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RESUMO

SANTOS, C. C. Caracterizacdo imunologica de um novo candidato vacinal para
tuberculose baseado em BCG recombinante: busca de correlatos de protecéo.
2019. 128 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomedicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

A tuberculose (TB) esta entre as 10 maiores causas de morte no mundo. A Unica vacina
disponivel, o Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guérin (BCG), falha na protecao
contra a forma pulmonar da doenca em adultos. A busca por uma nova vacina e também
por correlatos de protecdo contra o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) tornou-se
prioridade mundial. Um candidato vacinal baseado em BCG recombinante expressando
a subunidade A da enterotoxina termolabil de E. coli (rBCG-LTAKG63) mostrou
protecdo superior a0 BCG em modelo animal. O objetivo deste estudo foi caracterizar a
resposta imune induzida pelo rBCG-LTAKG3 in vivo e in vitro e investigar indicios de
qual seria uma resposta imune protetora para TB. Camundongos BALB/c inoculados
intraperitonealmente com rBCG-LTAKG63 ou BCG apresentaram inducdo de resposta
imune inata caracterizada por recrutamento de macréfagos e neutrofilos no peritonio 24
h e 7 dias ap6s inoculacdo. Apods 7 dias, rBCG-LTAKG63 apresentou maior numero de
linfécitos no peritbnio em relacdo ao grupo BCG. O rBCG-LTAK®63 induziu maior
producéo de 6xido nitrico 24 h apds sua inoculacdo e significativa producdo de perdxido
de hidrogénio aos 7 dias. O rBCG-LTAKG3 e 0 BCG induziram niveis elevados de IFN-
v, € apenas o0 rBCG-LTAKG3 induziu niveis significativos de TNF-o quando comparado
com o grupo Salina. Camundongos BALB/c imunizados subcutaneamente com BCG ou
rBCG-LTAKG63 apresentaram uma resposta imune de longo prazo (90 dias) do tipo
Th1/Th17, maior no grupo rBCG-LTAKG63 quando comparado com o BCG. Aos 15
dias apdés o desafio, a cinética de inducdo de resposta imune e revelou uma maior
porcentagem de células T CD4+ produtoras de TNF-a e multifuncionais produtoras de
IL-2/TNF-a no grupo rBCG-LTAK®63 quando comparado com o BCG. O grupo rBCG-
LTAKG63 apresentou uma resposta imune com menor producdo total de IFN-y, TNF-a e
uma tendéncia de maior producdo de IL-10 em relacdo ao BCG. A é&rea alveolar dos
pulmdes dos animais imunizados com o rBCG-LTAKG63 mostrou-se mais preservada
(menor reducéo) apos o desafio em relacdo ao BCG. Em camundongos C57BL/6, 0
rBCG-LTAKG63 manteve seu maior efeito protetor em relacdo ao BCG. Investigamos o
perfil de expressdo génica e producdo de citocinas induzidos in vitro em macréfagos
humanos primarios polarizados infectados com rBCG-LTAK63, BCG ou Mth H37Rv.



Os macréfagos M1 infectados com rBCG-LTAKG3 apresentaram maior expressdo dos
genes IFIT3, OAS3 e CXCL9 e maior producdo das citocinas inflamatorias 1L-12(p70),
TNF-B ¢ IL-15 que os infectados com BCG. Os macrofagos M2 infectados com rBCG-
LTAKG63 apresentaram maior expressao dos genes TAP1, GBP1, TNIP1, SLAMF7, IL6
e menor de CD14 e HCK que os infectados por BCG; e maior producdo das citocinas
inflamatorias e de reparagdo tecidual MCP-3 e EGF. De uma forma geral, o perfil
inflamatdrio foi regulado positivamente pelo rBCG-LTAKG63 em macréfagos M1 e M2

quando comparado ao BCG.

Palavras chaves: Tuberculose. Vacina. BCG recombinante.



ABSTRACT

SANTOS, C. C. Immunological characterization of a novel recombinant BCG
based vaccine candidate against tuberculosis: search for correlates of protection.
2019. 128 p. Ph.D thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

Tuberculosis (TB) is one of the top 10 causes of death in the world. The only vaccine
available, Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guérin (BCG), fails to protect against
the pulmonary disease in adults. The search for a new vaccine and for correlates of
protection against Mycobacterium tuberculosis (Mtb) has become a world priority. A
recombinant BCG-based vaccine candidate expressing the A subunit of heat-labile
enterotoxin from E. coli (rBCG-LTAKG63) showed superior protection compared to
BCG in mouse model. The aim of this study was to characterize the immune response
induced by rBCG-LTAK®63 in in vivo and in vitro experimental models and to
investigate evidence of a protective immune response for TB. BALB/c mice inoculated
intraperitoneally with rBCG-LTAKG63 or BCG showed induction of an innate immune
response characterized by the recruitment of macrophages and neutrophils in the
peritoneum 24 h and 7 days after inoculation. After 7 days, rBCG-LTAKG63 had a
higher number of lymphocytes in the peritoneum as compared to the BCG group. The
rBCG-LTAKG3 induced higher nitric oxide production 24 h after its inoculation and
significant production of hydrogen peroxide at 7 days. rBCG-LTAK63 and BCG
induced elevated levels of IFN-y, and only rBCG-LTAKG3 induced significant levels of
TNF-o when compared to the Saline group. BALB/c mice immunized subcutaneously
with BCG or rBCG-LTAK®G3 presented a Th1/Th17 type long-term immune response
(at 90 days), higher in the rBCG-LTAKG63 group when compared to BCG. At 15 days
post challenge, the kinetics of immune response induction and recovered bacillary load
presented a higher percentage of TNF-a producing CD4 + T cells and multifunctional
IL-2/TNF-a cells in the rBCG-LTAKG63 group when compared with BCG. The rBCG-
LTAKG63 group showed an immune response with lower production of IFN-y, TNF-a
and a trend for higher production of IL-10 in relation to BCG. The alveolar area of the
lungs of the animals immunized with rBCG-LTAKG63 was shown to be more preserved
(less reduction) after challenge with BCG. In C57BL/6 mice, rBCG-LTAKG63
maintained its higher protective effect in rlation to BCG. We investigated the gene
expression profile and cytokine production induced in vitro in polarized primary human
macrophages infected with rBCG-LTAK63, BCG or Mtbh H37Rv. M1 macrophages



infected with rBCG-LTAKG63 showed higher expression of the IFIT3, OAS3 and
CXCL9 genes and increased production of the inflammatory cytokines, IL-12(p70),
TNF-pB and IL-15, than those infected with BCG. M2 macrophages infected with rBCG-
LTAKG63 showed higher expression of the TAP1, GBP1, TNIP1, SLAMF7 and IL6
genes and lower CD14 and HCK genes than those infected by BCG; and increased
production of inflammatory and tissue repair MCP-3 and EGF cytokines. In general, the
inflammatory profile was positively regulated by rBCG-LTAK63 in M1 and M2

macrophages when compared to BCG.

Keywords: Tuberculosis. Vaccine. Recombinant BCG.
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1 INTRODUCAO
1.1 A tuberculose no mundo

A tuberculose (TB) ainda é um grave problema de saude pablica e estéd entre as
10 maiores causas de morte no mundo. E a maior causa de morte por um (nico
patdgeno, principalmente nos paises de baixa e média renda. As estimativas sdo de que
houve 1,3 milhGes de mortes por TB e 10 milhdes de pessoas desenvolveram a doenca
em 2017. Apesar do progresso na reducdo da mortalidade e dos casos de tuberculose, a
taxa global dessa infeccdo ainda permanece alta (Figura 1). A Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS) estabeleceu como objetivo o fim da TB epidémica até 2035. As principais
metas sdo a reducdo de 90% do numero absoluto de mortes por TB e de 80% da
incidéncia de TB (WHO, 2018).
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Figura 1. Taxas estimadas de mortalidade por TB em 2017, excluindo mortes por TB entre pessoas
HIV-positivas. Namero de mortes por TB entre as pessoas HIV-negativas por 100.000 habitantes em
2017. Houve consideravel variagdo entre os paises, variando de uma morte por TB por 100.000 habitantes
em muitos paises de alta renda (paises da Europa e América), para mais de 40 mortes por 100.000
habitantes em muitos paises da Africa e alguns paises da Asia. Fonte: WHO, 2018.

Em 2017, houveram casos em todos os paises e faixas etarias, mas 90% foram

em adultos (idade > 15 anos), 9% foram em pessoas com HIV (72% na Africa) e dois
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tercos foram em oito paises: india (27%), China (9%), Indonésia (8%), Filipinas (6%),
Paquistdo (5%), Nigéria (4%), Bangladeche (4%) e Africa do Sul (3%). Esses e outros
22 paises estdo listados entre os 30 paises com alta incidéncia de tuberculose e
representam 87% dos casos de TB no mundo. Apenas 6% dos casos foram na regido da
Europa (3%) e das Ameéricas (3%) (WHO, 2018).

Especificamente no Brasil os dados epidemioldgicos da doenca ainda séo
alarmantes. O Brasil esta entre os 30 paises com alta incidéncia de tuberculose. Em
2017, foram notificados cerca de 70.000 novos casos de TB, resultando em um
coeficiente de incidéncia de 33,5 casos para 100 mil habitantes. Apesar do diagnostico e
do tratamento estarem disponiveis no Sistema Unico de Satde (SUS), em 2016, houve
4.426 mortes por TB no pais (MS, 2017).

A TB é causada por espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis. Apesar
da semelhanca genética, essas espécies apresentam caracteristicas fenotipicas diversas e
hospedeiros diferentes (ALEXANDER et al., 2010; SINHA et al., 2016). O
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é a maior causa de TB em humanos e possui
numMerosos mecanismos para escapar do sistema de defesa de seu hospedeiro (BEHAR,;
DIVANGAHI; REMOLD, 2010). O tratamento com antibiéticos para TB é considerado
longo e de dificil adesdo. As cepas de Mth multidroga resistentes (MDR-TB) ja sdo
consideradas um problema de salde publica em muitos paises. Em 2017, a estimativa é
de 2,5 — 4,7% de novos casos e 6,3 — 34% de casos previamente tratados tiveram MDR-
TB (ATMAKURI et al., 2018). A unica vacina usada até hoje contra essa infeccdo € o
bacilo Mycobacterium bovis de Calmette-Guéerin ou BCG. Embora essa vacina seja
eficaz contra as diferentes formas de tuberculose em criangas; em adultos a sua eficécia
tem sido controvérsia, podendo variar de 0-80% dependendo do pais, da cepa e da
populacdo no qual o ensaio clinico foi realizado (WHO, 1979; BARRETO et al., 2005;
BARRETO; PEREIRA; FERREIRA, 2006).

1.2 Imunologia na tuberculose

Os desafios cientificos na compreensdo da imunidade contra o agente causador
da TB surgem a partir da observacdo que, embora a maioria dos humanos e animais
experimentais desenvolve uma resposta imune aparentemente apropriada apos a
infeccdo, essa resposta ndo é capaz de eliminar a bactéria (ERNST, 2012). Existem

inimeros motivos para essa resposta imune ineficiente, alguns deles sdo: a variabilidade
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genética entre as linhagens de Mtb, pois tem sido demonstrado nos ultimos anos que ela
pode ter um importante papel na patogénese e imunidade desenvolvida no hospedeiro
(FLEISCHMANN et al., 2002); a caracteristica de laténcia do micro-organismo, na qual
0 Mtb permanece em um estado de dorméncia e pode ser reativado (VYNNYCKY;
FINE, 2000); os complexos mecanismos de evasdo da resposta imune utilizados pelo
Mtb, como por exemplo a modulagdo dos mecanismos de morte celular em macrofagos
(GENGENBACHER; KAUFMANN, 2012).

Mesmo com o elevado nimero de casos da doencga por ano, sabe-se que apenas
um pequeno ndmero de individuos expostos ao micro-organismo desenvolve a TB
pulmonar (ativa), apresentando sintomas da TB primaria aguda, como tosse prolongada.
O ndo tratamento desses pacientes pode permitir que a bactéria alcance outros 6rgaos
COMO 08S0S, rins, cérebro e outros 6rgdos vitais. Esta fase da infecgdo é conhecida como
TB miliar ou extrapulmonar (FLYNN; CHAN, 2001b).

Inicialmente, a infeccdo ocorre tipicamente pela inalacdo do micro-organismo
em aerossol. Ele infecta macrdfagos (Figura 2), reside neles e parece ser capaz de evadir
da resposta imune. Os macrofagos infectados liberam citocinas, que aumentam a
inflamacéo local e resultam no desenvolvimento de les6es granulomatosas (TABETA et
al., 2004). Os macréfagos tém um importante papel no recrutamento de subpopulacdes
de leucdcitos, pois ao serem estimulados in vitro com componentes derivados do Mtb,
foram capazes de liberar quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de
polimorfonucleares, mondcitos, células Thl e células T yd. As descobertas indicaram
que as quimiocinas IL-8 e MCP-1 sdo produzidas de forma eficiente e persistente,
liberadas em resposta a infeccdo pelo Mtb, tanto in vitro quanto in vivo, e estdo
envolvidas no recrutamento predominantemente de células efetoras da imunidade inata,
como mondcitos e granuldcitos (FERRERO et al., 2003). Apesar do interior dos
macrofagos constituir um ambiente prejudicial para muitos micro-organismos, o Mtb
vence esse obstaculo, mantendo o fagossomo em um estdgio inicial de maturacéo,

impedindo a fusdo do fagossomo com lisossomos (DU et al., 2004).

N&o sé os macrdéfagos tém um papel importante na resposta inicial contra o Mtb.
Foi mostrado, em um modelo murino de infeccdo experimental, que as celulas
dendriticas sdo capazes de estimular respostas das células T antigeno-especificas e
potente imunidade protetora antimicobacteriana, uma vez que sd& melhores

apresentadoras de antigenos que os macréfagos (TASCON et al., 2000). As células
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dendriticas tém a capacidade de migrar do local de infeccdo para os linfonodos e,
subsequentemente, de recrutar células T para o local da infeccdo, ativando efetivamente
a resposta imune adquirida (STEINMAN; HAWIGER; NUSSENZWEIG, 2003).

Além disso, acredita-se que a migracao retardada das células dendriticas para os
linfonodos seja responsavel pelo atraso da resposta imune adquirida ao Mtb, sendo essa
uma caracteristica notavel da infeccdo (ERNST, 2012). Em murinos, a disseminacgéo do
micro-organismo para locais periféricos, tais como baco e figado, ocorre 11 a 14 dias
apos a infeccdo e, em seguida, ha o aparecimento de células T antigeno-especificas. Em
todos os casos estudados, a disseminacdo para os linfonodos ou bago antecedeu a
ativacdo de células T antigeno-especificas (CHACKERIAN et al., 2002).
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Figura 2. Imunidade inata na infeccdo por TB. Mycobacterium tuberculosis é fagocitado por
macrdfagos e células dendriticas através receptores ligantes de membrana como CR3, receptor scavenger,
MMR, TLR e DC-SIGN. Isso leva a ativacdo das vias de sinalizagdo de macréfagos (NF-Kp), causando
secre¢do de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e moléculas antimicrobianas, e ativagdo do VDR,
que induz a expressdo de peptideos antimicrobianos. Em adicdo, a inducédo da autofagia media a atividade
antimicrobiana. As células polimorfonucleares reconhecem e englobam o Mth e secretam peptideos
antimicrobianos para matar a bactéria. Células NK, células T y3 e células T restritas a CD1 s@o também
ativados por ligantes especificos e citocinas, liberando fatores citotdxicos e secretando IFN-y que ativam
macrofagos. CR3, receptor complemento 3; DC-SIGN, molécula de adesdo intercelular especifica de
células dendritica-3; IFN-y, interferon gama; MMR, receptor de manose de macrofago; PMN, neutrofilos
polimorfonucleares; TLR, receptor toll-like; TNF, fator de necrose tumoral; VDR, receptor de vitamina
D. Fonte: Dheda K, 2010.

A imunidade celular, principalmente células T CD4+, e as citocinas produzidas,
IFN-y e TNF-a, tém um papel importante no controle e na protecdo contra o Mth
(FLYNN; CHAN, 2001a). Segundo Fuller et al. (2003), em um estudo realizado com
macacos Cynomolgus, baixas doses de uma cepa virulenta de Mtb, por infeccdo
intrabronquial, resultaram em lesdes granulomatosas nos tecidos pulmonares e, nessas
regibes, houve abundante expressdo de RNAms codificadores das citocinas pro-
inflamatérias, IFN-y e TNF-a (FULLER; FLYNN; REINHART, 2003).

Em relacdo a resposta humoral, apesar desta ser incapaz de controlar a infec¢éo,
uma vez que as bactérias podem viver intracelularmente e ndo sdo detectadas pelos
anticorpos (FLYNN; CHAN, 2001b), estdo surgindo evidéncias experimentais de que as
células B desempenham um papel importante na defesa contra uma ampla variedade de
bactérias patogénicas, fungos e parasitas intracelulares. Acredita-se que os linfocitos B
possam modular a resposta imune através de uma variedade de meios, como efeitos
diretos dos anticorpos sobre os agentes patogénicos, na apresentacdo de antigenos e na
producdo de citocinas, bem como mecanismos que possam influenciar na morte
intracelular nos leucocitos (MAGLIONE; CHAN, 2009).

A resposta imune adaptativa (Figura 3) € capaz de controlar a multiplicacdo do
Mtb e levar a infeccdo a um estagio estacionario, mas sua habilidade de eliminar o
microrganismo é limitada (DHEDA et al., 2010). Em camundongos imunocompetentes
infectados com cepas virulentas de Mtb, o crescimento progressivo da populagdo de
bactérias é controlado a medida que ocorre 0 acumulo de células T CD4+ e T CD8+
efetoras nos pulmdes. Essas células mantém o tamanho da populacéo bacteriana em um
platd de aproximadamente 10° até os animais morrerem 12-20 meses depois (MOGUES
etal., 2001).
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Além das respostas cléssicas pelo MHC de classe | — ou classe Il — restrito as
células T ap que reconhecem epitopos peptidicos bacterianos, respostas por outras
subpopulacbes de células T tém sido investigadas. Séo investigadas também células
restritas a CD1, células T especificas a lipideos micobacterianos (que sdo
predominantemente T CD4+) e células T CD8+ restritas a HLA-E. Ainda assim entre 0s
mediadores da imunidade ao Mth, IFN-y ¢ TNF-a sdo os melhores descritos em
humanos (ORME et al., 1992; JOUANGUY et al., 2000; CHACKERIAN; PERERA;
BEHAR, 2001; HEINZEL et al., 2002; JUNG et al., 2005; HARRIS; KEANE, 2010;
KASMAR et al., 2011; MONTAMAT-SICOTTE et al., 2011). Na verdade, embora seja
amplamente aceito que as células T CD4" produzindo IFN-y sdo necessarias para a
imunidade protetora, essa suposi¢cdo baseia-se em dados correlativos (COOPER, 2009).
Isso fica claro com o fato de que a interrupcdo do crescimento bacteriano é associada
com a chegada dessas células produtoras de IFN-y (ORME et al., 1992;
CHACKERIAN; PERERA; BEHAR, 2001; JUNG et al., 2005) e que a perda das
células T CD4+ aumenta o risco de morte por tuberculose (KOUASSI et al., 2013).

Apesar de se compreender o papel das células T CD4+ na protecdo contra o
crescimento bacteriano, ainda ndo estd completamente definido sua capacidade de
mediar a protecdo e nem por quais mecanismos isso ocorre. Claramente, existem varios
subtipos de células T CD4+ efetoras, tornando-se células multifuncionais expressando
IL-2, IFN-y ¢ TNF-a e a presenca dessas células multifuncionais é associada com
protecdo (DARRAH et al., 2007; HARARI et al., 2011). Outras citocinas, como IL-17,
IL-22, e 1L-23, tém sido identificadas e investigadas quanto ao seu papel protetor em
modelos murinos e humanos expostos a tuberculose (KHADER et al., 2007; KHADER,;
COOPER, 2008).

O papel das células T regulatérias (Tregs) na TB tem sido controverso, uma vez
que incialmente foi associado com a progressdao para a doencga ativa, no entanto,
publicacdes recentes ndo tém dado suporte a essa ideia (BELKAID; TARBELL, 2009),

indicando assim um papel mais neutro em sua interferéncia na resposta Th1l.
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Figura 3. Imunidade adaptativa ao Mycobacterium tuberculosis. Os macrofagos e células dendriticas
infectados secretam citocinas como IL-12, IL-23, IL-7, IL-15 e TNF-a, e apresentam antigenos para
varias populagdes de células T, incluindo as células T CD4+ (MHC-I1), células T CD8+ (MHC-I), células
T restritas a CD1 e células T yd. Essas células T produzem citocinas efetoras como IFN-y que ativa
macrdfagos em conjunto com TNF-o para promover a morte da mycobacteria intracelular através dos
intermediarios das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Além disto, as células T CD8+ citotoxicas
promovem a morte da bactéria intracelular através das vias mediadas por granulisina e perforina. No
entanto, as células T CD4+ com perfil Th2 produzem citocinas imunossupressoras como IL-4 e células T
CD4+CD25+FoxP3+ regulatdrias (Treg) produzem IL-10 e TGF-B que podem suprimir os mecanismos
efetores mycobactericidas. Uma nova subpopulagdo de células T helper chamada Th17 é produzida na
presenca de IL-23 e é caracterizada pela producdo de IL-17, que é um importante modulador da
inflamagdo e de induc&o de respostas de memdria. Células Th17 podem recrutar neutréfilos, mondcitos e
células T CD4 produtoras de IFN-y, e estimulam a expressdo de quimiocinas. No entanto, IFN-y pode
suprimir as células Th17 produtoras de IL-17. Assim, parece haver uma regulacdo mais complexa das
respostas celulares Thl, Th2, Th17 e Treg, do que anteriormente reconhecido e o papel preciso de cada
uma delas na imunidade protetora permanece controverso. Fonte: Dheda K, 2010.

O mecanismo imune, em certas situacdes, pode provocar a destrui¢do das células
ou tecidos do nosso corpo (MUSA, 2013). Para melhorar as estratégias vacinais atuais,
devemos entender os fatores que mediam a inducdo, expressao e regulacdo da resposta
imune no pulmdo. Devemos também determinar como induzir tanto respostas
imunoprotetoras ja conhecidas, como novas respostas, sem induzir efeitos
imunopatologicos (COOPER, 2009).
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1.3 Macrdéfagos: células chave na resposta imune inata e adaptativa

Os macrdfagos sdo reconhecidos como as principais células do sistema imune inato
(HOEBE; JANSSEN; BEUTLER, 2004). Estudos relacionados a imunidade inata e
padrdo de ativacdo de macréfagos tém ganhado mais atengdo no desenvolvimento de
novas estratégias vacinais para TB. Classicamente, a imunidade inata é importante para
0 desenvolvimento da resposta imune adaptativa, que apresenta a imunidade de
memoria. No entanto, estudos recentes demonstraram que, independentemente da
resposta imune adaptativa, a resposta imune inata pode desenvolver resisténcia
melhorada ap6s reinfeccdo com o0 mesmo patégeno ou outro ndo relacionado (NETEA
et al., 2016) e que essa resposta & induzida por modificacbes epigenéticas que
influenciam a expressao génica em células mononucleares (KLEINNIJENHUIS et al.,
2012).

Macrofagos sdo moduladores e efetores na resposta imune contra patdégenos
intracelulares como o Mtb. Eles tém importantes papéis como: atividade antimicrobiana
e mediadores da imunidade adaptativa (WEISS; SCHAIBLE, 2015). S&o células
heterogéneas e tém sido classicamente divididos em dois grupos: macrofagos M1 e M2.
Macrofagos M1 e M2 tém sido descritos por diferirem em termos de receptores,
expressdo de citocinas e quimiocinas, e funcdes efetoras (Figura 4). E descrito que
macrdéfagos M1 sdo envolvidos em mecanismos microbicidas e inflamatorios, enquanto
macréfagos M2 sdo envolvidos em atividades imunomoduladoras. No entanto, por
serem células do sistema imune versateis, frente a diferentes estimulos, macrofagos M1
podem ser tornar M2, e vice-versa. Os macrofagos M2 tém ainda sido classificados em
pelo menos trés subpopulagdes: M2a, M2b e M2c (BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008;
MEGE; MEHRAJ; CAPO, 2011; MARTINEZ, F. O.; GORDON, 2014; KELLY;
O'NEILL, 2015; GLASS; NATOLI, 2016).
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Figura 4. Conceitos e propriedades gerais de macrofagos polarizados. Os macréfagos classicamente
ativados (M1) sdo induzidos por LPS e/ou produtos microbianos. O repertério inflamatério deles é
caracterizado pela secrecdo de mediadores pro-inflamatorios e pela liberagcdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ROI e RNI, respectivamente). Em contraste, os macrofagos alternativamente
ativados (M2) abrange uma gama de estados classificados como M2a, induzidos por IL-4/IL-13, M2b,
induzido por complexos imunes e agonistas de receptores do tipo Toll, e M2c, induzidos por IL-10 e
horménios glicocorticoides. Fonte: Mege JL, 2011.

1.4 A vacina para tuberculose

Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guérin (BCG) é a Unica vacina
disponivel atualmente contra TB. BCG é uma cepa atenuada de Mycobacterium bovis,
que foi derivada de uma cepa virulenta no inicio do século passado, apds mais de 13
anos de continua passagem in vitro. Ha algum tempo atras, as esperangas eram que a
tuberculose poderia ser vencida através da imunizagcdo com a vacina Mycobacterium
bovis BCG, isolado por Calmette e Guérin em Lille, Franca (CALMETTE, 1931,
LUCA; MIHAESCU, 2013). Essas esperangas foram ainda mais impulsionadas pelo
desenvolvimento dos primeiros medicamentos anti-tuberculose durante a Segunda
Guerra Mundial por Selman Waksman, que descobriu a atividade bacteriostatica da
estreptomicina para 0 Mtbh (WAKSMAN, 1950; LUCA; MIHAESCU, 2013). No
entanto, é reportado que BCG s0 protege contra as formas graves de TB em criancas e
deixa adultos e adolescentes desprotegidos da tuberculose pulmonar, a forma mais
comum da doenca hoje (KAUFMANN; HUSSEY; LAMBERT, 2010). Além disso, a

resisténcia das cepas de Mth a medicamentos é um problema crescente em Vvarios paises
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(GREEN; GARNEAU-TSODIKOVA, 2013) e ameaca o controle da doenga (WHO,
2012).

Diversos estudos tém sido realizados para avaliar o efeito protetor do BCG
contra a tuberculose pulmonar. Esses estudos apontam uma enorme variagdo na
protecdo conferida pelo BCG a depender do desenho ou areas geograficas onde foram
realizados, dentre outros aspectos (BARRETO; PEREIRA; FERREIRA, 2006).
Enquanto um estudo realizado em duas cidades do Brasil mostrou protecéo substancial
da vacinacdo neonatal de BCG contra todas as formas de tuberculose, em criangas, com
duracdo de até 15-20 anos (BARRETO et al., 2005); o maior ensaio clinico realizado
para avaliar a efetividade da vacina BCG, na India, apresentou auséncia de protecao
contra tuberculose (WHO, 1979; BARRETO; PEREIRA; FERREIRA, 2006). As
variacfes observadas na protecdo com o BCG, principalmente no que se refere as
formas pulmonares, podem ser atribuidas a diversos fatores. Entre os mais estudados,
encontramos a variabilidade genética entre as cepas de BCG (BEHR, 2002) e a
exposicdo as micobactérias ambientais ou localizacdo geografica (WILSON;
FINEBERG; COLDITZ, 1995; FINE; VYNNYCKY, 1998).

A OMS recomenda dose Unica de BCG ao nascimento. Alguns paises da Europa,
como por exemplo, Hungria e Russia adotam doses multiplas de BCG, baseado no
pressuposto de que sua protecdo conferida ao recém-nascido declina ao longo do tempo.
Outros adotam a revacinagdo em escolares que ndo apresentam cicatriz - Tailandia e
Japdo - ou recomendam a segunda dose em escolares independente de cicatriz ou teste
tuberculinico, como a Turquia. Eslovaquia, Republica Tcheca, Polénia e Bulgaria, que
adotam a revacinacdo em escolares que apresentam teste tuberculinico negativo
(INFUSO; FALZON, 2006; PEREIRA et al., 2007). O Brasil suspendeu a segunda dose
da vacina BCG em 2006, para a faixa etaria de 6 a 10 anos (MS, 2006), depois de um
estudo controlado e randomizado, realizado em Salvador e Manaus, concluiu-se que a
revacinacdo em criancas de 7-14 anos, naquele ambiente, ndo fornecia protecdo
substancial adicional e ndo deveria ser recomendada (RODRIGUES et al., 2005). Ainda
que a revacinagdo tenha uma possivel relacdo custo-beneficio favoravel em algumas
situacdes, € necessario uma avaliagdo mais aprofundada (DYE, 2013). Nos tltimos anos
estudos sobre a revacinagdo do BCG tém sido intensificados (NEMES et al., 2018).
Além disso, estudos mais recentes tém apontado o possivel beneficio da vacina¢do com

0 BCG oral ou por via de mucosa (PERDOMO et al., 2016). Assim, uma estratégia
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efetiva de vacinacdo do BCG ou o surgimento de novas estratégias tornaram-se uma

prioridade de pesquisa internacional.
1.5. Novas estratégias vacinais e pipeline das vacinas em ensaios pré-clinicos e clinicos

Os principais candidatos vacinais para tuberculose dividem-se em duas grandes
categorias: vacinas com Mycobacterium vivo e vacinas de subunidades (ANDERSEN;
DOHERTY, 2005).

Vacinas de subunidades sdo compostas por um ou mais antigenos que sdo
considerados protetores. Em geral, alguns antigenos sdo combinados para melhorar a
eficacia da vacina e/ou podem ser combinados com adjuvantes (ANDERSEN;
KAUFMANN, 2014). Um dos primeiros candidatos, o M72, baseado na fusdo dos
antigenos Rv1196 e Rv0125, administrado em conjunto com um adjuvante, foi protetor
em diferentes modelos animais (SKEIKY et al., 2004). Outros candidatos vacinais, 0
H4 (proteina recombinante baseada na fuséo de dois antigenos de Mth: 85B e TB10.4) e
H56 (proteina recombinante baseada na fusdo de trés antigenos de Mth: 85B, ESAT-6 e
Rv2660c), ambos administrados com o adjuvante 1C31 mostraram imunogenicidade e
protecdo em modelos animais (DIETRICH et al., 2005; AAGAARD et al., 2011). Esses
candidatos vacinais estdo em fase de ensaios clinicos (Figura 5).

As vacinas com Mycobacterium vivo podem ser baseadas em atenuagdo do
Mycobacterium ou na tecnologia recombinante. Este ultimo esta sendo largamente
utilizado, aproveitando-se da riqueza de informagdes sobre 0 BCG como veiculo para a
construcdo de derivados recombinantes. Uma das estratégias para melhorar a eficacia da
vacina BCG é a superexpressao de antigenos dominantes (KAUFMANN;
GENGENBACHER, 2012). BCG possui uma série de caracteristicas que, em
comparacdo com 0s hospedeiros bacterianos comumente utilizados, como Escherichia
coli, o tornam relativamente dificil de manipular geneticamente. Ele € naturalmente
resistente a uma variedade de antibidticos usados frequentemente, replicam lentamente
(tempo de duplicacdo de aproximadamente 20 horas), ndo é facilmente transformado
com DNA e as primeiras tentativas de troca de alelos em micobactérias de crescimento
lento resultaram em um elevado grau de recombinacdo. No entanto, muitas dessas
questdes tém sido sistematicamente tratadas durante as Ultimas duas décadas
(KALPANA; BLOOM; JACOBS, 1991; TRICCAS, 2010).
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Assim, a tecnologia de BCG recombinante tornou-se uma abordagem
promissora no melhoramento da eficacia protetora da vacina BCG, uma vez que permite
a expressdao de genes exdgenos que codificam antigenos imunodominantes,
principalmente antigenos do Mtb, ou citocinas imunoregulatérias. Através dessa
tecnologia, as proteinas secretadas pelo proprio BCG e as proteinas recombinantes
expressadas nele podem simultaneamente estimular o organismo a desenvolver uma
resposta imunoldgica mais forte contra o Mtb (PITT et al., 2013). Desenvolver vacinas
baseadas em BCG recombinante apresenta vantagens que sao inerentes ao proprio BCG,
uma vez que ele induz algum nivel de imunidade protetora (particularmente em

criancas), é bem tolerado e de custo relativamente baixo (TRICCAS, 2010).

Existem varias vacinas para TB baseadas em BCG recombinante em
desenvolvimento no mundo. Entre os primeiros candidatos vacinais desenvolvidos,
temos duas vacinas de BCG recombinantes expressando a principal proteina secretora
do Mtb de 30-kDa (rBCG30), que é uma proteina extracelular de Mtb, também
conhecida como antigeno 85B; estas induziram melhor imunidade protetora contra
desafio com Mtb que a vacina BCG convencional. As cepas de rBCG30 provocaram
uma reducéo na unidade formadora de col6nia (UFC) no pulmé&o e no baco de animais
experimentais, sendo esse 0 melhor parametro utilizado para avaliar a eficacia nesses
estudos (HORWITZ et al., 2000).

Cepas de BCG recombinante superexpressando outros antigenos
imunodominantes, como Ag85A (SUGAWARA; UDAGAWA; TANIYAMA, 2007),
Ag85C (JAIN et al., 2008), ESAT-6 (PYM et al., 2003) e HspX (SHI et al., 2010), tém
sido desenvolvidas e estas demonstrado imunogenicidade apropriada contra 0 Mtb em
modelos animais experimentais. A partir dai, investiu-se no desenho de cepas de rBCG
superexpressando varios antigenos fusionados, o que também levou a um aumento da
protecdo contra a TB (XU et al., 2007; QIE et al., 2008; QIE et al., 2009; WANG, J. et
al., 2009; SHEN et al., 2010; WANG, C. et al., 2012). Todos esses candidatos vacinais

mostraram algum nivel de protecdo e/ou imunogenicidade em modelos animais.

Outra construcdo vacinal recombinante em destaque, a rBCG AureC hly+
(VPM1002), teve maior eficacia quando comparada com ao BCG convencional em
animais experimentais. A estratégia da vacina baseia-se em uma cepa de rBCG
expressando a listeriolisina (Hly) de Listeria monocytogenes para escapar de fagossomo

das células hospedeiras infectadas. Hly tem um pH étimo acido, enquanto o BCG
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modifica o pH para neutro. Para melhorar o pH, foi contruida uma cepa de rBCG
apresentando deficiéncia de urease C (ureC), uma vez que a urease C tem um papel na
neutralizacdo do pH do fagossomo, inibindo sua maturacdo. Essa construcdo induziu
uma forte imunidade mediada por celulas T (GRODE et al., 2005). Posteriormente, a
resposta imunoldgica de longo prazo foi comparada entre a rBCG e a BCG parental,
diferindo qualitativamente e quantitativamente. Ap6s a vacinacdo com rBCG foi
detectada uma maior abundancia de citocinas tipo Thl, assim como de IL-17 no
pulméo, sendo essa Ultima indicada como um possivel marcador de prote¢do (DESEL et
al., 2011). Até entdo, essa vacina recombinante VPM1002 ja foi avaliada em ensaios

clinicos de fase I e Il (Figura 5).

Entre as estratégias usando o Mycobacterium atenuado, a mais promissora,
inclusive em ensaios clinicos avancados, ¢ o MTBVAC (Figura 5). Esse candidato
vacinal foi construido por racional atenuacdo de uma cepa de isolado clinico de Mtb, a
Mt103. Foram realizadas duas delacBes genéticas estaveis, sem uso de marcadores de
resisténcia a antibidticos, nos genes phoP e fadD26, codificadores dos dois maiores
fatores de viruléncia do Mtb (ARBUES et al., 2013).

Apesar de alguns candidatos estarem alcancando as fases clinicas, o0 progresso
para uma estratégia efetiva tem sido devagar e muitos falham ao chegarem nessas fases.
Entre os fatores para esse atraso, temos o fato de ainda ndo existirem bons modelos para
avaliar protecdo para TB nos estudos pré-clinicos. Por exemplo, em estudos pré-
clinicos, diferentes laboratdrios utilizam variados protocolos de imunizagdo e/ou desafio
(vias de imunizacdo — subcuténea, intranasal — e de desafio - intratraqueal, intranasal,
aerossol); sdo também utilizados diferentes intervalos de tempo de imunizacéo e desafio
para avaliar a protecdo; ndo existem correlatos de protecdo imunoldgicos para TB;
existe uma falta de modelos translacionais ente animais e humanos; entre outros
(FLETCHER; HAWKRIDGE; MCSHANE, 2009; VOSS et al., 2018).
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1.6 BCG recombinante expressando o adjuvante LTAKG63 proveniente da toxina

termoléabil (LT) de Escherichia coli

A enterotoxina termolabil de Escherichia coli (LT) juntamente com a toxina
colérica (CT) estdo entre os mais fortes imundgenos de mucosa ja conhecidos
(MEKALANOS et al., 1983; SPANGLER, 1992). Entre as propriedades adjuvantes
descritas, o LT pode induzir o aumento da producdo de citocinas inflamatorias;
recrutamento de células imunes efetoras para o local da imunizagdo; influéncia na
maturacdo de células dendriticas, apresentacdo de antigeno e ativagdo de células T;
resposta humoral e celular (GIULIANI et al., 1998; TRITTO et al., 2007). No entanto,
devido a sua alta toxicidade, essa molécula € inapropriada para uso em humanos.
Diversos estudos tém mostrado que a subunidade LTA da molécula LT, a porcéo
responsavel por sua toxicidade, é também o principal fator responsavel pelo potente

efeito modulador da resposta imunoldgica conferida pela LT (PIZZA et al., 2001). Uma
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solucdo racional encontrada para a utilizacdo dessa molécula, sem os seus efeitos
colaterais indesejados, foi através de mutacGes sitio dirigidas no gene LTA, que
eliminaram o efeito toxico, porém conservaram suas propriedades adjuvantes ou
moduladoras da resposta imune. Uma molécula resultante dessas mutacGes, denominada
LTK®63, levou a uma proteina totalmente atoxica, mas com muitas das propriedades
adjuvantes da molécula nativa, além de um perfil de resposta Thl (PIZZA et al., 1994).

Assim, no nosso laboratério foram desenvolvidas diferentes construcdes baseadas
em BCG recombinante que expressam o gene LTAKG63. A construgdo, rBCG-
LTAKG63lo, demonstrou protecdo superior a0 BCG em modelos animais de desafio
intratraqueal com uma cepa virulenta laboratorial de Mtb H37Rv e uma cepa de isolado
clinico Mtb Beijing (NASCIMENTO et al., 2017). A expressdo do adjuvante LTAK63
no BCG apresenta vantagens na protecdo contra 0 Mth, uma vez que o BCG induz
algum nivel de protecdo em criangas contra esse microrganismo e apresenta boa
tolerancia, além de apresentar baixo custo. O rBCG-LTAK63 também aproveita as
propriedades adjuvantes da proteina LTAKG63. Nesse projeto, utilizamos esse candidato
vacinal como ferramenta de estudo para melhor entender os mecanismos imunolégicos
induzidos por uma vacina promissora para TB, assim como buscar correlatos de

protecao a partir dos resultados revelados.
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2 HIPOTESE

A expressdo do adjuvante LTAK63 em BCG apresentou protecdo contra desafio
com Mtb superior ao BCG nativo (NASCIMENTO et al., 2017). Um dos maiores
obstaculos hoje nos estudos de candidatos vacinais para TB é o fato de ndo existirem
mecanismos de protecdo elucidados ou correlatos de protecdo estabelecidos
(FLETCHER, 2007). Assim, este estudo foi desenvolvido a partir da hip6tese de que ao
investigar a resposta imune induzida por rBCG-LTAKG63, estariamos ndo sO
caracterizando a imunidade induzida por ele — ainda ndo conhecida — mas também
poderiamos encontrar indicios de qual seria uma resposta imune protetora para TB,

contribuindo para os campos de estudo de vacinas e imunologia para a doenca.
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3 OBJETIVOS

Este projeto visa aprofundar a caracterizacdo imunologica do novo candidato
vacinal contra tuberculose, o rBCG-LTAKG3, e utiliza-lo como uma ferramenta para

identificar correlatos de protecdo na TB. Para isso, temos como objetivos especificos:

Objetivo 1: Determinar a cinética de inducdo de resposta imunologica pela
imunizacdo com o candidato vacinal rBCG-LTAK63 em comparagdo com a carga
bacteriana no pulmao dos camundongos apos o desafio;

Obijetivo 2: Caracterizar o potencial de indu¢do de uma resposta imune inata in vivo
pelo rBCG-LTAKG3 comparando ao BCG nativo;

Objetivo 3: Caracterizar a resposta imune celular induzida in vivo pelo rBCG-
LTAK63 no pulmédo e sangue de camundongos imunizados com rBCG-LTAKG63 e
BCG, antes e apds o desafio com a cepa virulenta de Mtb H37Rv, utilizando técnicas
como citometria de fluxo e PCR em tempo real;

Obijetivo 4: Caracterizar os efeitos histopatolégicos nos camundongos imunizados
com rBCG-LTAKGE3 e BCG ap6s o desafio com a cepa virulenta de Mtb H37Rv;

Obijetivo 5: Caracterizar o perfil de genes relacionados a resposta imune induzidos
in vitro por rBCG-LTAKG63, BCG e Mth H37Rv, em um modelo de infecgdo de
macréfagos humanos primarios polarizados (M1 e M2), buscando encontrar correlatos
de protecédo para TB.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Cultivo de Mtb H37Rv, BCG e rBCG-LTAKG3 e preparacao das vacinas

O Mycobacterium bovis BCG Moreau foi usado para gerar a cepa rBCG-
LTAKG63, como descrito anteriormente (NASCIMENTO et al., 2017). As cepas de BCG
e BCG recombinante foram inoculadas inicialmente em 5 mL de meio Middlebrook
7H9 (MB7H9) (Difco, Detroit, MI) suplementado com &cido oleico — albumina —
dextrose — catalase (OADC) (BBL, Cockeysville, MD) e Tween 80 0,05% (Tw) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) (MB7H9/OADC/Tw) contendo ou ndo Canamicina (20
ug/ml) e foram incubadas a 37 °C e 5% de CO: por cerca de 7 dias. Ap0s esse periodo,
foi acrescentado meio MB7H9/OADC/Tw com ou sem Canamicina (20 pg/ml) para um
volume final de 50 mL e o crescimento foi acompanhado até alcancar densidade dptica
(DOs0o) de 0,8. Em seguida, as bactérias foram submetidas a centrifugagdo a 3180 x g,
lavadas duas vezes com 40 mL de agua destilada estéril e ressuspendidas em cerca de 1
mL de glicerol 10%. Aliquotas de 60-100 pl das vacinas foram mantidas a -80° C até o
uso. Apo6s 48 h mantidas a -80° C, a UFC das vacinas foi quantificada através do
método de diluicdes seriadas e plagueamento em meio Middlebrook 7H10 (MB7H10)
(Difco, Detroit, MI) contendo 5 mL de glicerol (Sigma-Aldrich) suplementado com
acido oleico — albumina — dextrose — catalase (OADC) (BBL, Cockeysville, MD)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) (MB7H10/OADC). Apobs 21 dias, a UFC foi

visualizada em microscépio e contada.

A cepa de Mtb H37Rv foi usada nos ensaios de desafio e para gerar o
extrato de Mtb utilizado nos experimentos de resposta imunoldgica. Aliquotas
congeladas da cepa de Mtb H37Rv foram colocadas em cultura em MB7H9/OADC/Tw
e cresceram até o comeco da fase mid-log a 37 °C e 5 % de CO,. A partir dessas
culturas foram feitos estoques e o extrato de Mtb. Para os estoques, as bactérias foram
coletadas por centrifugacdo a 3180 x g, lavadas duas vezes com solugédo salina de
tampao fosfato (PBS), ressuspendidas em um volume de 1/10 com PBS/glicerol (1:1) e
mantidas a -80 °C até o uso. Apo6s periodo de 48 h mantidos a -80 °C, a UFC foi

quantificada como descrito anteriormente para as vacinas.

Para o extrato de Mtb, as bactérias foram coletadas por centrifugacéo a 3180 x g,
lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas em cerca de 1 mL de PBS e sonicadas
duas vezes por 5 s, amplitude 60, pulso 1,5. Em seguida, o lisado foi centrifugado por 1
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min, 380 x g, 4 °C. Foram feitas aliquotas do sobrenadante em tubo eppendorf e
dosagem de proteinas pelo método de Bradford.

4.2 Avaliacéo da resposta imune inata in vivo

4.2.1 Desenho experimental in vivo

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan (CEUAIB, numero do protocolo: 1202/14).
Camundongos fémeas saudaveis da linhagem BALB/c entre 5 e 7 semanas de idade
foram adquiridos do biotério da Faculdade de Medicina — USP, mantidos em gaiolas
separadas em um laboratério de biosseguranca e alimentados com racdo comercial e
agua, sob controle de temperatura. Quinze animais por grupo receberam pela via
intraperitoneal (i.p.) 100 pl de suspensio de BCG ou rBCG-LTAK63 (1 x 10°
UFC/animal), enquanto um grupo controle recebeu 100 pl de salina estéril. Cerca de 24
h, 7 dias e 15 dias apés a inoculacdo, foi coletado o lavado peritoneal, como descrito a
seqguir (Figura 6).

24 7 15
horas dias dias

| | |

I Inoculagdoi.p. I Coleta das células

0

Salina peritoneais
BCG (1x10° UFC)

rBCG-LTAK63 (1x10°6 UFC)

Figura 6. Desenho experimental da avaliagdo da imunidade inata in vivo. Camundongos BALB/c

foram inoculados no dia 0 por via i.p. com BCG ou rBCG-LTAK®G3 (1 x 10° UFC/animal). Um grupo
controle recebeu apenas salina. Cerca de 24 h, 7 dias e 15 dias, os animais foram eutanasiados e as células
peritoneais foram coletadas para contagem diferencial, andlise da producdo de H.O,, NO e de citocinas
inflamatorias.
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4.2.2 Obtencao das células peritoneais

Cerca de 24 h, 7 dias e 15 dias ap06s a inoculacdo i.p. de BCG ou rBCG-LTAKG63

6 . . . . , .
(1 x 10" UFC/animal), os animais foram eutanasiados e as células presentes na cavidade
peritoneal foram coletadas através de lavagem peritoneal utilizando 5 mL de PBS
estéril. O namero total de células foi determinado através de coloracdo com cristal

violeta em camara de Neubauer, visualizadas em microscépio.

4.2.3 Contagem diferencial

Para a contagem diferencial, 200 pL da suspenséo de células (4 x 10* células) do
lavado peritoneal foram centrifugados a 27 x g por 4 min na citocentrifuga (StatSpin
Cytofuge, Beckman Coulter) para obtencdo das laminas. Apos secarem, realizamos a
coloracdo com um kit de corantes para coloracdo diferencial rapida “INSTANT PROV”

(Interlab).

4.2.4 Producédo de perdxido de hidrogénio (H20>)

Para verificar a produgdo de H.O,, foi utilizado o método descrito por Pick e
Mizel (1981). As células totais obtidas do exsudato peritoneal foram acertadas para 2 x
108 células/mL em solugdo com vermelho de fenol [NaCl (150 nM); tamp#&o fosfato pH:
7 (10 nM); dextrose (5,5 nM); vermelho de fenol (0,56 nM); peroxidase de raiz tipo Il
(0,01 mg/mL)] e distribuidas em aliquotas de 100 puL em placa de 96 pogos. Assim
como as amostras, a curva padrao foi misturada com a solucdo vermelho de fenol para
ser distribuida na placa. Adicionou-se entdo 10 pL de acetato de forbol miristato (PMA)
(20 ng/poc¢o) na metade dos pocos, como um controle positivo, e incubamos por 1 h a
37 °C e 5% de CO.. Para o branco, como controle negativo, utilizamos somente a
solucdo de vermelho de fenol. Apés este periodo, a reacdo foi interrompida mediante
adicdo de 10 pL de NaOH 1N. A absorbéncia foi determinada utilizando-se, um leitor
de ELISA automético com um filtro de 620 nm. Os resultados obtidos em DO foram
transformados em uM de H20,/ 2 x 10° células, com base na curva padréo feita com

concentragOes conhecidas de peroxido de hidrogénio (5; 10; 20 e 40 puM).

4.2.5 Producdo de 6xido nitrico (NO)

Os lavados contendo as células peritoneais foram ajustados para a concentragao

de 2 x 10° células/mL em PBS. As células foram centrifugadas a 280 x g, por 10 min a 4
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°C e o pellet foi ressuspendido em 10 mL de meio RPMI-1640 (RPMI Medium 1640,
Gibco, Life Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 10
uL/mL de antimicotico Anti-anti (Gibco — Life technologies). Aliquotas de 100 uL
foram distribuidas em placas de cultura de tecidos de 96 pogos (Corning Glass Works,
Corning) e cultivadas durante 48 h a 37 °C e 5 % de CO2 na presenca ou nao de
Concanavalina A (ConA). Apbés 48 h de incubacdo foram coletados 50 pl do
sobrenadante das culturas de células peritoneais, em seguida adicionou-se 50 ul do
reagente de Griess (sulfonilamida 1% em &cido fosforico 5% e N-1 naftil-
etilenediamide 0,1%). A absorbancia foi determinada utilizando-se um leitor de ELISA
automatico com filtro de 540 nm. Os valores obtidos em DO foram transformados em
UM de NO, /10° células, mediante equacdo de regressdo linear com base numa curva

padrdo feita com concentracdes conhecidas de NaNO- (1; 2,5; 5; 10 e 25 uM).

4.2.6 Producéo de citocinas inflamatorias

Os lavados contendo as células peritoneais foram ajustados para a concentracgao
de 2 x 10° células/mL em PBS. As células foram centrifugadas a 280 x g por 10 min a 4
°C e o pellet foi ressuspendido em 10 mL de meio RPMI-1640 (Gibco, Life
Technologies) suplementado com 10% SFB e 10 uL/mL de antimicético Anti-anti
(Gibco, Life technologies). Aliquotas de 100 pL foram distribuidas em placas de cultura
de tecidos de 96 pocos (Corning Glass Works, Corning) e cultivadas durante 48 h a 37
°C e 5 % de CO2 na presenca de RPMI ou ConA. O Kit CBA (Cytometric Beads Array)
(BD Biosciences) foi usado nesse estudo para a quantificacdo das citocinas
inflamatorias: INF-y e TNF-a em uma mesma amostra. Brevemente, esse kit permite a
analise de 6 diferentes citocinas, no qual seis populacdes de beads com distintas
intensidades de fluorescéncia sdo conjugadas com um anticorpo de captura especifico
para cada citocina, misturadas para formar o CBA e lidas no citbmetro FacsCanto Il. As
populacdes de beads foram visualizadas de acordo com as suas respectivas intensidades
de fluorescéncia: da menos brilhante para a mais brilnante. No CBA, as beads de
captura das citocinas sdo misturadas com o anticorpo de detec¢do conjugado com o
fluorocromo PE (reagente de deteccdo), e depois incubadas com as amostras para
formar o ensaio "em sanduiche". Os tubos para aquisi¢ao foram preparados com: 50 uL.
de amostra, 50 uL. da mistura de beads ¢ 50 puL do reagente de detecg¢do Inflammatory
PE Detection Reagent. O mesmo procedimento foi realizado para a obtenc¢do da curva

padrdo. Os tubos foram homogeneizados e incubados por duas horas, em temperatura
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ambiente, sem incidéncia de luz. Os resultados foram gerados em gréficos e tabelas

utilizando-se o software “FCAP Array”.

4.3 Avaliacéo da resposta imune adaptativa apos imunizagao e resposta imune apos o

desafio

4.3.1 Animais e imunizacdo

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan (CEUAIB, numero do protocolo: 1202/14).
Camundongos saudaveis, fémeas da linhagem BALB/c e C57BL/6 entre 5 e 7 semanas
de idade foram adquiridos do biotério da Faculdade de Medicina — USP ou do biotério
do Instituto Butantan, mantidos em gaiolas separadas em um laboratorio de
biosseguranca e alimentados com racdo comercial e 4gua, sob controle de temperatura.
Trinta e cinco animais BALB/c e dez animais C57BL/6 por grupo foram imunizados
pela via subcutanea (s.c.) com 100 pl de suspensio de BCG ou rBCG-LTAK®G3 (1 x 10°

UFC/animal). Um grupo controle recebeu Salina (Figura 7).

0 30 60 Q0 1 7 15 30

BALBI/c I | i | | | | oias

Imunizacéo s.c. Desafio i.t.
Mtb H3TRv
BCG (1 x 108 UFC)
rBCG-LTAK63 (1 x 10° UFC)
Salina

0 90 30

C57BL/6 | |

Dias

Imunizagao s.c. Desafio i.t.
Mitb H37Rv
BCG (1 x 10% UFC)
rBCG-LTAKS3 (1 x 10° UFC)
Salina

Figura 7. Regime de imunizagdo, desafio e eutandsia dos animais BALB/c e C57BL/6. Os animais
BALB/c e C57BL/6 foram imunizados no dia 0 por via subcutanea (s.c.) com BCG ou rBCG-LTAK®G3 (1

x 10° UFC/animal). Um grupo controle recebeu Salina. Nos dias 30, 60 e 90 ap6s a imunizagdo, 0 sangue
dos animais BALB/c foi coletado. Apds 90 dias de imunizacdo, os animais BALB/c e C57BL/6 foram

desafiados pela via intratraqueal (i.t.) com a cepa virulenta de Mtb H37Rv (1 x 10° UFC/animal). No dia
01 apds o desafio, o sangue dos animais BALB/c foi coletado; e nos dias 07, 15 e 30 ap0s o desafio, 0s
animais foram eutanasiados para coleta do pulméo. Os animais C57BL6 foram eutanasiados no dia 30
para coleta do pulméo.
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4.3.2 Ensaio de desafio com a cepa virulenta Mtb H37Rv

Noventa dias apds a imunizacdo, todos os animais de cada grupo foram
desafiados pela via intratraqueal (i.t.) com uma dose da cepa virulenta Mtb H37Rv (1 X
10° UFC/100 pl/animal) (Figura 7). Para confirmar a dose de desafio, foram preparadas
diluicdes seriadas que foram plaqueadas em MB7H10/OADC.

4.3.3 Coleta de sangue e separacdo das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e extracdo de RNA

A coleta de sangue foi realizada nos dias 30, 60 e 90 apds a imunizagdo dos
animais BALB/c. No dia 1, 7, 15 e 30 ap0s o desafio, o sangue também foi coletado;
100 pl foi colocada diretamente no Trizol (Trizol®, Life Technologies), e cerca de 200
pl foi destinada & separacdo de PBMC. Aproximadamente 200 pL de sangue obtido
pelo plexo orbital foi adicionado ao eppendorf 1,5 mL contendo PBS/heparina. Apds
homogeneizacéo foi transferido para tubo de 5 mL e foi adicionado 1 mL de Histopaque
(Sigma). Submeteu-se a centrifugacdo a 500 x g por 15 min a 20 °C. A separacao das
células foi realizada através de gradiente de densidade Histopaque, em que foi coletado
o0 anel de células mononucleares situado na interface entre o plasma e o Histopaque.
Transferiu-se 0 PBMC para tubos de 5 mL, homogeneizou-se e adicionou-se RPMI
(Gibco, Life Technologies) para lava-lo. Centrifugou-se a 200 x g por 7 min a 4°C,
retirou-se 0 sobrenadante e repetiu-se o0 procedimento de lavagem. Em seguida, as
células foram ressuspendidas e transferidas para eppendorf de 1,5 mL. As amostras
foram centrifugadas a aproximadamente 600 x g por 5 minutos a 4 °C. Descartou-se o
méaximo de RPMI, deixando apenas o pellet de PBMC e adicionou-se 200 uL de Trizol
Reagente (Trizol®, Life Technologies). Em seguida, as amostras foram armazenadas no
freezer -80°C.

Para a extragdo do RNA total a partir da amostra de sangue total ou
PBMC foi utilizada uma solugdo monofasica contendo fenol e guanidina isotiocianeto
(Trizol®, Life Technologies), seguindo protocolo previamente descrito
(CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). Depois das amostras com Trizol serem
descongeladas, foram deixadas a temperatura ambiente por 5 min. Adicionou-se 40 pL
de cloroférmio/tubo. Os tubos foram agitados vigorosamente com as médos por 15 s.
Incubou-se a temperatura ambiente por 3 min. Submeteu-se a centrifugagéo (12.000 x g,
15 min a 4 °C). Transferiu-se a fase aquosa (~100 pL) para um novo eppendorf de 1,5
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mL. Adicionou-se 100 pL (mesmo volume da fase aquosa) de alcool isopropilico.
Misturou-se invertendo os tubos 10 vezes. Incubou-se a temperatura ambiente por 10
min. Submeteu-se a centrifugacdo (12.000 x g, 10 min a 4 °C). Descartou-se o
sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de etanol 75% por tubo. Submeteu-se a centrifugagéo
(7.500 x g, 5 min a 4 °C). Descartou-se o sobrenadante. O RNA foi dissolvido em &gua
livre de RNAse (12 pL). O RNA total extraido foi quantificado através da leitura em
espectrofotdbmetro ND-1000 (NanoDrop Technologies). A absorbancia foi medida a 260
e 280 nm de comprimento de onda. A pureza do RNA extraido foi verificada pela razéo
entre a absorbancia medida a 260 nm e a 280 nm. Sendo valores entre 1,5 e 2,0,
indicadores de pureza satisfatéria. O RNA foi armazenado no -80 °C até o uso.

4.3.4 Sintese de cDNA e amplificacdo através da reacdo em cadeia de polimerase em

tempo real

Antes de iniciar a sintese de cDNA, as amostras foram tratadas com DNase
(Promega), afim de eliminar possiveis contaminantes de DNA gendmico. Foi usado 1
pL da enzima RQ1 DNase, livre de RNase, para 1 pg de RNA. Foram adicionados 5 pL
de DNase, 1,5 pL de tampdo 10x RNase free e 5 pg de RNA, completando-se o volume
com 4gua tratada com pirocarbonato de dietila (DEPC) (Sigma-Aldrich) para 15 pL. As
amostras foram incubadas a 37 °C por 30 min. Apo6s esse periodo, adicionou-se 1 pL de
RQ1 DNase Stop Solution e incubou-se a 65 °C por 10 min para a inativa¢ao da enzima.

A sintese de fita simples de DNA complementar foi realizada utilizando a
enzima transcriptase reversa (ThermoScript RT-PCR System, Invitrogen, Life
Technologies). Foram utilizados cerca de 1-3 pg de RNA total. O RNA foi incubado a
65 °C por 5 min, em um termociclador, com 1 pL de Random-hexamer primer (50
ng/uL), 2 puL de dNTP Mix 10 mM (2,5 mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e agua
DEPC para um volume final de 12 pL. Posteriormente, adicionou-se 4 pL do tampé&o 5x
cDNA Synthesis, 1 pL de DTT 0,1 M, 1 pL de RNaseOUT (40 U/uL), 1 pL de agua
DEPC, 15 U de transcriptase reversa (ThermoScript RT) e incubou-se a mistura a 25 °C
por 10 min e 50 °C por 50 min. Em seguida, a reagéo foi inativada aquecendo-a a 85 °C
por 5 min, adicionou-se 1 uL de RNase H e incubada a 37 °C por 20 min.

Ap0s a obtencdo do cDNA, através da etapa de transcri¢do reversa, as reacfes de
PCR em tempo real (QPCR) foram realizadas em placas de 96 pogos usando o reagente

“TagMan Gene Expression Master Mix 1x” (Applied Biosystems, Foster City, CA,
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USA) e o equipamento “Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System”. Foram
feitas duplicatas das reagdes de PCR em tempo real utilizando 50 ng de cDNA e sondas
comerciais e oligonucleotideos 1x, sendo o volume final da reacdo 20 pL. A reacdo foi
realizada com os parametros: 10 min a 95 °C e 40 ciclos de 15 s a 95 °C e 1 min a 60 °C,
de acordo com o manual de instru¢cbes da Applied Biosystems. Foram avaliadas as
expressdes dos genes INF-y, TNF-q, I1L-12 e TGF-f no PBMC; no sangue total foram
avaliados INF-y, TNF-a, TGF-p, IL-6, CXCL9 e os fatores de transcricdo NF-kB1 e NF-

kB2. O gene GAPDH foi utilizado como controle enddgeno.

4.3.5 Andlise dos dados de dados de gPCR

As emissdes de fluorescéncia foram coletadas a cada ciclo, analisadas pelo
software 7300 System SDS e os resultados foram apresentados em gréaficos de nivel de
fluorescéncia (ARn) vs numero de ciclos. Para a quantificacdo relativa, foi estabelecido
um valor de ARn que seria uma linha de corte (conhecido na lingua inglesa como
threshold) para cada curva de amplificacdo de um dado par de iniciadores. O nimero de
ciclos em que o ARn cruza o threshold corresponde ao Ct (Ct do inglés, cycle
threshold) da amostra. O valor de Ct é preditivo da quantidade de RNA alvo presente
na amostra. O célculo da quantificagdo relativa foi feito pelo método ‘“‘algoritmos de
quantificagdo comparativa” (AACt), que compara 0s resultados das amostras
experimentais com um calibrador e um normalizador. Com esse método, o Ct do gene
de interesse, tanto nas amostras experimentais quanto nas amostras calibradoras, estdo
ajustadas ao Ct de um gene normalizador. O resultado do valor de AACt ¢é usado para
determinar a quantificacdo relativa, através da “expressdo relativa” (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001), dada pela seguinte formula:

"EXPRESSAO RELATIVA" = 2~ 8Act

4.3.6 Deteccdo de bactérias no pulmao através da unidade formadora de coldnia (UFC)

Para os animais BALB/c, cargas bacterianas nos tecidos de pulmédo foram
analisadas nos dias 7, 15 e 30 apds o desafio com a cepa virulenta Mtb H37Rv,
enquanto para os animais C57BL/6, apenas no dia 30 apos o desafio. Os 6rgdos foram
removidos assepticamente. O pulmé&o de cada animal foi macerado e homogeneizado, e
uma parte deste homogenato separada para determinar a carga bacilar. A determinacgéo

da UFC foi realizada pelo método de dilui¢Bes seriadas do homogenato (dilui¢Bes de 10
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x até 107 x) que posteriormente foram plaqueadas em meio de cultura MB7H10/0ADC
e mantidas a 37 °C. Ap0s 21 dias, foi obtida a contagem da UFC.

4.3.7 Anélise imunofenotipica dos linfocitos do pulméo e citocinas intracelulares

A resposta imune celular Thl foi avaliada por citometria de fluxo. A analise
imunofenotipica foi realizada em células do pulmé&o de animais BALB/c nos dias 7, 15 e
30 apos o desafio com Mtb H37Rv.

Nos dias 7, 15 e 30 apos o desafio, os animais foram sacrificados e 0s 6rgéos
removidos assepticamente. O pulmé&o foi colocado em uma placa de petri com um
pouco de RPMI (Gibco, Life Technologies), cortado em pequenos pedacos e transferido
para um tubo falcon de 50 mL contendo 5 mL de RPMI com colagenase (0,5 mg/mL) e
incubado por 45 min na estufa a 37 °C com 5% de CO.. Em seguida, foram macerados,
0 volume foi completado para 10 mL com RPMI e foram centrifugados (280 x g, 10
min, 4 °C). O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de tampé&o de lise dos
eritrocitos (BD Facs Lysing solution, BD Biosciences), deixando agir por 1 min. Apos a
lise, o volume foi completado para 10 mL com RPMI e foi submetido a centrifugacéo
novamente (280 x g, 10 min, 4 °C). Em seguida, verificou-se um anel vermelho ao redor
das células, indicando a lise dos eritrocitos. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1 mL de RPMI suplementado com 10% de SFB e 10 pL/mL de
antimicético Anti-anti (Gibco, Life technologies). A contagem de células foi realizada
através da coloragdo com Trypan, verificou-se a viabilidade e colocou-se 1 x 10°
células/pogo em placa de 96 pocos para o procedimento de marcacdo de células com

anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos.

Um painel de anticorpos monoclonais conjugados com fluoresceina capaz de
identificar os antigenos de superficie celular da linhagem linfoide T (CD3, CD4, CD8) e
seu perfil de producdo intracelular (IL-2, IFN-y e TNF-a) foi utilizado, como descrito
nas tabelas 1 e 2. O CD3 foi utilizado como marcador comum. Para o procedimento de
marcacgdo de ceélulas, a placa foi lavada com tampao PBS contendo 0,5% de SFB e 2
mM EDTA (tampdo Macs), foi adicionado 100-200 pL/pogo e submeteu-se a
centrifugacdo 280 x g, 10 min, 4 °C. Depois da lavagem, retirou-se o sobrenadante e
adicionou-se 0 mix aCD3/aCD4/aCD8 (100 pL de tampao Macs + 0,5 uL de
anticorpo/poco). As celulas foram ressuspendidas e a placa foi colocada por 30 min na
geladeira. Em seguida, as células foram submetidas a centrifugagéo 280 x g, por 10 min,
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0 sobrenadante foi descartado e foi adicionado tampdo Macs. Depois dessa Ultima
lavagem, foi realizada a marcacdo intracelular utilizando o kit de permeabilizagéo e
fixacdo da BD Bioscience (BD Cytofix/Cytoperm). Adicionou-se 100 pL da solucéo
permeabilizadora (reagente do Kit) e incubou-se 20 min na geladeira. Apds a incubacao,
adicionou-se 100 pL de tampdo BD Perm/wash 10 x (diluido com &gua MiliQ).
Submeteu-se a centrifugacdo. Em seguida, foi adicionado o mix de citocinas
intracelulares alL-2 / alFN-y / aTNF-a (100 pL de tampao BD Perm/wash + 1 uL de
anticorpo/poco). Incubou-se 30 min na geladeira. Apos a incubacdo, submeteu-se a
centrifugagdo. Em seguida, foi realizado o procedimento de lavagem com tamp&o Macs
e adicionado formaldeido 1% para leitura no FACSCanto Il (BD Biosciences).

Tabela 1. Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise
imunofenotipica das células do pulméo e do baco.

Anti - CD3- APC BD Biosciences 560590 17A2
Cy7

Anti - CD4 - PE-Cy BD Biosciences 553654 H129.19
55

Anti - CD8 - PE-Cy 7  BD Biosciences 552877 53-6.7

Tabela 2. Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise da producao
de citocinas intracelulares.

Anti - IL-2 - APC BD Biosciences 554428 JES6-5H4
Anti - TNF-a - PE BD Biosciences 554419 MP6-XT22
Anti - IFN-y - FITC BD Biosciences 554411 XMGL1.2

4.3.8 Producdo de citocinas Th1/Th2/Th17

Os niveis das citocinas IL-2, IFN-y, TNF-a, 1L-4, IL-6, IL-10 e IL-17A foram
quantificados no sobrenadante de cultura de pulmao de camundongos usando o kit para

citocinas murinas (BD Biosciences).
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Para a obtencdo de sobrenadante de cultura, o pulmdo foi processo como
descrito no item 4.3.7. Foi realizada a contagem de celulas através da coloragdo com
Trypan e a viabilidade verificada. Cerca de 2 x 10° células foram colocadas em placas
de cultura de 96 pogos (Corning Glass Works, Corning, NY) em 200 uL. de volume por
poco. Foi realizado o estimulo da cultura com extrato de Mtb (5 pg/mL), ou conA (5
pg/mL, Sigma) como controle positivo. As culturas foram incubadas a 37 °C e 5% de
CO> por 48 h e o sobrenadante das culturas coletado para determinar a secrecéo de
citocinas por CBA. O Kit CBA (BD) (Cytometric Beads Array) foi usado nesse estudo
para a quantificacdo das citocinas Th1/Th2/Thl7 em uma mesma amostra, como

descrito anteriormente no item 4.2.6.

4.3.9 Anédlise histopatoldgica

Aos 15 e 30 dias ap6s o desafio intratraqueal com a cepa virulenta de Mtb
H37Rv, o lobo pulmonar caudal direito de animais BALB/c e C57BL/6,
respectivamente, foi perfundido com solugdo salina tamponada com formaldeido 10%.
Os tecidos foram seccionados, corados com hematoxilina e eosina e examinados em
microscopio Leica (Germany) e as imagens foram capturadas com uma camera Coolpix
P995 Nikon (Japan). Cinco imagens randdmicas de cada sec¢do de pulméo corada com
HE (40x magnificagdo) foram analisadas usando o software ImageJ (National Institutes
of Health, EUA) para gerar um indice de porcentagem de reducdo da area alveolar,
como previamente descrito (AMARAL et al., 2014).

4.4 Avaliacdo da inducdo de resposta imune em macréfagos humanos in vitro

4.4.1 Macroéfagos derivados de sangue total humano

O protocolo foi aprovado e realizado no Centro Médico da Universidade de
Leiden, Holanda. Os mondcitos foram isolados de sangue total de doadores saudaveis
por separacdo por FICOLL e por sorting usando beads CD14 MACS (Miltenyi Biotec,
Teterow, Germany). Os macrofagos M1 and M2 foram gerados pela diferenciagdo dos
mondcitos por 6 dias em presenca de 5 ng/mL de fator estimulador de col6nias de
granulécitos e macréfagos (GM-CSF, BioSource Life Technologies-Invitrogen) ou 50
ng/mL de fator estimulador de coldnias de macréfagos (M-CSF, R&D Systems,
Abingdon, United Kingdom) respectivamente, como previamente reportado (KORBEE
et al., 2018). As células foram cultivadas em 10 mL de meio RPMI 1640 (Life
Technologies-Invitrogen) com SFB 10%, 2 mM L-Alanil-L-Glutamina (PAA, Liz,
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Austria) e Penicilina (50 U/mL) - Estreptomicina (50 pg/mL) (ThermoFisher). No dia 3,
foram adicionados mais 5 mL do mesmo meio. No dia 6, os macréfagos M1 foram
coletados usando Tripsina (Sigma-Aldrich) e raspagem com auxilio de cell scraper
(Sigma-Aldrich); os macr6fagos M2 foram coletados apenas usando Tripsina (Sigma-
Aldrich). Os macrofagos coletados foram lavados com 40-50 mL de PBS estéril e
contados usando um contador de células automatizado (CASY, Roche). As células
foram submetidas aos testes de controle de qualidade: imunofenotipagem (avaliacdo da
expressdo dos anticorpos de superficie - CD14-FITC, CD11b-PE, CD163-APC) por
citometria de fluxo; e avaliagdo da producgédo de citocinas (IL-10 e IL-12(p40)) por
ELISA (Figura 8) .
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Figura 8. Controle de qualidade dos macrofagos M1 e M2 derivados do sangue total humano.
Representativo do controle de qualidade da obtencdo de mondcitos e diferenciagdo de macrofagos M1 e
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M2. (A) As células polimorfanucleares (PBMC) foram isoladas a partir de sangue total de doadores
saudaveis por separacdo por Ficoll e os mondcitos separados por sorting usando beads CD14 MACS. O
PBMC total (antes do sorting), a fracdo negativa (CD14 -) e a fragdo positiva (CD14+) apds sorting
foram marcados com anti-CD14 (FITC) e a porcentagem e pureza de monocitos avaliada (85-100%).
Apos 6 dias de diferenciagdo em macrofagos M1 e macrofagos M2, as células foram avaliadas por: (B)
morfologia, macréfagos M1 sdo arredondados e M2 tém forma de haste; (C) citometria de fluxo (M1:
CD14mestvoj CD11bA* / CD163"9%°; M2: CD14¥° / CD11b"™™ / CD163%°) e por ELISA (M1
estimulados por LPS produzem IL-12(p40); M2 estimulados por LPS produzem IL-10).

4.4.2 Cultivo das bactérias e infeccdo de macréfagos

Os estoques das cepas de BCG, rBCG-LTAKG63 e Mtbh H37Rv foram
descongeladas e colocados em cultura em meio MB7H9/OADC/Tw, contendo ou nédo
20 pg/mL Canamicina e incubados a 37 °C com 5% CO; até alcancarem a DOgoo 1,0.
As bactérias foram usadas para infeccdo dos macrofagos in vitro. Um dia antes da
infeccdo, as culturas de Mycobacteria foram diluidas para uma DOsoo correspondente
com o inicio da fase log de crescimento DOsoo ~ 0,4. Culturas de macrofagos M1 e M2
foram inoculados com 100 pL de rBCG-LTAKG63, BCG ou Mth H37Rv (multiplicidade
de infeccdo, MOI, 10) e incubados a 37 °C / 5% CO- por 1 h, 24 h ou 48 h.

4.4.3 Ensaio de sobrevivéncia intracelular e estabilidade da construcdo rBCG-LTAKG3

em infeccdo de macréfagos

Macrofagos M1 e M2 gerados de 4-7 doadores foram infectados com cepas de
rBCG-LTAKG63, BCG ou Mth H37Rv (MOI 10) por 1 h, 24 h e 48 h. Apbs cada
intervalo de tempo, as células foram lavadas com RPMI com alta concentracdo de
gentamicina (50 pg/mL) para eliminar a bactéria extracelular e foram deixadas por 2 h
com RPMI com baixa concentracdo de gentamicina (5 pg/mL). Apds esse periodo, 0
sobrenadante foi removido e as células foram lisadas com agua com 0,05% SDS. Apds
a lise, o homogenato foi diluido 5, 25, 125 ou 375 vezes e plaqueado em
MB7H10/OADC contendo ou ndo 20 pug/mL de Canamicina. Apos cerca de 15 dias, a

UFC foi visualizada em microscépio e contada.

4.4.4 Extracdo de RNA, dcRT-MLPA e anélises

Apols 24 h e 48 h de infeccdo dos macréfagos M1 e M2 com rBCG-LTAKG3,
BCG ou Mtb H37Rv (MOI 10), as células infectadas foram coletadas em 350 pL de

Trizol (Trizol®, Life Technologies). A extracdo de RNA foi realizada seguindo
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protocolo previamente descrito no item 4.3.3, as quantidades dos reagentes foram
adequadas para 350 pL de Trizol.

A técnica de dual-color Reverse Transcriptase Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (dcRT-MLPA) foi realizada como descrito anteriormente
(JOOSTEN et al., 2012; HAKS et al., 2015). Brevemente, para cada sequéncia alvo
especifica, primers RT especificos foram desenhados flanqueando as sequéncias alvo a
serem amplificadas. Em seguida foi realizada a transcricdo reversa de 100 ng
(macrofagos M1) ou 25 ng de RNA (macrofagos M2) usando a transcriptase reversa
MMLV (Promega), e as meias-sondas flanqueadoras foram hibridizadas ao cDNA a
60°C overnight. Subsequentemente os fragmentos génicos foram amplificados por PCR
(33 ciclosde 30sa95°C,30sa58 °Ce60sa72°C, sequido por um ciclo de 20 min a
72 °C). Primers e probes usados foram provenientes da Sigma-Aldrich Chemie e
reagentes para realizagdo do MPLA da MRC Holland (Amsterdam, Holanda). Produtos
de amplificacdo de PCR foram diluidos 1:10 em Hi-Di formamide (ThermoFisher)
contendo o marcador padrdo de tamanho GeneScan 400HD ROX (ThermoFisher) e
foram analisados no sequenciador capilar Applied Biosystems em modo GeneScan. Os
dados foram analisados usando o software GeneMapper (Applied Biosystems/Life
Technologies). As éareas atribuidas a cada pico (em unidades arbitrarias) foram
exportadas para mais analises em software Microsoft Excel. Sinais abaixo do valor de
corte para ruido no GeneMapper (area de pico transformada para log> < 7.64) foram
atribuidas ao valor limite para corte de ruido. A normalizacdo dos dados foi realizada

com o gene GAPDH. Os genes avaliados estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Lista de genes analisados por dcRT-MLPA e respectivas fungbes nas quais estédo

predominantemente envolvidos.

Via de sinalizac¢io de Interferon (IFN)

Inflamacao

Crescimento celular/proliferacio

Transporte celular

Ativagdo celular

Proteina ativadora de GTPase

Quimiocinas

Genes associados a resposta Th1/Th2

Genes associados as células mieloides

CD274
FCGRI1A
GBP1
GBP2
GBP5
IFI6
IFI16
IFI35
IF144
IF144L
IFTH1
IFIT2
IFIT3
IFITS
IFITM3
INDO
IRF7
OAS1
OAS2
OAS3
SOCS1
STAT1
STAT2
TAP1
TAP2

TNIP1

BMP6
VEGF

KIF1B

SLAMEF7
LYN
HCK

ASAP1

CXCL9
CCLI11
CX3CL1

CXCL10
IL6

CD14
CCL3
CCL4
IL12B
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4.4.5 Producdo de citocinas pelos macréfagos infectados

O sobrenadante das células foi coletado 24 h e 48 h ap6s infeccdo com rBCG-
LTAKG63 ou BCG e a producéo das citocinas, 1L12(p70), TGF-a, MCP-3, MDC, TNF-
B, Eotaxina, Fractalkina, SCD40L, IL-1a, IL-2, IL-4, IL-3, IL-5, IL-9, IL-10, IL-15, IL-
17, IFN-y, IP-10, TNF-o, IL-1p, IL-6, 1L12(p40), IL-7, IL-13, IFNA2, TGF-a, EGF,
VEGF, FGF-2, PDGF-AA, PDGF-AB-BB, Fit-3L, G-CSF, GM-CSF, RANTES, foi

avaliada usando Milliplex (Merck Millipore).
4.5 Anélises estatisticas

Para avaliacOes estatisticas, os resultados foram colocados em uma planilha e os
testes estatisticos One-way ANOVA ou Repeated-measures (RM)-ANOVA ou teste
Student’s t foram realizados, dependendo do tipo de andlise requerida, com o apoio
instrumental do software “GraphPad Prism 7” (Prism Software, Irvine, CA, USA). Os
dados foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05 ou quando o
valor de P é indicado.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo da resposta imune inata in vivo

5.1.1 Recrutamento de células induzido por r BCG-LTAKG3 no peritdnio

Ao avaliarmos o perfil das células recrutadas ao lavado peritoneal 24 h apds a
inoculagdo i.p. de BCG ou rBCG-LTAKG3, verificamos o aumento significativo no
numero de células totais e neutrofilos quando comparamos com o grupo Salina. Apesar
do nimero maior de macréfagos nos animais inoculados com BCG ou rBCG-LTAKG3,
ndo houve diferenca estatistica entre eles ou em relacdo ao grupo Salina. Também nao
houve alteracdo no numero de linfocitos (Figura 9A). Aos 7 dias apds a inoculacdo, de
modo semelhante a 24 h, vemos um numero estatisticamente maior de células totais e
neutrofilos. Ocorre um aumento no nimero de macréfagos nos animais imunizados com
BCG ou rBCG-LTAKG63 em relacdo a 24 h; e em comparagdo com o grupo Salina, o
namero de macrdfagos é estatisticamente maior nos animais imunizados com BCG ou
rBCG-LTAKG63. O numero de linfécitos foi estatisticamente maior (P < 0,05) no
peritbnio dos animais inoculados com rBCG-LTAK63 quando comparamos com 0S
grupos Salina e BCG (Figuras 9B). No 15° dia ap6s a inocula¢do, o nimero de células
totais ja ndo € significativo nos animais imunizados com BCG ou rBCG-LTAKG63.
Ainda é possivel ver diferenca estatistica no niamero de neutréfilos ao compararmos
com o grupo Salina. O namero de linfocitos foi estatisticamente maior no lavado
peritoneal dos animais inoculados com BCG ou rBCG-LTAKG63 quando comparamos
com o grupo Salina. Nao houve diferenca no nimero de macrdfagos entre 0s grupos
estudados (Figura 9C).
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Figura 9. Recrutamento de células 24 h, 7 dias e 15 dias ap6s inoculagdo intraperitoneal de rBCG-
LTAK63 e BCG. Camundongos BALB/c (n= 5) foram inoculados por via intraperitoneal com BCG ou

rBCG-LTAKG3 (1 x 10° UFC/animal) e um grupo controle recebeu Salina. As células peritoneais foram
coletadas (A) 24 h, (B) 7 dias e (C) 15 dias ap6s a inoculacdo para contagem diferencial (células totais,
macrofagos, neutréfilos e linfécitos) e imunofenotipagem por citometria de fluxo. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) entre os grupos
indicados (one-way ANOVA).

5.1.2 Producdo de 6xido nitrico (NO), peroxido de hidrogénio (H-O») e citocinas

inflamatérias

Avaliamos a producdo de NO pelas células do peritdnio 24 h e 7 dias ap6s a

inoculagéo i.p. de BCG ou rBCG-LTAKG63. Apos 24 h, os animais que receberam
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rBCG-LTAKG63 produziram espontaneamente uma concentracdo de NO estatisticamente
maior (P < 0,05) que os animais do grupo BCG ou Salina (Figura 10A). Aos 7 dias ndo

foi detectada producdo de NO nos grupos de estudo.

Verificamos elevada producdo de H20: cerca de 24 h apos inoculacgdo i.p. de
BCG ou rBCG-LTAKG3. Essa producdo foi estatisticamente maior ao compararmos
com o grupo Salina (Figura 10B). Ja aos 7 dias, nota-se uma liberagéo estatisticamente
maior de H202 nos animais imunizados com rBCG-LTAKG63 em relagdo ao grupo BCG

e em relacdo ao grupo Salina (Figura 10E).

Ao avaliarmos a producdo de citocinas 24 h ap6s a inoculagdo i.p., vemos que
ndo houve diferenca na produgdo de IFN-y e TNF-a entre os grupos (Figuras 10C,
10D). No entanto, apds 7 dias vemos a producdo de IFN-y estatisticamente maior nos
animais que receberam BCG ou rBCG-LTAK63 quando comparamos com 0 grupo
Salina (Figura 10F). Apenas os animais inoculados com rBCG-LTAKG63 apresentaram
significativa produgdo de TNF-a quando comparamos com o grupo Salina (Figura
10G).
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Figura 10. Produgdo de NO, H20O: e citocinas inflamatérias pelas células peritoneais dos animais 24
h e 7 dias apds inoculagédo de rBCG-LTAKG63 e BCG. Camundongos BALB/c (n=5) foram inoculados

por via intraperitoneal com BCG ou rBCG-LTAK®G3 (1 x 10° UFC/animal) e um grupo controle recebeu
Salina. A concentragdo de (A) nitritos, (B) H202, (C) IFN-y e (D) TNF-a foram quantificadas no
sobrenadante da cultura de células peritoneais coletadas 24 h ap6s inoculacdo de BCG ou rBCG-
LTAK®B3. As concentragdes de (E) H20,, (F) IFN-y e (G) TNF-a foram quantificadas no sobrenadante da
cultura de células peritoneais coletadas 7 dias apds inoculacdo de BCG ou rBCG-LTAKG63 As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) entre os grupos
indicados (one-way ANOVA).

5.2 Inducéo da resposta imune adaptativa ap6s imunizacéo e apés o desafio

5.2.1 Resposta imune induzida por rBCG-LTAK63 em camundongos BALB/c 90 dias

apos imunizacdo

O perfil de citocinas Th1/Th2/Th17 induzido foi avaliado no pulméo dos
animais 90 dias ap0s a imunizacdo s.c. com BCG ou rBCG-LTAK®G3. Verificou-se que
a imunizacdo s.c. com rBCG-LTAK®G3 induziu uma producéo estatisticamente maior (P
< 0,05) de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17 e IL-10 quando comparado com o BCG. Houve
uma producdo estatisticamente significante de 1L-2 no grupo imunizado com BCG ou
rBCG-LTAK63 em relacdo ao grupo controle, no entanto nenhuma diferenca foi

observada entre eles (Figura 11).
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Figura 11. Produgdo de citocinas no pulmdo dos animais imunizados com rBCG-LTAKG3.
Camundongos BALB/c (n= 4-5 animais) foram imunizados por via subcutdnea com BCG ou rBCG-

LTAKG3 (1 x 106 UFC/animal) e um grupo recebeu Salina. Os pulmdes foram coletados 90 dias ap6s
imunizacdo e estimulados com extrato de Mth por 24 h ou 48 h. A producéo de citocinas foi avaliada por
citometria de fluxo. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas (*P < 0,05; **P <
0,01; ***P < 0,001 ) entre os grupos indicados (one-way ANOVA).

5.2.2 Cinética da carga bacilar no pulmdo de animais BALB/c imunizados apds a
infeccdo com Mth H37Rv

Para verificar a cinética da carga bacilar ao longo do desafio, coletamos o
pulmdo de camundongos BALB/c nos dias 7, 15 e 30 dias ap0s o desafio com a cepa
virulenta de Mtb H37Rv para determinar o nimero de UFC, como esta descrito na
Figura 7. Verificou-se que até o 15° dia apos o desafio houve um aumento da carga

bacilar nos pulmdes dos animais de todos os grupos. Vemos que do 15° ao 30° dia a
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carga bacilar nos pulmdes dos animais dos grupos BCG e Salina continua aumentando.
Por outro lado, a partir do 15° dia, a carga bacilar nos animais imunizados com rBCG-
LTAKG63 comeca a diminuir, levando a uma reducéo significativa (P < 0,05) de cerca de
2.0 logs no ndmero de UFC nos pulmdes desses animais 30 dias ap0s o desafio ao

compararmos com o grupo BCG (Figura 12).
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Figura 12. Cinética da carga bacilar no pulmao dos animais imunizados durante a infecgdo com
Mtb H37Rv. Camundongos BALB/c (n= 7-10) foram imunizados por via subcutdnea com BCG ou

rBCG-LTAK®BE3 (1 x 10° UFC/animal) e um grupo recebeu Salina. Os animais foram desafiados com a
cepa virulenta de Mtb H37Rv 90 dias apds a imunizacdo. Os pulmdes foram coletados e plaqueados para
avaliacdo do nimero de UFC nos dias 7, 15 e 30 ap6s o desafio. Os resultados representam um de dois
experimentos independentes com resultados similares. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas (**P < 0,01) quando comparadas com o grupo BCG (one-way ANOVA).

5.2.3 Resposta imune celular induzida pela imunizacdo nos pulmdes dos animais

BALB/c em diferentes intervalos de tempo apds o desafio

Na tentativa de identificar correlatos de protecdo, comparamos a resposta imune
apos imunizacdo com BCG ou rBCG-LTAK63 em um modelo murino de infeccdo de
TB. Aos 7 dias apds o desafio, os pulmdes dos animais imunizados com rBCG-
LTAKG63 apresentaram quantidade estatiscamente maior (P < 0,05) de linfécitos T CD4*
TNF-o" que os pulmdes dos animais do grupo salina. Avaliamos também no periodo de
7 dias, a presenca de células T multifuncionais e verificamos uma maior quantidade de

linfocitos T CD4" IL-2" TNF-o" nos pulmdes dos animais imunizados com rBCG-
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LTAKG3 do que nos animais imunizados com BCG ou Salina, embora ndo tenha sido
significativo. As demais subpopulacées de linfocitos T CD4* IFN-y*, T CD4" IL-2" e T
CD4* IFN-y* TNF-0 ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos de
estudo (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo das células T CD4™" no pulmao dos animais aos 7 dias apés o desafio com Mtb
H37Rv. Camundongos BALB/c (n= 3-4 animais) foram imunizados por via subcutanea com BCG ou

rBCG-LTAK®B3 (1 x 10° UFC/animal) e um grupo recebeu Salina. Os animais foram desafiados com a
cepa de Mtb H37Rv 90 dias ap6s a imunizagdo. No dia 7 ap6s a infeccdo, os pulmdes foram coletados e a

producdo intracelular de citocinas das células T CD4* foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados
representam um de dois experimentos independentes com resultados similares. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas (P < 0,05) quando comparadas com o grupo BCG (one-way
ANOVA).

Ao avaliarmos a producéo de citocinas 7 dias apés o desafio, verificamos que 0s
animais imunizados com rBCG-LTAKG63 apresentaram concentragdes estatisticamente
maiores (P < 0,05) de IL-6 e IL-10 quando comparamos com 0 grupo Salina; essas
citocinas também mostraram a tendéncia de estarem elevadas ao compararmos com o
grupo BCG. Os animais imunizados com rBCG-LTAKG63 apresentaram tendéncia de
produzirem menores niveis de IL-2, IFN-y ¢ TNF-o que os animais imunizados com
BCG. Os animais imunizados com BCG, por sua vez, apresentaram niveis
estatisticamente maiores de IL-2, IFN-y e TNF-a quando comparamos com o grupo

Salina. N&o houve diferenca nos niveis de IL-17 e ndo houve producgéo de IL-4 (Figura
14).
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Figura 14. Producdo de citocinas no pulméo dos animais imunizados com rBCG-LTAKGB3.
Camundongos BALB/c (n=4-5 animais) foram imunizados por via s.c. com BCG ou rBCG-LTAK®63 (1 x

10° UFC/animal) e um grupo recebeu Salina. Os animais foram desafiados com a cepa de Mtb H37Rv 90
dias apds a imunizacdo. No dia 7 apds a infec¢do, os pulmdes foram coletados e estimulados em cultura
com extrato de Mth. Apo6s 48 h, a producdo de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. Os
resultados representam um de dois experimentos independentes com resultados similares. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas (*P < 0,05; **P < 0,01) entre os grupos indicados (one-
way ANOVA).

Aos 15 dias apos o desafio, os pulmd@es dos animais imunizados com rBCG-
LTAKG63 apresentaram quantidade significativamente maior de linfécitos T CD4" TNF-
a" que os pulmdes dos animais do grupo BCG (P < 0.05). Avaliamos também no
periodo de 15 dias, a presenca de células T multifuncionais e verificamos uma
quantidade estatisticamente maior de linfocitos T CD4" IL-2* TNF-a* nos pulmdes dos
animais imunizados com rBCG-LTAKG63 do que nos animais imunizados com BCG. As
demais subpopulacGes de linfocitos T CD4* IFN-y", T CD4" IL-2* e T CD4" IFN-y*

TNF-o ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos de estudo (Figura 15).
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Figura 15. Avaliacdo das células T CD4™ no pulm&o dos animais aos 15 dias ap6s o desafio com Mth
H37Rv. Camundongos BALB/c (n= 3-4 animais) foram imunizados por via s.c. com BCG ou rBCG-

LTAKGB3 (1 x 106 UFC/animal) e um grupo recebeu Salina. Os animais foram desafiados com a cepa de
Mtb H37Rv 90 dias ap6s a imunizagdo. No dia 15 apds a infeccdo, os pulmdes foram coletados e a

producdo intracelular de citocinas das células T CD4* foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados
representam um de dois experimentos independentes com resultados similares. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas (P < 0,05) quando comparadas com o grupo BCG (one-way
ANOVA).

Ao avaliarmos a producdo de citocinas 15 dias ap6s o desafio, os animais
imunizados com rBCG-LTAKG63 apresentaram niveis estatisticamente menores (P <
0,05) de IFN-y e TNF-0 quando comparamos com o grupo BCG; assim como aos 7
dias, apresentaram niveis maiores de IL-10 quando compramos com o grupo Salina. As
demais citocinas ndo apresentaram diferengas entre os grupos e ndo houve producéo de
IL-4 (Figura 16).
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Figura 16. Producdo de citocinas no pulmdo dos animais imunizados com rBCG-LTAK®B3.
Camundongos BALB/c (n=4-5 animais) foram imunizados por via s.c. com BCG ou rBCG-LTAK®63 (1 x

10° UFC / animal) e um grupo recebeu apenas salina. Os animais foram desafiados com a cepa de Mth
H37Rv 90 dias apos a imunizacdo. No dia 15 apo6s a infecgdo, os pulmdes foram coletados e estimulados
em cultura com extrato de Mth. Ap6s 48 h, a producédo de citocinas foi avaliada por citometria de fluxo.
Os resultados representam um de dois experimentos independentes com resultados similares. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas (P < 0,05) quando comparadas com o grupo
BCG (one-way ANOVA).

5.2.4 Protecdo induzida pelo rBCG-LTAK63 em animais C57BL/6 ap6s o desafio com

a cepa virulenta de Mth H37Rv

Avaliamos a eficacia protetora do rBCG-LTAK63 em outra linhagem de
camundongos, a C57BL/6. Foi observado uma redugéo significativa (P < 0,05) da carga
bacilar de cerca de 1,3 logs no numero de UFC nos pulmdes dos animais imunizados
rBCG-LTAKG63 em relagédo ao grupo BCG (Figura 17).

O peso dos animais imunizados foi acompanhado diariamente até o vigésimo
quarto dia antes da coleta dos pulmdes. Pode-se notar que no 20° dia de infecgdo 0s
animais imunizados com rBCG-LTAK63 ndo apresentavam reducdo de peso,
apresentando uma pequena variacdo ao longo dos dias. Ja os animais imunizados com

BCG ou os que receberam Salina, no 20° dia, apresentavam reducdo de peso e tiveram
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uma variagcdo maior ao longo do tempo até o0 momento de serem sacrificados. A partir
do 18° dia ap6s o desafio, os animais do grupo Salina apresentaram peso
estatisticamente menor em relacdo aos animais do grupo rBCG-LTAK®63 (Figura 17).

N&o houve diferenca de peso estatistica entre o grupo rBCG-LTAKG63 e BCG.
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Figura 17. Protecdo dos animais C57BL/6 imunizados com rBCG-LTAKG®63 contra a cepa virulenta
de Mtb H37Rv. Camundongos C57BL/6 (n= 8-10 animais) foram imunizados por via s.c. com BCG ou

rBCG-LTAK®B3 (1 x 10° UFC / animal) e um grupo recebeu Salina. Os animais foram desafiados com a
cepa virulenta de Mth H37Rv 90 dias apds a imunizagdo. Cerca de 30 dias ap6s o desafio, os pulmdes
foram coletados e plaqueados para avaliagdo do nimero de UFC. O peso dos animais foi acompanhado
apos o desafio. As diferencgas foram consideradas estatisticamente significativas (*P < 0,05; **P < 0,01;
***P < 0,001) entre os grupos indicados (one-way ANOVA).

5.2.5 Andlises histopatoldgicas

A anélise histopatologica do pulmdo é um importante parametro para avaliar a
protecdo para TB. Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram imunizados com BCG ou
rBCG-LTAKG63, ou receberam Salina. Os pulmdes dos animais foram coletados para
andlise histopatoldgica aos 15 e 30 dias ap6s desafio com Mtb H37Rv. Pulmdes de

animais que nao foram nem imunizados nem desafiados foram usados como Controle.

Os animais imunizados com rBCG-LTAKG63 apresentaram menor infiltrado
celular e menor reducdo da area alveolar quando comparado com 0s imunizados com
BCG, tanto aos 15 dias ap06s o desafio para os animais BALB/c (Figura 18 A), quanto
aos 30 dias ap0s o desafio para os animais C57BL/6 (Figura 18B).
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Figura 18. Anélises histopatoldgicas dos pulmdes dos animais imunizados com rBCG-LTAK®63 no
15° e 30° dia apo6s o desafio. (A) Aos 15 dias apds o desafio com a cepa de Mtb H37Rv, os pulmdes dos
animais BALB/c imunizados com BCG ou rBCG-LTAK®E3, dos que receberam Salina e dos animais
controle ndo desafiados (controle), foram coletados para analise histopatoldgica. As imagens mostram
cortes histoldgicos representativos de cada grupo corados com HE (40x magnificacdo). (B) Aos 30 dias
apos o desafio com a cepa de Mtb H37Rv, os pulmdes dos animais C57BL/6 imunizados com BCG ou
rBCG-LTAK®G3, dos que receberam Salina e dos animais controle ndo desafiados (controle), foram
coletados para analise histopatoldgica. As imagens mostram cortes histoldgicos representativos de cada
grupo corados com HE (40x magnificacéo).

5.2.6 Expresséo de genes relacionados a resposta imune no PBMC e no sangue total

Verificamos que ndo houve diferenca entre 0s grupos na expressdo de IFN-y e
TNF-a no PBMC 60 dias ap6s imunizacéo, 1 e 7 dias ap6s o desafio.

Ao avaliarmos a expressao de citocinas no sangue total, 7 dias apds o desafio,
vemos niveis semelhantes da expressao de genes relacionados as citocinas IFN-y, TNF-
a, IL-6 e TGF-p entre os grupos de estudo. Os animais imunizados com rBCG-LTAK63
apresentaram a tendéncia de expressar maiores niveis da quimiocina CXCL9 (Figura
19).
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Figura 19. Expressao de genes relacionados a resposta imune no sangue total. Os animais foram

imunizados por via subcutdnea com BCG ou rBCG-LTAK®63 (1x106 UFC/animal). Um grupo controle
recebeu Salina. Apds 90 dias de imunizagédo, os animais foram desafiados com a cepa Mtb H37Rv. No dia
7 ap6s o desafio o sangue foi coletado. No sangue total, a expressdo génica relativa de citocinas foi
avaliada por gqRT-PCR. N&o houveram diferengas estatisticamente significativas (P < 0,05) (one-way
ANOVA).

5.3 Avaliacdo da resposta imune induzida em macrofagos in vitro

5.3.1 Estabilidade da construcdo rBCG-LTAKG63 em macréfagos M1 e M2: cinética da

carga bacilar intracelular

A expressdo de proteinas heter6logas em micobactérias pode ser influenciada
por vérios fatores nas condig@es in vitro e in vivo (BASTOS et al., 2009; DA COSTA et
al., 2014). Apos a infeccdo de macréfagos com as diferentes micobactérias, a UFC de
rBCG-LTAKG63 recuperada de macr6fagos M1 e M2 foi similar a de BCG (Figura
20A). A expressdo do plasmideo contendo o LTAKG63 também foi estavel em
macrofagos M1 e M2 até 48 h apds infeccdo, como é observado na UFC plaqueada em
MB7H10/OADC/Tw com ou sem Canamicina (Figure 20B).
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Figura 20. Estabilidade de rBCG-LTAK63 em macréfagos M1 e M2 avaliados pela cinética da
carga intracelular de bactéria. (A) Macréfagos M1 e M2 de 4-7 doadores foram infectados com rBCG-
LTAKG63 ou BCG (MOI 10) e a carga bacteriana intracelular foi recuperada 1 h, 24 h ou 48 h ap6s
infecgdo. (B) Carga bacteriana recuperada de macrofagos infectados com rBCG-LTAKG3 foi plaqueada
em meio MB7H10/OADC/Tw com ou sem Canamicina.

5.3.2 Perfil de genes diferencialmente expressos em macréfagos M1 infectados com
rBCG-LTAKG3, BCG e Mth H37Rv

Macrofagos M1 infectados com rBCG-LTAK63 ap6s 24 h apresentaram 22
genes diferencialmente expressos (expressao relativa aos macréfagos M1 ndo
infectados), enquanto os infectados com BCG apresentaram 15 genes diferencialmente
expresso; sendo que 14 desses genes foram em comum (Figura 21A). Entre todos os
genes analisados (Figura 21B), os genes IFIT3, OAS3 e CXCL9 foram regulados
positivamente (P < 0,05) quando comparamos os macr6fagos M1 infectados com rBCG-
LTAKG63 com os infectados com BCG; e o0 gene ASAP1 foi regulado negativamente nos
macrofagos M1 infectados com rBCG-LTAK63 quando comparado com os infectados
com Mtb H37Rv (Figura 21C). As diferengas entre os grupos BCG e Mtb H37Rv foram
menores, como evidenciado no heat map, apenas o gene INDO foi regulado
positivamente nos infectados com BCG (Figura 21B).
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Figura 21. Macré6fagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentam maior nuimero de genes diferencialmente expressos relacionados a um perfil
inflamatério. Macréfagos M1 de 4 doadores foram infectados com rBCG-LTAK®63, BCG ou Mth H37Rv por 24 h e 0 RNA foi isolado para avaliagdo de expressdo génica
por dcRT-MLPA. (A) Diagrama de Venn dos genes diferencialmente expressos em macrofagos M1 infectados com rBCG-LTAKG3 ou BCG (expressdo relativa aos
macrdéfagos M1 ndo infectados). (B) Heat map da expressdo de genes relacionados a resposta imune em macrdéfagos M1 infectados com rBCG-LTAK63, BCG ou Mtb
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H37Rv (expressao relativa aos macréfagos M1 ndo infectados) e diferencas estatisticas (valores de P) na comparacdo de macréfagos M1 infectados com: rBCG-LTAKG3
versus BCG; rBCG-LTAKG63 versus Mtb H37Rv; BCG versus Mtb H37Rv. (C) Genes diferencialmente expressos em macrdfagos M1 infectados com rBCG-LTAKG3
qguando comparado com os infectados com BCG (IFIT3, OAS3, CXCL9) ou Mth H37Rv (ASAPL). Diferengas estatisticas foram determinadas por Student’s ¢ teste

(P<0,05).
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Apos 48 h, os macréfagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentaram 22
genes diferencialmente expressos (expressao relativa aos macréfagos M1 nédo infectados),
enquanto os infectados com BCG apresentaram 18 genes diferencialmente expressos;
sendo que 16 desses genes foram em comum (Figura 22A). Nenhuma diferenca foi
observada quando comparamos os macrofagos M1 infectados com rBCG-LTAK63 com 0s
infectados com BCG (Figura 22B). Os genes HCK e VEGF foram regulados positivamente
e 0 gene CD14 foi regulado negativamente nos macréfagos M1 infectados com rBCG-
LTAKG63 quando comparado com os infectados com Mtb H37Rv (P < 0,05). Maiores
diferencas foram observadas entre macréfagos M1 infectados com BCG e Mtb H37Rv; os
genes IFI35, GBP2, IFI44, IFI44L, OAS3, TAP1, TAP2, FCGR1A, CCL3, IFI6, IFIT2,
SLAMF7, CCL4, CD14 e KIF1B foram regulados negativamente e os genes IFIT3 e HCK
foram regulados positivamente nos macrofagos M1 infectados com BCG (Figura 22B).
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Figura 22. Macré6fagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentam maior ndimero de genes diferencialmente expressos relacionados a um perfil
inflamatério. Macréfagos M1 de 4 doadores foram infectados com rBCG-LTAK®63, BCG ou Mth H37Rv por 48 h e 0 RNA foi isolado para avaliacdo de expressao génica
por dcRT-MLPA. (A) Diagrama de Venn dos genes diferencialmente expressos em macréfagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63 ou BCG (expressdo relativa aos
macr6fagos M1 ndo infectados). (B) Heat map da expressdo de genes relacionados a resposta imune em macrofagos M1 infectados com rBCG-LTAK63, BCG ou Mtb
H37Rv (expressdo relativa aos macréfagos M1 ndo infectados) e diferencas estatisticas (valores de P) na comparacgéo de macréfagos M1 infectados com: rBCG-LTAK63
versus BCG; rBCG-LTAK63 versus Mtb H37Rv; BCG versus Mth H37Rv. Diferencas estatisticas foram determinadas por Student’s t teste (P<0,05).
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5.3.3 Perfil de genes diferencialmente expressos em macréfagos M2 infectados com
rBCG-LTAKG3, BCG e Mth H37Rv

Ap0s 24 h, os macrofagos M2 infectados com rBCG-LTAKG3 apresentaram 1 gene
diferencialmente expresso (expressao relativa aos macrofagos M2 néo infectados), assim
como os infectados com BCG; eles ndo apresentaram nenhum gene diferencialmente
expresso em comum (Figura 23A). Entre todos os genes analisados (Figura 23B), os genes
TAP1 e GBP1 foram regulados positivamente (P < 0,05) quando comparamos 0S
macrofagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63 com os infectados com BCG; e 0s genes
TAP1, HCK e INDO foram regulados positivamente nos macréfagos M2 infectados com
rBCG-LTAKG63 quando comparado com os infectados com Mtb H37Rv (Figura 23C). As
diferencas entre os grupos BCG e Mtb H37Rv foram menores, como evidenciado pelo heat

map, nenhum gene foi diferencialmente expresso (Figura 23B).
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Figura 23. Macrofagos M2 infectados com rBCG-LTAKG3 apresentam maior nuimero de genes diferencialmente expressos relacionados a um perfil
inflamatorio. Macrofagos M2 de 4 doadores foram infectados com rBCG-LTAKE3, BCG ou Mtb H37Rv por 24 h e 0 RNA foi isolado para avaliacdo de expressdo génica
por dcRT-MLPA. (A) Diagrama de Venn dos genes diferencialmente expressos em macr6fagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63 ou BCG (expressdo relativa aos
macrofagos M2 néo infectados). (B) Heat map da expresséo de genes relacionados a resposta imune em macréfagos M2 infectados com rBCG-LTAK63, BCG ou Mth
H37Rv (expressdo relativa aos macréfagos M2 ndo infectados) e diferencas estatisticas (valores de P) na comparacao de macréfagos M2 infectados com: rBCG-LTAK6G3
versus BCG; rBCG-LTAKG63 versus Mth H37Rv; BCG versus Mtb H37Rv. (C) Genes diferencialmente expressos em macrdfagos M2 infectados com rBCG-LTAK63
quando comparado com os infectados com BCG ou Mth H37Rv. Diferengas estatisticas foram determinadas por Student’s t teste (P<0,05).
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Apols 48 h, os macréfagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentaram 10
genes diferencialmente expressos (expressao relativa aos macréfagos M2 nédo infectados),
enquanto os infectados com BCG apresentaram 17 genes diferencialmente expressos;
sendo que 6 desses genes foram em comum (Figura 24A). Entre todos os genes analisados
(Figura 24 B), os genes TNIP1, SLAMF7, CD14, IL6 e HCK foram regulados
positivamente (P < 0,05) quando comparamos os macrofagos M2 infectados com rBCG-
LTAKG63 com os infectados com BCG; e 0 gene CD14 foi regulado positivamente quando
comparamos 0s macrofagos M2 infectados com rBCG-LTAK63 com os infectados com
Mtb H37Rv (Figura 24C). O gene CD14 foi regulado positivamente e os genes CCL3, e
INDO foram regulados negativamente quando comparamos 0s macrofagos M2 infectados
com BCG com os infectados com Mtb H37Rv (Figura 24B).
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Figura 24. Macrofagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentam maior ndmero de genes diferencialmente expressos relacionados a um perfil
inflamatorio. Macrofagos M2 de 4 doadores foram infectados com rBCG-LTAK6E3, BCG ou Mtb H37Rv por 48 h e 0 RNA foi isolado para avaliagdo de expressao génica
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por dcRT-MLPA. (A) Diagrama de Venn dos genes diferencialmente expressos em macréfagos M2 infectados com rBCG-LTAKG3 ou BCG (expressdo relativa aos
macr6fagos M2 néo infectados). (B) Heat map da expresséo de genes relacionados a resposta imune em macréfagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63, BCG ou Mth
H37Rv (expressdo relativa aos macréfagos M2 ndo infectados) e diferencas estatisticas (valores de P) na comparacao de macréfagos M2 infectados com: rBCG-LTAK6G3
versus BCG; rBCG-LTAKG63 versus Mth H37Rv; BCG versus Mtb H37Rv. (C) Genes diferencialmente expressos em macréfagos M2 infectados com rBCG-LTAK63
quando comparado com os infectados com BCG ou Mth H37Rv. Diferengas estatisticas foram determinadas por Student’s t teste (P<0,05).
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5.3.4 Macréfagos M1 infectados com rBCG-LTAKG3 apresentam maior producédo de

citocinas inflamat6rias

Avaliamos a producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de macréfagos
M1 infectados com rBCG-LTAKG63 ou BCG apds 48 h ou macrofagos ndo infectados
como controle. Os macrofagos M1 infectados com rBCG-LTAK63 ou BCG
apresentaram elevados niveis de producéo de citocina quando comparados com 0s nédo
infectados (Figura 25A). A producéo de IL-12(p70), TNF-B e IL-15 foi estatisticamente
maior nos macrofagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63 quando comparado com 0s
infectados com BCG; a producdo de IL-17A, IFNA2, TNF-a, Fractalkina, IL-10, VEGF
e Fit3L foi estatisticamente maior no grupo rBCG-LTAK63 quando comparado com 0s
néo infectados (Figura 25B). As demais citocinas avaliadas néo apresentaram diferencas
estatisticas.
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Figura 25. Macro6fagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentam maior producdo de
citocinas inflamatdrias. Macrdfagos M1 provenientes de 4 doadores foram infectados com rBCG-
LTAKG3 ou BCG por 48h e o sobrenadante foi coletado para avaliacdo da producdo de citocinas por
Luminex. (A) Heat map da produgéo de citocinas em macréfagos M1 infectados com rBCG-LTAK63 ou
BCG (expressdo relativa aos macréfagos M1 nédo infectados). (B) Diferencas estatisticas na producao de
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citocinas em macrdfagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63 ou BCG. As diferencas estatisticas foram
determinadas por RM — ANOVA (P<0.05).

5.3.5 Macrofagos M2 apresentam maior producio de citocinas inflamatérias

NOs avaliamos a producdo de citocinas em sobrenadante de cultura de
macrdofagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63 ou BCG ap0ds 48 h ou macrofagos ndo
infectados como controle. Os macréfagos M2 infectados com rBCG-LTAK63 ou BCG
apresentaram elevados niveis de producéo de citocina quando comparados com 0s nédo
infectados (Figura 26A). A producdo de MCP-3 e EGF foi significativamente elevada
nos macréfagos M2 infectados com rBCG-LTAK63 quando comparado com o0s
infectados com BCG; a producédo de IL-6, IFN-y, IL-9, IL-7, Fractalkine, TGF-a e IL-
12(p70) foi significativamente maior no grupo rBCG-LTAKG63 quando comparado com
os nao infectados (Figura 26B). Apesar das outras citocinas serem produzidas em niveis

elevados, ndo apresentaram diferencas estatisticas.
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Figura 26. Macrofagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentam maior produgdo de
citocinas inflamatorias. Macrofagos M2 provenientes de 4 diferentes doadores foram infectados com
rBCG-LTAKG3 ou BCG por 48 h e o sobrenadante foi coletado para avaliacdo da producdo de citocinas
por Luminex. (A) Heat map da producéo de citocinas em macrofagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63
ou BCG (expressdo relativa aos macréfagos M2 ndo-infectados). (B) Producdo de citocinas em
macro6fagos M2 infectados com rBCG-LTAKG3 ou BCG. Diferencas estatisticas foram determinadas por
RM — ANOVA (P<0.05).
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6 DISCUSSAO

6.1 rBCG-LTAK63 induz recrutamento de células para o peritdnio, producdo de

espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e citocinas inflamatorias

A resposta imune inata inicia-se com o0 recrutamento de células, como
neutrofilos, macrofagos, células dendriticas. Sabe-se a importancia do papel de células
fagociticas no inicio da resposta para TB, sendo o Mtb um microrganismo intracelular
(ERNST, 2012). Assim, avaliar o potencial de recrutamento de células induzido pelo
rBCG-LTAKG3 é importante na busca pelos mecanismos imunes iniciais que poderiam
levar a protecdo contra TB. O modelo de imunizacdo intraperitoneal, que vem sendo
usado por outros grupos de pesquisa (DESEL et al., 2011), nos permite avaliar o
potencial de recrutamento de células e resposta imune inicial induzido pelo rBCG-
LTAK63 uma vez que a populagdo de células predominante no lavado peritoneal é
composta predominantemente por macrofagos e células imigrantes. Observamos que
rBCG-LTAKG63 e BCG induziram aumento de células totais e neutréfilos apds 24 h, que
permaneceram aumentados até 7 dias apds inoculacio intraperitoneal. E possivel notar
um infiltrado maior de macrdéfagos aos 7 dias apds inoculacdo intraperitoneal com
rBCG-LTAKG63 ou BCG. O numero de linfdcitos foi estatisticamente maior no periténio
dos animais inoculados com rBCG-LTAKG63 quando comparamos com o grupo controle
e BCG aos 7 dias.

A producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e citocinas
inflamatdrias sdo importantes indicadores de ativacdo das células. Sabe-se que
macrofagos sao ativados por IFN-y e TNF-0, matando 0 Mtb através do burst oxidativo
(producdo de NO e H>07) (CHAN et al., 1992). Assim, é possivel ver a importancia da
producdo significativa de NO ap6s 24 horas no grupo inoculado com rBCG-LTAKG3,
juntamente com a produgdo de H»O- e citocinas inflamatérias como IFN-y e TNF-a no
periodo de 7 dias. Apesar da producéo significativa de IFN-y também ter sido induzida
pelo BCG, apenas o rBCG-LTAK®G3 induziu niveis significativos de TNF-a quando
comparado com o grupo Salina. A producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e citocinas inflamatdrias indica ativacdo da resposta imune, principalmente
de macréfagos. O papel do Oxido nitrico ndo esta restrito ao processo de killing da
mycobacteria, mas também em induzir a apoptose da célula hospedeira e restringir o
crescimento intracelular do Mtb (BODNAR; SERBINA; FLYNN, 2001). O NO pode
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também estar diretamente envolvido na diferencia¢do dos tipos de células Thl, Th2 e
Th17 (BOGDAN, 2015). Desse modo, temos indicadores de mecanismos iniciais
induzidos pelo rBCG-LTAKG63 que podem estar envolvidos posteriormente no controle
de uma infeccdo por Mtb. A imunofenotipagem dos linfocitos, células dendriticas e
investigacdo dos mecanismos de ativacdo de macrofagos serdo pardmetros importantes

para futuros estudos.

6.2 Perfil Th1/Thl7 de resposta imune é induzido no pulméo pela imunizacdo com
rBCG-LTAKG3

Avaliamos a resposta imune adquirida induzida 90 dias ap6s imunizacdo com
rBCG-LTAK63 ou BCG. Os animais imunizados com rBCG-LTAKG63 apresentaram
aumento de citocinas do tipo Thl assim como Thl7 quando comparados aos
imunizados com BCG. Em um estudo anterior, ja tinhamos observado a inducdo de um
perfil de resposta do tipo Thl e Th17 60 dias ap6s imunizacdo (NASCIMENTO et al.,
2017). A IL-17 é importante para a defesa antimicrobiana através do recrutamento de
neutréfilos e outras funcbes (GAFFEN, 2008). Ha a hipotese de que o aumento da
susceptibilidade ao Mtb por camundongos knockout de IL-17A é relacionado com um
atraso no recrutamento de neutréfilos para o pulméo durante as primeiras semanas de
infeccdo, associado com diminuicéo de IL-6 e IL-10 e aumento de IL-1B (FRECHES et
al., 2013). Sabe-se que células Th17 e Thl produzem IL-10, com a funcdo de atenuar
suas caracteristicas inflamatorias. No entanto, sabe-se que as células Thl sdo mais
importantes que as Th17 na defesa contra microrganismos intracelulares como o Mth
(HUTCHINS; DIEZ; MIRANDA-SAAVEDRA, 2013). Noés observamos que a
imunizacdo com rBCG-LTAKG3 induz um perfil de resposta imune Thl e Thl7, com a
producéo significativa de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17 e IL-10 quando comparado com o
grupo BCG. Sera importante em estudos futuros a caracterizacdo do tipo de linfocitos
envolvidos nessa resposta, se estdo ativados e/ou se sdo de memdria. Muitos estudos
mostram a importancia das diferentes subpopulacées de linfécitos (memoria central e

residentes) na resposta imune protetora para TB (PERDOMO et al., 2016).

6.3 Cinética da indugdo da resposta imune e da carga bacilar apés o desafio em

camundongos BALB/c imunizados e protecédo superior induzida em animais C57BL/6

Buscando identificar correlatos de protecdo, comparamos a resposta imune apés

imunizacdo com BCG ou rBCG-LTAKG63 em um modelo murino de infecgdo de TB. O
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modelo amplamente utilizado para avaliar a eficcia protetora de um candidato vacinal
para TB ainda é a determinacdo do nimero de UFC no pulméo de animais imunizados
apos desafio com uma cepa virulenta de Mth. Em um estudo anterior, verificamos uma
protecdo superior 30, 60, 90 e 120 dias apds desafio induzida pela imunizacdo
subcutanea com rBCG-LTAKG3 quando comparamos com o BCG. A protegéo superior
também foi observada utilizando a cepa Beijing, que é uma cepa hipervirulenta de Mtb
isolada de amostra clinica. Foi observado uma reducéo significativa de 2,0 logs de UFC
no pulmdo dos animais imunizados com rBCG-LTAK63 30 dias apds o desafio ao
compararmos com 0s animais imunizados com BCG (NASCIMENTO et al., 2017).
Investigamos qual seria 0 melhor momento para encontrar possiveis correlatos de
protecdo através da cinética da carga bacilar pulmonar e vimos que no 7° e 15° dia ap6s
0 desafio, 0 nimero de UFC no pulmao dos animais dos diferentes grupos de estudo
estava igual. No entanto entre 0 15° e 0 30° dias a carga bacilar nos animais imunizados
com rBCG-LTAKG3 diminuiu, enquanto nos demais grupos continuou a aumentar.
Assim, percebemos que o perfil de resposta imune induzido nos animais imunizados
com rBCG-LTAK®G63 no periodo ao redor dos 15 dias de infeccdo, poderia indicar
possiveis moléculas do sistema imune que tenham um papel importante na reducéo da

carga bacilar.

Para reforcar essa hipotese, no 15° dia apds o desafio encontramos maiores
diferencas na resposta imune induzida pelo rBCG-LTAKG63 quando comparamos com 0
BCG. Nesse periodo, o candidato vacinal induziu elevada porcentagem de células T
CD4+ produtoras de TNF-a e de células T CD4+ multifuncionais produtoras de IL-2 e
TNF-o. TNF-o tem um papel primordial no processo de controle da infec¢do por Mtb,
agindo sobre uma variedade de células (CAVALCANTI et al., 2012). Um dos papéis
importante é a contribuicdo na formacdo do granuloma, capaz de controlar a progressao
da doenga (MOHAN et al., 2001). Alguns estudos tém associado a presenca de células
multifuncionais com protecdo (DE ROSA et al., 2004). Um achado importante é que a
carga bacilar é similar entre os grupos no 7° e no 15° dia apds o desafio; no entanto, nds
podemos observar que a resposta imune € diferente, principalmente quando avaliamos a
producdo de citocinas no pulmdo. E interessante que foi observado uma producéo
marcante de IL-6 e IL-10 pelas células do pulméo dos animais imunizados com rBCG-
LTAK®G3, enquanto os niveis de IL-2, IFN-y e TNF-o foram similares ou menores que

os dos animais imunizados com BCG. Apesar da maior porcentagem de células T CD4+
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produtoras de TNF-o observada nos animais imunizados com rBCG-LTAKG3, a
producéo total de TNF-a foi menor do que nos imunizados com BCG. Provavelmente, o
pulmé&o contem outros tipos celulares que estdo envolvidos na producdo de TNF-a. Aos
15 dias de infeccdo, também analisamos a histopatologia dos pulmdes e os animais
imunizados com rBCG-LTAKG63 apresentaram menor redugdo da éarea alveolar. E
importante ressaltar que a rede de citocinas envolvida na infeccdo por Mtb é complexa e
um dos grandes desafios no desenvolvimento de uma vacina para TB € promover o
aumento da protecdo sem causar efeitos imunopatolégicos (COOPER, 2009). As
quantidades relativas de IL-10 e IFN-y produzidas pelas células Thl podem influenciar
no balango entre o clearance e a persisténcia da infeccdo por certos patdgenos. A
producdo de IL-10 pelas células Thl pode agir como um regulador para controlar a
patologia associada com uma intensa resposta inflamatéria (HUTCHINS; DIEZ,
MIRANDA-SAAVEDRA, 2013). E reportado que a resposta imune inflamatdria
exacerbada pode romper macréfagos e granulomas, levando a ativacdo da TB
(COOPER, 2009). Previamente, vimos uma resposta similar por PCR em tempo real aos
30 dias apds o desafio. Foi mostrado que o rBCG-LTAK63 modulou a resposta imune
apos o desafio, com aumento da expressdo do gene TGF-B e diminuigdo da expressdo
dos genes relacionados a resposta Thl e Th17 (NASCIMENTO et al., 2017).

E importante verificar protecdo para TB em diferentes linhagens ou modelos
animais, portanto analisamos a protecdo em camundongos C57BL/6. O rBCG-LTAKG63
manteve protecdo superior em camundongos C57BL/6 quando comparado com o BCG,
como observado anteriormente em BALB/c. Os animais imunizados com rBCG-
LTAKG3 tiveram menor perda de peso nos dias apds o desafio. Além disso, aos 30 dias
ap6s o desafio, também analisamos a histopatologia dos pulmdes e os animais
imunizados com rBCG-LTAKG63 apresentaram menor reducdo da area alveolar.

6.4 Expressao de genes relacionados a resposta imune no sangue

Embora os biomarcadores possam ser estudados em qualquer tecido ou fluido
corporal, o sangue periférico é a fonte amplamente utilizada na pratica clinica. Genes,
transcritos, proteinas, lipidios e metabdlitos podem ser medidos no sangue para estudos
de biomarcadores (DAVIES et al., 2005). Neste estudo, avaliamos a expressao de
alguns genes relacionados a resposta imune no PBMC e no sangue total tanto em

animais apenas imunizados como em animais desafiados. O PBMC apresentou um fator
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limitante que foi a quantidade de RNA extraida, sendo possivel a analise por gRT--PCR
de poucos genes. O sangue total permitiu a obtencdo de uma quantidade maior de RNA

e assim a andlise de uma quantidade maior de genes.

Nos ultimos anos tem-se buscado no sangue de humanos, principalmente de
regides endémicas de TB, possiveis marcadores de infeccdo ativa ou latente e até de
protecdo (DEMISSIE et al., 2006; MARTINEZ, V. et al., 2007). E importante ressaltar
que o sitio da infeccdo do Mtb é o pulméo e, por isso, a maioria dos estudos que
utilizam um modelo animal investigam os mecanismos imunolégicos que ocorrem nesse
orgéo.

Como foi citado neste estudo, o PBMC de animais apenas imunizados (sem ser
estimulado), ndo mostrou diferencas significativas na expressdo de genes relacionados a
resposta imune, 0 mesmo ocorreu para 0s animais imunizados e desafiados. Talvez um
desenho experimental utilizando PBMC estimulado com algum antigeno de Mtb poderia
ter indicado a nds resultados mais promissores. O sangue total permitiu a andlise de
mais genes, no entanto, os resultados obtidos também ndo indicaram, entre as citocinas
estudadas, alguma que poderia ser importante no sangue como um possivel correlato de
protecdo. Ainda assim, vemos que € uma fonte que ndo pode ser totalmente descartada e
que precisa ser mais explorada. Pois, temos a variacao observada na expressdo do gene
CXCL9 (monocina induzida por interferon gama), que é conhecida por ser uma
quimiocina quimiotatica de células T. O receptor para esta quimiocina, CXCR3, esta
presente em células T ativadas que sdo recrutadas para pulmdes infectados com Mtb
(KANG, D., 2011). Os animais imunizados com rBCG-LTAK®63 exibiram, 7 dias apds
o desafio, uma tendéncia de expressar maiores niveis de CXCL9 no sangue total ao
compararmos com os grupos BCG e Salina.

Os genes utilizados nesta andlise foram escolhidos devido ao fato de serem mais
descritos na literatura como importantes na resposta imune para TB, genes relacionados
a uma resposta do tipo Thl. Talvez a utilizacdo de uma técnica que permita uma analise
mais global, com um leque maior de genes associados a mecanismos e vias do sistema
imune, possa ser capaz de oferecer um perfil de moléculas diferencialmente expressas

no sangue e/ou pulmé&o que correlacione melhor com a protecéo.
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6.5 rBCG-LTAK63 induz um perfil inflamatério em macréfagos M1 e M2

Para investigar 0s mecanismos ou vias do sistema imune ativados pelo rBCG-
LTAKG63, nos investigamos o perfil de expressdo génica induzido em macréfagos
humanos priméarios. Como a expressao de proteinas heter6logas pode ser influenciada
por vérios fatores das condigdes in vivo e in vitro (SORENSEN; MORTENSEN, 2005;
BASTOS et al., 2009; DA COSTA et al., 2014), inicialmente demonstramos que a
mycobacteria recombinante é estavel em infeccdes em macrofagos humanos primarios e
comparével com o BCG nativo.

Os macréfagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentaram maior
expressao dos genes IFIT3 e OAS3, que fazem parte da via de sinalizagdo do IFN. O
papel da via de sinalizacdo do IFN ainda ndo esta totalmente elucidado. Tem sido
reportada de forma controversa, por vezes considerada benéfica, as vezes prejudicial ao
hospedeiro (SADLER; WILLIAMS, 2008). O gene IFIT3 faz parte das proteinas
induzidas por interferon com repeticdes tetratricopeptidicas (IFITs), fortemente
induzidas pela ativacdo do IFN tipo | (DIAMOND; FARZAN, 2013). Inicialmente, o
papel desse gene é descrito na defesa antiviral, assim como a ativacdo de varios
componentes da via de sinalizagdo do IFN (SADLER; WILLIAMS, 2008). No entanto,
também foi descrito ser positivamente regulado em infec¢cdes bacterianas, como as
micobactérias (MACMICKING, 2012; WU et al., 2012; BOXX; CHENG, 2016;
KOVARIK et al., 2016). A expressdéo do gene da familia IFIT depende do
reconhecimento de padrdes e da via JAK-STAT. Padrdes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs) sdo moléculas associadas a diferentes grupos de patdgenos,
incluindo virus, bactérias, fungos e outros. Receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs) reconhecem diferentes PAMPs durante a infeccdo por patdgenos e ativam
moléculas de sinalizacdo. Como resultado, a ativacdo de receptores conhecidos como
Toll-like (TLRs) e receptores RIG-like (RLRs) induz a expressao génica da familia IFIT
(DIAMOND; FARZAN, 2013). O gene IFIT3 foi descrito como uma molécula
protetora contra a infecgdo viral (WU et al., 2012). E reportado que, apos infeccdo viral
ou bacteriana, a ativacdo da sinalizagdo do IFN induz a producdo da familia da 2'-5'-
oligoadenilato sintetase (OAS) (LI, Y. et al., 2016), que inclui o gene OAS3, que foi
regulado positivamente pela infeccdo com rBCG-LTAKG3. O papel da familia OAS nas
infeccOes bacterianas também ndo estad bem definido. No entanto, tem sido relatado que

induz a sobrevivéncia intracelular de micobactérias, secrecdo de IFN e autofagia
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(TOLEDO PINTO et al., 2018). Outro gene regulado positivamente pela infeccdo por
rBCG-LTAKG3 € o gene codificador da monocina induzida por IFN, o CXCL9, que €
produzida em resposta ao IFN-y e induz inflamagdo com recrutamento de linfocitos
ativados (LOETSCHER et al., 1996; HAN et al., 2017). O CXCL9 é uma molécula
pleiotropica envolvida nos mecanismos da resposta imune inata e adaptativa (SMIT et
al., 2003; KANG, D. D. et al., 2011; DING et al., 2016). Apds 48 h de infeccdo, ndo
foram observadas diferencas quando os macréfagos M1 infectados com rBCG-LTAKG63
foram comparados com os infectados com BCG. No entanto, é interessante notar que as
diferencas observadas entre as infeccGes por rBCG-LTAKG63 e Mtb H37Rv foram
menores que as diferengas entre 0 BCG e o Mtb H37Rv. Os macréfagos M1 infectados
com BCG apresentaram varios genes regulados negativamente quando comparados com
os infectados com Mtb H37Rv; mas este mesmo padrdo nao foi observado quando os

infectados com rBCG-LTAK®63 foram comparados com os infectados com Mtb H37Rv.

O perfil de expressdo génica observado correlacionou-se bem com a producéo
de citocinas. Os altos niveis de IL-12(p70), TNF-p ¢ IL-15 induzidos em macrofagos
M1 pelo rBCG-LTAKG63 quando comparado com BCG, também indicam um perfil de
resposta imune celular inflamatéria e ativada. A IL-12(p70) é uma citocina pro-
inflamatdria, sendo descrita como tendo um papel importante no controle da infeccdo
micobacteriana (MENDEZ-SAMPERIO, 2010; COOPER; MAYER-BARBER; SHER,
2011; VIGNALI; KUCHROO, 2012). O TNF-B ¢ o TNF-a s3o homotrimeros e
possuem estrutura e funcbes semelhantes (CROFT, 2009; PARAMESWARAN;
PATIAL, 2010). E relatado que os macréfagos infectados com micobactérias secretam
IL-15 (MAEURER et al., 2000). A IL-15 é produzida principalmente por macréfagos e
celulas dendriticas e atua no recrutamento de linfdcitos T, estimula as células T CD4
(RUCKERT et al., 2009) e subpopulacgdes especificas de linfocitos T CD8 de memdria
(MUELLER et al., 2005; STONIER et al., 2008).

Nos macrofagos M2, que possuem uma caracteristica imunomoduladora, genes
relacionados a um perfil inflamatorio também foram regulados positivamente pelo
rBCG-LTAKG63 quando comparado com o BCG. Os genes TAP1 e GBP1, que fazem
parte da via de sinalizagdo do IFN, foram regulados positivamente. TAP1 -
transportador associado ao processamento de antigeno 1 - é importante para a funcéo do
MHC-I e tem papel fundamental na imunidade adaptativa (LANKAT-BUTTGEREIT,;
TAMPE, 2002; EGGENSPERGER; TAMPE, 2015). GBP1 - precursor da proteina 1 de
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ligacdo ao guanilato - faz parte da familia de GTPase induzida por IFN. Esta proteina
estd associada a protecdo em infecces bacterianas, defesa do hospedeiro e morte de
patdgenos intracelulares, incluindo micobactérias (KIM et al., 2011; LEAVY, 2011; LI,
P. et al., 2017; QIU et al., 2018). Os niveis de expressdo dos genes TNIP1, SLAMF7 e
IL-6 também foram maiores em macréfagos M2 infectados com rBCG-LTAKG3
quando comparados ao BCG. O TNIP1 é um dos principais reguladores da via de
sinalizacdo do NF-kP e esta implicado na inflamagdo celular (CHEN et al., 2015).
Sugere-se um amplo repertério de funcGes para TNIPL, incluindo a modulacdo da
ativagdo celular e 0 aumento dos niveis de células T CD4 (GUREVICH et al., 2011). O
SLAMF7 é um receptor presente em células imunes como as células NK e esta
relacionado a ativacdo celular (COMTE et al., 2017; MALAER; MATHEW, 2017). A
IL-6 é uma citocina pleotrdpica, secretada por varios tipos de células, desempenhando
um papel na inflamagdo, resposta a infeccbes e reparo de tecidos celulares
(MARTINEZ, A. N.; MEHRA; KAUSHAL, 2013). As citocinas MCP-3 e EGF foram
produzidas em niveis significativos em macrofagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63
qguando comparados aqueles infectados com BCG. A quimiocina MCP-3 ¢ estrutural e
funcionalmente semelhante a MCP-1 e é um potente quimioatrativo de mondcitos para
células T e células NK (JIA et al., 2008). O fator de crescimento epidérmico (EGF)
promove proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e reparo celular em vérios tipos de
células (LU et al., 2014). Portanto, o perfil inflamatorio dos macréfagos M1 e um perfil
inflamatdrio e reparador nos macréfagos M2 foi regulado positivamente pelo rBCG-
LTAK®G63 quando comparado ao BCG.

Neste estudo comparativo, utilizamos trés diferentes cepas de micobactérias: o
Mtb H37Rv, uma cepa virulenta; o BCG, uma cepa atenuada e a Unica vacina usada
atualmente para TB; e o rBCG-LTAK®63, uma cepa recombinante de BCG proposta
como um candidato vacinal que induz protecao superior para TB. As diferentes cepas de
micobactéria induziram um numero relativamente elevado de genes diferencialmente
expressos em macrofagos humanos M1 e M2. Embora ndo haja muitas diferengas no
perfil de expressdo génica exibido pelas diferentes cepas, isso ndo foi surpresa. Um
estudo recente relatou uma resposta imune similar desencadeada em macrofagos pela
infeccdo por cepas de micobactérias virulentas ou atenuada (BLISCHAK et al., 2015).
Isso também mostra a complexidade para entender os mecanismos imunologicos

relacionados a patogenicidade ou protecdo induzidos por micobactérias. Nossos dados
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indicam um importante perfil de resposta imune induzido em macr6fagos humanos pelo
rBCG-LTAKG3 que pode ser correlacionado com uma resposta imune protetora para

TB (Figura 27). Mais estudos serdo importantes para confirmar essa hipdtese.
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Figura 27. Esquema para ilustrar as diferentes respostas imunes induzidas pelo rBCG-LTAKG3 e
BCG em macrdfagos e a hipOtese gerada para a correlagdo com prote¢do. Os macréfagos M1 e M2
infectados com rBCG-LTAKG3 apresentaram um perfil de resposta imune relacionado com maior
inflamagdo, ativacdo e protecdo do que os infectados com BCG. Os macréfagos M1 infectados com
rBCG-LTAKG3 apresentaram maior expressdo dos genes IFIT3, OAS3 (genes que fazem parte da via de
sinalizacdo de IFN) e CXCL9 (envolvido na atracéo de linfécitos ativados) que os infectados com BCG. O
rBCG-LTAK®G3 induziu maior producdo das citocinas inflamatérias 1L-12(p70), TNF-B e IL-15. Os
macrdfagos M2 infectados com rBCG-LTAKG63 apresentaram maior expressdo dos genes TAP1, GBP1
(genes que fazem parte da via de sinalizagéo de IFN), TNIP1 (inflamag&o), SLAMF7 (ativagdo celular),
IL6 (inflamacéo e reparacdo tecidual) e menor expressdo dos genes CD14 e HCK do que os infectados por
BCG. Os macrofagos M2 infectados com BCG, por sua vez, apresentaram maior expressdo dos genes
CD14 e HCK. O rBCG-LTAK®63 induziu maior producéo das citocinas inflamatérias e de reparagdo
tecidual MCP-3 e EGF.

Protegdo
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7 CONCLUSOES

Este estudo foi desenvolvido a partir da hipdtese de que ao investigar a resposta
imune induzida pelo rBCG-LTAK®G3, estariamos ndo sé aprofundando a caracterizacao
da imunidade induzida por ele — ainda ndo elucidada — mas também poderiamos
encontrar indicios de correlatos de protecdo para TB. Os resultados mostram que o
rBCG-LTAKG3 tem o potencial de induzir uma eficiente reposta imune inata in vivo,
pois assim como 0 BCG induziu recrutamento de células como neutréfilos e macrofagos
no peritonio. O rBCG-LTAK®G3 induziu maior recrutamento de linfocitos no periténio
que 0 BCG, elevou a producdo de 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio e de TNF-a.
Esses dados indicam o potencial de inducdo de uma maior ativacdo da resposta imune
inata pelo rBCG-LTAKG3 em relacdo ao BCG. O rBCG-LTAKG63 também induziu nos
pulmdes dos animais um perfil de resposta imune adaptativa do tipo Th1/Th1l7 maior
quando comparado com o BCG. Apds o desafio, 0 rBCG-LTAKG63 induziu maior
porcentagem de células T CD4+ produtoras de TNF-a, no entanto foi observado uma
menor producdo total de citocinas do tipo Thl e uma tendéncia de maior producao de
IL-10 quando comparado com o BCG. Essa resposta imune pode ser associada com a
menor injaria pulmonar verificada nos animais imunizados com o rBCG-LTAKG3 e
com a protecdo superior observada em relacdo ao BCG. Os resultados de resposta imune
in vitro, revelaram a regulacdo positiva de um perfil inflamatério dos macréfagos M1 e
de um perfil inflamatorio e de reparo celular nos macr6fagos M2 pelo rBCG-LTAK63
quando comparado ao BCG. Importantes moléculas da resposta imune relacionados
com a via de sinalizacdo de IFN, ativacdo e reparo celular, resposta imune inata
adaptativa foram correlacionados com uma resposta imune protetora para TB. O estudo
deste candidato vacinal tem sido promissor, utilizando-o como ferramenta para melhor

entender 0s mecanismos de protecdo de uma vacina para TB.
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Recombinant BCG Expressing
LTAK63 Adjuvant induces
Superior Protection against
Mycobacterium tuberculosis

Ivan P. Nascimento?, Dunia Rodriguez*, Carina C. Santos™*, Eduardo P. Amaral®, Henrique K.
Rofatto3, Ana P. Junqueira-Kipnis®, Eduardo D. C. GongalvesG, Maria R. D’Império-Lima © 2,
Mario H. Hirata7, Celio L. Silva8, Nathalie Winter?, Brigitte Gicquel1°, Kingston H. G. Mills*?,
Mariagrazia Pizza*?, Rino Rappuoli*? & Luciana C. C. Leite*

In order to develop an improved BCG vaccine against tuberculosis we have taken advantage of the
adjuvant properties of a non-toxic derivative of Escherichia coli heat labile enterotoxin (LT), LTAK63. We
have constructed rBCG strains expressing LTAKG63 at different expression levels. Mice immunized with
BCG expressing low levels of LTAK63 (rBCG-LTAK63]o) showed higher Thl cytokines and IL-17 in the
lungs, and when challenged intratracheally with Mycobacterium tuberculosis displayed a 2.0-3.0 log
reduction in CFU as compared to wild type BCG. Histopathological analysis of lung tissues from

protected mice revealed a reduced inflammatory response. Immunization with rBCG-LTAKG63|o also

protected against a 100-fold higher challenge dose. Mice immunized with rBCG-LTAK63Jo produced an
increase in TGF-B as compared with BCG after challenge, with a corresponding reduction in Thl and

Th17 cytokines, as determined by Real Time RT-PCR. Furthermore, rBCG-LTAKG63|o also displays
protection against challenge with a highly virulent Beijing isolate. Our findings suggest that BCG with
low-level expression of the LTAK63 adjuvant induces a stronger immune response in the lungs
conferring higher levels of protection, and a novel mechanism subsequently triggers a regulatory
immune response, which then limits the pathology. The rBCG-LTAK63|o strain can be the basis of an
improved vaccine against tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) the causative agent of tuberculosis remains a major worldwide health problem,

responsible for over 10.4 million cases and 1.8 million deaths annuallyl. The difficulty of timely diagnosis and the
requirement of many months of treatment, leads to interruptions in treatment and generates antibiotic resistance. The

increasing frequency of multidrug- resistant (MDR) isolates of tuberculosis and others® 3, has resulted in infections
extremely difficult to treat and has been a major concern for health authorities worldwide?.
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The current vaccine against
tuberculosis, Mycobacterium bovis
Bacillus Calmette-Guérin (BCG), is
the only vaccine available. It is a safe
and low cost vaccine administered to
more than 4 billion individuals since
it’s licensing in 1921. It can protect
children efficiently against early
manifestations of Mth. However, the
protective
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memory response induced by BCG immunization wanes in 10-20 years and it induces limited protection against
adult pulmonary Mtb®. Hence, immunization strategies to either replace or supplement BCG are urgently needed.

Several challenges remain in Mtb vaccine development, such as the lack of immune markers and correlates
of protection or the definition of mechanisms of protective immunity against Mtb. Nonetheless, some aspects
of the immune response that can control the infection have been identified, such as the essential role for CD4+
Thl and CD8- T cells that produce IFN-y and TNF-a and more recently, a protective role for IL-17. There is
also evidence that multifunctional T cells that produce IFN-y, TNF-a and/or IL-2 simultaneously may

correlate with protection4_6.

Over the last decades, there have been substantial efforts towards the development of new tuberculosis vac-cines,

some of which have reached clinical trials®. Current vaccine approaches have focused on a variety of strat-egies,
such as: (1) recombinant proteins that include dominant T cell antigens from Mtb or BCG; (2) viral vectors such as
MVA, adenovirus or even DNA vaccines expressing the same T cell antigens; (3) recombinant BCG (rBCG)
overexpressing T cell antigens (including phagosome -escape mutants); or (4) vaccines based on ration-ally
attenuated Mtb or other mycobacterial species, such as M. vaccae and M. smegmatiss' 710 There are also prime-
boost strategies being tested with BCG or rBCG prime and boost with recombinant proteins, viral vectors and DNA
vaccines. Most of these strategies attempt to induce the class | MHC pathway of antigen presentation by cross-

priming and increase CD4+ Thl and CD8+ T cell response against the mycobacteriall. More than 100 Mtb vaccine
candidates have been tested in different animal models, including non-human primates, with some promising
candidates currently in clinical trials*? 1%, However, efficacy in humans has not yet been demonstrated.

We have investigated an alternative strategy for improvement of the BCG vaccine. It is well known that bac-
terial toxins and toxin derivatives have adjuvant properties“’ 15 We have previously generated rBCG strains
expressing tetanus toxin fragment C (FC), the mutated diphtheria toxin derivative, CRM197, and the genetically
detoxified subunit S1 of pertussis toxin — S1IPT- 9K/129G, demonstrating that BCG expressing FC and CRM197
modulates the immune response towards Th2, whereas BCG expressing S1PT promoted a shift towards Thl

responses in several animal models® 2L, Although it is still not clear what kind of immune responses are neces-sary
for protection against Mtb infections, it is generally accepted that induction of potent Thl responses will be
important. Therefore, we have investigated the expression of a potent Th1l-driving toxin derivative — a genetically

detoxified mutant of E. coli heat labile enterotoxin, LTK6315, in BCG, to develop a candidate vaccine against Mtb.

LT is a very potent toxin that promotes antibody and broad T cell responsgs, similar to cholera toxin. When
used as vaccine adjuvant, LT has been shown to enhance antigen presentation, stimulate T cell proliferation

and cytokine production, and promote strong mucosal 1gG and IgA antibody responseszz. Genetic detoxifica-
tion in the A subunit transforms it into a potent non- toxic mucosal adjuvant with increasing ability to induce

Thl responsesls. Broad pre-clinical testing as mucosal adjuvant showed no toxicity in mice”, guinea pigs
and macaqueszs, and it has an extensive clinical safety record of oral and percutaneous administration,
although nasal administration has not been recommended®®. The A subunit of LTK63 has not yet been

evaluated as adjuvant and it is not expected to have the potential toxic properties ascribed to the binding B
subunit when delivered intranasally.

Here we have developed new rBCG constructs expressing LTK63 derivatives at different levels using
promot-ers with varying strengths to optimize the immune response and obtain higher protective levels against
Mtb chal-lenge. The rBCG-LTAK®G3 strain was shown to induce protection in several mouse models (different
challenge doses and times after challenge), including challenge with a highly virulent Beijing strain.

Results

Construction and characterization of protection by rBGC-LTK63 and rBCG-LTAK®63.
Initially,

the whole 1tk63 gene was placed under control of the Ppjar* promoter. Immunization with the rBCG-LTKG63 strain
induced a 2.0 log reduction in CFU in the lungs of immunized mice following a challenge with virulent M. tuber-
culosis H37Rv (recovered 30 days latter) when compared with control animals and a 1.0 log reduction when com-
pared with BCG-immunized animals (Fig. 1). However, the rBCG-LTK®63 strain was not stable upon passaging. We
considered the hypothesis that the expression of the whole molecule could be toxic to the bacteria.

Therefore, in another construct only the ltak63 subunit was placed under control of the PplaF* promoter,
resulting in a rBCG strain displaying high level of expression of LTAK63 (Supplementary Fig. 1). BALB/c
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mice immunized with this strain and challenged intratracheally with Mtb displayed a 1.4-2.0 log lower CFU
count (recovered 30 days latter) when compared with control animals and 0.3-0.4 log reduction when
compared with BCG (Supplementary Fig. 2a,b).

Construction and protective immunity of rBCG expressing lower levels of LTAK63. In
order to evaluate if the expression levels of LTAKG63 would affect the immune response and protection, the Itak63

gene was codon optimized for expression in mycobacteria and placed under control of the Pan promoter, considered
a weaker promoter as compared to PplaF*. The resulting strain displayed lower expression levels of LTAKG63, as
com-pared to the original construct, generating rBCG-LTAKG63|o (Fig. 2a). By comparison, the construct containing

the PplaF* promoter was named rBCG-LTAKG63hi (Supplementary Fig. 1 and Supplementary Fig. 2a and b).
Immunization of BALB/c mice with rBCG-LTAKG63hj or rBCG-LTAKG3|o induced mycobacteria-specific

IFN-y-secreting spleen cells; TNF-a production was also detected in splenocytes from mice immunized with
rBCG-LTAKG3hi (Fig. 2b,c). Furthermore, both constructs induced significantly higher production of IFN-y/
IL-2 double positive CD4+ T cells and rBCG -LTAKG63|o induced higher levels of IFN-y/TNF-a double
positive CD4+ T cells (Fig. 2d,e). On the other hand, lung cells from mice immunized with rBCG-LTAK®63|o
displayed higher production of IFN-y, IL-6, and IL-17 when compared with lung cells from mice immunized
with BCG or rBCG-LTAKG63hj (Fig. 2f-i).

| 7: 2109 | DOI:10.1038/541598-017-02003-9
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Figure 1. Protection of mice immunized with rBCG-LTK63 from Mtb challenge. BALB/c mice were
immunized with BCG or rBCG-LTK63 (1 x 108 CFU) (s.c.) and challenged intratracheally 8 weeks later with a
dose of Mtb H37Rv (1 x 10° CFU). Recovery of Mtb was evaluated in the lungs 30 days after challenge. (a)

Experiment 1 (n =10 animals) and (b) Experiment 2 (n = 6-8 animals). Bars are mean * S.D. (*) Differences
were considered statistically significant when P <0.05 as compared to the BCG group (one-way ANOVA).

BALB/c mice immunized with the rBCG-LTAK®63|o construct and challenged with Mtbh had a 3.0-4.0log
reduction in CFU (recovered 30 days latter) when compared with control animals and 2.5-3.0 log reduction when
compared with BCG-immunized mice (Fig. 3a,b). Histopathology analysis of lung tissues from non-immunized and
challenged mice shows intense infiltration of inflammatory cells. The lung tissues of mice immunized with rBCG-
LTAKG63|o display decreased inflammation as compared to those immunized with BCG (Fig. 3c—f). These findings
demonstrate that immunization with rBCG-LTAKG63|, induces protective immunity against Mtb and that this may be
associated with reduced infection-induced inflammation in the lungs.

Challenge of rBCG-LTAK63 immunized mice with a higher dose of Mth. BALB/c mice
immu-nized with the rBCG-LTAKG®G3Jo construct were challenged after 12 weeks with a 100-fold higher dose of Mtb
(1x 10" CFU of H37Rv) and the bacteria were quantified in the lungs of mice 30 and 60 days after challenge. At 30
days, immunization with BCG provided no protection, while rBCG-LTAKG63|o induced a significant reduction of
~3.01ogs CFU in the lungs of immunized mice compared with PBS or BCG-immunized mice (Fig. 4a). All mice
immunized with rBCG-LTAKG3|o survived, whereas 40% of control or BCG immunized mice died 2 weeks after the
Mtb challenge (not shown). At 60 days, mice immunized with rBCG-LTAKG63|o still displayed ~1.0 log reduction in
CFU in the lungs, while BCG was comparable to control mice (Fig. 4b).

In another experiment, groups of BALB/c mice were immunized with either BCG, rBCG-LTAKG63hi or

rBCG-LTAKG3 o, and challenged after 90 days with a high dose of Mtb, and bacteria recovered from the
lungs after 120 days. Mice immunized with PBS or BCG had comparable CFU levels, while mice immunized

with r-BCG-LTAKG3|p showed a 1.1 log reduction when compared with BCG-immunized mice (Fig. 4c).
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Histopathology analysis of lung tissues from mice immunized with rBCG-LTAKG®G3Jo and challenged with
Mtb display decreased inflammation when compared with non-immunized or BCG-immunized mice, which
showed intense infiltration of inflammatory cells (Fig. 4d-f).

Quantitative mRNA expression of cytokines was determined in the lungs of mice immunized with rBCG -
LTAK®G3 |o and challenged with either 1 % 10° CFU (from Fig. 3a) or the higher dose of Mtb, 1 x 10’ CFU (from
Fig. 4a) . When challenged with the higher dose of Mtb, an increased expression of the regulatory mol-ecule, TGF-
B, was observed in the rBCG- LTAKG63Jo group when compared with the BCG group (Fig. 5b), but comparable
levels were detected in the low dose challenge (Fig. 5a). On the other hand, expression of the inflam-matory

cytokines, IL-12, IFN -y, TNF-q, and IL-17, together with NF- kB2, were decreased in the rBCG-LTAK-63|o-
immunized mice when compared with those immunized with BCG (Fig. 5b), and the same trend was observed for
most of the cytokines in the low challenge dose, although not statistically significant (Fig. 5a). In contrast, the
expression of TGF- 8 and the inflammatory cytokines, IL-12, IFN-y, TNF-a or NF-k B2 were not altered in the
BCG group when compared with the PBS group at either challenge dose (Fig. 5a and b). The

Scientific Reports | 7: 2109 | DOI:10.1038/541598-017-02003-9 3
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Figure 2. Western blot of different rBCG-LTAKG3 constructs and cytokine production in the splenocytes
and lungs of mice immunized with these constructs. (a) Western blot of total soluble protein extracts from
BCG, rBCG-LTAK®63hi, BCG-vector (BCG transformed with the empty pMIP12 expression vector) or
rBCG-LTAK®G3|o (10 pg) analyzed using a polyclonal anti-LTAK63 antibody (1:500). BALB/c mice were
immunized with either BCG, rBCG-LTAK®G3ni or rBCG-LTAKG310 (1 % 10° CFU). Splenocytes were isolated
after 60 days and in vitro re-stimulated with CFP to produce (b) IFN-y, and (c) TNF-a as determined by
ELISA, or (d) CD4- T cells doubly positive for IFN-y/IL-2 and () CD4- T cells doubly positive for IFN-
Y/TNF-a. Lung cells were separated and re-stimulated with CFP to produce (f) IFN-y, (g) TNF-a, (h) IL-6
and (i) IL-17. Results are mean * S.D. (*) Differences were considered statistically significant when P <0.05
as compared to the BCG group (one-way ANOVA).

expression of 1L-17 was lower in the BCG group than in the PBS group in the high dose challenge, although
IL-17 levels in the rBCG-LTAKG63|o were even lower (Fig. 5b).

Challenge of rBCG-LTAKG63 immunized mice with a highly virulent Beijing clinical
isolate. In order to assess the efficacy of rBCG-LTAKG63|o vaccine against a clinical isolate, BALB/c mice
immunized with rBCG-LTAK®63jo or BCG, were challenged 90 days later with the Mth Beijing strain 1471. The
dose chosen (1 x 10° CFU/animal) was previously determined as a lethal dose in C57BL/6 mice?’ . An examination

of lung bacterial load 30 days later showed that mice immunized with rBCG- LTAK63|o had 1.5-2.2 logs reduction
in bacterial burden when compared to mice immunized with BCG or PBS (P < 0.05) (Fig. 6).

Scientific Reports | 7: 2109 | DOI:10.1038/541598-017-02003-9 4
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Figure 3. Protection against challenge with Mtb induced by immunization with rBCG-LTAKG63jo. BALB/c mice
were immunized with BCG, rBCG-LTAKG63hi or rBCG-LTAKG63|o (1 x 108 CFU) and a group received PBS; they

were challenged intratracheally 12 weeks later with a dose of Mtb H37Rv (1 x 10° CF U). Bacteria were recovered
from the lungs 30 days after challenge. (a) Experiment 1 (n =15 animals) and (b) Experiment 2 (n = 8-10 animals).
Bars are mean + S.D. (*) Differences were considered statistically significant when P < 0.05 or (**) P <0.01 as
compared to the BCG group (one-way Anova). Histological analysis was performed on the lungs of challenged mice
from Experiment 1: that received (c) PBS, (d) BCG, (e) rBCG-LTAK®G3hi or (f) rBCG-LTAKG63|o and challenged
with Mtb 90 days post immunization. Tissues were collected 30 days post challenge, sectioned, stained with H&E,
and examined by optical microscopy. Bars indicate 100 um scale.

Scientific Reports | 7: 2109 | DOI:10.1038/541598-017-02003-9 g
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Figure 4. Immunization of mice with rBCG-LTAKG63|o induces protection against challenge with a higher
dose of Mth. BALB/c mice were immunized with BCG or rBCG-LTAK63|o (1 % 10 CFU) and a group
received PBS and challenged 12 weeks later with a high intratracheal dose of Mtb H37Rv (1 x 107 CFU).
Bacteria were recovered from the lungs of challenged mice after (a) 30 days or (b) 60 days. In a second
experiment under the same conditions bacteria were recovered from the lungs of challenged mice after c)
120 days. (*) Differences were considered statistically significant when P <0.05 as compared to the BCG
group (one-way Anova). Histological analysis was performed on the lungs of challenged mice that received:
(d) PBS, (e) BCG or (f) rBCG-LTAKG3|o. Tissues were collected 30 days post challenge, sectioned, stained
with H&E and examined by optical microscopy. Bars indicate 100 pm scale.

Discussion

The significant new findings of this study are the demonstration that a modified BCG vaccine expressing a non-toxic
mutant toxin of E. coli, with adjuvant properties, is highly immunogenic and can confer superior pro-tection against
M. tuberculosis and a subsequent regulatory mechanism after infection that prevents pathology in the lungs. We have
previously demonstrated that BCG expressing bacterial toxin derivatives with known adjuvant properties can shift
immune responses induced towards a Thl-type in vivo'® 20, Although there is still considerable controversy over
what kind of immune response is required for an effective vaccine against tuberculosis, the con-sensus view is that a
shift towards a Th1 profile should be protective, with increased production of IFN-y, TNF-a and IL-2. More recently
there is evidence of a protective role for IL-17 and multifunctional CD4+ T cells™ 28 In this study, we demonstrate
significant protection against TB challenge in mice using a recombinant BCG expressing the mutated A subunit of
LTK®63, exploiting the known adjuvant properties of LT.
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The rBCG-LTK63 was not stable, but using only the LTAK63 subunit expressed under the control of 2 differ-ent
promoters (a strong and a weak mycobacterial promoter) it was possible to obtain different expression levels

— rBCG-LTAK®G3hi and rBCG-LTAKG3J0. The level of antigen expression in BCG can affect the immune response

induced?® and this could influence the intensity of the adjuvant effect on the mycobacteria and possibly the level of
protection. The expression of the A subunit through a high-strength promoter allowed stable expression, but induced
lower protection levels against challenge. Higher protection levels were obtained through the use of a weaker
mycobacterial promoter. Analysis of the antigen-specific immune response using spleen cells from immu-nized mice
revealed IFN-y and TNF-a production, even at 60 days after immunization, but this did not correlate with the
protection. In contrast, evaluation of immune responses in the lungs revealed higher IFN-y, TNF-q, IL-6 and IL-17
production in rBCG-LTAKG63|o- immunized mice when compared with BCG or rBCG-LTAKG63hi groups and this
correlated with better protection against challenge with M. tuberculosis. However, more complex mechanisms may

be involved and other parameters should be investigated to serve as correlates of protectionso.

Scientific Reports | 7: 2109 | DOI:10.1038/541598-017-02003-9 6
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Figure 5. Cytokine production in the lungs of BALB/c mice immunized with rBCG-LTAK®63|o and
challenged with Mtb as evaluated by Real-Time RT-PCR. Lung tissue from mice immunized with BCG or
rBCG-LTAKG63)o were collected 30 days post-challenge with either (a) Mtb H37Rv (1 x 10° UFC)or (b) a
higher dose of Mtb H37Rv (1 x 107 UFC) and cytokine mRNA expression fold changes of IL-12, IFN-y,
TNF-a, TGF-B, NF-kB2 and IL-17, were analyzed by Real-Time RT-PCR. Differences were considered

statistically significant when P < 0.05 as compared to (*) BCG or (**) compared to PBS (one-way Anova).
Target gene expression was normalized as compared to GAPDH and Actin levels.

Immunization of mice with either construct of rBCG-LTAK®G3 induced higher Thl responses when com-
pared to the BCG group, determined either by the higher concentrations of IFN-y and/or TNF-a produced by
splenocytes from immunized animals or by IFN-y/IL-2 or IFN-y/TNF-a double positive CD4+ T cells. The
immune responses detectable in the spleen were comparable for both rBCG-LTAKG63 constructs, and were not
very different from those reported for other vaccine candidates based on recombinant BCG, or even other
vaccine strategies31. It was only in the lungs that clear differences in the immune response could be observed
between the different BCG vaccines, probably reflecting the importance of local cellular immune responses at
the site of infection.

The two most widely used Mtb challenge models have been the aerosol and the intratracheal models, and authors
have favored the first due to the fact that it would be a more physiological representation of infection. However, it
has been hypothesized that, the low dose challenge may not represent the high and constant exposure of individuals
to Mtb infection occurring in high burden settings32. This could account for the inability of the currently used
challenge models to provide correlates of protection and predict efficacy in humans. Nonetheless, whichever model
used, at 30 days after infection, mice usually have comparable numbers of bacteria in the lungs ~10%-10" CFUs,
showing a 1 log reduction due to BCG immunization. The current strategies being investigated for the development
of vaccines against TB have shown variable results in terms of protection. Strategies based on live attenuated
bacteria or viruses, expressing immunodominant antigens from Mtb, or BCG prime/Mtb protein boost have been
shown to induce up to 1log CFU reduction as compared to BCG’. The immunization of mice with rBCG -

LTAKG3jo showed a protection level considerably higher than those described to date, inducing a 2.0-3.0log
reduction in CFU in the lungs of immunized and challenged mice. Furthermore, histopathological analysis indicated
considerable reduction in lung injury as compared to BCG.

On the other hand, in these models BCG is protective in adult mice, which does not reflect what is observed in

adult humans, usually not protected by immunization with the BCG vaccine. Rook et al.%? have proposed that
populations living in areas with higher burden of disease such as developing countries, may be exposed to differ-ent
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conditions of infection, which may not be reproduced by our animal challenge models. They hypothesize that
probably due to overcrowding and delayed treatment much of TB occurring is due to high-dose challenge, and thus

higher challenge doses should be investigated32. Therefore, we have used a more stringent model, inoculat-ing
higher doses of the Mth H37Rv strain in a challenge condition in which BCG is not protective. Under these
challenge conditions, wild type BCG showed no protection in terms of lung colonization by Mtb when compared

with control animals. Since rBCG-LTAKG63|o was more immunogenic and protective, it was used for further char-
acterization. Animals immunized with the rBCG- LTAK®63|o construct, displayed 100% survival following the high-
dose challenge with 10’ CFU up to 120 days after immunization, while both BCG and non-immunized animals had a
fatality rate of 40%, probably due to non-controlled inflammation as observed by histopathology analysis (not
shown). The fact that mice immunized with rBCG-LTAKG®63|o show a strong immune response in

Scientific Reports | 7: 2109 | DOI:10.1038/541598-017-02003-9 7
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Figure 6. Protection induced by immunization with rBCG-LTAKG63|o against challenge with Mtb Beijing
clinical isolate. BALB/c mice were immunized with BCG or rBCG-LTAK®63 |o (1 % 10° CFU) and a group
received PBS and they were challenged intratracheally 12 weeks later with a dose of Mtb Beijing clinical
isolate (1 x 10° CFU). Bacteria were recovered from the lungs 30 days after challenge. (a) Experiment 1
(n =7 animals) and (b) Experiment 2 (n =7 animals). Bars represent mean + S.D. (*) Differences were
considered statistically significant when P < 0.05 as compared to the BCG group (one-way Anova).

the lungs at 60 days and significant protection at 90 days after immunization indicates induction of a long-
term memory immune response. Induction of memory immune responses will be further investigated.

We investigated the immune response induced in the lungs of immunized animals after intratracheal challenge
with 2 different challenge doses of Mtb, 10° CFU and 107 CFU. Mice that were immunized with rBCG -LTAK63I
and challenged with the higher Mtb dose were shown to have a suppressive lung environment, with decreased levels
of Thl and IL-17 cytokines, as detected by real time PCR in the lungs, and a similar tendency was observed at the
lower dose challenge. This effect seems to be regulated by TGF-B. This is contrary to what was observed in BCG-
immunized animals. This cytokine has been shown to be up-regulated in inflammatory processes against bacterial

infections®3. Furthermore, TGF-B has also been implicated in the inhibition of mycobacterial growth34. Our results

show that immunization with rBCG-LTAKG63|o induces a more intense Thl response profile and IL-17 cytokine
production in the lungs and suggests a mechanism of protection associated with limitation of the inflam-matory
response after challenge that prevents immunopathology. Whether it was the higher immune response or other
mechanisms induced by the vaccine itself that triggered the regulatory response after infection is still to be
determined. This regulatory response induced after challenge, with reduction in Thl and inflammatory cytokines, is
an effect that has not been observed with BCG or with other Mtb vaccine candidates.

Clinical Mtb isolates are useful to verify whether vaccine candidates can be effective towards MDR

strains. Here we showed that rBCG-LTAKG63|o was protective against this hypervirulent Beijing strain,
whereas BCG did not have any protective effect. Interestingly, it has been shown that BCG offers protection
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against some Beijing strains, but not others, and the mechanisms are yet to be determined >, The variability of
virulence among Beijing strains could be crucial for effective host protection against Mtb infection mediated
by BCG® ¥, Furthermore, immunization with rBCG-LTAK63]o induced a 1.0-2.0 log reduction in CFU of
mice challenged with the Beijing strain as compared to BCG, which is lower than the 2.0-3.0 log reduction
observed when mice are challenged with H37Rv, indicating that protection would be higher against the latter
strain. It has been described that the mechanism of infection of H37Rv and Beijing strains can be different?’.

There are several strategies currently being pursued for the development of TB vaccines based on live
mycobacterial strains (either recombinant BCG or attenuated M. tuberculosis) 9 38,39 Strategies based on BCG
improvement by overexpression of MTB immunodominant antigens, such as Ag85B or the RD-1 locus, have been

seriously considered for further development38' a0 Phagosome- escape mutants incorporating Listeriolysin of
Listeria monocytogenes have been shown to be more effective in eliciting an immune response against TB,
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progressing to Phase Il clinical trials with promising results®® 4% . Recently, it has been shown that the deletion of

zmp1 gene from BCG improved protection in the guinea pig model of tuberculosis 42 However, the lack of immune
correlates of protection for MTB in validated animal models or in humans has hindered progress. Furthermore, the
use of different immunization regimes and infection models has limited the comparison of protective efficacy
between the different vaccine candidates. Nevertheless, considering the reduction in bacterial load recovered in the

lungs after challenge, it is clear that rBCG-LTAKG3|o displays extremely high protection lev-els; some parameters
support our conclusion: (1) the comparison with wild type BCG, (2) the histopathological analyses of the lungs after
the challenge, which show preserved tissue even after a very high challenge dose and

(3) although the intratracheal challenge doses used are much higher than those used in aerosol challenges, the
bacterial burden recovered from non-immunized and BCG control groups are comparable. This strain can be
the basis for expression of other immunogenic TB antigens, in an attempt to further increase its protective
properties. On the other hand, due to the high protection levels, it would be suitable for Systems Biology

studies in search for much needed biomarkers of protection against TB*.

The Geneva consensus in 2005 congregated the current experiences with live mycobacterial vaccines to iden-tify
essential steps in the development of new live TB vaccines®. A set of quality and safety requirements were
established to guide product development44. The second Geneva Consensus in 2009 outlined regulatory require-
ments, manufacturing considerations and general criteria for clinical development towards Phase I, Il and 111 trials*.

Both consider that it is essential to provide a complete characterization of the product and establish con-sistent
protective efficacy in animal models. Here, we initiate the process, characterizing the immune response and

protective efficacy of the rBCG-LTAKG63|o strain. Experiments to characterize the safety of the strain and the
protective efficacy in other animal models in the aerosol challenge are underway.

In the current study, we have demonstrated the importance of promoter strength and level of expression of
the LTK63 adjuvant derivatives expressed in recombinant BCG on the modulation of the immune response
induced against mycobacteria. The superior immunogenicity and protection induced by this recombinant BCG
strain against Mtb challenge revealed a novel mechanism of protection against pathology after infection.

Methods

Bacterial strains and Mtb challenge.  The Mycobacterium bovis BCG Moreau strain
(Instituto Butantan) was used to generate the recombinant BCG strains; M. tuberculosis H37Rv and Beijing
clinical isolate 1471 were used in the challenge experiments (Supplementary Methods).

All animal experiments were performed according to Brazilian and international guidelines on animal exper-
imentation and approved by the Ethics Committee at Instituto Butantan, Sdo Paulo — SP (CEUAIB), (Permit Number

601/09). Mice were challenged by the intratracheal route with 1 x 10° CFU of Mtb per animal, as a dose previously
established in the Iaboratory46. Alternatively mice were challenged with a higher dose, 1 % 10’ CFU of Mtb per
animal, 60 or 90 days after a single immunization. Immunized mice were also challenged with 1000 CFU Beijing

isolate, as previously described?’. Animals were euthanized 30, 60 or 120 days after the infection and the bacterial
loads were determined by plating whole or partial lung homogenates on MB7H10/OADC agar plates.

Flow cytometry for cell-surface markers and intracellular cytokines.
Lung cells and/or splenocytes

2x 105) were isolated (Supplementary Methods) stimulated with CFP (5.0 pg/mL) for 12 h at 37 °C and 5% CO».
The cells were then collected for intracellular cytokine staining with FITC, PE or PE-Cy7-conjugated monoclonal
antibodies against CD4 and cytokines. The supernatant was collected for analysis by Cytometric Bead Array (BD
Biosciences, San Diego, CA) Mouse Th1l/Th2/Th17 Cytokine Kit or by Enzyme- linked immunosorbent assay
(ELISA). Data were acquired on a FACSCanto Il flow cytometer (BD) and analyzed using the FlowJo 8.7 software.

Real-time reverse transcription- polymerase chain reaction (QPCR) .  Lung cell suspensions were
recovered from immunized animals 30 days after challenge with Mth. Total RNA was isolated using a Nucleospin

Il kit, according to the manufacturer’s directions (BD Biosciences). The mRNA was reverse transcribed using a

ThermoScriptTM RT-PCR System (Invitrogen, Carlsbad, CA) for First-Strand cDNA Synthesis. Pre-designed gene

expression and TagMan Gene Expression Master Mix (Invitrogen) were used with the Applied Biosystems (Foster
City, CA), 7300 Real-Time PCR apparatus. Target gene expression was normalized to GAPDH and actin levels.
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Statistical analysis. Results were expressed as mean () SD of at least two independent
experiments.

Significance of differences among groups was calculated by Student’s t tests or ANOVA.
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