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RESUMO

Moreira J. Liberagdo de citocinas e ativacdo dtessia NADPH oxidase em leucocitos
humanos usando diferentes preparacdedvigioobacterium boviBacilo de Calmette-
Guérin [Tese]. Sao Paulo: Instituto de Ciénciasi#dicas da Universidade de Sao Paulo;
20009.

O bacilo de Calmette-Guérin (BCG) é amplamente ausadno vacina contra tuberculose.
Contudo, estudos epidemiologicos tém indicado guacinacdo com BCG pode induzir
uma resposta imune protetora que vai além daqusidaocontra a tuberculose. Esta
vacina esta associada a inducao da resposta iniineiimento de anticorpos a antigenos
nao relacionados, menor atopia, anergia e redugdoaitalidade infantil. No entanto, os
mecanismos que sustentam estes efeitos nao-espsdgffermanecem néo esclarecidos.
NOs investigamos e comparamos os efeitos de tfésedies preparacdes de BCG (BCG
viavel, BCG morto através de extensa secagem pyelamento — EFD BCG — ou por
aquecimento — HK BCG) sobre o sistema NADPH oxidasexpresséo do gefé&R-2e
sobre a modulacdo da producdo de citocinas inftmmat e regulatorias por leucdcitos
humanosjn vitro. NGs verificamos que a expressao génicdlde-2 e dos componentes
gp9IP"™* e pa7""* do sistema NADPH oxidase, assim como a ativacdooduplexo da
NADPH oxidase medida pela liberacdo de superoxit®o foram alteradas pelas
preparacdes inativas EFD BCG e HK BCG em PBMC. Viada BCG viavel inibiu tanto

a expressdo génica d&.R-2 quanto a do componente gf¥% do complexo NADPH
oxidase e estes efeitos foram acompanhados pdigéai da liberacdo de superoxido.
Verificamos que as trés preparacdes de BCG aunaemigualmente a liberacdo de IL-10,
mas somente o0 HK BCG e o BCG viavel aumentararbaad¢do de TNk-em PBMC
isolados. Utilizando um modelo experimental deagiio de sangue total nos avaliamos a
liberacdo de citocinas frente as trés diferenteparacdes de BCG em amostras de sangue
de individuos saudaveis e de pacientes asmatidisereamos que os niveis basais de IL-
10, TNF«, IFN-y e IL-12p40 no sangue total dos pacientes asmési@osnais elevados
do que os dos controles saudaveis e que isso miovente influenciou a resposta as
diferentes preparacdes de BCG. No sangue totalcdosoles saudaveis o EFD BCG
aumentou a liberacdo de IL-10 e IL-12p40, enquanktk BCG e o BCG viavel foram
fortes indutores de TNE-e IFN+. No sangue total de pacientes asmaticos o EFD BCG
aumentou a liberacao de TNEo BCG viavel inibiu a IL-10 e a IL-12p40, enquawot HK



BCG nao alterou a liberacdo de nenhuma das ciwaoesadas. A adicdo de citocinas
exogenas rhiL-12, rhiIFN-e rhIL-10 foi capaz de modular os efeitos dasreifees
preparacdes de BCG sobre a liberacdo de outrasneiso A rhiL-10 inibiu a liberacdo de
IFN-y e IL-12p40 induzida pelas trés preparacdes de B@&nbém inibiu a liberacdo de
TNF-o induzida pelo EFD BCG e pelo HK BCG em ambos afp@s, asmaticos e
controles saudaveis. O rhiFNpotencializou o efeito das trés preparacdes de BalEe a
liberacdo de TNFee IL-12p40, em ambos os grupos. Em contraparmiadhalFN-y inibiu a
liberacdo de IL-10 induzida pelo EFD BCG em ambe®gpos, apesar de ndo alterar a
liberacdo desta citocina induzida pelo HK BCG oUopBCG viavel. A rhiL-12
potencializou o efeito das trés preparacfes de B@fEe a liberacdo de IFN-sem alterar

a liberacdo de TNk- e IL-10. Juntos, nossos resultados demonstram difeeentes
preparacdes de BCG induzem diferentes respostai® t@m respeito a atividade do
sistema NADPH oxidase como a modulagdo da produgieitocinas por leucocitos
humanosin vitro. Além disso, demonstramos que em condi¢des inflaiaat@omo a
asma, a modulacdo da producao de citocinas pedpanacoes de BCG é diferente daquela

observada em sujeitos saudaveis.

Palavras-chave:BCG; NADPH oxidase; TLR-2; citocinas; asma.



ABSTRACT

Moreira J. The release of cytokines and activatbbrthe NADPH oxidase in human
leucocytes using different praparationsMycobacterium boviBacilus Calmette-Guérin
[PhD Thesis]. Sado Paulo: Instituto de Ciéncias Biditas da Universidade de Sao Paulo;
20009.

Bacillus Calmette-Guérin (BCG) is widely used asvaccine against tuberculosis.
However, epidemiological studies have indicated tha BCG vaccination may induce a
protective immune response that can go beyond ishaditained against tuberculosis. This
vaccine is associated to the induction of Thl imenuasponse, increase antibodies
response to unrelated antigen, less atopy, lessgyarend a reduction in childhood
mortality. Nevertheless, the mechanisms that sustaeése non-specific effects remain
unclear. We investigated and compared the effecthree different BCG preparations
(viable BCG, BCG killed by extended freeze-dryingeFD BCG — or by heating — HK
BCG) over the NADPH oxidase system, ti&R-2 gene expression and over the
modulation of the production of inflammatory andgutatory cytokines by human
leukocytesin vitro. We verified that the gene expressionTeR-2and of the components
gp9IP"* and p47"™ of the NADPH oxidase system, as well as the NAD&itlase
complex measured by superoxide release, were teoedlby the EFD BCG and HK BCG
inactivated preparations in PBMC. Neverthelessythble BCG inhibited th&@LR-2gene
expression as well as the gene expression of 8445 NADPH oxidase complex
component and these effects were accompanied bglihgtion of superoxide release. We
also verified that the three BCG preparations dguaaigmented the IL-10 release, but only
the HK BCG and the viable BCG increased the Td\felease in isolated PBMC. Using
the experimental model of whole blood activation @aluated the cytokine release in
response to the three different BCG preparationsland samples of healthy individuals
and asthmatic patients. We observed that the essb of IL-10, TNFe, IFN-y and IL-
12p40 in the whole blood of asthmatic patients wese elevated than those of healthy
controls and that it probably influenced the resegoto the different BCG preparations. In
the whole blood of healthy controls the EFD BCGréased the IL-10 and IL-12p40
release, while the HK BCG and the viable BCG wéreng) inducers of TNFtand IFNy.

In whole blood of asthmatic patients the EFD BCGaased the TNE-release, the viable
BCG inhibited the IL-10 and IL-12p40, while the HBCG did not alter the release of
none of the cytokines dosed. The addition of exmgegtokines rhiL-12, rhIFN+ and



rhiL-10 was capable of modulating the effects @& thfferent BCG preparations over the
release of others cytokines. The rhIL-10 inhibitb@ IFNy and IL-12p40 liberation
induced by the three BCG preparations and alsdiiieoi the TNFe release induced by
EFD BCG and by the HK BCG in both groups, asthnsatiad healthy controls. The
rhIFN-y potentialized the effect of the three BCG prepanat over the TNFe: and IL-
12p40 liberation, in both groups. However, the NvfFinhibited the IL-10 release induced
by the EFD BCG in both groups, in spite of thiglid not alter the liberation of the IL-10
induced by the HK BCG or by the viable BCG. The iR potentialized the effect of the
three BCG preparations over the IFNelease, without altering the liberation of TNF-
and IL-10. Together, our results demonstrated thiierent BCG preparations induce
different responses, as in respect to the actioftthe NADPH oxidase system as in
relation to the modulation of cytokine productiopn luman leukocytes in vitrd3eyond
this we demonstrated that in inflammatory cond#ioms asthma, the modulation of
cytokine production by the BCG preparations is eddht of that observed in healthy
individuals.

Key words: BCG; NADPH oxidase; TLR-2; cytokines; asthma.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Expresséo do gerfd.R-2em PBMC 42

Figura 2. Ativacao do sistema NADPH oxidase em células PB¥tinuladas

com PMA 43
Figura 3. Expresséao do gerigYBBem PBMC 45
Figura 4. Expressao do gemd¢CF-1em PBMC 45
Figura 5. Liberacdo de TNF:em culturas de PBMC 46
Figura 6. Liberacao de TNF:em culturas de sangue total 47
Figura 7. Liberacao de IL-10 em culturas de PBMC. 48
Figura 8. Liberagcao de IL-10 em culturas de sangue total 49
Figura _9. Liberagép _de IL-10 em culturas de sangue totaloméroles saudaveis e 52

de pacientes asméaticos

Figura 10. Liberacdo de TNFtem culturas de sangue total de controles 55

saudaveis e de pacientes asmaticos

Figura 11. Liberacdo de IFN-em culturas de sangue total de controles saudé\veig7
e de pacientes asmaticos

Figura 12. Liberacdo de IL-12p40 em culturas de sangue datalontroles

. ; L 60
saudaveis e de pacientes asmaticos



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.Reconhecimento de componentes micobacterianoBlLor

Tabela 2.Sequéncia de primers utilizados na amplificacégedees na técnica de
RT PCR (transcriptase reversa -reacdo em cadgialiaerase)

Tabela 3.Resumo dos resultados obtidos com PBMC e santale to
Tabela 4.Resumo dos resultados obtidos com Pacientes Asmati

Tabela 5.Resumo dos resultados obtidos com Controles Saisdav

61
62

63



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AP-1 - proteina de ativacdo-1

Ara-LAM - Arabinosylated lipoarabinomannan
BCG - bacilo Calmette-Guérin

Cba - fragmento 5 ‘a’ do complemento

CD- cluster of differentiation

cDNA - acido desoxirribonucléico complementar
CpG -cytosin-guanosin motifs

CRS - receptor do complemento

CVF - capacidade vital forcada

CYBA- gene do citocromo b alfa

CYBB- gene do citocromo b beta

DNA - acido desoxirribonucléico

DPI - iodonio difenileno

dNTPs - desoxirribonucleotideos fosfatados
EFD BCG - BCG inativado por extensa secagem enalaixperatura
ELISA - enzyme linked immuno sorbent assay
ESAT-6 - 6kDa early secretory antigenic target
fMLP - peptidedormyl-met-leu-phe

FOXP3 -forkhead box p3

FSL-1 - lipoproteina diacilada sintética
GATA-3 - gata-binding protein 3

GDP - guanosina difosfato

GINA - Global Initiative for Asthma

GPL -Glycopeptidolipids

GTP - guanosina trifosfato

HK-BCG - heat killed BCG morto por aguecimento
IFN-y - interferon gama

Ig - imunoglobulina

IL - interleucina

IRF - fator de regulac&o do interferon

LAM - lipoarabinomanana



LprA - lipoproteina A da micobactéria

LprG - lipoproteina G da micobactéria

LPS - lipopolissacarideo

Mac-1 - subunidadeM da integrina CR3

Man - LAM - mannose-capped lipoarabinomannan

MHC - complexo de histocompatibilidade principal

M-MLYV - virus da leucemia murina — Moloney

NAC - N-acetil-l-cisteina

NADPH-oxidase - nicotinamida-adenina-dinucleotiftesfato oxidase
NCF-1 - gene do fator 1 citosélico do neutréfilo

NF«B - fator nuclear — kapa B

NK - natural killer

PAF- fator de agregacao plaquetéaria

Pam3CSKA4 - lipoproteina bacteriana sintética

PBMC - células mononucleares de sangue periférico

pDC - células dendriticas plasmocitoides

PILAM - phosphatidyl-myo-inositol capped lipoarabinomannan
PIM 2 -dimannoside phosphatidyl-myo-inositol mannosides
PIM 6 -hexamannoside phosphatidyl-myo-inositol mannosides
PKC - poteina quinase ¢

PMA - forbol miristato acetato

PMN - células polimorfonucleares

rac2 -Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2

rapl - proteina ativadora repressora 1

RAST -RadioAllergoSorbent Test

RD - regides de diferenciagéo

rh - recombinante-humana

RhoGDI - inibidor da dissociacdo da guanosina thitos

RNA - &cido ribonucléico

RNAmM - acido ribonucléico mensageiro

RNAr - acido ribonucléico ribossémico

RNAr 18S - acido ribonucléico ribossémico 18S

RT PCR - transcriptase reversa reacdo em cadgialida@erase



SBF - soro fetal bovino

SOD - superoéxido dismutase

TACO - proteina de membrana contendo triptofanadaio
T-bet - fator de transcricdo T-box especifico dalaé T
TGF-31 - fator de crescimento e transformag@b

Th - célula Thelper

TLR - toll-like receptors

TMB - tetrametil-benzidina

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

T-reg - células T reguladoras

VEF; - volume expiratorio forcado em 1 segundo



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 O sistema NADPH oxidase

1.2 Mycobacterium bovigacilo de Calmette-Guérin
1.3 Efeitos benéficos e ndo especificos da vacina®
1.4 O BCG e as doencas alérgicas

1.5 Preparacgdes de BCG inativos

1.6 Justificativa

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

2.2 Objetivos Especificos

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

3.2 Preparactes de BCG

3.3 Sele¢do de doadores de sangue saudaveis

3.4 Separacao de células mononucleares de sanguef@eco (PBMC) de
doadores saudaveis

3.5 Protocolo de incubacdo de PBMC
3.6 Atividade da NADPH oxidase medida como liberaghde superoxido
3.7 Obtencéo de RNA e amplificacdo génica por RT HC

3.8 Padronizacéo da relacédo 18S:Competimero para genes CYBB, NCF-1
da NADPH oxidasee TLR-2

3.9 Modelo Experimental de Ativagdo de sangue totdle Pacientes Asmaticos
e Controles Saudaveis

3.9.1 Selec¢éo dos Pacientes Asmaticos
3.9.2 Selecao do Grupo Controle

3.9.3 Protocolo de incubacédo de sangue total

18
19
21
23
25
26
28
29
30
30
31
32
32
33

33

34
34

35

36

37

37
38
39



3.10 Quantificacao de citocinas no sobrenadante daslturas de PBMC e
sangue total

3.11 Analise Estatistica
4 RESULTADOS

4.1 Efeito das diferentes preparacdes de BCG sobaeexpresséo génica do
receptor de membrana TLR-2 em PBMC

4.2 Efeito das diferentes preparacoes de BCG sohbadiberacéo de
superoxido por PBMC

4.3 Efeito das diferentes preﬁarag(”)es de BCG sobaeexpressao génica dos
componentes gp9t"™ e p47°"°* do complexo NADPH oxidase em PBMC

4.4 Liberacdo de TNFe em culturas de PBMC e sangue Total estimuladas
com as diferentes preparacoes de BCG

4.5 Liberacédo de IL-10 em culturas de PBMC e sanguetal estimuladas com
as diferentes preparacdes de BCG

4.6 Efeito das diferentes preparacdes de BCG sobadiberacéo de citocinas
utilizando sangue total de Pacientes Asméticos e Qtooles Saudaveis como
Modelo Experimental de Ativacao

4.6.1 Liberacao de IL-10 em sangue total de Pacierst Asmaticos e Controles
Saudaveis estimulado com as diferentes preparactas BCG

4.6.2 Liberacdo de TNFe em sangue total de Pacientes Asmaticos e
Controles Saudaveis estimulado com as diferentesgparacdes de BCG

4.6.3 Liberacdo de IFNy em sangue total de Pacientes Asmaticos e Controle
Saudaveis estimulado com as diferentes preparactas BCG

4.6.4 Liberacao de IL-12p40 em sangue total de Paaites Asmaticos e
Controles Saudaveis estimulado com as diferentesgparacdes de BCG

4.7 Resumo dos resultados obtidos
5 DISCUSSAO
6 CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

39

40

41

42

43

44

46

48

50

50

53

56

58

61
64
77
80



1 INTRODUCAO

*—e)



19

1.1 O sistema NADPH oxidase

Os fagocitos profissionais, como neutrofilos, eéBios, mondcitos e macréfagos
realizam um fendbmeno metabdlico definido como “fupgidativo em resposta a estimulos
inflamatorios ou a infeccdo. Os reativos intermed&do oxigénio como anion superoxido,
peroxido de hidrogénio e radical hidroxila sdo wixicidas e, a0 mesmo tempo, téxicos ao
tecido circundante, o que os torna importantes efesd do hospedeiro e na reacao
inflamatoria. Apesar de suas propriedades desasitiv superoxido e os radicais livres a ele
relacionados, podem também estar envolvidos naat&alida diferenciacdo, ativacao (Yang,
et al., 2000), proliferagéo (Sauer, et al., 2004inalizacdo celular (Droge, 2002; Reth, 2002),
0 que pode explicar a geracdo dessas substanoikerta por fibroblastos (Meier, et al.,
1989), linfécitos B, células endoteliais (Yangakt 2000) e plaquetas (Seno, et al., 2001).

A liberacéo de reativos intermediarios do oxigéo fagocitos resulta da montagem
e ativacdo do sistema NADPH (nicotinamida-adeninaaleotideo fosfato) oxidase, um
complexo enzimatico multicomponente que catalisdoacdo de um elétron ao oxigénio
molecular transformando-o em superéxido (Rossi t,Z064). O superoxido produzido é
em seguida covertido em peroxido de hidrogéniodaadiipocloroso e outros produtos
microbicidas.

O conhecimento sobre os componentes do sistema NADIRlase, seus genes e suas
relacbes estruturais avancou muito nos ultimos B@s.a0 sistema NADPH oxidase é
formado pelo citocromdssg que desempenha o papel de doador terminal derdétro
oxigénio (Parkos et al., 1988) e esta localizadmamamente na membrana plasmatica e na
membrana dos fagossomos. O citocroligs € um heterodimero constituido por duas
subunidadeg e a. A subunidadg é composta por uma glicoproteina de 91 kDa, demaxtai
gp91I°"°* e a subunidade composta por um polipeptideo néo glicosilado, dénado p22

Phox (Parkos et al., 1988). Os componentes gf¥Ltambém conhecido como Nox2) e p22

Phox 30 codificados respectivamente pelos g€éBBe CYBA Estudos sobre especificidade
tecidual mostram que o gefi&YBBse expressa predominantemente em fagocitos, eleqoian
geneCYBAse expressa constitutivamente em varias linhagelntares (Royer-Pokora et al.,
1986; Parkos, et al., 1988). Juntos, o ¢pi¥le p22*"°* formam um complexo mutuamente
estavel na membrana e provém um sitio de ancorpgesnas proteinas regulatorias soluveis
no citoplasma.

Ha também componentes citosolicos que fazem partsislema NADPH oxidase.

X

Estes componentes constituem-se nas proteina®"P4p67°" e pa0’"* as quais
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permanecem na forma de complexo nas células enusepaguardando estimulacdo para
juntarem-se ao citocrontwsg (Wientjes, et al., 1993, 1996; Lapouge, et &Q02).

Além desses componentes, duas proteinas G de pas@ molecular, pequenas
GTPases, integram o sistema NADPH oxidase, chamat®s e rapl. A proteina rapl
mantem-se associada ao componenté&¥¥8a membrana (Quinn e Gauss, 2004; Abo, et al.,
1994; Bokoch e Diebold, 2002). No estado de repoascac2 encontra-se associada ao
inibidor RhoGDI (inibidor da dissociacdo da guanasdifosfato) na forma ligada ao GDP
(guanosina difosfato); apos a estimulacéo celal&®ac2 dissocia-se do RhoGDI, troca GDP
por GTP e integra-se ao complexo NADPH oxidase @Bbk et al., 1994; Kreck, et al.,
1996).

O complexo enzimatico pode ser rapidamente atipamdaima variedade de estimulos
associados as funcdes fagocitidasvitro, a ativacdo celular através desses estimulos pode
depender ou ndo da interacdo com receptores. @suést receptores-dependentes tipicos
sdo o fragmento C5a do complemento, o tripeptidemiqtatico fMLP (N-formil-Met-Leu-
Phe) e imunocomplexos. Ja os estimulos receptodepéndentes incluem acidos graxos
insaturados de cadeia longa e PMA (forbol 12-naittstl3-acetato) (Leusen, et al., 1996). O
PMA é um componente sollvel que ultrapassa a meralata fagocito e ativa diretamente a
proteina quinase C (PKC) (Mouithys-Mickalad, e] 2001) que provoca a fosforilagdo de um
dos componentes citosélicos do complexo, a protgdia’"™ Essa fosforilacdo torna
possivel o acoplamento dos demais componentestacrorno bssg, levando a alteracéo
conformacional do complexo e consequente transpigteelétrons e producdo de anion
superoxido pela reducdo univalente dgp (@/ang e Rook, 1998; Lee, et al., 2000; Segal e
Shatwell, 1997).

As espécies reativas do oxigénio exercem uma fungdiica na sinalizacao
intracelular (Reth, 2002; Droge, 2002). A ativagadator de transcricdo B (fator nuclear
kapa B) em fagocitos pode ser controlada por espéeativas do oxigénio, tais como o
superoéxido e peréxido de hidrogénio (Janssen-Hgémjret al., 2000; Sanlioglu, et al., 2001,
Asehnoune, et al., 2004).

Foi demonstrado que espécies reativas do oxigésii@o eenvolvidas na via de
sinalizacao dos receptores tipoll (Toll-like receptorss TLR) uma vez que o sequestro dos
radicais de oxigénio ou o uso de inibidores daagfe do complexo NADPH oxidase,
suprimem a producéo de citocinas induzidas por (lipSpolissacarideo) (Park, et al., 2004;
Matsuzawa, et al., 2005). Além disso, foi observgde o pré-tratamento de células murinas
RAW 264.7 com antioxidante NAC (N-acetil-I-cistejrau inibidor da NADPH oxidase DPI
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(iodonio difenileno) inibe a producédo de TNRAduzida por diferentes agonistas TLR, como
LPS (TLR-4), Pam3csk4 (TLR-2), flagelina (TLR-5C@G (ytosin-guanosin motifsTLR-
9) de forma dose-dependente (Nakahira, et al.,)2006

Juntos estes trabalhos apontam uma conexdo imfeatre a atividade do sistema

NADPH oxidase, vias de sinalizacao intracelulampeaaucéo de citocinas pelos fagocitos.
1.2 Mycobacterium boviBacilo de Calmette-Guérin

O bacilo Calmette-Guérin (BCG) foi primeiramenteléaglo doMycobabterium bovis
apos varias subculturas em série preparadas comdeaiultura preparado a partir da bile de
boi (Calmette e Guérin, 1905; citado por Bloom eeFil994). Os Drs. Calmette e Guérin
decidiram investigar se o bacilo da tuberculoserzogeria capaz de transmitir tuberculose
pulmonar apds sua administracdo oral (Calmette &iGul909 apud Bloom e Fine, 1994;
Gheorghiu, 1996). No entanto, inesperadamente, a8 passagem, a cepa era incapaz de
matar os animais de experimentacdo e nao demorwgiadquer reversdo quanto a viruléncia
mesmo apos 0s pesquisadores terem realizado ma&a60dpassagens (Calmette e Guérin,
1909). Nos estudos seguintes, BCG foi capaz degeos animais que recebiam um desafio
letal com cepas virulentas causadoras da tubes@almette e Guérin, 1920), e esta cepa
atenuada foi usada pela primeira vez como uma &aitituberculose em 1921.

Estima-se que mais de 3 bilhdes de doses de BGtartesido usadas para vacinar a
populacdo humana contra tuberculose (Giri, 2008).

Embora o mecanismo que cause a atenuacdo do BCGestigm ainda todo
desvendado, foi observado que trés regides deeddmcao, designadas RD1, RD2 e RD3,
estdo presentes no genomaMigcobacterium bovignas séo perdidas no BCG (Mahairas, et
al., 1996). Outros estudos identificaram 16 gramdgi&es, incluindo RD1 e RD3, que estéao
presentes no genoma bitycobacterium tuberculosisnas que estado ausentes no BCG (Behr,
et al., 1999; Gordon, et al., 2001). Investigandorgéo da regido RD1 em cepas virulentas,
foi demonstrado que o mecanismo de atenuacdo do 8@G&iste na perda da atividade
citolitica mediada pela proteina ESAT@&KDa early secretory antigenic targetodificada
pelo gene Rv3875, resultando em menor capacidadevdsédo do tecido intersticial do
pulméo (Hsu, et al., 2003).

! calmette A, Guérin CCR. Acad Sci. 1909;149:716-8.
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Tanto a micobactéria inteira, quanto seus compesengolados sdo potentes
ativadores de mondcitos, macrofagos e células dmady;, os quais sdo providos de
mecanismos microbicidas e exercem funcédo de apegsantigenos e, consequentemente,
ativar as células T. A ativacdo da resposta imuma¢ai dependerd das caracteristicas dos
antigenos de superficie das micobactérias e deptes das células hospedeiras.

Diversos antigenos e uma grande variedade de ntadépresentes nas micobactérias
sdo capazes de interagir com receptores de leaspdidis como receptores Fc, para
componentes do sistema complemento, receptoresam@se, para proteinas surfactantes
(Gaynor, et al., 1995), receptor CD14 e TLR (Vigretl al, 2003). A escolha do receptor
usado pela micobactéria para entrar no macréfagec@anfluenciar o desenvolvimento da
resposta imune. Por exemplo, a internalizacdo da&obmactéria opsonizada pela
imunoglobulina G (IgG) estimula a producao de migdiarios reativos do oxigénio e permite
a fusdo do fagossomo ao lisossomo (Aderem e Unllek®b9), enquanto a fagocitose da
micobactéria envolvendo o receptor do complemeriR3 (Mac-1) previne a ativagdo da
cadeia respiratoria e a maturacéo do fagossomadethater, et al., 1990).

Considerados “sensores” da infeccdo por micobasténs TLR sdo extremamente
importantes na resposta imune inata, sendo esgeneaidnteracdo patdégeno-hospedeiro. Até
o momento, foram identificados 10 membros da fanilLlR em células humanas e 13 em
camundongos.

Os TLR modulam a inducdo de centena de genes nuedieiso através de uma
complexa rede de sinalizagdo que é acompanhadairpar resposta apropriada a cada
patégeno (Lasker e Nair, 2006). A interacdo doantigs com os diferentes TLR ativa
diferentes combinacdes de proteinas adaptadomstaredo na ativacdo de varios fatores de
transcricdo como N&B, AP-1 (proteina de ativacédo-1) e IRF (fator dgutacdo do
interferon), dirigindo a producdo de citocinas, ngoicinas e outras moléculas que
desencadeiam respostas imunes especificas (Kakaieg 2006).

Diversos estudos mostraram que o TLR-2 e, em meRrt@ansdo, o TLR-4 estédo
envolvidos com o reconhecimento tanto da micob@ctéteira quanto de seus componentes
purificados,in vitro ein vivo (Pali, et al., 2004; Quesniaux, et al., 2004; Bafet al., 2005).

Varias proteinas e lipideos micobacterianos forawlividualmente analisados e
demonstrou-se que estas particulas ativam primgde o TLR-2 e desencadeam uma

extensa cascata de sinalizacdo que ativa a respusia inata (Tabela 1).
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Tabela 1.Reconhecimento de componentes micobacterianoBlor

Componentes micobacterianos TLR Espécies Referéncias
Brightbill, et al. (1999);

19 kDa lipoproteina (LpgH) TLR2 M. tuberculosisM. bovis Noss, et al. (2001)

27 kDa lipoproteina TLR2 M. tuberculosis Hovav, et al. (2004)

33 kDa lipoproteina TLR2 M. leprae Krutzik, et al. (2003)

38 kDa glicolipoproteina itgi M. tuberculosis Jung, et al. (2006)

Ara-LAM TLR2 M. smegmatis Wieland, et al. (2004)

GPL TLR2 M. avium Sweet e Schorey (2006)

HSP65 TLR4 M. tuberculosis Bulut, et al. (2005)

TLR2, .

HSP70 TLR4 M. tuberculosis Bulut, et al. (2005)

Lipomanana TLR2 M. tuberculosisM. bovis Quesniaux, et al. (2004)

LprA lipoproteina TLR2 M. tuberculosisM. bovis Pecora, et al. (2006)

LprG lipoproteina TLR2 M. tuberculosisM. bovis Gehring, et al. (2004)
M. tuberculosisM. .

Man-LAM - bovis M. kansasii Quesniaux, et al. (2004)

PE_PGRSS33 TLR2 M. tuberculosis Basu, et al. (2007)

PIM 2, PIM 6 TLR2 M. tuberculosisM. Gilleron, et al. (2003)
bovis M. smegmatis

PILAM TLR2 M. smegmatis Heldwein e Fenton (2002)

Fator sollvel da tuberculose TLR2 M. tuberculosis Means, et al. (1999)

Fonte: Modificado ddo e colaboradores (2007).

1.3 Efeitos benéficos e ndo-especificos da vacina®

Nos ultimos anos, diversos estudos epidemiolégieatizados em paises da Africa
onde os programas de vacinagao ainda néo abrangetal da populacédo, apontaram dados
interessantes sobre o uso do BCG na vacinagaotilnfestes estudos indicaram que a
vacinacdo com BCG pode induzir uma resposta imueecqnfere, de uma forma geral, um
efeito benéfico ndo-especifico sobre a taxa dealdate infantil em areas onde este indice &
elevado Em outras palavras, criangas vacinadas com BC@emasignificativamente menos
guando comparadas a criancas ndo vacinadas, odqueode ser explicado meramente pela
prevencdo de mortes por tuberculose (Kristenseal,,e2000; Aaby et al, 2000; Roth, et al.,
2004, 2005).

A reducdo na mortalidade infantil apos a vacinagdm BCG, € maior do que a
proporcdo de mortes atribuidas a tuberculose nascas. Entre as criancas vacinadas com
BCG, aquelas que apresentam cicatriz ou testeiymaittuberculina, a taxa de mortalidade é
significativamente menor (Roth, et al., 2005; Gaelyal., 2003; Roth, et al., 2006).

Em paises do oeste da Africa, trabalhos demonstrawe a vacinacdo de criancas
com BCG estava associada com a resposta imuneMdarthant, et al., 1999), aumento da

resposta de anticorpos a antigenos néo relaciofj@taset al., 2002), menos atopia (Aaby, et
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al., 2000), menor anergia (Garly, et al., 2001) maureducédo da mortalidade infantil
(Kristensen, et al., 200B8aby et al., 2000).

Os mecanismos que sustentam estes efeitos naoifeggegermanecem nao
esclarecidos. Varios estudos em humanos tém deradasumento da resposta Thl
(Alexandroff, et al., 1999; Grange e Stanford, )9®0algumas vezes, da resposta Th2 (Ota,
et al.,, 2002; Aaby, et al., 2000; Garly, et al.0PDapds a vacinacdo com BCG. Estes
resultados sugerem que a vacinacdo com BCG pogarpreo sistema imune para montar
uma resposta efetiva contra patdégenos e, assingrdamna sobrevivéncia das criancas.

E sabido que o risco de infeccbes é extremameni@ mas criancas devido ao seu
sistema imune relativamente “imaturo”. Aparenteregmjualquer estratégia que possa
“equipar” o sistema imune das crian¢as para cantinofeccdes, levara a uma diminuicdo da
mortalidade. No entanto, outra explicacdo pararandiicdo da mortalidade infantil pode ser
a melhor habilidade das criancas vacinadas corgralaa manifestacdo inflamatoria. Em
outras palavras, a vacinacdo com BCG pode tambétarad balangco entre resposta imune
pro- e antiinflamatdria. Esta possibilidade é stgota por um recente estudo que investigou
criancas malasianas hospitalizadas onde foi anl@izarelacdo entre a presenca de cicatriz
causada pela vacina BCG e o total de intervend@i@sas. Foi reportado que nenhum caso
de sepsi ocorreu em criangas que apresentavamatrizicAlém disso, estas criangas
apresentavam um perfil de citocinas que era menftasriatorio e menos pré Th2 do que as
criancas sem evidéncia de vacinacao, o que erarmaio por um maior numero de células T
gue espontaneamente produziam IL-10 comparadasldascprodutoras de IL-4 e IL-6 no
sangue destas criancas (Kristensen, et al., 2880y et al., 2000). Estes resultados podem
sugerir que a vacinacdo com BCG no inicio da velala formacdo de uma “rede”
regulatoria importante, capaz de previnir a regpasiiamatoria excessiva associada com
manifestacdes patoldgicas, faléncia de 6rgaos gemor

Estudos recentes realizadasvitro tém indicado que as micobactérias desenvolveram
estratégias para evadir o sistema imune e repiicase E bem conhecido que os macrofagos
infectados com BCG oilycobaterium tuberculosiexpressam baixos niveis de MHC-II
(complexo de histocompatibilidade principal - I)ma estratégia que pode permitir a
sobrevivéncia das micobactérias (Sendine, et @5;2Pecora et al., 2009). Este processo é
dependente, sobretudo, da producao de IL-10 indymth micobatéria (Wayne, et al., 1990),
indicando que a induc&o da resposta imune anérrdtoria pode estar integrada as infecbes

micobacterianas.
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Corroborando com estes estudos, pesquisadorescaeih que células dendriticas
expostas ao BCG foram capazes de induzir a difexgi@ de células T naive a células T
produtoras de IL-10, as quais podem contribuir panamelhor “balanco” do sistema imune,
por manter o controle que evitaria uma respostasswa Thl ou Th2 (Madura Larsen, et al.,
2007).

1.4 O BCG e as doencas alérgicas

Os processos que levam a inflamacéo alérgica erbgizvidade brénquica séo
geralmente induzidos por ativacdo exacerbada dfixiios Th2, os quais secretam citocinas
IL-4, IL-5 e IL-13 (Xie, et al., 2005; Shi, 2004A liberacédo de IL-4 induz altos niveis de
producdo de imunoglobulina E (IgE) especifica pdio&citos B, além de favorecer o
desenvolvimento de células Th2. Outras citocinammacolL-5 e IL-9, promovem o
recrutamento de eosindfilos e mastoécitos, respointe, enquanto que a IL-13 favorece a
hiperplasia de células secretoras de muco (chaglabtat cell$ e consequente hipersecrecao
(Kay, Phipps e Robinsgn2004; Cohn, 2006). No entanto, a producdo destasinas €
altamente susceptivel a atividade regulatéria ddglas T regulatorias (T-reg), as quais
controlam a atividade das células T auxiliaves contato direto, célula-célula, e através da
secrecdo de outras citocinas imunoregulatérias, damo IL-10 e TGH- (Umetsu, et al.,
2003; Zhang, et al., 2004).

A proposta mais consistente para explicar o recamteento no numero de casos de
doencas alérgicas em paises industrializados éioté$e da Higiene” (Yabuhara, et al.,
1997). Esta hipotese postula que a diminuicdo gesgao a determinados patogenos e
doencas infecciosas no inicio da vida, resultaus&recia da mudanca do sistema imune, no
qual inicialmente predomina a resposta Th2 (alé@jgicara uma resposta Thl (ndo alérgica),
levando a falha de um precesso normal chamado itdesune” (Kemp e Bjorkstén, 2003).
Alguns autores, no entanto, ressaltam que é preaistela, pois este paradigma Thl vesus
Th2 pode ainda esconder alguns mecanismos deseoetal como sugerido recentemente
por estudos que mostraram que infeccbes pulmocaresadas por determinados patdégenos
poderiam suscitar uma forte resposta Thl, mimeafizaalgumas caracteristicas e sintomas
observados na inflamacéo alérgica (Dahl, et aD4R0De uma forma geral, os mecanismos
pelos quais a diminuicdo da exposicdo a agentesoliamos no inicio da vida poderiam

resultar no favorecimento da resposta Th2 sdo a@iod@oversos e, possivelmente, implicam
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mecanismos regulatérios (Romagnani, 2004). E etédepue ha a necessidade de mais
estudos a esse respeito.

A asma e as doencas alérgicas tais como atopratieatérgica foram extensamente
estudadas em relacdo a vacinacdo com BCG. Vaméasggustificam este interesse cientifico.
Os estudos em modelos animais tém convincentemerggado que a imunizagao com BCG
dificulta respostas Th2 através da inibicdo da pgéd de IL-4, IL-5, IgE e IgG1 ( Erb, et al.,
1998; Wang &kook 1998; Tukenmez, et al., 1999; Ozdemir, et al0}0AlIeém disso, alguns
trabalhos mostram a possibilidade do BCG induzirausnpressdo imune especifica ao
antigeno, através da producéo de altos niveis-d@ [Delgado, et al., 2002).

A IL-10 é uma citocina antiinflamatoria muito impamnte no controle da inflamacéo
alérgica. De fato, o aumento da sintese de IL-1@spetlulas T tem demonstrado um efeito
benéfico no tratamento da asma suportando a hedtes que células T-reg séo
importantissimas no controle e desenvolvimentoedigsd de inflamacao (Akdis, et al., 1998;
Hawrylowicz, et al., 2002). Interessantemente vimificado que o numero de células T-reg
circulantes em pacientes com tuberculose é trégsvezaior comparado aos controles
saudaveis, acompanhado por um elevado nivel de Ie-TGFB1 (Guyot-Revol, et al.,
2006).

A habilidade da IL-10 em inibir a producgéo de dita@s pro-inflamatérias, a expresséo
e maturacdo do MHC-II, assim como sua habilidadesu®imir a producdo de citocinas
induzidas por IgE em mastdcitos, estdo entre osermsns mecanismos pelos quais esta

citocina pode inibir a asma (HawrylowicOeGarrg 2005).

1.5Preparacdes de BCG inativos

Utilizando o classico modelo murino de eosinofitiduzido por ovoalbumina, alguns
trabalhos apontaram que a aplicacdo local (intedhate preparacdes de BCG vivos ou
inativados por aquecimento como o HK Ba@4t killedBCG), sdo mais eficientes do que a
aplicacao sistémica na supressao da resposta atflaen (Major, et al., 2002; Hopfenspirger,
et al.,, 2002). Um estudo clinico demonstrou questidps aplicagces intradérmicas de HK
BCG induziram uma forte toxicidade local, impedindpe diversos participantes
continuassem o tratamento (Shirtcliffe, et al., /00imitando o uso desta preparacdo em
humanos.

Na tentativa de explorar as propriedades terag@utdto BCG sem o0s riscos de

disseminacdo do bacilo vivo e efeitos toxicos dativo HK BCG, uma equipe de
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pesquisadores do Instituto Pasteur desenvolveunonwepreparacédo de BCG inativo, no qual
o BCG vivo (linhagem Pasteur 1173P2) é inativadoedensa secagem (umidade final de
0,5% agua) em baixa temperatura e alta presesdended freeze-dryingeFD), preservando
a maioria de suas moléculas em seu estado nativiaram-se entdo, diversos estudos em
modelos animais que buscaram comparar o efeitoF BECG ao HK BCG e BCG vivo no
tratamento e protecao contra asma, sendo que alglasainda estdo em desenvolvimento.

Foi demonstrado que, ao contrario do BCG vivo e BRG, a administracdo
subcutédnea do EFD BCG em camundongos sensibilizeoims ovalbumina, ndo somente
preveniu a hiperreatividade alérgica das vias aérems também reverteu a inflamacéo
alérgica estabelecida no pulmao (Lagranderie, et 2808). Além disso, viu-se que o0
tratamentoin vitro de macrofagos alveolares com HK BCG promoveu gadiberacdo de
TNF-a e IL-12 por estas células, enquanto que o EFD B@@Gente induziu a liberacdo de
IL-12. A instilacdo intra-traqueal de HK ou EFD BQ&s camundongos mostrou que
somente o EFD BCG ndo aumentou os niveis de fibtm@e no lume das vias aéreas
(Hubeau et al., 2003), confirmando as propriedaa@sinflamatorias desta preparacao.
Também foi demonstrado que o HK BCG induziu produgé@ oxido nitrico dependente de
TLR-2, enquanto que a producédo deste reativo irgéidno ndo foi alterada pelo EFD BCG
em camundongos (Nicolle, et al., 2004).

Embora sejam dados ainda ndo publicados pesquisadores franceses verificaram
que o efeito protetor do EFD BCG envolve um graadenento no numero de células
dendriticas plasmocitéides (pDC) produtoras de 0l.1dm subgrupo de DC potencialmente
envolvidas na diferenciacdo de células T naive éhlas T-reg, efeito ndo desencadeado
pelo HK BCG ou BCG vivo. Além disso, eles obsermarque as pDC polarizaram a
diferenciagdo de células T CD4em T-reg expressando FOXP@rkhead box pB e o
tratamento dos animais com EFD BCG diminuiu a geado NKB e expressédo de GATA-3
(gata-binding protein 3)fator de transcricdo envolvido com a producaccitiecinas Th2,
enquanto que aumentou a expressao do T-bet, fatwaudiscricdo envolvido com a producgao
de citocinas Thl.

Juntos, estes trabalhos apontam que a forma darpgdo do BCG pode interferir
significativamente na resposta imunolégica e queF® BCG pode vir a ser um egente

promissor para o tratamento da asma.

" Hubeau C, Singer M, Lagranderie M. 2003.
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Em nosso trabalho nés investigamos alguns efeioEED BCG sobre o complexo
NADPH oxidase em células humanas e comparamos crasopreparacoes de BCG. Nos
avaliamos a producdo de citocinas inflamatoriasegulatoriasin vitro, frente a essas

diferentes preparacdes de BCG, em controles saisd@pacientes asmaticos.

1.6 Justificativa

Estudos epidemioldgicos tém indicado que a vacmagin BCG pode induzir uma
resposta imune protetora que esta além daqueldaotdintra tuberculose. Especula-se que o
BCG exerca um efeito benéfico ndo-especifico qomemdii a taxa de mortalidade infantil em
lugares onde este indice é alto. E demonstradaaquaeinacdo de criancas com BCG esta
associada a inducédo de resposta imune Thl, aurdantesposta de anticorpos a antigenos
nao relacionados, menos atopia, menor anergiaugdedla mortalidade infantil. No entanto,
0S mecanismos que sustentam estes efeitos nadfegepermanecem ndo esclarecidos.
Dentre todos os efeitos néo-especificos do BCGu® mais tem sido estudado é a sua
capacidade imunomoduladora na asma. Diversos l@bdbram realizados em modelos
animais e convincentemente mostraram que a imuiozegm BCG dificulta respostas Th2
através da inibicdo da producéo de véarios mediadoflamatorios. Porém, poucos trabalhos
estudaram o efeito do BCG sobre o sistema NADPHa®e humano e conciliaram esta
resposta a producéo de citocinas. Além disso, haqgsorelatos na literatura que compararam
o efeito de diferentes preparacdes de BCG (vivosnouos) em células humanas. Dessa
forma, propusemo-nos realizar uma série de estadbse o sistema NADPH oxidase de
células mononucleares de sangue periférico hunranetro, assim como a liberacdo de
citocinas frente a exposicao as trés diferentgsapagdes de BCG. Também nos propusemos
investigar e comparar os efeitos destas trés @epas de BCG no modelo experimental de
ativacdo de sangue total de sujeitos saudaveimmcas asmaticas e verificar se a adi¢do de
citocinas exdgenas poderia alterar o efeito imurdutamor das preparagdes de BCG.

A comparacao dos resultados obtidos entre as ditsepreparacdes de BCG em
células mononucleares isoladas e sangue totah assno a comparacado entre os resultados
obtidos em sujeitos saudaveis e criangcas asmatioaspermitird um melhor entendimento

sobre os efeitos do BCG em células humanas.
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2.1 Objetivo Geral: Investigar e comparar os efeitos do EFD BCG, HKEBEBCG
viavel sobre o sistema NADPH oxidase, a expressi@eheTLR-2 e a modulagdo da

producao de citocinas inflamatorias e regulat@madeucocitos humanos.

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1Avaliar em células mononucleares de sangue p&afédRBMC) incubadas com
as diferentes preparacdes de BCG:

U A expressao génica de.R-2
O A expressdo génica dos componentes e p47°"do sistema NADPH-

oxidase, assim como verificar sua ativacdo por mago liberacdo de
superoxido;

U A liberacéo da citocina inflamatoria TNE-assim como a citocina regulatoria
IL-10.

2.2.2Avaliar em sangue total incubado com as diferepteparacdes de BCG:

O A liberacdo da citocina regulatoria IL-10 e dagsaias inflamatérias TNE;
IFN-y e IL-12p40;

O O efeito da adicdo de citocinas exdgenas recomtaffaimana rhiL-12,
rhIFN-y e rhIL-10 sobre a liberag&o de IL-10, TNFHN-y e IL-12p40.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Aspectos Eticos

Os sujeitos adultos que se prontificaram a pasdicigio estudo doando uma Unica
amostra de sangue receberam explicacdes quanttudezaado trabalho e assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, coranmtd em participar da pesquisa.

Para que as criancas e adolescentes asmaticaspaesem do estudo, foi apresentado
e explicado aos pais ou responsaveis legais o Téen@onsentimento Livre e Esclarecido. A
incluséo de todos os sujeitos foi condicionadatareacdo escrita dos pais ou responsaveis
legais. Uma Unica amostra de sangue foi coletada.

A nao identificagcdo nominal dos sujeitos avaliadpsgndo da divulgagédo dos dados
obtidos, foi garantida aos pais ou responsaveademantendo-se, assim, o sigilo.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pissgucom Seres Humanos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidad&@e Paulo (USP) e foi aprovado por esta

comissao.

3.2 Preparacdes de BCG

Utilizamos trés diferentes preparacdes de BCG: @& B@avel, obtido a partir da
vacina Onco-BCG (linhageMoreau, Copenhag¢rdesenvolvida no Instututo Butantan (Séao
Paulo); o EFD BCG (linhagerRasteur 1173P2) preparado no Instituto Pasteur (Franca)
segundo a metodologia proposta por Hubeau e cadbmes (2003); e o HK BCG que foi
preparado a partir do Onco BCG.

O Onco-BCG é apresentado na forma liofilozada, empadas contendo 40 mg de
bacilos viaveis (2 milh6es de unidades/mg), pref@nforme descrito por Petricevich et
al., 2001. Para utilizacdo em nossos experimentosnteudo das ampolas de Onco-BCG foi
dissolvido em solugdo de Hank's, transferido para tubo de polipropileno estéril, e
centrifugado a 500 x g, por 10 minutos, a 4 °C,obrenadante foi descartado e este
procedimento foi repetido duas vezes. Os bacileanfcentdo ressuspensos em RPMI estéril
de forma a conter 80xi®actérias em 150L.

O HK BCG foi preparado conforme o mesmo procedimeamlicado para o uso do
BCG viavel em nossos experimentos, no entanpalletde bacilos foi ressuspenso em salina
ao invés de RPMI e a suspensao foi autoclavadd dddurante 30 minutos.

O EFD BCG é apresentado em ampolas contendo 10 endpadilo inativo e

liofilizado, sendo que cada 1 mg contém em médiaba@ilos. O EFD BCG foi dissolvido
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em RPMI estéril e a suspensdo de bacilos foi paspad seringa com agulha de 8 mm e
comprimento e 0,30 mm de calibY Ultra-Fine Il), por aproximadamente 20 vezes, até
gue os grumos fossem dissolvidos.

A suspensdao de BCG viavel foi preparada no momeddo realizacdo dos
experimentos. As suspensdes de bactérias mortaBE{E& e EFD BCG, foram preparadas

anteriormente e mantidas a 4 °C até o momentoatd@agédo com as ceélulas.

3.3 Sele¢do de doadores saudaveis de sangue

Amostras de 20 mL (para experimentos com célulaadas) ou de 9 mL de sangue
(para experimentos com sangue total) foram coletgua puncdo de veia periférica de
voluntérios sadios, nao atdpicos, nao fumantes, idade entre 18 e 40 anos (média de 26,2
anos), de ambos o0s sexos, os quais ndo tinhamusitale qualquer medicacdo nos 3 dias

anteriores a coleta.

3.4 Separagdo de células mononucleares de sangueifeeco (PBMC) de doadores

saudaveis

A separacao das células foi obtida utilizando ait@cde gradiente de densidade com
Ficoll (Sigma Histopaque 1.077 g/mL, St. Louis, Al de acordo com as instru¢des do
fabricante. Para a contagem diferencial das célufasam preparadas laminas em
citocentrifuga contendo 2xi@élulas/lamina (2xf0céls/mL; 100uL; 300 rpm; 10 min.);
posteriormente as células foram coradas com Maywalil-Giemsa e contadas ao
microscépio Optico. Um minimo de 500 células fointemlo e a porcentagem de
polimorfonucleares, mondcitos e linfocitos foi deteada conforme critério histolégico
comum. Foi realizada medida de viabilidade atra@sorante Azul de Tripan em camara de
Neubauertanto no inicio como no final de cada experimefim todos os experimentos
realizados obtivemos um grau de pureza em torn®@5¥% e somente foram utilizadas

amostras com viabilidade superior a 90%.
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3.5 Protocolo de incubacao de PBMC

As células foram incubadas em meio RPMI suplementaan 10% de soro bovino
fetal (SBF) inativado pelo calor, 2 mM de L-glutamj a 37 °C e 5% de G@m atmosfera
Umida. Tanto para extracdo de RNA (&cido ribonuoléi quanto para a coleta de
sobrenadante para quantificacdo de citocinas, latags€oram colocadas em placas de 24
pocos, na quantidade de 5%1@lulas por poco, em volume final de 500 pL, ppharas na
presenca de BCG viavel, HK BCG ou EFD BCG na prgforde 20 bactérias para cada
célula, FSL-1 (lipoproteina diacilada sintéticanvivoger) — um ligante sintético de TLR-
2/6 — (1 pg/mL) ou com citocinas humanas recombsm#ENy (100 U/mL) e TNFe (1000
U/mL) juntas. Os TLRs reconhecem padrdes molecsllassociados aos patdogenos e séo
capazes de desencadear a resposta imune inata @ uigante sintético FSL-1 de grande
especificidade ao TLR-2/6 nos permitiu investigauss efeitos na ativagdo do complexo
NADPH oxidase e na producao de citocinas, visamdaparar o efeito deste agonista com as
diferentes preparacdes de BCG.

Apos incubacdo das PBMC por 24 horas, as placasnfoetiradas da estufa e os
sobrenadantes das culturas foram cuidadosamentaditspe centrifugados por 30 minutos,
12.000 x g, & 4 °C. Em seguida, o sobrenadantaliffiotado (12QuL) e armazenado a -80
°C para posterior quantificacao de citocinas. Aslag que permaneceram na placa de cultura
foram entéo utilizadas para medida de liberacasugeroxido ou para extracdo de RNA total
e posterior medida de expressao génica tanto deptecTLR-2, como dos componentes
gp9IP"* e pa7°"*do complexo NADPH oxidase.

3.6 Atividade da NADPH oxidase medida como liberagide superéxido

Cada tratamento foi distribuido em quatro pocosisajue dois deles receberam 25
uL de solucéo de superodxido dismutase (SOD, 50 UldelHank’s) e todos os quatro pogos
receberam 1 mL de uma solugdo contendo forbol taiasacetato (PMA, 300 nm) e
citocromoc (50 uM) dissolvidos em Hank’s. A placa foi incubada fidnora, a 37 °C e 5%
de CQ em atmosfera imida. Em seguida foram retiradasstidag colocadas sobre gelo e
foram adicionados 2pL de SOD nos dois po¢os que ndo a continham, béogleea reacgéo.
Os sobrenadantes foram entdo aspirados e centtdsigaor 10 minutos, 400 x g a 4 °C. A
atividade da NADPH oxidase foi determinada no swdwlante através da medida de liberagéo

de superoxido, por meio da reducdo do citocramo qual € especificamente inibido pela
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SOD de acordo com McCord e Fridovich (1969), adiaptsor Condino-Neto e colaboradores
(1998). Para verificar a liberacdo espontanea, wpagde células ndo recebeu o estimulo de
PMA. A absorbancia foi medida através de Espediboietro a 550 nm. A quantidade de
superéxido liberada foi calculada através do caefte de extingdo de 21.100'Mm™. Os
resultados (nmol de superéxidoliElulas/60 minutos) foram expressos pela diferaefea
absorbancia entre as amostras que continham o&@&ono inicio do ensaio. No final dos

experimentos, as células foram contadas e a \dad#i foi aferida.
3.7 Obtencéo de RNA e amplificacéo génica por RT FC

ApoOs o periodo de incubacao das células com oeedifes tratamentos, foram feitas
extracOes de RNA total utilizandokit Trizol Reagen{Invitrogen conforme instru¢des do
fabricante. Devido a baixa concentracdo de célutdigadas neste protocolo, tivemos que
padronizar um protocolo de extracdo de RNA totaleomouvesse o minimo de perda possivel
de material. Para isto, fizemos uso do glicogéaigancentragéo final lg/mL. O glicogénio
aumenta a solubilidade do RNA na fase aquosa e isem conseguimos recuperar uma
quantidade suficiente para fazer andlise de exfwagdnica com baixo nivel de contaminacéo
com DNA gendmico (relacdo 260/280 nm préximo dé.2,0

A quantidade do RNA total foi aferida utilizandgestrofotometro DU 70 (Beckman,
Fullerton, CA), no comprimento de onda 260 nm dicemte de extingdo 12 mg pl™" x
OD* x cm* para o célculo da concentracdo do RNA. As amoftrasn congeladas a -80 °C
para posterior utilizacéo.

A partir de 1ug de RNA total de PBMC foi obtido o DNA compleman{eDNA)
com a técnica de transcricdo reversa usaaddom primergAmersham, Inglaterra) e enzima
Superscript Il Transcriptase RevergM-MLV — Moloney Murine Leukemia Virus
Invitrogen). As amostras de cDNA foram mantida2@®°€ até sua utilizagcdo em PCR.

Foram realizados ensaios para verificar o nivehlgge expressao dos ger@¥BB,
NCF-1 e TLR-2 que codificam respectivamente as proteinas §§91p47°"* e TLR-2.
Foram selecionadaggrimers especificos par€YBB (nimero de acesso ao Gen Bank #NM
000397), cujas condi¢cbes para amplificacdo foradrqmazadas em: 95 °C por 2 minutos,
seguido de 30 ciclos de: denaturacéo a 95 °C paefjindos, anelamento a 63 °C por 30
segundos, extensdo a 72 °C por 45 segundos, segiedoma extensdo longa a 72 °C por 7

minutos.
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Para 0 gene que codifica o componente™¥qnimero de acesso ao Gen Bank
#NMO000265) as condi¢cbes para amplificacdo foranrgraziadas em: 95 °C por 2 minutos,
seguido de 30 ciclos de: denaturacéo a 95 °C paefjindos, anelamento a 63 °C por 30
segundos, extensdo a 72 °C por 45 segundos, segiedoma extensdo longa a 72 °C por 7
minutos.

Para o gene que codifica 0 TLR-2 (nUmero de acassGen Bank #NT016354) as
condicbes para amplificacdo foram padronizadas @m°C por 2 minutos, seguido de 30
ciclos de: denaturacdo a 95 °C por 15 segundodaraerto a 63 °C por 30 segundos,

extensdo a 72 °C por 45 segundos, seguidos dextaresao longa a 72 °C por 7 minutos.

Tabela 2.Sequéncia dprimersutilizados na amplificacdo de genes na técnicRTHE®CR (transcriptase reversa
-reacdo em cadeia da polimerase).

Gene Seqléncia dogrimers

CYBB-32F 5-GCTCTAGAGCATGAGGGGCTCTCCATTTTTGTCA-3’
CYBB- 443R 5-CGGGATCCCGAGTTCAGAGAGTGCTACTGAATAA-3’
NCF-1- 48F 5"-GCGCTTCGTACCCAGCCAGCACTATGT-3"

NCF-1- 451R 5-CTGTCGCGGTACTCTTGCCATCTTTGGC-3"

TLR-2- F 5-CCTGGGCAGTCTTGAACATT-3

TLR-2-R 5-TTCCCACTCTCAGGATTTGC-3’

3.8 Padronizacdo da relacdo 18S:Competimero para agenes CYBB e NCF-1 da
NADPH-oxidase eTLR-2

Foi padronizado a utilizacado d¢it QuantumRNA 18S Internal Standar@gsmbion,
Inc.,TX para a quantificacao relativa da expressao dosggrecodificam as proteinas gp91
Phox  nA7Ph%% o TLR-2. Esta técnica utiliza 2 pares piémers em cada reacdo, um para
amplificar a sequéncia do cDNA de interesse e opara amplificar o controle interno
(RNAr 18S, um gene de expressao constitutivajzatilo para normalizar os produtos, o qual
determinara os niveis relativos da expressdo de derinteresse, compensando as possiveis
variacdes devido a erros de pipetagem, quantidadeNA e das reacdes entre os diversos
tubos. No entanto, como o controle interno utilz@dabundante, a sua amplificacdo deve ser
desenvolvida dentro da mesma fase linear de acggdio da amostra alvo. Este sistema
utiliza-se de um limitador (competimero) que modukficiéncia de amplificacdo do controle

interno, que consiste de um oligonucleotideo mealifo em seu extremo 3’, o qual blogueia



37

parcialmente a extensdo pela DNA polimerase, quatticionado na reacdo do controle
interno na devida proporgao, permitindo a comparalg@ amplificagcdo na mesma faixa de
variabilidade linear (Pallansch, et al., 1990).

A padronizacao da relacdo 18S:competimero no edeaPCR teve como objetivo a
determinacdo da intensidade da banda do padramonigue mais se aproximasse da
intensidade da banda dos ge@$BB NCF-1 e TLR-2em células cultivadas em condi¢cdes
basais e com o numero de ciclos determinado previenCom isso, procuramos facilitar a
visualizacao da diferenca de expressdo génica eseupos celulares estudados.

Assim, realizamos alguns ensaios de PCR utilizardo seguintes relagbes
18S:Competimero 1:9; 2:8; 3:7 e 4:9 (volume:volume)elacdo que permitiu a formacéo de
uma banda referente ao padrdo interno com inteesidamelhante a banda formada pelos
genexCYBB NCF-1eTLR-2foi a de 1:9.

Os produtos obtidos na PCR foram observados enofeletse em gel de agarose
1,5% corado com brometo de etidio. A densitometas bandas foi realizada por meio de
analise computadorizada em equipaméntageMaster VDS SystefAmershanPharmacia
Biotech). O resultado da densitometria das amostras alvalifidido pelo resultado da
densitometria das amostras do controle internomalizando uma razao, a qual foi

considerada para a analise estatistica.

3.9 Modelo experimental de ativacdo de sangue totdé pacientes asmaticos e controles

saudaveis

3.9.1 Selecéo dos Pacientes Asmaticos

Foram incluidos neste estudo 17 criancas e adoliesceom idade entre 8 e 14 anos
(média de 11,2 anos), sendo 4 meninas e 13 mermoaosasma atopica persistente leve ou
moderada, que fazem acompanhamento médico no Atdhalade Pediatria Geral,
Pneumologia e Imunologia-Alergia do Hospital dagniCas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), no periodo de junho a agosta?d@8. O diagndostico médico de
asma persitente leve, moderada ou grave foi feito lcase nos critérios d&lobal Initiative
for Asthméd — GINA — (National Heart Lung Blood InstituttWorld Health Organization
1997), incluindo pacientes que preenchessem aassesg)critérios:

1. Historia episddica ou presenca de sintomas deugidgtrdo fluxo aéreo, tais como:

tosse, chiado, sibilancia, respiragéo curta outaper peito.
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2. Obstrucao reversivel do fluxo aéreo, espirometrer@mcaracterizada:

* VEF; (volume expiratorio forcado em 1 segundo) < 80%pdevisto; VER/
CVF (capacidade vital forcada) < 65% ou abaixo dhoité inferior de
normalidade segundo sexo, peso e idade;

* Aumento> 12% ou pelo menos 200 mL da VEBpOs inalacdo com agonista

B.-adrenérgico.

3. Caracterizacdo do estado atdpico por critériosccéne laboratoriais, tais como:

* Relacdo causa-efeito positiva entre exposicdo armdetados antigenos e
desencadeamento dos sintomas de asma,;

» Exames laboratoriais compativeis como: testes eotimu dosagem de IgE
especifica RadioAllergoSorbent Test — RAST — ou similar) positivos para
antigenos especificos, eosinofilia (excluindo dasngarasitérias), IgE sérica
total elevada,;

» Concomitancia ndo-obrigatoria com doencas alérgiceso rinite, urticaria,
dermatite atdpica e conjuntivite alérgica;

* Antecedentes familiares positivos para asma (pgaséde asma em parentes de

primeiro grau).

Foi realizada uma Unica coleta de sangue venospatientes voluntarios, através de
puncédo de veia periférica. Este material foi usgolenas no modelo experimental de ativacéo
de sangue total para quantificacdo de citocinaglyzidas em resposta as diferentes
preparacdes de BCG por nés estudadas.

3.9.2 Selecédo do grupo controle

O grupo controle consistiu de adultos de 18 a 43 ae idade, ambos os sexos, ndo-
fumantes, sem doencas respiratérias, cardiacassowigicdo protéico-calérica.
No dia da coleta de sangue os sujeitos ndo podeqpmesentar histéria de infeccdes

respiratorias ou sinais como tosse, febre, rin@mwéai congestao nasal nos ultimos 15 dias.
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3.9.3 Protocolo de incubacédo de sangue total

Amostras de sangue venoso (9 mL) foram coletadasmieoles saudaveis e pacientes
asmaticos em tubos heparinizados e diluidos 1:theim RPMI.
Amostras do sangue diluido foram colocadas em pldea24 pocos, volume final de
1,5 mL/poco, e incubadas em um processo de ddgiest(24 e 48 horas), a 37 °C e 5% de
CO, em atmosfera umida, com as diferentes prepara®&CG sozinhas ou acrescidas das
seguintes citocinas exogenas humanas recombin@nfes
= rhIFN-y - concentracéo final de 5000 Ul/mL (ImuRjBoehringer Ingelheiln
= rhIL-12 - concentracéo final de 20 ng/mL (R&Yystemps
= rhIL-10 - concentracéo final de 20 ng/mL (R&Ystemys
A concentracao final dos diferentes BCGs nesteopoit foi de 20x1Dbacilos o que
equivale, aproximadamente, 20 bacilos para cada®Bbdhtido no sangue total. Ao final de
cada estagio foram coletadas aliquotas deul2@e cada cultura e estas foram estocadas a -

80 °C, para posterior quantificacao de citocinas.

3.10 Quantificacao de citocinas no sobrenadante daslturas de PBMC e sangue total

Nos protocolos em que usamos PBMC foi quantificagaoducdo de IL-10 e TNé-
no sobrenadante. No modelo de sangue total, faittjicada a producédo de IL-10, TNE-
IL-12p40 e IFNy.

Todas as citocinas foram quantificadas por mei&Id&A por Kits comerciaisDuo
Set (R&D Systems, USAde acordo com as instru¢cdes do fabricante. Oai@ndgoram
realizados em placas MultiSorp (Nunc, Dinamarcagit8amente, as placas foram incubadas
com anticorpos de captura e, apos bloqueio, subdasedi incubacdo com amostras e diluicoes
do anticorpo de deteccdo, conjugados a biotina. #eguida, foi feita incubagcdo com
streptoavidina conjugada a peroxidase. A revela@aeacdo foi feita com perdxido de
hidrogénio e tetrametil-benzidina (TMB) e a parddaeacéo ocorreu com a adicédo d8®}
2 N. A leitura foi realizada em 450 nm. Em todoseosaios foi estabelecida uma curva
padrdo, com gréafico de dispersdo no qual a varidvebnstituiu-se na densidade Optica
obtida nas leituras e a varidvel Y na concentradd@® citocinas. A equacdo da figura do
gréfico foi adquirida através de uma linha de tecde polinomial, que s era aceita se 0
valor de f fosse maior do que 0,99. Todas as amostras espdatourva padréo foram feitos

em duplicata. Os resultados foram expressos emLpg/m
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3.11 Andlise Estatistica

Os dados foram obtidos de pelo menos 5 experimeanttependentes e mostrados
como a média erro padrdo da média. Foram submetidos a an&@s@aramétrica e os testes
de Dunn’s ou Mann Whitney foram usados na comparacao emstréiferentes tratamentos.

Valores de p<0,05 foram considerados significativos



4 RESULTADOS

*—e)
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4.1 Efeito das diferentes preparacdes de BCG sobeeexpresséo génica do receptor de
membrana TLR-2 em PBMC

Sabe-se que o TLR-2 é predominantemente distribeidanondécitos/macrofagos e
em células polimorfonuclerares e esta geralmentelddo na resposta as bactérias Gram-
positivas (Muzio, et al., 2000; Zarember e Godow2RD2). No entanto, pouco se sabe sobre
a acao de seus ligantes sobre a regulacdo de ptessXo. Nao se sabe, por exemplo, se a
expressdo aumentada do gereR-2 contribuiria para uma maior ativacdo dos fagocitos
frente & patdégenos invasores.

NOs investigamos a possibilidade do EFD BCG, HK BE&Gu o BCG viavel
aumentar(em) a expressado génica deste receptan @éilso, nds utilizamos o FSL-1, um
agonista sintético de TLR-2, permitindo-nos invgatiuma ativacdo mais especifica deste
receptor.

Como mostra a Figura 1, a expressaort®-2 é detectada em condi¢ces basais em
PBMC (representada pela incubacdo somente com RfeMI — sem estimulo — SE). O
BCG viavel induziu uma inibicdo bastante significatdo TLR-2 quando comparado ao
grupo sem estimulo e também quando comparado acEEFBP e ao HK BCG (p<0,01). O
FSL-1 e a juncédo das citocinas pro-inflamatorids-iWTNF-a foram capazes de aumentar a

expressao génica d&.R-2em PBMC ap0s 24 horas de incubacao, no entaritoetsto foi

++

++

Expresséo relativa

Figura 1. Expressdo do gerfELR-2em PBMC. 5x108células/50Q.L foram incubadas em placas de 24 pocos,
por 24 horas com o0s tratamentos descritos antegienRepresentacdo grafica da expressao relativa
do geneTLR-2em relagcédo ao gene de expressao constitutival8®sultados sdo mostrados como
valores da média + erro padrdo da médfas0,01comparado ao grupo sem estimulo (SEp&0,01
guando comparado ao grupo indicado no grafico, n=8.
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4.2 Efeito das diferentes preparacfes de BCG sobee liberacdo de superdxido por
PBMC

A incubacéo de células PBMC com as prepara¢desQig iBativos - HK ou EFD
BCG por 24 horas e posterior exposi¢cao ao PMA (d)haao alterou de forma significativa a
producdo de superoxido. Também ndo foi observaaae#io significativa quando estas
células foram expostas ao FSL-1. No entanto, abag@io das células com o BCG viavel
resultou em acentuada reducéo da atividade da NAD#dhse medida como liberacdo de
superoxido (p<0,05), enquanto que a exposicdo slesthlas ao IFN/TNF-o. aumentou
significativamente a liberacdo deste reativo (pSp,®lém disso, uma diferenca bastante
significativa entre EFD BCG e BCG viavel na induckosuperoxido foi observada (p<0,01).
Enquanto o EFD BCG praticamente nao altera estdupém, o BCG viavel é capaz de

reduzir na ordem de duas vezes a liberacdo dedugerinduzida por PMA.

++

124

nmoles O ,7/ 1x10°céls/h

Figura 2. Ativagaodo sistema NADPH oxidase em células PBMC estimsladan PMA. A suspenséao celular

(1x1® cels/mL) foi incubada durante 24 horas com meidRBem estimulo— SE) ou com os
tratamentos referenciados no grafico. Em seguidaf@stimuladas com PMA (300 nM) por 1 hora.
A liberacdo de superéxido esta expressa em nritl®céls/h. Os resultados sdo mostrados como
valores da média + erro padrdo da médias0,01 comparado ao grupo SEp<0,01 quando
comparado ao grupo indicado no grafico, n=11.
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4.3 Efeito das diferentes preparagdes de BCG sobaeexpressdo génica dos componentes
gp91P"*e p47""*do complexo NADPH oxidase em PBMC

Estudamos a expressao de geti¥8Be NCF-1 que codificam as subunidades gp91
Phoxassociada & membrana) e B¥7 (soltvel no citosol), respectivamente.

O BCG viavel induziu uma forte inibicdo na expresda CYBB(p<0,05) e discreta
inibicdo do NCF-1 e isso foi condizente com o resultado de liberagéosuperéxido,
demonstrando assim que o bacilo vivo € capaz dedmp ativacdo da NADPH oxidase e
que esta inibicdo esta acompanhada da menor edipreggnica de seus dois principais
componentes.

O HK BCG também exibiu uma tendéncia de inibicad\éddPH oxidase, tanto na
expressao génica dos componentes, como na prodecsioperoxido (Figuras 2, 3 e 4). No
entanto, esta inibicdo foi bem mais discreta queelagdesencadeada pela exposi¢édo das
células ao BCG viavel, ndo permitindo a deteccao simificAncia estatistica nestes
resultados.

Observamos que o EFD BCG, diferentemente do HK B&@iu uma tendéncia a
ativar a NADPH oxidase, tanto na producdo de suod quanto na expressdo génica dos
componentes da NADPH oxidase, mas esse aumentfon@statisticamente significativo
(Figuras 2, 3 e 4).

O agonista sintético de TLR-2 (FSL-1) aumentou alenh consideravel a expressao
do CYBB(p<0,01) e demonstrou uma tendéncia a aumentaréfanabexpressao ddCF-1
(Figuras 3 e 4)No entanto, esta resposta néo foi suficiente panaeatar a producdo de
superoxido (Figura 2).

O IFN-y e o0 TNFe séo citocinas inflamatorias capazes de induzitieagio da
fagocitose. O efeito conjunto destas duas citocsudse as PBMC aumentou a expressao de
NCF-1 (p<0,05),CYBBe consequente producdo de superdxido, no entastogesultados
frente a estimulagdo com IFNe TNF« foram bastante variaveis ndo nos permitindo datect

diferenca estatisticamente significativa sobre@essao d€YBB
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Figura 3. Expressdo do ger@YBBem PBMC .5x10 células/50QuL foram incubadas em placa de 24 pocos, por
24 horas, com os tratamentos descritos anterioenBapresentacdo grafica da expressao relativa do
geneCYBBem relacdo ao gene de expressao constitutiva 183esltados sdo mostrados como
valores da média + erro padrdo da média0,05 comparado ao grupo SEp<0,01 e*"*p<0,001
guando comparado ao grupo indicado no grafied 4.
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Figura 4. Expressdo do gereéCF-1em PBMC.5x10° células/50QuL foram incubadas em placa de 24 pocos,
por 24 horas, com o0s tratamentos descritos ameeime. Representacdo grafica da expressao
relativa do geneNCF-1 em relagcdo ao gene de expressdo constitutiva @®8Stresultados sao
mostrados como valores da média + erro padréo damg<0,05 comparado ao grupo SE16.
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4.4 Liberagcdo de TNFe em culturas de PBMC e sangue total estimuladas coas

diferentes preparacdes de BCG

A incubacdo de PBMC por 24 horas com HK BCG ou B@evel, aumentou
fortemente a producéo da citocina inflamatdria Td\boer estas células (p<0,001) (Figura 5).

O EFD BCG e o ligante sintético de TLR-2 (FSL-lgmbém foram capazes de
induzir a liberacdo de TNE&; mas esse aumento nao foi significativo. A libécade TNFa
por PBMC expostas ao EFD BCG foi 72% menor quedazida pelo HK BCG (p<0,001) e
68% menor que a causada pelo estimulo do BCG \igw6l001) (Figura 5).

++

+++

6000+

40004

20004

TNF-a (pg/mL)

> >
v

o2
® @

Figura 5. Liberacdo de TNF: em culturas de PBMC. A suspenséo celular (Bx#ls/mL) foi incubada em
placa de 24 pocos, durante 24 horas, com meio RBa&fh estimulo - SE) ou com os tratamentos
referenciados no gréfico. A liberacdo de TdFo sobrenadante da cultura foi quantificada por
ELISA e é expressa em pg/mL. Os resultados saoradust como valores da média + erro padrao da
média,” p<0,001 comparado ao grupo SE'p<0,01,"*p<0,001 comparado ao grupo indicado no
gréfico, n=13.
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Alguns autores defendem que o sangue total € comelhio de cultura para a analise
das interagBes entres as diversas citocinas paeizm resposta as micobactérias (Van
Crevel, et al., 1999; Gooding, et al., 2003; Feigbet al., 2004).

Nés adaptamos o protocolo utilizado por (Feinbetgal., 2004) e padronizamos a
quantificacdo de citocinas que nos interessavane e@stariam sendo liberadas pelos
leucdcitos presentes nas amostras de sangue total.

Nas amostras de sangue total incubadas com EFD BR@CG ou BCG viavel por
24h, nos vericamos um perfil de producdo de TNEN tanto semelhante ao modelo de
PBMC. A quantidade de citocina TNFliberada na cultura exposta ao HK BCG ou BCG
viavel foi extremamente maior que a observada itarauexposta ao EFD BCG (p<0,001)
(Figura 6). A Unica diferenca observada entre ds dwdelos foi a producdo de TNF-
induzida pelo HK BCG no modelo de sangue totalual @ menor, mas esta diferenca nao
diminuiu sua significancia estatistica em relacdgaipo ndo estimulado ou ao grupo EFD
BCG (p<0,001).
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Figura 6. Liberacdo de TNF:em culturas de sangue total. O sangue total foiddi (1:2) em meio RPMI e foi
incubado em placa de 24 pogos com meio RPMI (s¢imeas - SE), EFD BCG, HK BCG ou BCG
vidvel durante 24 horas. A liberagdo de TdNRe sangue foi quantificada por ELISA e é expressa
pg/mL. Os resultados sdo mostrados como valoremétia + erro padrao da média, ***p<0,001
comparado ao grupo SE&p<0,001 comparado ao grupo indicado no grafico, n=9
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4.5 Liberagcdo de IL-10 em culturas de PBMC e sanguéotal estimuladas com as

diferentes preparacdes de BCG

As trés preparacdes de BCG — EFD BCG, HK BCG e Bia@el — aumentaram de
forma significativa a liberacdo de IL-10 em relagé@ocontrole (p<0,001). O HK BCG e o
BCG viavel induziram uma producao de IL-10 levereemntior do que a induzida pelo EFD
BCG, mas nao houve diferenca significativa entes.eD ligante sintético de TLR-2 — FSL-1
— também induziu a liberagdo de IL-10, porém essantidade ndo foi considerada

estatisticamente significativa (Figura 7).
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Figura 7. Liberacdo de IL-10 em culturas de PBMC. A suspersolar (5x16 cells/mL) foi incubada em
placa de 24 pocos, durante 24 horas com RPMI (ssfmwo - SE) ou com os tratamentos
referenciados no gréfico. A liberacéo de IL-10 abrenadante da cultura foi quantificada por ELISA
e é expressa em pg/mL. Os resultados sao mostradus valores da média + erro padrdo da média,
™ p<0,001 comparado ao grupo SE, n=18.
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A producao basal de IL-10 no sangue total foi getes maior que em PBMC.

Nas amostras de sangue total incubadas com EFD BE@®CG ou BCG viavel por
24 horas, o perfil de producdo de IL-10 foi bastatiferente do encontrado no modelo de
PBMC (Figuras 7 e 8).

O EFD BCG aumentou mais de seis vezes a producdio-te (p<0,05) no sangue
total, enquanto que o HK BCG e o BCG viavel ndzeram (Figura 8). A producéo de IL-10
induzida pelo EFD BCG no sangue total foi duas seaaior que em PBMC (Figuras 7 e 8).

O HK BCG induziu niveis semelhantes de IL-10 nogs@ntotal e em PBMC. No
entanto, ndo houve diferenca estatistica signifi@atesta producédo no sangue total, uma vez
que a liberacdo basal de IL-10 neste modelo foongue em PBMC.

Ja a producéao desta citocina no sangue total expesBCG viavel foi 72% menor

que em PBMC (Figuras 7 e 8), ndo ocorreu alteragdamiveis basais (Figura 8).
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Figura 8. Liberacdo de IL-10 em culturas de sangue totala@yse total foi diluido (1:2) em meio RPMI e
incubado em placa de 24 pocos com meio RPMI (s¢imes - SE), EFD BCG, HK BCG ou BCG
viavel durante 24 horas. A liberacdo de IL-10 nagse foi quantificada por ELISA e é expressa em
pg/mL. Os resultados sdao mostrados como valoreméldia + erro padrdo da média, *p<0,05
comparado ao grupo SE®<0,05 comparado ao grupo indicado no gréafico, n=5.
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4.6 Efeito das diferentes preparacdes de BCG sobeeliberacdo de citocinas utilizando
sangue total de pacientes asmaticos e controles daueis como modelo experimental de

ativacao

Apés realizarmos as investigacdes sobre os efgiteso EFD BCG, HK BCG e o
BCG viavel causavam sobre o sistema NADPH oxidaseano e sobre a producdo das
citocinas TNFe. e IL-10 em PBMC, verificamos que era na producéccitbcinas que se
concentravam nossos resultados mais importantesse@ onde poderiamos identificar
diferencas acentuadas entre as respostas frenfgeparacfes de BCG. Desta forma,
decidimos investigar o efeito destas trés prepasacie BCG sobre a liberagcdo de outras
citocinas além de TNE-e IL-10. N6s escolhemos o Modelo Experimental dieagdo de
sangue total e o adaptamos para criarmos um plotecoprio. Esse modelo nos trazia a
oportunidade de investigar o resultado final dalpgdo de uma determinada citocina apds as
diferentes células contidas no meio terem sidad#s pelas diferentes preparacfes de BCG.
Além disso, foi a utilizacdo deste modelo que nesnitiu estudar a liberacdo de diversas
citocinas sob varias condicfes distintas em umaigrexy amostra de sangue, dando-nos a

oportunidade de trabalhar em amostras provenieetesancas asmaticas.

4.6.1 Liberacdo de IL-10 em sangue total de paciesst asmaticos e controles saudaveis

estimulada pelas diferentes preparacfes de BCG

A liberagcédo basal de IL-10 nas amostras de sar@aké significativamente maior
nos pacientes asmaticos (p<0,05) e isso pareca afeesposta as diferentes preparacdes de
BCG (Figura 9A).

Nos controles, a incubacédo com EFD BCG ou HK BGt¢e a aumentar a liberacao
de IL-10, embora somente a resposta ao EFD BCGtsimo significativa (p<0,05). Nos
asmaticos, o aumento da producdo de IL-10 indupelo EFD BCG foi discreto e néo
permitiu a deteccdo de diferenca estatistica sogiiva. Ja as respostas induzidas pelo HK
BCG ou BCG viavel nestes pacientes tenderam a iaililberacéo de IL-10 (Figura 9A).

Observamos que nos controles o BCG viavel ndoaattdiberacéo da IL-10, porém
nos asmaticos esta preparacéo foi capaz de ingigphéficativamente (p<0,05) (Figura 9A).
Além disso, nos asmaticos, ha uma grande difereagasposta induzida pelo EFD BCG e
pelo BCG viavel (p<0,001), enquanto o primeiro pareser estimulante o segundo é

fortemente inibidor.
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Para determinar os efeitos da adicdo exdégenaagnzs Thl sobre a producéo de IL-
10 induzida pelas diferentes preparacdes de BC&,adicionamos as citocinas humanas
recombinates rhiL-12 e rhIFNas culturas (Figuras 9B e C).

Observamos que a co-incubacéo dos diferentes B@Grtih-12 exdgena no sangue
total ndo alterou significativamente a producadld&0 induzida pelos BCG sozinhos, tanto
nos controles como nos asmaticos (Figura 9A e BdmAdisso, a quantidade de IL-10
detectada nas amostras incubadas somente com 2hHnfio no controle como no asmético
nao foi diferente daquela observada nas amostrasesémulo algum, demostrando que a
adicdo de rhlL-12 por si s6 ndo alterou a produwgd -10. Sendo assim, o efeito inibitério
observado com BCG viavel+rhiL-12 (e HK BCG+rhlL-12mbora nado significativo) no
sangue dos asmaticos e o aumento observado conBEE?rhIL-12 nos controles € de fato
responsabilidade somente das preparacdes de BGG4FA e B).

Quando nés co-incubamos os diferentes BCG com HylEXbgeno, observamos que
em todos os tratamentos houve uma diminuicdo @aalgdio de IL-10 no sangue total, tanto
nos controles como nos asmaticos. Na presencalél-thexdgeno, o EFD BCG perdeu seu
efeito indutor de IL-10, reduzindo a liberacdo destocina ao nivel basal (no controle), ou
abaixo dele (no asmatico) (Figura 9C).

Nos controles, a quantidade de IL-10 detectadeamasstras incubadas somente com
rhIFN-y foi semelhante aquela encontrada na presenca BeBERs, HK BCG ou BCG
viavel e até mesmo no basal (sem estimulo). Isswdstra claramente que o rhiRN capaz
de reverter o efeito indutor do EFD BCG e do HK B&@iveis basais, mas ndo acentua o
efeito inibitério do BCG viavel sobre a producaolide.0.

O IFN-y sozinho tendeu a inibir até a alta producédo bdsalL-10 nos asmaticos,
embora ndo haja diferenca estatistica significatva sangue destes pacientes, a co-
incubacdo com rhiFN-inibiu acentuadamente o efeito estimulatério dDBEG, reduzindo
a liberagdo de IL-10 a nivel semelhante aqueleyzdd na amostra que so recebeu o rhIFN-
v. No entanto, no sangue dos pacientes asmatiabs$i-N-y foi capaz de acentuar os efeitos
inibitérios do HK BCG e do BCG viavel, chegandoaseestabelecimento de niveis menores

do que aqueles induzidos pelo rhiFNezinho (Figura 9A e C).
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Figura 9. Liberacao de IL-10 em culturas de sangue totalagrcles saudaveis e de pacientes asmaticos. O
sangue total foi diluido (1:2) em meio RPMI e focibado em placa de 24 pog¢os com meio RPMI
(sem estimulo - SE), EFD BCG, HK BCG ou BCG via); com rhiL-12 exégena (B); ou com
rhIFN-y exdgeno (C), durante 24 horas. A liberacédo deQlfel quantificada por ELISA e é expressa
em pg/mL. Barras negras representam o grupo Cenwobarras brancas representam o grupo
Asmatico. Os resultados sdo mostrados como valteesiédia + erro padrdo da média, *p<0,05
comparado ao respectivo grupo SE (contrdie¥0,05 €™p<0,001comparado ao respectivo grupo
SE (asmatico) &<0,05 *p<0,01e *p<0,001comparado ao grupo indicado no gréfico, n=17.
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4.6.2 Liberacdo de TNFe. em sangue total de pacientes asméaticos e controtesidaveis
estimulada pelas diferentes preparagdes de BCG

A liberacdo basal de TN&-nas amostras de sangue total dos controles sasidve
guase nula. Nos pacientes asmaticos esta citooindetectada em grandes quantidades
(p<0,05) e isso afetou significativamente a resgpéastdiferentes preparacdes de BCG (Figura
10A).

Nos controles, a incubacdo com EFD BCG induziu traxza liberacdo de TNE- No
entanto, neste mesmo grupo, quando o sangue ttaicubado com HK BCG ou BCG
viavel, a liberacdo de TN&foi extremamente aumentada (p<0,001) (Figura 10A).

Nos asmaticos, nos verificamos um fendmeno bemedife. O EFD BCG aumentou
significativamente a producdo de TNHp<0,05) em relacdo ao basal, enquanto que o HK
BCG e o BCG viavel induziram somente um aumenta@relie e ndo significativo na
producao desta citocina (Figura 10A).

Nés observamos que, semelhante ao resultado dad#mede IL-10, a co-incubacéo
das diferentes preparacfes de BCG com rhiL-12 exdge sangue total ndo alterou o perfil
de producgéo de TNE-induzido pelos BCG sozinhos, tanto nos controtesanos asmaticos
(Figura 10A e B). No entanto, ndo pudemos deixanatar que houve um discreto aumento
nessa resposta que tornou significativa, por exenglproducdo de TN&-induzida pelo
EFD BCG no grupo controle (p<0,05) (Figura 10A e B)

Quando nés adicionamos rhiL-10 exdgena ao protpeelificamos que esta citocina
foi capaz de reduzir a producdo de ThHe uma forma geral, tanto no grupo controle como
no asmatico, com excecdo apenas da amostra do gmopimole que recebeu BCG
viavel+rhlL-10, onde nédo houve alteracéo.

A rhiIL-10 sozinha tendeu a inibir até a alta pradupasal de TNk-nos asmaticos,
embora ndo haja diferenca estatistica significatMa sangue destes pacientes, a co-
incubacéo com rhlL-10 inibiu acentuadamente o @festimulatorio do EFD BCG, chegando
a niveis menores do que os verificados na prodog&al. No entanto, esta reducédo acentuada
do EFD BCG+rhIL-10 ndo foi vista quando as amosti@@m incubadas com HK
BCG+rhIL-10 ou BCG viavel+rhlL-10 (Figura 10A e C).

No grupo controle, nés verificamos que o discretmento de TNFe induzido pelo
EFD BCG sozinho foi reduzido a valores basais qaadicionamos rhiL-10 exdgena. Esta

reducdo também ocorreu nas amostras incubadas BoBQ&+rhlL-10, porém ndo chegou
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aos niveis basais. No entanto, a adi¢cdo de rhiex®@ena néo foi capaz de inibir a liberacao
de TNFe induzida pelo BCG viavel (Figura 10A e C).

Quando nos adicionamos rhiRN-junto as diferentes preparacdes de BCG,
verificamos um forte aumento na producdo de TiNRanto no sangue dos pacientes
asmaticos como no dos controles saudaveis. No geoptrole, o rhIFNy aumentou em
573% a liberacédo de TNé-induzida pelo EFD BCG, em 80% a induzida pelo HE@e em
84% a induzida pelo BCG viavel (Figura 10A e D).

Nos asmaticos, a producdo de TiEambém foi aumentada na presenca do rhjfFN-
embora em niveis menores do que os observadosupo gontrole. O EFD BCG+rhlFN-
induziu uma producdo de TNF61% maior do que a induzida pelo EFD BCG soziohdK
BCG+rhIFNy uma producédo 73% maior e o BCG viavel+rhifF-Nma producéo 40% maior
que as respectivas preparacdes de BCG incubadas seRN+y (Figura 10A e D).

O rhIFN« sozinho, n&o alterou a producédo de TdNRe grupo controle, os valores
continuaram baixos, semelhantes ao basal. Nos i@ssya rhIFNy sozinho exibiu um leve
aumento na liberacdo de TNE-no entanto, ndo houve diferenca estatistica figtiva
(Figura 10D).
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Figura 10. Liberagao de TNF-em culturas de sangue total de controles saudawgspacientes asmaticos. O

sangue total foi diluido (1:2) em meio RPMI e focubado em placa de 24 pogos com meio RPMI
(sem estimulo - SE), EFD BCG, HK BCG ou BCG viaA); com rhlL-12 exdgena (B); rhiL-10
exogena (C); ou rhlIFN-exdgeno (D), durante 24 horas. A liberagdo de TN&- quantificada por
ELISA e é expressa em pg/mL. Barras negras regaasen grupo Controle e barras brancas
representam o grupo Asmatico. Os resultados sédtrados como valores da média * erro padrao da
média, *p<0,05 **p<0,01 e **p<0,01 comparado ao respectivo grupo SE (control@x0,05,
**p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao respectivo grupo SE (asmaticojp<0,05 “p<0,01 e
#h<0,001comparado ao grupo indicado no gréfico, n=17.
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4.6.3 Liberacdo de IFNy em sangue total de pacientes asmaticos e controtesidaveis
estimulada pelas diferentes preparagdes de BCG

Noés investigamos a liberacdo de IfFNwo sangue total e verificamos que, tanto no
grupo controle como nos asméticos, o nivel de daéteda producdo de IFN€é bem mais
baixo que o das outras citocinas tanto no basahtquaas amostras incubadas com as
diferentes preparacdes de BCG sozinhas (Figura.11A)

A liberacdo basal de IFN-has amostras de sangue total dos controles sasid&ve
quase nula. Nos pacientes asmaticos esta citooindefectada em maior quantidade, no
entanto sua producéo foi bastante variavel e néwendiferenca estatistica (Figura 11A).

Nos controles, a incubacdo com EFD BCG nao alterdiberacdo de IFN: No
entanto, quando as amostras foram incubadas corBE& ou BCG viavel, a liberacdo de
IFN-y foi extremamente aumentada (p<0,001) (Figura 11A).

Nos asmaticos, nds verificamos que, tanto o EFD BG@&o o HK BCG e o0 BCG
viavel tendem a aumentar a producéo de ¥-Nwas esta resposta foi bastante variavel e nao
detectamos diferenca estatistica significativa dqaaacomparamos com a obtida na amostra
nao estimulada (Figura 10A).

Quando nos adicionamos rhiL-12 exdgena juntamestdifarentes preparacfes de
BCG, verificamos um grande aumento na producad-tey) tanto no sangue dos pacientes
asmaticos como no dos controles saudaveis, tornadds os tratamentos significativamente
diferentes em relacdo ao basal (Figura 10A e Blibé&racdo de IFN- foi semelhante nas
amostras que receberam HK BCG+rhlL-12 ou BCG viavdlL-12, tanto nos controles
saudaveis como nos asmativos. Nas amostras queerace EFD BCG+rhIL-12 vimos que a
liberacdo de IFN-foi fortemente aumentada em relacdo ao EFD BC@ilsoz ao basal,
mas ainda assim foi significativamente menor glibeaacéo induzida pelo HK BCG+rhlL-
12 ou BCG viavel+rhIL-12 (p<0,001) no grupo congr@Figura 10A e C).

A adicdo de rhlL-10 exdgena as diferentes prepasmdé BCG reduziu drasticamente
a producédo de IFN-no sangue total, tanto nos controles saudaveistgueps asmaticos, 0
que impossibilitou o estabelecimento de comparaefe estas respostas. Os niveis de IFN-

y foram reduzidos a valores semelhantes aquelesvist basal.
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Figura 11. Liberacédo de IFN-em culturas de sangue total de controles saudéavwééspacientes asmaticos. O

sangue total foi diluido (1:2) em meio RPMI e inadb em placa de 24 pogos com RPMI (sem
estimulo - SE), EFD BCG, HK BCG ou BCG viavel (Apm rhiL-10 exdgena (B); ou rhiL-12
exogena (C), durante 24 horas. A liberacdo de+Rbi- quantificada por ELISA e é expressa em
pg/mL. Barras negras representam o grupo Contrbrms brancas representam o grupo Asmatico.
Os resultados sdo mostrados como valores da méelieotpadrédo da média, *p<0,05p<0,01 e
**p<0,01 comparado ao respectivo grupo SE (contrdlex0,05, " p<0,01e *p<0,001comparado

ao respectivo grupo SE (asmaticdpe0,05,”p<0,01e **p<0,001comparado ao grupo indicado no
gréfico, n=17.
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4.6.4 Liberacdo de IL-12p40 em sangue total de pacites asmaticos e controles
saudaveis estimulada pelas diferentes preparacdes BCG

A liberacdo basal de IL-12p40 no sangue total éab#s diferente no controle
saudavel e nos pacientes asmaticos. A quantidadé-#i2p40 detectada no sangue dos
pacientes asméaticos é nove vezes maior que na®lessaudaveis (p<0,001) (Figura 12A).

Nos controles, a incubacdo com EFD BCG aumentaifisigtivamente a liberacéo de
IL-12p40 (p<0,01). O HK BCG também induziu um autoesignificativo de IL-12p40
(p<0,05), no entanto esta quantidade foi menoraguela induzida pelo EFD BCG (embora
ndo haja diferenca estatistica significativa eatrdos). J4 a incubacdo com BCG viavel ndo
alterou significativamente a producao de IL-12p#40 relacdo ao basal do grupo controle
(Figura 12A).

Nos asmaticos, nos verificamos que o EFD BCG teadaumentar a liberagéo de IL-
12p40. Embora esse aumento ndo seja estatisticanseghificativo, esse efeito foi
semelhante aquele ocorrido nos controles saudavaisa incubacdo do sangue desses
pacientes com o0 HK BCG ou com o BCG viavel tendeular a producéao de IL-12p40, esta
resposta foi estatisticamente significativa someata o BCG viavel (Figura 12A).

Quando nos adicionamos rhiBN-junto as diferentes preparacdes de BCG,
verificamos um forte aumento na producdo de IL-D2pd sangue total dos controles
saudaveis. Nos pacientes asmaticos, nés tambéficamds aumento da liberacdo de IL-
12p40 frente a incubagdo com os BCG mais rhff-has esse aumento foi mais discreto.

No grupo controle, o rhIFN-aumentou em cinco vezes a liberacdo de IL-12p40
induzida pelo EFD BCG, em quase oito vezes a imldupelo HK BCG e em quase nove
vezes a induzida pelo BCG viavel (Figura 12A e B).presenca do rhlFN-tornou
significativo o aumento da liberacéao de IL-12p4@uirido pelo BCG viavel (p<0,001). Além
disso, é importante ressaltar que o efeito estidiida induzido pelas trés diferentes
preparacdes de BCG na presenca do rhiFé6geno foi significativamente maior do que
aquele induzido pelo rhiFM-sozinho, demostrando que o rhiffNexogeno auxiliou a
resposta induzida pelos diferentes BCG, nao segpmnsavel por toda ela.

Nos asméticos, o EFD BCG+rhIFNinduziu uma producédo de IL-12p40 cerca de
140% maior do que o EFD BCG sozinho, o que tormgnifgcativo o aumento desta citocina
pelo EFD BCG. Porém, a quantidade de IL-12p40 ditemas amostras incubadas com EFD
BCG+rhIFN+« néo foi diferente daquela liberada nas amost@agadas somente com rhIFN-

vy exdgeno. O HK BCG+rhIFN-e BCG viavel+rhIFNy aumentaram em quase trés vezes a
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liberagdo de IL-12p40 em relagdo ao HK BCG e ao B@vel, no entanto, esses niveis
foram menores do que aqueles induzidos pelo rhlFdémonstrando que ainda assim ha um
efeito inibitério dessas duas preparacdes de BQesa liberacdo de IL-12p40 no sangue
dos asmaticos (Figura 12A e B).

Quando nés adicionamos rhiL-10 exdgena juntamastdiferentes preparacfes de
BCG nas culturas de sangue total, verificamos quedr uma enorme redugcdo na producao
de IL-12p40, tanto nos controles saudaveis como asosaticos. A presenca da rhlL-10
exdgena praticamente anulou a producédo de IL-12p4Qodos os tratamentos. No sangue
total dos asmaticos onde detectdvamos niveis bakas de IL-12p40, o tratamento com
EFD BCG+rhlL-10, HK BCG+rhIL10 ou BCG viavel+rhiLOlreduziu a liberacdo desta

citocina a valores proximos de zero (p<0,001) (FAdL2C).
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Figura 12. Liberacdo de IL-12p40 em culturas de sangue tatalahtroles saudaveis e pacientes asmat@os
sangue total foi diluido (1:2) em meio RPMI e inadb em placa de 24 pocos com meio RPMI (sem
estimulo - SE), EFD BCG, HK BCG ou BCG viavel (&Apm rhiIFNy exdgeno (B); ou rhiL-10
exdgena (C), durante 24 h. A liberacdo de IL-12f@lOquantificada por ELISA e é expressa em
pg/mL. Barras negras representam o grupo Contrbrms brancas representam o grupo Asmatico.
Os resultados sdo mostrados como valores da méeiieoipadrdo da média, *p<0,05p<0,01 e
**p<0,01 comparado ao respectivo grupo SE (contrciex0,05, "p<0,01e *"p<0,001comparado
ao respectivo grupo SE (asmaticdpe0,05 “p<0,01e **p<0,001comparado ao grupo indicado no
grafico, n=17.
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4.7 Resumo dos resultados obtidos

Os resultados obtidos neste trabalho foram agrigpachoduas tabelas.

A Tabela 3 mostra o resumo dos resultados obtidoprimeira parte do trabalho,
experimentos realizados com PBMC (Expressao do geme2 liberacdo de superoxido;
expressdo do genéYBB e do geneNCF-1, producdo de IL-10 e TNE&} e no Modelo
Experimental de Ativacdo de sangue total de sgasmdaveis (Producdo de IL-10 e THF-

As Tabelas 4 e 5 mostram o resumo dos resultadibdosbna segunda parte do
trabalho, experimentos realizados no Modelo Expemial de Ativacdo de sangue total de
controles saudaveis e pacientes asmaticos (Prodigak-10, TNFe, IFN-y e IL-12),
respectivamente. As setas indicam aumento ou digdiawla resposta em relacdo a amostra
SE (sem estimulo), a qual é apresentada como o dalmédia. Valores de<0,05, p<0,01
ou p<0,001séo representados por uma, duas ou trés setasctieamente. Também estao

indicados os resultados onde ndo detectamos difemstatistica significativa, mas nos quais
observamos uma tendéncia.

Tabela 3.Resumo dos resultados obtidos em PBMC e em saatale t

EFD BCG HK BCG BCG viavel FSL-1 IEN-y/TNF-a
Expressao do x ~ ~
geneTLR-2 ndo altera ndo altera 1 ndo altera tendef
L|beragaq de néo altera tende g ! nao altera 0
superoxido
Expresséo do
geneCYBB tende & tende g ! 1 tende &
Expressao do ~
geneNCF-1 tende af néo altera tende g tende a 0
Liberacéo de
TNF-a-PBMC __ ‘ended 11 (i tende & -
Liberacéo de
10 eEMe M1 M1 M1 tende & -
Liberacéo de
TNF-a - sangue tende & "M " - --

total

Liberacéo de

IL-10 - sangue 1 tende & néo altera -- --
total




Tabela 4.Resumo dos resultados obtidos em pacientes asmatico
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IL-10 TNF-a IFN-vy IL-12
Sem Estimulo 1391 (pg/mL) 2848 (pg/mL) 55,7 (pg/mL) 502 (pg/mL)
EFD BCG tende & 1 tende & tende &
HK BCG tende g tende & nao altera tende a
BCG viavel ! tende af néo altera l
EFD BCG+rhIFN-y tende a| " - "

HK BCG+rhIFN- y ! 1 - nao altera
BCG viavel+rhIFN-y W tende & - néo altera
rhlIFN- y tende g tende & - 1

EFD BCG+rhlL-12 ndo altera 1 "1 -
HK BCG+rhlL-12 tende a tende & "1 -
BCG viavel+rhlL-12 L tende af ™M1 -~

rhiL-12 ndo altera néo altera ndo altera --
EFD BCG+rhIL-10 - tende g ndo altera L
HK BCG+rhlIL-10 - ndo altera nao altera L
BCG viavel+rhlL-10 - ndo altera nao altera L
rhiL-10 - tende a| néo altera L




Tabela 5.Resumo dos resultados obtidos nos controles saisdave
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IL-10 TNF-a IFN-vy IL-12
Sem Estimulo 354 (pg/mL) 42,5 (pg/mL) 6,45 (pg/mL) 50,08 (pg/mL)
EFD BCG 1 néo altera ndo altera "
HK BCG tende & "M ™1 1
BCG viavel néo altera "M "M néo altera
EFD BCG+rhIFN-y néo altera "M - "M
HK BCG+rhIFN- y néo altera "M - "M
BCG viavel+rhlFN-y ndo altera "M - "M
rhIFN- y néo altera néo altera -- néo altera
EFD BCG+rhlL-12 1 1 0 -
HK BCG+rhlL-12 tende & "M ™1 --
BCG viavel+rhlL-12 néo altera " "M -
rhiL-12 néo altera ndo altera ndo altera --
EFD BCG+rhIL-10 - néo altera néo altera ndo altera
HK BCG+rhlIL-10 - " néo altera ndo altera
BCG viavel+rhiL-10 - "M néo altera néo altera
rhiL-10 - néo altera ndo altera néo altera




5 DISCUSSAO
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O TLR-2 modula a inducdo de varios genes nos muwsiniacrofagos e em células
polimorfonuclerares através de uma complexa redenddizacao (Lasker e Nair, 2006).

Sabe-se que o TLR-2 esta geralmente envolvido sposta as bactérias Gram-
positivas (Muzio, et al., 2000; Zarember e Godow&Ki02). No entanto, ndo se sabe se a
expressdo aumentada de TLR-2 poderia contribust gae os fagécitos aumentassem sua
capacidade de ativacdo frente a exposicao a es&&Epepos.

Alguns trabalhos mostraram que o BCG é capaz dem@iama expressao génica do
TLR-2 in vitro em células humanas, como uroepiteliais e céluasearigenas de bexiga
(Tsuiji, et al., 2000; Li, et al., 2004a e b; Miykizat al., 2006). Porém, pouco se sabe sobre a
regulacdo do TLR-2 pelo BCG em leucdcitos humanos.

Nos investigamos a expressaolddr-2em PBMC e a possibilidade dela ser alterada
pela exposicdo as diferentes preparacdes de BC& enp ligante especifico de TLR-2, o
FSL-1. Verificamos que o BCG viavel foi capaz dibima expresséo dELR-2,enquanto que
as preparacdes de BCG inativos, EFD BCG e HK B@Qigante sintético de TLR-2 (FSL-
1), ndo alteraram essa resposta.

Alguns trabalhos mostram que a ativacdo de TLR+avés de lipoproteinas
bacterianas é capaz de ativar okBFe desencadear a producgdo de reativos intermeslicoi
oxigénio em células de linhagem monocitica THP-lip(Antis, et al., 1999; Aliprantis,
Weiss e Zychlinsky, 2001).

O BCG contém em sua parede bacteriana, variasrtigipas capazes de se ligar ao
TLR-2 (Jo, et al., 2007). O FSL-1 é uma lipoprogedtiacilada sintética que também se liga
ao TLR-2. No entanto, em nossos resultados, vimesng@m as preparacoes de BCG inativos,
nem o FSL-1, aumentaram a producéo de superoxidBEMC. Contrariamente a isso, nos
vimos uma forte inibicdo da producéo de superogukndo estas células eram incubadas por
24h com BCG viavel. O aumento da liberacéo de supdy somente foi visto nas amostras
incubadas com citocinas inflamatoérias exdégenasNHylfe rhTNFe devido a ativagdo que
causam, ndo somente em mondcitos/macréfagos meita células polimorfonucleares
(PMN) e linfocitos B imortalizados com virus Epst@arr, tornando possivel uma
acentuadada resposta ao PMA, conforme ja desaittrgbalhos do nosso grupo (Marcal, et
al., 2004;,Condino-Neto e Newburger, 1998; Dias-Da-Moébal., 1996).

E provavel que a inibicdo da expressdo génica dis mhincipais componentes da
NADPH oxidase, gp9i"®™ e p47°"* impossibilitaram a montagem e ativacdo deste

viavel. NO0s ndo sabemos se ha alguma conexdo emtedeitos inibitorios exercidos pelo
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BCG viavel sobre a NADPH oxidase e o TLR-2 nestslas. No entanto, um trabalho
recente de nosso grupo mostrou que a expressdocodgsonentes gpFi™ e pa7?"* e a
consequente liberacdo de superoxido sdo dependimtesdo do NEB (Luengo-Blanco, et
al., 2008). E possivel que a inibicdo da expreskAdLR-2 pelo BCG viavel diminua a
disponibilidade deste receptor na membrana das P8 poderia prejudicar a ativagdo do
NF«xB por esta via, contribuindo assim, para a meng@ressdo génica dos componentes
gp9IP"™* e p47P"* seguida pela diminuicdo da atividade da NADPHlasé medida pela
liberacdo de superodxido.

Nés sabemos que nao houve perda da viabilidadePBMC e que este efeito
inibitorio pelo BCG viavel também foi acompanhadw pma forte estimulagdo na producao
de TNFe e IL-10. E importante ressaltar que nesta preparde BCG os bacilos est&o vivos,
sendo esta a principal diferenca entre ela e aaodtias preparacdes, EFD BCG e HK BCG.
Sendo assim, é possivel que os efeitos inibit@mBCG viavel sobre PBMC possam estar
relacionados a viabilidade do BCG.

Trabalhos na literatura demonstram que o BCG pas#m como as cepas virulentas
de micobactérias, evadir os mecanismos microbiaidasfagocitos. Um dos mecanismos de
evasdo descritos é a inibicdo da fusdo do fagossanligossomo, envolvendo uma proteina
chamada TACO (proteina de membrana contendo tmiptofaspartato) em animais e sua
analoga chamada coronina em leucdcitos humanos, @taal.,, 2007; Deghmane, et al.,
2007). Um trabalho publicado recentemente chamaeuatencédo, pois demonstrou que a
vacinaFrancisella tularensisiiavel, uma bactéria facultativa causadora daduoié, € capaz
de impedir a montagem do sistema NADPH oxidaseagodsomo e, consequentemente,
prejudicar a producdo de superoxido induzida porAPBU zimosam opsonizado em
neutréfilos humanos, permitindo a evasdo para osdalte sobrevivéncia da bactéria
(McCaffrey e Allen, 2006)

Outro mecanismo descrito de evasdo microbiana dé B@ inibicdo da expressao de
moléculas maduras de MHC de classe Il na superficidagdcito através da inibicdo da
proteina catepsina S (Sendide, et al., 2005), ucan®emo dependente de IL-10 (Soualhine,
et al., 2007).

E bem descrito na literatura que a IL-10 é umactito antiinflamatoria com um
potente efeito imunoregulatério capaz de impeditiaacdo de fagocitos.

Nés ainda ndo sabemos o mecanismo pelo qual o B&@I\vnibiu a ativacao do
complexo NADPH oxidase e se este mecanismo est&§dou envolvido com a evaséo

micobacteriana. No entanto, n6és temos um efeitutério sobre a NADPH oxidase e uma
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grande producado de IL-10. Sendo assim, é possixelhgnibicdo da NADPH oxidase faca
parte dos mecanismos de evasado microbiana do BCG.

O HK BCG, o qual € preparado a partir do BCG vidgek foi aquecido), ndo alterou
a expressdo dos gengétR-2 e NCF-1, apresentou apenas uma leve tendéncia a inibir a
expressdo d€€YBBe a liberacdo de superdxido, que nédo foi signifieatida os niveis de
TNF-o e IL-10 no sobrenadante de PBMC expostos ao HK BE£&n semelhantes aqueles
quantificados com BCG viavel, demonstrando queasiviacéo dos bacilos pelo processo de
aquecimento pode alterar o efeito inibitério do B&ibre a NADPH oxidade e o0 TLR-2, mas
nao alterou capacidade de induzir TiE-IL10.

Os estudos em modelos animais convincentementerararst que o EFD BCG é
capaz de controlar e reverter a inflamacéo alérdisanuindo a eosinofilia, prevenindo a
hiperreatividade brénquica, evitando o aumento ibeoriectina no lume das vias aéreas,
confirmando as propriedades antiinflamatorias destparacdo (Lagranderie, et al., 2008;
Hubeau, et al., 2003). Nestes trabalhos, foi werifo que todos os efeitos benéficos do EFD
BCG foram mediados principalmente pela inducéo ikigéo de determinadas citocinas,
demonstrando assim, a grande capacidade imunontlodaldessa preparacéao.

Nossos resultados trouxeram diversas informagdese sw efeito do EFD BCG em
células humanas vitro.

O EFD BCG néao alterou a expressaoG¥BBe NCF-1, assim como nao alterou a
atividade da NADPH oxidase humana medida peladi# de superdxido em PBMC.

De fato, alguns pesquisadores j& haviam investigaéeito do EFD BCG sobre a
liberacdo de espécies reativas do oxigénio em cdomgos e observaram que esta
preparacao nao alterou a producao de oxido nifNmmwlle, et al. 2004).

E possivel, portanto, que o EFD BCG exerca suagdisimunomoduladoras sem
alterar a producao de espécies reativas do oxigEsses achados sdo bastante importantes,
uma vez que o aumento desses reativos do oxigénpuim&o asmatico esta relacionado a
danos teciduais desencadeados pela oxidacdo @cautrde proteinas, lipideos e DNA,
causando a disfuncdo destas moléculas, injurianeetando da inflamagcdo no pulméo
(Fujisawa, 2005). O superoxido produzido em quanigd aumentadas pelos fagocitos pode
alterar o remodelamento da matrix extracelulapiragdo mitocondrial, proliferacdo celular,
reparo alveolar efetivo e a imunomodulacéo no pal(Rahman e MacNee, 1999; Rahman e
MacNee, 2000b). E proposto que as espécies reativagigénio produzidas pelos fagocitos
que foram recrutados para o local da inflamacdoasf@oincipal causa do dano celular e

tecidual associados a varias doencas inflamat@r@sicas de pulméo tais como asma e
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doencga obstrutiva pulmonar crénica (COPD) (RahmbfaeNee, 1996; Rahman e MacNee,
1999; Rahman e MacNee, 2000a).

Em seguida, nés verificamos que o EFD BCG induZikeis significativamente
menores de TNle-comparado ao HK BCG e BCG viavel, tanto em PBM&n@ em sangue
total. Em relagdo a producédo de IL-10, o EFD BC@uriu altos niveis dessa citocina no
sobrenadante de PBMC, assim como as outras dysaragées de BCG.

Observamos que o perfil de liberacdo de TiNRe sangue total foi bem semelhante
aquele visto em PBMC incubadas com as trés difesgmteparacdes de BCG. Ja a liberacdo
de IL-10 no sangue total parece ndo manter o mearitd que em PBMC. O EFD BCG, no
sangue total, foi capaz de induzir uma producak-d® duas vezes maior que em PBMC. O
HK BCG induziu niveis semelhantes em ambos os med& BCG viavel induziu 72%
menos IL-10 no sangue total comparado a PBMC. Uezaque ndés ndo usamos células T
purificadas, 0s mondcitos certamente também estamolvidos na producgéo de IL-10.

NOs verificamos que além do EFD BCG, as outras guegaracdes de BCG (HK
BCG e BCG viavel) também foram capazes de aumeanpaoducao de IL-10 em PBMC de
forma equivalente. No entanto, no sangue total efsieo foi verificado somente na presenca
do EFD BCG.

Corroborando com os resultados em animais, néficagnos que o EFD BCG nao
induziu aumento significativo da liberacdo de TiyFiem em PBMC, nem em sangue total,
contrariamente ao HK BCG e BCG viavel, onde obseos uma alta liberacdo desta
citocina, em ambos os modelos.

Nossos resultados apontam aspectos bastante pssitigsta preparacdo se o0s
visualizamos no contexto da asma. O EFD BCG foaza® modular a liberacdo de citocinas
importantes envolvidas na asma sem exercer alesagdsistema NADPH-oxidase humano.

Neste momento do trabalho, nos verificamos queriogipais efeitos do EFD BCG

eram mediados, principalmente, por citocinas. Demd entdo avaliar, além de TNfe IL-
10, a produgéadin vitro de outras citocinas como IL-12 e IFNio modelo experimental de
sangue total de sujeitos saudaveis e pacientestiagmaAlém disso, nds adicionamos no
estudo o uso de citocinas exégenas recombinantedotuito de verificar a capacidade de
modulacdo EFD BCG e ampliar nosso entendimentsarespeito.

O modelo experimental de Sangue Total propde algwaatagens sobre o modelo de
PBMC isolado. E rapido, requer menos manipulagéone um pequeno volume de sangue é
possivel investigar varias citocinas. Esta técrimmbém tem a vantagem de reter 0s

componentes celulares e ndo-celulares do sangasr(@) células vermelhas e granuldcitos),
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0s quais sdo removidos quando PBMC séao isoladdegNbiakewell e Calder2003). Além
disso, alguns efeitos indesejaveis da separacdoFtmth podem ser eliminados como, por
exemplo, a alteracdo na producdo de citocina comaeasultado do aumento da apoptose
(Hodge,Hodge e Han2000). Existem duas desvantagens no modelo expetal de Sangue
Total: a primeira € o numero de células que € adsmdo e varidvel conforme o doador do
sangue; a segunda, é que as populacdes celulapmténto, a natureza da cultura), ndo sao
controladas.

Nés adotamos o modelo experimental de Sangue TPai@ue nos possibilitava
estudar a liberacdo de quatro diferentes citocfds=-a, IL-10, IL-12 e IFNy) em quatro
condi¢cbes (BCGs sozinhos, BCGs + rhiL-10, BCGs K-fif?2 e BCGs + rhIFNy) numa
pequena amostra de sangue que seria coletada tasiebgnmancas asmaticas. Além disso, este
modelo nos permitia verificar o efeito “final” dagolucdo de determinadas citocinas, ou seja,
apos as diversas interagcdes possiveis entre dascélente a estimulagdo com as preparacdes
de BCG. Na literatura, alguns autores defendenogangue total € o melhor meio de cultura
para a analise das interacbes entres as diversamnas produzidas em resposta as
micobactérias (Van Crevel, et al., 1999; Goodirgale 2003; Feinberg, et al., 2004). No
entanto, estudos envolvendo criangas séo difieegetem realizados devido a dificuldade de
estabelecer um grupo controle apropriados (Hoffmaen al., 2005). Razbes como
consentimento, comité de ética e a dificuldade ltercamostras de sangue suficiente fazem
com que alguns estudos incluam um numero pequemuddéduos no grupo controle e/ou
grupos controles com idade acima daquela dos pgasiéiack, et al., 2002; Mainou-Fowler,
et al., 2003).

A dificuldade em obter-se o consentimento e a @p#¢do de criancas saudaveis em
nosso estudo, ndo nos permitiu outra alternativacaser a de incluir adultos saudaveis como
grupo controles. Trabalhos da literatura investigaia producdo de citocinas relacionada a
idade (Hoffmann, et al., 2005; O’Mahony, et al.989Hartel, et al., 2005). A maioria dos
estudos avaliando a producdo de citocinas em @sargomente o fez naquelas que se
encontravam dentro do intervalo de idade neonapmé#escolar. De fato, em tais trabalhos,
encontrou-se uma correlacao positiva entre a igagleoroducao citocinas (Hoffmann, et al.,
2005; O’'Mahony, et al., 1998; Hartel, et al., 200bypdavia, poucos estudos analizaram a
variagdo da producdo de citocinas em criangcas aadei acima da pré-escolar. Nestes
trabalhos foi visto que as diferencas entre osisiige citocinas encontrados entre criancas
com idade superior a pré-escolar e adultos sdonb@msutis (Hartel, et al., 2005; Hoffmann,
et al., 2005).
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Em nosso estudo foram incluiadas criancas asmatioas idade escolar, pré-
adolescente e adolescente (média de 11,2 anosho &esim, a utilizagdo de adultos no grupo
controle ndo invalida as comparacdes feitas esteeggupo e 0 grupo de pacientes asmaticos.

Noés verificamos que a producdo basal de todas @eimdas que dosamos, €
acentuadamente maior nos asmaticos, o que taljeeexgaicivel pela condigédo inflamatoria
cronica na qual se encontram.

Sabe-se que a IL-10 é secretada por mondcitos,0fagos, eosinoéfilos, mastocitos,
linfécitos T e B e células dendriticas e que apti@raom esteroides e imunoterapia especifica
ao alérgeno podem elevar os niveis enddgenos d® itentribuindo para efetividade do
tratamento.

Alguns trabalhos apontam que a asma esta assoeéiadaminuicdo de IL-10
(Robinson, 2005; Borish, et al., 1996). No entamaiguns pesquisadores ndo encontraram
diferencas na quantidade de IL-10 no sangue dedatestsaudaveis e criangcas asmaticas
(Tsai, et al., 2009; Ceyhan, et al., 2004).

Nossos resultados, diferente do que mostra a tlireaapontou uma producao
endogena de IL-10 no sangue total dos pacientedt@ae®s significativamente maior que nos
sujeitos saudaveis.

Nos controles saudaveis noés verificamos que o EEI® Boi capaz de aumentar
consideravelmente a liberacéo de IL-10, enquantoogBCG viavel ndo. Nos asmaticos esse
efeito ndo ocorreu de forma tdo acentuada, a Bherdasal desta citocina ja era por si s6
semelhante aquela observada nos controles saud#éeeipresenca do EFD BCG.
Contrariamente, verificamos que o BCG viavel iniaipproducdo de IL-10 no sangue dos
asmaticos e o HK BCG, que nos controles saudagedia a aumentar a producéao de IL-10,
nos asmaticos apresentou uma tendéncia a inibicgstina.

Juntos, esses resultados demonstram que a fornpegaracdo dos BCGs pode
interferir substancialmente no perfil de respostango a producgdo de IL-10, sendo o EFD
BCG a Unica preparacdo capaz de induzir uma resgmsitiva sobre a liberacdo desta
citocina no sangue total.

O IFN-y exerce um extenso e diverso efeito imunoestimutasobre varios tipos de
células. E produzido por células Thl, T CRBpor célulasatural Killer (NK) e exerce um
efeito inibitorio sobre as células Th2. Nos moraxitsabe-se que o IFN€ capaz de
aumentar a producdo de IL-1, PAF (fator de agrepmgdquetéaria) e $D,, e diminuir a
expressdo de RNAm de IL-8 (Gusella, et al., 199®)Garat, et al., 1993; Donnelly, Freeman
e Hayes, 1995). Por outro lado, é demonstrado gifNey inibe a producdo de IL-10 em
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mondcitos humanos, que por sua vez, leva ao aungenteanscricdo de TNé&-(Donnelly,
Freeman e Hayes, 1995).

Em nossos resultados, a adicdo rhiFNKeverteu a capacidade do EFD BCG na
liberacdo de IL-10 nos controles saudaveis e nogaitas0s. Esses resultados demonstram que
o efeito estimulatoridn vitro do EFD BCG sobre a IL-10, tanto em saudaveis cemo
asmaticos, pode ser regulado pelo K-NNos pacientes asméticos, o rhiFNscentuou a
inibicdo da liberacao de IL-10 exercida pelo HK BEBCG viavel sozinhos.

A adicéo da rhIL-12 néo alterou a resposta de neahdas trés preparacdes de BCG
sobre a liberacdo de IL-10 nos controles saudaMeis.pacientes asmaticos, a rhiL-12 tende
a diminuir a resposta positiva do EFD BCG e acerduaibicdo do BCG viavel, no entanto,
nao houve diferenca estatistica significativa reesfeitos. Sendo assim, nds verificamos que,
de uma forma geral, a adicdo de rhiL-12 ndo maaldicesposta de nenhuma das preparacdes
de BCG, tanto nos controles saudaveis, como noatess, sobre a liberacdo de IL-10.

O TNF-u é talvez a citocina mais envolvida nas doencdantorias. E produzido
por varias células inflamatérias, principalmentendwtos/macréfagos, células dendriticas,
mastocitos, eosindfilos, neutrofilos, células Béums T CD4. Além disso, o TNF: pode
ser produzido por células estruturais como fibrstiolg, células epiteliais e células de musculo
liso (Finotto, et al., 1994; Abdelaziz, et al., $9¥Xing, et al., 1993). Grandes quantidades de
TNF-o sdo geradas em resposta as bactérias. Oaldele ser gerado como conseqiéncia da
estimulacéo de uma ampla faixa de citocinas phésmdtorias incluindo o proprio TN&- E
bem estabelecido na literatura que o TdNE-crucial na patogénese da asma. Esta citocina
tem um papel critico na imunoregulacdo da asma quotribuir com a inflamacéo
broncopulmonar e a hiperreatividade das vias aegmsinfluéncia nesta doenca € tdo grande
gue nos ultimos anos 0 TNEFpassou a ser alvo terapéutico e bloqueadoreoslidet TNFe
ja estdo sendo usados em alguns casos de asmag(\\trat., 2009).

Dentre todas as citocinas que dosamos o &Ni#i-a que apresentou 0s niveis basais
mais elevados no sangue dos pacientes asmatisss afetou completamente a resposta as
diferentes preparacdes de BCG.

No sangue total dos controles saudaveis, o EFD B&Galterou significativamente a
producdo de TNfe; resposta bem diferente daquela induzida pelo KKGE: BCG viavel,
onde detectamos niveis elevados desta citocinealEhente ja havia sido verificado um efeito
semelhante a este em macréfagos alveolares mummus$rando que, uma das grandes
vantagens EFD BCG sobre os outros BCGs, era antfiugdo da liberacdo de TNFgue
contribuia significativamente para o controle déamacéo e eosinofilia no pulméo (Hubeau,



72

et al., 2003). Embora nos tenhamos observado aipfiodde citocinas periférica ao invez da
producéo local, nés verificamos que o efeito do HRDG sobre a liberagdo de TNFem
sangue total de criancas asmaticas foi bastargeedie daquele obtido nos modelos animais.
No sangue dos asmaticos, 0 EFD BCG aumentou ackamgste a liberacdo de TNFe em
niveis até mais altos que o HK BCG e BCG viavelpera ndo haja diferenca estatistica
significativa entre eles. Este efeito inverso paele ocorrido devido a alta producdo de
citocinas enddégenas no sangue destes pacientegodeeiam contribuir para uma maior
ativacdo dos mondcitos frente a estimulacdo com BEDB e consequentemente aumentando
a liberacdo de TNlk; ndo permitindo que observassemos a mesma redparsédica que
vimos nos controles saudaveis.

A adicao de rhiIFNr aos BCGs aumentou ainda mais a producéo dedl'hd-sangue
total, tanto dos controles saudaveis, como dasgagasmaticas, embora néo haja diferenca
estatistica significativa entre o BCG viavel e o@@avel+rhIFNy no sangue dos asmaticos.
E importante notar que nos asmaticos, ndo somepredacio basal do TNé&foi maior que
nos controles, mas também na resposta ao riplfd=HNnho que parece aumentar ainda mais a
producdo de TN Mesmo que néo significativo, este efeito podectartribuido para a
resposta exacerbada aos BCGs nos asmaticos.

Nos controles, o EFD BCG que nao induzia grandesagidoes na producao de ThNF-
guando sozinho, passou a induzir niveis similanssoatros BCGs na presenca do rhiN-

Esses resultados demonstram que o +{Fldeentuou a resposta as diferentes
preparacbes de BCG. E provavel que o rhiFMnha ativado, dentre outras células, os
mondcitos contidos no sangue total auxiliando-ofagacitose e na produgédo de ThEmM
resposta aos BCGs.

A IL-12 foi inicialmente reconhecida como uma cit@ccapaz de sinergizar a acao da
IL-2 no aumento da atividade citotoxica de linfositT, bem como uma citocina capaz de
induzir a sintese de IFNN-por PBMCin vitro. E secretada por células apresentadoras de
antigenos, incluindo linfécitos B, mondcitos/maegds e células dendriticas (Trinchieri,
1995; Macatonia, et al., 1995). RNAm para IL-12 liém foram detectados em eosinofilos de
lavado broncoalveolar e de sangue periférico (Nutkal., 2000). Ela é capaz de aumentar o
crescimento e a atividade citotoxica de células Nike ativadas (Robertson, et al., 1992;
Gately, et al., 1991; Bertagnolli, et al., 1992)i disso, a IL-12 estimula as células T e NK
a produzirem IFNg, promove a diferenciacdo de células T humanas eadaindongos a
células secretoras de IFNe TNF« in vitro (Perussia, et al., 1992; Chan, et al., 1991)keini

a diferenciacdo de células T em células secrettedk-4 (Manetti, et al., 1993; Hsieh, et al.,
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1993). Indiretamente, a IL-12 inibe a respostacieteada a IgE, a qual é induzida por IL-4,
por mecanismos dependentes e independentes de déRNeélulas humanas vitro (Kiniwa,

et al.,, 1992). Assim, primeiramente, a IL-12 podgutar a diferenciacdo Thl, enquanto
suprime a expanséao de clones Th2 (Manetti, e1993), favorecendo o desenvolvimento da
resposta contra patdogenos intracelulares.

Em nossos resultados verificamos que a adicdo elfhpor 24 horas induziu
somente um discreto aumento da producéao do d,Nfao alterando de forma significativa a
resposta obtida anteriormente, mantendo-se o perfiberacéo inicial encontrado quando as
diferentes preparacbes de BCG foram incubadas lsxilJma vez que a rhiL-12 pode
influenciar a diferenciacdo Thl e aumentar a lit@rade IFNy e TNFe, € 0 IFNy
produzido poderia ativar mondcitos, linfocitos €&ulas NK, e isso poderia coloborar com o
aumento da liberacdo de TNi-sendo que estes efeitos poderiam ser acentuaas p
presenca de um patdgeno intracelular, nestas dmwgligsperariamos detectar um aumento
significativo na produgcédo de TNEHo sangue dos pacientes asmaticos e dos contnuess,
iIsso ndo ocorreu. Estes resultados demonstraram aqudtisponibilidade de maiores
quantidades de IL-12 no meio ndo alterou a respustBFD BCG, HK BCG ou ao BCG
viavel, tanto nos controles como nos asmaticositquealiberacdo de TNE-

Nas incubacdes com as distintas preparacdes de BaSshiL-10, verificamos uma
resposta heterogénea. Nos asmaticos, o EFD BCé&dgoué mais induziu a liberacdo de TNF-
a. No entanto, o EFD BCG foi a preparacao cuja migsela rhiL-10 pode mais fortemente
inibir a liberagédo de TNIe; reduzindo-a a niveis menores que o basal. Nasates, a rhiL-

10 praticamente anulou o efeito do EFD BCG. EsBatos ndo séo vistos em relacdo ao HK
BCG ou ao BCG viavel, em nenhum dos grupos.

Esses resultados sdo bastante interessantes, [H® BCG foi a preparacdo que
mais induziu IL-10 (em ambos os grupos, saudaveisneaticos) e TNk-(nos asmaticos)
quando comparada as outras preparacfes de BCGhtalde o efeito do EFD BCG sobre a
liberacdo de TNF foi 0 mais afetado pela co-incubacdo com rhiL-EOprovavel que a
producao de IL-10 induzida pela incubacdo com o Bl sozinho, embora alta, nao foi
suficiente para regular a liberagcdo do TéNFe qual s6 foi possivel quando adicionamos
rhiL-10 exdgena.

A producdo de IFN- frente as diferentes preparacdes de BCG, quartdadas
sozinhas, foi baixa e muito variavel e isso int@ufena avaliacdo da resposta. Conquanto,

pudemos observar que o EFD BCG néo alterou a paodilgsta citocina em ambos 0Ss grupos
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e que o aumento significativo da liberagéo de {Fdmente foi observado na incubacdo com
HK BCG ou BCG viavel no grupo controle.

E bem descrito na literatura a capacidade do BG®eVievocar forte producéo de
IFN-y, tantoin vitro comoin vivo, sendo esta citocina apontada como responsaval pel
efetividade do BCG na prevencao da tuberculosecd®otrabalhos investigaram a liberagcao
de IFN« frente a preparacoes de BCG inativos, como o HKGBC

O Mycobacterium vaccaé capaz de induzir altas quantidades deyFahto na forma
viva como na inativa — HKM. vaccae— suprimindo a ativacdo Th2 em camundongos
(Camporota, et al., 2000; McMillan, et al., 2000aiyg e Rook, 1998).

Em nosso estudo, o HK BCG foi capaz de induzir inigegnificativos de IFN- no
sangue total de sujeitos saudaveis e, semelharB&€&oviavel, seu efeito foi extremamente
aumentado na presenca de rhiL-12 e suprimido gdlal0, demonstrando assim que a
viabilidade do BCG nao alterou estas respostas.

A adicéo de rhiL-12 ampliou a resposta aos BCGgu® possibilitou uma melhor
avaliacdo sobre a liberacdo de IlFNNOs notamos que a resposta ao EFD BCG tende a ser
menor que ao HK BCG ou ao BCG viavel. Esse resnlfaik-nos a pensar que o efeito
imunomodulador do EFD BCG anteriormente mostradob@du, et al., 2003), no qual se
observava que esta preparagdo era mais promissouael o HK BCG no controle da
inflamacéo alérgica, pode ndo ocorrer atraves diacéo da producao de IFN-

Quando nés medimos a liberacao de IL-12p40 no satagal, verificamos um perfil
de resposta bastante diferente frente ao EFD BGGBEG e ao BCG viavel. O EFD BCG
exerce um efeito positivo sobre a producéo de h402em ambos os grupos, enquanto que o
BCG viavel néo altera esta citocina (nos sujeitnglaveis), ou chega até mesmo a inibi-la
(nos pacientes asmaticos). JA o HK BCG parece daméiscretamente a producao de IL-
12p40 nos sujeitos saudaveis e inibi-la nos asogtlQuando co-incubamos as preparacoes
de BCG com rhIFN, a producio de IL-12p40 aumentou em ambos os griponportante
notar que o rhiFN-sozinho, foi capaz de aumentar a liberacdo de2ft4@ no sangue dos
asmaticos, efeito ndo ocorrido no grupo de sujestnsdaveis. E possivel que a producdo
endogena exarcebada de diversas citocinas inflalsatéontribuam para essa resposta.
Apesar disso, a resposta ao HK BCG e ao BCG vizosahcubados com rhiFN-tende a ser
menor que aquela produzida pelo rhliFNezinho. Juntos, esses resultados nos levam a crer
que, sobre os asmaticos, 0 HK BCG e 0 BCG viaveldm a inibir a producéo de IL-12p40.
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A liberacdo de IL-12p40 frente as diferentes prap@es de BCG foi completamente
regulada pela adicdo de rhiL-10, em ambos os grijdésmesmo a alta producdo basal de
IL-12p40 nos asmaticos pdde ser fortemente inipeda rhiL-10.

De uma forma geral, n0s observamos que a adicdo cdasinas exogenas
recombinates rhlL-10, rhiL-12 e rhIFN-n&o alteram a liberacdo das citocinas IL-10, IL-
12p40, IFNy e TNFe no sangue total de sujeitos saudaveis. Contuddicaenos que nos
asmaticos algumas dessas citocinas exdgenas ppdersi, sO, alterar a liberacdo de outras
citocinas. O rhIFNy aumentou a liberacédo basal de IL-12p40, enquamnibLalO foi capaz
de inibir acentuadamente esta citocina. A altaygéd enddégena de IL-10, IL-12p40 e TNF-
a detectada nos asmaticos €, provavelmente, det@manativacdo celular constante, tipica
da condicao inflamatoria crénica que ocorre neséesentes. E possivel que o rhifpNsteja
aumentando a ativacdo dos monadcitos contidos mgusatotal dos asmaticos, o que poderia
estar induzindo mais liberagéo de IL-12. A rhiL-P@r sua vez, pode estar inibindo esta
ativacao e, desta forma, pode estar contribuinda @aeducédo da liberagéo de IL-12.

Nosso trabalho foi o primeiro a investigar os efeitio EFD BCG em leucocitos
humanosn vitro, assim como foi o primeiro a comparar estes efeta condicdes normais
ou inflamatérias. De um modo geral, demonstramasrgusangue total de sujeitos saudaveis
0 EFD BCG aumenta a liberacdo de IL-10 e IL-12 0Arcubagéo do EFD BCG com rhIFN-
vy diminui o seu potencial de induzir a producdo bdel0, mas aumenta o de induzir a
producao de IL-12 e TNE- A adicdo de rhiL-12 aumenta a capacidade do EEX Ble
induzir a producgédo de IFN-J4 a co-incubacdo com rhiL-10 parece inibir toaoefeitos do
EFD BCG sobre a liberagéo de citocinas.

No sangue total dos asmaticos, o0 EFD BCG tendengmiar os niveis de IL-10, IFN-
vy e IL-12, e, de fato, aumenta o nivel de TNFSemelhante ao que ocorre no grupo controle,
a adicao de rhIFN-diminui o potencial do EFD BCG de induzir IL-10asmnaumenta o de
induzir IL-12 e TNFe. A adicdo de rhiL-12 aumenta a capacidade do EEG Ble induzir
IFN-y. J& a co-incubacdo com rhiL-10 parece inibir todesfeitos do EFD BCG sobre a
liberacdo de citocinas. Portanto, é possivel canglie as citocinas exdégenas adicionadas a
cultura sdo capazes de modular os efeitos do EFG, B@antendo o mesmo perfil tanto no
grupo controle como no asmatico. O que realmerfegednestas respostas é a inducéo de
citocinas pelo EFD BCG sozinho, onde verificamos ga grupo controle ha um aumento de
IL-10 e IL-12 (sem alteracdo do nivel de TNf-e no grupo asmatico ha um aumento de

TNF-0 e somente uma tendéncia de aumento do nivel aseais I1L-10, IL-12 e IFNx
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Juntos, nossos resultados demonstram que diferpreparacdes de BCG induzem
diferentes respostas, tanto com respeito a atigidda sistema NADPH oxidase como a
modulacdo da producdo de citocinas por leucocitamamosin vitro. Além disso, em
condicbes inflamatorias como a asma, a modulacdoprdducdo de citocinas pelas
preparacdes de BCG é diferente daquela observadaugitos saudaveis, isso mostra a
importancia da realizagdo de novos estudos inaexlig a acdo destas diferentes preparagdes
de BCG sobre o sistema imunologico.



6 CONCLUSOES

*—e)
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6.1 Em relacdo aos efeitos das diferentes preparagde BCG sobre PBMC, concluimos

que:

0 A expressdo génica dd_R-2néo foi alterada pelas preparacdes inativas EFD
BCG e HK BCG;

O A expressdo génica dos componentes gif¥e p47°"*do sistema NADPH
oxidase assim como sua ativacdo medida pela liderde superoxido néo
foram alteradas pelo EFD BCG e HK BCG;

0 O BCG viavel inibiu tanto a expressao génica ™WeR-2 como a do
componente gp9'**da NADPH oxidase e estes efeitos foram acompanhados
da inibicdo da liberac&o de superoxido;

U0 O EFD BCG, HK BCG e BCG viavel aumentaram igualraemtliberacéo de
IL-10, mas somente o0 HK BCG e o BCG viavel aumeman producdo de
TNF-a.

6.2 Em relacdo aos efeitos das diferentes prepara&gde BCG sobre a producao de

citocinas no sangue total de individuos saudaveigacientes asmaticos, concluimos que:

O Os niveis basais de IL-10, TNE-IFN-y e IL-12p40 no sangue total dos
pacientes asmaticos sdo mais elevados do que nu®les saudaveis e isso
provavelmente influenciou a resposta as difergmteisaracées de BCG;

O No sangue total dos controles saudaveis o EFD B@@eatou a liberacdo de
IL-10 e IL-12p40, enquanto o HK BCG e o BCG viatahm fortes indutores
de TNFea e IFN+;

0 No sangue total dos pacientes asmaticos o EFD B@&@tou a liberacdo de
TNF-a, enquanto o BCG viavel inibiu IL-10 e IL-12p40,0eHK BCG néao
alterou a liberagéo de nenhuma das citocinas dssada

Q0 A adicdo das citocinas exégenas rhlL-12, rhi-N- rhIL-10 € capaz de
modular os efeitos das diferentes preparacdes de 8gbre a liberacdo de
outras citocinas;

U A rhiL-10 inibe a liberagdo de IFN-e IL-12p40 induzida pelas trés
preparacdes de BCG, em ambos os grupos. Além dissblL-10 inibe a
liberacdo de TNFxinduzida pelo EFD BCG e HK BCG em ambos 0s grupos,
e pelo BCG viavel no grupo asmatico;
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U O rhiIFN+ potencializa o efeito das trés preparacdes de 8@fEe a liberacao
de TNFa e IL-12p40, em ambos os grupos. Em contraparniah]FN-y inibe
a liberacdo de IL-10 induzida pelo EFD BCG em amimgrupos, apesar de
nao alterar essa liberacdo pelo HK BCG e BCG vjavel

U A rhIL-12 potencializa o efeito das trés preparacde BCG sobre a liberacdo
de IFNy, em ambos o0s grupos, sem alterar a resposta&aprepacoes de

BCG sobre a liberacdo de TNfe IL-10 também em ambos 0s grupos.
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