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RESUMO

A tuberculose (TB) € uma doenga que tem como agente etioldgico o Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), bactéria conhecida por sua alta viruléncia, e resisténcia
observada em alguns casos. Apesar do conhecimento sobre sua entrada nas células
do hospedeiro, macréfagos alveolares, estudos apontam que podem existir outras
vias de entrada, mediadas por diferentes moléculas. Esta revisdo bibliografica teve
como principal objetivo revisar estes estudos, reunindo os potenciais biomarcadores
de entrada do patéogeno, bem como descrever suas diferentes vias. Foram
encontradas uma variedade de 9 moléculas envolvidas no processo de
internalizagcdo do Mtb, sejam estas presentes no proprio agente ou em células do
hospedeiro, além de diferentes vias. Dessa forma, os estudos contribuem para o
conhecimento da infeccdo causada pelo Mtb, e novos estudos sdo necessarios para
a descoberta de eventuais novas vias de entrada que possam surgir, além da

contribuicdo para a terapéutica da doenca.

Palavras-chave: Doenca respiratoria; Tuberculose; Proteinas; Marcadores;

Pneumopatia.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a disease caused by the Mycobacterium tuberculosis (Mtb), a
bacterium known for its high virulence and observed resistance in some cases.
Despite the understanding of its entry into host cells, specifically alveolar
macrophages, studies suggest the existence of alternative entry pathways mediated
by different molecules. The primary objective of this literature review was to assess
these studies, identifying potential pathogen entry biomarkers and describing their
respective pathways. A variety of nine molecules involved in Mtb internalization were
found, either within the pathogen itself or in host cells, along with distinct entry
pathways. Consequently, these studies contribute to the understanding of Mtb
infection, highlighting the necessity for further research to uncover potential new

entry pathways and enhance therapeutic strategies for the disease.

Keywords: Respiratory disease; Tuberculosis; Proteins; Markers; Lung disease,;
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1 INTRODUGAO

O Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é o agente causador da tuberculose (TB),
doenca infecciosa que pode ocasionar disturbios pulmonares, e ainda,
extra-pulmonares, como tuberculose éssea, tuberculose cutanea, entre outras. Além
disso, pode-se apresentar de forma latente ou ativa, sendo esta ultima a mais
preocupante, devido a sua gravidade (Pai et al., 2016).

O Mitb esta, juntamente com outras 4 espécies, no complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC), grupo de bactérias do género Mycobacterium capazes de
causar TB em seres humanos ou em outros organismos. E um bacilo gram-positivo,
aerobio, com preferéncia para tecidos bem oxigenados, e intracelular obrigatério,
que desencadeia uma resposta a imunidade celular. Quanto a sua estrutura, a
parede celular é rica em lipidios, com uma camada caracteristica de acidos
micélicos, o que Ihe confere resisténcia acido-alcool (Martin et al., 2014).

Segundo o Relatério Global de TB 2023 da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), estima-se que 10,6 milhdes de pessoas adoeceram com TB em 2022, o que
€ um aumento quando comparado a anos anteriores, sendo 10,3 milhdes em 2021 e
10,0 milhdes em 2020. Dessa forma, estima-se que a taxa de incidéncia de TB tenha
aumentado em 1,9%. Quanto a mortalidade, a OMS prevé que a TB ocupe o
segundo lugar como causa de morte por um unico agente infeccioso, depois da
COVID-19, em 2022 (OMS, 2023).

A principal forma conhecida de entrada do M. tuberculosis no organismo é
através da infecgdo em macréfagos alveolares, ou ainda, macréfagos intersticiais
(Pai et al., 2016) pelas vias respiratérias, porém precisa-se compreender melhor
quais sado as interacbes moleculares ocorridas no processo, além dos receptores
envolvidos. Dessa forma, o principal objetivo deste trabalho foi identificar na
literatura disponivel, marcadores moleculares envolvidos no curso de entrada da
infeccao pelo Mtb em células do hospedeiro.

Os biomarcadores ou marcadores bioldgicos podem ser proteinas, genes,
hormdnios, enzimas, entre outros, que servem como indicadores de processos
biolégicos, ou respostas a algum farmaco durante intervencao terapéutica

(Biomarkers Definitions Working Group, 2001).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mycobacterium tuberculosis

Pertencente ao género Mycobacterium, a Mycobacterium tuberculosis € uma
bactéria gram-positiva, aerobica e ndo esporulante, mais conhecida por ser o agente
etiolégico da tuberculose. Sua estrutura €& envolvida por uma parede celular
complexa (figura 1) e composta por uma alta proporg¢ao de lipidios, incluindo acidos
micolicos, que conferem resisténcia a agentes antimicrobianos, contribuindo para
sua sobrevivéncia intracelular e complexo peptidoglicano-arabinogalactano (AGP).
Além disso, a parede celular, contém importantes proteinas e outros lipidios
complexos, como fosfatidilinositol mannosil e lipoglicanos que auxiliam na interagao

patdgeno-hospedeiro (Martin et al., 2014; Forrellad et al., 2013).

Figura 1 - Representacdo esquematica de proteinas do envelope celular incorporadas na parede
celular do complexo M. tuberculosis.
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Fonte: Adaptado de Forrelad et al. (2014).

O M. tuberculosis pertence ao Complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC), juntamente com os patdogenos humanos e animais M. africanum, M. microti,
M. canetti e M. bovis, também causando a TB em humanos. O complexo foi formado
a partir de estudos que mostraram uma similaridade de sequéncia de DNA superior
a 99,9% entre eles, diferindo apenas pelos raros polimorfismos de nucleotideo unico

sinbnimos, variagdes genéticas no genoma (Martin et al., 2014; Smith et al., 2003).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

As doencas infecciosas respiratdrias estdo entre as trés principais causas de
morbidade e mortalidade em adultos e criangas, totalizando cerca de quatro milhdes
de 6bitos por ano em todo o mundo. Ao longo dos séculos, epidemias de doengas
respiratorias causadas por patdégenos, (por exemplo: virus ou bactérias), tem sido
um grande problema de saude publica, com destaque para a tuberculose (TB) que
possui uma das mais altas taxas globais de mortalidade, sendo considerada até
antes da pandemia do Coronavirus Disease-19 (COVID-19), a principal causa de

obitos por um unico agente infeccioso (OMS, 2021).

Dados do ultimo relatério global, realizado em 2023, apontam um aumento de
1,9% na incidéncia dos casos. O numero de casos registrados em 2022 foi de 10,6
milhdes, seguido de 10,3 e 10,0 milhdes nos respectivos anos anteriores e com a
pandemia da COVID-19 foi possivel observar uma redugao no numero de pessoas
diagnosticadas com tuberculose, no Brasil por exemplo, em 2020 o numero foi de
70.554 enquanto que em 2019 se teve 79.784 casos diagnosticados (BRASIL,
2023). Longe do marco da Estratégia da OMS para acabar com a TB de uma
reducdo de 50% até 2025, a “end TB”, a reducédo liquida na taxa de incidéncia de
2015 a 2022 foi de apenas 8,7% (OMS, 2023).

Sobre a redugao da incidéncia em diferentes regides do mundo, destacam-se
as regides Europeia e Africana com reducgéo de 25% e 23%, respectivamente, entre
os anos de 2015 a 2022. Nas demais regides a redugao foi a seguinte: Mediterraneo
Oriental (7,4%), Sudeste Asiatico (6,6%) e Pacifico Ocidental (3,7%). Na regido das
Ameéricas a tendéncia é preocupante, com aumento liquido de 14% entre 2015 e
2022 (OMS, 2023).

O Brasil, assim como a maior parte da América do Sul, esta na lista dos
paises onde a incidéncia de TB em 2022 foi mais de 5% superior a de 2015. A
incidéncia de TB no Brasil em 2015 foi de mais 69 mil, aumentando para 78.057 em
2022. O estado de Pernambuco esta entre os mais preocupantes, com numero de
incidéncia de 52,8 mil (BRASIL, 2023).

2.3 TRANSMISSAO E FATORES DE RISCO
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A transmissao de M. tuberculosis se da pelo transporte de pequenas goticulas
de aerossois, seja através da tosse de algum infectado ou até mesmo fala ou espirro
(Yates et al., 2016). Ao inalar as goticulas respiratdrias contendo o bacilo, estes vao
percorrer as vias aéreas, superiores e/ou inferiores chegando entdo aos pulmdes.
Nos alvéolos pulmonares o Mtb pode entrar em contato com macréfagos alveolares,
onde serdao fagocitados. Estudos evidenciam, ainda, que além desta rota
convencional pelos macrofagos, o patégeno pode entrar por meio de outras células
do hospedeiro, como células epiteliais pulmonares e células dendriticas (Rahlwes et
al., 2023).

Apoés a infecgdo, a tuberculose (TB) pode ocorrer de forma latente ou ativa,
nesta ultima os principais sintomas sao: tosse prolongada (as vezes com sangue),
dor no peito, fraqueza, fadiga, perda de peso, febre e suor noturno. Geralmente os
pulmbes sdo os 6rgaos mais afetados, mas a TB também pode atingir os rins, o
cérebro, a coluna, a pele e entre outros, sendo conhecida como tuberculose
extrapulmonar. A forma latente é caracterizada pela formagcdo do granuloma,
estrutura que impede a propagacéao da infecgdo, nao apresentando sintomas (OMS,
2023).

Os principais fatores de risco associados a TB sao diabetes mellitus,
tabagismo, alcool e uso de outras drogas, bem como a coinfecgdo pelo virus
HIV/Aids. A inalagcao da fumacga do tabaco, ou consumo das substancias citadas,
criam condi¢cdes para o desenvolvimento da TB pela perpetuacdo de uma disfuncao
ciliar, ocasionando uma resposta imune reduzida, apresentando defeitos na
atuagao dos macrofagos, e podendo ter ou ndo uma diminuicdo da contagem de
células T CD4. Dessa forma, estes fatores podem elevar o risco de persisténcia do
Mtb apos o tratamento, além da progressédo da doenga e o risco de infecgao latente
por tuberculose (ILTB) (Cunha et al., 2021). N&o obstante, a coinfecgéo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), pode também causar um disturbio no
funcionamento do sistema imune, visto que a Aids tem como principal caracteristica
a imunossupressao através da perda manifesta de células T CD4+ no sangue,

tecidos linfoides e mucosas (Moir et al., 2011).

A diabetes mellitus aparece como fator de risco devido a alta taxa de faléncia

do tratamento para TB em individuos com a comorbidade, além de risco de obito.
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Outrossim, o grupo apresenta o risco de desenvolver resisténcia as drogas

utilizadas, além da TB poder provocar intolerancia a glicose (Cunha et al., 2021).

2.4 PATOGENESE

Ao entrar pelas vias aéreas (figura 2), chegando aos alvéolos pulmonares, o
M. tuberculosis é fagocitado pelo macréfago onde ira residir inicialmente em um
vacuolo endocitico denominado fagossomo, que em fusdo com o lisossomo forma o
fagolisossomo. Em seguida, os macréfagos infectados poderao residir no intersticio,
ou ainda, juntamente com células dendriticas infectadas, podem migrar do pulmao
para os ganglios linfaticos de drenagem para preparar e ativar as células T e B
(Rahlwes et al., 2023).

Dentro do intersticio, os macréfagos englobam os bacilos extracelulares que
escaparam da fagocitose inicial ou que foram liberados das células mortas. Os
macrofagos alveolares e intersticiais infectados, juntamente com macréfagos nao
infectados, mondcitos inflamatdrios, neutréfilos e células T recrutadas pela
inflamacédo e dano tecidual formam o granuloma. Desta forma, na maioria das
infeccbes primarias, a infeccdo € controlada, seja através da erradicacdo completa

do bacilo, ou através da formag&o de um granuloma estavel (Smith et al., 2003).

Figura 2 - Visao geral da infecgao por Mtb.

Iniciagdo da
infecgdo

Reativagdo e
transmissdo

Fonte: Adaptado de Rahlwes et al. (2023).
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A formagdo do granuloma faz com que o bacilo permanega em estado de
dorméncia, limitando a progressao da infecgéo e restringindo qualquer dano tecidual
a uma regidao pequena e bem circunscrita, o que configura a infeccao latente da
tuberculose (ILTB). Nao obstante, a fase ativa da doenga ainda pode acontecer, quer
seja diretamente apds a infecgao primaria ou apds a reativagao da infecgao latente,
geralmente no contexto de imunossupressao, pelo rompimento do granuloma
(Rahlwes et al., 2023). A tuberculose ativa é caracterizada pela rapida multiplicagéo
do patdégeno e disseminagdo para outros orgaos do corpo, como pele, 0ssos, rins,

entre outros, ocasionando até mesmo tuberculose extrapulmonar.

2.5 EVASAO IMUNOLOGICA

Para garantir a sobrevivéncia, o Mycobacterium tuberculosis se utiliza de
diferentes mecanismos para escapar do sistema imunolégico. Nos macrofagos,
principais células atingidas pela infecgao, interrompem vias que tém como fungéo
eliminar o patégeno. Ao bloquear a NADPH oxidase, por exemplo, o Mtb prejudica a
via da fagocitose associada a LC3, que normalmente transporta microrganismos
para o lisossoma. Além disso, a apoptose das células hospedeiras infectadas podem
ser bloqueadas através da desintoxicagdo de espécies reativas do oxigénio (ERO)

fagossémicas pelo gene NuoG (Chandra et al., 2022).

Um outro método utilizado € a partir da interagao das PE_PGRS38, familia de
proteinas do Mtb, com a protease especifica da ubiquitina associada ao herpesvirus
(HAUSP), que regula negativamente a produgdo de citocinas, e aumenta a carga de
bacilos intracelulares em macréfagos primarios derivados da medula 6ssea (Kim et
al., 2022).

2.6 RESPOSTAS IMUNOLOGICAS

2.6.1 Resposta Imune Inata
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A resposta a infeccéo pelo M. tuberculosis tem inicio com a fagocitose por
macrofagos ou células dendriticas, que tem um papel crucial na ativagdo de
respostas imunes adaptativas, através da apresentagdo de antigenos. Os
macréfagos alveolares produzem niveis elevados de fator de necrose tumoral (TNF),

que limita o crescimento de Mtb intracelulares (Cooper, 2015; Scriba et al., 2017).

Os sistemas de receptores de reconhecimento de padrées (PRR) do
hospedeiro, atuam detectando padroes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) do Mtb. Dentre os PRRs envolvidos na detecgdo de Mtb, estdo os
receptores Toll-like (TLRs), receptores de lectina tipo C (CLRs), moléculas de
adeséo intercelular especificas de células dendriticas (DC) - n&o integrinas (DC-
SIGN), receptor de manose (MR) e receptores do tipo NOD (NLRs) relacionados a

ativacao do inflamassoma (Ponnusamy e Arumugam, 2022).

Os neutrdfilos também podem auxiliar no combate a infecgdo primaria. O
recrutamento por CXCL8, quimiocinas liberadas por macrofagos alveolares,
aumentam a fagocitose e morte por neutréfilos. Eles podem matar, ainda, através da
liberagao de peptideos antimicrobianos, incluindo peptideos de neutréfilos humanos
(HNPs) 1-3, LL-37 e lipocalina 2 (Scriba et al., 2017).

A partir da fusdo dos macrofagos recrutados em torno de macréfagos
infectados, dos quais alguns se diferenciam em células epitelidides e outros se
fundem para se tornarem células gigantes multinucleadas, tém-se a formagéo do
granuloma. Nesta estrutura estdo presentes, ainda, neutréfilos recrutados que
intercalam com os macréfagos e estdo envolvidos por linfocitos - células B e células
T. O granuloma serve para conter a propagacgao da infecgédo, porém também pode
servir como barreira, impedindo a chegada de medicamentos ou até mesmo a

atuagao da resposta imune adaptativa (Scriba et al., 2017).

2.6.2 Resposta Imune Adaptativa

A resposta imune adaptativa ainda ndo é tdo bem compreendida como a
resposta inata, porém estudos vém apontando as fungdes das células T e B na
patogénese da TB. As células T CD4 tém sido as mais estudadas, e foi demonstrada
a expressao de citocinas IFN-y, TNF e/ou IL-2, além da producao de IL-17, porém

seu envolvimento na patologia ainda ndo € bem estabelecido. As células T CD4
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podem atuar, ainda, ajudando na inducédo de respostas de células B e células T
CD8. Através da produgao de IL-2 ou pela ativagao de células apresentadoras de
antigeno, as células T CD4 induzem respostas de células T CD8 (Pollara et al.,
2021; Flynn e Chan, 2022).

As funcbes das células T CD8 ainda seguem pouco compreendidas,
enquanto tem-se uma rica producdo de citocinas pelas células T CD4, as T CD8
produzem citocinas minimas. Um fato que ainda causa duvidas € o de que, durante
a infeccdo, a resposta adaptativa das células T ao patégeno sao relativamente
lentas (Flynn e Chan, 2022).

As células B e anticorpos, também modulam as respostas imunes ao Mtb e
sd0 necessarias para o desenvolvimento de uma imunidade ideal contra o patégeno,
regulando a producdo de citocinas, a resposta neutrofilica e a inflamagao
granulomatosa, além de modular a imunidade induzida por vacina. As células B
podem processar e apresentar antigenos as células T, secretar anticorpos (Ab) e
modular a inflamacao através da producao de IL-10. As classes de Ab especificos
para antigeno micobacteriano relatados nas infecgbes por Mtb séo IgG, IgA e IgM. O
IgG atua na ativacdo de células Natural Killers (células NK), que promove a
fagocitose mediada por células dependente de Ab, dessa forma as células NK
matam células infectadas, restringindo o crescimento de Mtb. Os Abs IgA e IgM,
embora secretados pelas células B durante a patogénese, ainda néo se sabe de que

forma eles atuam no combate a infecgao (Scriba et al., 2017; Flynn e Chan, 2022).

Através da produgdo de citocinas, as células B podem regular a resposta
imune por meio do IFN tipo 1, por exemplo. O IFN tipo 1 promove o desenvolvimento
de macroéfagos anti-inflamatérios, porém o Mtb pode também induzir a expressao da
citocina para diminuir a resisténcia a defesa do hospedeiro, atenuando a produgao
de IL-1a/B. Dessa forma, é possivel que o IFN tipo | das células B desempenhe um

papel na diminuicdo da imunidade anti-tuberculose (Flynn e Chan, 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os potenciais marcadores moleculares envolvidos na infec¢ao pelo

Mycobacterium tuberculosis em células do hospedeiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Listar os principais marcadores moleculares envolvidos no curso de entrada
da infecgao pelo Mycobacterium tuberculosis;
b) Revisar possiveis novas vias de entrada da infecgéao pelo Mtb;

c) Descrever as vias de entrada da infecgao pelo Mitb.
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4 METODOLOGIA

4.1 ESTRATEGIA DE BUSCA

O trabalho foi realizado através da metodologia de revisdo de literatura
narrativa. Durante o periodo de Novembro a Dezembro de 2023, foram feitas
pesquisas nos principais bancos de dados - PubMed e Science Direct (Elsevier).
Para a busca dos artigos cientificos foram utilizados os seguintes descritores:
“Mycobacterium tuberculosis”, “Biomarkers” e “Entry”, com uso do operador
booleano “and”. Os artigos foram selecionados conforme os critérios de inclusao e

exclusao descritos abaixo.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo foram artigos originais em lingua portuguesa ou

inglesa, publicados nos ultimos 5 anos.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusao foram artigos em outros idiomas que n&o o portugués
ou inglés, artigos que nao foram possivel ter o acesso, revisées, comentarios, e

cartas ao editor.

4.4 ETAPAS DO TRABALHO

Apds aplicacdo dos descritores e selecdo dos filtros, inicialmente foram
identificados 807 resultados, incluindo revisoes, relatos de caso e estudos de coorte
publicados em revistas. Com base nos critérios de elegibilidade adotados e leitura

dos resumos, 794 artigos foram excluidos.
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Apdés analise e leitura, treze artigos foram selecionados e estavam de acordo
com os critérios supracitados. Dessa forma, foram excluidos 5, tendo-se uma

amostra final de 8 artigos para a discussao

Figura 3 - Fluxograma (Etapas utilizadas na metodologia).

Busca nas bases 807
de dados resultados

Segunda Leitura do titulo 794
etapa e/ou resumo excluidos

Leitura dos
artigos na integra
(13)

Quarta [ Discussao J

Primeira
etapa

Terceira
etapa

etapa (8)

Fonte: O autor (2023).



5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DE ARTIGOS

27

Apds a analise dos artigos, 8 estudos (tabela 1) abordaram a entrada do

Mycobacterium tuberculosis em células do hospedeiro, trazendo novas moléculas

envolvidas no processo e discutindo diferentes vias da entrada do patégeno.

Tabela 1.

tuberculosis.

Biomarcadores

DIM

SR-B1

EsxA

Rv0180c

SAA-1

Esfingomielina

SDC-4

Funcbes

Remodela a
membrana
plasmatica.

Interage com a
EsxA, presente
no Mib.

Interage com o
SR-B1, presente
em células M.

Promove a

atividade do

receptor de
complemento 3.

Interage com
proteinas de
membrana do
Mitb.

Remodela o

Vias

Macréfagos
derivados de
monocitos
humanos.

Células M
adendides
animais e
humanas.

Células M
adendides
animais e
humanas.

Macrofagos de
camundongos.

Macrofagos
humanos.

Macrofagos,
células
dendriticas e
monocitos
humanos.

Células epiteliais

Tipo de
Estudo

In vitro.

In vitro.

In vitro.

In vitro.

In vitro.

In vitro.

In vitro.

Biomarcadores envolvidos no curso de entrada da infeccdo pelo Mycobacterium

Referéncias

Augenstreich
et al. (2019)

Khan et al.
(2020)

Khan et al.
(2020)

Payrus et al.
(2021)

Kawka et al.
(2021)

Niekamp et al.
(2021)

Wen et al.
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citoesqueleto de pulmonares (2022)
actina; inibe as humanas.
vias de
sinalizagao
CDC42,
N-WASp e
Arp2/3.
TREM-2 Promove a Macrofagos In vitro. Dabla et al.
atividade de humanos. (2022)
receptores de
membrana.
Rv0590A - Macrdéfagos In vitro. Kumar et al.
humanos. (2023)

Fonte: O autor (2023).

5.2 SYNDECAN-4 (SDC-4)

O Syndecan-4 (SDC-4) é uma proteina transmembrana, mediadora central da
adesao celular, migragao, proliferacdo, endocitose e mecanotransdugcdo. Suas
interagcbes extracelulares sdo mediadas pelos glicosaminoglicanos, cadeias lineares
de polissacarideos que estdo ligadas covalentemente no nucleo proteico. Além
disso, SDC-4 também medeia multiplas vias de sinalizagao intracelular que atuam
em paralelo através da ativagcdo de efetores comuns a essas vias (Elfenbein e
Simons, 2013).

Wen et al. (2022) observaram que apds um aumento no nivel da expresséo
do SDC-4 em células epiteliais pulmonares infectadas por Mycobacterium
tuberculosis, suspeitaram que o mesmo estaria auxiliando na entrada do patdégeno.
A partir da geracao de duas linhas celulares de superexpressao e knockdown de
SDC-4, foi possivel notar que a eficiéncia de infeccdo de Mitb foi significativamente
aumentada em células que superexpressam SDC-4, mas foi marcadamente
diminuida em células knockdown de SDC-4, o que comprovou o seu envolvimento

na entrada da micobactéria.

O estudo evidenciou, ainda, de quais formas o SDC-4 viabiliza a entrada do

Mtb nessas células. A ligacdo do patdégeno ao SDC-4 regula a remodelagdo do
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citoesqueleto de actina (figura 4), diminuindo a proporgdo de F-actina/G-actina,
sendo um facilitador. Outra alternativa, seria a partir das vias de sinalizagdo CDC42,
N-WASp e Arp2/3, este controle se da pela inibicdo das vias, aumentando a

eficiéncia da infecgdo por Mtb nas células epiteliais pulmonares (Wen et al., 2022).

Figura 4. Mecanismo pelo qual o SDC4 auxilia a invasdo do Mtb nas células epiteliais pulmonares.
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Fonte: Adaptado de Wen et al. (2022).

Mais experimentos foram realizados evidenciando que SDF1 e AMD3100
podem inibir a entrada do Mtb nas células epiteliais do pulm&o. Com a ligagcédo do
SDF1 ao SDC-4 a ligagao do Mtb é impossibilitada, pois o sitio de ligagao ja esta
ocupado, da mesma forma, a adigdo de AMD3100 as células cultivadas aumenta a
ligacdo entre SDF1 e SDC-4, bloqueando assim a ligagdo do Mtb e inibindo a sua

entrada nas células (Wen et al., 2022).

5.3 Rv0180c

Presente na membrana do Mitb, a Rv0180c é uma provavel proteina
transmembrana conservada de funcdo até entdo desconhecida (Caceres et al.,
2011). Payros et al. (2021), com a identificacdo de varios genes relacionados com
importantes eventos que levam a infecgdo dos pulmbes por M. tuberculosis,
detectaram trés novos genes ndo descritos anteriormente, entre eles, o gene

Rv0180c, que codifica a proteina.
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Buscando compreender a biologia do rv0180c na infecgdo, inicialmente
desativaram o gene através de mutagédo, em pulmdes de camundongos. Com isto,
observaram que a infecciosidade de Mtb durante experiéncias de competi¢gao ou de
infeccdo independente foi reduzida, indicando que o rv0180c esta envolvido na

entrada do patégeno.

A nivel celular, foi analisada a atuagdo do rv0180c em macrofagos. Com a
incubacdo das células com bactérias fluorescentes (GFP) na multiplicidade de
infecgdo de 10 bactérias para 1 macrofago (MOI 10:1) por 1h a 37°C, foi observada
uma redugao na infeccdo em células com rv0180c mutante quando comparada com

selvagens ou geneticamente complementados (Payros et al., 2021).

Outros experimentos do grupo mostraram, ainda, que a desativagao do gene
rv0180c afeta a ligacdo de Mitb aos macrofagos e que, além disso, rv0180c é
necessario para uma entrada ideal através do receptor de complemento 3 (CR3) e
para replicagéo intracelular. Os resultados apontam que o reconhecimento de CR3
por um carboidrato na superficie da micobactéria esta prejudicado com um rv0180c
nao funcional. Por fim, especula-se que o Rv0180c esteja direta ou indiretamente
envolvido nas propriedades mecéanicas da parede celular e pode, dessa forma,
promover a atividade de certos receptores para garantir uma internalizagdo

bem-sucedida do patdégeno (Payros et al., 2021).

5.4 RECEPTOR DESENCADEADO EXPRESSO NAS CELULAS MIELOIDES 2
(TREM-2)

O receptor desencadeador expresso em células mieloides 2 (TREM-2), € um
receptor de superficie que pertence a familia das glicoproteinas transmembrana
TREM, que tem como algumas das fungbes regular a diferenciagao e funcao de
macrofagos, microglia, células dendriticas, osteoclastos e plaquetas (Klesney-Tait et
al., 2006).

Dabla et al. (2022) demonstraram que estes receptores podem mediar a
entrada do M. tuberculosis em macréfagos primarios derivados de mondcitos
humanos (figura 5). Inicialmente, com a delegdo de TREM-2, foi observada uma
reducao da fagocitose de Mtb, enquanto que com a superexpressao do gene houve

um aumento da fagocitose, sugerindo que o TREM-2 contribui para o processo. Este
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auxilio se daria através da ligagdo do Mtb ao receptor, isto foi confirmado a partir da
neutralizagdo mediada por anticorpos de TREM-2, onde foi notada uma redugéo

consideravel na capacidade do macrofago fagocitar o patégeno.

O estudo sugere, ainda, que o Mtb se utiliza do TREM-2 para garantir a sua
sobrevivéncia intracelular. Os dados apontam que, através de um mecanismo
dependente da sinalizagcdo de IFN tipo |, a infeccdo desencadeia uma forte
regulacéao positiva da expressao de TREM-2 em macrofagos e sugere que o bacilo
pode explorar este aumento da expressado para a sua sobrevivéncia pos-infecgao
(figura 5). Esta sobrevivéncia seria garantida a partir de uma alteragdo na produgéao

de citocinas em macrofagos, mediada pelo TREM-2.

Figura 5 - Papel do TREM-2 na defesa antibacteriana de macréfagos contra M. tuberculosis.
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Autor: Adaptado de Dabla et al. (2022).

5.5 AMILOIDE A SERICA HUMANA 1 (SAA-1)

As amiléides A séricas sao uma familia de proteinas de resposta de fase
aguda, sendo a amiléide sérica A 1 (SAA-1) provocada por sinais inflamatérios (Lee
et al., 2020). Kawka et al. (2021) demonstraram que o Mycobacterium tuberculosis
liga-se a SAA-1 através de uma interacdo especifica entre os ligantes Mtb e a
proteina SAA1 em macrofagos. Para confirmar a especificidade de ligagao foram
realizados estudos de inibicao competitiva com SAA1 ndo marcado e marcado com

biotina. A internalizagdo do patdgeno acontece a partir da ligacdo, os dados
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sugerem que a interacdo pode ser um mecanismo que favorece a colonizacéo de

macrofagos humanos para garantir a localizagéo intracelular do patégeno.

Buscando entender melhor se a interacdo com a amildide A sérica humana
favorece a invasdo de macréfagos humanos por Mtb, o grupo fez uma incubagéo do
bacilo com SAA1 a uma concentragcdo de 15 pg/mL antes da infecgdo de
macréfagos humanos, o que resultou em um aumento significativo no numero de
células bacterianas localizadas intracelularmente, além disso, o efeito modulador da
ligagdo de SAA1 foi significativo em comparagdo com o controle de bactérias que

nao foram opsonizadas com a proteina.

O estudo identificou, ainda, cinco proteinas ligantes da membrana do Mtb que
interagem com a proteina SAA1, sendo elas: AtpA, ABC, EspB, ThiC e TB18. A
AtpA, cadeia alfa da ATP sintase micobacteriana, apresentou a maior afinidade de
ligacdo com a SAA1. Essas proteinas ndo foram descritas anteriormente como
ligantes micobacterianos que interagem com componentes soluveis ou de

membrana do hospedeiro.

5.6 Rv0590A

A Rv0590A é uma proteina presente na membrana do Mtb codificada pelo
operon mce2, e juntamente com os operons mce1, mce3 e mce4, codifica proteinas
invasivas/adesivas da superficie celular e podem desempenhar um papel na invasao
e sobrevivéncia do M. tuberculosis em macrofagos durante os estagios iniciais da

infecgdo (Kumar et al., 2023).

Kumar et al. (2023) selecionaram a RvV0590A, para entender o seu
envolvimento na patogénese da tuberculose. O estudo comecgou pela identificagcdo
de peptideos antigénicos e simulagdo imunoldgica in silico, identificando 19
peptideos promiscuos, dos quais 5 foram rotulados como antigénicos pela
ferramenta Vaxiden 2.0. A simulacdo imunolégica, através do servidor C-ImmSim
previu respostas imunes como a ativagao de células T CD4 e macrofagos a injegao
da proteina Rv0590A, bem como a indugao de citocinas pro-inflamatérias (IFN-y e
IL-12) e anti-inflamatérias ( IL-10 e TGF-().
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Com isto, o estudo testou os efeitos da regulagéo positiva do gene Rv0590A
na invasdo de macréfagos. As células foram infectadas por cepas de
superexpressdao de Rv0590A e o resultado foi um numero maior de unidades
formadoras de colénias (UFC) nesses macréfagos, quando comparado com os
macrofagos infectados por cepas selvagens. O maximo de UFC foi observado as 6 h
de infecgdo com reducgdo as 24 horas, a partir de degeneragdo dos macrofagos
(Kumar et al., 2023).

O estudo demonstrou, ainda, o estimulo da secregcdo de citocinas
imunomoduladoras pela Rv0O590A. Macréfagos foram infectados com Rv0590A e
lisado de células inteiras de Mtb, e comparados com macrofagos nao infectados as 6
e 24 horas de infecgao. A producédo de TNF e IFN-y foi significativamente maior nos
macrofagos infectados pela Rv0590A e Mtb. Nao obstante, a producao de TNF foi
também maior em resposta ao Mtb do que a Rv0O590A as 24 horas de infeccéo,

enquanto a secrecao de IFN-y foi comparavel.

Da mesma forma, a produgdo de IL-10 também foi maior nas linhagens
celulares infectadas com Rv0590 e Mtb as 24 horas de infecgdo. Quando
comparadas, a secrecdo de IL-10 em resposta a proteina Rv0590A foi
significativamente maior do que em resposta a Mtb as 24 horas de infecgéo. Por
outro lado, a producdo de IL-10 foi comparavel ao controle ndo estimulado as 6

horas de infecgao.

5.7 ESFINGOMIELINA

A esfingomielina € um dos principais fosfolipidios que constituem a matriz
hidrofébica das membranas dos mamiferos e podem atuar como fonte de ceramida
na sinalizagao celular e apoptose, além de formar nanodominios com colesterol e
ceramida (Gofi, 2022).

Para discutir o envolvimento de esfingomielina na captagdo de M.
tuberculosis, Niekamp et al. (2021) utilizaram quatro linhagens celulares fagociticas
diferentes: macréfagos RAW 246.7 murinos, células dendriticas DC2.4 murinas,
mondcitos humanos THP-1 e U937. Inicialmente, as células foram tratadas com Myr
e FB1 durante 3 dias, com o objetivo de diminuir os niveis de esfingomielina. Foi

comparada entdo, a captacdo de Mib em células com baixos niveis de
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esfingomielina e células selvagens, e em todos os quatro modelos celulares
analisados, foi observado que o tratamento com Myr e FB1 causou uma redugéao de
40 a 60% na captagcao de Mtb em relagdo aos seus controles de tipo selvagem.
Dessa forma, € notavel que a esfingomielina atua na internalizacdo do Mtb em

macrofagos, células dendriticas e mondcitos.

O estudo traz ainda que a captagdo eficiente de Mitb pelos fagocitos €
altamente dependente de uma via intacta da biossintese de esfingomielina,
enquanto a producgao de glicoesfingolipidos é dispensavel para este processo. Isto
foi evidenciado pelo uso de células U937 knockout para enzima esfingomielina
sintase 1 (SGMS1), que medeia a produgao de esfingomielina, e knockdown génico
de UDP-glicose ceramida glicosiltransferase (UGCG), enzima que medeia a
producao de glicoesfingolipidos. Os resultados foram uma reducdo de
aproximadamente 60% na captagao fagocitica de Mtb pelas células U937, e em
contrapartida, a ablagdo genética de UGCG nao teve impacto na captacéo de Mtb

pelas células THP-1.

5.8 DIMICOCEROSATO DE FTIOCEROL (DIM)

Encontrados principalmente na parede celular de micobactérias, os
dimicocerosatos de ftiocerol (DIMs) s&o lipidios altamente hidrofébicos contendo 2
multiplas cadeias de acidos graxos ramificadas com metil. Esses lipidios séo
particularmente abundantes em M. tuberculosis e configuram grande viruléncia
(Augenstreich et al., 2019).

Augenstreich et al. (2019) demonstraram, inicialmente, que apos 40 horas de
infeccdo de macrofagos por Mtb tipo selvagem (MOI 15:1) a fragdo de membrana
dos macrofagos infectados apresentou um espectro de massa semelhante a
assinatura lipidica do DIM isolado do Mtb, indicando sua presenga. Dessa forma, os
dados apoiam que ocorre uma transferéncia de DIM da membrana do bacilo para os
macrofagos infectados, desde que elas sejam expostas na superficie do Mtb, visto
que apdés a infeccdo de macréfagos com uma cepa mutante sem IppX, uma
lipoproteina necessaria para a translocacdo do DIM para a membrana externa do

Mtb, ndo foram identificados DIM na membrana dos macrofagos.
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O estudo evidencia, ainda, que o DIM fica em forma cbnica dentro da
bicamada lipidica do hospedeiro e sua presenga pode mudar a conformagao dessa
bicamada. Utilizando membranas lipidicas feitas de uma mistura 3:1 (mol/mol) de
DOPE e SOPC, o grupo observou que nesta composicéo lipidica, as membranas
permaneceram estabilizadas para temperaturas de até 48,85 °C e, em contrapartida,

a incorporacao de 5% de DIM desestabilizou a conformacgao.

Os dados do estudo apontam que esta desestruturacdo da membrana de
macrofagos aumenta a eficiéncia do Mtb para infectar macrofagos. Foi confirmado
que um mutante deficiente em DIM infectou uma porcentagem menor de
macrofagos, em relagdo a uma cepa selvagem, e o pré-tratamento de macrofagos
com DIM restaurou a percentagem de células infectadas, chegando a ser

semelhante ao observado com a cepa selvagem em macréfagos nao tratados.

5.9 RECEPTOR NECROFAGO B1 (SR-B1) e EsxA

A EsxA é uma proteina secretada pelo sistema de secrecao ESX-1 Tipo VII
do Mitb. Identificada pela primeira vez como um potencial antigeno de células T, tem
papel na regulacdo imunologica e interage com multiplas proteinas celulares e vias
de sinalizacdo (Bao et al., 2021). O receptor necrofago classe B tipo 1 (SR-B1) é
uma proteina receptora presente ricamente em células M de camundongo e
humanas tanto in vitro quanto in vivo. O receptor ja foi descrito anteriormente
impulsionando a transcitose de lipoproteina de baixa densidade de células

endoteliais para promover aterosclerose (Khan et al., 2020 e Huang et al., 2019).

Khan et al. (2020), descreveram a participacdo de EsxA e SR-B1 na
internalizagdo do M. tuberculosis, primeiro mostraram que o gene T7SS era o
responsavel pela secregao da proteina EsxA, importante fator de viruléncia presente
na superficie do Mtb, e que além disso se ligava fortemente a superficie das células
microdobradas (células M). Na busca pelo receptor da célula M que se liga ao EsxA,
encontraram SR-B1, e para confirmar seu envolvimento, células foram expostas ao
EsxA recombinante na presenca ou auséncia de SR-B1. Os resultados mostraram
que a maioria das células positivas para EsxA foram positivas para SR-B1,

sugerindo que EsxA se liga preferencialmente a células M que expressam SR-B1.
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Com a reducdo do SR-B1 foi possivel notar uma reducédo na translocagao do Mtb,

evidenciando entdo que o SR-B1 esta envolvido na internalizagdo do patdégeno.

O estudo demonstrou ainda, pela primeira vez, a existéncia de células M
expressando SR-B1 nas glandulas adenoides humanas. Por citometria de fluxo
observaram que aproximadamente 10% das células adenoides eram células
epiteliais, enquanto que cerca de 1% eram células M. Quando feita a analise das
células M por citometria de fluxo, constatou-se que 20% delas eram positivas para

SR-B1 em comparagédo com menos de 2% das outras células epiteliais.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo de revisdo identificou 9 moléculas envolvidas na
patogénese, ajudando a elucidar o conhecimento de vias alternativas da infecgao

por Mtb em células do hospedeiro.

A comecar pelas células epiteliais pulmonares, pode-se dizer que o0 sucesso
da infecgdo por esta via se da pela menor hostilidade do ambiente, visto que as
células epiteliais ndo sao prejudiciais ao bacilo e ainda podem ser favoraveis a sua
translocagao célula-célula (Krishnan et al., 2010). Confirmando o envolvimento do
SDC4 na infecgao pelo Mtb, o que ja foi previsto por Zimmermann et al. (2016), Wen
et al. (2022) investigou o papel desempenhado pelo SDC4, evidenciando que a
expressdo de SDC4 pode mediar a remodelagao do citoesqueleto de actina, que
esta associado a infecgao eficiente por Mtb, regulando as vias de sinalizacdo Cdc42,
N-WASP e Arp2/3.

Os macréfagos sdo importantes células imunoldgicas e primeira linha de
defesa contra o Mitb, nos pulmdes, onde se tem grande parte da interagéo
Mtb-Macrofagos, estdo presentes os macrofagos alveolares e intersticiais. Estes
primeiros, localizados na parte interna do pulmao, sdo responsaveis por 55% das
células do sistema imunoldgico pulmonar (Bo et al., 2023). A referida interagdo vem

sendo alvo de muitos estudos, alguns dos quais foram analisados neste trabalho.

Uma primeira observacao é a de que todas as interagdes que resultam em
uma intermediacao da entrada do Mtb na célula ocorre na membrana plasmatica. O
gene/proteina rv0180c, do bacilo, foi evidenciado por Payros et al. (2021) como
necessario para uma entrada ideal através do receptor de complemento 3 (CR3) nos
macrofagos, porém os mecanismos que medeiam esta interagdo ainda permanecem

obscuros e os estudos com rv0180c sdo escassos.

Em macrofagos primarios derivados de mondcitos humanos, Dabla et al.
(2022) demonstraram a atuagdo do TREM-2, receptor desencadeador expresso em
células mieloides 2, os dados apontam que o auxilio do TREM-2 se da pela ligagcéo
do Mtb ao receptor, e que o mesmo ainda pode garantir a sobrevivéncia intracelular
do patégeno através da alteragdao na producdo de citocinas nos macréfagos. Os

resultados obtidos pelo grupo s&o consistentes com outros em que € evidenciado
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que esse receptor participa da fagocitose de outras bactérias como E. coli e

Streptococcus pneumoniae (N'Diaye et al., 2009; Sharif et al., 2014).

Pela primeira vez € demonstrado que uma bactéria gram-positiva, sobretudo
a Mitb, se liga a amildide sérica A 1 humana e que essa ligagdo promove a entrada
do bacilo em macréfagos (Kawka et al., 2021; Hari-Dass et al., 2005). O estudo
apresentou ainda proteinas da superficie celular do Mtb que estariam mediando

essa ligagao, a AtpA demonstrou maior afinidade com SAA1.

Um outro estudo bastante promissor evidenciou que o dimicocerosato de
ftiocerol (DIM) poderia mudar a conformagdo da membrana plasmatica de
macréfagos (Augenstreich et al.,, 2019). Como demonstrado para outros lipidios
apolares (Campomanes et al., 2019; Bacle et al.,, 2017), esta localizagdo pode
desestabilizar a fase lamelar da membrana, o que favorece um aumento na
permeabilidade, abrindo portas para a infeccdo pelo Mtb. Os resultados também
esclarecem o motivo de um mutante deficiente em DIM ser menor eficaz na infecgéo

de macréfagos (Astarie-Dequeker et al., 2009).

A Rv0590A e a esfingomielina também foram evidenciadas como favorecendo
a infeccao de macrdéfagos pelo Mtb (Niekamp et al. 2021; Kumar et al., 2023), porém
suas fungbes no processo ainda seguem incompreendidas, embora ndo haja
duvidas de seu envolvimento. A proteina Rv0O590A purificada também provocou um
aumento na producdo de TNF, IFN-y e IL-10. A sugestdo ainda, € de que a
esfingomielina permite a formagdo de microdominios enriquecidos com
colesterol/esfingolipidos, o que €& consistente com relatos anteriores de que o

colesterol é essencial na infec¢ao pelo Mtb (Slotte et al., 2013; Gatfield et al., 2000).

Por fim, tem-se EsxA, presente na superficie do Mtb, e SR-B1, presente na
superficie das células microdobradas (células M), que interagem entre si para
internalizacdo do Mtb em células M humanas (Khan et al., 2020). O contato de EsxA
como SR-B1 leva a internalizacdo mediada pelo receptor, semelhante a sua funcao

em outras patologias ( Heo et al., 2006 ; Manzoni et al., 2017).
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7 CONCLUSAO

Os estudos sao bastante promissores e apresentam nédo sé as vias de
entrada convencionalmente conhecidas, ou seja, macrofagos alveolares ou células
dendriticas, mas também células microdobradas adendides e células epiteliais
pulmonares, indicando a busca, pelo bacilo, de novos mecanismos para uma
infeccdo bem sucedida. Nao obstante, alguns dos marcadores identificados séo
também responsaveis por garantir a sobrevivéncia do Mtb, favorecendo sua

patogenicidade.

A partir do exposto, tem-se a nogdo do quanto a infecgdo por Mycobacterium
tuberculosis ainda precisa ser compreendida. A cada novo estudo, aumenta-se o
conhecimento a respeito do patégeno e também da patologia. Com os novos
marcadores descobertos e descritos, tornam-se possiveis novas maneiras de
combater a infecgdo, seja através de vacinas ou até mesmo outras alternativas
terapéuticas. Dessa forma, é imprescindivel que se continue a estudar as diferentes
maneiras/vias de entrada do Mtb, visto que esse pode ser também resultado de

diferentes mudancgas no seu desenvolvimento.
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