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RESUMO

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agente causador da tuberculose em
humanos, desencadeia mecanismos que podem contribuir para o seu
crescimento intracelular. Por meio de interacdes moleculares entre
proteinas da bactéria e da célula hospedeira, o patégeno pode modular a
resposta do hospedeiro durante a infeccdo. Considerando que Mth pode
infectar células-tronco, dados prévios do nosso laboratério demonstraram
gue durante a infeccdo em células tronco hematopoiéticas CD34* (HSCs),
Mtb induz robusta expressdo de genes induzidos por acido retindico
(atRA). Sabendo que o atRA é um potente indutor da expressao génica, e
gue as enzimas ALDHs humanas sdo responsaveis pela sua formagéo e
gque Mtb também apresenta genes codificantes de ALDHs, o presente
trabalho buscou investigar se as enzimas ALDHs do bacilo estariam
participando da indugdo de genes RAREs de células CD34* durante a
infeccdo. Para isso, as bactérias foram previamente tratadas com um
inibidor de enzimas ALDHSs, Dietilaminobenzaldeido (DEAB) e expostas
a células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de doadores
saudaveis (MOI 3) por 72h. Essas células foram marcadas com anticorpos
anti-CD34 e anti-CD38 e adquiridas no citdmetro de fluxo. Os resultados
obtidos demonstram que durante a infeccdo em células CD34*, as ALDHs
da bactéria participam da inducdo da expressao de genes induzidos por
atRA (RAREs), como o CD38. Além disso, quando essas enzimas estdo
inibidas na bactéria, por meio do tratamento prévio com o DEAB, ocorre
a reducdo da expressdo do CD38, sugerindo que essas enzimas interagem
com a inducdo de genes RARESs da célula hospedeiro por meio do acido
retinbico. Observamos também que a multiplicagdo do bacilo durante a
infeccdo é dependente de enzimas ALDHs da célula e da bactéria,
sugerindo a importancia das ALDHs do Mtb na detoxificacdo de aldeidos
gerados durante a infeccdo. Desta forma, estes dados sugerem que durante
a infeccdo em células CD34*, as ALDHs do Mtb participam do
metabolismo de atRA da célula hospedeira, que resulta no aumento da
expressdo de genes RAREs, e que as ALDHs sdo importantes para o
crescimento intracelular do bacilo.

Palavras-chave: Aldeido  desidrogenases. Acido  retindico.
Detoxificacdo. Mycobacterium tuberculosis. Interacdo patdgeno-
hospedeiro.






ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the causative agent of tuberculosis in
humans, triggers mechanisms that may contribute to its intracellular
growth. By means of molecular interactions between bacterial and host
cell proteins, the pathogen can modulate host response during infection.
Considering that Mtb can infect stem cells, previous data from our
laboratory demonstrate that during the infection in CD34* hematopoietic
stem cells (HSCs), Mtb induces robust expression of genes induced by
retinoic acid (atRA). Knowing that atRA is a potent inducer of gene
expression, and that human ALDH enzymes are responsible for its
formation and that Mtb also has genes encoding ALDHSs, the present work
sought to investigate whether the enzymes ALDHs of the bacillus would
be participating in the induction of genes CD34* RARES during infection.
For this, the bacteria were previously treated with an inhibitor of ALDHs,
Diethylaminobenzaldehyde (DEAB) and exposed to peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from healthy donors (MOI 3) for 72h. These
cells were labeled with anti-CD34 and anti-CD38 antibodies and acquired
on the flow cytometer. The results obtained demonstrate that, during
infection in CD34* cells, bacterial ALDHSs participate in induction of
atRA gene expression (RARES), such as CD38. In addition, when these
enzymes are inhibited in the bacterium, by prior treatment with DEAB,
the CD38 expression is reduced, suggesting that these enzymes interact
with the induction of RARES genes of the host cell by means of retinoic
acid. We also observed that the growth of bacillus during infection is
dependent on cell and bacterial ALDH enzymes, suggesting the
importance of Mtb ALDHs in the detoxification of aldehydes generated
during infection. Thus, these data suggest that during infection in CD34*
cells, Mtb ALDHs participate in the atRa metabolism of the host cell,
which results in increased expression of RARES genes, and that ALDHs
are important for the intracellular growth of the bacillus.

Keywords: Aldehyde dehydrogenases. Retinoic acid. Detoxification.
Mycobacterium tuberculosis. Host-pathogen interaction.
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1. INTRODUCAO
1.1. MICOBACTERIAS

As micobactérias, por classificacdo taxondmica, pertencem ao filo
Actinobacteria, a ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e ao
género Mycobacterium (SHINNICK; GOOD, 1994). Eles sdo bacilos
aerohicos, imdveis, ndo esporulados e ndo encapsulados, ndo possuem
flagelos, sdo alcool-acido resistentes (BAAR) e possuem alto contetido de
G + C no genoma (GUPTA,; LO; SON, 2018; NIEDERWEISS, 2009;
SHINNICK; GOOD, 1994).

A grande maioria das espécies sdo saprofitas ambientais e algumas
micobactérias evoluiram com a capacidade patogénica, como por exemplo,
Mycobacterium tuberculosis, M. leprae, e M. ulcerans, agentes patoldgicos
em humanos que causam a tuberculose (Tb), hanseniase e Ulcera de Buruli,
respectivamente, bem como M. bovis, M. avium paratuberculosis e M.
marinum, patégenos de animais ndo humanos (BRITES; GAGNEUX,
2015; COSMA; SHERMAN; RAMAKRISHNAN, 2003; FOGEL, 2015b).

Até o presente momento, foram descritas 198 espécies de
micobactérias (RIOJAS et al., 2018) que sdo usualmente agrupadas em
bactérias de “crescimento rapido” e “crescimento lento” com base no tempo
necessario para que aparegam coldnias visiveis em meio sdlido. O
aparecimento de colbnias requer menos de 7 dias para espécies de
crescimento rapido e mais de 7 dias para espécies de crescimento lento
(SHINNICK; GOOD, 1994).

A parede celular das micobactérias é composta por acidos graxos de
cadeia longa denominados acidos micolicos (compostos por 60 a 90 4tomos
de carbono) ligados ao arabinogalactano que esta ancorado ao
peptideoglicano. Adicionalmente, contém varios lipoglicanos, incluindo o
lipoarabinomanana (LAM), seus precursores Lipomanana (LM) e
Fosfatidilinositol manosideo (PIM) (Figura 1) (BRENNAN; NIKAIDO,
1995; BRIKEN et al., 2004; FORRELLAD et al., 2013; NIEDERWEISS,
2009; SCHLESINGER; HULL; KAUFMAN, 1994). A estrutura complexa
da parede celular confere aos bacilos caracteristica alcool-acido resistente
(BAAR) e permitem que esses sejam corados pela técnica de Ziehl-
Neelsen, onde os bacilos séo corados com fucsina a quente e resistem a
descoloragdo por uma solucéao &cida (BRANDT; LLOYD, 1954).
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Adicionalmente, muitas bactérias deste género produzem
pigmentos carotenoides, sendo entdo classificadas como: fotocromogeénicas
produtoras de pigmentos amarelos ou laranja em meio de cultura quando
sdo expostas a luz; as estococromogénicas produzem os pigmentos no
escuro e, as acromogénias, sdo as micobactérias que ndo produzem
pigmentos (RUNYON, 1959a, 1959, 1970).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da parede celular do Mycobacterium
tuberculosis. (Adaptado de PARK; BENDELAC, 2000).

1.2. BIOSSINTESE DE PIGMENTOS E METABOLISMO DE
CAROTENOIDES EM MICOBACTERIAS

Carotenoides sdo pigmentos naturais e compostos isoprenoides com
esqueleto de polieno e varidvel nimero de ligacfes duplas conjugadas,
caracteristica que confere a capacidade de absorver a luz visivel, resultando
em uma coloracdo caracteristica entre as faixas amarela a vermelha
(BRITTON, 1995; HASHIMOTO; URAGAMI; COGDELL, 2016;
PENUELAS; MUNNEBOSCH, 2005). Dependendo da presenga ou
auséncia de anéis terminais em sua estrutura, eles sdo classificados como
carotenoides ciclicos ou aciclicos. Também podem ser classificados com
base na sua composicao quimica, onde 0s que sdo formados exclusivamente
por carbonos e hidrogénio sdo denominados de carotenos, enquanto que 0s
carotenoides que contém oxigénio sdo chamados de xantofilas
(RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018).
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Em bactérias, a biossintese de carotenoides inicia-se com o precursor
isoprendide basico de 5 carbonos (C5), isopentenil pirofosfato (IPP) e seu
isdbmero difosfato de dimetilalilo (DMAPP) (LIANG; ZHU; JIANG, 2017;
MOISE; AL-BABILI; WURTZEL, 2014; WALTER; STRACK, 2011). As
duas principais vias que produzem esses precursores sdo a via Mevalonato
(MVA) e via 2-C-metil-D-eritritol 4 fosfato (MEP)(MOISE; AL-BABILI;
WURTZEL, 2014). Em micobactérias, IPP e DMAPP sdo biossintetizados
exclusivamente pela via MEP. Esta via, especificamente em M.
tuberculosis, inicia-se com a condensacdo do gliceraldeido-3-fosfato e
piruvato, por meio da enzima 1-desoxi-Dxilulose-5-fosfato sintase (DXS),
formando o 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfatoc (DXP) (ROBLEDO;
MURILLO; ROUZAUD, 2011; SCHWENDER et al., 1996).

Posteriormente o IPP é condensado com seu isbmero DMAPP para
gerar C10-geranil pirofosfato (GPP), e entdo é alongado para C15-farnesil
pirofosfato (FPP) para formar o C20-geranilgeranil difosfato (GGPP), a
molécula precursora de carotenoides (MOISE; AL-BABILI; WURTZEL,
2014) (figura 2).

Ap6s a condensacdo do GGPP pela enzima geranilgeranil
pirofosfato sintase CrtE, a fitoeno sintase codificada pelo gene CrtB,
desnatura o GGPP para formar o fitoeno, subsequentemente, este é
convertido em licopeno, pela fitoeno desaturase codificada pelo Crtl. Por
fim, os passos de ciclizagdo converte o licopeno em B-caroteno sob a acdo
da licopeno ciclase CrtY (MISAWA et al., 1995; ROBLEDO; MURILLO;
ROUZAUD, 2011).
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Via 2-C-metil-D-eritritol 4 fosfato
(MEP)
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Figura 2 - Via de biossintese de B-caroteno em bactérias. Esquema
ilustrativo demonstra o metabolismo de fB-caroteno em M. marinum e as
enzimas envolvidas na biossintese de carotenoides e as modificacdes que
elas realizam na molécula

Muitas bactérias do género Mycobacterium produzem pigmentos
amarelo, laranja ou, menos frequentemente, salmédo quando estdo no escuro
(estococromogénicas) ou sob exposicdo a luz (fotocromogénicas) (Figura
3) (ICHIYAMA,; SHIMOKATA; TSUKAMURA, 1988; RILLING, 1962;
RUNYON, 1959b, 1970). O principal pigmento produzido por
micobactérias sdo os carotenoides. Em 1930, Chargaff foi o primeiro a
demonstrar a presenca de carotenoides em M. philei, e analise subsequente
demonstrou que o principal carotenoide foi o leproteno (ou isoneriateno)
(CHARGAFF apud ICHIYAMA; SHIMOKATA; TSUKAMURA, 1988).
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A partir de entdo, varios carotenoides foram encontrados nesta
espécie: o-caroteno, [-caroteno, fy-caroteno, &-caroteno, leproteno,
licopeno, criptoxantina e zeaxantina (CHARGAFF; LEDERER, 1935;
DAVID, 1974b; DHIR; SIRSI, 1965; INGRAHAM; STEENBOCK, 1935).
Adicionalmente, Tarnok e Tarnok (1970) identificaram a presenca de
pigmentos carotenoides em M. avium, M. intracellulare, M. aurum, M.
marinum, M. kansasii, M. gordonae e M. scrofulaceum e também ja foi
reportado a presenca de clusters génicos para a biossintese de carotenoides
em M. marinum e M. aurum (GAO et al., 2003; HERTZBERG; LIAAEN
JENSEN, 1967; HOUSSAINI-IRAQUI et al., 1992; RAMAKRISHNAN
etal., 1997; TARNOK; TARNOK, 1970; VIVEIROS, 2000).

Figura 3 — Coldnias pigmentadas de Mycobacterium. (A) M. chubuense; (B) M.
parafortuitum; (C) M. vaccae; (D) M. marinum; (E) Col6nias de M. marinum em
placas de agar Middlebrook 7H11 mostram a caracteristica fotocromogénica
quando cultivadas no escuro e transformam-se em amarelo brilhante logo ap6s a
exposicdo a luz (F) (Adaptado de JULIAN et al., 2010).

Apesar do metabolismo de carotenoides ser pouco explorado em
micobactérias, estudos utilizando M. kansasii demonstraram que as
bactérias sintetizam essencialmente a-caroteno e licopeno, e que 0s
mesmos sdo utilizados como precursores para a sintese do principal
produto final, o p-caroteno (DAVID, 1974a, 1974b).

No entanto, pouco se sabe sobre a funcdo desses pigmentos para a
biologia de micobactérias. Dessa forma, alguns estudos sugerem que 0s
carotenoides sdo importantes para protecdo da bactéria contra radiagéo
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ultravioleta (UV) e estresse oxidativo causado pelo excesso de luz
(BORONAT; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2014; RILLING, 1962). Ja
foi demonstrado que algumas micobactérias produzem esses pigmentos
guando sdo submetidas a estresse acido e entre pH 5.0-6.0, sugerindo um
papel protetor contra estresse acido (SAVIOLA, 2014; SAVIOLA;
FELTON, 2011). E quanto as espécies de micobactérias ambientais, a
producdo desses pigmentos podem ser importantes na protecao contra a luz
e acidez presente nos diversos ambientes (SAVIOLA; FELTON, 2011,
VERSHININ, 1999).

Comparagdes genbmicas com espécies micobacterianas mais
distantes tém sido utilizadas como ferramentas para compreender sobre as
mudancgas genéticas que levaram ao surgimento de micobactérias
causadoras da tuberculose (GORDON et al., 2009). Comparagdes do
genoma total de Mtb com cinco espécies como M. avium paratuberculosis,
M. leprae, M. marinum, M. smegmatis e M. ulcerans relevou 1,072 genes
ortélogos que sdo conservados nas 6 espécies (LI et al., 2005; STINEAR et
al., 2007, 2008). As comparaces de sequéncia do core génico mostrou que
0 Mtb é mais estreitamente relacionado ao M. marinum, entretanto, M.
marinum tem o genoma 2.2 Mb maior que o0 Mtb. Interessantemente, 0 M.
marinum reteve a capacidade de produzir facultativamente pigmentos para
protecdo contra luz, que é ligado ao cluster génico para biossintese de
carotenoides crtE-crtY que ndo esta presente em Mtb (STINEAR et al.,
2008).

1.3.  Mycobacterium tuberculosis E INTERACAO COM O
HOSPEDEIRO

Mycobacterium  tuberculosis (Mth), agente etioldégico da
tuberculose, foi identificado por meio do cultivo de granulomas triturados
por Robert Koch em 1881 (KOCH, 1982). Seu tempo de geracéo é lento e
dura cerca de 24h (COLE et al., 1998), mede aproximadamente 0,5 um de
didmetro e 1-4 um de comprimento (NIEDERWEISS, 2009).

O Primeiro genoma micobacteriano que foi completamente
sequenciado e disponivel para a comunidade cientifica foi o M. tuberculosis
H37Rv (COLE et al., 1998). Esta linhagem, originalmente isolada de um
paciente com tuberculose pulmonar em 1905, é uma cepa de referéncia do
Mtb amplamente estudada e que manteve sua completa capacidade de
viruléncia ao longo dos anos (MANCA et al., 1999). A Anélise do genoma
do Mth H37Rv mostrou que essa bactéria codifica em seu genoma 4.4
megabases (Mb), e possui cerca de 4173 mil genes (COLE et al., 1998).
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Como um patogeno intracelular, Mtb desencadeia mecanismos que
podem contribuir para o seu crescimento e viabilidade dentro do
hospedeiro. Isso pode acontecer por meio de interagdes moleculares entre
proteinas da bactéria e da célula hospedeira e, essas interagdes, permitem
que o patdgeno module a resposta do hospedeiro durante a infeccéo
(RAPANOEL; MAZANDU; MULDER, 2013).

A respeito dessas interacdes, € conhecido que a micobactéria utiliza
seus fatores de viruléncia presentes na parede celular como os glicolipidos
ManLaM e Fosfatidilinositol manosideo (PIM) para interagir com 0s
receptores de manose (MR CD206), e a ligagdo ao MR medeia a fagocitose
e resulta em diminui¢do da fusdo fagossomo/lisossomo (FL), acidificacéo,
burst oxidativo bem como liberacdo de citocinas anti-inflamatérias
(ASTARIE-DEQUEKER etal., 1999; CHIEPPA et al., 2003; KANG et al.,
2005; QUEVAL; BROSCH; SIMEONE, 2017; SCHLESINGER, 1996;
SINGH et al., 2006; TORRELLES; AZAD; SCHLESINGER, 2006).

LAM e PIM podem interagir com receptores do complemento, CR1,
CR2, CR3 e CR4 que medeiam a fagocitose (FERGUSON et al., 2004;
MOLD, 1999; SCHLESINGER et al., 1990), e os mesmos também podem
se ligar a DC-SIGN (do inglés specific intercellular adhesion molecule 3
grabbing nonintegrin), a interagdo com este receptor durante a infeccdo
promove a fusdo FL e impede a maturacdo de células dendriticas
(GENTENBEEK et al., 2003; GUIRADO; SCHLESINGER; KAPLAN,
2013).

Outro componente da parede celular, a trealose 6,6-dimicolato
(TDM) interage com receptores Mincle (do inglés Macrophage-inducible
C-type lectin) e induz a producéo de citocinas inflamatérias e formagéo do
granuloma (ISHIKAWA et al., 2009; SCHOENEN et al., 2010). Os lipidios
micobacterianos também interagem com os receptores TLRs via TLR2,
TLR4 e TLR9 (do inglés Toll Like Receptores). LAM, PIM; e PIMs e
lipoproteina 19-kDa sdo antagonistas do TLR2, enquanto que o TLR4
reconhece heat shock protein 65 (hsp65) e TLR9 reconhece motivos CpG
na micobactéria (BAFICA et al., 2005; JONES et al., 2001; MEANS et al.,
1999).

Apos a fagocitose, 0 Mtb secreta proteinas como ESAT6/CFP10 (do
inglés early secretory antigenic target 6/culture filtrate protein 10),
SecAl/2, ManLAM e TDM que interfere na maturacdo do fagossomo
(DERETIC et al., 2006; GUIRADO; SCHLESINGER; KAPLAN, 2013;
LUGO-VILLARINO; NEYROLLES, 2014). Outro fator de viruléncia
importante é o sistema de secrecdo ESX-1 que facilita a exportagdo de
produtos bacterianos para o citoplasma da célula hospedeira (GROSCHEL
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et al., 2016; HOUBEN et al., 2012; MANZANILLO et al., 2012), através
da formagé&o de poros na membrana do fagossomo (CONRAD et al., 2017;
MANZANILLO et al., 2012), facilitando a interacdo entre o Mtb e seus
produtos com as vias de reconhecimento de patdgenos como cGAS/STING
da célula hospedeira (BHASKAR et al., 2015; COLLINS et al., 2015;
WIENS; ERNST, 2016) que implica na inducdo de IFN do tipo |
(DONOVAN et al., 2017; STANLEY et al., 2007). O aumento dos niveis
de IFN | se associa com o aumento da susceptibilidade do hospedeiro a
infeccdo (figura 4) (BERRY et al., 2010; BLOOM et al., 2013; ESMAIL et
al., 2018, MAERTZDORF et al., 2012; MANCA et al, 2001;
OTTENHOFF et al., 2012; SCRIBA et al., 2017).
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Figura 4 - Receptores de Padrdes Moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) que interagem com Mycobacterium tuberculosis. Esquema ilustrativo
dos principais receptores envolvidos no reconhecimento do Mtb e sua localizagdo
nas células hospedeiras. Os receptores de reconhecimento de Padrfes (PRRS) estdo
na superficie das células e incluem Receptores do tipo Toll (TLRs), receptores
Scavenger e receptores de lectina tipo-c. Os receptores citoplasmaticos reconhecem
componentes micobacterianos, como proteinas secretadas e DNA no citoplasma.
As principais vias de sinalizagdo sdo mostradas incluindo secre¢éo de citocina
dependente de NFkB e IRF3, secre¢do de IL-1B mediada por inflamassoma e a
ativacéo de autofagia (STAMM et al., 2015).
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E descrito também que durante a infeccdo o bacilo interage com
produtos do metabolismo do hospedeiro para suprimento nutricional, por
meio da mobilizagdo e metabolizacdo do colesterol da célula hospedeira, e
essa habilidade tem sido atribuida ao gene mce4 que codifica para um
transportador de colesterol (PANDEY; SASSETTI, 2008; RUSSELL etal.,
2010), sendo a captacdo e degradacdo desses necessarios para O
crescimento e sobrevivéncia em macré6fagos e camundongos com infeccdo
cronica (NESBITT et al., 2010; PANDEY; SASSETTI, 2008),
demonstrando que o metabolismo do colesterol lipidico do hospedeiro
desempenha um papel importante na infeccéo por Mtb.

Nesse mesmo conceito, o0 Mtb, durante a infeccgéo, utiliza o lactato
do hospedeiro como fonte de carbono, sendo necessaria a participacéo de
enzimas Lactato desidrogenases (Rv1872c), que a oxida o lactato, que foi
requerida para o crescimento intracelular em macréfagos, uma vez que Mth
deficientes para esse gene foram incapazes de proliferar em macréfagos
derivados do PBMC (BILLIG et al., 2017).

Os trabalhos citados anteriormente mostram como o Mtb interage de
diferentes maneiras com a célula hospedeira, tanto para modular a resposta
imunoldgica, quanto para adquirir nutrientes durante a infeccéo.

1.4, TUBERCULOSE

O Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) compreende
algumas espécies e subespécies de micobactérias que compartilham 99,9%
de identidade de sequéncia de DNA, e sequéncias idénticas de 16S rRNA
mas que diferem em sua faixa primaria de hospedeiros e patogenicidade
(SMITH et al., 2006). As espécies patogénicas pertencentes a esse
complexo sdo M. tuberculosis (Mtb), M. africanum, M. canettii, M. bovis,
M. microti, M. orygis, M. caprae, M. pinnipedii e M. mungi
(ALEXANDER et al., 2010; BRITES; GAGNEUX, 2015; SMITH et al.,
2006). As espécies adaptadas aos humanos sdo o Mycobacterium
tuberculosis (sensu stricto) e M. africanum, sendo os humanos os (nicos
hospedeiros conhecidos que mantém os ciclos de infeccéo e transmissédo
(BRITES; GAGNEUX, 2015; SMITH et al., 2006).

Dessa forma, a tuberculose em humanos é uma doenca
infectocontagiosa causada por bactérias desse complexo, mas
especificamente pelo M. tuberculosis (Mth) (FOGEL, 2015b). A exposicao
ao bacilo leva a dois resultados: infecgdo latente (LTBI) e tuberculose ativa.
No primeiro caso, o patdgeno pode ser eliminado pela resposta imune inata,
e 0s testes PPD ou tuberculina (TST -Tuberculosis Skin Test) e IGRAS
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(Interferon-y release assay) podem ser negativos, ou eliminados pela
resposta imune adaptativa, nesse caso o TST e IGRA podem ser positivos
ou negativos, dependendo se a resposta das células T de memoria foram
primadas e o individuo ndo apresenta sintomas clinicos da doenca (BARRY
etal., 2009; ESMAIL etal., 2014). De acordo com a Organiza¢do Mundial
de Salde (OMS - (OMS, do inglés World Health Organization -WHQ), em
2017, 10 milhGes de pessoas desenvolveram a tuberculose ativa (intervalo,
9,0 - 11,1 milhdes), equivalentes a 133 casos por 100.000 habitantes, sendo
0 continente americano responsavel por 2,8% dos casos enquanto que o
Sudeste Asiatico foi responsavel por 44% dos casos, seguido do continente
Africano (25%) (WHO, 2017). No Brasil, h4 uma estimativa de 86 mil
casos incidentes em 2017, sendo a maior incidéncia em homens e
individuos HIV* (WHO, 2017). Na tuberculose ativa, o patdgeno consegue
subverter a resposta imunoldgica do hospedeiro e estabelecer a doenca.
Nessa fase, os individuos desenvolvem os sintomas clinicos que incluem
febre noturna, perda de peso, tosse e hemoptise além de apresentarem
positividade nos testes microbiolégicos, radiografia do pulmao e testes
moleculares (ESMAIL et al., 2014; FOGEL, 2015a; PAI et al., 2016;
WILDNER et al., 2011).

Na fase ativa da doenca, os individuos infectados transmitem,
comumente por meio da tosse, goticulas de aerossol contendo o bacilo.
Tendo como rota de entrada o trato respiratério por meio da inalacdo, a
bactéria é translocada para o trato respiratorio inferior, onde encontra
macrofagos alveolares, que sdo o tipo celular dominante que o Mtb infecta,
células dendriticas (DCs) e neutr6filos que internalizam a bactéria por
fagocitose mediada por receptores (ARMSTRONG; HART, 1975;
BAFICA et al., 2005; BERTHRONG, 1968; HENDERSON; WATKINS;
FLYNN, 1997; MAY; SPAGNUOLO, 1987; PAI et al., 2016;
ROOYAKKERS;  STOKES, 2005; SCHLESINGER,  1996;
SCHLESINGER et al., 1990; SCHOREY; SCHLESINGER, 2016;
UNDERHILL et al., 1999)

As células que foram inicialmente infectadas liberam citocinas pro-
inflamatérias que resulta no recrutamento de mais DCs, mondcitos e
neutréfilos da corrente sanguinea. Entdo, as células dendriticas infectadas
se ativam e migram para os linfonodos para fazer a apresentacdo de
antigenos as células T. Este evento resulta no recrutamento de células do
sistema imunolégico, incluindo células T e B para o parénquima pulmonar
e formam o granuloma, uma estrutura caracteristica da tuberculose (Figura
5A) (PAIl et al., 2016; WIPPERMAN; SAMPSON; T. THOMAS, 2014).
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Entretanto, quando essas células ndo conseguem destruir o patdégeno,
as bactérias replicam-se dentro do granuloma de tal maneira que podem
rompé-lo, e como resultado, os bacilos podem se disseminar eventualmente
para outros Orgdos. Nessa fase, as bactérias podem entrar na corrente
sanguinea ou entrar novamente no pulmao para serem liberadas e infectar
novos hospedeiros. A partir desse momento, o hospedeiro infectado torna-
se infeccioso, sintomatico e passa a ter a forma ativa da doenca (Figura 5B)
(PAI et al., 2016; WIPPERMAN; SAMPSON; T. THOMAS, 2014).

No entanto, os granulomas do ponto de vista do hospedeiro
representam uma barreira para conter a infecgdo, mas por outro lado,
representa para a bactéria, um microambiente onde a mesma pode
permanecer em estado latente podendo posteriormente iniciar a
proliferacdo e reativar a doenga.
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Figura 5 - Infeccdo por Mycobacterium tuberculosis em seres humanos.
Esquema ilustrativo da formacgdo do granuloma durante a tuberculose, em (A)
Infeccdo Latente; (B) Infecclo Ativa. (Adaptado de Pai et al., 2016).
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1.5. ENZIMAS ALDEIDO DESIDROGENASES (ALDHS) DE
EUCARIOTOS E PROCARIOTOS

Enzimas Aldeido desidrogenases (EC 1.2.1.3) compreendem uma
superfamilia de enzimas encontradas em todos os trés dominios da vida,
Archaea, Eubacteria e Eukarya. A presenca de enzimas ALDHs, desde
organismos unicelulares a organismos mais complexos € sugestivo do
papel crucial que essas enzimas desempenham ao longo da histéria
evolutiva (BROCKER et al., 2013; JACKSON et al., 2011). A superfamilia
ALDH contém enzimas dependentes de NAD(P*) que oxidam uma ampla
gama de aldeidos para &cidos carboxilicos correspondentes (PEROZICH et
al., 1999).

A indugdo de ALDHs tem sido observada em uma variedade de
espécies de plantas expostas ao calor, desidratacdo, salinidade,
antioxidantes, radiacdo ultravioleta, pesticidas ou metais (BROCKER etal.,
2013; GAO; HAN, 2009; KOTCHONI et al., 2006; MISSIHOUN;
KOTCHONI; BARTELS, 2018). Trauma mecanico e infeccbes fungicas
também podem elicitar 0 aumento da expressdao de ALDHs em plantas
(WU; SU; PENG, 2007). Bactérias patogénicas encontram estresse
oxidativo proveniente da resposta imunoldgica do hospedeiro que deve ser
superada durante a invasdo e infeccdo (CABISCOL; TAMARIT; ROS,
2000; MYDEL et al., 2006). Organismos, incluindo leveduras e
Caenorhabditis elegans, também expressam uma variedade de ALDHs em
resposta ao estresse oxidativo (NAVARRO-AVINO et al., 1999; SINGH
et al., 2008).

Alguns poucos estudos investigaram o papel de ALDHSs bacterianas
sob condigBes de estresse quimicos e ambientais, e sugerem uma funcéo na
protecdo contra o estresse oxidativo. Dessa forma, E. coli exposta a H20;
produz vérios metabolitos aldeidos, conhecidos por serem gerados por
ALDHs bacterianas, como glicolato, 4-aminobutirato, e 4cido succinico e
parece estar envolvida na protecdo contra o estresse oxidativo
(JOZEFCZUK et al., 2010). J& em Pseudomonas aeruginosa, quando
exposta ao Arsenito (As®'), indutor de estresse oxidativo, aumenta a
expressdo de ALDHs (PARVATIYAR et al.,, 2005). Outra bactéria,
Staphylococcus aureus, exposta ao NaOCI, aumenta a expressao de uma
Alda, e a delecdo desse gene resultou num fenétipo NaOClI-sensivel,
demonstrando a importancia de Alda na defesa contra estresse causado por
hipoclorito (IMBER et al.,, 2018). Bactérias ambientais, usadas em
biorremediacdo, como Acidothiobacillus ferrooxidans quando exposta a
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bornito (CusFeS,), indutor de estresse oxidativo, aumenta a expressao de
uma ALDH desconhecida (ALDH1Q1) (FERRAZ et al., 2011).

As ALDHs bacterianas s@o reportadas por apresentarem a
capacidade de converter diferentes substratos, quando purificadas,
demonstrando que sdo pouco especificas. Diante disso, varios estudos
mostram que as ALDHs sdo capazes de converter aldeidos como,
propionaldeido, benzaldeido, valeraldeido, butiraldeido, acetaldeido, 3-
hidroxipropionaldeido, formaldeido, L-1,2-propanediol, metilglioxal,
aldeido glicol e Retinaldeido (AZlZ et al., 2017; BOYD etal., 1991; HONG
et al., 2016; IMBER et al., 2018; PETER; OPHEM; DUINE, 1990; SU et
al., 2015).

Em suma, todos esses trabalhos apontam as ALDHs como uma
enzima requerida sob condi¢des de estresse oxidativo, e sugerem que essas
estejam envolvidas na protecdo por meio da detoxificacdo e sdo pouco
especificas em relacdo aos substratos. Além disso, outro trabalho em
Pseudomonas cichorii aponta uma relagdo entre ALDH e viruléncia, uma
vez que a delecdo desse gene anulou a capacidade da bactéria infectar
plantas (TANAKA et al., 2012). Entretanto, o papel da ALDH em Mtb
durante a infeccdo de células humanas ainda nao foi explorado.

Em humanos, a superfamilia de enzimas ALDHs compreendem 19
enzimas dividas em diferentes subfamilias e, sdo encontradas em um ou
mais compartimentos celulares incluindo o citosol, mitocondria, reticulo
endoplasmatico e nicleo (KOPPAKA et al., 2012a; MARCHITTI et al.,
2008). Destacando as mais importantes, a subfamilia ALDHI1A
compreende as primeiras ALDHs (ALDH1A1/-1A2/-1A3) que sintetizam
acido retindico (atRA) a partir do retinal e sdo cruciais para a regulago da
sinalizacdo do atRA, e tem afinidade para oxidagdo de all-trans- e 9-cis-
retinal (CHEN et al., 2012; YOSHIDA; HSU; DAVE, 1992).

O estresse oxidativo induzido pelo &lcool desempenha um papel
critico no desenvolvimento de doengas relacionadas ao alcool, como
doenca hepatica alcoodlica, cardiomiopatia e gastrite, estando a ALDH2
estritamente relacionada com a detoxificacdo do acetaldeido (DEY;
CEDERBAUM, 2006; RIVERA-MEZA et al., 2019; YOSHIDA et al.,
1998). Polimorfismos genéticos no gene ALDH2 resulta na reducdo da
capacidade de metabolizar o acetaldeido que gera a sindrome do rubor
alcodlico, observada na populagdo do leste asiatico, e é causada pela
acumulacdo de acetaldeido como resultado da redugdo da atividade de
ALDH2 (HIGUCHI et al., 1995; PARK et al., 2014).

A atividade da ALDH também suporta a homeostase celular através
da protecdo contra espécies reativas de oxigénio geradas sob condi¢des de
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estresse oxidativo. Nesse contexto, ALDH1Al1 e ALDH3A1l estéo
envolvidas em proteger a superficie do tecido ocular de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (CHEN; MEHTA; VASILIOU, 2009), e manter a
integridade da lente cOrnea através de atividades ndo enzimaticas, incluindo
absorgdo direta de radiagcdo UV, servindo como chaperonas para evitar
agregacao de proteinas mal dobradas (ESTEY et al., 2010). A ALDH7A1
foi associada a protecdo de células contra estresse hiperosmdtico gerando
osmolitos, como a betaina, e metabolizando de forma simultdnea os
aldeidos tdxicos derivados da peroxidacdo lipidica (BROCKER et al.,
2010, 2011).

ALDHs também possuem a capacidade de influenciar a funcéo
neural, sendo entdo demonstrado que ALDH1Al e ALDH2 estdo
envolvidas no metabolismo de dopamina, e que a inibicdo dessas enzimas
culminam no acumulo de metabdlitos neurotoxicos, como 3,4-di-
hidroxifenilacetaldeido, que contribui para a patogénese da doenca de
Parkinson (BURKE et al., 2003; MARCHITTI; DEITRICH; VASILIOU,
2007). Adicionalmente, a ALDH5A1 é um importante regulador do
metabolismo de GABA, e através de suas funcbes metabolicas esta
envolvida na neuroprotecdo (MARCHITTI; DEITRICH; VASILIOU,
2007).

Mutagdes e polimorfismos em genes ALDHSs estdo associados com
varias condicBes patofisiolégicas em humanos, incluindo sindrome de
Sjogren-Larsson, hiperprolinemia tipo II, acidaria y-hidroxibutirica,
epilepsia dependente de piridoxina, hiperamonemia, doengas relacionadas
ao alcool, cancer, Alzheimer e Parkinson (AKABOSHI et al., 2003;
BURKE et al., 2003; ENOMOTO et al., 1991; KAMINO et al., 2000;
ONENLI-MUNGAN et al.,, 2004; RIZZO; CARNEY, 2005;
YOKOYAMA et al., 2001).

Atualmente vérios inibidores farmacolégicos de enzimas ALDHs
tem sido desenvolvidos como uma abordagem para o tratamento de
doencas. Nesse sentido, o 4-Dietilaminobenzaldeido (DEAB), é um
inibidor bem conhecido e foi identificado pela primeira vez ha mais de 25
anos, quando demonstrou-se que o uso do DEAB inibe o metabolismo de
farmacos mediados pela ALDH, tornando células cancerigenas sensiveis a
acdo citotdxicas de ciclofosfamidas (RUSSO; HAUGUITZ; HILTON,
1988). Mais recentemente, foi demonstrado que o DEAB reduz a
resisténcia de células do cancer de mama humano a quimioterapia e
radiacdo (CROKER; ALLAN, 2012).

O mecanismo de inibicdo do DEAB ainda ndo esta totalmente
compreendido para todas as classes de ALDHs. No entanto, alguns
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trabalhos demonstram que ele é um inibidor competitivo para as classes de
ALDH1A1, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH2, ALDH1B1, ALDH5A1
enquanto que é um inibidor irreversivel de ALDH7A1 (LUO et al., 2015;
MORGAN et al., 2015).

1.6. A SINTESE DE ACIDO RETINOICO

Em animais, os carotenoides sdo precursores de retindides, como
retinal e Vitamina A (Retinol) e desempenham importantes funcgdes
bioldgicas e metabolicas (BUSHUE; WAN, 2010; SHETE; QUADRO,
2013). E para formar estes precursores, sdo requeridas a atividade de
enzimas oxigenases de clivagem de carotenoides, que realizam a clivagem
simétrica do B-caroteno na posi¢do C15-C15°, (KLOER; SCHULZ, 2006;
MOISE; AL-BABILI; WURTZEL, 2014; MOISE; VON LINTIG;
PALCZEWSKI, 2005; WALTER; FLOSS; STRACK, 2010).

Em animais as enzimas sdo a BCO | (LINTIG; VOGT, 2000; WY'SS
et al., 2001) e BCOI I, que clivam o B-caroteno na posi¢cdo C9-C10’,
culminando na formagao de compostos B-ionina do composto Ci3 e B-apo-
10’carotenal (Cz7) (HU et al., 2006; KIEFER et al., 2001). O produto do
BCOIIL, B-apo-10’carotenal, culmina na formacdo de retinal e
posteriormente oxidacdo desses para acido retindico, via reacdes de
oxidacdo desempenhada por enzimas Aldeido desidrogenases (ALDHSs)
(HU et al., 2006; MARCHITTI et al., 2008; YOSHIDA et al., 1998).

Nesse sentido, os retindides ou all-trans-retinol, sdo micronutrientes
essenciais em vertebrados e apesar da importancia dessa molécula,
organismos vertebrados ndo possuem a capacidade de sintetiza-la, e
portanto, devem obté-la através da dieta sob a forma de vitamina A pré-
formada, de fontes de origem animal, e pré-vitamina A de origem vegetal
(HARRISON, 2012).

Para que seu metabdlito ativo, o acido retindico (atRA), seja
sintetizado devera ocorrer uma série de reaces enzimaticas no citoplasma
celular. Primeiramente, o Retinol e o [3-caroteno obtido a partir de fontes
animais e vegetais é absorvido na mucosa intestinal, e é metabolizado por
uma lecitina retinol aciltransferase (LRAT) formando o éster-retinil que é
incorporado dentro de quilomicrons e liberados no sistema linfatico
(NAPOLLI, 2017b). Através desse transporte, o retinol chega ao figado, no
qual podera ser armazenado em células estreladas ou ser liberado na
circulagdo sanguinea para entrega nos demais tecidos (HARRISON, 2012).
Na circulagéo, agrega-se a um complexo formado por proteina de ligagdo
ao retinol (RBPs) e Transtirretina (TTR) devido a sua natureza lipossolivel
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(RHINN; DOLLE, 2012; SUN; KAWAGUCH]I, 2011; TORNACK et al.,
2017) e a entrega deste para as células ocorre através de proteinas
especificas como o receptor estimulado por acido retindico 6 (STRA-6) ou
por difusdo passiva (NAPOLI, 2017b; SUN; KAWAGUCHI, 2011).

Uma vez dentro da célula, proteinas celulares de ligacdo ao retinol
(CRPB) se ligam a molécula e enzimas como a DHRS/RDH catalisam a
conversdo de retinol para retinal e subsequentemente, esse € oxidado a
acido retindico (atRA) por enzimas aldeido desidrogenases dependentes de
NAD* (EC 1.2.1.3) (ALDH1Al, ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH8AL)
(Figura 6) (JACKSON et al., 2011; KOPPAKA et al., 2012a; RHINN;
DOLLE, 2012).

Apo6s a formacdo do atRA, proteinas celulares de ligacdo ao acido
retindico (CRABPL e 2) sdo responsaveis pelo seu transporte dentro da
célula (BERRY etal., 2012; NAPOLI, 2017a). Apds sua formacao, existem
trés possiveis destinos. Em um desses, proteinas CRABP1 se ligam ao atRA
e 0 apresentam para enzimas do citocromo P450 da familia CYP26
(CYP26AL1, Ble C1) para ser hidroxilado formando um metabolito inativo
4-oxo- &cido retindico (ALONSO; JONES; GHIAUR, 2017; RHINN;
DOLLE, 2012; ROSS; ZOLFAGHARI, 2011). O segundo destino é através
de sinalizacdo paracrina, que consiste em sair da célula e atuar sobre as
células vizinhas. O terceiro destino é o seu transporte para o nlcleo, através
de transportadores CRABP2 (Figura 6) (NAPOLI, 2017a; RHINN;
DOLLE, 2012).
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Figura 6 - Metabolismo do acido retindico em humanos. O retinol ligado ao
complexo RBP-TTR-retinol é transportado para o citoplasma através do receptor
STRA-6. No citoplasma, liga-se a proteina de transporte citoplasmatica CRBP1 e
entdo é convertido a retinal por enzimas DHRS3 ou RDH e subsequentemente
convertido a &cido retindico por enzimas Aldeido desidrogenases (ALDH1A1,
ALDH1A2 e ALDH1AZ3) via reacdo irreversivel utilizando NAD* com co-fator.
Apos a formacdo do acido retindico (atRA) existem trés destinos: (1) Degradagao
por enzimas CYP26A1, B1 e C1, (2) Sinalizagéo paréacrina, (3) Sinalizagao nuclear,
no nlcleo induzem a expressdo de genes induzidos por acido retindico.

1.7. EFEITOS GENOMICOS DO ACIDO RETINOICO

Uma vez no nlcleo, o atRA ativa receptores nucleares que regulam
diretamente a expressdo génica (URAY; DMITROVSKY; BROWN,
2016). A sua funcéo é exercida através de receptores nucleares do tipo Il
(SEVER; GLASS, 2013), o receptor de &cido retindico (RARS) e o receptor
x retindide (RXR), os quais contém trés subtipos: a, p e vy (URAY;
DMITROVSKY; BROWN, 2016). Cada subtipo é codificado por genes
diferentes e possuem duas ou mais isoformas originados por splice
alternativo (BASTIEN; ROCHETTE-EGLY, 2004; LALEVEE et al.,
2011).



40

Sob a ligacdo dos seus ligantes, RAR e RXR usualmente formam
heterodimeros e se ligam a elementos de resposta ao acido retindico
(RARES), que consiste em repeticdes diretas de motivos hexaméricos
(A/G)G(G/T)TCA e podem estar separados por 1 a 12 nucleotideos (DR1
a DR12), além disso, podem fazer heterodimeros com outros receptores
nucleares como por exemplo, RXR, LXR ou PPARy (KONKIT; CHOI,;
KIM, 2015; LALEVEE et al., 2011; URAY; DMITROVSKY; BROWN,
2016). A ligacdo do heterodimero RAR/RXR aos RARESs é considerada a
via classica do &cido retindico e, a ativacdo desta via desencadeard a
inducdo ou represséo génica (BRAZDA et al., 2011; RENAUD et al., 1995;
URAY; DMITROVSKY; BROWN, 2016). A habilidade do atRA e seus
receptores em participar da regulacdo génica, ativando ou regulando
negativamente essas vias, demonstram a importancia que o atRA possui
sobre diferentes processos fisioldgicos e metabdlicos.

Farmacologicamente o0s receptores RAR e RXR podem ser
modulados de maneira especifica através de agonistas, agonistas inversos,
agonistas parciais e antagonistas. Nesse sentido, os arotenoides de estilbeno
BMS 493, é um potente agonista inverso que aumenta a interacdo de RARs
com correpressores para regular negativamente a transcricdo de genes
mediados por RAR (LE MAIRE et al., 2010).

1.8. ACIDON RETINOICO NA IMUNIDADE E NA
DIFERENCIACAO CELULAR

O atRA exibe efeitos pleiotropicos no sistema imunolégico (HALL
etal., 2011; SINHA et al., 2016). Nesse contexto, em células T CD4+, atRA
promove um efeito pro-inflamatério em resposta & infeccdo por
Toxoplasma gondii via sinalizacdo do receptor RARa e este receptor é
necessario para a ativagdo das células T (HALL et al., 2011). Em
macrofagos, O RARy desempenha papel importante na regulagdo da
producdo de citocinas pro-inflamatérias (DZHAGALOV; CHAMBON;
HE, 2007). Entretanto, em células T regulatérios CD4* Foxp3* o atRA
induz a diferenciacdo dependente de TGF-p e IL-10 através da inibicdo
transcricional de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, IL-21 e IL-4
(HILL et al., 2008; SANJABI et al., 2009). Em macrofagos estimulados
com LPS e tratados com atRA, ocorre a inibe da producdo de TNF-a, IL-
12 e Oxido nitrico e aumento na producdo de IL-10 que pode atuar na
inibicdo de citocinas pro-inflamatérias (WANG; ALLEN; BALLOW,
2007). Em célula NK, tem um efeito anti-inflamatério por inibir a
producdo de IFN-y (CHANG; HOU, 2015).
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O atRA influencia, diretamente ou indiretamente, a migracdo, a
proliferacdo, diferenciacdo e funcéo de varios linfdcitos inatos, incluindo,
ILCs, TCRyds, NKT e NK (KIM; TAPAROWSKY; KIM, 2015;
MUCIDA et al., 2007; RUITER; PATIL; SHREFFLER, 2015).

Diante desses trabalhos, observamos como o sistema imunolégico é
influenciado pelos efeitos mediados pelo &cido retindico, ndo apenas para
0 desenvolvimento de tecidos linféides primarios e secundarios, mas para
a diferenciacdo de varias células e controle da resposta imune inflamatéria
e anti-inflamatéria. Além disso, os efeitos especificos que o atRA possui
sob a resposta imune nem sempre sao previsiveis, pois dependem do tipo
celular, das isoformas do receptor RAR, das condi¢Bes experimentais e, da
concentracdo de atRA que resulta em diferentes fendtipos como os descrito
acima (LARANGE; CHEROUTRE, 2016; PINO-LAGOS; BENSON;
NOELLE, 2012).

Adicionalmente, varios estudos demonstram a importancia do atRA
para o desenvolvimento embrionario, crescimento e desenvolvimento de
tecidos, bem como para a regulacdo do sistema imunolégico, regulagéo
génica e diferenciacdo celular (ANG et al., 1996; ARTS et al., 2015;
BALMER; BLOMHOFF, 2002; BASTIEN; ROCHETTE-EGLY, 2004;
BOWLES et al., 2006; CAMMAS et al., 2007; CANETE et al., 2017;
CHAPELLIER et al., 2002; CHEN et al., 2007; CHEN; ONISKO;
NAPOLI, 2008; DURSTON et al., 1989; GHIAUR et al., 2013; GUDAS,
2015; KASTNER, 2001; LALEVEE et al., 2011; LAURSEN; GUDAS,
2018; LIU et al., 2005; MURAMOTO et al., 2010; ORFALI et al., 2015;
PINO-LAGOS; BENSON; NOELLE, 2012; RHINN; DOLLE, 2012; XIN
M. LUO; ROSS, 2006).

A respeito da diferenciacdo celular, foi demonstrado que o éacido
retindico induz a diferenciacdo de células HL-60 (BREITMAN;
SELONICK; COLLINS, 1980) e isso permitiu a sua utilizacdo na terapia
de leucemia promielocitica aguda para induzir a diferenciacéo terminal de
granulécitos imaturos (HUANG et al., 1988). Posteriormente descobriu-se
que esta diferenciagdo é dependente dos receptores RAR subtipo a
(COLLINS; ROBERTSON; MUELLER, 1990). J& em células tronco
embriondrias de camundongos (EB3), o atRA promove a diferenciacao
neuronal e caudalizacdo de maneira concentracdo-dependente (OKADA et
al., 2004). Um estudo realizado por Tocci e colaboradores (1996)
demonstrou que células precursoras linc-kit*Sca-1* (progenitoras
hematopoiéticas) cultivadas na presenca de 1 uM de atRA aumentam a
expressao de marcadores monociticos, F4/80, apés 7 dias de cultura
(TOCCI et al., 1996). Em células tronco hematopoiéticas CD34*CD38" a
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inibicdo da sinalizacdo do &cido retindico por meio da inibicdo do receptor
RAR promove a expansdo destas células in vitro enquanto que a adi¢éo de
atRA reverte este efeito, demonstrando que o atRA é importante para a
diferenciacdo dessas células (GHIAUR et al., 2013).

Desta forma, a habilidade do atRA induzir diretamente a
diferenciacdo em células tronco embrionarias e hematopoiéticas chamou a
atencdo do nosso grupo de pesquisa. Andlise de transcriptomas de células-
tronco hematopoiéticas CD34* expostas a Mtb in vitro demonstrou cerca de
150 genes RAREs diferencialmente expressos durante a infeccdo (Dados
ndo demonstrados). Dentre estes, 0 gene que codifica a proteina CD38, uma
ectoenzima com atividade bifuncional de ADP-ribosil ciclase e ADP-
ribosil hidrolase (MEHTA; SHAHID; MALAVASI, 1996), estava
aumentada em células expostas ao Mth quando comparadas as culturas
controles ndo infectadas, sugerindo a participacdo de enzimas ALDHs na
ativacdo desta via. O CD38 é um classico gene RARE presente na
membrana celular (MEHTA; SHAHID; MALAVASI, 1996) e pode ser
facilmente mensurado por citometria de fluxo. Portanto, neste trabalho o
CD38 foi escolhido como um indicador da ativacéo de genes RAREs o qual
pode apontar para a producéo de atRA durante a infeccdo.

Entretanto, ainda néo foi explorado se as ALDHSs de Mtb participam
da ativacdo de genes RAREs (ex.:CD38) durante a infeccdo de células
progenitoras-hematopoiéticas humanas CD34".
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a participacdo de enzimas Aldeido desidrogenases de
Mycobacterium tuberculosis na ativagdo de genes RAREs em células
progenitoras-hematopoiéticas CD34* durante a infec¢éo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Andlises in silico, através de ferramentas de bioinformatica, dos
genes Aldeido desidrogenases do Mycobacterium tuberculosis.

- Caracterizar a contribuicdo de enzimas Aldeido desidrogenases do
Mycobacterium tuberculosis durante a interagdo com a célula hospedeira.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. REAGENTES

As citocinas recombinantes humanas IFN-a, IFN-B, IFN-y foram
obtidos pela empresa Immunotools. O inibidor de enzimas ALDHs N,N-
dietilaminobenzaldeido (DEAB) foi obtido pela empresa Sigma. O Inibidor
do receptor de &cido retindico pan-agonista inverso RAR BMS 493 foi
adquirido pela empresa Tocris. Aldefluor™ foi obtido pela empresa
StemCell. Esses reagentes foram utilizados em diferentes unidades e
concentracdes indicadas em cada ensaio.

3.2. COMITE DE ETICA PARA PESQUISA COM SERES
HUMANOS

O uso de sangue de doadores para a realizagdo deste trabalho foi
aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Santa Catarina
sob o protocolo CAAE: 89894417.8.0000.0121.

33. AMOSTRA DE SANGUE HUMANO E CONSIDERACOES
ETICAS

O sangue de doadores saudaveis foi utilizado para obtencdo de
células mononucleares. Doadores entre 20 e 40 anos foram recrutados
voluntariamente para o estudo mediante consentimento por escrito do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). (modelo em anexo).
Nenhum dos doadores tinha histérico médico de doenga significativa e
nenhum havia feito uso de medicamentos até 1 semana ou consumido
bebida alcéolica nas Gltimas 72h. Também nado foi possivel testar a
reatividade desses individuos quanto a exposicéo ao Mth. As coletas foram
realizadas no periodo da manha, e o sangue periférico coletados em tubos
de coleta de sangue a vacuo contendo heparina de litio 6 ml (OLEN) com
o0 auxilio de agulha vacutainer (BD Vacutainer PrecisionGlide 21Gx1, (0,8
X 25 mm)), e o soro coletados em tubos de 4 ml Vacutainer® Serum
(Becton Dickson, E.U.A).
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3.4. ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DO
SANGUE PERIFERICO (PBMC)

As células mononucleares (PBMC) foram obtidas a partir de
separacdo por gradiente Ficoll, como descrito por Boyum (1968).

Brevemente, no fluxo laminar, o sangue coletado dos doadores foi
transferido para tubos cénicos de 50 ml e diluidos em PBS na propor¢édo
(2:1). A solugéo sangue-salina foi lentamente adicionada sob o reagente
Ficoll-Paque (GE Healthcare), em angulo de 45° na proporgdo 2:1 com
auxilio de um pipetador automatico para que eles ndo se misturem.
Centrifugou-se esta solugdo por 453 x g por 40 minutos, na auséncia de
aceleracdo e freio a temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, a fracao
superior contendo plasma e plaquetas foi retirada com auxilio de uma pipeta
Pasteur estéril, e a fase intermediaria contendo o anel de células
mononucleares (PBMC) foi coletada com pipeta Pasteur e transferida para
um novo tubo cénico de 50 ml. As células foram lavadas trés vezes com
PBS, no volume final de 40 ml nas respectivas centrifugacfes: 453, 290 e
201 x g cada uma por 10 minutos.

Em cada lavagem, o sobrenadante era removido e o pellet celular era
suspendido em PBS residual, e lavadas com 40 ml de PBS. Apos a Ultima
lavagem, as células eram suspendidas em 1 ml de meio RPMI — 1640
(E.U.A) e contadas com auxilio da cAmara de Neubawer e posteriormente
cultivaas na concentragdo 5x10° células/poco em meio RPMI — 1640
suplementado com 1% de soro aut6logo inativado, 2 mM de L-glutamina
(Life Technologies), 1 mM Piruvato de sddio (Life Technologies) e 25 mM
de HEPES (Life Technologies) em placa de 96 pogos tendo como volume
final 200 pl (Kasvi).

3.5. CULTIVO DE Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Todos os procedimentos envolvendo Mtb foram realizados em
cabine de seguranca bioldgica com nivel de biosseguranca 2 (NB2),
utilizando méscaras N-95 (3M), luvas, toucas e jalecos descartaveis como
protecdo individual.

As culturas de Mtb eram mantidas através de repiques semanais de
amostras congeladas da cepa laboratorial H37Rv em freezer — 20°C. Apo6s
o descongelamento, a suspensdo bacteriana era semeada em meio sélido
Lowestein-Jensen (LJ — Labocrin, Brasil). Para o cultivo em meio liquido,
foram utilizados tubos cénicos de 50 ml contendo o meio liquido
Middlebrook 7H9 (Difco™ Becton Dickson, E.U.A) enriquecido com
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0,2% de glicerol (Vetec), 10% OADC (Acido oleico, Albumina bovina,
Dextrose, Catalase e Cloreto de S6dio) e 0,05% de Tween 80. Os repiques
eram mantidos em estufa a 37°C por 2-3 semanas.

3.6. PREPARO DAS BACTERIAS PARA INFECCAO

As colbnias eram retiradas do meio LJ com auxilio de um palito
estéril e transferidas para um tubo com rosca contendo pérolas de vidro que
foi agitado em vortex, para dissociacdo de agregados bacterianos e
deixados em repouso por 15 minutos. Posteriormente, 1 ml de PBS foi
adicionado ao tubo e agitado novamente conforme o procedimento anterior.

Esta suspensao foi transferida para um novo tubo e a concentragéo
de bactérias foi ajustada de acordo com o padrdo de turbidez da escala
McFarland 0,5, equivalente a 1,5x108 bactérias/ml. Entéo centrifugou-se 1
ml da escala McFarland 0,5 a 12.000 x g por 30 minutos, o sobrenadante
era removido e as bactérias suspendidas em 1 ml de meio de cultivo RPMI
completo.

Para confirmacdo da escala McFarland utilizada em cada
experimento, era realizada diluicdes seriadas na ordem de 10 e 90 pl dessa
suspensao eram plaqueados em placas de Petri com diviséria contendo agar
Middlebrook 7H10 (Difco™ Becton Dickson, E.U.A) enriquecido com 5%
de Glicerol e 10% de OADC (Acido oleico, Albumina bovina, Dextrose,
Catalase e Cloreto de Sédio) e incubados a 37°C por 3 semanas. Apos 0
tempo de incubacdo, era realizado a contagem de unidades formadoras de
coldnias (UFC).

3.7. CURVA DE CRESCIMENTO DE MTB NA PRESENCA DO
DIETILAMINOBENZALDEIDO (DEAB)

Para verificar se o crescimento das bactérias era afetado durante o
tratamento com o inibidor das ALDHSs, realizamos uma curva de
crescimento da bactéria durante 7 dias. Utilizamos o N, N
Dietilaminobenzaldeido (DEAB) (Sigma, E.U.A), um substrato aldeido
que funciona como inibidor irreversivel de enzimas ALDHs (LUO et al.,
2015) para realizar os experimentos de inibicdo de ALDHSs na bactéria.

Inicialmente, as bactérias eram preparadas conforme o procedimento
descrito no tépico 3.7. Posteriormente, o correspondente a escala
McFarland 0,5 foram lavadas com PBS, centrifugadas a 12.000 x g por 30
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido, e as
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bactérias suspensas em 1 ml de meio liquido Middlebrook 7H9 (Difco™
Becton Dickson) enriquecido com 0,2% de glicerol (Vetec), 10% OADC
(Acido oleico, Albumina bovina, Dextrose, Catalase e Cloreto de Sédio) e
0,05% de Tween 80 em contendo concentragdes finais de 1, 10 e 100 pM
de Dietilaminobenzaldeido (Sigma, E.U.A) (Figura 7). Posteriormente,
foram mantidas em estufa a 37° C, pelos tempos de 3h, 3, 5 e 7 dias.

Apos o tempo de incubacdo, as bactérias eram lavadas duas vezes
com solucdo PBS, e a amostra diluida na ordem 10 em solu¢éo 0,05% de
Tween 80 e 90 pl das diluicdes 104, 10° e 10, foram plagueadas em
duplicata em meio agar Middlebrook 7H10 (Difco™ Becton Dickson,
E.U.A) enriquecido com 5% de Glicerol e 10% de OADC. Apo6s 3 semanas
era realizado a contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC).

Diluicio seriada

5 Para contagem de UFC
|
[/ ] H 1
HiCuy, N
1 CHy DEAB 20pl 20 pl 20 pl 20l
nM {10 Inéculo inicial
i NNy 1Y
¥ 4 ) v | I
—_— Tween80 | |10 | 102 | 1102 | 10+
— — |
2X Lavagem  (0,05%)
| ) . - PBS 180 pl 180 pl 180 pl 180 pl
e \ ' S,
90 i 90 i 90 ul 90 ul
Mtb 3h 37°C
Sat
28 dias 3,57 dias
Plaqueamento
Middlebrook 7H10
Incubagdo 37° C
21-28 dias

Figura 7 - Abordagem experimental utilizada para a curva de crescimento de
Mtb tratadas com N,N-dietilaminobenzaldeido (DEAB). A partir de um repique
de 21 dias em meio LJ, as bactérias foram raspadas do meio e vortexadas em um
tubo contendo esferas de vidro para desagregar as colénias. Uma suspensdo de
bactérias correspondente a escala 0,5 McFarland (1,5x108 ufc/ml) foi feita e 1 ml
transferida para tubos de 1,5 ml. Estes foram centrifugados e sobrenadante
removido. Entdo, as células foram suspendidas em 1 ml de meio liquido
Middlebrook 7H9 (enriquecido com 10% de OADC e Tween 0,05%) contendo
concentragdo final de 1, 10 e 100 uM de DEAB. Apds cada Time-point, os tubos
foram centrifugados e lavados duas vezes com PBS. Por altimo, foi suspendido em
1 ml de Tween 80 (0,05%) e feitas diluicbes de ordem 10 e plaqueadas em meio
solido Middlebrook 7H10 (enriquecido com 10% OADC). As placas foram
mantidas vedadas em estufa a 37°C e a contagem das colonias realizadas a partir do
21° dia.
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38. TRATAMENTO DE MTB H37RV COM DEAB PARA
INFECCAO

Primeiramente, Mtb H37Rv em meio LJ com 21 dias de cultivo foi
preparada como descrito no tdpico 1.5. Posteriormente, as bactérias foram
ajustadas para a escala McFarland 0,5 (1,5x108 ufc/ml) e tratadas com 10 e
100 uM de Dietilaminobenzaldeido (Sigma, E.U.A) como descrito no
tépico 3.8.

Ap6s o tempo de incubacgdo, as bactérias foram centrifugadas a
20817 x g por 20 minutos a temperatura ambiente, lavadas duas vezes com
PBS e suspendidas em 1 ml de meio RPMI — 1640 completo (L-glutamina
e Bicarbonato de sodio, Sigma, E.U.A). Dessa suspenséo, foi retirado o
volume em pl que correspondesse ao MOI 3 e adicionado a cultura de
PBMCs em meio RPMI completo (5x10° células/pogo) conforme o
ilustrado na figura 8. Estas células foram mantidas a 37 ° C em estufa com
atmosfera de 5% de CO..

Adicionalmente, realizou-se a lise destas células nos tempos 4, 24 e
72h, com solugdo Tween 80 (0,05%), e feito diluicdes de ordem 10. Entdo,
foram plaqueadas as dilui¢des 102, 10-3 e 10 em meio sélido Middlebrook
7H10 (Difco™ Becton Dickson, E.U.A) enriquecido com 5% de Glicerol e
10% de OADC (Acido oleico, Albumina bovina, Dextrose, Catalase e
Cloreto de Sédio) para que fosse possivel realizar a contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC/mI).
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Figura 8 - Abordagem experimental para o Tratamento de Mtb H37RV com
DEAB para infecc¢do. A partir de um repique em meio sélido LJ, as bactérias (0,5
McFarland) foram submetidas ao tratamento com 0 10 e 100uM do DEAB em meio
liquido Middlebrook 7H9 durante 3h a 37°C. Apds este tempo, as bactérias foram
centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS. Ao final da dltima lavagem, as
bactérias foram suspendidas em 1 ml de meio RPMI e expostas as células PBMCs
em MOI 3. Posteriormente, foram mantidas em estufa, a 37°C com 5% de CO-.
Para verificar a viabilidade da bactéria durante a infeccdo, CFU foi realizado nos
tempos de 4, 24 e 72h. Apo6s 72h, as células foram retiradas dos pogos por
pipetagem vigorosa e transferidas para um tubo de 1,5 ml. As mesmas foram
lavadas com PBS e marcadas com anticorpos e adquiridas no citometro de fluxo
FACS Verse — BD.

3.9. INIBICAO DA SINALIZACAO DO RECEPTOR DE ACIDO
RETINOICO (RAR) EM PBMC

Para os experimentos de inibicdo do receptor RAR, utilizamos um
pan- agonista inverso do receptor de &cido retindico (BMS 493, Tocris).
Este aumenta a interag@o de correpressores nucleares (NCoR) com 0s RAR,
e a ligacéo deste aos receptores induz mudancas conformacionais em todos
os trés tipos de RAR (a, B e y). O inibidor BMS 493 foi diluido 1:10 em
meio RPMI, para diminuir a concentracdo do DMSO, veiculo no qual o
BMS 493 esta solubilizado. O PBMC (5x10° células/pogo) foi submetido
ao tratamento com 3 uM do BMS 493 (Tocris) 2 horas antes da infec¢ao.
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3.10. INIBICAO DE ENZIMAS ALDHS DO PBMC

Para os experimentos de inibi¢do de enzimas ALDHSs, utilizamos o
DEAB. Este inibidor foi diluido 1:10 em meio RPMI, para diminuir a
concentracdo do DMSO, veiculo no qual 0 BMS 493 esté solubilizado. O
PBMC (5x10° células/poco) foi submetido ao tratamento com 100 uM do
DEAB (Sigma) 2 horas antes da infecgdo.

3.11. EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAL DE Mycobacterium
tuberculosis

As bactérias foram cultivadas em meio liquido conforme o tépico
3.6. Apds 21 dias, as bactérias foram centrifugadas a 3000 x g por 30
minutos a 4°C. O pellet celular foi lavado duas vezes com tampéo Fosfato
(50 mM), pH 7.0. Ao final das lavagens, as bactérias foram suspensas em
1 ml de tampéo fosfato (50 mM), pH 7.0 contendo inibidor de protease
(Complete Mini Protease Inhibitor tablets, Roche) na proporcéo 1:25.

A suspensdo bacteriana foi transferida para tubos de lise [criotubos
de 2 ml com tampa de rosca (Sarstedt, Alemanha) contendo 500 pL de
pérolas de silica/zirconio de 0,1 mm (BioSpec Products Inc., EUA) lavadas
previamente com Acido Cloridrico], os quais foram submetidos a agitag&o
no equipamento Precellys 24® (Bertin Instruments, Franga) a 6000 rpm por
6 ciclos de 30 segundos (BILLIG et al., 2017), apés cada ciclo os tubos
foram mantidos no gelo. Apds o Gltimo ciclo, os tubos foram centrifugados
a 16.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
armazenado em freezer — 80°C. Proteinas foram entdo quantificadas através
do Kit Pierce BCA Protein assay (Thermo Fisher), seguindo protocolo do
fabricante.

3.12. ENSAIO ENZIMATICO DE ALDHS UTILIZANDO O
ALDEFLUOR®

Com o objetivo de verificarmos se as ALDHs de Mth sdo
funcionais, adaptamos um protocolo utilizado para deteccdo de células
tronco por citometria de fluxo baseado na atividade de enzimas ALDHs. O
Kit utilizado foi ALDEFLUOR da Empresa StemCell. Esse Kit é utilizado
na citometria e funciona da seguinte maneira, brevemente, o BODIPY-
aminoacetaldeido (BAAA), um substrato ndo tdxico fluorescente na
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presenca de enzimas ALDH, BAAA ¢é convertido em BODIPY-
aminoacetato (BAA), um produto carregado negativamente que é retido
dentro da célula. O Acumulo intracelular do BAA culmina no aumento da
fluorescéncia, e as células ALDH-Bright (ALDH®") podem ser analisadas
por citometria de fluxo. Quanto maior a atividade de ALDHSs da célula,
maior serd a fluorescéncia. Como controle, o DEAB é usado.

Diante disso, nossas tentativas em utilizar esse kit em células vidveis
de Mtb ndo foram bem-sucedidas, e, portanto, adaptamos este ensaio para
ser realizado com o extrato proteico total da bactéria e os dados serem
obtidos em multileitora de fluorescéncia TECAN.

Para este ensaio, 50 pg do extrato proteico celular foi adicionado a
uma placa de 96 pocos contendo Tampado fosfato (50 mM), pH 7.0, 1,5 mM
de B-NAD*, 0,1 uM de Aldefluor™ em volume final de 200 pl. Para o
ensaio de inibigdo pelo DEAB, foi adicionado 100 uM do DEAB ao mesmo
tampdo anterior, e para inicio da reacdo, o Aldefluor™ e B-NAD* foram
pipetados e a dados de fluorescéncia foram obtidos por meio da multileitora
TECAN, utilizando fluorescéncia com excitacdo a 488 nm e emissdo a 520
nm. As leituras foram realizadas a cada 30 segundos durante 10 minutos.

3.13. CITOMETRIA DE FLUXO

Populages celulares foram analisadas por citometria de fluxo para
caraterizacao do fen6tipo da molécula CD38. Brevemente as células foram
coletadas da placa através de pipetagem vigorosa e centrifugadas a 450 x g
por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, o sobrenadante foi
coletado e armazenado em freezer — 20°C. As células foram lavadas com 1
ml de PBS e centrifugadas nas mesmas condic¢des citadas anteriormente.
As células foram marcadas com corante fixavel de viabilidade celular BD
Horizon ™ Fixable Viability Stain v450 (BD Biosciences) na concentracao
1:1000 (diluido em PBS sem soro) por 15 minutos a temperatura ambiente
e protegido da luz. Terminado o tempo de incubacdo, as células eram
lavadas com tampéo FACS (Solucdo BSA 1% e azida s6dica 0,1% em PBS)
e centrifugadas nas condicdes citadas anteriormente.

Em seguidas as células foram marcadas e incubadas durante 1 hora
no gelo com o seguinte mix de anticorpos: anti-CD34- PE (1:2); anti-
CD14-FITC ou ALEXA 488 (1:50), anti-CD38-APC (1:100), diluidos em
com tampdo FACS, tendo como volume final de marcacgdo 25 pl. Apds o
tempo de incubacéo, as amostras foram lavadas com 1 ml de tampdo FACS
e fixadas com 200 pl de Paraformaldeido 2%.
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Eventos foram adquiridos em citdmetro de fluxo FACS Verse com
o software FACSuite (BD Bioscience). A andlise dos dados de citometria
foram feitas no software Flowjo v. 10.1 (TreeStar).

3.14. ANTICORPOS PARA CITOMETRIA DE FLUXO

Os anticorpos utilizados neste trabalho foram anti- CD3 FITC
(Clone UCHT1, Biolegend), anti-CD14 FITC (Clone M5E2, BD
Pharmingen™), CD14-A488 (Clone 63D3, BD Pharmingen™), CD34-PE
(Clone 581, BD Pharmingen™), CD38- APC (Clone HIT2 — Biolegend),
HLA-DR — PECy7 (Clone L243)

3.15. ANALISES IN SILICO: ALINHAMENTO DE SEQUENCINAS
DE ENZIMAS ALDHS DE MTB E ALDHS HUMANAS, E PREDICAO
ESTRUTURAL DE PROTEINAS

Com o objetivo de analisarmos a similaridade entre as ALDHs da
bactéria e as ALDHs humanas, foi feito alinhamento global destas proteinas
utilizando o software Clustal Omega (Clustalo) (MCWILLIAM et al.,
2013). A predicdo de dominios conservados para a familia ALDH
(PF00171) foi feito com o Pfam (FINN et al., 2016). As sequéncias de
proteinas foram obtidas através do banco de dados Uniprot e encontram-se
dispostas na tabela 1.
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Tabela 1 — Cddigo de acesso das sequéncias de proteinas ALDHs
depositadas no UNIPROT que foram utilizadas para as andlises

Gene Cadigo acesso Gene Cddigo acesso
Uniprot Uniprot
ALDH4A1 P30038 ALDH5A1 P51649
ALDH16A1 Q81283 ALDH6A1 Q02252
ALDH18A1 ALDH18A1 ALDH7A1 P49419
ALDH1A1 P00352 ALDHB8A1 Q9H2A2
ALDH1A2 094788 ALDH9A1 P49189
ALDH1A3 P47895 Rv0147 P96824
ALDH1B1 P30837 Rv0233c 16X8S7
ALDH1L1 075891 Rv0234c POWNX9
ALDH1L2 Q3sY69 Rv0458 POWNY1
ALDH2 P05091 Rv0753c 053816
ALDH3A1 P30838 Rv0768 16X9R9
ALDH3A2 P51648 Rv1187 050443
ALDH3B1 P43353 Rv1731 POWNX7
ALDH3B2 P48448 Rv2858¢ 033340
Rv3292 L7N650

Codigo de acesso as sequéncias utilizadas no trabalho. Os genes nomeados como
ALDH sdo as proteinas humanas. Os genes que inicial com Rv sdo das ALDHs de
Mycobacterium tuberculosis.

Para comparar a similaridade de estrutura entre ALDHs de M.
tuberculosis e Homo sapiens, utilizamos um programa de predigcdo de
estrutura terciaria, Phyre?, servigo online, que utiliza cristais disponiveis
para fazer essa a predigdo (KELLEY et al., 2015).

3.16. CONSTRUCAO DA ARVORE FILOGENETICA PARA A VIA
DE BIOSSINTESE DE CAROTENOIDES EM MICOBACTERIAS

Com o objetivo de verificarmos a presenca de enzimas envolvidas
na biossintese de carotenoides em micobactérias tuberculosas, procuramos
0s seguintes genes Geranilgeranil pirofosfato sintase (CrtE), Fitoeno
sintase (CrtB), Fitoeno desaturase (Crtl) e Licopeno ciclase (CrtY) no
genoma de 25 micobactérias disponiveis no banco de dados Ensembl


https://www.uniprot.org/uniprot/P47895
https://www.uniprot.org/uniprot/P30837
https://www.uniprot.org/uniprot/Q3SY69
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Bactéria (http://bacteria.ensembl.org/index.html) (Tabela 2). A partir da
auséncia e presenca, montamos uma matriz binaria para os 4 genes e
atribuimos a cada gene a presenca como o nimero 1 e a auséncia como o
nimero 0. Com esta matriz, geramos uma arvore filogenética utilizando a
linguagem R com o pacote pvclust (SUZUKI; SHIMODAIRA, 2006).

Tabela 2 — Cddigo de acesso do genoma de micobactérias depositadas
no Ensembl Bacteria que foram utilizadas para as anélises

Espécie Cédigo Espécie Cédigo
M. colombiense ASM167275v1 M. cosmeticum PRJEB5748_as
sembly_1
M. tuberculosis ASM19595v2 M.heckeshornense  ASM107775v1
M. africanum Myco_afri_ MAL M. kansasii ASM71537v1
020148 V1
M. bovis ASMT72974v1 M. kyorinense ASM167277v1
M. bovis BCG ASM70565v1 M. leprae ASM2668v1
M. canettii CIPT 140010059 M. liflandii ASM2644v?2
M. caprae _MB2 115862 M. nebraskense ASM97087v1
M. microti ASM154481v1 M. pseudoshottsii ~ ASM151536v1
M. mungi ASM165254v1 M. scrofulaceum  ASM167257v1
M.orygis 112400015 M. shimoidei ASM172244v1
Morygis1.0
M. marinum ASM1834v1 M. simiae ASM158476v1
M. asiaticum ASM167334v1 M. abscessus ASM105039v1
M. bohemicum DSM 44277 M. avium MAA_4293_ve
rsion_1

M. gastri "Wayne' MgastriV1 M. chelonae ASM97180v1
M. gordonae ASM141795v2 M. chimaera ASM130733v1
M. haemophilum SM102141v1 M. chubuense ASM26690v1

Codigo de acesso aos genomas utilizados no trabalho. Ao lado de cada espécie esta

0 codigo de acesso ao genoma utilizado.


http://bacteria.ensembl.org/index.html
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3.17. PROCESSAMENTO  DOS  DADOS E ANALISE
ESTATISTICA

Dados obtidos nos experimentos foram processados utilizado o
software GraphPad Prisma 6 e analisados utilizando Test T ndo pareado,
ANOVA de uma via ou ANOVA de duas vias dependendo do desenho
experimental. Significncia estatistica foi expressa da seguinte forma: *p
<0.05, **p <0.01 e ***p <0.001. Barras representam média e erro
representa o erro padrao da média.
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4. RESULTADOS

4.1. ENZIMAS ENVOLVIDAS NA BIOSSINTESE DE B-
CAROTENO EM Mycobacterium tuberculosis

Considerando que o B-caroteno é uma molécula presente em
micobactérias, e que 0 mesmo pode ser clivado e gerar precursores de
acido retindico, investigamos se em M. tuberculosis ha a presenca de
enzimas para a biossintese de p-caroteno (SAVIOLA; FELTON, 2011;
VIVEIROS, 2000).

Desta forma, verificamos a presenca de enzimas Geranilgeranil
pirofosfato sintase (CrtE), Fitoeno sintase (CrtB), Fitoeno desaturase
(Crtl) e Licopeno ciclase (CrtY) no genoma de M. tuberculosis e outras
micobactérias patogénicas e ndo patogénicas. A partir da presencga e
auséncia dessas enzimas, construiu-se uma matriz binaria atribuindo o
nimero 1 para a presenca e 0 para a auséncia de cada gene e entdo gerou-
se uma arvore filogenética utilizando o programa R.

Os dados obtidos na figura 9 demonstram que bactérias ambientais
ndo tuberculosas apresentam no genoma todos as enzimas responsaveis
para a sintese de B-caroteno. Entretanto, M. tuberculosis perdeu as
enzimas responsaveis pela formagdo final do -caroteno, como o Crtl e
CrtY, assim como as bactérias tuberculosas do complexo MTBC.

Dessa forma, concluimos com este dado, que micobactérias
tuberculosas perderam as enzimas para a sintese de [B-caroteno e
sugerimos que as mesmas possam recruta-los de outras fontes durante o
processo infeccioso, ja que as mesmas apresentam enzimas para clivagem
de B-caroteno e para a sintese de &cido retingico.
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Figura 9 —Relacdes entre micobactérias utilizando a presencga e auséncia de
genes envolvidos na biossintese de carotenoides em micobactérias. A
esquerda a arvore de relagdes entre micobactérias baseado na matriz binaria para
a presencga/auséncia dos respectivos genes: CrtE, CrtB, Crtl, CrtY indicados nas
colunas. O circulo verde representa a presenca do gene e o circulo vermelho a
auséncia do gene.
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4.2, ANALISES IN SILICO: ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS
DE ENZIMAS ALDHS DE Mycobacterium tuberculosis E ALDHS
HUMANAS

Enzimas Aldeido desidrogenases (ALDHs) compreendem uma
ampla familia de proteinas que metabolizam varios substratos enddgenos
e exogenos. No entanto, em procariotos, hd poucos estudos que
investigam a estrutura e fungéo dessas proteinas. Contudo, com o objetivo
de analisarmos a similaridade entre as ALDHs da micobactéria e as
humanas, submetemos as sequéncias de proteinas a alinhamento global
utilizando o software Clustal Omega (ClustalO). E para identificar
dominios conservados, submetemos as sequéncias ao banco de dados
Pfam, que prediz a presenca de dominios conservados.

Os dados obtidos por meio desses bancos de dados demonstram a
presenca de um dominio Aldedh (PF00171), caracteristico de enzimas
Aldeido desidrogenases, que estd presente em todas as sequéncias
ALDHSs do Mtb utilizadas nesse trabalho (Figura 10).

Para analisarmos a similaridade entre as sequéncias de
aminoacidos, as ALDHs do Mtb foram comparadas com as 19 ALDHs
humanas usando o Clustalo. Observamos que 0s sitios cataliticos e de
ligacdo ao co-fator (Cys, Glu, Gly e Asn) foram conservados para a
maioria das enzimas, adicionando a isso, encontramos nas ALDHs do Mtb
a presencga de uma assinatura de sequéncia composta pelos aminoécidos
LELGGK que estdo presentes em enzimas pertencentes a superfamilia de
ALDHs. Entretanto, as enzimas humanas ALDH18A1 e ALDH16Al e a
proteina Rv3292 do Mth ndo apresentaram conservagao do sitio catalitico
(Figura 11).

A partir da matriz de identidade podemos concluir que as proteinas
do Mtb estdo potencialmente associadas com as diferentes classes de
ALDHs humanas, sugerindo que elas tém diversidade comparavel as
mesmas. Observamos também que as maiores porcentagens de
similaridade entre as ALDHs do Mtb foram mais frequentes entre as
classes de ALDHs humanas ALDH1L, ALDH2, ALDH8A1 e ALDH1A,
e apenas a Rv1187 apresentou similaridade com a ALDH4A1 (Tabela 3).

Considerando que em Mth, h& apenas um cristal disponivel de uma
ALDH recombinante (Rv0233c) realizada por Kim e colaboradores
(2009), nos perguntamos se havia similaridade estrutural entre as ALDHs
do Mth e as humanas. Para compararmos as estruturas proteicas,
utilizamos o programa Phyre? que prediz a estrutura terciéria a partir da
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similaridade com cristais proteicos disponiveis em banco de dados.
Observamos que todas elas apresentam estrutura semelhante entre si,
exceto a proteina Rv3292 que apresentou estrutura diferente (Figura 12).
O mesmo pdde ser corroborado com a matriz de identidade da tabela 3,
pois a mesma apresentou menos de 17% de similaridade entre as ALDHs
do Mtb e ALDHs humanas. E com interesse em verificar se ALDHs do
Mtb se assemelham com as ALDHs humanas catalisadoras de &cido
retinGico, sobrepomos as proteinas Rv0147, Rv0233c, Rv0458, Rv0768
e Rv2858c com ALDH1Al humana. E observamos com essa
sobreposicdo a semelhanca estrutural compartilhada entre essas proteinas
(figura 13).

A [] g I 11 |
dedh s Aldedh -
- il 0 el
E | | F [ 11 I_
Aldedh ~ s Ald e dh
G [ L1d [lll [ H Au[JLI
I J [

L1dedh Aldedh

Figura 10 - Presenca do dominio Aldedh (PF00171) em todas as Aldhs
putativas do Mtbh. Destaque em verde: Dominio Aldedh. Losango rosa: Sitio
ativo predito. (A) Rv0147, (B) Rv0233c, (C) Rv0234c, (D) Rv0753c, (E)
Rv0458, (F) Rv0768, (G) Rv1187, (H) Rv1731, (1) Rv2858c, (J) Rv3292.
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Figura 11 - Representa¢do de uma parte do alinhamento de sequéncias (Clustalo) de ALDHs de Mycobacterium tuberculosis
e ALDHs humanas e seus respectivos sitios ativos. Destaque vermelho representa os residuos cataliticos Asn, Glu, Gly e Cys. O
destaque azul representa o nivel de conservacgdo estre as sequéncias. A imagem do alinhamento foi obtida por meio do programa
Jalview.
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Tabela 3 - Matriz de identidade entre enzimas ALDHs de Mtb e ALDHs

I 3292 Rv1187  Rv0147  Rv0753c | Rvi731  Rv0233c  RvO768 Rv2858c | RV0458  Rv0234c

ALDH18A1 17.78 16.82 15.94 17.81 14.73 19.15 17.76 16.58
Rv3292 [ 16.87 16.77 14.97 17.09 16.77 15.87 14.60 14.06
ALDH4Al 17.54 23.60 23.35 23.27 22.90 24.78 22.49 22.79
Rv1187 19.79 23.92 24.22 21.97 24.32 23.62 23.35 23.67
Rv0147 100.00 22.22 28.51 26.92 26.23 28.38 26.23 24.89
ALDH3B1 42.76 21.23 25.11 27.97 25.35 24.18 24.42 22.12
ALDH3B2 41.85 22.91 28.11 30.75 28.00 26.30 24.79 22.61
ALDH3A1 42.41 22.60 26.58 28.21 24.42 27.93 25.81 23.29
ALDH3A2 40.67 19.08 25.06 27.23 22.95 25.53 23.65 22.75
ALDH16AL1 | 19.16 24.74 24.09 26.08 26.30 27.63 26.99 21.92
ALDH7A1 20.80 24.17 23.71 26.83 27.52 27.81 24.54 26.93
ALDH6A1 19.87 43.66 23.42 26.51 25.16 25.94 24.74 27.88
Rv0753c 22.22 100.00 27.07 30.40 27.16 32.23 28.07 29.74
Rv1731 28.51 27.07 100.00 31.93 30.32 32.67 28.36 31.04
Rv02I33c 26.92 30.40 31.93 100.00 40.08 36.44 34.86 32.44
Rv0768 26.23 27.16 30.32 40.08 100.00 37.05 32.14 31.50
ALDH8A1 | 23.01 30.54 32.42 35.16 31.24 33.92 36.25 31.06
Rv2858¢ \ 28.38 32.23 32.67 36.44 37.05 100.00 35.25 32.29
ALDH9A1 | 28.24 29.13 29.11 33.06 30.61 37.22 36.07 33.11
RV0458 \ 26.23 28.07 28.36 34.86 32.14 35.25 100.00 31.11
ALDHIL1 | 24.15 30.66 29.92 35.01 31.19 37.25 35.67 32.24
ALDH1L2 | 24.36 31.50 29.92 34.80 29.52 34.37 37.94 32.46
ALDH1B1 | 26.38 32.43 30.15 36.10 36.33 38.90 41.43 33.48
ALDH2 ‘ 27.66 32.85 30.77 37.97 35.49 38.24 43.27 34.36
ALDH1A3 | 26.17 31.59 30.77 36.93 34.45 40.00 40.20 33.70
ALDH1Al | 28.30 32.22 31.19 36.93 34.45 37.80 40.41 32.38
ALDH1A2 | 25.53 32.43 30.77 37.34 33.82 38.46 41.22 35.24
ALDH5A1 | 25.65 28.18 32.29 32.14 33.68 3451 30.31 34.95
Rv0234c | 24.89 29.74 31.04 32.44 31.50 32.29 3111 100.00

A matriz de identidade representa em % a similaridade entre proteinas. As colunas representam as enzimas ALDHs do Mtb e as
linhas representam todas as ALDHs com as quais foram comparadas. Os destaques em amarelo representam a similaridade > 30%.
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Rv0147 Rv0233c¢ Rv0758 Rv1731 Rv1187

Figura 12 - Estrutura terciaria de enzimas ALDHs de Mycobacterium tuberculosis. As figuras ilustram a estrutura terciaria de
enzimas ALDHs de Mth. A enzima ALDHI1A1 representa uma ALDH humana. E a imagem titulada “Todas” representa cinco
enzimas do Mtb (Rv0147, Rv0233c, Rv0458, Rv0768 e Rv2858c) sobrepostas com ALDH1A1 humana.
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4.3. Mycobacterium tuberculosis INDUZ A EXPRESSAO DA
MOLECULA RARE CD38 EM CELULAS
TRONCO/PROGENITORAS HEMATOPOIETICAS (CD34*) DO
SANGUE PERIFERICO

Ao longo da sua co-evolugdo com humanos, o Mtb desenvolveu
estratégias que o tornaram um patdgeno de sucesso, dentre elas, a
capacidade de infectar multiplos tipos celulares. Nesse contexto, ja foi
demonstrado que o Mth infecta células tronco mesenquimais e
hematopoiéticas (DAS et al., 2013; REECE et al., 2018; TORNACK et
al., 2017). Recentemente, Delgobo e colaboradores (2019) demonstraram
gue o Mtb infecta células tronco progenitoras/hematopoiéticas HSPCs
humanas (CD34%) in vitro, e foi observado que, durante a infecgéo ocorre
0 aumento da expressdo de marcadores mieldides. Dentre estes, uma
molécula induzida por acido retindico (RARE), o CD38 (MARLEIN et
al., 2018; MEHTA; CHEEMA, 1998; SHUBINSKY; SCHLESINGER,
1997), marcador de diferenciacdo celular, foi um dos marcadores mais
expressos durante a infecgdo por Mth nesse sistema.

A fim de investigar se 0 Mtb induz a expressdo de genes RARE
(usando CD38 como representante) em células CD34*, PBMC de
doadores saudaveis foram expostas ao bacilo por 72h. Apéds este tempo,
as células foram coletadas, lavadas com PBS e marcadas com anticorpos
anti-CD34 e CD38.

Por citometria de fluxo foi observado em células CD34* que, a
exposicdo destas células ao Mtbh promove o aumento da expressdo da
molécula CD38, conforme ilustrado nas figuras 13 B, C e D. Para avaliar
se 0 aumento da expressao da molécula CD38 depende da bactéria viavel
ou do reconhecimento de PAMPs, o0 PBMC foi exposto as bactérias
inativadas pelo calor (Heat-killed — HK) e ao seu DNA genbmico,
respectivamente. Nestes experimentos, observou-se que a expressdo do
CD38 parece ser parcialmente dependente da bactéria viva, tendo em
vista que o bacilo inativado por calor ou seu DNA gendmico ndo tiveram
eficiéncia semelhantes ao Mtb vidvel para aumentar a expressdo do CD38
(figura 13 D). Estes dados em conjunto sugerem que a infeccdo por Mtb
e parcialmente seus PAMPs promovem o aumento da expressdo de genes
induzidos por &cido retindico, como 0 CD38 em células CD34*,.
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Figura 13 - Mycobacterium tuberculosis induz o aumento da expressao de
CD38 em células CD34" humanas. (A) Countour plots representativos
demonstram a estratégia utilizada para analisar a expressdo da molécula CD38
em HSPCs CD34" apds a exclusdo de dupletos e células ndo vidveis (FVS*). (B)
Histograma representativo de um doador mostra a expresséo de CD38 em células
CD34* expostas ao Mtb e controle, no tempo de 72h. Linha tracejada: Controle
ndo infectado; Linha azul: células expostas ao Mth MOI 3. (C) Gréfico de barras
mostra a mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) para CD38 na populacdo
de células CD34*. (D) Gréficos de barra mostra a MFI de células expostas a Mth
HK e ao seu DNA gendmico (MOI 3) 72h. Cada simbolo representa um doador
de PBMC. Barras representam média e o erro representam EPM. Em C Dados
somados de 5 experimentos independentes n:31; em D dados de 1 experimento,
n: 3. Estatistica: Teste T ndo pareado. ** p< 0,005 em relagdo ao controle ndo
infectado no respectivo tempo.

4.4. O TRATAMENTO COM INTERFERONS EXOGENOS NAO
INDUZ A EXPRESSAO DO CD38 EM CELULAS CD34*

Ja foi reportado que na regido promotora do gene CD38
encontram-se elementos de resposta sensivel a interferons (ISRE —
Interferon-sensitive  response element) (DRACH, JOHANNES;
SHORONG ZHAO, 1993; SHUBINSKY; SCHLESINGER, 1997; SUN
et al., 2006). Diante disso, avaliamos se citocinas exdgenas como IFNs
tipo I e 1l estariam envolvidos na inducgdo do CD38. Para isso, PBMCs de
doadores saudaveis foram estimulados com diferentes concentragdes de
IFN-q. (50 e 500 U/ml), IFN-B (50 e 500 U/ml) e IFN-y (50 e 500 U/ml)
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por 72h. Apobs este tempo, as células foram lavadas e marcadas com
anticorpos anti-CD34, para identificacdo de HSPCs, além de anti-CD38
e adquiridas no citdmetro de fluxo (Figura 14).
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Figura 14 - O estimulo com interferons exégenos néo interfere na inducdo
do CD38 in vitro. (A) Histograma representativo de um doador mostra a
expressdo do CD38 em células CD34" estimuladas com IFN-a, § ¢ y nas
concentragdes de 50 e 500 U/ml respectivamente por 72h (B) Gréfico de barras
mostra a MFI do CD38 em cada estimulo (C) Grafico de barras mostra a
frequéncia de células CD34* dos doadores durante os tratamentos. Cada simbolo
representa doadores independentes. Barras representam a média e o erro
representam EPM. Dados de 1 experimento, n:3.

Os histogramas e gréaficos representados na figura 14 A e B
demonstram que o estimulo com citocinas exdgenas em diferentes
concentrac@es ndo resulta no aumento da expressao do CD38 em 72h. De
forma semelhante, a frequéncia de células CD34* néo foi alterada pelos
tratamentos (Figura 14 C). Portanto, os dados apresentados sugerem que
o0 tratamento com interferons exdgenos nao induz a expressao do CD38
em celulas CD34".
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4.5. AS ENZIMAS ALDEIDO DESIDROGENASES (ALDHS) DO
Mycobacterium tuberculosis CONTRIBUEM PARA A INDUCAO DE
MOLECULAS RARES EM CELULAS CD34* DO PBMC HUMANO
DURANTE A INFECCAO

Para compreender como as ALDH do Mtb estdo envolvidas na
inducdo de genes RARES da célula hospedeira, utilizamos um inibidor de
enzimas ALDHs (DEAB) (LUO et al., 2015) na bactéria. Para isso, as
bactérias foram previamente tratadas com concentracdes de 10 e 100 uM
do DEAB por 3h. Ap0s este tempo, as bactérias foram lavadas duas vezes
com PBS para remocdo do composto DEAB em excesso. Em seguida,
PBMCs dos doadores foram expostos ao Mtb pré-tratadas com DEAB
(MOI 3) por 72h. Apos esse tempo, as células foram lavadas e marcadas
com corante de viabilidade celular, FVS - V450, anticorpos anti-CD34 e
anti-CD38. Para verificar se o tratamento da bactéria com o DEAB altera
a sua viabilidade durante a infeccdo, fizemos a quantificacdo de unidades
formadoras de col6nias (UFC) nos tempos de 4, 24 e 72h.

Foi observado que o Mtb induz a expressio do RARE CD38,
enguanto que as células expostas as bactérias previamente tratadas com o
DEAB apresentaram reducéo na expressdo da molécula CD38 (Figura 15
B, C e D). Os dados de expressao relativa demonstram que o Mtb aumenta
em 3 vezes a expressdo do CD38 quando comparado ao controle nao
infectado, e esta inducédo é reduzida pela metade quando comparado as
bactérias tratadas com o DEAB. Estes dados foram normalizados pela
MFI do grupo controle ndo infectado (figura 15 D).

Os dados obtidos neste experimento sugerem que as ALDHSs do
Mtb estdo envolvidas na indugdo da expresséo de moléculas reguladas por
acido retindico, como o0 CD38, em células CD34*. Além disso, observou-
se gque ndo houve alteracdo significativa na frequéncia de células CD34*
durante infeccdo por bactérias com diferentes tratamentos (figura 15 E).
Somando a isto, as bactérias tratadas com o DEAB permaneceram viaveis
durante a infeccdo, quando comparadas a bactérias nao tratadas (figura
15 F). Os dados presentes no anexo (Figuras 19 e 20) demonstram que 0
DEAB inibe efetivamente a atividade de ALDHs do Mth in vitro e que o
tratamento com o inibidor ndo altera a viabilidade da bactéria durante
crescimento em meio de cultivo.
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Figura 15 - O Tratamento do Mth com DEAB previne a inducdo de CD38 em células CD34* pds infec¢do. (A)Histograma
representativo mostra a estratégia de gating para analisar os eventos dentro da populacdo de células CD34* (B) Histograma
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representativo de um doador mostra a mediana de intensidade de fluorescéncia do CD38 na populagdo de células CD34* p6s 72h.
Linha tracejada preta: controle ndo infectado; Linha azul escuro: células expostas apenas ao Mtb (MOI 3); Linha azul claro: células
expostas ao Mtb previamente tratado com 10 uM DEAB; Linha lilas: células expostas ao Mtb previamente tratado com 100 pM
DEAB. (C) Grafico em barras mostra o0 MFI da molécula CD38 em células CD34* p6s 72h. Circulo aberto: representa o controle
de células ndo infectadas; Circulo azul fechado: células expostas ao Mtb; Triangulo vermelho fechado: Células expostas ao Mth
previamente tratado com 10 uM DEAB; Tridngulo verde: Células expostas ao Mtb previamente tratado com 100 uM DEAB. (D)
Gréfico em barra demonstra a expressdo relativa do CD38 em células CD34* p6s 72h. Estes dados foram normalizados pelo MFI
do grupo controle ndo infectado. Circulo aberto: controle ndo infectado; Circulo azul fechado: Células expostas ao Mtb (MOI3);
Triangulo verde: células expostas ao Mth previamente tratados com 100 uM DEAB. (E) Grafico de barras ilustra a frequéncia de
células CD34" no PBMC. Circulo aberto: representa o controle de células ndo infectadas; Circulo azul fechado: células expostas ao
Mtb; Triangulo vermelho fechado: Células expostas ao Mtb previamente tratado com 10 uM DEAB; Triangulo verde: Células
expostas ao Mtb previamente tratado com 100 pM DEAB. (F) Enumeracdo de UFCs de Mtb: Circulo azul fechado: representa a
contagem de UFC do Mtb durante a infecgdo em células ndo tratadas com DEAB; Tridngulo vermelho fechado: contagem de UFC
de Mtb tratado com 10 uM DEAB durante a infec¢do no PBMC; Triangulo verde fechado fechado: contagem de UFC de Mtb tratado
com 100 uM DEAB durante a infecgdo no PBMC. Cada ponto representa um Unico doador. Dados de UFC de dois experimentos
independentes, n:8. Dados experimentos independentes, n: 11 e apenas um grupo com n:8 conforme 0s pontos apresentados nos
graficos. Estatistica: Anova de uma via seguido de pos teste de Dunn’s ** p < 0,001.
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4.6.  Mycobacterium tuberculosis INDUZ A EXPRESSAO RARES
QUANDO AS ALDHS DA CELULA HOSPEDEIRA ESTAO
INIBIDAS

Considerando que a producdo de &cido retindico em células
humanas depende da atividade de enzimas ALDHSs, hipotetizamos que,
ao inibirmos as ALDHSs da célula hospedeira com o DEAB, as ALDHs
do Mth seriam capazes de interagir com o metabolismo de acido retindico
do hospedeiro para induzir a expressdo de genes RAREs. Para isso, pré-
tratamos 0 PBMC com 100 pM de DEAB 2h antes da infecgdo e expomos
ao Mtb (MOI 3) por 72h.

Na figura 16 A observamos que 0 Mtb induz a expressdo da
molécula CD38 em células nédo tratadas. Os dados também mostram que
o0 grupo de células que recebeu o tratamento prévio com o DEAB e depois
exposto a0 Mtb apresentou aumento da expressdo do CD38 quando
comparado com o grupo de células tratadas apenas com o DEAB,
sugerindo uma possivel participacao de enzimas ALDHs micobacterianas
nessa inducdo. Além disso, o grupo de células que foram tratadas com o
DEAB e infectadas com o Mth tratados com DEAB exibiram reducgéo da
expressao do RARE CD38, sugerindo a participa¢do de ambas ALDHs,
do Mtb e da célula hospedeira, nesta inducao.

Os dados ilustrados na figura 16 B demonstram que ndo ha
diferencas no crescimento da bactéria durante a infecéo nas células que
foram previamente expostas aoc DEAB. Porém, na figura 16 C
observamos reducao no crescimento da bactéria no grupo que teve ambas
ALDHs inibidas, sugerindo um papel dependente de ALDHSs
Mtb/hospedeiro durante a infecgdo. A figura 16 D mostra que mesmo
guando as ALDHs da bactéria estdo inibidas, ndo ha reducdo no
crescimento da bactéria durante a infeccdo, sugerindo a importancia de
ALDHs do hospedeiro durante a infeccéo. E as figuras 16 E e F mostram
gue em ambos os tratamentos, ndo ha reducdo da frequéncia de células
CD34* durante os tratamentos e que as células permaneceram viaveis
durante a infecgdo.

Como conclusdo, os dados obtidos por meio desse experimento
sugerem que as ALDHs do Mtb estdo envolvidas na inducdo do CD38, e
que a inibicdo de ALDH da célula néo altera o crescimento da bactéria.
No entanto, o crescimento do bacilo é dependente de ALDHSs da bactéria
e da célula hospedeira.
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Figura 16 - As enzimas ALDHS do Mycobacterium tuberculosis induzem a expressdo do CD38 quando as ALDHs da célula
hospedeira estdo inibidas. (A) Grafico em barras mostra 0 MFI do CD38 em células CD34* pds 72h. Circulo aberto: controle
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células nao infectadas e ndo tratadas com DEAB; Quadrado aberto: células ndo infectadas e tratadas com 100 UM DEAB; Circulo
azul fechado: Células ndo tratadas com DEAB e expostas ao Mtb MOI 3; Tridngulo Vermelho: células tratadas com 100 uM DEAB
e expostas ao Mtb MOI 3; Quadrado vermelho fechado: células tratadas com 100 UM DEAB e expostas ao Mtb tratado com 100
1M DEAB MOI 3. (B) Gréfico de linhas com a enumeracgdo de UFCs de Mtb: Circulo fechado azul: representa a contagem de UFC
do Mtb durante a infecgdo em células ndo tratadas com DEAB; Triangulo vermelho fechado: UFC em células tratadas com DEAB
e infectadas com o Mth. (C) Enumeracéo de UFCs de Mtb: Circulo fechado azul: representa a contagem de UFC do Mtb durante a
infeccdo em células ndo tratadas com DEAB; Quadrado vermelho fechado: UFC em células tratadas com DEAB e infectadas com
0 Mtb tratadas com DEAB nos tempos de 4h a 72h. (D) Enumeracéo de UFCs de Mtb: circulo azul fechado: Células ndo tratadas
com DEAB e expostas ao Mth ndo tradado; Triangulo vermelho fechado: Células ndo tratadas e expostas ao Mtb tratado com 10
de uM DEAB; Triangulo vermelho fechado: Células expostas ao Mth tratado com 100 uM de DEAB. (E) Gréafico representa a
frequéncia de células CD34" no PBMC de doadores saudaveis. Circulo aberto: controle células ndo infectadas e ndo tratadas com
DEAB; Quadrado aberto: células ndo infectadas e tratadas com 100 uM DEAB; Circulo azul fechado: Células néo tratadas com
DEAB e expostas ao Mtb MOI 3; Triangulo Vermelho: células tratadas com 100 uM DEAB e expostas ao Mth MOI 3; Quadrado
vermelho invertido: células tratadas com 100 uM DEAB e expostas ao Mtb tratado com 100 uM DEAB MOI 3. (F) Grafico em
barras representa a Porcentagem de células vidveis FVS negativas: Barras pretas: controle ndo tratado com DEAB e ndo infectado;
Barra azul: Células néo tratadas cm DEAB e expostas ao Mtb MOI 3; Barra vermelha: Células tratadas com 100 uM DEAB e duas
horas apds expostas ao Mtb tratado com 100 uM DEAB. Resultado de 2 experimento. n:7. Apenas o grupo o grupo cél. DEAB +
Th DEAB foi resultado de 1 experimento com n:3. Estatistica: Anova de uma via seguido de pds-teste de Dunn’s. *** p< 0,0005
em relagdo ao grupo controle ndo estimulado.
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47. A VIA DE SINALIZAGAO DO RECEPTOR DE ACIDO
RETINOICO (RAR) E NECESSARIA PARA INDUGAO DO CD38
DURANTE A INFECGAO EM CELULAS CD34* HUMANAS

Buscando compreender 0 mecanismo pelo qual o CD38 é induzido
durante a infeccdo, Kishimoto e colaboradores (1998) identificaram a
presenca de um elemento de resposta ao acido retindico (RAREs —
Retinoic acid response elemento) no primeiro intron do gene CD38
(KISHIMOTO et al., 1998). Somando a isto, outros trabalhos
demonstram que o &cido retindico induz a expressdo de CD38 in vitro em
células HL-60 (DRACH, JOHANNES; SHORONG ZHAO, 1993;
DRACH et al., 1994). Portanto, hipotetizamos que durante a infeccéo, a
expressao do CD38 depende da sinaliza¢do do &cido retindico. Para isso,
PBMCs de doadores saudaveis foram previamente tratados com 3 uM do
inibidor pan-agonista inverso do receptor de acido retindico (RAR), o
BMS 493, 2 horas antes da infeccédo e, apds esse tempo, as células foram
expostas ao Mtb (MOI 3) por 72h.

Os resultados obtidos por este experimento demonstram que ha
uma expressdo basal da molécula CD38 em células CD34* no grupo
controle ndo infectado, e essa parece ser reduzida durante o tratamento
com o inibidor (Figura 17 B e C). Semelhantemente, o grupo tratado com
0 inibidor BMS 493 e duas horas depois exposto ao Mth apresentou
reducdo na expressao do CD38 quando comparado ao grupo néo tratado
e exposto ao Mtb (Figura 17 C). Somando a isso, ndo houve alteragdes
significativas na frequéncia de células CD34* (figura 17 D).

Adicionalmente, investigamos se a inibicdo do RAR altera a
proliferagdo da bactéria durante a infecgdo. Para isso, fizemos contagem
de células bacterianas vidveis nos tempos de 4, 24 e 72h p6s infecgdo. Os
dados obtidos mostram que ndo ha alteracdo na proliferacdo da bactéria
no grupo de células que foram tratadas com o BMS 493, sugerindo que
as bactérias estiveram vidveis durante a infeccdo (figura 17 E).
Considerando que ha a presenca de retindides no soro autélogo, os dados
presentes na figura 18 (anexo) demonstram que diferentes concentracfes
de soro aut6logo sdo capazes de induzir a expressao da molécula CD38.

Com estes dados concluimos que, durante a infeccdo, a inducdo da
molécula CD38 em células CD34* se da por meio da via do &cido
retindico, via receptor RAR. No entanto essa via ndo é necessaria para a
proliferacdo intracelular da bactéria durante a infeccéo.
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Figura 17 - A via de sinalizacdo do receptor de acido retindico (RAR) &
necessaria para a inducdo do CD38 durante a infeccdo por Mtb em células
CD34*. (A) Countour plots representativos demonstram a estratégia utilizada
para analisar a expressdo da molécula CD38 na populagéo de células CD34* apds
a exclusdo de dupletos e células ndo viaveis (FVS*) e Histograma representativos
de um doador ilustra a expressdo de CD38 nos grupos: controle (preto), 3 uM
BMS 493 (verde), Mtb MOI 3 (azul), 3 uM BMS 493 e Mth MOI 3 (lil&s). (B)
Histograma representativo de um doador mostra a expressdo do CD38 em células
CD34* nos diferentes grupos indicados na imagem. (C) Gréfico em barras ilustra
a MFI do CD38 ap6s 72h. Circulo aberto: Controle ndo infectado; Quadrado
aberto: Controle ndo infectado tratado com 3 uM do BMS 493; Circulo azul:
Infectado por Mth MOI 3; Triangulo vermelho invertido: Células previamente
tratadas com 3 UM BMS 493 e ap6s 2h infectadas com Mtb MOI 3. (C) Grafico
de barras ilustra a frequéncia de células CD34* no PBMC. Circulo aberto:
Controle nédo infectado; Quadrado aberto: Controle ndo infectado tratado com 3
UM do BMS 493; Circulo azul: Infectado por Mtb MOI 3; Triangulo vermelho
invertido: Células previamente tratadas com 3 uM BMS 493 e ap6s 2h infectadas
com Mtb MOI 3. (D) Enumeracdo de UFC/ml; Circulo azul fechado: Células
expostas ao Mtb; Tridngulo vermelho fechado: Células tratadas com o0 3 uM BMS
493 e expostas ao Mtb, resultado representativo de 4 doadores. Barras
representam a média e o erro representam o EPM. Dados de um experimento, n:
4, Estatistica: Anova de uma via seguido de pds teste de Bonferroni, **** p <
0,0001
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5. DISCUSSAO

As bactérias do género Mycobacterium sdo conhecidas por
produzirem carotenoides que estdo presentes como um pigmento
alaranjado nas colénias do M. aurum, M. philei, M. avium e M.
intracellulare  (LEVY-FREBAULT; DAVID, 1979; TARNOK;
TARNOK, 1970) e outras como M. kansasii e M. marinum s&o
conhecidas por acumularem o B-caroteno (LEVY-FREBAULT; DAVID,
1979). Entretanto, 0s genes necessarios para a sintese de carotenoides em
M. tuberculosis foram perdidos ao longo da sua evolugdo, a qual foi
acompanhada por uma redu¢do no tamanho do genoma (STINEAR et al.,
2008). Neste estudo, encontramos no genoma do Mtb ORFs (Rv0654 e
Rv0913c) que codificam para enzimas putativa MtCCO, uma oxigenase
de clivagem carotenoide, sugerindo que essa seja capaz de converter esses
pigmentos. Tais achados corroboram com dados da literatura e sugerem
gue durante o processo infeccioso, Mtb recrute essas moléculas presentes
nos hospedeiro (LIANG; ZHU; JIANG, 2017; SCHERZINGER et al.,
2010).

Em M. tuberculosis, apenas o gene Rv0654 foi investigado, e in
Vitro, a enzima codificada por este gene foi capaz de clivar o B-caroteno
em [B-apo-10’carotenal (SCHERZINGER et al., 2010). Nesse sentido, é
conhecido que o Mtb ndo possui a capacidade de produzir pigmentos
carotenoides, devido a perda de alguns genes como o crtl e crtY durante
a sua evolucdo. Entretanto, 0 mesmo apresenta as enzimas MtCCO e as
enzimas necessarias para a oxidacdo de retindides, como alcool
desidrogenases (ADH) e Aldeido desidrogenases (ALDHSs).

Mtb também apresenta as enzimas posteriores a clivagem de -
caroteno, como as enzimas ALDHs. Os dados apresentados nesse
trabalho mostram que as ALDHs do Mtb possuem um dominio Aldedh,
caracteristicos de enzimas pertencentes a familia de Aldeido
desidrogenases, que estdo potencialmente associadas com as diferentes
classes de ALDHs humanas, sugerindo a diversidade das mesmas.
Relatamos que as maiores porcentagens de similaridade entre as ALDHs
da bactéria e de humanos estdo mais frequentes entre as classes de
ALDHs: ALDH1L, ALDH2, ALDH8A1 e ALDH1A, e apenas a Rv1187
apresentou similaridade com a ALDH4A1 (PEMBERTON et al., 2014).

Sobre essas diferentes classes, € descrito que em humanos a
ALDHI1L é uma 10-Formiltetrahidrofolato desidrogenase, proteina
citostlica reguladora do metabolismo de folato (KRUPENKO;
KRUPENKO, 2018). Jaa ALDH2 é mitocondrial e esta envolvida na via
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de degradacéo do etanol (EDENBERG; MCCLINTICK, 2018), enquanto
que as enzimas ALDH da familia A1 e ALDH8A1 sdo citosolicas e tem
preferéncia pelo substrato all-trans-retinal e 9-cis-retinal oxidando esse
a all-trans-acido retindico e 9-cis-acido retindico. (KOPPAKA et al.,
2012b; LIN; NAPOLI, 2000; PUTTINI et al., 2018; TOMITA et al.,
2016; ZHAO et al., 1996). Adicionando a isso, Kim e colaboradores
(2009) caracterizaram uma ALDH recombinante do Mtb (Rv0233c) por
cristalografia e demonstraram que essa proteina € um mondmero e forma
interacOes fortes e especificas com NAD e NADH. Além disso, quando a
mesma foi comparada estruturalmente com uma ALDH2 humana,
observou-se uma rmsd® de 1.5 A sobre 184 residuos em comum. No
entanto, pequenas regides de congruéncia foram encontradas, e estas
foram em regides periféricas da proteina (KIM et al., 2009). Por meio do
alinhamento de sequéncias, observamos que os sitios cataliticos e de
ligagdo ao co-fator (Cys, Glu, Gly e Asn) foram conservados para a
maioria das enzimas. As regides da proteina que melhor se alinharam
foram mais centrais enquanto que as extremidades foram bastantes
variadas, demonstrando que o core central da proteina é conservado entre
estas duas espécies distantes na escala evolutiva.

No entanto, poucos estudos investigam a funcdo de enzimas
ALDHs na biologia bacteriana. Estudos recentes demonstraram em
ALDHs de Staphylococcus aureus sdo requeridas sob condigdes de
estresse (IMBER et al., 2018), e em Pseudomonas cichorii estas enzimas
sdo um fator de viruléncia (TANAKA et al., 2012). E. coli exposta a
estresse oxidativo, via tratamento com H,O2, exibiu niveis elevados de
metabdlitos aldeidos conhecidos, mais especificamente glicolato, 4-
aminobutirato e acido succinico. Esses compostos foram gerados pelas
ALDHs bacterianas AldA, ydcW e ynel (JOZEFCZUK et al., 2010). Em
Pseudomonas aeruginosa e Acidothiobacillus ferroxidans, quando
expostas agentes indutores de estresse oxidativo como arsenito (As®+) e
Bornito (CusFeS*), respectivamente, aumentam a expressao de enzimas
ALDHSs, sugerindo que ALDHs bacterianas sdo importantes sob
condicdes de estresse oxidativo (FERRAZ et al., 2011; PARVATIYAR
et al., 2005).

Enzimas ALDHSs bacterianas sdo capazes de converter uma ampla
gama de substratos como acetaldeido, benzaldeido, salicialdeido, 3-

1 O RMSd, do inglés “Root Mean Square deviation”, é o valor médio para o
desvio médio dos atomos de uma estrutura X, relativamente a uma segunda
estrutura Y. Quanto maior este valor, maior € a diferenca estrutural entre as
proteinas ou estruturas que estdo a ser alvo de comparagao.
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hidroxipropionaldeido, formaldeido, metilglioxal, aldeido glicol e retinal
(COITINHO et al., 2016; HONG et al., 2016; IMBER et al., 2018;
JAUREGUIBEITIA et al., 2007; LEE et al., 2012; LUO et al., 2013)
demonstrando pouca especificidade em relacdo aos substratos. A respeito
disso, foi demonstrado que uma ALDH de Bacillus cereus realiza in vitro
a oxidacdo de retinal para atRA (HONG et al., 2016).

Os resultados obtidos nesse trabalho também mostram que as
enzimas ALDHs do Mtb sdo inibidas pelo DEAB, e que essa inibi¢do nao
afeta o crescimento bacteriano, sugerindo que tais enzimas ndo sdo
essenciais ao crescimento em meio de cultura. De forma semelhante, foi
observado que bactérias como S. aureus e P. cichorii com delegéo no gene
Alda (gene que codifica uma Aldeido desidrogenase) ndo apresentam
alterac@es no crescimento quando cultivadas in vitro (IMBER et al., 2018;
TANAKA et al., 2012). No entanto, ainda nao foi investigado se bactérias
patogénicas exploram enzimas ALDHs para eventos infecciosos no
hospedeiro.

Com a hipotese de que as enzimas ALDHs do Mtb participam do
metabolismo de vitamina A do hospedeiro através da conversao do retinal
para atRA e induzir diretamente a expressdo de genes RARES na célula
hospedeira, avaliamos a expressdo de uma molécula sabidamente
induzida por atRA, o CD38, durante a infec¢do pelo Mtb (KISHIMOTO
et al., 1998). Os dados apresentados neste trabalho demonstram que,
guando as células CD34* de PBMCs sdo expostas ao Mtb ocorre aumento
na expressao da molécula RARE CD38. No entanto, as células que foram
expostas ao Mth inativados pelo calor apresentaram um pequeno aumento
na expressao da molécula CD38, sugerindo que quando viavel, a bactéria
¢ capaz de induzir maior expressdo e isso pode ser explicado pela
presenca de outros elementos de resposta presentes na regido promotora
do gene CD38, como o elemento de resposta sensivel a interferons (ISRE)
(DRACH et al., 1994; SHUBINSKY; SCHLESINGER, 1997), uma vez
gue os PAMPs bacterianos podem ser reconhecidos por PRRs, como
TLRs e sensores citoplasmaticos e induzir a producdo de IFN | (STAMM;
COLLINS; SHILOH, 2015; STANLEY et al., 2007), que por sua vez,
ativariam a regido promotora do CD38 induzindo a sua expressao.

Considerando a presencga do elemento ISRE no promotor do CD38
(DEAGLIO; MEHTA; MALAVASI, 2001), estimulamos o0 PBMC com
diferentes concentracdes de interferons e observamos a expressdo do
CD38 na populacdo de células CD34*. Interessantemente, ndo
observamos aumento na expressdo da molécula. Diante desse resultado,
alguns trabalhos demonstram que citocinas induzem a expressdo do CD38
e que isso é dependente do tipo celular. Foi mostrado que células
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dendriticas e macréfagos murinos, estimulados com TNFa e células
dendriticas estimuladas com IFNo aumentam a expressio do CD38
(PARTIDA-SANCHEZ et al., 2004; SUN et al., 2006; TREPIAKAS et
al., 2009).

Em contrapartida, quando olhamos pra outro tipo celular, como
células HL-60%, o estimulo como atRA resulta no rapido aumento da
expressao do CD38, que ndo foi observado com estimulo com o IFN-y
(DRACH, JOHANNES; SHORONG ZHAO, 1993). Diante dessa
versatilidade, Sun e colaboradores (2006) investigaram a regulacdo do
promotor do CD38, realizando varias mutagdes no mesmo, e
transfectaram células murinas precursoras de osteoblasto (MC3T3-E1) e
macrofagos precursores de osteoclasto (RAW-C3) com diferentes
mutagBes no promotor. Os resultados obtidos por ele mostram que o
promotor do CD38 exibe diferengas na ativacdo em ambas as células,
sugerindo que a expressao desse gene pode ser regulada de maneira
célula-especifica (SUN et al., 2006).

Na literatura, um estudo mostra que Listeria monocytogenes, uma
bactéria intracelular, também é capaz de induzir o aumento da expressao
da molécula CD38 em neutréfilos, mondcitos inflamatérios e células
dendriticas (LISCHKE et al., 2013), sugerindo que esta inducdo nao seja
uma caracteristica exclusiva apenas do Mtb. Adicionalmente, essa
molécula tem sido proposta como um marcador de tuberculose ativa por
apresentar alta expressdo em células T CD4* de pacientes com TB ativa
(ADEKAMBI et al., 2015).

Alguns estudos baseados em perfil de expressdo génica
demonstram que durante a infeccdo por Mtb ha o aumento da expresséo
de receptores RAR e RXR (BOUTTIER et al., 2016; SAINI et al., 2018).
Anélises de transcriptomas com imunoprecipitacdo de cromatina por
marcacdo da monometilacdo da histona H4 lisina 4 (H3K4mel) para
determinar enhancers ativados (ChlPseq), demonstram que durante a
infeccdo por Mtb (cepa laboratorial H37Rv) em células de linhagem THP-
1 (mondcitos humanos) os sitios de ligacdo do receptor RAR séo
enriquecidos em regides H3K4mel (BOUTTIER et al., 2016),
corroborando com estes dados, estudos realizados em células dendriticas
humanas infectadas também mostram enriquecimento dos sitios de
ligacdo do RAR (PACIS et al., 2015). Diante disso, investigamos o
envolvimento de enzimas ALDHs do Mtb na inducgdo de genes RARE,
como o CD38, durante a infecgdo em células CD34*. Observamos com

Z Linhagem humana de leucemia mieloide aguda (COLLINS, 1987).



79

os dados deste trabalho que ao expormos as bactérias com as ALDHSs
inibidas, por meio do tratamento com o DEAB, ocorre a prevencao da
inducdo da molécula RARE CD38 nas células CD34*. Com isso, nds
sugerimos que durante a infeccdo, no ambiente intracelular, as enzimas
ALDHSs do Mtb podem metabolizar o retinal hospedeiro, produzindo mais
atRA, que por sua vez induziria a expressdo de genes RAREs, como
observamos com o CD38. Além disso, os resultados de UFCs obtidos
demonstram que a inibicdo de ALDHs da bactéria ndo altera a sua
viabilidade da durante a infeccéo.

Ademais, os dados obtidos neste trabalho a partir da inibicdo de
ALDHs da célula hospedeira antes da infecgdo, mostram aumento na
indugdo do RARE CD38, sugerindo participacdo de ALDHs do Mtb nesta
inducdo. Adicionalmente, observamos que quando as ALDHSs da célula
hospedeira e da bactéria estdo inibidas, ocorre a reducéo da expressdo do
gene RARE CD38, reforcando a participacdo de ambas as enzimas na
inducdo do CD38. Interessantemente, observamos que a proliferagdo
intracelular da bactéria parece ser dependente de enzimas ALDHs da
célula e da bactéria, uma vez que observamos redugdo do crescimento
bacteriano durante a infeccdo. Corroborando esses dados, a andlise de
células por citometria de fluxo mostrou que ndo houve reducdo da
viabilidade celular, sugerindo que as células permaneceram viaveis
durante a infecco. Diante desses dados sugerimos que a proliferagéo do
Mtb é dependente de ALDHSs do hospedeiro e do Mtb.

Tais achados corroboram com dados obtidos por Cooper e
colaboradores (2018), os quais avaliaram os efeitos do tratamento com
DEAB na expressdo de marcadores de superficie em células CD34* e
demonstraram que o tratamento com o0 DEAB reduz a expresséo do CD38
(COOPER et al., 2018), demonstrando a participacao de enzimas ALDHs
na inducédo do CD38.

Correlacionando ao contexto infeccioso, Mtb encontra uma robusta
resposta oxidativa como espécies reativas de oxigénio (ROS) e Oxido
Nitrico (NO), que sdo produzidas pelas células do sistema imunol6gico
em resposta a infeccdo (LANDES et al., 2015; LIBARDO et al., 2018;
PAIVA; BOZZA, 2014; WEISS; SCHAIBLE, 2015), e 0 aumento do
estresse oxidativo culmina na producdo de mais de 200 tipos diferentes
de aldeidos (JACKSON et al., 2011; SINGH et al.,, 2013a). Estas
moléculas séo fortemente eletrofilicas, altamente reativas e de vida longa
e reagem rapidamente com DNA, RNA, proteinas, comprometendo a
homeostase celular, inativando enzimas, causando danos ao DNA e
consequentemente morte celular, sendo entdo necessario a atividade de
enzimas ALDHSs para diminuicdo do estresse oxidativo, por meio da
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detoxificacdo de aldeidos toxicos (JACKSON et al., 2011; PEROZICH et
al., 1999; SINGH et al., 2013b; SOBREIRA et al., 2011).

Nesse sentido, a redugdo do crescimento intracelular mediante a
inibicdo das ALDHSs bacterianas e da célula hospedeira tornam o Mth
mais susceptivel a agdo desses aldeidos, sendo entdo necessaria a
atividades das enzimas ALDHSs do bacilo para a detoxificacdo de aldeidos
toxicos durante a infec¢do, adicionalmente, foi demonstrado em S. aureus
deficientes para um gene ALDH, que esse gene é necessario para o
crescimento sob estresse oxidativo gerado pela exposicdo a NaOCI
(IMBER et al., 2018).

Buscando compreender como as ALDHs do Mth estariam
participando na inducdo do CD38 durante a infecgdo, nés investigamos
se essa interacdo entre as ALDHs da bactéria/hospedeiro com genes
RARE se daria por meio da participacdo no metabolismo de &cido
retinbico. Mediante a isso, nds hipotetizamos que se essa interacao fosse
por meio da producdo de acido retindico ndo observariamos aumento da
expressao da molécula CD38 ao utilizamos um agonista inverso dos
receptores nucleares RAR. A inducéo da expressao génica mediada pelo
atRA se da a partir da ligacdo deste aos receptores nucleares RAR ou RXR
(SEVER; GLASS, 2013). No caso do CD38, a isoforma RARa é 0
elemento de ligacdo ao atRA (DRACH et al., 1994). Desta forma, as
amostras de PBMC foram tratadas com BMS 493, um inibidor Pan-
agonista inverso que inibe todas as trés isoformas do receptor RAR,
processo este realizado em momento anterior & infecgdo. Os dados
obtidos mostraram reducéo na expressdo do CD38 nas células que foram
tratadas com o inibidor BMS e infectadas pelo Mtb, o que nos possibilita
inferir que o Mtb induz a expressdo da molécula CD38 por meio da via
do &cido retindico, e mais especificamente, através do receptor RAR. No
entanto, este experimento ndo nos permitiu identificar qual isoforma do
receptor estd envolvida com o dado fendtipo. Estes dados corroboram
com Drach e colaboradores (1994) que demonstraram que a inducéo do
CD38 depende dos receptores de RAR (DRACH et al., 1994). Os dados
de contagem de células bacterianas vidveis demonstram que o
crescimento intracelular da bactéria ndo foi afetado pela inibigdo dos
receptores RAR, sugerindo que a via do &cido retindico ndo esta
envolvida com a proliferacdo da bactéria durante a infeccdo. Este
conjunto de dados também reforga a hipdtese que a interagdo entre as
ALDHSs do Mtb e os genes RAREs do hospedeiro sejam mediadas pelo
acido retindico.

Os resultados apresentados nesse trabalho também sugerem a
participacdo de ALDHs do Mtb no metabolismo de &cido retindico da
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célula hospedeira, no entanto, algumas linhas de evidéncias sugerem
existir uma correlacdo entre os baixos niveis de vitamina A e o risco a
tuberculose (GROBLER et al., 2018; KEFLIE et al, 2018;
RAMACHANDRAN et al., 2004; RWANGABWOBA,; FISCHMAN;
SEMBA, 1998). Nesse sentido, varios estudos in vitro demonstram o
papel protetor e antibacteriano da vitamina A, e que esses efeitos sejam
mediados através da resposta celular hospedeira ao atRA e nédo por agéo
direta deste composto nas bactérias (ABD-NIKFARJAM et al., 2018;
COLEMAN et al., 2018; CROWLE; ROSS, 1989; LARANGE;
CHEROUTRE, 2016; WHEELWRIGHT et al., 2014). Em contrapartida,
tais trabalhos utilizam altas concentracGes de atRA, o que ndo reflete a
concentracao fisiol6gica no soro humano, por exemplo, que varia de 3-13
nM/mL.  Além disso, ha uma escassez na literatura sobre as
concentracdes intracelulares de atRA, o que dificulta a associacdo entre
atividade antibacteriana do atRA exdgeno e endogeno  (JAYNE;
ISOHERRANEN, 2009; ROSS; ZOLFAGHARI, 2011). Os efeitos
especificos do atRA dependem da concentracdo, das isoformas dos
receptores, do tipo celular, das condicdes experimentais e da regulacéo da
concentracdo por meio da degradacdo realizada por enzimas da familia
CYP26 (LARANGE; CHEROUTRE, 2016).

Em suma, o presente trabalho identificou que o crescimento
intracelular o bacilo é dependente de enzimas ALDHSs, gerando a hip6tese
gue durante a infeccdo por Mtb as ALDHs bacterianas sdo importantes
para a detoxificacdo de aldeidos gerados pela resposta oxidativa da célula.
Neste contexto, os produtos de detoxificacdo das ALDHs (ex.: atRA)
participam da inducéo de genes RARES em células CD34*.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho identificou que as enzimas ALDHs do
Mycobacterium tuberculosis apresentam conservacdo dos sitios
cataliticos e estrutura terciaria com as ALDHs humanas. Adicionalmente,
identificou-se uma interacdo entre as ALDHs do Mth com a via de 4cido
retindico da célula hospedeira e concluimos que durante a infec¢do, as
ALDHs do Mtb estdo envolvidas na inducéo de genes induzidos por acido
retindico (RARES) das células CD34" e que as enzimas ALDHs do bacilo
e da célula hospedeira sdo importantes para o crescimento intracelular do
Mtb.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia
Centro de Ciéncias Bioldgicas - Divisdo de Imunologia
88049 - 900, Campus Universitario, Florianépolis, SC, Brasil

Coordenador do projeto:

Prof. Andre Bafica, M.D., PhD.
Universidade Federal de Santa Catarina
Campus da Trindade, CCB-MIP, sala 211.
88037-000 Floriandpolis — SC - BRAZIL
55.48.3721.5203

andre.bafica@ufsc.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO |
(Amostras de sangue periférico de doadores voluntarios)

A Universidade Federal de Santa Catarina estd empenhada em investigar
como diferentes células de defesa do corpo reconhecem e respondem ao agente
causador da tuberculose, o Mycobacterium tuberculosis. O M. tuberculosis é
capaz de infectar diferentes células, podendo comprometer a funcionalidade
dessas células. Dessa forma, buscamos entender como as micobactéria afetam o
desenvolvimento e funcdo de células brancas do sangue. Estas células sdo
encontras também na medula 6ssea, o local que produz todas as células de defesa
do nosso corpo. O estudo desta interagdo pode levar a descoberta de novos
aspectos na doenca tuberculose, como a criagdo de vacinas e terapias mais
potentes.

Termo de Consentimento

Vocé esta sendo convidado a fazer parte de um estudo realizado na
Universidade Federal de Santa Catarina:

O estudo serd realizado no MIP/CCB/UFSC, Santa Catarina e
inteiramente voluntario.

Vocé pode escolher ndo fazer parte do estudo, ou retirar-se a qualquer
momento.

Vocé pode nao receber nenhum beneficio caso decida fazer parte do
estudo. Porém, a pesquisa a ser realizada nesse estudo pode dar-nos conhecimento
para ajudarmos outras pessoas no futuro.
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Algumas pessoas tém opinido pessoal, religiosa ou ética que pode limitar
as pesquisas ou tratamento médico (ex.: transfusdo de sangue). Se voce tiver tal
opinido, discuta, por favor, com os médicos da UFSC ou com a equipe de
pesquisa antes que vocé concorde em participar do estudo.

Qual é a pesquisa?
“O impacto da infec¢@o por micobactérias no desenvolvimento e ativagdo
de células mieldides humanas”

Por que seré feita a pesquisa?

A pesquisa esta sendo desenvolvida a fim de compreendermos mais a
respeito de uma doenga chamada tuberculose. A tuberculose é uma doenga que
pode atingir varios tecidos do corpo, ocorrendo principalmente nos pulmdes. O
agente causador da tuberculose é o Mycobacterium tuberculosis ou bacilo de
Koch, que é capaz de infectar diferentes células do sistema imune. No entanto,
ndo existem dados suficientes a respeito da interagdo da micobactéria com células
tronco-progenitoras. As células tronco-progenitores sdo encontrados em grande
nimero na medula dssea. O objetivo geral do presente projeto € estudar como M.
tuberculosis afeta o desenvolvimento, ativacdo e funcdo destas células. Os
resultados obtidos nessa pesquisa podem ajudar no entendimento da tuberculose
e no futuro ajudar a desenvolver novas vacinas e terapias.

Populacdo de estudo

Doadores de Sangue: Nos recrutaremos 30 individuos adultos saudaveis
doadores de sangue no HU-UFSC entre 18 e 45 anos. Se vocé concordar em
participar no estudo, nds utilizaremos os glébulos brancos que serdo separados
do sangue doado.

O sangue que vocé estd doando servira para a obtencdo de glébulos
vermelhos (hemécias) e plaguetas. No entanto, a outra parte do seu sangue, que
contém os glébulos brancos, seria descartada. Se vocé for elegivel, seus os
globulos brancos serdo utilizadas para experimentos no laboratério. As células
serdo colocadas no tubo de ensaio e serdo expostas ao bacilo in vitro. Assim,
podemos estudar os aspectos relacionados a defesa contra o bacilo. N6s pedimos
também sua permissdo para mantermos suas células e soro em condicdes
apropriadas para uso no futuro. Essas amostras serdo armazenadas por 5 anos.

___SIM, vocé pode armazenar minhas amostras para a pesquisa futura.

_____NAO, vocé ndo pode armazenar minhas amostras para a pesquisa
futura.

As amostras biolégicas (soro, células e sobrenadantes de células) serdo
estocadas num freezer -80°C localizado no laboratdrio do Coordenador do projeto
por 5 anos. Apenas o coordenador tera acesso a estas amostras. N6s mediremos
os mediadores inflamatérios pelo método de ELISA nestas amostras para
investigar se as micobactérias influenciam a resposta imunolégica do hospedeiro.
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Entretanto, nenhuma pesquisa com as amostras estocadas sera realizada sem antes
ter a aprovagéao pelo comité de ética em pesquisas com seres humanos da UFSC.

Riscos/Desconfortos:

Os riscos e desconfortos associados com a participa¢do do estudo séo os
mesmos relacionados a doacdo de sangue que vocé ja esta doando. A retirada de
sangue é um procedimento padrdo rotineiro com riscos minimos envolvidos.
Vocé pode experimentar algum desconforto ligeiro no local da entrada da agulha
e pode haver alguma lesdo. Além disso, hd um risco muito pequeno de vocé
desmaiar ou ter infeccdo no local da entrada da agulha. N&o seréo testados
medicamentos ou substancias de qualquer natureza. VVocé tem a garantia de plena
liberdade de recusar-se a participar, ou retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma. A participacdo no estudo ndo €
obrigatoria e caso ndo deseje participar ou se quiser abandonar o estudo, recebera
amesma atencgdo da nossa equipe. Sempre existe a possibilidade remota da quebra
de sigilo, mesmo que involuntario e ndo intencional, cujas consequéncias serdo
tratadas nos termos da lei.

Beneficios Potenciais:

Vocé ndo recebera beneficios diretos deste estudo. O beneficio principal
que vocé pode ter neste estudo é a satisfacdo de participar uma investigacao que
possa entender o desenvolvimento de respostas imunes contra a tuberculose no
homem. Este conhecimento pode ser usado para a compreensdo da patogénese
dessa doenca, beneficiando outros individuos no futuro.

Achados novos: Todos os novos achados desenvolvidos neste estudo que
pode se relacionar a tua participagdo, serdo comunicados diretamente aos
participantes.

OUTRAS INFORMACOES IMPORTANTES

Garantia de sigilo e confidencialidade:

Seus registros médicos na UFSC sdo confidenciais. O sigilo e a
privacidade dos participantes da pesquisa estdo garantidos durante todas as fases
desta pesquisa. Quando os resultados de um estudo da UFSC sdo relatados em
jornais médicos ou em reunides cientificas, as pessoas que fazem parte do exame
ndo sdo identificadas. Na maioria dos casos a UFSC ndo liberard nenhuma
informacdo sobre sua participacdo na pesquisa sem sua permissdo escrita.
Entretanto, vocé deve saber que nds podemos liberar alguma informacao de seu
registro médico sem sua permissdo, por exemplo, se for requerido por oficiais da
lei ou outras pessoas autorizadas.

Plano de acéo concernente & lesBes relacionadas na pesquisa:

No geral, nenhum cuidado médico ou compensagdo financeira a longo
prazo para os ferimentos relacionados a pesquisa serdo fornecidos pela UFSC.
Entretanto, vocé tem o direito de possuir tratamento se vocé acredita que lesdes
ocorreram devido a participacdo no presente estudo.
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Garantia de indenizacdo e ressarcimento:

Os pacientes ndo sdo pagos para fazer parte das pesquisas na UFSC. Esta
pesquisa ndo lhe tara gastos, mas caso vocé tenha despesas comprovadamente
decorrentes da pesquisa sera ressarcido. Vocé também tem direito a indenizagéo,
nos termos da lei, se houver dano comprovadamente decorrente da pesquisa.

Problemas ou perguntas:

Se vocé tiver quaisquer problemas ou perguntas sobre este estudo, ou
sobre toda lesdo relacionada a pesquisa, contate o diretor do projeto, Prof. Dr.
André Bafica; Universidade Federal de Santa Catarina MIP, telefone:
48.3721.5203

Endere¢o do CEPSH-UFSC: Prédio Reitoria II, R: Desembargador Vitor
Lima, no 222, sala 401, Trindade, Floriandpolis/SC, CEP 88.040-400, Contato:
(48) 3721-6094, cep.propesg@contato.ufsc.br.

Todos os pesquisadores cumprirdo os termos da resolucdo 466/12.
Consentimento do Documento. Mantenha por favor uma cépia deste original caso
voceé queira ler outra vez. Como participante da pesquisa vocé tem a garantia de
receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Eu o li, ou leram para mim, a explanagdo sobre este estudo e tive a
oportunidade de discuti-lo e de fazer perguntas. Eu consinto por este meio fazer
parte neste estudo. A testemunha que assinou este consentimento informado é
alfabetizada e foi escolhida por mim. Este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido foi elaborado em duas vias, rubricadas e assinadas. O participante
receberd uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura do Voluntéario Data

Assinatura da pessoa Data
informando consentimento obtido

Assinatura da Testemunha Data
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Figura 18 - Os retinoides presentes no soro autélogo induzem o aumento da
expressdo do CD38 em células CD34*. (A) Histograma representativo de um
doador mostra que o MFI do CD38 em células expostas a diferentes
concentragdes de soro autologo. (B) Grafico em barra demonstra que diferentes
concentragdes do soro aumentam a expressdo do CD38 de maneira concentragéo-
dependente. Dados de 1 experimento. n:1.
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Figura 19 - As ALDHs de Mtb n&o sdo essenciais para o seu crescimento em
meio de cultura in vitro. (A) Curva de crescimento de Mtb em meio liquido
Middlebrook 7H9 exposta a diferentes concentragdes de DEAB. Losango lilas:
veiculo do inibidor; Circulo vermelho: bactéria sem tratamento; Triangulo
laranja: Bactéria exposta a 1 UM do DEAB; Quadrado azul: Bactéria exposta a
10 uM do DEAB; Circulo verde: Bactéria exposta a 100 uM do DEAB. Apos
cada tempo UFC foi realizado. (B) Fotografia representativa de uma placa
contendo meio Middlebrook 7H10 ap6s 30 dias de crescimento. Dados
representativos de 1 experimento feito em duplicata técnica.
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Figura 20 - O DEAB inibe a atividade enzimatica de enzimas ALDHs
presentes no extrato proteico do Mtb. (A) Atividade enziméatica de ALDHs
presente no extrato proteico total. RFU representa unidade relativa de
fluorescéncia. Circulo verde: representa o controle com proteinas inativadas a 60°
C por 15 minutos e todos os reagentes; Asterisco verde: representa o extrato
proteico com o substrato Aldefluor e o co-fator; Circulo preto: extrato proteico
total e o substrato aldefluor sem o co-fator. (B) Circulo azul: representa o
controle com proteinas inativadas a 60° C por 15 minutos e todos 0s reagentes;
Asterisco verde: representa o extrato proteico com o substrato Aldefluor e o co-
fator; Circulo vermelho: representa o extrato proteico na presenga de 30 UM do
DEAB, aldefluor e co-fator; Circulo azul céu: representa o extrato proteico na
presenca de 10 uM do DEAB, aldefluor e co-fator; Circulo preto: representa o
extrato proteico na presenca de 3 pM do DEAB, aldefluor e co-fator. Dados
representativos de 1 experimento feito em duplicata técnica.



