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RESUMO

Entender e combater a tuberculose tem sido, por décadas, o objetivo de grande
parcela da comunidade cientifica, tendo em vista seu potencial patogénico e o grande
numero de oObitos causados pelo Mycobacterium tuberculosis. Eventualmente, as
ciéncias biolégicas ganharam um grande aliado no processo de entendimento de
doencas e microrganismos: a transcriptomica. Esse segmento da biologia molecular
permite um estudo mais aprofundado e detalhado do comportamento transcricional de
seres vivos, compilando seus dados experimentais em extensas bases de dados.
Nesse cenario, o objetivo do presente trabalho foi estruturar uma base de dados com
informagdes referentes ao perfil de transcrigdo génica de macrofagos no contexto da
tuberculose. Além disso, foi delimitado o estudo do padrao de expressao génica da
via IL-18/SIGIRR na tuberculose, tendo em vista seu potencial como via importante no
combate ao M. tuberculosis. O processo de estruturagao da base de dados consistiu,
inicialmente, na elaboragao de vias de sinalizagdo no STRING e inBio Discover que
forneceram, respectivamente, 54 e 26 genes. Apos serem colocados em um diagrama
de Venn, os 19 genes presentes simultaneamente nas duas bases de dados foram
selecionados para direcionarem a analise de DEGs, que resultou na elaboragao de
tabelas com padrao de regulacdo e heatmaps. Em relagdo aos genes da via IL-
18/SIGIRR, os genes IL18, IRAK2 e IRF7 estavam regulados positivamente
(expressao aumentada), indicando um padrao de resposta reativo ao M. tuberculosis,
bem como esta documentado na literatura. O gene SIGIRR apresentou um padrao de
expressao inconclusivo e faz-se necessario analisar outros datasets para o
estabelecimento de seu padrdo transcricional. Sendo assim, o presente estudo
demonstrou todo o processo de tratamento e normalizacdo de dados de expressao
génica, provando ser possivel trabalhar com informag¢des de transcriptdbmica em
contextos mais objetivos de estudo, visando uma via de sinalizagdo ou proteina
especifica. Ainda, este trabalho sinaliza a possibilidade de pesquisas em condi¢des
de orgamento modesto e sem grandes instalagbes laboratoriais, além de incentivar a
reutilizagao eficiente de grandes volumes de dados compilados, que seriam apenas

armazenados e agora podem ser empregados em analises de grande valor cientifico.

Palavras-chave: bioinformatica; microarray; RNAseq; resposta imune.



ABSTRACT

Understanding and combating tuberculosis has been, for decades, the objective of a
large part of the scientific community, given its pathogenic potential and the large
number of deaths caused by Mycobacterium tuberculosis. Eventually, the biological
sciences gained a great ally in the process of understanding diseases and
microorganisms: transcriptomics. This segment of molecular biology allows for a more
in-depth and detailed study of the transcriptional behavior of living beings, compiling
their experimental data in extensive databases. In this scenario, the objective of the
present work was to structure a database with information regarding the gene
transcription profile of macrophages in the context of tuberculosis. In addition, the study
of the gene expression pattern of the IL-18/SIGIRR pathway in tuberculosis was
delimited, in view of its potential as an important pathway in the fight against M.
tuberculosis. The database structuring process consisted, initially, in the elaboration of
signaling pathways in STRING and inBio Discover, which provided, respectively, 54
and 26 genes. After being placed in a Venn diagram, the 19 genes present
simultaneously in the two databases were selected to direct the analysis of DEGs,
which resulted in the elaboration of tables with regulation pattern and heatmaps.
Regarding the genes of the IL-18/SIGIRR pathway, the IL18, IRAK2 and IRF7 genes
were upregulated (increased expression), indicating a pattern of reactive response to
M. tuberculosis, just like is documented in the literature. The SIGIRR gene showed an
inconclusive expression pattern and it is necessary to analyze other datasets to
establish its transcriptional pattern. Therefore, the present study demonstrated the
entire process of treatment and normalization of gene expression data, proving that it
is possible to work with transcriptomic information in more objective study contexts,
targeting a specific signaling pathway or protein. Still, this work signals the possibility
of research under modest budget conditions and without large laboratory facilities, in
addition to encouraging the efficient reuse of large volumes of compiled data, which

would only be stored and can now be used in analyzes of great scientific value.

Key words: bioinformatics; microarray; RNAseq; immune response.
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1. INTRODUGAO

Nao é uma tarefa facil encontrar uma enfermidade que assola a humanidade
ha tanto tempo e com tanto impacto quanto a tuberculose. Podendo atingir
virtualmente qualquer tecido do corpo humano, mas com tropismo pelos pulmdes, a
tuberculose € uma doencga infectocontagiosa que ja ceifou a vida de milhares de
pessoas por todo o planeta, o que lhe rendeu a alcunha de "‘peste branca”. Os
agentes etiologicos da tuberculose estdao agrupados no grupo de micobactérias do
complexo Mpycobacterium tuberculosis, com destaque para Mycobacterium
tuberculosis e, mesmo que em menor escala, Mycobacterium bovis (MAYER-
BARBER; BARBER, 2015).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), o Brasil esta entre os
30 paises com maior numero de pessoas acometidas pela tuberculose, mesmo com
todos os programas de conscientizagcdo e politicas publicas mundiais e nacionais
desenvolvidos nas ultimas décadas. S6 no ano de 2019, estima-se que 1 milhdo e 300
mil pessoas tenham morrido em decorréncia da infecgao por M. tuberculosis em todo
o mundo, ainda que os tuberculostaticos sejam disponibilizados em larga escala e,
muitas vezes, gratuitamente. Em relacdo ao estado do Maranhdo, uma regiao
historicamente afetada por infec¢gdes causadas por M. tuberculosis, o Ministério da
Saude estima que houve 2.194 novos casos da doenga no ano de 2021, com uma
frequéncia calculada de 30,7 casos por 100 mil habitantes, acompanhado de 150
obitos no ano de 2020 (OMS, 2021; BRASIL, 2022).

Assim como em outras doencgas infecto contagiosas, o estabelecimento e a
progressao da tuberculose dependem em grande escala da atuacgao do sistema imune
frente a M. tuberculosis. Basicamente, a grande maioria da populagdo nem sequer
desenvolve a tuberculose ativa, mesmo entrando em contato com o patoégeno, tendo
em vista a atuagéo eficiente das células de defesa do infectado (CHURCHYARD,
2017). Com isso, apenas 5% a 10% das pessoas imunocompetentes irdo realmente
desenvolver a condig¢ao clinica patoldégica. Outra possibilidade de desfecho clinico € o
desenvolvimento de uma forma latente da doenca, onde ha a formagao de um

granuloma constituido de varias micobactérias circundadas por diversos tipos
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celulares, como macrofagos, linfocitos T e B, entre outras células (MOLLER, 2018;
PAI, 2016).

O que intriga a comunidade cientifica é a relagao existente entre o componente
genético e o desenvolvimento da tuberculose. Nesse aspecto, tem ganhado destaque
a biologia molecular focada na avaliagdo imunogenética de pacientes com doencas
infeciosas. Uma das estratégias de analise utilizada tém sido o estudo dos transcritos
de mRNA produzidos por células de humanos infectados com M. tuberculosis, onde é
crucial a utilizacdo de métodos analiticos mais complexos que permitam detectar o
nivel de expressdo de cada gene em estudo, como faz a analise de RNAseq e o
Microarray. Muitos destes trabalhos acabam armazenando seus resultados em bases
de dados que sao disponibilizadas para o publico em geral, criando assim um acervo
genético util para novas pesquisas que busquem dar outro enfoque aos dados desses
trabalhos (KAN 2017; WANG, 2009).

Portanto, o presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de estruturar uma
base de dados objetiva de expresséo génica a partir de informacdes de transcriptoma
humano no contexto da infecgao por M. tuberculosis, utilizando para isso conjuntos de
dados ja disponibilizados em plataformas internacionais. Seu papel & servir de
referencial para estudos subsequentes que visem analisar o comportamento de
células mononucleares de sangue periférico (do inglés PBMC), como mondcitos, no
contexto da tuberculose (LATORRACA, 2019; MAYER-BARBER, 2015).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Tuberculose

A tuberculose é uma doenca que pode apresentar diversas manifestacoes e
desfechos clinicos, onde tudo depende de uma ampla gama de fatores, como: local
do corpo onde o bacilo se aloja, que pode ser, teoricamente, qualquer 6rgao do corpo;
grau de infeccdo e tempo de exposi¢cédo a micobactéria; estado do sistema imunoldgico
do hospedeiro, onde a homeostase do corpo se faz fundamental; presenca de
comorbidades associadas, com maior atengdo para a coinfecgao HIV-Tuberculose;
caracteristicas genéticas do individuo, como a presenga de erros inatos no sistema
imune; entre outros fatores que tém sido descobertos e estudados com afinco pela
comunidade cientifica. Geralmente, a forma pulmonar da doenga € a de maior
relevancia clinica, onde os sintomas variam entre febre vespertina que nao costuma
ultrapassar os 38,5°C, sudorese noturna, tosse seca ou produtiva por mais de trés
semanas, emagrecimento e fraqueza muscular (MOLLER et al, 2018; BRASIL, 2019).

Apesar dos inumeros avangos obtidos pela ciéncia no combate e na prevengao
a tuberculose, a mesma foi responsavel pela morte de 1,5 milhdes de pessoas no
mundo todo sé no ano de 2018 (WHO, 2019). No Brasil, a situagao nao é muito
diferente, pois a OMS afirma que o mesmo figura na lista dos 30 paises com maior
associagao da presenca de Mycobacterium tuberculosis com infec¢ao por HIV (WHO,
2019). Atualmente, o avango no aumento no numero de casos fatais de tuberculose
tem sido visto como uma consequéncia da infeccdo concomitante com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV, sigla em inglés). Além disso, o crescimento
desordenado da malha urbana em grandes cidades, de paises em desenvolvimento,
também tem sido um dos focos de disseminacdo de Mycobacterium tuberculosis,
aliado com péssimas condigdes sanitarias e a subnutrigdo, principalmente nos
chamados bolsbes de pobreza, onde a crescente desigualdade social tem feito dessas
populagbes carentes alvos faceis para o bacilo (BRASIL, 2019).

A transmissao do bacilo causador da tuberculose ocorre, principalmente, por
meio da inalagdo de aerossois contendo M. tuberculosis em sua forma ativa, onde o
sitio primario de infecgéo, geralmente, sdo os pulmdes do individuo. A partir de entao,

o sistema imunoldgico determinara o rumo que a infecgéo ira tomar, dando origem a
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quatro possiveis desfechos (CHURCHYARD, 2017). Na primeira possibilidade, temos
a acgao efetiva e equilibrada do sistema imune, onde todos os bacilos infecciosos sao
eliminados. Uma segunda, e mais frequente, opgdo € o desenvolvimento de uma
forma latente de tuberculose (ILTB), onde ha a formagao de um granuloma constituido,
majoritariamente, por linfécitos T ativados e macréfagos, isolando uma area com
varias micobactérias e células infectadas. Essa forma de contingenciamento
bacteriano, na maioria das vezes, € bem eficiente e consegue suprimir a reativagao
da tuberculose. Entretanto, 5% a 10% dos individuos imunocompetentes podem
desenvolver a forma ativa da doenga em algum momento de sua vida. A terceira
possibilidade de desfecho é a apresentagdo de uma forma subclinica da doenga, com
sintomas que variam de leves a moderados. A quarta, e ultima, possibilidade de
apresentacao clinica € o desenvolvimento da forma ativa da tuberculose, sem a
formacao prévia de granulomas, onde o individuo tem uma rapida evolugao da doenga
(Figura 1) (MOLLER et al, 2018; PAl et al, 2016).

Figura 1. Perfil de disseminagao e desenvolvimento da tuberculose.
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A transmissao por via aérea de M. tuberculosis é muito eficiente, mas a maioria das pessoas
ndo desenvolve uma forma agressiva da doenga. A implementagcdo de uma estratégia de
imunizagdo, com a vacina BCG, garante protegdo a maioria dos individuos
imunocompetentes. A utilizacido de vacinas BCG melhoradas pode reduzir ainda mais o
numero de casos de tuberculose. No entanto, a forma da doenga na qual o bacilo encontra-
se latente, mas viavel, abrange cerca de 1 bilhdo de individuos no mundo. Essa variagdo no
estabelecimento ou ndao da doenca grave continua sendo objetivo de estudos no mundo
inteiro, visando métodos mais eficientes de imunizagdo, diagnéstico, definicao de
prognésticos e tratamentos.

Fonte: adaptado de Porcelli e Jacobs Jr, 2019.

2.2 Resposta imune no combate a Tuberculose

O correto entendimento da interagdo patdogeno-hospedeiro € crucial para a
elucidacdo dos mecanismos imunolégicos envolvidos no controle de infeccgdes.
Entender, detalhadamente, porque algumas pessoas nunca desenvolvem uma forma
ativa de tuberculose, e por que outras acabam manifestando formas graves e
extrapulmonares, € um ponto que ainda precisa ser esclarecido. No contexto
imunologico, a comunicagao entre imunidade inata e imunidade adaptativa € um ponto
chave na resposta a M. tuberculosis, podendo definir os rumos que a infeccao ira
tomar. O primeiro contato entre o sistema imune e o bacilo da tuberculose ocorre nos
pulmbdes, onde a micobactéria é reconhecida, principalmente, por macréfagos
alveolares. Apés a formacao do sitio inflamatdrio primario, no parénquima pulmonar,
as células apresentadoras de antigenos migram em dire¢ao aos linfonodos regionais,
onde os linfocitos T fardo o reconhecimento dos antigenos, e a resposta imune
adaptativa tomara forma. A partir de entdo, pode ocorrer a formagéo do granuloma,
que se trata de um microambiente constituido de varias células que suprimem e
policiam a replicagao bacteriana, por um periodo de tempo indeterminado (Figura 2)
(PAI et al, 2016).
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Figura 2. Resposta imune a M. tuberculosis.
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Fonte: MAISON, 2022.

A resposta imune a micobactérias tem sido muito estudada e documentada na
literatura internacional. Um dos pontos elucidados € o padrdao de resposta
predominante no combate a infecgcbes por M. Tuberculosis, onde se destaca a
resposta Th1 (T helper 1). Tal padrdo é observado, principalmente, em infec¢cbes por
microrganismos intracelulares, onde as principais células envolvidas no processo sdo
os linfécitos TCD4+, os macréfagos e as células dendriticas. As citocinas classicas
sdo a IL-12, o IFN-y e o TNF-a, ou seja, mediadores inflamatérios que facilitam a
eliminagéo de patégenos que residem dentro de células do hospedeiro (MAYER-
BARBER; BARBER, 2015).
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No contexto das micobactérias, ha quatro tipos celulares que se destacam na
resposta imune: macréfagos, células dendriticas, linfocitos T e células Natural Killer
(NK). Apo6s entrar em contato com o patégeno, seja por fagocitose da micobactéria ou
de algum antigeno especifico, os macréfagos e células dendriticas passam a produzir
uma citocina chamada de IL-12, que tem o papel de induzir a produgao de IFN-y em
linfocitos T e células NK. Consequentemente, esse IFN-y secretado servira com um
estimulo para os macrofagos e células dendriticas adjacentes secretarem ainda mais
IL-12, bem como aumentarem a producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, e a expressao de MHC de classe 2, criando-se assim um mecanismo de
feedback positivo entre imunidade inata e adaptativa (RAMIREZ-ALEJO; SANTOS-
ARGUMEDO, 2014).

2.3 Fatores genéticos envolvidos no estabelecimento da Tuberculose

Durante a replicacao celular e produgao de proteinas, todos os processos que
envolvem a transcri¢ao e traducao do cédigo genético sao controlados por mecanismo
“antifalhas” que, na maior parte das vezes, conseguem impedir a ocorréncia de
mutagcdées no DNA. Entretanto, ha momentos em que esses mecanismos sdo
insuficientes para a reparagao de danos sofridos no material genético. Além disso,
muitos individuos nascem com falhas génicas previamente definidas pela
hereditariedade, onde a carga genética de seus ancestrais € fator de peso na
determinagao do seu genoétipo. Como resultado dessas alteragdes genéticas, alguns
individuos acabam nascendo com uma predisposicado a desenvolverem determinadas
doencas. Consequentemente, entender toda a dindmica imunoldgica envolvida nessa
dicotomia existente entre genes e doenga, abre um leque de oportunidades que
resulta na criagcdo de novas terapéuticas, principalmente aquelas focadas nos
pacientes imunodeficientes (MENCK; MENEGHINI, 2015).

Em se tratando da tuberculose, ha uma miriade de genes, ja relatados na
literatura, que interferem na correta atuagdo do sistema imune na resposta ao M.
tuberculosis. A extensa lista que elenca esses genes faz mengao a receptores Tool-
like como o0 2 (TLR2) e 0 4 (TLR4), interferon gama (IFN-y), receptor de vitamina D,
interleucina 12-RB1, entre varios outros que ainda estdo em processo de investigagao
e prometem ajudar a esclarecer a patogénese e progressao da doencga, bem como
seus varios possiveis desfechos clinicos (ABEL et al, 2018).
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2.4 Andlise da Expressao Génica

A missao de estudar sistemas biolégicos transformou-se completamente na
segunda metade do século XX. A descoberta da molécula do DNA e a criacédo de
meétodos capazes de analisa-la em escala microscédpica acabou criando um novo ramo
da ciéncia: a biologia molecular. Os mistérios envolvidos na transmissao de
caracteristicas hereditarias, as diferengas mais sutis entre espécies semelhantes, o
porqué de muitas bactérias conseguirem resistir a antimicrobianos de alta eficiéncia,
sdo so algumas das perguntas resolvidas pelo advento da biologia molecular. Com
mais estudos e a criagdo e o aprimoramento das técnicas e metodologias analiticas,
0 novo objetivo passou a ser catalogar todos os genes presentes no ser humano e
nas espécies de interesse cientifico, através do sequenciamento de seus genomas
(LEANDRO, 2015).

Atualmente, apenas o estudo do genoma do ser humano tornou-se insuficiente
para entender a dindmica de funcionamento do nosso gendtipo. O estudo da
informagao genética humana frente a ataques de microrganismos invasores tornou-
se uma nova vertente da biologia molecular, no momento em que os cientistas
perceberam que em situagdes de estresse bioldgico alguns genes tendem a ser
expressos enquanto outros se mantém silenciados, mesmo quando se espera que
sigam uma sistematica de funcionamento que mantenha o status quo daquilo presente
na literatura cientifica. Tais questionamentos fez surgir o transcriptoma, que se baseia
no estudo de transcritos de RNA, em suas mais variadas formas, quantificando-os e
classificando-os de forma a entender como o organismo funciona frente a uma
situagao pré-estabelecida. Com isso, surge também a bioinformatica, responsavel por
organizar e estudar essa grande quantidade de dados complexos oriundos da biologia
molecular, preparando-os para serem estudados e esquematizados em bases de
dados, de forma a resolver hipoteses e perguntas de interesse técnico-cientifico
(WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

Dentre as técnicas mais utilizadas para analise de expressao génica destacam-
se 0 RNA-seq e o Microarray (Figura 3). A técnica de microarranjo, ou microarray,
consiste na utilizagao de pequenos chips para a analise genética, sendo a metodologia
mais antiga entre as duas. Inovou no sentido de permitir o estudo simultaneo de varios

genes, apesar de ndo conseguir avaliar duas espécies ao mesmo tempo e ser um
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meétodo de baixa reprodutibilidade. A metodologia do RNA-seq, por sua vez, consegue
analisar varias sequéncias por amostra, nao se limitando a apenas uma espécie por
vez, além de ser capaz de identificar transcritos com baixo nivel de expressao. Todos
esses beneficios encarecem a técnica, ja que ela se limita a pequenas quantidades
de amostras. Geralmente, nas duas técnicas necessita-se transformar RNA em cDNA,
com o intuito de deixar a sequéncia que abrigara o gene de interesse mais estavel.
Acompanhando o ritmo do progresso, a imunologia buscou incorporar tais inovagdes
ao seu campo de estudo, utilizando o transcriptoma como ferramenta complementar
no estudo do comportamento de linhagens celulares no contexto de infec¢des, bem
como o perfil de resposta desempenhando nessas situagcbes de estresse celular
(MALONE et al, 2006; MOITINHO JUNIOR, 2019).

Figura 3. Desenho experimental para avaliagao de expressao génica por analise

de mRNA, utilizando Microarray e RNA-seq.
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Exemplo de estratégia de avaliagdo de amostras de RNA mensageiro usando microarray e
RNA-Seq em diferentes amostras biolégicas (e.g. tecidos ou células isoladas). Os niveis de
expressao génica sao calculados por métodos comparativos. Geralmente, os resultados do
microarray sao avaliados, filtrados e aprimorados por meio da técnica de RNA-Seq. Fonte:
Miller et al., 2014.

2.5 Meta analise de dados de expressao génica

As metanalises sao realizadas quando um autor necessita compilar uma grande
qguantidade de estudos ou informagdes em um s6 trabalho, criando sua prépria base
de dados e submetendo-a a uma analise que objetiva extrair o maximo de informagdes
possiveis dentro de uma nova roupagem experimental. No campo da transcriptémica,

estudos com metanalise sdo utilizados com certa frequéncia, tendo em vista a imensa
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quantidade de transcritos de RNA que precisam ser analisadas, fazendo uma busca
sistematizada em conjuntos de dados dispersos e com tematicas muitas vezes
dissonantes, mas que mantém em seu cerne um ponto em comum. Dentro desse
cenario metodoldgico € comum que se busque identificar, quando se trata de estudos
na area da saude, genes com padrao de transcricao alterados ou diferenciados, o que
fez com que se cunhasse o termo "‘genes diferencialmente expressos’’, ou DEGs
(sigla em inglés). A utilidade dos DEGs varia muito do enfoque que o autor busca dar
a alteracdo da expressao génica, entretanto, a maior parte sempre utiliza essas
informagdes para entender o comportamento celular frente a um certo estimulo, ja que
a produgdo proteica de um organismo costuma variar a medida que é exposto a
diferentes condi¢gdes ambientais (FILHO et al, 2014; ZHAO; ERWIN; XUE, 2018).

Cada trabalho determina de forma particular o que caracteriza um gene como
diferencialmente expresso, contudo o meio cientifico tem predilegdo por utilizar os
valores de fold change como parametro de referéncia no momento de classificar os
DEGs. De maneira sucinta, o fold change expressa o quanto determinado gene €&
transcrito em uma rodada de analises experimentais, adotando um valor que pode
variar muito de trabalho para trabalho, mas geralmente os valores perpassam de 1 a
2. A escala utilizada na determinagdo do valor numérico € um pouco diferente do
comumente adotado na matematica, elevando-se o valor de fold change em uma
unidade quando o resultado da contagem de transcritos contabilizados for equivalente
ao dobro do valor inicial. Por exemplo: o valor basal de transcricdo é 30, logo uma
populagéo celular que exprime um valor de 60 tera um fold change de 1. (JUNG;
FRIEDE; BEISSBARTH, 2015; ZHAO; ERWIN; XUE, 2018).

Independentemente do enfoque da metanalise, esse tipo de trabalho esta se
tornando cada vez mais frequente, seja pelo seu carater de pesquisa holistica, seja
pelos seus mais variados usos e formas de adaptar metodologias. Essa tendéncia no
meio cientifico, principalmente na éarea da saude, permite tornar o estudo e
investigacdo de doengas um processo mais dinamico e completo, possibilitando aos
autores que empreguem os mais diversos métodos de busca e reunido de
informacgdes, com vistas a responder perguntas instigantes e complexa (HAIDICH,
2010; AKOBENG, 2005).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Realizar analise in silico de transcriptomas para constru¢ao de banco de dados

de expresséo génica associada a resposta imune no contexto da tuberculose.
3.2 Especificos

e |dentificar os estudos com dados de RNAseq e microarray disponiveis

publicamente para analise;

e Realizar a mineragdo dos dados selecionados com relagédo direta com vias

importantes de respostas imunoldgicas na tuberculose;

e Construgdo de banco de dados com as informacgdes refinadas para uso por

estudos futuros.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao de dados

Foi realizada uma analise integrativa pesquisando o banco de dados NCBI
GEO DataSets e o banco de dados ArrayExpress para identificar informagdes de
expressao génica publicamente disponiveis no contexto da infecgdo por M.
tuberculosis, envolvendo a resposta de macréfagos. Sdo abrangidos estudos
publicados entre margco de 2012 e marcgo de 2022. Como critérios de inclusao, foram

utilizados:

1) dados de expressao génica para leucocitos, em especial os macrofagos de infecgéo
in vitro com M. tuberculosis;

2) estudos em humanos compostos por paciente com tuberculose ativa ou latente,
com mais de duas amostras por grupo, com analise de expressao em macréfagos;

3) estudos com células humanas de linhagem envolvendo a infecgdo in vitro com
cepas de M. tuberculosis;

4) presenga de grupos de controle para comparagao.

Todas as plataformas de analise de expressao génica serédo consideradas, e
apenas os estudos que forneceram dados de transcriptoma serdo incluidos para as
avaliagdes integrativas. Os critérios de exclusdo foram: estudos com amostras nao
humanas; estudos com tratamento antes da analise genética molecular; e estudos de
revisdo. Os estudos de RNAseq e MicroArray serao incluidos em nossa analise

integrativa.
4.2 Analise RNASeq

Foi obtido o objeto Seurat contendo dados de scRNA-seq de VRIES et al.
(2020), que sera depositado no banco de dados eQTLGen Consortium database

(https://eqtlgen.org/candida.html).  Seguindo o  pipeline  Seurat padrao

(https://satijalab.org/seurat/articles/pbmc3k tutorial.htiml) conforme descrito por Stuart

et al (2019), para realizar analise de expressao diferencial e visualizagdo de dados

(UMAP, dotplot e mapa de calor), quando necessario.
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4.3 Andlise de expressao diferencial de dados em massa de RNA-seq e

microarray

Para caracterizar a assinatura imunoldgica dos perfis transcricionais globais na
infeccdo por M. tuberculosis, as contagens de leitura de cada estudo de RNA-seq
foram transformadas em contagem em log2 por milhdo. A ferramenta web Network

Analyst 3.0 (https://www.networkanalyst.ca/) foi usada para realizar a analise de

expressao diferencial, aplicando o pipeline DESeq2, conforme ZHOU et al (2019). Os
estudos de microarray foram analisados por meio do aplicativo da web GEO2R

(BARRET et al, 2012; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo?2r/), usando o pipeline

limma-voom (LAW et al, 2014). Foram usados os pontos de corte estatisticos de log2-
fold-change> 1 (regulado para cima) ou <-1 (regulado para baixo) e o valor de p
ajustado <0,05 para selecionar genes regulados para cima e para baixo entre os

grupos com infecgao por M. tuberculosis e grupos normais.

A partir dessa analise, as informacgdes foram selecionadas para compor um
banco de dados especifico para analises imunogenéticas especificas em estudos

posteriores.

4.4 Analise das interagcdoes de genes envolvidos na resposta imune na

Tuberculose

Para elencar o que seria analisado nos datasets, 4 genes/proteinas
relacionados a via IL18/SIGIRR e a resposta imune a tuberculose (IL18, TLR4, IFNG,
SIGIRR) foram submetidos as plataformas de interagdo entre proteinas STRING

(https://string-db.org/) e InBio Discover (https://inbio-discover.com/). A partir dessas

aplicagdes foram definidas redes de interagcdes entre as proteinas IL18, TLR4, IFNG
e SIGIRR, e outras relevantes para a analise. Foram considerados validos os genes
com interaction score a partir de 0.4 e networks de no maximo 54 genes. Ainda, a
remogao de termos redundantes foi feita atribuindo um valor de similaridade permitido
de 0,5 aos parametros do STRING e InBio Discover. A partir dos dois diagramas de
interagao criados por essas bases de dados, os genes elencados foram colocados em
um diagrama de Venn que destacou os 19 genes em comum nos dois conjuntos. Essa
ultima lista serviu de direcionamento para a analise de expressao diferencial génica

nos datasets.
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4.5 Enriquecimento de termos GO (Gene onthology)

A analise de enriquecimento GO, feita para demonstrar quais termos de
ontologia génica que estavam estatisticamente enriquecidos no conjunto de genes
diferencialmente expressos. A analise, bem como a visualizagdo dos perfis de
expressao, foi realizada com o programa R/R Studio, seguindo os parametros padrées
do pacote Heatmap3. Os Heatmaps que mostram a expressdo dos DEGs foram

gerados também usando o programa R/R Studio.
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5.1 DataSets selecionados para analise
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Apés as buscas feitas no NCBI GEO DataSets, foram encontrados 7 datasets

que estavam dentro dos critérios de inclusdo estabelecidos. Os datasets envolvem

estudos com analise de transcritos de RNA de populagdes celulares inseridos em

contextos especificos da tuberculose, obtidas de individuos humanos e sem

comorbidades (e.g. HIV, hepatite C), ou em tratamento medicamentoso para
tuberculose, entre outras condi¢des excludentes (Quadro1).

Quadro 1. Caracterizacao dos 7 datasets encontrados no NCBI GEO DataSets.

infectados in

vitro pelo Mtb
e grupo
controle

Datasets Descri¢ao do Tipo de Amostra Resultados NuUmero
Estudo Analise pertinentes de genes
Mondcitos A vitamina D
Analise de THP-1 induziu a
macrofagos " infect?\zict))s prgdugéo de IL- 22119
. icroarray com Mt através da genes
GSE 52819 infectados com cepa H37Rv sinalizagao
Mib e tlratac_ios e tratados paracrina de
com Vitamina com macrofagos
D Vitamina D.
Analise do
RNA total de
macrofagos
alveolares de :
) Pacientes com
pacientes com tuberculose
TBem Macrofagos | apresentaram
comparacao a infectados | maior producao
GSE 139825 controles com Mtb de genes 47324
(posteriorment | Microarray | das cepas relacionados a genes
e infectados), H37Rv e sinalizag&o por
o1 UT205 IFN e do sensor
e analise de :
. intracelular
macroéfagos AIM2
esplénicos

GSE 143627 -
Analise da

Os macréfagos
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expressao Macrofagos | responderam de
diferencial de infectados | maneira similar
GSE 143627 genes de Microarray | com cepas quando em 60675
macréfagos de_ Mtl_) vivos contatc_) com o genes
e inativados Mtb vivo e o
expostos a pelo calor | inativado pelo
cepas de Mtb calor
ativados e
inativados.
Analise da
expressao de Os niveis de
componentes C1q estavam
C1q(ABeC) . PBMCs de aumentgdos 54675
GSE 54992 ' Microarray pessoas nos macréfagos genes
por PBMCs de portadoras | de pacientes
pacientes com de com tuberculose
TB. tuberculose
Analise do
MmRNA de
monocitos de Foram
pacientes com observadas
B diferencas
comparados Mondcitos | significativas de
com mondcitos sadios expressao
GSE 139871 | de pacientes infectados | génica entreos | 47323
sadios. Microarray | com cepas macrofagos genes
Também de Mtb _sadios e 0s
foram UT127 e mfectadps,
uT205 tendo sido
comparados identificados 48
os mMRNA de DEGs.
monacitos
infectados com
cepas de Mtb
(UT127 e
UT205).
O metabolismo
lipidico pode ser
influenciado
pelo Mtb. A via
do estresse do
reticulo
endoplasmatico
pode induzir
Andlise da Macréfagos apoptose em
expressao obtidos de | macréfagos de
génica de Microarray pacientes granulomas. O 61359
GSE 20050 . com gene ITK pode genes
macrofagos

granulomas

atuar no
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presentes em combate ao Mtb
granulomas. em casos com
formacéao de
granulomas.
Analise do A infeccao por
impacto do Mtb pode
Mtb no influenciar no
metabolismo I\{Iacrofa_gos metabolismo
d . diferenciado dos
€ macrotagos s com macrofagos,
GSE 148731 M1 e M2 RNAseq fendtipos | aumentandoa | 60448
oriundos de M1 e M2 sintese de genes
individuos infectados NAD+ e
sadios e, com cepas glutationa, na
; de Mtb glicolise, e na
osteriormente ’
P . H37Rv via da creatina
, infectados
fosfato.
com Mtb
H37Rv.

Fonte: Autoria propria (2022)

Para as etapas seguintes do estudo, trés dos sete DataSets foram selecionados

para composicdo da base de dados para uma analise mais detalhada, sendo eles
GSE52819, GSE139871 e GSE148731.

5.2 Identificacao in silico de genes relevantes para a resposta imunolégica na

tuberculose

Dentre as inumeras vias de sinalizagdo imunoldgica que podem ser avaliadas

com os dados selecionados, optou-se por analisar a via da citocina IL-18, ja
reconhecidamente importante para a resposta imunologica na tuberculose. Foi
agregada a via dessa citocina a proteina SIGIRR, tendo em vista seu possivel
envolvimento na patogénese da tuberculose (HASSUNA et al, 2022; RIVA et al, 2012).
Para realizar uma analise mais minuciosa da via da IL-18 e a possivel interagcao direta
ou indireta com SIGIRR, foi realizada uma busca em duas bases de dados que criam
redes de interagao entre proteinas, STRING e InBio Discover. A analise via STRING
revelou que um cluster de proteinas estava envolvido em resposta imune no contexto
da IL-18. 54 genes/proteinas foram identificados, indicando a participagao de SIGIRR
na via de expressao do receptor de IL-18, IL18R. Ainda, foram identificados
agrupamentos de genes/proteinas relacionados a via dos receptores do tipo Toll

(TLR), relevantes para o reconhecimento do M. tuberculosis (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de interagao proteina-proteina STRING na via de sinalizagdo
IL-18 e SIGIRR

A andlise de enriquecimento de GO de interagdes proteina-proteina entre genes/proteinas de
interesse para o estudo.

No InBio Discover, apenas 26 genes/proteinas foram indicados pela base,
seguindo os parametros de anotacao e confiabilidade adotados (Figura 5). Nesta
analise foi observada a formagdo de um cluster de interagdo envolvendo IL-18 e
SIGIRR, no qual esta ultima mostra-se como proteina de sinalizagdo entre o

reconhecimento via TLR e a via intrinseca de IL-18.
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Figura 5. Diagrama de interacao de genes/proteinas inBio Discover envolvidos

(as) na via de sinalizagao IL-18 e SIGIRR
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Resultados da visualizagao da anotacdo GOnet em FEP/FES representando a estrutura

hierarquica dos termos GO e os genes envolvidos na via de IL18 e SIGIRR.

Para agregar maior rigor a analise posteriormente realizada nos datasets, os
genes selecionados via analise pelo STRING e InBio Discover foram listados e
inseridos em um diagrama de Venn (Figura 6), possibilitando assim que fossem

identificados aqueles que se repetem em ambas as bases de dados.
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Figura 6. Diagrama de Venn contendo os 19 genes que constam
simultaneamente no STRING e no InBio Discover.

AGER

BECN1  BGN  casp1

cD14
IFNG
IFNGR1 TLR1
IFNGR2
IL18
IL18BP
IL18R1
IL18RAP
IL37
IRAK2
IRAK4
IRF7
LY96
NOX4
SIGIRR
TICAM1
TICAM2
TIRAP
TLR4

CXCL12 HAVCR2 {mcEl
HSP90AA1 HSPA9

HSPD1 HSPA4  IKBKG
IL1IR1

IL1B HSPElILlRAP
JAK1

JAK2 LY86
SOCs1

IRAKL pELI

MYDS88 PELI2
SYK TBK1
RIPK1

TLR3 TAB2
TLR2 TOLLIP TP53

STAT1

TRAF3  TRAF6

Diagrama de Venn abordando os genes presentes nas vias de sinalizagdo obtidas através
das bases de dados. O grupo em amarelo abrange os genes listados pelo STRING, enquanto
o grupo azul engloba os genes do InBio Discover. A intersec¢cdo dos dois conjuntos elenca

apenas os genes presentes simultaneamente em ambos 0s grupos.
5.3 Mineragao e refinamento dos dados brutos

A partir da analise anterior e definicdo dos 19 genes-alvo para composi¢ao da
base dados, as informagdes sobre estes genes foram extraidas dos DataSets
GSE52819, GSE139871, GSE148731. O primeiro dataset a ser analisado foi o
GSE52819, que tratou de estudar o padrdo de transcricdo génica de macréfagos
alveolares infectados com M. tuberculosis frente a estimulo com vitamina D. Os grupos
de analise foram divididos em 4: n&o infectados, néo infectados tratados com vitamina
D, infectados, infectados tratados com vitamina D. Todos os testes ocorreram em
triplicata e o fold change foi calculado utilizando o grupo nao infectado com referéncia
para os outros grupos. Dos 19 genes analisados, 7 apresentaram alteragdo na
expressao entre o grupo nao infectado e o infectado (CD14, IFNGR1, IL18R1,
IL18RAP, IRF7, TICAM2, TLR4) (Tabela 1).



34

Tabela 1. Analise de expressao diferencial dos genes selecionados a partir do

GSE52819.
Macréfagos e Nao infectado + D Infectado Infectado + D
DEGs
CD14 Upregulated Sem alteragao Upregulated
15,584 0,678 5,372
IFNG Sem alteragao Sem alteragao Sem alteragao
1,038 0,973 0,975
IFNGR1 Sem alteragao Upregulated Sem alteragéo
0,690 1,173 0,889
IFNGR2 Upregulated Upregulated Upregulated
1,256 2,148 2,146
IL18 Sem alteragao Sem alteragao Sem alteragao
0,650 0,392 0,441
IL18BP Sem alteragao Sem alteragao Sem alteragao
0,758 0,813 0,669
IL18R1 Sem alteragéo Upregulated Upregulated
0,858 2,296 1,929
IL18RAP Upregulated Upregulated Upregulated
1,041 1,332 1,109
IL37 Upregulated Upregulated Upregulated
1,174 1,280 1,053
IRAK2 Upregulated Upregulated Upregulated
1,499 7,349 8,796
IRAK4 Sem alteragao Sem alteragao Sem alteragéo
0,684 0,980 0,950
IRF7 Sem alteragéo Upregulated Upregulated
0,948 2,403 1,642
LY96 Sem alteragéo Upregulated Upregulated
0,936 1,204 1,196
NOX4 Upregulated Upregulated Sem alteragao
1,131 1,088 0,970
SIGIRR Sem alteragao Sem alteragao Sem alteragao
0,982 0,797 0,657
TICAM1 Upregulated Upregulated Upregulated
1,345 1,704 1,517
TICAM2 Sem alteragao Upregulated Upregulated




0,967

1,322

1,328

TIRAP Sem alteragao Sem alteragao Sem alteragao
0,873 0,583 0,583

TLR4 Sem alteragao Upregulated Sem alteragao
0,776 1,356 0,788

Fonte: Autoria propria (2022)

No contexto do presente trabalho, os dados relacionados a estimulagdo com
vitamina D n&o ganham tanta relevancia, embora sejam considerados, para todos os
efeitos, os niveis de fold change e o grau de regulagdo da expressao dos genes
presentes no dataset analisado. O grupo infectado recebeu maior destaque quando
em comparagao aos outros grupos deste dataset, tendo em vista sua melhor

adequabilidade para fazer comparagdes com os dados dos outros datasets (Figura 7).

Figura 7. Heatmap demonstrativo do perfil

selecionados em macréfagos infectados ou ndo com Mtb.
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Gréfico de mapa de calor dos 19 genes selecionados com expresséao diferencial, no contexto
da infeccdo de macrofagos com M. tuberculosis. O padrdo de expressdo génica mostra dois
agrupamentos nao supervisionados diferentes indicando um padrao de expressao divergente
entre os diferentes grupos de tratamento: 1 - ndo infectado; 2 - infectado; 3 - infectado +

vitamina D. A expressao alta é indicada em vermelho e a expressao baixa é indicada em azul.

O dataset GSE139871 foi construido com base em um estudo do padrao de
transcricdo de macrofagos infectados com duas cepas do M. tuberculosis, UT127 e
UT205, sendo a ultima mais virulenta que a primeira. O trabalho dividiu os grupos a
serem analisados em: macrofagos controle oriundos de pessoas saudaveis,
macrofagos infectados com a cepa UT127, macrofagos infectados coma cepa UT205,
macrofagos oriundos de pessoas portadoras de tuberculose, macréfagos ja infectados
com reinfecgao pela cepa UT127, macréfagos ja infectados com reinfecgéo pela cepa
UT205. A tabela dos dados disponibilizados pelo dataset continha 47323 genes, com
os genes codificados pelo seu cdodigo ID lllumina. Para obter o fold Change deste
estudo foi necessario primeiro obter e traduzir o cédigo ID de cada um dos 19 genes
selecionados, para so depois calcular manualmente o valor, tendo em vista que o
trabalho disponibilizou apenas os read counts de cada gene em cada uma das 24
amostras. Com os valores de fold Change gerados observou-se a expressao
diferencial em 13 genes no grupo com macrofagos nao infectados e infectados com a
cepa UT127 (CD14, IFNGR2, 1L18, IL18BP, IL18R1, IL18RAP, IL37, IRAK2, IRF7,
NOX4, SIGIRR, TICAM1, TIRAP), e 12 genes no grupo com macrofagos nao
infectados e infectados com a cepa UT205 (IFNG, IFNGRZ2, IL18, IL18R1, IL18RAP,
IL37, IRAK2, IRF7, NOX4, SIGIRR, TICAM1, TIRAP). No grupo com macréfagos de
pacientes com tuberculose sendo posteriormente infectados com a cepa UT127,
foram encontrados 12 genes com expressao diferencial (IFNG IFNGR1, IFNGR2,
IL18, IL18R1, IL18RAP, IL37, IRAK2, IRF7, TICAM1, TICAM2, TIRAP), ja os
reinfectados com UT205 foram encontrados 12 genes (IFNG, IFNGR1, IFNGR2, 1L18,
IL18R1, IL37, IRAK2, IRF7, SIGIRR, TICAM1, TICAM2, TIRAP) (Tabela 2; Figura 8).

Tabela 2. Analise de expressao diferencial dos genes selecionados a partir do
GSE139871.

Macrofagos e FC Mo 127 FC Mo 205 FC Mo 127 TB FC Mo 205 TB
DEGs saud. saud.




CD14 Upregulated Sem alteragéo Sem alteragao Sem alteragao
1,034006021 0,890752799 0,95995794 0,992602289
IFNG Sem alteragao Upregulated Upregulated Upregulated
0,99848761 1,018336509 1,016570583 1,054591938
IFNGR1 Sem alteragao Sem alteracéo Upregulated Upregulated
0,965905809 0,965905809 1,023063967 1,014837131
IFNGR2 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,043555315 1,046642621 1,048756322 1,04316893
IL18 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,048434793 1,038763344 1,049633033 1,045642472
IL18BP Upregulated Sem alteragao Sem alteragao Sem alteracéo
1,000855136 0,997800464 0,998061921 0,99960807
IL18R1 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,065053019 1,004303601 1,052657922 1,026668167
IL18RAP Upregulated Upregulated Upregulated Sem alteragéo
1,007003859 1,005040641 1,000673799 0,99730327
IL37 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,002208828 1,001688043 1,002417928 1,00471583
IRAK2 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,319119585 1,32604703 1,276984599 1,243662713
IRAK4 Sem alteragao Sem alteragéo Sem alteragao Sem alteragao
0,970915273 0,980852025 0,995080093 0,992539917
IRF7 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,022971133 1,093565328 1,066628949 1,11875447
LY96 Sem alteragao Sem alteracao Sem alteragao Sem alteracao
0,914621144 0,939915315 0,920831497 0,981978729
NOX4 Upregulated Upregulated Sem alteragéo Sem alteragéo
1,000215064 1,000445882 0,99712269 0,996168483
SIGIRR Upregulated Upregulated Sem alteragéo Upregulated
1,003484989 1,003231224 0,996039754 1,006825209
TICAM1 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,06381815 1,056628259 1,068748537 1,037420992
TICAM2 Sem alteragao Sem alteragao Upregulated Upregulated

0,968964667

0,983961939

1,022408626

1,040092583
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TIRAP Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,006695977 1,003279714 1,001366889 1,001124716
TLR4 Sem alteragao Sem alteragao Sem alteragao Sem alteragao

0,896565019

0,913611226

0,945190955

0,961895619

Fonte: Autoria propria (2022)

Figura 8. Heatmap demonstrativo do perfil

selecionados em macréfagos infectados ou ndo com Mtb.
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Grafico de mapa de calor dos 19 genes selecionados com expresséao diferencial, no contexto

da infecgdo de mondcitos com diferentes cepas de M. tuberculosis (127 e 205). O padrao de
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expressdo génica mostra trés agrupamentos n&o supervisionados, indicando um padrdo de
expressao divergente entre os diferentes grupos de tratamento: 1 - Mondcitos padréo
infectados com UT127; 2 - Mondcitos padrao infectados com UT205; 3 - Mondcitos de
pacientes com TB infectados com UT127; 4 - Mondcitos de pacientes com TB infectados com

UT205. A expressao alta é indicada em vermelho e a expressao baixa € indicada em azul.

O conjunto de dados GSE148731 focou no estudo de diferentes fendtipos de
macrofagos quando infectados pelo M. tuberculosis. Este dataset diferiu dos estudos
anteriores pela polarizagédo de macréfagos para os perfis M1 e M2, e de acordo com
o tempo decorrido apos os fagécitos em questado serem infectados pelo bacilo. Em
ambos 0s grupos, as amostras foram coletadas em dois tempos, depois de 4 e 24
horas, permitindo observar o comportamento de transcrigdo precoce e tardio. Essa
segregacao possibilita entender um pouco mais sobre o papel dos macréfagos M1 e
M2 na resposta a tuberculose, tendo em vista que, no geral, os padrdes de resposta
de cada subtipo costumam variar drasticamente e, até mesmo, terem efeitos que se
antagonizam. Dessa forma, foi observado para o perfil M1 a alteragédo em todos os 19
genes avaliados em 4 horas de infecgdo e em 17 genes avaliados em 24 horas de
infeccdo (Tabela 3; Figura 9). Para o perfil M2, 17 genes avaliados em 4 horas de
infeccdo apresentaram expressao diferencial e em todos os 19 genes avaliados
estavam com alteragdes em 24 horas de infecgéo (Tabela 3; Figura 9). Os macrofagos
M1, com 4 horas de infecgdo, e os macréfagos M2, com 24 horas de infecgéo,
apresentaram os maiores antagonismos de expressao génica no contexto da infec¢ao

pelo bacilo.

Tabela 3. Analise de expressao diferencial dos genes selecionados a partir do
GSE148731.

Macréfagos e M1 4h M1 24h M2 4h M2 24h
DEGs
CD14 Downregulated | Downregulated | Downregulated Upregulated
-1,18558 -3,21611 -1,18724 3,028518
IFNG Downregulated Sem alteragao Sem alteragao Upregulated
-0, 2282 0 0 2,876364
IFNGR1 Downregulated | Downregulated | Downregulated Upregulated
-1,03091 -1,5737 -1,15268 1,035956
IFNGR2 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated




40

1,661891 1,456443 1,70802 1,210607
IL18 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,363564 1,207339 3,362602 1,29332
IL18BP Upregulated Downregulated | Downregulated Downregulated
1,048306 -1,16105 -1,08318 -1,84117
IL18R1 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
2, 436839 2,586802 9,365415 2,2903
IL18RAP Upregulated Downregulated Upregulated Upregulated
1,858253 -1,22239 2,992157 4,356835
IL37 Upregulated Sem alteragéo Sem alteragéo Downregulated
1,34329 0,7861 0 -0,37152
IRAK2 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
4,65478 2,537495 10,91873 16,73689
IRAK4 Downregulated Upregulated Downregulated Downregulated
-1,01298 1,042094 -1,49496 -1,08324
IRF7 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,344878 16,00006 4,301516 8,68235
LY96 Downregulated | Downregulated Upregulated Downregulated
-1,04279 -1,10894 1,026252 -1,17337
NOX4 Downregulated Upregulated Downregulated Downregulated
-1,29734 1,107313 -1,30208 -4,14935
SIGIRR Downregulated | Downregulated | Downregulated Downregulated
-1,099 -1,23697 -1,1126 -2,01283
TICAM1 Upregulated Upregulated Upregulated Upregulated
1,15236 1,57452 2,524612 2,249624
TICAM2 Upregulated Upregulated Downregulated Upregulated
1,110622 1,466251 -1,34571 1,051014
TIRAP Downregulated Upregulated Downregulated Upregulated
-1,06094 1,039004 -1,76374 1,148763
TLR4 Downregulated | Downregulated | Downregulated Downregulated

-1,08348

-1,17904

-1,11162

-1,91624

Fonte: Autoria propria (2022)
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Figura 9. Heatmap demonstrativo do perfil de expressdao dos genes
selecionados em macréfagos infectados ou nao com Mtb.
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Grafico de mapa de calor dos 19 genes selecionados com expressao diferencial, no contexto
da infecgdo de macréfagos polarizados para os perfis M1 ou M2 com M. tuberculosis. O
padrao de expressdo génica mostra quatro agrupamentos nao supervisionados diferentes
indicando um padrao de expresséao divergente entre os diferentes grupos de tratamento: 1 -
Macréfagos M1 apos 4h; 2 - Macréfagos M1 apos 24h; 3 - Macréfagos M2 apods 4h; 4 -
Macréfagos M2 apos 24h. A expressao alta € indicada em vermelho e a expressao baixa é

indicada em azul.
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6. DISCUSSAO

A transcriptdmica tem se tornado na ultima década uma realidade para o estudo
de diferentes situagdes bioldgicas, associadas ou ndo a patologias. Realizar a analise
in silico de transcriptomas e a construgcao de bancos de dados de expressao génica
sdo determinantes para a prospecg¢ao de vias de sinalizagdo nas mais diferentes
doengas. No caso da tuberculose, uma das mais importantes doengas
infectocontagiosas, a andlise de genes associados a resposta imune é fundamental
para definir e melhorar o diagnostico a terapia da doenga. No presente trabalho,
selecionamos nas bases de dados publicas trés DataSets com informagdes sobre a
expressao génica de proteinas importantes para resposta imune a M. tuberculosis. A
partir desses DataSets foi realizada a mineragdo de dados para composi¢ao de uma
base propria direcionada para a resposta de IL-18 na tuberculose. Foi incluida na
analise a possivel relacao com SIGIRR, proteina com potencial participacdo nessa
resposta. Os dados gerados permitem a definicdo de uma relagao entre IL-18 e
SIGIRR, além de elencar uma série de outras proteinas para estudos futuros de

bioinformatica, experimentais e/ou clinicos.

Antes mesmo de se iniciar a busca pelos datasets, foi elencada uma via de
sinalizagao de interesse para que se pudesse delimitar o que seria analisado dentro
dos datasets. O processo de selegcao desses genes foi sistematico e girou em torno
da via da citocina IL-18 com possivel participagao da proteina SIGIRR (IL 18/SIGIRR)
e 0 processo de resposta ao bacilo M. tuberculosis (Mtb). Por serem proteinas
reconhecidamente importantes para a eliminagao Mtb e resolugao dessa infecgao, os
genes IL18, SIGIRR, IFNG e TLR4 foram selecionados como parametros de entrada
para analise nas plataformas STRING e o InBio Discover, resultando em duas redes
de interagdes proteicas, ao redor das quatro selecionadas, com suas singularidades.
A lista de genes/proteinas do STRING foi mais extensa e apresentou genes mais
relacionados a IL18, SIGIRR, IFNG e, TLR4, enquanto a lista do InBio Discover foi
mais sucinta e identificou os genes mais relacionados com os genes/proteinas de
entrada. Com esses genes/proteinas foi elaborado um diagrama de Venn,
salientando-se que tal ferramenta oferece uma melhor visualizagdo do que é comum
em dois conjuntos e o que é especifico em cada um deles, ou seja, aquilo em que

deve-se focar em uma analise, direcionando o processo de datamining.
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Para a busca pelos dataset, foi crucial estabelecer corretamente as populagdes
de estudo, o que diminuiu a possibilidade de erros de interpretacédo analitica e
manteve o trabalho direcionado em seu objetivo principal, que € estudar macréfagos
em casos de tuberculose ativa ou latente, ou até mesmo em situagdes laboratoriais
controladas que simulem tais circunstancias clinicas. Em relagao ao datasets, dentre
os 7 eleitos na base de dados GEO DataSets, os 3 que tiveram preferéncia no
momento da escolha foram selecionados, principalmente, por abordarem a analise
transcriptbmica em um direcionamento mais préximo do ideal para o presente
trabalho. A escolha dos datasets foi definida por pardmetros como a organizagéo de
dados, a possibilidade de analise de dados e grupos de forma independente do
trabalho original, e, por ultimo, a pertinéncia do assunto tratado no dataset em analise.
Os critérios foram elaborados com o intuito de permitir uma selegdo racional e

direcionada dos dados.

Cada conjunto de dados possui dezenas de milhares de genes, todos
analisados seguindo um mesmo protocolo e rigor metodoldgico, sendo possivel
considerar que diferentes genes em mesmas condigdes de analise estariam aptos a
serem colocados em testes de hipoteses, assim como em testes de padrdo de
expressao pré e pos infeccado. Essa grande quantidade de genes compilados, assim
como em qualquer estudo que objetiva analisar determinada caracteristica celular ou
via de sinalizagdo, passou por um processo de triagem, onde apenas genes
envolvidos em determinados contextos foram selecionados. O processo de
refinamento focou em coletar de cada dataset os 19 genes com maior interaction

score, possibilitando ao trabalho uma area de trabalho delimitada e confiavel.

A partir desse primeiro refinamento foi criada, para cada dataset, uma tabela
informando o padrao de expressao de cada gene em cada tipo de experimento. Como
cada estudo focou em uma analise distinta do contexto da tuberculose, o processo de
montagem dessas tabelas teve de ser inicialmente padronizado e depois adaptado
para cada dataset, ja que é preciso extrair os dados de interesse sem deixar de lado

a forma como cada trabalho obteve e categorizou essas informacdes.

A interleucina 18, base para nossa via de analise, € uma citocina da familia da
interleucina 1, com agao em diversas células, como linfocitos, macréfagos, mastocitos,

basofilos, células epiteliais e nervosas, entre outras. Sua produgado, por sua vez,
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também é amplamente distribuida pelo corpo humano, sendo realizada por variadas
células, como macréfagos, células dendriticas, células epiteliais, € nos mais variados
tecidos biolégicos. Sua principal caracteristica, que também desperta interesse para
esse trabalho, é a capacidade de intensificar a agao do IFN-y nas células mieldides,
maximizando a atividade microbicida dessas células. Além disso, outros trabalhos ja
mostraram que a falta, ou producdo irregular, de IL-18 acarreta em maior
susceptibilidade a infecgdo por M. tuberculosis, seja através de estudos com
camundongos knockout para IL-18 e IL-18R, seja por meio de estudos de
polimorfismos no gene promotor de IL-18. (HASSUNA et al, 2022; YASUDA,;
NAKANISHI; TSUTSUI, 2019).

O gene IL18, codificante da IL-18, foi diferencialmente expresso nos datasets
GSE139871 e GSE148731. Em ambos os casos ele estava regulado positivamente,
ou seja, sua expressao estava aumentada quando comparado ao grupo controle. Esse
achado corrobora com os achados de Wawrocki (2020), reiterando a atuagao da IL-
18 durante a infecgdo por M. tuberculosis. No caso do GSE52819, no qual os
macrofagos foram infectados in vitro com Mtb, curiosamente, a expressao de IL-18
nao sofreu alteragdo significativa em nenhuma das condi¢cdes de analise. Este fato
pode ser explicado por uma provavel baixa sensibilidade do procedimento de analise
do microarray empregado, ja que é demonstrado por estudos anteriores que os niveis
de IL-18 costumam ser elevados durante infec¢gdes por microrganismos que se alojam
no meio intracelular (SCHNEIDER et al, 2010).

O SIGIRR, diferente do IL18, apresentou um padrdao de expressdo mais
dissonante entre os datasets, ja que no GSE52819 seus niveis ndo sofreram alteragao
e nos GSE139871 e GSE148731 estavam, respectivamente, regulados positivamente
e negativamente. Esses resultados, que poderiam ser percebidos inicialmente como
um fator de equivoco, podem ser reavaliados através de questionamentos analiticos
em relacéo a geragédo dos dados brutos. No primeiro estudo, assim como aconteceu
com a IL-18, a baixa sensibilidade do método pode ter atrapalhado a contagem dos
transcritos. Nos dois trabalhos seguintes, o aumento e a baixa da transcrigao
provavelmente foram resultados das escolhas de grupos de analise, pois, enquanto o
primeiro, GSE139871, operou separando monécitos por cepas do bacilo, o segundo
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trabalho, GSE148731, optou por estudar os macrofagos em seus perfis de

polarizagdo, M1 e M2.

O SIGIRR, acrénimo para single Ig IL-1- related receptor (receptor 6rfao de
imunoglobulina dependente de interleucina 1, em portugués), ou TIR8, ou ainda IL-
1R8, faz parte de uma imensa familia de receptores de interleucina 1 que
desempenham os mais diversos papéis pelo corpo humano. O SIGIRR é expresso em
uma infinidade de tecidos, a citar os pulmdes, 6rgaos linfoides, figado, trato digestivo
e outros 6rgédos. Nos pulmbes é expresso tanto em células epiteliais quanto na
superficie dos leucdcitos residentes daquela area. No ambito da infecgéo pelo M.
tuberculosis, camundongos deficientes em TIR/SIGIRR apresentaram significativo
aumento da mortalidade em relagdo aqueles com expressao normal desse receptor
(RIVA et al, 2012).

Dentre os demais genes, tiveram destaque no nivel de expresséo o IRAK2 e o
IRF7. O IRAK2, ou quinase tipo 2 associada ao receptor 1 de interleucina 1 (sigla em
inglés), € um fator de transcricdo diretamente relacionado ao receptor de IL-1,
presente também nos receptores foll-like (e.g. TLR 2 e 7). Esse fator de transcrigao
ganha destaque na indugado de uma resposta celular pré-inflamatéria e na produgao
de citocinas, auxiliando o sistema imune no combate a infecgées. No contexto da
tuberculose, e de encontro com o que foi encontrado neste trabalho, os niveis de
transcricdo estavam aumentados porque os receptores onde o IRAK2 esta acoplado
sdao o0 TLR 2 e TLR 7, ambos localizados em areas estratégicas. O TLR2 é sensivel a
presenga de lipopolissacarideos e peptideoglicanos, componentes caracteristicos de
bactérias, ja o TLR7, por sua vez, € encontrado no compartimento lisossomal,
exatamente onde os microrganismos invasores, incluindo o M. tuberculosis se
encontram. Portanto, o aumento expressivo na expressao do IRAK2 pode ter uma
relagdo com sua funcéo biolégica e a infec¢do pelo bacilo da tuberculose, conhecido
por se alojar no ambiente intracelular dos macréfagos (WAN et al, 2011; MAYER-
BARBER; BARBER, 2015).

O IRF7, ou fator regulador de interferon 7, € um fator de transcri¢gao responsavel
por iniciar a produgéo de interferons do tipo I, foi outro gene com aumento no padrao
de regulagao, que, apesar de ndo ser o tipo de interferon padrdo no combate ao M.

tuberculosis, tem grande valor no combate ao bacilo. O bacilo de M. tuberculosis
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busca o interior das células para se alojar e se evadir do sistema imunologico, sendo
assim, a padréao de producgéo de citocinas costuma ter muitas similaridades nestes
dois contextos, onde interferons do tipo | e do tipo Il agem em conjunto na erradicagao
de patégenos que fazem das células seus hospedeiros (HOFFPAUIR et al, 2020;
MACHADO et al, 2005).

Os genes diferencialmente expressos analisados provam a grande utilidade
das bases de dados de transcriptdmica, tendo em vista a possibilidade de testar
hipdteses e expandir os conhecimentos sobre as vias de sinalizagao imunoldgica, isso
tudo sem nem mesmo precisar realizar experimentos de bancada. Essa economia de
tempo e material pode ser utilizada como elemento chave para o desenvolvimento de
avaliagcdes experimentais e clinicas, levando em conta ndo ser necessario grandes
incentivos financeiros, nem extensas areas fisicas para implementacdo de um
laboratério focado em analises in silico. Outro ponto que merece destaque é a
praticidade de trabalhar com dados que, embora necessitem ser normalizados e
ajustados, possibilitam uma reutilizagdo constante de conjuntos de dados quando
abordados em novos contextos e novas perspectivas e abre-se espacgo para novas

discussdes e possiveis descobertas importantes no ambito cientifico.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel a estruturagdo de uma base de dados de
expressado de genes em macrofagos no contexto da resposta a tuberculose, sendo
desenvolvidas matrizes de informagdes com grau de regulagcao génica, além de
heatmaps, e diagramas de interagcdo de proteinas de vias de sinalizagdo. Destaca-se
que, além de proteinas ja reconhecidamente envolvidas na resposta a tuberculose, as
matrizes de dados construidas incluem proteinas com potencial envolvimento nessa

patologia, que ainda nao foram descritas em modelos experimentais ou clinicos.

Em relac&o aos genes diferencialmente expressos (DEGs), destacaram-se na
analise dos datasets os genes IL18, IRAK2 e IRF7, todos com expressao regulada
positivamente na maioria dos contextos analisados, bem como o que a literatura tem
documentado durante uma infecgado por M. tuberculosis. Ja o SIGIRR, outro gene
analisado, apresentou um padrao de expressao irregular entre os estudos, o que
dificultou o estabelecimento de uma conclusdo direta sobre seu envolvimento na
resposta, fazendo-se necessario analisar outros datasets em um contexto mais amplo

para que se possa delinear seu comportamento.

A utilizagdo de avancadas ferramentas de bioinformatica, capazes de tratar
uma vasta quantidade de dados, ndo demandou altos investimentos em infraestrutura
e materiais, fazendo desse processo algo reprodutivel em laboratérios de todos os
portes. Dessa forma, foi estabelecida a base de dados para estudos futuros de
bioinformatica. Ainda, novas pesquisas clinicas experimentais com pacientes serao
sustentadas pelas hipoteses geradas in silico. Toda essa informagdo agregada
representa um ganho para as pesquisas em tuberculose em nosso estado e a

aceleragdo do desenvolvimento do conhecimento.
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