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RESUMO

LIMA, F. T. Identificacdo de um novo conjunto de biomarcadores para
predicdo do curso da infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis. 2021. 141f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2021.

O desenvolvimento de alternativas para conter a tuberculose (TB) aliado a
necessidade de ampla compreensdo de mecanismos de acao da resposta imune
a infeccdo impulsionam a investigacdo de novas vias intracelulares, as quais
poderiam estar associadas com novos biomarcadores de prognéstico da doenca.
Estudos mostram que dentre o0s possiveis o6rgdos afetados na infeccéo
experimental em camundongos, com Mtb (Mtb), o figado apresenta uma resposta
eficiente contra a infeccdo quando comparado ao pulméao e baco. Nossa hipotese
€ que no figado, mecanismos efetores da resposta imune sdo eficazes para o
controle da infeccdo e poderiam ndo ser ativados nos érgdos onde o bacilo
subverte a resposta efetora. Nosso objetivo foi analisar in silico dados ja obtidos
do transcriptoma em busca de genes e enzimas epigenéticas diferencialmente
expressas em células totais do figado e do pulmdo de camundongos com TB
experimental, que estivessem associados a regulacdo da resposta imune em
ambos os 6rgaos, de forma a permitir a disseminagdo do bacilo no pulmao,
enquanto promovem o0 seu controle no figado. Na analise in silico, foram
identificados 7 genes, Creb3I1, Trim17, Myo7b, Cyyrl, Cbs, Krt23 e Cyp3a43
como diferencialmente expressos e relacionados ao controle ou suscetibilidade.
O objetivo seguinte foi validar in vitro os alvos identificados, através da infeccao
de mondcitos humanos com Mtb, para que novos biomarcadores sejam
propostos. Por meio da utilizacdo de RNA de interferéncia, observamos que o
perfil transcricional p6de ser revertido, o que induziu inibicdo nas funcgbes
efetoras de mondcitos. Demonstramos que a expressado de Creb3l1, Triml7,
Cyyrl, Myo7b e Hdac9, e a repressao de Cbs, Krt23 e Cyp3A43, induz producao
de citocinas como IFN-y, IL-2 e CCL5/Rantes, e como consequéncia a indugao
da apoptose e resisténcia a infeccdo. Entretanto, quando ha redugdo na
expressao dos genes Creb3l1, Trim17, Cyyrl, Myo7b com concomitante aumento
da expressdo de Cbs, Krt23 e Cyp3A43, h4 maior producdo de IL-4 e morte

celular por necrose, o que resulta na persisténcia da micobactéria e consequente
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perfil de suscetibilidade. A expressdo destes genes estd sobre controle
epigenético, podendo ser modulado in vitro por meio do tratamento com
epidrogas. Assim, concluimos que o conjunto de genes aqui identificados pode
integrar uma bioassinatura de predicdo do curso da infeccdo, e a modulacéo
diferencial destes 7 genes pode favorecer um cenario de resisténcia ou

suscetibilidade na tuberculose humana.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, RNAseq, epigenética,
transcriptoma, biomarcadores, resisténcia, susceptibilidade.
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ABSTRACT

LIMA, F. T. Identification of a novel combination of biomarkers for
predicting Mtb infection course. 2021. 141f. Thesis (Doctorate). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2021.

The development of alternatives to curb tuberculosis (TB), combined with
the need for a broad understanding of the mechanisms of action of the immune
response to the infection promotes the investigation of new intracellular pathways,
which could be associated with potential prognostic biomarkers of the disease.
Studies show that infection in experimental mice with Mtb (Mtb), among the
possible organs affected, the liver presents an efficient response against infection
when compared to the lung and spleen. Our hypothesis is that in the liver, some
effector mechanism of the immune response is effective in eliminating the bacillus
and consequently controls the disease, while it could not be activated in organs
where the bacillus subverts the effector response. Our aim was to analyze in silico
data already obtained from the transcriptome in search of genes and epigenetic
enzymes differentially expressed in total liver and lung cells of mice
experimentally infected with Mtb, which were associated with the regulation of the
immune response in both organs, in order to allow the spread of the bacillus in the
lung, while promoting its control in the liver. In the in silico analysis, 7 genes,
Creb3l1l, Triml17, Myo7b, Cyyrl, Cbs, Krt23 and Cyp3a43 were identified as
differentially expressed and related to control or susceptibility. The next aim was
to validate the identified targets were validated in vitro by infecting human
monocytes with Mtb, to identify potential biomarkers. Through the knockdown of
selected mMRNA by RNA interference, we observed that the transcriptional profile
could be reversed, which induced inhibition of the effector functions of monocytes.
We demonstrate that the the expression of Creb3l1, Triml17, Cyyrl, Myo7b and
Hdac9 and repression of Cbs, Krt23 and Cyp3A43, induces the production of
cytokines such as IFN-y, IL-2 and CCL5/Rantes, and as a consequence the
induction of apoptosis and resistance to infection. However, when there is a
reduction in the expression of genes Creb3I1, Triml17, Cyyrl, Myo7b with a

concomitant increase in the expression of Cbs, Krt23 and Cyp3A43, there is
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greater production of IL-4 and cell death by necrosis, which results in the
persistence of mycobacteria and consequent profile of susceptibility profile. The
expression of these genes are under epigenetic control and can be modulated in
vitro through treatment with epidrugs. Thus, we conclude that the set of genes
identified here can integrate a biosignature to predict the course of infection in
tuberculosis, and the differential modulation of these 7 genes can favor can favor

a scenario of resistance or susceptibility in human tuberculosis.

Keywords:  Mycobacterium  tuberculosis, RNAseq, transcriptome,
epigenetics, biomarkers, resistance, susceptibility.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Tuberculose

Até o ano de 2019, a tuberculose (TB) era a principal causa de morte por
infec¢cdo endémica do mundo. Em 2019, foram 1,4 milhdes de pessoas levadas a
Obito devido a doenca, além de ter sido a principal causa de morte entre
pacientes com HIV (WHO, 2020). Os altos numeros relacionados a mortes por
tuberculose sdo em sua totalidade devido a forma ativa da doenca. A infeccéo
pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) pode levar a 3 desfechos clinicos: apos o
contato com o bacilo, 5% dos infectados ndo consegue desenvolver uma
resposta imune eficiente em conté-lo e desenvolve a tuberculose primaria. Outros
5% dos individuos desenvolvem a tuberculose pés-primaria ou secundaria, pois
conseguem conter o bacilo na fase inicial da infec¢do, mas sofrem uma
reativacdo enddgena dos bacilos que resistiram ao sistema imune ou porque sdo

expostos a nova fonte de infeccéo.

Cerca de 90% dos infectados, no entanto, tem uma resposta imune eficaz
contra o bacilo e desenvolvem a tuberculose latente. Pacientes infectados pela
forma latente, podem ser potenciais sintomaticos e transmissores se a doenca for
reativada ou até mesmo manterem-se assintomaticos e ndo diagnosticados por
toda a vida (COLANGELI et al., 2020). De maneira preocupante, estima-se que
1/3 da populagdo mundial esta infectada com a forma latente da TB, tornando-a
junto com AIDS e malaria, doencas endémicas mundiais (WHO, 2020). Com o
surgimento da pandemia da COVID-19, causada pela infeccdo pelo novo
Coronavirus em 2019, a TB deixou de ser a infeccdo mais prevalente no mundo,
no entanto, a relacao entre essas duas doencas tem sido relatada na literatura e,
apesar dos poucos dados, existem motivos que justifiguem estudos sobre a
relacdo entre ambas, uma vez que a mesma pode resultar em consequéncias
drasticas (YANG,; LU, ; CRISAN-DABIJA et al., 2020).



Existem alguns fatores de risco envolvidos na reativacdo da bactéria até
entdo em estado latente, como principalmente a infec¢éo pelo HIV, mas também
ter o sistema imune comprometido, ser fumante, ter diabetes ou falha renal
cronica, entre outros (LODDENKEMPER; LIPMAN; ZUMLA, 2016). A reativacao
do patogeno culmina naquilo que clinicamente é caracterizado como tuberculose
ativa, que induz no paciente alguns sintomas classicos, dentre eles, tosse
cronica, producéo de expectoracao, as vezes com presenca de sangue, falta de
apetite e consequente perda de peso, febre em alguns casos, sudorese noturna e
hemoptise (LODDENKEMPER; LIPMAN; ZUMLA, 2016).

O diagnéstico é realizado associando-se a clinica aos exames laboratoriais
e raio X de térax. O diagndstico da tuberculose e o consequente inicio do
tratamento estdo diretamente ligados a prevaléncia e também probabilidade de
transmissao (CHENG et al., 2013; HARRIS; SULLIVAN MEISSNER; PROOPS,
2013). Os métodos convencionais de diagnosticos de tuberculose ativa s&o
baseados em técnicas de esfregaco e cultura de escarro, um processo que pode
levar semanas, necessita de técnicos especializadas e ainda assim é pouco
sensivel. A prova tuberculinica ou TST (Tuberculin skin test) também é utilizada
em algumas situagdes, inclusive na pesquisa de TB latente, e se baseia num
teste de hipersensibilidade tardia cutanea, no qual um derivado concentrado de
proteinas derivadas de cultura de 7 cepas Mtb é injetado por via intradérmica e a

sensibilidade é observada entre 48 e 72 horas.

O IGRA (Interferon-gamma Release Assay) é um teste que mensura a
citocina INF-y produzida por leucécitos do paciente quando colocados em contato
com um concentrado de peptideos exclusivos do complexo Mycobacterium
tuberculosis. A citocina é avaliada por ELISA no sobrenadante das células
cultivadas na presenca do antigeno-especifico, e por isso esse método &
considerado mais sensivel que o TST, os resultados sao quantitativos e objetivos
e ndo dependem da interpretagdo do técnico. O resultado também néo é afetado

pela vacinagdo com BCG ou infecg&o por micobactérias ambientais.

Ainda ha o GeneXpert MTB/RIF que é, até o momento, o Unico teste
molecular indicado pela OMS para diagnostico rapido da TB. Este teste tem a

sua eficacia baseada na capacidade de detectar a presenca de Mth e



simultaneamente avaliar a resisténcia a rifampicina, principal farmaco utilizado no
tratamento da tuberculose (MECHAL et al., 2019). De maneira a complementar
os testes laboratoriais, a radiografia do térax € usada para confirmacdo do
diagndstico, é fundamental na identificacdo da TB em sua fase aguda e também
na forma latente dessa doenca o que torna esse método mais sensivel, porém
menos especifico, pois pode néo identificar casos de tuberculose extrapulmonar
(SUDHA, 2016).

Apesar das diferentes formas de diagnostico da tuberculose, deve-se dar
atencdo a transmissibilidade dessa doenca, pois assim como CHURCHYARD et
al., 2017 relatou em seu trabalho, h4 uma espécie de cascata de eventos que
tornam possivel a transmissdo da TB. Os principais pontos nessa cascata tém
por inicio um caso fonte de tuberculose, ao expelir aerossol pela fala, tosse ou
espirro, sdo geradas particulas contendo o bacilo que sobrevivem no ar por até
uma hora e, ao serem inaladas por um individuo suscetivel, consequentemente
pode infecta-lo e causar a tuberculose (CHURCHYARD et al., 2017; ID et al.,
2021).

Ha aspectos que contribuem diretamente para o sucesso da transmissao
da tuberculose, dentre eles fatores ambientais, mais precisamente lugares que
oferecerem pouca luminosidade, espaco fechado e consequentemente
dificuldades de circulacdo do ar. Razdes ligadas ao hospedeiro também estéo
diretamente ligadas ao desenvolvimento da forma ativa da doenga, como mé
nutricdo, fumo, diabetes, consumo excessivo de alcool, co-infeccao pelo HIV,
entre outros (IBRAHIM; ZAMBRUNI; MELBY, 2017; SILVA et al., 2018; IBRAHIM,;
MULAT, 2020). Ao associar-se as comorbidades, a tuberculose pode apresentar-
se de uma forma bem mais grave da doenca, tornando o paciente um potencial
transmissor (MATHEMA et al., 2017).

1.2 Tuberculose no Brasil

Com o intuito de controlar a disseminacédo e melhorar os indices de cura
da tuberculose, a OMS definiu o tratamento supervisionado ou tratamento

diretamente observado (TDO) como a principal estratégia para tal. Essa



estratégia é caracterizada pelos seguintes componentes: compromisso politico,
tratamento padronizado, deteccdo de casos por baciloscopia, tratamento
diretamente observado (DOTS), fornecimento regular e ininterrupto de
medicamentos padronizados e sistema de notificacdo de casos. Diante disso, e
do aumento no orcamento nacional, a TB tem sido citada em instrumentos de
convénios entre governo federal, estados e municipios, proporcionando maior

destaque a TB, envolvendo aspectos técnicos e politicos (OLIVEIRA et al., 2015).

A tuberculose é uma doenca muitas vezes relacionada a questdes
comportamentais e também sociodemogréficas, por isso, paises considerados de
média renda, como o Brasil sdo citados como exemplos dessa relacdo
(HARLING; CASTRO, 2014). E estudos como o de REIS-SANTOS et al., 2019,
mostram que no Brasil ha relacdo direta entre renda advinda de programas

sociais do governo federal e taxas de curas da TB.

Desde 2003 a tuberculose tem sido discutida como uma das principais
pautas do Ministério da Saude do Brasil, uma vez que o pais apresenta em
média 70.000 casos de tuberculose por ano, o que o caracteriza como um dos
principais paises relacionados a essa doenca no mundo (REIS-SANTOS et al.,
2019; BARROS; DONALISIO, 2020). Diversos estados, principalmente Sao
Paulo, ja tiveram estudos relacionados a tuberculose realizados relacionando
indices econbémicos, casos de HIV+ e as taxas de incidéncia de TB (ZILLE et al.,
2019).

HIV é também um dos principais fatores envolvidos no indices de
tuberculose extrapulmonar (GOMES et al., 2014). Em relacdo aos indices de
tuberculose extrapulmonar no Brasil aumentaram de 6.8 por 100,000 pessoas em
1981 para 7.0 por 100,000 pessoas em 1991, e um estudo utilizando dados do
municipio de Campinas no estado de Sdo Paulo mostrou que entre 2001 e 2009
houve reducéo de aproximadamente de 23% em casos de tuberculose pulmonar,
mas apenas 5,9% nos casos de tuberculose extrapulmonar (GOMES et al.,
2014). Um outro fator envolvido na distribuicdo da TB no Brasil e no mundo, séo
as linhagens e diferentes gendtipos da espécie do complexo Mycobacterium
tuberculosis, o0 agente etiolégico da TB (VERZA et al., 2020).



1.3 Complexo Mtb(MTBC)

O complexo Mtb(MTBC) é integrado por espécies geneticamente proximas
e que causam tuberculose em humanos e animais (FORRELLAD et al., 2013).
Constituem o complexo: Mtb(Mtb) que € o agente etioldgico da tuberculose em
humanos; M. bovis, M. pinnipedii e M. caprae que causam tuberculose em
mamiferos domésticos ou selvagens; M. microti causadora da tuberculose em
ratos e por fim M. africanum e M. canettii responsaveis pela causa de
tuberculose em humanos residentes em regides especificas do continente
africano (DELOGU; SALI; FADDA, 2013; MIGGIANO; RIZZI; FERRARIS, 2020).

As diferencas na patogenicidade causada por cada membro do MTBC séo
resultantes das mudancas no material genético adquiridas ao longo do processo
de evolucdo de cada espécie (LAMICHHANE; MILIC, 2018). A Mtbcontém 14
regides em seu genoma, mais conhecidas como RD1-14, que codificam genes
relacionados a sua capacidade de induzir a tuberculose em humanos, mais
precisamente genes codificantes de fatores de viruléncia e antigenos
imunogénicos como ESAT-6 e CFP-10 (ETNA et al., 2015).

O Mycobacterium bovis atenuado - bacilo Calmette-Guerin (BCG) — &,
atualmente, a Unica vacina disponivel relacionada a imunizacdo contra a TB
(WHITLOW; MUSTAFA; HANIF, 2020). O BCG néo possui a RD1-14 e esse fato
esta ligado a eficacia limitada e variavel dessa vacina contra a forma pulmonar da
doenca. Além disso, ndo € bem compreendido a eficiéncia da BCG na protecao
de individuos infectados pela forma latente (SHERMAN et al., 2004; ETNA et al.,
2015). A importancia da RD1 fica evidenciada em trabalhos como os de PYM et
al., 2002 e SHERMAN et al., 2004 gue mostram que a resposta imune é
desenvolvida de formas diferentes frente a bactérias que expressam genes
inseridos nessa regido. Por esse motivo, a cepa de Mtb(MTB) identificada como
H37Rv € o modelo mais apropriado para mimetizar infec¢cdes que causam TB em
humanos. Essa cepa laboratorial contém inserido em seu genoma as 14 regides
ligadas a patogenicidade, o que faz da H37Rv um elemento fundamental para
estudos voltados a compreensao do desenvolvimento da infec¢do, pois mimetiza
a tuberculose nos aspectos imunoldgicos, genéticos, bioquimicos e fisiolégicos
(COLE, 1999; GEORGE SEBASTIAN, V.K CHALLU, 2015).



Apesar dos estudos voltados a compreensado da TB terem sido iniciados
ha mais de 100 anos, com trabalhos que se destacam como o publicado por R.
Koch descrevendo inicialmente o bacilo, (KOCH, 1982), e milhares de outros
trabalhos descrevendo aspectos moleculares do bacilo ou do hospedeiro e da
fisiopatologia da doenca, ainda ha questbes a serem respondidas acerca da
patogénese da Mtb. Atualmente, dentre os assuntos mais discutidos esta o
surgimento e disseminacdo de cepas resistentes a multidrogas (MDR),
caracterizadas pela resisténcia a pelo menos a isoniazida e rifampicina, dois dos
principais medicamentos utilizados no tratamento da TB, e das cepas
extensivamente resiste a drogas (XDR), essas caracterizadas por serem
resistentes a fluoroquinolona (FQ) e medicamentos de segunda linha como
canamicina (KM), amicacina (AM), capreomicina (CM), (PRASANNA; NIRANJAN,
2019).

A antibioticoterapia é feita em esquema complexo, algumas vezes com
combinagdo de medicamentos por 6 meses. Por este motivo, a adesdo
terapéutica pode ser prejudicada e a interrupcdo precoce do tratamento de
pacientes diagnosticados com tuberculose é a principal causa do surgimento de
cepas MDR e XDR. Porém, h& alguns fatores intrinsecos as bactérias envolvidos
com a resisténcia, como a impermeabilidade da parede celular aos antibiéticos
(MAITRA et al., 2019), além de desenvolvimento de mecanismos como “bombas
de efluxo”, no qual o antibi6tico pode ser expelido pela bactéria e mutacdes que
induzam o aumento da expressdo de proteinas envolvidas nesse sistema, que
auxiliam a sobrevivéncia da Mtb (NGUYEN, 2017). O metabolismo lento também
€ um fator que auxilia a sobrevivéncia de Mtb, ja que bactérias que se multiplicam
rapidamente sdo alvos faceis para a acdo de antibiéticos (PANDEY; SASSETTI,
2008).

O controle do metabolismo central e da replicagdo por parte dos
microrganismos faz com que a bactéria ndo sO sobreviva a acdo de antibioticos,
mas também a acéo da resposta imune do hospedeiro. Resposta essa que tem
como um dos principais destaques a formacdo do granuloma, que em alguns
casos permite a convivéncia entre patégeno e hospedeiro. Nessa condicdo é
caracterizado o principal ponto que relaciona a Mtb com o hospedeiro humano,

gue é a reprogramacao de macrofagos alveolares apds o primeiro contato com o



bacilo, influenciando na montagem da resposta imune e tendo como
consequéncia a sobrevivéncia do patégeno e o desenvolvimento da tuberculose
(MIGGIANO; RIZZI; FERRARIS, 2020).

1.3 Imunologia da tuberculose

Um individuo que, quando exposto, inala Mycobacterium tuberculosis, tem
nas respostas iniciais que ocorrem no pulméo um fator decisivo para o decorrer
da infeccdo. O encontro entre a Mtb e 0 hospedeiro tem como consequéncia a
resposta imune complexa e multivariada, que pode resultar em eliminacéo total

da bactéria, infeccao latente ou doenca tubercular.

De maneira resumida o curso para o estabelecimento da infeccdo por Mtb
€: apods inalacdo e superacdo das barreiras naturais do corpo (ex, muco, cilios,
epitélio), a micobactéria chega ao pulméo pelas vias aéreas e encontra 0s
macréfagos residentes do tecido, os macrofagos alveolares; a bactéria pode ser
eliminada j& nesse momento, mas caso isso ndo ocorra, devido a seus
mecanismos de escape da fagocitose, elas se proliferam no interior dos
macrofagos e podem ser disseminadas ao tecido intersticial pulmonar. A partir do
reconhecimento dos PAMP (padrdo molecular associado a patégenos) pelos
receptores de padrdo molecular (PRR) das células residentes, a resposta
inflamatoria é iniciada e outros leucdcitos sao atraidos para o sitio da infeccao.
Assim, macrofagos e células dendriticas derivadas de mondcitos e também os
neutréfilos amplificam a resposta inflamatéria fagocitando os bacilos. Células
dendriticas que fagocitaram a micobactéria migram para os linfonodos para
apresentacao de antigenos e ativacao da imunidade adaptativa; as células T CD4
e CD8 ativadas sao entdo recrutadas ao pulmao. As células T juntam-se entdo
aos neutrofilos e macroéfagos constantemente recrutados ao sitio inflamatério, e
ao redor dos macroéfagos alveolares infectados, forma-se o granuloma (PAI et al.,
2016). Essa estrutura composta por diversos tipos de células imunes produzindo
mediadores inflamatérios e microbicidas tem como principal fungdo impedir que a
bactéria se dissemine e eliminar o foco de bactérias do centro do granuloma (PAI
et al., 2016).



Os mondcitos sdo uma das principais células imunes que compdem o
granuloma, e migram ao sitio de infeccdo em resposta as citocinas e quimiocinas
liberadas pelas células residentes que reconhecem as bactérias (FLYNN; CHAN;
LIN, 2011; ORME; BASARABA, 2014). Os monécitos sdo elementos
fundamentais da resposta imune inata primaria, e sua importancia € relatada em
estudos relacionados ao cancer (CAMPBELL; KUO, 2020), ao HIV (DE PABLO-
BERNAL et al., 2020), infarto agudo do miocardio (CHEN et al., 2021), Covid-19
(JAFARZADEH et al.,, 2020), infec¢cdes helminticas (BEWKET et al.,, 2021),

dentre outros.

Na tuberculose, os mondcitos sdo descritos como tendo papel antagbnico.
Sua principal funcdo é a defesa antimicrobiana por meio de ativacdo dos
mecanismos microbicidas inatos e a indu¢do da imunidade adquirida contra o
Mtb (PAHARI et al.,, 2018). Mas, por outro lado, podem contribuir para a
disseminacdo do patégeno através da inducdo do dano tecidual por meio da
liberacdo de MMP (metaloproteinases), mais precisamente MMP1 e MMP9
(ELKINGTON; UGARTE-GIL; FRIEDLAND, 2011), e também o excesso de IL-1j3,
TNF- a, 6xido nitrico e reativos do oxigénio, que destroem células saudaveis do
intersticio pulmonar (KOLB et al., 2001; ROSANNA; SALVATORE, 2012).

Em experimentos in vitro que utilizam PBMCs, os mondcitos sdo as
primeiras células a serem infectadas pela Mtb, e de maneira semelhante, ao se
tratar de estudos in vivo ou em pacientes, mondcitos e macrofagos sdo 0s
primeiros alvos da micobactéria, além disso, ha um aumento no namero de
monaocitos no sangue periférico quando a infeccdo esta estabelecida e esse fato
esta diretamente ligado a resisténcia ou suscetibilidade a doenca (IQBAL et al.,
2014; LIANA; BRESTILOVA; RAHADIYANTO, 2019).

O aumento de mondcitos no sangue periférico estad relacionado a
assinatura transcricional baseada em interferon do tipo | (NARANBHAI et al.,
2015). Outras citocinas como, IL-1B, IL-1qa, IL-6, IL-8 e TNF-a, sdo essenciais ao
controle da infecgcdo por Mtb, no entanto, h4 a necessidade de equilibrio na
producdo das mesmas afim de evitar inflamacdo exagerada (CREVEL,
OTTENHOFF; MEER, 2002; MARTINEZ; MEHRA; KAUSHAL, 2013; KRUPA et
al.,, 2015; THOBAKGALE et al.,, 2018). Por isso, na infeccdo por Mtb, sao



produzidas ndo apenas citocinas de carater inflamatério, mas também citocinas
com perfil anti-inflamatério como IL-10, que equilibram o excesso de inflamagé&o
(LASTRUCCI et al., 2015; DUPONT et al.,, 2019). Os mondcitos podem ser
classificados de acordo com o tipo de citocinas que produzem e tipo de resposta
aos patégenos, em subgrupos, a saber, classicos (CD14++, CD16-),
intermediario (CD14+, CD16+) e ndo-classicos (CD14+, CD16++), e a proporcao
destes subgrupos pode definir o curso da infecgdo (BALBOA et al., 2015).

Pelo fato de serem 3 populacfes bem definidas (CASTANO; GARCIA;
ROJAS, 2011), os subgrupos de mondcitos apresentam diferencas fenotipicas e
funcionais que podem induzir a diferenciacdo em variados tipos de macro6fagos,
nos quais podem apresentar subgrupos relacionados a um perfil pré6 e anti-
inflamatorio baseados na polilarizacdo (OREKHOV et al., 2019). Os macréfagos
apresentam um papel importante no curso da tuberculose, pois sdo a primeira
linha de defesa contra o patégeno podendo, inclusive, elimina-lo rapidamente, no
entanto, em alguns casos isso ndo ocorre, 0 que se deve aos varios meios de

evasdo da resposta imune caracteristicos a Mtb.

A evasdo da resposta imune pela Mtb tem seu inicio jA na etapa de
reconhecimento da bactéria pelas células do sistema imune através dos
receptores de reconhecimento padrdo (PRR). Entre os principais receptores
envolvidos destacam-se os receptores do tipo Toll (TLRs), receptores do tipo Nod
(NLRs) e receptores de Lectina tipo C (CLRs), todos sdo responsaveis pela
ativacdo de varias funcbes celulares relacionadas a defesa do hospedeiro,
incluindo vias relacionadas a fagocitose, apoptose e piroptose (VAN CREVEL et
al., 2011).

Sobre os receptores do tipo Toll, os membros TLR4 e o TLR9 possuem
vias de transducéo de sinais que dependem do fator de diferenciacdo mieldide da
molécula adaptadora-88 (MyD88), e a literatura mostra que a baixa expressao
desse fator esta diretamente relacionada a maior suscetibilidade a infeccao por
micobactéria (SCANGA et al., 2004). TLR2, outro importante membro da classe,
gue tem a lipoarabinomannan (LAM) como seu agonista, é descrito na literatura
sob diferentes Oticas na tuberculose, seu papel esta envolvido desde a

comprometida ativacao de células T CD4+ devido a induc&o da expressao de IL-
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10, até ativacdo de macréfagos e formacéo de granulomas. Ainda, polimorfismos
do gene do TLR2 estdo associados ao aumento da suscetibilidade ao
desenvolvimento da forma ativa da tuberculose. Portanto, baseados nessas
informacgdes sugere-se que o reconhecimento da Mtb pelo TLR2 pode ter dois
diferentes desfechos, favorecendo ou prejudicando a resposta (PRADOS-
ROSALES et al., 2011; SHAH et al., 2012).

Os receptores de lectina tipo C, assim como os receptores tipo Toll,
também estdo envolvidos na formacédo de granulomas. Uma vez reconhecida a
trealose 6,6-dimicolato (TDM) da Mtb pelos receptores, ocorre a producao de
citocinas como (TNF)-a, IL-6, IL-1b, IL-12, IL-10 e IL-17 induzindo respostas
inatas de macréfagos / células dendriticas resultando no desenvolvimento da
resposta adaptativa das células T. (DONNACHIE; FEDOTOVA; HWANG, 2016).
Apesar da inducdo de inflamacdo e formacdo do granuloma a Mtb consegue
persistir (DAVIS; RAMAKRISHNAN, 2009).

Mais um importante exemplo de PRR relacionados a TB, sdo o0s
receptores tipo NOD (NLR), que tratam-se de uma familia com mais de 20
membros que compartiiham uma estrutura conservada e sao capazes de
reconhecer peptidoglicano de bactérias gram positivo e negativo (FERWERDA et
al., 2007). A auséncia desse tipo receptor em células imunes tornam o
hospedeiro mais suscetivel a infeccdo por Mtb (DIVANGAHI et al., 2008). Essa
interdependéncia é justificada pelo fato de NLR estar envolvido na ativagdo de
vias de sinalizacdo do inflamassoma, além de fazerem parte da inducdo da
autofagia por meio do NOD2 (DIVANGAHI et al., 2008).

A autofagia € uma funcao celular relacionada a homeostase, que atua
degradando elementos citoplasmaticos nao funcionais via lisossomos (LAMB;
YOSHIMORI; TOOZE, 2013). Além disso, a autofagia também auxilia a resposta
imune inata e adaptativa, inclusive durante a infeccdo por Mtb (GUTIERREZ et
al., 2004). Uma das mais notdrias caracteristicas da patogenicidade da Mtbé a
sua capacidade de sobreviver mesmo apoOs fagocitada por macréfagos do
hospedeiro, e isso se deve principalmente a sua interferéncia nas vias de
maturacédo de fagossomo (GUTIERREZ et al., 2004). A Mtb conta com algumas

estratégias para impedir a maturacdo dos fagossomos, dentre elas a inibicdo da



11

acidificacao através da interrupcdo do acumulo de enzimas vacuolares, ATP e
GTP, que ocorre devido a interacdo de proteinas bacterianas como ESAT-6 e
ATP1/2 (ROHDE et al., 2007). Uma outra estratégia ja relatada na literatura é a
inducdo da expressdo da proteina coronina 1 na membrana do fagocito do
hospedeiro (NEEFJES; THOLE; YOUNG, 2001). O desequilibrio na producéo de
citocinas também esta envolvido na persisténcia do patdgeno fagocitado, como
por exemplo a inducdo da producao de IL-10 inibe a maturacdo de fagossomos
por meio da ativagcdo do fator de transcricdo STAT3 e MAPKp38 e ERK1/2
(LEARY; SULLIVAN; KEANE, ).

Um dos mais importantes mecanismos de inibicdo da maturacdo de
fagossomos por parte da Mtb € a inibicdo da fusdo dos fagossomos com
lisossomos. Essa inibicdo pode ocorrer através de interferéncia na sinalizacéo
celular causada pela proteina secretada pela micobactéria, PknG (PRADHAN;
SHRIVASTVA; ALERTS, 2021). A inibi¢cdo farmacolégica do fator de transcrigdo
NF-kB demonstra a importancia desse fator de transcricdo para a resposta
imune, uma vez que a auséncia das suas fun¢des impede a ativacdo da resposta
pré inflamatéria para controle da infeccdo por Mth, o que justifica o fato da
micobacteria, através da através de interacao proteica, impedir a ativacdo de vias
relacionadas a apoptose (BAl et al., 2013).

A Mthé um dos mais bem-sucedidos patdégenos existentes e a sua
adaptacdo ao sistema imune humano é a prova disso. Parte desse sucesso se
deve ao sistema de secre¢do ESX-1, que esta diretamente envolvida na inducéo
de danos a membrana fagossomica resultando em liberacdo e consequente
interacdo entre proteinas da Mtb e do hospedeiro resultando em alteracéo
funcional. Além disso, o sistema ESX-1 est4 envolvido em diversos outros
mecanismos de escape da micobactéria como interrupcdo da maturacdo do
fagossomo, reprogramacédo da morte celular e inibicdo da autofagia (CHAI;
WANG,; LIU, 2020). Diante de todas essas possibilidades de evasao da resposta
imune, caso a Mtb tenha sucesso o resultado serd a sua disseminacgdo linfatica

e/ou hematogénica podendo chegar a outros 6rgaos.
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1.4 Tuberculose extrapulmonar (TBEP)

Segundo a OMS, a tuberculose extrapulmonar é caracterizada como uma
infeccdo de tecidos e 6rgdos fora do parénquima pulmonar causada por
Mycobaterium tuberculosis (WHO, 2020). Esse tipo de infeccdo ocorre em
aproximadamente 20 — 25% dos casos de TB e pode chegar a 50% em situagdes
gue envolvem pacientes vivendo com HIV (ONIX J CANTRES-FONSECA,
WILLIAM RODRIGUEZ-CINTRON, 2013). O diagnostico da tuberculose
extrapulmonar € mais complexo, pois nem sempre € considerada uma
possibilidade diagnéstica devido ao conjunto de sinais e sintomas diversificados,
gue podem variar de acordo com cada organismo e com o0s 0Orgdos afetados
(SANCHES; CARVALHO; DUARTE, 2015).

A TB extrapulmonar afeta aproximadamente 20% dos pacientes
infectados, podendo chegar a 50% em pacientes com co-infeccéo pelo HIV (RAJ
et al., 2016). Esses numeros mostram que os métodos atuais que envolvem o
diagnostico das formas clinicas da tuberculose podem ser aprimorados, o que
também justifica a necessidade de aumentar o conhecimento sobre essa doenca
(KUMAR; KON, 2017). A tuberculose pode afetar praticamente todos os 6rgaos
do corpo humano (GUPTA; KUMAR, 2011; VERMA; PATIL; LALLA, 2012;
POLLARD; KITCHEN, 2017; ARSHAD et al., 2020; ESPOSITO et al., 2020),
sendo o figado, um dos possiveis 6rgao afetados (PARSAK et al., 2008; MANOJ;
SRIGRISHNA; RAGUNATHAN, 2012; MEENA et al., 2015). John Bristowe
relatou o primeiro caso de tuberculose hepatica em meados de 1858, na
Inglaterra (HICKEY et al., 2015), e desde entdo, com os avancos da medicina e a
consequente melhoria em autopsias, tem se observado o aumento do numero de
casos ao longo dos anos, principalmente apés a epidemia da AIDS (MCMULLAN;
LEWIS, 2017).

O envolvimento do figado em casos de tuberculose disseminada é
observado em aproximadamente 50-80% dos pacientes (WU et al.,, 2013). As
caracteristicas clinicas da tuberculose hepéatica sdo inespecificas, e 0os sintomas
mais comuns sdo febre alta, hepatomegalia e dores abdominais, assim, o
diagnostico é baseado demonstracdo de granuloma epitelial ou analises de
bidpsia (VINCENT R. TATCO, 2015). Pacientes recém transplantados de figado
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possuem alta suscetibilidade de desenvolvimento de tuberculose, além disso a
tuberculose hepatica em si impede que o figado realize suas funcdes vitais
tornando assim o hospedeiro mais suscetivel a infec¢cdes (LIU et al., 2014a;
GOUNDER et al., 2017).

Ha formacdo de granulomas hepéticos na grande maioria de pacientes
diagnosticados com tuberculose hepética, além disso, é observado também que
guanto maior e mais caseosos esses granulomas maiores eram as
anormalidades bioquimicas e, consequentemente, as disfuncdes do 6rgao
(MCMULLAN; LEWIS, 2017).

1.5 O figado como 6rgao linfoide

O figado € um 6rgéo vital, devido as fungdes relacionadas ao metabolismo
de nutrientes e excrecdo de metabdlitos residuais. Sua principal atividade esta
relacionada ao controle do fluxo de substancias originadas de processos
digestivos antes das mesmas serem distribuidas ao sistema circulatério (WAKIM,
2017). Além disso, o figado possui papel fundamental frente a infec¢des devido a
dois importantes elementos, sendo eles, determinadas populacdes de células
sinusoidais e hepatocitos que modulam ativamente as respostas imunes
localmente e, assim, determinam o resultado das respostas imunes hepéticas, e
0 microambiente hepatico, que pelo fato estrutural e de receber consideravel
guantidade do sangue circulante, € algo unico (MINEMURA; TAJIRI; SHIMIZU,
2014).

O sangue da circulacéo sistémica e do intestino passa pelo figado (30% do
sangue total/minuto), o que faz com que esse 6rgdo esteja sujeito & exposicdo de
antigenos e produtos microbianos derivados de bactérias intestinais, que tem
como consequéncia um microambiente distinto (GERSHWIN; VIERLING;
MANNS, 2014). A alta eficiéncia do figado diante de infec¢Bes bacterianas é
explicada principalmente pela acdo de macrofagos hepéticos residentes, ou
células de Kupffer (KC). No decorrer de uma infeccdo essas células atuam na
primeira linha de defesa produzindo um conjunto de citocinas que desencadeiam

varias funcdes imunes, como o recrutamento e atividade antimicrobicida dos
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neutrofilos por meio da producdo de citocinas como IL-1B, IL-6, TNF-a e

leucotrienos, além de ativar células NK, através da producéo de IL-12 e IL-18.

Células NK sdao um dos mais abundantes leucoécitos no figado,
representando cerca de 50% da populacdo linfocitaria local e atuam,
principalmente, na resposta imune inicial produzindo citocinas pro-inflamatérias,
como IFN-y, e lisando as células infectadas através de perforinas e granzimas,
no entanto essas células podem ser polarizadas a um perfil anti-inflamatorio
dependendo do microambiente (MIKULAK et al., 2019). Células NKT também sdo
encontradas em grande quantidade no figado, inclusive, é nesse 6rgado o local
com maior numero desse tipo de célula. Quando ativadas por IL-12, as NKT
comecam a produzir IFN-y, TNF-a e também induzem o mecanismo de lise
celular mediada por Faz/FazL. A depender do estimulo, as células NKT também
podem ser induzidas a produzir citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-10 e IL-
13 (BEHAR et al., 1999; BANDYOPADHYAY; MARRERO; KUMAR, 2016).

Os linfécitos ndo convencionais Tyd, principais produtores de IL-17, séo
mais um dos subtipos celulares presentes no figado e compreendem cerca de
25% do total de linfécitos T intra-hepaticos (HUNTER et al., 2018). Diante disso,
€ possivel notar que no figado é encontrado uma frequéncia maior de células que
participam na resposta imune ja no inicio da infeccdo, o que o torna diferente
guando comparado a outros oOrgdos linféides, caracterizando assim a sua
capacidade de conter diversas infeccoes (RACANELLI; REHERMANN, 2006).
Portanto, o figado é uma fonte promissora de biomarcadores imunes que estao
ligados a suscetibilidade e ou resisténcia a infeccdes como a que caracteriza a
tuberculose, e a bioinformatica tem se mostrado uma ferramenta til na

identificacdo dos mesmos.

A prospeccdo biomarcadores que podem auxiliar no diagnostico e / ou
tratamento parece ser um meétodo bastante promissor para aperfeicoar
conhecimentos sobre diagndstico e prognostico (GOLETTI et al., 2016; SIGAL et
al.,, 2017; CORREIA-NEVES et al., 2019; MACLEAN et al., 2019; AHMED et al.,
2020). O figado pode ser considerado uma fonte promissora na busca de
biomarcadores para o prognostico, pois sua eficiéncia no controle da infec¢ao por
Mtb ja foi observada (MUSTAFA et al., 1999; SEILER et al., 2001). Além de sua
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ja conhecida importancia nos casos de tuberculose extrapulmonar
(RAJAGOPALA et al., 2011; BARRIOS-PAYAN et al., 2012; SHARMA; KC; JAISI,
2018).

Em trabalho realizado anteriormente em nosso grupo de pesquisa (dados
nao publicados), com modelo experimental de tuberculose, utilizando
camundongos suscetiveis (BALB/c) infectados com a cepa H37Rv de
Mtbobservamos que o crescimento da bactéria no figado dos animais era mais
controlado do que no baco e pulméo. Outros trabalhos tem mostrado esta mesma
evidéncia (MILLS et al.,, 2001; SEILER et al., 2001; KORF et al., 2009;
FATTORINI et al., 2015). Isto indicava que existiam fatores neste tecido,
envolvidos no controle da infeccdo. Para definir quais eram estes fatores e em
gual momento estes fatores eram definidores do controle bacteriano, foi realizada
uma cinética de infeccdo. Nessa cinética foram extraidos pulmao, baco e o figado

em diferentes tempos conforme indica a figura 1.

Foi observado que no 14° dia ap6s a infeccdo, os 3 6rgdos avaliados
apresentaram aumento de CFU, no entanto no 19° dia o figado, diferente dos
outros dois 6Orgdos, apresentou controle da infeccdo atingindo um platé de
crescimento bacteriano. Baseado nesses resultados, levantamos a hipotese de
gue genes relacionados a susceptibilidade e a resisténcia poderiam ser
diferencialmente identificados entre os dois 6érgdos nestes periodos. Estes
marcadores poderiam ser utilizados na determinagcéo de uma bioassinatura para
prognostico da apresentacdo clinica da tuberculose. Para avaliarmos estas
diferencas, o perfil transcriptbmico de células do pulméao, principal 6rgao afetado
pela tuberculose, e figado, 6érgdo que apresentou resposta mais eficiente, em
animais infectados entre os dias 14 e 19 pdés-infecgéo, foi obtido pela tecnologia
de sequenciamento de RNA (resultados ndo publicados).
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1.6 Epigenética

O termo epignética significa "além da genética"”, e isso se deve ao o0 que
se aplica esse termo, no caso se trata de mudancas hereditarias na expressao
génica que ndo alteram a estrutura primaria do DNA (PERRI et al., 2017). A
epigenética € caracterizada principalmente por 3 mecanismos, sendo eles:
metilacdo do DNA, que se trata da reagdo que catalisa a transferéncia covalente
de um grupo metil de S-andenosil metionina (SAM) para o quinto carbono das
citosinas. A citosina metilada, em sua grande maioria, encontra-se em regioes
especificas do DNA, conhecidas como regibes de CpG, essa transferéncia do
grupo metil para citosinas € realizada através da acdo de um grupo especifico de
enzimas epigenéticas identificadas como DNA-metil transferase (DNMT). A

familia de enzimas envolvidas na metilacdo do DNA é dividida em 3 classes,
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sendo elas DNMT1, DNMT2, e as DNMT3A/3B/3L. A metilacdo do DNA esta
presente na regulacdo de expressao génica em diversos mecanismos e
processos biolégicos como por exemplo desenvolvimento embrionario, inativagéo

do cromossomo X, origem do cancer etc. (HERVOUET et al., 2018).

Um outro mecanismo de regulacdo epigenética sdo as modificacbes
covalentes da histona. Essas modificagbes sado a metilacdo, acetilacao,
fosforilacdo e ubiquitinacdo. A adicdo ou remocdo desses grupos quimicos
induzem a modificacdo conformacional da cromatina, no qual o “relaxamento” da
mesma esta relacionada a inducdo da expressdo génica, enquanto que a

compactacao esta envolvida a repressao transcricional (RAJAN et al., 2020).

Enzimas também estdo envolvidas na adicdo dos grupamentos quimicos
nas caldas N-terminais das histonas, destacam-se a histona acetil-transferase
(HAT) e hitona desacetilase (HDAC) envolvidas na adicdo ou remocéo de grupos
acetil respectivamente. Histonas metil-transferase (HMT) e histonas demetilases
(HDM) sé@o responsaveis pela adicdo ou remocédo de grupos metil (LU, 2013; QIN
et al., 2020).

Por fim, a regulacdo da expressdo génica através da acdo de microRNAs
(miRNAs) é mais um importante mecanismo epigenético. Micro RNAs sé&o
moléculas ndo codificantes constituido por cerca de até 20 nucleotideos. Seu
mecanismo efetor é, resumidamente, se ligar diretamente a molécula de RNA
mensageiro (MRNA) induzindo a degradacdo do mesmo e assim caracterizando
o silenciamento génico poés-transcricional. Esse mecanismo epigenético esta
envolvido em processos biolégicos como ciclo celular, apoptose entre outros
(PERRI et al., 2017).

A epigenética estd envolvida em diversos aspectos de uma grande
variedade de doencas como o cancer (GARCIA-MARTINEZ et al.,, 2021),
arteriosclerose (KHYZHA et al., 2017), inflamagdo e imunometabolismo
(RAGHURAMAN et al., 2016), hipertensao (LIU; LIANG, 2019), infecc¢des viral (LI
et al., 2010), tuberculose (KAHARI et al., 2019) inclusive como potenciais alvos
terapéuticos (COLE et al., 2016).
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As funcbes imunes efetoras sdo em sua grande maioria controladas por
mecanismos epigenéticos (WIECZOREK et al., 2009). Importantes citocinas
produzidas durante a infeccdo bacteriana como IFN-y, IL-18, TNF-a e IL-6,
polarizacdo de células T entre outros mecanismos imunes também séo
modulados epigeneticamente (ESTERHUYSE; LINHART; KAUFMANN, 2012).

Algumas proteinas virulentas da Mtb atuam interferindo em mecanismos
epigenéticos do hospedeiro, como o fator antigénico 6 secretado precocemente
(ESAT-6), proteina de sobrevivéncia intracelular (Eis) e a lipoproteina
micobacteriana de 19 kDa, todas possuem capacidade de agir direta ou
indiretamente com componentes envolvidos com a maquinaria de transcricdo do
hospedeiro, tendo como consequéncia regulacdo da resposta imune, buscando
inibir a resposta do hospedeiro e consequentemente persistir. Desta forma,
entender se genes relacionados a susceptibilidade ou resisténcia estdo sob
controle epigenético pode ser uma ferramenta importante na identificacdo de
bioassinaturas associadas ao progndéstico da doenca.
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2. OBJETIVO

Utilizar dados de transcriptdmica obtidos a partir de sequenciamento de
RNA de amostras de figado e pulmédo de camundongos infectados com Mtbpara:

- Identificar in silico genes envolvidos com a resisténcia ou suscetibilidade
a tuberculose

- Identificar mecanismos epigenéticos relacionados a organizacdo dos
diferentes perfis obtidos

- Validar in vitro os alvos identificados, por meio da infeccdo de células
mononucleares humanas e inibicdo das vias referidas como importantes nos

perfis de susceptibilidade e resisténcia.

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os resultados e discussao estao apresentados em duas partes, de acordo

com o seguinte delineamento experimental.
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Figura 2. Organizacdo esquemética do delineamento experimental. 1° Etapa
constituida de andlises in silico de dados anteriormente obtidos por nosso grupo de pesquisa.

2 ° Etapa constituida de validacao in vitro dos achados in silico.

Parte 1: A partir de dados disponiveis no laboratério de sequenciamento
de RNA das amostras de figado e pulmdo de camundongos infectados com a
cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, bem como dados disponiveis na
literatura de sequenciamento de genes em amostras de pacientes infectados
com a forma ativa ou latente da tuberculose, foram obtidos os genes

diferencialmente expressos e relacionados com o prognéstico da doenca.

Parte 2: Para validacdo destes genes como potenciais alvos na
construcdo de uma bioassinatura para predicdo de resposta a bactéria,
monaocitos obtidos a partir de sangue periférico de doadores humanos saudaveis
foram pré-tratados com epidrogas, inibidores farmacolégicos de vias ou siRNA e
infectados in vitro com a cepa de MtbH37Rv e foram analisadas funcdes efetoras
e modulacao epigenética. A partir deste delineamento, foi possivel identificar se

0S genes e enzimas identificados eram essenciais ao controle da infeccéo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Processamento e andlise diferencial da expresséo génica

O sequenciamento e analise dos dados foi realizada em colaboracdo com
0 pesquisador Dr. Guilherme Corréa de Oliveira, que no momento era
Coordenador do Centro de Exceléncia em Bioinformatica (CEBio) da FIOCRUZ
em Belo Horizonte, Presidente da Associacdo Brasileira de Bioinformatica e
Biologia Computacional, e Diretor da International Society for Computational
Biology.

A andlise do transcriptoma foi realizada por sequenciamento massivo dos
cDNAs obtidos a partir do mRNA. Cada uma das amostras de RNA total foi
submetida ao processo de deplecdo de RNA ribossomal e enriquecimento de
MRNA, usando os kits RiboMinus Eukaryote kit for RNA-Seq (Invitrogen). Em

seguida, o RNA resultante foi fragmentado, seguido de purificacdo e sintese de
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cDNA, usando o kit SOLID Total RNAseq kit (Applied Biosystems). Este material
foi entdo utilizado para a construcdo das bibliotecas do tipo fragmento, para
posterior sequenciamento utilizando os kits e protocolos recomendados pela
Plataforma SOLID™. O mapeamento revelou que a cobertura alcancada pelo
sequenciamento foi de 4,5 vezes o transcriptoma total do camundongo, com

meédia de aproximadamente 7 milhdes de reads.

Os dados obtidos através da plataforma SOLID foram inicialmente filtrados
por uma estrutura projetada para identificacdo eficiente de erros dentro do
sequenciamento da plataforma. Para isso, sao utilizados os valores de qualidade
(QV) informados pela analise primaria do SOLID, o parametro usado em nossa
filtragem foi QV =20, o objetivo dessa filtragem é obter dados com um alto indice

de confiabilidade para aplica¢des funcionais.

Os dados brutos foram processados usando a linguagem R e o ambiente
para computacdo estatistica (R) 3.5 e o biocondutor 3.9 (GENTLEMAN et al.,
2004; GENTLEMAN, 2015). A plataforma de sequenciamento do SOLID gera
reads relativamente curtas (ONDOV et al.,, 2008; LIU et al., 2014b) e, como
indicado na literatura (ANDERS et al.,, 2013; LIAO; SMYTH; SHI, 2013) ), o
pacote de programas estatisticos Rsubread € recomendado para trabalhar com
esse tipo de dados, o mesmo também foi utilizado para alinhar ao genoma de
referéncia, GRMc38_p6 e para gerar uma tabela de contagem de reads. Foram
aproximadamente 27.000 reads mapeadas, enquanto as reads com contagens
muito baixas em todas as bibliotecas foram removidas do conjunto de dados com
a funcéo filterByExpr do pacote edgeR. Os 18.394 reads restantes do genoma
foram normalizados para registrar contagens por milhdo (logCPM) com a funcao
calcNormFactors do pacote edgeR.

4.2 Andlise de Pathways

Para realizar a andlise funcional, obtivemos os Ensembl IDs para os
genome features correspondentes usando o banco de dados internacional MGI
(http://www.informatics.jax.org/). As analises de vias foram feitas com o banco de
dados online ToppGene (CHEN et al., 2007; CHEN; ARONOW,; JEGGA, 2009)
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(https://toppgene.cchmc.org/). Determinamos vias significativamente enriquecidas
por um valor de P <0,05 e FDR <0,01. Os valores de P foram transformados em -
Log10 para facilitar a visualiza¢do; portanto, quanto maior o valor de -log10 (valor

de P), maior a importancia do enriquecimento.

4.3 Metandlise de dados publicos

Para realizar a metanalise, foram utilizados dados publicos de microarrays
adquiridos em 11 estudos publicados anteriormente e depositados no repositorio
publico de dados Gene Expression Onmibus (GEO -
https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/). A metanalise foi realizada a partir de estudos
utilizando amostras de sangue total de humanos infectados com Mycobacterium
tuberculosis. Os identificadores do estudo sédo: (identificadores GSE19435,
GSE19439, GSE19491, GSE19444, GSE28623, GSE41055, GSE42825,
GSE42826, GSE42830, GSE42834 e GSEB3456). A metandlise foi realizada
usando o OMICC Compendia Commons (OMICC; https://omicc.niaid.nih.qgov/)

(SHAH et al., 2016). que € uma plataforma on-line capaz de analisar dados de
expressdo génica. No OMICC, organizamos os 11 conjuntos de dados em trés
grupos: Ctrl (controle saudavel), TbP (Paciente com diagndstico de tuberculose
pulmonar ativa) e TbL (Paciente com diagndéstico de tuberculose latente). Vale
ressaltar que consideramos um numero minimo de replicados biolégicos nos
trabalhos utilizados nesta analise, em que cada grupo de amostras deve conter

pelo menos trés repeticdes de cada grupo.

A metandlise resultou em assinatura transicional para TbP ou TbL, cujos
DEGs foram filtrados por um valor de P ajustado <0,01. Para comparar os genes
diferencialmente expressos obtidos via OMICC com nossos dados de
camundongo, identificamos genes humanos ortélogos com Ensembl / Biomart.
(https://www.ensembl.org/). ApOs a obtencéo dos genes ortologos, as listas foram
cruzadas usando o InteractiVenn (http://www.interactivenn.net/), permitindo
identificar DEGs que se sobrepunham aos conjuntos de dados humanos e ao

conjunto de dados de camundongos.
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4.4 Andlise estatistica

Os genes expressos diferencialmente (DEGs) foram obtidos por meio do
método de teste t moderado com o pacote limma para R, que € citado na
literatura como um bom método para obté-los (FRANCK et al., 2013; SONESON,;
DELORENZI, 2013; RITCHIE et al., 2015). Os DEGs foram selecionados com
base no valor de P ajustado <0,05 pelo método de descoberta falsa (FDR), e o
Fold Change foi de < -1,3 ou 21,3. Os heat map foram gerados com logCPM a
partir de DEGs selecionados, enquanto o agrupamento foi conduzido com a
distancia de correlacdo de Pearson para calculos métricos e o método de ligacao
de Ward, com os pacotes gplots (WARNES et al.,, 2005). A analise de
componentes principais (PCA) foi realizada com R e visualizada com o pacote
ggbiplot. Graficos de barras para genes unicos representam média + DP e foram
gerados com o GraphPad Prism versdo 6.0. Para comparacdo das médias
obtidas entre os diversos grupos nos experimentos, utilizamos o teste estatistico
apropriado ao experimento em questdo, com significancia estabelecida em
*p<0,05; **p<0.01; ***p<0.001 e ****p<0.0001.

4.5 Obtencao de monécitos

Voluntarios higidos, foram convidados a participar da pesquisa,
registrando a sua autorizacdo através da assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido de acordo com a aprovacao pelo Comité de ética em Pesquisa
(Anexo 1). De cada doador foram coletados 30 mL de sangue total através de
uma unica puncao venosa em tubos BD Vacutainer® CPT™ com heparina. O
material foi centrifugado a 400 x g por 10 min em temperatura ambiente. Em
seguida, o plasma foi descartado e o pellet celular foi ressuspendido em PBS 1 x,
pH 7,4 (Gibco-BRL). As células foram aplicadas na coluna de gradiente Ficoll-
Pague PLUS (GE Healthcare Biosciences AB®). Em seguida, estes foram
centrifugados a 640 x g por 30 min em temperatura ambiente para obtencao da
fracdo mononuclear purificada, que foi cuidadosamente coletada e transferida

para um novo tubo.

Para os experimentos de infeccéo in vitro, o0s PBMCs foram quantificados,

e 0s mondcitos (células CD14 +) foram purificados usando selecéo positiva com
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nanoparticulas magnéticas (BD Biosciences®). Resumidamente, PBMCs foram
marcados com BD IMag Antihuman CD14 Magnetic Particles - DM. As células
foram transferidas para uma placa de cultura de 48 pocos e colocadas sobre um
campo magnético de separacdo celular. As células marcadas migraram em
direcdo ao ima (fracdo positiva), enquanto as células ndo marcadas foram
retiradas (fracdo negativa). A placa foi entdo removida do campo magnético para
ressuspensao da fragdo positiva. A separagdo foi repetida duas vezes para
aumentar a pureza da fragdo positiva, e os monocitos CD14 + foram usados para

experimentos de infeccao.

4.6 Obtencao de cepas de micobactérias

Todos o0s procedimentos envolvendo as cepas de micobactéria
tuberculosa, MtbH37Rv (ATCC® 27294TM, Rockville, MD), e né&o-tuberculosa,
Mycobacterium bovis (BCG - Bacilo de Calmette-Guérin), MtbH37Ra,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium avium
foram realizados na sala de seguranca biolégica nivel 3 da FMRP-USP. Os
experimentos envolvendo amostras de sangue humano, desde que nao
infectados in vitro com as bactérias, foram todos realizados em cabine de
biosseguranca nivel 2, presente no laboratorio de Imunologia e Epigenética da
FCFRP. Todos os procedimentos seguiram as regras de biosseguranca
estabelecidas no pais para manipulacdo de amostras biologicas, com devido
treinamento e utilizacdo de EPI e EPCs. As cepas de micobactéria foram
gentilmente cedidas a pesquisa pelo Prof Dr Célio Lopes Silva. Foi utilizada
cepas de 32 geracdo que haviam sido armazenadas a -70°C, repicadas em meio
liguido 7H9 enriquecido com TM Middlebrook ADC (BD Biosciences, Sparks,
USA) e incubadas a 37°C por 11 dias até o crescimento bacteriano atingir a
densidade o6ptica correspondente a 1x10’ micobactérias/mL. A suspensdo
micobacteriana foi centrifugada a 3500 rpm por 20 minutos e o sedimento
ressuspendido em 2 mL de PBS estéril.
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4.7 Estimulacdo de mondcitos com cepas de micobactéria

A suspensdo de mondcitos foi ajustada de acordo com experimento,
sendo: para experimentos de gPCR: 2x10° p/poco; para experimentos de siRNA:
fagocitose e killing 7,5x10% p/poco; para experimentos de apoptose: 3,5x10%
p/poco; para experimentos de fagocitose e killing tratados com epidrogas antes
da infecgdo 7,5x10° p/poco. Em todos os experimentos realizados foi utilizado
Meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) thermofisher® complementado
com 10% de soro fetal bovino (GibcoBRL). As células foram distribuidas em
placas de 96 (200 pL/pogo), ou 24 pocos (500 pL/pogo). Apds o periodo
previamente estabelecido para aderéncia das células, 4 horas, tratamento com
epidrogas ou knockout com siRNA, foi realizada a infec¢cdo das células com
micobactéria, com o MOI de 1:0,5; ou 1:1; ou 1:5; ou 1:10, por 2, 24, 48 ou 72
horas.

4.8 Inibicdo enziméatica por epidrogas

Posteriormente ao plagueamento das células, foi realizado o tratamento
das células com epidrogas, que sdo compostos farmacoldgicos sintéticos
blogueadores de enzimas epigenéticas, por 24 horas em diferentes
concentracgdes (1,25uM; 2,5 uM; 5 pM; 10 uM e 20 uM). Para o controle negativo
(solvente) foi utilizado o DMSO 0,2%.

As epidrogas que foram utilizadas e suas enzimas alvo estédo

apresentadas na tabela a seguir:

EPIDROGAS ENZIMA ALVO
5-Azacytidine (Sigma-Aldrich®) DNMT
Trichostatin A (TSA) (Sigma-Aldrich®) HDAC
Pargyline (Sigma-Aldrich®) HDMT
Anacardic acid (Sigma-Aldrich®) HAT
5’ -methylthioadenosine (Sigma-Aldrich®) HMT
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Saha (Sigma-Aldrich®) HDAC

Todos os compostos utilizados nesse estudo tem a sua eficicia frente aos
seus alvos especificos relatadas previamente (BOSSCHE et al., 2014; DEKKER,;
VAN DEN BOSCH; MARTIN, 2014; HEERBOTH et al., 2014). Testes de

viabilidade foram realizados em mondcitos e cepa H37Ruv.

4.9 Avaliacao da atividade microbicida

Os mondcitos foram infectados com Mtb e foram incubados por 2 horas
(fagocitose) ou 24 horas (killing) em estufa de CO2 a 37°C, tanto para a placa de
fagocitose quanto de killing o sobrenadante foi retirado e armazenado para
experimentos de quantificacdo de citocinas, além disso, foram adicionados 200
ML de uma solugao de saponina a 0,05% para lise das células. Dez microlitros de
uma solucédo de resazurina (0,5mg/ml) foram adicionados as placas e as mesma
incubadas por 24 horas no escuro. A leitura da atividade da resazurina foi feita
em espectrofluorimetro (SpectraMax Gemini XPS, Molecular Devices) com
excitacdo a 560 nm e emissdo em 590 nm. Como controles foram utilizados
pocos somente com mondcitos em meio de cultura DMEM e saponina, e também
pocos somente com mondcitos em meio de cultura DMEM e saponina e

resazurina.

4.10 Extracdo de RNA total

Para avaliagdo da expressdo génica, primeiramente foi realizada a
extracdo do RNA total através da metodologia empregando o reagente Trizol
(ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA). De acordo com o protocolo, apés o
periodo de infeccdo das células, as mesmas foram ressuspendidas em 500ul de
Trizol, transferidas para tubos de 1,5 ml. As amostras foram agitadas em vértex,
e em seguida foram adicionados 200 pL de cloroférmio a temperatura ambiente e
10 pL de glicogénio gelado (5 mg/mL) (Applied Biosystems, Foster City, EUA). As

amostras foram agitadas em vortex, seguido de um intervalo de 5 min a
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temperatura ambiente, para que fosse realizada centrifugacdo a 14000 rpm por
15 min a 4 °C. Apés centrifugacdo, foram formadas trés camadas, sendo o
sobrenadante incolor do topo do tubo eppendorf (cerca de 400 uL) recuperado
para um novo tubo para dar continuidade a extracdo do RNA. No novo tubo,
foram adicionados 400 uL de isopropanol 100%, gelado, e as amostras foram
homogeneizadas por inversdo. Em seguida, as amostras foram armazenadas

overnight em freezer -80 °C.

No dia seguinte, as amostras foram descongeladas no gelo e
centrifugadas a 14000 rpm por 15 min a 4 °C. Apo6s centrifugacdo, todo o
isopropanol foi retirado e ao pellet foi adicionado 1 mL de alcool etilico 70%
gelado. Novamente, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 15 min a
4 °C e em seguida todo o alcool foi retirado dos tubos, permitindo que os pellets
secassem. Aos pellets secos, foram adicionados 15 uyL de agua livre de
nucleases e as amostras foram incubadas em banho seco por 10 min a 55 °C,
para facilitar a diluicho do RNA. ApOs incubacdo, as amostras foram
homogeneizadas, colocadas no gelo e quantificadas em espectrofotbmetro
NanoDrop®2000, com razao 260/280 proximas de 1,80 e entdo, as amostras

foram armazenadas em freezer -80 °C.

4.11 Sintese de cDNA

Para realizacdo da PCR em tempo real, as amostras de RNA foram
convertidas em cDNA utilizando-se o “High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit” (Applied Biosystems, Foster City, EUA). As amostras foram incubadas com 2
ML de tampao RT 10X, 0,8 pL de dNTPs mix, 2 uL de random primers e 1 uL da
enzima Multiscribe Reverse Transcriptase (50 U/pL), fornecidos pelo fabricante e
acrescidos de agua livre de nucleases para o volume final da reagao (20 uL). A

reacao foi realizada em termociclador (Applied Biosystems, Foster City, EUA).

4.12 PCR em tempo real (RT-gPCR)

Apoés a sintese de cDNA, a expressao dos genes alvos das amostras foi

analisada por PCR em tempo real atraves do mRNA para 0s seguintes genes:
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Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Trim17, Hdac4, Hdac8 e Hdac9. Foi utilizado 50 ng de
cDNA e o mix “2x gPCRBIO SyGreen Mix Hi ROX” (PCR BIOSYSTEMS, Wayne,
Pennsylvania, USA), seguindo instru¢cées do fabricante para configuragcdo dos
ciclos no termociclador. Os primers para os genes alvos foram desenhados
baseados na literatura, sendo: Creb3I1 (LIU et al., 2018b), Cyyrl (VITALE et al.,
2002), Trim17 (MANDELL et al., 2017), Hdac4 (ZHANG et al., 2019), Hdac8
(SURGERY, 2019), Hdac9 (CARDENAS et al., 2018), Hdacs1,6 e11(BO et al.,
2020) e para o gene Myo7b utilizamos o software de desing de primer, Primer3
(KORESSAAR; REMM, 2007), cuja a fonte para o desenho foi NCBI Reference
Sequences (RefSeq), NM_001080527.1.

4.13 Lista de Primers

Gene Ref. Seq. Espécie
CREB3L1 NM_052854 Humana
forward primer 5-CCACGAGACCACCAAGTACC-3

reverse primer 5-GTACCAGGGGTCCGTCCTAT-3

CYYR1 NM_052954 Humana
forward primer 5-GCTGCTCTCTCCATCTGATCGC-3’

reverse primer 5-ATTCCAGGCAAGATCGCCCATTG-3

MYO7B NM_001080527 Humana
forward primer 5-GCTCAGCATCCAGAAAGTCC-3

reverse primer 5-CCTGTTGCAGTAGCCTCTCC-3’

TRIM17 NM_001134855 Humana

forward primer 5'-CTTCTCAAACTCCAGCACAATG-3'
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reverse primer 5-AGTACCTTCGGGAGCAGAT-3

CBS NM_000071.3 Humana
forward primer 5'- CCGACTCAGTGCGGAACTACAT-3'

reverse primer 5- GTTCCCAAGCGTCACCATTCC-3

CYP3A43 NM_001278921.2 Humana
forward primer 5- ACAGAGCTGAAAAAGAAAAC-3'

reverse primer 5- TAGAACAAAATAGTTCCCAG-3

KRT23 NM_001282433.2 Humana
forward primer 5- AATACCCGCCTGATGTCGTG-3'

reverse primer 5- TGAAGCTGTGTCCGGAGTTC-3

HDAC1 NM_004964.3 Humana
forward primer 5'- GACGGACCGACTGACGGTAG 3’

reverse primer 5'- ATTTCCAACATCCCCGTCGT 3’

HDAC4 NM_006037 Humana
forward primer 5-CTCATCAGTTGCCACTTCCACATA-3'

reverse primer 5'-AGCAATTCATCTGTGCTTTCATGTC-3'

HDACG6 NM_001321225.2 Humana

forward primer 5-TGGCGGAGTGGAAGAACC-3'
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reverse primer 5- GTTCTGCCTACTTCTTCGCTG -3'

HDACS NM_001166418 Humana
forward primer 5’- ATCTCAATGATGCTGTCCTGG-3

reverse primer 5’- CATGATCTGGGATCTCAGAGG-3’

HDAC9 NM_001204144 Humana

forward primer 5’- AGTAGAGAGGCATCGCAGAGA-3’

reverse primer 5-GGAGTGTCTTTCGTTGCTGAT-3’

HDAC11 NM_001204144 Humana
forward primer 5-CGGCCAGCTTTGGGAGG-3’

reverse primer 5-GGCCCATGAAGGTGATGTTG-3’

HIST1H2AB NM_003513 Humana
forward primer 5-AACGACGAGGAGCTCAACAAGCTG-3’

reverse primer 5’-CTTGTGGTGGCTCTCGGTCTTCTT-3’

ACTB NM_001101 Humana
forward primer CCAGCCTTCCTTCCTGGGCAT

reverse primer AGGAGCAATGATCTTGATCTTCATT
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4.14 Avaliacao da expresséao génica

Para calculo da expressédo génica, foi empregado o gene constitutivo: [3-
actina. A partir dos resultados de Ct (cycle treshold) obtidos, foram calculados os
niveis de expressdo relativa utilizando-se o método 2-AACt e os valores

resultantes foram transformados em log2 para facilitar a visualizag&o.

4.15 Deteccéo de citocinas

A quantificacao de citocinas e quimiocinas (IFN-y, TNF-a, IL17A, IL-4, IL-2,
IL-12, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, RANTES e IP - 10) foi realizada em amostras de
sobrenadante de cultura de mondcitos knockout ou tratados com compostos
quimpicos e infectados in vitro com Mtb. Os ensaios de detecgcdo foram
realizados na plataforma multiplex usando o kit Magnetic Luminex Assay (R&D
Systems a biotechne brand, Minneapolis, USA) analisado em um leitor de placas
(Luminex Multiplexing Instrument - EMD Millipore, Luminex Corporation, Austin,
TX, EUA) de acordo com o manual instru¢des do fabricante. Todos os resultados
foram calculados pelo software Milliplex Analyst 5.1® usando uma curva padrao

individual para cada citocina / quimiocina.

4.16 siRNA knockdown
O knockdown por siRNA foi realizada com MISSION®siRNA Transfection

Reagent (S1452, Sigma Aldrich) usando o Controle negativo universal
MISSION® siRNA n° 1 (SIC001-10NMOL, Sigma Aldrich), além dos siRNAs para
0s genes alvos em especificos, sendo: Creb3l1 (NM_052854, Sigma Aldrich),
Trim1l7 (NM_001024940, Sigma Aldrich), Cyyrl (NM_052954, Sigma Aldrich) e
Myo7b (NM_001080527, Sigma Aldrich) todos a 50nM. O protocolo foi seguido
de acordo com as instrugcdes do fabricante sem alteragGes, que resumidamente
é: Os mondcitos foram plaqueados em placas de 96 (7,5x103 células por poco) ou
24 (3,5x10* células por poco) pocos com meio de cultura Dmem suplementado
com 10% de soro fetal bovino, e ap6s o tempo determinado para aderéncia foi
adicionado o siRNA diluido anteriormente em meio de cultura puro e adicionado 3

ou 4 ul de reagente de transfeccdo a depender da placa a ser aplicado, onde 96
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pocos 3ul e 24 pocos 4ul. O tempo de transfeccao foi de 96 horas e durante esse
periodo a placa foi incubada na estufa a 37°C e 5%CO2. O silenciamento dos
genes foi confirmado por RT-gPCR.

Para a linhagem THP-1 o mesmo procedimento foi usado mas os siRNAs
foram utilizados a 5nM e o plaqueamento feito em placas de 96 pocos foi de
1x10* células por poco e 1x10° células por poco em placas de 24 pocos.

4.17 Avaliacao de apoptose e necrose

Apoés o periodo de cultura, as células foram recuperadas utilizando PBS
gelado, centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm e incubadas com FVS (BD
Bioscience®) por 15 minutos no escuro e temperatura ambiente. Foram lavadas
com 1 mL de tampdo para marcacdo de anexina (BD Bioscience®) e
centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm. As células foram entdo incubadas com
Anexina V (BD Bioscience®) por 15 minutos a 4°C e depois lavadas com 1 mL de
tampéao de anexina. A aquisicdo das amostras foi realizada no FACS Melody (BD
Bioscience®) alocado dentro do laboratério de biosseguranca nivel 3
(Departamento de Bioquimica e Imunologia, FMRP, USP) e analisadas no

software FlowJo V10 (BD Bioscience®).

Para analise, foram selecionadas células por tamanho e granulosidade
(FSC vs SSC) e células unicas (FSC-H vs FSC-A), separadas em células vivas
(FVS-AnexinaV-), em necrose (FVS+AnexinaV-) e em apoptose (FVS-
[+AnexinaV+). A selegcdo da populagdo positiva foi realizada utlizando a

estratégia de FMO (fluorescence minus one).
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Para identificar os fatores relacionados ao aumento da resisténcia do
figado em relacdo ao pulmdo a infeccdo por Mtb observado no modelo
experimental de tuberculose, o objetivo desta etapa do nosso estudo foi analisar
in silico os dados gerados pela técnica de RNAseq. Visando a identificacdo de
genes que podem estar envolvidos na resisténcia ou suscetibilidade, o perfil de
ativacado de células totais do figado e de pulméo na progresséo da infeccdo por

Mtb(entre 14 e 19 dias) foram comparados.

Além disso, questionamos se 0S mecanismos epigenéticos estao
relacionados a organizacdo dos diferentes perfis relacionados a resposta a TB,
uma vez que a epigenética define o perfil de expressdo génica (WEAVER et al.,
2004; WEAVER, 2011; VINCI, 2014).

5. RESULTADOS (parte 1)

5.1 A abundancia de transcritos em células totais de Orgéaos

infectados com Mtbdemonstra diferentes tipos de resposta a infec¢céo

Buscando elucidar como o figado respondeu mais eficientemente ao
processo de infeccdo por Mycobacterium tuberculosis, trabalhamos os dados
gerados pela técnica de RNAseq de células totais do figado e pulmao. Por se
tratar de amostras de 6rgdos distintos evidenciamos essa diferenca através das
nossas analises iniciais, na qual foi usado a PCA (Analise dos componentes
principais) (Figura 3A). A PCA dos 18394 genes anotados resultou em grupos
bem distintos ao considerarmos cada 6rgdo na comparacao, no qual observamos
essa diferenca ao avaliar 83,7% dos dados disponiveis. Destaca-se ainda, a
nitida diferenca entre as amostras de 14 e 19 dias do pulmé&o, indicando que
esse Orgdo sofre mudancas bem mais radicais do que o figado, e que podem

estar relacionadas com a maior suscetibilidade desse 6rgao (Figura 3A).

Além disso, também utilizamos o heatmap para observar visualmente os
clusters formados pelo padrdo de expressdo génica do figado e do pulmao. A
Figura 3B mostra que h& diferenca na expressdo génica interorgdos em

diferentes tempos, o que nos permite observar a formacao de clusters compostos
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por genes que exibem diferentes perfis de expressdo génica entre os Orgaos,
mostrando que realmente ha uma resposta diferente entre eles ao processo de
infeccdo. Baseados nessa analise inicial, caracterizamos a diferenca de cada
orgdo através de vias enriquecidas com genes expressos especificamente em

cada orgao, conforme mostram as figuras 3C e 3D.

FDR<0.1
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@ Liver19d @ Lungi9d Biological oxidations
Metabolism of amino acids and derivatives:

The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport:
Fatty acid metabolism
y electron port, ATP is by i ling, and heat
Phase | - Functionalization of compounds:
25 ® Metabolism of steroids
Cy P450 - ged by type
Biosynthesis of maresins
’ Biosynthesis of maresin-like SPMs
0.0 Metabolism of vitamins and cofactors:
Metabolism of lipids:
Phase Il - Conjugation of compounds:
S Biosynthesis of DHA-derived SPMs
-2.5 ® i is of speciali ing mediators (SPMs)
Aflatoxin activation and detoxification
@ Respiratory electron transport:
Synthesis of bile acids and bile salts via 7alpha-hydroxycholesterol
Bile acid and bile salt metabolism
Complex | biogenesis
-2.5 0.0 2.5 Xenobiotics
PC1 (83.7% explained var.) Mitochondrial Fatty Acid Beta-Oxidation
Histidine, lysine, phenylalanine, tyrosine, proline and tryptophan catabolism
Miscellaneous substrates:
B Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle
Peroxisomal lipid metabolism

Plasma lipoprotei deling, and
Metabolism of fat-soluble vitamins

PC2 (4.8% explained var.)

Row Z-score
-3 I 0 5 10

M Liver 140 rﬁ?l__‘_‘ ’_l%T—L,:_‘ D

[ Liver 19d
- Lung 14d
M Lung 19d

FDR<0.1

Rho GTPase cycle:

Ca2+ activated K+ channels

NRAGE signals death through JNK

y ions between a L and a non-L cell
o] of TSR di i p

Cell-Cell communication
G alpha (12/13) signalling events

Signal y protein family
GRB?7 events in ERBB2 signaling:
Cell death signalling via NRAGE, NRIF and NADE
DAP12 interactions
Laminin interactions:
YAP1- and WWTR1 (TAZ)-stimulated gene expression
RUNX3 regi YAP1-medi i
Regulation of cy ing and cell sp ing by IPP complex
Anchoring fibril formation

Figura 3. Analise de dados transcriptdbmicos de células totais hepéticas e
pulmonares de camundongos infectados com Mycobacterium tuberculosis. (A) Analise de
componentes principais (PCA). Os dados de expressdo de todos os 18.394 dos genes anotados
foram utilizados para esta andlise. Figado 14d - genes expressos no dia 14° apds a infecgao por
Mtb. (vermelho), figado 19d - genes expressos no dia 19° apés a infeccdo por Mtb. (verde),

pulméo 14d - genes expressos no dia 14° apoés a infec¢do por Mtb. (azul) e pulmao 19d - genes
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expressos no dia 19° apds a infeccdo por Mtb. (roxa). (B) Heatmap dos genes anotados para
cada 6rgdo nos dois dias avaliados (14d-19d) infectados com Mtb. (C) Vias e mecanismos
enriquecidos no banco de dados online do ToppGene usando genes anotados da analise inicial
do figado. (D) Vias e mecanismos enriquecidos no banco de dados online do ToppGene usando

genes anotados da andlise inicial do pulmé&o.

5.2 Meta-assinatura de diferentes 6rgdos de animais infectados com

Mycobacterium tuberculosis

Com o intuito de identificar a assinatura transcricional do pulmao, principal
orgdo afetado pela tuberculose, e do figado, 6rgdo que mostrou responder
melhor & infeccdo por Mtb, analisamos o perfil de expressdo génica de células
totais de cada 6rgdo. Com andlise estatistica baseada em modelo linear com um

FDR <0,05 alcancamos os genes diferencialmente expressos (DEGS).

Comparamos o perfil de expressdo génica do 19° dia ao 14° dia apds
infeccdo de cada Orgdo separadamente através das listas de genes
diferencialmente expressos obtidas, as quais filtramos quanto ao Fold change
21,3 ou < -1,3 além do P value adj. <0,05. Com isso, tivemos 737 genes
diferencialmente expressos no pulméo (Figura 4A) e 631 no figado (Figura 5A), o
gue comprovou que o tempo poés-infeccdo influencia de maneira diferente o perfil

de expressao génica nos dois 6rgdos avaliados.

Com o intuito de caracterizar as assinaturas transcricionais baseadas em
analises de expressao diferencial, avaliamos se 0s padrdes de genes expressos
no figado ou no pulméo nos dias 14 e 19 poderiam segregar diferentes grupos.
Para tal, aplicamos um agrupamento hierarquico ndo supervisionado em dados
de expressdo de DEGs altamente significativos entre todos os grupos. A analise
resultou em dois grupos distintos em cada 6rgéo, 0s quais apresentaram um set
de genes expressos de maneira tempo dependente como mostrado nas Figuras
4B e 5B.
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Figura 4. Assinatura transcricional durante a infeccao por Mtb. (Pulm&o). (A) Anélise
de expressdo diferencial entre estados de infeccdo por Mth. (19d-14d). O nimero de genes
diferencialmente expressos (DEGs) é mostrado, pelo que os pontos laranja nas parcelas do
vulcao representam DEGs usando um FDR <0,05. (B) Heatmap de genes expressos
diferencialmente (DEGSs) resultantes da analise de amostras de pulmdo comparando 19d-14d
apoés a infeccdo por Mth. Onde azul significa repressdo e expressdo vermelha. (C) Vias e
mecanismos enriquecidos no banco de dados on-line da ToppGene usando genes

diferencialmente expressos, regulamentados, a partir de andlises de amostras de pulméo. FDR
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<0,1 (D) Vias mecanismos enriquecidos no banco de dados on-line da ToppGene usando genes
diferencialmente expressos, regulados para baixo, a partir de andlises de amostras de pulmé&o.
FDR <0,1. (E) Genes individuais que compdem as vias enriquecidas (comparados nos dias 19d e
14d apds a infeccao por Mth.). Com base na contagem normalizada de dados brutos. A analise
dos dados foi realizada com o GraphPad Prism V 6.0. O teste t foi utilizado para avaliar

diferencas entre genes independentes.

Para compreender como as diferencas na assinatura génica de cada
orgao interferem na resposta a infecgdo, realizamos o enriguecimento das vias
moleculares utilizando os DEGs do pulméao ou do figado com o auxilio de bancos
de dados online. Observamos vias distintas relacionadas a resposta imunologica
gue podem auxiliar a explicacdo da eficiéncia das diferentes respostas a infec¢ao
por Mtb. No pulméo vimos que no 19° dia apés a infeccdo, ha uma upregulacao
de genes que caracterizam perfil inflamatério, uma vez que as vias enriquecidas

sdo caracteristicas de resposta imune relacionada a eliminacéo do patdgeno.

Desta forma, ressaltamos mecanismos como a degranulacdo de
neutréfilos, que além de serem as primeiras células recrutadas no processo
inflamatorio, possuem diferentes tipos de granulos, dentre eles, ha os que estao
envolvidos na reorganizacdo da matriz extracelular (MEC). A reorganizacdo da
MEC também foi destacada em outras vias nas nossas analises, conforme
mostrado na Figura 4C. O perfil de expressao, producao e secrecédo de granulos
de neutrofilos € controlado a nivel transcricional, por isso evidenciamos
significativas modula¢cdes de genes como o PRSS2 na Figura 4E (ARNLJOTS et
al., 1998; TURNER et al., 2014).

Ainda, em relacdo ao pulméo, foi observado que as vias downreguladas
sdo quase por completo relacionadas a mecanismos de sinalizagéo e ativacao de
expressdo génica (Figura 4D). Vias como as do Notch, Traf e WNT sao
caracterizadas por apresentar cascata de ativacdo e desativacdo de diversas
proteinas (KOPAN; ILAGAN, 2009; XIE, 2013; NUSSE; CLEVERS, 2017). Em
grande parte os mecanismos de sinalizacdo tém como objetivo 3 funcdes:
degradacdo ou mudanca estruturais em proteinas ja sintetizadas e modificacoes
genicas, assim podemos observar que no pulmdo no 19° dia apos a infecgao,

devido repressao da expressdo de elementos que compdem cascatas de
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sinalizacdes, a expressao de genes da resposta imune pode estar comprometida
(Figura 4D).

E em relacdo a repressdo da expressdo génica, destacamos o
enriguecimento de vias relacionadas a modificacbes epigenéticas nitidamente
alteradas. Como demonstrado na Figura 4D, houve regulagdo na expressao de
genes que codificam as seguintes enzimas epigenéticas: Hdac 4, 7, 8 e 9, que
estdo diretamente ligadas ao controle da expressdo génica (Figura 4E)
(GREWAL; MOAZED, 2003; GIBNEY; NOLAN, 2010; PARK et al., 2019).

Em relag&o ao enriqguecimento de vias feito com os DEGs encontrado nas
analises do figado (Figuras 5C, 5D), podemos observar que ha uma espécie de
controle metabdlico. Em relacdo as vias upreguladas no figado, mostradas na
Figura 5C, foi destacado a expressdo de genes relacionados a biossintese de
Sulfato de Dermatan, degradacdo lisossomal de glicoproteinas, controle de

insulina, modificacdes pds traducionais, etc.

Ja em relacdo as vias downreguladas mostrados na Figura 5D, foi
encontrado mecanismos relacionados ao citocromo P450 que estd envolvido na
oxidacao de diversos outros elementos como xenobioticos, oxidacdes bioldgicas,
biossintese de maresinas, acidos graxos etc (GUENGERICH, 2006). Inclusive, na
figura 5E, onde mostra a modulacdo de alguns dos genes que compdem as vias
enriquecidas, destacamos aqui membros da familia cytochrome P450 (CYP) que
tiveram sua expressao reprimida no 19° dia apés infeccdo, quando comparado
ao 14° dia, sao eles: Cyp3all, Cyp3a25, Cyp3a59 (P.B. DANIELSON, 2005).
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Figura 5. Assinatura transcricional durante a infec¢cédo por Mtb. (Figado). (A) Anélise

de expressdo diferencial entre estados de infeccdo por Mtb. (19d-14d). O numero de genes

diferencialmente expressos (DEGSs) é representado, pelos pontos verdes no Volcano plot usando

um FDR <0,05. (B) Heatmap de genes expressos diferencialmente (DEGS) resultantes da analise

de amostras de figado comparando 19d-14d apos a infeccdo por Mtb. Onde azul significa

repressdo e vermelho significa expressado. (C) Vias e mecanismos enriquecidos no banco de

dados on-line da ToppGene usando genes diferencialmente expressos, upregulados, a partir de

andlises de amostras de figado. FDR <0,1 (D) Vias e mecanismos enriquecidos no banco de
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dados on-line da ToppGene usando genes diferencialmente expressos, downregulados, a partir
de analises de amostras de figado. FDR <0,1. (E) Genes individuais que comp8em as vias
enriquecidas (comparados nos dias 19d e 14d apés a infec¢éo por Mth.). Com base na contagem
normalizada de dados brutos. A andlise dos dados foi realizada com o GraphPad Prism V 6.0. O

teste t foi utilizado para avaliar diferengas entre genes independentes.

5.3 A comparacado entre as meta-assinaturas de 6rgdos de animais
infectados revela vias alteradas que podem auxiliar na explicacdo da

melhor eficiéncia hepatica na infec¢cdo por Mtb

O conhecimento de como o figado responde mais eficazmente, quando
comparado ao pulméao, diante do processo de infeccdo por Mtb, pode auxiliar a
identificacdo de biomarcadores, assim também comparamos o0s dados de
maneira interérgdos, no qual usamos os dados do 19° dia do figado em relagcéo
aos dados do pulmdo, onde subtraimos o 14° dia do pulmdo (19d/14d), a
intencdo dessa maneira de comparacdo é absorver ao maximo os efeitos
causados apenas pela infeccdo, ja que os oOrgdos possuem diferencas

fisioldgicas e metabdlicas naturais.

A comparacdo entre os 0Orgdos nos permitiu identificar 2190 genes
diferencialmente expressos, a figura 6A representa esses DEGs com o0s
seguintes parametros: P<0,05, Log2 Fold Change. O heatmap da figura 6B
mostra o quao € evidente a diferenca entre as respostas do figado e do pulméo
baseado na expressdo de genes que foram expressos ou reprimidos o que nos

permite agrupa-los hierarquicamente.
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Figura 6. Comparacao entre a assinatura transcricional do figado e o pulméao (19d /
14d). (A) Analise de expresséo diferencial entre estados de infeccdo com Mth. Pulmé&o vs figado
(19d / 14d). O numero de genes diferencialmente expressos (DEGSs) é representado, pelos pontos
roxos no Volcano plot usando um FDR <0,05. (B) Heatmap de genes diferencialmente expressos
(DEGS) resultantes da analise de amostras de figado vs pulm&o comparando 19d / 14d apés a
infeccdo por Mth. Onde azul significa represséo e vermelho expresséo. (C) Vias e mecanismos
enriquecidos no banco de dados on-line da ToppGene usando genes diferencialmente expressos,
upregulados, a partir da analise da amostra hepatica versus pulmonar. FDR <0,1 (D) Vias e

mecanismos enriquecidos no banco de dados on-line do ToppGene usando genes
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diferencialmente expressos, downregulados, da analise de amostras de figado versus pulmao.
FDR <0,1.

Com os genes Up e downregulados que caracterizam a resposta imune de
cada o6rgdo fizemos mais uma vez o enriqguecimento de vias no intuito de
conhecer quais mecanismos moleculares foram alterados, e conforme mostram
as figuras 6C e 6D importantes vias foram identificadas, como as vias de
sinalizagdo NOTCH e TRAF, vimos também o fator de transcricio RUNX

envolvido em diversos mecanismos.

Além disso, foram destacados mais uma vez, mecanismos epigenéticos
upregulados (Figura 6C), no entanto dessa vez observamos que a diferenca no
perfil epigenético também ocorre entre diferentes 6rgdos, o que nos mostra que
enzimas epigenéticas estdo envolvidas nos processos de resisténcia e

suscetibilidade.

54 A metanalise revela genes diferencialmente expressos

relacionados com aresisténcia ao desenvolvimento da tuberculose

Baseado nos resultados da analise entre figado e o pulmdo comparamos
nossa lista obtida de genes diferencialmente expressos com os DEGs de
trabalhos que compdem a literatura com o intuito de verificar o que ha em comum
entre 0s resultados obtidos por ambos. Utilizando a plataforma OMICC
confrontamos nossos dados com os dados de trabalhos que utilizaram amostras
de sangue total de humanos diagnosticados como pacientes com tuberculose

pulmonar ativa ou pacientes com tuberculose latente.

Demonstramos 0 que ha em comum entre nossos resultados e a literatura
através de graficos de Venn (Figura 7A e 7B). Relacionamos o0s seguintes
grupos: Mouse/Orthologue, que se trata de genes humanos ortdlogos aos de
camundongos obtidos em nossa analise figado/pulméao, Tb. P (Human) que séo
genes diferencialmente expressos em amostras de paciente com tuberculose
pulmonar ativa) e Tb. L (Human) que é composto por genes diferencialmente

expressos em amostras de paciente com tuberculose latente).
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Figura 7. Metandlise. Diagrama de Venn mostrando 0os genes comuns detectados entre
nossas andlises, figado vs pulmé@o (19d / 14d), e dados publicos derivados de pacientes
diagnosticados com tuberculose pulmonar ativa ou tuberculose latente. (A) Interseccdo entre

genes upregulados. (B) Interse¢éo entre genes downregulados.

A interseccdo entre 0s grupos nos revelou genes que podem estar
relacionados a resisténcia na tuberculose, como visto na figura 6a onde
observamos genes upregulados no figado que também foram upregulados em
amostras de sangue total de pacientes latentes, sendo eles: Creb3l1l, Cyyrl,
Myo7b, Triml7. Além disso também observamos uma lista de 46 genes que
foram diferencialmente expressos nas nossas amostras e nas amostras de
pacientes com tuberculose pulmonar ativa demonstradas em dados publicos
(Figura 7A). Também, observamos genes que foram downregulados entre 0s
grupos, e conforme mostra figura 7B os genes Cbs, Cyp3a43, Krt23 compde a
interseccéo entre os genes do figado nos camundongos e 0s pacientes latentes,
0 que pode nos indicar que a supressdo desses genes possivelmente esta
envolvida no controle do desenvolvimento da tuberculose. Na figura 7B também
mostramos uma lista de 35 genes que foram downregulados nas nossas
amostras do figado e na tuberculose pulmonar ativa, indicando um papel na

infeccéo por Mtb.



45

6. DISCUSSAO (parte 1)

Apresentamos dados relativos a abordagem experimental na qual o
conceito utilizado é o chamado pesquisa por “data-driven”. Este conceito é
caracterizado em extrair dados de um experimento sem filtrar ou determinar
categorias/classes do que serd analisado, deixando que esses dados guiem as
decisOes a serem tomadas (GIL et al., 2016).

O grande volume de dados macigos gerados por tecnologias “Gmicas” tem
servindo de base para a pesquisa com o tradicional foco na hipotese, por isso, €
contundente afirmar que os modos de pesquisa “data-driven” e o “hypothesis-
drive” aliados podem criar caminhos e, mais que isso, oferecer estratégias para
percorré-los (CARROLL; GOODSTEIN, 2009). Dessa maneira, escolhemos o
sequenciamento de RNA (RNAseq) como instrumento de “data-driven” para
trabalhar os dados obtidos de transcriptoma e a partir dai selecionar os caminhos

para nossas hipoteses.

A técnica de RNAseq tem auxiliado no desenvolvimento de um
conhecimento mais aprofundado sobre a tuberculose, e podemos ver iSso na
literatura em trabalhos como o que mostra a resposta a nivel transcricional de
cepas de Mtb resistentes e multirresistentes a antibiéticos (BRIFFOTAUX; LIU;
GICQUEL, 2019); em trabalhos em que essa técnica ajuda a compreender a
interacdo Mtb e o hospedeiro (LEISCHING et al., 2017); ou até mesmo para
identificacdo de mecanismos imunoldgicos na tentativa de otimizar diagndsticos
(BUREL et al., 2019). Assim, acreditamos que o sequenciamento de RNA pode
nos auxiliar a explicar nosso experimento prévio, em modelo animal, no qual a
infeccdo por Mtbdesenvolveu-se de forma diferente no figado, quando

comparado ao pulméo e ao bago, conforme mostra a figura 1.

O figado e o pulméao tém as suas funcdes fisiolégicas bem conhecidas, e a
consequente importancia para o organismo é evidente. No entanto, devido ao
fato de realizarem diferentes atividades meltabdlicas e fisiolégicas, é de se
esperar que respondam de maneira diferente a um processo infeccioso, e
conseguimos observar essa diferenga a nivel transcricional. Nossa analise dos
componentes principais (PCA) mostra estatisticamente que, baseado nos genes

expressos, ha uma nitida diferenca entre os 6rgdos. Também, h& diferenca de
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entre as amostras de um mesmo 6rgao quando os tempos pos infeccao, 14 e 19
dias, sdo comparados, evidenciando que o tempo influencia no padrédo de
expressédo génica (Figura 3A).

A expressao génica que caracteriza essa diferenca entre as respostas do
figado e do pulméo fica também evidente quando trabalhamos os dados de
maneira a apresenta-los em um heatmap, conforme apresentado na Figura 3B.
Nossos dados refletem o que a literatura mostra quando comparamos o perfil de
expressao génica de dois orgaos diferentes seja eles em humanos (SON et al.,
2005; UHLEN et al., 2016) ou também em organismo modelo (SCHAUM et al.,
2018).

Baseado no enriquecimento de vias, utilizando apenas o0s genes que
foram anotados pelas andlises baseadas em amostras do figado e pelo pulméo,
€ possivel notar as fungBes basicas de cada 6rgdo, onde na figura 3C, referente
ao figado, vimos em sua grande maioria vias relacionadas a metabolismo
enquanto que na figura 3D, referente ao pulmao, o que observamos sao vias de
regulacao, ativacdo e comunicacao entre as células, o que de fato pode ja ser um
efeito da presenca de micobactéria.

No intuito de aprofundar o conhecimento nos efeitos causados pela
infeccdo em cada 6rgdo avaliado, caracterizamos a resposta de cada um a
infeccdo, baseados em seus genes diferencialmente expressos (DEGS) no
intervalo entre o 14° e o 19° dia. Estes dias foram escolhidos por ser exatamente
0 ponto em gue a resposta a micobactéria se diferencia entre os 2 érgaos.

Comparamos o perfil de expresséo génica do 19° dia ao 14° dia de cada érgao.

Em relacdo ao pulméo foram obtidos 737 genes diferencialmente
expressos (Figura 4A), o que mostra que hi também uma diferenca no perfil
transcricional intradérgdo causada pelo tempo de infeccdo. O agrupamento
hierarquico da figura 4B mostra a formagédo de dois perfis diferentes, e vale
ressaltar que no 19° dia a infec¢cdo no pulmao continua em ascenséo (Figura 1),
assim é valido buscar entender quais vias e mecanismos estdo sendo alterados
(GHIGNA et al., 2012; BADLEY et al., 2013; REAMON-BUETTNER et al., 2019).
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No pulméo, o perfil inflamatério foi evidente, pois ha upregulacéo de vias
relacionadas a degranulacdo de neutrofilos e consequente alteracdo da
organizagdo da matriz extracelular (Figura 4C). Além disso, houve aumento da
expressédo de alguns genes que compdem essas vias (Figura 4E).

De maneira complementar, na figura 4D observamos diversas vias de
sinalizacdo downreguladas que podem estar contribuindo para esse perfil
inflamatorio. Como por exemplo, a via de sinalizacgdo NOTCH, que ja foi vista
tendo ligacdo direta com a inducéo da expressao da citocina antinflamatoria IL-10
em macréfagos (WONGCHANA et al.,, 2018); assim como a via WNT, cujo
principal componente, a -catenin, quando ativada desencadeia o funcionamento
da PI3K/Akt, tendo como consequéncia a inibicdo da inflamacdo mediada pelo
reconhecimento de PAMP via TLR4 presente em células dendriticas (KE et al.,
2013).

Dentre as vias down reguladas (Figura 4D) também se destacam fatores
de transcricdo da familia de RUNX, que tem o papel ativador da transcricdo de
genes relacionados a proliferagdo celular, diferenciacdo, memoria epigenética,
reparo de DNA, inflamacao e apoptose (ASHE et al., 2021). Na literatura ndo ha
muita informacao do papel desse fator de transcricdo na tuberculose, no entanto
h& trabalhos que mostram sua atividade em outras doencas, tais como: mieloma
(ZHOU et al., 2019), doencas hematolégicas (SOOD; KAMIKUBO; LIU, 2017),
cancer de mama (LINGALA et al., 2010), neurofiboromatose (HALL et al., 2019)
etc. O que faz dessa familia de fatores de transcricdo um promissor alvo para

investigacdes futuras na TB.

Em contrapartida ao pulméo, observamos no figado um perfil menos
inflamatorio e mais homeostatico. Foram obtidos 631 DEGs (Figura 5A) quando
compramos o 19° dia ao 14° dia de infecgédo no figado, essa diferenga no perfil
de expressao génica foi demonstrada no heatmap da Figura 5B, e fica claro que
no figado o tempo de infeccdo também modulou o perfil transcricional. Esse perfil
anti-inflamatoério provavelmente se deve ao balanco entre rotas energéticas,
metabolismo, degradagbes etc que vemos nas vias up (Figura 5C) e
downreguladas (Figura 5D) e nos genes que as compdem (Figura 5E). Esse perfil

menos inflamado pode ser caracterizado pela upregulacdo de vias como
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“‘Biossintese de dermatan sulfato” (Figura 5C), que se trata de um
glicosaminoglicano com atividade anti-inflamatoria (TROWBRIDGE; GALLO,
2002), j& vista também em modelo animal para estudos de colite (BELMIRO et
al., 2009). Vias como “CS/DS degradation” que fazem parte da homeostase
celular como parte de um processo maior de degradacédo lisossomal de
glicoproteinas também foi upregulada, indicando fazer parte do perfil menos
inflamado caracteristico do figado (WINCHESTER, 2005).

Genes relacionados ao metabolismo de glicose e acidos graxos foram
downregulados no figado conforme mostra Figura 5D. Interessantemente, a Mtb.
possui a capacidade de utilizar glicose e &cidos graxos para seu crescimento
(EHRT; SCHNAPPINGER; RHEE, 2018), portanto, se houver menos
disponibilidade destes metabdlitos no tecido, esta poderia ser uma via de controle
de crescimento bacteriano. Além disso, genes relacionados ao mecanismo do
metabolismo de lipideos, que possuem importancia relacionada a resposta imune
do hospedeiro (QUEIROZ; RILEY, 2017), também foram reprimidos, mostrando
gue no figado, a Mtbndo encontra um ambiente favoravel ao seu crescimento.
Portanto os DEGs que compdem esse balanco de rotas e vias no figado (Figura

5E) se mostram promissores para futuras investigacoes.

Compreendendo melhor os motivos que levam o figado a controlar melhor
a infeccdo por Mtb, acreditamos que esse 6rgdo possa servir como base para
identificacdo de novos biomarcadores relacionados a protecao ou suscetibilidade
a tuberculose, assim como fez KORF et al., 2009, que utilizando modelo animal
identificaram os “Liver X receptors” (LXRs) como modulares da inflamacéo e que
tem estreita relacdo com células pulmonares no que eles acreditam ser uma
funcdo até entdo desconhecida para esses receptores nucleares em um

mecanismo de resisténcia a infec¢do por Mtb.

Assim, acreditamos ser valida a comparagdo interorgaos, e resolvemos
trabalhar nossos dados de transcriptoma comparando o figado com o pulméo
justamente para poder visualizar a diferenca entre esses 6rgaos que respondem
de maneira tdo distinta a mesma infecgdo. Eliminando ao méaximo a diferenca
natural entre os orgaos buscamos observar apenas os efeitos causados pela

infeccdo, e diante disso obtivemos 2190 genes diferencialmente expressos



49

(Figura 6A). Agrupando os genes que formam o perfil transcricional de cada
orgdo de maneira hierarquica conseguimos observar perfis diferentes entre os

orgaos (Figura 6B).

Baseado nas vias enriquecidas podemos observar que a inflamacao
influencia a resposta biolégica de um o6Orgdo a um agente infeccioso,
provavelmente, através da ativagdo de vias de sinalizacdo (FANG et al., 2017).
Em nosso trabalho temos essa diferenca de vias de sinalizacdo como a principal
diferenca entre os 6rgaos. A figura 6C mostra vias como NOTCH, TRAF e WNT
sendo moduladas de maneira upreguladas, além de diversos mecanismos tendo
membros da familia RUNX como o fator de transcricdo responsavel pela ativacao
da transcricdo. A figura 6D mostra vias que foram downreguladas no figado
guando comparado ao pulméo indicando estarem envolvidas no controle de

infeccéao.

Ainda sobre as vias upreguladas (Figura 6D), destacamos também o fato
da epigenética se mostrar atuando como parte da assinatura transcricional
através de vias enriguecidas como “HDACs deacetylate histones”. Vale ressaltar
gue no pulmao também observamos o enriquecimento de vias relacionadas a
mecanismos epigenéticos, porém de maneira downreguladas (Figura 3D). Assim,
acreditamos que a epigenética esta ligada diretamente na modulacdo das

diferentes respostas e consequentemente influenciando na eficiéncia da mesma.

Nossos resultados ainda corroboram a literatura onde ha resultados que
mostram o papel da epigenética na tuberculose, tais como: modulando a
resposta imune através da regulacédo da expressado das Metalloproteinase-1 e -3,
influenciando na resposta antibacteriana através da metilacdo (VERMA et al.,
2017), ou como demonstrado por SENGUPTA et al., 2017, no qual mostraram a
capacidade da proteina mycobacteriana esxL de inibir a expressdo de moléculas
de MHC II, em macréfagos, através da inducédo da hipermetilacdo da regiao
promotora do gene que o codifica. CHANDRAN et al., 2015 demonstraram em
seu trabalho a capacidade da Mtbem atenuar a resposta imune do hospedeiro
através da supressdo da expressao do gene IL-12B através da modulagdo da
HDACL.
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Realizamos uma metanalise utilizando OMICC Compendia Commons
(OMICC; https://omicc.niaid.nih.gov/) (SHAH et al., 2016), comparando Nossos
dados de expressao genica em camundongos, do figado comparado ao pulméo,
com os dados publicos de expressdo génica de humanos diagnosticados com
tuberculose ativa ou latente, no intuito de identificar genes comumente expressos
entre diferentes organismos infectados com o mesmo patégeno. A comparacao
entre meta-assinaturas € uma estratégia ja vista na literatura (BLANKLEY et al.,
2014, 2016), inclusive confrontando dados de humano e camundongos
(ROWLEY et al., 2011; XU et al., 2017), com o0 mesmo intuito que o0 nosso de
buscar novos biomarcadores na resposta a infec¢cédo a Mtb(WANG et al., 2018).

Diante disso, a intersec¢ao entre nossos DEGs e o0s publicos em banco de
dados apresentou uma lista de 46 genes upregulados (Figura 7A) e uma lista de
35 genes downregulados (Figura 7B) quando comparado com dados de Tb
pulmonar, iSSO NosS mostra que esses genes possuem papel importante no
processo de infeccdo, uma vez que os mesmos foram modulados tanto em
condicbes onde a infeccdo foi melhor controlada, no caso no figado do
camundongo, como também em amostras de sangue de pacientes com
tuberculose ativa, 0 que nos indica que ha uma tentativa de controle da
proliferacdo do patdgeno, o que os torna genes passiveis de investigacdo mais

aprofundada.

Confrontamos também nossas andlises com dados de amostras de
pacientes diagnosticados com tuberculose latente, a ideia dessa comparacao é
observar se h& genes expressos comumente em amostras de pacientes
considerados resistentes a infec¢éo, e assim identificar possiveis biomarcadores
relacionados a resisténcia (ILIEVSKA-POPOSKA et al., 2018; MOLLER et al.,
2018; LU et al., 2019). A intersec¢cdo nos mostrou que ha 4 genes upregulados

(Figura 7A) e 3 genes downregulados (Figura 7B).

Temos assim uma lista de 7 genes no total, no qual todos ja foram
descritos na literatura, onde: o Creb3I1, cAMP responsive element binding protein
3like 1, é descrito como um supressor de metastase tendo sua expressao
alterada entre diferentes tipos de cancer (LIU et al., 2018b). O gene Cyyrl,

cysteine and tyrosine-rich protein 1, é normalmente expresso em células que
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pertencem ao sistema de captacdo e descarboxilagdo do precursor de amina,
gue sao células que possuem ligacdo com o desenvolvimento de tumores
neuroendocrinos, esse é um gene pouco estudado o que nos limita 0 acesso a
informacdes funcionais (TUMORS, 2018). Em relacédo ao Myo7b, trata-se de uma
miosina com fun¢des envolvidas na comunicacdo célula-célula e trocas de
solutos (LI et al., 2017). O Trim17 € membro de uma familia de receptores que
tem atividade ligada a processos de autofagia seletiva (MANDELL et al., 2017).
Sobre a interseccdo entre os genes downregulados (Figura 7B), temos o Cbs,
cystathionine beta-synthase, um gene cuja represséao foi vista como necessaria
para homeostase através do balanco de citocinas moduladas epigeneticamente
(BEHERA et al., 2018).

O Cyp3a43, membro da subfamilia cytochrome P3A (CYP3A), tem sido
descrito na literatura como integrante no processo de metabolizacdo de drogas,
além de também servir como marcador em hepatocarcinoma e estar ligado ao
desenvolvimento de cancer de prostata (HAN et al., 2015; WANG, 2018). Por fim
temos o0 gene Krt23, Keratin23, que segundo a literatura possui importante
ligacdo com o carcinoma de colon, uma vez que esta altamente expresso nesse
tipo de cancer, enquanto em células normais do mesmo tecido sua expressao e
ausente (HAHN et al., 2013; BROUSSARD et al., 2014; ZHANG et al., 2017).

Importante ressaltar que nesta lista de 7 genes, todos eles possuem
pouca ou nenhuma funcao/atividade relacionada a tuberculose descrita. Sendo
assim, com este trabalho identificamos 7 potencias marcadores que serao
explorados nos proximos resultados apresentados. Concluimos, nesta parte do
trabalho, que as diferencas na resposta do figado e do pulméo, quanto a
resposta a tuberculose, € um indicador que elementos da resposta imune ou
fisioldgica dos dois 6rgaos atuam na resolucéo da infeccdo de forma relacionada
a resisténcia, no caso do figado, e susceptibilidade, no caso do pulmao. Se estes
elementos indicados mostrarem-se, nos passos de validagdo, como alvos
relacionados a resisténcia ou susceptibilidade, poderemos sugerir alvos para

terapia ou prognostico da doenca.

Buscando entender mais sobre a relacdo entre o hospedeiro e a bactéria

causadora da tuberculose, alguns modelos animais de estudo foram utilizados
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(SUBBIAN et al.,, 2012; SCANGA; FLYNN, 2014; LEEUWEN; SAR; BITTER,
2015; GAO et al., 2018) e o camundongo € o modelo mais proeminente devido a
grande variedade de ferramentas e informag6es disponiveis (CRUZ et al., 2010;
DHAR; MCKINNEY, 2010; LAZAR-MOLNAR et al., 2010; GANDOTRA et al.,
2011; DRIVER et al., 2012; GOODSMITH et al., 2015).

Dentre os diversos tipos de estudos realizados destacam-se aqueles que
demonstram maneiras de escape do Mtb do sistema imune (QUEVAL et al.,
2017; WANG et al.,, 2019; DOLASIA; NAZAR; MUKHOPADHYAY, 2021). A
modulacao transcricional € uma das vias de escape usada pela Mtbpara evadir
da resposta imune do hospedeiro, inclusive por meio da modulagéo de elementos
epigenéticos, mostrando que ha a possibilidade de reprogramacdo na expressao
génica nas células imunes causada pela micobacteria, que culminaria em sua
sobrevivéncia no meio intracelular (KINCAID; ERNST, 2003; SENGUPTA et al.,
2017).

A observacao do perfil transcricional de células imunes quando em contato
com a Mtb em diferentes cenarios pode se tornar uma peca fundamental nesse
quebra cabeca que é a tuberculose. A analise do transcriptoma vem se
mostrando uma importante aliada na compreensdo de sistemas bioldégicos uma
vez que é usada para predizer alteracdes em niveis e funcdes proteicas, ja que é
possivel identificar todos os tipos de RNA transcritos e quantificar os seus niveis
em diferentes situagdes, inclusive no percurso do desenvolvimento de doengas
(KARAHALIL, 2016).

Portanto, por meio da técnica de RNAseq, foi identificado que os genes
Creb3l1, Triml7, Cyyrl, Myo7b, Cbs, Krt23 e Cyp3A43 estdo diferencialmente
expressos em figado e pulméo de camundongos infectados com Mycobacterium
tuberculosis, o que sugere seu possivel papel no controle da infeccdo. Desta
forma, estes genes foram avaliados na Parte 2 deste trabalho, de forma a

comporem uma bioassinatura com valor preditivo na tuberculose humana.



Parte 2
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO (parte 2)

7.1 A infeccao por Mtb modula a expressao dos genes Creb3l1, Cyyrl,
Myo7b, Trim17, Cbs, Krt23 e Cyp3a43 em mondcitos humanos

Para entender se o0s genes identificados in silico estdo envolvidos no
controle da tuberculose, prosseguimos com a validacdo in vitro. Conforme
indicado na etapa anterior deste projeto, identificamos 7 genes envolvidos no
processo de desenvolvimento da tuberculose, Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Triml7,
Cbs, Cyp3a43 e Krt23. Ressaltamos que todos estes genes, apesar de ja
descritos na literatura com funcionalidades relacionadas a patogénese de
diferentes doencas, principalmente o cancer, possuem pouca ou nenhuma

atividade descrita relacionada a tuberculose.

Inicialmente, foi avaliado se os genes identificados in silico eram
expressos por mondcitos humanos quando infectados por Mycobacterium
tuberculosis. Por meio de RT-gPCR, observamos o perfil transcricional dos genes
anteriormente listados. Inicialmente, infectamos as células com diferentes MOI
(Multiplicity of Infection), como mostra a Figura 8A, por um periodo de incubacao
de 24 horas com Mtb. E possivel notar uma relacdo MOI dependente em alguns

genes (Figura 8A).

A comparacdo deu-se em relacdo a expressao génica dos mondécitos nao
infectados. Os genes Creb3I1 e Trim17 sédo upregulados independentemente do
namero de bactérias, mas especialmente nos MOI de 1:1. O gene Myo7b teve
sua expressdo aumentada no MOI 1:1, mas no MOI 1:10 teve sua expressdo em
niveis muito baixos, quase que indetectaveis. De forma nitidamente
concentragcdo-dependente, o gene Cyyrl tem sua expresséao reduzida conforme o
namero de bactérias aumenta. Os genes Cbs e Cyp3a43 parecem ser
diretamente modulados na presencga do numero de bactérias avaliados, uma vez
gue diante do aumento da quantidade de bactérias o perfil de expressao tendeu a
inverter, como mostra figura 8A. Ja o gene Krt23 foi downregulado independente
do MOI.
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Como a intencéo é identificar biomarcadores para a tuberculose, nossas
analises computacionais tiveram como base situacdes em que envolviam o
controle da infeccdo, e de maneira geral é possivel notar que o peffil
transcricional dos genes in vitro foi fidedigno ao encontrado anteriormente, pois
as expressbes génicas dos genes em validacdo refletem os dados, mais
precisamente, frente a situacdes em que se é mais facil de controlar infeccao, ou
seja onde ha menor quantidade de bactérias, MOl 1:0,5 e 1:1 (Figura 8A). E
possivel notar também que o perfil de expressao foi mantido, pois 0s genes que
foram upregulados na analise in silico foram upregulados in vitro, e o0 mesmo

ocorreu para os genes downregulados.

Analisando os resultados notamos que o perfil transcricional apresentado
frente a infeccdo de MOI 1:1 (Figura 8A) foi o mais representativo, pois, assim
como nas analises in silico, os genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b e Triml7 devem
estar expressos, upregulados, em situacdes de controle da infec¢éo, assim como
0s genes Cbs, Krt23 e Cyp3a43 tendem a estar downregulados na mesma
condicdo. Por esse motivo definimos o MOI de 1:1 como padrdo para o

experimento seguinte.

Na figura 8B, avaliamos se a modulacdo dos genes era tempo
dependente. Notamos que o perfil apresentado nas andlises in silico é
representado apenas nos primeiros momentos pés infec¢do, mais precisamente
nas primeiras 24 horas, depois desse periodo o perfil tende a se tornar oposto,
ouU seja, 0S genes que tem a sua expressao relacionada a controle da infeccao,
Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Triml17, tendem a diminuir enquanto os genes que Sao
downregulados em situacdo de controle, Cbs, Krt23 e Cyp3a43, tendem a se

tornar upregulados.
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Figura 8. Perfil transcricional dos genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Trim17, Cbs, Krt23
e Cyp3a43 em monécitos humanos infectados com Mycobaterium tuberculosis. (A)
Resultados de experimentos utilizando a técnica de RT-gPCR, para quantificacdo dos genes:
Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Triml7, Cbs, Krt23 e Cyp3a43 em mondcitos humanos infectados com
Mycobaterium tuberculosis. N=3.Tempo de infec¢ao: 24 horas. MOI 1:0,5 ou 1:1 ou 1:5 ou 1:10.
Comparado ao controle constituido apenas de mondcitos e meio de cultura, pelo mesmo periodo.
(B) Resultados de experimentos utilizando a técnica de RT-gPCR, para quantificacdo dos genes:
Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Trim17, Cbs, Krt23 e Cyp3a43 em mondcitos humanos infectados com
Mycobaterium tuberculosis. N=3. Tempo de infec¢do: 2 ou 24 ou 48 ou 72 horas. MOI 1:1.
Comparado ao controle constituido apenas de mondcitos ndo infectados e meio de cultura, pelo
mesmo periodo. # = ndo detectado sob as condi¢des especificas. A andlise dos dados foi
realizada com o GraphPad Prism V 8.0. O teste t foi utilizado para avaliar diferencas entre genes
independentes onde *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001.

O gene Creb3l1l (cAMP responsive element binding protein 3 like 1) é
descrito na literatura como um supressor de metastase tendo sua expressao
alterada entre diferentes tipos de cancer (LIU et al., 2018). Dentre as funcdes
atribuidas a expressdo desse gene, destaca-se sua participacdo na via de
inducdo de apoptose através da inducéo de stress ao reticulo endoplasmaético,
atuando, através da seu dominio N-terminal como um fator de transcricao
citoplasmatico (VELLANKI; ZHANG; VOLCHUK, 2013).

E essa funcado relacionada a inducdo de apoptose induzida por stress
provavelmente explique o fato de termos observado que o gene Creb3l1 foi up
regulado independente da condicdo observada, seja em diferentes MOI e
também diferentes tempos de infeccéo, indicando que o contato com a bactéria
induz stress no mondcito e que o0 mesmo, na tentativa de eliminar o patégeno,

provavelmente por apoptose, induz a expresséao do Creb3lI1.

Ha exemplos na literatura que contribuem para nossa hipotese, como o
trabalho de DENARD et al., 2011, em que relatam a expressdo de Creb3l1, um
fator de transcricdo ativado por estresse, como um fator do hospedeiro que inibe
a proliferacdo de células infectadas por virus da hepatite C (HCV), através da sua
clivagem proteoliticamente, permitindo que seu terminal NH2 entre no nucleo e

induza a expresséo de varios genes que codificam inibidores do ciclo celular.
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O Trim17 é membro de uma familia de receptores que tem atividade ligada
a processos de autofagia seletiva (MANDELL et al., 2017). A literatura indica que
o papel funcional do Trim17 na iniciacdo da apoptose passa por sua contribuicdo
da ubiquitinacdo de proteinas antiapoptéticas e inibicdo de outros membros da
familia TRIM como Trim41(LASSOT et al., 2018). Notamos que nas condi¢des
utilizadas, com alta quantidade de bactéria e longo tempo de infeccédo, esse gene

foi downregulado, inclusive, chegando ao ponto de ndo ser detectado (Figura8).

A literatura indica que o Trim17 apresenta baixos niveis de expressao em
varios tecidos, e infec¢Bes virais ou bacterianas podem induzir a ativacao da
expressdo do mesmo através da hipometilacdo da sua regido promotora, o que
induz o pensamento a imaginar que o Triml7 atua como um sensor para
desencadear respostas de estresse celular, como visto no trabalho publicado de
PIERRE et al., 2020, no qual mostram a inducdo da expressdo de Trim17, por
meio de hipometilacdo, em filhotes de ratos apos injecdo de lipopolissacarideo
(LPS). Baseando-se em relatos como os citados, sugerimos que o Triml7 esta
envolvido no controle da infeccdo uma vez que sua expressao foi observada

apenas em condi¢cBes favoraveis ao controle da infeccao.

O gene Cyyrl, cysteine and tyrosine-rich protein 1, € normalmente
expresso em células que pertencem ao sistema de captacdo e descarboxilacéo
do precursor de amina, que sao células ligadas ao desenvolvimento de tumores
neuroenddcrinos, esse € um gene pouco estudado o que nos limita 0 acesso a
informacgdes funcionais (PATHAK, 2015). Apesar das poucas informacdes na
literatura, é sabido de interacdes envolvendo o gene Cyyrl. Destacamos as
ligacOes diretas como a que ocorre com o fator de transcricdo Lmo2, esse que
esta envolvido na via de sinalizacdo Wnt (LIU et al., 2016), e 0 mecanismo regido
por essa via esta presente em praticamente todos o0s estagios do
desenvolvimento da tuberculose (VILLASENOR et al., 2017). Um outro caso de
ligacdo direta conhecida, ocorre entre 0 Cyyrl e o miRNA miR-214-3p essa
interacdo que esta ligado a via de sinalizacdo TRAF que tem papel ja descrito na
tuberculose (ANDRADE; AMARAL, 2017; LIU et al., 2017).

Assim como nés, PANIGRAHI, 2007 identificou, por meio da técnica de

microarray, a expressao diferencial do gene Cyyrl frente a infeccdo com cepas
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de Escherichia coli e bactérias probidticas comensais, assim acreditamos que
Cyyrl esteja envolvido na resposta imune por meio da participacdo na ativacao
de vias de sinalizagdo como a Wnt e TRAF, através da interacdo direta com
elementos essenciais para ativacdo desses mecanismos. HipoOtese essa
reforcada pelo fato de termos observado, nas analises in silico sobre o pulméo,
figura 4D, que essas vias foram downreguladas diante de uma condicdo de

persisténcia da infecgao.

A familia da queratina (KRT) possui 50 membros e possuem a sua
expressao variavel de acordo com o tecido, além disso, séo caracterizadas como
proteinas estruturais que possuem lamentos intermediarios das células epiteliais.
As gueratinas elas atuam em mecanismos relacionados a vias de sinalizacao,
inducdo de stress e na progressdo de alguns tipos de canceres, através da
interacao entre elementos da familia, inclusive controlados epigeneticamente. O
krt23, uma queratina acida, foi descrita inicialmente em células de céancer
pancreatico, inclusive tendo up regulacéo induzida por hiperacetilacdo. O krt23 ja
foi descrito como marcador de inducdo de estresse e correlacionado com

gravidade de doencas hepéticas (GUO et al., 2020).

KINAST et al., 2019, também observaram altos niveis de expressdo de
Krt23 em dados de bidpsias hepaticas de pacientes com hepatite C cronica
(CHC), em hepatécitos humanos primarios experimentalmente infectados com
HCV e células de hepatoma inclusive de maneira dependente, além disso foi
notado também que os niveis plasmaticos de proteina Krt23 decresceu de
maneira dependente quando houve depuracdo viral, indicando seu papel no
controle da infecgcdo, assim como nds também observamos a sua modulagéo,

dowregulado, relacionado ao controle da infeccéo por Mtb.

Ainda temos o gene Myo7b que é descrito na literatura como uma miosina
com funcdes envolvidas na comunicagao célula-célula e trocas de solutos (LI et
al., 2017). Ha relatos na literatura no qual podemos ver o Myo7b interagindo de
maneira direta com um dos membros da familia dos fatores de transcricdo GATA.
Integrantes dessa familia de fatores de transcricdo possuem atividade descrita na

literatura relacionada a tuberculose, no entanto, detalhes sobre a interacdo do
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Myo7b com os mesmos diante da infeccdo por Mtbndo é definido, tornando-o

mais um alvo promissor (AMELIO et al., 2018).

O gene Cbs, que codifica a enzima cistationina beta-sintase, tem como
principal funcdo converter homocisteina e serina em cistationina, a deficiéncia
nessa enzima estd diretamente ligada a desordens metabdlicas caracterizadas
por altas concentragfes de homocisteina no sangue ou urina, caracterizando a
Hiperhomocisteinemia (EL-SAID et al., 2006; DA SILVA et al., 2017).

Ha também relatos na literatura da participacdo desses genes em relacao
a tuberculose, como publicado por SAINI et al., 2020, no qual mostram a
importancia de gene Cbs no processo de infeccdo por Mtb. Foram utilizados
camundongos deficientes na enzima produtora de H:S, a cistationina B-sintase
(Cbs) e foi observado que esses animais sobrevivem mais tempo com carga
bacilar de 6rgdo reduzida, além disso, no mesmo trabalho, foi notado também
gue a inibicdo farmacoldgica da expressédo do gene Cbs reduz a carga bacilar de
Mtb em camundongos.

Enzimas da familia do citocromo (CYP) p450 dentre as principais funcdes
desempenham um papel fundamental no metabolismo. Cyp3a43 € um membro
da familia CYP3A e estad localizado em um grupo de genes do citocromo
(CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e CYP3A43). Em relacéo a funcéo, o Cyp3a43 nao
tem atividade bem descrita, no entanto, sabe-se que possui atividade de
testosterona 6B-hidroxilase, indicando um impacto no metabolismo de esteroides
(BRANDL et al., 2015).

Baseados em nossos resultados (Figura 8), podemos sugerir que 0s 7
genes avaliados (Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Triml17, Cbs, Krt23 e Cyp3a43), estao
envolvidos no controle da infecgcdo, mais precisamente nos primeiros contatos
entre mondcitos e Mtb, e esse perfil de expresséo é invertido quando a infecgédo
se torna persistente, ou seja, mais tempo ou maior quantidade de bactéria. O
perfil transcricional obtido via metanélise no qual apresentavam condi¢fes de
controle da infecgéo pela Mtb, foi observado in vitro também, principalmente nas
primeiras 24 horas poés infeccdo de mondcitos humanos com Mycobacterium
tuberculosis. Portanto, mantivemos as condicbes de infeccdo para o0s

experimentos posteriores, composto por MOI 1:1 durante 24 horas.
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7.2 Os genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Trim17, Cbs, Krt23 e Cyp3a43
estdao envolvidos no controle de infecgcbes por diferentes cepas de

micobactérias

Outros trabalhos identificaram que componentes da resposta imune sao
expressos diferentemente de acordo com a viruléncia do microrganismo,
especialmente contra cepas de Mycobacterium sp (YASEEN et al., 2018,
CHANDRAN et al., 2015b; SENGUPTA et al., 2017; AGARWAL et al., 2020).Para
avaliar se a expressdo destes 7 genes identificados em nosso trabalho esta
relacionada a viruléncia da micobactéria, mondécitos humanos foram infectados
com diferentes cepas de micobactérias ndo-tuberculosas, sendo elas:
Mycobacterium bovis (BCG - Bacilo de Calmette-Guérin), MtbH37Ra,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium avium e

comparamos o perfil de expressao génica dos 7 genes.

Observa-se na Figura 9 diferente modulacao génica diante das diferentes
cepas, onde o gene Creb3l1l foi upregulado em mondcitos infectados com M.
avium, M smegmatis e BCG. O gene Trim17 foi upregulado frente a infeccéo de
todas as cepas avaliadas, no entanto, devemos mencionar 0 quanto esse gene
foi expresso diante da infeccdo por M. avium, e sabendo do seu papel
relacionado a fagocitose, esse resultado indica que mondécitos humanos

controlam bem a infec¢ao por esse patégeno.

A Myo7b foi mantida upregulada frente as cepas testadas, com excec¢ao
da H37Ra e M. smegmatis, inclusive contra essa Ultima, esse gene foi
destacadamente downregulado. Frente a M. smegamtis o gene Cyyrl também foi
downregulado, assim como foi downregulado frente a infeccdo por M. fortuitum
mostrando perfil contrario quando comparado a H37Rv. O gene Cbs foi mantido
downregulado apenas frente a infeccdo por M. smegmatis e BCG, enquanto que
as demais cepas induziram a expressdo desse gene. Krt23 foi, basicamente,
downregulado frente todas as cepas, indicando um papel menos variado no

controle da infec¢éo de acordo com a viruléncia.

E por fim, o gene Cyp3a43 que foi significativamente upregulado em

monadcitos infectados com M. smegmatis ou com H37Ra, perfil oposto ao
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apresentado por mondcitos infectados com H37Rv, enquanto que em relacédo as
demais cepas esse gene foi downregulado assim como observado na condi¢ao

de controle da infec¢éo por Mtb.

De maneira geral observamos que 0s 7 genes tém a sua expressao
modulada diante da infec¢ao por cepas nao-tuberculosas de maneira semelhante
ao Mtb, indicando que estes genes tém controle sob a resposta imune durante a
infeccdo e que nao € dependente dos fatores de viruléncia diferencialmente
expressos entre as cepas avaliadas. Provavelmente, as cepas sédo reconhecidas
por diferentes receptores e consequentemente ativam diferentes vias e
mecanismos imunes, no entanto, mesmo diante das diferengas que caracterizam
cada cepa de micobacteria, notamos a modulacdo dos 7 genes, reforcando sua

importancia na resposta imune frente a infeccéo.

KOH et al, 2018, por meio da técnica de RNAseq, identificaram a
expressdo de CD82 / KAI1, um membro da familia da tetraspanina ja descrito
como supressor de metastase, como um gene diferencialmente expresso em
pulmbes de camundongos C57BL/6 infectados com MTB H37Rv, e para
constatar seu papel na tuberculose, os autores comparam a resposta frente a
infeccdo por outras cepas de micobactérias, mais precisamente MTB H37Ra, M.
bovis BCG e M. smegmatis. Os autores observaram que a viruléncia de cada
cepa influenciou na modulagcdo da expressdao do CD82, de maneira em que
apenas a cepa H37Rv induziu a upregulacdo desse gene, e através de
experimentos mecanisticos observaram que a relacdo entre CD82 e Rab5/22
interfere na maturacéo dos fagossomos resultando na persisténcia do Mtb. Nesse
elegante trabalho os autores identificaram um gene que tem a sua modulagao
dependente da viruléncia do patégeno, diferentemente de ndés que notamos,
diferentes niveis de modulacao, independente da viruléncia do patdgeno, e isso
indica que possivelmente os 7 genes atuam em mecanismos mais amplos de

controle de infecg&o geral.
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Figura 9. Expresséo diferencial do genes na presenca das diferentes cepas de
micobactérias. Tempo de infecgdo: 24 horas. MOI 1:1. N=3. Comparado ao controle constituido
apenas de mondcitos e meio de cultura, pelo mesmo periodo, e apds obtido os valores em Log2,
0s mesmos foram comparados com os valores de Log2 obtidos pela infec¢cdo por MtbH37Rv. A
analise dos dados foi realizada com o GraphPad Prism V 8.0. O teste t foi utilizado para avaliar

diferencas entre genes independentes onde *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001.

Baseado nos resultados apresentados na Figura 9, os genes Creb3l1,
Cyyrl, Myo7b, Triml17, Cbs, Krt23 e Cyp3a43 estdo envolvidos na resposta
imune, com funcdes relacionadas ao controle de infeccdo. A cepa de M. bovis
BCG foi a bactéria que induziu o perfil transcricional mais proximo a aquele
observado quando os mondcitos foram infectados com Mtb, ou seja, as diferentes

cepas induziram a up e down regulacdo dos mesmos genes em questao.

As diferencas pontuais entre os niveis de expressdo génica induzidas
pelas demais cepas possivelmente sdo explicadas por caracteristicas estruturais
e genéticas de cada espécie, mas que evidenciam a influéncia dos genes alvos

na infecgao por Mycobacterium tuberculosis.

7.3 Os genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Trim17, Cbs, Krt23 e Cyp3a43

estao envolvidos em funcdes efetoras no controle da infec¢cao por Mtb

Para determinarmos se 0s genes identificados como diferencialmente

expressos tém papel no controle da infeccdo com a cepa virulenta de

Creb3l1
Trim17
Myo7b
Cyyr1
Cbs
Krt23
Cyp34a
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Mycobacterium tuberculosis, avaliamos a atividade microbicida dos mondcitos,
porém, silenciando cada um dos genes alvo upregulados ou induzindo a
expressdo dos genes downregulados. Para bloquear os genes Creb3l1, Cyyrl,
Myo7b e Trim17, utilizamos o sistema de knockdown de siRNA. Para induzir a
expressdo dos genes Cbs, Krt23 e Cyp3a43 foi utilizada modulagdo

farmacoldgica.

Para padronizarmos e validarmos o silenciamento, na figura 10A esta
apresentada a expressao do RNAm do gene Creb3I1 na auséncia e na presenca
do siRNA (Sigma-Aldrich®). Como se observa, apés 48 horas o silenciamento
génico ja foi eficaz, se mantendo pelo menos até 96 horas. Na figura 10B,
apresentamos o silenciamento dos demais genes, apenas no tempo de 96 horas,
e todos os genes foram devidamente silenciados em nosso protocolo

experimental.

Ao induzirmos a supressédo dos genes observados, funcfes efetoras dos
mondcitos frente a Mtb foram comprometidas, como demonstram as figuras 10C
e 10D. Houve diminuicdo da capacidade fagocitica dos mondcitos apds o
silenciamento dos 4 genes, e como esperado, em diferentes niveis (Figura 10C).
Uma das principais funcdes dos mondcitos € a fagocitose, e a desregulacéo

dessa funcao pode influenciar a eliminacdo de patégenos.

O que observamos na Figura 10D € o quanto os mondcitos foram eficazes
em eliminar a bactéria 24 horas ap0s serem fagocitadas, e diante disso,
observamos que as células que néo tiveram os genes silenciados foram capazes
de eliminar cerca de 50% das bactérias fagocitadas (partindo de em média 2x10’
bactérias para em média 1x107 bactérias). Enquanto que as células que tiveram
0s genes bloqueados n&o mantiveram a atividade microbicida, sendo que a
guantidade de bactérias fagocitadas manteve-se muito proxima a quantidade de
bactérias apés o periodo de killing (mantendo-se préximo a 1x107) e algumas
vezes até permitindo que as bactérias se replicassem no interior dos mondcitos,

caso do fator de transcricdo Creb3|1.

Estes resultados em conjunto sugerem que 0s genes avaliados estao
influenciando tanto no uptake de bactérias, pois a atividade fagocitica foi menor
na auséncia dos genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b e Triml7, mas também na
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atividade microbicida, pois os monécitos ndo foram capazes de eliminar as

bactérias fagocitadas.

Com o intuito de aprofundar o nosso conhecimento sobre os genes
listados e sabendo da dificuldade em realizar o knockdown células de mamiferos,
assim como GRESCH; ALTROGGE, 2012 escreveu em seu trabalho, nos
também induzimos o knockdown em células da linhagem de mondcito humano
THP1, e depois disso observamos resultados mais contundentes, nos quais, a
diminuicdo da expressdo de todos os genes observados nesse experimento
resultou em um decréscimo significativo na atividade fagocitica dessas células
(Figura 10F).

A capacidade de eliminar as bactérias também foi avaliada e mais uma
vez na auséncia da expressao do fator de transcricdo Creb3ll notamos a
ineficiéncia dessas células em eliminar o patégeno (figura 10G).
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Figura 10. Avaliagdo da atividade microbicida de mondcitos humanos e monocitos
da linhagem celular THP1 infectados com H37Rv, apds knockdown utilizando siRNA para
0s genes Creb3ll, Cyyrl, Myo7b e Trim17. (A e E) RT-gPCR utilizado para avaliar a curva de
eficiéncia do protocolo de knockdown de siRNA ao longo de diferentes periodos em monécitos
humanos (A) e monécitos humanos de linhagem THP1 (E). O siRNA para o gene Creb3I1 foi
utilizado na concentracdo de 50nM em todos os pontos da curva para monécitos humanos e 5nM
em todos os pontos da curva para células da linhagem THP1. (B) RT-qgPCR utilizado para
demonstrar o efeito do knockdown realizada por 96 horas, a 50nM, para os genes Cyyrl, Myo7b
e Trim1l7 em mondcitos humanos de doadores higidos. (C, D, F e G) Monécitos humanos de
doadores higidos (C e D) e mondcitos humanos de linhagem THP1 (F e G) plaqueados na
concentracdo de 7,5x10° (C e D) e 1x10*(F e G), knockouts por 96 horas com diferentes siRNAs
com a concentracdo de 50nM (C e D) e 5nM (F e G). Apés o knockdown, a infeccao foi realizada
utilizando a cepa de Mycobaterium tuberculosis H37Rv, MOI 1:1. Atividade microbicida foi
avaliada por 2 horas para fagocitose e 24 horas para o killing. Para o killing relativo a fagocitose,
figuras 10D e G, mondcitos humanos tiveram sua eficiéncia microbicida avaliada tendo os valores
de fagocitose como 100% e os valores de killing é a porcentagem do quanto restou de bactérias
24 ap6s a infecgdo. Os valores do teste de reducéo de resazurina em unidades de fluorescéncia
relativa (RFU) foram obtidos com base na concentragdo de bactérias por poco avaliado. A andlise
dos dados foi realizada com o GraphPad Prism V 8.0. As comparac¢fes foram feitas ao controle
constituido apenas de monécitos e meio de cultura (A, B e E) e monécitos infectados com H37Rv
(C, D, F e G), pelo mesmo periodo. O teste t foi utilizado para avaliar diferencas entre genes
independentes onde *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 (A, B e E). Analise de Varidncia simples
(One way ANOVA) foi utilizado para realizar multiplas comparacdes e avaliar diferengas entre
controle (CTRL = mondcitos + H37Rv) e tratamentos (Mondcitos + siRNA + H37Rv)

independentes onde *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001.
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Para induzir o aumento de expressao de genes downregulados, Cbs, Krt23
e Cyp3a43 foram utilizados compostos farmacolégicos com comprovada acao
moduladora. A escolha dos compostos foi baseada na literatura, sendo que para
induzir a expressdo do gene Cbs foi utilizado a Triancinolona (RATNAM et al.,
2002). Para induzir a expressdo do gene CyP3a43 foi utilizada a Dexametasona
(KRUSEKOPF; ROOTS; KLEEBERG, 2003). Para a inducdo do gene Krt23 foi
utilizado a epidroga Azacitidina (HAHN et al., 2013).

O tratamento de mondcitos com a menor concentracdo testada das 3
drogas, 1,25uM, foi suficiente para induzir a expressdo dos genes, como mostra
a figura 11A. E possivel notar que a inducéo da expressdo dos genes observados
gera dificuldade em controlar a infeccdo por Mtb pelos mondcitos, assim como
observamos anteriormente ao silenciarmos os demais genes em discussao. Um
decréscimo na funcao fagocitica é notado apds a inducdo da expressao dos trés
genes, Krt23, Cbhs e CyP3a43, como mostram as figuras 11B, C e D
respectivamente. Foi possivel constatar também diferencas significativas na
capacidade dos mondcitos tratados com diferentes concentracdes de cada droga

em eliminar as bactérias fagocitadas como mostram as figuras 11E-G.

Os menores niveis de inducdo da expressdo dos 3 genes observados
nesses experimentos foram o suficiente para causar dificuldades em eliminar o
patégeno pelo mondcito, inclusive, nota-se que o fato de nao eliminar a bactéria
provavelmente tenha tornado o interior do monécito um microambiente adequado
para replicacdo da bactéria, ja que os niumeros, em porcentagem, baseados na
eficiéncia do killing em relagcdo ao que foi fagocitado foram bem diferentes
daqueles apresentados pelo controle ndo tratado, indicando assim que a
repressdo dos genes Krt23, Cbs e CyP3a43 esta envolvida no controle da

disseminacgao da Mtb (Figuras 11E, F e G).

Uma limitagdo do nosso estudo foi a ferramenta utilizada para induzir a
expressdo génica. Uma vez que os compostos ndo atuam especificamente na
inducdo da expressdo, € provavel que os tratamentos com 0s compostos
induziram outras mudancas nas células. Porém diante dos niveis de expressao
dos genes, dos resultados observados e dados da literatura que suportam o uso

destes farmacos, sugerimos seu efeito indireto.
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A triancinolona é um corticosteroide sintético de formula empirica
C24H31FOs, que apresenta atividade antiinflamatéria 7,5 vezes maior do que a
cortisona (MANSOOR; KUPPERMANN; KENNEY, 2009). Os corticosteréides
atuam na inducdo da sintese de lipocortina, essa que age inibindo a fosfolipase
A2 que esta envolvida na liberacdo de precurssores inflamatérios como o acido
araquidénico (MANSOOR; KUPPERMANN; KENNEY, 2009). Os mecanismos de
envolvidos na agdo da triancinolona na resposta anti-inflamatéria passam por
dilatacdo dos capilares, proliferacdo de fibroblastos e migracdo de leucdcitos
reduzindo a quimiotaxia, além de induzir a inibicAo da expressédo de citocina
préinflamtérias como TNF-a, IL-18 e induzir a expressado de fator derivado do
epitélio pigmentar (PEDF) (SARAO; VERITTI; LANZETTA, 2012).

Esses relatos da literatura auxiliam a interpretacdo dos resultados
encontrados e nos orientam quanto as consequéncias do tratamento com esse
composto, pois, observamos menor eficacia na fagocitose e eliminacdo do
patdgeno apos tratamento (Figuras 11C e F). De maneira semelhante SANTOS,
2015, observou em seu trabalho que o tratamento com triancinolona em
cicatrizes queloides intralesional ndo induz a apoptose, portanto, diante disso &
possivel que o tratamento com esse composto tenha inibido a inducao apoptética

dos mondcitos e consequentemente na eliminagdo do patégeno.

Dexametasona é mais um corticoide sintético que apresenta atividade anti-
inflamatéria com acdo podendo chegar a 30 vezes maior que a hidrocortisona.
Essa atividade também é relatada na literatura como publicado por GILES et al.,
2018, que demonstra a acao desse composto através da inducdo da expressao
CTLA-4 resultando na inibicdo da via coestimulatéria CD28 impedindo a ativagcédo
e diferenciacdo de células T. KIM et al., 2017, apresentou em seu trabalho os
efeitos da dexametasona em monaocitos humanos da linhagem THP1, no qual
resultou em inativacdo dessas células através de alguns mecanismos como a
supressédo da producao de CCL2, ou MCP1, citocina envolvida migracao de
mondacitos, induzir o decréscimo da expressao da molécula de superficie CD14 e
bloguear a forma solivel dessa molécula, além disso também foi demonstrado
gue esse corticoide inibe a expresséao e fosforilagdo da subunidade p65 do fator

de transcricdo NF-kB.
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Assim, diante disso, possivelmente os compostos utilizados em nossos
experimentos tenham induzido efeitos além da expressdo dos genes alvos,
porém, ao relacionarmos nossos resultados e compara-los aos da literatura,
sugerimos que os alvos aqui testados estejam relacionados a resposta imune,

gue no caso da TB ativa, foi bloqueada, caracterizando a ineficacia na eliminacao

da Mtb.
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Figura 11. Avaliagdo da atividade microbicida de mondécitos humanos infectados
com H37Rv, ap6s tratamento utilizando os seguintes compostos quimicos: Azacitidina,
Dexametasona e Triancinolona para inducdo dos genes Krt23, CyP3a43 e Cbs
respectivamente. (A) RT-gPCR utilizado para avaliar a inducdo da expressdo dos genes, Krt23,
CyP3a43 e Cbs, ap0Os tratamento com diferentes compostos quimicos em concentracdes
extremas, 1,25uM e 20uM, em mondcitos humanos (N=3). (B - G) Mondcitos de doadores higidos
plaqueados na concentracdo de 7,5x10%, tratados por 24 horas com diferentes compostos
qguimicos em diferentes concentracdes. Apds o tratamento, a infeccdo foi realizada utilizando a
cepa de Mycobaterium tuberculosis H37Rv, MOI 1:1, N=3. Atividade microbicida foi avaliada por 2
horas para fagocitose e 24 horas para o killing. Para o killing relativo a fagocitose, figuras 11E-G,
mondécitos humanos tiveram sua eficiéncia microbicida avaliada tendo os valores de fagocitose
como 100% e os valores de killing é a porcentagem do quanto restou de bactérias 24 apés a
infeccdo. Os valores do teste de reducdo de resazurina em unidades de fluorescéncia relativa

(RFU) foram obtidos com base na concentracdo de bactérias por po¢o avaliado. A anélise dos
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dados foi realizada com o GraphPad Prism V 8.0. As comparacfes foram feitas ao controle
constituido apenas de mondcitos e meio de cultura (A) e mondécitos infectados com H37Rv (B -
G), pelo mesmo periodo. O teste t foi utilizado para avaliar diferencas entre genes independentes
onde *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 (A). Andlise de Variancia simples (One way ANOVA) foi
utilizado para avaliar diferengas entre controle (CTRL = mondcitos + H37Rv) e tratamentos
(Monécitos + compostos quimicos + H37Rv) independentes onde *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e
****n<0.0001.

A Mtbé um patogeno intracelular que apds invadir consegue persistir
dentro de fagdcitos mononucleares, e diante disso a fagocitose € a primeira acao
desse tipo de célula. A fagocitose ocorre quando ha interacao entre os receptores
da célula do hospedeiro com ligantes da superficie dos patdgenos que tem como
consequéncia a internalizacdo do mesmo em vacuolos membranosos conhecidos
como fagossomos, essa estrutura se funde com endossomos e lisossomos

gerando um microambiente microbicida.

Portanto, assim como escreveu MAERTZDORF et al.,, 2018, o contato
inicial entre a célula imune do hospedeiro e o0 patdégeno tem consequéncias que
resultam na eliminacdo ou persisténcia do mesmo. Diante disso, justifica-se
observar se 0s genes em validacdo estdo envolvidos nessa etapa inicial. E
conforme observamos, a repressao dos genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b e Triml7 e
a inducédo de Krt23, CyP3a43 e Cbs resulta em uma menor capacidade de
fagocitar e eliminar a Mycobaterium tuberculosis (figuras 10 e 11).

Jingzhu LV et al., 2017, em seu trabalho, para demonstrar a importancia
do receptor do tipo Toll 4, como uma molécula anti-TB através do
reconhecimento e ativacao da resposta imune, e do NADPH oxidase (NOX), que
esta envolvido na producdo de ROS, bloqueou guimicamente suas funcbes e

observou inibicdo nas funcdes efetoras, assim como nés.

TAMGUE et al., 2019, induziu a repressdao dos microRNA-143 e
microRNA-365, que séo associados como reguladores imunes, devido a agbes
como modulacdo da expressdo do receptor do tipo Toll 2 em células de
carcinoma de colo retal e inducdo de apoptose em trofoblastos respectivamente,
e iSso promoveu a sobrevivéncia da micobacteria mesmo diante de macréfagos

ativados.
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Em relacdo aos genes observados, o fator de transcricdo Creb3I1 também
ja foi descrito na literatura tendo papel direto no bloqueio de infeccbes
patogénicas, como o virus da hepatite C (HCV), através da modulacdo de genes
envolvidos em vias e mecanismos de proliferacdo celular como descreve
DENARD et al., 2011 em seu trabalho. A repressao desse fator de transcricdo
induziu os mais alterados resultados tanto na fagocitose quanto no Killing,
indicando que o mesmo pode ser um elemento importante no processo de
infeccdo por Mtb através da modulacdo de genes envolvidos em vias e

mecanismos relacionados ao controle da infec¢céo por Mtb.

O gene Krt23 € mais um elemento envolvido no controle de infec¢des
virais como virus da hepatite C (HCV), conforme mostra o trabalho publicado
KINAST et al.,, 2019 no qual demonstra que a expressdo de Krt23 facilita a
progressdo do ciclo do virus, e de maneira semelhante observamos que a
inducdo da expressdo desse gene diminuiu a fagocitose e Kkilling e
consequentemente facilitou a persisténcia da bactéria.

Miosinas estéo diretamente envolvidas no processo de fagocitose através
da sua funcdo em aplicar forca nos filamentos de actina gerando contratilidade
gue permite a internalizacdo apropriada e também a translocacdo de fagossomos
para locais celulares apropriados, isso pode auxiliar na explicacdo da menor
eficiéncia efetora de mondécitos ao induzirmos a repressdo do gene Myo7b
(BARGER; GAUTHIER; KRENDEL, 2020).

Diante disso, o perfil transcricional dos genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b,
Trim17, Cbs, Krt23 e Cyp3a43 obtido via andlises in silico estdo relacionados ao
controle da infec¢do e, portanto, a modulacdo da expressao destes genes, seria
indicativo de aumento no controle da doenga, uma vez que ao induzirmos o perfil
contrario de expressao de cada gene in vitro, observamos resultados que indicam

maior sobrevivéncia da bactéria e, portanto, maior gravidade da tuberculose.

7.4 A expressdao dos genes Creb3ll, Cyyrl, Myo7b, Triml7 esta
envolvida nainducédo de apoptose de monaocitos infectados com Mtb
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Apoés observar que os genes em validacdo fazem parte de mecanismos
efetores na contencédo da infeccdo por Mtbpor mondcitos humanos, buscamos
entender como ocorre essa participacdo. Para isso, avaliamos os niveis de
inducdo de apoptose e necrose de células knockout para os genes Creb3l1,

Cyyrl, Myo7b, Trim17 nas primeiras 24 horas apos a infecgdo com Mtb.

A repressdo dos 4 genes avaliados resultou em menor indugdo de
apoptose quando comparado ao controle. Mais uma vez a repressao do fator de
transcricdo Creb3l1 mostra resultados desfavoraveis ao controle da infecgéo,
nesse caso o0 decréscimo de apoptose foi de aproximadamente 50% conforme
indica a figura 12 C. A repressao dos genes Cyyrl e Myo7b também resultou em
reducdo significativa da apoptose, além de também notarmos uma inducéo

consideravel diante da represséo do gene Trim17 (Figura 12 C).

Além de resultar em uma menor inducdo de apoptose, a repressdao dos
genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Triml7 também indicou uma tendéncia em
aumentar os niveis de necrose dos mondcitos infectados com Mtb, assim como
mostra a figura 12 D. Destaca-se mais uma vez o Creb3l1 e também a Myo7b
gue dentre as tendéncias, para esses genes foram observados 0s maiores

indices de necrose (Figura 12 D).
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Figura 12. Avaliacdo da inducdo de apoptose e necrose em mondécitos humanos
infectados com H37Rv, apds knockdown utilizando siRNA para os genes Creb3l1, Cyyrl,
Myo7b e Trim17. (A) Estratégia de gating de citometria de fluxo para células marcadas/coradas
com AnexinV / FVS. (B) Imagens representativas de células knockout e controles que foram
analisadas. (C) Comparacdo da porcentagem de células apoptéticas nos grupos mostrando
diferenca significativa ap6s 24 horas de cultura (* P <0,05). (D) Comparacao da porcentagem de
células necréticas nos grupos. N=3. A andlise dos dados foi realizada com o GraphPad Prism V
8.0. As comparacgdes foram feitas ao controle constituido de mondcitos infectados com H37Rv
pelo mesmo periodo. Analise de Variancia simples (One way ANOVA) foi utilizado para avaliar
diferencas entre controle (CTRL = mondcitos + H37Rv) e tratamentos (Mondcitos + siRNA ou
SINEG + H37Rv) independentes onde *p<0.05.

A interacdo entre patdégeno-hospedeiro pode resultar em diversos
desfechos, e a morte celular pode ser vista como uma forma de eliminar o
patégeno ou uma forma do patégenos subverter a resposta imune. Apesar dos
diferentes tipos, a morte celular, ainda €, tipicamente, discutida como apoptose
ou necrose (BORSTEL, 2019). As complexas vias e mecanismos envolvidos na
morte celular possuem influéncia direta na resposta imune do hospedeiro e
consequentemente no desfecho da infeccdo, e em relagdo a Mtbisso ndo é

diferente.
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Apos ser fagocitada, caso a micobacteria seja morta, a infeccdo é
terminada, no entanto, h4 casos em que o fagocito do hospedeiro néo é capaz de
eliminar o patdégeno e isso se deve a mecanismos de escape da micobacteria
(ZHAI et al., 2019). E inibir a apoptose é um dos principais mecanismos de
escape da Mycobacteruim tuberculosis, assim como relatou KEANE; REMOLD;
KORNFELD, 2000, mostrando a evasao desse patdégeno através da supressao

do TNF-a em macréfagos e inibindo a via classica de ativagéo de apoptose.

A apoptose é um mecanismo favoravel ao controle de infeccdo por Mtb
pelo fato de induzir a ativacdo das respostas imune inata e adaptativas (SM
BEHAR, CJ MARTIN, MG BOOTY, T NISHIMURA, X ZHAO, H GAN, M
DIVANGAHI, 2011). Ha relatos na literatura que demonstram gque micobactérias
intracelulares sdo mortas por macrofagos que sdo induzidos a sofrer apoptose,
como no trabalho de GUO et al., 2016, no qual ao super expressarem EBP50,
gue é um fator regulador que tem a capacidade de se ligar ao iINOS e controlar a
localizacdo do mesmo, aumentou a capacidade de eliminacdo dessas células

através do aumento da apoptose.

Diante disso, observamos por mais uma 6tica a importancia dos genes em
validacdo para o controle da infeccdo por Mtb, uma vez que a repressao dos
genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b e Triml7 reduziu os niveis de apoptose nos
mondcitos infectados e consequentemente facilitou a persisténcia da bactéria
(Figura 12 C). Ha estudos que nos indicam um papel do gene Creb3I1 em vias
apoptéticas, como o de GREENWOOD et al., 2015, que mostraram o papel
desse fator de transcricdo na modulacdo de genes envolvidos na resposta ao
stress do reticulo endoplasmatico no hipotalamo de rato, e de maneira a
complementar a nossa hipétese, IGNACIO et al.,, 2019, apresentaram em seu
trabalho a inducdo de apoptose em midcitos cardiacos induzida via resposta ao

estresse do reticulo endoplasmaético.

A fase de execucdo da apoptose € caracterizada por alteracdes
morfolégicas, dentre elas destacam-se mudancas dindmicas na membrana,
contracdo celular e desintegracdo nuclear, e todas esses acontecimentos sdo
dependentes da forca contratil gerada pelas estruturas do citoesqueleto de

actina-miosina, sendo assim, € provavel que a repressdao do gene Myo7b
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também tenha influencia na execucéo da apoptose (CROFT et al., 2005). O gene
Triml7 ja teve a sua relacdo com a apoptose descrita na literatura, como no
estudo de LASSOT et al., 2010, que o identificaram como uma como uma das
ubiquitina ligases E3 criticas relacionadas a ativagdo da apoptose neuronal.

Os niveis de necrose também foi algo que chamou a nossa atencao, pois
como mostra a figura 12 D, a repressao dos genes Creb3l1 e Myo7b induziu, em
meédia, de 3 a 5 vezes mais necrose do que os controles, algo importante a se
notar uma vez que a necrose celular esta diretamente ligada a disseminacéao da
Mtb(JAISINGHANI et al., 2017).

GIL et al., 2004, sugerem, baseados em seus resultados, que a apoptose
de mondcitos infectados com Mtb podem explicar a resposta imune protetora
encontrada em individuos controle PPD-positivos, ao mesmo tempo em que a
necrose estd envolvida com a persisténcia e consequente disseminacao
bacteriana, além da inducdo de dano tecidual que ocorre em pacientes com
tuberculose ativa. Ainda baseado nos mesmos autores, a inducdo da necrose se
deu principalmente através da repressdao do TNF-a, importante citocina na
inducdo de apoptose, e com isso € gerado um microambiente onde a
micobacteria consegue persistir e replicar chegando a um ponto de, devido ao

grande numero de bacilos, romper a membrana celular.

Assim, acreditamos que os genes Creb3ll, Cyyrl, Myo7b e Triml7
possuem fun¢des envolvidas em vias apoptoticas, uma vez que a inducdo da
expressdo dos mesmos esta relacionada ao controle da infecgcdo por Mtb, a
repressdo dos mesmos indica o contrario devido ao decréscimo de inducdo de
apoptose e aumento na indugao de necrose.

7.5 A modulagédo dos genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Trim17, Cbs e

Cyp3a43 interfere na producéo de citocinas produzidas na infec¢cao por Mtb

As citocinas sdo proteinas pleiotrépicas ou pequenas glicoproteinas
produzidas por varios tipos de células, como leucécitos, que regulam a

imunidade, inflamacdo e hematopoese (RAY, 2016). O controle da infec¢cdo por
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Mtb é dependente da sinalizacdo que ocorre entre as células imunes, e as
citocinas sao essenciais nesse aspecto. Essa comunicacao resulta, entre outros,
na ativacdo de linfocitos T, estimulacdo de macrofagos, formacdo e manutencéo
de granulomas (O’GARRA; BRITTON, 2017).

Diante disso, avaliamos os niveis de producédo de citocinas de mondcitos
knockout ou tratados com determinados compostos farmacoldgicos frente a
infeccdo pela Mycobacterium tuberculosis, assim como mostra a figura 12.
Observamos a producdo de citocinas de carater pro e anti-inflamatério. Em
relacdo as citocinas descritas na literatura como sendo pro-inflamatorias, como
TNF-alpha, IL-6, IL-1beta, CXCL10/IP10, IFN-y, IL-17A, IL-2, IL-12p70 e
CCL5/RANTES produzidas por mondcitos knockdown para os genes Creb3l1,
Trim17, Cyyrl e Myo7b notamos um indicio em diminuir a producdo das mesmas,
de uma maneira geral, como mostra a figura 12 A. E ainda é possivel observar

aumento da produgéo da citocina do padrdo Th2, a IL-4 (Figura 13).

Os genes Trim17 e principalmente o Creb3l1 ndo parecem ter ligacdes
diretas com a producgéo de citocinas nas condi¢cdes observadas, uma vez que
nao influenciaram, significativamente, na producao de nenhuma citocina avaliada
(Figura 13). Ja a repressdo dos genes Cyyrl e Myo7b reduziu a expressao de
citocinas como IFN-y, IL-2 e CCL5/Rantes, indicando uma possivel ligacdo com a

produgéo das mesmas.
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Figura 13. Quantificagdo dos niveis de citocinas no sobrenadante de cultura
monocitos knockout para os genes Creb3l1, Trim17, Cyyrl e Myo7b frente a infeccédo por
Mtb. Os niveis de citocinas foram avaliados em amostras de sobrenadante de cultura de
mondcitos em meio de cultura, utilizado como controle, e mondcitos knockout com siRNA para os
genes Creb3I1, Trim17, Myo7b e Cyyrl, ambos os grupos infectados com a cepa de MtbH37Rv
durante 24 horas. N=3. Para deteccao foi utilizado o kit Magnetic Luminex Assay. As barras
representam a média + desvio padrdo de cada grupo. Os resultados foram analisados por meio
do teste t. ** P <0,005, * P <0,05.

Interferon-gama (IFN-y), a principal citocina envolvida em respostas do
padrdo Thl, tem um papel determinante na resposta contra a tuberculose devido
a sua funcdo na ativacdo de macrofagos e neutrofilos, ativacdo de linfocitos T
citotoxicos, inducdo de autofagia entre outros (KAK; RAZA; TIWARI, 2018).
Estudos mostram que a deficiéncia na producdo de IFN-y em camundongos esta
diretamente relacionada a disseminacao do patdgeno, devido principalmente ao
aumento de necrose e da quantidade de bacilos nesses animais, como
mostraram COOPER et al., 1993. Em humanos, a deficiéncia na producdo o
dessa citocina ja foi relatada e inclusive com a mesma consequéncia
(OTTENHOFF; KUMARARATNE; CASANOVA, 1998).

Assim como nés, KRAAILJ et al., 2014, também observaram a producéo de
IFN-y por monécitos humanos in vitro em resultado a estimulacdo, no caso dos
autores citados foi usado LPS. Diante disso, sugerimos que a repressao de
genes Cyyrl e Myo7b possui ligacdo, seja de maneira direta ou indireta, ao
decréscimo da producéo de IFN-y comprovando sua importancia no processo de

desenvolvimento da tuberculose.

Além do IFN-y, a citocina IL-2 também é citada na literatura como um
biomarcador ligado a tuberculose, tendo ligacdo direta com a persisténcia da
infeccdo e por isso € relacionado a identificacdo de pacientes latentes, assim
como mostram EL-SABBAGH; EL-KAZZAZ; MASHALY, 2016. O papel da IL-2 no
sistema imune passa principalmente por regulagéo da diferenciagédo de células T,
baseando-se nisso LIU et al., 2019, observaram a disfuncdo de células T
resultante da exaustdo causada pela infeccdo persistente de Mtb. No entanto

apos essas células serem tratadas com IL-2 a funcéo protetora foi recuperada.
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Assim, sabendo da importancia da IL-2 para o controle da infeccdo pela
micobactéria, a repressdo do gene Myo7b teve indicio de interferéncia observada
na producdo da mesma e consequentemente influenciando negativamente na

eliminacdo do patégeno.

A quimiocina CCL5 também possui sua funcao relacionada a ativacao de
células T, além de estar envolvida no recrutamento de células mononucleares,
seu papel na tuberculose é destacado pelo fato de ser produzida por macrofagos
integrantes do granuloma (SELVARAJ et al., 2011). Notamos mais uma vez que
a repressao dos genes Cyyrl e Myo7b se mostraram, de alguma maneira,
relacionados a producdo de mais essa citocina (Figura 13), nos levando a
imaginar que a modulacdo desses genes faca parte de um contexto complexo
gue resulta no decréscimo da producdo de determinadas citocinas, em
mondcitos, relacionadas a ativacdo de células T, essa que é essencial para o
controle da tuberculose (COUNOUPAS; TRICCAS, 2019).

O gene Myo7b foi 0 que mais se destacou em relagcdo ao envolvimento
com a producédo de citocinas, e isso pode estar ligado ao fato da sua participagcao
direta na fagocitose, ou seja, um papel no controle de infeccbes (YANG et al.,
2005). Miosinas sao recrutadas para formacdo de fagossomos em células
fagociticas (MAY; MACHESKY, 2001). NORAZMI, 2010, observou em seu
trabalho utilizando macréfagos, a relacao entre eficiéncia na atividade fagocitica
e producdo de citocinas proinflamatérias como IL-12, TNF-a e IL-1[3, através da
infeccdo por cepas mutantes de BCG expressando MSP-1C afim de induzir

resposta imune mais eficiente frente a Plasmodium falciparum.
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Figura 14. Quantificagdo dos niveis de citocinas no sobrenadante de cultura
mondocitos tratados com triancinolona ou dexametasona frente a infeccdo por Mtb. Os
niveis de citocinas foram avaliados em amostras de sobrenadante de cultura de mondcitos em
meio de cultura, utilizado como controle, e mondcitos tratados com triancinolona (1.25uM) ou
dexametasona (1.25uM). Ambos os grupos foram infectados com a cepa de MtbH37Rv durante
24 horas. N=3. Para a deteccdo foi utilizado o kit Magnetic Luminex Assay. As barras
representam a média + desvio padrdo de cada grupo. Os resultados foram analisados por meio
do teste t. ** P <0,005, * P <0,05.

Ainda observamos o perfil de citocinas produzidas por mondcitos tratados
previamente com triancinolona ou dexametasona, drogas que induzem a
expressdo dos Cbs e Cyp3a43 respectivamente, frente a infeccdo por Mtb como
mostra a figura 14. A inducdo dos genes observados ndo parece ter influéncia
direta na producao de citocinas préinflamatorias, pelo menos nédo por meio dessa
metodologia utilizada para indu¢éo, no entanto, ha de se destacar que a inducéo
da expressao do gene Cbs resultou, dentre os possiveis efeitos causados pelo
tratamento utilizando um composto farmacologico, em aumento da producédo da
citocina de perfil Th2, a IL-4, como mostra a figura 14. Destacamos ainda o
resultado do tratamento com triacinolona, que induz a expressao do gene Cbs,
induzir também a producédo da citocina IL-4 (Figura 14), nos chamou a atencao

uma vez esse fato ndo é bem definido na literatura.

IL-4 atua na resposta imune através da inibicdo de atividade fagocitica em
neutrofilos, como fator quimioatrativo para eosinéfilos, além de modular a inducéo
da expressado de citocinas como IL-1 em mondcitos e macrofagos (BONDER,;
DISEASES, 1999) e IFN-y por células T (REFAELI et al., 2002). POORAN et al.,
2019, mostraram em seu trabalho que a IL-4 resulta na persisténcia de
Mtbfagocitadas por macréfagos, possivelmente por meio de alteracbes em vias e

mecanismos ligados a Treg e Th1l.

Assim, acreditamos que a modulacdo dos genes Creb3l1, Cyyrl, Myo7b,
Trim17, Cbs e Cyp3a43 atua no controle da Mtb tendo ligacdes com o perfil de

producéo de citocinas pré e anti-inflamatorias.
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7.6 A inibicdo de enzimas epigenéticas induz mudancas no perfil de
expressdo génicas dos genes estudados e contribui para na atividade

microbicida

Estudos mostram que alguns patdégenos possuem a capacidade de
interferir na resposta imune do hospedeiro através da inducdo de alteracfes
epigenéticas na expressao génica, como a Listeria monocytogenes que através
da acéo do fator de viruléncia LntA induz a expressao de IL-8 através da ativacdo
da via de sinalizacdo MAPK. O Epstein—Barr virus € mais um patégeno capaz de
induzir alteracdes epigenéticas, nesse caso através da LMP1 que induz o
silenciamento de E-caderina por meio da inducdo da atividade das enzimas
epigenéticas DNMT1, 3A e 3B (TAKAHASHI, 2014).

A infeccdo por Mtbtambém induz alteracdes epigenéticas em células do
sistema imune do hospedeiro, como apresentado por DINARDO et al., 2020, que
ao analisar os niveis de metilacdo em PBMCs de pacientes com tuberculose
ativa, notaram niveis de hipermetilacdo nas regibes promotoras de genes
fundamentais na resposta imune frente a esse patdégeno, modulando os genes
das vias de IL-2/STAT5, TNF/NF-kB, e membros da via de sinalizagdo do IFN-y.
Dentre as alteracdes epigenéticas causadas pela Mtb destaca-se a modulacéo
da expressdo de enzimas que alteram o estado conformacional da cromatina,
nesse caso como publicado por MOREIRA et al., 2020, as histonas desacetilases
(HDACSs), que tem seus niveis de expresséo alterados em macréfagos humanos

apos o contato com a Mtb.

Em nossas analises in silico, vias epigeneticas foram diferencialmente
expressas como mostram as figuras 4D e 6C, assim, observamos a expressao de
algumas HDACs em mondcitos humanos apoés infec¢cdo por Mycobacterium
tuberculosis. A figura 15A mostra a expressao génica das HDACs 1, 4, 6, 8, 9, 11
além da Histlh2ab, em condi¢des que acreditamos que a infeccdo esta sob
controle, ou seja, 24 horas de infeccdo e MOI de 1:1. Notamos que, como
excecdo, apenas a HDAC11l foi downregulada enquanto as demais foram
upreguladas, e diante das diferencas estruturais e funcionais que caracterizam

cada enzima, acreditamos que isso é um resultado esperado uma vez que cada
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uma das enzimas deve atuar em regides diferentes da cromatina e

consequentemente sob a modulagao de diferentes genes.

Em nossos resultados destaca-se a HDAC9 (Figura 14A), essa enzima
epigenética que pertence a classe Il da familia das HDACs e tem 0 seu gene
inserido no cromossomo 7 em humanos (ZHOU et al., 2001). A HDAC9 é descrita
na literatura tendo papel em diversas doengas, como no trabalho de MARKUS et
al., 2013, que mostrou a relacdo da desregulacdo na expressao dessa enzima,
devido ao polimorfismo na regido cromossémica 7p21.1, com 0 aumento no risco

de AVC isquémico.

Os resultados apresentados por ZHANG et al., 2020, ajudam a direcionar
0s encontrados por nés, pois em seu estudo sobre osteoporose perceberam que
animais com 16 meses de vida apresentavam consideravel perda de massa
O0ssea além de superexpressdo de HDAC9 no tecido 6sseo e também em
células-tronco mesenquimais da medula Ossea, porém, experimentos
mecanisticos permitiram observar que a acao de inibidores de HDAC9 equilibrou
os niveis de expressdo dessa enzima e consequentemente a autofagia foi

regulada através do controle da acetilacdo na H3K9 que contém
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Figura 15. Perfil transcricional de enzimas epigenéticas e dos genes em mondécitos humanos infectados com Mycobaterium

tuberculosis ou tratados com epidrogas. (A) Resultados de experimentos utilizando a técnica de RT-gPCR, para quantificacdo dos genes: Hdacl,

Hdac4, Hdac6, Hdac8, Hdac9, Hdacll e Histlh2ab em mondcitos humanos infectados com Mycobaterium tuberculosis. Tempo de infec¢do: 24 horas.

MOI: 1:1. N=3. Comparado ao controle constituido apenas de monécitos e meio de cultura, pelo mesmo periodo. (B-F) Resultados de experimentos
utilizando a técnica de RT-gPCR, para quantificacdo dos genes: Creb3l1, Cyyrl, Myo7b, Trim17, Cbs, Krt23 e Cyp3a43 em mondcitos humanos tratados
com: (B) Acido anacardico (A.A); (C) Pargilina; (D) Tricostatina A (TSA); (E) SAHA ou (F) 5 —methylthioadenosine (MTA), por 24 horas em diferentes

concentragdes. N=2. A andlise dos dados foi realizada com o GraphPad Prism V 8.0. O teste t foi utilizado para avaliar diferencas entre genes

independentes onde *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001.
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dentre outras, as regides promotoras de genes envolvidos na autofagia, sendo
eles ATG7, BECN1 e LC3a/b.

A situacao que envolve resisténcia/controle a infeccdo passa por um perfil
de modulacdo de expressao génica integrado por genes up e downregulados, e
sabendo disso tratamos mondcitos com diferentes epidrogas que segundo a
literatura possuem a capacidade de inibir a expresséo de enzimas epigenéticas,
sendo os compostos: tricostatina A (TSA) (Sigma-Aldrich®) cujo o tipo de
enzima alvo sdo as HDAC, pargilina (Sigma-Aldrich®) que inibe a acédo de
HDMT, acido anacardico (A.A) (Sigma-Aldrich®) que inibe HAT, 5 -
methylthioadenosine (MTA) (Sigma-Aldrich®) que inibe a classe de enzima HMT
e SAHA (Sigma-Aldrich®) que atua inibindo HDACs também (BOSSCHE et al.,
2014; DEKKER; VAN DEN BOSCH; MARTIN, 2014; HEERBOTH et al., 2014).

De uma maneira geral todos os compostos testados parecem induzir a
expressao dos 7 genes observados, como indica a figura 15B-F. Esse resultado
nos indica que possivelmente a modulacdo desses genes ocorre através da
atuacdo de mecanismos baseados na acdo de enzimas epigenéticas. E diante
disso, com o intuito de observar se essa modulacdo causada pelas epidrogas
influenciaria nas funcdes efetoras dos monécitos, observamos a capacidade de

fagocitose e killing dessas células pré-tratadas frente a infeccdo por Mtb.

A figura 16 nos mostra resultados relacionados a atividade fagocitica de
monaocitos humanos pré-tratados com cada uma das epidrogas em diferentes
concentracdes. Inicialmente, nos chama a atencao o fato de tratarmos as células
com SAHA e TSA, ambos com a capacidade de inibir a funcao enzimatica de
praticamente todas as HDACs, e notarmos resultados distintos de maneira
consideravel, no qual, o tratamento com SAHA induziu a um decréscimo na
capacidade de essas células fagocitar a micobatéria, independentemente da
quantidade do composto utilizado no tratamento, enquanto que o tratamento
com TSA induziu niveis significativamente mais elevados de fagocitose pelos

monacitos (Figura 16A e B).
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Figura 16. Avaliagdo da atividade fagocitica de mondcitos humanos infectados com
H37Rv, apds tratamento com epidrogas. Mondcitos de doadores higidos plaqueados na
concentracdo de 7,5x10%, tratados por 24 horas com diferentes compostos quimicos em
diferentes concentragdes, sendo: (A) SAHA; (B) Tricostatina A (TSA); (C) Acido anacardico (A.A);
(D) Pargilina; (E) 5 —methylthioadenosine (MTA), por 24 horas em diferentes concentracgoes.
Ap6s o tratamento, a infeccdo foi realizada utilizando a cepa de Mycobaterium tuberculosis
H37Rv, MOI 1:1. Atividade microbicida foi avaliada por 2 horas para fagocitose. Os valores do
teste de reducdo de resazurina em unidades de fluorescéncia relativa (RFU) foram obtidos com
base na concentracdo de bactérias por poco avaliado. N=4. A analise dos dados foi realizada com
o0 GraphPad Prism V 8.0. As comparacdes foram feitas ao controle constituido de mondcitos
infectados com H37Rv pelo mesmo periodo. Andlise de Varidncia simples (One way ANOVA) foi
utilizado para avaliar diferencas entre controle (CTRL = mondcitos + H37Rv) e tratamentos

(Mondcitos + compostos quimicos + H37Rv) independentes onde *p<0.05 e **p<0.01.

Apesar de os dois compostos terem os mesmos alvos de atuacao, a
diferenca, praticamente contréria, que observamos provavelmente € explicada
por detalhes que caracterizam as diferengas estruturais de cada um dos
compostos, no qual, o0 TSA é um produto natural isolado de Streptomyces
hygroscopicus, enquanto o SAHA foi sintetizado com o intuito de observar se a
possibilidade de que um grupo fenil hidrofébico em uma extremidade da
molécula pudesse aumentar sua atividade (VICTORIA M. RICHON,STEPHANE
EMILIANI, ERIC VERDIN,YAEL WEBB,RONALD BRESLOW, RICHARD A.
RIFKIND,1998).

Resultados diferentes induzidos por esses compostos também foram
observados por outros autores, como no trabalho publicado por FREESE et al.,
2019, que ao tratarem linhagens celular de carcinoma hepatocelular (Hep3B,
HepG2, PLC, HuH7), com TSA e SAHA com o intuito de comparar seus efeitos
antitumorais ao inibirem HDACS, perceberam que apenas o composto SAHA foi

capaz de induzir senescéncia nesse tipo de célula.

CAl et al., 2018 também alcancaram resultados diferentes ao tratar o
mesmo tipo de celular com TSA e SAHA, nesse caso, 0S autores trataram

células de linhagem de adenocarcinoma ductal pancreéatico (MiaPaCa-2 e
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PANC-1) e perceberam que TSA foi capaz de induzir mais apoptose quando

comparado ao SAHA.

Todos os outros compostos testados induziram niveis mais elevados da
capacidade fagocitica dos mondcitos quando comparado aos seus respectivos
controles, inclusive em concentracdes mais elevadas do tratamento como
mostra a figura 16C-E. A inibicdo da atividade de diferentes enzimas
epigenéticas tais como HDACs, HAT, HMT e HDMT e os diferentes resultados
obtidos, evidencia o0 qudo complexo é a ativagcdo de toda maquinaria
transcricional, e a consequente ativacdo da resposta imune, ap0s 0 contato
entre célula imune do hospedeiro e a Mycobacterium tuberculosis, que interfere

diretamente no controle ou suscetibilidade a infeccao.
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Figura 17. Avaliacdo da atividade microbicida de mondcitos humanos infectados
com H37Rv, apds tratamento com epidrogas. Mondcitos de doadores higidos plaqueados na
concentracdo de 7,5x10% tratados por 24 horas com diferentes compostos quimicos em
diferentes concentragdes, sendo: (A) SAHA; (B) Tricostatina A (TSA); (C) Acido anacardico (A.A);
(D) Pargilina; (E) 5 —methylthioadenosine (MTA), por 24 horas em diferentes concentracoes.
Ap6s o tratamento, a infeccdo foi realizada utilizando a cepa de Mycobaterium tuberculosis
H37Rv, MOI 1:1. Atividade microbicida foi avaliada por 24 horas para Killing. Para o killing relativo
a fagocitose, figuras 17A-E, mondcitos humanos tiveram sua eficiéncia microbicida avaliada tendo
os valores de fagocitose como 100% e os valores de killing é a porcentagem do quanto restou de
bactérias 24 apds a infeccdo. Os valores do teste de reducdo de resazurina em unidades de
fluorescéncia relativa (RFU) foram obtidos com base na concentracdo de bactérias por pocgo
avaliado. N=4. A analise dos dados foi realizada com o GraphPad Prism V 8.0. As comparacdes
foram feitas ao controle constituido de mondcitos infectados com H37Rv pelo mesmo periodo.
Analise de Variéncia simples (One way ANOVA) foi utilizado para avaliar diferencas entre controle
(CTRL = mondcitos + H37Rv) e tratamentos (Mondcitos + compostos quimicos + H37Rv)
independentes onde *p<0.05 e **p<0.01.

Assim, observamos também a capacidade de mondcitos tratados com
diferentes epidrogas em eliminar a Mtb, como apresentado na figura 17.
Observamos uma tendéncia em o tratamento com as diferentes epidrogas
induzirem a eliminagcdo do patégeno (Figura 17A-E). Os compostos, que
possuem a capacidade de modular a expressao dos genes estudados, tornam
0s mondcitos capazes de eliminar o patdgeno de maneira semelhante ao

controle nao tratado.

Nas condi¢cbes testadas, é possivel notar o efeito dose-dependente de
compostos como TSA e o A.A que apresentaram os melhores indices de
eliminacao da bactéria na concentracdo mais alta, mesmo quando o tratamento
na concentragdo mais baixa foi o suficiente para eliminar aproximadamente 80%

em ambos 0S casos.

bY

Ainda sobre concentragbes dos compostos em relacdo a eficacia
microbicida, o composto SAHA, figura 17A, teve na menor concentracao
resultados que indicaram que o mondcito ndo s6 ndo eliminou o patégeno
resultando em proliferacdo do mesmo, enquanto que as concentracées maiores
induziram indices acima de 50% de eliminacdo de bactérias e esse resultado

indica que a expressao dos genes em validacao esta relacionada ao controle da
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infeccdo por Mtbe que possivelmente elementos epigenéticos atuam na

modulacao da expressédo génica dos mesmos.

Esse tipo de suposicdo é possivel ser feita baseada em resultados
apresentados na literatura como o de ESPINDOLA et al.,, 2018, que ao
investigarem disfun¢des imunes de mondcitos de pacientes HIV+ tratados e néo
tratados com terapia anti-retroviral, observaram diferencas no padrdo de
expressao génica de enzimas epigeneticas durante a infeccédo por HIV, inclusive
dentre as enzimas foi destacado a correlacdo entre a histona acetiltransferasel
(HAT1) com sCD163, um biomarcador plasméatico de progesséo, e também foi
notado consideravel mudanca no perfis de producdo de citocinas e espécies
reativas de oxigénio quando os mondcitos dos pacientes foram infectados com
Mtb.

Por fim, acreditamos ter embasamento de que os genes Creb3l1, Trim17,
Cyyrl, Myo7b, Cbs, Krt23 e Cyp3a43 estdo envolvidos com a resisténcia a
infec¢do por Mycobacterium tuberculosis.
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8. CONCLUSAO

Baseado em dados de transcriptdmica de células de pulméo e figado de
camundongos infectados com Mtb e dados publicos de pacientes com a forma
ativa e latente da tuberculose, foram identificados 7 genes diferencialmente
expressos e relacionados ao controle da infeccdo: os genes, Creb3I1, Triml7,
Cyyrl e Myo7b foram upregulados e Cbs, Krt23 e Cyp3A43 foram
downregulados.

Com a validacao in vitro, mostramos que a inducdo da expressdo dos
genes Creb3I1, Trim17, Cyyrl, Myo7b e Hdac9, e a repressdo de Cbs, Krt23 e
Cyp3A43, em mondcitos humanos infectados por Mtb esta relacionada a maior
producdo de citocinas como IFN-y, IL-2 e CCL5/Rantes, maior numero de

bactérias fagocitadas e inducdo da apoptose e resisténcia a infeccao.

Demonstramos também que a inibicdo da expressdo dos genes Creb3l1,
Trim17, Cyyrl, Myo7b e a upregulacdo de Cbs, Krt23 e Cyp3A43 correlaciona-se
a reducdo na fagocitose, ao aumento de IL-4 e provavel inducédo de necrose, o
que resultaria na persisténcia da micobactéria e consequente perfil de
suscetibilidade.
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Figura 18. A fagocitose da Mtbpode induzir a expressdo de um conjunto de genes no mondcito

gue favorecem aresisténcia ou a suscetibilidade a infecgéo.
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