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MOTA, Scarlet Torres Moraes. Padrdoes de expressao génica em individuos com
tuberculose ativa e infeccdo latente, vacinados ou ndo com o Bacilo de Calmette-
Guérin (BCG). 73 f. il. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) — Universidade Federal
da Bahia. Fundag&o Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2018.

RESUMO

INTRODUGCAO: A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa crénica de dificil manejo,
pelos diferentes estados de equilibrio entre a infeccdo e a resposta imune do individuo
em sua evolugdo natural. O reconhecimento precoce da doenca ativa é muito
importante para o controle da disseminacdo do bacilo e prevencédo de novos casos.
Vérios estudos tém procurado demonstrar biomarcadores que possam ajudar a
reconhecer os diferentes estagios de manifestacdo da doenca, que vado desde a
laténcia a doenca ativa. Nos ultimos anos, abordagens utilizando biologia de sistemas,
uma ferramenta de analise global que permite reconhecer processos modulados na
interacao entre patdégeno e hospedeiro de forma integrada, vém sendo empregadas
para auxiliar na identificacdo de biomarcadores relevantes no curso da infec¢éo
tuberculosa. Porém, h& escassez de dados na literatura sobre como a vacina BCG,
amplamente utilizada contra a TB em todo o mundo e com amplo espectro de efeitos
sobre o organismo, pode influenciar na modulagcdo da resposta imune e na
patogénese da doenca. OBJETIVO: Caracterizar o perfil de expressdo génica em
individuos com a tuberculose ativa, infeccdo latente e controles ndo infectados,
incluindo a variavel do status de vacina¢do com a BCG. MATERIAL E METODOS:
Para entendermos os potenciais processos biolégicos envolvidos nesta interacéo,
efetuamos analises de bioinforméatica utilizando dados de expressao génica do banco
de dados publico Gene Expression Omnibus (GEO). Foram obtidos 3 conjuntos de
dados de transcriptoma que avaliaram amostras de sangue total de individuos com
tuberculose ativa e latente, bem como controles saudaveis, com o status de vacinagéo
com a BCG estabelecido. RESULTADOS: Entre os vacinados, os individuos com
doenca tuberculosa diferem dos controles em 4 genes, que estdo associados a morte
e sobrevivéncia celular, a autofagia, bem como a maturacdo do fagossomo. Ao
comparar individuos com TB ativa e infeccdo latente observa-se 3 genes modulados,
gue estdo associados ao metabolismo lipidico e de carboidratos, assim como
transporte molecular. Em contraste, entre individuos ndo vacinados, as comparacoes
entre individuos controles, infectados e doentes mostram 100 moléculas moduladas,
com algumas intersec¢cdes em vias moduladas entre individuos vacinados. RAB25 e
SLC30A3 apresentam-se modulados positivamente em individuos doentes nao
vacinados em comparagao com vacinados. Essas moléculas agem sobre o transporte
molecular, migracao celular, sinalizacdo célula-célula, bem como no metabolismo de
carboidratos. CONCLUSAO: Nossos resultados sugerem que a vacinago prévia com
BCG interfere na modulagé@o de genes especificos, influenciando na patogénese da
doenca pela alteracdo de vias importantes no controle da infeccdo. Estes achados
podem ser aplicados no desenvolvimento de novas terapias ou otimizag&o de terapias
ja existentes.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, expressao génica, vacina, patogénese.



MOTA, Scarlet Torres Moraes. Patterns of gene expression in individuals with active
tuberculosis and latent infection, vaccinated or not with Bacillus Calmette-Guérin
(BCG). 73 1. il. Dissertation (Master’s degree in Pathology) — Universidade Federal da
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Tuberculosis (TB) is a chronic infectious disease difficult to manage
due to the different equilibrium states between the infection and the individual's
immune response in its natural evolution. Early identification of active disease is very
important for the bacillus dissemination control and prevention of new cases. Several
studies attempted to find molecules that may help to distinct stages of disease
manifestation, ranging from latent to active disease. In recent years, a global analysis
tool that allows the recognition of modulated processes between pathogen and host
interaction called systems biology have been employed to assist in the identification of
relevant biomarkers in tuberculosis infection course. However, there is a shortage of
data in the literature on how the BCG vaccine, widely used against TB worldwide and
with a wide spectrum of effects on the organism, can influence the modulation of the
immune response and the pathogenesis of the disease. AIM: To characterize the gene
expression profile in individuals with active tuberculosis, latent infection and non-
infected controls, including the variable of vaccination status with BCG. MATERIAL
AND METHODS: To understand the potential biological processes involved in this
interaction, we performed bioinformatics analyzes using gene expression data from
the public database Gene Expression Omnibus (GEO). Transcriptome data from 3
datasets that evaluated whole blood samples from individuals with active and latent
tuberculosis, as well as healthy controls, with their established BCG vaccination status
were obtained. RESULTS: Among vaccinated, those with tuberculous disease differ
from controls in 4 genes, which are associated with cell death and survival, autophagy,
as well as phagossome maturation. When comparing individuals with active TB and
latent infection, 3 modulated genes are observed, which are associated with lipid and
carbohydrate metabolism, as well as molecular transport. In contrast, among
unvaccinated individuals, comparisons between controls individuals, infected and
patients presented 100 modulated molecules, with some intersections in modulated
pathways between vaccinated individuals. RAB25 and SLC30A3 are upregulated in
unvaccinated patients compared to vaccinated. These molecules act on molecular
transport, cell movement, cell-cell signaling, as well as carbohydrate metabolism.
CONCLUSION: Our results suggest that previous vaccination with BCG interferes in
the modulation of specific genes, influencing the pathogenesis of the disease by
altering important pathways in infection control. These findings can be applied to the
development of new therapies or optimizing existing therapies.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, gene expression, vaccine, pathogenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1TUBERCULOSE

A Tuberculose (TB) é uma doencga infecciosa existente ha milénios, sendo
causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Pode afetar os pulmdes e se
manifestar como TB pulmonar ou atingir outros sitios, levando a TB extrapulmonar
(WHO, 2016). O Mtb, também conhecido como bacilo de Koch (BK), constitui uma
bactéria patogénica aerdbica intracelular, que apresenta em sua parede celular um
elevado conteudo lipidico, responsavel por efeitos bioldégicos essenciais, a exemplo
da regulacdo no transporte de nutrientes, como a interagdo com moléculas do
hospedeiro e farmacos. Genes identificados em seu genoma vém sendo associados
com a sobrevivéncia e crescimento, assim como viruléncia do bacilo, através da
modulacdo de mecanismos referentes a acdo do macréfago frente ao bacilo,
metabolismo do BK e codificacdo de macromoléculas em sua parede. Isso confere ao
bacilo a habilidade de adaptar o seu metabolismo frente a modificagcbes no ambiente,
possibilitando assim a sua persisténcia no hospedeiro (QUEIROZ; RILEY, 2017,
CAMPOS, 2006; COLE et al., 1998; DUBNAU et al., 2002). Um dos diferentes fatores
envolvidos na regulacéo da progressao da TB envolve a integridade do sistema imune
do hospedeiro, que é responsavel pela eliminacdo direta da bactéria, laténcia
condicionada ou falha na contencédo do bacilo, resultando na doenga ativa (DUCATI
et al., 2006).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

A tuberculose constitui um grande problema de saude global, sendo uma das
principais doencgas infecciosas nos paises em desenvolvimento e importante causa de
morbidade e mortalidade no mundo (WHO, 2016) e no Brasil (BRASIL, 2017). Faz
parte do grupo das dez doencas que mais matam no mundo, representando a principal

causa de morte por um unico agente infeccioso (Figura 1) (WHO, 2017).
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Top 10 causes of death globally 2015
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Figura 1. Top 10 das causas de morte em todo o mundo, em 2015. A tuberculose ocupa o nono lugar
entre as doencas que mais matam no mundo (WHO, 2017).

Estima-se que 2-3 bilhbes de pessoas estdo infectadas com o Mth. A
tuberculose compreende uma doenca com incidéncia mundial, atingindo a Europa,
Asia, Africa, Américas e Oceania. Em 2016, foram estimados 10,4 milhdes de novos
casos e 1,3 milhdes de mortes pela doenca no mundo (Figura 2) (WHO, 2017). O
Brasil representa um dos vinte paises com maior carga de TB no mundo. Em 2016,
foram registrados 66.796 casos novos de tuberculose no Brasil, com um coeficiente
de incidéncia de 32,7 por 100 mil habitantes (WHO, 2017; BRASIL, 2017).
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Estimated TB incidence rates, 2016
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Figura 2. Taxa de Incidéncia da tuberculose no mundo, em 2016. O nimero anual de casos
incidentesde TB relativo ao tamanho da populacdo (a taxa de incidéncia) variou amplamente entre
paises em 2016, de menos de 10 por 100.000 habitantes na maioria dos paises de alta renda para 150-
300 na maioria dos 30 paises de alta carga de TB, e acima de 500 em alguns paises, incluindo o Lesoto,
Mocgambique, Filipinas e Africa do Sul (WHO, 2017).

A maior mobilidade de pessoas com a TB ativa possibilita maior propagacéo,
novos casos da doenca e resisténcia das cepas, tornando o controle da transmissao
componente essencial para a interrupcao da epidemia (DYE et al., 2002; YUEN et al.,
2015). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) criou uma estratégia, denominada
End TB, que objetiva acabar com a epidemia global da TB, através da reducéo global
da incidéncia e mortalidade da doenca, em 90% e 95% respectivamente, até o ano de
2035. Um dos pilares desta iniciativa se baseia na inovacéo e intensificacdo da
pesquisa, com o desenvolvimento de novas ferramentas que atuem no diagnéstico,
tratamento e prevencéo, e que possam ser adotadas e implantadas efetivamente nos

paises acometidos pela doenga (WHO, 2015).
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1.3 IMUNOLOGIA DA TUBERCULOSE

A infeccao pelo Mtb se inicia com a inalagdo de particulas aerossois contendo
o bacilo. O estagio inicial da infec¢do se caracteriza pela resposta imune inata com o
recrutamento de células inflamatorias para o pulméo (NUNES-ALVES et al., 2014). O
Mtb se adaptou de diferentes formas para modular a imunidade inata e evitar a
ativacdo da imunidade adaptativa. Os macrofagos alveolares constituem um dos
primeiros tipos celulares a encontrar o bacilo, funcionando como a primeira linha de
defesa contra este patdgeno. No entanto, o Mtb é capaz de interferir na resposta
dessas células e ativacdo de vias importantes para a sua sobrevivéncia. Varios
aspectos do macréfago tém sido investigados, incluindo a fagocitose do bacilo,
inducao de vias antimicrobianas e responsividade ao interferon gama (IFN-y) (SIA et
al., 2015).

O recrutamento de células T, células B, macrofagos ativados e outros
leucdcitos leva ao estabelecimento de granulomas, que podem conter o Mth (NUNES-
ALVES et al., 2014). Neutrdéfilos agem produzindo e secretando enzimas que atuardo
restringindo o crescimento bacteriano e promovendo a morte de macrofagos
infectados. Células Dendriticas (DCs) possuem papel na ativacéo e diferenciacdo de
células T. As células Natural Killer (NK) produzem mediadores importantes que
restringem a replicacéo bacteriana, como o IL-12, TNF-a e IFN-y (SIA et al., 2015). As
células T melhoram a atividade antibacteriana dos macréfagos através da liberacéo
de citocinas, como o IFN-y (YOUNG et al.,, 2008). Enquanto os macrofagos
respondem ao IFN-y melhorando a sua acdo e interagem com o bacilo, podendo
fagocitar a bactéria e induzir vias antimicrobianas para a sua eliminacdo (SIA et al.,
2015).

A maior parte dos individuos infectados permanecera em um estado latente de
infeccdo, onde nenhum sintoma clinico esta presente. Uma pequena porcentagem
dessas pessoas ira eventualmente progredir e desenvolver a doenca ativa. A evolucéo
da doenca nédo ocorre de forma linear, constitui um processo complexo com tipos
variados de manifestacdes, que sao dependentes de diferentes fatores, e que podem
se apresentar em um periodo de semanas até décadas (Figura 3) (YOUNG et al.,
2008; NUNES-ALVES et al., 2014).



20

| 46 weeks | | Years — decades |
I I [ 1
Elimination Elimination Elimination
of bacteria of bacteria of bacteria

Re-infection
and
re-activation

Dendritic cell
\ . / T cell /

Latent TB

SRS
o8
SRS

Active TB

Innate response Adaptive Latent TB

response \

Qj«t:;m 5l Macrophage
o/ ch
Aty

Active TB

Figura 3. Escala Temporal na infecgdo tuberculosa (YOUNG et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos na progressdo da doenca ndo sdo totalmente
estabelecidos, mas envolvem fatores ambientais, sociais, demograficos, econémicos,
do hospedeiro e do patégeno (COMAS; GAGNEUX, 2009).

Devido a diversidade de processos envolvidos na transmissao e
estabelecimento da infeccdo ou doenca, a TB ndo é vista como uma doenca de
distribuicdo simples, mas representa um espectro de estados que diferem quanto ao
grau de replicacdo do patdgeno, resisténcia do hospedeiro e marcadores
imunologicos. Esta multiplicidade de elementos envolvidos na TB dificulta a
diferenciacéo dos estagios de manifestacao, tornando a identificacédo da infeccéo pelo
Mtb extremamente complexa, principalmente para o estado de laténcia, que se
caracteriza pelo controle da replicacdo bacteriana (PETRUCCIOLI et al., 2016). Os
testes utilizados comumente na rotina atuam, principalmente, na identificacdo ou
isolamento do Mtb (baciloscopia e esfregaco), resposta imunolégica (teste
tuberculinico e ensaio de liberacdo de interferon-gama), e apresentacdo
sintomatologica. Individuos podem avancar e reverter posi¢des durante o ciclo da TB,
dependendo das mudancas na imunidade do hospedeiro e presenca de
comorbidades, tornando mais complicado a aplicacdo destes testes e geracédo de
resultados que possibilitem a distincdo dos estagios da TB (PAl et al., 2016).
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O estabelecimento de marcadores imunologicos que possam demonstrar a
probabilidade aumentada de progressao ou ndo para a doenga é essencial para o
desenvolvimento de estratégias, ja que a tuberculose pode levar muito tempo para se
manifestar e somente 10% dos individuos infectados com o bacilo a desenvolvem
(SKEIKY; SADOFF, 2006).

Uma vez que a grande maioria dos individuos infectados nunca desenvolvera
a doenca (RIEDER, 1999), acredita-se que o0 sistema imune tenha papel
preponderante na contencdo da infeccdo micobacteriana. De fato, a avaliagcdo de
marcadores imunolégicos in vitro tem demonstrado boa correlacdo com a resposta in
vivo em relacdo as micobactérias (MARTINS et al., 2007). Varios autores apontam a
resposta Thl, caracterizada pelo estimulo a atividade microbicida do macréfago e a
atividade citotéxica de linfécitos, cujo marco € a producao de IFN-y, como exercendo
um papel importante na imunidade contra o bacilo (GREEN et al., 2013;
BUSTAMANTE et al., 2014; SAKAI et al., 2014). Ja foi demonstrado que, na infeccéo
por M. tuberculosis, os individuos que apresentam alta producdo de IFN-y in vitro
apresentam menor chance de desenvolver uma doenca ativa, enquanto os individuos
que desenvolvem baixa produgcdo desta citocina apresentam maior chance de
desenvolver a doenca (QUIROGA et al., 2006).

A capacidade de produzir IFN-y, de forma isolada, ndo pode ser considerada
como parametro marcador de uma resposta eficaz contra a tuberculose, jA que uma
parte dos individuos que apresentam baixa producao desta citocina desenvolve uma
boa resposta contra o bacilo, enquanto outros com alta produgéo ndo conseguem um
resultado esperado. Outros parametros associados a resposta ao bacilo devem ser
investigados como potenciais marcadores de prote¢cdo em conjunto com a producao
de IFN-y. Neste contexto, moléculas e vias por elas estimuladas sdo alvos
interessantes, pela possibilidade de associacdo com a protecdo e a patogénese das
infeccdes micobacterianas (ETNA et al., 2014). O balanco das respostas pré e anti-
inflamatorias pode influenciar no controle ou no resultado da infec¢do (GIDEON et al.,
2015) e muitos estudos avaliam essa modulacdo da resposta através da avaliacdo de
citocinas como TNF, IL-12, IFN-y e IL-10 em resposta a antigenos micobacterianos
em cultura de sangue total (BELAY et al., 2015; HUR et al., 2014; SAHIRATMADJA et
al., 2007; ROSENZWEIG; HOLLAND, 2005). Polimorfismos associados aos genes

envolvidos na resposta Thl também podem influenciar na suscetibilidade a
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tuberculose, através dos seus efeitos diferenciados na modula¢éo de mediadores da
resposta imunolégica (COOKE et al., 2006).

Assinaturas transcricionais de risco abrem caminho para o estabelecimento de
novas estratégias para a TB, por possibilitarem entender quais 0s passos que
precedem a evolucéo para a doenca. No entanto, para este tipo de abordagem, deve-
se levar em consideracao as diferencas existentes em cada individuo, e se isso pode
ser aplicado para toda a populacdo ou apenas para uma porcentagem. Um estudo
realizado em 2016, com um elevado nimero de participantes, conseguiu demonstrar
pela primeira vez, uma assinatura transcricional composta por 16 genes, que
conseguem predizer a progressao do estado latente para a doenca ativa. No entanto,
este trabalho apenas utilizou individuos de uma mesma populacéo, ndo levando em
consideracdo a heterogeneidade existente, como também a presenca de outras
variaveis (Figura 4) (ZAK et al., 2016).
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Figura 4. Assinatura de risco para tuberculose. Através do acompanhamento de uma coorte de
adolescentes foi possivel tragar as diferencas de expressao génica existentes antes e até o diagnostico
da doenca. Cada barra horizontal representa um individuo monitorado desde a inscrigdo no estudo até
o diagnéstico de TB ativa, onde cada um passou de um estado saudavel assintomatico (verde) até a
doenca pulmonar (vermelho) (ZAK et al., 2016).
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1.4BACILO DE CALMETTE-GUERIN (BCG)

Atualmente, a Unica vacina disponivel contra a TB é uma cepa atenuada de
micobactéria, o Mycobacterium bovis bacilo de Calmette-Guérin, BCG. A vacina
apresenta eficacia variavel, protegendo contra a tuberculose em recém-nascidos, mas
falhando no combate a TB pulmonar em adultos, que representa a forma mais comum
e infecciosa (COLDITZ et al.,, 1995; KAUFMANN, 2011). O Brasil possui ampla
cobertura vacinal, cerca de 99% (WHO, 2017). Um estudo conduzido em Salvador
relatou a eficacia da vacina de 51% para a forma pulmonar (BARRETO et al., 2005).
A heterogeneidade na eficicia protetora da BCG pode ser atribuida a diferentes
fatores, como a cepa da BCG, exposi¢cédo a micobactérias ambientais, rota de infeccao,
rota de administragéo da vacina, entre outros (DAVIDS et al., 2006; BARRETO et al.,
2006).

Efeitos na saude que se estendem a protecdo contra a doenca alvo, conhecidos
como efeitos ndo especificos, tém sido atribuidos a BCG. Sao efeitos complexos e
duradouros no sistema imunolégico que podem influenciar na susceptibilidade a
infeccdes, crescimento e desenvolvimento psicomotor em criancas. Alguns possiveis
mecanismos responsaveis por estes efeitos incluem a inducéo de imunidade treinada,
reprogramacao epigenética, mudanca no microbioma, além de estimulacéo de perfis
imunes especificos (Figura 5) (KJAERGAARD, 2016).

Apesar da sua conhecida atuacdo na TB, ha muitos anos a BCG também é
largamente utilizada como um tratamento padrdo na terapia para cancer de bexiga,
onde desencadeia o0 sistema imunolégico para parar ou diminuir o crescimento de
células cancerosas, ao induzir uma resposta inflamatoria e liberacdo de diferentes
citocinas. Além disto, sua aplicacdo vem sendo associada com uma boa perfomance
em outros tipos de canceres, como cancer de estdmago, hepatocarcinoma e
melanoma (ZHENG et al., 2015; THOMPSON et al., 2015). Além da sua aplicacdo na
imunoterapia tumoral, a BCG também esta implicada com efeitos benéficos contra a
asma alérgica, esclerose multipla e diabetes (KOWALEWICZ-KULBAT; LOCHT,
2017).



Passible
biclogical
mechanisms

—— Effect
—— Beneficial effect
—— Detrimental effect

* Human evidence

c@ Animal evidence

BCG vaccination

|
!

l

T

Adaptive innate immunity

Epigenetic reprogramming
<§-
Heterclogous immunity

Pro-inflammatory balance

Systemic inflammation

£/

Regulatory T-cells

!
v

!
v

Microglial requlation

+

| 2

Mon-specific prevention
of infection

Insulin resistance

Programming of adipocytes

2 2
- Vv

Intestinal microbiome

|
!
v

|
!
y

Central nervous system
inflammation

| | |
Yy 2 2 2
Lol

Infections

3 body composition

Growth and

Psychomotor development

+

Figura 5. Possiveis mecanismos em que a BCG pode afetar infec¢des na infancia, crescimento e desenvolvimento psicomotor (KJAERGAARD, 2016).

24



25

1.5BIOMARCADORES NA TUBERCULOSE

Biomarcadores abrangem caracteristicas quantificaveis que podem ser
utilizadas para compreender a relacdo entre 0s processos bioldgicos mensuraveis e
os resultados clinicos (STRIMBU; TRAVEL, 2010). Estudos tém ajudado a revelar
padrbes potencialmente associados a protecdo contra a tuberculose. Assinaturas
transcricionais foram relacionadas a tuberculose ativa (KUBLER et al., 2015; BERRY
et al., 2010) e a extenséao e gravidade de doenca (ANDRADE et al., 2014; KUBLER et
al., 2015). Adicionalmente, diferentes trabalhos tém utilizado a abordagem da biologia
de sistemas para a identificacdo de biomarcadores que discriminem a forma latente e
ativa da doenca, no entanto, até o momento estes estudos ndo chegaram a um
consenso quanto a quais biomarcadores seriam Uteis para distincdo destas formas
(LEE et al.,2016; MIHRET et al.,2014; LU et al., 2011). Como exemplos, quatro genes
(NEMF, ASUN, DHX29, PTPRC) foram descritos como potenciais biomarcadores de
transicdo da forma latente para ativa, utilizando amostras da populagéo de Taiwan
(LEE et al.,2016). Trés foram encontrados (CXCL10, ATP10A e TLR6), avaliando
amostras de individuos da China (LU et al., 2011). J& ao avaliar amostras da Etiopia,
foram encontrados nove genes com potencial discriminatorio (BLR1, Bcl2, IL4d2,
IL7R, FCGR1A, MARCO, MMP9, CCL19, e LTF) (MIHRET et al.,2014). Vérios fatores
podem ser atribuidos a diversidade de assinaturas encontrada, como diferencas de
fundo genético, variacbes no desenho do estudo, técnicas metodoldgicas utilizadas,

regido demografica do paciente, entre outros (HAAS et al., 2016; LEE et al., 2016).

1.6BIOLOGIA DE SISTEMAS

Sistemas biologicos sdo intimamente interligados e independentes, e doencas
raramente serdo consequéncia de anormalidades em um Unico gene, mas sim de
perturbacdes em uma rede intracelular complexa (SAMBAREY et al.,, 2017). O
entendimento dos fatores que levam um individuo a permanecer assintomatico ou
desenvolver a doenga é importante para o desenvolvimento de vacinas e terapias, e
uma nova ferramenta para este fim é a biologia de sistemas. A biologia de sistemas
estuda sistemas biologicos através da perturbacdo sistematica (biologicamente,
geneticamente ou quimicamente); monitorando genes, proteinas, e vias; integrando

dados e formulando modelos matematicos que descrevem a estrutura do sistema e a
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resposta individual a estas perturbacdes (IDEKER et al., 2001). A biologia de sistemas
constitui uma andlise de rede global que integra sofisticados algoritmos
computacionais, dados de tecnologia de alto rendimento e sistemas experimentais
para fazer modelos preditivos. Os modelos sdo avaliados, as respostas monitoradas,
permitindo a andlise da alteracdo de componentes especificos do sistema como um
todo, fornecendo com isso uma base para novas previsées e hipoteses (Figura 6)
(TISONCIK et al., 2009).

Figura 6. Decifrando intera¢g8es patdégeno-hospedeiro usando biologia de sistemas e implicacdes para
desenvolvimento terapéutico. O cubo Rubik’s ilustrado simboliza a biologia de sistemas como uma
matriz multidimensional integrando modelos computacionais, sistemas experimentais e tipos de dados
de alta performance (TISONCIK et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

A TB é uma doenca de apresentacdo complexa, com a possibilidade de se
manifestar em diferentes estagios, dificultando assim o seu diagndstico e controle.
Consequir identificar biomarcadores que possam prever a progressao da infeccéo
para a doenca torna-se uma estratégia importante, que pode proporcionar o
desenvolvimento de intervencdes para combate a epidemia da doencga. Levar em
consideracao fatores inerentes ao individuo, como o status de vacinagdo com a BCG,
que apresenta uma cobertura diversificada em todo o mundo, e que pode induzir
diferentes efeitos no organismo, é fundamental para a melhor compreensdo dos
fatores determinantes para o estabelecimento da doenga.

A biologia de sistemas fornece um campo amplo de investigacdo, que permite
a analise de dados complexos e obtencdo de um vasto nimero de resultados,
possibilitando assim o desenvolvimento de hipéteses e teorias que contribuam para o
melhor entendimento da doenga como um todo. Um estudo de revisédo, contendo 20
artigos com dados de transcriptdmica publicados no periodo de 2007 até o ano de
2015, evidenciou que estes trabalhos buscam, principalmente, assinaturas que
explorem a discriminacdo da TB ativa em relacdo a controles, distintos estados da
doenca (forma latente, pulmonar e extrapulmonar) ou frente a outras doencas
pulmonares (HAAS et al., 2016).

Visto que estudos vém apontando a capacidade da BCG em modificar
processos biolégicos e levar a efeitos ndo esperados, que se estendem além da
doenca alvo, este deve ser um fator a ser levado em consideragdo para melhor
compreensao da patogénese da TB. N&o ha trabalhos que utilizem a abordagem de
biologia de sistemas considerando como varidvel o status de vacinagdo dos
individuos, sendo que este pode ser um fator de grande influéncia na progresséo da
doenca. Desta forma, o estudo proposto poderd contribuir para demonstrar
marcadores que estejam modulados diretamente pela BCG e pelo Mtb, e que possam
ser correlacionados a protecdo contra a doencga, visando o futuro desenvolvimento de
estratégias de prevencao contra a tuberculose. Pretendemos avaliar a expresséo de
genes em individuos que possuem a doencga ativa, 0s que apresentam apenas a forma

latente e controles néo infectados, que estao vacinados ou ndo com a BCG, de forma



28

a compreender melhor o perfil de cada grupo avaliado e fornecer hipéteses sobre

potenciais marcadores de uma resposta imune eficaz contra a tuberculose.

3. HIPOTESE

Ha uma assinatura génica em individuos com a forma ativa da tuberculose, que
é distinta da apresentada por individuos com a forma latente da doenca e de controles

nao infectados, a qual varia de acordo com o status vacinal dos individuos avaliados.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de expressdo génica em individuos com a tuberculose
pulmonar ativa, infeccéo latente e controles nao infectados, vacinados ou ndo com a
BCG, a partir de dados de transcriptdmica disponiveis em um banco de dados publico,
para obter um painel de genes-alvo com potencial uso como biomarcadores de

protecao.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Buscar conjuntos de dados que contemplam informacdes de expresséo génica
referentes as formas clinicas da tuberculose e que identifiquem o status vacinal com
BCG.

o Comparar os grupos levando em consideracdo o status de vacinacdo para
verificar quais o0s genes diferencialmente expressos e vias moduladas
especificamente pela vacina.

o Identificar as funcbes e vias que foram modificadas nas diferentes
comparacoes realizadas nos grupos vacinados, ndo vacinados e néo vacinados vs

vacinados.
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5. DESENHO EXPERIMENTAL
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Figura 7. Representacdo esquemética do desenho de estudo.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 SELECAO DOS CONJUNTOS DE DADOS

O Gene Expression Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/?term=)
consiste em um repositorio publico internacional que armazena e distribui livremente
dados de transcriptdmica enviados pela comunidade cientifica. Os conjuntos de dados
selecionados representam colecdes de amostras biologicamente e estatisticamente
comparaveis. Foram pesquisados no GEO, utilizando-se como palavras-chave de
busca “tuberculosis active latent expression gene OR pathogenesis tuberculosis”.
Foram considerados como critérios de inclusdo: organismo Homo sapiens, amostra
analisada de sangue total, avaliacdo das formas clinicas da doenca, definidas como
tuberculose ativa (TBA) e infeccdo tuberculosa latente (ITBL), assim como controles
nao infectados (CNI), e indicacdo do status vacinal de cada individuo. Incluimos um
total de 3 conjuntos de dados (GSE19439, GSE19444 e GSE19442) obtidos por
analises de microarranjos, que utilizaram a plataforma lllumina HumanHT-12 V3.0
(GPL6947). Esses conjuntos foram provenientes de um mesmo trabalho (citacao
Pubmed, PMID: 20725040), com amostras obtidas de populagbes diferentes,
totalizando um namero amostral de 76 individuos para o Grupo 1 — Vacinados (27
TBA, 31 ITBL e 18 CNI), 51 para o Grupo 2 — Nao Vacinados (19 TBA, 27 ITBLe 5
CNI), que também foram avaliados na comparacdo do Grupo 3 — N&o Vacinados vs
Vacinados (Figura 8). As amostras outliers foram retiradas do numero amostral.

6.2 ANALISE DOS DADOS

Os dados brutos de cada conjunto de dados foram obtidos e incluidos para
analise a partir do software RStudio, utilizando o pacote Stats. Os dados de expressao
foram normalizados por log2, buscando o ajuste dos dados para efeitos sistematicos
(diferencas néo biolégicas que podem ocorrer devido a uma variedade de fatores
externos, como protocolos, armazenamento e preparacdo das amostras e leitura do
scanner) e redugéo do risco de inconsisténcia dos dados, evitando a repeti¢éo e perda
de informagbes. Também foram submetidos a correcdo através da ferramenta

ComBat, para reparo da variagcdo experimental ndo-biologica, conhecida como efeitos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725040
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de lote (batch effects), que sé&o gerados, por exemplo, por dados obtidos em diferentes
condicdes experimentais, ou por laboratorios e tecnologias de arranjos diferentes. A
Analise de Componente Principal (ACP) foi performada para observacédo da completa
retirada dos efeitos de lote, e verificacdo do enquadramento das variaveis nos eixos
correspondentes. O pacote arrayQualityMetrics, funcdo ouliers, método ks.test, foi
utilizado para identificacdo e eliminagdo de amostras com valores discrepantes, que
nao se emparelhavam com os valores do seu grupo e poderiam tendenciar os
resultados. Um total de sete amostras outliers (contendo valores atipicos ou anormais)
foram retiradas das analises, devido a possibilidade de influenciar diretamente nos
resultados finais. Estas amostras incluiam 5 individuos ITBL (4 BCG+ e 1 BCG-), 1
CNI (BCG-) e 1 TBA (BCG+).

6.3 SELECAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Os genes diferencialmente expressos (GDEs) foram identificados a partir de
comparacoes entre diferentes condicdes experimentais, onde foram representados
através de Volcanos Plot, um tipo de diagrama Scatter Plot, que avalia a relacdo entre
duas variaveis, onde foi tracada a medida de efeito no eixo x (fold-change) e a
significancia estatistica no eixo y (-logl0 do valor de p). Os genes altamente
desregulados se encontram mais distantes no lado esquerdo e direito, e aqueles com
as mudancas mais significativas se localizam proximos do topo do plot. O valor de p
foi corrigido para multiplas hipéteses, e ajustado utilizando a abordagem de False
Discovery Rate (FDR). Considerou-se nas analises entre os diferentes grupos o nivel
de significancia (g-value<0,05) e fold-change de abs{log2(1,5)}. Os grupos de
comparacao definidos foram: Grupo 1 — individuos vacinados (comparacéo A: TBA vs
ITBL, comparacao B:TBA vs CNI, comparacao C: ITBL vs CNI), Grupo 2 — individuos
nao vacinados (comparacéo A: TBA vs ITBL, comparacao B: TBA vs CNI, comparacao
C: ITBL vs CNI), Grupo 3 — ndo vacinados vs vacinados (comparacao A: TBA BCG-
vs TBA BCG+, comparacéo B: ITBL BCG- vs ITBL BCG+, comparacao C: CNI BCG-
vs CNI BCG+) (Figura 8).
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Figura 8. Definicdo dos grupos de comparacéo utilizados para definicdo dos GDEs.

6.4 ANALISES DE ENRIQUECIMENTO

Os genes diferencialmente expressos foram carregados no Ingenuity Pathway
Analysis (IPA, Ingenuity Systems Inc. http://ingenuity.com) para caracterizacao

destes, de acordo com as vias canonicas, funcdes celulares e moleculares, geracao

de redes interconectadas, funcéo e desenvolvimento de sistema fisiologico.
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7. RESULTADOS
7.1 CONJUNTOS DE DADOS

Foram encontrados 46 resultados relatados para “tuberculosis active latent
expression gene OR pathogenesis tuberculosis”. Seis conjuntos de dados foram
selecionados considerando os critérios de inclusdo, organismo Homo sapiens,
amostras de sangue total e avaliacdo das formas clinicas da tuberculose (latente e
ativa). Dentre estes 6 conjuntos de dados encontrados, apenas 3 descreviam o status
de vacinagdo com BCG dos voluntarios nos estudos, sendo por fim, utilizados nas

andlises (Figura 9).
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Figura 9. Sele¢do dos conjuntos de dados

Os trés conjuntos de dados incluidos continham dados de microarranjos, sendo
provenientes da plataforma Illumina HumanHT-12 V3.0 (GPL6947). O conjunto de
dados GSE19439 incluia amostras de sangue total da regido do Reino Unido, de 13
individuos com TBA (9 vacinados, 3 ndo vacinados e 1 com status desconhecido), 17
com ITBL (13 vacinados, 3 ndo vacinados e 1 com status desconhecido) e 12 CNI (6
vacinados e 6 ndo vacinados). O conjunto de dados GSE19444 também utilizou
amostras oriundas do Reino Unido, sendo 21 individuos com TBA (13 vacinados, 2
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nao vacinados e 6 com status desconhecido), 21 ITBL (18 vacinados e 3 néo
vacinados) e 12 CNI (todos vacinados com BCG). O conjunto de dados GSE19442
utilizou amostras procedentes da Africa do Sul, incluindo 20 voluntarios com TBA (6
vacinados e 14 nao vacinados) e 31 com ITBL (4 vacinados, 22 ndo vacinados e 5
com status desconhecido). Os conjuntos de dados avaliados foram obtidos de um
mesmo trabalho (Citagdo, PMID:20725040), que avaliou grupos independentes das

diferentes populacdes estudadas (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos conjuntos de dados

Series Plataforma Citacéo Regido geografica Grupos

13 TBA (9 BCG+, 3 BCG-, 1
desconhecido)

lllumina PMID:
GSE19439 HumanHT-12 V3.0 20725040 Reino Unido 17 ITBL (13 BCG+, 3 BCG-, 1
(GPL6947) desconhecido)
12 CNI (6 BCG+, 6 BCG-)
21 TBA (13 BCG+, 2 BCG-, 6
lllumina desconhecidos)
PMID:
GSE19444 HumanHT-12 V3.0 Reino Unido
+ -
(GPL6947) 20725040 21 ITBL (18 BCG+, 3 BCG-)
12 CNI (BCG+)
llumina oD 20 TBA (6 BCG+, 14 BCG-)
GSE19442 HumanHT-12 V3.0 20725040 Africa do sul 31 ITBL (4 BCG+, 22 BCG-, 5
(GPL6947)

desconhecidos)

TBA = Tuberculose ativa, ITBL = Infec¢do tuberculosa latente, CNI = Controle néo infectado, BCG- =

Nao vacinado com BCG, BCG+ = Vacinado com BCG.

Os trés conjuntos de dados totalizaram 147 amostras referentes a 53 individuos
com TBA (27 vacinados, 19 ndo vacinados, 7 com status desconhecido) 64 ITBL (31
vacinados, 27 néo vacinados, 6 com status desconhecido) e 23 CNI (18 vacinados e
5 nado vacinados). A média de idade destes individuos foi de 64 anos (intervalo de 18-
78 anos). Sete amostras foram excluidas das analises, por serem consideradas fora
do padrdo, apresentando valores de expressdo fora da curva das amostras
pertencentes ao seu grupo. Apos obtencdo e tratamento dos dados usando o
programa RStudio, um total de 25.155 sondas, referentes a genes conhecidos, foram

conservadas para avaliacéo e identificagdo dos GDEs. O grafico de diagndstico, ACP,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725040
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foi utilizado para demonstrar que houve a remoc¢ao completa dos efeitos de lote, e que
as amostras se enquadram dentro dos seus respectivos grupos (Figura 10). Os GDEs
foram representados através de graficos volcanos, onde as esferas verdes
representam os genes modulados e com diferenca significativa nas comparacfes. As
amostras de individuos com status desconhecido da vacinagdo com a BCG nao foram

incluidas nas comparacoes.

=

% - a .

N v o . \ CNI
- . | — ITBL
LN TBA

PC2 (2.4% explained var.)
3
Vs

=50

—100 &0
PC1 (5.7% explained var.)

Figura 10. Representagdo da Andlise de Componente Principal realizada com as
amostras pertencentes aos grupos CNI, ITBL e TBA dos conjuntos de dados.

7.2 IDENTIFICACAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NO GRUPO
1 - VACINADOS

No grupo 1, contendo apenas amostras de vacinados, foram identificados 3
GDEs para a comparacao A: TBA vs ITBL e 4 GDEs para a comparacao B: TBA vs
CNI. Nao foram identificados GDEs para a comparacao C: ITBL vs CNI (Figura 11).
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Figura 11. Genes diferencialmente expressos no grupo 1 - vacinados. Gréficos Volcano
demonstrando a quantidade total de genes diferencialmente expressos no Grupo 1 — Vacinados na
comparacdo A: TBA vs ITBL, B: TBA vs CNI e C: ITBL vs CNI, considerando como erro alfa de 5% e
um abs{log2(1,5)}. Esferas verdes sdo aquelas com p-value<0,05 e abs{log2(1,5)}, esferas vermelhas
apenas com p-value<0,05, esferas amarelas apenas com abs{log2(1,5)}, e esferas pretas p-value>0,05
e sem abs{log2(1,5)}.
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Os genes identificados na comparacao A: TBA vs ITBL se referem ao KCNK1,
modulado positivamente, DHDDS e GIP modulados negativamente na forma ativa em

comparacao com a infeccéo latente (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo dos genes diferencialmente expressos no Grupo 1 — Vacinados, Comparacéo A:
TBA vs ITBL.

Gene Nome Valordep Valordep Diferencade
(Simbolo) corrigido expresséo (log2)
KCNK1 potassium two pore domain 0.00056 0.0130 1.55

channel subfamily K member 1
DHDDS dehydrodolichyl  diphosphate 0.00063 0.0143 -1.53

synthase subunit
GIP gastric inhibitory polypeptide 0.00140 0.0261 -1.61

Na comparacédo B: TBA vs CNI os genes identificados sdo, o MCF2L, YARS,
CTSL2 e SIRT2, todos modulados positivamente na forma ativa em comparagao com

os controles n&o infectados (Tabela 3).

Tabela 3. Descricdo dos genes diferencialmente expressos no Grupo 1 — Vacinados, Comparacéo B:
TBA vs CNI.

Gene Nome Valordep Valordep Diferenca de
(Simbolo) corrigido expresséao (log2)
MCF2L MCF.2 cell line derived 0.00012 0.0054 1.52

transforming sequence like

YARS tyrosyl-tRNA synthetase 0.00032 0.0110 1.76
CTSL2 cathepsin V 0.00102 0.0253 1.53
SIRT2 sirtuin 2 0.0019 0.0412 1.53

Nao foram encontrados genes em comum no grupo dos vacinados, sendo estes

especificos para cada comparacao (Figura 12).
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TBAvs CNI

TBAvs ITBL

- MCF2L, YARS, CT5L2, SIRT2

I:I KCNK1, DHDDS, GIP

Figura 12. Diagrama de Venn representando os genes diferencialmente expressos em comum para as
diferentes comparacgfes do Grupo 1 — Vacinados. Genes destacados em vermelho estdo modulados
positivamente, e em azul modulados negativamente.

Os genes encontrados nas analises estdo significativamente relatados em
diferentes doencas e funcdes, como desordens hereditarias, doencas neurolégicas e
oftalmicas, injuria e anormalidades no organismo e desordens musculares e
esqueléticas. As funcgdes celulares e moleculares referentes aos genes incluem morte
e sobrevivéncia celular, desenvolvimento celular, crescimento e proliferagéo celular,
metabolismo lipidico e transporte molecular. As funcfes das redes associadas a estas
moléculas englobam a morfologia celular, manutencéo e funcéo celular e metabolismo
lipidico. Algumas vias canbnicas envolvidas séo: a biossintese de dolicol fosfato,

carregamento de tRNA e autofagia. (Tabela 4).
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Tabela 4. Resumo do Ingenuity Pathway Analysis (IPA) com o grupo de genes encontrados no Grupo

1 — Vacinados.

Cenario das Analises

Top das Vias Candnicas Valor de p
Biossintese de dolicol e dolicol fosfato 7,23E-04
Carregamento de tRNA 1,37E-02
Autofagia 1,86E-02
Integracao da sinalizacdo enteroenddcrina mediada-GPCR exemplificada por 2,54E-02
Célula L

Deteccao de nutrientes mediada-GPCR em células enteroenddcrinas 3,00E-02
Doencas e Funcgdes # Moléculas
Desordem hereditaria 2

Doenca neurolégica 1

Doenca oftalmica 1

Injaria e anormalidades do organismo 3
Desordens musculares e esqueléticas 1

Funcdes Celulares e Moleculares # Moléculas
Morte e sobrevivéncia celular 4
Desenvolvimento celular 2
Proliferacéo e crescimento celular 2
Metabolismo lipidico 2
Transporte molecular 3

Funcéo e Desenvolvimento do Sistema Fisiologico # Moléculas
Desenvolvimento embrionario 2
Desenvolvimento de 6rgéos 1
Desenvolvimento do organismo 3
Desenvolvimento e funcdo do sistema reprodutor 1
Desenvolvimento e funcdo do sistema cardiovascular 2

Top das Func¢des Associadas as Redes Pontuacéo
Morfologia celular, manutencéo e funcgdo celular, metabolismo lipidico 20
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Quando restringimos as informacdes geradas no IPA por comparacao e tipo de
expressao dos genes, encontramos na comparagao A: TBA vs ITBL a funcdo de
transporte molecular e redes associadas a funcdo e manutencao celular estando
ativadas, enquanto as funcdes de metabolismo lipidico e de carboidratos, atividade
hormonal; redes associadas ao metabolismo lipidico e bioquimica de pequenas
moléculas, vias candnicas referentes a biossintese de dolicol e fosfato dolicol e
sinalizacdo mediada-GPCR estavam suprimidas. Ja para a comparacdo B: TBA vs
CNI, encontramos func¢des de migracao, crescimento e proliferacédo celular, morte e
sobrevivéncia celular, arranjo e organizacgao celular; redes de metabolismo de drogas,
metabolismo lipidico, desenvolvimento e fungcdo do sistema enddcrino; e vias
canbnicas de carregamento de tRNA, autofagia, sinalizacdo Rac, maturacdo do

fagossomo e via de adipogénese estando estimuladas (Tabela 5).

Tabela 5. Fungdes celulares e moleculares, Vias Canbnicas e Redes complexas associadas as
moléculas moduladas positivamente e negativamente no Grupo 1 — Vacinados. Genes em vermelho:

modulacéo positiva e genes em azul: modulacdo negativa.

Genes Vias Canénicas Funcbes Redes
A: KCNK1 - Transporte * Fungéoe
TBA VS molecular Manutencéo celular
ITBL
DHDDS, + Biossintese Metabolismo *  Metabolismo lipidico
GIP de dolicol e lipidico » Bioquimica de
fosfato de Metabolismo de pequenas moléculas
dolicol carboidratos
+ Sinalizacéo Atividade
mediada- hormonal
GPCR
B: MCF2L, + Carregamento Migracéao, * Metabolismo de
TBAvs YARS, tRNA crescimento e drogas
CNI CTSL2, « Autofagia proliferagéo *  Metabolismo lipidico
SIRT2 + Sinalizacéo celular » Desenvolvimento e
Rac Morte e funcéo do sistema
* Maturagéo do sobrevivéncia enddcrino
Fagossomo celular
+ Viade Arranjo e

Adipogénese

organizacgao
celular
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7.3 IDENTIFICACAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NO GRUPO
2 - NAO VACINADOS

Considerando as amostras de individuos néo vacinados com a BCG nas
analises, encontramos um numero relativamente maior de genes diferencialmente
expressos, sendo distribuidos entre as trés comparacdes. Na comparacédo A: TBA vs
ITBL foram encontrados 11 GDEs, na comparacédo B: TBA vs CNI 37 GDEs e na
comparacao C: ITBL vs CNI 56 GDEs (Figura 13).

Volcano plot

- log 10(p-valkua)

log2(Fold Change)



43

Volcano plot
.
o |
o
g
L
g
g
|
- 4
o 4
T T T T T T T
-2 - 1} i 2 3 4
og2({Fold Change)
Volcano plot
.
o -
= ..
T 7
-
"
T
&
s
@
§

log2{Fold Change)

Figura 13. Genes diferencialmente expressos no grupo 2 — nao vacinados. Graficos Volcano
demonstrando a quantidade total de genes diferencialmente expressos no Grupo 2 — N&o vacinados
na comparacdo A: TBA vs ITBL, B: TBA vs CNI e C: ITBL vs CNI, considerando como erro alfa de 5%
e um abs{log2(1,5)}. Esferas verdes sédo aquelas com p-value<0,05 e abs{log2(1,5)}, esferas vermelhas
apenas com p-value<0,05, esferas amarelas apenas com abs{log2(1,5)}, e esferas pretas p-value>0,05
e sem abs{log2(1,5)}.
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No total, foram identificados 100 genes diferencialmente expressos no grupo 2, sendo
que 4 estavam presentes tanto nos individuos com a tuberculose ativa quanto com a
infeccdo latente em relagcdo aos controles ndo infectados. Destes 100 genes, 92
estavam modulados negativamente e 8 estavam modulados positivamente nos
individuos doentes e com a infec¢do latente, em comparacdo com os controles e
infectados. Observamos que no grupo dos N&o Vacinados, além de termos
encontrado um numero elevado de genes alterados em comparacdo com o grupo dos
Vacinados, a maior parte destas moléculas estava sendo subexpressa, indicando que
0 Mtb parece agir como um patdgeno supressor para o estabelecimento da infecgéo.
Os genes sobreexpressos estavam presentes, em sua maioria, na comparacao entre
doentes vs infectados, demonstrando que para a progresséo da doenca, a maior parte

das moléculas precisa estar ativada (Figura 14).

TBA vs CNI

TBA vs ITBL

ITBL vs CNI
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|:| LOC347544 CISH PCDHB15 LOC442316. C190rf36, ZMIZ1, SLCBA2, ZNF142
C160rf79, PQBP1, Ciorfi03, UGDH, CACNG1, CDKAL1, FLJ22662 1L0OC650137,
NFE2L3, TRH, LOGC645013, HSPB9, GOQ2 AZGP1, OFGG1, DNAJA1, LOGC441424,
LOCE41823, DHX8, S100A13, LOC6E53620, RMNF24, FAM120B, GPR50, PCDHGE3,
TMEM178, TMEMG8, LOC652526, KRTAP23-1, SPATA13, MMRN2, GTF2A7L,
LOC440792, LOCT30273, ADAM7, LOCE51987, CBX6, ZMF215, PTER, EAF1,
LOGC642528, | OC642166. SPR. LOGC647908

- LOC644327, LOCG45634, NPVF, B4GALTY, FGF11, LOC285768, PSMBS5, LOC645289,
ASPRVY, VPS36, HNF4A FLJ90630, LOC642863, C160rT68, PPP1R14A MANEA,
RPP30, CYB561D2, IPF1, DHX29, ZFYVE20, ZNF528, SLC31AZ2, C180if37,
LOC441511, SEMA3F, PYY2 ASTNZ2, CRIMT, ZNF384, 10C646596, POMGNTT,
SAMD14

[ ] PLCD1, ABGBS, CCDG89, GNTNS, EDARADD, SLIT1, LOG644734, PTGER1, PTGRA,
GDF3, BAT?2

[ ] Loc340113, 5T13, IQSECT, ACTR2

Figura 14. Diagrama de Venn com os genes em comum do Grupo 2 - Ndo Vacinados. Genes
destacados em vermelho estdo modulados positivamente, e em azul modulados negativamente.

Estes genes estavam associados com vias canonicas referentes a sinalizagéo
MODY, biossintese de UDP-D-xilose e UDP-D-glucoronato, biossintese de
tetrahidrobiopterina e sinalizacdo de aldosterona em células epiteliais. Dentre as
funcbes e doencas destacam-se desordens do sistema enddécrino, doenca
gastrointestinal e metabdlica, injuria e anormalidades do organismo e desordens
hereditarias. As funcdes moleculares e celulares referentes aos genes compreendem
o desenvolvimento e migracao celular, metabolismo de carboidratos, ciclo celular e
interacdo e sinalizagdo célula-célula. As fungBes associadas as redes de interacdes
envolvem doencas e condigcbes dermatoldgicas, céancer, doenca respiratéria,
metabolismo de macromoléculas, ciclo celular, bioquimica de pequenas moléculas e

modificacdes pds-traducao (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo do Ingenuity Pathway Analysis (IPA) com o grupo de genes encontrados no Grupo

2 — N&o vacinados.

Cenério das Andlises

Top das Vias Candnicas Valor de p

Sinalizagdo Maturity Onset Diabetes of Young (MODY) 2,41E-03

Biossintese de UDP-D-xilose e UDP-D-glucoronato 7,32E-03
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Biossintese de Tetrahidrobiopterina | 1,10E-02
Biossintese de Tetrahidrobiopterina Il 1,10E-02
Sinalizacédo de Aldosterona em células epiteliais 2,27E-02
Doencas e Funcdes # Moléculas
Desordens do sistema endécrino 13

Doenca gastrointestinal 40

Doenca metabdlica 13

Injuria e anormalidades do organismo 46
Desordem hereditaria 14

Funcdes Celulares e Moleculares # Moléculas
Desenvolvimento celular 5

Migragdo celular 2
Metaboslimo de carboidratos 4

Ciclo celular 1
Sinalizacéo e interacao célula-célula 7

Funcéo e Desenvolvimento do Sistema Fisiologico # Moléculas
Desenvolvimento e funcdo do sistema enddcrino 4
Desenvolvimento e funcdo do sistema cardiovascular 1
Desenvolvimento e funcdo do tecido conectivo 1
Desenvolvimento e funcdo do sistema digestivo 2
Desenvolvimento embrionario 3

Top das Func¢des Associadas as Redes Pontuacéo
Doengas e condi¢cbes dermatoldgicas, desordem do desenvolvimento, Injaria e 29
anormalidades do organismo

Desor_dem do desenvolvimento, desenvolvimento embrionario, desenvolvimento do 27
organismo

Céancer, injaria e anormalidades do organismo, doengas respiratorias 23
Metabolismo de carboidratos, metabolismo lipidico, bioquimica de pequenas 22
moléculas

Metabolismo de aminoécidos, ciclo celular, modificacdo pés-traducéo 16
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Estratificando os resultados do IPA de acordo com a modulagéo dos genes
temos para aqueles ativados nos doentes e infectados em relagdo aos controles,
assim como para os doentes em comparac¢do com os infectados, funcdes referentes
a migracdo e morfologia celular, arranjo e organizacao celular, desenvolvimento e
funcéo do sistema nervoso, metabolismo lipidico, bioquimica de pequenas moléculas,
transporte molecular e redes associadas ao metabolismo de lipidios e carboidratos,
bioquimica de pequenas moléculas, assim como sinalizacdo celular. Os demais
genes, que estao suprimidos nos doentes e infectados em comparacao aos controles,
assim como para os doentes em comparagcdo com os infectados, diferem na
apresentacdo de fungbes e redes associadas ao ciclo celular, metabolismo de
aminoéacidos, modificacdo pés-traducdo e a presenca de vias candnicas envolvidas
na sinalizacdo MODY e de aldosterona, como também a biossintese de

tetrahidrobiopterina, UDP-D-xilose e UDP-D-glucoronato (Tabela 7).
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Tabela 7. Funcdes celulares e moleculares, Vias Canbnicas e Redes complexas associadas as

moléculas moduladas positivamente e negativamente no Grupo 2 — N&o vacinados. Genes em

vermelho: modulacdo positiva e genes em azul: modulacdo negativa.

Genes

LOC340113,
RPP30,
ABCBS,
SLIT1,
PLCD1,
CNTNS5,
BAT2,
CCDC89

Demais
genes

(descritos na

Figura 13)

Vias Canbnicas

Sinalizagdo MODY
Sinalizagéo
Aldosterona
Biossintese de
tetrahidrobiopterina
Biossintese de
UDP-D-xilose e
UDP-D-glucuronato

Funcdes

Migracgéo celular
Morfologia celular
Arranjo e
organizacdo
celular
Desenvolvimento
e funcéo do
sistema nervoso
Metabolismo
lipidico

Bioquimica de
pequenas
moléculas
Transporte
molecular

Desenvolvimento
e Migracéo celular
Metabolismo de
carboidratos

Ciclo celular
Sinalizagéo e
interacdo  célula-
célula

Metabolismo
lipidico
Metabolismo  de
carboidratos
Bioguimica de
pequenas
moléculas
Sinalizagéo celular

Metabolismo
lipidico
Metabolismo  de
carboidratos
Metabolismo  de
aminoacidos
Bioquimica de
pequenas
moléculas
Sinalizagao celular
Ciclo celular
Modificagdo pOs-
traducéo

7.4 IDENTIFICACAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NO GRUPO

3 - NAO VACINADOS VS VACINADOS

Seguindo com as analises,

resolvemos considerar cada forma clinica

separadamente e dispor o0 status de vacinagdo como critério de comparacao.

Identificamos genes diferencialmente expressos apenas para a comparagao A: TBA
BCG- vs TBA BCG+ e comparagédo C: CNI BCG- vs CNI BCG+ (Figura 15).
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Figura 15. Genes diferencialmente expressos no Grupo 3 —Na&o vacinados vs Vacinados. Gréficos
Volcano demonstrando a quantidade total de genes diferencialmente expressos no Grupo 3 — Nao
vacinados VS Vacinados na comparacdo A: TBA BCG- vs TBA BCG+, B: ITBL BCG- vs ITBL BCG+ e
C: CNI BCG- vs CNI BCG+, considerando como erro alfa de 5% e um abs{log2(1,5)}. Esferas verdes
sdo aquelas com p-value<0,05 e abs{log2(1,5)}, esferas vermelhas apenas com p-value<0,05, esferas
amarelas apenas com abs{log2(1,5)}, e esferas pretas p-value>0,05 e sem abs{log2(1,5)}.

Na comparacdo A foram identificados 2 genes modulados positivamente nos
doentes ndo vacinados em comparac¢do com o0s vacinados, o RAB25 e o SLC30A3.

Sendo, portanto, suprimidos nos individuos que receberam a vacina (Tabela 8).

Tabela 8. Descricao dos genes diferencialmente expressos no Grupo 3 — N&o Vacinados vs Vacinados,
Comparacdo TBA BCG- vs TBA BCG+.

Gene Nome Valor de p Valor de p Diferenca de
(Simbolo) corrigido expresséo (log2)
RAB25 RAB25, member RAS 0.000003 0.01978 1.76

oncogene family
SLC30A3 solute carrier family 30 0.00001 0.04567 1.88

member 3
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Estes genes estdo associados com o céancer, injuria e anormalidades do
organismo, doencas neurolégicas e hematologicas e desordens psicoldgicas. Dentre
as funcbes celulares e moleculares destacam-se o metabolismo de carboidratos,
transporte molecular e migracao celular. Em relacdo as fun¢des das redes, temos o
transporte molecular, interacao e sinalizagédo célula-célula, funcéo e desenvolvimento
do sistema hematoldgico, desenvolvimento, funcdo e manutengcdo celular e o

transporte molecular (Tabela 9 e 10).

Tabela 9. Resumo do Ingenuity Pathway Analysis (IPA) com o grupo de genes encontrados no Grupo

3 — N&o vacinados vs Vacinados, Comparacdo A: TBA BCG- vs TBA BCG+.

Cenario das Anélises

Doencas e Fungdes # Moléculas
Céncer 1

Injuria e anormalidades do organismo 1

Doenca neuroldgica 1
Desordens psicolégicas 1

Doenga hematoldgica 1

Funcdes Celulares e Moleculares # Moléculas
Metabolismo de carboidratos 1
Transporte molecular 2

Migragéo celular 1

Top das Func¢des Associadas as Redes Pontuacéo
Transporte molecular, sinalizag¢éo e interacao célula-célula, desenvolvimento e 3

funcao do sistema hematoldgico

Desenvolvimento celular, manutenc¢édo e funcao celular, transporte molecular 3
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Tabela 10. Funcdes celulares e moleculares, Vias Canbnicas e Redes complexas associadas as
moléculas moduladas positivamente e negativamente no Grupo 3 — Nao Vacinados vs Vacinados,
Comparacao A: TBA BCG- vs TBA BCG+. Genes em vermelho: modulacéo positiva e genes em azul:
modulag&o negativa.

Genes Vias Canbnicas Funcdes Redes
RAB25, - *  Metabolismo de »  Transporte molecular
SLC30A3 carboidratos * Sinalizagdo e interacéo
* Transporte célula-célula
molecular + Manutencéo e fungéo
* Migracao celular celular

As redes complexas formadas por estes genes representam as interacfes
formadas com outras moléculas, os tipos de ligacBes entre elas, assim como
regulacdo. Na rede formada pelo SLC30A3, observamos uma posi¢cao central deste
gene na rede, e uma forte relacdo direta com o microRNA mir-34 e a molécula
NAALADL2, seguida de uma interacdo com 0s genes transportadores AP3B1 e
SLC30A10. Ha& também o estabelecimento de rela¢gbes indiretas com o H2AFB3,
acidos graxos e D-glicose. A rede formada pelo RAB25 também evidencia a instalacéo
de diversas relacfGes diretas, principalmente com enzimas, complexos e outras
moléculas da familia Rab, mas também um grande nimero de interac¢des indiretas, a

exemplo do regulador transcricional ZEB1 (Figura 16).
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Figura 16. Redes complexas de interagédo para os genes diferencialmente expressos na comparacao
TBA BCG- vs TBA BCG+. Linhas continuas representam as interagdes diretas e as linhas tracejadas
representam as interacdes indiretas. Em rosa estao representados os GDEs identificados no trabalho,
em verde as moléculas com relacbes diretas fortes, em azul moléculas com interacGes diretas
intermediarias e em amarelo moléculas com rela¢des indiretas.



54

Na comparagdo C, foram identificados 5 genes modulados positivamente
(CACNG1, GRP, CTNND2, TMEMG68 e IL25) e 1 gene modulado negativamente
(SLC16A14) nos controles néo infectados que ndo receberam a vacina BCG em

comparacao com os vacinados (Tabela 11).

Tabela 11. Descricdo dos genes diferencialmente expressos no Grupo 3 — N&o Vacinados vs
Vacinados, Comparacao C: CNI BCG- vs CNI BCG+.

Gene Nome Valordep Valordep Diferencade
(Simbolo) corrigido expresséo (log2)
SLC16A14 solute carrier family 16 member 14  0.00001 0.01592 -1.77

CACNG1 calcium voltage-gated channel 0.00003 0.0239 1.75

auxiliary subunit gamma 1

GRP gastrin releasing peptide 0.00005 0.0324 1.64
CTNND2 catenin delta 2 0.00006 0.0357 1.70
TMEMG68 transmembrane protein 68 0.00008 0.0408 1.77
IL25 interleukin 25 0.00009 0.0434 1.60

Estes genes estdo envolvidos com vias canodnicas referentes ao papel de
citocinas na comunicacdo entre células imunes, sinalizacdo mediada-GPCR, efeitos
celulares do Sildefanil, papel de receptores de reconhecimento padrao de bactérias e
virus e sinalizacdo HMGB1. Dentre as fungdes e doencas se sobressaem o cancer,
injuria e anormalidades do organismo, morfologia tumoral, doencas hematoldgicas e
imunologicas. As funcdes celulares e moleculares compreendem a interacdo e
sinalizacdo célula-célula, manutencdo e funcdo celular, metabolismo lipidico,
bioquimica de pequenas moléculas e migracéo celular. As fungdes das redes incluem
a sinalizagéo celular, transporte molecular, metabolismo de &cidos nucléicos, ciclo
celular, doenca gastrointestinal e cardiovascular, arteriopatia cardiaca e injaria e

anormalidades do organismo (Tabela 12).
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Tabela 12. Resumo do Ingenuity Pathway Analysis (IPA) com o grupo de genes encontrados no Grupo

3 — N&o vacinados vs Vacinados, Comparacéo C: CNI BCG- vs CNI BCG+.

Cenario das Andlises

Top das Vias Candnicas Valor de p
Papel das citocinas na comunicacdo mediada entre células imunes 1,60E-02
Integragdo da sinalizagéo enteroenddcrina mediada-GPCR exemplificada por 2,18E-02
Célula L

Efeitos ceulares do Sildefanil (Viagra) 3,81E-02
P,apel dos receptores de reconhecimento padrao na identificacdo de bactérias e 3,99E-02
virus

Sinalizagdo de HMGB1 3,99E-02
Doencas e Fungdes # Moléculas
Céncer 2

Injaria e anormalidades do organismo 4

Morfologia tumoral 2

Doenga hematoldgica 2

Doenca imunoldgica 3

Funcdes Celulares e Moleculares # Moléculas
Sinalizagéo e interacao célula-célula 3
Manutencéo e funcéo celular 2
Metabolismo lipidico 1
Bioguimica de pequenas moléculas 1

Migragéo celular 2

Funcéo e Desenvolvimento do Sistema Fisiologico # Moléculas
Desenvolvimento e fungdo do sistema cardiovascular 2
Desenvolvimento do organismo 3

Morfologia tecidual 2
Comportamento 1
Desenvolvimento embrionario 2

Top das Funcbes Associadas as Redes Pontuacéo
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Sinalizacao celular, transporte molecular, metabolismo de acidos nucléicos 10
Ciclo celular, doenca gastrointestinal, injuria e anormalidades do organismo 3
Arteriopatia cardiaca, doenca cardiovascular, injaria e anormalidades do 3
organismo

Dispondo as informacdes de acordo com a modulacdo dos genes, temos o

transporte molecular associado a genes suprimidos, e 0s demais processos referentes

as moléculas ativadas (Tabela 13).

Tabela 13. Funcdes celulares e moleculares, Vias Candnicas e Redes complexas associadas as

moléculas moduladas positivamente e negativamente no Grupo 3 — Nao Vacinados vs Vacinados,

Comparacéo C: CNI BCG- vs CNI BCG+. Genes em vermelho: modulacdo positiva e genes em azul:

modulag&o negativa.

Genes Vias Canénicas Funcbes Redes
CACNG1, Papel das + Sinalizacéo e + Sinalizagéo celular
GRP, citocinas na interacdo célula- *  Transporte molecular
CTNND2, mediagdo da célula *  Metabolismo de
TMEMG8, comunicacao * Funcédoe acidos nucléicos
IL25 entre células manutengéo » Ciclo celular

imunes celular

Sinalizagéo *  Metabolismo

mediada-GPCR lipidico

Papel dos « Bioquimica de

receptores de pequenas

reconhecimento moléculas

padrdo para * Migracao celular

bactérias e virus

Sinalizagéo

HMGB1
SLC16A14 - + Transporte * Transporte molecular

molecular

As redes de associacdo formadas pelas moléculas demonstram as complexas

e diferentes interacdes exercidas, com redes menores para as moléculas CACNG1

(formada por relacdes diretas com moléculas ligadas a canais de ions e complexos

pertencentes a mesma familia) e TMEMG68 (estabelendo intera¢des diretas com outros

dois genes, o ELAVL1 e o LYPD6), e uma composta, heterogénea e interconectada
rede formada pelos genes IL-25, GRP, CTNND2 e SLC16A14. Esta rede € composta
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de uma vasta gama de interacdes indiretas, tendo como molécula central um
complexo ligado as citocinas pro-inflamatérias (Figura 17).
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Figura 17. Redes complexas de interacédo para os genes diferencialmente expressos na comparacao
CNI BCG- vs CNI BCG+. Linhas continuas representam as intera¢des diretas e as linhas tracejadas

representam as interacdes indiretas. Em rosa estdo representados os GDEs identificados no trabalho,

intermediarias e em amarelo moléculas com rela¢gdes indiretas.

em verde as moléculas com relacBes diretas fortes, em azul moléculas com interacdes diretas
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As redes complexas formadas se associam diretamente com a ligacao entre
vias candnicas descritas para as moléculas, estando dispostas e interligadas,
respectivamente. A rede composta pela maior parte das moléculas esta linkada

diretamente com vias atribuidas a processos ligados a imunidade inata e adaptativa

(Figura 18).
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Figura 18. Conexdo entre as vias canbnicas associadas aos genes diferencialmente expressos na
comparacao C: CNI BCG- vs CNI BCG+.
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8. DISCUSSAO

Neste estudo, buscamos associar 0os genes diferencialmente expressos quanto
as suas funcdes biolégicas, de forma a entender quais 0s processos que estao
alterados entre os diferentes grupos analisados e gerar novas hipéteses acerca dos
mecanismos envolvidos na patogénese da doenca.

O Mycobacterium tuberculosis, por si s6, expressa moléculas que interferem e
modulam a resposta do hospedeiro, contribuindo para a sua sobrevivéncia e
permanéncia no organismo (COLE et al., 1998). Essa dindmica adaptacao ao meio é
mediada pela reprogramacédo transcricional iniciada em resposta a determinados
estimulos, como deplecdo de nutrientes, alteracdo no pH, espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, e agentes que desorganizam a membrana e parede celular
(FORRELLAD et al., 2013).

Sabe-se que a vacina BCG induz efeitos ndo direcionados a sua doenca-alvo,
e que isto pode levar a modificacdo de diferentes processos importantes no
organismo, como a estimulacdo de uma resposta imune genérica que confere uma
acao abrangente da vacina frente a outras patologias. Apesar disto, 0S mecanismos
envolvidos nestas alteracbes ainda ndo estdo totalmente esclarecidos
(KJAERGAARD, 2016; GENGENBACHER et al., 2017).

Ao analisar os trés conjuntos de dados de transcriptoma obtidos no GEO para
grupos de individuos com a tuberculose ativa, infec¢do latente e controles nao
infectados, que estavam vacinados ou ndo com a BCG, identificamos transcritos
modulados especificamente entre os grupos avaliados. Quando avaliamos 0s grupos
1 (Vacinados) e 2 (Nao vacinados) separadamente, vemos um perfil distinto de genes
diferencialmente expressos, evidenciados pela modulacdo de 7 moléculas e 100
moléculas, respectivamente. Essa elevada diferenca indica que a primovacinagao
com a BCG consegue gerar uma modificacdo prévia da expressdo de determinados
genes, que podem influenciar diretamente no curso da infecgdo com o Mtb. Estes
efeitos gerados pela vacina aparentam ser duradouros, ja que os individuos avaliados
possuem entre 18 até 78 anos de idade. Além disto, o numero de moléculas
encontradas no grupo dos nao vacinados indica uma ag¢ao supressora do Mtb para
estabelecimento da infeccdo, e uma reversdo deste efeito quanda ha uma

sensibilizacao anterior a BCG, o que poderia indicar uma acgao protetora da vacina.
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No nosso estudo, as moléculas encontradas estavam associadas,
principalmente, com processos metabdlicos. Isto difere do que j& foi descrito na
literatura, onde a maior parte dos genes é definida com acdo no sistema imune.
Trabalhos ja publicados demonstram uma média de 586 (298-875) genes
diferencialmente expressos em individuos com a tuberculose ativa em comparagao
com controles saudaveis, associados, principalmente, com processos ligados a
imunidade e defesa, como ativacdo e diferenciacdo de leucécitos e linfécitos, e
também apoptose (LEE et al., 2016; OTTENHOFF et al., 2012). Padrdes de expressao
génica identificados com a elevada expresséo de genes associados a resposta imune
inata e reducao de genes envolvidos na regulacdo da apoptose em individuos com a
TB ativa comparados com a infeccdo latente podem também viabilizar novas
hipéteses que expliqguem a progressao para a doenca e determinantes do fracasso ou
sucesso da infeccao pelo Mtb (MAERTZDOREF et al., 2011).

Em nosso trabalho, um total de 5 moléculas estavam sobreexpressas nos
vacinados e 8 nos ndo vacinados. Em ambos o0s grupos, 0s genes estavam
associados com processos biologicos referentes ao metabolismo lipidico, transporte
molecular, migracao, arranjo e organizacao celular.

O Mtb possui uma diversidade de lipidios importantes para a viruléncia do
bacilo e acdo frente as respostas imunes desencadeadas pelo hospedeiro para
controle da infec¢cdo, como a inibicdo da proliferacdo de células T, inibicdo da
formacdo do fagolisossomo e protecdo contra atividade bactericida. Assim, o
metabolismo de lipidios constitui um mecanismo essencial para a persisténcia do
patbgeno no hospedeiro. Na tuberculose, o metabolismo lipidico constitui um
mecanismo importante no controle da doenca, ja que dependendo dos tipos de lipidios
presentes, estes podem aumentar ou reduzir a imunopatologia da TB. Este balanco
irA definir o estabelecimento da infeccao latente, da doenca ativa ou do completo
clearance bacteriano (QUEIROZ; RILEY, 2017).

Outros processos importantes envolvem o transporte e captura de moléculas
essenciais para o metabolismo da micobactéria, como o ferro e a vitamina B12, assim
como a secrecao de quimiocinas e receptores de quimiocinas, que podem atuar na
contencao do bacilo, na mediacéo da inflamacao ou contribuindo para a ocorréncia de
cavitacdes no pulmédo (GOPINATH et al.,, 2013; BORADIA et al., 2014; MONIN;
KHADER, 2014).
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Desta forma, a ativagao destas vias em ambos 0s grupos estaria relacionada
diretamente com a infeccéo, através de processos modulados pelo Mtb que s&o
necessarios para sua permanéncia no hospedeiro.

Interessantemente, o grupo dos vacinados apresentava adicionalmente
funcBes associadas a morte e sobrevivéncia celular, metabolismo de drogas, assim
como vias canonicas relatadas para autofagia e maturacéo do fagossomo.

Vias de morte celular representam importantes estratégias de combate ao
bacilo, e a modulacdo destas vias pelo Mtb é vista como uma estratégia para
sobrevivéncia do patégeno. Enquanto a apoptose representa um mecanismo benéfico
para a defesa do hospedeiro e remocao de células infectadas, a necrose surge como
um processo reverso. A necrose de neutréfilos infectados promove o crescimento
bacteriano apds a fagocitose destas células pelos macréfagos (DALLENGA et al.,
2017; ABEBE et al.,, 2011). Ja a apoptose de neutréfilos infectados contribui no
controle da infec¢do através da modulacdo da resposta inflamatéria e aumento da
capacidade dos macrofagos em controlar o crescimento intracelular do bacilo
(ANDERSSON et al., 2014). A inibicdo de uma das moléculas encontradas estando
ativada neste grupo, a SIRT2, ja é descrita na literatura com a possibilidade de induzir
morte celular, tanto por necrose como apoptose (ZHANG et al., 2016). Desta forma,
sua ativacao estaria favorecendo a sobrevivéncia celular, por reduzir estes tipos de
morte.

A via da autofagia pode ser associada a protecédo contra a tuberculose, ja que
promove o clearance micobacteriano, estando envolvida entre os mecanismos de
acao das principais drogas de uso no tratamemto anti-micobacteriano, a isoniazida e
pirazinamida. Esta via também estd interligada com outro processo importante de
defesa do hospedeiro, a inflamacéo, sendo capaz de modula-la ao inibir a producéo
de citocinas pré-inflamatérias e ativacao do inflamassoma (BENTO et al., 2015;
NETEA-MAIER et al., 2016; BRADFUTE et al., 2013).

A formagdo do fagolisossomo compreende um importante evento para o
combate de microorganismos, sendo composto por diferentes etapas, como a
maturacao do fagossomo e fuséo do fagossomo e lisossomo. O Mtb € conhecido como
um dos patogenos que desenvolveram estratégias de sobrevivéncia para impedir este
mecanismo, evitando assim a sua destruicdo (SCHLUGER; ROM, 1998; TJELLE et
al., 2000).
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A ativacdo de moléculas ligadas a estas vias entre os vacinados estaria
favorecendo o controle da infeccdo, demonstrando que este poderia ser um
mecanismo desencadeado pela vacina como uma tentativa de melhorar a resposta
imune contra infec¢des, sendo a falha na modulacdo destes mecanismos crucial no
destino da infecgéo.

Em relag&o aos genes subexpressos, identificamos 2 genes para os vacinados
e 92 para os nao vacinados. Os dois grupos tinham processos em comum envolvidos
com o metabolismo lipidico e de carboidratos, como também bioquimica de pequenas
moléculas sendo suprimidos. O grupo dos ndo vacinados ainda apresentou uma
ligagéo com fungdes referentes ao ciclo celular, sinalizagao celular e metabolismo de
aminoacidos. Vias canodnicas pertinentes para a patogénese da TB englobam a
sinalizacdo MODY e biossintese de tetrahidrobiopterina.

Aspectos que determinam a viruléncia do Mtb incluem a expressao de genes
que atuam no metabolismo de lipidios e acidos graxos, codificando proteinas
responsaveis pela biossintese, degradacao e transporte de lipidios presentes na
parede celular do bacilo ou que participem do metabolismo de proteinas importantes
para a estrutura da parede celular e viruléncia da bactéria (FORRELLAD et al., 2013).
Assim, a supressao e ativacao de genes associados a estas vias podem representar
uma tentativa de manter o balan¢co dos processos, evitando uma exarcebacao dos
mesmos.

Recentemente, foi demonstrado que o Mtb consegue modular o sistema imune
e estabelecer uma infeccdo prolongada desregulando o mecanismo de ciclo celular
do hospedeiro. Isso se da através da producdo de uma proteina que impede a
transicdo da fase G1 para S e aprisiona os macrofagos infectados na fase GO-G1
(CUMMING et al., 2017).

A sinalizacdo MODY se refere a uma forma monogénica de diabetes em que
uma mutacdo em um dos genes requerentes para o transporte e metabolismo da
glicose causa a disfungéo das células B-pancreéticas, e consequente desregulacao
de todo o processo (KIM, 2015). A diabetes constitui um importante fator de risco para
o desenvolvimento da tuberculose ativa (WHO, 2016). A tuberculose com ocorréncia
simultanea da diabetes se caracteriza com o aumento dos niveis de citocinas do tipo
Thl, Th2, Th17, pro-inflamatorias e regulatorias. E esta superestimulagcéo do sistema
imune potencialmente contribui para 0 aumento da patologia imune e piora no controle

dainfeccado (KUMAR et al., 2013). A modulacao desta via torna-se importante do ponto



63

de vista da associacdo entre a tuberculose e a diabetes, onde observamosuma
supressao deste processo em individuos ndo vacinados. Em contrapartida, esta via
encontra-se ativada nos vacinados, demonstrando que a primovacinacdo com a BCG
consegue modular este processo, e possivelmente favorecer o estabelecimento desta
comorbidade.

A tetrahidrobiopterina constitui um cofator para sistemas enziméticos
importantes, como a sintese de 0xido nitrico sintase e consequente producao de 6xido
nitrico e reducéo de superoéxido, sendo essencial para manter o balango entre estas
moléculas (BENDALL et al., 2014; CRABTREE; CHANNON, 2011). O equilibrio do
estado Oxido redutivo (REDOX) intracelular é essencial para a sobrevivéncia,
persisténcia e reativacdo do bacilo (KUMAR et al., 2011). A supresséo desta via é
relevante do ponto de vista de combate ao bacilo através da producao de NO, onde
vemos que o Mtb pode interferir nesse processo a favor do seu estabelecimento no
hospedeiro.

Ao avaliarmos o padrdo de genes expressos dentre as formas clinicas
avaliadas estratificadas pelo status de vacinacdo, também observamos que a
primovacinagdo com a BCG interfere na modulacdo de determinados genes,
corroborando assim com os achados anteriores, onde demonstramos que o contato
prévio com outra espécie de micobactéria modifica a expressdo de moléculas e
consequentemente de vias que sao importantes na patogénese da doenca.

Individuos néo infectados com o Mtb e que néo foram vacinados com a BCG
apresentaram uma expressdo elevada de 5 genes (CACNG1, GRP, CTNND2,
TMEMG68, IL25) associados com vias canbnicas e moléculas que se interconectam e
participam na acdo de citocinas na interacdo célula-célula, papel dos receptores de
reconhecimento padrdo para bactérias e virus, sinalizacdo HMGBL1, via de ativacao
para o tipo de resposta Thl e Th2 e uma expresséo reduzida do gene SLC16A14
envolvido no transporte molecular. A modulacdo destes processos biologicos €
fundamental para a geragdo de uma resposta imune especifica e apropriada frente
aos diferentes patdgenos.

Dentre aqueles com TB ativa, foram identificados 2 GDEs com modulagao
positiva (RAB25 e SLC30A3) nos nao vacinados em comparagao com o0s vacinados,
envolvidos principalmente com o metabolismo de carboidratos, migracdo celular,

transporte molecular, sinalizacédo e interacao célula-célula.
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O SLC30A3 codifica um importante transportador de ion que regula o fluxo de
zinco dentro de compartimentos sub-celulares e possui papel critico na secrecédo de
insulina e metabolismo da glicose nas células  (SMIDT et al., 2009).

O zinco compde um nutriente essencial para a proliferacdo de células,
principalmente do sistema imune. Nestes tipos celulares, a deplecdo desta molécula
repercute no prejuizo total das fun¢des dos mondcitos, reducdo da citotoxidade das
células NK e fagocitose de neutrofilos, assim como apoptose de células B. Em adicao,
também induz a diminui¢cdo de citocinas do tipo Thl, como o IFN-y e TNF-a. Além
disto, estudos apontam que o zinco pode ser utilizado pelas micobactérias para a sua
multiplicacéo e crescimento. Na tuberculose, a deplecdo de zinco tem sido associada
com pacientes que possuem a forma pulmonar ativa da doenca (PRASAD et al., 2012;
UTTRA et al., 2011; MYTHILI; LALITHA, 2016; HARRIS, 1969).

O RAB25 codifica uma GTPase que vem sendo descrita com importante papel
funcional no cancer. Em diferentes tipos de canceres, a elevada expressdo de RAB25
promove o aumento da proliferacdo, migracao e invasao celular com supresséo da
apoptose, correlacionando-se com um pior prognostico. Em modelo de cancer
ovariano, ainibicdo da expressdo de RAB25 resultou em bloqueio da proliferacéo
celular e induziu a apoptose e autofagia das células (WANG et al., 2017; LIU et al.,
2012). Na tuberculose, ndo ha trabalhos que descrevam o papel deste gene. Sua
supresséo nos doentes vacinados com a BCG poderia indicar uma agéo protetora da
vacina frente a infeccéao.

A ativacdo destas moléculas no grupo dos ndo vacinados revela vias
moduladas especificamente pelo Mtb, e que séo dirigidas contra a resposta do
hospedeiro, sendo benéficas para o bacilo. Em contrapartida, sua subexpressdo nos
nao vacinados induzida pela BCG seria favoravel para o individuo.

Nosso estudo ajudou a revelar padrdes de expressao associados a progressao
da doenca, levando em consideracgéo a prévia vacinacéo dos individuos com a BCG,
descrita como uma vacina capaz de modular diferentes processos biologicos e
modificar respostas essenciais do individuo. Estes resultados abrem novas
perspectivas que dizem respeito aos mecanismos envolvidos na imunopatogénese da

tuberculose.
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9. CONCLUSOES

o A primovacinacdo com a BCG afeta a expressao de variados genes, refletindo
em mudancas de diferentes vias importantes na resposta do hospedeiro, que ndo sao
vistas quando ha apenas a infeccdo com o Mtb.

o A BCG consegue induzir efeitos prolongados, que se mantém durante a vida
do individuo, através da modulacdo de genes importantes que podem atuar
diretamente no controle da infec¢cdo pelo Mtb, e consequente estabelecimento da

doenca.
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