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RESUMO

Mycobacterium bovis BCG é a Uunica vacina disponivel na prevencdo da
tuberculose, doenca infecciosa causada pelo M. tuberculosis e responsavel por
1,8 milhdo de mortes em 2015. “BCG” é uma familia de cepas geneticamente
distintas pela perda de diferentes regides gendmicas (RD), além de outros tipos
de mutacdes como insercBes/delecdes e SNPs. BCG Moreau, cepa usada no
Brasil, perdeu a regido genémica RD16, levando ao truncamento do gene que
codifica o regulador transcricional Rv3405c, que regula negativamente a
expressao de Rv3406, uma alquil sulfatase. Para avaliar o impacto da perda da
rv3405c, uma cepa de BCG Moreau carreando apenas o vetor (MAO5c) e uma
cepa complementada (M::05c) foram wusadas para infectar macréfagos
humanos da linhagem THP-1, para avaliar: a viabilidade das cepas
recombinantes, o padrdo de citocinas secretadas (TNF-a, MIP-1, IL-18, IL-6 e
IL-8) e a viabilidade das células hospedeiras. Células THP-1 foram
diferenciadas em macréfagos e infectadas com MOI de 1 e 10 (bactéria:célula).
Todas as variaveis foram analisadas em tempos determinados de 6, 24, 48, 72
e 96 horas apoés a infeccdo. Nossos resultados demonstram que a viabilidade
de MAO5c é maior do que M::05c tanto em meio axénico quanto no ambiente
intracelular, sugerindo um possivel ganho funcional associado a expressao
constitutiva de Rv3406. Por outro lado, a viabilidade das células hospedeiras
nao apresenta diferencas significativas quando infectadas pelas cepas
recombinantes. Observamos diferencas relativas ao perfil de secrecéo das
citocinas em alguns tempos de infec¢cédo analisados, normalmente mais elevado
nas células infectadas por MAO5c, exceto para IL-6, cuja secrec¢ao foi maior em
células infectadas pela cepa complementada. Nossos resultados também
mostraram que o gene rv0405 possui uma regido com maior identidade com
motivo palindrémico identificado como possivel I6cus de ligagcdo para o fator
transcricional Rv3405c. Com relacdo a andlise da expressdo génica, Nnossos
dados preliminares mostram que nao houve diferenca na expresséo dos alvos
analisados (rv0405, rv0667, rv1116 e rv3616c) entre as cepas recombinantes e
que a presenca da proteina Rv3406 nao foi detectada na cepa complementada.
Este trabalho contribui para elucidar o impacto da delecdo gendémica RD16 na
fisiologia da cepa vacinal brasileira, BCG Moreau.
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Role of the rv3405c transcriptional repressor in the intracellular lifestyle of
Mycobacterium bovis BCG Moreau

ABSTRACT

Mycobacterium bovis BCG is the only available vaccine against tuberculosis, an
infectious disease caused by M. tuberculosis and responsible for 1.8 million
deaths in 2015. “BCG” comprises a family of genetically different strains derived
by the loss of different genomic regions (RDs) and other types of mutations
such as insertions/deletions and SNPs. BCG Moreau, the strain used in Brazil,
lost the genomic region RD16, leading to the truncation of the gene encoding a
transcriptional regulator, rv3405c, which negatively regulates the expression of
Rv3406, an alkyl sulfatase. To evaluate the impact of the loss of rv3405c, BCG
Moreau harboring the empty vector (MAO5c) and the complemented strain
(M::05c) were used to infect human macrophages of the THP-1 lineage in order
to evaluate: the viability of the strains, the pattern of secreted cytokines (TNF-q,
MIP-18, IL-1B, IL-6 and IL-8) and viability of the host cells. THP-1 cells were
differentiated into macrophages and infected at a MOI of 1 and 10
(bacteria:cell). All the variables were analysed in defined time points of 6, 24,
48, 72 and 96 hours after infection. Our results show that the viability of MAO5c
is higher than that of M::05c in both axenic medium and in the intracellular
environment, suggesting a possible functional gain associated with constitutive
expression of Rv3406. On the other hand, the viability of host cells does not
show significant differences when infected by the recombinant strains. We
observed differences relative to the cytokine secretion profile in some of the
analysed time points, normally higher in cells infected with MAO5c, except for IL-
6, which was more elevated in cells infected with the complemented strain. Our
results also showed that the rv0405 gene has a region with greater identity to
the palindromic motif identified as the possible binding site of the transcription
factor Rv3405c. In regards to the gene expression analysis between the
recombinant strains, our preliminary results show that no significant differences
in the expression of the analyzed targets (rv0405, rv0667, rv1116 and rv3616c)
could be detected and that the presence of the Rv3406 protein was not
detected in the complemented strain. This work contributes to the elucidation of
the impact of the genomic deletion RD16 in the physiology of the Brazilian
vaccine strain, BCG Moreau.
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1. Introducao

1.1. Género Mycobacterium

Bactérias do género Mycobacterium estdo presentes em todo o
planeta, com amplo espectro de viruléncia (Seeliger & Moody, 2016). Embora a
maioria das espécies neste género sejam bactérias ambientais néao-
patogénicas, algumas espécies sdo altamente bem-sucedidas como patdgenos
intracelulares que infectam humanos e outros mamiferos, incluindo o
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis - 0s agentes causadores
da tuberculose humana e bovina, respectivamente (Rue-Albrecht et al., 2014).

As espécies do género Mycobacterium estao subdivididas em espécies
de crescimento rapido e de crescimento lento, baseada na capacidade de
desenvolver colbnias em menos ou em mais de 7 dias, respectivamente.
Espécies de crescimento réapido sdo geralmente oportunistas ou nao-
patogénicas, enquanto que as de crescimento lento incluem micobactérias
patogénicas ao homem (Broset et al., 2015).

Nesse grupo de micobactérias patogénicas destaca-se o0
Mycobacterium tuberculosis, um patégeno importante no que se refere ao
namero de casos de morte por infecgdo. Outras espécies capazes de causar
doencas em humanos sdo, por exemplo, M. leprae, M. ulcerans e M. avium
(Seeliger & Moody, 2016)

Como dito anteriormente, a tuberculose (TB) em humanos é causada
pelo Mycobacterium tuberculosis (M. tb), um dos membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), que compreende varias espécies e

subespécies bacterianas relacionadas, incluindo M. tuberculosis e M. africanum

1



que sdo adaptados aos humanos, assim como vérias formas adaptadas aos
animais (Smith et al., 2006) como, por exemplo, M. bovis, M. caprae, M. microti,
M. pinnipedii, M. origys, M. mungi, M. suricattae (Coscolla & Gagneux, 2014).

MTBC sdo bactérias gram-positivas, alcool-acido resistentes,
transmitidas via aerossoéis gerados por pacientes com TB pulmonar ativa
(Coscolla & Gagneux, 2014).

As micobactérias pertencentes ao complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC) exibem mais do que 99,9% de identidade em nivel de
nucleotideos e sequéncias idénticas do RNA ribossomal 16S, mas diferem
guanto ao tropismo pelo hospedeiro, fenotipos e patogenicidade (Brosch et al.,
2002). A espécie com a maior gama de hospedeiros € M. bovis, que é isolada
principalmente a partir de bovinos, mas também pode ser responsavel por
surtos em animais selvagens. Além disso, M. bovis pode causar doencas em
seres humanos, mas raramente em hospedeiros imunocompetentes (Rue-

Albrecht et al., 2014).

M. tuberculosis é considerado um dos patégenos mais antigos que
emergiu durante a evolucdo humana. E possivel entender que a pressio
coevolutiva sobre essa relacdo patdgeno-hospedeiro tenha sido fundamental
no processo da doenca. A partir desta perspectiva, a tuberculose latente revela
uma convivéncia aparentemente pacifica envolvendo interacdes complexas e
ainda pouco compreendidas entre o patdégeno e o hospedeiro (Kaufmann,

2014).




Micobactérias se caracterizam pela inerente resisténcia aos antibioticos
devido a sua taxa de crescimento extremamente lenta e a complexa
composicao lipidica da sua parede celular (Abuhammad, 2017).

M. tb € um patdégeno intracelular que reside principalmente em
fagdcitos mononucleares, mas também em alguns fagoécitos ndo-profissionais
(Kaufmann, 2014), que desenvolveu, de forma bem-sucedida, estratégias para
colonizar macrofagos alveolares e superar seus mecanismos bactericidas.
Assim, ele se propaga no hospedeiro durante as fases iniciais da infeccdo na
auséncia de uma resposta imunoldgica organizada capaz de controlar a
infeccdo (Cooper, 2009). M. tb escapa da resposta imunolégica de forma que a
infeccéo persista, mas, de forma simultanea, promove imunopatologia capaz de

garantir a sua transmisséo (Korb, Chuturgoon & Moodley, 2016).

1.2. Tuberculose

1.2.1. Epidemiologia

Em 1994, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1994) declarou a
tuberculose uma emergéncia de saude publica mundial, devido a ocorréncia de
cerca de 8 milhdes de casos e 1,6 milhdes de mortes.

Nos ultimos dois séculos, mais de 1 bilhdo de pessoas morreram de TB
— mais do que variola, malaria, peste, influenza e Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) juntos. A recente epidemia do virus Ebola
acometeu 30.000 pessoas e foi responsavel por menos de 12.000 mortes; ja a
TB registra 180.000 novos casos por semana (Kaufmann, 2016). Esses dados

revelam a gravidade da doenca no cenario da saude publica.




De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a tuberculose
acomete milhGes de pessoas a cada ano e, em 2015, foi uma das 10 maiores
causas de morte em todo o mundo, situando-se acima do HIV/AIDS como uma
das principais causas de morte por uma doenca infecciosa. A melhor estimativa
€ que houve 1,8 milhdo de mortes por TB em 2015, sendo 0,4 milhdes de
mortes resultantes de TB entre pessoas HIV positivas. Quanto ao nimero de
casos, em 2015 havia 10,4 milhdes de novos casos da doencga (incluindo 1,2
milh&o entre individuos HIV-positivos), dos quais 5,9 milhdes entre homens, 3,5
milhdes entre mulheres e 1,0 milhdo entre criancas. De modo geral, 90% dos
casos foram em adultos e 10% em criangas, e a propor¢cdo homem:mulher foi
de 1,6:1.

Isto ocorre apesar do fato de que a maioria das pessoas que
desenvolve tuberculose pode ser curada a partir de diagndéstico oportuno e
tratamento correto (WHO, 2016). Esses nimeros sdo extremamente elevados
considerando que existem medidas para controle da doenca, como tratamento
com antibidticos e, especialmente, vacinacdo com Mycobacterium bovis BCG
(Souza-Vasconcellos et al., 2015).

Os 30 paises com alto indice de TB representaram 87% de todos 0s
casos estimados em todo o mundo. Os seis paises que se destacaram pelo
maior nimero de casos em 2015 foram (em ordem decrescente): india,
Indonésia, China, Nigéria, Paquistdo e Africa do Sul - em conjunto,
representam 60% do total mundial. Destes, a China, a india e a Indonésia
representaram sozinhas 45% dos casos em 2015. O Brasil figura entre os 30
paises com maior carga da doenca e também maior carga de co-infeccéo

HIV/TB (WHO, 2016).




O nuamero anual de casos de TB em relacdo ao tamanho da populacao
variou amplamente, desde menos de 10 casos por 100.000 habitantes nos
paises de alta renda até 150-300 na maioria dos 30 paises com alto indice de

TB (Figura 1.1) (WHO, 2016).

Estimated TB incidence rates, 2015

©  Estimated new
TB cases (all forms.

* per 100 000 %
. population per year x &
0-249 \

25-99
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Il =300 o P4
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Figura 1.1: Namero estimado de novos casos de tuberculose por 100.000 habitantes
(WHO, 20186).
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A tuberculose € a doenca infecciosa com 0 registro mais antigo da
histéria da humanidade (Cheon et al., 2016). A tuberculose permaneceu
esporadica até o século XVIII e foi a partir da Revolugéo Industrial que assumiu
carater epidémico, devido ao aumento populacional e condi¢cdes desfavoraveis
de vida. Durante o século XX, a incidéncia diminuiu rapidamente nos paises
desenvolvidos devido a melhoria das condicbes de saude, moradia e
nutricionais. Com o advento da vacinagdo com o BCG e, mais tarde, do uso de
drogas antimicrobianas (isoniazida, estreptomicina e rifampicina), a incidéncia

reduziu ainda mais (Bafiuls et al., 2015).




A partir da década de 80, a incidéncia da tuberculose voltou a subir em
funcdo da epidemia causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), a
precarizagdo dos servicos de saude nos grandes centros urbanos e o
aparecimento da resisténcia as drogas (Bafiuls et al., 2015). Nos ultimos 100
anos, a tuberculose provavelmente matou mais de 100 milhdes de pessoas
(Frieden et al., 2003; Bafuls et al., 2015). A presenca do HIV prejudica a
resposta imunolégica do hospedeiro necesséaria para a contencdo do M. tb
durante a infeccdo latente e favorece a reemergéncia da doenca. De forma
reciproca, a TB € a principal causa de morte em individuos infectados pelo HIV,
e o risco de desenvolver a doenga ativa em individuos co-infectados aumenta
para 10% ao ano (Kaufmann, 2014).

A doenca reemergiu ha algumas décadas como um crescente
problema de saude publica, principalmente pelo aparecimento de cepas multi-
(MDR-TB) e extensivamente- (XDR-TB) resistentes as drogas, pela sinergia
com a pandemia de HIV/AIDS e pelo aumento da pobreza (Neres et al., 2015).

Em muitos paises, a epidemia de TB continua sem diminuir, mesmo
com a quimioterapia combinada, que envolve a administracdo de pelo menos
quatro drogas. Uma importante dificuldade para a erradicacdo da TB é a rapida
emergéncia de cepas resistentes as drogas, que tornou os tratamentos atuais
ineficazes demandando enorme gerenciamento de pacientes em programas de
controle da tuberculose. Além disso, o tratamento da TB resistente a drogas é
caro e requer o uso de drogas altamente toxicas, aumentando o aparecimento
de efeitos colaterais (Black et al., 2014).

M. tb é disseminado pelo ar quando uma pessoa infectada, através da

tosse, espirro e/ou fala, elimina goticulas de saliva contendo o bacilo que,
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lancadas no ar, podem ser inaladas por outra pessoa. Essas goticulas sdo
pequenas o suficiente para alcancar as vias aéreas inferiores (Bafiuls et al.,
2015). Os bacilos sao inalados a partir destas goticulas na atmosfera que
devem conter uma dose infectante estimada de um uUnico bacilo (Korb,
Chuturgoon & Moodley, 2016). As goticulas infecciosas sdo inaladas e se
alojam nos alvéolos pulmonares onde, em seguida, as bactérias séao
fagocitadas por macrofagos alveolares, que iniciam uma cascata de eventos
que pode resultar na contencao da infeccdo ou na progresséo para a doenca
ativa. Apesar do risco de desenvolvimento de doencga ativa variar de acordo
com o tempo desde a infeccédo, idade e imunidade do hospedeiro, o risco de
ativacdo estimado de doenca para uma crianca recém-infectada € de 10%, com
cerca de metade desse risco ocorrendo nos primeiros 2 anos apos infeccao

(Frieden et al., 2003).

1.2.2. Resposta Imunoldgica

A tuberculose é classificada como uma doenga inflamatoria
granulomatosa, na qual as células efetoras se acumulam no local da infeccéo
para formar a caracteristica de um tubérculo que, fisicamente, contém a
infeccdo, inibe a replicacdo bacteriana e previne sua disseminacéo. Juntas,
essas ac0Oes resultam em doenca subclinica. No entanto, o granuloma também
protege as bactérias do sistema imunolégico, proporcionando um nicho para a
sua sobrevivéncia. A laténcia é considerada uma caracteristica marcante da
imunidade protetora, atribuida a atividade coordenada e bem sucedida das
células T CD4" em cerca de 90% dos individuos infectados (Korb, Chuturgoon

& Moodley, 2016).



O reconhecimento de micobactérias pelos macrofagos ocorre atravées
da interacdo dos padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPS), tais
como lipopolissacarideos, varias lipoproteinas e  glicolipideos -
lipoarabinomanana, por exemplo — com 0s receptores de reconhecimento
padrdao (PRRs), tais como receptores do tipo Toll (TLR), que sédo expressos na
superficie dos macrofagos alveolares e intersticiais, bem como células

dendriticas presentes no local (Rue-Albrecht et al., 2014).

Receptores do tipo Toll sdo expostos na superficie (TLR2 e TLR4) ou
no interior (TLR9) de muitas células, inclusive macrofagos e células dendriticas.
Estdo classicamente envolvidos na ativagdo de resposta pro-inflamatoria
através da ativagdo de NF-kB, mas também atuam através de reguladores
negativos (TRIF, IRF e IRAK-M) (Schorey & Schelesinger, 2016). A sinalizacao
via TLR dispara a ativacéo transcricional da pro-IL-1B e pro-IL-18, que séo
processadas nas suas formas ativas pelos inflamossomos, e cujas funcdes proé-
inflamatorias direcionam a resposta do hospedeiro para a inflamacdo (Huante

et al., 2016).

Alguns receptores, como receptores de manose e dectina-1,
diferenciam entre cepas de micobactérias. Ativacdo por micobactérias nao-
patogénicas e atenuadas, mas ndo por M. tb H37Rv, aumenta a producéo de
TNF-a, RANTES e IL-6 pelos macrofagos. Ativacdo de dectina-1 inibe a
replicacdo de BCG, mas ndo de M. tb em macrofagos humanos (Schorey &

Schelesinger, 2016).

De acordo com a Figura 1.2., a natureza do reconhecimento do

receptor presente em macrofagos e as vias de apresentacdo antigénica sdo
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distintas durante os estégios da infeccdo e da doenca. Além disso, a natureza
da cepa infectante de M. tb também contribui para essa diversidade de

respostas (Schorey & Schelesinger, 2016).

TDM
PIM
Receptor LprA, LprG, PhoS1, LM, LAM
g':',\t/.b/ManLAM DC-SIGN LpgH, PIMs, 38kDa glycoprotein
M.tb/ManLAM [ ] TLRs  pivs
Dectin 1 Glycopeptidolipids

polysaccharides

Dectin 2

\ Co-signaling

/-

M.tb/TDM

Figura 1.2. Receptores presentes nos macrofagos conhecidos pelo envolvimento com M.
tb ou seus componentes. O reconhecimento macréfago-M. tb impacta na producdo de
citocinas, fuséo fagossomo-lisossomo e inflamacgdo. A participacdo de diferentes receptores
resulta em resposta dos macréfagos que podem promover ou limitar a resposta imunolégica do
hospedeiro a infecgdo pelo M. tb (Schorey & Schlesinger, 2016).

Macréfagos servem como células imunoldgicas efetoras fundamentais
na resposta imunolégica inata do hospedeiro a infeccao inicial através da
secrecdo de citocinas inflamatdrias e quimiocinas (Rue-Albrecht et al., 2014).

Apbés o reconhecimento, macréfagos apresentam aos linfécitos o

complexo antigeno-MHC | ou antigeno-MHC |l para as células T CD8" e
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TCD4", respectivamente. Linfécitos T primados ativam macréfagos capazes de
induzir vias de sinalizagdo, resultando na ativagdo de NF-kB, citocinas e
quimiocinas que promovem resposta imunologica do tipo Tyl, caracterizada
pela liberacdo de citocinas proé-inflamatdrias, principalmente IFN-y a partir de
células T CD4" e a lise dos macréfagos infectados por células T CD8*
citotéxicas. IFN-y induz a atividade microbicida dos macrofagos infectados e
aumenta a expressao de moléculas de classe | e Il do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) necessarias para a apresentacdo de antigenos
micobacterianos na superficie celular de macrofagos para células CD8" e
células T CD4", respectivamente. Estes mecanismos podem levar a
erradicacao do patdgeno e da infecgdo ou a contencdo da infeccéo através da
formacdo de granulomas (Rue-Albrecht et al., 2014), que resulta em infec¢ao
cronica associada com crescimento lento e nado-replicativo das bactérias e
patologia potencialmente progressiva (Korb, Chuturgoon & Moodley, 2016).

O sucesso da infecgédo e o desenvolvimento da forma pulmonar da TB
dependem de 4 etapas sucessivas: fagocitose do bacilo, multiplicacéo
intracelular, manutencdo da infeccdo na fase latente e, finalmente, o
desenvolvimento da doenga pulmonar ativa. Essas etapas podem progredir
para diferentes cenarios clinicos: cura espontanea, doenca, infeccdo latente e
reativacao (Bafiuls et al., 2015).

As micobactérias patogénicas desenvolveram mecanismos para
escapar do sistema imunolégico, facilitando a sua sobrevivéncia e replicacéo
dentro dos macrofagos do hospedeiro. Estes mecanismos incluem inibicdo da
maturacdo do fagossomo, necessaria para destruicdo do patdgeno e a

apresentacao de antigenos, evasao da apoptose de macrofagos e ativacdo da
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necrose dos macrofagos, o que facilita a libertacdo de bacilos e favorece a
disseminagdo da infeccdo para outras células. Foi também demonstrado que
cepas virulentas de M. tb preferencialmente infectam macréfagos permissivos a
evasdo das acBes microbicidas através da mascara de lipideos associados a
superficie celular (MMAPS) (Rue-Albrecht et al., 2014).

Um fator fundamental para o sucesso do M. tb como patégeno é a sua
habilidade para sobreviver e persistir nas células hospedeiras dentro de
granulomas por periodos longos de tempo, 0 que resulta na disseminacao

bacilar intra- e inter-hospedeiros (Shi, Eugenin & Subbian, 2016).

1.2.3. Adoencga

O resultado entre infeccdo e doenca tem sido atribuido as variaveis
ambientais e do hospedeiro. Fatores genéticos humanos parecem influenciar a
susceptibilidade a TB. Por outro lado, fatores ambientais como superpopulagéo
e ventilacdo precéaria podem contribuir para a doenca (Coscolla & Gagneaux,
2014).

O diagnéstico da TB tem evoluido rapidamente. Apesar da cultura
permanecer como padrdo para diagnostico e teste de susceptibilidade as
drogas, os ensaios de biologia molecular baseado em DNA tém se tornado
largamente disponiveis e permitem diagnostico rapido e avaliacdo da
susceptibilidade a drogas. Esses meétodos facilitam o inicio imediato do
tratamento (Horsburg, Barry & Lange, 2015).

A TB pode ser tratada por quimioterapia, mas o esquema é complexo e
de longa duracgdo, exigindo trés a quatro drogas dadas ao longo de um periodo

de pelo menos 6 meses. A baixa adesdo e o abandono do tratamento tém
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levado ao aumento do numero de cepas de M. tb resistente a farmacos.
Estima-se que 50 milhdes de individuos portam cepas de M. tb multidroga-
resistentes (MDR) dos quais quase 50% desenvolve a TB-MDR anualmente
(Abuhammad, 2017). Multidroga resisténcia € definida como a TB resistente a,
pelo menos, duas das mais importantes drogas de primeira linha, rifampicina e
isoniazida (Sotgiu, Sulis & Matteelli, 2017). O tratamento da TB-MDR é ainda
mais complicado pela dificuldade causada pelos efeitos adversos, incluindo
psicose e convulsdes (Abuhammad, 2017).

Para agravar o quadro, casos de TB extensivamente resistente as
drogas (TB-XDR) tém aumentado em taxas alarmantes e foi relatada por 105
paises em 2015 (Abuhammad, 2017), o que torna o gerenciamento da doenca
mais dificil (Bafuls et al.,, 2015). Cepas extremamente resistente as drogas
(XDR) sao definidas como MDR acrescidas de resisténcia a uma
fluoroquinolona e qualquer uma das trés drogas injetaveis (amicacina,
canamicina e capreomicina) (Sotgiu, Sulis & Matteelli, 2017). As infeccdes
causadas por bactérias resistentes as drogas foram responsaveis por cerca de
190.000 mortes em 2014, e o tratamento dessas infec¢cdes € um dos maiores
desafios da terapia anti-TB.

Mesmo apos mais de 130 anos da identificacdo do agente etioldgico da
TB e 94 anos apds a vacina BCG (bacilo de Calmette-Guérin) ter sido
introduzida para uso clinico, a TB permanece como uma das doencas

infecciosas mais letais (Zhang et al., 2016).
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1.3. Vacina BCG
De acordo com Zhang et al. (2016), a vacina BCG é a vacina mais usada
no mundo, ja tendo sido administrada em mais de 90% das criangas no mundo;
cerca de 120 milhdes de doses de BCG s&o administradas anualmente em
mais de cem paises (Copin et al., 2014).
A vacina BCG foi desenvolvida no inicio do século passado pelos
pesquisadores Albert Calmette e Camille Guérin e é uma das vacinas mais

antigas e mais comumente administradas no mundo (Ritz & Curtis, 2009).

Em 1908, Calmette e Guérin iniciaram uma cultura, em meio de batata
contendo bile e glicerina, de uma estirpe virulenta de M. bovis obtida de boi
com tuberculose. Em 1913, eles fizeram um ensaio de vacinagdo em bovinos,
mas o inicio da primeira guerra mundial interrompeu os estudos. A subcultura
da cepa virulenta foi continuada e apos cerca de 230 subculturas realizadas ao
longo de 11 anos, eles obtiveram um bacilo tuberculoso que néo produzia
doenca progressiva quando injetado em porcos, coelhos, gado ou cavalos
(Sakula, 1983).

Devido a facilidade de administracdo, capacidade de penetracdo no
epitélio intestinal de animais e bebés e pela capacidade de induzir a imunidade
especifica, em 1921 Calmette escolheu a via oral para a administracdo da
vacina BCG em humanos (revisto por Lagranderie et al., 2000).

Ainda em 1921, a vacina BCG foi usada pela primeira vez em
humanos. Calmette administrou 3 doses de 2 mg logo apds o nascimento de
uma crianca cuja mae era tuberculosa (Succi, 1995). Apdés 6 meses da

imunizagdo, a crianga nao tinha nenhum sinal da doenca (Lagrange, 1998).
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Entre 1921 e 1924 aproximadamente outras 300 criangas foram vacinadas

pelos mesmos pesquisadores (Assis, 1932).

A partir da atenuacao, a cepa original foi distribuida para muitos paises
e regides do mundo, onde foram mantidas por repetidas subculturas levando
ao surgimento de diferentes subcepas fenotipicamente diferentes, e originando
muitas cepas descendentes (Ritz & Curtis, 2009; Zhang et al., 2013) (Figura
1.3).

Sem processos de liofilizagdo, congelamento ou a producéo dos lotes-
semente até 1960, a propagacdo de BCG através de diversas passagens sob
diferentes condic¢des laboratoriais resultou na geracdo de cepas filhas de BCG
com diferentes caracteristicas morfologicas, bioquimicas e imunolégicas
(Abdallah et al., 2015). O processo de liofilizacdo, introduzido na década de
1960, permitiu o estoque dos lotes-sementes. Até esse momento, a subcepa
BCG Pasteur, por exemplo, tinha sido submetida a 1173 passagens (Copin et
al., 2014).

As diferentes “vacinas BCG” produzidas no mundo compreendem uma
familia heterogénea de sub-cepas (Behr et al., 1999; Mostowy et al., 2003).
Atualmente, 14 sub-cepas de BCG sdo usadas no mundo como vacinas contra
a tuberculose (Abdallah et al., 2015).

O registro de seguranca dessas vacinas € exemplar. Mais de trés
bilhdes de individuos foram imunizados com BCG sem grandes efeitos
colaterais. A estabilidade do BCG e a auséncia de reversdo a viruléncia
sugerem que um evento genético irreversivel, como delecdo génica, teria

contribuido para o processo de atenuacao original (Pym et al., 2002).
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Essa delecdo se refere a um segmento de DNA de 9,5 kb, conhecido
como RD1, que estéd ausente em todas as subcepas de BCG, mas presente em
todas as cepas virulentas e clinicas de M. bovis e M. tuberculosis. A
reintroducdo da RD1 em BCG resultou na repressdo de pelo menos 10
proteinas e na expressao induzida de pelo menos 3 proteinas, produzindo um
perfil de expressdo de proteina quase idéntico ao de M. bovis virulento e M.
tuberculosis. Estes dados sugerem que o BCG perdeu o controle regulatorio
sobre alguns loci e € consistente com o envolvimento dos produtos génicos
codificados pela RD1 nos mecanismos regulatérios globais associados a
viruléncia (Mahairas et al., 1996). Hoje se sabe que a RD1 codifica os
componentes do sistema de secrecao do tipo VII, ESX-1, responsavel pela
secrecdo de ESAT-6 e CFP-10, cujos genes também estdo na RD1 (Simeone
et al., 2009) (Figura 1.3).

Muitos estudos com cepas de BCG tém mostrado mudancgas a nivel
gendmico, e estudos de gendmica comparativa tém revelado regibes de
diferenca (RD), incluindo também polimorfismos de base uUnica (SNP),
sequéncias de insercdo (1S6110), delecdes e duplicacbes. Algumas das
subcepas perderam regides gendmicas que afetam o contelddo antigénico,
alterando potencialmente a eficacia protetora. Assim, as cepas de BCG podem
ser sub-classificadas em cepas antigas (mais préximas do BCG original obtido
por Calmette e Guérin), como BCG Russia, Tokyo, Moreau, Birkhaug e Suica
gque mostram dele¢cbes cromossomais menores do que as cepas recentes,
como BCG Prague, Glaxo, Danish, Tice, Frappier, Connaught, Phipps e

Pasteur (Abdallah et al., 2015) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Genealogia das vacinas BCG. A cepa original de BCG, mantida no Instituto
Pasteur em Lille, na Franca, produziu centenas de cepas-filhas. A partir de 1924, culturas do
BCG foram distribuidas pelo Instituto Pasteur para laboratérios em todo o mundo. Em 1926,
pelo menos 34 paises receberam culturas do Instituto Pasteur. Em 1927, outros 26 paises
receberam culturas de BCG (Joung & Ryoo, 2013).

Meta-analise dos dados de 14 ensaios prospectivos e 12 estudos de
caso-controle sobre a eficacia do BCG indica que a vacinacdo com BCG reduz
significativamente o risco da TB em média em 50% (Brewer, 2000).

Apesar da vacina ser eficaz na prevencdo da TB em criancas, a sua
eficacia contra TB pulmonar em adultos varia de 0-80% (Copin et al., 2014). As
razdes para a variacdo na eficacia da vacina BCG sao desconhecidas, mas
existem algumas hip6teses sobre os fatores que podem contribuir para a
variabilidade. Esses fatores incluem diferengca entre as cepas vacinais
utilizadas, pré-exposicao da populagdo as micobactérias ambientais, diferencas
nutricionais e genéticas entre as populacdes e diferencas dentre os isolados
clinicos de M. tb. A eficacia da vacina também depende da localizacao
geografica. Existem relatos de reducdo da eficacia da vacina em populacdes

que vivem em areas rurais proximas a linha do Equador (Burl et al., 2010).
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Além desses fatores, a exposicdo prévia a micobactérias ndo-tuberculosas
bloquearia ou mascararia a resposta imunologica induzida pela vacinagdo com
BCG (Abdallah et al., 2015).

Uma preocupacdo com o BCG se refere a seguranca em individuos
imunocomprometidos. A doenga causada pela disseminacdo do BCG (BCGite)
tem sido observada, apds a vacinacdo, em criancas infectadas pelo HIV, e o
risco supera o beneficio de prevencao da doenca. Em 2007, a OMS reviu a sua
recomendacdo e declarou que a infeccao pelo HIV é uma contraindicacdo para
0 uso do BCG (Tran et al.,, 2016). Como resultado, a politica atualmente
recomendada pela OMS é que criancas sabidamente infectadas pelo HIV,
mesmo assintomaticas, ndo devem ser imunizadas com BCG (Zhang et al.,

2016).

1.4. Genomas de Micobactérias

O primeiro genoma micobacteriano completamente sequenciado e
disponivel para a comunidade cientifica foi o de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv. O sequenciamento revelou 4.411.529 pb, com aproximadamente 4.000
genes que codificam para proteinas (Cole et al., 1998), dos quais 25% (cerca
de 1019 genes) foram classificados como hipotéticos ou sem funcéo atribuida
(Lew et al., 2011). Cerca de 65,9% do genoma é constituido por guanina (G) e
citosina (C), e esse alto conteddo G + C tem como consequéncia a alta
frequéncia com que o codon de iniciacdo GTG é encontrado no genoma (35%),

além de composicdo diferenciada do proteoma, onde h4 a prevaléncia de
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aminoécidos codificados por codons ricos em G + C, como alanina, glicina,
prolina e arginina (Cole et al., 1998).

Aproximadamente 8% do genoma codifica para proteinas envolvidas
no metabolismo lipidico, o que ressalta a importancia dessas moléculas para o
estilo de vida do M. tb como um patdgeno intracelular que se protege com um
envelope celular rico em lipideos, glicolipideos, lipoglicanas e policetideos
(Cole et al., 2008). O genoma de Escherichia coli, por exemplo, codifica cerca
de 50 enzimas envolvidas em metabolismo lipidico ao passo que o genoma de
M. tb contém pelo menos 250 genes que codificam para essas enzimas (Cotes

et al., 2008).

Como ja mencionado anteriormente, a vacina BCG surgiu a partir da
atenuacao in vitro (230 vezes passagens entre 1908 e 1921) de uma estirpe
virulenta de M. bovis. A partir de 1924, o BCG foi distribuido para varios paises
em todo o mundo, levando a sua diversificacdo e geracdo de cepas
geneticamente distintas. Analises comparativas do genoma, (através de
técnicas de hibridizacdo, microarranjo e sequenciamento completo dos
genomas), levaram a descoberta de inumeros polimorfismos de sequéncia,
incluindo delecdes e duplicacdes, bem como polimorfismos de nucleotideo
unico entre as diferentes cepas de BCG (Zhang et al., 2016).

A gendmica comparativa revelou duas grandes duplicacfes de 29 e 36
kb (DU1 e DU2, respectivamente) em BCG Pasteur (Brosch et al., 2000) que
parecem ter surgido independentemente, assim como sua presenca e/ou
variacdo do tamanho entre as diferentes subcepas. DU1 parece ser restrita a

BCG Pasteur enquanto que DU2 foi detectada em todas as cepas de BCG
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testadas (Brosch et al., 2007). Com base nesses estudos, as cepas de BCG
foram separadas em diferentes grupos. Por exemplo, uma duplicacéo (regiao
denominada de DU2) ocorre em todas as cepas BCG examinadas até agora.
As cepas de BCG podem ser divididas em quatro grupos principais baseados
nas formas de DU2 encontradas: grupo | (BCG-Russia, -Japao e -Moreau), Il
(BCG-Suécia e -Birkhaug), Ill (BCG-Danish, -Praga, -Glaxo, e -China) e IV
(BCG-Phipps, -Tice, -Frappier e -Pasteur) (Zhang et al., 2016).

O agrupamento génico das diferentes cepas de BCG é geralmente
consistente com os registros histéricos da distribuicdo da vacina. Por exemplo,
as estirpes BCG de grupos DU2 | e Il foram distribuidas antes de 1927 (as
cepas iniciais) e as cepas dos grupos lll e IV foram distribuidas apds 1927 (as
cepas tardias). As cepas dos grupos lll e IV também exibem uma delecédo na
Regido de Diferenca 2 (RD2) (Zhang et al., 2016).

Uma hipotese sobre o que contribui para a eficicia protetora altamente
variavel da vacina, observada em ensaios clinicos, se refere a heterogeneidade
das cepas de BCG. Apesar de serem referidas como BCG, existe um numero
de subcepas que tém sido usadas em diferentes programas de vacinacao.
Todavia, essa hipétese ainda nado foi formalmente testada devido a escassez
de estudos clinicos comparando diferentes cepas de BCG (Tran et al., 2016).

As diferencas genéticas - SNPs, delecdes e duplicacdes - entre as
cepas tém sido bem documentadas, baseado em um numero de estudos,
incluindo o sequenciamento completo dos genomas. Apesar das diferencas
genéticas e bioquimicas entre as cepas de BCG estar bem estabelecida, se e
como essas diferencas afetam a eficacia das vacinas contra TB é largamente

desconhecido e permanece questao de debate (Tran et al., 2016).

19



A atual epidemiologia global da TB e a emergéncia das cepas
resistentes a drogas tém resultado em esforcos para melhorar o BCG ou
desenvolver uma vacina totalmente nova contra a doenga. Uma vez que as
cepas de BCG também variam na expressao de proteinas, composi¢ao lipidica
e comportamento em animais de laboratério e humanos, a compreensao das
diferencas genéticas pode fornecer subsidios para a definicdo dos

determinantes da imunidade protetora (Behr &Small, 1999).

1.5. Principais diferencas genéticas entre as cepas de BCG

As mais importantes diferencas genéticas entre M. tb e as cepas de
BCG sao delecbes cromossomais, como a regido de diferenca 1 (RD1) (Pym et
al., 2002).

A principal razao atribuida para a atenuacdo primaria do BCG quando
comparado com o M. bovis é a perda do l6cus RD1, regido deletada em todas
as cepas filhas e que afeta o sistema de secrecdo de proteinas ESX-1
(Abdallah et al., 2007). No entanto, a reintroducdo dessa regido em BCG néo
restaura completamente a viruléncia, sugerindo que outras regides génicas
também estdo envolvidas na atenuacdo (Leung et al.,, 2008; Abdallah et al.,
2015).

A regido RD1 é uma fonte importante de epitopos de células T
humanas, a maioria deles presentes na proteina ESAT-6. ESAT-6 esta
envolvida na promog¢édo dos mecanismos de escape do fagossomo, apoptose
de macréfagos, disseminacdo ceélula-célula de cepas patogénicas e,

consequentemente, na propagacao do M. tb (Broset et al., 2016).
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ESAT-6 pertence a uma familia de 22 proteinas cujos genes ocorrem
em 11 loci em M. tb H37Rv. Trés loci ESAT-6 séo variaveis entre as espécies
que pertencem ao complexo M. tb (RD1, RD5 e RD8). Os produtos ausentes
sdo membros das familias de proteinas PE, PPE e ESAT-6, que sao
caracteristicas das micobactérias em particular (PE e PPE) e actinobactérias
em geral (ESAT-6). Apesar da auséncia de sinais de secrecdo Obvios, a
proteina ESAT-6 (Rv3875) é um componente abundante do filtrado de cultura e
um antigeno imunodominante para células T que induz potentes respostas Th1;
outro componente abundante é a proteina CFP-10, codificada pelo gene
vizinho (Rv3874) (Pym et al., 2002).

Pym et al. (2002) observaram que a cepa BCG complementada com a
regido RD1 (BCG::RD1) foi mais virulenta, como evidenciado pela taxa de
crescimento nos pulmdes e baco de camundongos SCID e também por um
aumento do grau de esplenomegalia em relacdo aos controles. Outros 6rgaos,
como o figado e rim, apresentaram sinais de inflamacéo e abscessos. O exame
histoldgico de pulmbes de camundongos SCID infectados com BCG revelou
vias aéreas normais e muito poucos bacilos.

Outras diferencas incluem a delecdo de Rv3698, caracteristica do BCG
Russia. Tanto na BCG Japao como na BCG RuUssia, a regido promotora do
gene phoP contém um elemento I1S6110 que também pode ter implicacdes
para a viruléncia. BCG Pasteur carece dessa insercdo, resultando na
expressdo de phoP. Comparado com as cepas BCG Russia e Japao, o BCG
Pasteur suprimiu trés segmentos cromossémicos adicionais: RD2, n-RD18 e
RD14, e tem um numero de mutacfes pontuais que levam a fenotipos de perda

de funcao (Di Pietrantonio et al., 2011)
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RD16 € uma delecdo encontrada apenas na cepa BCG Moreau quando
comparada com o genoma de M. tuberculosis H37Rv e a outras cepas BCG. E
uma regidao com 7608 pares de bases contendo 6 fases abertas de leitura

(rv3400-rv3405c) (Honda et al., 2006).

1.6. Reguladores da familia TetR

TetR define uma grande familia de reguladores da transcricdo que
contém um dominio de ligacdo ao DNA hélice-volta-hélice conservado e um
dominio C-terminal ligante do regulador. Estes reguladores geralmente servem
como repressores e sao amplamente distribuidos entre as bactérias (Yang et
al., 2015). Os reguladores da familia TetR sdo frequentemente repressores e
se ligam ao DNA para impedir a transcricdo na auséncia de um ligante. A
ligacdo de uma molécula efetora na regido C-terminal provoca mudancas
conformacionais na proteina, resultando na liberacdo do regulador do DNA
(Balhana et al., 2015).

A funcdo mais frequentemente caracterizada de proteinas da familia
TetR é a regulacdo de bombas de efluxo e transportadores, envolvidos na
resisténcia a antibidticos e tolerancia a compostos quimicos toxicos. Por
exemplo, TetR de E. coli controla a expressdo do gene que codifica uma
bomba de efluxo de tetraciclina responsavel pela resisténcia a 16 drogas (Yang
et al., 2015).

Membros da familia TetR ligam-se aos promotores de genes de bomba

de efluxo e sdo regulados por uma infinidade de ligantes que podem causar
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mudancas na conformacdo da proteina, impedindo a ligacdo, aliviando a
repressao da transcricao (Yang et al., 2015).

Os genomas M. tuberculosis e M. bovis BCG apresentam um grande
grupo de reguladores da familia TetR. No entanto, os fatores de transcricdo
que podem se ligar diretamente as drogas anti-TB de primeira linha
permanecem nao caracterizados, assim como a rede molecular através do qual

as bactérias respondem as drogas (Yang et al., 2015).

1.7. Rv3405c e Rv3406

A delecdo da regido RD16, especifica de BCG Moreau, removeu 0s
genes rv3401-rv3404, truncando e fusionando as sequéncias rv3400 e rv3405c.
Em M. tb, rv3405c codifica um regulador transcricional da familia TetR e o
resultado desse truncamento € um gene quimérico que mantém a sequéncia N-
terminal do rv3405c (incluindo o dominio putativo de ligacdo ao DNA) fusionado

a parte do rv3400, codificado na fita oposta (Galvao et al., 2014) (Figura 1.4).

o i i o M b o
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RD16
(7608 bp)

Figura 1.4: A regido rv3405c em M. tuberculosis e M. bovis BCG Moreau. A regido RD16
do genoma H37Rv de M. tuberculosis compreende 7608 pb que estdo ausentes em M. bovis
BCG Moreau. A excluséo trunca os ortolgos de rv3400 e rv3405c. (Galvéao et al., 2014).

O gene rv3405c é divergentemente expresso do gene vizinho rv3406
que codifica uma sulfato-éster dioxigenase dependente de ferro e de a-

cetoglutarato (Neres et al., 2015). Um anico palindromo
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(TGTAGTCAtcTGACTACA) foi encontrado entre rv3405c e rv3406, e poderia

representar a sequéncia de ligacdo do DNA de Rv3405c (Galvao et al., 2014).
O genoma de M. tb codifica um total de 9 sulfatases: 1 sulfatase tipo Il

(Rv3406), 3 sulfatases tipo Il (Rv2407, Rv3796 e Rv3762c) e 5 sulfatases do

tipo | (AtsA, AtsB, AtsD, AtsF e AtsG) (Sogi et al., 2013)

Rv3406 foi inicialmente anotada no genoma de M. tb como uma taurina
dioxigenase (Cole et al., 1998), uma classe de enzimas que usa 0 mesmo
cosubstrato das alquil sulfatases do tipo I, mas clivam ponte sulfonato R-SOg3’
(liberando sulfito) ao invés de clivar ligacdo C-O (Sogi et al., 2013) (Figura 1.5).

H

O 0O @]
R\/KO#O' O)K/\g"\o_
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Rv3406 | Fe (II), Oz
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o LADH
_o_ R R
@] ﬁ @] \AO 7T> \/\OH
O NADH NAD*
Monitored at 340 nm

Figura 1.5: Reacdao catalisada por Rv3406. O carbono alfa de um alquil sulfato é oxidado pela
Rv3406 na presenga de a-cetoglutarato e converte em aldeido e sulfato, liberando em CO, e
succinato (Sogi et al., 2013).

Sulfatases catalisam a quebra de ésteres de sulfato e estdo envolvidas
em diversos processos biologicos. A dessulfatacdo de biomoléculas tem sido

descrita na sinalizacdo celular, atividade hormonal e remodelagéo tecidual em
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animais, assim como na remocdo e metabolismo de sulfatos. No caso de
bactérias patogénicas, sulfatases sdo enzimas conhecidas por desempenhar
funcdes adicionais na colonizagcdo de tecidos e manutencao da infeccdo em
tecidos de o6rgdos como pulmdo, estdmago, trato gastrointestinal inferior e
sistema nervoso central (Sogi et al., 2013).

Para determinar se Rv3406 funciona como um alquil sulfatase do tipo
AtsK, Sogi e colaboradores (2013) expressaram a proteina recombinante em E.
coli e testaram a atividade em um painel de substratos sulfatados. O estudo
concluiu que alquilsulfatos de cadeia média sdo bons substratos para Rv3406,
particularmente sulfato de 2-etil-hexilo (2-EHS). Além disso, foi determinada a
estrutura por cristalografia da apo Rv3406 a 2,5 A°, confirmando assim que a
sua dobradura e sitio ativo sdo estruturalmente semelhantes a AtskK de
Pseudomonas putida. Finalmente, demonstraram que Rv3406 é essencial para
o crescimento de M. tb com 2-EHS como Unica fonte de enxofre, indicando que
a Rv3406 tem atividade alquil-sulfatase em M. tb vivo e pode auxiliar na
aquisicao de sulfato.

Sulfatases do tipo Il sdo dioxigenases ndo heme-ferro dependentes
que oxidam ligacao alfa C-H para éster sulfato usando a-cetoglutarato (aKG) e
oxigénio como substratos. Assim sulfatases tipo Il sdo as unicas dentro da
superfamilia das sulfatases que clivam ligacdes R-OSO3 (Sogi et al., 2013) .

Depois de décadas de inatividade na descoberta de farmacos contra a
tuberculose, foi desenvolvida em 2012 a primeira droga de TB nova aprovada
desde os anos 1960, chamada Bedaquilina, trazendo esperanca para muitos

pacientes com MDR-TB. Atualmente, algumas moléculas estdo em estudos
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pré-clinicos, clinicos de fase Il e lll, mas ensaios ainda precisam ser feitos para
resolver divergéncias encontradas nos ensaios clinicos (Neres et al., 2015).

Neres et al. (2015) relataram a descoberta de uma familia de
quinoxalinas com atividade anti-tuberculose, seguindo uma triagem de uma
biblioteca quimica contra M. tb em fase de replicacdo. Essa triagem levou ao
composto Ty38c (3-((4-metoxibenzil)amino)-6-(trifluorometil) quinoxalina-2-
acido carboxilico) que € ativo contra M. tb intra- e extracelular. O
sequenciamento do genoma inteiro e a andlise bioinforméatica de quatro
mutantes independentes (TRC1-TRC4), resistentes ao Ty38c, revelou que
cada mutante possuia um polimorfismo de base Unica diferente (SNP) ou a
delecdo de uma unica base no gene rv3405c.

Para entender esse mecanismo de resisténcia causado pela Rv3406,
Neres e colaboradores (2015) expressaram e purificaram essa proteina e sua
atividade foi avaliada a partir do consumo de oxigénio usando aKG e 2-EHS
como substrato. Ao final dos experimentos, determinaram que Ty38c poderia
substituir aKG e 2-EHS e ser metabolizado pela enzima; no entanto, Rv3406 foi
enzimaticamente ativa na presenca de Ty38c e 2-EHS (na auséncia de aKG),
mas nao quando incubado com Ty38c e aKG na auséncia de EHS, mostrando
gue Rv3406 pode usar Ty38c como substrato.

Trabalhos anteriores do grupo (Galvao et al., 2014) demonstram que
Rv3405c é um repressor transcricional que controla a expressao tanto de
rv3405c como de rv3406; a auséncia da atividade repressora de Rv3405c em
BCG Moreau, devido a delecdo gendbmica RD16, leva a perda do controle
transcricional e consequente expressao constitutiva de Rv3406 em BCG

Moreau.
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Os possiveis impactos do truncamento da rv3405c e o acumulo da
proteina Rv3406 foram analisados, neste trabalho, no contexto de infeccdo de
macrofagos (THP-1) com cepas de BCG portadoras (M::05c) ou ndo (MAO5c)
do gene rv3405c funcional de BCG Pasteur, a fim de observar esses efeitos
sob dois aspectos: 1. Na resposta da bactéria ao ambiente intracelular e; 2. Na

resposta da célula hospedeira & infec¢cdo com esses BCGs.
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2. Objetivos

Objetivo geral:

Avaliar o impacto funcional do repressor transcricional Rv3405c em

BCG Moreau no contexto da infecgédo in vitro.

Objetivos especificos:

1. Avaliar o impacto da delecdo rv3405c na viabilidade das cepas

recombinantes (MAO5c e M::05c) em cultura axénica e no ambiente intracelular;

2. Verificar outros alvos putativamente regulados por rv3405c através de
EMSA e do perfil de expressdo génica nas cepas recombinantes por ensaios

de RT-PCR e RT-gPCR;

3. Comparar o comportamento das células THP-1 em resposta a infecgcéo
com as duas cepas recombinantes através da andlise de viabilidade celular e

secrecéo de citocinas;

4. Avaliar a expressao de Rv3406 no ambiente intracelular.
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3. Metodologia

3.1. Culturas bacterianas

As cepas de M. bovis BCG Moreau foram cultivadas em meio de
cultura liquido Middlebrook 7H9 (Difco™) enriquecido com 10% de albumina,
dextrose, catalase (ADC — Albumina, Dextrose, Catalase), 0,05% Tween 80
(Sigma) e 0,2% glicerol (Sigma); as culturas de BCGs recombinantes (BCG
MoreauAO5c e BCG Moreau::05c) (Galvao et al., 2014) foram acrescidas de
canamicina (50 mg/mL). As culturas foram mantidas sob agitacdo constante e a
temperatura de 37°C por aproximadamente 3 semanas, com passagem
semanal usando a diluicdo 1:10. Ao atingir a densidade otica (DOgoonm) de
aproximadamente 1,0 (que corresponde a fase exponencial do crescimento), o
cultivo foi interrompido, foram feitas aliquotas de 1 mL com concentracéao final
de 15% de glicerol (Sigma) e os lotes-semente estocados a -70 °C. Os lotes-
semente foram usados para as contagens de CFU, para o posterior ensaio de
infeccdo de células THP-1, e para confirmacdo da identidade genética das

cepas (ver abaixo).

3.2. Quantificagdo dos lotes-semente

Os lotes-semente foram quantificados através da determinacdo de
unidades formadoras de col6nias (colony forming units, CFU). Aliquotas do
lote-semente foram descongeladas por 10 minutos a 37°C, centrifugadas por

10 minutos a 16.000 x g e o sobrenadante descartado. O sedimento bacteriano
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foi ressuspenso em 1 mL de meio liquido Middlebrook 7H9 (Difco™) acrescido
de Tween 80, glicerol e ADC e os grumos de bactérias foram mecanicamente
dissociados através de sucessivas passagens em seringa de 27,5 G X 2". A
partir dessa suspensdo bacteriana foram feitas diluicdes seriadas. O
equivalente a 100 pL de cada diluicdo foi plaqueado em meio 7H10 (Difco™)
suplementado com ADC e canamicina e as placas mantidas em estufa a 37°C.

As colbnias foram quantificadas 28 dias apos o plaqueamento.

3.3. Curvade crescimento das cepas recombinantes

Trés aliguotas (lotes-semente) de cada cepa recombinante foram
descongeladas, centrifugadas e o sedimento bacteriano ressuspenso em 5 mL
de meio 7H9 acrescido de ADC, 0,05% Tween-80 e canamicina. Essa cultura
foi mantida por 7 dias a 37 °C sob agitacdo. Apos, essa cultura foi expandida
para volume de 25 mL e apds mais 7 dias para o volume de 50 mL. Apds esse
periodo de expansdo das culturas, as mesmas foram padronizadas para
OD600nm = 0,2 em volume final de 60 mL de meio. Em intervalos de 24 horas,
a densidade Optica de 1 mL de cada cultura foi avaliada em espectofotbmetro

(600 nm) por um periodo de 14 dias.

3.4. Verificacdo genética das cepas BCG

A cada lote preparado, a identidade genética das cepas de BCG foi
verificada através de PCR com iniciadores especificos que permitem

diferenciar as cepas usadas no estudo.
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Lotes-semente das culturas foram descongelados e centrifugados por
10 minutos a 13.000 x g. O sedimento bacteriano foi ressuspenso em 1 ml de
tampéao de lise para micobactérias (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM KCI, 5 mM
EDTA) e transferido para tubos contendo pérolas de zircénio (0,1mm de
diametro). A lise foi feita em bead-beater (Biospec Products INC) com 3 ciclos
de agitacdo de 1 minuto na velocidade média e 4 ciclos de 15 segundos na
velocidade alta. Entre os ciclos os tubos foram mantidos por intervalos de 1
minuto em gelo. Ao final, o material foi centrifugado a 15.000 xg por 5 minutos

e o sobrenadante congelado a -20 °C.

As reagbes de PCR foram realizadas em volume final de 25 pL,
utilizando material obtido apds a lise, kit Master Mix PCR (Promega), 200 nM

de cada iniciador especifico (F e R) e 5 pL de DNA gendémico de cada cepa.

Os iniciadores especificos usados na identificacdo genética estdo
descritos na Tabela 1 e uma figura com o esquema das regibes onde os
oligonucleotideos anelam nos genomas de BCG Pasteur, BCG Moreau e no

vetor pUS977 estéao na figura 3.1:
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para identificacdo genética de BCGs

i[:iucrgedrgr Iniciador Sequéncia (5°- 3")
66 RT Rev rv3405¢ | GCGTGCTGGGTCTG
96 rv3405c-Kpnl For | GGGGTACCTGCTGGCGTCCTCAATGAATGG
2 g’:\fOSC'Hi”d”' CCCAAGCTTTCAGTGCGGTTCCAGGATCCG
98 pUS For TACGAGCCACACAGCGCCCG
99 pUS Rev ACGTTTCCCGTTGAATATGGCT
122 pUS972 seq For | AAGCAGACAGTTTTATTG
123 pUS972 seq Rev | TTAGACCCGTTAGACCCCCT

RD16
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Figura 3.1. Localizacdo dos oligonucleotideos usados nos ensaios de identificacao
genética. Oligonucleotideos foram desenhados para regifes especificas dos genomas de
BCG Pasteur e BCG Moreau, assim como para o plasmideo usado na construgcdo das cepas
recombinantes.
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A ciclagem usada nesses experimentos esta descrita abaixo:

Temperatura Tempo Numero de ciclos
94°C 3 minutos 1
94°C 30 segundos
55°C 30 segundos 30
72°C 1 minuto
72°C 4 minutos 1
4°C 0 1

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% em TBE 0,5x. Ap6s a corrida, o DNA foi corado com brometo de
etideo, descorado em agua destilada, visualizado e fotografado sob luz

ultravioleta no equipamento GelDoc XR (Bio-Rad, Califérnia, EUA).

3.5. EMSA

Para avaliar a existéncia de interacdo entre a proteina estudada
(Rv3405c) e o motivo de ligacdo da sequéncia de DNA da regido intergénica
rv3405-rv3406 foram realizados ensaios eletroforéticos de mobilidade (EMSA).
Um dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacédo desta regiao foi

conjugado a biotina, possibilitando a deteccéo do fragmento amplificado.

Para o ensaio, um gel de poliacrilamida 5% foi preparado em tampéao
TBE 0,5X. O gel foi pré-corrido por 30 minutos a 100 V. Utilizamos o kit

LightShift™ EMSA Optimization & Control (Pierce) para preparo das reagdes
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de ligacdo. Para um volume final de 15 uL foram utilizados: 1,5 yL 10x Binding
Buffer, 0,75 yL 50% glicerol, 0,75 uL poli dI-dC, 0,1 yL de DNA biotinilado a 0,4
ng/uL, H,O Milli-Q estéril e proteina recombinante purificada Rv3405c,
produzida em nosso laboratério, em diferentes concentragbes (4 pM / 2 yM /
200nM /20 nM / 2 nM / 0,4 nM). O tempo de incubacao da reacédo foi de 45
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente adicionamos Loading Buffer
(1x — Tris-HCI (pH 6,8), 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 0,002% de azul de
bromofenol e 10% de glicerol), as amostras foram aplicadas no gel e corridas
em 0,5x TBE a 100V a temperatura ambiente, até que o azul de bromofenol
chegasse a metade do gel. O material foi entdo transferido para membrana
Hybond N* (GE Healthcare) em equipamento Mini Transblot (Bio-Rad) e a
ligacdo proteina-DNA foi revelada pela utilizagdo do  LightShift®
Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo Scientific) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

Na Tabela 2 estéo listados os oligonucletotideos usados para amplificar
as regides alvo dos genes possivelmente regulados por rv3405c e o tamanho

dos fragmentos esperados.
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Tabela 2: Oligonucletotideos usados para amplificar as regiées alvo

dos genes selecionados

Alvo Forward Reverse Tamanho
(bp)
rv3405c-
rv3406 ACGGTAATCAGATCTGTCAT | TTGCCGGACGCGTAGTCATC 101
rv0405 AATTATTCCTGAGTCATTAA TATCCCAAATAGTAGACTTT 116

rvo667 GCCAGCTAGCGCCGATATCC [ AAGTGGCGGGTGAGGTGGGC 115

rvi11e6 AGTGTACCCAAACCAATCCT | ATCCGTATGGCAGCGCCGTG 119

rv3616¢c | CGTGCAATGCAGAACCAAGG | CCTTGGTTCTGCATTGCACG 116

3.6. Extracdo de RNA

Culturas axénicas das cepas de BCG recombinantes foram crescidas
até o volume de 25 mL. Esse volume foi distribuido em microtubos para
centrifuga quando as culturas atingiram a DOggonm entre 0,8 e 1,2. Apés, as
culturas foram centrifugadas e ao sedimento bacteriano acrescentado 350 pL
de RNA Wiz fornecido pelo fabricante do kit RiboPure™ Bacteria (Ambion®).

Esses sedimentos foram entdo estocados a -80°C até o momento do uso.

Amostras foram descongeladas, transferidas para tubos contendo
pérolas de zirconio e as bactérias lisadas em Bead-Beater com trés ciclos de 1
minuto na velocidade média com intervalo de 1 minuto em gelo e com 4 ciclos

de 15 segundos na velocidade alta com intervalo de 1 minuto em gelo.

Apés a etapa de lise, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante transferido para novo tubo. A partir dessa etapa, as amostras

foram tratadas de acordo com os protocolos do fabricante. Brevemente, ao
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sobrenadante foi adicionado 0,2 volume de cloroférmio e incubado por 10
minutos a temperatura ambiente. Apés, as amostras foram centrifugadas e a
fase aquosa transferida para novo tubo. A esse tubo foi acrescido 0,5 volume
de etanol 100%. A amostra foi transferida para coluna (fornecida pela kit) e
lavada por centrifugacdo 2 vezes com 700 pL de tampéo de lavagem. O RNA
foi entdo eluido em 30 pL de tampdao de eluicdo. A concentracdo de RNA das
amostras foi avaliada em Nanodrop e ap0s isso, realizado o tratamento com
DNase (Ambion) para eliminar contaminagdo por DNA. A auséncia de
contaminagcdo com DNA foi confirmada através de PCR diretamente sobre o
RNA. Amostras negativas para DNA foram usadas para sintetizar a fita

complementar do DNA (cDNA).

3.7. RT-PCR

Para a sintese de cDNA, 80 ng de RNA foram usados. A sintese de
cDNA ocorreu em reacao que incluia oligonucleotideos randémicos e RNasin
(Promega) e SuperScript Il (Life Technologies) (RT+) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para avaliar a contaminagao por DNA gendmico,
uma amostra de RNA foi usada para sintese de cDNA sem a presenca da

enzima Transcriptase Reversa (RT-).

As reacOes de RT-PCR foram realizadas usando 5 pL do cDNA obtido
das amostras denominadas RT+ diluido 10 vezes, Master Mix 2x (Promega) e
oligonucleotideos para os alvos de interesse (Tabela 3) em reagdo com volume

final de 25 pL.
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utilizacdo em ensaios de RT-PCR:

Tabela 3: Oligonucleotideos para amplificar os genes de interesse e

Alvo Forward Reverse Tamanho

(bp)
SigA CTCGACGCTGAACCAGACCT | AGGTCTTCGTGGTCTTTGTC 148
rv0405 | CGCATATCGAGTGTCATCCA TAGGATTATCCCAAACGGCC 156
rvo667 | TCCTCGAATAACTCCGTACCC | TTGACATCACCCCGCTCGGC 157
rvl1116 | GCGGCTTAGAAGCCGGCGCG | GTTGGCGGAACTGCTGGCTC 160
rv3405c | ACTACGCGTCCGGCAACC GTGCGGTTCCAGGATCCGGG 567
rv3406 | ATCATCACGCCGATCAACTC GCAGCACTTCGAATAACACC 392
rv3616c | CTGGGGGATTGGAATACCCAA | AATTCACGTGGTTGCGGTTT 155

O resultado do RT-PCR foi analisado em eletroforese em gel de

agarose 2% em TBE 0,5x. ApGs a corrida, o DNA foi corado com brometo de

etideo, descorado em agua destilada, visualizado e fotografado sob luz

ultravioleta no equipamento GelDoc XR (Bio-Rad).

3.8. RT-gPCR

A partir das amostras obtidas acima (RT+), realizamos experimentos

de PCR em tempo real, com o objetivo de quantificar os transcritos associados

a presenca do repressor transcricional rv3405c. Esses experimentos de PCR

guantitativo (RT-gPCR) foram realizados usando ABI Prism 7500 Fast System

(Applied Biosystems), e reagcdo em volume final de 20 yL, contendo 25 ng de

cDNA por reacdo, 10 yL de Master Mix Power SYBR Green 2x (Applied
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Biosystems) e 200 ng/uL de cada um dos oligonucleotideos para os alvos
selecionados. As condigOes de ciclagem de PCR foram: um primeiro passo a
95 °C durante 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos e 60
°C durante 1 min. Para verificar a especificidade dos iniciadores, as curvas de
fusdo foram geradas apds os 40 ciclos. Os resultados foram analisados no

7500 Software v2.0.6.

3.9. Cultura de células THP-1

Células THP-1 foram gentilmente cedidas pelo Dr. Milton Ozério
Moraes (Laboratério de Hanseniase do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz — RJ) e
foram mantidas em meio RPMI-1640 (Sigma), suplementado com 10% soro
fetal bovino (SFB) (Sigma), penicilina e estreptomicina (PESS) 100 U/mL

(Sigma), a 37°C em atmosfera de 5% de CO..

As células foram mantidas até a 32 passagem com troca de meio a
cada 3 dias. Na terceira passagem, as células foram centrifugadas a 450 xg por
10 minutos com temperatura entre 4 °C e 10 °C. Apoés, as células foram
contadas em camara de Neubauer e plagueadas e diferenciadas (protocolo
descrito no item a seguir) em placas de 24 pocos (2x10° células/ poco) para
ensaios de viabilidade bacteriana, em placas de 96 (3,2 x 10* células/poco)
para ensaios de viabilidade celular e dosagem de citocinas ou em garrafas de
cultura de células de 25 cm® (2x10°), para ensaios de avaliacao de expressao

de proteinas.
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3.10.Diferenciacao das células THP-1 em macroéfagos

Para os ensaios de infeccdo, as células foram quantificadas em camara
de Neubauer e a viabilidade foi avaliada pelo método de exclusdo por
coloracdo com 0,4% azul de Tripan. Posteriormente, foram estimuladas com
200 nM de acetato de forbol-miristila (PMA) (Sigma-Aldrich) em meio RPMI
acrescido de 10% de SFB pré-aquecido para a diferenciacdo em macréfagos
(mdTHP-1). Ap6s 48 h de estimulo, as células foram lavadas para a retirada do
PMA e entdo adicionado meio RPMI acrescido de SFB 10% pré-aquecido por
48 h, com troca diéria.

Os mdTHP-1 foram entdo infectados por M. bovis BCG em
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 10:1 por 4 h a 37 °C em atmosfera de 5%

CO:s.

3.11. Infeccéao por BCG

Lotes das cepas recombinantes foram descongelados e centrifugados
por 1 minuto a 13.000 xg. Os sobrenadantes foram desprezados e as amostras
ressuspensas em meio 7H9 acrescido de ADC e canamicina.

ApéGs, as bactérias foram mecanicamente dissociadas através de
sucessivas passagens em seringa de 27,5 G X 2" e usadas para infectar as

células usando multiplicidade de infecgdo de 10:1 ou 1:1 (bactérias:célula).

3.12. Viabilidade intracelular das cepas de BCG recombinantes
Para os ensaios de viabilidade intracelular das cepas BCG foram
utlizadas 2 X 10° células por poco, em placas de 24 pocos (Nunc), onde as

células foram diferenciadas como descrito anteriormente.
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O lote semente de bactéria usado para infectar as células THP-1
diferenciadas em macréfagos foram processados como descrito no item 3.2.

Ao final do tempo de infeccdo, o meio de cultura foi removido e as
células lavadas duas vezes com meio RPMI / SFB 10%, a fim de retirar as
bactérias que ndo foram fagocitadas. A viabilidade intracelular das cepas BCGs
foi avaliada através de uma cinética de tempo, que compreendia os tempos de
4, 6, 24, 48, 72 e 96 horas apés a infeccdo. Nos tempos selecionados, 0s
mdTHP-1 infectados foram lisados com 0,05% SDS (Venkataswamy et al.,
2012). As células lisadas, assim como as bactérias, foram recolhidas e
centrifugadas por 10 min a 16.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento bacteriano foi ressuspenso em 1 mL de meio liquido 7H9 / Tween 80
/ Glicerol / ADC. A partir dessa suspensao bacteriana foram feitas diluicdes

seriadas conforme descrito no item 3.2.

3.13. Viabilidade dos macréfagos em resposta a infeccdo com as
cepas recombinantes

Para avaliar a viabilidade celular dos mdTHP-1 durante a infeccdo das
cepas recombinantes 3,2x10* células THP-1 foram plaqueadas em triplicata em
microplacas de 96 pocos pretas com fundo chato (Greiner®) e diferenciadas
em macrofagos, como descrito no item 3.6. As células foram infectadas com
MOI de 10:1 e 1:1 com as cepas recombinantes, como descrito anteriormente
(item 3.7). Células néo infectadas e células tratadas com Triton X-100 0,01%
foram usadas como controle negativo e controle de morte, respectivamente. A
cada 24 horas ap0s a infeccao durante o periodo total de 96 horas, as células

era adicionado 100 pL do composto PrestoBlue™ (Invitrogen) diluido 10 vezes.
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A placa era mantida em estufa 37 °C com 5% de CO, por 1 hora e apds esse
tempo, o resultado era avaliado no equipamento FlexStation nos comprimentos
de onda de excitagédo de 560,y e de emissao 590,.

PrestoBlue™ consiste de um indicador fluorescente de cor azul escura
(resazurina) que € convertido em um composto fluorescente vermelho

(resofurina) por células metabolicamente ativas.

3.14.Dosagem de citocinas por citometria de fluxo

Em placas de 96 pocos com fundo em “U”, células THP-1 foram
plaqueadas na concentracdo de 3,2x10* células por poco. Essas células foram
diferenciadas em macrofagos e infectadas com os BCGs recombinantes
conforme descrito anteriormente (itens 4 e 5, respectivamente). Os
sobrenadantes dos macréfagos nao-infectados e infectados foram coletados
em gelo em diferentes tempos poés-infeccdo (6, 24, 48, 72 e 96 horas),

centrifugados por 2 minutos a 4°C e armazenados a -80°C.

Através do Kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Soluble
Protein Flex Set as concentracbes de IL-1B (cat. 558279), IL-6 (cat. 558276),
IL-8 (cat. 558277), MIP-1B (cat. 558288) e TNF-a (cat. 558273) foram
determinadas. Brevemente, a curva-padréo foi preparada contendo as beads
para cada uma das citocinas e as amostras foi adicionado o conjunto de beads
para cada citocina e incubamos por 1 hora. Apos esse tempo, incubamos a
curva-padrao e as amostras com o detector do fluor6foro (PE) por 2 horas.
Depois, as amostras foram lavadas por centrifugacdo a 200 x g por 5 minutos

com tampao de lavagem, o sobrenadante foi descartado e ressuspenso em
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tampao de lavagem. Antes da passagem das amostras pelo citdbmetro de fluxo

FACSCalibur (BD), o equipamento foi ajustado e as amostras foram passadas.

3.15.Dosagem de citocinas por ELISA

A producao de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a) e da quimiocina
MIP-1B foi avaliada por ensaio de ELISA. O ensaio foi realizado a partir de
amostras de sobrenadantes provenientes das infeccfes dos macréfagos com
as cepas recombinantes usando os kits comerciais da R&D systems (cat n.: IL-
18: DY201; IL-6: DY206; IL-10: DY217B; TNF-a: DY210; MIP-1B3: DY271),
seguindo as recomendacOes do fabricante. Os limites de deteccado das
citocinas fornecidos pelos kits sdo: IL-1p = 3.91 - 250 pg/mL; IL-6 = 9.38-600
pg/mL; IL-10 = 31.2-2000 pg/mL; TNF-a = 15.6-1000 pg/mL; e MIP-18 = 15.6-
1000 pg/mL. As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Spectra Max

190) a 450

3.16. Avaliacao da expressao de Rv3406 por Western Blot

Para avaliar a expressdo da proteina Rv3406 pelas cepas de BCG
recombinantes apoés a infec¢do, dmTHP-1 infectados foram lisados com 0,05%
SDS no tempo de 96 horas. As bactérias recuperadas foram lisadas e as
proteinas precipitadas pela adicdo de acido tricloroacético (TCA) na
concentracéo final de 17%, seguido de incubacéo a -20 °C por 10 minutos e
centrifugag&o por 10 minutos a 16.000 xg. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado com 300 uL de acetona gelada contendo 1% trietanolamina

(TEA) e duas vezes com 300 pL de acetona 100% gelada. O sedimento final foi
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ressuspenso em 10 pyL de tampdo 8M de uréia e 2% de CHAPS ([-(3-

colamidolpropil dimetilamonio)-1-propanosulfonato]).

As proteinas foram dosadas usando NanoDrop e uma quantidade de
50 ug de proteina foi misturada ao tampdo de amostra de proteina 1x para um
volume final de 15 pL. A mistura foi em seguida aquecida a 100 °C por 5
minutos. As amostras foram submetidas a eletroforese em géis 15% SDS-
PAGE de 7 centimetros em tampao de corrida (Laemmli, 1970) a 200 volts
empregando o sistema MiniProtean (Bio-Rad). O marcador de peso molecular
utilizado foi o Kaleidoscope (Bio-Rad). As proteinas foram transferidas para
membrana de Nitrocelulose (Hybond) através de sistema de transferéncia
Semi-seco (Semi-dry - Bio-Rad) por 30 minutos a 15V. Apdés a transferéncia, as
membranas foram coradas com o corante reversivel Mem Code (Pierce) para
visualizacdo das protéinas transferidas e captura de imagens com o

densitdmetro GS-800 (BioRad).

Apos, as membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com leite
desnatado 10% em TBS Tween 20 0,05% por 2 horas a temperatura ambiente,
sob agitacao e incubadas com o anticorpo primario anti-Rv3406 (1:5000) por 16
horas a 4 °C. Apds, as membranas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com
TBS (1M Tris-HCI, pH 7,5; 87g NaCl; gsp 1L de agua Milli-Q) e 3 vezes por 5
minutos com TBS acrescido de 0,1% de Tween-20. A seguir as membranas
foram incubadas por 2 horas com o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo produzido em cabra conjugado com peroxidase (1:10.000;

Pierce). As membranas foram novamente lavadas como descrito anteriormente
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e a revelagédo foi realizada usando o kit SuperSignal (Pierce), seguindo as

instrucdes do fabricante.
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4. Resultados

4.1. Obtencdo dos lotes-semente das construgbes de BCGs

recombinantes e analise de viabilidade bacteriana:

A partir da Colecdo de Bactérias do Laboratorio de Gendmica
Funcional e Bioinformética (LAGFB/ I0C), uma aliquota estoque de cada cepa,
BCG Moreau e BCG Moreau complementada com o gene rv3405c selvagem
(denominadas MAO5c e M:05c, respectivamente). Aliquotas dessas
constru¢des foram avaliadas quanto ao numero de unidades formadores de
col6nias a partir do plaqueamento em trés diluicées (10, 10° e 10°) em meio
7H10 acrescido de ADC e canamicina (50 pg/mL). Apo6s cerca de 30 dias, 0

namero de coldnias e a morfologia das mesmas foram analisados.

As Figuras 4.1A e 4.1B mostram a forma rugosa das coldnias de
MAO5c e M::05c. Essa rugosidade é caracteristica das colonias de BCG e nao
foram observadas diferencas morfolégicas entre as cepas. A contagem das
unidades formadoras de coldnia revelou viabilidade de 2x10° células/mL para

ambas as cepas.
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Figura 4.1: Morfologia das coldnias MAO5c e M::05c. As Figuras 1A e 1B apresentam a

morfologia das colbnias das construcdes MAO5c e M::05c, respectivamente. Estoques das 2
cepas recombinantes foram usados para plagueamento em meio 7H10 acrescido de ADC e
canamicina. As amostras foram plagueadas em 3 diferentes diluicdes e apo6s 30 dias, 0 nUmero
e a morfologia das coldnias foram analisados.

4.2. Identidade genética das cepas de BCG

Para confirmar a identidade genética das construcbes de BCGs
recombinantes MAO5c e M::05c, oligonucleotideos foram desenhados para
regides especificas e utilizados na amplificacdo de amostras oriundas das

culturas dos BCGs (Figura 4.2).

Analisando conjuntamente o esquema e o resultado do PCR no gel de
agarose, podemos observar que em BCG MAO5c (portadora do vetor vazio) os
oligonucleotideos 98+99 e 122+123 anelam no vetor pUS977 gerando
fragmentos de 395 bp e 382 bp, respectivamente; os oligonucleotideos 66+96
anelam na regido genémica truncada e produzem um fragmento de 448 bp. Na
cepa complementada com rv3405c (M::05c), os oligonucleotideos 98+99
mostram um amplicon de 831 bp e o par de oligonucleotideos 122-123 passam
a gerar um fragmento de 818 bp (indicando a presenca do inserto). Os
oligonucleotideos 96+97, que anelam em rv3405c, mostram um fragmento de

640 bp, correspondente ao inserto rv3405c clonado no vetor pUS977. O perfil
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de bandas encontradas quando usamos como controle positivo apenas o vetor
(pUS977), confrma a identidade genética da cepa MAO5c. Os
oligonucleotideos 66+96 em BCG Moreau, usado também como controle,
revelam a presenca da regido truncada rv3400-rv3405c (448 bp) e os
oligonucleotideos 96+97 ndo geram bandas em BCG Moreau uma vez que

anelam no gene rv3405c, que esta truncado nessa cepa.
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Figura 4.2: Identidade genética dos BCGs recombinantes. O painel superior esquematiza a
posicdo dos oligonucleotideos utilizados para caracterizar as cepas recombinantes. No
esquema podemos observar a regido genémica RD16 intacta em BCG Pasteur e perdida em
BCG Moreau, o que levou ao truncamento dos genes rv3400-rv3405c, e o vetor pUS977
utilizado para a complementacao com o gene funcional rv3405c¢ de BCG Pasteur.
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4.3. Avaliagdo das curvas de crescimento dos BCGs

recombinantes em meio axénico

Para compreender se a presenca do repressor transcricional codificado
pelo gene rv3405c interfere na taxa de crescimento dos BCGs recombinantes
em meio axénico, aliquotas de lotes-semente das cepas recombinantes foram
descongeladas, centrifugadas e ressuspensas em 5 mL de meio liquido 7H9
acrescido de 10% ADC, canamicina (50 ug/mL) e 0,05% de Tween 80, sendo
incubadas a 37 °C sob agitacdo por 1 semana. ApOGs esse tempo, essas
culturas foram expandidas para volume de 50 mL e mantidas por mais 1

semana.

A partir dessa cultura, foram feitos 3 novos indculos, para cada
construgdo, com uma DOggonm de 0,2 padronizada em um volume final de 60
mL de cultura e mantidas a 37 °C sob agitagdo. A cada 24 horas, a DOgoonm €ra

avaliada, por um periodo total de 14 dias.

Comparando o crescimento das duas cepas de BCG, nossos
resultados indicaram que houve diferenca significativa a partir de 96 horas
(Figura 4.3). A cepa Moreau portadora do vetor vazio (MAO5c; representante da
cepa Moreau) apresentou uma maior taxa de crescimento do que a cepa

M::05c (cepa complementada).
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Figura 4.3: Comparacdo do perfil de crescimento das cepas recombinantes MAO5c e
M::05¢c em meio axénico. Circulos brancos (O) representam a cepa MAO5c enquanto os
circulos pretos (®) representam a cepa M::05c. Os dados representam as médias das
triplicatas bioldgicas +/- DP. Analise estatistica: Teste t = p<0,05; ** p < 0,01. N=3

4.4. Mapeamento do regulon rv3405c

Minch e colaboradores (2014), através da técnica de ChlIPSeq,
identificaram 5.400 regides de ligacdo entre DNA e proteinas reguladoras de M.
tuberculosis, incluindo o fator transcricional Rv3405c. Baseado nesses dados,
selecionamos 4 alvos identificados neste estudo como regides de ligacdo da
proteina Rv3405c. Os alvos selecionados foram: rv0405, rv0667, rvl116 e

rv3616c.

Trabalhos prévios do laboratorio levaram a identificacdo de uma
sequéncia palindrébmica (TGTAGTCA--TGACTACA) conservada nha regido
intergénica entre rv3405c-rv3406 em varias espécies de micobactérias (Galvao
et al., 2014), possivel “motivo” de DNA para ligagdo do repressor transcricional

codificado por rv3405c
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As 4 regides de DNA selecionadas a partir do trabalho de Minch e
colaboradores (2014) como ligantes de Rv3405c foram alinhadas com esse

palindromo usando Blast com o objetivo de observar a identidade entre elas.

A Figura 4.4 esquematiza a localizagdo dos genes selecionados no
genoma de M. tuberculosis cepa H37Rv, assim como as fun¢cbes conhecidas
até o momento. O gene pks6 é uma policetideo sintase, possivelmente
envolvida na sintese de lipideos; rpoB codifica a subunidade B da RNA

polimerase e o gene espA codifica a proteina A do sistema ESX-1.

1241-1427 - 186bp

485.731-489.940 - 4209bp Proteina hipotética
pks6 1244 1457
486.380 GATGTGTAGTCGAATGGCC // aatcgactgcgata | | —2/PP rv3406
GGGGTGTCGTCARCTGACTACGTCC TGTAGTCAT /I GACTAC ccgatgtagteatctgactacactaacc
TGTAGTCA- -TGACTAC EEEEEEE F— TGTAGTCA TGACTAC
rxE xEEE  EEEEEEE 1251 1462 FrErEaRE ansnps

486.396

MtbH37Rv
*
759.807-763.326 - 3519bp o 4055-4234 - 1179bp
18bp rv3405c

rpOB ttagtgtagtecagatgactac E‘SIDA

760.102 tgtagteca-—tgactac
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TGTAGTCA--TGACT 4114

ers ax ris ACCTTCTGGGGATTGGAATACCCAR

760117 TGTAGTCA TGACTAC
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Figura 4.4: Localizacdo no genoma de M. tuberculosis e fung¢do predita dos genes
selecionados para estudo. O alinhamento do motivo palindrdmico (sempre na linha de baixo)
com as sequéncias alvos estd mostrado nas caixas indicando também a localizagdo no
genoma de M. tb e fungéo predita. O esquema central representa a posi¢cdo das sequéncias
alinhadas relativas ao gene alvo (indicada pelo asterisco), podendo estar dentro da regido
codificante ou em regides intergénicas. O asterisco indica a localizagdo, nos alvos, da regido
de similaridade ao motivo palindrémico conservado. O circulo vermelho indica maior identidade
entre o motivo palindrémico e as sequéncias dos alvos.
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Para avaliar a possivel acédo do regulador transcricional Rv3405c sobre
esses alvos, oligonucleotideos foram desenhados e essa agéo foi analisada por

ensaios de EMSA, RT-PCR e gRT-PCR.

A Figura 4.5 revela a amplificacdo dos produtos obtidos a partir da
técnica de PCR usando oligonucleotideos especificos. Todos os produtos

apresentam o tamanho esperado.

300
200
100

Figura 4.5: Amplificagdo, através da técnica de PCR, das regides contendo o possivel
motivo de ligacdo de Rv3405c. Eletroforese em gel de agarose 2% em TBE 0,5x. Foram
aplicados 5 pL de cada amostra amplificada. O resultado confirma os fragmentos nos
tamanhos esperados: rv3405c — 101 bp; rv0405 — 156 bp; rv0667 — 157 bp; rv1116 — 160 bp €;
rv3616¢c — 155 bp. Marcador de tamanho molecular indicado a esquerda (100bp ladder,
Invitrogen).

Para verificar se ha interacdo entre a proteina Rv3405c recombinante
(disponivel no laboratério) com os alvos selecionados, foi realizado ensaio de
retardo em gel (EMSA). Neste ensaio utilizamos os fragmentos de PCR

biotinilados, representativos dos alvos descritos acima. Retardo na corrida

representa uma interacao entre a proteina e o DNA analisado.

Como podemos observar na Figura 4.6, o EMSA indica que existe
interacdo entre a proteina Rv3405c e as regides correspondentes aos genes

rv3405c e rv0405, nas condi¢cbes do ensaio.
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Figura 4.6: EMSA foi realizado usando a regido de ligacdo dos genes rv0405, rv0667,
rv1116 e rv3616c & Rv3405c. A proteina recombinante Rv3405c (42ug) foi incubada com 5ng
de DNA por 45 minutos a temperatura ambiente. Apds este tempo as amostras foram aplicadas
em gel de poliacrilamida 5% e transferidas para membrana de nitrocelulose Hybond-N e
reveladas com o kit LightShift (Pierce). Asteriscos indicam a provavel posicdo do complexo
proteina-DNA.

Esse resultado preliminar corrobora com os dados obtidos a partir do
alinhamento do motivo palindrémico identificado na regido intergénica rv3405c-
rv3406, onde a maior identidade foi obtida com a sequéncia do alvo rv0405

(Figura 4.6).

4.5. Analise quantitativa da expresséao génica

Amostras de RNA obtidas de culturas das cepas recombinantes
crescidas em meio axénico foram usadas para analises de expressdo génica.
Antes dos ensaios quantitativos, alguns ensaios de controle de qualidade das

amostras de RNA foram feitos.
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Para avaliar possivel contaminagdo dessas amostras com DNA
gendmico, mesmo apds tratamento com DNase |, foi realizado em paralelo um

controle negativo aonde se omitiu a adicdo de transcriptase reversa (RT-).

Os cDNAs obtidos foram usados em reacdo de PCR. As amostras foram
aplicadas em gel de agarose 2%, coradas com brometo de etideo e

observadas sob luz ultravioleta (Figura 4.7).

MAOS5c M::05c¢
M  RT- RT+ RT- RT+ Mock

194

118
72

Figura 4.7: Controle de qualidade do cDNA (auséncia de DNA gendmico contaminante).
Amplificacdo do alvo sigA a partir de cDNA obtido de RNA extraido de culturas axénicas das
cepas de BCG, conforme indicado na Figura. M — marcador de tamanho molecular, indicado a
esquerda em pb. (RT-) Controle de contaminacdo por DNA gendmico; (-) controle negativo do
PCR; (+) controle positivo do PCR.

O resultado na Figura acima (Figura 4.7) permitiu concluir que as
amostras de cDNA estavam livres de contaminagdo com DNA gendmico. A
partir do cDNA obtido das amostras de RNA das cepas recombinantes, fizemos
PCR para avaliar a expressao dos alvos selecionados. Com o resultado foi
possivel observar que ndo houve diferenca na expressdo génica dos alvos

entre as cepas recombinantes (Figura 4.8).
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72

v3616¢
MA  M:: - +

Figura 4.8: Andlise da expressdo dos genes selecionados para o estudo por RT-PCR.
cDNA foram usados para avaliar a expressdo génica. Apos a reacdo de PCR, as amostras
foram aplicadas em gel de agarose, submetidas a eletroforese, coradas e visualizadas sob luz
UV. O padrédo de tamanho molecular (¢x174) esta indicado a esquerda, em pb. MA = MAO5c.
M:: = M::05c. - = controle negativo. + = controle positivo.

Para confirmar a expressao do gene funcional nas construgdes, PCR foi
realizado usando oligonucleotideos para rv3405c de BCG Pasteur. Na Figura
4.9 é possivel confirmar que a cepa recombinante MAO5c (portadora do vetor
vazio) ndo foi capaz de expressar o gene rv3405c funcional, presente na cepa
recombinante M::05c. Com relacdo ao gene rv3406, controlado pelo repressor
transcricional Rv3405c, podemos confirmar sua expressao pela cepa MAQO5c
(incapaz de expressar Rv3405c funcional) e sua baixa expressédo pela cepa
M::05c (que produz o repressor transcricional ativo), confirmando que a

presenca da proteina Rv3405c reprime a expressao do gene rv3406.




v0405 v3405¢ 1v3406

MAM: - + MAM: - + MAM: - +

Figura 4.9: Amplificacdo dos alvos rv0405, rv3405c e rv3406 por PCR a partir de
amostras de cDNA. cDNA foram usados para avaliar a expressdo génica. ApOs a reacéo de
PCR, as amostras foram aplicadas em gel de agarose, submetidas a eletroforese, coradas e
visualizadas sob luz UV. O padrao de tamanho molecular ($x174) esta indicado a esquerda, em
pb. MA = MAO5c. M:: = M::05c. - = controle negativo. + = controle positivo.

Para avaliar possiveis alteracdes quantitativas na expressédo dos genes
selecionados, ensaios de RT-qPCR foram realizados a partir de amostras de

RNA extraido de culturas axénicas das cepas BCG (MAO5c e M::05c).

Utilizamos o gene sigA como normalizador e, apesar de testarmos
diferentes concentracées dos iniciadores (20 nM a 100 nM) e diferentes
temperaturas de anelamento/extensio (58 °C e 60 °C) ndo conseguimos uma
condicao livre da formacdo de dimeros (Figura 4.10). Essa condicdo nao

permitiu uma quantificagéo precisa dos outros genes selecionados.

55



A B Meit Curve

Amplification Plot y
T dimero

. gt ~
0.1 /

Il
001 / 2 [
& N\ |
g o : B \
0.001 \/ \ [

0,0001

Derivative Reporter (-Rn)

0.,00001

\ |
0,000001 10 \ | “
2 4 L] 8 10 12 14 16 18 2 2 2 2 2 X 2 3 » 3 @0 e

N\ [/ |
N {
|

MAOS5c L |

= M::05¢

00 00 700 70 800 850 00 %0

Tempersture (*C)

Figura 4.10: Curvas de amplificacdo (A) e desnaturacéo (B) para o gene sigA. RT-gPCR
realizado a partir de cDNA obtido de RNA de culturas axénicas das cepas recombinantes de
BCG Moreau (MAO5c e M::05c¢). Foram usados 100 nM de cada iniciador especifico e 25 ng de

cDNA por reagéo.

Na Figura 4.10 podemos observar que sigA foi expresso de forma
constitutiva pelas cepas recombinantes (MAO5c e M::05c), confirmando sua
aplicabilidade como gene normalizador para a analise da expressao dos genes
de interesse. Entretanto, é possivel observar na Figura 4.12B a presenca de
muitos dimeros dos iniciadores que impediram que a quantificacdo dos demais
genes fosse realizada com precisdo. Ainda sdo necessarios outros
experimentos de padronizacdo do alvo sigA, visando obter uma condigcéo

experimental onde ndo ocorra essa formagéo de dimeros.

Apesar das dificuldades encontradas, ndo foram observadas diferencas
quantitativas em relagdo a expressdo dos genes rv0405, rv0667, rvi116 e

rv3616c¢ entre as cepas recombinantes, como revela a Figura 4.11.
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Figura 4.11: Curvas de amplificagcdo para os genes rv0405 (A), rv0667 (B), rv1116 (C), e
rv3616¢c (D). RT-qPCR realizado a partir de cDNA obtido de RNA de culturas axénicas das
cepas recombinantes de BCG Moreau (MAO5c e M::05c). Foram usados 200 nM de cada
iniciador e 25 ng de cDNA por reacéo.

Para o gene rv3405c, o resultado sugere sua expressao apenas na cepa
M::05c, o que reforca o resultado esperado uma vez que essa cepa foi
complementada com o gene rv3405c de BCG Pasteur (Figura 4.12A). Apesar
de visualizarmos uma curva de amplificacdo referente a cepa MAO5c, a analise
da curva de desnaturacdo indica que isso reflete apenas a presenca de

dimeros e ndo de uma amplificacéo especifica.
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Figura 4.12: Curvas de amplificacdo (A) e desnaturacéo (B) do gene rv3405c. RT-gPCR
realizado partir de cDNA obtido de culturas axénicas das cepas de BCG Moreau (MAO5c e
M::05c). Foram usados 200 nM de cada iniciador especifico e 25 ng de cDNA por reacao.

A andlise da expressao do gene rv3406 confirma dados anteriores do
laboratorio (Galvdo et al.,, 2014) - a presenca do repressor transcricional
Rv3405c funcional na cepa complementada M::05c inibe a expressao do gene
rv3406 (Figura 4.13). Assim, uma quantificacao preliminar permite sugerir que
rv3406 € aproximadamente 128 vezes mais expresso em MAQO5c do que em
M::05c, porque a amostra MAO5c apresentou uma amplificacdo com um valor

de Ct 7 unidades maior que o Ct da amostra M::05c.
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Figura 4.13: Curvas de amplificacdo (A) e desnaturacéo (B) para o gene rv3406. RT-gPCR
realizado partir de cDNA obtido de culturas axénicas das cepas recombinantes de BCG Moreau

(MAO5c e M::05c). Foram usados 200 nM de cada iniciador especifico e 25 ng de cDNA por
reacao.

4.6. Viabilidade intracelular dos BCGs recombinantes

Para compreender a influéncia da presenca do repressor transcricional
rv3405c na viabilidade dos BCGs recombinantes no ambiente intracelular,
realizamos experimentos de infeccdo. Foram utilizadas células da linhagem
monocitica humana THP-1 diferenciadas em macréfagos (mdTHP-1) com
adicao de 200 nM de PMA por 48 horas e recuperacao por mais 48 horas antes

da infeccdo (na auséncia de PMA).

mdTHP-1 foram infectados usando multiplicidade de infec¢cao (MOI) 1:1
(bactéria:célula) dos BCGs recombinantes, MAO5c e M::05c. A viabilidade
bacteriana foi acompanhada em tempos especificos pés-infeccéo (4h, 6h, 24h,
48h, 72h e 96h) a partir da lise das células, recuperacdo das bactérias por

centrifugacéo e plagueamento de diluicdes em meio solido 7H10 acrescido de
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ADC e canamicina por cerca de 28 dias. Apos esse periodo, foi contado o

namero de unidades formadoras de colénias (UFC).

Observamos que nédo houve diferenca na taxa de internalizagéo entre
as cepas usando MOI de 1:1 (Figura 4.14). A taxa de internalizacao foi
calculada com base na CFU usada na infeccéo e na CFU obtida no tempo de 4

horas ap0s a infeccéo.
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Figura 4.14: Taxa de internalizacdo das cepas recombinantes MAO5c e M::05c (MOI 1:1). A
taxa de internalizagcdo € calculada considerando a CFU usada na infeccdo dividida pela CFU
recuperada no tempo de 4 horas poés-infec¢do. Para infeccdo usando MOI de 1:1 nédo
observamos diferenca na taxa de internalizacdo entre as cepas recombinantes. Andlise
estatistica: Teste-t ndo pareado. +/- Desvio Padréo (DP).

A Figura 4.15 mostra a cinética de viabilidade intracelular dos BCGs
em tempos especificos apos a infeccdo de mdTHP-1 com as cepas MAO5c e

M::05c, usando multiplicidade de infeccao de 1:1.
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Os dados revelam que MAO5c apresentou maior viabilidade em
ambiente intracelular do que M:05c e nao foram observadas diferencas
significativas entre as cepas recombinantes, nos tempos analisados. Estes
dados indicam que a presenca do repressor transcricional Rv3405c funcional

Impacta a sobrevivéncia intracelular de BCG Moreau.
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Figura 4.15: Cinética de viabilidade intracelular dos BCGs recombinantes pés-infeccéo
(MOI = 1:1). Macrofagos foram infectados com as cepas recombinantes durante 4h e a
viabilidade dos BCGs avaliada em tempos especificos apo6s infeccdo. Barras brancas
representam a cepa MAO5c e as barras pretas, a cepa M::05c. Esses resultados representam a
média de 3 experimentos. Barras em cinza claro representam a média de 2 experimentos.
Andlise estatistica: Teste-t ndo pareado.
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4.7. Analise da morfologia das colénias apds infeccdo de células

THP-1

A partir das placas utilizadas para analise de CFU (item 4.6), a
morfologia das colbnias foi observada. A Figura 4.16 revela a morfologia das
colonias obtidas a partir da infeccdo de mdTHP-1 infectadas com MAQO5c e
M::05c, respectivamente, nos tempos especificos pés-infec¢cdo. As imagens
obtidas revelam que ambas as construcdes de BCGs recombinantes possuem
uma unica morfologia de colbnia. As col6nias apresentam aspecto rugoso com

pouco espraiamento e projecdes no sentido vertical.

Figura 4.16: Perfil representativo de colénias das cepas recombinante de MAO5c e M::5c. Apés
lise dos macrofagos infectados, bactérias foram recuperadas em tempos especificos apés a infecgao e
plagueadas em 7H10 acrescido de ADC e canamicina. As Figuras A-C mostram o perfil morfolégico
das colénias de MAO5c nos tempos de 4h, 48h e 96h, respectivamente, enquanto que as Figuras D-F
representam o perfil das coldénias de M::05¢c nos mesmos tempos.

Ao observar a morfologia das colbnias recuperadas apds a infeccéo
com MAQ5c, no tempo de 96 horas, colbnias lisas e com espraiamento foram

observadas (Figura 4.16C). Esse tipo de colbénia ndo foi observado em outros
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tempos e colonias desse tipo ndo foram numericamente expressivas. Esse tipo

de colbnia ja foi descrito para cepas de BCG Tokyo (Bedwell et al., 2011).

4.8. Perfil de viabilidade dos macré6fagos em resposta a infecgcéo

Com o objetivo de observar a viabilidade dos macréfagos ao longo do
estudo, usamos o método PrestoBlue™ (ThermoFisher®) que consiste na
conversdo do composto Resazurina por células metabolicamente ativas. Assim,
em intervalos de 24 horas por um periodo total de 96h, a viabilidade dos
macrofagos nao-infectados e infectados com os BCGs recombinantes (usando

MOI de 10:1 e 1:1) foi avaliada.

Os resultados apresentados na Figura 4.17 mostram que ndo houve
perda significativa da viabilidade celular entre os macréfagos infectados com as
cepas de BCG usando MOI de 1:1 ou de 10:1. Também ndo observamos
diferencas na viabilidade ao comparar o percentual de células viaveis

infectadas pelas cepas recombinantes.
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Figura 4.17: Viabilidade de macréfagos infectados com as cepas recombinantes MAO5c e
M::05c usando MOI de 1:1 (A) e 10:1 (B). A viabilidade celular dos macréfagos foi avaliada
usando PrestoBlue™ nos tempos de 24, 48, 72 e 96h pos-infecgdo. Os dados expressam a
viabilidade de macréfagos infectados relativos ao controle de macréfagos néao-infectados.
Barras brancas = MAQO5c; barras pretas = M::05c.. Os resultados expressam a média (+/- DP)
de 4 experimentos independentes. Andlise estatistica: Teste-t ndo pareado.

4.9. Perfil de secrecéo de citocinas em resposta a infeccao

Considerando que os macrofagos séo células alvo para a infecgdo por
micobactérias e com o objetivo de compreender como essas células
responderam a infeccdo com as 2 diferentes cepas recombinantes de BCG e
aos diferentes MOI (10:1 e 1:1), os niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p3,
IL-6 e TNF-q, da citocina anti-inflamatéria IL-10 e da quimiocina MIP-1f foram
analisados através das técnicas de citometria de fluxo e de ELISA.
Inicialmente, realizamos uma triagem das citocinas por citometria de fluxo e

apos, os resultados foram confirmados pela técnica de ELISA.

N&o foram observadas diferencas significativas com relacéo a secrecao

das citocinas quando testadas por citometria de fluxo (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Cinética de producdo das citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e MIP-1B por
macroéfagos infectados com os cepas recombinantes na MOI 10:1 (citometria de fluxo). A
partir do sobrenadante das culturas dos macréfagos infectados com as cepas MAO5c (barras
brancas) e M::05c (barras pretas), avaliamos o perfil de secrecéo citocinas nos tempos de 6, 24
e 72 horas pés-infeccdo. Os resultados expressam a média (+/- DP) de 3 experimentos
independentes. Andlise estatistica: teste-t ndo pareado.
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A Figura 4.19 mostra os resultados obtidos por ELISA relativos a
secrecdo de IL-1p por mdTHPL1 infectados com as cepas recombinantes nas
MOI de 1:1 e 10:1. Nao foram observadas diferencas significativas entre as
cepas nos tempos estudados na MOI de 10:1; no entanto, usando MOI de 1:1
no tempo de 72 horas, os niveis de IL-1B foram significativamente maiores
(*p<0,05) em macroéfagos infectados com a cepa selvagem (MAO5c) do que

com a cepa complementada (M::05c).
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Figura 4.19: Cinética de producdo da citocina IL-18 usando MOI de 1:1 (A) e 10:1 (B)
utilizando a técnica de ELISA. A partir do sobrenadante das culturas dos macréfagos
infectados com as cepas MAO5c (barras brancas) e M::05¢ (barras pretas), avaliamos o perfil

de secrecdo de IL-1B nos tempos de 6, 24 e 72 horas. Os resultados expressam a média de 3
experimentos independentes (+/- DP). Analise estatistica: teste-t ndo pareado. *p<0,05.

66



Com relacdo a IL-6, os resultados obtidos por ELISA mostram que

houve aumento significativo na secre¢do da citocina no tempo de 72h tanto

para MOI de 1:1 (***p<0,001) quanto para MOI de 10:1 (*p<0,05). Interessante

ressaltar que essa foi a Unica citocina com expressao maior na cepa M::05c¢ do

gue na cepa MAO5c (Figura 4.20).
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Figura 4.20: Cinética de producdo da citocina IL-6 usando MOI de 1:1 (A) e 10:1 (B)
utilizando a técnica de ELISA. A partir do sobrenadante das culturas dos macréfagos
infectados com as cepas MAO5c (barras brancas) e M::05¢ (barras pretas), avaliamos o perfil
de secrecdo de IL-1p nos tempos de 6, 24 e 72 horas. Os resultados expressam a média de 3
experimentos independentes (+/- DP). Analise estatistica: teste-t ndo pareado. *p<0,05,

***p<0,001.
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A andlise da secrecdo de TNF-a utilizando a técnica de ELISA sé
apresentou diferencga significativa (***p<0,001) no tempo de 6 horas em relagéo
as cepas recombinantes estudadas na MOI de 10:1. Essa diferenca também foi
observada no ensaio por citometria de fluxo; entretanto, devido ao alto desvio
padrdao, nao foi significativa. Nos outros tempos avaliados nao foram

observadas diferencas (Figuras 4.21A e 4.21B).
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Figura 4.21: Cinética de producdo da citocina TNF-a usando MOI de 1:1 (A) e 10:1 (B)
utilizando a técnica de ELISA. A partir do sobrenadante das culturas dos macréfagos
infectados com as cepas MAO5c (barras brancas) e M::05c (barras pretas), avaliamos o perfil
de secrecéo de IL-1B nos tempos de 6, 24 e 72 horas. Os resultados expressam a média de 3
experimentos independentes (+/- DP). Analise estatistica: teste-t ndo pareado. ***p<0,001.
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No6s também analisamos a expressao da citocina anti-inflamatéria IL-10
(Figuras 4.22A e 4.22B) e da quimiocina MIP-1p (Figuras 4.23A e 4.23B). Para
ambas, ndo observamos diferencas significativas ao longo dos tempos de
infeccdo e MOI analisados. A avaliacdo da secrecao de IL-10 so foi realizada

pela técnica de ELISA.
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Figura 4.22: Cinética de producdo da citocina IL-10 usando MOI de 1:1 (A) e 10:1 (B)
utilizando a técnica de ELISA. A partir do sobrenadante das culturas dos macréfagos

infectados com as cepas MAO5c (barras brancas) e M::05¢ (barras pretas), avaliamos o perfil
de secrecéo de IL-1B nos tempos de 6, 24 e 72 horas. Os resultados expressam a média de 3
experimentos independentes (+/- DP). Analise estatistica: teste-t ndo pareado.

5000+ 50001
~— 4000+ —~ 4000+
- -
1S c —
S 30001 S 3000
e e
D 2000 D 2000
d d
= 1000- f ._ = 1000~
0- T T 0- T T
© '],b‘ /\Q/ © '],b( ,\‘],
Tempo poés-infecgdo (horas) Tempo pés-infecgéo (horas)

Figura 4.23: Cinética de producdo da quimiocina MIP-1B8 usando MOl de 1:1 (A) e 10:1 (B)
utilizando a técnica de ELISA. A partir do sobrenadante das culturas dos macréfagos
infectados com as cepas MAO5c (barras brancas) e M::05c (barras pretas), avaliamos o perfil
de secrecéo de IL-1B nos tempos de 6, 24 e 72 horas. Os resultados expressam a média de 3
experimentos independentes (+/- DP). Analise estatistica: teste-t ndo pareado.
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4.10. Avaliacdo da expresséao da proteina Rv3406

Com o objetivo de observar se as condicbes no ambiente intracelular
testadas seriam capazes de induzir a expressao do gene rv3406, regulado
negativamente pelo repressor transcricional Rv3405c e, com isso, permitir a
producdo de Rv3406, utilizamos a técnica de western blot para detectar a
presenca da proteina. Macrofagos infectados com as cepas BCG foram lisados
(96 horas apOs infeccdo), centrifugados e o sedimento bacteriano resultante
utiizado para extracdo de proteinas totais. As proteinas obtidas foram
fracionadas em gel SDS-PAGE e transferidas para membrana de nitrocelulose
(Figura 4.24A). A expresséo da proteina Rv3406 foi visualizada por western
blot utilizando anticorpo policlonal de camundongo anti-Rv3406 recombinante
(disponivel no laboratério; Galvao et al., 2014). O resultado mostrado na Figura
4.24B confirma a expressdo de Rv3406 nas amostras oriundas de macréfagos
infectados com a cepa MAO5c, mas ndo pela cepa complementada com

rv3405c, confirmando sua agcdo como repressor transcricional de rv3406.
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Figura 4.24: Expressdo da proteina Rv3406. Macréfagos infectados com as cepas de BCG, e
ap6s 96 horas foram lisados e as proteinas de BCG quantificadas e aplicadas em gel de
poliacrilamida. Apos, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e
coradas com MemCode (A). Western-blot foi feito usando anticorpo policlonal anti-Rv3406 (B).
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5. Discussao

No presente estudo, objetivando avaliar o impacto da presenca do
repressor transcricional rv3405c na vida intracelular do BCG Moreau, utilizamos
2 cepas de BCG recombinantes cuja Unica diferenca é a complementacédo com
0 gene rv3405c de BCG Pasteur, em uma das construgbes (M::05c). Para
entender esse impacto, utilizamos o modelo de infeccdo de macréfagos
diferenciados a partir de células THP-1 e analisamos a viabilidade das
bactérias e das células, bem como o perfil de secrecdo de citocinas em
resposta a infec¢éo. Ainda no intuito de entender o impacto de rv3405c na vida
do bacilo, buscamos avaliar que outros possiveis genes poderiam estar sob
controle desse repressor através de ensaios que avaliam a ligacdo da proteina
Rv3405c aos genes alvos selecionados e também através de ensaios

qualitativos e quantitativos que avaliam a transcricao génica.

Estudos do nosso grupo, ao analisar dados protedmicos comparando
as proteinas de superficie das cepas BCG Moreau e BCG Pasteur, revelaram
diferenca qualitativa na expressdao de uma unica proteina (Pagani et al.,
manuscrito em preparagcdo). Essa proteina foi identificada como Rv3406,
codificada pelo gene rv3406 localizado ao lado do gene codificante para o
regulador transcricional rv3405c. rv3405c esta truncado em BCG Moreau
devido a perda da regido gendmica RD16 (rv3400-rv3405c). Outro trabalho do
grupo comprovou que Rv3405c regula negativamente a expressao de rv3406

(Galvéo et al., 2014).
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Nossos resultados indicam que a auséncia do repressor transcricional
rv3405c (na cepa MAO5c) favorece o crescimento tanto em meio axénico
(Figura 4.3) como em ambiente intracelular (Figuras 4.15) quando comparado
ao crescimento da cepa recombinante complementada com o gene rv3405c

funcional de BCG Pasteur (M::05c).

Nossos resultados de andlise de crescimento bacteriano sugerem que
a presenca da Rv3406 nas cepas MAO5c poderia ser um fator contribuinte para
a melhor adaptacdo da bactéria quando comparado a cepa M::05c (Figura
4.15), podendo conferir um ganho funcional relacionado ao metabolismo de

enxofre e aquisicdo de carbono nos meios axénico e intracelular.

Existem poucos trabalhos na literatura sobre a Rv3406, que foi
caracterizada como uma alquil sulfatase. Sulfatases sdo responsaveis pela
quebra de ésteres de sulfato e estdo envolvidas em diversos processos
metabdlicos. A familia das sulfatases hidrolisam ésteres de sulfato encontrados
na superficie dos patégenos e € importante na interacado parasito-hospedeiro
(Hossain et al., 2009). O genoma de M. tb contém 9 sulfatases, mas apenas
uma sulfatase do tipo Il, a Rv3406, que € a mais conservada em espécies de
micobactérias, sugerindo sua importancia no metabolismo de sulfatos; se
considerarmos a variedade de substratos disponiveis no hospedeiro humano,
especular sobre a natureza precisa dos substratos fisiolégicos de Rv3406 é

bastante dificil (Sogi et al., 2013).

De acordo com Calmette et al. (1931) a presenca de glicerol, usado no
meio de cultura durante o processo de atenuagao, poderia acelerar 0 processo

de crescimento do BCG. Nesse contexto, seria possivel sugerir que a perda da
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RD16, acarretando na expressao constitutiva de Rv3406, poderia conferir uma
vantagem seletiva (ganho funcional) durante as passagens in vitro em meio

contendo bile glicerinada.

De acordo com Mougous et al. (2002) nenhuma bactéria com genoma
conhecido possui tantas sulfotransferases e sulfatases como as micobactérias.
Estudos sobre essas duas familias poderiam fornecer subsidios para
compreender as vias de metabolismo dos sulfatos e ainda aumentar a
compreensdao sobre moléculas sulfatadas na biologia e patologia das

micobactérias.

Além disso, sulfatases micobacterianas poderiam estar envolvidas na
aguisicdo de enxofre na forma de sulfatos a partir do ambiente ou da célula
hospedeira. Assim, essas enzimas poderiam fornecer fontes alternativas de
enxofre para a producdo de aminoacidos essenciais e cofatores contendo

enxofre (Mougous et al., 2002).

Sulfonatos e ésteres de sulfato sdo abundantes na natureza e muitos
microrganismos podem usar uma gama de sulfatases com diferentes
especificidades para usa-los como fonte de carbono e/ou de enxofre (Kertesz,

2000).

Segundo Schwab et al. (2009), interacdes entre M. tb e macréfagos
pulmonares sé&o fundamentais na instalacdo da tuberculose. Um dos fatores
que pode ser importante nessas interacbes e no comportamento das
micobactérias é a presenca dos surfactantes pulmonares. De acordo com Dodd

et al. (2016) surfactante € uma monocamada predominantemente composta de
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lipideos baseados em fosfocolina, com pequenas quantidades de outros

fosfolipideos e colesterol.

Na auséncia de infeccdo, os macréfagos alveolares contribuem para o
catabolismo dos surfactantes para manter a homeostase pulmonar. Acredita-se
que essa funcéo crie células hospedeiras susceptiveis a infeccdo por M. tb
devido as propriedades imunossupressoras dos surfactantes e a presenca de

metabalitos lipidicos disponiveis como fonte de carbono (Dodd et al., 2016).

De acordo com Dodd e colaboradores (2016), CD36 é um receptor
scavenger, que interage com receptores do tipo Toll para mediar a localizacéo
e sinalizacdo celular durante infeccdo e inflamacédo. CD36 funciona como um
receptor de surfactante lipidicos e tem sua expressao e localizacdo mediada
pela presenca de surfactantes lipidicos e proteinas. CD36 contribui para a
captura de surfactantes lipidicos por macrofagos humanos, conferindo uma
vantagem ao crescimento bacteriano durante os estagios iniciais da infeccéo

por M. tb pelo menos em parte pela reducdo de TNF-a.

Garton et al. (2008) analisaram o perfil transcricional de pacientes com
TB e detectaram a presenca de RNA mensageiro de rv3406 no escarro desses
pacientes. A transcricdo desse gene foi significativamente maior em escarro do

gue em crescimento aerobico.

A mucina presente em pacientes com infecgcdes pulmonares
decorrentes de infec¢bes por Pseudomonas aeruginosa € altamente sulfatada,
aumentando a resisténcia a degradagdo bacteriana. A dessulfatacdo aumenta

a susceptibilidade de degradacdo da mucina por glicosidases e proteases
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bacterianas, assim facilitando a colonizacdo bacteriana pelo aumento da

disponibilidade de substratos e sitios de ligacdo (Jansen et al., 1999).

Bactérias do solo, como Pseudomonas putida, codificam uma grande
variedade de sulfatases que s&o positivamente reguladas sob condi¢bes de
privacdo de sulfatos, sugerindo uma funcéo na retirada de sulfatos. Sogi et al.
(2013) sugeriram, a partir de analises de bioinformatica, que a alquil sulfatase
de M. thb, Rv3406, estd mais proxima da ja caracterizada alquil sulfatase de P.
putida cepa S313. Isso pode sugerir que possuam funcdes similares da

dessulfatacdo, favorecendo a colonizacao pela bactéria.

Brennan (2003) afirma que cepas Vvirulentas possuem grandes
concentracfes de lipideos acidificados (notavelmente sulfolipideos), enquanto
gue as cepas atenuadas sdo deficientes nesses compostos. Tem sido proposto
que glicolipideos sulfatados possam estar envolvidos na sobrevivéncia
intracelular de M. tb pela interacdo com fagossomo e prevenc¢ao da fusdo com

o lisossomo (revisto por Rivero-Marrero et al., 2002).

Minch e colaboradores (2014) utilizaram mais de 150 proteinas
recombinantes, representativas de cerca de 80% dos fatores transcricionais
(FT) preditos no genoma de M. tb e caracterizaram através de ChiP-Seq mais
de 5.400 interacdes proteina-DNA com grande probabilidade de controle
transcricional direto de alvos proximais. Um dos FT utlizados foi a proteina
Rv3405c, com 6 interacdes relatadas quando considerada a janela de -150 a
+70 pb relativos ao inicio do gene — rv3405c, rv3406, rv0405, rv0667, rv1116 e
rv3616c¢. Assim, estes alvos foram escolhidos para uma analise mais detalhada

no nosso estudo. Evidentemente, outras abordagens como busca in silico no
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genoma de M. tb e BCG Moreau pelo motivo palindrémico identificado na
regido intergénica rv3405c-rv3406, ou a analise global de expressao génica
por RNAseq, poderiam fornecer alvos adicionais aos selecionados nesse
estudo.

Uma dificuldade encontrada nos experimentos de expressao génica se
refere ao gene normalizador sigA que, devido a presenca de dimeros, impediu
a quantificacdo correta dos genes alvo (Figura 4.10). Pode ser necessario
buscar outros genes constitutivamente expressos pelas diferentes cepas que
possam ser usados como normalizadores antes da realizacdo de novos
experimentos. Apesar dessa dificuldade, nossos resultados preliminares
mostram que nao houve diferenca na expressao génica dos alvos selecionados
(rv0405, rv0667, rvl116 e rv3616c¢c) (Figura 4.11) e confirmaram que a
expressao génica de rv3406 é cerca de 130 vezes maior em MAQO5c comparada

a cepa complementada (Figura 4.13).

Utilizamos ensaio de mobilidade (EMSA) para avaliar a interacédo entre
a proteina recombinante Rv3405c e os alvos selecionados. Nossos resultados
revelaram que houve formacdo de complexo DNA-proteina com a regido de
rv0405 descrita por Minch e colaboradores (2014) (Figura 4.6). Esse resultado
reforca o dado que mostra a elevada identidade entre o palindromo conservado
da regido intergénica rv3405c-rv3406 com a sequéncia alvo do gene rv0405
(Figura 4.4). Para os outros alvos estudados, ndo vimos, nas condi¢des

testadas, interacdo com a proteina recombinante Rv3405c.

rv0405 (pks6) ja havia sido identificado como um gene de viruléncia em

M. tb (Camacho et al., 1999) e um dos 16 genes no genoma de M. tb descrito
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como codificante para policetideos sintases (Cole et al., 1998). As policetideos
sintases sdo uma familia de enzimas conhecidas pelo envolvimento na
biossintese de policetideos naturais. A capacidade de biossintese de
policetideos por M. tb tem sido investigada uma vez que ortélogos desse gene
também foram encontrados em outras espécies de micobactérias. E sabido que
a maioria dos genes que codifica para as Pks de M. tb esta ligada as vias
biossintéticas especificas ou conjugados glicolipideos que sao importantes
para viruléncia e/ou componentes da parede celular das micobactérias (Quadri,
2014). Entretanto, a analise comparativa dos genomas de M. tb, M. bovis e
BCG (Pasteur e Moreau) mostra que o gene rv0405 sofreu a insercdo de uma
base que ocasionou a mudanca de fase e o aparecimento de um cédon de
parada prematuro. Assim, tanto M. bovis quanto BCG sdo provavelmente

incapazes de produzir uma Pks6 funcional.

Nosso estudo tem limitagdes devido ao fato de ter sido realizado com
células de linhagem; no entanto, o uso de células THP-1 tem vantagens como
a facilidade de expansdo e diferenciacdo em macréfagos. Nossos dados
fornecem subsidios para compreender o comportamento da bactéria em
resposta ao ambiente intracelular e o comportamento da célula hospedeira em
resposta a infeccdo bacteriana. Esse estudo indica que esse modelo de

infeccdo in vitro pode ser usado para avaliar as viabilidades celular e

bacteriana e secrecao de citocinas.

Daigneault e colaboradores (2010) compararam a diferenciacdo de
células THP-1 em resposta aos estimulos com vitamina D3 e PMA e comparou

com mondcitos e macréfagos humanos parametros como morfologia, adeséo
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celular, expressao de marcadores de superficie e capacidade fagocitica. Os
resultados mostraram que as células estimuladas com 200 nM de PMA por 72
horas e sem tempo de recuperagdo apresentaram fenotipo mais proximo dos

macrofagos derivados de mondcitos humanos.

O protoloco para diferenciacdo dos macréfagos a partir de mondcitos
de linhagem THP-1 usando PMA € bastante diverso na literatura, com uso de
concentracfes variando entre 30 nM (Sousa-Vasconcelos et al., 2015 ), 80 nM
(Guerreiro et al., 2013), 100 nM (Mendoza-Coronel & Castafién-Arreola, 2016)
e 200 nM (Daigneault et al., 2010). Além da concentracdo de PMA, o tempo de
exposicdo e de repouso pos-diferenciacdo também sao bastante diversos. A
falta de um protocolo uniforme impacta fortemente na interpretacdo dos
resultados e na comparacdo entre os estudos. No nosso laboratério foram
testados varios protocolos de diferenciacdo das células THP-1 usando
diferentes concentracdes de PMA (30 nM, 80 nM e 200 nM) com e sem tempo
de descanso sem a droga ap0s o estimulo. Ao final desses experimentos que
analisaram parametros como morfologia e viabilidade celulares, optamos por
estimular as células com 200 nM de PMA por 48 horas e as células
diferenciadas foram mantidas em meio sem PMA pelo mesmo tempo para
assegurar que as células se recuperem do estimulo antes da infeccdo

(Daigneault et al., 2010 — adaptado).

Chavez-Galan et al. (2016) revelam que a infeccdo com cepas
avirulentas de micobactérias € capaz de induzir altos niveis de apoptose em
monocitos e macrofagos humanos e linhagens celulares de macréfagos. Ao

contrario, outros autores descrevem que a apoptose € induzida exclusivamente
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por cepas virulentas de M. tb em processo que envolve a participacdo da
proteina ESAT-6 (revisto por Aguilo et al., 2013). Nosso estudo revelou que a
infeccdo com as cepas recombinantes resultou em pouca perda da viabilidade
celular. Esse dado corrobora os de Molina-Torres e colaboradores (2010) que
constataram que a toxicidade de BCG Pasteur em células THP-1 ndo é

detectada até o sétimo dia.

A viabilidade dos macrofagos foi determinada pelo método de
fluorescéncia usando o reagente comercial PrestoBlue™ nos tempos de 24 a
96 horas. Nas condi¢Oes experimentais utilizadas no nosso estudo, as cepas
recombinantes ndo induziram perda significativa da viabilidade dos macréfagos
seja na MOI de 1:1 ou MOI de 10:1, que variou entre 78 a 89% e 85 a 97%,
respectivamente, ao longo do tempo analisado (Figura 4.17). Apesar dos dados
disponiveis sobre ativacdo e morte de macrofagos por M. tb, pouco ainda se
sabe sobre as atividades celulares mediadas pelo BCG em células fagociticas
(Chavéz-Galan et al., 2016). De acordo com Butler et al., (2012), a quantidade
de células mortas € influenciada pela viruléncia, e a habilidade para controlar
apoptose/necrose das células hospedeiras é influenciada pelas caracteristicas

da bactéria independente da habilidade de replicar nos macréfagos.

N&o existe consenso na literatura quanto a multiplicidade de infecgéo
usada para os ensaios de infeccdo de micobactérias em macréfagos, podendo
variar entre 1:1 (Sousa-Vasconcelos et al., 2015); 2:1 (Guerreiro et al., 2013) e
10:1 (Riendeau & Kornfeld, 2003). Alguns trabalhos mostram que n&o ha
diferenca. Chavéz-Galan et al. (2016) comparou a resposta de macréfagos

RAW 264,7 apo6s infeccdo com BCG Pasteur usando MOI de 1 e de 0.1 (a
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Ultima considerada uma dose muito baixa de infec¢do). O estudo avaliou se
baixas doses seriam suficientes para ativar os macréfagos sem interferir na
viabilidade e integridade mitocondrial e avaliou ainda se, quando submetidos a
infeccbes com MOI baixas, macréfagos estariam aptos a manter suas
atividades funcionais. Os resultados mostraram que baixas doses de BCG ja
constituem um modelo de infeccdo in vitro para estudos de interacdes entre

BCG e macréfagos.

E sabido que a resposta imunolégica envolvida na protecdo contra M.
tb é a resposta do tipo celular, com ampla participacdo de células Tyl e
citocinas proé-inflamatérias como IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y. Juntas essas
citocinas aumentam a capacidade microbicida dos macrofagos a partir do
aumento da producdo de reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio
que tornam hostil 0 ambiente intracelular. Essas citocinas também estao
envolvidas na formacdo de granulomas, que sdo estruturas importantes na

contencédo da disseminacao do bacilo.

A citocina pré-inflamatéria IL-1p é um importante mediador de
inflamacéo e desempenha uma funcédo na resisténcia as infecgbes com M. tb.
Vérios estudos tém enfatizado a importancia da regido genémica RD1, ausente
em todas as cepas de BCG, na modulacdo da secregédo de IL-1B3 por células
infectadas. M. marinum ARD-1 e M. bovis BCG, deficientes de sistemas
funcionais de secrecao do tipo ESX-1 devido a delecdo RD1, sdo prejudicados
na capacidade de induzir a secrecdo de IL-18 madura in vitro (revisto em

Kirshnan, Robertson & Thwaites, 2013). A auséncia da RD1 em cepas de BCG
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pode ser uma razdo para a baixa secrecdo dessa citocina pelas células

infectadas.

Observamos que a partir de 24 horas ocorre 0 aumento na producéo
de IL-6 (Figura 4.20). Defilippi et al. (1987) descreveram que macrofagos
incubados com BCG morto por calor estavam mais aptos a produzir IL-6 do que
aqueles infectados com BCG vivo. A IL-6 é uma citocina pleiotropica que
desempenha uma gama de funcbes nos efeitos imunoldgicos celulares e
humorais relacionados a inflamacéo, defesa do hospedeiro e injaria tecidual;
além disso, IL-6 desempenha papel importante no metabolismo de carboidratos
e lipidios por aumentar a lipélise e a liberacdo de acidos graxos livres e glicerol

(Volp et al., 2008).

Nossos resultados mostram que a Unica citocina qgue mostrou secrecao
maior em células infectadas com M::05c em relacdo a MAQO5c foi a IL-6. Esse
aumento de IL-6 foi significativamente maior (***p>0,001 para MOI 1:1 e
*p>0,05 para MOI 10:1) no tempo de 72 horas apenas para infeccdo com a
cepa M::05c. (Figuras 20A e 20B). Esse dado se torna interessante quando se
relaciona com o fato de que nessa cepa (M::05c) a expressdo da proteina
Rv3406 ndo € observada devido a complementagdo com o repressor
transcricional Rv3405c funcional. O aumento da expressédo da IL-6 poderia,
dessa forma, compensar a perda da sulfatase através da sua atuacdo no

metabolismo lipidico, liberando &cidos graxos.

A ativacdo de macrofagos induzida por BCG tem sido associada com
producdo de TNF-a, citocina importante nos mecanismos de defesa do

hospedeiro (Garcia et al., 2011), por ser importante no controle da infeccdo
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micobacteriana in vivo e in vitro. Ao contrario do que esta descrito na literatura,
nossos resultados ndo mostram aumento significativo de TNF-a ao longo do
tempo estudado. Também ndo observamos diferencas relacionadas ao MOI
usado nas infec¢des (Figuras 4.21A e 4.21B), exceto pelo tempo de 6 horas,
que apresentou diferenca significativa observada em macréfagos infectados

por MAOS5c.

Por outro lado, de acordo com Keane, Remold & Kornfeld (2000) a
ser importante para que o bacilo escape dos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Com relacdo a expressdo de IL-10, nossos resultados indicam
elevada secrecdo de IL-10 ao longo da cinética avaliada e também em relacdo
as multiplicidades de infeccdo (Figura 4.22), sem apontar diferencas
significativas entre as cepas. Alguns estudos tém mostrado que a vacina BCG
é capaz de induzir resposta supressora, com a participacdo de células Teg €
producéo de IL-10 (possivelmente por essas células Tyeg) (revisto em Burl et al.,

2010).

A secrecao de quimiocinas por macréfagos derivados de células THP-1
infectados com BCG pode ser um importante mecanismo da imunidade inata.
Méndez-Samperio et al. (2003) observaram niveis significativamente elevados
de RANTES, MIP-1a e MIP-13 quando monécitos foram estimulados com BCG.
NoOs detectamos producédo de MIP-13 com maior expressao no tempo de 24
horas pés-infeccdo observada para infecgbes usando MOI de 10:1 e de 1:1
(Figura 4.23) e esses resultados concordam com Sousa-Vasconcelos et al.

(2015). Entretanto, ndo detectamos diferencas significativas entre as cepas.
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Juntos nossos resultados revelam producdo de citocinas pro-
inflamatdrias que estariam atuando na tentativa de controlar a infeccdo pela
micobactéria. Nossos resultados ndo foram capazes de demonstrar diferenca
significativa com relacao as multiplicidades de infec¢édo, concordando mais uma
vez com Chévez-Galdn (2016) que afirma que doses muito pequenas de
infeccdo ja sd@o suficientes para induzir resposta imunologica. Além da
produgéo de citocinas, um dos principais mecanismos microbicidas exercido
pelos macréfagos é a producdo de Oxido nitrico (NO). A deficiéncia de NO
parece estar relacionada com a reativacdo de microrganismos como M. tb
(revisto em Fang, 1997). Nado fomos capazes de detectar NO nas nossas

amostras a partir do método de Griess (dados ndo mostrados).

Dados anteriores do nosso grupo (Galvéao et al., 2014) demostraram, em
cultivos axénicos, a presenca da proteina Rv3406 em extratos da cepa BCG
portadora do vetor vazio, mas ndo na cepa complementada com o gene
funcional rv3405c. Esses dados foram confirmados no presente estudo quando
comparamos a presenca da proteina Rv3406 apos infeccdo de macréfagos por
96 horas com as cepas recombinantes MAO5c e M::05c (Figura 4.24B). As
condicBes testadas in vitro no nosso estudo ndo foram capazes de induzir a
expressao do gene rv3406 e, consequentemente, a expressao da proteina nas
cepas M::05c.

Nosso estudo se torna interessante ao comparar duas cepas de BCG
Moreau cuja Unica diferenca é a complementacdo com um unico regulador
transcricional, representando assim o mesmo background genético. Esse

estudo néo poderia ser feito, por exemplo, comparando cepas de BCG Moreau
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e Pasteur porque elas apresentam um complexo painel de diferengas
gendmicas, além da auséncia ou presenca da rv3405c, respectivamente.

E importante ressaltar que, na constru¢do utilizada para
complementacdo, o gene rv3405c esta fora do seu contexto cromossémico
original, uma vez que se encontra carreado por um plasmideo (pUS977),
acarretando em um aumento do numero de cépias do gene e controle
transcricional distinto.

Nossos dados ndo nos permitiram observar diferencas quanto a
expressdo génica dos outros alvos selecionados como potencialmente
regulados por Rv3405c. No entanto, outras abordagens de avaliacdo da
expressao global (RNA seq, por exemplo) poderiam ser usadas para mapear e
selecionar novos alvos.

Nosso grupo vem ao longo dos ultimos anos contribuindo na geracdo de
conhecimentos a respeito da cepa vacinal de BCG usada no Brasil, BCG
Moreau, através do sequenciamento completo do seu genoma (Gomes et al.,
2011), do estudo dos perfis proteémicos do filtrado de cultura (Bérredo-Pinho et
al.,, 2011) e de superficie celular (Pagani-Duarte et al., manuscrito em
preparacao) comparando as cepas BCG Moreau e Pasteur e através da analise
da acao do repressor transcricional rv3405c sobre o gene adjacente rv3406
(Galvéo et al., 2104). Assim esperamos fornecer, através dos resultados aqui
apresentados, novos subsidios que possam agregar informacdes importantes
ao conhecimento ja existente e que, juntos, esses trabalhos possam levar a
melhor compreensédo dos mecanismos imunogénicos e do comportamento da

cepa vacinal brasileira, BCG Moreau.
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6. Conclusdes

» A presenca do represssor transcricional Rv3405c nao afeta a morfologia
das colénias de BCG obtidas de meio axénico ou de macrofagos infectados;

» A auséncia do repressor transcricional rv3405c funcional conferiu melhor
viabilidade ao BCG tanto em meio axénico quanto no ambiente intracelular de
macréfagos da linhagem humana THP-1, sugerindo um possivel ganho
funcional potencialmente relacionado a expressao constitutiva de Rv3406.

» Rv3405c é capaz de se ligar a regido do gene rv0405 que contém o
motivo palindrémico identificado na regido intergénica rv3405c-rv3406.

» Andlises preliminares, através de RT-PCR e RT-qPCR, né&o identificaram
diferencas significativas na expressao dos outros quatro alvos selecionados
como potencialmente regulados por Rv3405c;

» A presenca do repressor transcricional Rv3405c nédo afeta a viabilidade
dos macrofagos infectados com as cepas de BCG nas condi¢fes testadas;

» Diferencas relativas ao perfil de secrecdo das citocinas avaliadas foram
observadas em alguns tempos de infeccdo, sendo na maioria dos casos mais
elevados nas células infectadas por MAOS5c;

» A secrecgdo da citocina IL-6 foi maior em células infectadas pela cepa
complementada com o fator transcricional funcional,

» A expressao da proteina Rv3406 foi detectada em amostras de BCG
MAO5c obtidas de macréfagos 96 horas apos a infeccdo; entretanto, essa
mesma condi¢cdo ndo foi capaz de induzir a expressao da proteina na cepa

complementada.
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6. Perspectivas

1.Mapear o regulon de Rv3405c, seja através da busca de novos alvos que
possuam sequéncias homoélogas ao motivo palindrémico, ou da analise global
de expresséo génica (por exemplo, RNAseq) comparando as 2 cepas de BCG);
2.Encontrar condicbes que induzam expressdo de Rv3406 e identificar o
agente indutor, possibilitando compreender melhor o possivel papel desta
proteina no favorecimento da viabilidade de BCG Moreau (tanto em cultura

axénica quanto no ambiente intracelular).
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