas, como pele e 0 baixo pH estomacal; por mediadores solUveis como
as proteinas do sistema complemento e véarias mol écul as microbicidas como as defencinas
(Brubaker, 2014). Evolucionariamente, a imunidade inata € um dos primeiros
mecani smos de manutencao da homeostasia desenvol vido em um organismo, ndo estando
relacionada apenas com a defesa contra patdégenos. Sua importancia pode ser notada
devido a maioria dos seres vivos, como plantas e insetos, sobreviverem apenas com esse
sistema, visto que a imunidade adaptativa se desenvolveu a partir dos vertebrados
mandibulados (Gourion, 2014).

No caso datuberculose, apds ainalacdo de goticulas contaminadas, expelidas por
um individuo infectado ao tossir, espirrar ou falar; o Mtb vai paraos pulmdes do novo
hospedeiro. O primeiro encontro das micobactérias provalmente ocorre com 0s
macr6fagos alveolares residentes, que as fagocitardo. Na maioria dos casos, 0 macréfago
alveolar, consegue destruir ou inibir a multiplicacéo dessas bactérias, e ainfeccdo cessa
ou setornalatente; o que evidencia o papel importante do sistemaimne inato na protecdo
aTB. Apo6s afagocitose, o fagossomo contendo as bactérias sera fundido a um lisossomo
presente no citoplasma da célula, dando origem a organela chamada fagolisossomo.
Dentro do fagolisossomo, as bactérias sdo expostas ao pH acido (4,5) dos lisossomos e as
hidrolases presentes nessas organel as; acarretando na destrui¢c&o desses microorganismos
podem se multiplicar. 1sso acarretard na liberac&o de citocinas pro-inflamatérias, como
IL-12, atraindo mondcitos e outras células inflamatdrias para o pulméo. Os mondcitos
inflamatorios se diferenciam em macrofagos, que fagocitam as bactérias e ddo inicio a
formagdo do granuloma (VAN CREVEL; 2002). Duas a trés semanas apos a infecgao,
céulas T especificas se desenvolvem, migram para o pulméo e produzem citocinas pro-
inflamatorias, tais como IFN-y que ird ativar os macrofagos para o controle da infecgdo
(PAGAN, 2014).
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A primeira e mais importante etapa na ativacdo da resposta imune inata é o
reconhecimento do patdgeno. Este se d& pelaligacdo de padrdes molecul ares associados
a patdgenos (PAMPs) com receptores presentes nas células, chamados receptores de
reconhecimento padréo (PRRS). Dentre esses receptores se encontram principal mente os
receptores semelhantes a Toll (TLRs). Essa ligacdo desencadeia a producéo de citocinas
pro-inflamatorias, como IFN-y, que levardo a formagdo do processo inflamatério
(KLEINNIJENHUIS; 2010)

O IFN-y ativaos macréfagos paraeliminar as micobactérias. Ele também aumenta
aexpressdo de moléculas de MHC classe || nos macréfagos que resulta na apresentacéo
de antigenos melhorada as células T. A importancia crucial do IFN-y para a defesa anti-
micobacteriana € demonstrado pelo aumento da susceptibilidade a infeccbes por
micobactérias em pacientes com deficiéncias no receptor de IFN-y ou deficiéncias do
receptor de |L-12 (ALTARE, 1998; OTTENHOFF, 2002).

Os TLRs sdo uma familia de receptores, primeiramente descritos em Drosophila
melanogaster, que nos mamiferos é composta por 12 membros. Eles sGo expressos na
superficie da membrana celular ou na membrana de vesiculas de endocitose,
principalmente nos macréfagos e nas células dendriticas. A interagdo de moléculas da
micobactéria com seu devido TLR dainicio aumavia de sinalizac8o baseada na ativacéo
de MyD88 (UNDERHILL, 1999). Em seguida, se inicia uma cascata de sinalizacéo para
a qua sdo recrutadas moléculas como IRAK, TRAF-6, TAK-1 e MAPs, que levara a
ativagéo e translocagdo do fator de transcri¢éo nuclear (NF) - kB (TAKEDA, 2004). Isto
permite a transcricdo de genes envolvidos na ativagdo da resposta imune inata,
principalmente a producgéo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF, IL1jB, e IL-12 e
de oxido nitrico (AKIRA, 2003)

Para o reconhecimento do Mtb foi demonstrado o envolvimento dos TRLs 2, 4, 9
e possivelmente o TLR8 (TAPPING & TOBIAS, 2003). O TLR2 se encontra na
membrana plasmética associados na forma de heterodimero com TLR1 ou TLR6. Estes
heterodimeros reconhecem glicolipideos da parede das micobactérias como LAM e
manosidio defosfatidilinositol (PIM) (MEANS, 2001; DAVILA, 2008). O TLR2 atuana
iniciagdo da resposta imune inata atraves da indugdo da producdo de TNFa
(UNDERHILL, 1999; BAFICA, 2005) edaliberacéo de IL-12 em macrofagos (POMPEI,
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2007). Estudos mostraram gque camundongos deficientes de TLR2 apresentam formacéo
de granulomas prejudicada e maior susceptibilidade ainfecgdo por Mtb (REILING, 2002;
DRENNAN, 2004).

A proteina de choque térmico de 60/65 KDa que é secretada por diversas espécies
de micobactérias pode ativar TLR4 (OHASHI, 2000). Macréfagos de camundongos
deficientes em TLR4 apresentaram menor capacidade de produzir de TNFa, em estudos
invivo, o papel do TLR4 no reconhecimento de micobactérias € ainda pouco explorado e
apresenta resultados conflitantes (REILING, 2002). O TLR8 reconhece RNA de cadeia
simples de agentes patogénicos, como virus de RNA. Davila et al. (2008) demonstrada
uma regulacdo positiva na expressdo de TLR8 em macrofagos apds ainfecgdo com BCG.
Este estudo sugere uma atuacéo do TLR8 no reconhecimento de Mtb, mas o mecanismo

e sinalizacdo citoplasmatica continuam desconhecidos.

O sistema imune inato tem grande importancia na protecéo induzida por BCG.
Mondcitos, por exemplo, sdo células chave na defesa contra varios microrganismos.
Kleinnijenhuis e colaboradores (2012) demonstraram que além daresposta imune gerada
por células T de memdria antigeno especificas apds vacinacdo com BCG, as células do
sistema imune inato, como os macréfagos, podem ser funcionalmente programadas em
um fendtipo de ativagéo aumentado apds contato com BCG. 1sso sugere que essas células
tém papel importante na resposta imune durante uma reinfeccdo por micobactérias.
Kleinnijenhuis e colaboradores também constataram que 0 mecanismo pelo qual avacina
BCG “treina” essas células € baseado em mudancas epigenéticas relacionadas com NOD2
(nucleotide-binding oligomerization domain - 2) na metilacdo de histonas. Esse
mecanismo também confere protecdo aumentada contra outras infecgbes aém da

tubercul ose.

A epigenética na resposta imune inata é pouco estudada. Esse fenbmeno é
mediado por células imunes inatas tais como mondcitos/macréfagos e células NK, e é de
curta duragcdo. Na maioria das vezes essaimunidade treinada é inespecifica, e o provavel
mecanismo para sua formagdo seria a reprogramacdo epigenética, principalmente a
trimetilacdo do residuo de lisina 4 na cauda N-terminal das histonas tipo 3 (H3K4)
(WEIR, 2006; NACKERS, 2006). Uma evidéncia que sugere que aimunidade inata esta

de fato envolvida na protecdo induzida por BCG vem de um estudo conduzido por Grode
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e colaboradores (2005) que mostrou que uma vacina BCG recombinante expressando
listeriolisina foi capaz de protger tanto camundongos normais quanto camundongos
SCID contra desafio com Mtb; atuando dessa forma independente do sistema imune
adaptatvo.

O fato de a BCG poder exercer agdo na possivel memaria imunol 6gica inata tem
grande impacto no desenvolvimento de novas vacinas para a tubercul ose pois poderiam
combinar efeitos das imunidades adaptativa e inata (NETEA, 2014).

1.4.1 Macr 6fagos

Os macrofagos constituem as principais células da imunidade inata responsaveis
pela resposta contra 0 Mtb (RAJA 2004). Porém, além deles, outros componentes da
resposta inata compartilham esse processo. Tem sido descrito que as células dendriticas,
neutréfilos e células naturd killer (NK) apresentam participacao nesse mecanismo (DOZ,
2013; JUNQUEIRA-KIPNIS et a. 2003). As células NK pode induzir amorte de Mtb ou
macr6fagos/monadcitos infectados, ab mesmo tempo em que podem ativar fagécitos no

sitio de infeccdo (Raja 2004).

Macrofagos estédo presentes em diversos tecidos, desde a pele até o sistema
nervoso. Essas céulas sdo dependentes de fatores do microambiente para sua
diferenciacéo nos diferentes tecidos, como fatores de crescimento, citocinas e até outras
células (GEISSMANN, 2010). O macrofago reconhece e fagocita particulas estranhas,
inclusive Mtb, gracas a vasta gama de receptores presentes em sua superficie, receptores
scavenger, receptores de manose (MR), receptores de complemento e receptores
semelhantesa TOLL (TLRs). Apés afagocitose, uma cascata de sinalizacéo é iniciada e
culmina na producéo de moléculas nocivas aos microrganismos e demais mediadores
imunes e antimicrobianos que interagem com demais células da imunidade inata
(GUIRADO, 2013).

Estudos sugerem que o fenétipo de ativagdo dos macrofagos é determinado ao
interagir com certos mediadores soluveis, como IL-4, IL-13, IL-12, IFN-y, TNF-a, entre
outros, (STOUT, 2004); outros estudos defendem aideia que de acordo com mudancas
no microambiente, essas células podem ter seu perfil de ativagdo continuamente alterado
(STOUT, 2009; MURRAY, 2011). As fungdes dos macrofagos depois da infeccdo por
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micobactérias sdo estritamente dependentes do fendtipo de ativacdo, que € determinado
pela sinalizacdo bactéria-induzida através dos receptores de reconhecimento de padrdes
(ANDRADE et al. 2012). Isso implica nas diferentes interaces entre os macréfagos e o
Mtb ou BCG de acordo com o microambiente em que a célula encontra os patdgenos
(GUIRADO, 2013).

Macrofagos estimulados com citocinas Thl (IFN-y) polarizam-se para células
pré-inflamatérias M1, aumentando o nivel de ativacdo na presenca de micrébios, e
desenvolvendo o fendtipo tipico de macréfagos classicamente ativados (do inglés:
classically activated macrophages — CAM) (GORDON 2003). Essas células produzem
grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias e geram reativos intermediérios de
oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI) que aumentam as fungdes bactericidas e citotoxicas

dos macréfagos.

Em contraste, macrofagos ativados com citocinas da resposta “T helper tipo 2”
(Th2) como IL-4 e IL-13, expostas a imunocomplexos em combinagdo com ligantes de
TLRs, ou IL-10, polarizam-se para fenétipos M2 distintos, M2a, M2b e MZ2c,
respectivamente, sdo chamados macrofagos aternativamente ativados (do inglés:
alternativally activated macrophages - AAM), os quais apresentam atividades anti-
inflamatérias e de reparo tecidual (MANTOVANI, 2004). Os macréfagos M2 sdo
caracterizados pela expressdo de marcadores tipicos, incluindo aumento da expressao e
atividade de arginase-1 (Arg-1), aumento na expressdo de receptores scavenger e

receptores de manose (MR/CD206), e producéo de citocinas anti-inflamatérias (1L-10).

Os macrofagos alveolares tem um papel central na defesa das vias aéreas,
(GORDON, 2003). A determinacéo do fendtipo de ativacdo dessas células pela vacina
BCG se torna interessante, devido as propriedades das células M1 de estimular uma
resposta do tipo Thl pelaliberacdo de IFN-y, IL-12 e demais citocinas pro-inflamatérias;
e propriedades das células M2 de reparaco tecidual; 0 que € interessante em doencas de
lesdo tecidual inflamatéria como a TB; e regulacdo da resposta inflamatéria, pela
producdo de IL-10 e TGFp.

A molécula F4/80 é uma glicoproteina também conhecidacomo Ly71 e EMR1. E
um marcador de superficie de macréfagos bem caracterizado e extensivamente

referenciado. Pertencente afamiliada proteina EGF-TM7, € expressa em niveis elevados
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em variostipos de macréfagos, como células de Kupffer, macréfagos espl énicos de polpa
vermelha, microglia, l&mina propria do intestino, e as células de Langerhans na pele. A
molécula F4/80 € também expressa nos macrofagos teciduais no coragdo, rim, sistema
reprodutor, e neuroenddcrino (KINOSHITA, 2010).

1.4.2 Neutr6filos

Os neutréfilos sdo leuctcitos polimorfonucleados de maior abundancia no
organismo. Devido a sua capacidade de fagocitose e liberacdo de mediadores essenciais
aresposta imune, os neutrofilos sdo células importantes no controle inicial de infecgoes,

como ado Mtb, dando inicio arespostainflamatéria (DOZ, 2013).

Neutrofilos atuam tanto na resposta imune quanto na patogenia de algumas
doencas, e isso € determinado pelo nimero e atividade dessa célula no sitio da
enfermidade. E sabido que antigenos de micobactérias sfo capazes de ativar neutrofilos,
que entdo apresentam potencial micobactericida por mecanismos ja conhecidos, como
producdo de radicais reativos de oxigénio e peptideos antimicrobianos
(KOLACZKOWSKA, 2013). Foi observado que quadros de neutropenia contribuem para
0 crescimento de Mycobacterium avium, a deplecdo dessas células acarretam na
diminuicdo do potencial do sangue total de restricdo do crescimento de micobactérias
(MARTINEAU, 2007).

No entanto, foi demonstrado que, quando comparados com macréfagos, 0s
neutrofil os apresentam baixa capacidade de restri¢éo do crescimento de micobactérias no
pulmdo (ERUSLANOV, 2005), 0 que sugere que a presenca dessas células na reacdo
inflamatéria da tubercul ose esta mais relacionada ao processo patol 6gico. Desse modo, a
deplecdo dessas células contribuiu significativamente na sobrevivéncia de camundongos
apos desafio com Mtb (KELLER, 2006). Foi ainda demonstrado que, em camundongos
susceptiveis ainfeccdo por Mtb, umamigracéo aumentada de neutrdéfil os para os pulmodes
esté associada com a disseminagdo broncogénica do bacilo (CARDONA, 2000).

Ao fagocitar micobactérias, os neutréfilos podem sofrer apoptose (ALEMAN,
2002). O Mtb é capaz de induzir a apoptose de neutrofilos apos ser fagocitado através da
inducdo de alguns fatores de transcricdo dessas células (ALEMAN, 2004; 2005).
Macréfagos, ao fagocitar os corpuscul os apoptoticos de neutrdéfilos, iniciam a producéo
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de prostaglandina E2 (PGE2) ¢ TGFB1 (FADOK, 1998), e essas citocinas acarretam na
diminuicdo do potencia bactericida dos macrofagos quando presentes nos processos de
apoptose (FREIRE-DE-LIMA, 2000; RIBEIRO-GOMES, 2004). Foi demonstrado que
altos niveis de PGE2 esta relacionado com o avango da doenca, e regulacéo de células
imunes importantes na resposta protetora (HSUEH, 1979; HINES, 1995). Desse modo o
papel do neutrofilo nainfecgdo por Mtb ou navacinacéo por BCG permanece controverso
e carente de novos estudos.

O antigeno de diferenciacdo miel6ide Gr-1, € umaproteinade 21-25 kDa, também
conhecido como Ly-6G. A proteinaligadaa GPI, Gr-1 € expressapelalinhagem miel6ide
durante seu desenvolvimento na medula 6ssea. A expressao de Gr-1 nos granul citos de
medula 6ssea é mantida em neutréfilos periféricos sendo um bom marcador para estas
populacdes, visto que os mondcitos expressam Gr-1 apenas transitoriamente durante o
seu desenvolvimento (HARDING, 2014).

Quando estimulados, os neutréfilos exibem uma maior ativagdo da molécula
CD11b, que é uma integrina importante para a adesdo de leucocitos e para a migracao.
Essa molécula é mediadora dainflamacéo através da regulacéo da adeséo de leucdcitos e
tem sido relacionada com varios processos imunoldgicos, tais como fagocitose,
citotoxicidade mediada por células, quimiotaxia e ativagéo celular (SOLOV JOV, 2005).

1.5 Citocinas

IL-22 é uma citocina pré-inflamatéria produzida por células Thl e Thl7 que faz
parte dafamiliadalL-10 (WOLK et a, 2004; SABAT et al., 2010). O receptor da IL-22
€ composto por duas subunidades, IL-22R1 e IL-10R2 (WOLK, 2006; 2007). O IL-22R1
esta presente em uma variedade de tecidos ndo imunes, como pele, pulmao, rins, pancreas
dentre outros, enquanto o IL-10R2 é atamente expresso em células do sistema imune,
como linfécitos B, T e células NK, mondcitos, macréfagos, células dendriticas e
hepatécitos (WOLK et a., 2004-2006). O IL-22R1 ndo esta presente nas células da
resposta imune, tais como mondcitos, macrofagos, células dendriticas, linfécitos B,
linfocitos T e células NK, estando presentes apenas nos hepatocitos (WOLK et al., 2004).
Ha também uma IL-22R soltvel conhecida como proteina ligadora de I1L-22 (IL-22RP)
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que é codificada por outros genes, mas que possui afinidade maior pela IL-22 que o
proprio IL-22R1 (WOLK et al., 2007).

Esta citocina age em tecidos ndo imunolégicos e estd muito relacionada ao
desenvolvimento de doencas crénicas como psoriases, doenca de Crohn e artrite
reumatoide (ANDOH et al., 2005; IKEUCHI et al., 2005). Um dos mecanismos de
inducdo das doencas autoimunes é por exercer efeito supressor de APCs-CD11b+ (KE et
a., 2011).

Foi demonstrado que células dendriticas derivadas de medula Ossea de
camundongos, ao serem infectadas por BCG produzem CXCL1 e CXCL2 gque podem
atuar no recrutamento de neutrofilos para o local da infeccdo. ApOs contato com essas
células dendriticas, os neutréfilos passam a produzir IL-10 via Myd88 e tirosina kinase
(DOZ et a 2013), inibindo a acéo de células Th17, bem como a producéo de IL-17. Os
neutrofilos sdo células fagociticas que apresentam um importante papel em infeccdes por
micobactérias, sendo que apds serem recrutadas para o sitio de infecgdo essas células
podem transferir bacilos vivos para os nédul os linféticos drenantes (ABEBE et & ., 2005).
Dessa maneira promovem o amadurecimento de células dendriticas e a polarizacéo de
perfis de linfécitos T nos linfonodos (MOREL et al., 2008).

Eosindfilos humanos ao reconhecerem BCG sao regulados negativamente quando
0 receptor transmembranico CR3 se liga a Lipoarabnomanana (ManLAM), um
importante componente da parede micobacteriana, causando a inibi¢do da producdo de
peroxidase e TNF-a nessas células (DRISS et a., 2012).

Em pacientes que tiveram contato com micobactérias, foi constatada a produgéo
de IL-22 e IL-17 por linfécitos TCD4+, apds cultura dos PBMCs com BCG. O link entre
a inflamagdo severa e IL-22 sugere que esta citocina pode contribuir para resposta
inflamatéria a0 Mtb (SCRIBA et a., 2008). Células NK produzem IL-22 quando
estimuladas por 1L-15 por uma via de sinalizacdo dependente de DAP10. Céulas NK
produtoras de IL-22 inibem o crescimento de micobactérias em macrofagos infectados.
A 1L-22 age nessas células, que possuem o receptor IL-22R, por meio do aumento da
fusdo fagolisossomal, processo que requer a expressado de proteina ligadora de célcio:
calgranulinaA (DHIMAN et a., 2009; DHIMAN et a., 2013).
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Em modelo animal foi observado que 48 horas apés vacinacdo com BCG ha um
aumento de células NK produtoras de IL-22 nos nodulos linféticos drenantes e no bago.
Foi constatado que h&d uma queda dessa populagdo apds 72 horas da vacinagdo nos dois
orgaos. Apés tratamento com anticorpos anti-células NK1.1 (células NK produtoras de
IL-22), hd um aumento da populacéo de células Treg+FOXP3+ (DHIMAN et al., 2012),
que contribui para a manutencdo das micobactérias, por impedir a resposta imune
inflamatéria. Portanto, alL-22 produzidapor células NK parece contribuir paraamelhora
na protecdo gerada pela BCG, além de expandir a populacéo de linfécitos TCD4+ de
memoria observada apds desafio com Mtb (DHIMAN et a., 2012).

A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina de assinatura das células Thl7, uma
subpopulacdo de células TCD4". Essacitocinatem sido descritanaformacao de processos
inflamatorios, tumores, doencas autoimunes e no combate a fungos e infeccdes
bacterianas (MADDUR, 2012). A IL-17 estd relacionada com o recrutamento de
macrofagos e ativacdo dessas células para producéo de mediadores imunes, promovendo
uma comunicagdo entre imunidade inata e adquirida (BARIN, 2012; FANG 2011).
Estudos demonstram que citocina é também expressa por células daimunidade inata
como macrofagos e mastécitos (VYKHOVANETS, 2011; Song, 2008; DA SILVA,
2008).

A inflamac&o mediada por IL-17 é a chave do processo patoldgico de diversas
doencas autoimunes e processos inflamatdrios, como psoriase, |Upus eritematoso

sistémico, artrite reumatdide, esclerose multipla, entre outras (MADDUR, 2012).

A citocina IL-17 € de fundamental importancia no recrutamento de neutrofilos
para sitios inflamatorios (KORN, 2009; MOSSEC, 2012). Essa citocina esta relacionada
com varios fatores da respostaimune, inclusive com células da imunidade adquirida, por
exemplo, em experimentos de imunizagdo com BCG, as céulas Thl7 regulam
negativamente a producdo de IL-10, desse modo, modulam a resposta imune para um
perfil Thl (GOPAL, 2012). A resposta Th17 induzida por BCG ocorre previamente a
resposta Thl, e nafaltade citocina IL-23, importante naformagdo do perfil Th17, ocorre
reducdo tanto da populacdo Th17 como da populagdo Thl. No entanto, na auséncia de
IL-10, aimunizagdo com BCG, induz aformacéo de células Th1l de maneiraindependente
das células Th17 (GOPAL, 2012).
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Apesar de ser importante na inducéo de fendtipo celular imune protetor, a IL-17
promove danos teciduais durante a infeccéo por Mtb (TORRADO, 2010; DESVIGNES,
2009), e nas demais doencas em que sua atuacdo € observada (JOVANOVIC, 1998;
EDDENS 2012). A vacinagado repetida com BCG também induz aumento da producéo de
IL-17 e maior recrutamento de neutrofilos para o pulmédo acarretando em piora da
patologia do tecido pulmonar (CRUZ, 2010). Desse modo, uma resposta idea para
protecdo contra tuberculose deve promover um balango entre as respostas Thl e Thl7
(JUNQUEIRA-KIPNIS, 2013).

Varios estudos demonstram que células B e a imunidade humoral tem papel na
modul acdo darespostaimune de células T, atuando naformacdo de células T de memaria
(LUND, 2010; MAGLIONE, 2009). Trabalhos tem mostrado que as células B estdo
relacionadas com aregul acéo daresposta Th17 (HAMEL, 2008; MATSUSHITA, 2008),
sendo relatado que, em humanos com tubercul ose, uma subpopulacéo de células B foi
capaz de suprimir aresposta Thl7 (ZHANG, 2012).
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2- JUSTIFICATIVA
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A tuberculose é uma doenca re-emergente que permanece como um dos maiores
problemas de salide publica mundial, agravado depois de 1980 pelo surgimento de casos
de infeccdo com HIV 1/2 e 0 aumento da multidroga resisténcia (MDR). S&o notificados
aproximadamente nove milhdes de novos casos e 1,9 milhdes de mortes por ano, sendo
gue 98% destes casos se encontram nos paises em desenvolvimento. O Brasil encontra-
se em 16° lugar no “ranking” dos 22 paises com maior indice de prevaléncia de

tuberculose (WHO 2011).

Um melhor prognostico paraainfeccdo por M. tuberculosis pode ser parcialmente
atribuido a eficiéncia da imunidade inata do hospedeiro (VANCREVEL, 2002). As
células pertencentes a essa resposta imune, como macroéfagos, neutrofilo e células NK,
s80 de sumaimportanciano contato inicial e combate ainfec¢do. Diversas citocinas estéo
envolvidas naativacado e recrutamento dessas célul as, entre el as, duas de papel importante
e ndo bem caracterizadas séo IL-17 e IL-22 (KOZAKIEWICZ, 2013).

Apesar de ndo proteger individuos adultos contra atuberculose, aBCG éavacina
utilizada mundialmente e que apresenta melhor desempenho para evitar a morte por
tuberculose na infancia. Apesar de vérios estudos terem avaliado a resposta imune
especifica induzida por esta vacina, poucos estudos descreveram o seu pape no
recrutamento de células da resposta imune inata e o envolvimento das citocinas IL-22 e
IL-17 neste processo.

Dessa forma, este estudo busca esclarecer o papel dessas citocinas no
recrutamento e ativacdo das células do sistema imune inato induzido pela vacina BCG,

utilizando camundongos isogénicos deficientesem IL-22 ou IL-17.
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3. Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar o recrutamento, e o perfil das células da resposta imune inata induzidas
pela vacinacdo intraperitoneal com BCG cepa Moreau ha auséncia das citocinas IL-17 e
IL-22.

3.2 Objetivos especificos

- Inocular BCG cepa Moreau intraperitonealmente em camundongos C57BL/6,
IL22/- elL17--.

- Determinar a cinética de migracdo celular apos a vacinagao intraperitoneal com
BCG.

- Comparar e avaliar o fendtipo das céulas inflamatorias presentes no peritdnio

de camundongos vacinados intraperitonealmente com BCG.
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4- Metodologia
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4.1 Delineamento do Esgquema de Vacinagao

Foram utilizados camundongos fémeas com 6 semanas de idade das linhagens
C57BL/6, 1L22-/-e IL17-- provenientes do biotério do Instituto de Patologia Tropical e
Salde Publica da UFG, que foram distribuidos ao acaso em grupos de cinco animais, em
gaiolas com agua e dieta ad libitum estéreis. As condi¢es de temperatura, umidade e
ventilagdo foram mantidas por estante ventilada em sala com dupla contencéo e
circulacéo de ar préprio. As trocas das gaiolas foram realizadas em fluxo laminar classe
B2. O uso dos camundongos foi conduzido de acordo com as orientacdes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e aprovado por
comité de ética N° 027/14. Os ensaios foram repetidos pelo menos duas vezes

independentes para comprovacao da reprodutibilidade dos experimentos.

Os camundongos foram inocul ados uma tinica vez com 106 CFU de BCG Moreau
em 1mL de PBS 0,05% Tween 80, intraperitoneal mente. Cinco animais de cadalinhagem
receberam apenas PBS 0,05% Tween 80 como controle. Nos devidos pontos
experimentais apos a inoculacdo (Figura 3), 3 camundongos de cada grupo foram

eutanasiados por deslocamento cervical e foi realizada a coleta do lavado peritoneal.

Dia 0 1dia o = S°dia 7°dia
Inoculagio IP- Colata 24hs Colata 48hs Coleta 72hs Colzta 120hs Colzta
106 BCG 168hs

(12Cdgs)

Figura 3. Esquema de inocul agdo e eutanasia dos camundongos.

4.2 Lavado peritoneal

Para a obtenc&o do lavado, cada camundongo foi eutanasiado por deslocamento
cervical no devido ponto experimental. Em fluxo laminar foi realizada a exposi¢céo do
peritbnio com o auxilio de tesouras cirurgicas e pingas cirurgicas. Foi injetado no
peritbnio 5 mL de PBS gelado para a desaderéncia das células, seguiu-se arealizacdo de

massagem dorsal com auxilio de pincacirdrgica. Com uma seringafoi aspirado o lavado
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peritoneal, e este foi armazenado em tubo de poliestireno de 15 mL em banho de gelo

para posterior processamento.

4.3 Microscopia deluz

Para a contagem das células e realizac8o da cinética de recrutamento celular, foi
retirada uma aliquota de 150 ul do lavado recém-coletado. Essa aliquota foi processada
em citocentrifuga (Citospin 248 Fanem) a 1000 rpm por 30 segundos. As laminas
resultantes foram fixadas pela adicdo de 10 uL de metanol PA (Impex) sobre o spot
formado. Seguiu-se coloracdo da lamina por kit de coloracdo rgpida para hematologia
InstantProv (NewProv) de acordo com especificagdes do fabricante. As laminas foram
analisadas em microscopio de luz Labomed Lx 400 (Labomed). Foram contadas cem
células por quadrante em quatro quadrantes distintos de cadalamina. A médiados valores

de cadalaminafoi usada como representativo da contagem para aquela lamina.

4.4 Citometria defluxo

O lavado peritoneal foi centrifugado a 1250 rpm 4°C por 15 min, o sobrenadante
foi descartado e as células ressuspendidas em 1mL de meio RPMI completo (10% SBF,
1% L-glutamina, 1% aminoacidos ndo essenciais, 1% piruvato e 1% penicilina). Foram
adicionados 200 uL da suspencdo de células de cada camundongo a pocos distintos de
uma placa de culturade 96 pocos. A placafoi centrifugada a 1250 rpm 4°C por 15 min e
o0 sobrenadante foi desprezado por inversdo delicadamente; foi adicionado entéo, 50 ul de
PBS 0,05% azida sddica 10% soro de camundongo normal e incubada por 30 min a4°C
para o bloqueio dos receptores de porc¢do Fc dos fagécitos. Em sequéncia foi adicionado
200 ul de PBS 0,05% azida sodica em cada poco e a placa foi centrifugada a 1250 rpm
4°C por 15 min e o sobrenadante foi desprezado por inversdo delicadamente. Preparou-
se 150 uL de mix de anticorpos conjugados com fluorocromos (4 uL de anticorpos
conjugados com FITC, e 8 uL de anticorpos conjugados com os demais fluorocromos,
diluindo em PBS 0,05% azida sodica) para cada painel de acordo com o Quadro 1.
Adicionou-se 25 uL do mix de anticorpos nos pogos dos respectivos painéis e seguiu-se
incubagdo de 30 min a4°C no escuro. Em sequénciafoi adicionado 200 ul de PBS 0,05%
azida sodica em cada pogo e a placa foi centrifugada a 1250 rpm 4°C por 15 min e o
sobrenadante foi desprezado por inverséo delicadamente. A fixacdo foi feita pela adicéo
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de 100 ul de PermFix (BD Biosciences) em cada poco, seguindo-se de incubacédo por 20

min a4°C no escuro. Em sequénciafoi adicionado 100 ul de PBS 0,05% azida sddicaem

cada poco e a placa foi centrifugada a 1250 rpm 4°C por 15 min e o sobrenadante foi

desprezado por inversdo delicadamente. As células foram ressuspendidas em 200 uL de

PBS 0,05% azida sodica e armazenadas a 4°C no escuro até a aquisicéo em citdmetro de

fluxo FacsVersa

A aquisi¢do foi analisada em software FlowJo_V 10.

FITC PE PercP APC
Painel 1 CD11b MHC | MCH Il F4/80
Painel 2 CD11b MHC | MCH Il Grl
Painel 3 CD3 CD11b -- NK1.1

Qadro 1. Painéis usados para

marcacdo celular da citometria de fluxo. FITC -

Isotiocianato de fluoresceina; PE — Ficoeritrina; PercP — Peridinina Clorophil; APC —

Aloficocianina.
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5 - Resultados
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5.1 Cinética derecrutamento de células

Para avaliagdo da cinética de recrutamento celular, quinze camundongos fémeas
de cada linhagem (C57BL/6, IL-17-- e I1L-22--) foram inocul ados intraperitoneal mente
com BCG e nos devidos pontos experimentais, o lavado peritoneal foi obtido e analisado
em microscopio de luz apos preparacdo por citospin. Com base na contagem diferencial
das células do lavado peritoneal foi estabelecida a cinética de recrutamento celular

induzido pelainoculagcdo com BCG.

Os camundongos do grupo inoculado apenas com salina, apresentaram a
populacdo de células peritoneais composta principal mente por macrofagos residentes, e
alguns linfacitos. Neutréfilos, basofilos e eosindfilos, estavam ausentes visto que sdo
células que comumente ndo habitam cavidade (GHOSN, 2009). A infecgdo com
BCG em camundongos C57BL/6 por via intraperitoneal induziu a migracdo de
macrofagos (24 — 120 horas p<0,0001; 168 horas p<0,05), seguido de neutréfilos (24 —
120 horas p<0,0001) que se mantiveram constantes até o quinto dia, onde ocorreu
diminuicdo significativa dessas células. Fenbmeno contrario ocorreu com os linfécitos
(120-168 horas p<0,05), que inicialmente foram pouco recrutados, e no quinto dia seu
numero cresceu. No final da cinética, a maioria das células eram macr6fagos, seguidos
por linfécitos. Basofilos e eosindfilos apesar de presentes ndo sofreram alteragdo no
nimero de células durante os pontos experimentais estudados (Figura 4C, 6, 7 € 8). A
estatistica foi realizada comparando cada ponto experimental, de cada tipo celular, com

0 respectivo ponto controle 0 horas (antes da inoculagéo).

Nos animais IL-17-/-, os macrofagos (24-168 horas p<0,0001) se mantiveram
como a maioria das células recrutadas para a cavidade peritoneal, similarmente aos
camundongos C57BL/6. Os neutrofilos (24-72 horas P<0,0001) apresentaram
recrutamento similar ao camundongo C57BL/6 até o terceiro dia apds inoculacdo, onde a
quantidade de células recrutadas comeca a decair e se torna minima no quinto dia apos a
inoculagdo. Os linfacitos (120-168 horas P<0,0001) tem seu recrutamento aumentado a
partir do terceiro dia, atingindo niveis altos no quinto dia apds a inoculacdo (Figura 4B,
6, 7€8).

Nos animais IL-22--, o recrutamento de macréfagos (48-168 horas p<0,0001) e

neutrofilos foram similares 24 horas ap0s a inoculagéo (p<0,001), no entanto, 48 horas
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% Células

apos a inoculacdo ocorreu uma diminuicdo do nimero de neutréfilos (48-120 horas
P<0,0001). O nimero de linfécitos (120 horas p<0,05; 168 horas p<0,0001) passou a ser
maior do gque os de neutrdfilos, cinco dias apds a vacinagdo. Os macrofagos, no entanto,

foram as células predominantes ap0s a vacinagdo com BCG (Figura4A, 6, 7 e 8).

IL22KO BCG B IL17KO BCG
100+ 100+
-~ Neu
804 -k- Mac
I\\ & Linf F
801 N _}_ -v- Bas E
"""" i . Eos S
=x
C C57BL/6 BCG
1004
-e- Neu
-&- Mac
-4 Linf
-¥- Bas
-+ FEos

% Células

0 .. 24‘ .48 72 96 10 144 18
Horas

Figura 4. Cinética de recrutamento de célul as para a cavidade peritoneal apdsinoculacéo
com BCG. Camundongos Knock-out paralL-22 ou IL-17 ou C57BL/6 foram inoculados
intraperitonealmente com 10° CFU de BCG Moreau. O lavado peritoneal foi colhido em
24, 48, 72, 120 e 168 horas apos a inoculagdo. As células presentes no lavado foram
quantificadas em microscopio de luz apos preparacdo por citospin. Neu — neutrdéfilos,
Mac — macrofagos, Linf — linfocitos, Bas— basofilos, Eos— eosinofilos, A- recrutamento
nos animais IL-22/-, B — recrutamento nos animais IL-17/-, C — recrutamento nos
animais C57BL/6. Estatistica avaliada entre pontos experimentais e ponto controle O

horas (p<0,05).
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Quando comparamos as linhagens Knock out com alinhagem selvagem C57BL/6,
podemos observar diminuicdo no recrutamento de macréfagos nas duas linhagens, 24
horas apds a inoculagéo (IL-22/- p=0,0116; IL-17-/- p<0,0001). Os animais IL-22/-
também apresentaram recrutamento diminuido 120 horas (p=0,0116) e 168 horas
(p=0,0116) apds ainoculacéo (Figura5A e 6).

No recrutamento de neutrofilos, a linhagem IL-22/- ndo apresenta diferenca
estatistica em nenhum ponto experimental em relaco aos camundongos C57BL/6. No
entanto, os animais |L-17--apresentaram diminui¢do do recrutamento dos neutréfilos a
partir de 72 horas apds a inoculagdo, apresentando diferenca estatistica em 120 horas

(p<0,05) apbs ainoculacéo (Figura5B e 7).

Os linfécitos apresentaram aumento no seu recrutamento apenas a partir de 72
horas em todas as linhagens. Quando esta migracdo celular foi comparada a ocorrida nos
camundongos C57BL/6, os animais IL-22-/-apresentaram maior recrutamento no 5° e 6°
dias (120 e 168 horas) apbs ainoculacéo (p = 0,0064). Os animais |L-17-- apresentaram
recrutamento de linfocitos semelhante ao animais C57BL/6 durante toda a cinética

(Figura 5C e 8). Basofilos e eosindéfilos ndo apresentaram diferenca no recrutamento.
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Figura 5. Comparagdo do recrutamento de tipos celulares para a cavidade peritonea de
animais IL-22-/-, IL-17-- e C57BL/6 apds inoculacdo com BCG. Camundongos Knock-
out para IL-22 ou IL-17 ou C57BL/6 foram inoculados intraperitonea mente com 10°
CFU de BCG Moreau. O lavado peritoneal foi colhido em 24, 48, 72, 120 e 168 horas
apos a inoculacdo. As células presentes no lavado foram quantificadas em microscopio

de luz apbs preparacdo por citospin. Estatistica avaliada entre linhagens Knock out e

C57BL/6 em cada pontos experimental. A- recrutamento de macréfagos. B —

recrutamento de neutréfilos, C — recrutamento de linfocitos; * - p<0,05.
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Figura 6. Fotomicrografia de preparado de citospin das células de camundongos
C57BL/6 recrutadas para a cavidade peritoneal apods inoculacdo com BCG. Os animais
foram inoculados intraperitonealmente com 10° CFU de BCG Moreau. O lavado
peritoneal foi colhido em 24, 48, 72, 120 e 168 horas ap6s a inoculagdo. As células
presentes no lavado foram quantificadas em microscopio de luz apds preparacdo por

citospin. Coloragdo HE Instant Prov, aumento 40X.
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Figura 7. Fotomicrografia de preparado de citospin das células de camundongos | L-22-/-
recrutadas para a cavidade peritonea apos inoculagdo com BCG. Os animais foram
inocul ados intraperitoneal mente com 10° CFU de BCG Moreau. O lavado peritoned foi
colhido em 24, 48, 72, 120 e 168 horas apds ainoculacdo. As células presentes no lavado
foram quantificadas em microscdpio de luz apds preparacdo por citospin. Coloracdo HE

Instant Prov, aumento 40X.
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Figura 8. Fotomicrografia de preparado de citospin das céulas de camundongos | L-17--
recrutadas para a cavidade peritonea ap0os inoculagdo com BCG. Os animais foram
inocul ados intraperitoneal mente com 10° CFU de BCG Moreau. O lavado peritoneal foi
colhido em 24, 48, 72, 120 e 168 horas apds ainoculacéo. As células presentes no lavado
foram quantificadas em microscdpio de luz apds preparacédo por citospin. Coloracdo HE
Instant Prov, aumento 40X.
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5.2 Analise fenotipica dos macr 6fagos r ecr utados.

Os pontos experimentais que apresentaram as principais diferencas no
recrutamento celular foram utilizados para avaiar o fenétipo das células presentes e de

sua ativacao por meio de citometria de fluxo.

Para a avaliag@o dos macréfagos considerou-se as células positivas para F4/80
com tamanho e granulosidade compativeis com células mononucleares granulosas
(Figura 9). Essas células foram entdo avaliadas quanto a presenca da molécula CD11b e

aexpressdo de MHC declasselll.

A porcentagem de células F4/80 positivas que migraram para a cavidade
peritoneal dos camundongos foi semelhante entre as trés linhagens avaliadas (C57BL/6,
IL-17-- e L-22--), tanto ao 2° quanto ao 5° dia apds ainoculagio de BCG (Figura 10A).
Quando essas populacbes foram analisadas quanto a presenca de CD11b, foi possivel
observar duas subpopulages de macréfagos, uma pequena subpopulagdo (10-20%) de
células F4/80"CD11b, e uma subpopulacdo maior (80-90%) de células F4/80"CD11b",
porém essas populacbes ndo foram diferentes entre as trés linhagens de camundongos
(Figura 10B).

48



SsC

F4-80
57

POPRTPPRE SRR S,

2008 5

" 140% 7

100% "]

20k

f

I ?v.—."!
COttbe
a1

LA

CO15be
80N

Figura 9. Exemplo de Dot Plot e histograma representando a selegdo de macrofagos
(F4/80%) do lavado peritonea apdsinoculacdo com BCG, e apresencade CD11b e MHC
de classe Il. SSC — Sde Scatter (dispersdo lateral), FSC — Foward Scatter (disperséo

frontal)

49



=
m

g
B

[ el ( B Chbe
" Oin A Chng-

% Gl
F&Mi+

=
" Cadulas

I

=.
- —
: —
-
- ¥
.
Ly
4

O
)

:

- | - o
Lo i | et w:! 5 [us
%111-:1- ™ T_ ;E_ w% = .
i 10004 = ur:i 1_
b s | T T
o - i . :I-——LL
.*:-'ﬁ =} ; i

Figura 10. Porcentagem de macréfagos (F4/80%) no lavado peritoneal de camundongos
(C57BL/6, IL-17-/- e 1L-22--) no 2° e 5° dia apds inoculacdo intraperitoneal de BCG. A
— Células F4/80%; B — presenca de CD11b nas células F4/80"; C — Média da intensidade
de fluorescéncia de MHC-Il na populagdo CD11b"; D — Média da intensidade de
fluorescénciade MHC-I11 na populacéo CD11b". * (p<0,05).

Cada uma dessas subpopul agdes foram avaliadas quanto a expressao de mol éculas
de MHC de classe |1 utilizando a média da intensidade de fluorescéncia. A populacdo de
macréfagos CD11b* dos camundongos |L-17-- apresentou no segundo dia apds a
inoculacdo de BCG, uma maior expressdo de moléculas de MHC-I1 quando comparada a
mesma populagdo nas demais linhagens, esse fendbmeno se manteve até o quinto dia, onde
as quantidades de MHC-1l aumentaram nos macréfagos CD11b* de todas as linhagens.
No entanto, nos camundongos IL-17-~, os macréfagos F4/80 CD11b+ expressaram mais

mol éculas de MHC-11 que os macrofagos das linhagens |L-22 /-e C57BL/6 (Figura10C).

A populagéo de macrofagos CD11b™ apresentou niveisinferiores de MHC-11, que
ndo se alteraram nos dias avaliados (segundo e quinto dias apds ainoculagdo de BCG). A
comparacdo entre as linhagens, no entanto, permitiu mostrar que no segundo dia, houve

um aumento discreto de expressdo de MHC-I1 nos macréfagos CD11b™ dos camundongos
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IL-22--, enquanto que os macréfagos CD11b- dos camundongos | L-17-- aumentaram a

expressdo de MHC-I1 no quinto dia apés ainoculagdo de BCG (Figura 10D).

5.3 Analise fenotipica dos neutr ofilos recr utados.

Os neutrofilos foram selecionados de acordo com o tamanho e granulosidade
compativeis com granuldcitos e a presenca de Grl. Cerca de 30-35% das células do
periténio dos camundongos C57BL/6 eram positivas para Grl. Essa populacéo foi
avaliada quanto a expressdo da molécula CD11b utilizando a média da intensidade de

fluorescéncia (Figura11).

No segundo dia ap6s a inoculagdo de BCG pode ser observado uma maior
quantidade de células Grl positivas no peritdbnio dos camundongos Knock out quando
comparados aos camundongos C57BL/6, sendo que os camundongos [L-17--

apresentaram a maior porcentagem dessas células (Figura 12A).

No quinto dia apds a inoculagdo, ocorre um aumento na quantidade de céulas
Gr1* nos camundongos C57BL/6, enquanto que nos camundongos | L-22-- estas células
aumentaram discretamente ndo sendo, no entanto, diferente da quantidade de células Grl
dos camundongos C57BL/6. A porcentagem de neutréfilos dos camundongos |L-17--
reduziu drasticamente no quinto dia ap6s ainoculagdo de BCG (Figura 12B).

Interessantemente, quando foi avaliada a quantidade da molécula CD11b nessas
popul agdes, os camundongos |L-17-- apresentaram altos niveis de CD11b nas poucas
células que existiam na cavidade peritoneal no quinto dia apos a inoculagcdo, enquanto
que os neutréfilos das demais linhagens ndo apresentaram diferenca estatistica na

expresséo de CD11b entre s e em ambos os dias avaliados.
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Figura 11. Exemplo de Dot Plot e histograma representando a selecéo de neutrofilos
(Gr1") do lavado peritoneal apésinoculacdo com BCG, e a quantidade de CD11b. SSC -
Sde Scatter (dispersdo latera), FSC — Foward Scatter (dispersdo frontal)
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Figura 12. Porcentagem de neutréfilos (Grl*) no lavado peritoneal de camundongos
(C57BL/6, IL-17-/- e 1L-22--) no 2° e 5° dia apds inoculacdo intraperitoneal de BCG. A
— Porcentagem de células Gr1" dois dias apés inoculacdo; B — Porcentagem de células
Gr1* dois dias apésinoculacdo; C — Média daintensidade de fluorescénciade CD11b na
populacdo Grl1*. * (p<0,05).

5.4 Analise fenotipica dos linfécitos recrutados.

A cinética da migrag@o celular mostrou um aumento de linfécitos no quinto dia
apos ainoculacéo de BCG. Por setratar de uma provavel migracéo de células daresposta
imune inata, decidiu-se avaliar a porcentagem de células NK e NKT que migraram para
0 peritdnio e asua ativagdo. Apos definicdo dapopulagdo celular de acordo com tamanho
e granulosidade de cél ulas mononucleares ndo granulares (linfocitos), estas células foram
avaliadas quanto a positividade para CD3 e NK1.1. Os linfécitos T foram considerados
CD3'NK1.1, as células NKT: CD3'NK1.1" e as células NK: CD3NK1.1*. As células
NK foram entdo avaliadas quanto a expressdo da molécula CD11b utilizando a média da

intensidade de fluorescéncia (Figura 13).
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Figura 13. Exemplo de Dot Plot e histograma representando a selecéo de células NK
(NK1.1*CD3) do lavado peritonea apds inoculacdo com BCG, e a presenca de CD11b.
SSC - Sde Scatter (dispersdo latera), FSC — Foward Scatter (dispersdo frontal).



Em ambos os dias avaliados, os camundongos C57BL/6 apresentaram maior
porcentagem de células NK: CD3'NK1.1" no peritbnio do que os demais animais
inoculados com BCG. Os camundongos | L-22-- apresentaram uma porcentagem superior
de células NK quando comparados as céulas dos camundongos |L-17--, principalmente

no quinto dia apds inoculacéo de BCG (Figura 14A).

Quanto a ativacdo das células NK que migraram para o peritonio frente ao
estimulo com BCG, apenas no segundo dia apds a inoculagdo, as células NK dos
camundongos |L-17-- apresentaram grande quantidade da molécula CD11b (Figura
14B).
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Figura 14. Porcentagem de Células NK no lavado peritoneal de camundongos (C57BL/6,
IL-17-- e IL-22--). A — Porcentagem de cdulas NK1.1*CD3 dois e cinco dias apds
inoculacdo intraperitoneal de BCG; B — M édia daintensidade de fluorescénciade CD11b
na populacdo NK1.1*CD3. * (p<0,05).

Quando avaliados os linfocitos T, percebe-se que nos camundongos C57BL/6
essas células sdo recrutadas independente do ponto experimental, ja as linhagens Knock
out apresentaram guantidades semelhantes dessas células apenas no quinto dia apos a
inoculagdo (Figura 15A). Quanto as céulas NKT, os animais IL-22-~e os IL-17-/-n&o
apresentaram diferenca nas quantidades de células recrutadas quando comparados entre

Sl ou com os animais selvagens (Figura 15B).
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Figura 15. Porcentagem de Células CD3" no lavado peritoneal de camundongos
(C57BL/6, IL-17-- e IL-22). A — Porcentagem de células CD3* NK 1.1 dois e cinco
dias apbs inoculagdo intraperitoneal de BCG; B — Porcentagem de células CD3" NK1.1*
dois e cinco dias apos inoculagdo intraperitoneal de BCG. * (p<0,05).

Estes dados demonstram que a inoculagdo de BCG intraperitonealmente induz
migracdo de linfécitos (Figura 5C) em todas as linhagens estudadas. Destes linfocitos
totais, nas trés linhagens de animais, aproximadamente 40% sdo linfécitos T (CD3") e 2-
3% sdo células NKT (CD3" NK1.1%). As células NK (CD3 NK1.1%), que foram menos
recrutadas nas linhagens Knock out, somam 8% nos animais |L-22--, 2% nos animais |-
17-- e 15% nos animais C57BL/6 (Figura 16).
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Figura 16. Porcentagem das diversas popul acbes de linfacitos recrutadas paraa cavidade
peritoneal de camundongos C57BL/6, IL-17-/-elL-22--) em relagdo aoslinfécitostotais,

apos inoculagéo com BCG.
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A Tuberculose é uma das doencas infecciosas de maior morbidade e mortalidade
mundial (WHO, 2011). Atuamente, sO esta disponivel uma vacina licenciada para a
prevencdo dessa doenca, 0 Bacilo de Camette-Guérin (BCG). Ja € bem demonstrado que,
em termos de resposta imune inata, as citocinas IL-17 e IL-22, tem papel essencial no
recrutamento de células como monacitos e neutrofilos, e recentemente foi demonstrado
papel dacitocinall-22 napotencializacdo daacao de macréfagos no combate ainfecgdes
por Mtb (DHIMAN, 2009).

A vacinacdo intraperitoneal com BCG induziu o recrutamento de macrofagos,
neutrofilos e linfécitos para o periténio. Na ausénciade IL-17 ocorre uma diminui¢ao no
recrutamento de neutrofilos e células NK, porém essas células se encontram mais
ativadas, com maior expressdo de moléculas de MHC-I1 e CD11b, sugerindo papel
compensatério devido afaltade citocinatdo importante. Na ausénciade IL-22, as células
NK também sio menos recrutadas mas ndo apresentam maior perfil de ativacéo,

possivelmente pela acdo da |L-17 sobre essas células.

O peritbnio € uma membrana serosa transparente, sendo a de maior tamanho no
corpo e que reveste tanto a parede abdominal (peritbnio parietal) quanto as visceras
(peritbnio visceral). O folheto embrionério mesoderma € o responsavel pelaformacéo do
peritdnio. A cavidade peritoneal estalocalizano interior da cavidade abdominal, entre as
l&minas parietal e visceral do peritbnio. Nao tem a funcdo de sustentacdo de 6rgaos, no
entanto, contém o liquido peritoneal, composto por agua, eletrélitos, e outras substancias
do liquido extracelular, que tem como funcéo lubrificar a superficie viscera (MOORE,
2004). A cavidade peritoneal é responsavel por aojar grande parte dos 6rgéos e nela esta
presente uma gama de células do sistemaimune, como linfdcitos T, linfécitos B, células
NK e células mononucleares como os fagodcitos. Essas células, principamente os
fagocitos sdo enriquecidos facilmente e isolados do compartimento peritoneal. Com isso,
estas células vém sendo utilizadas como instrumento experimental desde o inicio dos
estudos da biologiados fagocitos (CAILHIER et al.,2005; KAUFMANN & SCHAIBLE,
2005).

No presente estudo, constatamos que a auséncia das citocinas IL-17 e IL-22
interferem no recrutamento celular induzido por inoculagio de BCG
intraperitoneal mente. As quantidades de células recrutadas e seus perfis de ativacdo foram
alterados nos camundongos deficientes dessas citocinas em comparagdo ao camundongo
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norma C57BL/6. Os camundongos |L-17-~ apresentaram recrutamento de neutrdfilos
diminuido no quinto dia apo6s inoculagdo, porém essas células se encontravam mais
ativadas, esse fendmeno se repete com o recrutamento das células NK apenas nos
camundongos IL-17-/-. Nos camundongos IL-22--, o recrutamento das células NK
também se encontradiminuido, porém essas cél ulas ndo se encontram mais ativadas como

nos animais IL-17--.

Em andlise inicial, constatamos diferencas no recrutamento de células para o
periténio dos camundongos entre as linhagens estudadas, quando inoculadas com BCG.
Ao analisar as células que migraram para o0 peritdnio constatamos que os macréfagos se
mantém sempre como maioria dentre as células em todas as linhagens, seguidos pelos
neutréfilos, que sdo recrutados em 24 horas apds a inoculagdo como ocorre comumente
em uma resposta a inflamacéo (SCHUSTER, 2013), e apenas no terceiro dia apos a
inoculacdo, os linfocitos comegam a migrar para o periténio. Trabalhos mostraram gque
ao fagocitar e processar a BCG, os macrofagos residentes da cavidade peritoneal ddo
inicio ao processo inflamatério, secretando citocinas como IL-1 e TNF-a, que induziram
integrinas e selectinas nas células endoteliais promovendo a migracdo de mais células
para a cavidade. Posteriormente, a citocina IL-17, produzida pelos linfocitos Thl7, que
assumiria o papel derecrutar neutréfilos (ZUMLA, 2014; DORHOI, 2014). Nossos dados
corroboram com estes achados uma vez que 168 horas apés a inoculagcdo de BCG no

periténio o nimero de células recrutadas também diminuiu (Figura 4C).

Os macréfagos ndo apresentaram diferenca no seu recrutamento independente da
auséncia das citocinas e se manteve como a maioria das cé ulas recrutadas (Figura4). Ao
analisar a expressdo da molécula F4/80, foi confirmado esse achado (Figura 8A). No
entanto, essas popul agdes de macrofagos apresentaram expressoes diferentes damol écula
CD11b (Figura8B). CD11b é um membro da familia das integrinas que atua juntamente
com CD18 para formar o heterodimero CR3. Essa molécula regula a adesdo e migracéo
de leucdcitos, mediando assim a resposta inflamatoria (MELO, 2000). Dessa forma,
podemos inferir que a populagdo CD11b-°W representa os macréfagos residentes do
peritonio, e a populagio CD11bM'®" representa as células que migraram para a cavidade
em resposta a inoculagdo com BCG. Apesar de ser demonstrado que a citocina IL-17
possui papel no recrutamento de monadcitos para sitios de infeccdo (WERNER, 2011),
neste estudo, constatamos gue o recrutamento dessas células para a cavidade peritoneal
se deu independentemente da ausénciatanto de IL-17 quanto de IL-22.
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Como esperado, a populacdo de macrofagos residentes apresentou niveis baixos
de expressdo da molécula de MHC-I1 (Figura 8D), estando desse modo menos ativados,
visto a atuacdo dessa molécula na apresentacdo de antigenos (SARAAV, 2014). Ja os
macréfagos recrutados para a cavidade peritoneal apresentaram maior expressao dessa
molécula no quinto dia apds a inoculacdo, especialmente nos camundongos 1L-17--
(Figura 8C). Esses dados contrastam com achados que indicam um papel da IL-17 na
formacéo do perfil de linfocitos Th1(GOPAL, 2012), que polarizam os macrofagos para
um perfil inflamatério rico em moléculas de MHC-I1 (MIA, 2014). Além disso, ja foi
mostrado que a citocina IL-17 potencidiza o efeito bactericida dos macréfagos,
diminuindo avidadaBCG no fagossoma (LING, 2013).

Por outro lado, devido a auséncia da citocina IL-17, um aumento na producéo da
citocinalL-23 pode estar acontecendo natentativa de formar mais células Th17, visto que
citocina é fundamental na diferenciacdo desse perfil de linfocitos T (WERNER,
2011). A citocina IL-23 é formada por duas subunidades, IL12P40 e p19, de modo que
apresenta similaridade estrutural com a citocina IL-12 (PARHAM, 2002); e ja foi
demonstrado que a IL-23 induz a producéo de IFN-y (OTTENHOF, 2005), de modo que
este pode ser um mecanismo de compensacdo que acaba por ativar os macréfagos na

ausénciade IL-17.

Neutrofilos, apesar de serem as primeiras células recrutadas para locais de
inflamacdo (SCHUSTER, 2013), ndo sdo células comuns da cavidade peritoneal
(GHOSN, 2009); desse modo, dois dias ap0ds inoculacdo com BCG, os camundongos
C57BL/6 apresentavam baixa quantidade de células Gr1* (Figura10A), em contraste com
os camundongos Knock out que j& apresentavam algumas dessas células, correspondente
aos achados de microscopia (Figura 4). Uma possivel explicacdo para a presenca dessas
células nos camundongos |L-17-- seria uma agdo compensatdria da citocina I1L-22 que
também atua no recrutamento de neutrofilos (EY ERICH, 2010). No quinto dia apés a
infeccdo houve 0 aumento esperado no recrutamento dessas células exceto nos
camundongos | L-17-- (Figura 10B), devido &importanciadessa citocinano recrutamento

de neutrdfilos para os sitios inflamatorios.

Apesar do baixo recrutamento de neutréfilos nos camundongos 1L-17--, essas
células se encontram mais ativadas que nos demais camundongos, expressando atos
nivels da molécula CD11b (Figura 10C), possivelmente, esse fato se deve a0 mesmo
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mecanismo de compensacdo envolvendo as citocinas IL-23 e IFN-y. Esses dados
demonstram a importancia da citocina IL-17 na imunidade inata, visto que a agdo dos
neutréfilos ja foi descrita como pertinente nessa resposta, devido a ateracfes causadas
no microambiente por essa célula, além de secrecdo de mediadores sollveis
(MANTOVANI, 2011) e o crosstalk com demais tipos celulares como células
dendriticas (SCHUSTER, 2013) e células NK (SILVA, 2010).

Apesar de linfécitos serem caracteristicos da resposta imune adaptativa, essas
células se diferenciam em diversas popul agdes, e algumas delas tem acdo importante na
imunidade inata. Dentre as células T recrutadas em ambas as linhagens de camundongos
a partir do quinto dia (Figura 13A), podem estar presentes uma pequena populacdo de
linfocitos Tyd. Essa ¢ uma populacdo de células T Unica, cujo TCR pode reconhecer
antigenos ndo peptidicos, como antigenos lipidicos micobacterianos, e ndo requerem a
apresentacdo via moleculas de MHC cléssicas. Estas células sdo localizadas nos tecidos
ricos em epitélio como pele e intestino (BRANDES, 2005). Linfocitos Tyd sao grandes
produtores de IL-17 durante as fases iniciais de infeccdes peritoneais (DUHINDAN,
1997), e isso talvez explique 0 ndo recrutamento de linfécitos T nos animais Knock out

no segundo dia apds inoculacdo (Figura 13A),

As células NK T sdo uma subpopulacdo de células T que foram inicialmente
caracterizadas como células que co-expressam receptores afTCR e receptores de células
NK. Uma caracteristica das células NKT é a sua capacidade de producéo de grandes
quantidades de citocinas muito rapidamente apos a ativacdo (CHIBA, 2008). As células
NKT, podem ativar células da imunidade inata, incluindo células NK, macrofagos,
células dendriticas (DC), e células Tyd (BRIGL, 2004). Apesar de ja comprovada a
eficaciadas c8ulas NKT no combate atuberculose (SADA-OVALE, 2008), ainoculagéo
de BCG intraperitoneal mente parece ndo influenciar no recrutamento dessas células, to

pouco a ausénciadas citocinas IL-22 e IL-17 influenciaram esse fendmeno (Figura 13B).

Os demais linfécitos recrutados, ndo avaliados neste estudo (Figura 14),
possivelmente séo linfocitos B. A cavidade peritoneal € naturalmente habitada por uma
populacdo de linfocitos B inatos denominados B1. Essas células sdo formadas durante o
desenvolvimento embrionario no figado fetal; sdo grandes produtoras de IL-10 e
anticorpos naturais de baixa afinidade (CUNNINGHAM. 2014). A possivel presenca
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dessas células pode ter influenciado o recrutamento das demais populacfes celulares,
devido a produgdo da citocina anti-inflamatéria IL-10. No entanto mais estudos devem
ser realizados para confirmar esta hipétese.

As células NK sdo células de linhagem linfocitica, porém atuam principal mente
na imunidade inata como grandes produtoras de IFN-y e I1L-22 (DHIMAN, 2012); essas
célulasjaforam descritas como importantes na resposta imune a patdgenos intracel ulares
como Mtb (JUNQUEIRA-KIPNIS, 2003). Na andlise de microscopia, foi constatado que
os linfécitos em geral, sdo recrutados para a cavidade peritoneal a partir do quinto dia
(Figura 4), ocorrendo pequenas variagbes ndo significativas entre as linhagens de
camundongos. Quando analisadas por citometria de fluxo foi observado uma baixa na
quantidade dessas céulas nos camundongos Knock out, principalmente nos IL-17--
(Figura12A), o que sugere uma atuacdo dessas citocinas no recrutamento dessas células.
Foi demonstrado anteriormente que as células NK atuam de formaimportante no combate
a0 Mtb através da producéo de IL-22, que resultara na potencializagdo da formagdo do

fagolisossomo, controlando ainfeccdo (DHIMAN, 2009).

Assim como observado nos neutrdéfilos, as poucas células NK recrutadas pelos
camundongos IL-17-/- apresentaram niveis altos da molécula CD11b (Figura 12B), se
apresentando mais ativadas.

Quanto aos eosindfilos e basofilos, avacinacdo com BCG ndo apresentou aumento
significativo no recrutamento dessas células, tanto no camundongo normal, quanto nas
linhagens Knock out, sendo identificadas em niveis similares em todos os animais. Desse
modo, pode-se inferir que essas células independem dessas citocinas para seu

recrutamento.

Visto o papel importante dessas citocinas na resposta imune inata e no
recrutamento de células para a resposta inicial a inoculagdo com a vacina BCG, essas
células se tornam interessantes alvos para possiveis métodos de melhoramento da

vacinagao contra a tubercul ose.
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A vacinacao intraperitoneal com BCG recruta macroéfagos, neutrofilos e linfécitos
para o peritbnio. As citocinas IL-17 e IL-22 sd0 importantes para o recrutamento de
neutréfilos e células NK, porém na auséncia dessas citocinas, essas células se encontram
mais ativadas, com maior expressao de moléculas de MHC-11 e CD11b embora estejam

em numero reduzido.
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Avaliar a resposta imune especifica induzida pela vacina me2-CMX em camundongos [L-17K0,
[L-22KO e INOSKO frente a infecgiic com M, tuberculosis.,

A justificativa se baseia no fato de que ha quase um século, a BCG (Bacilo Calmette-Guérin) é a
lnica vacina utilizada para o controle da TB, apresentando uma boa eficacia em criangas protegendo-as das
formas graves da doenga (meningite e TB miliar). Porém a protegdo conlerida em adultos ¢ muito variavel,
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principalmente para a forma pulmonar, e esta ndo inibi a reativagio do Mtb. Com isso, o desenvolvimento
de novas vacinas que induzam uma resposta imune eficaz e duradoura ¢ de grande valia.

IV - Sumario do projeto:
Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos:
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camundongos serdio reunidos em grupos de 5 e mantidos em microisoladores autoclavaveis contendo filtros
HEPA, mantendo os animais em condigdes “Specific Pathogen Free” (SPF), acoplados & estante ventilada
com agua e dieta ad libitum. As estantes possuem controladores de temperatura ¢ umidade, que serdo
mantidas a 22-24°C e 55% =10 respectivamente. O ciclo de iluminagfo do ambiente serd de 12hs, ¢
qualquer fonte de ruidos que proporcionem estresse aos animais serio minimizadas. Todos os materiais
utilizados na rotina do biotério sfo autoclavados (dgua, ragdo, gaiolas, palha e material cirdrgico) antes do
uso para manter os animais em condi¢des SPF, e depois para evitar contaminacdo
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O proponente relata que ha risco de infecglio e que todos os procedimentos serdio realizados por
pessoal treinado ¢ numa estrutura adequada: ambiente protegido (Sala Vacindmica) com troca de roupas
numa antessala com colocaglo de IPIs (luvas, dculos, mascaras N95, jaleco, prope). Todo o material
utilizado sera submetido ao método de acondicionamento duplo de desinfecgdo. Toda a manipulagio dos
animais ocorrerd em fluxo laminar de nivel 111 de biosseguranca.

Adequacio da metodologia e consideracdes sobre o sofrimento imposto aos animais:

O proponente relata que os animais serfio mantidos e manejados de acordo com os critérios do
Colégio Brasileiro de Experimentagfo animal (COBEA). Os animais permanecerdo em microisoladores que
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propiciam um ambiente livie de patégenos, com 4gua ¢ ragio ad libidum, Adicionalmente, estes
microisoladores sfio acoplados a cabines reguladas para gerar um ambiente/habilal com condigBes que
mimetizam o natural destes animais. Todos os procedimentos invasivos bem como a eutandsia serdio
realizados ao final dos experimentos, por pessoal treinado, minimizando o sofrimento dos animais. Além
disso, 0s animais serdo observados durante toda a duragdo do protocolo e num sinal de sofrimento do animal
devido ao tratamento com o antibiético 0 mesmo sera eutanasiado sendo retirado do protocolo.

Meétodo de eutanasia: Deslocamento cervical
Destino de animal: Desinfeccgo e incineragio.
IV — Comentdrios do relator frente as orientagdes da SBCAL
Estrutura do protocelo: Ficha de protocolo preenchida corretamente.
Necessidade do mimero de animais:

Obtida por testes estatisticos.

Andlise de sofrimento imposto, métodos alternativos e beneficios:
Os procedimentos descritos no projeto estio de acordo os objetivos, justificando a realizagiio do
mesmo. Uma vez que os autores relatam nfo haver métodos alternativos,

Andlise dos riscos aos pesquisadores/alunos:

De acordo com o projeto os envolvidos j4 tem experiéneia no manuseio de animais e utilizarfio
recursos: Luvas, jalecos dentre outros, minimizando ao méximo o risco de acidentes, bem como estrutura
adequada.

V - Parecer do CEUA:

De acerdo com a documentagfio apresentada a esta Comissdo consideramos o projeto
APROVADO. O CEUA recomenda ao proponente que o mesmo sempre cite o namero total dos
animais tanto no projeto quanto na folha de protocolo, pois a auséncia deste parimetro passard a ser
considerada como pendéncia.

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pr6-Reitoria de Pesquisa e Inovagdo/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus 11) -
CEP:74001-970, Goidnia — Goids, Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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Solicita¢fio aos pesquisadores:

As pendéncias devem ser atendidas impreterivelmente dentro do prazo de 60 dias (sessenta). Apos este
periodo, o projeto serd considerado retirado e posteriormente, havendo interesse, devera ser apresentado
novo protocolo e reiniciado o processo de registro nesta comisso.
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