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MOTA, Scarlet Torres Moraes. Perfis transcricionais associados a imunizacdo com a
vacina BCG e modulacéo do gene RAB11A na tuberculose. 2022. 96 f. il. Tese (Doutorado
em Patologia Humana) — Universidade Federal da Bahia, Faculdade de Medicina, Instituto
Gongcalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

RESUMO

INTRODUGCAO: A tuberculose (TB) é uma doenca de dificil controle e os mecanismos
envolvidos na progressdo da doenga ndo sdo totalmente estabelecidos. Transcriptomas vem
sendo estudados com o objetivo de identificar potenciais alvos que auxiliem no entendimento
dos processos envolvidos na TB e no desenvolvimento de estratégias para o combate da
doenca. Ndo ha dados na literatura sobre como a vacinagdo com a BCG, apontada com a
capacidade de modular a resposta do hospedeiro, pode impactar nestes estudos. OBJETIVO:
Identificar os perfis transcricionais associados a imunizacdo com a vacina BCG e a
tuberculose e o possivel papel do gene RAB11A na doenca. MATERIAL E METODOS:
Duas metandlises utilizando dados de transcriptoma de sangue total obtidos nos repositérios
GEO e SRA NCBI foram conduzidos para identificacdo de genes diferencialmente expressos
dentro do grupo de individuos vacinados e ndo vacinados com a BCG que possuiam as formas
ativa e latente da TB e controles ndo infectados. Validagdo experimental e avaliagGes in vitro
foram conduzidas para avaliacdo em especial do gene RAB11A. RESULTADOS: Na
metanalise do GEO, ao comparar 0s grupos dos controles, dos individuos com TB ativa e
latente que ndo foram vacinados, observou-se 100 genes (92 modulados negativamente e 8
modulados positivamente), associados principalmente com vias e funcdes ligadas ao
metabolismo. Ja entre os individuos vacinados, comparando-se 0s mesmos grupos, foram
observados 53 genes, sendo 18 superexpressos e 35 subexpressos, associados principalmente
aos processos de imunidade. Para a metandlise pelo SRA, verifica-se também perfis génicos
distintos ligados a vacina, com 5 genes subexpressos identificados para os vacinados e 2
genes (1 super e 1 subexpresso) para 0s ndo vacinados. Um dos genes apontados na
metanalise como superexpresso em individuos com a TB ativa e ndo vacinados com a BCG,
quando comparados aqueles vacinados, o RAB11A, também foi apontado com valores médios
de expressao maiores em individuos com o mesmo perfil, em amostras de sangue total de uma
coorte de pacientes da nossa populacdo, corroborando com os dados da metanalise. Valores de
expressao deste gene também foram menores em células THP-1 infectadas com a cepa vacinal
BCG em comparagio com as ndo infectadas. CONCLUSAO: A imunizagio prévia com a
vacina BCG interfere na modulacdo de genes especificos do hospedeiro, em especial para o
gene RAB11A, um alvo que merece ser melhor estudado na tuberculose.

Palavras-chave: Tuberculose. BCG. Expresséo génica. RAB11.



MOTA, Scarlet Torres Moraes. Transcriptional profiles associated with immunization
BCG and RAB11A modulation in tuberculosis. 2022. 96 f. il. Tese (Doutorado em
Patologia Humana) — Universidade Federal da Bahia, Faculdade de Medicina, Instituto
Gongcalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Tuberculosis (TB) is a disease difficult to manage and the mechanisms
involved in disease progression are not fully established. Transcriptomes have been studied
with the objective of identifying potential targets that help in the understanding of the
processes involved in TB and in the development of strategies against disease. There is no
data in the literature on how BCG vaccination, which has been shown to have the ability to
modulate the host response, may impact these studies. AIM: To identify the transcriptional
profiles associated with immunization BCG and tuberculosis and the possible role of the
RAB11A gene in the disease. MATERIAL AND METHODS: Two meta-analyses using
whole blood transcriptome data obtained from the GEO and SRA NCBI repositories were
conducted to identify differentially expressed genes within the group of BCG vaccinated and
unvaccinated individuals who had active and latent forms of TB and non-infected controls.
Experimental validation and in vitro evaluations were conducted to evaluate of the RAB11A
gene. RESULTS: In the GEO meta-analyses, when comparing the groups of controls,
individuals with active and latent TB that were unvaccinated, 100 genes were observed (92
down-regulated and 8 up-regulated), mainly associated with pathways and functions linked to
metabolism. Among vaccinated individuals, comparing the same groups, 53 genes were
observed, being 18 overexpressed and 35 underexpressed, mainly linked to immunity
processes. For the SRA meta-analysis, distinct vaccine-linked gene profiles were also
verified, with 5 underexpressed genes identified for the vaccinated and 2 genes (1 over and 1
underexpressed) for the unvaccinated. One of the genes identified in the meta-analysis as
overexpressed in individuals with active TB and unvaccinated with BCG, when compared to
those vaccinated, RAB11A, was also identified with higher mean expression values in
individuals with the same profile, in whole blood samples from a cohort of patients in our
population, corroborating the meta-analysis data. Expression values of this gene were also
lower in THP-1 cells infected with the BCG vaccine strain compared to non-infected ones.
CONCLUSION: Prior immunization with the BCG vaccine interferes with the modulation of
specific host genes, especially for the RAB11A gene, a target that deserves to be better studied
in tuberculosis.

Keywords: Tuberculosis. BCG. Gene expression. RAB11.
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1 INTRODUCAO

1.1 TUBERCULQOSE: ASPECTOS GERAIS

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa, transmissivel pelo ar e causada pelo
bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (WHO, 2021). Constitui uma das infec¢cbes mais
comuns no mundo e tem afetado a humanidade por séculos (CDC, 2021).

A transmissdo da TB se da, em geral, por meio de aerossdis contendo as
micobactérias, que sao liberados por meio da tosse, espirro ou fala de individuos doentes com
tuberculose pulmonar ou laringea, principalmente aqueles que se encontram em quadro
bacilifero (BRASIL, 2019). Porém, nem todas as pessoas expostas a individuos com a forma
ativa da doenca serdo infectadas. Existem fatores cruciais que determinam a transmisséo do
bacilo, a exemplo da susceptibilidade do individuo exposto, da infectividade do doente, da
viruléncia do patégeno, além de fatores ambientais ligados diretamente a exposi¢do (CDC,
2021).

A maioria dos individuos infectados permanecerd em um estado latente de infeccéo,
onde nenhum sintoma clinico esta presente. Apenas uma pequena porcentagem dessas pessoas
ird eventualmente progredir e desenvolver a doenca ativa, e todo esse processo é dependente
de uma variedade de fatores ambientais, sociais, demograficos e econémicos, além de fatores
do proprio hospedeiro e patégeno (YOUNG et al.,, 2008; COMAS; GAGNEUX, 2009;
NARASIMHAN et al., 2013; NUNES-ALVES et al., 2014; BRASIL, 2019).

Determinados grupos populacionais se encontram mais vulneraveis a certas condi¢des
de salde e de vida que os levam a um maior risco de adoecimento por TB em comparacao

com o risco da populagéo geral (Figura 1) (BRASIL, 2019).

Populagdes vulneraveis Risco de adoecimento por tuberculose

Indigenas® 3 vezes maior

Privados de liberdade® 28 vezes maior
Pessoas que vivem com o HIV/aids (PVHA)® 28 vezes maior
Pessoas em situacdo de rua® 56 vezes maior

*5inan/M5 e IBGE.
"Tbhweb, SP, 2015 e Pessoa em Situacac de Rua: Censo Sao Paulo, capital (2015)

Figura 1 - Risco de adoecimento por tuberculose em populagdes vulneraveis em comparagdo ao risco da
populacéo geral
Fonte: (BRASIL, 2019).
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Nos ultimos anos, o desfecho da infec¢do pelo Mtb vem deixando de ser representado
com uma distribuicdo bimodal, atribuida apenas pelas formas latente e ativa, e com base na
auséncia ou presenca de sintomas clinicos. Toda a diversidade de elementos envolvidos na
transmissdo, infeccdo e progressdo para a doenca ativa tem sido reconhecida como um
espectro representado por diferentes estigios, e ndo como uma doenca de distribuicao
simples, onde os individuos podem avancar e reverter os quadros, dependendo de fatores
como as mudancas na imunidade do hospedeiro e a ocorréncia de comorbidades. A transi¢ao
entre esses estados é atribuida a flutuacGes na carga bacteriana, e também no equilibrio entre
fatores pré- e anti-inflamatérios e outros mecanismos imunoldgicos (BARRY et al., 2009;
LIN; FLYNN., 2010; ERNST, 2012; PAl et al., 2016; PETRUCCIOLI et al., 2016).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

Apesar de ser uma doenga tratavel, a tuberculose ainda persiste como um grave
problema de salde publica, sendo a causa de morbidade e mortalidade no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017; BRASIL, 2021) e no mundo (WHO, 2021). Permanece no
grupo das doencas que mais matam mundialmente, e, até a pandemia do coronavirus
(COVID-19), constituia a principal causa de morte por um Unico agente infeccioso (WHO,
2021). Em 2019, ocupou a posi¢do de oitavo e nono lugar, respectivamente, entre todas as
doencas que mais mataram nos paises de renda baixa e renda média baixa em todo o mundo
(Figura 2) (WHO, 2021). Atualmente, o Brasil é considerado como um pais de renda média-
alta (THE WORLD BANK, 2022).
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Causas de morte no mundo
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Fonte: Estimativas da Organizacdo Mundial da Salde. Nota: Classificacdio de renda do Banco Mundial 2020

Figura 2 - Dez principais causas de morte nos paises de renda baixa (grafico a esquerda) e renda média baixa
(gréfico a direita), em 2019. Os paises sao classificados pelo Banco Mundial, com base na renda nacional bruta,
em quatro grupos de renda — baixa, média baixa, média alta e alta

Fonte: (Adaptado da WHO, 2021).

Cerca de ¥ da populacdo mundial esté infectada com o patdgeno e, para estas pessoas,
0 risco de desenvolver a doenca ativa ao longo da sua vida é de cerca de 5-10% (WHO,
2020). Em 2019, foram estimados 10 milhdes de novos casos e 1,2 milhGes de mortes pela
doenca no mundo. No Brasil, foram diagnosticados 73,864 novos casos de tuberculose e
registrados 4,532 ébitos decorrentes da doenca, no ano de 2019. Apesar de se observar uma
constante queda dos numeros ao longo dos anos, essa diminuicdo tem ocorrido muito
lentamente, comprometendo o objetivo de erradicacdo da doenca (BRASIL, 2020; WHO,
2020; BRASIL, 2021).

1.3 IMUNIDADE DO HOSPEDEIRO NA TUBERCULOSE

Apos a inalagdo dos aerossois contendo os bacilos, macrdfagos residentes no pulméo
interagem diretamente com o Mtb, compondo uma das primeiras barreiras de defesa contra o
patdgeno (NUNES-ALVES et al., 2014; SIA et al.,, 2015). Os bacilos sdo fagocitados,
permanecendo no interior do fagossomo e interagdes desencadeadas neste processo irdo ditar
se ocorrera a destruicdo do bacilo ou a sua permanéncia e multiplicacdo nas células (BUSSI;
GUTIERREZ, 2019).
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Desfechos diferentes podem ser desencadeados de acordo com a resposta imune
deflagrada. A erradicagdo total do Mtb intracelular ocorre raramente, apds reconhecimento do
bacilo. Ha indicios de que isso seja facilitado pela ligacdo ao receptor toll-like 2 (TLR2).
Nesse processo ha a ativacdo da fagocitose e desencadeamento da resposta imune inata, bem
como de outros processos celulares envolvidos na eliminagdo do bacilo, como a apresentacao
de antigenos, ativacdo do inflamassoma, autofagia e apoptose. Na grande maioria dos casos
hd a falha em erradicar completamente o patdgeno. Este pode entdo estabelecer-se no
hospedeiro em estagio latente, ou mais raramente (em individuos imunossuprimidos ou com
sistema imune imaturo) desencadear a forma ativa da TB. Na fase latente, o bacilo pode
permanecer dormente por anos, podendo ser detectado em estruturas denominadas
granulomas. O bacilo reativado (por exemplo, em consequéncia de um sistema imunolégico
debilitado) ou que ndo foi contido na fase inicial da infeccdo pode se disseminar no pulmao
ou mesmo para outros 6rgdos, ocasionando a doenca ativa (MAPHASA; MEYER; DUBE,
2021).

Os macrofagos sdo as células do hospedeiro que estdo predominantemente envolvidas
na entrada, crescimento e contencao dos bacilos dentro do individuo infectado. Essas células
sdo indutoras e efetoras da inflamagdo, mediando a destruicéo e reparo tecidual, além de agir
na imunidade inata e adaptativa. O Mtb e os macréfagos possuem diferencas em suas
atividades metabdlicas, e suas interagdes sdo importantes para determinar o resultado da
infeccdo (MARAKALALA et al., 2018).

No estagio inicial da infeccdo, macro6fagos incapazes de conter a infeccdo irdo atuar
produzindo citocinas que estimulam a migracdo de células imunes. As células inflamatdrias
recrutadas acumulam-se no local formando o granuloma, uma estrutura constituida
principalmente por macréfagos, incluindo aqueles diferenciados em células epitelidides e
espumosas, além de células gigantes multinucleadas, granulécitos e linfécitos. Essa estrutura
surge como uma reacao inflamatoria do hospedeiro frente ao bacilo (NUNES-ALVES et al.,
2014). O granuloma é uma lesdo complexa composta por varias células do sistema imune, que
ao mesmo tempo em que visa isolar efetivamente o patdgeno contendo o seu crescimento e
disseminacdo, acaba também agindo como um local para o bacilo persistir como infeccéo
latente. A manutencdo do granuloma é critica no controle da tuberculose (GUPTA et al.,
2012, JAGATIA; TSOLAKI, 2021).

Além dos macrofagos, o Mth é capaz de infectar outros tipos celulares, como
neutrofilos, células endoteliais e células-tronco mesenquimais. Apos ser internalizado, o

bacilo pode residir em diferentes compartimentos, como endossomas, fagossomos e
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autofagossomos, e ter acesso ao citosol. Varios mecanismos celulares e imunoldgicos do
hospedeiro sdo iniciados como forma de tentar eliminar o bacilo e controlar a infeccéo;
concomitantemente, uma gama de estratégias de evasao e viruléncia do Mtb é ativada, de
forma a competir com os mecanismos do hospedeiro e permitir a sobrevivéncia e replicacdo
bacteriana (Figura 3) (BUSSI; GUTIERREZ, 2019)

Hospedeiro Orgdos/Tecidos  Granuloma Células Nivel Subcelular Al

" €2 Nodulos
3 Linfaticos
id
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Figura 3 - Patogénese da TB. Ap0s a inalacdo das particulas contendo o Mtb, uma resposta inflamatéria inicia-se
no pulmao, caracterizada pelo recrutamento de diferentes tipos celulares e contengdo do bacilo em estruturas
denominadas granulomas. Nesse contexto, 0 Mtb consegue infectar diferentes tipos celulares, como macréfagos,
neutréfilos e células endoteliais, e a nivel subcelular pode se encontrar em diferentes compartimentos, como o
fagossomo, autofagossomo e citosol. As interagdes desencadeadas nesse processo podem ditar trés cendrios
diferentes, que irdo favorecer o controle da infeccdo pelo hospedeiro, o estagio de laténcia ou favorecer o
estabelecimento da infecgéo pelo Mtb.

Fonte: (Adaptado de BUSSI; GUTIERREZ, 2019).
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Do ponto de vista funcional, os macr6fagos podem liberar um elevado nimero de
citocinas: anti-inflamatérias, como a interleucina-10 (IL-10) e o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B); pro-inflamatdrias, como os interferons do tipo I (IFN tipo 1),
fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 beta (IL-1pB), interleucina-12 (IL-12),
interleucina-18 (IL-18) e interleucina-6 (IL-6); e quimiocinas. Eles podem também expressar
receptores de citocinas, produzir fatores de crescimento (a exemplo do fator estimulador de
colonias de macrdéfagos, M-CSF, do fator estimulador de colénias de macrofagos e
granulocitos, GM-CSF, além de fatores de crescimento de fibroblastos e do endotélio
vascular), eritropoietina, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e 6xido nitrico (NO).
Compreendem a maior fonte de metabdlitos do araquidonato, eicosandides, ja demonstrados
como reguladores importantes da inflamagdo, moduladores da morte celular de macrdfagos,
da formacédo do granuloma e do desfecho da doenca (GUPTA et al., 2012; MARAKALALA
et al., 2018). A polarizagdo de macréfagos em M1 e M2 é equilibrada pelo hospedeiro como
forma de lidar com a infeccdo crénica, onde os macréfagos M1 sdo responsaveis por uma

resposta pro-inflamatdria, enquanto os M2 promovem uma resposta anti-inflamatéria. A
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producdo dessas diferentes moléculas regula a promocdo e formacdo do granuloma,
determinando consequentemente a evolucéo da doenca (JAGATIA; TSOLAKI, 2021).

Os neutrofilos agem produzindo e secretando enzimas, além de intermediarios reativos
de oxigénio, de forma a conter o crescimento bacteriano e promover a morte de macrofagos
infectados. Ja as ceélulas naturais killer (NK) produzem mediadores que restringem a
replicacdo bacteriana nos macréfagos, como a IL-12, TNF e interferon-gama (IFN-y), além de
atuarem na citolise de células infectadas e bactérias intracelulares, bem como na ativacdo de
macrofagos atraves do IFN-y (GUPTA et al., 2012; SIA et al., 2015). As células dendriticas
(DCs) possuem papel na ativacdo e diferenciacdo de celulas T. Por sua vez, essas ultimas
englobam subtipos que potencializam a atividade antibacteriana dos macréfagos atraves da
liberacdo de citocinas, como o IFN-y e o TNF, ou tém papel citotdxico, ou regulador da
resposta.

As células T CD4+ tém papel na regulacdo imune através da expressdo de diferentes
fenotipos, como 0 Thi, o0 Th2 e o0 Th17 (COFFMAN, 2006; YOUNG et al., 2008; ARAUJO-
PIRES et al., 2014). Linfdcitos com diferentes perfis podem proliferar e ditar o caminho da
resposta imune frente a infeccdo. Alguns autores sugerem que o perfil Th1l propicia o controle
e contencdo dos bacilos dormentes pelos macr6fagos espumosos até que seja controlado pelo
préprio encapsulamento da lesdo, enquanto o perfil Th17 contribui para 0 aumento das lesdes
devido ao recrutamento de células polimorfonucleares e crescimento de bacilos extracelulares
em armadilhas extracelulares dos neutrofilos (NETSs, do inglés neutrophil extracellular traps)
(CARDONA, 2018). Finalmente, as células T, principalmente CD8+, induzem a morte de
células infectadas, e dessa forma contribuem para a eliminacdo de bactérias intracelulares
(GUPTA et al., 2012).

1.4 MECANISMOS DE EVASAO DO BACILO

O Mtb é um patogeno altamente adaptado que desenvolveu estratégias para resistir a
resposta imune do hospedeiro, sendo capaz de modular tanto a resposta imune inata como a
adaptativa, bem como de escapar do macrdfago através da evasdo ou subversdo das fungoes
efetoras imunes (SHARMA et al., 2022). E capaz de interferir e modificar a acdo dos
macrofagos por meio da sinalizagéo de vias importantes ao seu favor. Genes identificados em
seu genoma, como o0s genes das familias Pro-Glu (PE)/Pro-Pro-Glu (PPE) e ESX (do inglés,
6-kDa early secretory antigenic target (ESAT-6) secretion system 1), vém sendo associados

com a sobrevivéncia e crescimento, assim como viruléncia do bacilo, atraves da modulagéo de
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mecanismos que conferem ao bacilo a habilidade de adaptar o seu metabolismo frente a
modificagdes no ambiente, possibilitando assim a sua persisténcia no organismo do
hospedeiro (COLE et al., 1998; DUBNAU et al., 2002; CAMPQOS, 2006; FORRELLAD et al,
2013; SIA et al., 2015).

O género Mycobacterium constitui um alvo dificil para o desenvolvimento de terapias
eficazes devido & complexidade da sua fisiologia, morfologia e dos seus mecanismos de
viruléncia. Os fatores de viruléncia micobacterianos compreendem genes e componentes
celulares que permitem sua persisténcia no hospedeiro, atuando na colonizacéo, replicacao e
sobrevivéncia. Os fatores de viruléncia de Mtb bem estabelecidos na literatura incluem
lipidios expostos a superficie na membrana externa da micobactéria, proteinas das familias
Esx e PE/PPE, essas Ultimas secretadas pelos sistemas de secrecdo do tipo VII (T7SS) (LY;
LIU, 2020). Proteinas PE_PGRS (sequéncias polimérficas ricas em GC) também vém sendo
apontadas como importantes na viruléncia do Mth. A expressdo de proteinas
PE/PPE/PE_PGRS confere um nivel mais alto de viruléncia as diferentes cepas de Mtb, e tem
a capacidade de atuar mascarando o efeito de moléculas efetoras do hospedeiro, modulando
assim a vigilancia imunolégica. Proteinas PE/PPE/PE_PGRS influenciam na atividade do
macrdfago por modular ou modificar a dindmica celular. Podem controlar a resposta imune do
hospedeiro através da regulacdo positiva da producdo de citocinas dirigidas a uma resposta
pro-inflamatoria ou anti-inflamatoria, modificando assim o balanco das respostas imunes em
favor da sobrevivéncia do bacilo e progressdo da doenca. Além disso, estdo implicadas
também em outras cascatas de sinalizacdo, a exemplo da ativacdo ou inibi¢do de vias de morte
celular (QIAN et al., 2020; SHARMA et al., 2022).

Outras estratégias desenvolvidas pelo Mtb incluem a capacidade de inibir a maturacao
e acidificacdo de fagolisossomos, inibir o estresse oxidativo e a funcdo dos intermediarios
reativos de oxigénio e nitrogénio, como também inibir a apoptose e autofagia (ZHAI et al.,
2019). O Mtb é capaz de impedir a fusdo do fagossomo com o lisossomo, causar dano no
fagossomo permitindo a sua fuga para o citosol, inibir o reparo da membrana plasmatica das
células do hospedeiro, assim como favorecer tipos de morte celular que possibilitem a
replicacéo do bacilo, como a necroptose e a ferroptose, em contraposicdo a formas de morte
celular que facilitem uma resposta imune anti-Mtb, como através do apoptose e piroptose
(CHAI et al., 2020).
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1.5 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnostico da tuberculose ativa baseia-se em critérios epidemiologicos e clinicos, e
em exames laboratoriais bacterioldgicos (principalmente a baciloscopia, teste rapido
molecular e cultura) e complementares (de imagem, histolégico, escore clinico)
(PALOMINO, 2005; RYU, 2015; CUDAHY; SHENOI, 2016; BRASIL, 2019; WHO, 2021).
Para a detec¢do da infeccdo latente, utiliza-se a prova tuberculinica (PT), também denominada
teste cutdneo tuberculinico (tuberculin skin test, TST), e os ensaios de liberacdo de IFN-y
(interferon-gamma release assay, IGRA), baseados na medicdo da resposta imune do
individuo frente a antigenos da micobactéria (CUDAHY; SHENOI, 2016; BRASIL, 2019).
Ensaios de IGRA como o QuantiFERON-TB® (QFT) e o T SPOT-TB® utilizam antigenos
especificos para 0 Mtb, como o ESAT-6, CFP-10 (do inglés, culture filtrate protein 10), e
TB7.7 (Rv2654c). O uso desses antigenos torna esses testes mais especificos do que o TST,
por ndo serem compartilhados com o Mycobacterium bovis nem com a maior parte das
micobactérias ndo tuberculosas (MNT). So exce¢Bes 0 M. marinum, o M. sulzgai e 0 M.
kansassi (PALOMINO, 2005; GONG; WU, 2021). Ensaios mais recentes vém sendo
desenvolvidos, a exemplo do LIOFeron, que além dos antigenos listados acima, utiliza
também o Ala-DH (do inglés, alanine dehydrogenase) (GONG; WU, 2021).

A tuberculose é uma doenca curavel, especialmente tratando-se de individuos
infectados com bacilos suscetiveis as principais drogas anti-tuberculose (TB sensivel), desde
gue sejam seguidos todos os critérios do regime de tratamento (doses corretas, tempo
completo de tratamento previamente estabelecido, esquema de drogas adequado) (BRASIL,
2019). Sem o tratamento, a taxa de mortalidade da doenca é alta (WHO, 2021). O esquema
padronizado para TB sensivel envolve quatro farmacos (isoniazida, rifampicina, pirazinamida
e etambutol), e dura 6 meses. A adesdo ao tratamento € um gargalo nesse processo, pois 0
tempo longo de tratamento e os efeitos adversos contribuem para que o abandono seja um
desfecho frequente (BRASIL, 2011; BRASIL, 2019; WHO, 2021). Nos casos de resisténcia
as drogas envolvidas no tratamento da TB, que pode ser classificada como monorresisténcia,
polirresisténcia, multirresisténcia, resisténcia extensiva e resisténcia a rifampicina (Figura 4),
o regime de tratamento ¢ alterado (BRASIL, 2011; BRASIL, 2019).
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Monorresisténcia Resisténcia a 1 farmaco antituberculose
Polirresisténcia Resisténcia a 2 ou mais farmacos antituberculose, exceto a associacdo rifampicina e isoniazida
Multirresisténcia Resisténcia a pelo menos rifampicina e isoniazida

Resisténcia a rifampicina e isoniazida, associada & fluoroquinolona e a um injetavel de sequnda

Resisténcia extensiva . o o
linha (amicacina e capreomicina)

Resisténcia a rifampicina diagnosticada por meio do Teste Rapido Molecular para Tuberculose (TRM-TB),

Resisténcia a rifampicina independente de resultades futuros utilizando teste de sensibilidade

Figura 4 - Classificacdo da resisténcia as drogas do tratamento para TB.
Fonte: (BRASIL, 2019).

1.6 BACILO DE CALMETTE-GUERIN (BCG)

A Unica vacina licenciada e disponivel contra a tuberculose é produzida com
micobactérias vivas e atenuadas da espécie M. bovis (Bacilo de Calmette-Guérin, BCG). Foi
desenvolvida ha quase 100 anos e é amplamente utilizada em todo o mundo (WHO, 2021).
Tem eficacia limitada em evitar o adoecimento pela forma pulmonar da doenca,
especialmente com o aumento da idade e da exposi¢do ao Mth, mas protege substancialmente
contra as formas mais graves (miliar e meningea) em criancas (MANGTANI et al., 2014;
VERRALL et al., 2020; TRAUER et al., 2021). No Brasil, as cepas utilizadas sdo a BCG
Moreau-RJ e, mais recentemente, BCG Russia (BITENCOURT et al., 2021). A vacina é
disponibilizada gratuitamente pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e recomenda-se a aplicagio
até 3 dias apds o nascimento, apresentando ampla cobertura vacinal com cerca de 99% até o
ano de 2018 (WHO, 2017; BRASIL, 2019). Nos ultimos anos, a cobertura de vacina¢do no
Brasil tem sofrido uma drastica mudanca, com diminuicdo significativa nas diferentes regides
do pais (CESARE et al., 2020). Em relacio a cobertura vacinal da BCG, observa-se que esta
vem sofrendo um declinio acentuado a partir do ano de 2019 (MINISTERIO DA SAUDE,
2022) (Figura 5).
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Imunizacoes - Cobertura - Brasil

Coberturas Vacinais por Ano segundo Imuno

Imuno: BCG

Ano: 2015-2022

Imuno | 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 Total
Total | 105,08 9555 9798 9972 8667 7561 7070 61,90 8766
BCG | 10508 9555 9798 99,72 8667 7561 70,70 €190 87,66

Fonte: Sistema de Informacio do Programa Nacional de Imunizacdes (SI-PNI/CGPNI/DEIDT /SWS/MS)

Motas: » Dados sujeitos a revisae « Data de atualizacdo dos dados:20/0%/2022

Figura 5 - Cobertura vacinal para a BCG no Brasil nos anos de 2015 até 2022.
Fonte: (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A eficacia em adultos contra a forma pulmonar da doenca é bem variavel, e essa
heterogeneidade na protecdo pode ser atribuida a multiplos fatores, como a exposicdo prévia
ao Mtb, assim como a micobactérias ambientais (BARRETO et al., 2005; DAVIDS et al.,
2006; BARRETO et al., 2006; PEREIRA et al.; 2007; MANGTANI et al., 2014; TRAUER et
al.; 2021). Estudos de revacinacdo tém sido executados buscando entender melhor os efeitos
da vacina, e recentemente foi demonstrado que a revacinacédo de adolescentes QFT- (auséncia
de exposicdo indicada ao Mtb) levaria a uma protecdo contra a conversdo sustentada ao teste
de QFT (NEMES et al., 2018).

Diversos estudos tém mostrado a capacidade da BCG em gerar efeitos ndo especificos,
de longo prazo, em individuos ndo acometidos pela tuberculose. Dessa forma, a BCG pode
propiciar protegéo cruzada contra diferentes doengas, infecciosas e ndo-infecciosas, levando a
reducdo da mortalidade de individuos vacinados em relagdo aos ndo vacinados. No campo da
imunoterapia, hd muitos anos a BCG é utilizada como tratamento padrdo, por exemplo, contra
o céancer de bexiga. A BCG vem sendo associada também com outras aplicag@es clinicas,
apresentando boa performance na imunoterapia contra o melanoma, e em doengas auto-
imunes, a exemplo da diabetes do tipo 1 e da esclerose multipla (Figura 6) (THOMPSON et
al., 2015; ZHENG et al., 2015; KOWALEWICZ-KULBAT; LOCHT, 2017; COVIAN et al.,
2019). Na asma alérgica, a BCG € capaz de prevenir ou reduzir a resposta inflamatéria
induzida pelo alérgeno, redirecionando a resposta Th2 patogénica para uma resposta Thl
protetora e/ou de células T regulatorias (KOWALEWICZ-KULBAT; LOCHT, 2017).
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Figura 6 - Aplicacbes da BCG na imunoterapia do céncer e doencas auto-imunes. HbAlc (hemoglobina
glicosilada), SNC (sistema nervoso central), NK (Células Natural Killer), M@ (Macréfagos), NMI (Néo-
muscular invasiva)

Fonte: (COVIAN et al., 2019)

Essa habilidade de modificar a resposta do hospedeiro de forma prolongada e
inespecifica foi denominada imunidade treinada, e sugere a ocorréncia de uma reprogramacao
de longo prazo da resposta imune inata (ARTS et al., 2018; UTHAYAKUMAR et al., 2018;
MOURITS et al., 2020; ADESANYA et al., 2021). Estudos em humanos e camundongos
sugerem que a reprogramacao epigenética, por meio da modificacdo de histonas em elementos
reguladores de determinados genes, aumenta a capacidade das células da resposta inata

responderem a um patdgeno de forma inespecifica, através da inducdo de citocinas pro-
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inflamatérias, caracterizando um estado “treinado” (COVIAN et al., 2019; ADESANYA et
al., 2021).

Novas estratégias que possam melhorar a eficacia da vacinacdo contra a TB vém
sendo discutidas, e utilizar como alvo a modulacdo da imunidade inata (por exemplo, através
da inducdo de diferentes tipos de morte celular, de células T regulatérias ou de citocinas anti-
inflamatorias) apos a vacinagdo para o aumento dessa eficicia tem-se mostrado uma estratégia
promissora (SCHAIBLE et al., 2017).

Estudos sugerem que um mecanismo celular de defesa importante, a autofagia, pode
ser responsavel por controlar a inducdo da imunidade treinada induzida pela BCG. Tanto a
inibicdo farmacol6gica como polimorfismos em genes relacionados & autofagia bloqueiam a
imunidade treinada induzida pela vacina (BUFFEN et al., 2014). A via de sinalizacdo Wnt /B-
catenina também ja se mostrou como um regulador da autofagia em células infectadas com a
BCG, sendo capaz de inibi-la (WU et al., 2019).

Esses achados abrem novas possibilidades para a identificacdo de alvos potenciais que
atuem nestes processos e que possam vir a ser utilizados como uma forma de imunoterapia,
com efeito de aumento da protecado, e consequente aprimoramento de futuras vacinas baseadas
na BCG (BUFFEN et al., 2014; SCHAIBLE et al., 2017; WU et al., 2019).

A capacidade da BCG em influenciar e modificar diferentes mecanismos do
hospedeiro acaba abrindo um novo campo de estudo para o entendimento dos processos

associados a TB e desenvolvimento de novas abordagens para 0 manejo da doenca.

1.7 TERAPIAS DIRECIONADAS AO HOSPEDEIRO EM TUBERCULOSE

Em 2015, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) criou a estratégia End TB, que tem
como objetivo acabar com a epidemia global da tuberculose, por meio da reducdo global da
incidéncia (em 90%) e da mortalidade (em 95%) da doenca, até o ano de 2035. Um dos
pilares desta estratégia baseia-se na inovagdo e intensificacdo da pesquisa para 0
desenvolvimento de novos diagnosticos, tratamentos e formas de prevencdo da tuberculose,
que possam ser adotadas e implementadas efetivamente em todo o mundo (WHO, 2015;
WHO, 2021).

Terapias capazes de modular a resposta imune tém o potencial de reduzir a patologia
pulmonar e melhorar o desfecho da doenca. Sdo parte das estratégias denominadas terapias
direcionadas ao hospedeiro (HDT, host-directed therapies) e seu potencial no combate a TB
tem sido reconhecido (AHMED et al., 2020).
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HDTs contra a tuberculose tém sido estudadas com foco na atuagdo em processos
especificos. Agentes como a vitamina Ds Rapamicina, Metformina, Acido Valproico e
Estatina tém sido investigados como ativadores da autofagia, 0 que aumentaria a morte
intracelular do Mtb. Etanercept e Bevacizumab desintegram a estrutura do granuloma e
favorecem a entrada de drogas nas células infectadas. Ibuprofeno, Diclofenaco, Acido
Acetilsalicilico e Vitamina D3 potencializam a resposta antiinflamatéria, reduzindo
inflamacéo e dano tecidual (DARA et al., 2019; AHMED et al., 2020). miRNAs também vém
sendo apontados como promissores HDTs por terem a capacidade de regular a imunidade
contra a tuberculose, atraves, por exemplo, da modulacdo da autofagia e apoptose (SABIR et
al., 2018).

Os avangos no campo da genémica podem fornecer uma visao sobre possibilidades de
caminhos a serem explorados como possiveis terapias, e neste contexto, moléculas e vias por
elas estimuladas constituem alvos interessantes, pela possibilidade de associacdo com a
protecdo e a patogénese das infeccdes micobacterianas (ETNA et al., 2014; DARA et al.,
2019).

Biomarcadores podem desempenhar um papel no desenvolvimento de novas
ferramentas necessarias para 0 combate a tuberculose, por serem indicadores de doenca ou de
imunidade do hospedeiro, que podem vir a ser utilizados de forma Unica ou em combinacéo,
correspondendo a uma bioassinatura. Podem vir a ser desenvolvidos para auxiliar de diversas
formas, seja na identificacdo da infeccdo vs doenca, infeccdo e resposta ao tratamento, como
na avaliacdo da eficacia vacinal (FLETCHER.; DOCKRELL, 2016).

No geral, bioassinaturas de infeccéo e risco de doenga tém sido identificadas, mas néo
de protecdo, visto que ndo se tem até hoje uma completa compreensdo da resposta do
hospedeiro na tuberculose. Nesse sentido, analises de expressao génica usando microarranjos
e RNA-seq tém auxiliado com uma visdo mais objetiva e ampla da imunologia na TB,
propiciando a identificacdo tanto de genes como de miRNAs ligados ao hospedeiro que
podem vir a ser utilizados no combate a doenca (FLETCHER.; DOCKRELL, 2016;
SAMPATH et al, 2021).

Assinaturas transcricionais tém sido encontradas na TB, no entanto, apesar de
ajudarem a entender melhor a sua patogénese, ndo ha um consenso entre os trabalhos sobre
qual grupo de moléculas seria crucial nesse contexto (BERRY et al., 2010; ANDRADE et al.,
2014; MIHRET et al.,2014; KUBLER et al., 2015; HAAS et al., 2016; LEE et al.,2016;
DENG et al., 2019; ZHANG et al., 2019). Mdltiplos fatores podem influenciar na diversidade
de assinaturas, desde diferencas de cunho genético e regido demografica das populacdes, até
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variagdes entre os estudos e técnicas metodologicas utilizadas (HAAS et al., 2016; LEE et al.,
2016).

N&o ha consenso na literatura sobre quais seriam as moléculas que constituem o0s
melhores alvos, nas populacdes em geral. Trabalhos vém sendo desenvolvidos com a
avaliacdo de genes que permitem a distingdo entre os diferentes estados da tuberculose,
constituindo potenciais biomarcadores (Tabela 1).

Tabela 1 - Genes biomarcadores candidatos para distingdo entre os estados da tuberculose.

Citacéo Genes Utilizacéo

LU etal., 2011 Combinacéo de CXCL10, Distinguir a forma ativa da
ATP10A, TLR6 infeccéo latente

MIHRET et al., 2014 BCL2, BLR1, FCGR1A, IL4D2, Distinguir casos ativos e contatos
MARCO domiciliares sem a doenga
CCL19, TGFB1, FOXP3 Distinguir individuos com

infeccdo latente e contatos ndo

infectados

Combinacdo de BPI, CCL19, Distinguir contatos QFT+ e QFT-
FOXP3, FPR1, TGFB1

LEE et al., 2016 ASUN, DHX29, PTPRC Discriminar a forma ativa e a

infeccdo latente

Fonte: Elaboragdo da autora

Nosso grupo buscou verificar se ha um padrdo distinto de expressdo génica em
individuos vacinados e ndo vacinados com BCG, para identificar potenciais vias estimuladas
pela vacina que possam estar associadas a uma resposta protetora contra a tuberculose, e dessa
forma apontar possiveis alvos para novas terapias contra a doenca. Nossos resultados iniciais,

a partir de uma metanalise de dados disponiveis na literatura, comparando individuos doentes
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e ndo vacinados com a BCG aqueles vacinados, sugeriram a modulacdo diferencial de uma
GTPase da subfamilia Rab11, o RAB25 (MOTA, 2018). Esse gene é expresso especificamente
em células epiteliais, porém tem sequéncia semelhante a outros membros desta subfamilia, ja
descritos com expressdao em sangue total. O RAB25 estd associado a vias envolvidas na

autofagia, migracdo, morte e proliferagdo celular.

1.8 SUBFAMILIA RAB11

Ap0s a sua internalizagdo, atraves da fagocitose, pelos macréfagos, o Mtb permanece
localizado dentro dos fagossomos. Essas estruturas passam por uma série de eventos de fusdo
até amadurecer e poder ter uma acdo antimicrobiana. Essa progressdo, denominada maturacao
do fagossomo, é ativamente regulada e conduzida por moléculas conhecidas como Rab
GTPases. Essas moléculas permitem a identificacdo dos endossomos (Rab5 para endossomos
iniciais e Rab7 para endossomos finais), a triagem de macromoléculas através do processo de
reciclagem, assim como a regulacdo dos eventos de fusdo da membrana (DE ARMENTIA;
AMAYA; COLOMBO, 2016; MAPHASA; MEYER; DUBE, 2021). As diferentes isoformas
das proteinas Rab encontram-se em diferentes compartimentos celulares e atuam em funcGes
especificas, associadas a endocitose, & exocitose e ao transporte (BHUIN; ROY., 2014).

A subfamilia Rab11, composta pelos produtos dos genes RAB11A, RAB11B e RAB25,
vem sendo implicada em diferentes patologias, como doencas neurodegenerativas, infeccdes
intracelulares (Chlamydia), diabetes do tipo 2 e cancer. Sdo conhecidas por serem
conservadas evolutivamente e homologas, sendo descritas com papel crucial na reciclagem
endossomal e na regulacdo do transporte vesicular (KELLY et al., 2012; BHUIN; ROY,
2015). As diferentes isoformas de Rab11 regulam vias de transporte e estdo associadas com
processos celulares importantes, a exemplo da citocinese e fagocitose. Localizam-se em
ambas as vias endocitica e exocitica, mais precisamente nas vesiculas endociticas, vesiculas
pos-Golgi, endossomos de reciclagem e na rede trans-Golgi (FERRO; BOSIA; CAMPA.,
2021).

Diferentes trabalhos tém demonstrado a atuagdo dessas moléculas nos processos de
proliferacdo e migracdo celular, apoptose e autofagia (CHUNG et al., 2016; WANG et al.,
2017; LIU et al., 2012). Além disto, RAB25 também ja foi descrito como um mediador da
resisténcia ao erlotinib em pacientes com cancer de pulméo, sendo apontado como um
promissor biomarcador preditivo e com interessante valor terapéutico (WANG et al.; 2019).

RAB11A e RAB11B demonstraram sitios de ligacdo adequados em sua estrutura que levam
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ao interesse destas moléculas como potenciais candidatos a alvos de drogas (KUMAR,;
LUKMAN., 2018).

Na tuberculose, a apoptose contribui para o controle da infeccdo através da modulagéo
da inflamacdo e aumento da capacidade dos macréfagos em controlar o crescimento
intracelular do bacilo (DALLENGA et al., 2017; ANDERSSON et al., 2014). A via da
autofagia também pode ser associada a protecdo contra a tuberculose, jA que promove a
eliminacdo micobacteriana além de modular a resposta imune, por exemplo, a inflamagé&o.
Além disso, estd envolvida entre os mecanismos de acdo da isoniazida e pirazinamida, duas
das principais drogas utilizadas no tratamento anti-TB (BENTO et al., 2015; BRADFRUTE
et., 2013).

Durante a infeccdo pelo Mtb, o recrutamento de células também possui um papel
fundamental frente a infeccdo. Esse processo requer sinais e sensores, a exemplo das
quimiocinas, que serdo importantes para definicdo de quais células serdo atraidas para o local
de resposta e para que as células migrem adequadamente. O processo de migracdo torna-se
importante entdo, principalmente, no contexto de estabelecimento do granuloma e na
imunidade mediada pelas células contra o patogeno (PETERS; ERNST., 2003;
KAUFMANN; DORHOI., 2013).

No presente trabalho, buscamos identificar os perfis transcricionais associados a
imunizacdo com a vacina BCG e a tuberculose, explorando em especial a expressdo dos genes
da subfamilia Rab11l em amostras da nossa populacdo e em células infectadas com cepas de
micobactérias, investigando a possibilidade desses genes constituirem potenciais alvos para

novas terapias contra a doenga.
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2 JUSTIFICATIVA

A tuberculose € uma doenca que possui uma ampla gama de estados que dependem
diretamente da interacdo entre o bacilo e o sistema imune do hospedeiro, e a multiplicidade de
elementos envolvidos na TB dificulta a diferenciacdo dos seus estagios, e consequentemente
do desenvolvimento de estratégias contra a doenca (PETRUCCIOLI et al., 2016).

Avaliacbes de expressdo génica surgem como uma possibilidade de estudo
exploratdrio que permite investigar a modulacéo de genes do hospedeiro durante os diferentes
estagios da doenca e identificar por meio desta ferramenta novos alvos de investigacdo na
doenca. Dentro destes estudos, ndo se tem levado em consideragdo uma questdo importante
gue concerne a exposicdo do individuo a outras micobactérias, como a propria vacinacao pela
BCG.

A BCG ainda constitui a Unica vacina disponivel para a tuberculose e muito tem-se
discutido a respeito da sua eficacia contra a forma pulmonar, descrita como altamente variavel
entre as populagdes, com o aumento da idade e exposi¢do a micobactérias ligados diretamente
a uma menor eficacia da vacina (FINE et al., 2001; BARRETO et al., 2005; DAVIDS et al.,
2006; BARRETO et al., 2006; PEREIRA et al.; 2007; MANGTANI et al., 2014; POYNTZ et
al., 2014; TRAUER et al.; 2021; WHO, 2021). Além disto, trabalhos ja demonstram a
capacidade da BCG em modificar a resposta do hospedeiro induzindo, especialmente, uma
memaria imune ndo-especifica por meio da geracdo de uma imunidade treinada (COVIAN et
al., 2019; COVIAN et al., 2020). Apesar desses relatos, ainda néo se sabe totalmente quais 0s
efeitos que a BCG pode causar no organismo e a duracao destes efeitos (apontados no geral
como de curto prazo).

Entender melhor os padrdes de expressdo de genes que podem ter possiveis
implicacdes no curso da infec¢do pelo Mth, e sua possivel modulagdo frente aos diferentes
processos bioldgicos que podem ser essenciais na resposta do individuo frente a infeccéo,
considerando entdo a vacinagdo com a BCG como um possivel fator de influéncia nessas
andlises, pode abrir novas perspectivas de investigacdo dos mecanismos envolvidos na
imunopatogénese da doenca, a partir da identificagdo de novas moléculas que possam vir a ser
melhor investigadas como biomarcadores.

Resultados prévios deste trabalho identificaram expressdo aumentada do gene RAB25
em individuos com tuberculose ativa, ndo vacinados com a BCG, em comparagdo com
aqueles vacinados. Este gene pertence a uma subfamilia composta por mais dois membros

(RAB11A e RAB11B) e estdo implicados com vias importantes do hospedeiro. N&o ha
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trabalhos na literatura que abordem a acdo das moléculas desta subfamilia na tuberculose.
Durante as avaliagdes deste trabalho, foi confirmado que apenas o gene RAB11A é expresso
em ceélulas sanguineas, de forma que esta molécula foi sugerida como a que corresponde aos
resultados obtidos na metanélise desenvolvida pelo grupo previamente a este trabalho.

No presente trabalho, pretendemos entdo compreender de forma mais ampla os perfis
transcricionais associados a imunizacdo com a vacina BCG e a tuberculose, e ainda,
caracterizar melhor a expressdo do gene RAB11A, buscando a validacdo dos achados iniciais
dos estudos de metanalise, além de quantificar a expressdo desse gene em uma coorte da
nossa populacdo. Pretendemos, ainda, caracterizar essa expressao apos infeccdo in vitro,
utilizando macrofagos derivados de células da linhagem de mondcitos THP-1 infectadas com
cepas de micobactérias de diferentes padrdes de viruléncia, bem como apos silenciamento

génico, buscando assim, explorar o possivel papel desta molécula na tuberculose.
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3 HIPOTESES

Individuos vacinados com BCG apresentam assinaturas génicas distintas em
comparacdo com individuos ndo vacinados, quando se consideram os diferentes estados de
infeccdo/doenca tuberculosa, destacando-se a diminuicdo de expressdao em pelo menos um
componente da subfamilia RAB11.

A diminuicdo da expressdo do gene RAB11A em presenca de tuberculose ativa
constitui um efeito que pode ser detectado a longo prazo em individuos vacinados com BCG,

com possiveis implicagdes na resposta ao bacilo.

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo geral

Identificar os perfis transcricionais associados a imuniza¢do com a vacina BCG e a

tuberculose e o possivel papel do gene RAB11A na doenca.

3.1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os perfis de expressdo génica em individuos com a tuberculose pulmonar
ativa, infeccdo latente e controles ndo infectados, vacinados ou ndo com a BCG, a

partir de:

a) uma metandlise utilizando dados de microarranjo provenientes de um repositério
publico, o Gene Expression Omnibus (GEO);

b) uma metanalise utilizando dados de sequenciamento total de RNA (RNA-seq)
provenientes de um repositério publico, o Sequence Read Archive (SRA);

c) validagdo experimental dos resultados da metanalise utilizando amostras de sangue
total de voluntérios com tuberculose ativa, infeccdo latente e controles ndo infectados
recrutados em Salvador, Brasil,

e Avaliar a expressdo do gene RAB11A em células THP-1 estimuladas com diferentes
cepas de micobactérias tuberculosas, incluindo a cepa laboratorial do Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, e cepas provenientes de isolados clinicos.

e Auvaliar in vitro o silenciamento génico do RAB11A em células de linhagem THP-1.
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O estudo objetiva identificar os perfis transcricionais associados & imunizagéo com a vacina BCG e a tuberculose e o

possivel papel do gene RAB11A na doenga.

/

Obijetivo 1

Metanalises

Objetivo 2 Objetivo 3

Validagédo
experimental

Avaliar a expressédo do gene RAB77Aem
células THP-1 estimuladas com

diferentes cepas de micobactérias

RT-qPCR

WSENULY Enrichr

THP-1

Isclados clinicos

Figura 7- Representacéo esquematica do desenho de estudo.
Fonte: Elaboragdo da autora

Avaliagdo in vitro do
silenciamento génico do
RAB11A
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 SELECAO DOS CONJUNTOS DE DADOS DO GEO

Trés conjuntos de dados (GSE19439, GSE19444, GSE19442) que continham dados de
microarranjos, sendo provenientes da plataforma Illumina GPL6947, foram selecionados no
Gene Expression Onnibus (GEO) (http://www.ncbi.nih.gov/geo), um repositorio publico
internacional que armazena e distribui livremente dados de transcriptdmica enviados pela
comunidade cientifica, a partir das palavras-chave “tuberculosis active latent expression gene
OR pathogenesis tuberculosis” e dos critérios de inclusdo, organismo Homo sapiens, amostras
de sangue total, avaliacdo das formas clinicas da doenca, definidas como tuberculose ativa
(TBA) e infeccdo tuberculosa latente (ITBL), assim como controles ndo infectados (CNI),
com a indicacdo do status vacinal de cada individuo com a BCG (BCG-: N&o vacinados com
a BCG e BCG+: Vacinados com a BCG) (Figura 8).

C39

Gene Expression Omnibus

46 Resultados

“tuberculosis active latent expression gene OR pathogenesis tuberculosis”

Sanguetotal

Homo sapiens

Latente e Ativa

6 conjuntos
de dados

Incluidos: 3 conjuntos

dedados | | Status de vacinacao

Figura 8 - Selecdo dos conjuntos de dados do GEO.
Fonte: Elaboragéo da autora
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Os conjuntos de dados continham amostras de individuos provenientes do Reino
Unido e Africa do Sul, com uma média de idade de 64 anos (intervalo de 18-78 anos) e
pertenciam a uma mesma publicacdo, PMID 20725040 (BERRY et al., 2010) (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas dos conjuntos de dados do GEO.

Series Plataforma Citacdo Regido geografica Grupos
GSE19439 [llumina PMID: Reino Unido 13 TBA (9 BCG+, 3 BCG-, 1
HumanHT-12 V3.0 20725040 desconhecido)
(GPL6947) Berry et al., 17 ITBL (13 BCG+, 3 BCG-, 1
2010 desconhecido)

12 CNI (6 BCG+, 6 BCG-)

GSE19444 Illumina PMID: Reino Unido 21 TBA (13 BCG+, 2 BCG-, 6
HumanHT-12 V3.0 20725040 desconhecidos)
(GPL6947) Berry et al., 21 ITBL (18 BCG+, 3 BCG-)
2010 12 CNI (BCG+)
GSE19442 Illumina PMID: Africa do sul 20 TBA (6 BCG+, 14 BCG-)
HumanHT-12 V3.0 20725040 31 ITBL (4 BCG+, 22 BCG-, 5
(GPL6947) Berry et al, desconhecidos)
2010

TBA = Tuberculose ativa, ITBL = Infecgdo tuberculosa latente, CNI = Controle ndo infectado, BCG- = Néo
vacinado com BCG, BCG+ = Vacinado com BCG.
Fonte: Elaboragéo da autora

Sete amostras outliers (contendo valores atipicos ou anormais) foram excluidas das
analises durante o tratamento dos dados, 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+). Também néo foram consideradas amostras sem a informagé&o sobre
0 status de vacinacdo do individuo. Apos tratamento dos dados, foram incluidos para as
avaliacdes 64 individuos vacinados, dos quais 27 possuiam a forma ativa da doenca, 31 a
infeccdo latente e 6 eram controles ndo infectados. Para 0s ndo vacinados (n=51), 19 tinham a
forma ativa, 27 a forma latente e 5 eram controles ndo infectados. Nos conjuntos de dados, 0s

individuos com a tuberculose ativa foram confirmados pelo isolamento do Mth em cultura de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20725040
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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escarro ou lavado broncoalveolar; os individuos com a infecgdo latente pela positividade ao
ensaio IGRA (especificamente o Quantiferon), auséncia de evidéncias clinicas, radiolégicas
ou microbiolodgicas, e positividade ao teste tuberculinico (enduracdo >14mm para vacinados e
>5mm para ndo vacinados); e os controles ndo infectados pela negatividade ao IGRA e ao

teste tuberculinico (considerando uma enduragdo <5mm).

5.2 SELECAO DOS CONJUNTOS DE DADOS DO SRA

Com a proposta de validacao adicional a metanalise realizada com os conjuntos de
dados do GEO, outro repositério de dados foi considerado para uma metandlise secundaria.
Para tal, foi feita a busca no Sequence Read Archive (SRA)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), um repositorio puablico de sequenciamento de alta
performance, a partir das palavras-chave “tuberculosis AND BCG vaccinated” e “tuberculosis
AND BCG unvaccinated” e com a aplicagdo dos critérios de inclusdo: organismo Homo
sapiens e avaliacdo em amostras de sangue total. Considerando os critérios de inclusdo e as
palavras-chave previamente estabelecidas, foi possivel identificar 19 bibliotecas contendo
dados de sequenciamento de RNA (RNA-seq) de individuos vacinados, sendo 11 com a
infeccdo latente e 9 controles ndo infectados, e 9 bibliotecas referentes a ndo vacinados, das

quais 5 sdo de individuos com a infeccéo latente e 4 de controles ndo infectados (Figura 9).

SRA

“tuberculosis AND BCG vaccinated” “tuberculosis AND BCG unvaccinated”

Sangue total

Homo sapiens

\ 19 bibliotecas | 9 bibliotecas

\ 11|'|'BLBCG+‘ \ 8 CNIBCG+ 5TBL BCG- \ \ 4CNIBCG-

Figura 9 - Triagem realizada no repositério SRA. ITBL: Infeccdo tuberculosa latente, CNI: Controle ndo
infectado, BCG-: N&o vacinado com a BCG, BCG+: Vacinado com a BCG.
Fonte: Elaboragéo da autora
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Todas as bibliotecas encontradas foram avaliadas por meio da plataforma Illumina
HiSeq2500 (GPL16791) e pertenciam & publicagdo PMID: 27826286 (DE ARAUJO et al.,
2016) (Tabela 3).

Tabela 3 - Descricdo das bibliotecas encontradas no repositério SRA.

GRUPO ACESSO GEO ACESSOSRA  PLATAFORMA fpul\?l'-D')CAQAO
GSM2226839 SRX1899093
GSM2226836 SRX1899090
GSM2226834 SRX1899088
CNI BCG+ GSM2226830 SRX1899084
GSM2226828 SRX1899082
GSM2226824 SRX1899078
GSM2226821 SRX1899075
GSM2226815 SRX 1899069
':—I:-U'\.’”Nﬁs PMID: 27826286
GSM2226838 SRX1899092 (I1lumina HiSeq
2500) N
(GPL16791) De Aradjo et al., 2016
GSM2226837 SRX1899091
GSM2226812 SRX1899066
GSM2226833 SRX1899087
GSM2226831 SRX1899085
ITBL BCG+
GSM2226826 SRX1899080
GSM2226823 SRX1899077
GSM2226820 SRX1899074
GSM2226819 SRX1899073
GSM2226814 SRX1899068
GSM2226813 SRX1899067



GSM2226832 SRX1899086
CNI BCG- GSM2226829 SRX1899083
GSM2226825 SRX1899079
GSM2226808 SRX1899062
GSM2226835 SRX1899089
GSM2226827 SRX1899081
ITBL BCG-
GSM2226822 SRX1899076
GSM2226816 SRX1899070
GSM2226811 SRX1899065
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Fonte: Elaboragdo da autora

Os parametros considerados para definicdo dos individuos com a infec¢do latente
foram o teste tuberculinico positivo e IGRA+ e para os controles ndo infectados o teste
tuberculinico negativo e IGRA-. O teste tuberculinico positivo foi considerado como uma
induracdo igual ou maior que 5mm. Todas as bibliotecas foram provenientes de individuos
recrutados no estado do Rio de Janeiro, Brasil, e a média de idade foi de 42.1 anos para 0s
individuos controles e 45.5 para os individuos infectados (DE ARAUJO, 2016). Ndo foram
encontradas bibliotecas para individuos com a tuberculose ativa vacinados ou ndao com a
BCG.

5.3 TRATAMENTO DOS DADOS

Para a metanalise do GEO, os dados brutos de cada conjunto de dados foram obtidos e
incluidos para andlise a partir do software Rstudio, utilizando o pacote Stats. Os dados de
expressdo foram normalizados por log2, buscando o ajuste dos dados para efeitos
sistematicos, e submetidos a correcdo através da ferramenta COMBAT, para reparo da
variacdo experimental ndo-bioldgica (batch effects). O pacote arrayQualityMetrics, funcéo
outliers, método ks.test, foi utilizado para identificacdo e eliminagdo de amostras com valores
discrepantes, que ndo se emparelhavam com os valores do seu grupo e poderiam tendenciar 0s

resultados. O gréafico de diagnostico, ACP (Anélise de Componente Principal), foi utilizado
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para demonstrar que as amostras se enquadram dentro dos seus respectivos grupos (Figura
10).
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Figura 10. Representacdo da Analise de Componente Principal realizada com as amostras pertencentes aos
grupos CNI, ITBL e TBA dos conjuntos de dados do GEO.
Fonte: Elaboragéo da autora

Para a metanalise do SRA, os dados das sequéncias dos conjuntos de dados foram
recuperados do banco de dados SRA usando as ferramentas do SRA. Para todas as amostras,
as bases de baixa qualidade foram removidas e os adaptadores foram aparados usando
Trimmomatic V0.32 (1). Apds a verificacdo de qualidade, as sequéncias foram pseudo-
alinhadas ao transcriptoma humano (GRCh38 verséo 100), compreendendo mRNA e ncRNA,
com a ferramenta Salmon v1.2.0 (2). Ap6s 0 mapeamento, os resultados obtidos pelo Salmon
foram convertidos em tabelas de contagem com o pacote tximport (3) do R 4.0.2. A matriz de
expressdo de genes de contagem foi examinada pelo pacote DESeq2 (4) de R 4.0.2 para
identificar os genes diferencialmente expressos (GDEs) nas comparacfes que foram
previamente estabelecidas.

Para ambas as metandlises, as alteracfes nos niveis de expressdo génica foram
consideradas significativas quando os valores do teste estatistico (valor de p ajustado para
FDR) foram menores que 0,05 e a diferenca de expressédo de log2 foi maior que 1,5 ou menor

que -1,5.
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5.4 SELECAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

A identificacdo dos GDEs foi feita a partir de comparacgdes entre os diferentes grupos
experimentais usando analise estatistica ndo paramétrica. O valor de p foi corrigido para
maltiplas hipdteses, e ajustado utilizando a abordagem de False Discovery Rate (FDR).
Considerou-se nas analises entre os diferentes grupos o nivel de significancia (p-value<0,05)
e fold-change de abs{log2(1,5)}. Para as analises do GEO foram definidos trés grandes
grupos estratificados quanto ao status de vacinacdo que foram comparados internamente a
partir das diferentes formas clinicas: Grupo 1 — individuos vacinados e Grupo 2 - individuos
ndo vacinados (comparacdo A: TB ativa vs latente, comparagéo B: TB ativa vs controles néo
infectados, comparacdo C: latente vs controles ndo infectados), Grupo 3 — ndo vacinados vs
vacinados (comparacdo A: TB ativa ndo vacinados vs TB ativa vacinados, comparagdo B:
latente ndo vacinados vs latente vacinados, comparacdo C: controles ndo infectados nédo

vacinados vs controles ndo infectados vacinados) (Figura 11).

Grupo 1 - Vacinados (n=64) Grupo 2 - Ndo Vacinados (n=51) Grupo 3 - Ndo Vacinados vs Vacinados (n=51

vs n=64)
_____ A:TBA vs ITBL .| ATBAVsITBL A: TBA BCG- vs TBA BCG+ (n=19 vs
! (n=27 vs n=31) | (n=19vs n=27) o n=27)
L] B:TBAvsSCNI S B: TBA vs CNI — B: ITBL BCG- vs ITBL BCG+ (n=27 vs
i (n=27 vsn=6) i (n=19 vsn=5) i n=31)
-1 C:ITBLvs CNI . C:ITBLvs CNI e C: CNI BCG- vs CNI BCG+
(n=31vsn=6) (n=27 vsn=5) (n=5 vs n=6)

Figura 11- Definicdo dos grupos de comparacao utilizados para definicdo dos GDEs nas andlises do GEO. TBA:
Tuberculose ativa, ITBL: Infeccdo tuberculosa latente, CNI: Controle ndo infectado, BCG-: N&o vacinado com
BCG, BCG+: Vacinado com BCG.

Fonte: Elaboragdo da autora

Para as andlises do SRA, também foram considerados os trés grandes grupos
estratificados quanto ao status de vacinacdo, sendo que as comparac@es internas incluiram
apenas os individuos com a infeccéo latente e controles: Grupo 1 — individuos vacinados e
Grupo 2 - individuos ndo vacinados (comparacdo C: latente vs controles ndo infectados),

Grupo 3 — ndo vacinados vs vacinados (comparagcdo B: latente ndo vacinados vs latente
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vacinados, comparagéo C: controles ndo infectados néo vacinados vs controles ndo infectados

vacinados) (Figura 12).

Grupo 1- Vacinados Grupo 2 - Nao Vacinados Grupo 3 - Nao Vacinados vs Vacinados
(n=19) (n=9) (n=9vs n=19)
_____ C:ITBLvs CNI C:ITBLvs CNI B: ITBLBCG-vs ITBL BCG+
(n=11vs n=8) (n=5vs n=4) o (n=5vs n=11)

C:CNIBCG-vs CNIBCG+
(n=4 vs n=8)

Figura 12 - Definicdo dos grupos de comparacdo utilizados para definicdo dos GDEs nas andlises do SRA.
ITBL: Infeccdo tuberculosa latente, CNI: Controle ndo infectado, BCG-: Nao vacinado com BCG, BCG+:
Vacinado com BCG.

Fonte: Elaboragéo da autora

5.5 ANALISES DE ENRIQUECIMENTO

Os genes identificados foram carregados no Ingenuity Pathway Analysis (IPA,
Ingenuity Systems Inc. http://ingenuity.com) para caracterizacdo destes, de acordo com as
vias canonicas e fungdes celulares e moleculares ou foram analisados na ferramenta gratuita
Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) para identificacdo das vias, considerando as bases

de dados KEGG e Bioplanet, e funcBes associadas as moléculas, pelo GO Biological Process.

5.6 DESENHO DE PRIMERS

Moléculas-alvo foram selecionadas a partir da metanalise do GEO para validagédo
experimental na nossa populacdo de estudo. Com esta finalidade, primers foram desenhados
para utilizagdo em ensaios de PCR em tempo real (RT-gPCR). A sequéncia gendmica do(s)
gene(s) alvo foi obtida do website da University of California Santa Cruz
(https://genome.ucsc.edu/) e o desenho dos primers foi feito a partir da ferramenta Primer3
(v.0.4.0). Primers foram desenhados para os genes-alvo RAB11A, RAB11B e RAB25 e para 0s
genes enddgenos GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), TBP (TATA-box

binding protein) e ACTB (Actin beta). As sequéncias obtidas estdo descritas na Tabela 4.



Tabela 4 - Sequéncias de primers desenhados para 0s genes-alvo e enddgenos. F=Foward e R=Reverse.
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Gene- alvo Primers Sequéncia 5° 3’

TBP Foward AGACCATTGCACTTCGTGCCC
TBP Reverse GCTCCTGTGCACACCATTTTCCC
ACTB Foward CACCATTGGCAATGAGCGGTTC
ACTB Reverse AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
GAPDH Foward GACCTGCCGTCTAGAAAAACC
GAPDH Reverse ACCACCTGGTGCTCAGTGTAG
RAB11A Foward AGGCACAGATATGGGACACAG
RAB11A Reverse 1 CAGCCATCGCTCTACATTTTC
RAB11A Reverse 2 TTCTTTCAGCCATCGCTCTAC
RAB11B Foward GTTGATTGATGCAGGGAGAAG
RAB11B Reverse 1 GCTTCACTTGCAAACAGGTTC
RAB11B Reverse 2 CTTCACTTGCAAACAGGTTCC
RAB25 Foward GCTCAGATCTGGGACACAGC
RAB25 Reverse 1 ACAGCATAGGTCTGGTGCTTG
RAB25 Reverse 2 ATAGAGCTCCTTCAGCCATCG
RAB25 Reverse 2 GGTCTGGTGCTTGGTTAGGTC

Fonte: Elaboracdo da autora

5.7 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE INDIVIDUOS COM TB ATIVA

Amostras de sangue total de individuos com tuberculose ativa (recém-diagnosticados

com tuberculose pulmonar apresentando sintomatologia e baciloscopia positiva) foram

obtidas a partir de um estudo observacional realizado com uma coorte de comunicantes de

pacientes adultos vinculado ao projeto “Avaliagdo da protegdo conferida pela vacina
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Mycobacterium bovis BCG a comunicantes de pacientes com tuberculose: uma estratégia para
a prospeccdo de potenciais candidatos para novas vacinas e biomarcadores”, aprovado pelo
IGM/Fiocruz sob o n° 1045, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do IGM/Fiocruz sob o0 CAAE 16293713.9.0000.0040 e financiado pela FAPESB (Termo de
Outorga PET0035/2013) e Programa Translacional da Fiocruz em Tuberculose (Projeto
FioTBD1). Este projeto foi submetido ao Comité de Etica do IGM/Fiocruz,
CAAE:06373319.4.0000.0040 e foi aprovado em 18 de Julho de 2019, CAAE:
06373319.4.0000.0040, Numero do parecer: 3.459.716. Amostras destes individuos também
foram processadas para o ensaio com o kit comercial QuantiFERON Gold In-Tube® (QFT,
Qiagen), de acordo com instrugdes do fabricante, para controle interno do ensaio. Informacoes
deste grupo de individuos foram obtidas do nosso banco de dados criado a partir do software
EpiData v.3.1. Um total de nove amostras de individuos com tuberculose ativa vacinados e
ndo vacinados com a BCG foram selecionadas na proporcdo de 2:1, onde foram incluidas
amostras de 6 individuos com a tuberculose ativa e vacinados e 3 de ndo vacinados. Essas
amostras foram utilizadas para avaliacdo de expressdo génica nos ensaios de RT-qPCR. Idade,

sexo e resultado do IGRA (pelo quantiferon) estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas dos individuos com tuberculose ativa ndo vacinados e vacinados com a BCG.

Tuberculose ativa (BCG-) Tuberculose ativa (BCG+)
(3 amostras) (6 amostras)

Idade 41-50 anos 42-49 anos

Sexo

Feminino 100% 50%

Masculino - 50%

IGRA 100% 100%

Positivo

Fonte: Elaboragéo da autora

5.8 CULTIVO E DIFERENCIACAO DE CELULAS THP-1

Células THP-1, uma linhagem de mondcitos humanos derivada de um paciente com

leucemia monocitica aguda, foram mantidas em meio RPMI-1640 (Gibco) com adicdo de
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antibidtico, enriquecimento com 2nM de L-glutamina e suplementa¢do com SBF (soro bovino
fetal) (BOWDISH, 2011).

Para diferenciacdo em macrdfagos, foi utilizado o forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA). Foram testadas as concentracfes de 0,1nM, 1nM, 10nM, 20nM, 100nM e 200nM
para defini¢do da concentracdo que seria suficiente para permitir a diferenciacdo adequada das
células. A concentracdo de 100nM foi definida como a ideal para a diferenciacdo das células
de acordo com o aspecto, aderéncia e viabilidade.

As células THP-1 foram utilizadas nos ensaios de avaliacdo da expressdo génica por

RT-gPCR e nos ensaios de silenciamento génico por RNA de interferéncia (RNAI).

5.9 CULTIVO DE MICOBACTERIAS

Para os experimentos de infeccdo foram utilizadas cepas de micobactérias
consideradas com variados graus de viruléncia: desde a cepa vacinal (M. bovis BCG Moreau-
RJ), a cepa de Mtb virulenta H37Rv (laboratorial, da familia Latin-American Mediterranean -
LAM) e aos isolados clinicos de Mtb previamente caracterizados pelo nosso grupo, da familia
LAM, com diferente representatividade entre os isolados em circulacéo na cidade de Salvador
(CARNEIRO, 2020). Foram utilizados 2 isolados de alta prevaléncia (sit 42 76937 e 120412)
e 1 isolado de baixa prevaléncia (sit 58 80010) deste estudo. A familia LAM pertence a
linhagem 4 do completo Mtb e estd amplamente distribuida no continente americano, sendo
caracterizada por sua alta viruléncia e disperséo.

As cepas de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv - American Type Culture Collection
— ATCC 25618, New York, NY, USA) e Mycobacterium bovis (linhagem BCG - Montreau)
foram obtidas da colecdo mantida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
/ FIOCRUZ (INCQS/FIOCRUZ/RJ). Os trés isolados clinicos foram obtidos por realizacdo de
projeto anterior, intitulado “Estudo da distribuicdo espacial e padrfes de transmissdo da
Tuberculose em Salvador através de técnicas moleculares e de analises de redes complexas”,
CAAE 0016.0.069.000-07, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Satde
Coletiva (CEP-1SC) da UFBA (Universidade Federal da Bahia), e com a colaboragéo formal
do Laboratdrio Central do Estado da Bahia (LACEN-SESAB), instituicdo onde os isolados de
micobactérias utilizados neste estudo foram tipados ao nivel de espécie. A manutencdo das
cepas, bem como todos os experimentos envolvendo a infecgdo e manipulacdo de culturas
com micobactérias, foram realizadas em ambiente de nivel de biosseguranca 3 (NB3). As

cepas foram reidratadas e cultivadas em meio liquido Middlebrook 7H9 (Difco, MI, USA)
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suplementado com 10% de ADC (albumin dextrose concentrate — BD BBL — Sparks, MD,
USA), com adi¢do ou ndo de glicerol, e em seguida mantidas a 37°C em estufa bacterioldgica,
por um periodo de 10 dias. Apds incubacdo, suspensdes homogéneas de micobactérias foram
obtidas por vortex em tubo Falcon fechado contendo esferas de vidro, para desagregacao das
células. A concentracdo de micobactérias na suspensdo foi definida pela escala de McFarland
e pela anélise da turbidez por densidade Optica utilizando um comprimento de onda de 560nm
aferida por espectrometria. Para manutencdo do biorrepositério do grupo, parte das aliquotas
quantificadas foram estocadas em meio liquido a 20% de glicerol, em uma temperatura de -
80°C.

5.10 INFECCAO DAS CELULAS THP-1 COM MICOBACTERIAS

No ensaio para avaliacdo da expressdo génica, células THP-1 foram adicionadas e
diferenciadas em placas de 24 pogcos na concentracdo de 2 x 10° em cada pogo. Os
macrofagos foram infectados com as diferentes cepas em uma taxa de infec¢éo de 10 bacilos
para 1 macréfago (10:1), durante o periodo de 2 horas. Apos este periodo, o sobrenadante foi
descartado para retirada das micobactérias ndo internalizadas e meio foi adicionado para
manutencdo das células por diferentes periodos de tempo. Apos 24h e 48h, o sobrenadante foi
retirado e 750uL de TRIzol foram adicionados para posterior extracdo de RNA (Acido
Ribonucléico) e utilizacdo em experimentos de analise génica. A execuc¢do deste experimento
foi realizada no Instituto Aggeu Magalhaes - FIOCRUZ, Pernambuco, ja que 0s experimentos
envolvem a realizacdo de procedimentos com necessidade de utilizacdo de laboratério com
nivel de seguranca bioldgica de classe 3 (NB3), capaz de contencdo de microorganismos de
disseminacédo aérea com dificil controle e tratamento (BRASIL, 2015). Apesar de possuir um
laboratério NB3, no periodo de desenvolvimento deste trabalho, o Instituto Gongalo Moniz
suspendeu as atividades do laboratério, dificultando a realizacdo dos experimentos na mesma
instituicdo. Com isso, 0s experimentos previstos foram realizados no periodo disponibilizado
de 1 més (janeiro/fevereiro de 2022). Considerou-se para este ensaio de infeccdo: um grupo
controle com células ndo infectadas, um grupo de células infectadas com a cepa vacinal BCG,
um grupo de células infectadas com a cepa laboratorial H37Rv e um grupo de células
infectadas com cada um dos trés isolados clinicos (2 de alta e 1 de baixa prevaléncia)
selecionados, totalizando 6 grupos distintos. Para extragdo de RNA, foi feito um pool de 2

pogos por condigéo avaliada.
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Células THP-1 também foram infectadas com a cepa vacinal BCG, na proporcao de
10:1, para realizag&o dos ensaios de silenciamento génico descritos neste trabalho.

5.11 EXTRACAO DE RNA E CONVERSAO PARA DNA COMPLEMENTAR

O RNA total do sangue periférico de individuos diagnosticados com a TB ativa (item
5.7) foram extraidos com o reagente TRIzol LS Reagent® (Invitrogen, USA), conforme
instrucdes do fabricante, com algumas modificacdes consideradas para amostras de sangue
total. Para cada 250uL de sangue total, foram adicionados 750uL de TRIzol. Antes de se
iniciar o protocolo do fabricante, realizamos uma pré-etapa de tratamento das amostras, que
consistiu em centrifugar o sangue com Trizol por 10 minutos, a 4°C, e 12.000 r.p.m. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds essa etapa, seguiu-se o protocolo do fabricante. Ao final da extracdo, as
amostras de RNA foram ressuspendidas em 30uL de Agua Ultrapura livre de DNases e
RNases (Invitrogen™) e quantificadas no espectrofotdmetro Nanodrop Lite (Thermo
Scientific™) para verificacdo da concentracdo e pureza (razdo 260/280).

O RNA das amostras de sangue total obtidas dos individuos com tuberculose ativa foi
extraido e as concentragdes e pureza foram determinadas (Tabela 6).
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Tabela 6 - Quantificacdo das amostras de RNA obtidas de sangue total dos individuos com tuberculose ativa.

Amostra Concentracédo (ng/uL) Relacéo 260/280
Al TBA BCG- 971,9 1,97
A2 TBA BCG- 1488,2 1,76
A3 TBA BCG- 1217,2 2,17
Al TBA BCG+ 939,6 2,15
A2 TBA BCG+ 11395 2,20
A3 TBA BCG+ 508,9 1,65
A4 TBA BCG+ 1562,7 2,11
A5 TBA BCG+ 1336,7 2,14
A6 TBA BCG+ 987,6 2,07

Fonte: Elaboragéo da autora

Amostras de RNA das células THP-1 infectadas ou ndo com as diferentes cepas de
micobactérias também foram extraidas seguindo o mesmo protocolo e a concentracdo e

pureza foram determinadas (Tabela 7).
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Tabela 7 - Quantificacdo das amostras de RNA obtidas das células THP-1 infectadas ou ndo com as cepas de
micobactérias.

Amostra Concentracéo (ng/pL) Relac¢do 260/280
THP-1 NI 24H 95,2 1,94
THP-1 BCG 24H 65,2 1,88
THP-1 H37RV 24H 56,3 1,85
THP-1 80010 24H 59,0 1,91
THP-1 76937 24H 67,0 1,89
THP-1 120412 24H 47,5 1,91
THP-1 NI 48H 35,0 1,85
THP-1 BCG 48H 54,6 1,89
THP-1 H37RV 48H 38,3 1,89
THP-1 76937 48H 30,5 1,85
THP-1 120412 48H 55,5 1,90

Fonte: Elaboragéo da autora

Amostras de RNA das células THP-1 infectadas ou ndo com a cepa vacinal BCG e
utilizadas nos ensaios de silenciamento também foram extraidas e a concentracdo e pureza

foram determinadas (Tabela 8).
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Tabela 8 - Quantificacdo das amostras de RNA obtidas das células THP-1 infectadas ou ndo a cepa vacinal BCG
para uso nos ensaios de silenciamento génico.

Amostra Concentracédo (ng/uL) Relacéo 260/280
THP-1 NI 31 1,64
THP-1 NI siRNA C- 3,0 1,79
THP-1 NI siRNA RAB11A 6,7 1,76
THP-1 NI siRNA GAPDH 51 1,64
THP-1 BCG 6,0 1,82
THP-1 BCG siRNA C- 2,0 4,34
THP-1 BCG siRNA RAB11A 1,8 1,76
THP-1 BCG siRNA GAPDH 3.1 2,33

Fonte: Elaboragdo da autora

A sintese da fita de DNA complementar (cDNA) foi performada a partir do Kit High-
Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (Applied Biosystems™), seguindo-se as instru¢es do
fabricante. Para preparo do cDNA, considerou-se diferentes concentracdes de RNA, de
acordo com o rendimento obtido em cada experimento. 1ug de RNA total foi utilizado no
processo para as amostras de sangue total, 300ng foi considerado para as amostras das células
THP-1 infectadas e ndo infectadas com as diferentes cepas de micobactérias e 15ng para as
amostras de células THP-1 infectadas ou ndo com a cepa vacinal BCG utilizadas nos ensaios

de silenciamento génico.

5.12 PCR EM TEMPO REAL

O método de PCR em tempo real requer uma série de padronizacdes para que 0S
experimentos a serem realizados acontegcam com alta eficiéncia. Desta forma, cada par de
primers (foward-reverse) foi submetido a duas etapas de padronizacdo, uma etapa inicial de
otimizacdo foi realizada para se definir a concentracao ideal para uso dos primers desenhados

e sua especificidade. Uma etapa posterior de validacdo foi executada para se definir a
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eficiéncia de amplificagcdo da reacéo a partir de uma curva padrédo de cDNA. Nesta etapa, cada
par de primer com sua concentracdo fixa ideal previamente estabelecida é submetido a uma
curva padrao de diluicdo seriada de cDNA considerando as condi¢des: amostra concentrada e
diluida nas propor¢des 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000. Os ensaios foram conduzidos no
aparelho ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA), utilizando-se o
reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™). Os ciclos de amplificacdo
foram de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 1 minuto
a 60°C para anelamento e extensdo. A curva de dissociacdo (Melt curve) também foi
selecionada para que a especificidade das reacdes fosse garantida. Como controle negativo da
reacdo, foram utilizados pogos que continham o mix da reagdo mais 0s primers, na auséncia
do cDNA. Uma vez que a concentracdo ideal dos primers (otimizacdo) foi determinada, e
estes, foram validados (valida¢do) ndo havia mais a necessidade de se repetir essas etapas € a
andlise de expressao dos genes alvo pdde ser executada. Nesta etapa de padronizacdo, foram
utilizadas amostras de células mononucleares do sangue periférico (PBMC’s) de individuos
controles ndo infectados estimuladas com fitohemaglutinina (PHA), que foi empregado como
controle positivo nas padronizacdes de primers. Também foram utilizadas células HACAT e
HepG2. O tipo de amostra utilizada foi determinada de acordo com a expressdo descrita na
literatura para cada gene. As reacdes de otimizacdo e validacao foram realizadas em duplicata.

O calculo de eficiéncia dos pares de primers foi realizado pela formula: [Eficiéncia =
10(-1/slope) — 1]. O valor de slope é determinado pela inclinacdo da curva gerada pelos dados
de regressdo linear dos valores de amplificacdo Ct em funcéo das concentracGes do cDNA.

O aumento ou a diminuigdo na expressao génica foi determinado pelo método do 2~
AACt onde: AACt = ACt (avo) — ACt (controle). Os Valores de Ct (do inglés, Cycle threshold: ciclo
de amplificacdo acima do limiar) foram obtidos no 7500 software v2.0.6.

A eficiéncia do gene-alvo e a do gene-referéncia devem ser aproximadamente iguais
para que haja uma maior acuracia entre as comparacdes, preferencialmente entre 90 a 110%.
O slope obtido deve corresponder a um valor entre -3,6 e -3,1 (LOBO; LOBO, 2014). Os
primers desenhados para avaliacdo da expressdo de RAB25, RAB11A e ACTB atenderam aos
requisitos para a realizacdo de PCR quantitativo e foram considerados para as avaliagdes
(Tabela 8).

Para o gene RAB11A, utilizou-se as células HACAT como amostras-controle. A
melhor concentracdo determinada foi de 125nM, utilizando as sequéncias de primers F+R1, e
a eficiéncia dos primers ficou definida em 105,17% com o valor de slope de -3,204. A

valida¢ao também foi feita em PBMC’s estimulados com PHA e os resultados foram
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similares. Com o gene RAB25, utilizou-se também as células HACAT como amostras-
controle. Definiu-se a melhor concentracdo de 125nM utilizando as sequéncias de primers
F+R1. A eficiéncia dos primers foi de 97,81% e o valor de slope de -3,3755. Para 0 RAB25,
nao foi possivel realizar a padronizacdo em PBMC’s estimulados com PHA, pois nao foi
observada expressdo nesse tipo celular. Em relagdo ao gene enddgeno ACTB, foram utilizados
os PBMC’s estimulados com PHA como amostras-controle. A melhor concentracdo definida
para 0 ACTB foi de 125nM e a eficiéncia dos primers ficou definida em 112,33% com valor
de slope de -3,058 (Tabela 9). A expressdo do gene RAB11A em individuos com a tuberculose
ativa e ndo vacinados comparado com aqueles vacinados, foi determinada, portanto, pelo

ensaio de PCR em tempo real, utilizando-se o gene endégeno ACTB.

Tabela 9 - Padronizacao dos primers para os genes-alvo previamente selecionados.

GENE EFICIENCIA SLOPE
RAB11A 105,17% -3,204
RAB25 97,81% -3,375
ACTB 112,33% -3,058
GAPDH 172,43% -2,297
RAB11B 561,73% -1,218
TBP - -

Fonte: Elaboracéo da autora

Apesar de padronizado, o0 RAB25 néo foi utilizado nas avaliagbes posteriores, visto
que sua auséncia de expressdo em celulas sanguineas foi confirmada durante as avaliacGes
(RAB11B também ndo demonstrou expressdo detectavel neste tipo celular, apenas para as
células HepG2) (Figura 13). Em adicdo, o RAB25 também foi testado com um pool das
amostras dos individuos doentes vacinados e ndo vacinados, onde também ndo foi observada
expressdo deste gene. Desta forma, para 0s experimentos seguintes de avaliacdo génica e

silenciamento, foi considerado apenas o uso do RAB11A (Figura 14).
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Figura 13 - Expresséo dos genes RAB25 e RAB11B em PBMC’s.
Fonte: Elaboragéo da autora
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Figura 14 - Expressdo do gene RAB25 no pool das amostras de individuos com
tuberculose ativa vacinados ou ndo com a BCG.
Fonte: Elaboracéo da autora

Com as etapas de padronizacdo finalizadas, seguiram-se 0s ensaios para avaliagdo da
expressao do gene alvo RAB11A nas amostras de individuos com a TB ativa vacinados e ndo
vacinados da nossa populacdo, assim como nas amostras de células THP-1 infectadas com as
diferentes cepas de micobactérias. Os ensaios foram realizados em triplicata, e o gene
endogeno ACTB foi utilizado como normalizador do experimento.
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5.13 SILENCIAMENTO GENICO POR RNA DE INTERFERENCIA

Objetivando o silenciamento do gene RAB11A, a metodologia do RNA de
interferéncia foi empregada. Para tal, a concentragdo de 1.2x10° por pogo de células THP-1
foram plaqueadas em placas de 6 pocos. As células foram entdo diferenciadas em macrdofagos
utilizando-se 100nM de PMA, e apds diferenciacdo seguiu-se o protocolo de silenciamento.
Foram consideradas as seguintes condicdes de avaliacdo: células THP-1 ndo infectadas,
células infectadas com a cepa vacinal BCG, células ndo infectadas e silenciadas para o
RAB11A, células infectadas com BCG e silenciadas para 0 RAB11A, células ndo infectadas e
com o controle negativo do silenciamento, células infectadas e com o controle negativo do
silenciamento, células ndo infectadas e com o controle positivo GAPDH, e células infectadas
e com o controle positivo GAPDH.

Para o silenciamento, foi feita a mistura de 190pL de meio Opti-MEM (Opti-MEM™
I Reduced Serum Medium, Gibco) e 6pL de Oligofectamina (Oligofectamine™ Transfection
Reagent, Invitrogen) e aguardada a incubacdo de 10 minutos a temperatura ambiente. Em
seqguida, foi adicionado o RNA de interferéncia (concentracdo final de 100nM)
correspondente a cada condigéo (condic¢do alvo: ON-TARGETplus Human RAB11A siRNA -
SMARTpool; controle positivo: ON-TARGETplus GAPD Control Pool; controle negativo:
ON-TARGETplus Non-targeting Pool; todos da Dharmacon, concentracdo de 5nmol), e
realizada a incubacdo de 10 minutos a temperatura ambiente. ApOs este periodo, foram
adicionados 800uL de meio Opti-MEM a mistura. Realizou-se entdo a completa retirada dos
meios presentes nos pogos contendo as células THP-1, foram adicionados 1000uL dos mixes
de silenciamento correspondentes a cada condicdo e feita a incubagdo a 37°C, por 6h. Depois
desse periodo, o sobrenadante foi retirado, 3mL do meio RPMI completo foi adicionado e
realizou-se a incubacao overnight. Apds o silenciamento, as células foram infectadas com a
cepa vacinal BCG na proporc¢do de 10:1 no periodo de 2h. Em seguida, o sobrenadante das
culturas foi retirado e 750uL de TRIzol foi adicionado para posterior extracdo de RNA. A
avaliacdo da eficacia do silenciamento foi realizada pela analise da expressdo génica do
RAB11A por RT-qPCR.

5.14 ANALISES ESTATISTICAS

As varidveis sdo apresentadas como diferenca de expressdo (log2 ou 2744CH),

Comparacdes entre grupos foram realizadas utilizando testes paramétricos para distribuicoes
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normais e ndo-paramétricos quando se verificou desvio significativo da normalidade. Foram
consideradas significativas as diferencas cujo p-valor calculado foi inferior a 0.05. Os
resultados sdo apresentados em tabelas e em graficos realizados utilizando o programa
GraphPad Prism (versdo 9.3.1, GraphPad Software). Os testes ndo foram realizados na
avaliacdo da expressdo génica do RAB11A em amostras da nossa populacdo, devido ao

reduzido nimero de amostras.
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6 RESULTADOS

6.1 METANALISE A PARTIR DE DADOS DEPOSITADOS NO GEO

Considerando os trés conjuntos de dados de sangue total (GSE19439, GSE19444,
GSE19442) obtidos do repositorio de dados publicos GEO NCBI, foram observadas
diferencas nos padrdes de expressdo génica ao se comparar os individuos com tuberculose
ativa, infeccdo tuberculosa latente e controles ndo infectados, estratificados pelo status de
vacinacdo com a BCG. Foram observados padrdes distintos para os grupos avaliados, com um
namero maior de genes diferencialmente expressos identificados em individuos ndo vacinados
(principalmente de genes modulados negativamente: em azul) e um ndmero menor em
individuos vacinados. Poucos genes se sobrepdem dentro de cada grupo avaliado, vacinados e
ndo vacinados. Pode-se observar que os GDEs identificados sdo especificos para cada grupo,
nenhum dos genes presentes nas comparagdes realizadas no grupo dos vacinados estdo

presentes no grupo dos ndo vacinados (Figura 15).
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Figura 15 - GDEs encontrados nos grupos dos vacinados e ndo vacinados na metanalise do GEO. TBA:
tuberculose ativa, ITBL: Infeccdo tuberculosa latente, CNI: Controle ndo infectado. Genes em
vermelho: modulagdo positiva. Genes em verde: modulacdo negativa.

Fonte: Elaboragdo da autora

No total, foram identificados 100 genes diferencialmente expressos no grupo dos nao
vacinados, sendo que 4 foram observadas nas comparacdes envolvendo tanto individuos com
a tuberculose ativa quanto com a infeccdo latente frente aos controles ndo infectados. Destes
100 genes, 92 estavam modulados negativamente e 8 estavam modulados positivamente. Em

contrapartida, apenas 53 genes foram identificados em individuos vacinados, sendo 18
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superexpressos e 35 subexpressos nas mesmas comparagdes. Poucos genes se sobrepdem

dentro de cada grupo avaliado, vacinados e ndo vacinados. (Figura 16).
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PSMBS5, LOC645289, ASPRV1, VPS36, HNF4A, FLJ90650,
LOC642863, C160rf68, PPP1R14A, MANEA, RPP30, CYB561D2,
IPF1, DHX29, ZFYVE20, ZNF528, SLC31A2, C180rf37, LOC441511,
SEMA3F, PYY2, ASTN2, CRIM1, ZNF384, LOC646596, POMGNT1,
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Figura 16 - Diagrama de VVenn com os GDEs encontrados nos grupos dos vacinados e ndo vacinados na
metanalise do GEO. TBA: tuberculose ativa, ITBL: Infec¢do tuberculosa latente, CNI: Controle ndo
infectado. Genes em vermelho: modulagdo positiva. Genes em azul: modulagdo negativa.

Fonte: Elaboragéo da autora

Também se observou maior expressao dos genes RAB25 e SLC30A3, ao se comparar

os individuos com a TB ativa e ndo vacinados aqueles vacinados (Figura 17) (Tabela 10).
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Figura 17 - GDEs encontrados no Grupo 3 — N&o Vacinados vs Vacinados, Comparagdo TBA BCG-
vs TBA BCG+, na metandlise do GEO. TBA: tuberculose ativa, vermelho: modulagéo positiva.
Fonte: Elaboragéo da autora

Tabela 10 - Descricdo dos genes diferencialmente expressos no Grupo 3 — N&o Vacinados vs Vacinados,
Comparacdo TBA BCG- vs TBA BCG+.

Gene Valor de p Valor de p corrigido Diferenca de expresséao (log2)
RAB25 0,000003 0,01978 1,76
SLC30A3 0,00001 0,04567 1,88

Fonte: Elaboragdo da autora

6.2 VIAS E FUNCOES ASSOCIADAS AOS GENES IDENTIFICADOS

Os genes diferencialmente expressos encontrados no grupo dos néo vacinados foram
associados principalmente a vias e fun¢des associadas ao metabolismo, enquanto para o grupo
dos vacinados foram vistos genes ligados principalmente aos processos vinculados a

imunidade. Esse resultado sinaliza que a BCG ¢é capaz de modular a resposta do individuo por



64

periodos longos, ja que as amostras avaliadas pertenciam a individuos com idade entre 18 e
78 anos.

Para os ndo vacinados, foram identificadas vias enriquecidas para 0s genes ativados
ligadas a sinalizacdo da orientacdo axonal, biossintese de D-mio-inositol (1,4,5)-trifosfato,
fosfolipases, via Wnt/Ca+ e sinalizacdo de melatonina, enquanto que para 0S genes
suprimidos para a sinalizacdo de eicosandides, sinalizacdo MODY, biossintese da regido de
ligacdo entre glicoaminoglicano-proteina, sinalizacdo RhoA, hidrdlise de Acyl-CoA,
sinalizacdo de endocitose mediada por clatrinas, biossintese de tetrahidrobiopterina, de UDP-
D-xilose e UDP-D-glucoronato. Referente as fungbes celulares e moleculares, foram
observados para 0s genes superexpressos processos ligados a morfologia, migracgéo,
organizacdo, sobrevivéncia e morte celular, metabolismo de lipideos, transporte molecular e
modificacdo pos-transcricional do RNA. Para os genes subexpressos, foram vistas fungdes
direcionadas a sinalizagdo, desenvolvimento, crescimento, proliferacdo e ciclo celular,
sinalizacdo e interacdo célula-célula, metabolismo de macromoléculas, vitaminas e minerais,
além da bioquimica de pequenas moléculas (Figura 18).

Em relacdo as vias, observou-se, dentro dos vacinados, que 0s genes modulados
positivamente estdo associados principalmente a vias de sinalizagdo de IFN-y, sinalizacdo do
sistema imune por interferons, interleucinas, prolactina e horménios de crescimento, via de
sinalizagdo de mobilidade celular Rho, de sinalizacdo do receptor NOD e fagocitose mediada
Fc-gama-R e senescéncia celular. Para esse grupo ainda, foram encontrados genes
subexpressos com associacdo a vias voltadas para a biossintese de dolicol e fosfato de dolicol,
sinalizacdo mediada-GPCR, poliadenilacdo de mMRNA, complexo proteassoma, metabolismo
de retinol, via de sinalizacdo de adipocitocina e do glucagon, diferenciacdo celular Thl7,
protedlise mediada ubiquitina e via de regulacdo da matriz extracelular mediante TGF-beta.
Avaliando as funcgdes celulares e moleculares, viu-se para os genes modulados positivamente,
funcBes mais voltadas para o transporte molecular, resposta celular para IFN-y, regulacdo da
propagacdo celular mediada por adesdo ao substrato, vias de sinalizagdo mediada por
citocinas, processamento e apresentacdo de antigenos de peptideos exdgenos mediante MHC
de classe | e hemopoiese definitiva, processo apoptotico de células epiteliais, regulacéo da via
de sinalizagdo mediada pelo TNF e via de sinalizacdo apoptética extrinseca, e ainda, a
regulagdo positiva da angiogénese. Foram observadas ainda funcdes ligadas a genes
subexpressos caracterizadas pelo metabolismo de macromoléculas, transporte molecular,
bioquimica de pequenas moléculas, comprometimento da linhagem Th17, regulacdo da

diferenciacdo de células tronco mesenquimais, regulacdo negativa do armazenamento de
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colesterol e do processo glicolitico, e regulacdo positiva da beta-oxidacdo de acidos graxos
(Figura 18).
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Figura 18 - Vias e fungbes associadas as moléculas moduladas no grupo dos ndo vacinados e no grupo dos vacinados - metanalise GEO. Lado vermelho:
modulacéo positiva e lado azul: genes com modulacgéo negativa. TBA: Tuberculose ativa, ITBL: Infeccdo tuberculosa latente, CNI: Controles ndo infectados.

genes com
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6.3 METANALISE SECUNDARIA PELO SRA

Objetivando identificar padrdes génicos e validar os dados obtidos na metanalise
realizada no GEO, foi proposta a realizacdo de uma metandlise secundaria utilizando um
outro repositorio de dados de transcriptoma, o SRA. Os genes obtidos em ambas as
metanalises foram sobrepostos para observacdo de genes presentes em comum nos diferentes
grupos de comparacdo. Tanto para o grupo dos vacinados como para 0s nao vacinados, ndo
foi observada a presenca de genes diferencialmente expressos comuns para ambas as

metandlises (Figura 19).
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Figura 19 - Diagrama de Venn com os GDEs encontrados nos grupos dos vacinados e ndo vacinados nas
metanalises do GEO e do SRA. ITBL: Infec¢do tuberculosa latente, CNI: Controle ndo infectado. Genes em
vermelho: modulacdo positiva. Genes em azul: modulagdo negativa.

Fonte: Elaboragdo da autora

No entanto, o gene descrito como TRH (do inglés, thyrotropin releasing hormone),
identificado na metanalise do GEO como modulado negativamente nos individuos com a

infeccdo latente ndo vacinados em relacdo aos controles ndo vacinados, também foi
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encontrado em comum na tabela de genes da metanalise do SRA (tabela com os dados
tratados antes da aplicagdo dos critérios de definicdo para genes diferencialmente expressos -
o nivel de significancia, p-value<0,05 e fold-change de log2, >1,5). Apesar de ndo ter se
enquadrado no nivel de significancia considerado para a comparacdo realizada, pdde-se
observar que a diferenca de expressdo encontrada condizia com o que foi identificado na
metanalise do GEO (Tabela 11).

Tabela 11 - Gene comum nas metanalises do GEO e SRA, na comparagdo entre ITBL vs CNI no grupo dos N&do
Vacinados. ITBL: Infeccdo tuberculosa latente, CNI: Controles ndo infectados.

Gene Valor de p Valor de p corrigido Diferenca de expressao (log2)

TRH 0,00018 0,01745 -1,58
(metanalise do GEO)

TRH 0,59086 1 -2,30
(metanalise do SRA)

Fonte: Elaboragéo da autora

A metandlise secundaria pelo SRA revelou assinaturas distintas, onde, considerando
os vacinados, 5 genes estavam modulados negativamente nos individuos com a infeccao
latente em comparacdo com o0s controles em contrapartida com apenas 3 revelados pela
metanalise do GEO na mesma comparacao (2 subexpressos e 1 superexpresso). Para os ndo
vacinados, foi possivel identificar apenas 2 genes (1 modulado positivamente e 1
negativamente) pela metanalise do SRA, também na comparacédo entre latentes vs controles,

em relacdo aos 56 observados na metanalise do GEO (Figura 20).



69

NAO VACINADOS VACINADOS
ITBL vs CNI ITBL vs CNI
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Figura 20 - GDEs encontrados nos grupos dos vacinados e ndo vacinados na metanalise do SRA. ITBL:
Infecgdo tuberculosa latente, CNI: Controle ndo infectado. Vermelho: modulacdo positiva. Verde:
modulagdo negativa.

Fonte: Elaboracao da autora

Referente as vias e funcBes celulares associadas aos genes, pode-se observar que um
dos genes encontrado no grupo dos ndo vacinados, estando modulado positivamente nos
individuos latentes em relacdo aos controles na metanalise do SRA, também esta ligado a
processos metabolicos, principalmente para o metabolismo da glutationa, de drogas e de
prostaglandina (Tabela 12).

Para os vacinados, foi visto que os 5 genes encontrados como subexpressos nos
individuos latentes quando comparados aos controles na metanalise do SRA, estdo associados
diretamente com vias e fungdes importantes para a sinalizacdo e proliferacdo celular, como a
via de sinalizacdo associada a proteina G alfa, sinalizacdo pelo receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e pelo Rapl (Tabela 13).

Considerando as comparagdes entre individuos ndo vacinados e individuos vacinados,
na metanalise pelo SRA foi possivel observar genes diferencialmente expressos nessas
condic@es, 0 que ndo havia sido observado na metanalise anterior realizada no GEO. Cinco
genes estavam menos expressos nos individuos latentes e ndo vacinados, assim como nos
controles ndo vacinados, em comparagdo com 0s grupos vacinados correspondentes. Em
adicdo, 6 outros genes (4 subexpressos e 2 superexpressos) estavam modulados
especificamente nos controles ndo vacinados em comparagdo com os vacinados (Figura 21 e
22).
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Figura 21 - Diagrama de Venn com os GDEs encontrados no grupo 3 - ndo vacinados vs vacinados,
na metanalise do SRA. ITBL: Infec¢do tuberculosa latente, CNI: Controle ndo infectado. Genes em
vermelho: modulag&o positiva. Genes em azul: modulagdo negativa.

Fonte: Elaboragdo da autora
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Figura 22 - GDEs encontrados no grupo 3 - ndo vacinados vs vacinados, na metanalise do SRA.
ITBL: Infec¢do tuberculosa latente, CNI: Controle ndo infectado. Vermelho: modulacédo positiva.
Verde: modulacdo negativa.
Fonte: Elaboragdo da autora
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Para 0s 5 genes subexpressos identificados nos individuos com a infeccéo latente ndo
vacinados quando comparados com aqueles vacinados, foram observadas vias e funcoes
ligadas principalmente ao ribossomo, as histonas e a cromatina. J& para os controles ndo
vacinados em relacdo aos vacinados, foram vistos 9 genes modulados negativamente e
associados também a vias e fungdes direcionadas ao ribossomo e as histonas, mas
adicionalmente aos processos metabdlicos da glutationa, de drogas e da prostaglandina. Para
0S 2 genes superexpressos, tém-se em destaque a via de sinalizacdo da interleucina-2 (IL-2) e
a inflamacao (Tabela 14).

Bibliotecas para individuos com a tuberculose ativa vacinados ou ndo com a BCG néo
foram encontradas. Desta forma, foi considerada a validagdo experimental de alguns genes
encontrados pela metandlise do GEO nas comparagcbes realizadas com este grupo de

individuos por meio da PCR em tempo real.
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Tabela 12 - Vias e func@es associadas as moléculas moduladas no grupo dos ndo vacinados pelas metanalises do GEO e do SRA. Genes em vermelho: modulacédo positiva e
genes em azul: modulacdo negativa. ITBL: Infeccdo tuberculosa latente, CNI: Controles ndo infectados.

Genes Vias Funcdes celulares e moleculares
C: ITBL vs CNI LOC340113 - -
(GEO)
55 Genes (Figura 10) *Biossintese de Tetrahidrobiopterina «Sinalizagdo e interagdo célula-célula
*Biossintese de UDP-D-xilose e UDP-D-glucoronato *Transporte molecular
*Bioquimica de pequenas moléculas
*Metabolismo de carboidratos
C:ITBL vsCNI GSTM1 * Metabolismo da Glutationa * Processo cataboélico de xenobioticos
(SRA) * Metabolismo da Aflatoxina Bl * Processo metabolico derivado da Glutationa

* Metabolismo do Estrogeno * Processo metabolico da Prostaglandina
* Metabolismo de drogas

IGLV2-8 - -

Fonte: Elaboracdo da autora
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Tabela 13 - Vias e funcdes associadas as moléculas moduladas no grupo dos vacinados pelas metanalises do GEO e do SRA. Genes em vermelho: modulacdo positiva e

genes em azul: modulacdo negativa. ITBL: Infecgdo tuberculosa latente, CNI: Controles ndo infectados.

Genes Vias Fungdes celulares e moleculares
C: ITBL vs CNI HIPK1 * Senescéncia celular » Hemopoiese definitiva
(GEO) * Processo apoptotico de células epiteliais
* Regulagdo da via de sinalizagdo mediada pelo TNF
* Via de sinalizagdo apoptdtica extrinseca
* Regulagdo positiva da angiogénese
KIAA0100, OLFML3 * Regulagdo da matriz extracelular mediante TGF-beta -
C: ITBL vsCNI RAP1GAP, FADS2, EGFR, MT-TF, * Via de sinalizagdo G alfa » Regulagdo positiva da atividade da proteina C quinase
(SRA) RPL13AP20 * Sinalizagdo por EGFR » Regulacdo da transdugdo de sinal mediada pelo 6xido

* Sinalizagdo Rapl
* Biossintese de acidos graxos insaturados
* Metabolismo do acido alfa-linolénico

nitrico
» Processo metabolico do 4cido alfa-linolénico

Fonte: Elaboragdo da autora



74

Tabela 14 - Vias e fun¢des associadas as moléculas moduladas no grupo dos nédo vacinados vs vacinados pela metanalise do SRA. Genes em vermelho: modulacgéo positiva e

genes em azul: modulacdo negativa. ITBL: Infecgdo tuberculosa latente, CNI: Controles ndo infectados.

Genes Vias Fungdes celulares e moleculares
ITBL BCG-vs ITBL KDM5D, RPS4Y1, TXLNGY, EIF1AY, < Ribossomo * Demetila¢do de histonas
BCG+ BCORP1 ¢ Transporte de RNA * Direcionamento de proteinas para ER
* Proteinas ribossomais citoplasmaticas » Remodelamento e organizacdo da cromatina
CNI BCG- vs CNI KDM5D, RPS4Y1, TXLNGY, EIF1AY, < Metabolismo da Glutationa * Processo catabolico de xenobidticos
BCG+ BCORP1 , DDX3Y, PRKY, USP9Y, GSTM1 e« Metabolismo da Aflatoxina B1 * Demetilacdo de histonas
* Metabolismo do estrogeno * Processo metabolico derivado da Glutationa
* Metabolismo de drogas * Processo metabdlico da Prostaglandina
* Ribossomo
TPSTL, IGLV2-8 * Via de sinalizac¢do da Interleucina-2 « Sulfatac¢do de proteinas

* Processo metabolico de purinas
* Resposta inflamatdria

Fonte: Elaboragdo da autora
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6.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO GENE RAB11A EM INDIVIDUOS COM A
TUBERCULOSE ATIVA, VACINADOS OU NAO COM A BCG

Durante a metanalise realizada a partir dos conjuntos de dados obtidos no GEO, foi
observada a possivel modulacdo de um gene da subfamilia Rabll, o RAB25, que estaria
suprimido em individuos com a TB ativa e vacinados com a BCG, quando comparados com
aqueles ndo vacinados. Devido a elevada similaridade de sequéncias presente entre 0s
membros desta subfamilia e importante papel em diferentes processos bioldgicos, toda a
subfamilia foi selecionada para validagcdo experimental. Como mencionado anteriormente,
seguiu-se apenas com a utilizacdo de um gene desta subfamilia nas avaliacdes seguintes, o
RAB11A, visto que foi o0 Unico com expressao apontada em células sanguineas.

Estavam disponiveis 3 amostras de pacientes com tuberculose ativa ndo vacinados e 6
amostras de pacientes com tuberculose ativa vacinados. Este nimero amostral foi insuficiente
para atingir o poder amostral de 80% para a comparacdo entre os grupos. Apesar disso, foi
observado um menor valor médio de expressdo do gene RAB11A nas amostras de individuos
com a TB ativa e vacinados em comparacdo com 0s ndo vacinados, o que era esperado

considerando os achados da metanalise anterior (Figura 23).
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Figura 23 - Expressdo diferencial do gene RAB11A em individuos com TBA BCG- vs TBA BCG+,
normalizados pelo gene enddgeno ACTB. TBA: Tuberculose ativa, BCG-: N&do vacinado com a
BCG, BCG+: Vacinado com a BCG.

Fonte: Elaboragdo da autora
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6.5 AyALlA(;Ao DA EXPRESSAO DO GENE RAB11A APOS INFECCAO DE
CELULAS THP-1 COM MICOBACTERIAS

E sabido que a viruléncia da micobactéria pode impactar diretamente na sua
sobrevivéncia no hospedeiro por meio do sucesso em desenvolver mecanismos que permitem
a sua colonizacdo, replicacdo e sobrevivéncia. Cepas com um nivel mais alto de viruléncia
possuem maior expressdo de genes e proteinas que atuam diretamente na modulacdo da
resposta do hospedeiro (LY; LIU, 2020; QIAN et al., 2020; SHARMA et al., 2022).

Com o intuito de avaliar uma possivel correspondéncia entre a expressao do gene
RAB11A e a potencial viruléncia das micobactérias, foi proposta a infeccdo de células THP-1
com cepas de micobactérias de viruléncia variada, conforme nivel de viruléncia do maior para
o menor (isolados clinicos, cepa laboratorial H37Rv, cepa vacinal BCG) para posterior
avaliagdo por PCR em tempo real (Figura 24).

Nivel de viruléncia

Isolados Cepa laboratorial Cepa vacinal
clinicos (H37Rv) (BCG)

Figura 24 - Nivel de viruléncia das cepas de micobactérias.
Fonte: Elaboragdo da autora

Culturas foram avaliadas em dois periodos de tempo (24h e 48h) e realizadas nas
seguintes condigdes: controle composto por células ndo infectadas, células infectadas com
BCG, células infectadas com H37Rv e células infectadas com cada um dos trés isolados
clinicos, 2 de alta prevaléncia (76937 e 120412) e 1 de baixa prevaléncia (80010). Para o
isolado 80010, por problemas experimentais e impossibilidade de repeticdo dos experimentos,
s0 foi possivel avaliar culturas mantidas por 24h.

Observou-se valores de expressdo do gene RAB11A menores nas células infectadas
com a cepa vacinal BCG, principalmente no tempo de 24h, em comparagdo com as células
ndo infectadas, corroborando com o que foi visto na metanalise do GEO. Referente as demais
cepas, foi visto que os valores de expressdo do RAB11A diferem de acordo com o tipo de cepa
e com o tempo. A cepa H37Rv induziu valores de expressdo menores em comparagdo com as

células néo infectadas, em culturas de 24h. Em culturas de 48h essa expressdo foi restaurada
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ao nivel das células ndo infectadas. Em relacdo aos isolados clinicos, observou-se que as
celulas infectadas tanto com o isolado de baixa prevaléncia 80010, como o de alta prevaléncia
76937 apresentaram valores de expressdo do gene similares aos das células ndo infectadas no
tempo de 24h. Porém, em 48h o isolado 76937 induziu reducdo dos valores de expressao do
gene nas células, um fendmeno inverso ao observado com a cepa H37Rv. O segundo isolado
de alta prevaléncia, 120412, induziu niveis de expressao do gene reduzidos tanto no tempo de
24h quanto no de 48h (Figura 25).

Expresséao do gene RAB11A
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NI 24h

NI 48h
BCG 24h
BCG 48h
H37Rv 24h
H37Rv 48h
80010 24h
76937 24h
76937 48h
120412 24h
120412 48h

BO000N

Expressdo diferencial (2~AACt )

CELULAS THP-1

Figura 25 - Expresséo diferencial do gene RAB11A em células THP-1 infectadas ou ndo com diferentes cepas
de micobactérias nos tempos de 24h e 48h. NI: Nao infectado.
Fonte: Elaboragdo da autora

A reprodutibilidade desses achados devera ser avaliada no futuro, desde que haja

disponibilidade de uso do laboratério NB3.

6.6 AVALIACAO DO SILENCIAMENTO GENICO DO RAB11A POR RNA DE
INTERFERENCIA

O silenciamento génico do RAB11A por RNA de interferéncia foi padronizado e
avaliado in vitro utilizando células de linhagem THP-1. As células silenciadas com sucesso

serdo utilizadas futuramente para avaliar o impacto do gene em processos celulares



78

importantes na resposta contra o bacilo, especificamente a autofagia e a migragdo. Foram
avaliadas culturas de células ndo infectadas versus infectadas com a cepa vacinal BCG sem
utilizacdo dos RNAs de interferéncia ou com os RNAs de interferéncia (controles negativo e
positivo de silenciamento e o correspondente ao alvo de estudo, RAB11A). Observou-se que 0
silenciamento do gene-alvo ocorreu com sucesso, tanto nas celulas ndo infectadas como nas
infectadas com BCG (Figuras 26).
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Figura 26 - Expressao diferencial do gene RAB11A apds silenciamento génico em células THP-1 infectadas
ou ndo com a BCG. NI: N&o infectado.
Fonte: Elaboragéo da autora

Com isso, futuramente poderd vir a ser utilizado o silenciamento com RNA de
interferéncia para avaliar o possivel impacto do RAB11A na infeccdo tuberculosa, com
enfogque nos processos de autofagia e migracdo celular, havendo a disponibilidade de uso do

laboratério NB3 da instituicdo para a realizacdo dos experimentos.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi proposto caracterizar os mecanismos potencialmente envolvidos na
progressdo da tuberculose que sdo modulados pela vacinagdo com BCG. Para isso, foi
realizado um estudo amplo de avaliacdo génica, e em consequéncia dos resultados obtidos, foi
dado foco para o possivel papel do gene RAB11A.

Foram observados padrdes distintos de expressdo génica relacionados a vacina¢do com
a BCG entre os grupos avaliados, através da metanalise realizada utilizando o GEO, com 100
genes diferencialmente expressos identificados em n&do vacinados, sendo 92 modulados
negativamente e 8 modulados positivamente. Em contraste, apenas 53 genes foram
identificados modulados em individuos vacinados, sendo 18 superexpressos e 35
subexpressos.

A eficécia da BCG contra a tuberculose pulmonar é altamente variavel e a perda dessa
eficacia tem sido explicada pelo avanco da idade do individuo e pelo aumento da exposicao a
micobactérias (FINE et al., 2001; BARRETO et al., 2005; DAVIDS et al., 2006; BARRETO
et al.,, 2006; PEREIRA et al.; 2007; MANGTANI et al.,, 2014; POYNTZ et al., 2014,
TRAUER et al.; 2021). Os resultados deste trabalho demonstram que a vacinagdo com a
BCG é capaz de gerar efeitos a longo prazo, ja que a média de idade dos individuos avaliados
na metanalise do GEO foi de 64 anos (intervalo de 18-78 anos), e foi possivel observar a
modulacdo positiva e negativa de diferentes genes nos grupos avaliados. Quando ha uma
sensibilizacdo anterior com a BCG, o numero de genes alterados é efetivamente menor,
levando consequentemente a uma diferenca nos processos biolégicos alterados que podem
estar envolvidos na protecdo conferida pela vacina, bem como no destino da infeccdo pelo
Mtb.

Vias e fungdes celulares e moleculares apontadas no grupo dos nao vacinados estavam
associadas principalmente ao metabolismo, enquanto para o grupo dos vacinados destacaram-
se 0s processos vinculados a imunidade.

Para os ndo vacinados, foram identificadas, por exemplo, vias ligadas a sinalizacao de
eicosandides e biossintese de tetrahidrobiopterina enriquecidas para 0s genes suprimidos.

Na tuberculose, a via de sinalizacdo por eicosandides tem grande relevancia, pois essas
moléculas tém a capacidade de modular as respostas inflamatérias envolvidas na morte
celular dos macréfagos infectados, e consequentemente influenciam no desfecho da doenca
(MARAKALALA et al., 2018). A tetrahidrobiopterina € um importante cofator para sistemas

enzimaticos importantes, como a producdo de 6xido nitrico sintase e consequente liberacao de
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Oxido nitrico e reducdo de superoxido, sendo essencial para manter o balango entre essas
moléculas (BENDALL et al., 2014; CRABTREE; CHANNON, 2011). O equilibrio do estado
oxido-redutor (REDOX) intracelular é essencial para a sobrevivéncia, persisténcia e
reativacdo do bacilo (KUMAR et al., 2011). Na tuberculose, o 6xido nitrico constitui um dos
mecanismos utilizados pelas células com acdo antimicrobiana (GUPTA et al., 2012;
MARAKALALA et al., 2018).

Para vacinados, sdo vistos genes superexpressos associados principalmente a vias de
sinalizacdo de IFN-y, e genes subexpressos com associacdo ao comprometimento da linhagem
Th17.

Células com perfil de resposta Thl (caracterizada pela producdo de IFN-y e TNF-a) e
Th17 (producdo de IL-17 e IL-22) sdo consideradas essenciais na contencdo do Mth, sendo
associadas diretamente com a protecdo. O estado de equilibrio entre estes dois perfis pode
estar associado a modificacdes que podem implicar em um papel mais patogénico do que
protetor da resposta tipo Th17. Células do tipo Thl acabam sendo induzidas como forma de
reverter os seus efeitos (LI et al., 2012; CANTINI et al., 2017; MOURIK et al., 2017).

Buscando validar os achados da metanalise do GEO, foi realizada uma metanalise
secundaria com um segundo banco de dados, 0 SRA. Nenhum gene diferencialmente expresso
foi observado em comum nas duas metandlises, considerando os critérios do nivel de
significancia (p-value<0,05) e fold-change (de log2, >1.5). No entanto, um gene conhecido
como TRH, modulado negativamente na metanélise do GEO nos individuos com a infeccéo
latente ndo vacinados vs controles ndo vacinados, também foi observado com valores de
expressdo reduzidos nesta mesma comparacdo na metanalise do SRA, embora ndo haja
diferenca significativa entre 0s grupos.

O TRH é um gene importante no controle da secre¢do do hormdnio TSH (do inglés,
thyroid-stimulating hormone), que por sua vez regula a secrecdo dos horménios da tiredide,
um importante eixo de regulacdo do metabolismo corporal (MOURA.; MOURA., 2004,
GASPAR et al., 2010).

Embora a metanalise do SRA ndo tenha sido capaz de validar os genes
diferencialmente expressos encontrados na metanélise do GEO, ela também ajudou a revelar
padrGes associados a vacinagdo com a BCG. Dentre as assinaturas reveladas, foram
observados 5 genes modulados negativamente nos infectados vacinados em comparagdo com
os controles vacinados e 2 genes modulados (1 negativamente e 1 positivamente) nos

individuos com a infecgdo latente ndo vacinados vs controles n&o vacinados.
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Para os ndo vacinados, foi visto que o gene superexpresso estd associado, por
exemplo, com vias e funcdes ligadas ao metabolismo da glutationa.

A Glutationa consiste em um importante antioxidante que possui também papel
essencial na regulacdo da imunidade, tanto inata como adaptativa, e na inflamagdo (GHEZZI,
2011).

Na tuberculose, estudos mostram que os niveis de glutationa estdo reduzidos
significativamente em pacientes com tuberculose ativa e que a suplementacdo com glutationa
lipossomal restaura o equilibrio redox, induz o balanco de citocinas e aumenta a resposta
imune contra a infec¢do pelo Mth. O tratamento com N-acetilcisteina (NAC), um precursor
para a sintese de glutationa, também demonstrou efeitos micobactericidas diretos, com
reducdo do crescimento intracelular do bacilo, diminuicdo de citocinas inflamatorias e
aumento dos niveis de IFN-y (VENKETARAMAN et al., 2006; VENKETARAMAN et al.,
2008; LY et al., 2015).

Referente aos vacinados, observamos que 0s genes suprimidos se associam com vias e
fungdes para a sinalizagéo celular, a exemplo da sinalizagéo pelo EGFR.

O EGFR consiste em uma importante molécula que medeia vias de sinalizagdo que
levam a desfechos bioldgicos importantes, como o crescimento e migracao celular, producédo
de citocinas pré-inflamatorias, assim como a sobrevivéncia celular (URIBE.; MARROCCO.;
YARDEN., 2021).

As diferengas encontradas entre as metanalises podem ser decorrentes das diferentes
abordagens metodologicas empregadas nos estudos (GEO: microarranjos; SRA: RNA-seq), as
quais podem favorecer a deteccdo da expressdo génica de forma diferenciada entre as duas
técnicas. A comparacdo entre perfis de expressdo obtidos a partir de dados de microarranjo e
aqueles obtidos a partir de RNA-seq mostra que 0s resultados deste ultimo fornecem uma
maior variedade de genes codificantes de proteinas diferencialmente expressos, e uma faixa
de variacdes de niveis de expressdo também maior, em compara¢do aos microarranjos (RAO
et al., 2019). E possivel, ainda, que haja diferencas entre as populaces avaliadas (GEO:
Reino Unido e Africa do Sul; SRA: Brasil).

A avaliacdo pela metanélise do GEO propiciou a identificacdo de um gene presente
em uma subfamilia conhecida como Rabll, que estava mais expresso em individuos com a
TB ativa e ndo vacinados em comparacdo com vacinados. Esta subfamilia tem influéncia
direta em alguns processos bioldgicos relevantes na tuberculose, 0 que nos motivou a

investigar melhor o possivel papel dessas moléculas na doenca.
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Nas avaliacOes durante o estudo da subfamilia Rabl1, foi confirmada a auséncia de
expressdo dos genes RAB25 e RAB11B em células sanguineas. Dessa forma, o estudo seguiu
apenas com o gene RAB11A. Na coorte avaliada, foi identificado um maior valor numérico de
expressao média desta molécula em amostras de individuos com a TB ativa e ndo vacinados
com BCG em comparagdo aos individuos com TB ativa vacinados, porém a amostra néo
atingiu poder estatistico. Considerou-se, entretanto, que os resultados obtidos sdo compativeis
com os achados da metanalise do GEO.

E sabido que dentro dos macrofagos o bacilo é capaz de interagir com multiplas
proteinas Rab, e estas, por sua vez, estdo envolvidas em diferentes processos, em especial o
trafego entre compartimentos dentro da célula, o que pode ter relevancia na patogénese da
doenca. Apds a infeccdo, o Mtb regula o trdfego e a integridade da membrana celular
permitindo o recrutamento das GTPases RAB5 e RAB11 para o fagossoma e inibindo RAB7
e RAB20 (CHAI et al., 2020). O recrutamento de RAB5, mas ndo de RAB7, previne a
maturacdo do fagolisossoma (CARRANZA.; CHAVEZ-GALAN., 2019). A via de reciclagem
endocitica pelo RAB11 é apontada com papel importante na captacdo de ferro para as
micobactérias (HALAAS et al., 2010). E a via de trafego vesicular dependente de RAB20
promove o influxo de membrana dos fagossomos de Mtb, permitindo o seu deslocamento para
compartimentos que restringem o crescimento do bacilo (SCHNETTGER, L et al., 2017).

Maior colocalizacdo de RAB11A e microparticulas ja foi observada com forte
associacdo em modelo de macréfagos infectados com BCG em comparacdo com as células
ndo infectadas. Esta interacdo seria importante para o transporte do bacilo dentro da célula
apos internalizacdo pelos macréfagos, e consequente interacdo entre 0os componentes celulares
(WALTERS et al., 2013). O acimulo de RAB11 também ja foi observado no fagossoma
micobacteriano de macréfagos infectados com Mth em comparacdo com células dendriticas
infectadas (TAILLEUX et al., 2003).

Também foi avaliado a expressdo deste gene em células THP-1 apds infeccdo com
cepas de micobactérias com viruléncia variada, buscando entender se a expressao seria
proporcional a viruléncia da cepa.

Atualmente, o complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) divide-se em 7
linhagens amplamente adaptadas aos humanos, que diferem quanto a sua distribuicdo por
regido demografica (COMAS et al., 2013; COSCOLLA.; GAGNEUX., 2014). As linhagens
de Mtb também se diferenciam em relagdo a sua viruléncia, bem como quanto a capacidade de
levar & progressdo para a doenga ativa no hospedeiro, de promover doenga grave e de
desenvolver resisténcia a antibioticos (YIMER et al., 2015; RUTAIHWA et al., 2019).
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Foi observado que as células infectadas com BCG, a micobactéria de menor viruléncia
utilizada em nosso experimento, induziram baixa expressdao de RAB11A em comparagdo com
as células ndo infectadas, corroborando também com o achado obtido no GEO. Em relacéo a
cepa laboratorial H37Rv, aqui considerada com viruléncia intermediaria, foi observado que as
culturas infectadas ap6s 24h também apresentaram valores de expressao menores do RAB11A
em comparagdo com as células ndo infectadas. Um comportamento semelhante foi obtido com
isolados clinicos de alta prevaléncia em nosso meio (76937 no tempo de 48h e 120412 nos
tempos de 24 e 48h) da mesma subfamilia da cepa laboratorial (LAM), aqui considerados
como de mais alta viruléncia. Em contrapartida, células infectadas com o isolado de baixa
prevaléncia 80010, também da subfamilia LAM e considerado de viruléncia intermediéria,
apos 24h mantiveram os valores de expressdo do gene iguais aos das células ndo infectadas.
Para as células infectadas com H37Rv em culturas apds 48h e para as culturas infectadas com
o isolado de alta prevaléncia 76937 apds 24h foi obtido esse mesmo resultado. Esses achados
precisam ser validados em novo experimento e interpretados a luz dos resultados que forem
obtidos ap0s o silenciamento do gene RAB11A, em nossa perspectiva de continuidade deste
trabalho.

Em um estudo anterior utilizando modelo de infecgéo in vivo, isolados de Mtb com
diferente capacidade de transmissdo na comunidade foram testados e pOde-se constatar
diferenca na capacidade de causar dano pulmonar e de desencadear uma resposta imunoldgica
no hospedeiro de acordo com o tipo de isolado avaliado (SHANLEY et al., 2018). Cepas sem
transmissdo registrada na comunidade originaram danos pulmonares mais extensos e mais
inflamacdo do que aquelas com alta transmissdo, que em contrapartida levavam a uma
resposta mais imunogénica do hospedeiro com desenvolvimento de uma resposta protetora
maior e mais rapida das células T. Por outro lado, as cepas sem transmissdo registrada
levaram ainda ao aumento, de trés vezes mais, do numero de genes diferencialmente
expressos (tanto subexpressos como superexpressos) nos pulmdes do hospedeiro em
comparagdo com as cepas de transmissdo muito alta (SHANLEY et al., 2018).

Pretendendo estudar melhor o papel de RAB11A, o silenciamento do gene foi realizado
com sucesso em células THP-1, utilizando RNA de interferéncia. Dessa forma, foi
estabelecido em nosso grupo um modelo in vitro com utilidade para explorar a fungédo de
RAB11A na tuberculose, em experimentos futuros.

Até o momento, esse estudo ajudou a revelar padrbes de expressao importantes
associados a vacinacdo com a BCG, com possiveis implicagdes no curso da infeccéo pelo Mtb

por meio da modulacdo positiva e negativa de diferentes genes diretamente implicados com
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processos bioldgicos que podem ser essenciais na resposta do individuo frente a infeccéo.
Além disso, foi possivel identificar um alvo que deve ser melhor investigado na doenga, 0
RAB11A. Estes resultados abrem novas perspectivas de investigacdo dos mecanismos
envolvidos na imunopatogénese da tuberculose e geracdo de estratégias futuras para combate

da doenga.
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8 CONCLUSOES/PERSPECTIVAS

e A primovacinacdo com a BCG é capaz de gerar efeitos que afetam a modulagéo de
genes especificos do hospedeiro.

e A expressdo do gene RAB11A foi maior no grupo dos individuos com TB ativa nao
vacinados em comparacdo aqueles vacinados, corroborando com um dos achados
obtidos na metanélise realizada no GEO.

e A expressdo do gene RAB11A foi menor nas células THP-1 infectadas com a cepa
vacinal BCG em comparacdo com as células ndo infectadas, corroborando também
com um dos achados obtidos na metanalise realizada no GEO.

e A expressdo do gene RAB11A difere de acordo com o tipo de isolado de Mtb utilizado
na infeccéo de células THP-1.

e RNA de interferéncia € uma metodologia adequada para silenciamento génico do
RAB11A em células THP-1, possibilitando a utilizacdo desse modelo celular na
avaliacdo de processos ligados a este gene e com possivel implicacdo na tuberculose.

e Perspectivas de continuidade do estudo incluem a reproducdo do experimento de
infeccdo das células THP-1 com as diferentes cepas de micobactérias e a avaliacdo de
processos bioldgicos (autofagia e migracdo celular) associados ao RAB11A apds

silenciamento do gene.
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