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1. Artigo Cientifico

Regulacdo da sintese de eicosanoides pelos lipideos da parede celular de

Mycobacterium tuberculosis.

Alessandra Gonzalez do Nascimento!?™; Igor Muller da Silva Santos?; Sérgio Marcos Ar-
ruda?; Adriano Queiroz Silva?.

1 Curso de Biomedicina. Escola Bahiana de Medicina e Salde Publica. Salvador, BA, Brasil.
?|_aboratdrio Avancgado de Satde Publica. Instituto Gongalo Moniz (Fiocruz Bahia). Salvador,
BA, Brasil.

*Endereco para correspondéncia:

Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica
Rua Silveira Martins, n°® 3386, Cabula
41150-100 - Salvador, BA — Brasil

E-mail: alessandranascimento16.1@bahiana.edu.br

Resumo

O Mycobacterium tuberculosis (Mth) possui capacidade peculiar de adaptacdo as condicdes
impostas pelo hospedeiro. Uma das estratégias de adaptacdo inclui alteracdo na composicéo de
sua parede celular. O operon mcel possui um papel importante no transporte de lipideos e em
alteracdes lipidicas mcel dependentes, contribuindo para regulacdo da resposta imune durante
infecdes por Mtb. Porém, os mecanismos subjacentes a essa regulacao e o papel das alteracdes
na sintese de eicosanoides pelos macrdfagos ainda nao foram explorados. Objetiva-se avaliar a
sintese de mediadores lipidicos em macrofagos estimulados pelos extratos lipidicos em cepas
de Mtb selvagem (WT) e mutante (A1) no operon mcel. Macréfagos RAW 264.7 foram esti-
mulados com lipideos da cepa WT e Al do Mtb. A expressdo de genes que codificam enzimas
envolvidas na sintese de mediadores lipidicos: 5-lipoxigenase, 15-lipoxigenase e ciclooxige-
nage-2 foi avaliada por qRT-PCR. Os mediadores PGE2 e LTB4 produzidos por macrofagos
sob as mesmas condic¢des foram quantificados em sobrenadante de cultura utilizando ELISA
competitivo. Ambos extratos lipidicos induziram repressao da producéo de LTB4 por macrofa-
gos e diminuicdo da expresséo génica da enzima 5-LO. Em contrapartida, enquanto os lipideos
da cepa WT induziram elevada producdo de PGE2 pelos macrdfagos, os lipideos da cepa Al
induziram reducao significativa de sua producdo, corroborando com os dados da expresséo de

COX-2. Nossos achados sugerem que a modulacéo da produgdo dessas espécies bioativas no
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hospedeiro, induzida pela remodelagem lipidica da parede do Mtb durante o curso natural da
infeccdo € um mecanismo importante pelo qual o bacilo dirige o desfecho da infec¢éo.

Descritores: Tuberculose; Lipideos; Mediadores Lipidicos

Abstract

Regulation of eicosanoid synthesis by Mycobacterium tuberculosis cell wall lipids
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) has a peculiar ability to adapt it self to conditions imposed
by the host. One of the adaptation strategies includes changing the composition of cell wall.
Operon mcel plays an important role in lipid transport and mcel dependent lipid changes, con-
tributing to regulation of the immune response during Mtb infections. However, the mecha-
nisms underlying this regulation and the role of alterations in eicosanoid synthesis by macro-
phages have not yet been explored. The objective of this study was to evaluate the synthesis of
lipid mediators in macrophages stimulated by lipid extracts of wild (WT) and mutant (A1) Mtb
strains in mcel operon. RAW 264.7 macrophages were stimulated with WT and Al lipids from
Mtb. The expression of genes encoding enzymes involved in the synthesis of lipid mediators:
5-lipoxygenase, 15-lipoxygenase and cyclooxygene-2 was evaluated by gqRT-PCR. PGE2 and
LTB4 mediators produced by macrophages under the same conditions were quantified in cul-
ture supernatant using competitive ELISA. Both lipids extracts induced repression of LTB4
production by macrophages and decreased gene expression of 5-LO enzyme. In contrast,
whereas WT strain lipids induced high PGE2 production by macrophages, Al strain lipids in-
duced significant reduction of their production, corroborating data of COX-2 expression. Our
findings suggest that the modulation of production of these bioactive species in the host induced
by lipid remodeling of the Mtb wall during the natural course of infection is an important mech-
anism by which the bacillus directs the outcome of infection.

Keywords: Tuberculosis, Lipids, Lipid Mediators

Resumen

Regulacion de la sintesis de eicosanoides por los lipidos de la pared celular de Mycobac-
terium tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) tiene una capacidad peculiar de adaptarse a las condiciones
impuestas por el huésped. Una de las estrategias de adaptacion incluye cambiar la composicion
de la pared celular. Operon mcel juega un papel importante en el transporte de lipidos y los
cambios de lipidos dependientes de mcel, contribuyendo a la regulacién de la respuesta inmune
durante las infecciones por Mtb. Sin embargo, los mecanismos subyacentes a esta regulacion y

el papel de las alteraciones en la sintesis de eicosanoides por los macréfagos ain no se han



11

explorado. El objetivo de este estudio fue evaluar la sintesis de mediadores de lipidos en ma-
créfagos estimulados por extractos de lipidos en cepas de Mtb salvajes (WT) y mutantes (A1)
en el operon mecel. RAW 264.7 macréfagos fueron estimulados con WT y Al lipidos de Mtb.
gRT-PCR evalud la expresion de genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis de
mediadores lipidicos: 5-lipoxigenasa, 15-lipoxigenasa y ciclooxigenasa-2. Los mediadores de
PGE2 y LTB4 producidos por macrdfagos en las mismas condiciones se cuantificaron en so-
brenadante de cultivo usando ELISA competitivo. Ambos extractos lipidicos indujeron la re-
presion de la produccion de LTB4 por los macrofagos y disminuyeron la expresion génica de
la enzima 5-LO. En contraste, mientras que los lipidos de la cepa WT indujeron una alta pro-
duccion de PGE2 por los macrofagos, los lipidos de la cepa Al indujeron una reducion signifi-
cativa de su produccién, corroborando los datos de expresion de COX-2. Nuestros hallazgos
sugieren que la modulacion de la produccion de estas especies bioactivas en el huésped inducida
por la remodelacion lipidica de la pared de Mth durante el curso natural de la infeccién es un
mecanismo importante por el cual el bacilo dirige el resultado de la infeccion.

Palabras chave: Tuberculosis; Lipidos; Mediadores de Lipidos

Introducéao

A tuberculose (TB) € uma doenca crénica milenar de carater transmissivel que mundi-
almente causou cerca de 1,3 milhdo de mortes entre pessoas HIV-negativas e um adicional de
300.000 mortes entre pessoas HIV-positivas em 2017%. De acordo com a Secretaria de Vigilan-
cia Epidemioldgica, no Brasil, cerca de 75 mil novos casos e 5 mil 6bitos foram identificados
decorrentes da tuberculose em 20182,

O Mycobacterium tuberculosis (Mtb), agente etiolégico da TB, é um bacilo alcool-
acido-resistente que possui em sua parede celular uma estrutura peculiar, com cerca de 40% do
seu peso seco composto por lipideos®. Além disso, uma parte consideravel do genoma do Mtb
é dedicado ao metabolismo lipidico*. Os lipideos de Mtb parecem apresentar diferentes perfis
de modulacédo da resposta imune do hospedeiro a depender do estagio de infeccdo, como foi
proposto por Queiroz & Riley em um modelo denominado “imunostato bacteriano”, sugerindo
que mudancas na composic¢éo lipidica da parede bacteriana dirigem o desfecho da infecgéo para
o estabelecimento da tuberculose latente ou da tuberculose ativa no individuo®.

No genoma do Mtb ha um conjunto de genes que sdo responsaveis pelo transporte de
lipideos, importando-os, pela parede celular. Tais genes séo os transportadores ABC putativos
codificados pelos operons mcel-44. Apds a descob De acordo com 0s nossos resultados erta do
operon mcel18, Shimono e colaboradores demonstraram que a interrupgao desse operon modula

a resposta imune desencadeada pelo bacilo no hospedeiro, tornando o Mtb incapaz de induzir
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uma resposta pro-inflamatoria e a formacéo de um granuloma organizado, caracteristico da do-
enca’.

Ao avaliar a expressdo do operon mcel durante o curso natural da infeccdo, Casali e
colaboradores observaram que a cepa de Mtb selvagem apos 4 horas de infec¢do de macrofagos
do tipo RAW 264.7 apresenta repressédo deste operon®. Adicionalmente, Uchida e colaboradores
mostraram que esse desfecho também pode ser observado durante a oitava semana de infec¢cdo
em camundongos, sugerindo uma semelhanca fenotipica entre a cepa mutante no operon mcel
e a cepa selvagem em uma infecgéo tardia®.

Importante ressaltar que Cantrell e colaboradores que mostraram que a cepa mutante
acumula 10x mais acidos micélicos livres que a cepa selvagem do Mtb*®. Dunphy e colabora-
dores, que propuseram um envolvimento do operon mcel na importagéo de acidos micélicos??.
Finalmente, Queiroz e colaboradores revelaram mais de 400 lipideos significativamente altera-
dos na cepa mutante em relagdo a cepa selvagem'?. Juntos, esses dados sugerem que o Mtb
modula a composicao de sua parede celular durante o curso da infecgdo, tornando-se capaz de
se adaptar a situacdes estressantes impostas pelo hospedeiro, e estabelecer uma infecgédo a longo
prazo.

Recentemente nosso grupo de pesquisa avaliou a expressao de marcadores inflamatérios
em macrofagos estimulados com lipideos apolares extraidos das cepas de Mth selvagem (WT)
e mutante no operon mcel (A1) (dados ndo publicados). O extrato lipidico da cepa Al reduziu
a producéo das citocinas IL-6, IL-1B e TNF-a em, respectivamente, 9, 19 e 4 vezes menos em
macrofagos murinos, com relagcdo ao estimulo induzido pelo extrato lipidico da cepa WT, su-
gerindo que, ao reprimir a expressao do operon mcel, as alteracGes lipidicas da parede do Mth
induzem uma forte regulagdo da resposta inflamatdria. Porém, os mecanismos moleculares sub-
jacentes a essa modulacdo, bem como o papel de moléculas sinalizadoras bioativas, tais como
0s eicosanoides, nesse processo ainda nao foram descritos.

Os eicosanoides sdo uma familia de moléculas de sinalizacdo bioldgica muito potentes
gue atuam como mensageiros de curta distancia, agindo sobre os tecidos proximos as células
que os produzem®®. Mediadores como a prostaglandina e o leucotrieno estio envolvidos em
processos inflamatorios e sdo produzidos em abundancia pelas células do sistema imune®4. As
principais enzimas envolvidas no metabolismo do acido araquiddnico séo a 5-lipoxigenase (5-
LO), 15-lipoxigenase (15-LO) e cicloxigenase-2 (COX-2) que desempenham papeis importan-
tes na modulagdo da resposta inflamatoria®. Apds liberado dos glicerofosfolipideos de mem-
brana, o acido araquidénico pode ser metabolizado por duas vias: a via das ciclooxigenases que
pode gerar os prostanoides (prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas) ou a via das lipoxi-

genases (5-LO e 15-LO) originando os leucotrienos e eoxinas®’ 18,
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A prostaglandina E2 (PGE2), produto da COX-2, pode ser sintetizada quando as células
sofrem algum tipo de lesdo mecénica, em resposta a citocinas especificas, fatores de cresci-
mento ou outros estimulos variados*. Esse mediador lipidico possui um efeito vasodilatador
potente e pode culminar no aumento da permeabilidade vascular, induzido pela bradicinina e
pela histamina. Em mamiferos as enzimas lipoxigenases sdo expressas em variados tipos celu-
lares incluindo células epiteliais, endoteliais e do sistema imune!®. O 4cido araquid6nico pode
ser processado em eoxina pela 15-LO, que é uma analoga do 5-LO*®, sendo essa uma enzima
chave envolvida na sintese de Mediadores Pro-Resolucéo Especializados (SPMs) incluindo li-
poxinas, resolvinas, protectinas e maresinas, que facilitam a resolucéo da inflamacdo?°. O leu-
cotrieno B4 (LTB4) é um dos produtos da enzima 5-LO, porém também h& uma contribuicao
da 15-LO em seu metabolismo. O LTB4 ¢é produzido majoritariamente por células inflamato-
rias*. A producio de LTB4 por macrdfagos locais teciduais é responsavel pela indugdo da mi-
gracdo de neutrofilos para sitios especificos inflamatorios, sendo considerado assim um potente
agente quimiotatico?!. Esse mediador lipidico também age na ativagdo de leucécitos e aumento
da fagocitose, propiciando assim a destruicdo dos microorganismos pelos macrofagos que fo-
ram ativados??. Sendo assim, € possivel inferir que um Gnico mediador pode contribuir para
diferentes fenébmenos, bem como um Gnico fendmeno pode ser induzido por diferentes media-
dores lipidicos?, tornando o balanco na producéo desses mediadores um importante fator que
pode comprometer a resisténcia do hospedeiro a infeccao.

Considerando a capacidade de adaptacdo do Mtb as condicdes encontradas no hospe-
deiro, e de regulacdo da resposta imune, é possivel hipotetizar que as alteracdes lipidicas da
parede do Mtb modulam a sintese de mediadores lipidicos nos macréfagos. Dessa forma, nosso
objetivo foi avaliar esse processo em macréfagos estimulados pelos extratos lipidicos das cepas

de Mtb selvagem e mutante no operon mcel.

Materiais e Métodos
Cultivo de Macrofagos RAW 264.7

Os macrdfagos murinos de linhagem RAW (ATCC® TIB-71™) foram cultivados em
meio de Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Bo-
vino Fetal (Gibco), 3.7 g/L de Bicarbonato de Sédio (Vetec) e 1% de antimicético (Gibco)
Analise de expressdo génica

Estimulacdo de RAW 264.7 por lipideos do Mtb: Um total de 3,7x10° macrdfagos
(ATCC® TIB-71™) foram cultivadas em placas de cultura previamente sensibilizadas com
0,01mg do extrato apolar de lipideos da cepa WT e A1 do Mtb (doados por um pesquisador da
Universidade da California, Berkeley). As células foram incubadas a 37°C e 5% de CO_ durante

um periodo de 72 horas.
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Isolamento do RNA de RAW 264.7: O RNA das células estimuladas foi extraido com
o reagente Trizol (Life technologies) e isolado com o0 Mini Kit RNeasy® (Quiagen), ambos de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Sintese de cDNA de RAW264.7: O cDNA foi sintetizado por transcriptase reversa,
usando a Superscript 111 com os iniciadores Oligo-dT (Life Technologies) e Random Hexamers.
Apos sintetizado, o cDNA foi diluido em dgua RNase/DNase free, na concentracao 1:5.

Quantificacao dos transcritos por PCR em tempo real: Os transcritos quantificados por
gPCR foram baseados na incorporacdo do SYBR Green no sistema de deteccdo 7500 Real-
Time PCR Systems (Applied Byossitems®). A expressao dos genes alvos foi normalizada pela
média da expressao dos genes de referéncia glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GA-
PDH) e g-actin. Foram avaliados genes que codificam enzimas envolvidas na producédo de me-
diadores lipidicos: 5-LO, 15-LO e COX2. Primers utilizados 5-LO de acordo com Yamashita e
colaboradores®*: 5-LO Foward CTCCAACTATGCGGGC, 5-LO Reverse CTTGCGGAA-
TCGGATCA; Primers utilizados 15-LO de acordo com McDuffie e colaboradores®: 15-LO
Foward CTCTCAAGGCCTGTTCAGGA, 15-LO Reverse GTCCATTGTCCCCAGAACCT;
Primers utilizados COX-2 de acordo com Kumar e colaboradores?®: COX-2 Foward CAGGT-
CATTGGTGGAGAGGTG, COX-2 Reverse TGCTCATCACCCCACTCAGG
Quantificacdo de PGE2 e LTB4

Os mediadores lipidicos PGE2 e LTB4 foram quantificados em sobrenadante de cultura
de macrofagos estimulados por lipideos das cepas WT e Al de Mtb e ndo estimulados, utili-
zando os Kits Prostaglandina E2 ELISA-monoclonal (Item No. 514010, Cayman Chemical
Company, Estados Unidos) e Leucotrieno B4 ELISA (Item No. 520111, Cayman Chemical
Company, Estados Unidos) conforme recomendacdes do fabricante. Apo6s a leitura das placas,
os valores de densidade dptica foram convertidos em picogramas por meio de uma ferramenta
de anélise de dados disponibilizada pelo fabricante.

Andlise estatistica

Os niveis de expressdo dos genes determinados a partir dos valores de AACT e os dados
da quantificacdo de mediadores lipidicos por ELISA, ambos obtidos em seis experimentos in-
dependentes em duplicata, foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism v.5.0 (Gra-
phPad Inc., San Diego, CA). As variaveis foram expressas na forma de mediana + intervalo
interquartil (IQR). Para verificagdo da distribuicdo de normalidade das varidveis quantitativas
foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram submetidos ao teste Mann
Whitney para comparar a mediana entre 0s grupos de células estimuladas por lipideos da cepa
WT e da cepa Al do Mtb. Diferengas com valor de P menor ou igual que 0.05 foram conside-

radas estatisticamente significantes.
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Resultados
Analise da expressao de genes envolvidos na sintese de eicosanoides

Para avaliar a producéo de enzimas envolvidas na sintese de eicosanoides em macrofa-
gos estimulados com o extrato lipidico das cepas WT e Al, realizamos uma andlise da expressao
relativa dos genes que codificam a producgédo das enzimas 5-lipoxigenase, 15-lipoxigenase e
cicloxigenase-2 por gRT-PCR (Figura 1).

Nossos resultados apontam uma diferenca significativa (P < 0.01) na expressdo de 5-
LO entre macrofagos estimulados com lipideos da cepa WT e da cepa A1, sendo registrada uma
modulacdo do nivel de expressdo desse gene por parte dos lipideos da cepa Al (Figura 1A),
porém, em ambos, os valores ficaram abaixo da linha tracejada, representando a repressdo da
expressao normal desse gene. O gene que codifica a enzima 15-LO ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante com relacdo a sua producdo entre macrofagos estimulados com
lipideos das cepas WT e Al (Figura 1B); o nivel de expressdo dessa enzima ndo ¢ modulado
pelos lipideos do Mtb. Em contrapartida, os lipideos da cepa A1l consideravelmente modularam
negativamente a expressdo do gene COX-2 quando comparado a cepa WT (P < 0.01) (Figura
1C).
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Figura 1 — Expressdo génica relativa das enzimas 5-lipoxigenase (A), 15-lipoxigenase (B) e
cicloxigenase-2 (C) em macrofagos RAW 264.7 estimulados por 72h com lipideos das cepas

selvagem (WT) e com interrup¢ao do operon mcel (Al) do Mtb. Valores de Ct normalizados
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pela média entre os genes gapdh e S-actina. Significancia foi atribuida como *P < 0.05 e **P
<0.01.

Producéo de eicosanoides no sobrenadante de cultura de macréfagos estimulados por li-
pidios do Mtb

Adicionalmente, para avaliar a concentragdo dos produtos das enzimas 5-LO e COX-2
no sobrenadante da cultura de macréfagos estimulados com o extrato lipidico das cepas WT e
Al, realizamos um ensaio de quantificacdo de leucotrieno B4 (LTB4) e prostaglandina E2

(PGEZ2) utilizando um ensaio imunoenzimatico (Figura 2).
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Figura 2 — Quantificacdo relativa de mediadores lipidicos leucotrieno B4 (A) e prostaglandina
E2 (B) e a razdo entre eles (C) mensurada em sobrenadante de cultura de macréfagos RAW
264.7 estimulados por 72h com lipideos das cepas selvagem (WT) e com interrupg¢ao do operon
mcel (A1) do Mtb. Quantificagdo realizada por ELISA de competicdo. Significancia foi atribu-
ida como *P < 0.05 e **P < 0.01.

Nossos resultados revelaram que houve producéo reduzida de LTB4 em células estimu-
ladas por ambos extratos lipidicos (Figura 2A). Em contrapartida, nossos resultados mostraram

alta producdo de PGE2 em células estimuladas pelos lipideos da cepa WT e uma regulacao
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significativa da producdo desse mediador em células estimuladas por lipideos da cepa A1 (Fi-
gura 2B), corroborando com a regulacdo da expressdo da enzima COX-2 observada apos esti-
mulo com lipideos da cepa Al (Figuras 1C).

Ao analisar o balango na producéo desses mediadores por meio da razdo entre os niveis
de producéo relativa de PGE2 e LTB4, os resultados apontaram para uma razéo consideravel-
mente alta nas células estimuladas com os lipideos da cepa WT, representando um desbalanco
entre os niveis de PGE2 e LTB4 nas células sob estas condi¢Ges. Em contrapartida, apos esti-
mulo pelos lipideos da cepa Al a razdo entre os niveis de producéo relativa dos mediadores
apresenta-se reduzida, pois a producdo de LTB4 e PGE2 foi similarmente modulada por esse
extrato lipidico (Figura 2C).

Discussao

E caracteristico do Mtb uma diversidade lipidica em sua parede celular. Anélises recen-
tes evidenciaram que tais lipideos tém o potencial de modular respostas imunes do hospedeiro
pela regulacdo da producéo de citocinas (dados ndo publicados), porém o papel das alteragdes
lipidicas mcel dependentes na regulacdo da producédo de eicosanoides pelos macréfagos ainda
n&o havia sido explorado.

Para que a sintese de eicosanoides ocorra, € necessario a disponibilizacdo do acido ara-
quidobnico presente na parede celular, permitindo que enzimas como lipoxigenases e cicloxige-
nases realizem alteracdes quimicas em sua estrutura. De acordo com nossos resultados, a re-
pressao da producao de LTB4 por macrdfagos estimulados por ambos extratos lipidicos é acom-
panhada da diminuicdo da expressdo génica da enzima 5-LO em macréfagos sob as mesmas
condicdes (Figura 1A e Figura 2A).

O LTB4 é reconhecido por seus efeitos pro-inflamatérios?’, tais como: inducéo de es-
pécies reativa de oxigénio, potencializacdo da quimiotaxia e ativacao e adesao de leucdcitos no
endotélio?®. Ao constatar uma forte modulagio na producio desse leucotrieno em células esti-
muladas com ambos os extratos lipidicos de Mtb, é possivel inferir que essa via metabdlica de
producéo de mediadores é intrinsecamente regulada por lipideos de Mtb independentemente do
estagio de infeccdo. Nossos resultados de expressdo génica de 5-LO e de producdo de LTB4
apontam para um possivel mecanismo de evasdo da resposta imune e persisténcia no hospedeiro
pelo Mtb através da composicgéo lipidica de sua parede celular.

A PGE2 ja foi descrita por conferir resisténcia ao patdgeno e protecéo ao hospedeiro em
casos de infegdo por Mtb pois inibe a morte celular necrética em macréfagos?® . Tal efeito
pode estar associado a inibicdo da resposta IFN tipo I*. O produto da COX-2, a PGE2 é um
potente vasodilatador e induz a expresso da citocina inflamatdria 1L-1p?? que por sua vez tem
sido descrita por conferir resisténcia ao hospedeiro através da indugdo da producdo de PGE2 e
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promocao da completa eliminagdo do bacilo®!. IL-1p também tem um papel crucial na resposta
inflamatoria, sendo capaz de induzir diferenciagdo e proliferacdo celular e até mesmo apop-
tose?2.

InflamagGes pulmonares exacerbadas sdo reconhecidas por induzir sintese de IL-1p* e
PGE2% e reducéo ou auséncia de produtos da 5-LO, corroborando com os achados desse tra-
balho que apontam para uma alta producdo de PGE2 e a inibig&o da producéo basal de LTB4
pelos macrofagos, decorrentes da composicéo lipidica da parede do Mtb.

Os lipideos da cepa mutante representam um estagio mais tardio de infecgdo por Mtb®
e de acordo com 0s nossos resultados a alteracdo da parede lipidica dessa bactéria proporciona
uma regulacdo negativa na producdo de COX-2 e consequentemente na sintese de PGE2. Con-
siderando que a PGE2 tem um papel fundamental na inducéo da producéo de IL-1B e no pro-
cesso inflamatorio e que a modulacdo da producéo de IL-1B/PGE2 estdo relacionados ao au-
mento da carga bacteriana e persisténcia da infecéo, os dados de producdo de PGE2 aqui apre-
sentados corroboram com os resultados de modulacdo da resposta inflamatéria encontrados
pelo nosso grupo onde mostram que alteracdes na composicdo lipidica da parede celular de
Mtb, reguladas pelo operon mcel, sdo capazes de reduzir a producao de IL-1p (dados nio pu-
blicados) e sugerem um mecanismo pelo qual o Mtb controla a resposta inflamatéria do hospe-
deiro favorecendo assim a persisténcia da infecgao.

Concluséo

Considerando achados anteriores do nosso grupo de que os lipideos do Mtb regulam a
producéo de citocinas inflamatorias tais como IL-1B (dados ndo publicados), e 0s resultados
desse trabalho que mostram seu papel na regulacdo da producdo de eicosanoides, esses dados
sugerem que a modulacdo da producdo dessas espécies bioativas no hospedeiro, induzida pela
remodelagem lipidica da parede do Mtb durante o curso natural da infeccdo € um mecanismo

importante pelo qual o bacilo dirige o desfecho da infec¢éo.
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2. Proposta de submisséo

2.1 Revista:
Brazilian Journal of Health and Biomedical Sciences

2.2 Regras para Submisséao:
InstrucOes aos Autores

Submisséo de artigos - Brazilian Journal of Health and Biomedical Sciences

O Brazilian Journal of Health and Biomedical Sciences (BJHBS), inicialmente denominado
Revista HUPE, publica artigos inéditos sobre temas diversos em todas as areas relacionadas as
ciéncias da salde e biomédicas, e que ndo estejam simultaneamente em avaliagdo em nenhum
outro periddico. Este jornal rejeita prontamente as praticas de plagio e autoplagio. E composto
de secdes dedicadas a estudos originais, revisoes, estudos de caso e cartas ao editor. Os textos
sdo aceitos em um dos trés idiomas: portugués, inglés e espanhol. O processo de submissdo de
manuscritos deve considerar as seguintes orientacoes:

Avaliacéo por pares: 0s manuscritos séo revisados por pelo menos dois especialistas no as-
sunto. Agueles que forem aceitos serdo editados de acordo com o padrdo editorial do BJHBS,
com o objetivo de melhorar a clareza e eliminar possiveis redundancias, sem, contudo, alterar
o0 sentido original. A versao final editada sera submetida aos autores para aprovacao.

Termo de transferéncia de direitos autorais/conflitos de interesses: ap6s o aceite final do ar-
tigo para publicagdo, os autores deverdo enviar o termo de transferéncia dos direitos assinados
pelo autor principal representando cada um dos autores. Neste termo deverdo ser declarados
quaisquer conflitos de interesses.

Carta de apresentacdo: uma carta que devera acompanhar obrigatoriamente o artigo subme-
tido, contendo, pelo menos, as seguintes informacdes:

e uma declaracdo de que o manuscrito ndo foi submetido para publicacdo em outro perié-
dico;

e recomendacdo de dois consultores qualificados que sejam especialistas na area cienti-
fica do artigo submetido (informando e-mail e afiliacdo). O Conselho Editorial podera
escolher algum destes consultores ou néo;

e declaracéo sobre conflitos de interesse: informar se os autores possuem ou ndo algum
conflito de interesse. Conflitos de interesse sdo aqueles com potencial de influenciar o
conteudo da publicacédo de forma a impedir a objetividade, integridade ou percepcao do
valor da publicacéo;

e declaracdo sobre autoria: fornecer o nome completo e as afiliagdes de todos os autores
e 0 endereco de contato do autor para correspondéncia (endereco, endereco de e-mail).

Os autores sdo ainda solicitados a declarar objetivamente que o manuscrito submetido



23

representa um material original, além de informar que ele n&o foi publicado anterior-

mente e que ndo esta sendo avaliado para publicacdo em nenhum outro lugar.
Se 0s autores receberam ajuda de escritores técnicos ou revisores de idiomas quando prepara-
ram o0 manuscrito, isto deve ser explicitado na carta de apresentacdo, junto com a declaracéo de
que os autores sdo totalmente responsaveis pelo contetdo cientifico do manuscrito.
Informacdo da autoria: 0 mérito da autoria cientifica deve ser limitado aos participantes que
contribuiram intelectualmente no trabalho, além de uma colaboracdo efetiva para a realizacao
da pesquisa. Portanto, para ser considerado um autor, cada colaborador deve, no minimo, pre-
encher as seguintes condices: (a) ter contribuido significativamente na concepcao e desenho
do estudo, ou na analise e interpretacdo dos dados; (b) ter contribuido substancialmente na ela-
boracdo do artigo, ou revisado criticamente o seu conteldo intelectual e (c) ter aprovado sua
versdo final a ser publicada. A supervisao/coordenacao geral do grupo de pesquisa por si s6 ndo
justifica a autoria. A contribuicdo somente na aquisic¢ao de verbas provenientes de fontes finan-
ciadoras ou na coleta de dados também ndo é suficiente para justificar autoria. A fim de garantir
a transparéncia dessas informacdes, 0s autores sdo solicitados a incluir uma declaracdo a res-
peito da autoria, descrevendo o papel dos autores no estudo e na preparacdo do manuscrito. A
falta desta declaragdo sobre autoria na carta de apresentacdo implicard na desconsideragdo do
artigo para avaliacéo.
A carta devera ser assinada pelo autor principal, que representara os demais autores neste
documento.
Pagina de titulo: esta pagina devera conter as informaces de titulo, autores, conforme segue:

e titulo (em portugués, inglés e espanhol) com até 100 caracteres com espaco;

e titulo abreviado (em portugués, inglés e espanhol) com até 50 caracteres com espago;

e nome de cada autor com a respectiva afiliacdo, nesta ordem: prenome, nomes interme-
diarios abreviados, ltimo sobrenome. Departamento (ou servico). Faculdade. Univer-
sidade (ou instituicdo). Cidade, UF, pais.

e dados de contato do autor correspondente: prenome, nomes intermediarios abreviados,
ultimo sobrenome, endereco de correspondéncia, e-mail.

Tipos de artigos

1. Artigos originais:

Artigos que resultam de pesquisas originais. Sdo limitados a 5.000 palavras (excluindo resumo
e referéncias) e um maximo de cinco figuras ou tabelas. A lista de referéncias € limitada a 40
itens. Devem ser apresentados no seguinte formato:

e resumo: deve ser apresentado em portugués, inglés e espanhol, limitado a 250 palavras.
Deve seguir o modelo de resumo estruturado, contendo, obrigatoriamente: introducao,

objetivos, materiais e métodos, resultados e conclusdes. Sabe-se que o resumo alcanca
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maior visibilidade e distribui¢do do que o artigo em si, por isto deve conter as informa-
cOes essenciais do artigo, mas ndo deve ser uma simples composicao de frases copiadas
do texto integral. Deve ser sucinto e objetivo, destacando o que ha de mais importante
no texto, com o objetivo de atrair o leitor para a leitura integral. Ao final, a conclusao
deve constar a relacdo dos resultados obtidos com os objetivos estabelecidos para o es-
tudo. Adicionalmente, faz-se necessario apontar as contribuicdes desses resultados para
0 conhecimento acerca do tema pesquisado.

descritores: devem ser apresentados trés a seis termos referentes ao tema apresentado,
separados por ponto e virgula, conforme os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS),
para os idiomas portugués e espanhol, ou o Medical Subject Headings (MeSh) para o

idioma inglés.

Texto do artigo:

introducdo: deve ser curta e conter o propdsito (contexto e justificativa) do estudo,
incluindo um breve resumo dos estudos relevantes sobre o assunto em questéo, citando
Seus avancos mais recentes, citando apenas as referéncias pertinentes.

materiais e métodos: esta secdo deve constar, resumidamente, as informacGes que per-
mitam que o estudo seja replicado por outros pesquisadores. Os procedimentos adotados
devem ser descritos claramente, bem como as variaveis analisadas, com as respectivas
definicGes sempre que necessario, além da descricdo da hipdtese a ser testada. Devem
ser descritas a populacdo e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentacao, se
possivel, de medidas de validade, e conter também informacdes sobre a coleta e proces-
samento de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas
empregados, inclusive os métodos estatisticos. Métodos novos ou substancialmente mo-
dificados devem ser descritos, justificando as razOes para seu uso e mencionando suas
limitacGes. Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados. Os autores devem
explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro dos padrdes éticos e aprovada por comité
de ética.

resultados: essa se¢c@o deve ser um relato conciso da nova informacéo descoberta, com
0 minimo de julgamento pessoal. Devem ser apresentados numa sequéncia logica, ini-
ciando pela descricdo dos dados mais importantes. Ndo se deve repetir nos textos os
dados de tabelas e ilustragdes, mas apresenta-los resumidamente.

conclusdes: deve relatar a significancia da nova informacéo e a relevancia das novas
descobertas em comparagdo com a literatura cientifica e as teorias existentes. Nesta se-
cao devem ser mencionadas as limitacdes do trabalho e também suas implicagdes para
pesquisas futuras. Por fim, as conclusdes devem fazer parte da finalizacéo, relacionando

com o0s objetivos apontados na introducao.
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agradecimentos: devem ser registrados de forma concisa e limitados aquelas pessoas
e/ou instituicdes que contribuiram para a pesquisa de alguma forma, mas ndo puderam
ser incluidos como coautores.

citagOes no texto: o BJHBS adota o estilo VVancouver, seguindo as normas gerais dos
Requisitos Uniformes para Manuscritos Apresentados a Periddicos Biomédicos
(www.nchi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/). Para citacGes no texto, use numerais arabi-
cos sobrescritos,! sem espago, logo apds a palavra e apos pontuacéo se houver: "A des-
cricdo da doenca de Parkinson® remete aos idos de 1950,2 quando...". Em alguns casos,
os nomes dos autores podem aparecer no texto: "Phillips!? avaliou diversos quadros
de...", e devem ser citados no texto até dois autores: "Handel e Matias® fizeram um
estudo sobre...". Porém, quando o numero de autores for trés ou mais, deve-se citar o
primeiro autor acrescido da expressdo "e colaboradores": "Silveira e colaboradores®®
propuseram uma nova metodologia...".

referéncias: todas as referéncias citadas no texto deverdo compor a lista de referéncias.
As referéncias devem seguir o estilo Vancouver, seguindo as normas gerais dos Requi-
sitos Uniformes para Manuscritos Apresentados a Periddicos Biomédicos
(www.nchi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/). Além disso, devem ser restritas a material
publicado, artigos ou resumos. Os autores sao responsaveis por preencher as referéncias
de modo preciso e completo. Para referéncias com mais de um autor, deve-se listar até
trés autores por extenso, acima disso, deve-se listar os trés primeiros autores seguidos
de ", etal.". O total de referéncias ndo deve exceder 40.

tabelas e/ou figuras: deverdo somar no maximo cinco.

tabela: deve ser elaborada com programas apropriados, tais como o Excel, podem ter a
largura proporcional a largura de uma pagina diagramada, considerando fonte Arial de
tamanho 9, espacamento simples. Devem ser submetidas em arquivo de texto: DOC
(Microsoft Word), RTF (Rich Text Format) ou ODT (Open Document Text). Numera-
das em ordem crescente e acompanhadas de titulo e/ou legenda explicativa, com uma
referéncia objetiva no texto. Em nenhuma situacdo o conteldo de uma tabela devera
replicar o de uma figura ou vice-versa. Devem ser numeradas em ordem crescente com
numeros arabicos, em conforme o aparecimento no texto.

figuras: podem ser fotos, ilustragdes, graficos, desenhos etc. Devem ser enviadas em
arquivos separados (formato *tiff ou JPEG). Devem ser numeradas em ordem crescente

com numeros arabicos, conforme o aparecimento no texto.
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ANEXO

Anexo A — Carta de Apresentacdo

Alessandra Gonzalez do Nascimento (alessandranascimentol6.1@bahiana.edu.br)
Rua Silveira Martins, n° 3386, Cabula /CEP: 41150-100
tel.: (71) 99603-8989

Salvador, 09/11/2019

Prezado editor cientifico,

Através desta carta, gostaria de submeter a Brazilian Journal of Biomedical Sciences o0 manus-
crito intitulado “Regulacdo da sintese de eicosanoides pelos lipideos da parede celular de Myco-
bacterium tuberculosis . Declaro que este manuscrito ndo foi submetido para publicacdo em
outro periddico, ndo houve nenhum tipo de conflito de interesse que impactasse no valor da
publicacdo e que este manuscrito é original e estd em conformidade com as normas da revista,
caso o artigo ndo respeite estritamente as essas normas de citacao e referenciacgdo bibliogréfica,

0 mesmo sera devolvido, sem ser iniciado o processo de revisao pelos pares.

Atenciosamente,

Alessandra Gonzalez do Nascimento.



