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RESUMO

A autofagia € um processo de degradacdo e renovagdo de moléculas
importante tanto para a homeostase quanto para contencdo de patdgenos, sendo
chamada de xenofagia. No entanto, patégenos como Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) conseguem evadir da xenofagia ao agir em diversas etapas, como impedir a
formacgao da vesicula e, a acidificacdo do lisossomo, que sao etapas importantes para
a eliminagao do patégeno. Neste trabalho observamos que a bactéria deficiente para
a lectina de Mtb sMTL-13 (ARv1419) é capaz de induzir o acumulo de lisossomos em
macrofagos infectados e que essa via estaria conectada com a autofagia, visto que,
na auséncia de proteinas GBP, importantes na indu¢ao da autofagia, nao é observado
esse acumulo. Além disso, foi mostrado que sMTL-13 poderia interagir com catepsina
B, uma protease presente em lisossomos capaz de regular negativamente a autofagia.
Assim, hipotetizamos que a catepsina B interage com sMTL-13 e promove a regulagéo
negativa da autofagia e, consequentemente, regula negativamente o acumulo de
lisossomos. Observamos que sMTL-13 nao é capaz de modular a autofagia quando
avaliamos a conversado de LC3B, mas que poderia regular a nivel transcricional. Por
outro lado, notamos que, apesar de ser regulada negativamente durante a infecgéo, a
catepsina B aumenta o recrutamento de lisossomos, mas nao possui relagdo com
sMTL-13. No entanto, percebemos que a secre¢ao de TNF-a dependente de sMTL-
13 é também dependente de catepsina B. Esses dados mostram que sMTL-13 n&o
modula a autofagia, logo a regulagdo feita sobre o acumulo de lisossomos é
consequéncia da regulacado de outra via. Os dados sugerem, ainda, que o controle
sobre a secrecado de TNF-a é independente da regulagdo do acumulo de lisossomos.

Palavras- chave: Catepsina B, sMTL-13, tuberculose, LC3B, Xenofagia



ABSTRACT

Autophagy is a process of degradation and renewal of molecules important to
homeostasis and also for pathogen containment, been called xenophagy. However,
pathogens such as Mtb are able to evade xenophagy by acting in several stages like
inhibits vesicle formation and lysosome acidification, important steps to pathogen
elimination. In these work, we observed that knockout bacteria for an Mtb lectin SMTL-
13 (ARv1419) is able to induce lysosome accumulation in infected macrophages and
this process would be related to autophagy, since in the absence of GBP proteins,
important to autophagy induction, this accumulation is not observed. Besides that, has
been shown that sMTL-13 can interact with cathepsin B, a lysosomal protease able to
downregulate autophagy. Thereby, we hypothesize that cathepsin B interact with
sMTL-13 and promote the negative regulation of autophagy and then downregulate
lysosome accumulation. We could observe that sSMTL-13 was not able to modulate
autophagy when we evaluate LC3B conversion, but it could regulate at the
transcriptional level. On the other hand, we could observe that, even though it's
downregulated during infection, cathepsin B were able to increase lysosomal
recruitment during infection, but It was not related to sMTL-13. However, we observed
that the secretion of sMTL-13-dependent TNF-a is also dependent on cathepsin B.
These data show that sMTL-3 does not regulate autophagy and thereby the lysosome
accumulation is a consequence of the regulation of another pathway. And also,
suggests that the control of sSMTL-13 under TNF-a secretion is independent of the
regulation of lysosome accumulation.

Key- words : Cathepsin B, sMTL-13, tuberculosis, LC3B, Xenophagy
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1. INTRODUGAO

1.1.  AUTOFAGIA EM EUCARIOTOS

Na biologia celular, a autofagia € um processo evolutivamente conservado tendo
como objetivo a degradagao e renovagao de moléculas. Além disso engloba outros
trés processos especificos: microautofagia, autofagia mediada por chaperonas e
macroautofagia. Estes processos envolvem toda uma maquinaria intracelular que se
baseia em enderecamento de alvos para degradagao no lisossomo. Os alvos deste
processo podem variar desde organelas defeituosas até patégenos. Todas essas
fungdes sdo importantes na manutengcdo da homeostase, diferenciacdo e defesa
celular (CECCONI; LEVINE, 2009; GUO, BIN et al., 2014; PARZYCH; KLIONSKY,
2013).

Primeiramente, a microautofagia € um processo que ocorre diretamente na
membrana do lisossomo e podem ser divididos em cinco etapas. Inicialmente, ocorre
a invaginagdo com formagéo do tubo autofagico, seguido da formagao da vesicula,
expanséo, cisao e, por fim, degradacdo. Este processo possui alguns pontos em
comum com a macroautofagia, como por exemplo, o envolvimento das proteinas
relacionadas a autofagia (ATG, do inglés autophagy related proteins), como Atg5-
Atg12 e Atg16. Além disso, pode ser regulado pelo alvo da rifampicina (mTOR, do
inglés mamalian target of ripamycin) de forma que é ativado em uma condicdo de
privagdo de nutrientes. Ainda, a microautofagia pode ser direcionada a alvos
especificos, como os peroxissomos, as mitocdndrias € membranas nucleares. Entre
os 3 processos citados anteriormente, esse é o menos estudado( LI; LI; BAO,
2012)(BELLU et al., 2001; CRESPO et al., 2002; DAWALIBY; MAYER, 2010; EPPLE
et al., 2001; KIRISAKO et al., 2000; KISSOVA et al., 2007; KLIONSKY et al., 2012;
SATTLER; MAYER, 2000; UTTERNWEILER et al., 2007).

Além disso, o processo de autofagia mediada por chaperonas, diferente dos
demais, faz o enderecamento de proteinas especificas e solluveis para os lisossomos
sem a formacao de uma vesicula. Tendo como diferengas o reconhecimento do alvo
e a entrega ao lumen lisossomo, a autofagia € considerada um processo altamente
especifico pois € mediada por chaperonas, como por exemplo, a proteina de choque

térmico 90 (HSP9O0, do inglés heat shock protein 90) e a proteina cognata de choque
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térmico 70 (HSC70, do inglés heat shock cognate protein 70). As chaperonas possuem
como substrato proteinas que sdo marcadas por um dominio pentapeptidico KFERQ.
Uma vez que as proteinas interagem com as chaperonas sdo desdobradas da
conformacao terciaria e serao translocadas para os lisossomos com ancoramento das
chaperonas e interagado com a glicoproteina associada a membrana de lisossomos 2A
(Lamp2A do inglés, lysossome-associated membrane glycoprotein 2A). O alvo das
chaperonas pode incluir enzimas glicoliticas, fatores de transcricdo e proteinas
ligadoras de calcio (ANIENTO et al., 1993; CUERVO, 2010; CUERVO; DICE, 1996;
DICE, 1990, 2007; LIU et al., 2009; SALVADOR et al., 2000).

Ja a macroautofagia, por sua vez, € um processo que envolve a formagao de

uma vesicula de membrana dupla e tem como alvo desde organelas defeituosas até

Autofagossomo Lisossomo
I | g \ Fusdo do
=g ., : {1 Naues - < P lisossomo
P x B : i 7
2 ; /
‘e s : — 7
ol W 7777777
a Autofagolisossomo
W ] F i1 Ce 3
3 @ 4 g
\ﬁ‘ J
Iniciagdo do fagoforo Degradagéo por Produto degradadc

e elongagdo enzimas hidroliticas

Figura 1 — Representacao esquematica da macroautofagia em eucariotos. (Adapatado de Ndoye,
et al., 2016)

patégenos. Além disso, este processo pode ser dividido em nao seletivo e seletivo. O
primeiro ocorre em situagdes de privacao de nutrientes, em que a célula degrada
organelas e moléculas triviais para fornecer nutrientes para fungdes basicas. Ja o

segundo, envolve o enderecamento de alvos especificos como mitocéndrias,



peroxissomos e patogenos, sendo chamados, respectivamente, de mitofagia,
peroxifagia e xenofagia. Como processo, inicia-se com o reconhecimento do alvo, e
em seguida, a formagao de uma vesicula que pode variar de 0,5 a 1,5 um de didmetro.
A respeito disso, acredita-se que em eucariotos a vesicula se origina do reticulo
endoplasmatico. Uma vez que a vesicula é formada, sera enderecada para o
lisossomo para a degradagdo, como ocorre nos outros processos. Todo esse
processo € dividido em etapas que podem ser reguladas, sendo elas: inducgao,
nucleagéo, elongagao, conclusao e fusdo (ASHRAFI; SCHWARZ, 2013; DUNN et al.,
2005; ITAKURA; MIZUSHIMA, 2010; LEVINE, 2005; PARZYCH; KLIONSKY, 2014;
SHINTANI; KLIONSKY, 2004; YORIMITSU; KLIONSKY, 2005).

A inducéo ¢ iniciada quando uma proteina adaptadora, como sequestoma (ou
p62) ou a proteina do ponto nuclear 52 (NDP52, do inglés nuclear dot protein 52), que
funcionam como receptores autofagicos, identificam cargas ubiquitinadas. Quando
isso acontece, € recrutado um complexo formado por Unc-51 semelhante a quinase
ativadora de autofagia (ULK1, do inglés Unc-51 like autophagy activating kinase 1),
Atg13 e a proteina de 200 kDa interactora da FAK (FIP200, do inglés FAK interacting
protein of 200kDa). Esse complexo existe naturalmente na célula, mas é inibido por
um outro complexo, chamado de mTORC1. Em condi¢des fisioldgicas mTOR fosforila
o primeiro complexo e impede que a autofagia prossiga. No entanto, em situagdes de
privagado de nutrientes, mTORC1 ¢ inibido e o complexo sofre desfosforilacdo e a
autofagia progride para nucleagcdo (HOSOKAWA et al., 2009; JUNG et al., 2009; VON
MUHLINEN et al., 2010; YU-SHIN SOU, SATOSHI WAGURI, JUN-ICHI IWATA,
TAKASHI UENO, TSUTOMU FUJIMURA et al., 2008).

Em seguida, a nucleagao se inicia com o recrutamento de Atg14 e fosfatidil-
inositol-3-Kinase (PI3K) que gera PI3P (fosfatidil-inositol-3-fosfato), que por sua vez,
recruta outras PI3K, como PI3K3C e PI3K4R, e beclin 1. Esse processo pode ser
regulado em algumas etapas, como por exemplo, na ligacdo de beclin-1, na qual
ocorre ligacdo de uma segunda proteina chamada de proteina do linfoma de célula B
(Bcl-2, do inglés B-cell lymphoma protein 2), anti-apoptética, que impede a progressao
(BURMAN; KTISTAKIS, 2010; FURUYA et al., 2005; LIANG et al., 1998).

O processo de elongagcao pode ocorrer por duas vias. A primeira com
recrutamento do complexo formado por Atg12, Atg5 e Atg16L1, que € desvinculado

quando o autofagossomo é formado. A segunda é o recrutamento da proteina
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associada a microtubulos (LC3, do inglés microtubule-associated protein 3). O LC3I é
uma pré-proteina dispersa tanto no nucleo quanto no citoplasma e quando ha o
estimulo para autofagia é clivado por Atg4b, que expde o sitio para lipidagdo por
fosfatidiletanolamina (PE, do inglés phosphatidylethanolamine). Em seguida é
recrutadas Atg7, Atg3 e Atg12 que formam o LC3II. A deficiéncia de Atg4 leva a um
acumulo de pré-autofagossomos nao fechados, demonstrando a importancia de LC3l|
para a elongagcdo e fechamento da vesicula. Além disso, esta relacionado
indiretamente com a maturagcédo do autofagossomo, uma vez que pode interagir com
FYCO1, relacionado a migracéo para regido perinuclear.(GENG; KLIONSKY, 2008;
KABEYA et al., 2000; MIZUSHIMA et al., 2003; NAKATOGAWA et al., 2012;
WEIDBERG et al., 2010)

Por fim, a conclusdo e a fusdo com os lisossomos € realizada por um processo
de ancoramento do autofagossomo no lisossomo através do complexo de SNARE (do
inglés soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protein receptors))
e das proteinas relacionadas a Rab (Rab, do inglés Ras-related protein),
principalmente a Rab7 e os fatores de amarras (do inglés tethering factors.(GUO,
WEN JIE et al., 2010; GUTIERREZ, MAXIMILIANO G. et al., 2004; JAGER, 2004;
JIANG et al., 2014; KIRISAKO et al., 1999).

As proteinas Rabs, sdo as responsaveis pelo trafego entre vesiculas e
geralmente estdo associadas a uma vesicula. Por exemplo, a Rab5 esta associado a
endossomos e autofagossomos iniciais (ZEIGERER et al., 2012; ZHOU et al., 2017)
e a Rab 7, por sua vez, esta associada a autofagossomos. A proteina Rab7 € uma
das mais descritas no processo de fusao e possui diversos interactores, chamados de
efetores que irdo facilitar a fusdo. A principio o autofagossomo esta disperso no
citoplasma e os lisossomos estédo na regido perinuclear. Entdo para que ocorra a fusao
€ necessario que o autofagossomo migre para a regidao perinuclear. Algumas
proteinas relacionadas a migragao séo as proteinas lisossomais interactoras de Rab
(RILP, do inglés Rab interacting lysossomal protein), a proteina relacionada a
oxiesterol 1(ORP1L, do inglés Oxysterol-binding protein related protein 1) e dinamin
que sao proteinas efetoras de Rab7 e fazem esse transporte até a regido perinuclear.
Adicionando a isso, a Rab7 pode ser regulada por outras proteinas como UVRAG que
regula positivamente Rab7 através da interagcdo com VPS16 (GUTIERREZ, M. G.,



2004; JAGER, 2004; JORDENS et al., 2001; PANKIV et al., 2010; SMITH et al., 2008a;
WIJDEVEN et al., 2016; ZEIGERER et al., 2012; ZHOU et al., 2017).

Uma vez que o autofagossomo atinge a regiao perinuclear, ocorre o processo
de ancoramento na membrana do lisossomo que envolve o complexo SNARE e ainda
Rab7. O complexo SNARE é composto por mais de 60 proteinas que, de forma geral,
regulam a fusdo de membranas. Essa agao se deve a interagdo entre os pares de
SNARE entre as vesiculas. No caso da fusdo do autofagossomo com o lisossomo a
sintaxina17 (Stx17), uma SNARE, interage com VAMPS8 de lisossomos, 0 que leva ao
ancoramento de uma vesicula na outra (ITAKURA; KISHI-ITAKURA; MIZUSHIMA,
2012; NAKAMURA; YOSHIMORI, 2017).

Por fim, os fatores de amarra facilitam a interacdo das vesiculas e a fusao destas
ao abrir caminho entre as membranas e permitir a formagao dos complexos SNARE.
Um exemplo é o complexo HOPS, que inclui proteinas como VPS33A, VPS16, VPS11,
VPS18, VPS39 e VPS41, que sdo capazes de interagir com Stx17. Além disso, a
deplecéo dessas proteinas resulta na interrupgcao do fluxo autofagico e acumulo de
fagossomos LC3 e Stx17 positivos, sugerindo que o complexo HOPS promove a fusao
do autofagossomo com lisossomos através da interagdo com Rab7 (JIANG et al.,
2014).

1.2. XENOFAGIA

Durante a infecgdo por patdégenos intracelulares € comum que o processo de
autofagia esteja envolvido no controle da infecgdo, sendo chamado de xenofagia. No
entanto, alguns patégenos como Listeria monocytogenes, Fransciella novicida e
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) evoluiram para escapar deste sistema e
sobrevivem no ambiente intracelular. (BACH et al., 2008; CHANDRA; KUMAR, 2016;
CHEN et al., 2015; GOMES; DIKIC, 2014; Ql et al., 2016; YOSHIKAWA et al., 2009).

A L. monocytogenes por exemplo, consegue prevenir a ubiquitinagao de proteinas
da superficie celular através da interagdo com MVP (proteina de salto principal, do
inglés major vault protein). Além disso, as proteinas PICA e PIcB da bactéria
conseguem impedir a lipidacdo de LC3, de forma que a vesicula nao feche. Ja a F.
novicida consegue reduzir a produgédo de lisossomos e autofagia, de modo geral,
através da regulagéo positiva de uma protease presente em lisossomos, a catepsina
B Outros exemplos sao a Shigella flexneri que inativa Rab1 e impede a formacéo do
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autofagossomo e a Legionella pneumophila quebrando a ligagcdo entre LC3 e PE
(CHOY et al., 2012; DONG et al., 2012; DORTET; MOSTOWY; COSSART, 2012;
MITCHELL et al., 2015; QI et al., 2016).

Mtb, por sua vez, possui mecanismos de escape muito bem elaborados e que
podem subverter esse processo em varias etapas, como na fusao. Ja € conhecido que
o glicolipidio ManLam da parede celular da bactéria € capaz de induzir MAPK p38, do
hospedeiro, de forma a inibir a fusdo do fagossomo com o lisossomo. Assim, a bactéria
consegue evadir da degradacéo no lisossomo. Outros mecanismos ja descritos séo a
inducdo de mTOR via IL-10 e impedir a acidificagao de lisossomos ao inibir as bombas
VATPases. Além disso, ESAT-6, proteina secretada pelo sistema ESX-1, impede a
progressao de autofagossomos iniciais (Rab5 positivos) para tardios (Rab7 positivos)
(Figura 2).(BACH et al., 2008; CHANDRA; KUMAR, 2016; DHANDAYUTHAPANI et
al., 1995; DUAN et al., 2016; PERSKVIST; ZHENG; STENDAHL, 2000; WONG et al.,
2011).
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1.3. Mycobacterium tuberculosis
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Em 1982 Robert Koch descreveu o bacilo causador da tuberculose,
denominado de Mtb. E chamado, também, de bacilo alcool-acido resistente (BAAR)
devido a parede celular que confere a capacidade de serem corados pela técnica de
Ziehl Nilsen, a qual os bacilos sdo corados com fuscina a quente e resistem a
descoloragdo por uma solugdo acida (Brandt, Lloyd, 1954). A respeito das
caracteristicas microbiologicas, a parede celular €& chamada de micolil-
arabinogalactano-peptideoglicano ou mAGP. A parede é dividida em 3 partes. A
primeira, logo acima da membrana plasmatica € composta por peptideoglicano que é
responsavel por conferir a rigidez e resisténcia a pressdo osmoética. E formada
principalmente por residuos de N-acetilglicosamina (GIlcNac) e acido muréamico
modificado (Mur). Logo acima, ha uma camada de arabinogalactano e se une ao
peptideoglicano através de ligacéo de fosfodiesterase. E em seguida, ha a camada de
acidos graxos de cadeia longa (60 a 90 atomos de carbono) denominado acido
micoélico (BRENNAN, 1995; BRIKEN et al., 2004; COOK et al., 2009; FORRELLAD et
al., 2013; SCHLESINGER; HULL; KAUFMAN, 1994).
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Figura 3 - Representagcao esquematica da parede celular do Mycobacterium
tuberculosis. (Adaptado de PARK; BENDELAC, 2000).
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A membrana plasmatica de Mtb (Figura 3), por sua vez, possui lipideos livres e
proteinas, que sdo responsaveis pela viruléncia da bactéria como, por exemplo, os
glicolipideos MaLaM e fosfatidilinositol manosideo (PIM) que sdo capazes de ativar
receptores de manose como CD206 e induzir a fagocitose e diminuir a acidificagao do



lisossomo e também a fusdo do autofagossomo com o lisossomo. Outro lipideo de
membrana importante para Mtb é o LpgH, que é capaz de ativar TLR2 e induzir a
secrecao de citocinas pro-inflamatéria. Além dessas moléculas presentes na parede
célula,r existem também proteinas que sao secretadas pela bactéria. Esse conjunto
de proteinas é chamado de proteinas do filtrado de cultura (CFP, do inglés culture
filtrate proteins). A secregcdo dessas proteinas é feita por sistemas de secregéo da
bactéria que sao responsaveis por translocar a proteina pela membrana plasmatica e
parede celular. Existem trés sistema bem descritos: Sec-transporte, Tat - transporte e
ESX-1. Sendo o ultimo um importante sistema para a viruléncia da bactéria.
(ASTARIE-DEQUEKER et al., 1999; BAFICA et al., 2005; CHIEPPA et al., 2003;
FELTCHER; SULLIVAN; BRAUNSTEIN, 2010; JONES et al., 2001; KANG et al., 2005;
MEANS et al., 1999; QUEVAL; BROSCH; SIMEONE, 2017; SCHLESINGER, 1996;
SINGH et al., 2006; SONNENBERG; BELISLE, 1997; TORRELLES; AZAD;
SCHLESINGER, 2006)

Os dois primeiros sao sistemas ja descritos em outras bactérias e ambos se
baseiam no reconhecimento de uma sequéncia peptidica N-terminal que permite a
translocacao pela membrana e posteriormente a clivagem deste sitio para liberagéo
da proteina. O sistema Sec reconhece a sequéncia através da proteina SecA, que
transloca para o sistema transmembrana Sec YEG que expde na membrana. Em
seguida, a proteina é clivada por LspA. Boa parte das proteinas que sdo secretadas
sao lipoproteinas e importantes para a viruléncia, como o LpgH. A auséncia de LspA
reduz a viruléncia da bactéria sem impedir a maturagdo do fagossomo, mostrando a
importancia desse sistema para a evolugdo da infecgdo. (LIGON; HAYDEN;
BRAUNSTEIN, 2013; PAPANIKOU; KARAMANOU; ECONOMOU, 2007; PENNINI et
al., 2006; RAMPINI et al., 2008)

O sistema Tat é similar ao Sec transporte e necessita de uma sequéncia sinal
para secrecdo da proteina. E um sistema importante pois seus substratos s&o
protéinas como a B-lactamase que, conforme demonstrado, se nao for secretada, nao
confere resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos. Os sistemas Tat e Sec séao
considerados genes essenciais. Nao é possivel fazer a delegéo de, por exemplo, SecA
sem prover uma copia, mostrando que a funcao se estende desde a infecgao até na
homeostase bacteriana (BRAUNSTEIN et al., 2001; GUO, XINZHENG V. et al., 2007;
MARRICHI et al., 2008; MCDONOUGH et al., 2005; SASSETTI; RUBIN, 2003).



21

O ESX-1 é um sistema composto por proteinas que sdo codificadas pelo locus
RD1 e consiste em um sistema de secregao que nao utiliza o reconhecimento de
sequéncias sinais ja descritas anteriormente. No entanto, similar aos demais, secreta
proteinas importantes para a viruléncia e ja foi demonstrado que bactérias mutantes
para o sistema ESX-1 sdo atenuadas durante a infeccdo em macréfagos e
camundongos (ABDALLAH et al., 2007; GUINN et al., 2004; HSU et al., 2003).

Durante o processo de infecgdo, a bactéria é fagocitada e consegue evadir da
degradagao no lisossomo ao escapar do autofagossomo para o citosol. Ja foi descrito
que o escape da bactéria € dependente do sistema ESX-1 (Smith, et al., 2008). A
auséncia deste sistema leva a incapacidade da bactéria ir para o citosol.
Corroborando isso, a bactéria BCG (Bacilo Calmette-Guerin) é deficiente para esse
sistema e fica restrita as vesiculas, sendo ndo patogénica. Dessa forma, duas
proteinas tém sido descritas como importantes para esse processo, ESAT-6 e CFP-
10. A auséncia de apenas ESAT-6 também impede o escape para o citosol e a
ativacao de varias sinalizagdes intracelulares que contribuem para o escape do
sistema imunoldgico, como a produgéo de IFN tipo | . Apesar disso, ainda ndo é bem
esclarecido como o sistema ESX-1 de fato leva o escape da bactéria para o citosol e
suas consequéncias para a patologia da tuberculose (HSU et al., 2003; JAMWAL et
al., 2016; LEWIS et al., 2003; PYM et al., 2002; RENSHAW et al., 2002; SMITH et al.,
2008b; VAN DER WEL et al., 2007; WIENS; ERNST, 2016).

1.4. TUBERCULOSE E RESPOSTA IMUNOLOGICA

A tuberculose (TB) é uma das principais doengas infecciosas disseminadas
globalmente, estando entre as 10 doengas que mais causam morte em todo mundo.
Estima-se que, atualmente, 1,7 bilhdes de pessoas estdo infectadas com o bacilo e
dentre estes, de 5 a15% irdo desenvolver doenga na sua forma ativa. Em 2017, foram
identificados 10,4 milhdes de novos casos, além de 1,7 milhdes de ébitos (WHO,
2018).

A transmisséao da tuberculose ocorre pelo ar através da tosse de individuos com a
doenca ativa. Essas goticulas podem ser inaladas por individuos saudaveis e uma vez
que a bactéria chega aos alvéolos, uma resposta imunolégica comega pelas células



residentes como macrofagos alveolares. Inicialmente ha uma intensa migracao de
células fagociticas como neutréfilos, macrofagos e células dendriticas. Apds alguns
dias, ocorre a apresentacao de antigenos, o que permite a sele¢ao e expansao clonal
de linfécitos antigeno-especificos. O recrutamento destas células, tanto da imunidade
inata quanto adaptativa, gera uma estrutura chamada de granuloma que permite, na
maioria das pessoas, a contengao do patdégeno eliminando-o ou estabelecendo um
estado de laténcia. No entanto, 10% dos individuos infectados ndo conseguem conter
o potencial patogénico do Mtb e progridem para a forma ativa e manifestam a
sintomatologia clinica da infeccdo (PETERS; ERNST, 2003; PIETERS, 2008;
RUSSELL, 2007; WHO, 2018).

Os individuos com a forma latente da infec¢cado apresentam positividade para os
testes PPD ou tuberculina (TST, do inglés tuberculin skin test) e para o IGRA (do
inglés, Interferon — y release assay), no entanto ndo apresentam sintomatologia
clinica. Ja os individuos com a doenca ativa, além da positividade para estes testes
apresentam positividade para a radiografia de pulmdo, mostrando as lesbes
granulomatosas, bem como para exames microbioldgicos e moleculares. Como
sintomatologia, apresentam febre noturna, perda de peso, tose e hemoptise. Neste
ultimo caso, a bactéria consegue subverter a resposta imunoldgica e a progressao da
doenca para forma ativa depende de diversos fatores, bem como viruléncia da
bactéria, resposta imunolégica e comorbidades, como a infe¢do por HIV (ESMAIL et
al., 2014; FOGEL, 2015; NARASIMHAN et al., 2013; PAI et al., 2016; TOOR et al.,
2014).

Diante disso, algumas classes de proteinas como lectinas s&o utilizadas por
patdgenos durante processos infecciosos, e € importante para adeséao célula a célula,
apoptose e agregagao. Sao proteinas que fazem reconhecimento e aderéncia a
carboidratos. Um exemplo de lectina em Mtb bem descrita € a HBHA (hemaglutinina
ligante de heparina), que promove ligagcao a carboidratos sulfonados e participa da
disseminagao da bactéria para outros sitios de infeccao no hospedeiro (CUMMINGS;
MC EVER, 2009; PETHE et al., 2001).

Uma outra lectina (sMTL-13) de Mtb foi descrita pelo nosso grupo. Analises in silico
e funcionais revelaram que esta proteina tem similaridade com a cadeia 3 da ricina e
€ codificada pelo gene Rv1419 de Mtb (NOGUEIRA, LUCAS et al., 2010).
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A ricina é uma toxina produzida por Ricinus communis. E composta por duas
cadeias, a e B. a cadeia a responsavel pelo efeito tdéxico, que impede a sintese
proteica em células de mamiferos. No entanto, o sucesso desta toxina depende da
entrada na célula. Nesse sentido, a cadeia B € responsavel pelo ancoramento na
membrana plasmatica ao interagir com carboidratos dessa sendo essencial para a
translocacdo da cadeia a para o meio intracelular (MOSHIRI; HAMID; ETEMAD,
2016).

Considerando isso, até o presente momento o que se sabe € que sMTL-13 é
secretada no CFP (NOGUEIRA et al.,, 2012) e é capaz de induzir producdo de
citocinas como IL-6, IL-12 e induzir a produgao de IFN-y por linfécitos (MENEZES,
2012). Recentemente foi mostrado, pelo nosso grupo, que a auséncia desse gene
desregula o trafego de vesiculas intracelulares, de forma que ocorre redugdo na
liberacao de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa, do inglés tumor necrose fator alfa)
(dados nao publicado). Somado a isso, em 72 horas pos infeccdo ha aumento no
recrutamento de lisossomos em macrofagos infectados pela bactéria deficiente para
o gene Rv1419, chamada de ARv1419, em relagao a infeccdo pela bactéria selvagem
(H37Rv). Esse conjunto de dados sugere que sMTL-13, além da fungéo ja predita de
ancoragem na membrana plasmatica, pode interferir com o trafego de vesiculas, bem
como a secregao de citocinas de forma a impactar o progresso da infeccéo (dados
nao publicados).

O recrutamento de lisossomos durante infecgées pode ocorrer em alguns
momentos. Inicialmente quando ocorre a fagocitose, a vesicula formada precisa
fundir-se com o lisossomo para que o conteudo seja degradado. Em um segundo
momento, no caso de Mtb, quando a bactéria ja escapou para o citoplasma, a célula
tenta responder induzindo xenofagia. Como no primeiro processo, € necessario que o
autofagossomo se funda com o lisossomo para morte da bactéria. No entanto, ja se
sabe que Mtb escapa desse processo ao inibir a fusdo de autofagossomos com
lisossomos. Entdo o que se observa é que durante a infeccdo pela Mtb H37Rv nao
ocorre recrutamento de lisossomos. Porém, a infeccao pela Mtb ARv1419, induz
recrutamento de lisossomos neste tempo (dados n&do publicados). Esse processo
pode ser consequéncia da desregulagcdo da autofagia. Além disso, em um

experimento foi evidenciado, por microscopia eletrénica, o acumulo de vesiculas com



morfologia de lisossomos em tempos tardios de infecgdo pelo Mtb ARv1419 (dados
n&o publicados) (KAPOSZTA et al., 1999; RUSSEL, 2016; SHARMA et al., 2018).

Um trabalho de 2018 realizou uma analise de interactoma de proteinas de Mtb
com proteinas de macréfagos humanos. Em torno de 105 proteinas de Mtb que podem
ser secretadas (predicao in silico) foram expressas em células 293T e purificadas. E
cada uma dessas proteinas foi incubada com um extrato de macréfagos U937 e foi
feito um pull down. Essa técnica consiste em purificar a proteina conhecida, no caso
a de Mtb, e avaliar quais proteinas do macrofago se ligaram as proteinas de Mtb. Esse
conjunto de dados pode mostrar com qual processo celular as proteinas de Mtb podem
estar relacionadas. Uma das proteinas de Mtb analisadas foi a sMTL-13 e o trabalho
revelou que pode interagir com Catepsina B (PENN et al., 2018).

A Catepsina B € uma enzima que pertence a familia da papaina, que sao
cisteina proteases. Todas as enzimas dessa familia sdo traduzidas na forma de
zimoégenos no reticulo endoplasmatico e s&o carreadas até o lisossomo onde sao
ativadas ou pelo pH acido ou pela presenca de glicosaminoglicano. Umas vez ativadas
podem ser reguladas por inibidores enddégenos como as cistatinas e as serpinas que
se ligam ao substrato e impedem a degradacgao. A Catepsina B, em especifico, possui
algumas peculiaridades, como por exemplo, agir em pH neutro no citoplasma e,
influenciar na atividade do inflamassoma, como também regular negativamente a
producdo de lisossomos e a autofagia durante a infec¢do por Franciella novicida
(LAGE et al., 2013; QI et al., 2016; TURK, DUSAN et al., 1998; TURK, VITO et al.,
2012; TURK, VITO; TURK; AN TURK, 2001).

Além das fungdes intracelulares ja citadas, na ultima década vém sendo
descritas algumas funcdes extracelulares das catepsinas, que vao além da acao
proteoliticA, como por exemplo, com a reabsorgdo 0ssea, o rearranjo da matrix
extracelular, migracdo de leucdcitos, bem como sinalizagdo por TLR (Receptors
semelhantes a toll, do inglés toll like receptors) e a regulagao da apoptose. A catepsina
B, em especifico, pode ser liberada no citosol e induzir a ativagao de inflamassoma,
induzir apoptose, ser liberada no meio extracelular e agir em pH neutro. E ainda,
recentemente, foi descrito a secrecao por células imunes, correlacionando com a
progressao de tumores e interagindo com inflamassoma e induzindo a atividade de
caspase 1 independente da atividade proteolitica. (DE CASTRO; BUNT; WOUTERS,
2016; GUICCIARDI et al., 2000; LAGE et al., 2013; MATSUMOTO et al., 2008; MORT;
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RECKLIES; POOLE, 1984; RODRIGUEZ-FRANCO et al., 2012; SOBOTIC et al.,
2015; THOMAS, 1993; VASILJEVA et al., 2006; VIZOVISEK; FONOVIC; TURK, 2019;
YASUDA; KALETA; BROMME, 2005)

Entdo a partir disso, esse trabalho se propde a estabelecer a relagdo da
Catepsina B com o recrutamento de lisossomos, com a liberacdo de TNF-q, e a
relacdo disso com a autofagia. E ainda, avaliar qual a influéncia de sMTL-13 neste
processo. Tendo como hipotese principal que sMTL-13 regula positivamente a
atividade de catepsina B e por consequéncia induz a liberagao de TNF-a e impede a

inducao da autofagia.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o envolvimento da catepsina B na liberagcdo de TNF- a e na relagdo da

autofagia e recrutamento de lisossomos durante a infecgdo por Mtb ARv1419.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar o envolvimento de sMTL-13 e catepsina B com a autofagia;
Il. Avaliar o envolvimento de Catepsina B no recrutamento de
lisossomos por ARv1419;
M. Avaliar a atividade enzimatica de Catepsina B durante a infegcao por

Mtb e a relagdo com a liberacdo de TNF-a dependente de sMTL-13.
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3. METODOLOGIA

3.1. OBTENGAO DE MACROFAGO DERIVADO DE MEDULA OSSEA (BMM)

Os camundongos C57BL/6 de 6 a 8 semanas de ambos os sexos foram
eutanasiados, por deslocamento cervical. O projeto foi aprovada sob o protocolo
8278290818. Em um fluxo laminar, os membros posteriores foram removidos,
dissecados e mantidos em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Invitrogen) até o momento da remogdo da médula. Ainda em fluxo laminar, em
condicbes estéreis, as epifises da tibia e do fémur foram removidas usando um bisturi
numero 23. Com auxilio de uma agulha de insulina a medula 6ssea foi removida
usando salina estéril. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 450 G por 10
minutos e o sobrenadante foi descartado. O sedimento de células foi ressuspendido
em 36 mL de DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco), 20%
de sobrenadante de L929, 1 mM de piruvato de sédio (Sigma), 2 mM de L-glutamina
(Gibco) e 25 mM de HEPES (Gibco). A suspenséao foi distribuida em placas de 6
pocos, com 3 mL em cada pocgo. As placas foram incubadas em estufa a 37°C com
5% de CO2. Apods 5 dias de cultivo, foram adicionados mais 2 mL de DMEM
suplementado até o 7° dia de cultivo. Geralmente, no 7° dia de cultivo, recuperam-se
1,5 x10” de macrdéfagos. Este valor foi levado em consideragéo para calcular quantos

animais seriam necessarios para cada experimento.

3.2. OBTENGAO DE SOBRENADANTE DE L929

A linhagem de célula L929 é uma linhagem isolada de um camundongo macho de
aproximadamente 100 dias. E uma linhagem que produz GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating fator), que é essencial para a diferenciagdo de
macrofagos. A celular linhagem apéds ser descongelada, foi colocada em uma garrafa
de 75 cm? contendo DMEM com 20% de SBF e foram incubadas na estuda a 37°C
com 5% de CO:2 até atingir a confluéncia. Em seguida, foram coletadas apoés
tripsinizacao (Tripsina 0,05%- Gibco) e centrifugadas e as células foram contadas em
camara de Newbauer em uma diluigdo de 1:10 em Trypan Blue (Gibco) A partir disso,

1x108 células foram transferidas para garrafas de 150 cm? contendo 20 mL de DMEM



completo. Apds a aderéncia das células, foram adicionados mais 80 mL de DMEM
completo e incubado nas mesmas condi¢cbes por 7 dias. Ao final da semana, o
sobrenadante foi coletado, filtrado e armazenado em tubos cénicos de 50mL a -20°C
até o uso. Por fim foi adicionado, por fim, mais 100 mL de meio nas garrafas e
incubado mais 1 semana. Ao final desse tempo é realizado 0 mesmo processo.

Foi feita marcagao para macrofagos, nos lotes criados, usando as moléculas
F4/80 e CD11b para serem analisados por citometria de fluxo com o objetivo de
identificar a porcentagem de macréfagos obtidos por essa técnica e garantir a

diferenciacdo dos macrofagos.

3.3. CULTIVO DE MTB H37RV E ARV1419

A obtengdo da cepa de Mtb deficiente para o gene Rv1419 foi realizada por
Nogueira e colaboradores (2012). O metddo utilizado foi descritro por Parish e Stoker
(2000) e baseia-se na substituicao alélica por recombinagdo homaloga.

A cultura de ambas as bactérias foram mantidas através de repiques semanais de
amostras armazenadas a -20°C. Posteriormente, a suspenséo bacteriana foi entao
semeada em meio solido Lowestein-Jensen (LJ — Labocrin, Brasil) e incubadas em
estufa a 37°C por 30 dias. Todos os experimentos usando ambas as bactérias foram
feitos em cabine de seguranca biolégica com nivel de biosseguranga 2 (NB2),
seguindo as normas de biosseguranca estabelecidas, incluindo o uso de mascara N95

(3M), touca, jaleco e luvas descartaveis.

3.4. INFECCAO DE BMM POR H37RV E ARV1419

3.2.1. Preparo de bactérias para infecgao

Para infecgdo, eram escolhidas culturas de bactérias em meio sélido LJ com
aproximadamente 21 dias e as colOnias retiradas com auxilio de um palito estéril.
Posteriormente, as colbnias eram transferidas para um tubo contendo pérolas de
vidro. O tubo foi fechado e agitado em um vortex para que houvesse a dissociagao
dos grumos bacterianos. Esperou-se 20 minutos para que o aerossol abaixasse. Apds
esse tempo foi adicionado 1 mL de salina e agitado novamente, esperando-se mais

20 minutos. Em seguida, foi colocado 3 mL de salina em um segundo tubo e da



29

suspensao bacteriana que foi agitada, retirou-se quantidade suficiente para que a
segunda solucédo estivesse com o padrao de turbidez equivalente a 1 na escala
McFarland equivalente a 3 x 108 bactérias. Esse processo foi feito separadamente,
sendo a bactéria ARv1419 a primeira a ser preparada para evitar possivel
contaminagao com a cepa H37Rv. De acordo com a escala 1 de McFarland indica que
ha 3 x 108 bactérias/mL na solugéo, foi feito o calculo do volume da segunda solugédo
a ser usada para a infecgao objetivando-se alcangar o MOI (multiplicidade de infecgao

- do inglés, multiplicity of infection) para cada infecgéao,

3.2.2. Marcagao de Mtb com SYTO 24

Para a marcacado das bactérias com o corante SYTO 24, dilui-se o0 mesmo na
proporcéo 1:10 em DMSO. Depois, utilizou-se 1 mL da suspensao bacteriana de cada
cepa na concentracdo de 1 McFarland. Posteriormente, foram incubadas com SYTO
24 a 37°C por 30 minutos. Apds o periodo de incubacao, foi adicionado 500 pL de
salina e foi centrifugado a 20.000 G por 40 minutos. O sobrenadante foi descartado, o

sedimento celular suspendido em volume residual e adicionado 1 mL de salina.

3.2.3. Tratamento com Ca074Me

Para os experimentos que avaliaram a influéncia de catepsina B foi feito o pré-
tratamento dos macréfagos por 2 horas com o farmaco Ca074Me (L-3-
trans(propilcarbamil)oxirane-1-carbonil-isoleycil-L-proline metil ester - Sigma), inibidor
seletivo de catepsina B, na concentracédo de 25 uM. A droga foi diluida em DMSO a
uma concentragdo de 10 mM, e armazenada a -80°C em aliquotas de no maximo 50
pL. As aliqguotas em uso foram aliquotadas novamente em 5 pL para evitar

descongelamentos sucessivos e armazenadas as -20°C.

3.2.4. Infecgdo de macrofagos derivados de medula éssea

Apods os 7 dias da diferenciagédo da médula éssea em macrofagos, os pogos
foram lavados e as células removidas usando-se a tripsina 0,05%. As células
coletadas foram centrifugadas a 450 g por 10 minutos. Em seguida foram contadas



diluindo-se 1:10 em Trypan Blue e usando uma camara de Newbauer. O calculo da
quantidade de célula foi feito multiplicando-se o valor obtido na contagem pelo fator
de diluigdo (10) e o fator de corregdo da camara (10%).

Para a adicdo das células nas placas foi respeitado a uma proporgao de célula por
volume de meio, com excec¢do da imunofluorescéncia. A cada 1x10° células foram
colocado 100uL de meio. De acordo com a quantidade de células usadas para cada
grupo foi escolhido o tamanho da placa. Por exemplo, para experimentos com 2 x 10°
células foram usados placas de 96 pogos e para os experimentos com 1x10° células
foram usadas placas de 12 pocos. Apds esse processo, as células foram incubadas
na estufa durante uma noite.

ApoOs esse periodo, para os respectivos experimentos, as células foram tratadas
com Ca074Me (25 uM) por 2 horas. O volume usado foi o suficiente para cobrir as
células. Os grupos néo tratados também foram incubados com a mesma quantidade
de meio sem o inibidor. Apds as 2 horas, o meio foi removido e as células foram
infectadas com o MOI de 1. Foi feita uma solugédo bacteriana com meio contendo a

quantidade necessaria para infecgao.

3.5. IMUNOFLUORESCENCIA

Para esta técnica foram usadas laminulas em placas de 24 pocgos, contendo 1x10°
células/ poco. Apds a aderéncia, as células foram infectadas com bactéria marcada
com SYTO 24 e apos cada time point foi realizado o protocolo para marcagao por a-
lamp1.

Inicialmente, o sobrenadante foi descartado, os pogos foram lavados com PBS trés
vezes e as células foram fixadas com paraformaldeido 2% por 30 minutos. Para
permeabilizacdo, as células foram tratadas com Triton 0,2% por 5 minutos e o bloqueio
foi feito com BSA 5% por 30 minutos. Apds esse processo, foi incubado com o
anticorpo primario diluido 1:100 em PBS por 1 hora e em seguida incubado com o
anticorpo secundario, a-mouse Alexa 648 em diluicao 1:3000 por 1 hora. Por fim, foi
feito a marcagdo com DAPI (1 ug/mL) por 10 minutos. Entre todas as etapas, foi feito
lavagem com PBS trés vezes.

Para montagem das laminas, as laminulas foram removidas dos pogos com auxilio
de uma agulha e em seguida fixadas nas laminas com Prolong™ Gold (Invitrogen) e

esmalte transparente.
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3.6. CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA (UFC)

Para avaliar a quantidade de bactéria intracelular foi feito o ensaio de unidades
formadoras de col6nias. Primeiramente, apds cada tempo de infeccdo, os pogos
contendo 2x10° células foram lavados com salina e adicionado Saponina. Com auxilio
da ponteira, agitando, as células foram lisadas em 200 yL de Saponina. Para o
plaqueamento foi feita uma diluicdo seriada de ordem 10 para cada amostra. Em uma
placa de diluicdo foram colocados 180 uL de Tween 80 0,05% em cada poco. Do
lisado celular com saponina, foram retirados 20 pL e este foi adicionado a primeira
diluicdo. Posteriormente, desse pocgo retirou-se 20 yL e passado para o proximo e
assim por diante até a ultima diluicdo. O plagueamento das bactérias foi feitos em
meio Middlebrook 7H10 (Difco™ Becton Dickson, E.U.A), plagueando 50 uL de cada
diluicdo. O liquido foi espalhado com o auxilio de uma haste de plastico estéril. Apos
28 dias de crescimento, as colénias foram contadas e feito um calculo que
corresponde a quantidade de unidade formadoras de colénias/ mL conforme o n° de

cblonias x volume x fator de diluicdo = UFC/mL.

3.7. ANALISE PROTEICA

3.2.5. Extracao de proteina

Foi plaqueado 1x10° células em cada pogo de uma placa de 12 pogos. Apds cada
tratamento e/ou infecgdo, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C. Os
pocos foram lavados com salina e adicionado 500 pL de tripsina 0,05% e incubados
por 5 minutos a 37°C. As células, entao, foram removidas do poco e transferindas para
um tubo de centrifugagéo contendo meio DMEM com 20% de SFB para inativagao da
tripsina. Em seguida, foi centrifugado a 450 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 100uL de tampao de lise mPER (Pierce) mais inibidor de
protease 2 mM (Roche). As amostras foram agitadas e incubadas em gelo por 30
minutos e, neste periodo, a cada 10 minutos foram agitadas novamente. Apds o
periodo de incubacao, foram centrifugadas a 19.000 g por 20 minutos e em seguida o
sobrenadante foi coletada, uma amostra de 2uL foi coletado para dosagem de

proteina e a amostra foi armazenada a -20°C até o uso.



3.2.6. Dosagem de proteina

Para dosagem de proteina foi usado Kit BCA protein Assay Kit (Pierce). Foram
incubados 10 yL de amostra em 200 uL do mix de reagdo, que é composto por 196
ML da solucdo A mais 4 UL da solugao B para cada amostra. Em paralelo foi feita uma
curva usando BSA (inLab) partindo de 2000 ug e realizando diluicdes seriadas até
alcancar uma concentracédo de 31,25 e usando a solugao de diluigado do BSA como o
zero. As amostras foram incubadas com o mix em uma placa de 96 pocgos por 30
minutos. Apos esse periodo foi feita a leitura em um espectrofotdmetro (Biotek)
usando-se o cumprimento de onda 540 mm. A obtencdo das concentragbes das
amostras foi feita utilizando-se a curva feita com as diluicdes seriadas do BSA.
Primeiro é feito uma regressao linear usando os valores de OD (densidade optica - do
inglés optical density) e das concentragdes conhecidas. Se obtido um valor de r

préoximo de 1, os valores de OD das amostras sao interpoladas utilizando-se a curva.

3.2.7. Gel de poliacrilamida

Para realizar a eletroforese em gel de poliacrilamida primeiro foi confeccionado o
gel. O gel escolhido foi de 4/15%. Primeiro foi feito o gel de separagéo que foi de 15%
de acrilamida. Consiste em 2,3 mL de agua miliQ, 5 mL de mix de acrilamida 30%, 2,5
mL de Tris-Hcl 1.5M ph 8.8, 100 pL de dodecilsulfato de sédio (SDS) 10%, 100uL de
persulfato de aménio (APS) 10%, e 4 pyL de TEMED (N, N, N, N, N -
tetramethylethyenediamine, Sigma). A solugcdo foi colocada no suporte e para
remocao das bolhas foram adicionado 200uL de isopropanol 70%. Apds a
polimerizagdo da acrilamida, foi feito o segundo gel, o de entrada, sendo 4% de
acrilamida. Consiste em: 2,1 mL de agua miliQ, 500 yL de mix de acrilamida 30%, 380
pL de Tris-Hcl 1 M ph 6,8, 30uL de SDS 10%, 30 yL de APS 10%, 3 yL de TEMED.
Ap6s adicionar a solugao foi colocado o pente com formato dos pogos até polimerizar.
Apods polimerizar, removeu-se o pente e os pogos foram lavados com agua destilada

para remog¢ao das bolhas.

3.2.8. Preparo das amostras
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Para cada corrida foram usados 25 pg de proteina. Apos a dosagem da proteina
o volume foi ajustado para que todas as amostras tenham a mesma quantidade e o
mesmo volume. O respectivo volume para 20 ug de proteina foi pipetado e adicionado
o tampao de amostra na diluicdo de 1:6. As amostras foram incubadas a 92°C por 5

minutos para desnaturar as proteinas.

3.2.9. Eletroforese

O gel foi removido do suporte inicial e colocado em um segundo suporte que foi
encaixado na cuba de eletroforese. A cuba interior foi preenchida com tampéao de
corrida (25 mM Tris, 190 mM Glicina e 0,1% de SDS) até a borda superior e a cuba
externa foi preenchida com tampéo de corrida até a metade. As amostras foram
pipetadas nos respectivos pogos, bem como o padrao de peso molecular (Prestained
MW, Thermo Fisher). Em seguida, foi encaixado o sistema na fonte. Inicialmente, foi
colocado 80 volts até as amostras sairem do gel de entrada e entrarem no gel de

separacgao, e entao foi aumentada a voltagem para 120 Volts.

3.2.10.Transferéncia

Ap0s a corrida que dura aproximadamente 2 horas, o gel foi removido do sistema.
O sistema de transferéncia foi semi-umido, sendo usado o tampao de transferéncia
(20 mM Tris, 190 mM de glicina) com 20% de metanol. O sistema foi montado
seguindo a ordem: 5 esponjas molhadas no tampao sem bolhas, papel filtro molhados,
gel, membrana de nitrocelulose (GE Health Care) ativada no tampao, papel filtro
molhado, 5 esponjas molhadas no tampao e sem bolhas. O sistema foi fechado na
cuba de transferéncia e foi adicionado mais tampao com 20% de metanol até a borda
superior da cuba. Na parte de fora adicionou-se agua. A corrida eletroforetica levou 2

horas a 25 miliamper

3.2.11.Immunoblotting

Ap6s a transferéncia, o sistema foi desmontado e a membrana foi lavada uma vez
no TBST (TBS — 20 mM de Tris e 15 0OmM de NaCl — e 0,5% de Tween 20). Logo apés



a membrana foi incubada por 5 minutos no Ponceau (0,001%) e lavada em agua
destilada para retirar o excesso e em seguida fotografada para documentar a
transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose. Uma vez evidenciado
a transferéncia, foi removido o Ponceau usando-se TBST. Em seguida, a membrana
foi incubada em 20 mL de solugéo de bloqueio (5% de leite desnatado em TBST) por
1 hora. Apés a incubagéo, a membrana foi lavada 3 x com TBST e incubada overnight
no anticorpo primario. O anticorpo primario varia na quantidade foi diluido BSA 5%,
diluido em TBST e a concentragao variou de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Para LC3B (Cell Signaling) a diluigdo foi de 1:500 e B-actina(AbCam)
1:4000. Apos a incubagéo overnight, a membrana foi lavada 3x em TBST e incubado
no anticorpo secundario por uma hora. Para LC3B o secundario foi usado foi anti-
rabbit (Cell Signaling) com diluigdo 1:4000, para a B-actina foi usado o anti-mouse
(Cell signaling) com diluicdo 1:5000 e diluidos em 5% de leite TBST. Em seguida, a
membrana foi lavada 3 vezes em TBST e 2 vezes em TBS. Todas as lavagens foram

de 5 minutos cada.

3.2.12. Revelagao

Uma vez lavada em TBS a membrana pbde ser revelada. A solugao de revelagao
foi composta por 10 ml de ECL (0,1 M de Tris pH 8,6), 22 uL de acido cumarico (90
mM), 50 pyL de luminol (250 mM), 3 pL de perdxido de hidrogéneo 30%. Sendo
adicionados nessa ordem e agitados. A membrana foi incubada por 90 segundos
nessa solucao e depois transferidas para o o cassete e levada para uma sala escura
onde foi exposto por 15 minutos LC3B e 30 segundos para 3-actina com filme de raio
X (FujiFilm). A revelagao do filme foi feito na maquina reveladora.

3.8. DOSAGEM DE CITOCINA POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA

Para a analise de TNF-a foi utilizado o kit de ELISA (Bioscience). O sobrenadante
foi coletado apds cada tempo de infecgao e armazenado a -20°C até o uso. As placas
onde foi realizado o ensaio foram sensibilizadas diluindo-se 1:250 o anticorpo de
catpura em coating buffer. Foram colocados 100 yL em cada pogo. A placa foi vedada
com um plastico e incubado a 4°C overnight. Apés, aproximadamente 12 horas, o

anticorpo foi removido, lavado 5 vezes com PBS + Tween 20 a 0,05%. As amostras
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foram bloqueadas para ligagdes inespecificas por 1 hora com o diluente 1X. Em
seguida foram lavadas e incubadas de novo. Para a curva de detecgao, foi feita uma
diluicdo seriada do padréao em assay diluent 1X que variava de 2000 pg/mL a 32,5
pg/mL de TNF a, tendo o assay diluent 1X como o branco. A placa foi novamente
incubada a 4°C overnight.

Apods o periodo de incubagao, as amostras foram removidas, os pogos lavados 5
vezes com PBS+Tween 20 0,05%. Foi adicionado o anticorpo de detecc¢ao diluido
1:250 em assay diluent e incubado por uma hora. Apos esse tempo, foi lavado cinco
vezes e incubado com o HRP por 30 minutos. Em seguida, foi lavado sete vezes com
PBS+Tween 20 0,05% e incubado com o ABTS por 30 minutos. A leitura foi feita em

405 nm em espectrofotdmetro (marca).

3.9.ENSAIO DA ATIVIDADE DE CATEPSINA B

Apos cada tempo de infecgao, as células foram removidas por tripsinizacao e
centrifugadas a 450 g por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
adicionado 55 uL de tampéo de lise (BioVision). As amostras foram incubadas no gelo
por 30 minutos, sendo agitadas em um vortex a cada 10 minutos. Apos ao tempo de
incubacao, as amostras foram centrifugadas a 19.000 g por 20 minutos e a 4°C. Entao,
o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C até o ensaio enzimatico

Para avaliar a atividade da catepsina B foi usado o substrato cloridrato Z-Arg-
Arg-7-amino-4-metilcoumarina (Z-RR-AMC-Sigma),que quando clivado gera o
composto 7-AMC fluorescente,sendo feita a leitura da reacdo em uma placa de 96
pocos preta opaca. Inicialmente, as amostras foram diluidas de acordo com o teste de
padronizagdo. A amostra foi incubada com outras duas solucdes. A primeira € uma
solugdo de L-cisteina (Sigma) 8 mM, pH 6.0 em 40°C. A segunda solugao foi de Brij35
(Sigma) 0,1%. No mix em que foi encubado a amostra, foram colocados 20 pL de
amostra, 60 uL de L-Cisteina e 80 yL de Brij35. Esse mix, a 40°C foi homogeneizado
e lido no fluorimetro, excitado no comprimento de onda de 348 nm e lido em 440 nm
até obter uma leitura constante. Posteriormente, foram adicionados 60 pL de substrato

a 0,02 mM e homogeneizado. Logo em seguida, iniciou-se a leitura nas mesmas



condigbes descritas anteriormente e obteve-se uma curva de intensidade de
fluorescéncia. A leitura foi feita a cada 5 minutos e por 20 minutos.

Para quantificacdo, nao foi realizada uma curva padrdao, mas um calculo de
fluorescéncia em relagédo a quantidade de proteina. A dosagem foi feita de acordo com
o protocolo ja descrito em 3.2.4.

Célculo:
Area sob a curva /g de proteina
A area sob a curva foi obtida colocando-se as leituras a cada 5 minutos, variando

de 0 a 20 no GraphPad prism 7.0 e feito o calculo de area sob a curva.

3.10. EXTRAGAO DE RNA E CONFECCAO DE cDNA

O RNA total foi extraido de BMM (macréfagos derivados de médula éssea, do
inglés Bone marrow derived macrophages) infectadas ou ndo com Mtb H37Rv e Mtb
ARv1419 nos tempos de 6, 12 e 24 horas de infeccao. A extracdo de RNA foi realizada
utilizando o reagente Trizol (Thermo) de acordo com as instru¢des do fabricante. A
concentracdo de RNA em cada amostra foi estimada pela leitura de absorbancia em
260 nm e 1 ug de RNA foi aplicado para a reagao de transcriptase reversa, utilizando

o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems).

3.11. RNAseq

O sequenciamento foi feito na plataforma illumina. Apds o sequenciamento foram
removidos os adaptadores e as reads com qualidade menor que 20 com o
Trimmomatic (0.36) (Bolger, et al., 2014). As sequéncias filtradas foram alinhadas ao
genoma referéncia de Mus musculus (ensembl GRCm38.92) pelo STAR(2.6.0c)
(Dobin, et al., 2013). A quantificagdo das reads mapeadas aos genes foi feita usando
o pacote featurecounts (Liao, et al., 2014) do software Subread (1.6.1) (Liao, et al.,
2013). Os genes com contagem menor que 2 reads mapeadas foram removidos. A
analise de expresséao diferencial foi feita usando os métodos baseados em modelo
linear ou binomial negativo. Foram usados os pacotes de edgeR (3.10.0) (Robinson,
et al., 2010) e limma(3.36.2) (Ritchie et al., 2015). O pacote TMM (Byrnes, 2016) foi

usado para calcular os fatores de normalizagao entre as amostras, e depois foi usado
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a fungcédo voom seguida da corregao de batch com ComBat (sva 3.28.0) (Leek, et al.,
2012). Os genes diferencialmente expressos (DEGs, do inglés, Differentially
Expressed Genes) foram calculados pelo teste-t, teste-f e modelo bayesiano
empirico. Os heatmaps dos genes de interesse foram criados usando o
pheatmap(1.0.10) (Kolde, 2012).

3.12. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram processados utilizando-se o ANOVA de duas vias seguido
de pos teste de Tukey. Para dosagens de proteina e ELISA foi usado a regressao
linear e foram consideradas as curvas com r acima de 0,9. Todas as analises foram

feitas no GraphPad Prism 7.



4. RESULTADOS

4.1. AS PROTEINAS LIGADORAS DE GUANILATO SAO IMPORTANTES
PARA O RECRUTAMENTO DE LAMP-1 DURANTE A INFECCAO POR
Mtb ARV1419

A infecgao pela Mtb leva a inibicdo da autofagia e, concomitante, a redugao
do recrutamente de lisossomos. Dessa forma, para suportar a nossa hipétese que a
sMTL-13 tem um papel regulatério na autofagia, utilizamos como ferramenta
experimental a infeccdo em macrofagos deficientes para as proteinas GBP (proteinas
ligadoras de guanilato, do inglés Guanylate binding proteins). Essas proteinas estao
envolvidas na indug¢do da autofagia ao recrutar ubiquitinas e poderem interagir com a
p62, uma proteina adaptadora e iniciadora da autofagia. Assim, ao infectar os
macrofagos deficientes para GBP, podemos avaliar se ha envolvimento da autofagia
através do recrutamento de lamp-1 durante a infecgao por Mtb ARv1419.

Desta forma, para abordar a influéncia da autofagia no recrutamento de lamp-
1 durante a infecgao, foi feita a infeccdo de macrofagos derivados de medula éssea
de camundongos selvagens e deficientes para GBP (cromossomo 3) com Mtb H37Rv
e Mtb ARv1419 por 72 horas. Para avaliar o recrutamento de lisossomos, realizamos
a marcagao para lamp-1 por imunofluorescéncia, possibilitando assim, observar a
localizagéo e a intensidade de vesiculas nas células infectadas.

Esse conjunto de dados (Figura 4) mostra que a infeccdo em macréfagos
deficientes para GBP pela Mtb ARv1419 falha no recrutamento de lamp-1 72 horas
apo6s infecgdo. Isso sugere que a indugdo da autofagia € importante para o

recrutamento de lisossomos por Mtb ARv1419 em 72 horas de infecgéo.
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Figura 4 — A regulagao negativa do recrutamento de lisossomos pela sMTL-13 esta relacionado

com a autofagia. Marcacgao feita por imunofluorescéncia, na qual o vermelha é a marcagéo para
lamp1 em AlexaFluor 568. Em verde, bactéria marcada com Syto24 e em azul, ndcleo marcado com
DAPI. Fotos representativas de células selvagens e deficientes para proteinas GBP nao expostas e
expostas a Mtb (MOI1) por 72 horas.

4.2. A INFECCAO POR MTB REDUZ A ATIVIDADE DE CATEPSINA B EM
MACROFAGOS

Pires e colaboradores (2016) observaram que sMTL-13 pode interagir com
catepsina B humana. Ainda, foi observado que catepsina B pode regular
negativamente a autofagia e o recrutamento de lisossomos durante a infecgao por F.
novicida (Ql et al., 2016). Assim, visto que a auséncia de sMTL-13 falha no
recrutamento de lisossomos durante a infecgao por Mtb (dados ndo publicados), nos
questionamos se a catepsina B seria regulada durante a infecgao por Mtb ARv1419.

Para abordar essa pergunta, avaliamos a atividade da catepsina B em
macrofagos infectados com Mtb H37Rv e Mtb ARv1419 em diferentes tempos de

infecgao.

WT

GBP -/-



Nesse conjunto de experimentos, foi feito o pré-tratamento dos macrofagos
com Ca074Me posteriormente foram expostos ou ndao a Mtb. Apds cada tempo de
infeccado avaliou-se a atividade enzimatica de Catepsina B no extrato celular (Figura
5) e no respectivo sobrenadante (Figura 6). Foi possivel observar com esses
resultados que a infeccdo reduziu a atividade da catepsina B na célula, mas esse
fendtipo aparenta ser independente da presenga da sMTL-13 em Mtb (Figura 5D). E
analisando os sobrenadantes dessas células, ndo conseguiu-se observar diferenga
na atividade dessa enzima (Figura 6B). Como controle experimental, foi feito o pré-

tratamento dessas células com CA074Me a 25uM por 2 horas e nos respectivos
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Figura 5 — Catespina B é regulada negativamente durante a infec¢do e nao depende de sMTL-
13. Ensaio enzimatico de Catepsina B mostrando o consumo de substrato pelo extrato celular exposto
ou ndo a Mtb ao longo de 20 minutos. Em (A) 72 horas pds infecgéo (hpi), (B) 96 hpi e (C) 120 hpi.
Resultados expressos em unidades arbitrarias (UA). (D) Grafico representativo do consumo de
substrato ao longo de 20 minutos de leitura normalizado por micrograma de proteina (E) Gréfico
representativo do consumo de substrato de amostras tratadas ou ndo com Ca074Me (10uM) durante o

ensaio in vitro. Dados representados por média e erro padrdo da média (EPM).

tempos de infeccao, foi avaliado se ainda havia inibicdo da catepsina. Os resultados
obtidos (Figura 6A) mostram que o tratamento com o inibidor manteve a inibigéo da

catepsina em até 120 horas.
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Além disso, como controle interno da reacao, foi feito tratamento de todas as
amostras com Ca074Me a 10 yM antes de incubar com o substrato (Figura 6A). E
como resultado, pode-se constatar que ocorre uma redugao da atividade da catepsina
B nas amostras tratadas, indicando que a atividade enzimatica observada

anteriormente era especifica para catepsina B.
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Figura 6 — Atividade enzimatica de Catepsina B. (A) Grafico representativo da area por
microgramas de proteina de macréfagos ndo infectados, tratados ou ndo com Ca074Me em
diferente tempos de cultura. (B) Grafico representativo da atividade enzimatica de catepsina B no
sobrenadante de macréfagos que foram expostos ou néo a Mtb (n =1). Dados representados por
média e erro padrao da média (EPM). Estatistica: Anova de duas vias seguido de pos teste de Tukey
* p<0,05.

4.3. A CATEPSINA B NAO ESTA ENVOLVIDA NA SOBREVIVENCIA DE Mtb
DURANTE A INFECGAO.

Nosso préximo passo foi investigar se catepsina B influencia o crescimento
intracelular de Mtb. Como essa € uma bactéria de crescimento intracelular e a sua
replicagao ocorre a cada 24 horas, espera-se observar o crescimento apos 24 horas
de infeccao, sendo representado pelo aumento das unidades formadoras de colbnia
(UFC). O aumento das UFC com o tempo de infecgao, geralmente, mostra o sucesso

de Mtb como patégeno intracelular.



Como mostrado anteriormente (NOGUEIRA et al., 2012), ndo ha diferenca
entre o crescimento de Mtb H37Rv e ARv1419 em macréfagos infectados (Figura 7A).
Nesse contexto, pode-se observar que o bloqueio de catepsina B durante a infecgao
nao afeta o crescimento de Mtb H37Rv (Figura 7B) e ARv1419 (Figura 7C).
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Figura 7 — Influéncia de Catepsina B no crescimento intracelular de Mtb. Grafico de unidades
formadoras de colénia (UFC) representando o crescimento intracelular de (A) Mtb H37Rv e
ARv1419 em macréfagos derivados de medula 6ssea (BMM). Graficos de UFC mostrando a
influéncia da Catepsina B no crescimento intracelular de Mtb (B) H37Rv e (C) ARv1419 (MOI 1) em

BMM. Graficos representativos de 3 experimentos. Dados representados por média e EPM.

4.4. CATEPSINA B NAO INFLUENCIA NA AUTOFAGIA DURANTE A
INFECGAO POR Mtb H37RV

Como demonstrado no item 4.2, a catepsina B € modulada negativamente por

Mtb. Assim nos questionamos se essa modulagao, teria alguma consequéncia na
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regulacdo da autofagia. Para responder a essa pergunta, foi realizado um pré
tratamento com Ca074e (25uM) por duas horas e posteriormente feita a infecgdo em
macrofagos com Mtb H37Rv. A seguir, avaliamos a conversao de LC3BI em LC3BII
por westtern blot, 120 horas apds infecgao, visto que a conversao de LC3Bl em LC3BII
€ usada como marcador da autofagia (KLIONSKY et al., 2012). Com os dados obtidos
(Figura 8), podemos observar que ha uma redugao de LC3BIl durante a infeccao,
como esperado. Mas o tratamento com Ca074Me nao afeta a quantidade de LC3BlIl,

sugerindo que catepsina B n&do é capaz de regular a autofagia durante a infecgao.

4.5. A SMTL-13 NAO MODULA AUTOFAGIA
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Figura 8 — Influéncia de Catepsina B na autofagia durante a infecg¢ao por Mtb. (A) Westtern-blot
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representativo de trés experimentos para LC3B e § — actina, mostrando a conversdo de LC3B em
macréfagos expostos a Mtb (MOI 10) apds 120 horas de infecgdo. (B) Grafico da relagao entre LC3lI
e a B — actina. Cada ponto é representativo de um experimento independente. O resultado esta
expresso em média por desvio médio padrao.

A autofagia, durante processos infecciosos, € um mecanismo de eliminagédo de
patdgenos intracelulares (SHARMA et al., 2018). Como observamos anteriormente
que ha um envolvimento da autofagia no recrutamento de lamp-1 durante a infeccao

por Mtb ARv1419, nosso proximo passo foi avaliar a influéncia de sMTL-13 na inducao



da autofagia. Para isso, foi feito a infecgdo de macrofagos com Mtb H37Rv e Mtb
ARv1419 e avaliamos a conversao de LC3Bl em LC3BIl através da técnica de
westtern Blot. Como resultado, esses dados (Figura 9) sugerem que sMTL-13 nao
participa na regulagao negativa da autofagia durante a infecgdo por Mtb, visto que a
infeccdo por Mtb ARv1419 também consegue inibir a conversdo de LC3BI para LC3lI

(Figura 9A).
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Figura 9 — Regulagdao da autofagia por sMTL-13. (A)Western-blot representativo de trés
experimentos para LC3B e B — actina, mostrando a conversao de LC3B em macréfagos expostos a
Mtb (MOI 10) apds 96 e 120 horas de infecgdo. (B) Grafico representando a taxa de converséo
(razéo da area de LC3B-II pelo total de LC3B) e a relacao entre LC3Il e a § — actina. Cada ponto é
representativo de um experimento independente. O resultado esta expresso em média por desvio

médio padrao.

4.6. EXPRESSAO GENICA DE PROTEINAS ASSOCIADAS A AUTOFAGIA

Como observamos, a infeccao por Mtb ARv1419 necessita de proteinas GBP
para recrutar lisossomos em 72 horas de infecgao (Figura4), mas que nao esta

envolvida na conversao de LC3Bl em LC3BII (Figura 9), nds questionamos se haveria
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outros pontos de regulagem que estariam desvinculados da conversdo de LC3BI.
Assim, com o transcriptoma de macréfagos infectados com Mtb H37Rv e Mtb
ARv1419, avaliamos os genes envolvidos tanto na xenofagia e seus reguladores
quanto na autofagia mediada por chaperonas. Dessa forma, analisamos os genes de
macroéfagos infectados com Mtb H37Rv e Mtb ARv1419 em diferentes tempos de
infecgao.

Com esse resultado (Figura 10), podemos observar que a infecgdo por Mtb
regula negativamente a transcrigdo dos genes autofagicos nas primeiras 6 horas de
infecgdo, no entanto, esse feito é revertido 24 horas apo6s a infecgcdo. Junto a isso,
observamos que a auséncia da sMTL-13 nao apresenta envolvimento nessa
transcricdo. Essa analise sugere que ha um estimulo para que a maquinaria
autofagica seja mobilizada e para tal, um gene em especifico chama a atencéo por ter
uma diferenca entre a infeccéo por Mtb H37Rv e Mtb ARv1419, o NDP52, que NDP52
€ uma proteina adaptadora que reconhece cargas ubiquitinadas e sinaliza para o
complexo ULK1 iniciar a autofagia(BOYLE; RAVENHILL; RANDOW, 2019; LAZAROU
etal., 2015) . Areducao na auséncia de sMTL-13 e sugere-se que essa proteina possa
modular o inicio da autofagia. Os dados estdo expressos em Z para baixo (-2) em

relacdo a média do grupo (Figura 9).
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Figura 10 — Expressao génica de proteinas relacionadas com a autofagia. Heatmap
representativo da expressao génica de genes relacionados a autofagia em 6,12 e 24 horas pos
infecgdo por Mtb H37Rv e Mtb ARv1419 (MOI 10). Resultado expresso em Z score e representativo

de 2 experimentos independentes.

47. O RECRUTAMENTO DE LISOSSOMOS E INDEPENDENTE DE
CATEPSINA B

Uma vez que ja foi demonstrado que a catepsina B pode atuar na regulagao
negativa da biogénese de lisossomos (Ql et al., 2016) e ainda pode interagir com

sMTL-13 (PENN et al., 2018), nos questionamos da possibilidade da catepsina B ser
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responsavel pela redugao da intensidade de lamp-1, observado na infeccéo pela Mtb
H37Rv.

Para responder a essa pergunta, os macrofagos foram pré-tratados com
Ca074Me por 2 horas e posteriormente foi feito a infecgdo com Mtb H37Rv e Mtb
ARv1419 e avaliamos o recrutamento de lamp-1, sinalizando lisossomos, por
imunofluorescéncia 120 horas apés a infecgcdo. Com esses resultados (Figura 11),
podemos observar que as células infectadas por Mtb H37Rv e tratadas com o inibidor
(CAO074Me) possui menos intensidade de fluorescéncia que a infec¢do com células
nao tratadas. E, em paralelo, o mesmo fendtipo € observado na infecgdo por Mtb
ARv1419, onde ocorreu a reducéao da intensidade de fluorescéncia (Figura 11B). Esse
conjunto de dados sugere que a Catepsina B é importante para o recrutamento de
lisossomos durante a infeccdo por Mtb H37Rv, sendo esse, independente de sMTL-
13.
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Figura 11 — Influéncia de Catepsina B no recrutamento de lisossomos. (A) Fotos representativas
da imunofluorescéncia de macréfagos ndo expostos e expostos a Mtb (MOl 10) com ou sem pré
tratamento com Ca074Me (25uM). Em vermelho estda marcando Lamp-1 com AlexaFluor 568, em
verde Mtb marcada com Syto24 e em azul, o nucleo marcado com Dapi. (B) Grafico referente as
quantificagcdes da intensidade de Fluorescéncia no Software Imaged de células infectadas. Cada
ponto representa uma célula infectada. Quanto ao nao infectado, foi contabilizado intensidade de
Lamp-1 de todas as células. (C) Grafico referente ao aumento relativo da intensidade de fluorescéncia
nas células infectadas em relagdo ao nao infectado. Foi feito uma média da intensidade das células

nao infectadas para comparacédo. Ambos estao representados por média com o desvio padrao médio.
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4.8. CATEPSINA B ESTA ENVOLVIDA NA LIBERAGAO DE TNF-a DURANTE
A INFECCAO POR Mtb

Resultados prévios, demonstraram que a secregdao de TNF-a é prejudicada
na auséncia de sMTL-13 (Figura 12A), e junto, observamos que a atividade da
catepsina B é reduzida durante a infeccdo. Dessa forma, surgiu a duvida sobre a
possivel relacdo da secrecdo de TNF-a com a atividade da catepsina B. Nos
observamos uma tendéncia de redugao da liberacdo de TNF- a durante a infecgéo
pela H37Rv com a utilizagao do inibidor e isso, nao foi observado durante a infecgao
pela ARv1419 (Figura 12A). Esses dados sugerem que a regulagado na liberac&o do

TNF-a pela sMTL-13 pode ser devido a uma interagdo com a catepsina B.
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Figura 12 — Influéncia de Catepsina B na secre¢ao de TNF-a durante a infecgao por Mtb. (A)
Grafico representativo da secregao de TNF-a por macréfagos tratados ou ndo com CA074Me (25uM)
e expostos a Mtb (MOI10) por 72 e 96 horas. (B) Graficos representativo do mesmo experimento.
Representado em porcentagem da amostra tratada em relagdo ao respectivo controle, mostrando o
impacto do tratamento com CAO074Me (25 uM). Dados de 3 experimentos independentes e

representados por média com o desvio padrao da média.



5. DISCUSSAO

A xenofagia é responsavel pela degradacdo de patdgenos intracelulares, para
manutengdo da homeostasia celular. No entanto patégenos bem sucedidos como
Listeria monocytogenes e Shigella flexneri sao capazes de evadir dessa maquinaria
(DONG et al, 2012; DORTET; MOSTOWY; COSSART, 2012). Esse processo
também ocorre durante a infecgao por Mtb (ZARELLI; GIAI; COLUMBO, 2015). Dessa
forma, durante a infecgdo de macrofagos, esse bacilo consegue evadir-se da resposta
vesicular, indo para o citosol (Simeone, et al., 2015) e, como resultado, a célula inicia
o processo de autofagia. No entanto € descrito que a bactéria pode inibir esse
processo, ao induzir miR-30A, um miRNA capaz de regular negativamente Beclin e
AtgS (CHEN et al., 2015; ZOU et al., 2012). Assim, como a formacgdo do
autofagossomo é prejudicada, n&o ocorrera fusdo com o lisossomo e
consequentemente nao ha o recrutamento dessa vesicula.

O presente trabalho demonstrou que Mtb H37Rv falha em acumular lisossomos
em 72 horas de infec¢ao, representado por recrutamento de Lamp1. E a auséncia das
proteinas GBP, importantes na indugdo da autofagia (KIM et al, 2011), nao
influenciam nesse acumulo, visto que nao ha diferenga no recrutamento de Lamp-1
durante a infecgdo de células selvagens e deficientes para GBP. Em contrapartida,
como observado anteriormente, a deficiéncia de sMTL-13 induz o acumulo de
lisossomos que corrobora com os dados de Mascarin e colaboradores (dados nao
publicados). No entanto, o mecanismo pelo qual isso acontece ainda é desconhecido.
E também, a auséncia de GBP durante a infeccdo por ARv1419 impede o acumulo de
lisossomos, sugerindo que este recrutamento pela Mtb ARv1419 é um processo
dependente da autofagia. Assim, no contexto da infec¢cao por Mtb H37Rv, podemos
dizer que as proteinas GBP n&o sao importantes para a progressao da infecgéo.

Adicionalmente, foi observado por Penn e colaboradores (2018) que a sMTL-13
pode interagir com catepsina B, in vitro. A respeito dessa enzima, € descrito que
catepsina B pertence a familia das papainas, sendo entdo uma endopeptidase com
fungdes cataliticas e ndo cataliticas. Sua principal fungao é a degradagéo do conteudo
intra-lisossomal. Além disso, ja foi demonstrado que a mesma esta relacionada com
a regulacao da autofagia durante a infec¢ao por F. novicida (Ql, et al., 2016). Na ultima

década, a classe das catepsinas vem sendo associada ao sistema imunoldgico, como
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por exemplo, na progressdao do cancer de mama (SEVENICH et al, 2010) e,
principalmente, com o processamento de antigenos para apresentagao para células
T (MATSUNAGA et al.,, 1993). Em vista disso, como macrofagos sdo células
fagociticas e apresentadoras de antigeno, questionou-se a catepsina B estaria
implicada na regulagcdo de eventos intracelulares durante a infeccdo por Mtb. Os
resultados deste trabalho mostraram que a atividade da Catepsina B é reduzida
durante a infegdo por Mtb, ao comparar com macrofagos néo infectados, porém esse
efeito ndo apresenta influéncia da sMTL-13. Tais achados corroboram com dados
obtidos por Pires e colaboradores (2016), no qual demonstraram que a atividade da
Catepsina B em macréfagos humanos expostos ao Mtb é reduzida. Contudo, Amaral
e colaboradores mostram que a atividade da Catepsina B € aumentada no pulmao de
camundongos infectados por Mtb. Isso se deve a abordagem experimental, visto que
Pires e colaboradores (2016) avaliaram a atividade apenas do extrato celular e Amaral
e colaboradores (2016) avaliaram a atividade no técido pulmonar, o que leva em
consideragdao apenas a presenga da enzima no meio extracelular. Também, foi
observado que Catepsina B pode estar presente no meio extracelular durante tumores
e pode estar correlacionada com a progressdo da doenga (PREMZL et al., 2003;
SEVENICH et al., 2010).

Tendo em vista a possibilidade de uma atividade extracelular, hipotetizou-se que
ocorreria 0 aumento da atividade de catepsina B no sobrenadante das células
expostas a Mtb, comparada com as células ndo infectadas, corroborando com Pires e
colaboradores (2016), de forma que a redugao fosse devido a saida da catepsina B.
Assim, ao se avaliar a atividade enzimatica de catepsina B no sobrenadante dessas
células, observamos que ndo ha diferenca na atividade enzimatica entre o
sobrenadante das células expostas ou ndo a Mtb. Por isso, ndo é possivel concluir se
ha ou n&o saida da catepsina neste modelo. Mas podemos sugerir que ocorra a saida
da catepsina B das células e que, neste modelo, podem ter sido inativada pelo pH no
meio extracelular, impedindo a detecg¢ao desta diferenca.

Em relagdo ao recrutamento de lamp-1 pela Mtb ARv1419, é possivel que o
acumulo de lisossomos na auséncia de sMTL-13 e a falha do acumulo na presenga
do inibidor seja devido a um crescimento diferenciado entre as bactérias tratadas e

nao tratadas. Em vista disso, foi feito a contabilizacdo das bactérias intracelulares em



macrofagos tratados ou ndo com a Ca074Me em diversos tempos de infecgdo. Como
ja observado por Nogueira e colaboradores (2012), ndo ha diferenga entre o
crescimento da bactéria selvagem e deficiente para sMTL-13 (ARv1419) durante a
infeccdo com macrofagos. Foi possivel observar também, que a catepsina B nao
influencia no crescimento de Mtb em macréfagos, o que vai contra o observado por
Pires e colaboradores (2016). Isso pode ser devido ao modelo utilizado, visto que Pires
e colaboradores utilizaram macréfagos humanos derivados do sangue periférico e o
nosso modelo foi de macréfagos murinos derivados de medula éssea.

A fim de estabelecer se, durante a infecgdo por Mtb, a catepsina B regula a
autofagia, infectamos macrofagos com Mtb H37Rv e avaliamos a converséo de LC3BI
em LC3BII, pois € usada para avaliar a autofagia (KLIONSKY et al., 2012). A
conversao dessa molécula ocorre através da clivagem por Atg4 que expde o sitio para
lipidagao por PE e isso acontece apenas sob um estimulo autofagico (KIRISAKO et
al., 1999; SATOO et al., 2009). Nessa situagao, observamos que ocorre regulagao
negativa da autofagia durante a infecgcéo pela Mtb H37Rv sendo o esperado visto que
a bactéria consegue prevenir a formacgao do autofagossomo. Entretanto, catepsina B
nao esta envolvida neste processo, visto que ndo afeta a quantidade de LC3BII
durante a infecgao.

Apesar de ndo haver envolvimento da catepsina B na regulagdo da autofagia
durante a infecgdo, ainda havia o questionamento se sMTL-13 apresentaria algum
papel na regulagéo negativa da autofagia, durante a infecgdo por Mtb. Em principio,
para avaliar se poderia ocorrer uma regulagio inicial, a nivel transcricional, fez-se uma
andlise do RNAseq de macrofagos expostos a Mtb H37Rv e Mtb ARv1419, em
diferentes tempos de exposi¢cdo. Como alvo dessa analise, foram escolhidos genes
relacionados a maquinaria autofagica. Observamos que nas primeiras 6 horas de
infeccdo, ocorre uma regulagdo negativa desses genes, 0 que pode estar relacionado
com a fagocitose, visto que este processo utiliza organelas comuns a autofagia, como
os lisossomos (DERETIC, 2008). Além disso, em 12 e 24 horas, nao se observa
regulagao da transcricdo dos genes entre a infecgdo por Mtb H37Rv e Mtb ARv1419,
sugerindo que sMTL-13 ndo esta envolvida neste processo, com excegao de um gene,
o NDP52. E um receptor autofagico que reconhece cargas ubiquitinadas e sinaliza
para o complexo ULK1 iniciar a autofagia (VON MUHLINEN et al., 2010). Em razao

disso, a regulacao positiva na transcricao deste gene, na presenca de sMTL-13, pode
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sugerir que sMTL-13 é reconhecida pela célula e sinaliza uma via para contengao do
patégeno, como a autofagia.

Apesar da catepsina B nao interferir na autofagia, ainda ndo se estabeleceu qual
a relacado de sMTL-13 na regulacdo da autofagia. Para isso foi feito a marcagéo para
LC3B em amostras de células expostas ou ndo a Mtb H37Rv e Mtb ARv14719 em 96
e 120 horas de infecdo. Podemos observar que ha uma redugédo da conversido de
LC3BI durante a infecgdo em 120 horas p6s infecgdo em relagéo ao nao infectado. A
conversao de LC3BI nos macréfagos nao estimulados pode ser devido ao tempo em
que as células ficaram em cultura sem troca de meio e isso reforca mais ainda que
Mtb é capaz de regular negativamente a autofagia. Todavia, ndo ha diferenca na
conversao de LC3BI em LC3BII durante a infecgdo por Mtb H37Rv e Mtb ARv1419.
Esses dados sugerem que a regulagdo da autofagia nao esta relacionada a sMTL-13
e que o recrutamento de lisossomos feito durante a infecgao por Mtb ARv1419 nao
esta relacionada a xenofagia.

Apesar da literatura considerar a conversdo de LC3B como marcador para
autofagia, essa molécula esta associada a um outro fendmeno, a fagocitose mediado
por LC3 (LAP, do inglés LC3 associated phagocytosis) (HECKMANN; GREEN, 2019).
Entretanto, no nosso modelo este fendmeno nao foi considerado visto que foi avaliado
em 120 horas ap0ds a infeccao e o processo de fagocitose ocorre nas primeiras horas
do contato da bactéria com a célula. Ainda, como as infeccdes foram feitas em MOI 1,
considerado baixo, foi descartado a possibilidade de morte celular e uma possivel
reentrada da bactéria em outra célula. Assim, considerando-se essas informacgoes, a
reducao da conversado de LC3B em 120 horas de infecgao por Mtb &, sim, indicativo
de inibicdo do inicio da autofagia.

A conversdo de LC3BI em LC3BII indica que a formagao do autofagossomo esta
sendo finalizada (MIZUSHIMA; TAMOTSU; LEVINE, 2010). Entao, apesar de sMTL-
13 poder ser reconhecida e induzir o aumento da transcricdo de NDP52, existem
outros mecanismos que impedem a progressao da autofagia (ANDERSSON et al.,
2016; CHANDRA; KUMAR, 2016), por isso nao foi possivel visualizar a converséo de
LC3B durante a infecgdo. Entretanto, podemos sugerir que a macroautofagia nao esta
diretamente relacionada com o recrutamento de lisossomos observados durante a

infeccdo por Mtb ARv1419. Em contrapartida, ja foi demonstrado que conteudos



ubiquitinados podem ser enderegados para degradacgao diretamente no lisossomo, de
forma dependente de chaperonas (KAUSHIK; CUERVO, 2008). Também, ja foi
demonstrado que Mtb sofre ubiquitinacdo (FRANCO et al., 2017). Portanto, € possivel
sugerir que o controle feito por sMTL-13, no recrutamento de lisossomos, pode estar
relacionado ao processo de autofagia mediado por chaperonas.

Conseguimos concluir que a catepsina B e a sMTL-13 ndo estdo envolvidas na
regulagdo negativa da autofagia durante a infec¢cado por Mtb. No entanto, ainda ha a
possibilidade de catepsina B estar relacionada com o recrutamento de lisossomos
durante a infeccdo por Mtb ARv1419. Entdo para estabelecer essa possivel
correlagao, foi feito a infeccdo de macrofagos com Mtb H37Rv e Mtb ARv1419, pré
tratados com Ca074Me, e avaliado o acumulo de lisossomos através da marcagao por
lamp-1 em 120 horas apds infeccdo. Com isso, podemos observar que a catepsina B
aumenta o recrutamento de lisossomos durante a infecgdo. Logo, neste modelo,
podemos sugerir que catepsina B e sMTL-13 n&o estéo relacionadas.

O aumento de lisossomos induzido por catepsina B durante a infeccdo por Mtb
nao significa que o lisossomo esta funcional, visto que ja foi demonstrado que
catepsina B pode inibir a atividade de TRPML1, um canal permeavel a calcio, presente
na membrana do lisossomo e importante para a fusdo com o fagossomo (DAYAM et
al., 2015; QI et al., 2016). Além disso, foi mostrado que Mtb consegue impedir a
acidificagao de lisossomos, deixando-os disfuncional e impedindo a eliminacdo da
bactéria. Assim, a presencga de lisossomos nao significa que esta ocorrendo controle
da infeccdo, pois os lisossomos presentes durante a infeccdo por Mtb ARv1419
podem nao apresentar proteinas funcionais devido a nao acidificagao do lisossomo
induzida por Mtb. Isso explicaria o porqué de nao haver diferencga no crescimento entre
Mtb H37Rv e Mtb ARv1419(NOGUEIRA, 2012).

Apesar da catepsina B nao estar relacionada com o recrutamento de
lisossomos, poderia ainda estar relacionada com a reducdo da secrecdo de TNF-a
durante a infeccdo por Mtb ARv1419 (MORALES, 2014), uma vez que ja foi
demonstrado que macréfagos estimulados com LPS possuem secrecédo de TNF-a
dependente da atividade de catepsina B (HA et al., 2008). Ao analisar o sobrenadante
de células tratadas ou ndo com inibidor de catepsina B expostas ou ndo a Mtb
conseguimos observar que a secregdo de TNF-a dependente de sMTL-13 também

depende de catepsina B. Com isso, € possivel sugerir que catepsina B consegue
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modular o trafego de vesiculas e, consequentemente, a secrecdo de TNF-a. E
possivel sugerir, também, que a regulagao negativa que sMTL-13 faz sobre 0 acumulo
de lisossomos em tempos tardios de infeccdo nao esta relacionada com a secregao
de TNF- a dependente de sMTL-13.

Mtb como um patdgeno intracelular bem sucedido desenvolveu estratégias
para evasao do sistema imunologico, desde mecanismos que modulam vias
intracelulares, como a indugao de IFN tipo | (DOMINGO-GONZALEZ et al., 2016) e
estratégias que facilitam a disseminagao durante a infecgao in vivo (PETHE et al.,
2001). Uma das estratégias desenvolvidas é a capacidade das bactérias sobreviverem
no citoplasma, e, para isso, é necessario a inibicado da autofagia.

O presente trabalho mostrou que a regulagcédo negativa da autofagia durante a
infeccéo por Mtb é independente de sMTL-13 e catepsina B. Ainda que a secre¢ao de
TNF-a dependente de sMTL-13 também depende de catepsina B. Como ja foi
demonstrado que, redugao da secregao de TNF-a é devido a disfungao do trafego
vesicular (dados nao publicados) € possivel que Catepsina B tenha um papel
regulatorio neste trafego. O presente trabalho ndo estabeleceu a correlagdo direta
com o acumulo de endossomos. Como a regulagédo negativa de lisossomos feito por
sMTL-13 em tempos tardios de infeccao é independente de catepsina B, sugerimos
que a regulagao do trafego das vesiculas € um processo independente da regulagao
do acumulo de lisossomos em tempos tardios de infecgdo. Assim, sugerimos que
sMTL-13 possui diversos papéis importantes durante a infecgdo, mas sao necessarios

mais estudos.



6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o recrutamento de lisossomos durante a
infeccdo por Mtb é dependente de catepsina B, mas ndo esta relacionado com a
regulacdo que sMTL-13 faz. E ainda, a liberacdo de TNF-a dependente de sMTL-13
tem participagao de catepsina B. Esses dados sugerem que o controle que sMTL-13

faz sobre a liberagdo de TNF-a é independente do acumulo de lisossomos.
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7. ANEXO

Sem infecgao
WT

Syto24

H37Rv
WT

ARv1419
WT

Sem infecgdo
GBP -/-

H37Rv
GBP -/-

ARv1419
GBP-/-

Controle Ac
secundario

Figura 13 — Influéncia de GBP no recrutamento de lisossomos durante a infec¢ao por Mtb 2. Fotos
representativas de cada canal, em azul representando o Dapi para marcagao de nucleo, em vermelho marcacgao
de Lamp-1 com AlexaFluor568, em verde Syto24 representando a bactéria. A ultima coluna representa os merges

das imagens feito no ImageJ.
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Figura 14 — Influéncia de Catepsina B no recrutamento de lisossomos durante a infec¢ao por Mtb
2. Fotos representativas de cada canal, em azul representando o Dapi para marcagéo de nucleo, em vermelho
marcagao de Lamp-1 com AlexaFluor568, em verde Syto24 representando a bactéria. A ultima coluna representa

os merges das imagens feito no ImageJ.
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