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RESUMO

Atualmente, a tuberculose € um dos principais problemas de satde publica no mundo,
afetando aproximadamente 10 milhdes de pessoas anualmente. No Brasil, a linhagem RDRio
de Mycobacterium tuberculosis (Mth) é a mais predominante entre os casos de tuberculose e
tem sido associada ao desenvolvimento de doenca grave, manifestada através da formacéo de
cavitacOes pulmonares, além de facil disseminacéo pela alta carga bacilar em individuos com a
forma ativa da doenca. Apesar da gravidade da doenca causada por RDRio, ndo ha estudos
demonstrando como ocorre a interacdo de cepas dessa linhagem com as células do sistema
imune. Uma importante via de ativacdo da inflamac&o na infeccdo por Mtb € o inflamassoma,
que atua na eliminagdo da bactéria, e na inducdo de mecanismos de morte celular em células
infectadas. Neste trabalho investigamos como isolados clinicos de RDRio de circulagdo antiga
e recente promovem a modulacdo da resposta inflamatdria de macrofagos humanos de linhagem
THP-1, atraves da ativagdo de inflamassomas. Células THP-1 foram infectadas com as cepas
RDRio e H37Rv durante 6, 24 e 48h, e apds cada tempo foram avaliados a carga bacilar;
expressdo de genes envolvidos na formagdo do inflamassoma; liberacdo de citocinas IL-1p e
IL-18; e morte celular. Observamos que a RDRio de circulagdo recente (RDRio-Rec)
apresentou maior capacidade de infecgdo do que a RDRio de circulagdo antiga (RDRio-Ant)
(p<0,05). Entretanto, a RDRio-Ant induziu maior expressao os genes IL-1p e AIM2 em 48h de
infeccdo em relagcdo a RDRio-Rec (p<0,05 e p<0,05) e H37Rv (p<0,001 e p<0,001). Em 48h
de infeccédo as duas RDRio levaram a um aumento na morte das células THP-1 infectadas em
relacdo a H37Rv (p<0,001). Também houve alta liberacao de IL-1p nos sobrenadantes celulares
em 4 e 48h de infeccdo com a RDRio-Ant (p<0,001 e p< 0,001) e RDRio-Rec (p<0,05 e p<
0,001). Concluimos que RDRio ativa inflamassomas, resultando em uma resposta inflamatéria
exacerbada em células THP-1, com consequente morte celular e disseminacao bacteriana para
0 meio extracelular. Além disso, podemos associar as diferencas observadas nas respostas
induzidas por cada cepa de RDRIio a pressdes evolutivas sofridas por esta cepa ao longo de 20

anos de circulagdo no Brasil, que influenciaram para que a RDRIio se tornasse mais virulenta.

Descritores: Tuberculose. Mycobacterium tuberculosis. RDRio. THP-1. Inflamassoma.



ABSTRACT

Currently, tuberculosis is one of the main public health problems in the world, affecting
approximately 10 million people annually. In Brazil, RDRio lineage of Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) is responsible for most cases of tuberculosis and has been associated with
the development of severe disease, manifested through the formation of pulmonary cavitations,
in addition to easy dissemination due to the high bacillary load in individuals with the active
form of the disease. Despite the seriousness of the disease caused by RDRIo, there are no studies
showing how this strain could modulate the inflammatory response. In this work we investigate
how old and recent RDRio clinical isolates promote the modulation of the inflammatory
response of human macrophages derived from THP-1 cell lineage, through the activation of
inflammasomes. THP-1 cells were infected with the RDRio and H37Rv strains and after 6, 24
and 48 hours of infection, bacillary load, expression of genes involved in inflammasome
formation, release of IL-1p and IL-18, and cell death were measured. A recent isolate of RDRio
strain (RDRio-Rec) showed higher infection rate compared to an old RDRIio isolate (RDRio-
Old) after 4h of infection (p<0.05) However, RDRio-Old induced higher expression of IL-15
and AIM2 mRNAs after 48h compared to RDRio-Rec (p<0.05) and H37Rv strains (p<0.001)
in the infected cells. In addition, both RDRio strains led to an increase in the cell death of
infected THP-1 cells compared to H37Rv (p<0.001) at the same time point. RDRio-Old infected
cells showed higher IL-1P release at 4 and 48 hours of infection compared to H37Rv strain
(p<0.001 and p<0.001, respectively). RDRio-Rec infected cells also showed higher secretion
IL-18 at 4 and 48 hours of infection compared to H37Rv strain (p<0.05 and p<0.001,
respectively). Taken together, the results showed that RDRio activates inflammasomes,
resulting in an exacerbated inflammatory response in THP-1 cells with consequent cell death.
Furthermore, the differences observed in the responses induced by each RDRio strain might be
associated with evolutionary pressures suffered by this strain over 20 years of circulation in

Brazil, influencing in the modulation of inflammatory response.

Descriptors: Tuberculosis. Mycobacterium tuberculosis. RDRio. THP-1. Inflammasome.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Epidemiologia da tuberculose

Atualmente, a tuberculose constitui um problema de sadde publica e é a causa de
significante morbidade e mortalidade, principalmente em regides onde ha maior indice de
pobreza e desemprego, e a educacdo em salde ainda é precaria (CORBETT et al., 2003). A
vulnerabilidade, estigma, marginalizagdo e discriminagdo sdo situagbes comuns que cercam
pessoas afetadas por essa doenca (Global tuberculosis report 2020).

Estima-se que 1/4 da populacdo mundial esteja infectada com tuberculose (Global
tuberculosis report 2020). Apesar de ser uma doenca antiga, esta entre as 10 maiores causas de
morte e lidera o ranking de mortes por apenas um agente infeccioso, estando acima de
HIV/AIDS (Fig. 1) (Global tuberculosis report 2020).

Fig. 1 - Principais causas de morte em todo o mundo em 2016. As mortes por tuberculose entre pessoas
HIV-positivas sdo mostradas em cinza.
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Fonte: Global tuberculosis report 2020.

*Este é o Ultimo ano para o qual estimativas para todas as causas estdo atualmente disponiveis.

A tuberculose afeta pessoas de todas as idades, porém é mais comum entre homens
adultos, que em 2019 somaram 56% de todos os casos, enquanto mulheres adultas
representaram apenas 32% dos casos (Global tuberculosis report 2020). Além disso, fatores de
risco como HIV, desnutri¢do, diabetes, habitos de fumo e consumo de bebidas alcoolicas podem

aumentar as chances de desenvolvimento da doenca (Global tuberculosis report 2020).
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Segundo dados do Global tuberculosis report 2020, o Brasil tem, atualmente, cerca de
211 milhGes de habitantes e encontra-se entre os 30 paises com alta carga de tuberculose. Em
2018, foi estimada uma incidéncia de 96 mil casos da doenca no pais (Fig. 2), além de 4,9 mil
mortes entre individuos HIV negativos e 1,8 mil mortes entre individuos HIV positivos (Global
tuberculosis report 2020).

Fig. 2 - Taxas estimadas de incidéncia de tuberculose, 2019

Incidence per 100 000
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Fonte: Global tuberculosis report 2020.

Assim como no Brasil, o Rio de Janeiro vem sofrendo um aumento na incidéncia de
casos de tuberculose desde 2015 (SES et al., 2020). Porém, esse nimero é duas vezes maior no
Rio de Janeiro do que no Brasil inteiro (SES et al., 2020). Dados coletados entre 2013 e 2018
apontam um aumento de 6 casos/100 mil habitantes no estado do Rio de Janeiro, e um aumento
de 2 casos/100 mil habitantes no pais (Fig. 3) (SES et al., 2020).
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Fig. 3 - Série temporal da incidéncia de tuberculose no Estado
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Fonte: SES et al., 2020.

E importante ressaltar que a incidéncia de casos no Rio de Janeiro atinge, em sua maior
parte, homens com 15 a 59 anos (Fig. 4A) e pessoas de cor preta ou parda (Fig. 4B) (SES et al.,
2020). O mesmo padrdo é observado nos nimeros de 6bito, que sdo predominantes em homens
(76,99%) e pessoas de raca/cor preta ou parda (69,32%) (SES et al., 2020).

Fig. 4 - Frequéncia casos de TB todas as formas, segundo sexo e faixa etaria (A) e raca/cor (B), em
residentes do estado do Rio de Janeiro em 2018.
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Fonte: SES et al., 2020.

O estado do Rio concentra a maior taxa de mortalidade de tuberculose entre os estados
do Brasil (SES et al., 2020). Em 2018, foram registrados 730 6bitos por tuberculose no Sistema
de Informacdo sobre Mortalidade (SIM) (4,25 ébitos/ 100 mil habitantes) (SES et al., 2020).
Esses nimeros podem estar relacionados com o fato de que a tuberculose é fortemente associada

a pobreza e, no Brasil, a distribuicéo racial de riqueza é evidente.
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1.2. RDRIio de Mycobacterium tuberculosis

RDRIo € a causa predominante de tuberculose no Brasil (LAZZARINI et al., 2008).
RDRIo foi observada pela primeira vez por Lazzarini et al. (2007), em um estudo que tinha
como objetivo inicial a aplicacdo de um protocolo de reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
baseado em delecdo genémica para diferenciacdo de isolados do complexo de Mtb (MTC).
Durante o estudo de Lazzarini et al. (2007), foi observado um novo polimorfismo de sequéncia
longa (LSP) entre os isolados que faziam parte de uma importante sub-linhagem da familia
Latino-americano e do Mediterraneo (LAM). A familia LAM é um membro da linhagem Euro-
Americana de Mtb e apresenta a maior frequéncia global (20.3%) entre as linhagens de Mtb,
seguido pelas familias L4.6.1/Uganda (14.2%), L4.10/PGG3 (11.9%), L4.4 (10.1%) e
L4.1.2/Haarlem (9.9%), segundo a andlise feita por (STUCKI et al., 2016) (Fig. 5A e B). Dados
obtidos por Stucki et al. (2016) mostram uma alta proporcdo da familia LAM circulante no

Brasil, bem como em paises da Africa e Oceania (Fig. 6).

Fig. 5 - Definicéo e frequéncia global das sub-linhagens da linhagem 4

A
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Fonte: Adaptado de Stucki et al., 2016.

Além de ser a linhagem Mtb mais prevalente no mundo, cepas de genétipo LAM séo
responsaveis por, aproximadamente, metade dos casos de tuberculose que ocorrem no Brasil
(BRUDEY et al., 2006; LAZZARINI et al., 2008; ROCHA et al., 2011). Apesar de sua
importancia na historia da tuberculose, pouco se sabe sobre sua epidemiologia, caracteristicas

clinicas da doenca ou comportamento biol6gico das cepas pertencentes a essa familia.

Fig. 6 - Proporgdes da sublinhagem LAM especificas de cada pais
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Nota: A intensidade do vermelho corresponde a proporcéo de uma sub-linhagem entre todos os isolados
da linhagem 4 em cada pais. Paises com menos de trés isolados no total sdo mostrados como 'sem dados'
e sdo preenchidos em branco. Um total de 3.366 isolados da linhagem 4 foram incluidos nesta analise.
Fonte: Adaptado de Stucki et al., 2016.

Analises de PCR, mostraram que ha uma grande delecdo ou modificacdo da sequéncia

de DNA de RDRIio, quando comparada com o genoma da cepa padrao de laboratorio H37Rv
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(LAZZARINI et al., 2007). Essa sequéncia de 26.317 kb constitui 0,6% de todo o genoma,
resultando na perda ou modificacdo de 10 genes, 0 que representa a delecdo cromossémica mais
longa que ja observada em cepas de Mtb (Fig. 7) (LAZZARINI et al., 2007).

Fig. 7 - Diagrama mostrando os genes deletados ou alterados na derivagdo do LSP de RDRio
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Fonte: LAZZARINI et al., 2007.

As delecdes gendmicas sdo amplamente utilizadas como marcadores para a definicéo
de linhagens e sublinhagens de Mtb, e podem estar associadas com a capacidade de modificacédo
da imunidade, que muitas vezes acontece em favor da bactéria (GAGNEUX et al., 2006;
LAZZARINI et al., 2008; STAMM; COLLINS; SHILOH, 2015). Nesse contexto, cepas
especificas de Mtb carregam consigo caracteristicas geneéticas Unicas, assim como Sseus
fendtipos de viruléncia (LAZZARINI et al., 2008). A cepa CH, pertencente a linhagem do Leste
Africano-Indiano, por exemplo, possui um polimorfismo no gene Rv1519, que esté associado
com uma maior producdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10, o que aumenta a capacidade de
sobrevivéncia dessa cepa no hospedeiro (NEWTON et al., 2006). O gene Rv2224c foi associado
com aumento da viruléncia bacteriana em camundongos infectados com as cepas H37Rv de
Mtb e BCG de M. bovis (RENGARAJAN et al., 2008). A auséncia de Rv2224c resultou na
diminuicdo da produgdo das citocinas pro-inflamatdrias TNF-a, IL-1p e IL-6 in vivo, aumento
na suscetibilidade a lisozimas e diminuicdo da liberacdo da proteina GroEL2, responsavel por
modular a producao de citocinas em macrofagos (RENGARAJAN et al., 2008). Essas e outras
caracteristicas observadas em diferentes cepas dao suporte a ideia de que a capacidade de
modificar a imunidade, juntamente com a existéncia de uma co-evolucdo entre bactéria e
hospedeiro, pode ter implicacdes no controle da doenca, além de gerar vantagens bioldgicas
para 0 Mtb (LAZZARINI et al., 2008; PALITTAPONGARNPIM et al., 2018).

As diferencas nas respostas imune do hospedeiro, assim como o desfecho da doenca a
longo prazo, também foram diretamente atribuiveis a lipidios Unicos produzidos por cepas

individuais de Mtb (REED et al., 2004). O glicolipideo fendlico derivado de policetideo sintase
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(PGL) é um fenoglicolipidio, produzido por diferentes isolados de Mtb e que esta envolvido na
inibicdo de citocinas pro-inflamatdrias e hiperletalidade da doenca em modelos murinos (REED
et al., 2004). A auséncia de PGL foi associada com 0 aumento da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1p, TNF-a, IL-6 e IL-12, e com a perda de um fendtipo hipervirulento,
observado em cepas de linhagem Beijing (KRISHNAN et al., 2011; REED et al., 2004).
Curiosamente, as modificacBes presentes no genoma de RDRio resultaram na delecdo do gene
pks15/1, o que resultou na perda do fenoglicolipideo PGL, que poderia estar envolvido com o
aumento da resposta pro-inflamatoria no hospedeiro (LAZZARINI et al., 2007).

Entre os genes que foram deletados em RDRio, além de pks15/1, destacam-se dois genes
PPE potencialmente imunogénicos (Rv3347c e Rv3350c) (LAZZARINI et al., 2007). Esses
genes fazem parte da familia de multigenes PPE/PE_PGRS encontrada apenas em
micobactérias e sdo responsaveis por codificar as proteinas PPE55 e PPE56 (BRENNAN;
DELOGU, 2002; LAZZARINI et al., 2008). Essas proteinas sdo expressas na superficie
extracelular de Mth e atuam como potenciais antigenos na viruléncia micobacteriana e na
imunidade ao hospedeiro (COLE, 2002; LAZZARINI et al., 2007). Sendo assim, especula-se
que a perda dos genes PPE minimiza o reconhecimento imunolédgico do hospedeiro e isso pode
estar associado com a maior viruléncia e transmissibilidade de RDRio (LAZZARINI et al.,
2007).

As caracteristicas clinicas observadas em pacientes infectados com RDRio demonstram
indicios de que a infeccdo por essa micobactéria tem leve associacdo com o desenvolvimento
da forma grave da doenca (Tabela 1) (LAZZARINI et al., 2007). Em diferentes estudos, a
infeccdo por RDRio foi associada com aumento de perda de peso, maior hemoptise, carga
bacteriana aumentada, falha do tratamento, resisténcia a medicamentos e desenvolvimento de
doenca cavitaria (KEMPKER et al., 2012; LAZZARINI et al., 2007, 2008). Nas analises feitas
por Lazzarini et al. (2008), em amostras de pacientes de Belo Horizonte, foi observado que o
odds ratio (OR) para cavitagdo pulmonar causada por RDRio foi 8 vezes (IC 95% 1,5 a 53,0)
maior em comparagdo com outras cepas (Tabela 1). A presenga de cavitagdes pulmonares em
pacientes com tuberculose também esta associada a recidivas e resisténcia a medicamentos
(LAZZARINI et al., 2008).
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Tabela 1 - Caracteristicas demogréficas e clinicas associadas a RDRio M. tuberculosis: resultados de
regressdo logistica multipla®

Patient characteristic OR (95% CI) P
Age 0.99 (0.96-1.01) 0.32
Male gender 1.25 (0.49-3.19) 0.64
HIV positive 0.56 (0.15-1.96) 0.36
Presence of AFB in sputum 0.41 (0.13-1.33) 0.14
Resistance to at least one TB drug 0.73 (0.26-2.03) 0.54
City of residence Belo Horizonte 4.05 (1.4-11.6) 0.009
Cough 1.24 (0.06-25.2) 0.89
Sputum production 0.31 (0.01-7.0) 0.46
Cavity on CXR 8.97 (1.52-53.0) 0.016

*AUC = 0.743. Variaveis de febre e perda de peso foram omitidas devido a instabilidade numérica do
ajuste do modelo.
Fonte: Lazzarini et al., 2008.

Em outros estudos RDRio foi caracterizada como multirresistente & medicamentos
(MDR) e extensivamente resistente a medicamentos (XDR) (DE ALMEIDA et al., 2019;
DALLA COSTA et al., 2013; DAVID et al., 2012). A Fig. 8 mostra uma relacao significativa
(p<0,001) encontrada por (DE ALMEIDA et al., 2019) entre a sub-linhagem RDRIio e cepas
MDR-TB, de amostras pulmonares (escarro e lavado broncoalveolar) de pacientes de Minas
Gerais. Alem disso, foram observadas contagens mais altas de CFU em pacientes infectados
com RDRIio, o que indica uma multiplicacdo bacteriana acelerada in vivo, podendo estar
relacionado com a alta taxa de transmisso entre os contatos (LAZZARINI et al., 2007; LOPEZ
et al., 2003; URBANOWSKI et al., 2004). Em contrapartida, o estudo de Barbosa et al. (2012)
néo foi capaz de encontrar diferencas clinicas ou caracteristicas de uma doenga mais severa em
pacientes infectados com RDRio quando comparado com pacientes infectados com outras cepas
de Mtb, no Rio de Janeiro.

Fig. 8 - Mycobacterium tuberculosis RDRio e sua associacdo com MDR-TB
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Nota: Porcentagens de RDRio e NO-RDRio em isolados clinicos suscetiveis e MDR-TB. E importante
destacar que a relagdo entre a sub-linhagem RDRio e MDR-TB foi significativa (p<0,001).
Fonte: (DE ALMEIDA et al., 2019).

Durante a caracterizacdo de RDRio feita por Lazzarini et al. (2007), observou-se que
70% das cepas da familia LAM9 presente em seu estudo tinham o genétipo RDRio. Esses

dados, juntamente com o quadro clinico observado nos pacientes, apontam para uma possivel
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vantagem biologica especifica de RDRio em relacdo a outras cepas da mesma familia. Além
disso, dados publicados mostrando a associacdo de cepas da familia LAM com surtos em
prisdes e resisténcia a drogas em diversos paises, reforcam a importancia dessa familia na sua
contribuicdo para a disseminacdo da tuberculose no mundo (PERDIGAO et al., 2020;
GUERRA et al., 2019; CANDIA et al., 2007; IGNATOVA et al., 2006; SHEMYAKIN et al.,
2004).

Em 2007 Lazzarini et al., observou que o genoétipo RDRio estava presente na maioria
dos casos de transmissdo recente de tuberculose. Contudo, estudos do nosso grupo
identificaram a presenca de RDRIo, através da técnica de MIRU-VNTR, em isolados de
pacientes com tuberculose coletados entre 1995 e 1997 no Rio de Janeiro (dados ndo
publicados). A presenca de RDRio também foi confirmada em isolados clinicos de pacientes
do Rio Grande do Sul coletados entre 1998 e 2001 (SOARES et al., 2014). Esses dados
confirmam que RDRio j& circulava no Brasil ha pelo menos 10 anos antes de sua caracterizagao.

Outros estudos epidemioldgicos demonstraram que RDRio pode ser responsavel por
cerca de 30-50% dos casos de tuberculose em cidades de outros Estados do Brasil, como
Espirito Santo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (LAZZARINI et al., 2008; CARDOSO
OELEMANN et al., 2011; VINHAS et al., 2013; VON GROLL et al., 2010). Em Séao Paulo a
infeccdo por RDRio foi associada ao consumo de &lcool e a uma doenga menos infecciosa em
pessoas jovens ou acima de 60 anos (Tabela 2), bem como a resisténcia a drogas (Tabela 3)
(DALLA COSTA etal., 2013; MORAES et al., 2017).

Tabela 2 - Analise multivariada dos fatores epidemiolégicos, clinicos, microbiolégicos e radiol6gicos
associados a presenca de delecdo RDRio em 429 pacientes com tuberculose

Odds ratio
Age group (CI 95%) p value
under 24 years* --- ---
25 - 35 years 2,28 (1,02 - 5,07) 0,04
36 - 60 years 2,36 (1,11 - 5,05) 0,03
over 60 years 2.69 (0,96 - 7.52) 0,06
Alcoholism 1,63 (1,05 - 2,54) 0,03

CI 95%: confidence interval of 95%; *: category of reference.

Fonte: Moraes et al., 2017.
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Tabela 3 - Dados sociodemogréficos, clinicos, radioldgicos e bacterioldgicos para pacientes com
tuberculose pulmonar no momento do diagnéstico

RD®* WT
Characteristic (n=37) (n=159) P value
Gender (M/F) 28/9 37/22 0.0683
Race (white/not white) 22/15 35/24 0.5804
Weight loss 4 10 0.2177
Fever 18 23 0.8736
Hemoptysis 17 23 0.8186
Alcohol use 18 27 0.7063
Ilicit drug use 14 14 0.1465
HIV positive 13 16 0.5819
Cavity or CXR 17 25 0.3658
Miliary infiltrate 4 7 0.4367
Pleural effusion 4 2 0.0934
Mediastinal adenopathy 2 1 0.8185
MDR 34 37 0.0015

Fonte: Dalla Costa et al., 2013.

RDRio também esta presente com alta frequéncia em algumas unidades prisionais do
Rio de Janeiro (HUBER et al., 2014). A ocorréncia de tuberculose entre populagGes prisionais
€ um assunto de grande importancia, pois na maioria dos casos se trata de um ambiente
superlotado, com baixo nivel de higiene, pouco iluminado e/ou ventilado. Esse cenario, que é
comum dentro das prisGes, geram condi¢Ges favoraveis para a alta disseminacdo desta sub-
linhagem entre os presos.

RDRio também esta presente em diversos paises da Europa, Africa e nas Américas
(GAGNEUX et al., 2006; DE JONG et al., 2008; GIBSON et al., 2008; Brynildsrud et al, 2018).
Apesar de ser rara na Asia, RDRio também ja foi encontrada em paises como China e
Cazaquistdo (MOKROUSOV et al., 2014; SKIBA et al., 2019). Esses dados demonstram a
existéncia de uma disseminacgao continua dessa sub-linhagem fora do Brasil, e confirmam sua
importancia na contribuicao para a carga mundial de tuberculose (LAZZARINI et al., 2007).

A grande variedade genética presente no MTC e as caracteristicas bioldgicas especificas
de cada linhagem e cepas de Mtb, influenciam diretamente nos aspectos clinicos e
epidemioldgicos da doenga. Além disso o Mth se adapta de forma diferente em populacdes

especificas, tornando sua transmissdo mais eficiente dentro desses grupos étnicos.

1.3. Resposta imune inata e adaptativa durante a tuberculose pulmonar
Apenas 5 a 10% dos 1,7 bilhdes de pessoas que estdo infectadas com Mtb desenvolvera
a doenca ao longo da vida (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). A maioria das

pessoas € capaz de conter a infeccdo e desenvolver a tuberculose latente, através do
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desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa bem-sucedida (SEGOVIA-JUAREZ;
GANGULI; KIRSCHNER, 2004).

O Mtb é um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) e intracelular facultativo, que tem a
capacidade de infectar principalmente macrofagos alveolares. A doenca é transmitida por via
aérea quando uma pessoa contaminada e expele a bactéria, principalmente através da tosse. Por
ser transmitida por via aérea, € uma doenca tipicamente pulmonar, porém, pode atingir outras
areas do corpo, como pleura, pericardio, linfonodos, olhos, entre outros (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019). Apos a transmissao por via aérea, os bacilos entram nos alvéolos e
infectam macrdfagos, que sdo responsaveis pela primeira linha de defesa da resposta imune
inata, eliminacdo dos bacilos e posterior formacdo de granulomas (Fig. 9) (CAMBIER;
FALKOW; RAMAKRISHNAN, 2014).

Fig. 9 - Ciclo de vida patogénico de M. tuberculosis
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Fonte: Cambier, Falkow e Ramakrishnan, 2014.

Os macrofagos tém um potente papel antimicrobiano durante a imunidade inata na
infeccdo por tuberculose (FLYNN; CHAN, 2001). Essas células medeiam a morte ou inibic¢éo
dos bacilos através de suas fungdes efetoras, que incluem a fusdo de fagolisossomos,
diminuicdo do pH intrafagossdmico, geracdo de ROI por explosao oxidativa e producdo de RNI
por via citotoxica dependente de NOS2 (FLYNN; CHAN, 2001; ORME; COOPER, 1999).
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Ainda assim, o Mtb foi capaz de desenvolver, ao longo dos anos, mecanismos evasivos para
evitar a morte por seus macréfagos hospedeiros, como por exemplo a prevencdo da fusdo
fagolisossdomica (MCDONOUGH; KRESS; BLOOM, 1993; FLYNN; CHAN, 2001). Além de
sua atividade antimicrobiana, os macréfagos liberam citocinas, como IL-1, IL-8, IL-12, IL-18,
TNF, TGF-B e quimiocinas que ativam e recrutam mais macrofagos, além de outras células
imunes, como células T, NK, neutrofilos e células dendriticas para o local da infeccdo (ORME;
COOPER, 1999; SADEK et al., 1998; VALONE et al., 1988). Células dendriticas, que sdo
ativadas e secretam IL-12, também fagocitam os bacilos, e sdo responséaveis por apresentar seus
antigenos para células T naive que se encontram no linfonodo mais préximo, induzindo a
diferenciacdo e ativacdo dessas células (SAUNDERS; COOPER, 2000; TUFARIELLO;
CHAN; FLYNN, 2003). Células TCD4" e TCD8" ativadas, entdo, migram para os sitios de
infeccdo através dos sinais produzidos pelos macrofagos e contribuem para o controle da
infeccdo (FLYNN; CHAN, 2001; FLYNN; ERNST, 2000). Essas células medeiam a
inflamac&o através da liberagdo de citocinas, como IL-4, IL-12 e IFN-y, induzindo a ativacéo
de mais células, incluindo macréfagos e mondcitos, e com o tempo passam a expressar memoria
imunoldgica (FLYNN; CHAN, 2001; FLYNN; ERNST, 2000; ORME; COOPER, 1999). O
IFN-y produzido pelas células T ativa e potencializa a liberacdo de TNF pelos macrofagos
(ORME; COOPER, 1999). As células T CD8" ativadas também atuam lisando os macréfagos
infectados que sdo incapazes de matar os bacilos intracelulares, através da via
perforina/granzima ou induzindo apoptose pela ligacdo de CD95 (FLYNN; CHAN, 2001,
FLYNN; ERNST, 2000; ORME; COOPER, 1999). Essa migracao e interacdo entre as diversas
células do sistema imune no local de infec¢do resulta na formacdo dos granulomas, que
consistem em macrofagos e células gigantes, células T e B e fibroblastos, que circundam o0s
macrdfagos infectados na tentativa de conter a infeccdo (Fig. 10) (FLYNN; CHAN, 2001,
SEGOVIA-JUAREZ; GANGULI; KIRSCHNER, 2004).
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Fig. 10 - Mecanismos imunol6gicos importantes na manutencgéo da tuberculose latente

9 cs = ® O
@ O
NI R
g5 SR e

CcD8

QO ceiass @ @]
<> Macrofagos ‘%’ ..
Macréfagos 0!
epitelidides O
%a % Células dendriticas @

&= Fibroblastos O
Células gigantes
multinucleadas

<§ TNF

<= Interferon y

Fonte: Adaptado de (TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003).

Nota: Granuloma formado em resposta ao M. tuberculosis, composto por macréfagos, que podem se
diferenciar em macréfagos epitelidides ou células gigantes multinucleadas, células T CD4 e CDS8,
células B, células dendriticas e fibroblastos. Na deplecéo das células T CD4 ha menor ativacgao de
macréfagos e reativacdo da infeccdo. Em caso de neutralizacdo de TNF hé o desagrupamento das

células e desorganizagdo do granuloma.

Em casos onde ha deplecédo das células TCD4, como, por exemplo, durante o HIV, o
funcionamento do granuloma fica prejudicado, a producdo de interferon é diminuida e
macrdfagos menos ativados, resultando em um granuloma desorganizado e reativacdo da
infeccdo (TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003).

Para que a infecgdo seja contida, é necessario que os granulomas sejam em sua maioria
pequenos e solidos, de forma que ndo induzam patologia significativa (SAUNDERS; COOPER,
2000). Por outro lado, granulomas grandes e necroticos ajudam na disseminacdo bacteriana e
maior patologia (SAUNDERS; COOPER, 2000). Segundo Segovia-Juarez, Ganguli e

Kirschnwer (2004), entre os principais elementos envolvidos na formacdo do granuloma
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durante a infecgdo por tuberculose estdo a capacidade do hospedeiro de ativar macréfagos e a

prevencao de sua superlotacdo nos granulomas, bem como a difuséo de quimiocinas e citocinas.

1.4. IL-1p e IL-18

IL-1p e IL-18 sdo citocinas pro inflamatérias que desempenham importante papel
durante a infeccdo por tuberculose. A IL-1p pertence a familia do gene IL-1 que é composta
por 3 membros: IL-1a, IL-1p e 0 antagonista do receptor IL-1 (IL-1Ra) (DINARELLO, 1996).
Enquanto IL-1Ra é um antagonista especifico do receptor, IL-1a e IL-IB apresentam funcéo
agonista (DINARELLO, 1996). Seus efeitos bioldgicos sdo estimulados através da ligacdo com
o receptor de membrana da IL-1 (IL-1R), que é expresso em células como endoteliais, epiteliais
e leucocitos (Fig. 11) (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015). IL-1a e IL-Ip apresentam menos
de 30% de homologia, porém, desempenham funcdes bioldgicas similares (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015). Entretanto, a IL-1p é a principal forma biologicamente ativa e
secretada, e pode ser considerada um mediador sistémico, enquanto a IL-la é liberada apds a
apoptose das células e é considerada um regulador de eventos intracelulares que medeia a
inflamacdo local (DINARELLO, 1996). A principal fonte de IL-1 sdo macréfagos ativados,
porém, essa citocina também pode ser produzida por outras células, como neutrofilos, células
epiteliais e células endoteliais (Fig. 11) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A IL-1B é uma das principais citocinas pro inflamatorias e que desempenha importante
papel na imunidade inata. Sua ativacdo resulta em efeitos locais e sisttémicos induzindo a
inflamacdo aguda. Essa citocina atua, entre outras coisas, na ativacdo de linfocitos; aumento da
expressdo de genes que codificam moléculas biologicamente ativas; estimulo da producdo de
metabolitos do &cido araquidbnico; estimulo da producdo de quimiocinas; da diferenciacdo de
células TCD4" em Th17; além de afetar a remodelacédo do tecido mesenquimal, onde contribui
para processos destrutivos e de reparo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; DINARELLO,
1988). Estudos in vivo e in vitro mostraram que a IL-1 também induz a producéo da forma
induzivel de NOS (iNOS) em uma variedade de células, incluindo macréfagos murinos
(DINARELLO, 1996). A IL-1 também atua sinergicamente com outras citocinas,
particularmente o fator de necrose tumoral (TNF), induzindo a expresséo de IL-6 por leucocitos
e outros tipos celulares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Em conjunto, essas citocinas
também apresentam efeitos protetores, como a inducdo de febre, sintese de proteina de fase
aguda pelo figado e produgcdo aumentada de leucdcitos pela medula 6ssea (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).
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Fig. 11 - Ativacdo e sinalizacdo de IL-1
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Fonte: Schett, Dayer e Manger, 2016.
Nota: A liberacdo de IL-1pB de mondcitos / macréfagos e neutrofilos requer processamento enzimético de
sua proteina precursora intracelular (pro-1L-1p).

Ha estudos que evidenciam que a producéo e a atividade da IL-1, particularmente a IL-
1B, sdo fortemente reguladas, de forma que a resposta de IL-1p durante a doenca néo seja tdo
forte e ndo cause danos ao hospedeiro (DINARELLO, 1996). O aumento de IL-1 foi observado
em diversos cendrios, incluindo os que ndo envolviam infec¢cBes por microorganismos
(DINARELLO, 1996). Estudos anteriores relataram aumento significante de IL-1 na doenca de
Alzheimer; coagulagdo intravascular; tumores sélidos; leucemias; desordens autoimunes; asma;
trauma cefélico; pancreatite; periodontite; rejeicdo de transplante; doenga do enxerto contra
hospedeiro; e em individuos saudaveis apds exercicios extenuantes (DINARELLO, 1996).
Outros estudos ressaltam a importancia da IL-1p e seu envolvimento na regulacdo da resposta
Thl, controlando algumas infec¢des intracelulares como listeriose e leishmaniose (ABBAS;
MURPHY:; SHER, 1996). A tuberculose esta entre as diversas infec¢bes bacterianas nas quais
a resisténcia do hospedeiro depende da producdo de IL-1 (FREMOND et al., 2007; SU et al.,
2010). A importancia dessa citocina no controle da tuberculose pulmonar foi comprovada ao
observarem que, camundongos deficientes de IL-1 ou seu receptor (IL-1R) sdo mais sensiveis
a infeccdo, além de apresentarem maior carga bacteriana (JUFFERMANS et al., 2000;
MAYER-BARBER et al., 2010).
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Os meios pelos quais 0 Mtb sobrevive no hospedeiro mesmo com uma resposta imune
em andamento ainda é amplamente discutido. Acredita-se que tal caracteristica se dé atraves de
mecanismos de escape ou subversdo as respostas de defesa de macrdfagos, tornando-os inaptos
a eliminar os bacilos. Um estudo feito por Novikov et al. (2011), mostrou que cepas virulentas
de Mtb induzem a ativacdo de IFN tipo 1, e que isso limita a producéo de IL-1p por macréfagos
a nivel de mRNA, resultando em uma resposta imune ineficiente no combate ao Mtb.

Outro estudo, mostrou que houve a supressdo de IL-1fB através da inibigdo de
inflamassomas, pela agdo da metaloprotease Zn?* de Mtb, que é necessaria para a viruléncia em
camundongos (MASTER et al., 2008). Esses achados apontam para uma possivel manipulago
do processamento de IL-1f3 como estratégia de sobrevivéncia de Mtb dentro dos macrofagos.

Paralelo a IL-1B, a IL-18 é uma citocina pré-inflamatoria que atua regulando as
respostas imunes inata e adquirida, e é produzida por varias células, principalmente macré6fagos
(DINARELLDO et al., 2013; GRACIE; ROBERTSON; MCINNES, 2003). Essa citocina foi
originalmente identificada como um fator de indugédo de IFN-y, por potencializar a producéo
dessa citocina em diversos tipos celulares, como esplendcitos, linfécitos hepaticos e células T
helper 1 (Thl) (KOHNO et al., 1997; OKAMURA et al., 1995). Alem da producéo de IFN-y,
a IL-18 também tem papel na ativacdo de células NK, ativacdo de células T, indugdo de
moléculas de adeséo celular, sintese de 6xido nitrico e produgédo de quimiocinas, bem como na
inducdo da proteina transmembranar FasL (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015;
DINARELLO et al., 2013).

Um estudo feito por Bazan, Timans e Kastelein (1996), mostrou que a IL-18 tem muita
similaridade com as citocinas da familia IL-1, e por isso, pode ser classificada como um
membro dessa super familia de citocinas (DINARELLO etal., 2013; GRACIE; ROBERTSON;
MCINNES, 2003). Assim como a IL-1p, estudos anteriores relataram o papel da IL-18 na
resposta imune contra doencas infecciosas. Kawakami et al. (1997) demonstrou que a IL-18
teve importante papel na protecdo contra a infeccdo pulmonar e disseminada de camundongos
por C. neoformans através da indugdo de IFN-y.

O envolvimento de IL-18 na geracdo da imunidade protetora contra a tuberculose foi
demonstrada em um estudo no qual camundongos deficientes dessa citocina apresentaram
maior desenvolvimento de lesbes granulomatosas ap6s a infeccdo pela cepa virulenta Kurono
de Mtb (SUGAWARA et al., 1999). No mesmo estudo, o tratamento com IL-18 exdgena
resultou na diminuigédo da carga bacteriana dos camundongos (SUGAWARA et al., 1999).

A IL-18 também esté associada com a producao de IL-1p. Em um estudo feito por Puren

et al. (1998), foi observado que a IL-18 aumenta indiretamente a producao de IL-1p atravées da
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inducdo da producdo de TNF-a por células mononucleares ndo positivas para CD14.
(SUGAWARA et al.,, 1999) também observou que camundongos deficientes de IL-18
expressam menos IL-1p em relacdo a camundongos selvagens.

Tanto IL-18 como IL-1p exigem a atividade de diferentes proteinases para sua ativagéo.
A produgdo de IL-1p é dividida em duas etapas, sendo necessario dois sinais distintos.
Primeiramente, a sinalizacdo de TLRs e NLRs ativam a via de transcricdo NF-xB, que ¢é
responsavel por induzir a transcricdo do gene de IL-1p (Fig. 12) (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015). A segunda etapa, requer a ativacdo de proteases especificas que serdo
responsaveis por clivar essa citocina para sua forma biologicamente ativa (Fig. 12). A
maturacdo de pro-IL-1p em IL-1p se da principalmente pela ag&o proteolitica da caspase-1, na
posicdo Aspl116 (FANTUZZI; DINARELLO, 1999).

Fig. 12 - Transcricdo de pré-1L-1p e ativacdo de IL-1p
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Fonte: (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Nota: A ativacdo do inflamassoma NLRP3, que processa pro-IL-1 em IL-1 ativa, é mostrada. Os
inflamassomas com outras proteinas NLRP atuam de forma similar. Varios PAMPs ou DAMPs induzem
expressao de pré-1L-1p via sinalizagdo de receptor de reconhecimento de padrao. ASC, proteina do tipo
speck associada a apoptose contendo CARD; IL-1, interleucina-1.
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Outras vias de ativacdo de IL-1, em diferentes tipos celulares ja foram descritas na
literatura. Em 1991, Mizutani et al., demonstrou que a IL-1 pode ser convertida para sua forma
biologicamente ativa pela acdo de cinases de mastdcitos humanos. No mesmo ano, foi
observado que a IL-1pB produzida por queratindcitos epidérmicos humanos pode ser clivada por
quimotripsina exdgena (MIZUTANI; BLACK; KUPPER, 1991). A protease granzima A
também foi descrita como ativadora de IL-1p (IRMLER et al., 1995). Diferentemente da IL-13,
a IL-18 ndo precisa de dois sinais para ser ativada, pois sua forma inativa, a pro-1L-18, ja é
expressa constitutivamente. A pro-1L-18 também pode ser clivada para sua forma bioativa
através da acao da proteinase caspase-1 (DINARELLO et al., 2013). Além de caspase-1, outras
proteinases que clivam pro-1L-18 em diferentes tipos celulares ja foram descritas, como a
caspase-3, caspase-4 e proteinase-3 (FANTUZZI; DINARELLO, 1999; TSUTSUI etal., 2000).
Contudo, cada proteinase pode clivar essas citocinas em um local diferente na sua estrutura.

Assim, algumas acabam resultando no acimulo de produtos biologicamente inativos.

1.5. Piroptose

Além da ativacdo de IL-1p e IL-18, a caspase-1 também é responsavel por ativar a
piroptose, um tipo de morte celular programada, rapida e litica. O termo piroptose vem do grego
piro (fogo, febre) e ptose (cair), devido as caracteristicas inflamatorias e necréticas dessa morte
celular (BROZ, 2019). A piroptose, compartilha algumas caracteristicas com a apoptose, entre
elas a fragmentacdo do DNA, condensacédo nuclear e a dependéncia de caspase (JORGENSEN;
MIAO, 2015). Entretanto, possui diferencas marcantes, que incluem a ativacdo por caspases
inflamatorias e a formagdo de poros na membrana celular (Fig. 13) (JORGENSEN; MIAO,
2015).

Fig. 13 - Atividade de formac&o de poros de membrana do dominio gasdermina-N

Fonte: Adaptado de (DING et al., 2016).
Nota: Lipossomos foram tratados com proteinas gasdermina. So mostradas micrografias representativas
de microscopia eletrénica de coloragdo negativa dos lipossomas. Inser¢des em uma visdo expandida de
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um poro representativo (barra de escala, 15 nm). O dado mostrado é representativo de trés experimentos
independentes.

Devido a presenca de poros na membrana, a célula torna-se permeavel para corantes de
pequeno peso molecular que seriam impermedaveis a membrana em condi¢es normais, como o
7-aminoactinomicina (7-AAD), iodeto de propidio (Pl) e brometo de etidio (EtBr) (FINK;
COOKSON, 2006). Diferente de células apoptdticas que permanecem intactas, formando
apenas corpos apoptoticos, ndo sendo possivel cora-las com 7-AAD ou Pl (JORGENSEN;
MIAO, 2015). A morte celular por piroptose ocorre quando a caspase cliva a proteina
gasdermina D em dois fragmentos, o C-terminal e o N-terminal. O dominio C-terminal tem
funcdo inibitoria quando ligado ao N-terminal, enquanto o dominio N-terminal livre se insere
na membrana plasmatica para formar poros com até 15nm de diametro (Fig. 13) (DING et al.,
2016; KAYAGAKI et al., 2015; SHI et al., 2015). A formacéo de poros interrompe o gradiente
eletroquimico da célula, resultando no influxo de &gua, inchaco e por Gltimo a lise celular
(JORGENSEN et al., 2016b). Tanto a formagdo de poros, quanto a morte por piroptose
promovem a liberacdo de IL-1p e IL-18 para o meio extracelular (EVAVOLD et al., 2018;
HEILIG et al., 2018; KAYAGAKI et al., 2015; SHI et al., 2015).

Durante a piroptose, também ocorre a formacdo de armadilhas induzidas por poros
(PITs), os quais se associam as bactérias e as mantém presas na célula (JORGENSEN et al.,
20164a, 2016b). Desse modo, apos a ruptura da membrana celular, as organelas e o citoesqueleto
também permanecem associados as PITs ao invés de se dispersarem para 0 meio (JORGENSEN
et al., 2016b).

Uma vez aprisionadas dentro das células, as bactérias tornam-se alvo da gasdermina D
devido a cardiolipina presente na membrana bacteriana, que promove o ligacdo do terminal-N
de gasdermina D com as membranas lipossomais, causando danos as membranas das bactérias
(Fig. 14) (BROZ, 2019). A piroptose por si s6 ndo é capaz de matar essas bactérias, porém,
estudos in vitro demonstram que os poros da gasdermina D deixam bactérias intracelulares,
como L. monocytogenes, C. rodentium, e B. thailandensis, enfraquecidas e com maior
suscetibilidade a estressores e antibioticos (JORGENSEN et al., 2016b), alem de resultar na
reducdo da contagem de CFU de L. monocytogenes (JORGENSEN et al., 2016b; LIU et al.,
2016). A morte dessas bactérias s6 ocorre efetivamente apds serem fagocitadas por um segundo
fagocito (Fig. 14). As PITs estdo associadas a ativacdo da resposta imune inata via receptores
sequestradores (do inglés scavenger receptors) e sistema complemento, que além de recrutar

neutrofilos para o local da piroptose, também pode contribuir para opsonizacdo das PITs
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(JORGENSEN et al., 2016a). Os neutrdfilos recrutados realizam a eferocitose das PITs, e
matam com eficiéncia as bactérias presas a elas (Fig. 14) (BROZ, 2019).

Fig. 14 - Efeitos antimicrobianos da piroptose
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Fonte: (BROZ, 2019).

Nota: Bactérias intracelulares sdo aprisionadas em corpos celulares piroptéticos, chamados PITs. Os

poros de gasdermina D também podem danificar bactérias intracelulares. Os PITs sdo reconhecidos e

eferocitados por neutréfilos, que matam as bactérias associadas aos PITs.

Segundo Jorgensen e Miao (2015), a piroptose impede que a replicagdo intracelular
continue, e contribui para a exposicao das bactérias, fazendo com que fiqguem suscetiveis a
morte pelas células efetoras ou fagocitose por um segundo fagdcito. Sendo assim, a piroptose
poderia ser a melhor opc¢éo de defesa para o hospedeiro devido sua capacidade de restringir a
replicacdo do patdgeno ao mesmo tempo que previne sua propagacao para células vizinhas
(BROZ, 2019). No caso de infeccdo por Mtb, que € intracelular facultativo, a piroptose poderia
contribuir para que alguns bacilos se disseminem para outras partes do corpo, aumentando a
carga bacilar e a taxa de infecgcdo. Guinn et al. (2004) relataram que apds 7 dias de infec¢éo a
cepa H37Rv de Mtb é capaz de lisar células THP-1 hospedeiras, com subsequente disseminacgao
para macréfagos vizinhos ainda ndo infectados, e que esse fenbmeno ocorre de maneira
dependente do locus RD1 e das proteinas ESAT-6 e CFP10. Deve-se considerar que dentro de
um sistema completo, outros fagocitos, como os neutrofilos, poderiam fagocitar e matar essas
bactérias antes que elas pudessem infectar outras células, diminuindo a sua capacidade de
disseminacdo. Nesse modelo, entretanto, foi utilizada apenas uma linhagem celular,
demonstrando uma realidade diferente do que realmente acontece na infec¢do por Mth no

hospedeiro humano, limitando a nossa compreensao sobre esse assunto.

1.6. Inflamassomas
Para que ocorra a piroptose e a liberacdo de citocinas, a caspase-1 precisa ser ativada
por complexos proteicos chamados de inflamassomas, que desempenham um papel cada vez

mais importante na geracdo de imunidade inata efetiva. Os inflamassomas sdo plataformas
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compostas por proteinas, que atuam coordenando as defesas antimicrobianas do hospedeiro,
por intermedio de caspases inflamatdrias que ativam citocinas e/ou induzem a morte celular
(BROZ; DIXIT, 2016). Essas plataformas proteicas sao amplamente estudadas ndo sé pela sua
importancia nas doengas infecciosas, mas também pela atividade desregulada de inflamassomas
que esté associada com inimeras desordens inflamatérias (BROZ; DIXIT, 2016).

O termo inflamassoma foi citado pela primeira vez por Martinon e Burns (2002), ao
descreverem um complexo de proteinas de alto peso molecular que atua como plataforma para
recrutamento e ativacdo de forma auto proteolitica de caspases inflamatdrias. Entre as caspases
ativadas por inflamassomas, a caspase-1 é a mais estudada e foi considerada uma protease
necessaria para a clivagem de pro-1L-1p e pro-1L-18 em suas formas biologicamente ativas e
posterior liberacdo pelas células (VON MOLTKE et al., 2013). Alguns estudos relataram a
ativacéo de inflamassomas, seguido de um aumento na ativacao e secrecdo de IL-1p dependente
de caspase-1, em macréfagos apés a infeccdo com Mtbh (KLEINNIJENHUIS et al., 2009;
MONTERO et al., 2004; NETEA et al., 2006).

A formacdo do complexo de cada inflamassoma é iniciada por sensores citosélicos
distintos, conhecidos como Receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) presentes em sua
estrutura. Esses receptores sao ativados por estimulos Unicos, que incluem agentes infecciosos
ou ndo infecciosos no citosol da célula hospedeira, sinais de perigo endogenos, além de
distdrbios da homeostase celular (Fig. 15) (LISTON; MASTERS, 2017; VON MOLTKE et al.,
2013).

Fig. 15 - Ativacdo de inflamassomas candnicos e ndo candnicos por bactérias
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Fonte: (BROZ, 2019).

Nota: As vias NAIP-NLRC4 e AIM2 envolvem a ligagdo direta dos respectivos ligantes (flagelina,
proteinas estruturais T3SS ou DNA). O NLRP1b reconhece a atividade proteolitica do fator letal da
metaloprotease de B. anthracis. Pyrin usa um mecanismo de guarda para detectar a inativacdo de RhoA.
A ativacéo do NLRP3 envolve o priming pelo sinal 1, seguido pela ativacdo pelo sinal 2. A natureza do
sinal 2 e 0 mecanismo de reconhecimento ainda sdo desconhecidos. A via ndo candnica envolve a
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deteccdo direta de LPS pela caspase-11 em camundongos ou caspase-4 (ou caspase-5) em humanos.

O estimulo de PRRs resulta no recrutamento e oligomerizagédo da proteina semelhante
a particula associada a apoptose contendo um CARD (ASC). A proteina ASC é composta pelo
dominio de pirina (PYD) e pelo dominio de recrutamento de caspases (CARD), que sdo
responsaveis pelo recrutamento de caspase-1 através de uma interacdo CARD-CARD (Fig. 16)
(BROZ; DIXIT, 2016). Primeiramente, ASC oligomeriza através do seu dominio PYD,
formando longos filamentos reticulados, um processo que pode ser considerado um mecanismo
de amplificacdo de sinal para os inflamassomas (Fig. 16) (DICK et al., 2016). Os filamentos de
ASC, entdo, agregam-se através de interacdes CARD-CARD formando uma particula cada vez
maior, ou seja, um inflamassoma macromolecular que recrutard o zimogénio da caspase-1 (Fig.
16) (BROZ, 2019). Apo0s recrutada, a caspase-1 é ativada por dimerizagao e auto protedlise, e
estara pronta para atuar na clivagem proteolitica de pro-IL-1p, IL-18, e gasdermina-D (Fig. 16)
(VON MOLTKE et al., 2013).

Fig. 16 - Modelo de amplificacéo de sinal por filamentos ASC
a b

CARD-containing receptors PYD-containing receptors

@ ASCY59A
ASCESOR

ASCFLe-m on

[ e®g0 [ ]
0%g0 e®
.0. e® Mature e® g0 ® Mature
0% g0 0 IL-1B ° o IL-1B
® o
Mature s > Mature s >
IL-1B Gasdermin-DN-term IL-1B Gasdermin-DNem
Cell death Cell death
CARD PYD Caspase-1CARD
NLRC4 | oo m NLRP3 LRR % Pro-caspase-1 PPN
e NBD NBD Caspase-1P20p10
ASC (%] Pro-L-1f o™ Active caspase-1 @ Gasdermin-D &P

ASCCARD

Fonte: (DICK etal., 2016).



38

Nota: (A) Receptores contendo CARD recrutam a proteina adaptadora ASC por meio de interacoes
CARD-CARD homotipicas, ou seja, uma molécula ASC em ponte. Esta etapa nuclea o ASCPYP de varias
moléculas de ASC em ponte, levando a formagao de um filamento de ASCPYP, que é condensado no ponto
ASC pelo ASCCARP, A formagcéo de filamentos promove a ativacdo de grandes quantidades de caspase-
1, promovendo a maturagdo proteolitica de grandes quantidades de citocinas (pré-1L-1b). Na auséncia de
ASC, os receptores contendo CARD interagem diretamente com a pré-caspase-1, levando a formacéo dos
chamados "complexos de morte". Nesses pequenos complexos, apenas algumas moléculas de caspase-1
sdo ativadas e o processamento da prd-caspase-1 pode ndo acontecer. As poucas moléculas de caspase-1
sdo suficientes para induzir eficazmente a piroptose, mas o processamento de citocinas € reduzido. (B)
Os receptores contendo PYD podem interagir diretamente com ASC por meio de interagdes PYD-PYD
homotipicas, levando a filamentos de ASCPYP e, finalmente, ao ponto ASC. Quanto aos receptores
contendo CARD, isso leva a ativagao da caspase-1 e subsequente processamento de citocinas e piroptose.
Mutac@es que blogueiam ou retardam a formacao de filamentos ASC (por exemplo, ASCE&R ou ASCY>*4)
permitem apenas que algumas moléculas de caspase-1 sejam ativadas. 1sso é suficiente para induzir a
piroptose, mas insuficiente para produzir grandes quantidades de citocinas maduras antes da lise celular.

Existem diversos tipos de inflamassomas, e esses sdo ativados de maneira distinta no
citosol da célula. As proteinas NLRs, com excecdo de NLRP1, sdo constituidas por um dominio
tripartido que envolve: um dominio de dobra de morte no terminal amino (dominio de pirina
ou CARD); um dominio de ligacdo de nucleotideo NACHT central; e repeticdo rica em leucina
(LRRs) carboxi-terminal (Fig. 17) (TING et al., 2008). Cada dominio exerce uma funcéo
distinta no inflamassoma: NACHT tem atividade de ATPase e pode influenciar na
oligomerizacdo das outras proteinas; os LRRs tem funcdo regulatoria e podem interferir na
interacdo do ligante; e os dominios de dobra de morte sdo responsaveis por interagir com ASC
e/ou caspase-1 (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013). Além dos outros dominios que sao comuns entre
as proteinas NLRs, o inflamassoma NLRP1 contém um dominio de funcdo para localizar
(FIIND) e um C-terminal CARD (Fig. 17) (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013).

Fig. 17 - Organizacéo do dominio e montagem bésica do inflamassoma
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Fonte: Christgen; Place; Kanneganti, 2020.
Nota: Os dominios de AIM2, NAIPs, NLRC4, NLRP1, Pyrin, NLRP3, ASC e CASP1 sdo mostrados. O
arquétipo da estrutura do inflamassoma é composta por um sensor, um adaptador e uma proteina efetora.
Ap0s a ativacdo, o sensor oligomeriza e recruta as proteinas adaptadoras e efetoras para 0 complexo do

inflamassoma. LRR, repeti¢do rica em leucina; BIR, inibidor baculoviral da repeticdo da proteina da
apoptose.

Entre as proteinas NLRs estdo NLRP1, NLRP3 e NLRC4, que fazem parte da via
candnica de inflamassoma, responsaveis por ativar caspase-1 (BROZ; DIXIT, 2016). Também

estdo incluidos nesse grupo os inflamassomas ausente em melanoma 2 (AIM2) e pirina (BROZ;



39

DIXIT, 2016). Outros inflamassomas menos conhecidos incluem o NLRP6, NLRP7, NLRP12,
0 gene 1 induzivel por &cido retindico (RIG-1) e a proteina 16 induzivel por IFN-y (IFI116)
(BROZ; MONACK, 2013; VON MOLTKE et al., 2013).

A via ndo candnica de inflamassomas é composta por proteinas que sdo responsaveis
pela ativagdo de outras caspases, incluindo caspase-11 (em camundongos) e as caspases-4 e 5
(em humanos) (BROZ; DIXIT, 2016). Diferente da caspase-1, essas caspases ativam
gasdermina-D, mas ndo clivam IL-1B e IL-18 de forma eficiente (BROZ, 2019). Os
inflamassomas ndo canénicos sdo ativados por bactérias gram-negativas, devido a porcao de
lipidio A que estd presente no lipopolissacarideo (LPS), um componente da parede celular
dessas bactérias (BROZ et al., 2012; KAYAGAKI et al., 2011; RATHINAM et al., 2012). O
LPS s6 desencadeia a ativacdo desses inflamassomas quando se encontra no citosol da célula,
0 que pode ocorrer durante uma infecgdo bacteriana, transfeccdo, ou qualquer outro método de
transporte do LPS (KAYAGAKI et al., 2011). Sendo assim, o LPS extracelular ndo é suficiente

para desencadear a via ndo canbnica de inflamassomas (KAYAGAKI et al., 2011).

1.7. NLRP3

Uma das vias canoénicas de inflamassoma melhor caracterizada € a proteina 3 contendo
0s dominios NOD-, LRR- e pirina (NLRP3). O inflamassoma NLRP3 é composto por um N-
terminal PYD, um dominio NACHT central e dominios LRRs C-terminal (Fig. 17) (BROZ,
2019). Diferente dos outros inflamassomas, 0 NLRP3 necessita de dois sinais para sua ativagéo,
pois a sua expressdo basal ndo é suficiente para a ativacdo do complexo (LATZ; XIAO; STUTZ,
2013). O primeiro sinal é chamado de priming, e consiste na sinalizacdo de Receptores do tipo
Toll (TLRs) que desencadeara a supraregulacao transcricional de NLRP3 e pro-1L1 (Fig. 18)
(LATZ; XIAO; STUTZ, 2013). Paralelamente, eventos ndo transcricionais ocorrem como uma
forma de controlar uma ativacdo desregulada, esses incluem a desfosforilacdo de residuos
dentro do N-terminal PYD, fosforilacdo de um residuo de serina entre os dominios PYD e
NACHT e a desubiquitinacdo de NLRP3 (JULIANA etal., 2012; LATZ; XIAO; STUTZ, 2013;
PY etal., 2013; SONG et al., 2017; STUTZ et al., 2017). O segundo sinal € o que desencadeara
a real ativacdo de NLRP3 e pode ser induzido por uma gama de fatores, que incluem cristais de
acido urico, silica, amianto e alume, hibridos RNA-DNA, ATP extracelular, toxinas que levam
a formacao de poros e diversos patdgenos virais, bacterianos, fingicos e protozoarios (Fig. 18)
(LATZ; XIAO; STUTZ, 2013).
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Fig. 18 - Ativacdo do inflamassoma NLRP3
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Fonte: Song et al., 2017.
Nota: Ativacdo do inflamassoma NLRP3 através de sinais de priming e montagem.

Devido a grande variedade de estimulos envolvidos na ativacdo de NLRP3, supde-se
que exista um evento celular Unico que todos esses ativadores tem como um alvo em comum
(BROZ; DIXIT, 2016). O que se sabe, at¢ o momento, é que a diminui¢cdo dos niveis
intracelulares de K*, decorrente da ruptura da membrana celular, parece ser o ponto de
convergéncia para ativagdo de NLRP3, por esse fendmeno estar associado com todos 0s outros
ativadores desse inflamassoma (BROZ; DIXIT, 2016; MUNOZ-PLANILLO et al., 2013). E
possivel, entdo, que o NLRP3 funcione como um sensor de alteracdo da homeostase celular,
que também detecta os danos infligidos pela infeccdo de um patégeno (BROZ, 2019).

Recentemente, a proteina quinase 7 relacionada a NIMA (NEK?7) também foi sugerida
como sendo um componente do inflamassoma NLRP3, essencial a sua formacédo (HE et al.,
2016; SHI et al., 2016). Essa proteina se liga diretamente ao NLRP3 e atua a jusante do efluxo
de K" controlando a oligomerizagdo deste inflamassoma (HE et al., 2016; SHI et al., 2016).

Alguns microrganismos podem ativar o NLRP3 diretamente, devido a liberagcdo de
proteinas formadoras de poros, porém essa ativacdo também pode ocorrer de forma indireta
apos a ativacdo dos inflamassomas ndo candnicos, que acabam gerando o segundo sinal
necessario para ativagdo de NLRP3 (BROZ, 2019). Um exemplo disso, é a ativacdo das
caspases-11 e -4, que podem clivar gasdermina-D, culminando no efluxo de K* que, por sua
vez, é um dos sinais de ativagdo para NLRP3 (RUHL; BROZ, 2015).

Em 2010, Mishra et al., observou que o NLRP3 é a principal via de inflamassoma

ativada por Mtb em macrofagos, seguido da liberacdo de IL-1p (Fig. 19). Além disso, a ativacdo
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de caspase-1 ocorreu de forma dependente da liberacdo da proteina ESAT-6 pelo sistema de
secrecdo ESX-1 (MISHRA et al., 2010a).

Fig. 19 - Triagem de RNAI de componentes do inflamassoma durante a infec¢do por Mtb.
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Fonte: Mishra et al. (2010).

Nota: Diagrama de Venn dos 'acertos' confirmados, como pontuados na tela secundéria, que exibem
fendtipos semelhantes ou diferentes com parametros de triagem variaveis. Reguladores positivos (preto)
e reguladores negativos (vermelho). Mondcitos THP-1 foram transduzidos de forma estavel com vetores
lentivirais que codificam shRNAs direcionados a 22 NODs e 14 proteinas contendo o dominio CARD do
genoma humano (listados na Tabela S1). Ap6s a selecdo dos transdutantes com puromicina, as células
foram infectadas com Mtb H37Rv ou pulsadas com ESAT-6 purificado sozinho e ESAT-6 em
combinagéo com AG85 purificado.

Segundo Mishra et al. (2010), esse fenémeno poderia estar associado com a habilidade
de ESAT-6 em causar danos a membrana celular, resultando no efluxo de K*, bem como na
difusdo de outros produtos bacterianos no citosol, como o antigeno 85 (AG85).

O dominio ASC, também conhecido como Pycard, foi descoberto primeiramente como
uma proteina formadora de mancha, envolvida na apoptose de células HL-60, e posteriormente
como uma proteina adaptadora que interage com NLRs (MASUMOTO et al., 1999). Em 2010,
McElvania Tekippe et al., demonstrou que o Mtb induziu a liberacdo de IL-1p em macréfagos
humanos e de camundongos in vitro, e que esse processo foi dependente de Pycard, caspase-1
e NLRP3.

A infec¢do por Mtb também pode promover necrose dependente de NLRP3, porém,
independente de caspase-1 em macrofagos humanos infectados com a cepa H37Rv (WONG;
JACOBS JR, 2011). O mesmo fendmeno foi observado em macréfagos infectados com Shigella

e Staphylococcus, onde o adaptador ASC foi necessario para que Ocorresse a necrose
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(CRAVEN et al., 2009; WILLINGHAM et al., 2007). Esses resultados sugerem outro papel
importante para 0 NLRP3 na morte celular, além da ativacdo de piroptose para protecdo do
hospedeiro contra o patdgeno.

Nos ultimos anos foram relatadas associac@es entre polimorfismos nos genes de
inflamassoma e a suscetibilidade ao desenvolvimento de tuberculose. Polimorfismos presentes
nos genes CARD8 e NLRP3 foram associados com o desenvolvimento de tuberculose
extrapulmonar e piora nos resultados do tratamento da tuberculose pulmonar em individuos da
Etiopia (ABATE et al., 2019). O SNP rs34298354 foi associado com suscetibilidade a
tuberculose em pacientes de Taiwan (LIU et al., 2020). O estudo feito por Liu et al. (2020),
mostrou que um polimorfismo no genétipo TC rs34298354 de NLRP3 esta associado com uma
diminuicdo no risco de tuberculose.

Polimorfismos presentes em genes de TLR, como TLR1, -2, -4, -6, -8, -9 e -10 também
foram associados com um papel protetor ou com o0 aumento do risco de desenvolver tuberculose
(L1U et al., 2020; SALIE et al., 2015; SCHURZ et al., 2015; YU WANG et al., 2018). Os TLRs
sdo PRRs transmembranares responsaveis por reconhecer PAMPSs, e estdo envolvidos com o
reconhecimento extracelular de Mtb e a ativagdo do inflamassoma NLRP3 (L1U et al., 2020).
Em conjunto, esses dados apontam um papel importante do inflamassoma NLRP3 e de TLRs

na protegéo contra tuberculose.

1.8. AIM2

Outra via de inflamassoma amplamente estudada € a AIM2, um membro da familia de
PRRs do tipo HIN200 ou AIM2. Esse inflamassoma apresenta um PYD no terminal N, e o
terminal C com uma ou duas proteinas nucleares hematopoiéticas induziveis por IFN com
dominios de 200 amino&cidos (HIN200) que se ligam ao DNA citosélico (Fig. 17) (BROZ,
2019; BROZ; DIXIT, 2016). Diversos estudos demonstraram que AIM2 é essencial na defesa
contra infeccdes virais de virus de DNA, como Vaccinia e citomegalovirus (CMV), e algumas
infeccbes bacterianas de bactérias invasoras do citosol, como Listeria monocytogenes ou
Francisella novicida, ap6s serem lisadas no compartimento citosolico (FERNANDES-
ALNEMRI et al., 2010; JONES et al., 2010; RATHINAM et al., 2010; SAUER et al., 2010;
WARREN et al., 2010; WU; FERNANDES-ALNEMRI; ALNEMRI, 2010).

Cepas virulentas de Mtb podem alterar o pH do fagossomo da célula hospedeira e
impedir a maturacdo em fagolisossomo, como um mecanismo de sobrevivéncia para que
possam residir dentro deles (CLEMENS; HORWITZ, 1995; ROHDE et al., 2007). Além disso,

micobactérias virulentas podem escapar do fagossomo para o citosol (VAN DER WEL et al.,
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2007; WELIN; LERM, 2012). No trabalho de van der Wel et al. (2007), foi possivel observar
que cepas virulentas de Mtb e M. leprae vivos sdo capazes de se translocar do fagolisossomo
para o citosol de células hospedeiras ndo apoptoticas, e que a quantidade de bactérias no citosol
aumenta conforme o tempo de infeccdo. Além disso, a translocacdo de Mtb para o citosol é
dependente de ESX-1, bem como da secrecdo de CFP-10 e ESAT-6, que tem um papel
importante na viruléncia do Mtb (VAN DER WEL et al., 2007).

O inflamassoma AIM2 é ativado com a presenca de dsDNA citosélico e pode
reconhecer Mtb apds sua translocagdo para o citosol. Saiga et al. (2012) mostrou 0 DNA da
cepa H37Rv co-localizado com AIM2 citosélico em macrofagos RAW264.7 ap6s 6h de
infeccdo, confirmando que o reconhecimento do DNA de Mtb pelo inflamassoma AIM2 ocorre
dentro do compartimento citosélico. No mesmo estudo, camundongos AIM27 foram altamente
suscetiveis a infeccdo pela cepa virulenta H37Rv de Mtb, em comparagdo com camundongos
selvagens, com uma producgédo deficiente de IL-1p e IL-18, e uma resposta do tipo Thl
ineficiente (SAIGA et al., 2012). Esses resultados demonstram claramente que AIM2
desempenha um papel importante na resposta imune contra o Mth (SAIGA et al., 2012).
Entretanto, ndo esta claro como o DNA de Mtb se torna exposto no citosol da célula e qual o
papel da piroptose na protecdo contra Mtb durante a ativacdo do inflamassoma AIM2. Em
conjunto, os dados publicados apontam que o inflamassoma AIM2 exerce um papel importante
no reconhecimento e protecdo do hospedeiro contra o Mtb.

Enquanto células infectadas por diferentes tipos de microorganismos podem morrer por
diferentes tipos de morte celular, como necrose, ferroptose, apoptose ou piroptose, a ativacao
de inflamassomas e a morte por piroptose € aparentemente a melhor op¢do no combate ao Mtb
por restringir a propagacdo do patdégeno no hospedeiro. Além disso, a liberacdo de citocinas
como resultado da piroptose e ativacdo de resposta Thl resulta no recrutamento de células

efetoras e na morte eficiente das bactérias no local de infecgao.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de ter grande importancia clinica devido ao desenvolvimento de doenca grave,
ainda ndo ha pesquisas investigando como RDRIio interage com o sistema imune do hospedeiro,
e como se da o processo de inflamacao ou morte das células infectadas. De fato, estes tipos de
estudos se limitam a cepas de pouca ou nenhuma circulac¢do no Brasil, como Beijing, H37Rv e
H37Ra.

Embora exista pouca informacdo sobre a RDRio, foi sugerido que esta sub-linhagem é
capaz de atenuar a resposta imune do hospedeiro através da delecdo de dois de seus antigenos
de superficie (PPE5S5 e PPE56), que sdo importantes na viruléncia micobacteriana
(LAZZARINI et al., 2008). Além disso, houve uma delecdo no gene pks15/1 de RDRio, que
resultou na perda de um fenoglicolipideo envolvido na inibi¢do de citocinas pré-inflamatérias
(LAZZARINI et al., 2008).

Como RDRio causa doenca grave caracterizada pela presenca de cavitagdes
pulmonares, decorrente da incapacidade de macrdfagos de conter a infec¢do, suspeitamos que
esses processos estejam relacionados com a ativagdo de inflamassomas em macréfagos, devido
a sua importancia na regulacdo da resposta Thl e morte celular por piroptose. Durante a
ativacdo de inflamassomas, caspase-1 é ativada e pode clivar gasdermina D, que leva a célula
ao processo de piroptose (FINK; COOKSON, 2006). Este processo de morte leva a formacao
de poros na membrana da célula, que resultam na liberacdo do contetido citoplasmatico,
incluindo bacilos intracelulares. Em contrapartida, inflamassomas sdo o0s principais
responsaveis pela ativacdo e liberacdo de citocinas, como IL-18 e IL-1p (WAWROCKI,
DRUSZCZYNSKA, 2017). Essas citocinas promovem recrutamento e diferenciacdo de células
TCD4" em perfil Thl, com producgdo de IFN-y, IFN-a e interleucinas pré-inflamatérias, além
de induzir a atividade de células como TCD8* e NK (WAWROCKI; DRUSZCZYNSKA,
2017). Dessa forma, IL-18 e IL-1p atuam potencializando a resposta inflamatdria, contribuindo
para a eliminagdo do bacilo em células infectadas (MAYER-BARBER et al. 2010;
SUGAWARA et al. 1999).

O Mtb pode ativar diferentes vias de inflamassoma através do reconhecimento de
diversos PAMPs e DAMPs, como peptideos microbianos, deplecdo de K™ na célula ou
expressdo da proteina tirosina quinase (BRIKEN; AHLBRAND; SHAH, 2013). Estudos
mostraram que o0 Mtb induz a expresséo de IL-1p através da ativagdo do inflamassoma NLRP3
in vitro (DORHOI et al., 2012; MCELVANIA TEKIPPE et al., 2010; MISHRA et al., 2010a),
devido a exposicdo a proteina ESAT-6 de Mtb (MISHRA et al., 2010a). A ativacdo do
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inflamassoma dependente de ESX-1 também foi observada na infec¢do pelo M. marinum (Koo
et al., 2008), sugerindo que a ativacao do inflamassoma e a secre¢do de IL-1p na infec¢do por
micobactérias é dependente de ESAT-6 (MISHRA et al., 2010). Paralelamente, polimorfismos
no gene de NLRP3 também foram associados com o risco de desenvolvimento de tuberculose
e tuberculose extrapulmonar (ABATE et al., 2019; LIU et al., 2020).

O inflamassoma AIM2 também foi associado com o reconhecimento intracelular de
Mtb. Camundongos deficientes de AIM2 se mostraram mais suscetiveis a infec¢do com a cepa
H37Rv, além de ter uma resposta Thl prejudicada (SAIGA et al., 2012). Por outro lado, 0
estudo de Briken; Ahlbrand e Shah (2013), mostrou que as cepas H37Rv e H37Ra levaram a
inibicdo da ativacdo do inflamassoma AIM2 através da expressdo de IFN-B in vitro. Nesse
contexto, diferentes cepas de Mtb podem ativar diferencialmente o inflamassoma e a morte
celular por piroptose, porém, ainda ndo se sabe como esse processo ocorre na infeccdo por cepas
de grande circulagdo no Brasil, como RDRIio.

Atualmente, existem poucas pesquisas associando a infec¢do por Mtb e piroptose. Um
estudo feito em 2015 por (BAI et al., 2015), demonstrou que a morte celular por piroptose
contribui para o efeito anti-Mtb da IL-32y, uma citocina que induz a ativacdo de caspase-1 e
producdo de IL-1B em macrofagos humanos. Adicionalmente, o ATP exdgeno ¢ um potente
ativador do inflamassoma e da piroptose, e contribui para a morte intracelular de Mtb
(KUSNER; BARTON, 2001). Em contrapartida, um outro estudo mostrou que a morte celular
induzida por H37Rv néo era dependente de caspase-1, mas sim de ESAT-6, indicando que é
possivel que esta cepa nao induza piroptose (WELIN et al., 2011).

Ja foi demonstrado que a cepa H37RV, utilizada como padrdo em varios estudos de
resposta imune na infeccdo por Mtb, possui significativas diferencas génicas, e possivelmente
fenotipicas em relacdo a isolados de Mtb colhidos em surtos de tuberculose pelo mundo
(O’'TOOLE; GAUTAM, 2017). Portanto, estudos de interacdo Mtb-célula hospedeira
especificos para cepas de circulagdo, ou de predominancia local, podem contribuir para o
desenvolvimento de novas drogas mais direcionadas ou até mesmo vacinas eficazes contra estas
cepas de Mtb especificas. Este estudo podera somar conhecimento relevante sobre como cepas
de grande circulagdo no Brasil, como a RDRio, modulam a resposta de inflamassoma em
macrofagos infectados. Essas informacdes ajudardo a compreender como Mtb sobrevive aos
mecanismos de defesa do hospedeiro e como se d& sua disseminagdo, servindo como
direcionamento para identificagdo de novos alvos terapéuticos para estudos aplicados a

tuberculose.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar como isolados clinicos de RDRio, de circulacdo antiga e recente, modulam a

ativacdo de inflamassoma e morte celular em macréfagos humanos.

3.1. Objetivos especificos

Avaliar a expressdo de genes relacionados ao inflamassoma durante a infec¢éo;
Quantificar a producdo de IL-1B e IL-18 no sobrenadante de culturas de células
infectadas;

Avaliar se houve morte celular induzida pelos diferentes isolados clinicos durante a
infecgéo;

Correlacionar a carga bacilar de macr6fagos humanos com a ativacao do inflamassoma;
Comparar as diferencas de ativacao de inflamassoma e morte celular entre: RDRio de
circulagdo antiga com RDRio de circulagédo recente;



47

4. MATERIAIS, PROCEDIMENTOS E TECNICAS
4.1. Desenho de Estudo

Varios experimentos piloto foram realizados para se obter as melhores condigdes de
infeccdo para avaliacdo da ativacdo de inflamassoma durante a infec¢do. Dentre as condi¢des
testadas, diferentes concentracGes de PMA, tempo de descanso das células apés ativacdo, carga
de infeccdo, e tempo de infeccdo foram avaliados.

Macro6fagos humanos, derivados da linhagem THP-1 foram infectados com 5 ou 3 cepas
de Mtb. Sub-linhagens de Mtb de isolados clinicos provenientes de pacientes acometidos por
tuberculose pulmonar atendidos no Servico de Pneumologia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) entre 1995 e 1997,
identificadas como isolados A, P e R, foram utilizadas no estudo. As anélises de MIRU-VNTR
mostraram que o isolado A apresentou baixa homologia (50%) a RDRIo, enquanto o isolado P
apresentou alta homologia (91%) a RDRio. O isolado R apresentou 100% de homologia a
RDRIio e resisténcia a isoniazida (XDR), o que demonstra circulagdo desta sub-linhagem no
Brasil anos antes da sua identificagdo, em 2007. Paralelamente, um isolado de RDRio de
circulacéo recente (isolado em 2010) foi utilizado nos experimentos como grau de comparagao
com o isolado de RDRio de circulacdo ha 20 anos atrés. O isolado de RDRio de circulagdo
recente foi cedido pelo Laboratorio de Pesquisa em Micobacterias/fUFMG, isolado de amostras
clinicas de pacientes com tuberculose pulmonar entre 2008 e 2011, identificado através de
MIRU/VNTR e com resisténcia a isoniazida, estreptomicina e azitromicina (MDR). As
infeccdes foram feitas na proporgédo MOI 5:1 ou 10:1. A cepa H37Rv foi utilizada como cepa
de referéncia e macréfagos ndo infectados foram utilizados como controle dos experimentos.
Os macrofagos foram infectados, e nos tempos de 6, 24, 48, 72, 96 e 120h foram avaliados a
carga bacilar e os eventos celulares relacionados com ativacdo de inflamassomas. Proteinas
totais foram extraidas por Trizol ou solucéo de lise. RNA total e DNA foram extraidos por
Trizol ou mirVana miRNA Isolation Kit. A carga bacilar foi avaliada por contagem de CFU ou
gPCR e a expressdo de genes de inflamassoma foi avaliada por g°PCR. A morte celular foi
avaliada atraves de ensaios de liberacdo de LDH. A liberacéo de citocinas IL-1p e IL-18 foi
avaliada através de ELISA com os sobrenadantes celulares. Os resultados finais séo

representativos de 2 experimentos de infec¢do independentes.
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4.2. Cultivo de Mycobacterium tuberculosis

Os isolados de Mtb foram cultivados em meio Middlebrook 7H9, suplementado com
Albumina Dextrose Catalase (OADC, 10%) a 37°C durante 3 a 4 semanas. ApGs o crescimento,
as cepas foram congeladas a -70°C, em PBS, para posterior uso. A carga bacteriana foi
quantificada apos congelamento para determinacéo de CFU para os experimentos de infeccédo
com as cepas recém descongeladas. Alternativamente, os isolados foram cultivados em meio
Middlebrook 7H9 suplementado com Albumina Dextrose Catalase (OADC) 10% e tyloxapol a
0,25% ou 0,025% a 37°C durante 15 a 20 dias, com adicdo de meio fresco semanalmente. O
crescimento foi acompanhado atraveés de comparacdo visual com escala McFarland, e as
bactérias foram utilizadas para o experimento de infeccdo ao atingirem a fase log de
crescimento. Para calcular a quantidade de bactérias para realizar o experimento, foi coletado
60ul da suspensao para leitura de densidade Otica (OD) por espectrofotometria, e resultado da
OD foi incluido na equacdo da curva da escala McFarland. Alternativamente, para o
experimento descrito no item 6, foi considerado “OD = 1,00” equivalente a 108 bactérias/ml, e
o resultado da leitura foi calculado através de regra de 3.

Para a contagem de CFU, as bactérias foram plaqueadas em 5 diluigdes seriadas (fator
de 10), em duplicata e espalhadas em placas de petri com meio de cultura sélido Middlebrook
7H11 ou 7h10, suplementado com OADC 10%, a 37°C a 5% de CO,. As colbnias foram
contadas duas a quatro semanas apos o plagueamento.

4.3. Cultivo de células da linhagem THP-1 e diferenciacdo em macrofagos

Linhagens de células monociticas humanas THP-1 foram cultivadas em meio de cultura
RPMI (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cripion), 2mM de L-glutamina,
100U/ml de penicilina e 100ug/ml de estreptomicina (meio completo) em 37°C a 5% de CO2.
As células foram expandidas e mantidas por passagens sucessivas por duas ou trés semanas até
atingirem quantidade suficiente para 0s experimentos.

Para os experimentos, as células THP-1 foram diferenciadas em macréfagos por inducao
de acetato de miristato de forbol (PMA). Para isso, células THP-1 foram cultivadas em placas
de 6, 24 ou 96 pogos na concentragdo de 2x10°, 5x10° ou 5x10° células/pogo, respectivamente,
por 48h em meio RPMI completo com 8,1nM, 16,21nM ou 100nM de PMA a 37°C a 5% de
COz.
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4.4. Padronizacdo da ativacédo de inflamassomas nas células THP-1

Células THP-1 foram plaqueadas em placas de 24 pogos na concentragdo de 5x10°
células/pogo e estimuladas com PMA & 8,1nM durante 48h para diferenciacao e ativacdo de
monaocitos em macrofagos. Apos a diferenciacdo, as células foram estimuladas com LPS a
100ng/ml e ATP a 3mM durante 3 e 24h. As celulas ndo estimuladas foram usadas como
controle.

Apos cada tempo de estimulacdo, foi feita extracdo de RNA das células pelo protocolo
de Trizol e transcricdo do RNA em cDNA. Foram utilizadas 20ng de cDNA para a reacdo de
gPCR. O gene constitutivo RLP37A foi utilizado como controle de expressao da quantificacdo

relativa da expressao génica.

4.5. Experimentos de infeccdo com os isolados clinicos

Apo0s 48h de diferenciacdo de mondcitos em macrofagos, as celulas foram lavadas 3
vezes com PBS e infectadas com os isolados clinicos e a cepa H37Rv na proporcdao MOI 5:1
ou 10:1 em meio RPMI com BSA 5% por 4h a 37°C a 5% de CO.. Alternativamente, apds 48h
de diferenciacdo as células foram deixadas descansando por 24 ou 48h em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cripion), 2mM de L-glutamina, 100U/ml de
penicilina e 100ug/ml de estreptomicina (meio completo) em 37°C a 5% de CO2. Apds o tempo
de descanso o0 meio de cultura das células foi trocado por meio RPMI com BSA 5% e fizemos
a infeccdo com os isolados clinicos na proporcao 10:1 por 4h a 37°C a 5% de CO..

Ap6s o tempo de infeccéo as células foram lavadas com PBS para retirada bactérias ndo
aderentes. Apos 6, 24, 48, 72, 96 e 120h de infecgdo, os sobrenadantes foram coletados e

congelados, e as células aderidas foram lisadas para coleta do contetdo intracelular.

4.6. Extracdo de DNA e RNA

Apbs cada tempo de infeccdo com os isolados clinicos, as células foram lisadas com
Trizol e foi utilizado o protocolo de Trizol™ (Invitrogen) para extracdo e isolamento de RNA
total, DNA e proteinas de cada tempo de infeccdo, de acordo com o fabricante. Em alguns
experimentos foi utilizado o kit mirVana miRNA Isolation para extracdes de DNA, RNA total
e mIRNA. O DNA e RNA foram quantificados por espectrofotometria, pelo célculo de

absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280nm.
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4.7. Quantificacdo da carga bacteriana por gPCR

A quantificagdo da carga bacteriana com gPCR foi feita com as amostras de DNA do
experimento de infeccdo, utilizando o método de SYBR green e primer para amplificacéo
especifica do gene 85B de Mth. A quantificacdo relativa foi calculada baseada na presenca do

gene B-globulina, na célula hospedeira.

4.8. CFU

Apos 4h de infeccdo com os isolados clinicos, as células THP-1 foram lavadas com PBS
para retirada das bactérias ndo aderentes, e 0s sobrenadantes foram coletados e plaqueados, em
diferentes diluigdes, em meio de cultura agar Middlebrook 7H11 ou agar Middlebrook 7H10,
ambos suplementados com 10% de OADC. Ap6s o plaqueamento dos sobrenadantes, as células
foram lavadas uma vez com 1ml de agua, e depois lisadas com 0,1% de Triton X-100 ou 0,1%
de SDS. O lisado celular foi coletado e plagueado em meio de cultura agar Middlebrook 7H11
ou agar Middlebrook 7H10, ambos suplementados com 10% de OADC. Apds 24, 48, 72, 96 e
120h de infeccdo, os sobrenadantes e lisado celular foram plaqueados como descrito acima.
Entdo, as placas com meio de cultura 7H11 ou 7H10 foram armazenadas a 37°C e 5% CO, por

3-4 semanas, com contagem posterior de unidades formadoras de coldnia.

4.9. gPCR

O RNA extraido foi convertido em cDNA através da enzima trasncriptase reversa
(Goscript, Promega) de acordo com as instruc@es do fabricante, e utilizando um termociclador
Mastercycler (Eppendorf).

O cDNA foi utilizado para avaliacdo de expressao génica por gPCR por método SYBR
Green (Fast Evagreen gPCR Master Mix, Biotium) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Primers especificos para os genes alvo foram desenhados para amplificacéo especifica (NLRP3,
IL-1B, AIM2 e ASC), seguindo o programa primer Blast. Os primers foram validados em ensaio
de avaliacdo da expressdo génica em experimentos controle para a ativagdo de inflamassoma
nas células THP-1. A expressdo do gene RPL37A foi utilizada como controle interno da
quantificacdo relativa da expressdo. Para amplificacdo dos genes ASC, NLRP3, AIM2 e
RPL37A, utilizamos os primers a 3uM e para amplificacdo de IL-1B, o primer foi utilizado a
0,150uM. A montagem das placas foi feita manualmente ou utilizando o robd epMotion 5070
(Eppendorff), e as amostras foram amplificadas no equipamento QuantStudio™ 3 System

(ThermoFisher). Os resultados de quantificacdo relativa foram calculados pela férmula Q=2
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AACt onde um controle ndo-infectado/ndo-estimulado foi utilizado como base para o calculo.
Foram consideradas validas, as triplicatas que apresentaram uma diferenca de valor de Ct <0,5
entre elas.
4.10. Ensaio de liberacéo de lactato desidrogenase (LDH)

Os sobrenadantes coletados durante os experimentos de infeccdo foram utilizados para
medir a liberacdo de LDH das células usando o Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH)
(Roche) de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.11. ELISA
Os sobrenadantes coletados durante os experimentos de infecgdo foram utilizados para
medir a liberacdo de IL-1p e IL-18 das células usando o kit DuoSet ELISA (R&D Systems)

de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.12. Analise estatistica

Foram realizados testes de Anélise de variancia (ANOVA-two-way), com post-test de
Bonferroni para correcdo de multiplas comparacdes, entre 0s grupos e ao longo dos tempos. Foi
considerado um valor de p<0,05 para significancia estatistica. As analises estatisticas foram

realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism 5.0.
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5. PADRONIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Inicialmente, foram feitos varios experimentos em diferentes condicdes, para que
conseguissemos encontrar as condicdes ideais para avaliar a ativacdo de inflamassoma em

células THP-1 infectadas com as diferentes cepas de Mtb, dentro do nosso modelo de estudo.

5.1 Analise da inducéo da ativacdo de inflamassomas em celulas THP-1

Para avaliagéo e confirmacdo da especificidade dos primers desenhados no Primer-blast,
e para confirmar que nossas células THP-1 expressavam os genes de interesse, realizamos um
experimento controle de inducéo através do estimulo de macréfagos THP-1 com ATP e LPS.
Observamos que o tratamento com ATP e LPS induziu um aumento da expressdo dos genes
NLRP3, AIM2 e IL-1B nas células em relagcdo ao controle sem estimulo ap6s 24h (p<0,001,
p<0,001 e p<0,001 respectivamente) (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.A, B e C).
Por outro lado, ndo houve aumento na expressao do gene ASC nas células estimuladas com
ATP e LPS (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.D). Esses resultados confirmam que
nossas células expressam os genes NLRP3, AIM2 e IL-1B e que nossos primers eram
especificos para esses genes. Entretanto, ndo podemos afirmar o mesmo para o gene ASC.
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Fig. 20 - gPCR dos genes NLRP3, AIM2, IL-1B e ASC.

Nota: Macro6fagos derivados de monécitos THP-1 foram incubados com LPS (100ng/ml) e ATP (3mM) durante
3 e 24h. A expresséo foi normalizada utilizando RPL37A como gene constitutivo. Os dados mostrados representam
0 aumento de expressdo do gene em relagdo ao controle ndo ativado em cada tempo. Os resultados foram expressos
em relacdo ao controle ndo ativado, e como média e desvio padrdo ***p<0,001.
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5.2 Experimento 1

Células THP-1 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, com 5x10° células/pogo, para
experimentos de qPCR, e em placas de 96 pogos com 5x10° células/pogo para experimentos de
CFU. As células foram diferenciadas em macréfagos por inducdo de PMA a 8,1nM, durante
48h. Apos a diferenciacado, as células foram lavadas com PBS trés vezes e infectadas com as
cepas na concentracdo MOI 5 durante 6, 24, 48, 72, 96 e 120h. As cepas estavam armazenadas
em freezer -80 e foram descongeladas no dia da infecgdo. Neste inicio, foram incluidas as cepas
A, de baixa homologia a RDRio (50%), a cepa P, de alta homologia a RDRio (91%), a H37Rv
padrdo de laboratorio. Apenas a RDRio de circulacdo antiga (RDRio-Ant) foi incluida pois ndo
haviamos conseguido amostras de isolados de RDRio de circulagao recente até 0 momento. A
extracdo de RNA foi feita através de lise de trés pools de quadruplicata (2x10° células, no total)
com solugdo de Trizol. O CFU foi feito em placas de 7H11. Os resultados deste experimento

sdo representativos de dois experimentos independentes.

5.2.1 Quantificacdo da carga bacteriana por CFU

Em relacdo a carga bacilar nos sobrenadantes das células infectadas, ap6s 48h de
infeccéo, a carga bacilar de RDRio-Ant foi menor comparado a da cepa A (p<0,05) (Fig. 21A).
A CFU de RDRio-Ant foi maior ap6s 4h, e menor apds 96h, comparado a de H37Rv (p<0,001,
e p<0,01, respectivamente).

Células infectadas com RDRio-Ant apresentaram maior carga bacilar intracelular
comparado a cepa H37Rv em 48 e 72h (p<0,01 e p<0,05, respectivamente), e comparado a cepa
P, em 48, 72 e 120h (p<0,01, p<0,001 e p<0,001, respectivamente) (Fig. 21B). A células
infectadas com RDRio-Ant apresentaram carga bacilar intracelular similar comparado ao grupo
A em 24, 48 e 72h (Fig. 21B). Porém, em 4 e 96h, a CFU do grupo RDRio-Ant foi menor

comparado ao grupo infectado com a cepa A (p<0,05 e p<0,001, respectivamente).
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Fig. 21 - CFU extracelular e intracelular.

Nota: Macrofagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados pelas cepas A, P, H37Rv e RDRio-Ant (MOI
5:1). (A) Contagem de CFU dos sobrenadantes (SN) apds cada tempo de infeccdo. (B) Contagem de CFU
intracelular (IC) de células THP-1 aderidas lisadas com &gua e Triton X-100 0,1% apds cada tempo de infeccéo.
Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo ***, ### e °©p<0,001, ** e ##p<0,01 e * e °p<0,05.
Os (*) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv, (#) representam a diferenca estatistica entre
RDRio-Ant e a cepa P e os (°) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e a cepa A.

5.2.2 Expressao de genes de inflamassomas em células THP-1 infectadas com Mtb

Foi avaliada a expresséo génica de NLRP3, IL-1p e AIM2 das amostras 6, 24 e 48 horas
apos infeccdo. Nao foi possivel utilizar as amostras de 72, 96 e 120h pois as células
contaminaram durante o experimento de infeccao.

Apbs 6h de infeccdo, as celulas infectadas com RDRio-Ant apresentaram menor
expressdo de NLRP3 em relacéo as células infectadas com a cepa P (p<0,05) (Fig. 22A).

Apo6s 48h de infeccdo, RDRio-Ant induziu menor expressdo de IL-1B nas células
infectadas, comparado ao grupo infectado com H37Rv e P (p<0,05 e p<0,01, respectivamente)
(Fig. 22B).

Apbs 24h, as celulas infectadas com RDRio-Ant apresentaram maior expressdo de
AIM2 em relacdo as células infectadas com a cepa P (p<0,05) (Fig. 22C). O gene AlIM2
apresentou alta expressdo nas células infectadas com RDRio-Ant em relacgdo a infecgdo com as
cepas P e H37Rv ap6s 48h (p<0,001 e p<0,001, respectivamente) (Fig. 22C).
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Fig. 22 - gPCR dos genes NLRP3, AIM2 e IL-1p.

Nota: Macro6fagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados pelas cepas H37Rv, RDRio-Ant e P (MOI
5:1) nos tempos indicados. A expressao foi normalizada utilizando RPL37A como gene constitutivo. Os resultados
foram expressos em relacdo ao controle ndo infectado, e como média e desvio padréo *** e ###p<0,001, ##p<0,01
e #p<0,05. Os (*) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv, e 0s (#) representam a diferenca
estatistica entre RDRio-Ant e P.

5.3 Experimento 2

Células THP-1 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, em uma quantidade de 5x10°
células/poco, para experimentos de gPCR e ensaios de LDH. As células foram diferenciadas
em macrofagos por inducdo de PMA a 16,21nM, durante 48h. Apos a diferenciagéo, as células
foram deixadas descansando em meio RPMI completo, sem PMA, durante 24h. Apds o
descanso as células foram lavadas com PBS trés vezes e infectadas com os isolados clinicos A,
P e RDRio-Ant, além da cepa padrdo de laboratério H37Rv, em MOI 10, durante 6, 24, 48, 72,
96 e 120h. Os isolados clinicos estavam armazenados em freezer -80 e foram descongelados no
dia da infecgdo. A extracdo de RNA foi através de lise de trés pools de quadruplicata (2x10°

células, no total) com o kit de extracdo mirVana miRNA Isolation.

5.3.1 Expressao de genes de inflamassomas em células THP-1 infectadas com Mth

Foi feita a avaliacdo da expressdo génica de NLRP3, AIM2 e IL-1B com as amostras de
6, 24, 48, 72, 96 e 120h de infec¢éo.

As ceélulas infectadas com as cepas A e P apresentaram maior expressdo de NLRP3 em
relacdo as células infectadas com RDRio-Ant ap6s 24h (p<0,001 e p<0,001, respectivamente)
(Fig. 23A).

As células infectadas com RDRio-Ant apresentaram baixa expressdo de IL-13 em
relacdo ao grupo infectado com a cepa P a partir de 48 até 120h de infeccéo (p<0,001) (Fig.
23B).

A partir de 24 até 120h p6s infecgdo, com excegdo de 96h, a cepa P induziu maior

expressao de AIM2 comparado ao grupo infectado por RDRio-Ant, p<0,01 (Fig. 23C).
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Fig. 23 - gPCR dos genes NLRP3, IL-1p e AIM2.

Nota: Macrofagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados pelas cepas H37Rv, RDRio-Ant, P e A (MOI
10:1) nos tempos indicados. A expressdo foi normalizada utilizando RPL37A como gene constitutivo. Os
resultados foram expressos em relagdo ao controle ndo infectado, e como média e desvio padrdo ### e °®°p<0,001,
##p<0,01 e #p<0,05. Os (*) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv, o0s (#) representam a
diferenca estatistica entre RDRio-Ant e a cepa P e 0s (°) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e a
cepa A.

5.4 Experimento 3

A partir deste experimento, apenas RDRio-Ant, RDRio-Rec e H37Rv foram incluidas,
devido a questdes de logistica.
Células THP-1 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, em uma quantidade de 5x10°

células/poco, para experimentos de gPCR e ensaios de LDH. As células foram diferenciadas
em macrdfagos por indugdo de PMA a 16,21nM, durante 48h. Apos a diferenciagdo, as células
foram deixadas descansando em meio RPMI completo, sem PMA, durante 48h. Apds o
descanso as celulas foram lavadas com PBS cinco vezes e infectadas com RDRio-Ant e RDRio-
Rec, além de H37Rv, na concentracdo MOI 10, durante 6, 24 e 48h. As cepas foram cultivadas
em meio de cultura Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de OADC e 0,25% de tyloxapol.
O crescimento foi acompanhado atraves de comparagdo visual com escala McFarland, e as
bactérias foram utilizadas para o experimento de infeccdo ao atingirem a fase log de
crescimento. Para calcular a quantidade de bactérias para realizar o experimento, foi coletado
60ul da suspensdo para leitura de densidade ética (OD) por espectrofotometria, e resultado da
OD foi incluido na equacéo da curva da escala McFarland. A extracdo de RNA foi feita através
da lise de trés pools de quadruplicata (2x10° células) com o kit de extragdo mirVana miRNA

Isolation.

5.4.1 Expressao de genes de inflamassomas em células THP-1 infectadas com Mth
Foi feita a avaliacdo da expressdo génica de NLRP3, ASC e IL-1p com o cDNA das
amostras de 6, 24 e 48h apos infec¢éo.

Né&o observamos diferengas na expresséo dos genes durante a infeccéo (Fig. 24A - C).
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Fig. 24 - gPCR dos genes NLRP3, IL-1f ¢ ASC.

Nota: Macrofagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados pelas cepas H37Rv, RDRio-Ant e RDRio-
Rec (MOI 10:1) nos tempos indicados. A expressdo foi normalizada utilizando RPL37A como gene constitutivo.
Os resultados foram expressos em relacdo ao controle ndo infectado.

5.5 Experimento 4

Células THP-1 foram plaqueadas em placas de 6 pogos, em uma quantidade de 2x10°
células/pogo, para experimentos de gPCR e ensaios de LDH e ELISA, e plaqueadas em placas
de 24 pocos em uma quantidade de 5x10° células/pogo para experimentos de CFU. As células
foram diferenciadas em macréfagos por inducdo de PMA a 100nM, durante 48h. Apos a
diferenciacéo, as celulas foram deixadas descansando em meio RPMI completo, sem PMA,
durante 48h. Apds o tempo de descanso o meio de cultura das células foi trocado por meio
RMPI completo fresco e as células foram infectadas com RDRio-Ant e RDRio-Rec, além de
H37Ryv, na concentracdo MOI 10, durante 6, 24 e 48h. As cepas foram cultivadas em meio de
cultura Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de OADC e 0,025% de tyloxapol, e foi
adicionado meio de cultura fresco duas vezes por semana. O acompanhamento do crescimento
e célculo de indculo para realizar o experimento de infeccdo estd descrito no item 5.3. A

extracdo de RNA foi feita através da lise das células (2x10°) com a solugéo de Trizol.

5.5.1 Quantificacdo da carga bacteriana por CFU

Devido a problemas de contaminacdo, ndo foi possivel incluir os dados de RDRio-Rec
nos sobrenadantes 48h pds infeccao.

RDRio-Rec apresentou a maior carga bacilar no sobrenadante 4h pds infeccdo, em
relacdo a RDRio-Ant e H37Rv (p<0,001) (Fig. 25A).

As células infectadas com H37Rv, RDRio-Ant e RDRio-Rec apresentaram carga bacilar

intracelular similar durante todo o periodo de infec¢do avaliado (Fig. 25B).



58

A B
CFUSN CFUIC
100000+ K 1000000
ooo 4 H37Rv
@ RDRio-Ant
10000 RDRio-Rec

100000+
1000

Log CFU
Log CFU

10000+
100

1000

T
»

Fig. 25 - CFU extracelular e intracelular.

Nota: Macrofagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados pelas cepas H37Rv, RDRio-Ant e RDRio-
Rec (MOI 10:1). (A) Contagem de CFU dos sobrenadantes (SN) apés cada tempo de infecgdo. (B) Contagem de
CFU intracelular (IC) de células THP-1 aderidas lisadas com agua e SDS 0,1% ap0s cada tempo de infecgdo. Os
resultados foram apresentados como média e desvio padrao °°p<0,001. Os (°) representam a diferenca estatistica
entre RDRio-Ant e RDRio-Rec, ¢ os (°) representam a diferenga estatistica entre RDRio-Rec e H37Rv. ND = N&o
detectado.

5.5.2 Expressao de genes de inflamassomas em células THP-1 infectadas com Mtb

N&o houve diferenca na expressdo do gene NLRP3 pelas células infectadas durante os
trés tempos de infeccdo (Fig. 26A).

Em 48h de infeccdo as células infectadas com RDRio-Ant apresentaram maior
expressdo de IL-1B comparado as infectadas por RDRio-Rec e H37Rv (p<0,01 e p<0,001,
respectivamente) (Fig. 26B).

As células infectadas com RDRio-Rec apresentaram maior expressdo do gene AlIM2
apos 24h em relagéo as células infectadas com RDRio-Ant e H37Rv (p<0,001) (Fig. 26C).
Neste mesmo intervalo de tempo, o grupo infectado com RDRio-Ant apresentou maior
expressdo de AIM2 comparado ao H37Rv (p<0,01) (Fig. 26C).

Apenas RDRio-Rec induziu maior expressao do gene ASC pelas células infectadas ap6s
48h em relacdo a H37Rv (p<0,05) (Fig. 26D).
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Fig. 26 - gPCR dos genes NLRP3, IL-1p, AIM2 e ASC.

Nota: Macré6fagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados pelas cepas H37Rv, RDRio-Ant e RDRio-
Rec (MOI 10:1) nos tempos indicados. A expressao foi normalizada utilizando RPL37A como gene constitutivo.
Os resultados foram expressos em relacdo ao controle ndo infectado, e como média e desvio padrdo *** e
000n<0,001, ** e ®©p<0,01. Os (*) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv, os (°) representam
a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e RDRio-Rec, € os (‘) representam a diferenca estatistica entre RDRio-
Rec e H37Rv.
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5.5.3 Ensaio de liberacéo de LDH
Observamos que em 24h as células infectadas com H37Rv liberaram maior quantidade

de LDH em relacéo as células infectadas com RDRio-Ant (p<0,05) (Fig. 27).

100+ 3 4 H37Rv
® RDRio-Ant
< 80 - RDRio-Rec
% 60
3
2 40-
I
o
- 204
»
0 < T L 4
D o &

Fig. 27 - Liberagéo de LDH por células THP-1 infectadas com Mtb.

Nota: Macrofagos derivados de monécitos THP-1 foram infectados ou ndo pelas cepas H37Rv, RDRio-Ant e
RDRio-Rec (MOI 10:1) nos tempos indicados. O resultado foi calculado em relagdo ao controle negativo,
considerado igual a 1, e apresentados como média e desvio padrao *p<0,05. Os (*) representam a diferenga
estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv.
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5.5.4 Ensaio de ELISA para IL-1p e IL-18

As células infectadas com RDRio-Rec liberaram mais IL-1 no sobrenadante em relacéo
as células infectadas com H37Rv apos 4h (Fig. 28A). Apds 48h, as celulas infectadas com
RDRio-Ant liberaram mais IL-1p do que as células infectadas com H37Rv e com RDRio-Rec
(p<0,001) (Fig. 28A).

Apenas em 48h de infeccao as células infectadas com RDRio-Ant liberaram mais IL-18

nos sobrenadantes, em relacéo as células infectadas com RDRio-Rec (p<0,05) (Fig. 28B).
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Fig. 28 - Liberacdo de IL-1B e IL-18 nos sobrenadantes celulares de células THP-1 infectadas com Mtb.

Nota: Macrofagos derivados de monécitos THP-1 foram infectados ou ndo pelas cepas H37Rv, RDRio-Ant e
RDRio-Rec (MOI 10:1) nos tempos indicados. Os resultados foram expressos em rela¢do a curva padrdo, na qual
0 pico mais alto equivale a 250pg/ml. E como média e desvio padrdo ***, % g ***p<0,001, ¥p<0,01, e°, *," e
’p<0,05. Os (*) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv, os (°) representam a diferenca
estatistica entre RDRio-Ant e RDRio-Rec, o0s () representam a diferenca estatistica entre RDRio-Rec e H37Ryv,
(+) representam a diferenga estatistica entre RDRio-Ant e CTRL, (-) representam a diferenca estatistica entre
H37Rv e CTRL, e (8) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Rec e CTRL.
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6. RESULTADOS

Para este experimento, foi seguido o mesmo protocolo realizado no topico 5.4.
Mantivemos este protocolo pois a concentracdo de PMA utilizada foi ideal para manter as
células aderidas, evitando perdas. Além disso, a alta concentracdo de PMA, juntamente com o
MOI 10, potencializou a infecgdo, permitindo uma melhor analise dos dados obtidos. Foi
possivel observar através de CFU que os dois experimentos apresentaram uma taxa de infeccao

proxima. Sendo assim, este resultado é representativo de dois experimentos independentes.

6.1. Quantificacdo da carga bacteriana por CFU

Avaliamos a carga bacilar dos isolados clinicos nos sobrenadantes celulares apés 6, 24
e 48h de infecgéo.

Os sobrenadantes das células infectadas com RDRio-Ant apresentaram maior carga
bacilar em relacdo as células infectadas com RDRio-Rec em 4h (p<0,05) (Fig. 29A). Em 48h
de infeccdo, as 3 cepas apresentaram carga bacilar similar nos sobrenadantes celulares (Fig.
29A).

As células infectadas com H37Rv apresentaram maior carga bacilar intracelular em 4h
de infecgdo em relacdo as células infectadas com RDRio-Ant (Fig. 29B). Em 24h de infeccéo,
os grupos RDRio-Ant e RDRio-Rec apresentaram carga bacilar intracelular similar. Em 48h,
as células infectadas com RDRio-Ant apresentaram maior carga bacilar intracelular em relagéo
as células infectadas com H37Rv e RDRio-Rec (p<0,05) (Fig. 29B).
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Fig. 29 - CFU extracelular e intracelular

Nota: Macrdfagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados pelas cepas H37Rv, RDRio-Ante RDRio-
Rec (MOI 10:1). (A) Contagem de CFU dos sobrenadantes (SN) apds cada tempo de infec¢do. (B) Contagem de
CFU intracelular (IC) em células THP-1 aderidas lisadas com &gua e SDS 0,1% apds cada tempo de infeccao.
Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo **p>0,01 e * e ° p<0,05. Os (*) representam a
diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv e (°) representam a diferenga estatistica entre RDRio-Ant e
RDRio-Rec. Néo foi possivel quantificar a carga bacilar de RDRio-Rec 24h pés infeccdo no sobrenadante das
culturas e de RDRio-Rec 4h pos infecgdo na CFU intracelular, representado por ND = N&o detectado.
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6.2. Micobactérias de sub-linhagem RDRio induzem maior expressdo de genes do
complexo de inflamassoma em celulas THP-1 infectadas

Para observar se as sub-linhagens de Mtb aumentam a expressédo de genes relacionados
ao inflamassoma, analisamos a expressao génica de NLRP3, AIM2, IL-1B e ASC com as
amostras apos 6, 24 e 48h de infeccao.

Apos 6h, RDRio-Ant induziu a regulacdo negativa de NLRP3 em relagdo as celulas
infectadas com H37Rv (p<0,05) (Fig. 30A). Em 24h, apenas RDRio-Rec induziu alta expressao
de NLRP3 em relacdo as células infectadas com RDRio-Ant e H37Rv (p<0,05) (Fig. 30A).

Apo6s 24h de infeccdo, RDRio-Ant induziu maior expressdo de IL-1p nas células
infectadas, em relagcdo a células infectadas com H37Rv. No mesmo periodo, RDRio-Rec
induziu maior expressao desse gene em relacdo ao mesmo grupo (p<0,001) (Fig. 30B). Ja em
48h, a infeccdo com RDRio-Ant induziu a maior expressdo de IL-1B em relagdo as células
infectadas com RDRio-Rec e H37Rv (p<0,05 e p<0,001, respectivamente) (Fig. 30B).

Em 48h, as células infectadas com RDRio-Ant apresentaram alta expressao do gene
AIM2 em relacdo as células infectadas com RDRio-Rec e H37Rv (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente) (Fig. 30C).

Apesar de apresentar uma regulacdo negativa apos 6h (p<0,001), houve maior inducéo
da expressdo de ASC 24h apds infeccdo nos grupos infectados com RDio-Rec em relagdo ao
grupo infectado com H37Rv (p<0,01) (Fig. 30D).



63

A B
NLRP3 mRNA IL-18 mRNA
2.0+ ' 51 ;
e 4 H37Rv ek
® RDRio-Ant 4 v
§ * RDRio-Rec 2 /E
3 3 3-
g 10{ W~ 2 /
z > | 3%
8 0.54 g I.?. i E‘//.\.
0.0 T T T 0 T T T
& N & & & s
C D
AIM2 mRNA ASC mRNA
54 L R 1.5+ =
o
4_ Jkk
§ z 1.0
o 34
g 3
£ £ ~=
27 305 g
w
14 a /-.
— o
0 . : : . T T '
o ~o
[ = o s o w

Fig. 30 - gPCR dos genes NLRP3, IL-1B, AIM2 e ASC.

Nota: Macréfagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados pelas cepas H37Rv, RDRio-Ant e RDRio-
Rec (MOI 10:1) nos tempos indicados. A expressao foi normalizada utilizando RPL37A como gene constitutivo.
Os resultados foram expressos em relagdo ao controle ndo infectado, e como média e desvio padrdo ***p<0,001,
©’p<0,01 e *, ° ¢ ‘p<0,05. Os (*) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv, os (°) representam
a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e RDRio-Rec, e 0s (‘) representam a diferenca estatistica entre RDRio-
Rec e H37Rv.

6.3. Micobactérias de sub-linhagem RDRio induzem o aumento de morte em
células THP-1

Fizemos o ensaio de liberacdo de LDH nos sobrenadantes celulares apds 6, 24 e 48h de
infeccdo para avaliar se houve morte celular. As células infectadas com RDRio-Ant e RDRio-
Rec induziram a maior de liberacdo de LDH em relacdo as células infectadas com H37Rv

(p<0,001 e p<0,001, respectivamente) (Fig. 31).
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Fig. 31 - Liberacdo de LDH por células THP-1 infectadas com Mtb.
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Nota: Macrdfagos derivados de monécitos THP-1 foram infectados H37Rv, RDRio-Ant e RDRio-Rec (MOI 10:1)
nos tempos indicados. A porcentagem de liberacdo de LDH foi calculada em relacdo a controles ndo infectados.
Como média e desvio padrdo ***p<0,001. Os (*) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Rv.

6.4. Liberacdo de IL-1p e IL-18 nos sobrenadantes celulares

Fizemos ELISA para quantificar a liberacdo de IL-1p e IL-18 nos sobrenadantes
celulares apo6s 6, 24 e 48h de infeccao.

Houve alta producéo de IL1-f em todos os grupos avaliados ap6s 4h de cultura. Porém,
apenas os grupos infectados com RDRio mantiveram niveis altos de produgéo dessa citocina
48h apds infeccdo. Em 48h, as células infectadas com RDRio-Rec liberaram maior quantidade
de IL-1B nos sobrenadantes, em relacdo as células infectadas com RDRio-Ant (p<0,01) e
H37Rv (p<0,001) (Fig. 32A).

Observamos que houve pouca liberacdo de IL-18 nos sobrenadantes das células
infectadas. Em 4h de infeccdo apenas as células infectadas com RDRio-Ant liberaram maior
quantidade de IL-18 em relacdo as células infectadas com RDRio-Rec (p<0,01) (Fig. 32B).
Apoés 24 e 48h de infecgdo os valores para liberagdo de IL-18 ficaram abaixo do limite de

deteccdo do teste (Fig. 32B).
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Fig. 32 - Liberacdo de IL-1pB e IL-18 nos sobrenadantes celulares de células THP-1 infectadas com Mtb.

Nota: Macréfagos derivados de mondcitos THP-1 foram infectados ou ndo (CTRL) pelas cepas H37Rv, RDRio-
Ant e RDRio-Rec (MOI 10:1) nos tempos indicados. Os resultados foram expressos em relagéo a curva padréo,
na qual o pico mais alto equivale a 250pg/ml. Como média e desvio padrdo ***, *** — 888 ¢ <’n<(0,001, ** e
%p<0,01 e *, * e ‘p<0,05. Os (*) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e H37Ryv, (°) representam a
diferenca estatistica entre RDRio-Ant e RDRio-Rec, (+) representam a diferenca estatistica entre RDRio-Ant e
CTRL, (-) representam a diferenca estatistica entre H37Rv e CTRL, e (8) representam a diferenca estatistica entre
RDRIio-Rec e CTRL.
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7. DISCUSSAO

RDRio é uma sub-linhagem de M. tuberculosis (Mth) com a maior circulacdo na
Ameérica do Sul, e também no Brasil (LAZZARINI et al., 2008). Foi observado que pacientes
com tuberculose pulmonar causada por RDRio desenvolvem um quadro clinico grave com a
presenca de cavitagdes pulmonares e hemoptise (LAZZARINI et al., 2008), o que pode facilitar
a disseminacdo da bactéria entre os contatos.

O Mtb é um bacilo intracelular facultativo, que infecta principalmente macréfagos
alveolares, os principais responsaveis por eliminar os bacilos e conter a infeccdo através da
formacgéo de granulomas (SEGOVIA-JUAREZ; GANGULI; KIRSCHNER, 2004b). Para que
a infeccdo seja contida, o hospedeiro deve ser capaz de ativar macrofagos e modular a ativacéo
de quimiocinas e citocinas, controlando a inflamacéo de forma que ndo ocorra necrose tecidual
e dano significativo (SAUNDERS; COOPER, 2000). Estudos anteriores demonstraram que
cepas de Mtb séo capazes de ativar diferentes vias de inflamassoma (BRIKEN; AHLBRAND;
SHAH, 2013; DORHOI et al., 2012; SAIGA et al., 2012; MISHRA et al., 2010b). Como RDRio
de Mtb causa uma doenca grave com formacao de cavitacdes pulmonares, suspeitamos que a
ativacdo de inflamassomas em macrofagos humanos derivados de linhagem THP-1 pudesse
estar associada com esse processo.

Células derivadas de leucemia monocitica aguda (THP-1) sdo frequentemente utilizadas
para a determinag&o in vitro das vias de sinal e das fun¢bes de macréfagos. Diversos trabalhos
utilizam essa linhagem, sem que haja um protocolo definido para o uso do PMA para a
diferenciacdo de mondcitos em macrofagos, o que aumenta o viés para analises dos resultados
na literatura disponivel. Biriken, Yazihan e Yilmaz (2018) demonstraram que o uso do PMA
em doses acima de 32,42nM causa citotoxicidade em células THP-1. Em contrapartida, Pinto
et al. (2020), demonstrou que monacitos diferenciados com baixas concentracdes de PMA
(8,1nM por 48 horas, seguido de 3 horas de descanso) apresentaram baixa expressdo de
proteinas associadas com o processo de fagocitose, como CD11b e CD14. Além disso, estudos
mostram que o estimulo com PMA pode aumentar o nivel de resposta inflamatdria basal de
linhagens monociticas, resultando em uma resposta pro-inflamatéria mais elevada a muitos
estimulantes inflamatdrios, como o lipopolissacarideo ou infec¢des por patdgenos (BiRiKEN;
YAZIHAN; YILMAZ, 2018). Wong e Jacobs Jr (2011), conseguiram detectar altos niveis de
liberag&o de IL-1p durante a infeccdo com H37Rv em células THP-1 diferenciadas com 100nM
de PMA por 3 dias seguido de 1 dia de descanso ap6s o estimulo. Em nosso estudo, observamos

que o estimulo de células THP-1 com uma baixa concentracdo de PMA (8,1 e 16,21nM)



66

resultou em menor infectividade das cepas e baixa responsividade das células, o que foi
potencializado quando aumentamos a concentracdo do PMA para 100nM.

Foi observado que os niveis de expresséo de genes de inflamacao e secrecdo de citocinas
pro-inflamatdrias aumentam quando células THP-1 sdo diferenciadas com alta concentracéo de
PMA (162,1nM) em comparacdo com as células THP-1 diferenciadas usando baixa
concentracdo (8,1nM) (PARK et al., 2007). O aumento da expressdo de IL-1B apoOs a
diferenciacdo com PMA foi relatado anteriormente a nivel de transcriptoma por Kohro et al.
(2004). Para confirmar esses dados, realizamos a analise da expressdo de IL-1B nas células
THP-1 diferenciadas apenas com PMA, sem outro estimulo apds a diferenciacdo, e também
observamos aumento na expressdo de IL-1B ao longo de 48h (dados ndo mostrados). Esses
efeitos podem justificar a alta liberacdo de IL-1p e IL-18 que observamos em nossos controles
ndo infectados logo nas primeiras horas de andlise, e que diminuiu ao longo do tempo. Ainda
que os controles ndo infectados do nosso estudo tenham sofrido uma forte ativacéo e estresse
celular devido a dose elevada de PMA, as respostas de macrofagos infectados foram altas a
ponto de observarmos diferencas estatisticas entre elas. Sendo assim, chegamos a concluséo de
que o estimulo de células THP-1 com 100nM de PMA, seguido por dois dias de descanso, seria
0 mais adequado para 0 nosso modelo de estudo.

De acordo com os dados existentes até 0 momento, é possivel afirmar que RDRio age
de forma diferente de outras cepas de Mtbh j& conhecidas, devido a suas caracteristicas
patoldgicas. Entretanto, ndo ha estudos demonstrando os efeitos moleculares e celulares
causados pela sub-linhagem RDRIio apds a infeccdo, seja in vivo ou in vitro. Em nosso estudo,
demonstramos que RDRio induz ao aumento da expressdo dos genes relacionados ao
inflamassoma NLRP3, AIM2 e IL-1p, e causa a morte de células THP-1 com 48h de infeccéo,
associada a liberacao de IL-1p por essas células. Nossos resultados estdo de acordo com estudos
semelhantes que j& foram publicados. No trabalho de Mishra et al. (2010) a cepa H37Rv de Mtb
foi capaz de ativar o inflamassoma NLRP3 de forma dependente da liberagcdo de ESAT-6 por
meio do sistema de secrecdo ESX-1, e induziu a liberagdo de IL-1p por macrofagos THP-1 ap6s
18h de infeccdo. Como o inflamassoma NLRP3 é uma importante via de ativacdo de IL-1p,
nossos resultados sugerem que NLRP3 esteja envolvido com a resposta inflamatoria durante a
infeccdo por RDRIio.

Em nosso modelo, tanto RDRio-Ant quanto RDRio-Rec induziram uma alta expresséo
do gene AIM2, em relacdo ao controle ndo infectado e a cepa H37Rv. O envolvimento do
inflamassoma AIM2 na resposta imune durante a infec¢éo pelo Mtb foi observado por Saiga et

al. (2012), quando macrofagos AIM27 infectados com a cepa H37Rv apresentaram ativagao



67

defeituosa de caspase-1 e comprometimento na secrec¢ao de IL-1p e IL-18 (SAIGA et al., 2012).
A infeccdo por micobactérias em camundongos AIM27 também induz respostas de IFN-y
super-reativa, com consequente redugdo da resposta protetora, levando a cargas de infecgdo
mais altas e patologia mais grave (YAN et al., 2018). Em nossos experimentos, a cepa H37Rv
ndo induziu aumento na expressdo do gene AIM2 ou na liberagcdo de IL-1p. Essas diferencas
podem ser justificadas por diferencas nos protocolos em relacédo ao tratamento das bactérias e
do tipo de célula utilizada.

Apesar de ndo observamos aumento na expressao génica de ASC nas células THP-1
estimuladas com LPS e ATP, ndo podemos afirmar que houve um mal funcionamento do
primer, j& que sinais de priming ndo parecem afetar os niveis de expressdo de ASC
(BAUERNFEIND et al., 2009). Além disso, apesar da proteina ASC, também conhecida como
Pycard, estar presente em todos os inflamassomas (STUTZ et al., 2013), observamos uma
regulacdo negativa e baixa expressdo desse gene em nosso modelo estudo. Diversos estudos
mostraram que o complexo Pycard, caspase-1 e NLRP3 é essencial para a maturacéo de IL-1
em macrofagos durante a resposta contra estimulos incluindo bactérias e fungos (ICHINOHE
et al.,, 2009; MARIATHASAN et al., 2006; WILLINGHAM et al., 2007). Alem de ser
necessario para que haja piroptose e pironecrose (FERNANDES-ALNEMRI et al., 2007;
TING; WILLINGHAM; BERGSTRALH, 2008). Em 2010, McElvania Tekippe et al.
demonstrou que camundongos Pycard” desenvolveram uma formacdo desorganizada de
granulomas, com auséncia de células dendriticas no pulmao, confirmando a hipdtese de que
Pycard afeta o agregado de células que formam adequadamente o granuloma. Sendo assim, a
baixa expressdo de ASC que observamos em células THP-1 infectadas com Mtb, pode estar
associada com algum mecanismo de viruléncia dessas cepas, e escape do granuloma. Em outro
trabalho, feito por Yan et al. em 2018, foi demonstrado que a expressdao de ASC foi
inversamente correlacionada com os niveis de IFN-B em PBMCs de pacientes com tuberculose.
Outros relatos apontam que os IFNs tipo 1 prejudicam a resposta Thl, inibindo as respostas
antimicrobianas induzidas por IFN-y em macrofagos € mondcitos durante a infecgdo por cepas
virulentas de Mtb (MANCA et al., 2001; ORDWAY et al., 2007). Sendo assim, a diminuicdo
da expressdo de ASC que observamos pode colaborar com a alta producédo de IFNs tipo 1 e
menor eficiéncia da resposta Thl.

AIM2 e NLRP3 sdo importantes vias de ativagdo de IL-1pB, IL-18 e morte celular por
piroptose. Sendo assim, 0 aumento de expressdo desses genes condiz com o aumento de morte
celular e liberagdo de IL-1B observada em nosso modelo de estudo, o que pode representar uma

inflamacdo exacerbada causada por RDRio. A IL-18, que faz parte da familia IL-1, estd
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relacionada com a imunidade protetora contra varios patdgenos intracelulares como
Leishmania, Toxoplasma e Salmonella (NAKANISHI et al., 2001). Alguns estudos
demonstraram que IL-18 desempenha papel importante na resposta protetora contra
tuberculose. Nesse cenario, a auséncia de IL-18 pode trazer impactos negativos, como
diminuigdo dos niveis de IFN-y, bem como de moléculas efetoras a jusante, como NOS-2, NO
e IDO, tornando o ambiente de tecido menos favoravel a ativacdo macrofagica classica e mais
propicio desenvolver uma infeccdo descontrolada (SCHNEIDER et al., 2010).

Camundongos deficientes de 1L-18 e/ou MyD88, sucumbiram rapidamente a infeccao
por micobacterias em contraste com camundongos WT, além de apresentarem diminui¢do da
resposta Thl (SCHNEIDER et al., 2010; TAKEDA et al., 1998). Em nosso estudo observamos
uma baixa producdo de IL-18 pelas células infectadas, o que pode contribuir para uma menor
resposta Thl e menor atividade antimicrobiana, induzida diferencialmente por cepas da sub-
linhagem RDRIio.

Até o momento, os estudos que mostram a interacdo de cepas virulentas de
micobacterias com o hospedeiro e a participacdo de inflamassomas durante a infec¢do séo
controversos. Muitos dados demonstram que o Mtb € capaz de ativar o inflamassoma, e
ressaltam a importancia da ativagdo de certas vias durante a infeccdo (MCELVANIA TEKIPPE
etal., 2010; MISHRA et al., 2010a; SAIGA et al., 2012). Enguanto outros estudos demonstram
o inverso, no qual NLRP3 é aparentemente dispensavel para o controle da tuberculose pulmonar
(DORHOI et al., 2012), ou que o Mtb é capaz de inibir a ativacdo de AIM2 (SHAH et al., 2013).
A diferenca observada entre esses resultados pode ser justificada pela variedade de linhagens
de células e bactérias incluidas em cada estudo, MOI utilizado, tempo de infec¢do ou até mesmo
nos efeitos que 0 PMA pode ter na expressao de alguns genes, considerando que ndo ha um
protocolo padrdo para o uso de PMA para diferenciacdo celular de mondcitos em macrofagos.

Diferentes cepas de Mtb podem ser amplamente diferenciadas em relagdo a sua
viruléncia e apresentagdo da doenca, que pode variar de assintomatica a doenca grave. Em parte,
a variabilidade na manifestacdo da doenca esta relacionada com o tipo da cepa responsavel pela
infeccdo, além do fundo genético e ambiental do hospedeiro. Neste trabalho, observamos que
RDRio-Rec apresentou maior taxa de infeccdo, maior indugdo de expressdo do gene NLRP3 e
liberacdo de IL-1B em relagdo a RDRio-Ant. Esses resultados apontam para uma possivel
diferenca na imunogenicidade dessas cepas, ja que as diferencas observadas na expressdo
desses genes ndo poderiam estar associadas com a quantidade de bactérias intracelulares, pois
em alguns momentos, as duas cepas apresentaram quantidades semelhantes de bactérias

intracelulares. Nossos resultados sugerem que possa ter havido mudancas na estrutura de cepas
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com a delecdo RDRIo ao longo de 20 anos de circulagdo. Porém, seriam necessarios estudos de
caracterizacdo genetica, por técnicas moleculares, para se determinar as diferencas e origens
filogenéticas de RDRio-Ant e RDRio-Rec.

O aumento que observamos na expressao de genes de inflamassoma, morte celular e
liberacdo de IL-1P na infecgdo com cepas da sub-linhagem RDRIo, sugerem que a ativacao de
inflamassomas e morte por piroptose esteja associada com a patologia causada por elas. Por ser
uma morte inflamatoria, a piroptose em excesso, pode induzir necrose tecidual por
hiperativacdo inflamatoria, com consequente formacdo de cavitagdes pulmonares. Nesse
contexto, os eventos que observamos podem ter ligacdo com a alta formacdo de cavitagdo
pulmonar observada no quadro clinico de pacientes. Entretanto, experimentos para analise da
clivagem de proteinas associadas a morte por piroptose, como por exemplo, caspase-1 e
gasdermina-D, seriam o ideal para confirmar essa hipotese.

Nesse contexto, sabemos que diferentes cepas de Mth ativam diferencialmente 0s
inflamassomas, porém, nosso trabalho é o primeiro a demonstrar a associacao entre as cepas
virulentas RDRio e a ativacdo de inflamassomas em macréfagos humanos derivados da
linhagem THP-1. Atualmente, as respostas imunologicas de pacientes com tuberculose sdo
incompletamente caracterizadas e devem ser exploradas para permitir o estabelecimento de
novas vacinas, diagnosticos e tratamentos. Sendo assim, entender melhor como o0s
inflamassomas estdo envolvidos nesses processos corrobora para 0 conhecimento da sua
patogénese, bem como questionamentos sobre diferentes abordagens de terapias, como por
exemplo, o blogueio da ativacdo de inflamassomas para maior controle da inflamagéo local e
de formagéo de granulomas. Tal como o estudo de Xie et al., (2021), sugeriu que regular a
translocacdo de NFxB para o nucleo celular resulta na diminuicdo da transcricdo de genes
envolvidos na formacéo do complexo NLRP3 e consequentemente na liberacao de IL-1p e IL-
18 e morte celular de células da microglia infectadas com a cepa H37Ra de Mtb.

Nossos dados salientam a importancia da realizagdo de estudos que incluam cepas com
relevancia clinica para nosso pais e de disseminacdo global, como ¢é o caso da sub-linhagem
RDRio, considerando que as respostas celulares induzidas por determinadas cepas podem ser
diferentes. Além disso, cepas padrao de laboratorio como a H37Rv ndo sdo a melhor opgéo para
usar como modelo de comparagdo com cepas clinicas, devido a diminuicdo da sua viruléncia e
patogenicidade e por isso néo reproduzem a infeccdo como realmente ocorre no hospedeiro.
Além disso, mostramos que cepas da mesma sub-linhagem induzem respostas diferentes
dependendo do seu tempo de circulacdo. O monitoramento da evolucdo de um patdgeno ao

longo dos anos pode ser de grande importancia para melhor compreensdo sobre o seu
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comportamento em termos de patogenicidade, favorecendo a elaboracao de esforgos futuros no
combate a doenca. No caso de RDRio, estudos nesse ambito, colaboram para o

desenvolvimento de estratégias de controle de saude publica para TB em escala regional.
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8. CONCLUSOES

Este € o primeiro estudo que aborda a interacdo da sub-linhagem de maior circulacdo no
Brasil, com macrofagos humanos. Nossos resultados demonstram, que RDRio pode ter sofrido
alteracGes que favoreceram a sua viruléncia nos tempos atuais. Concluimos que RDRio modula
diferencialmente a expressao dos genes relacionados a ativacdo de inflamassoma, em células
THP-1 infectadas, em relacdo a cepa padréo de laboratério H37Rv, com consequente morte
celular e liberacdo de IL-1P. Esses mecanismos podem estar associados com a facilidade de
RDRio de se disseminar e causar doenca grave, o que foi potencializado ao longo de 20 anos

de circulagéo.
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