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RESUMO 

O bacilo Calmette-Guérin (BCG) é a única vacina licenciada para uso no controle da 

tuberculose. Além dos seus efeitos tradicionais, o BCG apresenta a capacidade de desencadear 

efeitos benéficos e não específicos, com destaque para o auxílio no controle de infecções 

heterólogas virais e bacterianas. Esses efeitos têm sido associados ao sistema imune inato, 

fenômeno denominado de imunidade treinada, que se apresenta de forma duradoura quando 

engloba a medula óssea (BM). A nossa hipótese é de que a imunidade treinada induzida pelo 

BCG é protetora contra a infecção pela bactéria B. abortus, responsável por causar a brucelose, 

uma zoonose sistêmica que apresenta impacto na saúde humana e animal. Neste estudo, nós 

demonstramos que macrófagos derivados da medula óssea de camundongos C57BL/6 treinados 

pelo BCG apresentam uma resposta inflamatória aprimorada contra B. abortus. Os macrófagos 

treinados pelo BCG possuem uma expressão aumentada de MHC-II e CD40 na superfície 

celular e uma maior produção de IL-6, IL-12 e IL-1β. A secreção aumentada de IL-1β foi 

acompanhada pela maior ativação das plataformas canônica e não-canônica do inflamassoma. 

Nós observamos uma elevada expressão de caspase-11 e um maior processamento de caspase-

1 em macrófagos treinados pelo BCG em resposta à B. abortus quando comparado com células 

não treinadas. Em adição, essas células treinadas pelo BCG apresentaram maior expressão de 

NLRP3 depois da infeção pela B. abortus. De um ponto de vista metabólico, a sinalização pela 

via Akt/mTOR/S6K foi também potencializada. Além disso, o treinamento com o BCG resultou 

em maior expressão de iNOS e na produção mais elevada de nitrito, culminando no maior 

controle da replicação intracelular de B. abortus pelos macrófagos. In vivo, nós monitoramos a 

redução significativa da carga bacteriana em órgãos provenientes de camundongos C57BL/6 

treinados pelo BCG quando comparado ao grupo não treinado. Adicionalmente, a imunização 

prévia de camundongos RAG-/- com o BCG protegeu parcialmente contra a infecção pela B. 

abortus, sugerindo um papel importante do compartimento imune inato neste cenário. Por fim, 

camundongos naive que receberam a transferência de medula óssea (BMT) de doadores 

treinados pelo BCG apresentaram maior resistência à B. abortus quando comparado com o 

controle não treinado. Esses resultados demonstram que a imunidade treinada induzida pelo 

BCG em camundongos resulta em um melhor controle intracelular da B. abortus in vitro e in 

vivo.  

 

Palavras-chave: BCG; imunidade treinada; B. abortus; brucelose.  



 
 

  

ABSTRACT 

The bacillus Calmette-Guérin (BCG) is the only licensed vaccine for use in tuberculosis control. 

It has also the ability to trigger non-specific immune protection against viral and bacterial 

infections. These beneficial side effects have been related to the innate immune system, a 

phenomenon known as trained immunity. When comprising the bone marrow (BM) 

compartment, this phenomenon represents a lasting immune memory. Our hypothesis is that 

BCG-trained immunity is protective against infection by the bacterium B. abortus, responsible 

for causing brucellosis, an infectious and systemic zoonosis that has an impact on human and 

animal health. In this study, we demonstrate that C57BL/6 mouse bone marrow-derived 

macrophages (BMDMs) under BCG training enhance inflammatory responses against B. 

abortus. BCG-trained macrophages showed increased MHC-II and CD40 expression on cell 

surface and higher IL-6, IL-12 and IL-1β production. The increase in IL-1β secretion was 

accompanied by enhanced activation of canonical and non-canonical inflammasome platforms. 

We observed elevated caspase-11 expression and caspase-1 processing in BCG-trained 

macrophages in response to B. abortus compared to untrained cells.  In addition, these BCG-

trained cells showed higher NLRP3 expression after B. abortus infection. From a metabolic point 

of view, signaling through the Akt/mTOR/S6K pathway was also increased. Additionally, BCG-

training resulted in higher iNOS expression and nitrite production, culminating in an improved 

macrophage killing capacity against intracellular B. abortus. In vivo, we monitored a significant 

reduction in the bacterial burden in organs from BCG-trained C57BL/6 mice when compared to 

the untrained group. Furthermore, previous BCG-immunization of RAG-/- mice partially protects 

against Brucella infection, suggesting an important role of the innate immune compartment in 

this scenario.  Lastly, naive recipient mice that received BM transfer (BMT) from BCG-trained 

donors showed greater resistance to B. abortus when compared to the untrained counterparts. 

These results demonstrate BCG-induced trained immunity in mice results in better control of 

intracellular B. abortus in vivo and in vitro. 

 

Keywords: BCG; trained immunity; B. abortus; brucellosis. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

1.1 O bacilo Calmette-Guérin (BCG) e o seu uso tradicional contra a tuberculose 

O bacilo Calmette-Guérin (BCG) é uma bactéria atenuada derivada do Mycobaterium 

bovis virulento, causador da tuberculose bovina. A obtenção desta cepa ocorreu no Instituto 

Pasteur de Lille, na França, por meio de ensaios realizados pelos pesquisadores Calmette e 

Guérin, razão pela qual a sua denominação foi originada. O BCG foi desenvolvido através de 

230 sucessivas passagens do M. bovis virulento durante 13 anos (1908-1921), até que a 

capacidade de causar a tuberculose (TB) fosse eliminada em diferentes modelos animais. A 

partir de sua obtenção, a primeira administração do BCG parental como vacina ocorreu em 

1921, em um menino recém-nascido que perdeu a sua mãe para a TB.  Em 1924, 664 crianças 

foram vacinadas com o BCG, sem efeitos adversos consideráveis, além do que uma proteção 

de mais de 90% foi observada (CALMETTE, A., 1931; SINGH, A. K. et al., 2021).  

No mesmo ano (1924), a vacina contendo o BCG foi distribuída para diferentes institutos 

que implementaram o seu próprio modo de produção, o que resultou na emergência de 

diferentes cepas do BCG ao redor do mundo com vários graus de atenuação e eficácia (LUCA, 

S. et al., 2013). Existem pelo menos quatorze cepas do BCG que apresentam considerável 

variabilidade a nível de diversidade genética, viabilidade e ativação de resposta de citocinas 

(PASCO, S. T. et al., 2020). Baseado na filogenia derivada de tipagem molecular, a genealogia 

das cepas do BCG tem sido estabelecida e representa uma dicotomia temporal entre cepas 

iniciais (Japão, Russia, Moreau e Sweden) e cepas tardias (Paster, TICE, Denmark, Glaxo). 

Eventos de duplicação e/ou deleção no DNA genômico de cepas tardias têm sido encontrados 

através de analises genômicas e transcriptômicas comparativas, com implicações para o nível 

de expressão de proteínas de superfície e antígenos imunodominantes (ANGELIDOU, A. et al., 

2020). Dentre as cepas utilizadas ao redor do mundo, o BCG Danish é o mais comum. Os países 

que relataram a utilização do BCG Danish na política de vacinação estão na Europa e África 
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Subsaariana. Além disso, em outros países como Bangladesh, Índia, Panamá e Brasil diversas 

cepas do BCG são utilizadas na política de vacinação (Figura 1) (LANCIONE, S. et al., 2022). 

Dentre as diferentes cepas, o BCG Moreau é utilizado majoritariamente na vacinação de recém-

nascidos contra a TB no Brasil (WHO, 2018). 

Figura 1. Registros das cepas do BCG que são utilizadas nas políticas individuais de 

vacinação em países ao redor do mundo. Múltiplas cepas do BCG são utilizadas no Brasil 

para vacinação em massa de recém-nascidos contra a TB. Além disso, a produção de vacinas 

contendo o BCG de forma independente pelo mundo resultou na emergência de diferentes cepas 

que variam genetica e fenotipicamente. Fonte da imagem (LANCIONE, S. et al., 2022). 

 

O BCG é a vacina mais usada em todo o mundo, completando 100 anos de uso em 2021 

(SINGH, A. K. et al., 2021; WHO, 2021). Atualmente, o BCG é a única vacina licenciada para 

uso contra o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e é administrada em cerca de 100 milhões de 

recém-nascidos anualmente visando a proteção contra formas severas da TB, como a TB 

meníngea e a TB disseminada (KONERU, G. et al., 2021; PASCO, S. T. et al., 2020; WHO, 

2021). Além da consistente proteção contra formas severas da doença, o BCG também protege 

crianças contra a TB pulmonar, o que contrasta com a variável proteção contra a TB pulmonar 

em adolescentes e adultos (de 0% a 80%), um dos motivos pelo qual a TB é uma das principais 
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causas de morte em todo o mundo (WHO, 2018). A variação da proteção em adultos pode estar 

associada às diferentes localizações geográficas, utilização de diferentes cepas nas políticas de 

vacinação e a exposição prévia às micobactérias ambientais (ADESANYA, O. A. et al., 2021).  

 Em 2011, com o objetivo de compilar as diferentes políticas e práticas de vacinação com 

o BCG ao redor do mundo, houve a iniciativa para criação de um banco de dados, o BCG World 

Atlas. Esse banco de dados dispõe de uma interface gráfica interativa com informações sobre 

as políticas de vacinação atuais e passadas dos países ao redor do mundo (ZWERLING, A. et 

al., 2011). O BCG World Atlas contém dados provenientes de 194 países, sendo que os dados 

foram atualizados para 188 destes em 2020. Os países estão divididos em quatro classificações 

segundo a prática de vacinação com o BCG:  1) vacinação nacional atual para todos os neonatos, 

2) vacinação passada nacional para todos os neonatos; 3) vacinação passada nacional para todos 

os neonatos e atualmente administração do BCG apenas em grupos de alto risco e 4) países que 

recomendam a vacinação apenas para grupos de alto risco (Figura 2) (LANCIONE, S. et al., 

2022). A WHO recomenda a vacinação com o BCG de acordo com a epidemiologia individual 

de cada país. Países com alta incidência de TB devem vacinar recém-nascidos com uma dose, 

já países com baixa incidência de TB podem administrar o BCG em grupos específicos de alto 

risco (LANCIONE, S. et al., 2022; WHO, 2021). 
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Figura 2. Dados disponíveis em interface gráfica sobre a política e a prática da vacinação 

com o BCG no mundo. Dentre os 194 países com dados disponíveis no BCG World Atlas, 156 

países (80%) continuam a recomendar a vacinação com o BCG em massa para todos os 

neonatos. A maioria dos países que mudaram a política de vacinação com o BCG, da vacinação 

em massa para a vacinação apenas de grupos específicos, o fizeram devido à redução da 

incidência de TB. Esta interface gráfica corresponde a uma terceira versão mais atualizada 

publicada em 2020 (Adaptado de http://www.bcgatlas.org/index.php). 

 

1.2 Os efeitos não específicos desencadeados pelo BCG e as suas aplicabilidades 

De forma interessante, além do uso tradicional do BCG contra a TB, diversas evidências 

tem sugerido que essa vacina é capaz de desencadear efeitos benéficos não-específicos 

preventivos ou terapêuticos contra patógenos não-relacionados, câncer ou até mesmo doenças 

neurodegenerativas (DE QUEIROZ, N. et al., 2021; SINGH, A. K. et al., 2021), abrindo um 

leque de possibilidades para estudos envolvendo os mecanismos desencadeados pelo BCG e 

suas aplicações. Os efeitos não específicos mediados pelo BCG são aplicados na prática clínica 

há cerca de 40 anos, sendo esta bactéria utilizada como padrão ouro na terapia intravesical 

contra câncer de bexiga não-músculo invasivo após a ressecção transuretral. Os mecanismos 

exatos que ocorrem após a instilação do BCG ainda não são compreendidos (BABJUK, M. et 
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al., 2017). Em 2021, o nosso grupo demonstrou que, após o tratamento com o BCG intratumoral 

em modelo murino, ocorre o aumento na resposta imunológica dependente da molécula 

adaptadora MyD88 e parcialmente dependente da ação conjunta dos receptores do tipo Toll 

(TLRs) - TLR3, TLR7 e TLR9. Em conjunto, estas moléculas do sistema imune inato 

contribuiram para o aumento da presença de macrófagos, neutrófilos e linfócitos T CD8+ na 

região intratumoral, além de gerar uma significativa polarização dos macrófagos em direção a 

um perfil pró-inflamatório, o que foi acompanhado pela redução significativa do volume do 

tumor (DE QUEIROZ, N. et al., 2021). 

O potencial terapêutico do BCG também tem sido observado no tratamento de verrugas 

oriundas da infecção pelo Papiloma Vírus Humano (HPV). Um estudo egípcio controlado por 

placebo demonstrou que o tratamento tópico com o BCG resulta em uma remissão total de 

verrugas comuns em 65% e uma remissão total de verrugas planas em 45% das crianças 

acometidas. Neste estudo não houve efeitos adversos e o acompanhamento durante 6 meses não 

revelou nenhum evento de recorrência dentre os respondedores (SALEM, A. et al., 2013). Além 

disso, o tratamento tópico com o BCG em 10 homens com casos de verrugas genitais 

(condiloma acuminado) recorrentes demonstrou uma resolução das lesões em 6 pacientes, com 

5 pacientes sem recorrência do condiloma acuminado em um tempo médio de acompanhamento 

de 32,8 meses (BOHLE, A. et al., 2001).  Dessa forma, o BCG pode levar à eliminação das 

lesões por meio do controle do HPV e uma resposta similar a memória imunológica pode ser 

estabelecida, levando a ausência de recorrência.  

Após uma lacuna de 70 anos das primeiras evidências dos efeitos não-específicos 

mediados pelo BCG, um importante estudo epidemiológico, que ocorreu na Guiné-Bissau 

(África Ocidental), marcou o início das investigações acerca dos mecanismos associados a esses 

efeitos (AABY, P. et al., 2011). Este estudo foi conduzido em 2.320 crianças, sendo observado 

que a administração de BCG em recém-nascidos de baixo peso resultou em uma redução de 
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mais de 40% na taxa de mortalidade neonatal durante o primeiro mês após a vacinação, quando 

comparado com crianças que receberam a vacinação com atraso de 6 semanas. Essa taxa foi 

associada ao aumento dos mecanismos iniciais de defesa contra sepse neonatal, contra 

infecções/problemas respiratórios e febre. A origem das infecções, ou seja, se eram ocasionadas 

por vírus ou por bactérias não foi discutida nesse estudo (AABY, P. et al., 2011).  

Além disso, os efeitos heterólogos mediados pela revacinação com o BCG foram 

observados em adolescentes contra infecções do trato respiratório. Esses jovens apresentaram 

três vezes menos infecções respiratórias quando comparado ao controle, sendo que o BCG pode 

ter atuado contra infecções bacterianas e virais, já que este estudo não faz distinção (NEMES, 

E. et al., 2018). Em um ensaio clinico randomizado, idosos hospitalizados com 65 anos ou mais, 

que receberam a vacinação com o BCG, cepa Bulgária, apresentaram um período 

significativamente maior para ocorrência de uma primeira infecção quando comparado com o 

placebo. O grupo de idosos vacinados também apresentou menor incidência de infecções do 

trato respiratório e pneumonia. A incidência de efeitos adversos não diferiu entre os grupos e 

não foi relacionada com o estudo (GIAMARELLOS-BOURBOULIS, E. J. et al., 2020). Em 

2018, a vacinação prévia com o BCG de voluntários que posteriormente receberam a vacina 

com o vírus da febre amarela (YFV) resultou em significativa redução da carga viral na corrente 

sanguínea quando comparado aos voluntários que receberam previamente o placebo (ARTS, R. 

J. W. et al., 2018). Dessa forma, a revacinação de seres humanos com o BCG pode conferir 

atraso e/ou redução da ocorrência de infecções no trato respiratório em uma ampla faixa etária, 

efeito que pode estar associado a um maior controle da replicação de patógenos não 

relacionados. 

Devido ao fato da vacinação com o BCG estar associada à proteção inespecífica contra  

infecções respiratórias virais e alguns estudos observacionais demonstrarem uma associação 

entre a vacinação com o BCG e a menor severidade da COVID-19, estão sendo conduzidos ao 
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redor do mundo cerca de 20 ensaios clínicos randomizados e controlados disponíveis no banco 

de dados Clinicaltrials.gov, que visam avaliar o impacto da vacinação com o BCG na incidência 

e severidade da COVID-19 (CESPEDES, P. F. et al., 2017; GONZALEZ-PEREZ, M. et al., 

2021; MOORLAG, S. et al., 2019). Em sua maioria, estes ensaios apresentam caráter 

preventivo, embora exista um ensaio clínico randomizado de caráter terapêutico sendo 

conduzido no Brasil, que visa avaliar o tratamento com o BCG em relação à evolução clínica 

da COVID-19, à eliminação do SARS-CoV-2, ao fenótipo da doença, além da avaliação da taxa 

de soroconversão e da titulação dos anticorpos IgM, IgA e IgG (GONZALEZ-PEREZ, M. et 

al., 2021).  

Ademais, os efeitos não específicos e preventivos do BCG foram demonstrados em 

modelo animal contra fungos, vírus e bactérias (ARTS, R. J. W. et al., 2018; KAUFMANN, E. 

et al., 2018). Em 2012, camundongos SCID (desprovidos de linfócitos T e B funcionais), após 

14 dias de imunização com o BCG cepa SSI, foram desafiados com dose letal de C. albicans. 

Os camundongos previamente imunizados apresentaram 100% de sobrevida, enquanto aqueles 

que não receberam a vacinação com o BCG apresentaram 25% de sobrevida 

(KLEINNIJENHUIS, J. et al., 2012). O BCG é capaz de aumentar a capacidade responsiva de 

células do sistema imune inato, como macrófagos e células dendríticas, que também funcionam 

como células apresentadoras de antígenos (APCs), o que pode resultar no aumento da ativação 

de células T e subsequente aumento da resposta celular Th1 e produção de IFN-γ (MARINHO, 

F. V. et al., 2020; MOUHOUB, E. et al., 2021). Além disso, este microrganismo, por ser um 

forte ativador do sistema imune, estimula uma resposta Th1 robusta em recém-nascidos, com 

níveis da citocina IL-12 equiparáveis aos que são observados em adultos (MARCHANT, A. et 

al., 1999). A habilidade do BCG em induzir uma resposta Th1 robusta faz do BCG um “live-

adjuvant” (MOUHOUB, E. et al., 2021).  
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1.3 O BCG como indutor de imunidade treinada e os mecanismos associados a este 

fenômeno 

Os efeitos benéficos e não-específicos mediados pelo BCG contra infecções heterólogas 

podem ser conferidos por meio de respostas associadas à imunidade inata e/ou à imunidade 

adaptativa. Respostas heterólogas mediadas por linfócitos podem envolver a ativação de 

linfócitos T de memória CD4+ ou CD8+ que não são específicos para o antígeno (reatividade 

cruzada), auxiliando na polarização de uma resposta Th1 a um segundo estímulo não-

micobacteriano (MOORLAG, S. et al., 2019). Entretanto, diversas evidências conferem 

destaque à capacidade das células imunes inatas em responder de forma acentuada durante uma 

segunda infecção não relacionada (KAUFMANN, E. et al., 2018). Nesse contexto, a proteção 

mediada pelo BCG contra infecções não relacionadas é observada em camundongos RAG-/- e 

SCID (KLEINNIJENHUIS, J. et al., 2012; MOORLAG, S. et al., 2019), que não apresentam 

linfócitos T e B funcionais. Além disso, a proteção conferida pelo BCG não é transmitida por 

meio da transferência de células T para outros camundongos (CESPEDES, P. F. et al., 2017). 

Essas evidências demonstram que o efeito protetor está associado, pelo menos parcialmente, ao 

compartimento imune inato. Este fenômeno de proteção vinculado ao sistema imune inato foi 

denominado de imunidade treinada e os seus mecanismos é foco de intensa pesquisa 

atualmente.  

A introdução do conceito de imunidade treinada ocorreu em 2011 pelo pesquisador 

romeno e especialista em doenças infecciosas, Mihai G. Netea. Este pesquisador propôs o termo 

imunidade treinada para conceituar a habilidade de células do sistema imune inato em responder 

de forma mais acentuada e eficiente quando um contato patógeno-hospedeiro ocorrer pela 

segunda vez, seja ele desencadeado pelo mesmo patógeno ou por um patógeno distinto não 

relacionado (proteção-cruzada) (NETEA, M. G. et al., 2011). É importante ressaltar que esse 

fenômeno não é considerado uma sobreposição de respostas imunes devido à coestimulação, 
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pois após o clearance do estímulo inicial, as células treinadas retornarão ao estado de repouso 

(homeostase) e serão capazes de produzir níveis mais elevados de determinadas citocinas e 

mediadores inflamatórios em uma segunda estimulação (Figura 3) (HU, Z. et al., 2022).  

 

Figura 3. Imunidade treinada ou memória imune inata. A imunidade treinada é considerada 

a memória imunológica associada ao sistema imune inato de mamíferos. Após uma resposta 

inicial contra um estímulo e retorno das células ou do organismo à homeostase, um estímulo 

subsequente poderá induzir uma resposta aumentada no que se refere a produção de citocinas e 

capacidade de eliminação de agentes infecciosos. Fonte da imagem (HU, Z. et al., 2022). 

 

Apesar da imunidade treinada atuar de maneira inespecífica contra uma ampla gama de 

estímulos não relacionados, o termo memória inata também é utilizado devido à permanência 

dos mecanismos celulares que regem esse fenômeno, o que pode conferir o aumento da 

velocidade e robustez de uma resposta protetora contra determinado patógeno (KAUFMANN, 

E. et al., 2018). No processo de indução da imunidade treinada, células imunes inatas passam 

por uma série de mudanças epigenéticas e metabólicas, que contribuem para as respostas 

secundárias mais eficazes (ARTS, R. J. W. et al., 2016; ARTS, R. J. W. et al., 2018). Em 

contraponto, a memória clássica representada pelos linfócitos T e B é altamente específica. 

Após o reconhecimento de antígenos por meio de TCRs e BCRs, originados de mudanças 

irreversíveis na sequência de DNA durante rearranjo gênico desses receptores, há a expansão 

clonal e permanência de células T e B de memória com receptores altamente específicos, que 
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em um segundo reconhecimento do mesmo epítopo irão montar uma resposta imune mais 

rápida e robusta (MOORLAG, S. et al., 2018; NETEA, M. G. et al., 2016). 

Modelos experimentais demonstram que os efeitos benéficos e não-específicos 

desencadeados pelo BCG existem e a imunidade treinada tem sido demonstrada como crucial 

no contexto desse fenômeno (ARTS, R. J. et al., 2016; KAUFMANN, E. et al., 2018). De uma 

maneira geral, a indução da imunidade treinada por meio de indutores como BCG ou β-glucano 

gera o aumento da capacidade responsiva de monócitos/macrófagos na imunidade contra: 

Staphylococcus aureus (CHENG, S. C. et al., 2014), Mycobacterium tuberculosis 

(KAUFMANN, E. et al., 2018), Listeria monocytogenes e Escherichia coli (CIARLO, E. et al., 

2020), Candida albicans (ARTS, R. J. W. et al., 2018); e até mesmo protozoários, como a 

Leishmania brasilienses (DOS SANTOS, J. C. et al., 2019). 

A reprogramação epigenética e metabólica estão integradas em macrófagos treinados pelo 

BCG. As mudanças no metabolismo incluem o enriquecimento da via da glicólise aeróbia 

nessas células. O aumento do consumo de glicose e da produção de lactato são mediados pela 

ativação da via de sinalização Akt/mTOR (CHENG, S. C. et al., 2014) (Figura 4). O sensor 

metabólico mTOR (mammalian target of rapamycin) está presente em dois complexos 

multiproteicos distintos (mTORC1 e mTORC2). Sua atividade é regulada por uma variedade 

de sinais imunes extracelulares e metabólicos, com via de sinalização intracelular complexa. 

Em células imunes inatas, mTOR pode ser ativado por ligantes de TLRs e citocinas 

(WEICHHART, T. et al., 2015). Entretanto na ausência de sinais de ativação, a via de 

sinalização do mTOR é inativa. Após estímulo, a quinase Akt é fosforilada e é responsável pela 

ativação de mTORC1 (WEICHHART, T. et al., 2015). Além do enriquecimento da via do 

mTOR e do aumento da glicólise aeróbia, outras vias primordiais para o fenótipo estão 

enriquecidas em células treinadas pelo BCG, como a via da glutamina. Esta disponibiliza 

nutrientes para o ciclo do ácido tricarboxilico (TCA) devido à conversão de glutamina em α-
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cetoglutarato. Os metabólitos do ciclo do TCA são importantes para a reprogramação 

epigenética, pois estes interferem na atividade das enzimas que promovem alterações pós-

traducionais nas histonas. Nesse sentido, o acúmulo de fumarato (componente do ciclo do TCA) 

inibe a atividade da enzima KDM5 histona demetilase, ocorrendo o enriquecimento da marca 

de histona H3K4me3, o que resulta no aumento da acessibilidade da cromatina. Esta relação 

também se estabelece entre o citrato (componente do ciclo do TCA) e as enzimas histonas 

acetiltransferases (HATs). Após ser exportado da matriz mitocondrial para o citosol por meio 

da enzima transportadora de citrato (CIC), este componente é convertido em acetil-CoA e 

oxalacetato pela enzima ATP citrato liase (ACL) (LIU, Y. et al., 2020). O acetil-CoA 

proveniente do citrato é utilizado pelas HATs, funcionando, portanto, como doador de acetil 

para a acetilação de histonas (BEKKERING, S. et al., 2018; WELLEN, K. E. et al., 2009). 

Além disso, já foi demonstrado que a inibição do metabolismo da glutamina e/ou da glicólise 

aeróbia resulta no decréscimo da produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-6) na 

imunidade treinada induzida pelo BCG. Apesar da fosforilação oxidativa também se encontrar 

potencializada nessas células, o bloqueio desta parece não influenciar na responsividade dos 

macrófagos treinados durante estímulos secundários (ARTS, R. J. et al., 2016).  
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Figura 4. A base molecular da imunidade treinada induzida pelo BCG é fundamentada 

na interconexão da reprogramação metabólica e epigénetica. Após estímulo com o BCG, a 

fosforilação da proteína quinase serina/treonina Akt ativa a via do mTOR. A ativação de 

mTORC1 resulta em aumento da glicólise aeróbia. O enriquecimento do ciclo do ácido 

tricarboxilico (TCA) pelo metabolismo da glutamina resulta em acúmulo de componentes deste 

ciclo. Citrato e fumarato são importantes para a reprogramação epigénetica devido ao controle 

de enzimas que promovem alterações pós-traducionais nas histonas. A interligação entre 

componentes do ciclo do TCA e a reprogramação epigénetica pode ser demonstrada através do 

fumarato e da enzima KDM5 histona demetilase. O acúmulo de fumarato inibe a ação desta 

enzima, favorecendo, portanto, alterações epigéneticas associadas ao aumento da acessibilidade 

da cromatina (H3K4me3) (BEKKERING, S. et al., 2018). Fonte da imagem (SINGH, A. K. et 

al., 2021). 

 

Uma abordagem importante no desenvolvimento de imunidade treinada é a capacidade 

do BCG em induzir este fenômeno em células-tronco hematopoiéticas (HSCs). Ao atingir e se 

estabelecer na medula óssea (BM) de camundongos C57BL/6, o BCG apresenta a capacidade 

de estimular extracelularmente HSCs e favorecer a expansão e o comprometimento dessas 
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células com a linhagem mieloide (Figura 5). O BCG atua em estágios iniciais da mielopoiese 

ao estimular HSCs e progenitores multipotentes (MPPs) na BM a se desenvolverem em 

macrófagos mais responsivos com programas epigenéticos específicos (KAUFMANN, E. et 

al., 2018). 

 

 
Figura 5. Modelo ilustrado de indução da imunidade treinada. O BCG é capaz de induzir 

proliferação e comprometimento de HSCs com a linhagem mieloide, que posteriormente 

originarão macrófagos mais responsivos. Após vacinação com o BCG, a BM é estimulada e as 

HSCs apresentam elevada taxa proliferativa. O aumento da proliferação é acompanhado do 

aumento do comprometimento das células com a linhagem mieloide e da diminuição do 

comprometimento com a linhagem linfoide. Após completa diferenciação destes precursores 

na linhagem monócitos/macrófagos, estas células apresentam funções efetoras potencializadas 

para maior combate às infecções. Utilizando a tuberculose como modelo ilustrativo, após 

diferenciação, há a migração de monócitos pela corrente sanguínea até o pulmão, que é o foco 

de infecção pelo Mycobacterium tuberculosis. No pulmão BMDMs treinados atuam no controle 

da infecção ao reduzir de forma potencializada a carga bacteriana neste órgão. Fonte da imagem 

(KHADER, S. A. et al., 2019). 

 

A indução da imunidade treinada pelo BCG em HSCs é de vital importância para uma 

proteção a longo prazo, visto que monócitos e macrófagos são células de vida útil relativamente 

curta e por consequência são menos propensas a transmitir memória imunológica de forma 

sustentada. As HSCs, por sua vez, são células de vida longa com propriedade de 

autorrenovação, residem na BM e sua reprogramação funcional é herdada pelos macrófagos 
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(KHADER, S. A. et al., 2019) capazes de responder de maneira potencializada. A utilização 

dessa abordagem contra microrganismos que subvertam os fagócitos para a sua sobrevivência 

e replicação dentro do hospedeiro pode resultar em melhora do quadro patológico.  

1.4 A brucelose, o gênero Brucella e a Brucella abortus 

A brucelose foi identificada, pela primeira vez, pelo patologista e microbiologista David 

Bruce na Ilha de Malta em 1887, ao isolar um cocobacilo identificado por ele como 

“Micrococcus melitensis” (atualmente denominado como Brucella melitensis) do fígado de um 

soldado que pereceu em decorrência da Febre de Malta (BRUCE, D., 1887). Após dez anos, 

em 1897, o veterinário Bernard Bang isolou o “Bang’s Bacillus” ou “Bacilo do aborto em 

bovinos” (BANG, B., 1910), atualmente denominado como Brucella abortus. 

A brucelose é a zoonose bacteriana mais difundida no mundo e uma das mais 

negligenciadas (WHO, 2006), causando uma perda anual de mais de 600 milhões de dólares na 

América Latina (HERRERA, E. et al., 2008). O gênero Brucella é o responsável por causar 

esta patologia, sendo compreendido por cocobacilos Gram-negativos, imóveis, não 

esporogênicos e intracelulares facultativos (PERCIN, D., 2013). Atualmente, este gênero 

abrange doze espécies isoladas e nomeadas, que exibem características antigênicas e 

metabólicas distintas e que são classificadas de acordo com sua preferência pelo hospedeiro 

animal (Tabela 1) (HULL, N. C. et al., 2018). Dentre essas bactérias, os principais agentes 

etiológicos da brucelose humana são a Brucella melitensis, Brucella abortus e Brucella suis 

(DE BOLLE, X. et al., 2015), sendo a Brucella melitensis a mais patogênica e a Brucella 

abortus a mais difundida no mundo (CORBEL, M. J., 1997). 
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Tabela 1. O gênero Brucella abrange doze espécies identificadas e nomeadas 

Observação: em destaque as espécies com potencial zoonótico mais elevado. Adaptado de (HULL, N. 

C. et al., 2018). 

 

 

O banco de dados World Animal Health Information Database Interface (WAHIS) dispõe 

de dados compilados sobre a incidência de brucelose animal originada pela B. abortus, 

B.melitensis e B. suis no mundo. Entretanto, esses dados ficam comprometidos por serem 

adquiridos através de relatórios voluntários realizados pela World Animal Health Organization 

(OIE) e por existir maior notificação em países que apresentam melhores recursos para a 

vigilância sanitária. Ainda assim, este é o único banco de dados completo que compila estas 

estatísticas, cujas mais recentes são referentes ao ano de 2014. Neste documento, o Brasil 

apresentou notificação de 1.142 eventos de surtos de B. abortus (Figura 6). O México é o pais 

com mais surtos notificados, no total 5.514, dentre eles 5.174 originados pela B. abortus e 340 

pela B. melitensis (HULL, N. C. et al., 2018). 

 

Espécies Hospedeiro natural preferencial Potencial zoonótico 

B. melitensis Ovelhas, cabras e camelos Sim – elevado 

B. abortus Bovinos, alces e búfalos Sim – elevado 

B. suis Porcos, lebres e renas Sim – elevado 

B. canis Cães doméstico e selvagem Sim - moderado 

B. ovis Ovelhas Nenhuma infecção reportada 

B. neotomae Ratos de madeira do deserto Nenhuma infecção reportada 

B. ceti Cetáceos  Sim – baixo 

B. pinnipedialis Pinípedes Sim – baixo 

B. microti Raposas vermelhas e ratazanas Nenhuma infecção reportada 

B. inopinata Desconhecido Sim - elevado 

B. papionis Primatas não-humanos Nenhuma infecção reportada 

B. vulpis Raposa vermelha Nenhuma infecção reportada 
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Figura 6. A brucelose animal é uma doença amplamente distribuída no mundo, com alta 

incidência de infecção pela B. abortus no Brasil. Segundo os dados do World Animal Health 

Information Database Interface, o México é o país que mais registrou surtos de brucelose 

animal, o que totaliza 5.514 surtos registrados em 2014, sendo eles 5.174 originados pela B. 

abortus, 340 pela B. melitensis e 0 pela B. suis. A China registrou um total de 2.138, sendo eles 

2.126 originados pela B. abortus, 0 pela B. melitensis e 12 pela B. suis. O Brasil registrou 1.142 

surtos, todos eles originados pela B. abortus. Fonte da imagem (HULL, N. C. et al., 2018). 

 

No Brasil, a brucelose bovina ocasionada pela B. abortus está amplamente distribuída por 

todo território e é responsável pela redução de rebanhos (MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 

P. E. A., 2006). Essa redução está vinculada ao tropismo por órgãos reprodutivos do animal 

(ANDERSON, T. D. et al., 1986), levando ao aborto espontâneo em ruminantes, uma marca da 

infecção (OLSEN, S. C. et al., 2014), e ao possível quadro de esterilidade permanente em uma 

de cada cinco fêmeas infectadas (MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, P. E. A., 2006). Os 

tecidos fetais e placentários associados aos fluidos expelidos nos eventos de aborto é a principal 

rota de transmissão entre a população animal (FRANC, K. A. et al., 2018; POESTER, F. P. et 

al., 2013). Além disso, o reservatório animal da doença é globalmente negligenciado (HULL, 

N. C. et al., 2018). A infecção pela B. abortus promove redução na produção de leite e carne 

(MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, P. E. A., 2006), além do impedimento desses produtos 
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pelas barreiras sanitárias do mercado internacional, o que gera o prejuízo de milhões de dólares 

ao ano para a economia brasileira (POESTER, F. P. et al., 2002). 

As principais formas de transmissão zoonótica de B. abortus é a partir da ingestão de 

produtos derivados de animais, como laticínios contaminados que não foram submetidos ao 

processo de pasteurização (LINDAHL-RAJALA, E. et al., 2017) e carne crua proveniente de 

animais infectados (CASALINUOVO, F. et al., 2016), além do contato direto com tecidos 

animais infectados e inalação de aerossóis que contêm o patógeno (PAPPAS, G. et al., 2005). 

A contaminação de pesquisadores, agropecuaristas, açougueiros, trabalhadores de matadouros 

e médicos veterinários pode ocorrer em ambiente laboratorial e ocupacional (SELEEM, M. N. 

et al., 2010; SINGH, K., 2009). A brucelose é reconhecida como a infecção mais comum 

adquirida em laboratórios (SINGH, K., 2009), isso porque a dose infecciosa é baixa, ≤102 

células bacterianas por aerossol ou rota subcutânea (HULL, N. C. et al., 2018; MENSE, M. G. 

et al., 2004).  

As maiores taxas de incidência de brucelose em humanos são atualmente encontrados em 

regiões da África, Ásia, América Latina e Oriente Médio (FRANC, K. A. et al., 2018). A 

brucelose em humanos raramente é fatal, porém é uma doença que apresenta tendência à 

cronicidade e persistência (ATLURI, V. L. et al., 2011; WHO, 2006). Esta patologia é 

severamente debilitante e incapacitante, sendo que qualquer órgão ou tecido do organismo pode 

ser acometido com incidência variável (ATLURI, V. L. et al., 2011). Dentre os sintomas e as 

alterações mais comuns, podem ser citados febre, fadiga, artralgia, suores, linfadenopatia, 

hepatomegalia e esplenomegalia. As manifestações osteoarticulares como artrite periférica, 

sacroiliíte e espongilite são as formas localizadas mais comuns da doença (PAPPAS, G. et al., 

2005; POURBAGHER, A. et al., 2006). Além disso, a brucelose potencialmente pode causar 

diversas morbidades, dentre elas: febre ondulante provocada devido a episódios de bacteremia 

seguido por novo foco de infecção, artrite, endocardite, osteomielite e complicações 



36 
 
 

  

neurológicas (BALDI, P. C. et al., 2013; FRANC, K. A. et al., 2018). Pela diversidade de 

sintomas parecidos com outras patologias, a brucelose é de difícil diagnóstico (WHO, 2006). É 

suposto que a incidência desta doença seja cinco vezes superior aos dados oficiais, 

principalmente devido ao não diagnóstico e ao não cumprimento de notificação obrigatória 

(WHO, 2006). O paciente acometido é submetido a regime de tratamento com antibióticos, com 

alta taxa de recaída. Não há vacinas para seres humanos (WHO, 2006). Por apresentar 

dificuldade de detecção, fácil disseminação e patogênese prolongada, o Center for Disease 

Control and Prevention (CDC) norte-americano classificou o gênero Brucella como categoria 

B, o que significa se tratar de organismos com risco de uso como arma biológica e bioterrorismo 

(SARKAR-TYSON, M. et al., 2011).  

1.5 Interação entre a Brucella abortus e o sistema imunológico do hospedeiro 

Nas etapas iniciais de infecção pela B. abortus, os mecanismos de evasão do sistema 

imunológico são imprescindíveis para patogênese da brucelose. Tais mecanismos englobam a 

capacidade de sobreviver e proliferar dentro de fagócitos, como células dendríticas (DCs) e 

macrófagos, estes últimos considerados o melhor nicho replicativo para esta bactéria 

(ARCHAMBAUD, C. et al., 2010; CELLI, J., 2015). Uma vez fagocitada, a B. abortus é 

envolta por um vacúolo de membrana dupla, conhecido como vacúolo contendo Brucella 

(BCV). Dentro do BCV, a B. abortus é capaz de alterar a rota natural intracelular de degradação 

e estruturar seu nicho replicativo (CELLI, J., 2015). No seu processo intracelular de 

estabelecimento e crescimento existem sucessivas alterações moleculares no BCV, que ocorrem 

mediante à interação do vacúolo com diferentes rotas celulares: eBCVs (BCV endossomal), 

rBCV (BCV replicativo) e por fim aBCV (BCV relacionado à autofagia) (Figura 7) (CELLI, 

J., 2015; COMERCI, D. J. et al., 2001; STARR, T. et al., 2008).  

Inicialmente, este vacúolo interage com a via endocítica (eBCV) e adquire moléculas 

características de endossomos inicias, que posteriormente darão lugar à presença de marcadores 
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de endossomos tardios (BELLAIRE, B. H. et al., 2005; CELLI, J. et al., 2003; STARR, T. et 

al., 2008). Concomitantemente a este processo, a rápida acidificação do vacúolo ocorre devido 

à fusão controlada com lisossomos (STARR, T. et al., 2008). Apesar da acidificação resultar 

em morte de grande parcela de bactérias, ela é essencial para a expressão do seu maior 

determinante de virulência – o sistema de secreção do tipo IV virB (T4SS), responsável pela 

injeção de efetores no citoplasma celular (BOSCHIROLI, M. L. et al., 2002; CELLI, J., 2015; 

CELLI, J. et al., 2003). O T4SS modula as funções do hospedeiro envolvidas na via secretória 

primária, permitindo a biogênese do rBCV através da fusão do eBCV maduro com cisternas do 

reticulo endoplasmático (ER) (CELLI, J. et al., 2003; CELLI, J. et al., 2005; STARR, T. et al., 

2008). A extensa replicação dessas bactérias é iniciada no rBCV e seguida pelo englobamento 

dos rBCVs em estruturas multimembranares semelhantes aos autofagossomos (aBCV) 

(STARR, T. et al., 2012). Esse processo de conversão do rBCV em aBCV envolve as proteínas 

de iniciação autofágica Beclin1, ULK1 e ATG14L (CELLI, J., 2015). O aBCV é importante na 

liberação da B. abortus da célula do hospedeiro após a sua multiplicação e, portanto, 

fundamental na conclusão do ciclo intracelular da bactéria (STARR, T. et al., 2012). A 

sobrevivência e o crescimento da B. abortus dentro de fagócitos profissionais resulta na 

disseminação sistêmica desse patógeno, o qual posteriormente infecta outras células da 

linhagem mieloide como macrófagos do fígado e do baço, nos quais pode persistir em lesões 

granulomatosas (ATLURI, V. L. et al., 2011).  

Na superfície celular da B. abortus estão presentes moléculas que são fatores essenciais 

para a sua patogenicidade. Uma delas é o LPS não-usual apresentado por cepas lisas e virulentas 

(SANGARI, F. J. et al., 1996). A porção do lipídeo A dessa molécula apresenta cadeias mais 

longas, o que diminui suas propriedades endotóxicas, visto que essas cadeias longas não são 

eficientemente reconhecidas por TLR4 (TSOLIS, R. M. et al., 2008). Diferente de outras 

endotoxinas, o LPS de Brucella não é pirogênico e falha em ativar o complemento. Além disso, 
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são necessárias concentrações 100 vezes maiores de LPS de Brucella para levar o hospedeiro a 

óbito, quando comparado ao LPS de enterobactérias (GIAMBARTOLOMEI, G. H. et al., 

2004). Dessa forma, as peculiaridades do LPS da B. abortus podem representar uma estratégia 

de evasão do sistema imune por essa bactéria (TSOLIS, R. M. et al., 2008).  

Figura 7. Subversão de vias intracelulares do hospedeiro para origem do nicho replicativo 

da Brucella abortus no interior de macrófagos e posterior egresso para disseminação em 

células vizinhas.  A Brucella abortus no ambiente intracelular interage com as rotas naturais 

de degradação. A capacidade de usufruir de mecanismos do hospedeiro sustenta a sua 

permanência. A acidificação do endossomo tardio ativa a expressão do seu maior fator de 

virulência: o sistema de secreção do tipo IV virB (T4SS). O T4SS é um mecanismo de evasão 

essencial para Brucella, que permite sua intensa replicação após fusão de eBCVs com as 

cisternas do ER (rBCV). Após intensa replicação nessa organela, a Brucella utiliza proteínas 

da via autofágica (Beclin 1, ULK1 e ATG14L) como subsídio para seu egresso de uma célula, 

para então infecção de uma outra vizinha. Fonte da imagem (CELLI, J., 2019). 

 

 

Outra classe de molécula pertencente à B. abortus são as lipoproteínas de membrana 

externa (Omp - outer membrane proteins), como as Omp16 e Omp19, que são capazes de se 

ligar aos receptores TLR2 e TLR4, e desencadear a produção das citocinas TNF-α, IL-6, IL-12 

e IL-10, evento importante para o controle inicial da infecção (GIAMBARTOLOMEI, G. H. et 

al., 2004; PASQUEVICH, K. A. et al., 2010). Além de modular o sistema imune inato do 
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hospedeiro, a B. abortus apresenta capacidade de interferir no papel da imunidade adaptativa e, 

portanto, pode persistir e estabelecer uma infecção crônica (BARRIONUEVO, P. et al., 2019). 

Após a apresentação de antígenos para células T CD4+ mediada pelas DCs, esses linfócitos 

migram para órgãos alvos, porém não conseguem erradicar a Brucella do organismo hospedeiro 

(BARRIONUEVO, P. et al., 2019). A permanência da Brucella no hospedeiro pode ser 

parcialmente atribuída ao seu potencial em diminuir a expressão de MHC-II induzido por IFN-

γ, o que interfere no processamento e na apresentação de antígenos pela linhagem 

monócitos/macrófagos para linfócitos TCD4+ (BARRIONUEVO, P. et al., 2019; 

VELASQUEZ, L. N. et al., 2017). A inibição da expressão do MHC-II na infecção pela B. 

abortus é dependente da ligação prolongada do inibidor-chave desse processo – Omp19 - ao 

receptor TLR2 (BARRIONUEVO, P. et al., 2008; VELASQUEZ, L. N. et al., 2017). Além 

disso, a B. abortus pode inibir a apresentação de antígenos pelo MHC-II através do seu LPS 

não-canônico que é capaz de formar macrodomínios na membrana plasmática de APCs 

(FORESTIER, C. et al., 2000). Esses mecanismos que envolvem o escape intracelular de 

macrófagos, têm impacto significativo na alteração da resposta imune adaptativa em pacientes 

com brucelose (BARRIONUEVO, P. et al., 2008). 

Os inflamassomas atuam como complexos citoplasmáticos multiproteicos induzidos por 

meio de PAMPs e DAMPs. Essas plataformas controlam a ativação da enzima proteolítica 

caspase-1. A caspase-1 é responsável pela maturação de citocinas pró-inflamatórias da família 

IL-1, o que inclui a interleucina-1β (IL-1β) e a interleucina-18 (IL-18) (LATZ, E. et al., 2013). 

Dois sinais são necessários para a produção de IL1-β e IL-18. O primeiro sinal regula a 

expressão dos componentes do inflamassoma, assim como a síntese de pró-IL-1β e pró-IL-18. 

O segundo sinal promove a montagem e ativação do inflamassoma (JO, E. K. et al., 2016). 

Durante o processo de ativação, os inflamassomas recrutam a proteína adaptadora ASC 

(Apoptosis-associated Speck-like Protein Containing a CARD), que atua como uma ponte 
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molecular entre uma proteína sensora (NLRP1, NLRP3, NLRP12, NAIP1, NAIP2, NAIP5 ou 

AIM2) e a proteína pró-caspase-1. O recrutamento de pró-caspase-1 desencadeia a sua 

autocatálise em caspase-1 (HOSS, F. et al., 2017; MARIM, F. M. et al., 2017). O sensor 

molecular determina a especificidade do inflamassoma em relação à detecção de produtos 

microbianos ou sinais de estresse celular (MARIM, F. M. et al., 2017). A ativação do 

inflamassoma NLRP3 é mediada por uma variedade de DAMPs. Um desses sinais é o aumento 

do efluxo de potássio que pode ser promovido por toxinas formadoras de poros, como a 

nigericina (HORNUNG, V. et al., 2008). Outros DAMPs são também capazes de ativar o 

inflamassoma NLRP3, como o estresse do RE e a disfunção mitocondrial. Além disso, a 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) induz a ativação deste inflamassoma 

(ELLIOTT, E. I. et al., 2015).  

Recentemente, foi elucidado em nosso laboratório a ativação do inflamassoma NLRP3 

através da via não-canônica dependente de caspase-11 na infecção pela B. abortus. O LPS não-

canônico de B. abortus escapa da vigilância da superfície celular pelo TLR4, entretanto, quando 

presente no citosol, ele é reconhecido por meio da caspase-11. O nosso grupo demonstrou que 

caspase-11 reconhece o LPS de B. abortus e ativa a piroptose em macrófagos com auxílio da 

proteína ligadora de guanilato GBP5, que contribui se associando aos BCVs e atuando no 

rompimento do vacúolo e liberação de PAMPs para o citoplasma (Figura 8) (CERQUEIRA, 

D. M. et al., 2018; GOMES, M. T. R. et al., 2019). É sugerido que após clivagem da 

gasdermina-D (GSDMD) pela caspase-11 ativada pelo LPS, a subunidade N-terminal 

oligomerize para formação de poros na membrana celular, através dos quais ocorre o efluxo de 

K+. O efluxo de K+ ativa o inflamassoma NLRP3, o que desencadeia o recrutamento e ativação 

de caspase-1, e então a produção e liberação de IL-1β (CERQUEIRA, D. M. et al., 2018; 

GOMES, M. T. R. et al., 2019). Nosso grupo, também já demonstrou que camundongos 

deficientes para NLRP3, ASC, caspase 1, caspase 11, GSDMD e IL-1R são mais susceptíveis 



41 
 
 

  

à infecção pela B. abortus (CERQUEIRA, D. M. et al., 2018; GOMES, M. T. et al., 2013). 

Portanto, a produção de IL-1β está associada ao controle da replicação desta bactéria, o que 

inclui a ativação do inflamassoma NLRP3 pela via não-canônica. 

 

Figura 8. A ativação não-canônica mediada pela caspase-11 culmina em formação de 

poros na membrana, efluxo de K+ e consequentemente na ativação do inflamassoma 

NLRP3. Este modelo demonstra que após ser fagocitada, a B. abortus se estabelece no interior 

do BCV. Com auxílio da GBP5, o LPS é liberado no ambiente citoplasmático e ativa caspase-

11. Em seguida, caspase-11 cliva GSDMD e a porção N-terminal desta molécula oligomeriza 

e forma poros na membrana plasmática por meio dos quais há o efluxo de potássio. Este último 

ativa NLRP3. Fonte da imagem (CERQUEIRA, D. M. et al., 2018). 

 

Diante do exposto, torna-se evidente que a B. abortus apresenta mecanismos eficientes 

de subversão do sistema imune inato e adaptativo conferidos pelas características 

“silenciadoras” deste patógeno até estabelecimento da infecção. Uma vez que a linhagem 

monócitos/macrófagos é o principal nicho replicativo dessa bactéria, acreditamos que a 

imunidade treinada induzida pelo BCG nessas células possa potencializar os mecanismos de 

controle contra a infecção pela B. abortus. Este estudo está pautado na hipótese de que o BCG 
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Moreau é capaz de induzir imunidade treinada em células da medula óssea, que se diferenciarão 

em macrófagos mais responsivos à B. abortus, o que contribuirá para um melhor controle da 

infecção. 
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2.0 JUSTIFICATIVA 
 

Além de ser a vacina utilizada para controle da tuberculose desde 1921, o BCG é utilizado 

na terapia contra o câncer de bexiga após remoção cirúrgica como forma de evitar recidivas da 

doença. Esta bactéria atenuada tem sido alvo de pesquisa devido à sua capacidade de 

desencadear efeitos benéficos não-específicos contra doenças neurodegenerativas e infecções 

não-relacionadas. Esses efeitos têm sido associados à atividade potencializada do sistema 

imune inato, principalmente macrófagos e células NK, fenômeno denominado de imunidade 

treinada. Outra característica importante é a capacidade adjuvante conferida pela administração 

do BCG. O BCG é um ativador do sistema imune, sendo capaz de desencadear uma resposta 

polarizada Th1. Esta vacina é estável, de baixo custo e apresenta segurança para administração 

em recém-nascidos. Levando em consideração as propriedades do BCG já discutidas até então, 

este estudo visa investigar se os efeitos desencadeados pela imunidade treinada induzida pelo 

BCG podem resultar na proteção contra a infecção pela bactéria patogênica Brucella abortus. 

Esta bactéria é responsável por causar a brucelose, uma zoonose difundida mundialmente e 

negligenciada, que acomete a saúde humana e animal. Além da possível contaminação dos 

consumidores de produtos de origem animal, a brucelose pode causar perda da produtividade 

em rebanhos bovinos e tornar a carne, leite e seus derivados vulneráveis às barreiras sanitárias 

no mercado internacional. Embora negligenciada, a brucelose no Brasil representa um problema 

de saúde pública devido aos custos de tratamento e ao impacto social, que pode levar à 

incapacidade dos pacientes acometidos, à redução da qualidade de vida e, em menor frequência, 

ao óbito. Além disso, essa patologia leva à uma perda de 32 milhões de dólares para a economia 

brasileira anualmente (POESTER, F. P. et al., 2002)  e uma perda anual de mais de 600 milhões 

de dólares para a América Latina (HERRERA, E. et al., 2008). Ademais, existe uma demanda 

da WHO por estratégias alternativas ao uso de antibióticos, principalmente contra bactérias 

Gram-negativas, devido à aquisição de resistência bacteriana ser mais rápida do que o 
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desenvolvimento de novas drogas (WHO, 2020), nesse sentido a imunidade treinada pode ser 

uma alternativa viável.  A elucidação dos possíveis efeitos protetores desencadeados pela 

imunidade treinada da linhagem monócitos/macrófagos que resultem no controle da brucelose 

é de fundamental importância para que novas estratégias profiláticas e terapêuticas possam ser 

desenvolvidas. Os macrófagos treinados pelo BCG podem resultar em um maior controle do 

crescimento intracelular bacteriano, contribuir para uma resposta imune inata mais eficaz e 

impactar na melhora da comunicação entre sistema imune inato e sistema imune adaptativo. A 

imunidade treinada representa uma nova abordagem na perspectiva de memória imunológica e 

o entendimento dos seus mecanismos pode contribuir para aplicações futuras, como, por 

exemplo, na tecnologia do desenvolvimento de vacinas que atualmente é baseada na memória 

imune clássica.  
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3.0 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

Investigar o papel da imunidade treinada induzida pelo BCG em macrófagos contra a 

infecção mediada pela bactéria patogênica Brucella abortus e elucidar os mecanismos 

envolvidos nesse processo. 

3.2 Objetivos específicos  

(i) Avaliar se macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs) provenientes de 

camundongos treinados com o BCG apresentam maior responsividade à bactéria B. 

abortus, determinando o nível de produção de citocinas pró-inflamatórias e de expressão 

de moléculas coestimuladoras na superfície celular;  

(ii) Investigar a via canônica e não-canônica do inflamassoma em BMDMs treinados pelo 

BCG no contexto da infecção pela B. abortus, por meio da avaliação de moléculas 

constituintes dessas vias, como NLRP3, pró-IL-1β, caspase-1, caspase-11 e GSDMD; 

(iii) Avaliar se BMDMs treinados pelo BCG apresentam perfil metabólico alterado, a nível de 

ativação da via Akt/mTOR/S6K, antes e durante a infecção pela bactéria B. abortus; 

(iv) Avaliar o perfil inflamatório de BMDMs treinados pelo BCG durante a infecção pela B. 

abortus, através da determinação do nível de transcritos e da expressão das enzimas óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) e arginase 1 (ARG1), além de determinar os níveis de 

óxido nítrico (NO) produzidos por essas células; 

(v) Avaliar se BMDMs treinados pelo BCG apresentam alteração na capacidade de controle 

do crescimento intracelular da B. abortus in vitro; 

(vi) Investigar se camundongos C57BL/6 selvagens e RAG-/- treinados pelo BCG controlam 

diferencialmente a infecção desencadeada pela B. abortus, por meio da avaliação da carga 
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bacteriana em órgãos acometidos, assim como pela avaliação do peso relativo destes 

órgãos; 

(vii) Confirmar se os efeitos mediados pela imunidade treinada induzida pelo BCG in vivo 

envolvem a medula óssea, via transferência passiva deste órgão de camundongos 

previamente treinados para camundongos naive receptores. 
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4.0 MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 Camundongos e ética 

Camundongos C57BL/6 selvagens (WT) foram obtidos do biotério da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil. Camundongos deficientes para a enzima RAG-1 

(RAG-/-), e consequentemente desprovidos de imunidade adaptativa, foram gerados na 

linhagem C57BL/6 e gentilmente fornecidos pela Dra. Ana Caetano de Faria (AGUIAR, S. L. 

F. et al., 2017). Todos os animais foram alojados em um sistema de rack ventilada e em um 

ciclo padrão de 12/12h claro/escuro. Camundongos fêmeas e machos de seis a oito semanas de 

idade foram utilizados e distribuídos aleatoriamente em grupos experimentais. O 

enriquecimento ambiental padronizado (iglu vermelho e forrageamento) foi utilizado visando 

o bem-estar animal. O Comitê de Ética no Uso de Animais da UFMG aprovou os procedimentos 

experimentais com os camundongos sob nº de protocolo 45/2018. 

4.2 Cepas bacterianas e condições de crescimento 

A cepa Mycobacterium bovis BCG Moreau e a cepa virulenta Brucella abortus S2308 

foram utilizadas para os experimentos in vitro e in vivo. O BCG foi cultivado em meio DifcoTM 

Middlebrook 7H9 (BD Biosciences) enriquecido com 0,05% de Tween 80 (Synth), 0,2% de 

glicerol (Synth) e 10% de ácido oleico-albumina-dextrose-catalase (OADC) até a fase 

logarítmica (OD600nm = 0,7-0,8; aproximadamente 21 dias), conforme descrito anteriormente 

(MARINHO, F. V. et al., 2020). A B. abortus foi cultivada em meio Brucella Broth (BB) (BD 

Biosciences) por 3 dias sob agitação constante (180 r.p.m, 37ºC). Ambas as suspensões 

bacterianas foram peletizadas (4000 r.p.m, 4ºC), suspensas em glicerol 10% e congeladas a -

80ºC até o uso. 

Para quantificação do estoque de BCG, alíquotas foram serialmente diluídas em solução 

aquosa contendo 0,05% de Tween 80, plaqueadas em meio DifcoTM Middlebrook 7H11 (BD 
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Biosciences) e incubadas a 37°C durante 21-35 dias. Após incubação, foi contado o número de 

unidades formadoras de colônia (CFUs). Para quantificação do estoque de B. abortus, alíquotas 

foram serialmente diluídas em solução salina, plaqueadas em meio BB ágar e incubadas a 37ºC 

durante 3 dias.  Após incubação, foi contado o número de CFUs. 

4.3 Modelo de indução de imunidade treinada 

A imunidade treinada foi induzida em camundongos C57BL/6 através da imunização 

intravenosa (i.v.) com 1x106 CFUs de BCG. Todos os camundongos foram anestesiados 

intraperitonealmente (i.p.) com xilazina (dosagem: 12,5 mg/kg) e cetamina (dosagem: 100 

mg/kg) antes da imunização. Após 30 dias de imunização, visando a eliminação do BCG dos 

animais, foi administrado um tratamento pela via oral, em que a água para ingestão foi 

suplementada com 100 mg/L de Isoniazida (INH; Sigma-Aldrich) e 100 mg/L de Rifampicina 

(RIF; Sigma-Aldrich). O tratamento oral com INH/RIF perdurou 30 dias adicionais e foi 

seguido por um período de washout, em que houve o retorno do fornecimento de água pura 

durante 15 dias (KAUFMANN, E. et al., 2018). Os camundongos não treinados seguiram o 

mesmo protocolo, exceto para imunização com o BCG. Como controle interno do experimento, 

1x107 células da medula óssea (BM) e células do baço foram plaqueadas em meio ágar 

Middlebrook 7H11 (BD Biosciences) suplementado com 0,5% de glicerol e 10% de OADC a 

fim de conferir a eficácia do tratamento com INH/RIF.  

4.4 Desafio dos camundongos com a B. abortus, determinação de CFUs e mensuração do 

peso relativo de órgãos 

Camundongos C57BL/6 e RAG-/-, treinados com o BCG e não treinados, foram 

desafiados i.p com 1x106 CFUs de B. abortus. Os camundongos foram eutanasiados 7 ou 15 

dias após infecção (d.p.i). O baço e o fígado foram coletados assepticamente de cada animal. 

Ambos os órgãos foram pesados e os resultados estão apresentados como porcentagem do peso 

corporal (% BW). Um terço do baço e do fígado foram macerados em solução salina (NaCl 
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0,9%) com o auxílio de pequenas telas de aço, diluídos serialmente e plaqueados em duplicata 

em BB ágar. Após 3 dias de incubação a 37°C, o número de CFUs foi determinado conforme 

descrito anteriormente (CERQUEIRA, D. M. et al., 2018). Os resultados estão apresentados 

como média de CFU por órgão. 

4.5 Geração de macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs) 

Para obtenção de macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs), camundongos 

C57BL/6 treinados com o BCG e não treinados foram eutanasiados para a extração de fêmures 

e tíbias. As células da BM foram coletadas em PBS frio e cultivadas em 10 mL de DMEM 

(Gibco) suplementado com 10% de FBS (Gibco), 1% de HEPES (Gibco) e 20% de meio 

condicionado de células L929 (LCCM), como fonte de M-CSF. Após 4 dias de incubação a 

37ºC em atmosfera de 5% CO2, foram adicionados 10 mL de DMEM fresco e suplementado. 

No dia 7, os BMDMs foram coletados por meio de incubação com PBS suplementado com 1% 

de EDTA (Gibco) por 20 min a 4ºC (10 mL/placas de Petri). 

4.6 Cinética de crescimento da B. abortus 

Para experimentos de cinética de crescimento bacteriano, os BMDMs foram cultivados 

em placas de 24 poços (5x105 células/poço), contendo DMEM enriquecido com 10% de FBS e 

1% de HEPES. Antes de ser utilizada para infecção, B. abortus foi crescida em meio BB por 1 

dia a 37ºC sob agitação constante. No dia seguinte, a densidade óptica (OD) foi utilizada como 

referência para a carga bacteriana (OD600nm 1 = 3×109 CFU/mL). A suspensão bacteriana foi 

centrifugada (5000 r.p.m, 10 minutos, TA), suspendida em DMEM e usada para infecção de 

BMDMs (MOI 10:1) em 300 μL/poço. Alternativamente, o estímulo com IFN-γ (10 ng/mL) foi 

conduzido overnight antes da infecção pela B. abortus. As placas foram brevemente 

centrifugadas (1200 r.p.m), visando garantir o contato entre B. abortus e BMDMs. Após 4 horas 

de incubação a 37ºC em uma atmosfera de 5% de CO2, os BMDMs foram lavados duas vezes 

com PBS aquecido para remover as bactérias não engolfadas e incubados em DMEM 
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suplementado por até 48 horas. Para quantificação do número de bactérias intracelulares, os 

macrófagos foram lisados com H2O estéril nos tempos 0, 24 e 48 horas pós-infecção. Diluições 

seriadas do lisado celular foram plaqueadas em BB contendo 1,5% de ágar. Após 3 dias de 

incubação a 37ºC, o número de CFUs foi determinado. 

4.7 Desafio de BMDMs com a B. abortus 

BMDMs foram cultivados em placas de 24 poços (5×105 células/poço) com DMEM 

suplementado com 1% de FBS e 1% de HEPES. O desafio de BMDMs foi realizado com B. 

abortus (MOI 100:1) por 8, 12 ou 18 horas. Como controle positivo geral, as células foram 

estimuladas com 1 μg/mL de LPS de E. coli (Sigma-Aldrich). Como controle positivo para 

ativação do inflamassoma, as células foram estimuladas com 1 μg/mL de LPS de E. coli (Sigma-

Aldrich) por 4 horas, seguido pela adição de 20 μM de nigericina (Sigma-Aldrich) nos 45 

minutos finais da incubação. 

4.8 Análise do perfil transcricional por RT-qPCR 

BMDMs provenientes de camundongos treinados com o BCG ou não treinados foram 

utilizados para os experimentos de RT-qPCR antes da estimulação e após o desafio in vitro com 

B. abortus por 8 ou 18 horas. A extração do RNA foi realizada com TRIzol Reagent (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), de acordo com as instruções do fabricante. 1 μg do RNA total foi transcrito 

reversamente (RT), usando oligo-dT em uma concentração final de 0,125 μg/μL, dNTPs 0,625 

mM, DTT 0,01 M, transcriptase reversa 0,1 U, tampão de transcriptase reversa 1x e água livre 

de nuclease para um volume final de 20µL. Os parâmetros de ciclagem utilizados foram 42ºC 

por 60 min e 70ºC por 15 min. A PCR quantitativa (qPCR) foi realizada usando SYBR Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), oligo-dT cDNA, 0,5 µM de primers 

e água livre de nuclease para um volume final de 10 μL. A reação de PCR foi realizada em um 

instrumento QuantStudio3 Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os 

parâmetros de ciclagem utilizados foram 60ºC por 10 min, 95ºC por 10 min, 40 ciclos de 95ºC 
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por 15s e 60ºC por 1 min, e um estágio de dissociação de 95ºC por 15s, 60ºC por 1 min, 95ºC 

por 15s e 60ºC por 15s. Os primers foram usados para amplificar um fragmento específico 

correspondente a genes murinos alvos, conforme mostrado na Tabela 2. Todos os dados estão 

apresentados como unidades de expressão relativa após normalização com o gene constitutivo 

β-actina (método 2-ΔΔCT). As medições foram realizadas em triplicata. 

 

4.9 Análise de proteínas por western blotting 

O lisado celular proveniente de cultura de BMDMs foi coletado antes da estimulação e 

após o desafio in vitro com B. abortus por 12 e 18 horas. Alternativamente, o lisado celular foi 

coletado 10 e 30 minutos após o desafio para análise de p-Akt. A lise celular foi realizada com 

o Mammalian Protein Extraction Reagent (M-PER) (Thermo Fisher Scientific) suplementado 

com 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF e 1:100 de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich). 

Quantidades iguais de proteína (25 μg de lisado celular) ou volumes iguais de sobrenadante (20 

μL) foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida. Para proteínas com peso 

molecular maior ou igual a 100 kDa, foram utilizados géis de 10%. Para proteínas com peso 

molecular inferior a 100 kDa, foram utilizados géis de 15%.  As proteínas foram 

eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), 

estas foram bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente com TBS-T (TBS + 0,1% de Tween 

20) contendo 5% de leite em pó desnatado e incubadas overnight com anticorpo primário. 

Subsequentemente, as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas por 1 hora e 30 

Tabela 2. Primers usados para as análises de RT-qPCR 

Primer Forward (5’- 3’) Reverse (5’- 3’) 

Nlrp3 TGCTCTTCACTGCTATCAAGCCCT ACAAGCCTTTGCTCCAGACCCTAT 

Nos2/iNOS AGCACTTTGGGTGACCACCAGGA AGCTAAGTATTAGAGCGGCGGCA 

Arg1 TGACATCAACACTCCCCTGACAAC GCCTTTTCTTCCTTCCCAGCAG 

Actb/β-actin GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 
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minutos a temperatura ambiente com anticorpo secundário IgG anti-rabbit ou anti-mouse em 

uma diluição de 1:1000. Os anticorpos primários anti-mouse usados estão mencionados na 

Tabela 3.  

As bandas imunorreativas foram visualizadas usando o Luminol chemiluminescent HRP 

substrate (Millipore, Billerica, MA, EUA) em um Amersham Imager 600 (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, Reino Unido). Os dados foram obtidos em relação ao nível de BMDMs não 

treinados e infectados com B. abortus por 18 horas. Portanto, BMDMs não treinados e 

infectados por 18 horas tiveram o valor arbitrario de 1.0, como descrito previamente 

(SILVEIRA, T. N. et al., 2017). A intensidade das bandas foi quantificada e normalizada 

usando o software ImageJ. 

Tabela 3. Anticorpos primários utilizados para análises por western blotting 

Antibody Clone Manufacturer  

Rabbit mAb p-Akt (Thr308) 244F9 Cell Signaling Technology 

Rabbit mAb p-mTOR (Ser2448) D9C2 Cell Signaling Technology 

Rabbit Ab p-p70 S6K (Thr389) - Cell Signaling Technology 

Mouse mAb Akt 40D4 Cell Signaling Technology 

Mouse mAb mTOR L27D4 Cell Signaling Technology 

Rabbit p-p70 S6K - Cell Signaling Technology 

Mouse mAb IL-1β 3A6 Cell Signaling Technology 

Mouse mAb p20 subunit of caspase 1 Casper 1 Adipogen  

Mouse mAb NLRP3 Cryo-2 Adipogen 

Mouse mAb Caspase 11 Flamy-1 Adipogen 

Rabbit mAb GSDMD EPR19828 Abcam 

Rabbit mAb β-actin 13E5 Cell Signaling Technology 

* A detecção do controle (β-actin) foi conduzida com o uso do anticorpo primário a uma 

diluição de 1:5000. Para a detecção das proteínas-alvo, os anticorpos primários foram 

utilizados a uma diluição de 1:1000. 
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4.10 Dosagem de citocinas por ELISA 

BMDMs provenientes de camundongos treinados com o BCG ou não treinados foram 

desafiados com B. abortus in vitro por 18 horas. A produção de IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-12p40 

foi mensurada em sobrenadantes de cultura de BMDMs por ELISA usando kit comercial (R&D 

Diagnostic, Minneapolis, MN, Estados Unidos), de acordo com as recomendações do 

fabricante. 

4.11 Mensuração de nitrito pelo ensaio de Griess 

Os sobrenadantes de BMDMs provenientes de camundongos treinados com BCG ou não 

treinados, estimulados com B. abortus por 18 horas, foram usados para medição de nitrito. A 

concentração de nitrito (NO2
-), um metabólito estável do NO, foi avaliada usando reagente de 

Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% de dicloridrato de naftiletilenodiamina em 2,5% de ácido 

fosfórico). Resumidamente, 50 𝜇L de sobrenadantes provenientes de cultura de células foram 

misturados com 50 𝜇L de reagente de Griess em placa de 96 poços. Posteriormente, a mistura 

foi incubada por 20 minutos, protegida da luz, à temperatura ambiente e a absorbância foi 

medida a 550 nm em um leitor de microplacas. Meio de cultura fresco foi usado como branco. 

A quantidade de nitrito foi determinada a partir de uma curva padrão de nitrito de sódio 

(NaNO2) (DE QUEIROZ, N. et al., 2021).  

4.12 Experimento de transferência de medula óssea (BMT) 

A transferência de medula óssea (BMT) foi realizada de camundongos C57BL/6, 

submetidos ao modelo de indução de imunidade treinada, para camundongos receptores naive 

C57BL/6. Os camundongos receptores foram submetidos à duas doses de irradiação de 4,5 Gy, 

com um intervalo de 3 horas entre as doses. No dia da irradiação, as células da BM foram 

extraídas de camundongos treinados com BCG ou não treinados e 3x107 células da BM foram 

injetadas i.v em cada camundongo receptor. A avaliação da depleção de células BM seguida de 
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sua reconstituição foi realizada por contagem de leucócitos no sangue periférico semanalmente. 

A contagem de leucócitos no sangue foi realizada em câmara de Neubauer com o corante Turk 

(1:20). Um mês após a BMT, quando o compartimento hematopoiético havia sido reconstituído, 

os camundongos quiméricos foram desafiados i.p com 1x106 CFUs de B. abortus. Os 

camundongos quiméricos foram eutanasiados 7 d.p.i. O CFU de B. abortus no baço foi 

avaliado, como anteriormente descrito.  

4.13 Análise por citometria de fluxo 

BMDMs provenientes de camundongos treinados com o BCG ou não treinados foram 

cultivados em placas de 96 poços (1x105 células/poço) com DMEM suplementado com 1% de 

FBS e 1% de HEPES. O desafio de BMDMs in vitro foi realizado com B. abortus (MOI 100:1) 

por 18 horas. As células foram incubadas com anticorpo anti-CD16/32 (FcBlock) (BD 

Biosciences) em tampão de FACS (PBS, 0,25% BSA, 1 mM NaN3) por 20 minutos a 4ºC. Para 

marcação intracelular, as células foram fixadas e permeabilizadas usando o BD 

Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences), de acordo com as instruções do fabricante. Os painéis 

de marcação foram utilizados a fim de avaliar o estado de ativação e o perfil inflamatório de 

macrófagos. Os anticorpos conjugados anti-mouse que foram utilizados se encontram na 

Tabela 4.  

 

Tabela 4. Anticorpos conjugados utilizados para análise de citometria de fluxo 

Antibody Clone Manufacturer  

PE CD40 3/23 BD Biosciences 

PE-Cy7 iNOS  CXNFT Invitrogen 

APC-ARG1 A1exF5 eBioscience 

APC MHC-II AF6-120.1 BD Biosciences 

APC-Cy7 CD11b M1/70 BD Biosciences 

biotinylated F4/80 BM8 eBioscience 
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A estreptavidina conjugada com PerCP-Cy5.5 (Thermo Fisher Scientific) foi usada 

quando necessário. Os controles de isotipo apropriados foram utilizados. O equipamento Attune 

Acoustic Focusing Cytometer (Life Technologies) foi utilizado para coletar aproximadamente 

100.000 eventos e os dados foram analisados usando o software FlowJo (Tree Star). Como 

estratégia de análise, as células totais foram selecionadas após gating em células duplo-

positivas CD11b+F4/80+. Em seguida, a frequência de células CD40+, MHC-II+, iNOS+ e 

ARG1+ foi analisada (Figura 9). A intensidade média de fluorescência (MFI) foi também 

avaliada dentro da população de células duplamente positivas CD11b+F4/80+. 

 
Figura 9. Estratégia de gating para avaliação da ativação de macrófagos e do perfil 

inflamatório dessas células. As células duplamente positivas CD11b+F4/80+ foram 
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selecionadas após a delimitação das células totais em gráficos SSC x FSC. Em seguida, foi 

analisada a frequência de células CD40+, MHC-II+, iNOS+ e ARG+. A intensidade média de 

fluorescência (MFI) foi avaliada dentro da população de células duplamente positivas 

CD11b+F4/80+. 

4.14 Análise estatística  

Antes da realização dos testes de hipóteses, os conjuntos de dados foram submetidos a 

testes de normalidade e igualdade de variância. As diferenças de médias dos conjuntos de dados 

obtidos foram testadas por two-way ANOVA seguido por teste post hoc de Bonferroni (p < 

0,05), one-way ANOVA seguido por teste post hoc de Tukey (p < 0,05) ou teste t-Student (p < 

0,05). A análise estatística foi realizada usando GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EUA).  
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5.0 RESULTADOS 

5.1 O treinamento com o BCG potencializa a resposta de macrófagos contra a infecção 

pela B. abortus 

O BCG induz a expansão e a diferenciação de células tronco hematopoiéticas (HSCs) em 

precursores mieloides, que posteriormente podem se diferenciar em macrófagos mais eficientes 

no controle de infecções heterólogas (CIROVIC, B. et al., 2020; KAUFMANN, E. et al., 2018; 

ZHANG, B. Z. et al., 2022). Nesse sentido, um trabalho pioneiro demonstrou que a 

administração do BCG pela via intravenosa (i.v) resultou em alterações celulares, imunes e 

epigenéticas na medula óssea (BM), levando a uma maior capacidade de resposta de 

macrófagos derivados contra a infecção pelo Mycobacterium tuberculosis. De forma 

importante, essas alterações se mantiveram mesmo após a eliminação do BCG do organismo 

(KAUFMANN, E. et al., 2018). Esta abordagem confere uma memória imune inata com 

potencial de longa duração devido ao tempo de vida e a capacidade proliferativa das HSCs. A 

fim de induzir a imunidade treinada com o BCG, camundongos C57BL/6 foram imunizados 

com 1x106 CFUs de BCG pela via intravenosa (i.v). Após 30 dias, os camundongos foram 

tratados com os antibióticos antimicobacterianos, isoniazida (INH) e rifampicina (RIF), pela 

via oral. Este regime de tratamento foi conduzido por 30 dias adicionais para alcançar a 

eliminação do BCG em camundongos (Figura 10A). Posteriormente, foi iniciado um período 

de washout, no qual houve o retorno do fornecimento de água pura por 15 dias. O crescimento 

de BCG foi verificado na medula óssea (BM) e nas células do baço de camundongos 

imunizados com BCG, submetidos ao tratamento com INH/RIF ou não. O plaqueamento desses 

sítios anatômicos em meio apropriado mostrou que o tratamento com INH/RIF levou à 

eliminação do BCG (Figura 10B-C), o que sugere que qualquer fenótipo observado por meio 

deste modelo não está relacionado à presença residual do BCG. Além disso, nenhuma alteração 
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na obtenção de macrófagos após a diferenciação in vitro de células da BM foi observada entre 

os grupos treinado com o BCG e não treinado (Figura 10D). 

A partir do término do washout, dois protocolos foram aplicados: (1) os BMDMs foram 

gerados in vitro e infectados com a B. abortus (MOI 100:1) ou (2) camundongos C57BL/6 

foram infectados com 1x106 CFUs de B. abortus intraperitonealmente (i.p). A B. abortus 

apresenta mecanismos de evasão que prejudicam tanto a resposta do sistema imune inato quanto 

do adaptativo (CELLI, J., 2015; FORESTIER, C. et al., 2000), levando à sua persistência no 

hospedeiro e à cronicidade da infecção (ATLURI, V. L. et al., 2011). Uma vez que a imunidade 

treinada potencialmente leva ao aumento da expressão de moléculas inflamatórias, nós 

avaliamos se os macrófagos treinados com o BCG apresentam uma resposta potencializada 

contra a infecção pela B. abortus. A análise de ativação de macrófagos demonstrou que 

BMDMs treinados com o BCG têm uma frequência maior de células positivas para o MHC-II 

(MHCII+CD11b+F480+) quando comparado à população de macrófagos não treinados em 

resposta à B. abortus (Figura 11A-B). A intensidade média de fluorescência (MFI) para este 

marcador também foi significativamente aumentada na população de macrófagos treinados com 

o BCG, sugerindo uma maior expressão por célula (Figura 11C). Em relação à molécula 

coestimuladora CD40, o treinamento com o BCG aumentou significativamente a frequência de 

células positivas (CD40+CD11b+F480+), assim como o MFI em resposta à B. abortus quando 

comparado com células não treinadas (Figura 11D-F). Além da maior expressão de moléculas 

de superfície, o treinamento com o BCG induziu o aumento da produção das citocinas pró-

inflamatórias IL-6 (Figura 11G) e IL-12p40 (Figura 11H) após a infecção com a B. abortus. 

Surpreendentemente, não foi observada diferença no nível de TNF-α (Figura 11I). Em 

conjunto, esses resultados demonstram que a imunidade treinada induzida pelo BCG aumentou 

a expressão de marcadores de ativação e a produção de citocinas pró-inflamatórias por 

macrófagos em resposta à B. abortus. 
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Figura 10. Modelo de indução de imunidade treinada mediada pelo BCG in vivo. (A)  

Layout do modelo in vivo de indução de imunidade treinada mediada pelo BCG. 

Resumidamente, a imunidade treinada foi induzida por imunização i.v com o BCG, seguido por 

tratamento com antibióticos e período de washout. Posteriormente, BMDMs foram obtidos para 

investigação in vitro ou camundongos foram desafiados com B. abortus para análises in vivo. 

O grupo não treinado seguiu o mesmo protocolo, exceto pela imunização com o BCG. (B) 

Camundongos C57BL/6 imunizados com o BCG ou não imunizados, submetidos ou não ao 

tratamento com INH/RIF, tiveram sua medula óssea extraída e 1x107 células da BM foram 

plaqueadas em meio 7H11 apropriado para BCG. (C) Baços de camundongos C57BL/6 

treinados com o BCG ou não treinados, submetidos ou não ao tratamento com INH/RIF, foram 

macerados individualmente, diluídos e plaqueados em meio 7H11 apropriado para BCG. A 

ausência de crescimento do BCG dentre as células plaqueadas demonstra a eficiência do 

tratamento com INH e RIF para eliminação do BCG residual. (D) Após a diferenciação em 

macrófagos, cerca de 95% das células recuperadas apresentaram marcadores característicos de 

macrófagos (CD11b+F4/80+) para ambos os grupos, treinado com o BCG ou não treinado. Os 

dados mostrados são representativos de três experimentos independentes. (N.D: não detectado; 

Tx: tratamento). 
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Figura 11. Macrófagos treinados pelo BCG são mais responsivos à bactéria patogênica B. 

abortus. Os macrófagos de camundongos C57BL/6 treinados com o BCG ou não treinados 

foram desafiados com B. abortus por 18 horas. Posteriormente, a expressão dos marcadores de 

superfície foi avaliada por citometria de fluxo. (A-B) Frequência de células 

MHCII+CD11b+F480+ (macrófagos MHCII+) e (C) intensidade média de fluorescência (MFI) 

dos macrófagos para MHC-II. (D-E) Frequência de células CD40+CD11b+F480+ e (F) MFI dos 

macrófagos para CD40. A produção das citocinas pró-inflamatórias (G) IL-6, (H) IL-12p40 e 

(I) TNF-α por BMDMs provenientes de camundongos C57BL/6 treinados com o BCG ou não-

treinados foi avaliada no sobrenadante celular por meio de ELISA. Os dados estão apresentados 

como média ± SD. As análises estatísticas foram conduzidas utilizando o teste Two-way 

ANOVA seguido por pós-teste de Bonferroni. * p<0,05 comparação entre BMDMs treinados 

com o BCG ou não treinados submetidos ao mesmo estímulo. O LPS foi utilizado como um 

controle positivo e interno do experimento. Os dados mostrados são representativos de três 

experimentos independentes. 
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5.2 Macrófagos treinados com o BCG apresentam enriquecimento da via canônica e não-

canônica do inflamassoma durante a infecção pela B. abortus 

Os inflamassomas são complexos citoplasmáticos multiproteicos que são induzidos por 

PAMPs e DAMPs. Eles controlam a ativação da procaspase-1. Esta enzima proteolítica é 

autoclivada na subunidade caspase-1 p20, que por sua vez é responsável pela conversão da pró-

IL-1β em IL-1β madura (LATZ, E. et al., 2013). Além disso, a subunidade caspase-1 p20 cliva 

GSDMD em GSDMD p30 (porção N-terminal) que se oligomeriza na membrana plasmática. 

Este evento pode desencadear morte celular por piroptose (CERQUEIRA, D. M. et al., 2018; 

GOMES, M. T. et al., 2013; GOMES, M. T. R. et al., 2021). A ativação do inflamassoma 

NLRP3 e a secreção de IL-1β contribuem para a resposta imunológica contra a infecção pela 

B. abortus (GOMES, M. T. et al., 2013). Para entender como o treinamento pelo BCG 

influencia a via do inflamassoma em macrófagos no contexto desta infecção, nós primeiramente 

investigamos se houve alterações nos constituintes da via canônica. Os macrófagos treinados 

com o BCG apresentaram aumento da secreção de IL-1β quando comparado ao grupo não 

treinado (Figura 12A). Além disso, uma expressão significativamente maior de pró-IL-1β foi 

observada em macrófagos treinados pelo BCG, 12 e 18 horas após a infecção (Figura 12B-C). 

A avaliação de caspase-1 demonstrou que houve um aumento da sua subunidade p20 ativa em 

macrófagos treinados pelo BCG após infecção pela B. abortus (Figura 12D-E). Ademais, o 

treinamento com o BCG induziu uma maior transcrição de Nlrp3 em resposta à B. abortus 

(Figura 12F). Vale ressaltar que o próprio treinamento com o BCG (sem desafio com a B. 

abortus) resultou em uma maior transcrição de Nlrp3 em macrófagos (Figura 13A-B). 



62 
 
 

  

 

 
Figura 12. Macrófagos treinados com o BCG apresentam enriquecimento da via canônica 

do inflamassoma em resposta à B. abortus. (A) A produção da citocina pró-inflamatória IL-

1β por BMDMs provenientes de camundongos C57BL/6 treinados com o BCG ou não-

treinados foi avaliada no sobrenadante celular, após 18 horas de estimulação por meio de 

ELISA. (B) A expressão do zimogênio da IL-1β (pró-IL-1β) foi avaliada em BMDMs 

provenientes de camundongos C57BL/6 treinados com o BCG ou não-treinados no lisado 

celular, após 12 e 18 horas de estimulação. (C) A quantificação da pró-IL-1β por densitometria 

está representada como o alvo em relação a proteína constitutiva β-actina. (D) Caspase-1 p20 

foi mensurada no sobrenadante celular de BMDMs provenientes de camundongos C57BL/6 

treinados com o BCG ou não-treinados, após 18 horas de estimulação. (E) A quantificação de 

caspase-1 p20 por densitometria está representada como o alvo em relação a proteína 

constitutiva β-actina. (F) O nível de transcritos de Nlrp3 foi determinado por meio da análise 

de RT-qPCR, após 8 horas de estimulação, usando o método ΔΔCΤ. Os dados gráficos estão 

apresentados como média ± SD. A análise estatística foi conduzida utilizando o teste Two-way 

ANOVA seguido por pós-teste de Bonferroni. * p<0,05 em relação aos macrófagos 

provenientes de camundongos não treinados submetidos ao mesmo estímulo e no mesmo 

período de estimulação. Como representado pela linha tracejada, os dados provenientes das 

análises de densitometria foram obtidos relativos aos BMDMs não treinados e infectados com 

B. abortus por 18 horas. Portanto, esta amostra está representada arbitrariamente com o valor 

de 1.0. O LPS+nig foi utilizado como um controle positivo para ativação do inflamassoma. Os 

dados mostrados em A e F são representativos de três experimentos independentes. Os gráficos 

das análises de densitometria (C e E) representam dados agrupados provenientes de três 

experimentos independentes.  
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Figura 13. Macrófagos treinados pelo BCG apresentaram aumento da expressão de 

NLRP3 antes mesmo da infecção pela B. abortus. (A) A expresão de NLRP3 em células da 

medula óssea (BM cells) e (B) em BMDMs, provenientes de camundongos C57BL/6 treinados 

com o BCG ou não-treinados, foi mensurada no lisado celular por meio da análise de RT-qPCR 

usando o método ΔΔCΤ e através da análise de western blotting. Os dados gráficos estão 

apresentados como média ± SD. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t de Student, 

* p<0,05; comparando as células da BM ou BMDMs treinados com o BCG e não treinados. Os 

dados mostrados são representativos de três experimentos independentes. 

 

A ativação não canônica do inflamassoma mediada pela caspase-11 é fundamental para a 

resposta imune contra a B. abortus. A caspase-11 reconhece o LPS de B. abortus no citoplasma 

e cliva GSDMD, levando à formação de poros e consequente ativação do inflamassoma NLRP3 

(CERQUEIRA, D. M. et al., 2018). Os macrófagos Casp11-/- apresentam formação de poros 

atrasada e significativamente reduzida na membrana plasmática em resposta a esta bactéria 

(CERQUEIRA, D. M. et al., 2018). Nós avaliamos a expressão de caspase-11 em macrófagos 

treinados com o BCG após a infecção pela B. abortus. Uma maior expressão de ambas as 
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isoformas p43 e p38 foi observada em células treinadas com o BCG quando comparado com 

células não treinadas (Figura 14A-C). Além disso, os macrófagos treinados com o BCG 

mostraram uma conversão ligeiramente aumentada de GSDMD full length (p53) em GSDMD 

p30 18 horas após a infecção pela B. abortus (Figura 14D-E). Esses dados, que incluem o 

aumento da secreção de IL-1β, o maior processamento de caspase-1 e o aumento da expressão 

de caspase-11, sugerem que as vias canônica e não canônica do inflamassoma estão 

enriquecidas em macrófagos treinados pelo BCG em resposta à B. abortus. A ativação do 

inflamassoma não canônico mediada pela caspase-11 pode representar um mecanismo 

importante na imunidade treinada induzida pelo BCG contra B. abortus. Por fim, o aumento do 

nível transcricional de Nlrp3 sugere que o receptor possa estar envolvido na oligomerização do 

inflamassoma e consequente ativação da caspase-1, levando a uma maior secreção de IL-1β. 

Figura 14. O inflamassoma não canônico mediado pela caspase 11 é enriquecido em 

macrófagos treinados pelo BCG em resposta à infecção pela B. abortus. Macrófagos 

provenientes de camundongos C57BL/6 treinados com o BCG ou não treinados foram 

desafiados com a B. abortus por 12 e 18 horas. (A) A expressão das isoformas p43 e p38 de 

caspase 11 foram mensuradas nos lisados celulares por western blotting. (B) A quantificação 

de caspase 11 p43 e (C) caspase 11 p38 por densitometria estão expressas como alvo em relação 

à proteína constitutiva β-actina. (D) GSDMD full length (FL) e GSDMD p30 (N-terminal ou 

NT) foram detectadas nos lisados celulares por western blotting. (E) A conversão de GSDMD 

FL em GSDMD NT foi quantificada por densitometria. Os dados gráficos estão apresentados 
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como média ± SD. As análises estatísticas foram realizadas por Two-way ANOVA seguido 

pelo teste post hoc de Bonferroni, * p < 0,05 comparando BMDMs treinados com o BCG e não 

treinados submetidos ao mesmo estímulo. Como representado pela linha tracejada, os dados 

provenientes das análises de densitometria foram obtidos relativos aos BMDMs não treinados 

e infectados com B. abortus por 18 horas. Portanto, esta amostra está representada 

arbitrariamente com o valor de 1.0. LPS+nigericina foi utilizado como controle positivo para 

ativação do inflamassoma. Os gráficos das análises de densitometria (B, C e E) representam 

dados agrupados provenientes de três experimentos independentes.  

 

5.3 O treinamento com o BCG desencadeia a ativação da via Akt/mTOR/S6K em 

macrófagos em resposta à B. abortus 

O mammalian target of rapamycin (mTOR) é uma enzima quinase importante para a 

regulação do metabolismo celular. Dois complexos distintos de proteínas contêm o mTOR 

como constituinte de suas unidades catalíticas: mTORC1 e mTORC2 (BYLES, V. et al., 2013; 

MUKHOPADHYAY, S. et al., 2016). Após estimulação, a fosforilação da enzima serina-

treonina quinase Akt leva à ativação de mTORC1 (WEICHHART, T. et al., 2015). Em seguida, 

a fosforilação da proteína ribossômica p70 S6 quinase (S6K) na Thr389, um alvo canônico a 

jusante do mTORC1, resulta na ativação de transcrição e tradução de muitos processos celulares 

(MUKHOPADHYAY, S. et al., 2016). Além disso, o complexo mTORC1 desempenha um 

papel fundamental na mudança imunometabólica para um perfil inflamatório em macrófagos 

contra diferentes infecções bacterianas (HALOUL, M. et al., 2019; LACHMANDAS, E. et al., 

2016; LIN, L. R. et al., 2018). Nossos resultados demonstram o eixo Akt/mTOR/S6K 

enriquecido em células da medula óssea treinadas pelo BCG e em macrófagos derivados dessas 

células antes da infecção bacteriana (Figura 15A-B). Adicionalmente, após a detecção de B. 

abortus, a ativação de Akt foi significativamente aumentada em macrófagos treinados pelo 

BCG quando comparado aos macrófagos não treinados (Figura 16A-B). Além disso, houve um 

aumento significativo na fosforilação de mTOR mediada por Akt, e consequentemente, na 

ativação de p70 S6K nessas células treinadas pelo BCG após desafio com a B. abortus (Figura 
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16C-E). Em conjunto, esses dados demonstram que o eixo Akt/mTOR/S6K é ativado antes e 

após o desafio com a B. abortus em macrófagos treinados pelo BCG. 

 

  
Figura 15. Macrófagos treinados pelo BCG apresentaram enriquecimento da via 

Akt/mTOR/S6K antes mesmo da infecção pela B. abortus. A fosforilação de Akt em Thr308 

(p-Akt), a fosforilação de mTOR em Ser2448 (p-mTOR) e a fosforilação de S6K em Thr389 

(p-S6K) foram mensuradas nos lisados celulares provenientes de (A) células da medula óssea 

(BM cells) e (B) BMDMs (antes da estimulação bacteriana) pela análise de western blotting. 

Os dados mostrados são representativos de três experimentos independentes. 
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Figura 16. A via Akt/mTOR/S6K é mais ativa em macrófagos treinados pelo BCG após o 

desafio com a B. abortus. (A) A fosforilação de Akt em Thr308 (p-Akt) foi mensurada em 

BMDMs de camundongos C57BL/6 treinados com o BCG ou não treinados nos lisados 

celulares após 10 e 30 minutos de estimulação, por meio da análise de western blotting. (B) A 

quantificação de p-Akt por densitometria é expressa como alvo em relação à proteína total Akt. 

(C) A fosforilação de mTOR na Ser2448 (p-mTOR), que é mediada por Akt, bem como a 

fosforilação de S6K naThr389 (p-S6K), foram avaliadas em BMDMs de camundongos 

C57BL/6 treinados com o BCG ou não treinados nos lisados celulares após 12 e 18 horas de 

estimulação, por meio da análise de western blotting. (D)  A quantificação de p-mTOR e (E) p-

S6K por densitometria estão expressas como alvo em relação às proteínas totais mTOR e S6K, 

respectivamente. Os dados gráficos estão apresentados como média ± SD. As análises 

estatísticas foram realizadas por Two-way ANOVA seguido do teste post hoc de Bonferroni, * 

p < 0,05 comparando BMDMs treinados com o BCG e não treinados submetidos ao mesmo 

estímulo. Como representado pela linha tracejada, os dados provenientes das análises de 

densitometria foram obtidos relativos aos BMDMs não treinados e infectados com B. abortus 

por 30 minutos ou 18 horas. Portanto, estas amostras estão representadas arbitrariamente com 

o valor de 1.0. O LPS foi usado como controle positivo e interno do experimento. Os gráficos 
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das análises de densitometria (B, D e E) representam dados agrupados provenientes de três 

experimentos independentes.  
 

5.4 O treinamento com o BCG potencializa a capacidade de controle da replicação 

intracelular da B. abortus pelos macrófagos 

Dentre os mecanismos que regem a plasticidade dos macrófagos, as vias de sinalização 

são marcantes para caracterizar a heterogeneidade dessas células. Estímulos diferentes podem 

levar a perfis transcricionais e funcionais contrastantes (LOCATI, M. et al., 2020). Nesse 

sentido, os macrófagos inflamatórios são caracterizados por elevada produção de citocinas 

inflamatórias, maior expressão de óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e aumento da 

produção de NO, uma importante molécula antimicrobiana (GOMES, M. T. R. et al., 2021). 

Uma maior frequência de células positivas para iNOS (iNOS+CD11b+F480+) (Figura 17A-B), 

associado à uma maior MFI de iNOS (Figura 17C-D) foram observadas na população de 

macrófagos treinados pelo BCG versus macrófagos não treinados em resposta à B. abortus. 

Além disso, nós observamos que a imunidade treinada mediada pelo BCG induziu um nível 

transcricional de iNOS mais elevado em macrófagos em resposta à B. abortus (Figura 17E). O 

aumento da expressão de iNOS culminou em uma maior produção de NO pelas células treinadas 

(Figura 17F). Apesar de estudos prévios demonstrarem que a infecção pela B. abortus leva à 

uma redução na expressão da enzima arginase 1 (ARG1) (GOMES, M. T. R. et al., 2021), não 

foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos treinado pelo BCG e não treinado para 

esta molécula (Figura 18A-C).  



69 
 
 

  

Figura 17. O treinamento com o BCG potencializa o perfil inflamatório em macrófagos 

em resposta à B. abortus. (A-B) Frequência de células iNOS+CD11b+F480+ (macrófagos 

iNOS+) e (C-D) MFI de iNOS em macrófagos após 18 horas de estimulação. (E) O nível 

trancricional de iNOS foi determinado por RT-qPCR após 18 horas de estimulação usando o 

método ΔΔCΤ. O resultado está expresso como o alvo em relação ao gene constitutivo β-actina. 

(F) A medição de acúmulo de nitrito (NO2
-) foi realizada em BMDMs de camundongos 

C57BL/6 treinados com o BCG ou não treinados, nos sobrenadantes da cultura de células, após 

18 horas de estimulação pela reação de Griess. Os dados estão apresentados como média ± SD. 

As análises estatísticas foram realizadas usando Two-way ANOVA seguido do teste post hoc 

de Bonferroni, * p < 0,05 comparando BMDMs treinados com o BCG e não treinados 

submetidos ao mesmo estímulo. Os dados mostrados são representativos de três experimentos 

independentes. 
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Figura 18. O treinamento com o BCG não influenciou a expressão da molécula ARG1 em 

resposta à B. abortus. (A-B) Frequência de células ARG1+CD11b+F480+ (macrófagos ARG1+) 

após 18 horas de estimulação. (C) O nível transcricional de ARG1 foi determinado por RT-

qPCR após 18 horas de estimulação usando o método ΔΔCΤ. O resultado está expresso como 

o alvo em relação ao gene constitutivo β-actina. Os dados estão apresentados como média ± 

SD. As análises estatísticas foram conduzidas utilizando Two-way ANOVA seguido do teste 

post hoc de Bonferroni. Os dados mostrados são representativos de três experimentos 

independentes. 

 

Em seguida, nosso objetivo foi avaliar se o treinamento com o BCG influencia no controle 

do crescimento intracelular de B. abortus pelos macrófagos. Nós demonstramos que o 

treinamento com o BCG aumenta a capacidade de controle do crescimento intracelular de B. 

abortus pelos macrófagos, conforme observado pela redução da carga bacteriana após 48 horas 

de infecção (Figura 19). Uma diferença de aproximadamente 0,5 log10 CFU/mL de B. abortus 

foi observada entre os macrófagos treinados com o BCG e não treinados. Além disso, os 

macrófagos sob condição de treinamento exibiram uma melhoria adicional na capacidade de 
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controle do crescimento intracelular da B. abortus após a ativação mediada pelo IFN-γ (Figura 

19), com uma diferença de cerca de 1,0 log10 CFU/mL entre os grupos treinado e não treinado. 

Esses dados demonstram que os macrófagos treinados com o BCG apresentam expressão 

aumentada de iNOS, uma produção mais elevada de NO e estas células possuem uma 

capacidade aprimorada de controlar o crescimento intracelular de B. abortus, sobretudo sob 

ativação mediada por IFN-γ. 

Figura 19. Macrófagos treinados com o BCG apresentam maior capacidade de controle 

do crescimento intracelular de B. abortus. BMDMs foram lavados para remoção de bactérias 

extracelulares após 4 horas de infecção pela B. abortus. O crescimento bacteriano foi 

monitorado até 48 horas por contagem de CFUs. Alternativamente, os BMDMs foram 

estimulados overnight com IFN-γ antes da infecção pela B. abortus. A contagem de CFUs de 

B. abortus foi realizada como mencionado anteriormente. Os dados estão apresentados como 

média ± SD. As análises estatísticas foram conduzidas utilizando Two-way ANOVA seguido 

do teste post hoc de Bonferroni, * p < 0,05 comparando BMDMs treinados com o BCG e não 

treinados, # p<0,05, comparando BMDMs treinados com o BCG ou não-treinados com os 

respectivos grupos submetidos a estimulação exógena com IFN-γ. O gráfico representa dados 

agrupados provenientes de pelo menos dois experimentos independentes.  
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5.5 A imunidade treinada mediada pelo BCG confere maior resistência aos camundongos 

C57BL/6 contra à infecção pela B. abortus 

A infecção ocasionada pela B. abortus tende a ser crônica e persistente. Dentre as 

alterações mais comuns nesta doença estão a esplenomegalia e a hepatomegalia. A 

sobrevivência e o crescimento de B. abortus dentro dos fagócitos levam à sua disseminação 

sistêmica. Posteriormente, esta bactéria estende a infecção para outras células da linhagem 

mielóide, como macrófagos do fígado e do baço (ATLURI, V. L. et al., 2011; PAPPAS, G. et 

al., 2005). Inicialmente, nós investigamos se a imunização com o BCG por si só influencia no 

controle da B. abortus. Dessa forma, 30 dias após a injeção de BCG i.v, camundongos C57BL/6 

e RAG-/- foram infectados com 1x106 CFUs de B. abortus i.p, a fim de mimetizar a 

disseminação sistêmica desta bactéria. Nós observamos que a vacinação prévia com o BCG 

contribuiu para a redução da carga de B. abortus no baço de camundongos C57BL/6 em 7 e 15 

dias após a infecção (d.p.i) (Figura 20A). Além disso, os camundongos C57BL/6 previamente 

imunizados apresentaram menor peso relativo do baço e do fígado em comparação ao grupo 

controle não imunizado em 7 e 15 d.p.i (Figura 20B-C). Como a esplenomegalia e a 

hepatomegalia são alterações comuns observadas na brucelose (PAPPAS, G. et al., 2005), esses 

resultados sugerem que os animais foram menos comprometidos pela doença. É importante 

ressaltar que a imunização prévia com o BCG resultou em uma capacidade elevada de controle 

da carga de B. abortus no baço de camundongos RAG-/- quando comparado ao grupo controle 

não imunizado em 7 d.p.i (Figura 20D). Em conjunto, esses dados sugerem que o BCG é capaz 

de ativar o sistema imunológico, desencadeando uma resposta imune protetora contra B. 

abortus em camundongos. A redução da carga de B. abortus no baço de camundongos RAG-/- 

sugere ainda um papel importante do sistema imune inato neste modelo, devido ao fato desses 

camundongos não apresentarem sistema imune adaptativo funcional.  
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A fim de descartar a coinfecção como um fator de proteção, o modelo de imunidade 

treinada mediado pelo BCG foi conduzido conforme mostrado na Figura 10, o que inclui o 

tratamento com os antibióticos INH/RIF para garantir a remoção de qualquer estimulação 

decorrente da presença remanescente do BCG. Posteriormente, camundongos C57BL/6 foram 

infectados com 1x106 CFUs de B. abortus i.p. Para investigar principalmente a relevância da 

imunidade inata nesse modelo, foram realizadas análises em 7 d.p.i, quando a resposta imune 

inata é preponderante. Camundongos C57BL/6 treinados com o BCG mostraram maior 

capacidade de controle do número de B. abortus no baço (Figura 21A) e no fígado (Figura 

21B) quando comparado ao grupo controle. Além disso, camundongos treinados com o BCG 

apresentaram menores pesos relativos do baço (Figura 21C) e do fígado (Figura 21D). Esses 

dados sugerem que a imunidade treinada induzida pelo BCG favorece o controle da infecção 

pela B. abortus em camundongos C57BL/6, mesmo após a eliminação redisual do BCG do 

organismo. 
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Figura 20. A imunização prévia com o BCG desencadeia uma resposta imune protetora 

contra B. abortus em camundongos. (A) O baço de camundongos C57BL/6 previamente 

imunizados com o BCG ou não imunizados foi macerado individualmente, diluído e plaqueado 

em 7 e 15 d.p.i pela B. abortus. A carga bacteriana foi avaliada por meio da contagem de CFUs. 

(B) O peso relativo do baço e (C) do fígado estão representados como porcentagem do peso 

corporal (% BW). (D) O baço de camundongos C57BL/6 RAG-/-  previamente imunizados com 

o BCG ou não imunizados foi macerado individualmente, diluído e plaqueado em 7 d.p.i pela 

B. abortus. A carga bacteriana foi medida por meio da contagem de CFUs. Os dados estão 

apresentados como média ± SD. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t de Student, 

* p < 0,05 comparando camundongos C57BL/6 ou RAG-/- previamente imunizados com o BCG 

e não imunizados submetidos ao mesmo período de infecção (7 ou 15 d.p.i). (Ch: camundongos 

naive desafiados com a B. abortus; Immun/Ch: camundongos imunizados com o BCG e após 

30 dias desafiados com a B. abortus). Os gráficos representam dados agrupados provenientes 

de pelo menos dois experimentos independentes, (n = 10 - 14). 
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Figura 21. Camundongos C57BL/6 treinados pelo BCG apresentam controle 

potencializado da B. abortus em 7 d.p.i. (A) O baço e (B) o fígado de camundongos C57BL/6 

treinados com o BCG ou não treinados foram macerados individualmente, diluídos serialmente 

e plaqueados 7 d.p.i com B. abortus. A carga bacteriana foi avaliada por meio da contagem de 

CFUs. (C) O peso relativo do baço e (D) do fígado foram avaliados como porcentagem do peso 

corporal (% BW). Os dados estão apresentados como média ± SD. As análises estatísticas foram 

realizadas pelo teste t de Student, * p < 0,05 comparando camundongos treinados com o BCG 

e não treinados após infecção pela B. abortus. Os gráficos A, C e D representam dados 

agrupados provenientes de dois experimentos independentes, (n = 8 - 9). O gráfico B representa 

um único experimento conduzido, (n = 5). 

 

5.6 A transferência de medula óssea (BMT) para camundongos naive pode transmitir a 

proteção fornecida pelo treinamento com o BCG 

Os mecanismos relacionados à imunidade treinada induzida pelo BCG no microambiente 

da medula óssea são complexos e ainda representam uma lacuna na ciência. A fim de confirmar 
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se o compartimento da medula óssea desempenha um papel na proteção mediada pela 

imunidade treinada induzida pelo BCG in vivo contra a infecção pela B. abortus, nós 

submetemos camundongos C57BL/6 à irradiação mieloablativa, consistindo em duas 

irradiações de 4,5 Gy, com um intervalo de 3 horas entre as doses (Figura 22A). 

Subsequentemente, 3x107 células da medula óssea (BM) foram transferidas (BMT) de 

camundongos doadores treinados com o BCG ou não treinados para camundongos receptores 

naive irradiados. Com o objetivo de acompanhar os camundongos durante todo o processo de 

restauração da medula óssea, nós realizamos contagens de leucócitos no sangue periférico 

semanalmente. Nós observamos que o nível de leucócitos diminuiu consideravelmente 72 horas 

após a irradiação (dia 3) (Figura 22B). Os camundongos receptores (BMT treinados com o 

BCG e não treinados) retornaram a um nível de leucócitos semelhante ao basal 30 dias após o 

BMT. Como controle interno, camundongos irradiados que não receberam medula óssea (não-

BMT) morreram na segunda semana após a irradiação, conforme previsto. Tendo em vista a 

recuperação dos camundongos BMT, a infecção com 1x106 CFUs da B. abortus i.p. foi 

conduzida. Animais receptores de medula óssea treinada pelo BCG apresentaram menor carga 

bacteriana no baço quando comparado aos camundongos receptores de medula óssea não 

treinada em 7 d.p.i (Figura 22C). Esses dados sugerem que a capacidade protetora in vivo 

conferida pela imunidade treinada induzida pelo BCG contra B. abortus pode ser encontrada 

no compartimento da medula óssea e pode ser transferida para receptores naive. 
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Figura 22. Os efeitos protetores associados ao treinamento com o BCG podem ser 

transferidos de camundongos treinados para receptores naive via medula óssea. (A) 

Modelo de transferência de medula óssea (BMT) de camundongos doadores treinados com o 

BCG ou não treinados para camundongos naive receptores. (B) A avaliação da depleção de 

células da medula óssea seguida de sua reconstituição foi realizada pela contagem de leucócitos 

no sangue semanalmente. (C) O baço de camundongos C57BL/6 treinados com o BCG ou não 

treinados foi macerado individualmente, diluído e plaqueado em 7 d.p.i pela B. abortus. A carga 

bacteriana foi avaliada por meio da contagem de CFUs. Os dados estão apresentados como 

média ± SD. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t de Student, * p < 0,05 

comparando camundongos receptores de medula óssea treinada com o BCG (BCG-trained 

BMT) e camundongos receptores de medula óssea não treinada (untrained BMT) após infecção 

pela B. abortus. Especificamente para a contagem de leucócitos (B), as coletas de sangue foram 

conduzidas de forma alternada. Dessa forma, cada camundongo teve o sangue coletado dentro 

de um intervalo de 15 dias. Os gráficos representam dados agrupados provenientes de três 

experimentos independentes, (n = 17 – 19). 
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6.0 DISCUSSÃO  

Estudos epidemiológicos têm demonstrado associações entre a vacinação com o BCG e 

a proteção contra infecções heterólogas, principalmente doenças infecciosas do trato 

respiratório (GIAMARELLOS-BOURBOULIS, E. J. et al., 2020; MOORLAG, S. et al., 2019). 

Um pilar importante dos efeitos não específicos é a imunidade treinada, um fenômeno de 

memória imunológica associado ao sistema imune inato de mamíferos (GIAMARELLOS-

BOURBOULIS, E. J. et al., 2020; NETEA, M. G. et al., 2011). A imunidade treinada é 

caracterizada como uma resposta potencializada, decorrente da produção elevada de citocinas, 

alterações metabólicas e epigenéticas em resposta a um estímulo secundário não relacionado 

(NETEA, M. G. et al., 2011). Células inatas como neutrófilos (MOORLAG, S. et al., 2020), 

DCs (HOLE, C. R. et al., 2019) e principalmente células NK, monócitos e macrófagos têm a 

capacidade de potencializar a resposta imune à reinfecção (ARTS, R. J. W. et al., 2018; DOS 

SANTOS, J. C. et al., 2019; KAUFMANN, E. et al., 2018). Diferentes cepas de BCG, como a 

BCG-TICE (KAUFMANN, E. et al., 2018) e BCG-SSI (ARTS, R. J. W. et al., 2018), já foram 

relatadas como indutoras desse fenômeno. No entanto, o BCG Moreau ainda não havia sido 

testado. Neste estudo, nós induzimos imunidade treinada com esta cepa, abrindo caminho para 

o uso do BCG Moreau como agente terapêutico/profilático contra doenças heterólogas.  

A proteção mediada pela imunidade treinada pode variar, dependendo da via de 

inoculação do BCG, da metodologia de indução e do patógeno usado no desafio (ARTS, R. J. 

W. et al., 2018; DOS SANTOS, J. C. et al., 2019; KAUFMANN, E. et al., 2018). Kaufmann e 

colegas, em 2018, demonstraram a importância da via de administração do BCG para o 

treinamento de HSCs (KAUFMANN, E. et al., 2018). O BCG inoculado pela via intravenosa 

atingiu a medula óssea e estimulou extracelularmente essas células. Esse estímulo favoreceu a 

expansão e o comprometimento das HSCs com a linhagem mielóide, havendo o pico da fase 

proliferativa aos 30 dias após a vacinação (KAUFMANN, E. et al., 2018). Apesar do crescente 
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número de estudos envolvendo imunidade treinada, há uma escassez de estudos relatados na 

literatura sobre o treinamento de HSCs. Devido à sua capacidade de autorrenovação, essas 

células podem ser responsáveis pelo fenômeno de imunidade treinada de longa duração 

(KHADER, S. A. et al., 2019). A imunidade treinada induzida pelo BCG in vivo seguida de 

tratamento com INH/RIF é um método eficaz para elucidar seus mecanismos. Este modelo visa 

retornar o organismo ao estado basal a fim de observar fenótipos treinados sem replicação do 

BCG e estimulação concomitante do sistema imunológico. Apesar dos avanços significativos 

na compreensão do fenômeno da imunidade treinada, a base exata, bem como quais eventos 

intracelulares controlam as respostas imunes treinadas, permanecem sob investigação. 

Neste estudo, nós avaliamos a imunidade treinada induzida pelo BCG em BMDMs 

provenientes de camundongos C57BL/6 após infecção pela B. abortus. Nós demonstramos um 

aumento na produção de IL-6, IL-12 e IL-1β em macrófagos treinados com o BCG. 

Surpreendentemente, não observamos alteração na produção de TNF-α, ao contrário de outros 

estudos que demonstram aumento da produção dessa citocina por macrófagos treinados após 

desafio (ARTS, R. J. W. et al., 2018; CIARLO, E. et al., 2019). Além disso, os fagócitos 

treinados com o BCG apresentaram uma expressão aumentada das moléculas CD40 e MHC-II 

na superfície celular em resposta à B. abortus. A maior emissão de MFI para CD40 e MHC-II 

dentro da população de macrófagos treinados com o BCG demonstra que cada célula treinada 

expressou individualmente uma quantidade maior dessas moléculas em comparação com o 

controle não treinado. O aumento da expressão de moléculas coestimuladoras na superfície do 

macrófago pode amplificar a comunicação entre os sistemas imune inato e adaptativo. Estudos 

in vitro suportam que a interação CD40/CD40L que ocorre entre macrófagos e células T durante 

infecção promove a produção de citocinas pró-inflamatórias, bem como a produção de NO e a 

expressão de MHC-II pelos macrófagos (SUTTLES, J. et al., 2009).   Devido ao aumento 

significativo da expressão de MHC-II em macrófagos treinados com o BCG, nós sugerimos que 
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o processo de treinamento mediado pelo BCG supera os efeitos inibidores da via de MHC-II 

exercidos pela B. abortus. A persistência da Brucella no hospedeiro é parcialmente atribuída 

ao seu potencial em diminuir a expressão de MHC-II induzida por IFN-γ (VELASQUEZ, L. N. 

et al., 2017). Esse mecanismo interfere no processamento e na apresentação de antígeno pela 

linhagem de monócitos/macrófagos aos linfócitos T CD4+ (BARRIONUEVO, P. et al., 2019; 

VELASQUEZ, L. N. et al., 2017). A inibição da expressão de MHC-II pela B. abortus é 

dependente da ligação prolongada da lipoproteína Omp19 ao receptor TLR2 

(BARRIONUEVO, P. et al., 2008). Além disso, o LPS não-canônico de B. abortus forma 

macrodomínios em regiões que contêm MHC-II na superfície das APCs, inibindo a 

apresentação de antígenos (FORESTIER, C. et al., 2000). Esses eventos, que envolvem o 

escape intracelular da apresentação de antígenos, têm um impacto significativo na magnitude 

da resposta imune adaptativa em pacientes acometidos pela brucelose (BARRIONUEVO, P. et 

al., 2008). Os linfócitos T CD4+ Th1 são cruciais para o controle de B. abortus, sendo o IFN-γ 

a principal citocina produzida por essas células (DORNELES, E. M. et al., 2015; PAPPAS, G. 

et al., 2005). 

Estudos conduzidos por nosso grupo mostraram que os macrófagos NLRP3-/- e ASC-/- 

têm menor secreção de IL-1β e menor ativação de caspase-1 em comparação às células WT 

após infecção pela B. abortus (GOMES, M. T. et al., 2013). Nossa equipe de pesquisa também 

demonstrou que a produção de IL-1β durante a infecção pela B. abortus é em parte dependente 

da ativação do inflamassoma NLRP3 pela via não canônica (CERQUEIRA, D. M. et al., 2018). 

Neste contexto, o LPS de B. abortus é reconhecido pela caspase-11, que culmina na clivagem 

de GSDMD e formação de poros na membrana plasmática de macrófagos. O efluxo de K+ 

facilitado pelos poros induzidos por GSDMD p30 leva à ativação de NLRP3 e secreção de IL-

1β (CERQUEIRA, D. M. et al., 2018). Além disso, camundongos IL-1R-/- são mais suscetíveis 

à infecção pela B. abortus (GOMES, M. T. et al., 2013). Dessa forma, a secreção de IL-1β 
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contribui para uma resposta imune efetiva contra a infecção pela B. abortus. Neste estudo, nós 

notamos um aumento na expressão de pró-IL-1β, na clivagem de caspase-1 e na secreção de 

IL-1β pelos macrófagos murinos treinados com o BCG após infecção pela B. abortus. Nós 

também demonstramos uma expressão elevada de caspase-11 e maior clivagem de GSDMD 

em macrófagos treinados com o BCG. Além disso, o nosso grupo e outros demonstraram o 

papel da caspase-11 e da GSDMD no controle da infecção pela Brucella e na patologia 

relacionada à esta doença (CERQUEIRA, D. M. et al., 2018; LACEY, C. A. et al., 2018). Aqui, 

nós demonstramos que a imunidade treinada induzida pelo BCG leva a um aumento nas vias 

canônicas e não canônicas do inflamassoma durante a infecção pela B. abortus. Esse 

enriquecimento da via do inflamassoma aqui observado pode contribuir para a restrição dessa 

bactéria. O aumento do nível de expressão de NLRP3 visto mesmo antes da infecção pela B. 

abortus sugere que esse receptor é importante nas respostas treinadas com o BCG. Esses 

resultados reúnem evidências que contribuem para um campo investigativo que relaciona 

inflamassomas e imunidade treinada.  

O aumento da glicólise, da glutaminólise e da fosforilação oxidativa (OXPHOS) foram 

recentemente demonstrados em macrófagos treinados com o BCG (ARTS, R. J. W. et al., 

2016). A inibição da glicólise previamente induzida pelo mTORC1 reduz a ativação da caspase-

1 e a produção de IL-1β. Além disso, a inibição da piruvato quinase, enzima que catalisa a 

última etapa da via glicolítica, suprime a ativação do inflamassoma NLRP3 em macrófagos 

(MOON, J. S. et al., 2015; XIE, M. et al., 2016). De fato, o mTORC1, a glicólise e o 

inflamassoma NLRP3 estão positivamente interconectados em macrófagos. Akt/mTORC1/S6K 

é um eixo metabólico central que está ligado ao perfil inflamatório de macrófagos contra 

doenças bacterianas (HALOUL, M. et al., 2019; LACHMANDAS, E. et al., 2016; LIN, L. R. 

et al., 2018). Além disso, esta via é fundamental para o treinamento de BCG em células 

mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) durante infecção viral (ARTS, R. J. W. 
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et al., 2016; ARTS, R. J. W. et al., 2018). No presente trabalho, macrófagos treinados com o 

BCG mostraram uma via de sinalização Akt/mTORC1/S6K aprimorada. É importante ressaltar 

que todos os componentes desse eixo de sinalização celular foram ativados após a infecção com 

B. abortus. O perfil de macrófagos durante a infecção pela B. abortus é crucial para a 

persistência bacteriana ou restrição da infecção no hospedeiro (GOMES, M. T. R. et al., 2021).  

Os macrófagos inflamatórios controlam com mais eficiência a infecção pela B. abortus 

(GOMES, M. T. R. et al., 2021). Nós observamos uma capacidade aumentada de macrófagos 

treinados com o BCG em restringir o crescimento intracelular de B. abortus, principalmente 

após a ativação mediada por IFN-γ. Além disso, o treinamento com o BCG culminou em uma 

produção superior de nitrito por essas células em resposta à B. abortus. Portanto, a maior 

expressão de iNOS e a maior ativação da via de sinalização Akt/mTOR/S6K foram associadas 

com o aumento da produção de nitrito e IL-1β, sugerindo que o treinamento com o BCG induz 

um perfil inflamatório de macrófagos mais eficiente para o controle de B. abortus (GOMES, 

M. T. R. et al., 2021; HU, H. et al., 2020).  

Para transpor os dados in vitro para o modelo in vivo, camundongos submetidos ao 

protocolo de treinamento com o BCG foram infectados com B. abortus. A imunidade treinada 

induzida pelo BCG resultou em controle parcial da infecção em 7 e 15 d.p.i. A carga bacteriana 

foi restrita no baço e no fígado, assim como foi observada uma redução nos pesos relativos dos 

órgãos. Os menores pesos relativos de órgãos provenientes de camundongos treinados com o 

BCG corroboram com a redução na carga de B. abortus (ROSET, M. S. et al., 2014). A menor 

carga bacteriana e consequentemente a menor quantidade de PAMPs levam à diminuição da 

produção de mediadores inflamatórios e ao menor recrutamento de células imunes para o local 

da infecção (ROSET, M. S. et al., 2014). Neste estudo, camundongos treinados com o BCG 

controlam melhor a infecção desencadeada pela B. abortus em 7 e 15 d.p.i. Além disso, nós 

também demonstramos um aumento da defesa do hospedeiro em camundongos RAG-/- 
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imunizados com o BCG nos estágios iniciais da infecção, pois uma maior redução da carga de 

B. abortus foi observada no baço em 7 d.p.i. De fato, esse resultado confirma que o sistema 

imune inato impulsiona o controle aprimorado contra B. abortus, pois a ausência de linfócitos 

não compromete o fenótipo de treinamento. Com isso, o aumento das vias inflamatórias em 

macrófagos aqui demonstrado poderia levar ao controle precoce de B. abortus in vivo. Além 

disso, camundongos quiméricos que receberam células treinadas da medula óssea também 

apresentaram melhor controle da carga de B. abortus no baço em 7 d.p.i. Dessa forma, a 

transferência de células da medula óssea treinada com o BCG aumentou a proteção contra esse 

patógeno em camundongos naive receptores. Esta proteção demonstra que a imunidade treinada 

induzida na medula óssea é responsável pelo controle parcial de B. abortus in vivo.  

Coletivamente, nossos achados demonstram que a imunidade treinada mediada pelo BCG 

em camundongos C57BL/6 resulta em melhor controle da infecção pela B. abortus. Os 

macrófagos de camundongos C57BL/6 exibiram produção aumentada de citocinas 

inflamatórias, maior expressão de CD40 e MHC-II na superfície celular, maior ativação do 

inflamassoma, aumento da produção de nitrito e enriquecimento do eixo Akt/mTOR/S6K, 

resultando em maior controle do crescimento intracelular de B. abortus. A proteção resultante 

da imunidade treinada induzida pelo BCG contra a B. abortus foi descrita aqui pela primeira 

vez. Nós também demonstramos em primeira mão que a via não canônica do inflamassoma é 

enriquecida com o treinamento pelo BCG. Embora o envolvimento do NLRP3 no treinamento 

desencadeado pela dieta ocidental tenha sido relatado anteriormente (CHRIST, A. et al., 2018), 

seu papel na imunidade treinada mediada pelo BCG não foi demonstrado (TORRE, C. et al., 

2022). Neste estudo, nossas evidências sugerem um papel do NLRP3 na polarização em direção 

a um perfil inflamatório em macrófagos treinados pelo BCG, sendo que este papel pode estar 

ligado à via Akt/mTOR/S6K. Além disso, a proteção baseada no treinamento com o BCG pode 
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auxiliar no controle de outras bactérias silenciosas que desencadeiam patologias crônicas, 

similares ao que ocorre na brucelose. 
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7.0 CONCLUSÃO E MODELO DO ESTUDO 

Neste estudo, a vacinação de camundongos C57BL/6 com o BCG Moreau promoveu a 

ativação inespecífica do sistema imune, desencadeando o controle mais eficiente da replicação 

da bactéria B. abortus no baço e no fígado, órgãos que são comumente afetados pela brucelose 

(Figura 23).  

 

Figura 23. Camundongos treinados com o BCG Moreau são mais resistentes à infecção 

pela B. abortus. Após a vacinação com o BCG pela via intravenosa, camundongos C57BL/6 

apresentaram menor carga de B. abortus no baço e no fígado, além de apresentarem menor peso 

relativo de ambos os órgãos.  

 

Utilizando o modelo in vitro para investigação dos mecanismos, nós observamos que os 

macrófagos derivados da medula óssea treinada pelo BCG controlaram de maneira mais 

eficiente o crescimento intracelular da B. abortus. Estes fagócitos exibiram maior expressão 

das moléculas CD40 e MHC-II na superfície celular, maior capacidade de produção de citocinas 

inflamatórias, enriquecimento da via do inflamassoma, maior produção de NO pela iNOS e 

enriquecimento do eixo metabólico Akt/mTOR/S6K (Figura 24). Além disso, a transferência 

adotiva de células da medula óssea treinada pelo BCG garantiu proteção aos camundongos 
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receptores naive contra a B. abortus. Por fim, camundongos RAG-/- previamente imunizados 

com o BCG foram também capazes de controlar com maior capacidade a carga de B. abortus 

no baço. Esses resultados sugerem uma atividade protetora in vivo e in vitro mediada pelas 

células inatas derivadas da medula óssea. 

 

Figura 24. Os macrófagos derivados da medula óssea treinada com o BCG Moreau 

apresentaram enriquecimento metabólico e funcional em resposta à B. abortus. 

Macrófagos derivados in vitro, apresentaram aumento da resposta inflamatória mediada pela 

maior produção de citocinas, aumento da expressão de MHC-II e CD40, elevada produção de 

NO devido à função da iNOS e enriquecimento da via Akt/mTOR/S6K, culminando em maior 

controle do crescimento intracelular da B. abortus.  
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8.0 PERSPECTIVAS PARA ESTUDOS POSTERIORES  

O enriquecimento de vias imunes e metabólicas em macrófagos treinados pelo BCG foi 

encontrado neste estudo após infecção pela B. abortus. Nós observamos que o aumento da 

ativação do inflamassoma, da via Akt/mTOR/S6K, além do aumento da expressão de iNOS, 

MHC-II e CD40 estão associados ao maior controle da B. abortus pelos macrófagos in vitro. 

Entretanto, nós não compreendemos se estas vias estão interconectadas na imunidade treinada 

induzida pelo BCG e quais delas estão associadas diretamente a este perfil protetor. Por 

exemplo, para investigação de uma interconexão entre as vias Akt/mTOR/S6K e inflamassoma, 

é possível utilizar inibidores químicos da primeira via, como rapamicina ou Torin-1, e avaliar 

o processamento de caspase-1. Ainda, com o artifício do uso dos inibidores, podemos avaliar 

se estas vias estão associadas à proteção contra a B. abortus por meio da mensuração da carga 

bacteriana.  

Outra abordagem nesse sentido seria a utilização de um inibidor do NLRP3, como o 

MCC950, para posterior avaliação da ativação da via Akt/mTOR/S6K, do processamento de 

caspase-1 e da carga de B. abortus, sendo factível demonstrar de forma direta se há a 

participação do NLRP3 no treinamento pelo BCG. Além disso, inferir se existe uma 

interferência mútua na ativação dessas vias ou se a interferência é unidirecional é uma 

possibilidade. Em adição, um meio extracelular rico em K+ é uma alternativa para inibição da 

ativação de NLRP3, sendo também viável o uso de camundongos NLRP3-/- e caspase-11-/-. A 

avaliação das marcas epigenéticas associadas à ativação da transcrição, como a acetilação na 

lisina 27 da histona 3 (H3K27ac), e à heterocromatina, como a trimetilação na lisina 9 da histona 

3 (H3K9me3) em regiões promotoras específicas dos genes NLRP3 e iNOS por meio da técnica 

de ChIP-qPCR também é uma perspectiva associada a este estudo.  

Do ponto de vista do ciclo intracelular da B. abortus, a investigação da expressão de 

marcadores do endossoma inicial, do endossoma tardio, do rBCV e do aBCV em macrófagos 
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treinados pelo BCG e a colocalização dessas moléculas com a Brucella fluorescente seria 

importante, a fim de comparar o controle desta bactéria pelos macrófagos treinados e possíveis 

alterações nas rotas intracelulares, com consequente mudança na interação deste patógeno com 

o hospedeiro. 

Como já mencionado, nós demonstramos o aumento da capacidade de controle da carga 

de B. abortus pelos macrófagos treinados com o BCG in vitro. Uma maneira de transpor esses 

resultados do in vitro para o in vivo seria a transferência adotiva de macrófagos treinados pelo 

BCG previamente infectados com a B. abortus para camundongos C57BL/6 RAG-/- naive, a 

fim de confirmar se o maior controle da B. abortus por essas células tem impacto no organismo 

vivo. Outra perspectiva é a depleção dos macrófagos após indução da imunidade treinada pelo 

BCG in vivo, que pode ser conduzida através da injeção de lipossomas de clodronato.  

Neste estudo, nós observamos que a carga bacteriana em animais RAG-/- após vacinação 

com o BCG é reduzida, demonstrando que o sistema imune inato apresenta uma capacidade 

aumentada de controle da B. abortus mediante à ativação por esta vacina. Entretanto, a 

viabilidade de treinamento em animais RAG-/-, ou seja, aumento da resposta da medula óssea 

após o tratamento com INH/RIF ainda precisa ser elucidado. Existem evidências robustas que 

demonstram um papel importante de IFN-γ no treinamento da medula óssea de animais 

C57BL/6 (KAUFMANN, E. et al., 2018; KHAN, N. et al., 2020). Além disso, já foi 

demonstrado que o aumento da mielopoiese em detrimento da linfopoiese é uma marca da 

imunidade treinada induzida pelo BCG (KAUFMANN, E. et al., 2018) e pelo β-glucano 

(MITROULIS, I. et al., 2018). Estímulos que aumentam a linfopoiese e reduzem a mielopoiese 

prejudicam as respostas imunes treinadas (KHAN, N. et al., 2020). Dessa forma, apesar do 

sistema imune inato responder de forma aprimorada após ativação mediada pelo BCG, os 

mecanismos que levam ao treinamento da medula óssea in vivo permanecem sob elucidação, 

havendo o questionamento de como a taxa de células comprometidas com a linhagem mieloide 
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versus linfoide impactaria em camundongos RAG-/- frente à complexidade inerente a este 

compartimento.  
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Leukocyte Biology. 

 

  



101 
 
 

  

 2023 - Premiação na Mostra de Trabalhos do Programa de Pós-Graduação em Genética da 

Universidade Federal de Minas Gerais, referente ao trabalho apresentado em formato oral, 

intitulado: Os macrófagos treinados pelo BCG apresentam uma resposta inflamatória 

protetora contra a bactéria intracelular Brucella abortus. Prêmio concedido pelo 

Programação de Pós-graduação em Genética (PPGen), Universidade Federal de Minas 

Gerais. 
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 Patente: 

 2022 - Patente de invenção depositada intitulada: “PROTEÍNAS RECOMBINANTES E 

BACTÉRIA Mycobacterium bovis BCG GENETICAMENTE MODIFICADA, 

IMUNOGÊNICAS CONTRA SARS-COV-2, FORMULAÇÕES VACINAIS E USOS”. 

Data do Depósito: 11/04/2022 - Número do Pedido: BR1020220069840. 

Titular (es): UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS / UNIVERSIDADE 

FEDERAL DE SANTA CATARINA – UFSC / INSTITUTO BUTANTAN 

Inventor (es): Sérgio Costa Oliveira / Fábio Mambelli Silva / Fábio Antônio Vitarelli 

Marinho / Juvana Moreira Andrade / Ana Carolina Valente Santos Cruz de 

Araujo / André Luiz Barbosa Báfica / Daniel Santos Mansur / Greicy Brisa Malaquias 

Dias / Luciana Cezar de Cerqueira Leite / Alex Issamu Kanno. 

 Publicações (colaborações):  

 2021 – DE QUEIROZ, N. P.; MARINHO, F. V.; DE ARAUJO, A. C. V.; FAHEL, J. S.; 

OLIVEIRA, S. C. MyD88-dependent BCG immunotherapy reduces tumor and regulates 

tumor microenvironment in bladder cancer murine model. Sci Rep, 11, n. 1, p. 15648, Aug 

2 2021. 

  2023 - MAMBELLI, FÁBIO S.; MARINHO, F. V; ANDRADE, J. M.; DE ARAUJO, 

ANA CAROLINA V. S. C.; ABUNA, R. P. F.; FABRI, V. M. R.; SANTOS, B. P. O.; 

SILVA, J. S.; DE MAGALHÃES, MARIANA T.Q.; HOMAN, E. JANE; LEITE, L. C. C.; 

DIAS, G. B. M.; MANSUR, D. S.; BAFICA, A.; OLIVEIRA, S. C. Recombinant BCG 

expressing SARS-CoV-2 chimeric protein protects K18-hACE2 mice against viral challenge. 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, v. 210, p. 1925-1937, 2023. 

  

http://lattes.cnpq.br/6289054627154841
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 Publicações (primeira autoria):  

 2023 - DE ARAUJO, ANA CAROLINA V. S. C.; DE QUEIROZ, NINA M. G. P.; 

MARINHO, FÁBIO V.; OLIVEIRA, SERGIO C. Bacillus Calmette-Guérin-Trained 

Macrophages Elicit a Protective Inflammatory Response against the Pathogenic Bacteria 

Brucella abortus. JOURNAL OF IMMUNOLOGY, v. ji220, 2023. (APÊNDICE B). 

 2023 - DE ARAUJO, ANA CAROLINA V. S. C.; MAMBELLI, F.; SANCHES, R. O.; 

MARINHO, F. V.; OLIVEIRA, S. C. Current Understanding of Bacillus Calmette-Guérin-

Mediated Trained Immunity and Its Perspectives for Controlling Intracellular Infections. 

PATHOGENS, v. 12, p. 1386, 2023 (APÊNDICE C). 

  

http://lattes.cnpq.br/3601298898394101
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APÊNDICE B – Artigo publicado em revista internacional referente aos dados desta 

tese 
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APÊNDICE C – Revisão de literatura publicada em revista internacional 
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