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RESUMO

Mycobacterium tuberculosis € o agente etioldgico da tuberculose (TB), que provocou
em 2015, 10,4 milhdes de novos casos e 1,8 milhdes de mortes registrados
mundialmente. Para conseguir evadir as barreiras de defesa do hospedeiro, a bactéria
evoluiu criando mecanismos que modulam ou modificam o ambiente no qual ela esta
inserida, sendo a secrecdo de moléculas bioativas uma estratégia eficiente para isso.
Dentre as moléculas bioativas produzidas por M. tuberculosis, as proteases
desempenham papel crucial para o sucesso da infec¢céo, pois estdo envolvidas em
diversos processos bioldgicos importantes para a bactéria, tais como replicacdo do
DNA, proliferacdo celular, processamento de antigeno, entre outros. Deste modo, as
proteases se apresentam como alvo para novas drogas anti-TB ou como possiveis
antigenos vacinais. Com isso, o foco deste trabalho foi clonar e expressar o produto
do gene Rv2467, uma suposta protease com atividade aminopeptidase de M.
tuberculosis. Para tanto foi realizado o desenho dos oligonucleotideos iniciadores
para amplificar o gene Rv2467 por Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) que foi
clonado no vetor pGEM-T easy. O inserto correspondendo ao gene Rv2467 foi
retirado do vetor de clonagem e inserido no vetor de expressao pET-28a. A proteina
recombinante foi expressa a partir do plasmideo recombinante pET-28a/Rv2467 em
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS através de inducdo com IPTG. A proteina
recombinante, apresentando o tamanho esperado de 94 KDa, foi expressa e
submetida ao processo de purificacdo por cromatografia de afinidade ao niquel. A
purificacdo parcial da proteina recombinante somente foi possivel de forma
desnaturada, sendo que as tentativas de obté-la de forma nativa para testar atividade
resultaram improdutivas. O baixo rendimento de purificacdo da proteina
recombinante levou a suspeitar da possivel perda da cauda de histidina e, para tanto,
realizou-se um Western Blotting com anticorpo anti-histidina. Ao ver a revelacéo na
membrana verificou-se que o0 anticorpo ndo reconheceu a proteina Rv2467 o que
impossibilitou obter a proteina pura ndo podendo seguir para futuros testes de
caracterizagdo. Além de testes para obter a proteina em sua forma nativa foi escrito
um manuscrito cientifico de revisdo da literatura sobre proteases de Mycobacterium
tuberculosis envolvidas no mecanismo de viruléncia.

Palavras chaves; Mycobacterium tuberculosis, viruléncia, infec¢éo, protease.
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ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis is the etiological agent of tuberculosis (TB), which is
responsible in 2015 for 10.4 million new cases and 1.8 million casualties registered
worldwide. To be able to avoid the defense barriers of the host, the bacteria evolved
mechanisms to modulate or change the environment it is in, thereby, the secretion of
bioactive molecules is an efficient strategy to do so. Among the bioactive molecules
produced by M. tuberculosis, proteases have a crucial role to a successful infection,
as they are involved in several important biological processes of the bacteria, such as
DNA replication, cell proliferation and antigen processing. Thus, proteases are good
targets for the development of new anti-TB drugs or as possible vaccine antigens.
This work aimed to clone and express the gene Rv2467, a putative protease with
aminopeptidase activity from M. tuberculosis. To achieve this goal, oligonucleotides
design were made to amplify the gene Rv2467 by Polimerase Chain Reaction (PCR),
which was cloned in the pGEM-T easy vector. The clone Rv2467 gene was then
transfere to the expression vector pET-28a. The recombinant protein was expressed
from the recombinant plasmid pET-28a/Rv2467 in Escherichia coli BL21 (DE3)
pLysS through induction with IPTG. The recombinant protein, with the expected size
of 94KDa, was expressed and subjected to the purification process by nickel affinity
chromatography. The recombinant protein was partially purified only in its denatured
form. The low yield of purified recombinant protein raised the possibility of histidine
tail loss. To verify that, Western Blotting with anti-histidine antibody was made and
it was verified that the antibody did not recognize the target Rv2467 protein, which
made it impossible to acquire the pure protein, not allowing further characterization
tests. Additionally, a literature review was performed about Mycobacterium
tuberculosis proteases that are involved in virulence mechanisms to make a

manuscript to be submitted to a scientific journal.

Key worlds Mycobacterium tuberculosis, virulence, infection, protease
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1 INTRODUCAO /REVISAO DA LITERATURA

1.1 HISTORICO

A tuberculose é uma doenca antiga, tendo os primeiros registros encontrados em
hominideos (GUTIERREZ et al., 2005). Andlises atuais utilizando técnicas moleculares
revelaram que o género Mycobacterium possivelmente existe ha 150 milhdes de anos
(BARBERIS et al., 2017). Outras evidéncias arqueoldgicas foram encontradas no Egito
em tecidos de mumias e indicam que a tuberculose em humanos existe ha mais de 5000
anos (MORSE; BROTHWELL; UCKO, 1964). Com o inicio do processo de migracdo de
pessoas entre 0s paises, documentos mostraram também indicios de casos de tuberculose
na India ha 3300 anos e na China ha 2300 anos. Com o desenvolvimento de técnicas
moleculares, foi possivel observar evidéncias arqueoldgicas em cadaveres em diversos
locais do mundo, revelando que a tuberculose é uma doenca que estd acometendo o
homem h& milénios (DANIEL, 2006).

Com o passar dos tempos, relatos descritos na antiguidade caracterizam a
tuberculose como “phthisis” ou tisica. Esse nome surgiu na literatura grega denominado
pelo notdério médico Hipdcrates (460-370 a.C.), que descreveu pela primeira vez o termo
e suas manifestagdes clinicas como: tosse seguida de “hemorragia” ou “hemoptise”. A
doenca parecia bastante comum, por essa razdo recomendavam aos seus seguidores a ndo
manter contato com os doentes e indicava como tratamento uma boa alimentacao, leite e
exercicios fisicos (THOMAZ, 2010). A escola hipocratica ao observar a formacédo de
tubérculos pela primeira vez em ovinos e suinos considerou a “phthisis” como uma
doenca hereditaria (HERZOG, 2007).

J& Aristételes (384-322 a.C) percebeu em seus estudos uma manifestacdo mais
comum da tuberculose “a escrofulose”, uma forma de tuberculose cutanea que acometia
linfonodos cervicais e inguinais, tais manifestacdes estavam presentes em suinos. Com
essas observacOes supbs que a etiologia causadora dessas lesbes era de carater
contagioso, uma vez que varios animais da mesma regido em que foi feito o estudo
apresentavam as mesmas manifestacbes (THOMAZ, 2010). Nesta mesma época uma
pratica bastante comum na Inglaterra e na Franga era o “Toque Real”, pois acreditava-se

que as mdos dos reis tinham poder de curar individuos escrofulosos (FRITH, 2014) .



Os primeiros indicios de tuberculose nas Américas foram encontrados em muimias
peruanas nos desertos aridos do Peru e Norte do Chile. Naquela época a mumificacéo era
bastante praticada conservando assim os cadaveres (ARRIAZA et al.,, 1995). Essa
primeira identificacdo foi realizada em cadaver mumificado de uma nativa peruana, na
qual, foi observada alteragdes em seus pulmdes contendo os bacilos. As amostras de
DNA retirados desses esqueletos passaram por amplificacdo de &cidos nucleicos, onde
foram encontradas evidéncias de tuberculose tipica espondilite, 0 que indicou que esses
casos comecaram ha mais de 500 anos nessas regides. Essas analises com DNA
conservado mostraram indicios da existéncia da tuberculose na América na era pré-
colombiana (ROSEMBERG, 1999).

No Brasil acredita-se que o surgimento da tuberculose se deu na época da
colonizacdo. Os colonos e os Jesuitas que vinham ao Brasil na maioria das vezes
infectados com a “peste branca” e que conviviam com o0s habitantes na regido
transmitiam a doenga acometendo assim muitos nativos. Um dos primeiros relatos da
tuberculose na América do Sul foi a morte do padre Emanuel da Nobrega chegado ao
Brasil em 1549 (CAMPOS; PIANTA, 2001).

Em meados do seéculo XVII Sylvius de La Boé de Amsterda (1617-1655) em sua
obra “Opera Médica” de 1679, e anos depois em um edital a satde publica da republica
de Lucca na Italia reconhece a natureza infecciosa da doenca em suas publicacdes. Nessa
obra Sylvius de La Boé descreve a presenca de tubérculos como lesBes constantes
encontradas nas regides pulmonares em pacientes portadores de tisica, esses tubérculos
progrediam formando cavidades e ulceras. Em suas analises Sylvius de La Boé também
possiblitou a relacdo entre o comprometimento pulmonar (Tisica) com a doenca de pele
(Escréfula). Dez anos depois, o0 mesmo foi concluido em analises feitas por Richard
Mortan (1637-1698), em Londres, que observou a doenca em estagios: primeiro a
inflamacéo provocando a tuberculose, a progressdo para Ulceras e por final para tisica
(THOMAZ, 2010).

A tuberculose ja estava sendo responsavel por um elevado nimero de O6bitos,
principalmente em jovens, no século XVIII na Europa Ocidental devido as condicGes
precarias, tanto no trabalho quanto no local de habitacdo e desnutricdo, por consequéncia
da revolucao industrial em curso (FRITH, 2014). Com essas observagdes e como maneira
de conter a disseminacdo da doenca, criou-se 0s sanatorios, que foram medidas de

tratamento e cura para tuberculose. Estes eram construidos em cidades montanhosas a



fim de propiciar ar fresco apés este ter sido descrito por Hermann Brehmer como terapia
de cura durante uma viagem as montanhas do Himalaia (BARBERIS et al., 2017).

Até o inicio do século XX, a tuberculose estava sob controle na Europa, porém
durante a Primeira Guerra Mundial, a doenca se alastrou rapidamente entre 0s
combatentes (DANIEL, 2006). Isso levou a cruz vermelha americana a enviar contigentes
para Franga formando uma sede em Paris. Até entdo o foco era principalmente os
militares, porém o governo da Franca estendeu os cuidados até as comunidades que
também necessitavam de ajuda, promovendo assim varias medidas como a criagdo do
Programa “The Bureau of Tuberculosis and Public Health," criado em 1917 para resolver
0s problemas contando com a aprovacao do Ministério Francés (DAVIES, 1920).

Villemin (1827 — 1892), cirurgido militar francés propés em seus estudos que a
tuberculose era uma doenca infecciosa e transmissivel. Estudando a glanders ou mormo,
uma doenca conhecida por acometer principalmente equinos, e que se transmitia de
cavalo para cavalo, percebeu que, em sua forma crbnica suas manifestagcbes eram
parecidas com as manifestacfes apresentadas por pacientes infectados com tuberculose.
Concluiu assim que a tuberculose também poderia ser transmissivel. Com a predicédo de
que a tuberculose podia ser também de carater infeccioso. Villemin realizou experimento
utilizando dois coelhos, um inoculado e outro como controle. Ao realizar a autopsia dos
dois coelhos ele observou que no coelho inoculado havia presenca de lesdes tipicas da
tuberculose, ja essa manifestacdo ndo foi vista no coelho usado como controle. Com isso
foi possivel apontar a tuberculose como uma doenca infecciosa (DANIEL, 2015).

O grande marco do estudo da tuberculose ocorreu em 24 de margo de 1882
qguando o cientista Robert Koch conseguiu isolar e cultivar o bacilo Mycobacterium
tuberculosis a partir de amostras humana e animal e, logo depois, conseguiu reproduzir a
doenca quando inoculou o bacilo em animas de laboratério. Com seus resultados Koch
conseguiu entender a etiologia infecciosa da doenca levando-o a receber o Prémio Nobel
de medicina no ano de 1905 (GRADMANN, 2001).

Esse grande marco historico permitiu vArios avangos na pesquisa, como por
exemplo, os testes tuberculinicos, a vacina desenvolvida por Albert Calmette e Camille
Guérin (BCG), no ano de 1921, em seus estudos cultivaram o bacilo da tuberculose em
meio contendo bile. Isto possibilitou modificacbes nas propriedades do bacilo atenuado
levando a sua baixa viruléncia. Calmette entdo nomeou a cepa como bacilo atenuado de
“Bacilo Calmette Guérin ou BCG”. Em outros estudos, a vacina BCG se apresentou

inofensiva para modelos cobaias de diversas espécies de mamiferos e os protegeu contra



uma inoculacéo artificial virulenta que foi definitivamente letal. Este estudo foi realizado
nos institutos de Pasteur de Dacar e de Kindia (Guiné Francesa). (HAWGOOD, 2007).

Além desses achados, e a partir da descoberta do bacilo de Koch, novas maneiras
de combater a tuberculose foram criadas como a estreptomicina, desenvolvida por
Selman Waksman, os testes tuberculinicos, ja citados anteriormente, e outras drogas
antituberculosas. Atualmente ainda se faz necessario a organizacdo de novas estratégias
que possam auxiliar na prevencao e no tratamento dessa enfermidade, tanto através do
desenvolvimento de novas drogas, quanto em diagnosticos e prevencdo (BARBERIS et
al., 2017).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE NO MUNDO E NO BRASIL

A tuberculose esta entre as doencas infecciosas que mais afetam a popula¢do nos
dias de hoje, principalmente as classes menos abastadas, mais vulnerdveis aos
determinantes sociais dessa doenca, tais como a fome, o alcoolismo e a pobreza de modo
geral. No ano de 2015 a prevaléncia mundial de pessoas com tuberculose era de 10,4
milhGes de novos casos e destes, 5,9 milhdes (56%) estavam entre homens; 3,5 milhdes
(34%) entre mulheres e 1,0 milhdo (10%) entre as criancas enquanto individuos HIV
positivo representava 1,2 milhdes (11%). O nimero de 6bitos causados pela tuberculose
em 2015 chegou a 1,4 milhdes com adicional de 0,4 milhdes de individuos com HIV.
Apesar de a taxa de mortalidade ter diminuido, entre os anos 2000 a 2015 a tuberculose
foi a doenca infectocontagiosa de origem bacteriana mais prevalente no mundo (WHO,
2016).

No Brasil no periodo de 2007 a 2016 a taxa de incidéncia da doenca variou de
37,9/100 mil habitantes para 32,4/100 mil habitantes em 2016. Apesar dessa reducdo a
tuberculose ainda continua sendo um problema de satde no Brasil. Quanto ao risco de
adoecimento por tuberculose no Brasil, houve uma variacdo de 10,5/100 mil habitantes
no Distrito Federal a 67,2/100 mil habitantes no Amazonas, considerados ainda altos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). A taxa de mortalidade por tuberculose
apresentou uma reducdo nos periodos de 2006 a 2015 de 2,6/100 mil habitantes para
2,2/100 mil habitantes, mas mesmo com essa reducdo ainda foram registrados 4.543
obitos por tuberculose sendo que o Estado do Rio de Janeiro, Pernambuco, Amazonas e

Pard mostraram maiores riscos de 6bito pela tuberculose (BRASIL, 2017).



1.3 ETIOLOGIA

Mycobacterium tuberculoses é o agente etiolégico da tuberculose. E um
microrganismo bacilo alcool &cido resistente (BAAR) com morfologia de bastonete
medindo aproximadamente 0,2 a 0,6 pum de largura e 1-10 mm de comprimento, ndo
possuem cépsulas, ndo formam esporos, aerdbios estritos. De acordo com o tempo de
multiplicacdo é considerada uma bactéria patogénica de crescimento lento (MCL), com
temperatura O6tima de crescimento a 35-37°C (COELHO; MARQUES, 2006). Esse
microrganismo juntamente com as espécies Mycobacterium canettii, Mycobacterium
africanum, Mycobacterium microti, M. bovis, Mycobacterium caprae e Mycobacterium
pinnipedii formam o complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) (FORRELLAD et
al., 2013).

As espécies pertencentes a este complexo sdo bem préximas quando analisadas por
sequenciamento génico pelo rRNA 16S por exemplo, diferindo apenas pelas
caracteristicas morfoldgicas, pelo tropismo e pela patogenicidade no hospedeiro. Apesar
de descender de um ancestral comum, M. tuberculosis é especifica para humanos, assim
como M. africanum e M. canettii, enquanto outras espécies sdo consideradas patdgenos
de roedores (M. microti) ou possuem um amplo espectro de hospedeiro (M. bovis)
(DUCATI et al., 2006).

Uma das caracteristicas consideradas importantes para o género Mycobacterium é
a composicdo peculiar de envelope celular (Figura 1), o qual promove uma barreira
proporcionando sua sobrevivéncia e capacidade de modular a resposta imune do
hospedeiro, afetando assim seu crescimento, morfologia e viruléncia. Externamente a
membrana, micobactérias possuem um polimero denominado de peptideoglicano,
formado pela ligacdo cruzada de moléculas de N-acetil-muramico (NAN) e N-acetil-
gluosamina (NAG) que confere rigidez a parede celular. Nas extremidades distais
estratificadas de tais acucares (NAN e NAG), diferentemente das demais bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, 0 género Mycobacterium possui polissacarideos de
arabinogalactamo (AG) em ligagédo covalente. Sobre o AG se encontram cadeias longas
de acidos graxos, formando os é&cidos micoélicos (JOE et al., 2007). Além dos
componentes citados, existe também uma variedade de lipideos como os lipideos livres,
ou seja, lipideos que ndo estdo ligados ao complexo AG e que sdo retirados facilmente
por solventes; lipooligossacarideos (LOS) e lipoarabinomanana (LAM) (BRENNAN;
NIKAIDO, 1995). A presenca de grande quantidade de acidos micolicos, lipideos e



proteinas tornam as microbactérias resistentes a descoloracéo pelo alcool-acido usado na
coloragdo de Ziehl Neelsen e se coram em vermelho, sendo denominadas bacilos alcool-
acido resistentes (BAAR), da mesma forma este envoltério singular tornam estas
micobactérias resistentes aos antimicrobianos e alguns agentes desinfetantes/antissépticos
(BARKSDALE; KIM, 1977).
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Figura 1 - Parede celular de micobacterias Adaptada de “Of mice, men, and elephants: Mycobacterium
tuberculosis cell envelope lipids and pathogenesis”(RILEY, 2006).

1.4 PATOGENICIDADE DO M. TUBERCULOSIS

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa em que o paciente com tuberculose
ativa, portando o bacilo, ao tossir, conversar ou até mesmo espirrar, gera uma espécie de
aerossol contendo o bacilo em seu interior. Estas pequenas goticulas permanecem no ar
por algum tempo apds a sua eliminacgao para o exterior, que com algumas contribuicdes
como viruléncia, exposi¢do a luz solar e ventilagdo promovida pelo ar, pode ser inalada
por um individuo susceptivel podendo assim desenvolver a doenga na sua forma ativa. A
partir do momento em que o individuo saudavel entra em contato com os bacilos através

de sua inalacdo, estes conseguem ultrapassar as barreiras fisicas iniciais do sistema



respiratdrio atingindo os alvéolos pulmonares. Inicia-se, entdo, o processo de infecgdo
(RANDALL et al., 2015).

Uma vez que os bacilos conseguem atingir os alvéolos pulmonares se deparam
com células fagociticas como macréfagos alveolares, células dendriticas locais e quando
nos bronquios sao fagocitados por células epiteliais (DELOGU; SALI; FADDA, 2013).
Ao serem fagocitados, os bacilos sdo contidos em vesiculas endociticas denominadas
fagossomas. Os fagossomas se unem a organelas presentes no citoplasma contendo em
seu interior enzimas digestivas que degradam particulas que se originam no meio exterior
chamados lisossomas. Forma-se uma estrutura chamada de fagolisossoma, que
proporciona um ambiente desfavoravel para o patégeno, com um pH &cido, grandes
quantidades de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que sdo considerados toxicos
para o bacilo (SHALER et al., 2012). A estrutura formada pelo fagolisossoma € ligada ao
bacilo por receptores de complemento e de manose. No entanto o bacilo contém o
lipoglicano lipoarabinomana (LAM) que se encontra em sua superficie que medeia a
interacdo entre os receptores de manose e o bacilo (YUK; JO, 2014).

Para conseguir permanecer no ambiente gerado pelas células fagociticas
profissionais do hospedeiro, como mondcitos e macréfagos, M. tuberculosis desenvolveu
uma variedade de estratégias de evasdo imunoldgica, sendo a principal delas o blogqueio
da fuséo dos fagossomas com os lisossomas para formacdo de um fagolisossoma maduro.
Isso facilita a replicacdo do bacilo e seu escape para o citoplasma do macréfago. Outra
delas € a inibicdo da autofagia; um processo fisiolégico de degradacdo de componentes
do citosol e organelas danificadas para manutencdo da homeostase celular em situagoes
de privacdo de nutrientes e a presenca de patdgenos e toxinas. Além desses, outros
mecanismos também sdo utilizados por M. tuberculosis como a inibicdo da apoptose,
uma via de morte celular com forte atividade antimicrobiana; a inibicdo do
reconhecimento por células T; a inibi¢do da sinalizacdo pelo receptor interferon gama
(IFN-y), um receptor de extrema importancia pois regula todos esses mecanismos de
defesa do hospedeiro; a eliminacéo de intermediarios toxicos de oxigénio e nitrogénio. O
conjunto desses mecanismos ajuda na evasao e sobrevivéncia de M. tuberculosis contra
as defesas do hospedeiro (O’GARRA et al., 2013).

Apls o processo inicial de infeccdo e fagocitose, os macréfagos liberam
quimiocinas para atracdo de novos mondcitos, neutrofilos e linfdcitos visando suprimir o
bacilo. Porém essa reposta ndo é suficiente para conten¢do do patdgeno, mas a interacdo

entre elas proporciona um meio com citocinas que se torna prejudicial ao bacilo



potencializando a defesa do hospedeiro. Entre tais citocinas podemos citar: (TNF-a), que
induz a producédo de derivados do oxigénio e nitrogénio reativos que sdo letais para o
bacilo; o IFN-y, que torna os macrofagos mais letais para o bacilo. Mas também existe
entre essas citocinas aquelas que diminuem as defesas contra o bacilo, entre elas estdo o
fator beta transformador de crescimento (TGF-B), que inibe a ativagdo do macrofago, a
proliferacdo de linfocitos T e regula negativamente o IFN-y, reduzindo assim as defesas
contra o bacilo (DORHOI; KAUFMANN, 2016).

Os linfécitos sdo ativados pela apresentacdo de antigenos do bacilo pelo
macréfago e desempenham papéis importantes contra a viruléncia do patdgeno. Os
linfcitos TCD4+ por exemplo secretam citocinas lesivas para o bacilo assim como o
macrofago produz IFN-y (CARUSO et al., 1999) . Com algumas diferencas entre eles,
sdo divididos em células tipo Thl e Th2. As células do tipo Thl produzem IFN-y, uma
das principais citocinas presentes na resposta protetora durante o processo de infecgéo,
responsavel por ativar macrofagos. Além desta, produzem IL-12 que ativam células
inflamatdrias e fagociticas capazes de inibir o crescimento de bactérias patogénicas. As
células tipo Th2 (IL-4, 1L10, IL-6 e IL-13) regulam o funcionamento das células B, que
produzem anticorpos, e inibem a producdo de IFN-y pelas células Thl. Ja os linfdcitos
TCD8+ produzem citocinas semelhantes aos linfocitos TCD4+ e possuem capacidade de
lisar as células nos locais de lesdo (GIDEON et al., 2015).

Apbs o recrutamento de células, hd o inicio da formacdo de uma estrutura
denominada granuloma, composta por células como macréfagos, neutrofilos, células
dendriticas, linfocitos B e linfocitos T com objetivo de conter a disseminacdo do bacilo.
No centro do granuloma observa-se células epitelidides e células de Langerhans
circundadas por linfocitos TCD4+ e TCD8+. Com o desenvolvimento da imunidade
celular, o centro do granuloma sofre um processo de necrose de caseificacdo induzido
pelo bacilo através de TNF-a e LAM. Esse ambiente diminui sua atividade metabdlica
permanecendo em um estagio de dorméncia podendo sobreviver por décadas
estabelecendo a doenca em uma forma latente (TORRADO et al., 2015).

Dada a dependéncia na formacdo de uma resposta imunoldgica Thl para conter a
infeccdo, pode-se concluir que alguns fatores de agravo desta doenca séo aqueles que
interferem com a capacidade de formacao de tal resposta. Nesse contexto, com o advento
da infeccdo pelo virus HIV na década de 80 do século passado, teve-se um grande
aumento de casos de tuberculose devido a esta doenca aparecer como principal infec¢éo

secundaria em pacientes com HIV. Este virus compromete o sistema imune debilitando o



organismo e favorecendo assim o desenvolvimento de doencas infecciosas, incluindo a
infeccdo por tuberculose e a disseminagdo hematogénica do bacilo. Na infeccdo pelo
HIV, além da diminuicdo de células TCD4+, também se observa uma gqueda na qualidade
dessas células pela perda da hipersensibilidade tardia, que se manifesta mesmo com um
namero elevado de células CD4+. Como o mecanismo de defesa contra 0 Mycobacterium
tuberculosis se baseia justamente na imunidade celular, a infeccdo pelo HIV é um forte
indutor na progressdo da tuberculose-infeccdo para tuberculose-doenca (DIEDRICH,;
O’HERN; WILKINSON, 2016).

Vérias células estdo envolvidas na resposta imune frente ao Mycobacterium
tuberculosis, tanto em sua regulacdo quanto em seu funcionamento, incluindo fungdes
ativadoras e efetoras. O equilibrio entre essas respostas e a capacidade do patdgeno de
modulacdo destas, fara com que as células alvo de infeccdo direcionem se havera um
controle sobre a infeccdo, ou se estd progredird com o aumento do nimeros de bactérias,
lesbes teciduais pulmonares e a transmissdo do patdgeno a posteriores hospedeiros
susceptiveis (ORME; ROBINSON; COOPER, 2015).

1.5 DIAGNOSTICO

Dentre as diversas formas para diagnosticar um individuo com suspeita de
tuberculose, é o encontro de infiltracdes nos l6bulos dos pulmdes apds o paciente
apresentar sintomas respiratérios anormais e através da radiografia de térax, uma das
primordiais formas de diagnostico da doenca. Uma outra forma sdo 0s exames
bacterioldgicos, como por exemplo a baciloscopia. Este método convencional € rapido e
econémico, e detecta a bactéria em uma amostra de escarro coletada de uma pessoa
portadora da doenca e submetida a coloracdo de Ziehl Neelsen. O tratamento com fucsina
de Ziehl confere uma coloracdo avermelhada as micobactérias. Porém, este teste ndo é
considerado especifico para tuberculose, pois outras espécies de micobactérias podem
apresentar o mesmo resultado. Adicionalmente, este teste apesar de ser rapido e barato, é
muito pouco sensivel, e portanto muitos individuos com Tb ativa ndo sdo diagnosticados
por esta técnica, sendo os falsos negativos (THRUPP et al., 2004). Para melhorar um
pouco a sensibilidade desta técnica, pode-se empregar metodos de coleta de amostra que
aumentam um pouco o0 sucesso de deteccdo, como por exemplo através da inalacdo de
solugéo salina concentrada e provocando assim a indugdo do escarro pelo paciente.

Alternativamente pode-se também proceder a broncoscopia ou realizar um lavado



broncoalveolar como maneira de fornecer material com maiores chances de encontrar o
bacilo de Koch (YORK; KANE, 2013).

Outro método laboratorial importante no diagnéstico da tuberculose € a cultura,
considerada padrdo-ouro devido a sua alta sensibilidade. Este método propicia o
isolamento em meios de cultura especifico que permitem o seu crescimento. Esse teste
consiste em varias etapas, onde primeiramente ocorre um tratamento da amostra coletada,
por exemplo escarro, urina ou liquor, que sdo centrifugadas formando sedimentos. Em
seguida, esse sedimento é fluidificado e descontaminado com hidréxido de sodio se a
amostra for de um sitio ndo estéril, como escarro e lavado brénquico. Em seguida faz-se a
semeadura em um meio sélido, sendo o mais utilizado o meio Léwenstein-Jensen (LJ)
que é a base de ovo, ou meios a base de agar, como o Middlebrook 7H10 e Middlebrook
7H11, que permitem o desenvolvimento das colbnias. Por Gltimo ocorre a etapa de
incubacdo entre 35-37°C por mais ou menos 8 semanas, pois estas micobactérias sdo de
crescimento lento. Ap6s o processo de incubacdo realiza-se a leitura da placa avaliando
sua morfologia, pigmentacdo e aspecto (lisa/rugosa) (BRASIL, 2008). Apesar do método
de cultura ser considerado um teste padrdo ouro , sua desvantagem estad na demora para
obter seu resultado, pois 0 tempo para 0 crescimento bacteriano pode levar até oito
semanas para leitura da placa levando a um diagnostico tardio (BRASIL, 2011a).

Dentre outros tipos de testes que podem ser utilizados para triagem e
acompanhamento do tratamento estd a prova tuberculinica (PPD), um teste imunoldgico
disponivel para deteccdo de pacientes com suspeita de tuberculose. Consiste em injetar
via intradérmica uma substancia chamada tuberculina, uma mistura composta por
proteinas secretadas pelo Mycobacterium. Os individuos que tiveram exposi¢cdo ou
contato com Mycobacterium tuberculosis e algumas vezes a outro tipo de micobactéria
podem apresentar uma reacao de hipersensibilidade no local da injecdo apds 48-72 horas,
resultando em um endurecimento que pode ser detectado através da medida desta reacéo.
Porém a realizacdo desse teste conta com algumas limitacbes, como por exemplo, 0s
individuos vacinados com BCG (Bacilo Calmette Guerin) podem também apresentar uma
reacdo, além da possibilidade de erros na interpretacdo na hora da leitura e sua
sensibilidade ser considerada baixa (PALOMINO, 2005).

Os testes convencionais auxiliam na deteccdo de pacientes com tuberculose.
Apesar da disponibilidade e o baixo custo, estes testes possuem bastante limitagoes como
baixa sensibilidade e/ou longa duragdo. Atualmente no cenario da tuberculose testes de

amplificacdo de acidos nucleicos (TAANS), tanto para a identificacdo do complexo
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Mycobacterium tuberculosis quanto para deteccdo de resisténcia a farmacos, tém sido
desenvolvidos. Esses testes sdo executados de maneira rapida com resultados precisos em
até 48 horas, se baseiam na amplificacdo de acidos nucleicos pela reacdo da polimerase
em cadeia (PCR) na identificacdo de sequéncias especificas do complexo Mycobacterium
tuberculosis (TRAJMAN et al., 2008). A vantagem dos TAANS em comparagdo com
exame cultural estd na precocidade dos resultados com especificidade elevada
independentemente do local de coleta da amostra seja ela respiratéria ou extrapulmonar.
Entretanto estes testes ndo podem substituir os métodos microbioldgicos tradicionais, e
portanto o resultado tem que ser interpretado em conjunto na tomada de decisdo de
iniciar ou ndo o tratamento antes do resultado de cultura, devido a resultados falsos
positivos e negativos por possiveis contaminacdes e presenca de inibidores enzimaticos
no momento da amplificacdo (BENTO et al., 2011).

Hoje ja existem TAANS comercializados em kits com alvo na identificacdo do
complexo Mycobacterium tuberculosis em amostras clinicas. Entre eles estdo Amplicor
Mycobacterium tuberculosis da Roche Molecular Diagnostics, o qual é realizado uma
PCR em tempo real para amplificar uma parte do rRNA16S comum ao género
Mycobacterium e posteriormente é feita uma hibridizagdo com uma sonda
oligonucleotidica especifica para a espécie Mycobacterium tuberculosis (BRASIL,
2011a)

O teste direto de M. tuberculosis (MTD) da empresa Hologic é um teste em duas
fases em que amplificagdo e detecgdo ocorrem num mesmo tubo. Inicialmente, acidos
nucleicos sdo liberados das micobactérias por sonicacdo. Segue-se a desnaturacdo desses
acidos através de aquecimento e perda da estrutura secundaria do rRNA. O método
Amplificacdo por Transcricdo Mediatizada (TMA), a 42°C, amplifica um alvo especifico
desse rRNA micobacteriano, pela transcricdo de intermediarios do DNA, resultando em
multiplas cépias do RNA de micobactéria (amplicon). As sequéncias especificas do
complexo de M. tuberculosis sdo entdo detectadas usando o método HPA (Ensaio de
Protecdo por Hibridizacdo). O reagente de hibridizacdo de M. tuberculosis contém uma
sonda de fita Gnica de DNA com um componente quimioluminescente complementar as
referidas sequéncias. Quando hibridos RNA:DNA estaveis sdo formados entre a sonda e
as sequéncias especificas, a sonda hibridizada é selecionada e mensurada em um
lumindmetro Leader® (GEN-PROBE INCORPORATED, 2001).

Atualmente novas técnicas moleculares surgiram com objetivo de melhorar e

agilizar o diagndstico. Tais técnicas se baseiam na amplificacdo e analise de sequéncias
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especificas em acidos nucleicos fornecendo um resultado em até 48 horas. Dentre estas
técnicas o Xpert MTB/RIF vem sendo bastante utilizado para detecgdo simultanea de
Mycobacterium tuberculosis e resisténcia a farmacos. Este método se respalda na
amplificacdo de acidos nucleicos por PCR em tempo real (RT-PCR) e na investigacéo,
por hibridizacdo de sondas em sequéncias especificas do gene rpop de M. tuberculosis
cuja mutacdo é responsavel pela maioria das resisténcias a rifampicina. Entretanto a
execucdo deste método exige um alto custo financeiro, pois o0 equipamento precisa de um
computador e também ser calibrado anualmente por um técnico que seja treinado, além
do gasto elevado de energia (BRASIL, 2011b).

1.6 TRATAMENTO E RESISTENCIA

A tuberculose, apesar do tratamento existente, continua a ser um problema mundial
de salde alarmante, sendo responsavel por um elevado numero de Obitos registrados
anualmente. Esta, quando diagnosticada a tempo e se tratada adequadamente, pode ser
curada. As drogas anti-Tb devem apresentar atividade bactericida e esterilizante. O
tratamento consiste em combinacdes de tais drogas, rifampicina, isoniazida, etambutol,
estreptomicina, etionamida e pirazinamida, conhecidas como drogas de primeira linha.
Tais drogas sdo eficazes pois interferem em diversos estagios do metabolismo do
patdgeno, seja no blogueio de sintese proteica, na formacdo da parede celular ou até
mesmo no DNA e RNA (CAMPOS, 2007). O esquema classico para o tratamento
consiste em duas fases, denominado de esquema RIP, com duragéo total de 6 meses. A
primeira fase, chamada de fase de ataque, € composta pela administracdo de rifampicina,
isoniazida, pirazinamida nos dois primeiros meses e a fase de manutencdo consiste na
manutencdo da administracdo da rifampicina e isoniazida por mais quatro meses
(BRASIL., 2010).

No Brasil, devido ao aumento da taxa de isolados com resisténcia a isoniazida e
rifampicina, novas medidas foram tomadas pelo Programa Nacional de Controle a
Tuberculose que acrescentou o etambutol ao esquema RIP na fase de ataque e
desenvolveu um comprimido Unico contendo todas drogas do tratamento. Tal mudanca
teve como objetivo de diminuir o risco de faléncia, ou seja, mesmo com o tratamento a
baciloscopia continua a ser positiva e recidiva, 0 paciente que tratou e teve cura mas

depois de alguns anos ele volta a ter diagnostico positivo (CONDE et al., 2009).
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Muitos isolados tém demonstrado resisténcia a farmacos de primeira linha e
quando a resisténcia se apresenta as drogas isoniazida e rifampicina, eles sdo chamados
de multidroga-resistentes (MDR). Nesses casos, deve-se recorrer as drogas de segunda
linha fluroquinolonas, amicacina, capreomicina, estreptomicina, canamicina e/ou
linezolida, cujo custo e tempo de tratamento s&o bem maiores e com risco de desenvolver
resisténcia a essas drogas, resultando em cepas extensivamente resistentes denominadas
de XDR (DROBNIEWSKI et al., 2013).

A tuberculose causada por uma cepa MDR (MDR-TB) traz uma taxa de
mortalidade e morbidade bastante elevada o que acarreta um olhar mais cuidadoso de
médicos especialistas em doengas pulmonares (WEIS et al., 1994). O tratamento nesses
casos segue recomendacéo feita pela Organizacdo Mundial da Satude com duas fases de
tratamento: fase intensiva e de manutencéo sendo que a fase intensiva deve conter quatro
drogas efetivas, uma droga injetavel (estreptomicina, canamicina, amicacina ou
capreomicina), uma fluoroquinolona (levofloxacina, moxifloxacina,gatifloxacina), uma
droga oral (etionamida,protionamida,cicloserina,terizidona ou  acido  para-
aminossalicilico) e uma droga de reforco (linezolida, ertapenem, imipenem/cilastatina,
meropenem, claritromicina, tioacetazona, amoxicilina/clavulanato, clofazimina,
isoniazida em altas doses (acdo modesta), bedaquilina ou delamanida) por oito meses. Na
fase de manutencdo a droga injetavel deve ser retirada sendo mantida as outras drogas
por 12 meses posterior a negativacdo da prova de baciloscopia negativa (ZUMLA et al.,
2015).

O esquema de tratamento para os casos de XDR deve ser cuidadosamente
estabelecido com base no histérico de tratamento para tuberculose. A OMS recomenda
cuidados quando constatado resisténcia. Entre estes cuidados inclui; o uso da
pirazinamida ou algum outro medicamento de primeira linha, 0 uso de quinolonas, o0 uso
de drogas injetaveis (aminoglicosideo ou capreomicina), 0 uso por 12 meses ou por todo
o tratamento e a utilizagdo de dois ou mais agentes de reforco (ARBEX et al., 2015).

Desde a introducdo da rifampicina em 1996 nenhum medicamento de primeira
linha teve aprovagdo no mercado, aumentando assim o numero de cepas MDR/XDR
resistentes também a drogas de segunda linha. No entanto até que novas estratégias para
0 desenvolvimento de drogas para um tratamento eficaz nos casos de resisténcia, o
regime de terapia vai depender do uso ideal de opcdes existentes de medicamentos de

primeira, segunda e terceira linha ja aprovados no mercado (MITCHISON, 2000).
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1.7 PREVENCAO DA TUBERCULOSE, A VACINA BCG

A vacina BCG foi desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin na Franca,
nos anos de 1908 e 1921, quando foram realizados cultivos sucessivos de Mycobacterium
bovis em meio contendo bile até a obtencdo de uma cepa atenuada (RITZ et al., 2008).
No ano de 1921 foi realizada a primeira imunizagdo, a qual demostrou que a vacina era
bastante eficaz na protecdo em criangas, contra meningite tuberculosa fazendo com que a
vacina fosse implantada em diversos paises do mundo, se tornando obrigatéria
principalmente nas areas endémicas de Th. A imunizagdo com BCG também mostrou
uma eficacia de 80% de protecdo contra a tuberculose grave e disseminada. Hoje se
apresenta como uma das mais seguras com mais de 120 milhGes de doses ministradas por
ano (TRUNZ; FINE; DYE, 2006).

A principal regido genética responsavel pela atenuacdo da cepa obtida por Calmette
e Guérin foi a delecdo da Regido de Diferenca 1 (RD1), sendo que esta regido por sua vez
aparece em Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis, e codifica para um
sistema de secrecdo de proteinas ESX-1 no qual secreta proteinas como ESAT-6 e CFP-
10 consideradas imunogénicas para o M. tuberculosis. Devido ao sucesso dos resultados
com a BCG, a vacina original mantida no Instituto Pasteur foi distribuida para diversos
paises sem as devidas padronizacGes de métodos de cultivo, provocando assim diferencas
genéticas e imunoldgicas entre as cepas espalhadas mundialmente e dando origem a
novas cepas vacinais, como por exemplo a BCG Moreau, BCG Pasteur, BCG Rdssia,
BCG Japan, BCG Danish e BCG Glaxo (DELOGU; FADDA, 2008).

Apesar da BCG ser a vacina mais administrada em humanos, esta tem sido bastante
contestada atualmente pois estudos tem demonstrado que sua protecdo contra a
tuberculose pulmonar em adultos é bastante variavel, variando de 0 a 80%, nao sendo
considerada satisfatoria (TRICCAS; GICQUEL, 2000). Estudos realizados na india
demostraram um certo nivel de protecdo, mas em contrapartida em faixas etarias mais
elevadas essa protecdo foi perdida (TRIAL, 1980). A perda de alguns genes que foram
excluidos em Mycobacterium bovis atenuado pode ter levado ao desenvolvimento da
cepa sem a capacidade de conferir a protecéo ideal (BEHR et al., 1999). Com todas essas
divergéncias como mutagdes genéticas e fatores genéticos observadas na producdo da
vacina, principalmente na perda da regido RD1, faz-se necessario o desenvolvimento de
novas vacinas que possam substitui-la ou até mesmo melhorar a BCG ja existente para a

prevencéo e controle da tuberculose.
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1.8 PROTEASES

Dentre as moléculas bioativas secretadas, as proteases tem sido foco de muitos
pesquisadores por serem amplamente distribuidas no ambiente, além de estarem
envolvidas em processos bioldgicos do ciclo celular do patégeno, como replicacdo do
DNA, invasdo celular, nutricdo e modulacdo de resposta imunoldgica, por isto sdo de
extrema importancia para o metabolismo e sobrevivéncia do microrganismo. Estas
participam da hidrélise das ligacGes peptidicas que formam uma proteina, algumas delas
possuem preferéncia por clivar substratos e outras apenas clivar peptideos de cadeias
curtas (TURK, 2006).

Mycobacterium tuberculosis possui em seu genoma mais de 100 genes em
potencial que codificam proteases ou peptidades. Estudos apontam gue estas possuem um
futuro promissor para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos contra tuberculose,
bem como novas vacinas, incluindo as proteases envolvidas em processos celulares como
secrecdo e turnover e também as que estdo envolvidas no processo de viruléncia
(ROBERTS et al., 2013).

De acordo com o local de atuacdo, ou seja, local de hidrolise, as proteases sdo
classificadas como: endopeptidades, que clivam as ligacdes peptidicas internas, se
diferenciando das exopeptidades que clivam as ligacdes terminais, estas Ultimas sdo
subdividas em aminopeptidases e carboxipeptidases dependendo da extremidade das
ligacOes peptidicas em que atuam. Além de serem classificadas pelo local de acéo, as
proteases também sdo classificadas conforme o cofator presente no sitio ativo envolvido
na reacdo de hidrolise que podem ser: proteases que possuem residuos de acido aspartico
na catalise sdo chamadas de proteases asparticas como por exemplo as proteases de HIV.
Diferentemente, as metaloproteases necessitam de um ion metélico bivalente em seu sitio
ativo, sendo o mais comum o zinco, mas podendo ser encontrado cobalto, ferro e
manganés. S8o exemplos de metaloproteases: metaloproteases de matriz € metionina
metaloprotease. Por ultimo, as serino-proteases, precisam de um residuo de serina para
realizarem a hidrélise, sdo exemplificadas pelas quimiotripsina, tripsina (enzimas
digestivas do intestino) e as proteases envolvidas na cascata de coagulacdo (HOOPER,
2002).

Diversas proteases de M. tuberculosis que auxiliam no processo patolégico ja
foram descritas, como por exemplo as proteases que estdo envolvidas no processo de

secrecdo de proteinas agindo como peptidases sinal. As peptidades sinais do tipo | (Spase
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tipo 1) s@o de extrema importancia, pois ao clivar o peptideo sinal N-terminal permitem a
liberagdo da proteina madura da membrana citoplasmatica para 0 meio externo. Um
exemplo de Spase tipo | € a protease LepB, que tem papel essencial no crescimento
bacteriano (OLLINGER et al., 2012). Sua inibicdo leva a morte tanto de bactérias
replicantes quanto ndo replicantes. Ela possui um dominio transmembranico que permite
a sua ancoragem na membrana citoplasmatica. As peptidases sinais do tipo Il (Spase tipo
I) ficam ligadas @ membrana com o seu sitio ativo voltado para o lado extracelular,
sendo as peptidases do grupo das LpsA um exemplo de Spase tipo Il e que agem através
da clivagem das pré-proteinas facilitando o transporte através da membrana. Além destas
proteases envolvidas na translocacdo e transporte de proteinas para serem secretadas, M.
tuberculosis conta com as proteases que contribuem para a reciclagem de proteinas como
as Clps (proteinas de serina) degradando proteinas mal dobradas ou agregadas que sdo
potencialmente téxicas para célula, contribuindo assim para homeostase da proteina
celular. Além disso, também é uma maneira eficiente de reciclar recursos importantes e
escassos para a célula (ROBERTS et al., 2013).

Além das proteases citadas acima, o M. tuberculosis codifica ainda para uma
grande familia de proteases como as HtrA de serina sendo elas: HtrAl (Rv1223), HtrA2
(Rv0983) e HtrA3 (Rv0125) (MOHAMEDMOHAIDEEN et al., 2008). Esta grande
familia atua na manutencdo do proteoma de uma célula, através da degradacdo das
proteinas de membrana dobradas ou danificadas funcionando como chaperonas para
outras. Sua estrutura geral consiste em um dominio contendo uma triade catalitica, com
sitio ativo altamente conservado (Ser-His-Asp) e um dominio de interacdo proteina —
proteina que facilita a ligacdo do substrato (SINGH; KUPPILI; BOSE, 2011).

Mycobacterium tuberculosis possui também proteases que atuam em outros
mecanismos, como demonstrado por Kiran e colaboradores (2009) . Em seus estudos,
observaram a expressdo de FtsH, uma proteina de membrana essencial que degrada
proteinas de membrana integral e proteinas citoplasmaticas. A expressdo de FtsH em
Mycobacterium tuberculosis é regulada positivamente ap06s o bacilo ser exposto a agentes
gue produzem reativos toxicos de oxigénio e nitrogénio (ROI) e (RNI), possibilitando
continuar o crescimento em macrofagos e a sobrevivéncia neste ambiente hostil (KIRAN
et al., 2009).

Nosso grupo demonstrou recentemente o envolvimento da enzima Zmpl como
tendo capacidade de clivar a molécula “big endotelina” em endotelina, no pulmao de

camundongos e assim poder controlar o tonus do endotélio pulmonar, bem como o
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abastecimento de nutrientes e oxigénio do tecido (CORREA et al.,, 2014). Foi
demonstrado também, que, ao se inibir essa protease secretada pelo M. tuberculosis,
houve uma consideravel melhora no quadro patolégico de camundongos infectados.

Existem também proteases transmembranares que Sao0 importantes para
homeostase em M. tuberculosis como por exemplo Marps que é uma proteina de serina
localizada no periplasma. Foi demonstrado que sua localizacdo é essencial para sua
funcdo contra estresses extracelulares (SMALL et al., 2013). Além de proteinas
transmembranas, 0 Mycobacterium possui proteinas que estdo envolvidas no processo de
sintese de peptideoglicano (Rip). Os genes RipA e RipB foram caracterizados como
codificadores de endopeptidases de DL, que clivam a ligacdo entre os residuos de D-
glutaminil e o mesodiaminopimelyl nos péptidos do peptideoglicano. O gene RipA é
considerado indispensavel para Mycobacterium tuberculosis e a Mycobacterium
smegmatis e a delecdo desses genes mostraram um aumento da susceptibilidade a
antibioticos e detergentes (MARTINELLI; PAVELKA, 2016).

1.8.1 AMINOPEPTIDASES

Dentro da diversidade de proteases existente com func¢fes importantes encontram-
se as Aminopeptidades, que sdo enzimas proteoliticas que atuam catalisando ligagdes
peptidicas entre proteinas liberando aminoacidos na por¢do N-terminal (GONZALES;
ROBERT-BAUDOUY, 1996). Estas proteases desempenham papéis importantes na
viruléncia, sobrevivéncia e principalmente na manutencdo de diversos patdgenos. As
aminopeptidases ainda podem ser subdivididas em trés outros subgrupos cataliticos de
acordo com a sensibilidade aos inibidores. Assim temos as cisteina aminopeptidases,
serina-aminopeptidases e metalo-aminopeptidases. As aminopeptidases de cisteina sdo
especificamente inibidas por iodoacetamida, iodoacetato,N-etilmaleimida e antipaina e
trans-epoxi-succinil-Lleucineamido-4-guanidina-butano tendo dois principais subgrupos
aminopeptidases de tipo C e piroglutamil aminopeptidases (pirodinonil
carboxipeptidases) (JANKIEWICZ; BIELAWSKI, 2002) . As serino aminopeptidades
possuem sensibilidade para o fluoreto de fenil-metil-sulfonilo. J& as metalo-
aminopeptidades, que sdo enzimas cuja atividade é regulada pela presenca de cations
metalicos, séo inibidas por EDTA e O-phenantroline; (UMEZAWA, 1982). As metalo-

aminopeptidases podem ser subdivididas ainda em grupos, sendo o de maior
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representacdo as PepN, que sdo aminopeptidases encontradas em Escherichia coli e
bactérias de acido-laticas (JONGENEEL; BOUVIER; BAIROCH, 1989).

Presentes em diversos organismos que variam de mamiferos a procariotos, suas
funcbes sdo bastantes diversificadas. Em mamiferos, por exemplo, as aminopeptidases da
familia M1 desempenham papéis cruciais fisiolégicos como inflamacéo, angiogénese e
clivagem de peptideos. J& entre variados microrganismos também estdo envolvidas em
diversas funcdes celulares como; reciclagem de peptideos livres, resisténcia a
antibidticos, infeccdo e estresse (BHOSALE; KADTHUR; NANDI, 2012).

A familia M1 de aminopeptidases é representada em Escherichia coli conhecida
como PepN. Com uma ampla distribuicdo, sua localizacdo é bastante discutida. Estudos
indicam que em mamiferos a PepN esta associada a membrana, servindo como receptor
de varios virus (YEAGER et al., 1992). No entanto em procariotos a evidéncia fisioldgica
é de que a PepN estd localizada na face interna da membrana servindo para o
processamento de antibioticos como, por exemplo, a albomicina, que contém quatro
ligacOes peptidicas para possiveis locais de clivagem para peptidase proxima, ou na
membrana citoplasmatica, permitindo assim a excre¢do da parte transportadora de ferro e
a acumulacdo de compostos antibioticamente ativos no citoplasma sendo possivel que a
molécula livre de ferro seja um peptideo linear que seja clivado sucessivamente a partir
da extremidade amino-terminal (BRAUN et al., 1983).

Além de sua localizacdo, algumas propriedades da PepN levaram-na a ser
pesquisada, como por exemplo sua regulacdo e sua sintese. Estudos sugeriram que sua
regulacdo ocorre preferencialmente em trés situagcbes. O trabalho desenvolvido por
Gharbi e colaboradores demostrou que a expressdo da aminopeptidase é regulada pela
limitacdo de fosfato, anaerobiose e pela natureza da fonte de carbono onde a sintese é
aumentada sob a inanicdo de fosfato em células cultivadas em meio minimo
suplementado com glicose, sendo a atividade de P-Galactosidase realizada em estirpes
transportando o operon pepN-lacZ, observando assim um aumento da taxa de sintese de
beta-galactosidase confirmando a regulacdo e expressdo da PepN (GHARBI et al.,
1985).

Outras caracteristicas da PepN também foram observadas por (BHOSALE et al.,
2013). Estas apresentam um maior turnover catalitico de proteinas celulares pela
eliminacdo daquelas proteinas tidas como envelhecidas ou danificadas, promovendo
assim uma manutencdo mais eficiente em relacdo a outras peptidases (BHOSALE et al.,

2013). Por fim, é uma enzima ndo essencial, porém sua funcdo se manifesta durante o
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estresse, como observado por Chandu e Nandi (2003) que relataram que a clivagem de
aminoacidos basicos ou pequenos por PepN aumenta a capacidade de E.coli de resistir ao
estresse por Salicilato de Sodio (NaSal). Os resultados demonstraram que quando
induzidas com NaSal, as cepas mutantes de pepN foram incapazes de crescer quando
comparadas as cepas selvagens, demonstrando assim sua importancia para bactéria
resistir a situacdes de estresse no qual sdo submetidas (CHANDU, 2003).

Kumar e Nandi (2007) também observaram um papel fisioldgico de pepN em S.
Typhimurium durante o downshift nutricional juntamente com estresse gerado pela alta
temperatura. Seus experimentos demostraram a importancia da degradacdo de proteinas
para o fornecimento de aminoacidos para sintese de novas proteinas durante o downshift
nutricional. Também foi observado que pepN foi requerida por S. Typhimurium para o
seu crescimento durante sua nutricdo e para o estresse provocado pela alta temperatura
mostrando sua relevancia ao desempenhar papeis distintos durante o estresse (KUMAR,;
NANDI, 2007).

Além de ter um papel envolvido no estresse celular, a PepN participa, juntamente
com outras peptidases, da degradacdo de peptideos gerados durante a degradacdo de
proteinas intracelulares (PERKINS; ROGERS, 1959).Uma atividade de aminopeptidase
foi observada em Salmonella Typhimurium durante a obtencdo de alimento onde, Yen e
colaboradores (1980), para confirmar esta hipotese, mediram a taxa de sintese proteica
durante a inanicao por carbono em estirpes de tipo selvagem (TN843) e de tipo peptidase.
Os resultados obtidos sugeriram que auséncia simultanea de peptidases N, uma vez que a
producdo de aminoacidos para producdo de uma nova sintese proteica durante a inanicao
¢ fortemente reduzida nas cepas deficientes em peptidase, leva a uma diminuicédo
significativa na capacidade da célula de detectar proteinas durante a inanicdo (YEN;
GREEN; MILLER, 1980).

Diversos pontos da atividade de pepN foram mostrados, porém seu papel
catalitico durante o estresse e a infecgdo ndo foram demostrados. Quando se trata de
infeccdo ndo se pode deixar de citar as citocinas que desempenham papeis importantes
durante a infecgdo. Dentre elas, o IFN-y ¢ uma citocina importante que modula varias
respostas do hospedeiro. Com isso Bhosale e colaboradores (2012) propuseram um
modelo de infeccdo em camundongos C57BL / 6 e IFN-y -/- com finalidade de ver o
papel de IFN-y enddgeno na modulacdo da resposta em diferentes estirpes de S.
Typhimurium; WT, A pepN, A pepN/pepN e A pepN/E298A. As respostas do hospedeiro
as cepas de S. Typhimurium expressaram diferentes quantidades de pepN, mostrando
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assim sua atividade catalitica e destaca a importancia do IFN-y endégeno na modulagédo
da resposta imune e sobrevivéncia durante a infeccdo (BHOSALE; KADTHUR; NANDI,
2012).

A atividade de pepN também pode ser encontrada em Salmonella Typhimurium.
Para fundamentar essa observacgéo, Patil e colaboradores (2007) iniciaram um estudo com
intuito de investigar o papel funcional de PepN durante a infecgdo sistémica de
camundongos com S. Typhimurium. Para avaliar o papel de pepN durante a infeccéo,
camundongos foram infectados com cepas de S. Typhimurium mutante de pepN e
selvagem, posteriormente foi contado o CFU. Apds trés dias, as cepas mutantes e
selvagens apresentaram um CFU semelhante, porém, com cinco dias, a cepa mutante
apresentou um maior CFU comparado com a cepa selvagem, demostrando assim, que a
PepN reduz o crescimento de S. Typhimurium durante infeccdo sistémica em
camundongos (PATIL et al., 2007).

Além de papéis considerados importantes, pesquisas sugerem que enzimas do tipo
pepN também desempenham papéis importantes na associacdo benéfica entre animais e
bactérias. A exemplo disso, as cepas de bactérias marinhas bioluminescentes Vibrio
fischeri (ES114) formam uma associacdo benéfica com espécies de lulas Euprymna
scolopes (NYHOLM et al., 2000). Com essas informacgdes Fidopiastis e colaboradores
(2012) relataram a localizacédo e a atividade de pepN produzidas por lulas simbiénticas.
Para testar se pepN estaria envolvida também na colonizacéo de V. fischeri a lulas, cepa
de V. fischeri foi colocada a exposicdo a lula. Apds 12 h de exposicdo a cepa deficiente
de pepN perdeu sua capacidade de colonizagdo em comparagdo ao tipo selvagem,
diferentemente ao observado a 24 horas sugerindo que este efeito foi devido a um atraso
no inicio da colonizagdo. Esse resultado mostra que a interrupcdo de pepN resulta em
atraso nos estagios iniciais da colonizacdo de lulas por V. fischeri (FIDOPIASTIS et al.,
2012).

A espécie Streptomyces lividans 66 é bastante utilizada como hospedeira para
producdo de proteinas recombinantes. Ao caracteriza-la, Butler e colaboradores (1994)
através da sequéncia de nucleotideos determinaram uma proteina de 95kDa no qual
apresentou homologia para proteinas pepN de outros organismos. Relataram também
genes que codificam para uma aminopeptidaseN (pepN) descrevendo PepN como uma
meto-exopeptidase mais ativa contra os substratos Arg, Leu e Lys. Possuindo menos
atividade, porém significativa, contra os substratos Met, Ala, Ser e Phe. Ndo hidrolisa 0s
substratos Glu, Asp, Val, Gly ou Pro (BUTLER et al., 1994).
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A atividade da peptidase N é citoplasmatica e hidrolisa peptideos pequenos,
normalmente é produzido em niveis modestos (10,1% de proteina total) de forma
aparentemente constitutiva. Com isso Mc Caman e Gabe (1986) descreveram a sequéncia
de nucleotideos completa que codifica a peptidase N. A sequéncia completa do gene
pepN foi determinado. O indice deste gene pode direcionar a sintese de peptidase N para
um nivel de 50% da proteina celular total quando inserido a jusante de um promotor lac
em plasmideo multicépia. A proteina superproduzida é completamente soltvel e
enzimaticamente ativa (MCCAMAN; GABE, 1986).

1.8.2 PROTEASES COMO NOVA FORMULACAO PARA VACINAS.

Com o grande avanco tecnoldgico de vacinas, alguns métodos que venham
melhorar a eficicia da atual vacina utilizada para prevencdo da tuberculose, a BCG
(ANDERSEN, 2001). Este inclui o desenvolvimento de novas vacinas de subunidade
proteicas ou vacinas micobacterianas vivas. Para esses tipos de vacina podem ser feitas
algumas estratégias, como por exemplo, a atenuacdo de Mycobacterium tuberculosis ou
modificacdo genética da BCG, inserindo ou deletando genes importantes para viruléncia
e imunogenicidade, ou genes que codificam para outras proteinas que ndo sdo expressas
por micobactérias (ANDERSEN; DOHERTY, 2005).

E sabido que a BCG tem um auto efeito protetor variavel em termos de prevencéo
da tuberculose na idade adulta. Uma grande evolucdo tem ocorrido para o
desenvolvimento de novas alternativas para novas vacinas. Algumas abordagens
inovadoras foram tentadas, incluindo o desenvolvimento de vacinas recombinantes e
vacinas baseadas em DNA (ORME; MCMURRAY; BELISLE, 2001). A identificacdo de
antigenos de Mycobacterium tuberculosis que preferencialmente ativam células T para
secretarem IFN-y por ambas as células TCD4*, TCD8" e células Ab sdo fundamentais
para o desenvolvimento de vacinas de subunidades contra a tuberculose (KAUFMANN;
MCMICHAEL, 2005).

Recentemente Skeiky e colaboradores (1999) identificaram novos antigenos de
Mtb na infeccdo em humanos e em camundongos C57BL / 6, caracterizados por sua
capacidade de desencadear respostas de células T. Destes antigenos encontrados, uma
proteina de fusdo recombinante foi gerada resultando em um antigeno Mtb72F, uma
proteina de fusdo recombinante baseada em uma protease de serina putativa Mtb32A
(Rv0125 que codifica para PepA) e Mth39A (Rv1196 que codifica para o PPE18). Os
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camundongos foram imunizados em dois sistemas adjuvantes chamados de ASO1B e
AS02A (Glaxo Smith Kline Biologicals proprietary adjuvants). Nos estudos de
imunogenicidade revelaram que a imunizacdo dos camundongos com Mtb72 formulados
em ASO01B gerou um perfil de resposta imune mais robusta induzindo melhor células
TCD4" e TCD8", quando comparada com a formulacdo em AS02. Apesar dessas
diferencas de imunogenicidade, todas as trés formas de imunizacdo protegeram os
camundongos contra a infeccdo por TB (SKEIKY et al., 1999). Portanto, o uso de AS01B
e ASO02A em conjunto com a viabilidade de fabricacdo de poliproteinas Mth72F
representam grandes desenvolvimentos em direcdo a realizacdo de uma vacina segura e
acessivel contra a TB. O Mth72F formulado em adjuvante AS02A esta atualmente em
fase | de testes clinicos nos EUA, tornando-se a primeira vacina recombinante de
proteina TB a ser testada em seres humanos (BRANDT et al., 2004).

Em estudos anteriores, Tsenova e colaboradores (2006) estabeleceram e
caracterizaram um modelo de infeccdo na Tuberculose Miliar (TBM) em coelhos, que
espelha o sistema nervoso central (SNC) humano. Para avaliar a eficicia de novas
vacinas candidatas para proteger o hospedeiro contra a infeccdo e a patologia da TBM,
foi utilizada a poli proteina Mtb72F formulada em ASO01B (Mtb72F+ ASO01B) ou em
AS02A (Mth72F+AS02A). Os resultados obtidos pelos pesquisadores demostraram que
Mtb72F, formulado em um adjuvante AS02A ou AS01B, é tdo protetora como BCG
tendo assim evidéncias que esta vacina € uma potencial candidata para testes em paises
no qual TB é endémica sugerindo que futuros ensaios clinicos possam ser feitos
(TSENOVA et al., 2006).

Uma nova estratégia mais eficaz no desenvolvimento de vacinas € inevitavel. Na
tuberculose ndo resta davida de que a imunidade pode prevenir a doenca, e que a
imunidade protetora pode ser induzida pela vacinacdo. Nos dltimos 5 anos, poucos
candidatos surgiram para o desenvolvimento de vacinas contra tuberculose. Conhecendo
a atividade de proteases e sua capacidade de modulacdo da resposta imune, esta pode se
tornar um potente alvo para o surgimento de novas vacinas tendo maiores alternativas

para prevencdo da doenga (VOSS et al., 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

A tuberculose é uma doenca infecto contagiosa responsavel por inimeros casos
novos por tuberculose e por uma alta taxa de mortalidade. Nas Gltimas décadas, tem se
visto cada vez mais 0 aumento de cepas bacterianas resistentes a farmacos e suas falhas
no tratamento, tornando-se cada vez mais necessario estudos para o desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos de grande interesse para minimizar a disseminacdo da
tuberculose.

O M. tuberculosis, 0 agente etiologico da tuberculose, € um patégeno que de
acordo com a co-evolugdo vem se adaptando através de mecanismos de viruléncia e
estratégias de evasdo do Sistema Imune do hospedeiro, estabelecendo assim o processo
infeccioso. Sendo uma dessas estratégias a producdo de proteases, que Sdo enzimas
envolvidas em diversos papéis fisioldgicos de patdgenos, permitindo assim sua
sobrevivéncia no hospedeiro. Conhecendo e entendendo essa relacdo patdgeno-
hospedeiro é o caminho para desequilibrar essa equacéo em favor do paciente.

Com base em pesquisas e buscas em bancos de dados o genoma de M. tuberculosis
possui aproximadamente 4.411.529 pares de bases e 3.924 regides de leituras abertas
(open reading frames ORFS)(COLE et al., 1998). Em seu genoma mais de 100 genes em
potencial codificam proteases ou peptidades, porém poucas foram estudadas (RIBEIRO-
GUIMARAES; PESSOLANI, 2007). Com base nesse levantamento gendmico,
selecionamos genes que codificam para proteases possivelmente secretadas e que ainda
ndo foram estudadas e caracterizadas como Rv2672, Rv0125 e Rv2467, estas possuem
um futuro promissor para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos por estarem
envolvidas em processos celulares como secrecdo e turnover e nos mecanismos de
viruléncia de patdgenos como M. tuberculosis.

O gene de interesse do presente estudo foi o Rv2467, que codifica para uma
aminopeptidase (pepN), uma protease pertencente a familia de metaloproteases M1, que
possuem uma alta especificidade por substratos como Lisina e Leucina dentre outros.
Estudos demostraram que pepN tem uma importancia para espécies bacterianas como
Escherichia coli, Streptomyces e Lactobacilos atuando na reciclagem de aminoacidos,
crescimento, nutricdo e resisténcia ao estresse no qual sdo submetidos pela resposta do
hospedeiro, mostrando assim ser uma protease em potencial para o desenvolvimento de

novos alvos terapéuticos eficazes para um melhor controle da doenga.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Clonar e produzir a proteina recombinante codificada pelo gene Rv2467 de
Mycobacterium tuberculosis.

3.2 Objetivos especificos

Amplificar o gene alvo Rv2467 presente em Mycobacterium tuberculosis
Clonar e expressar o produto para obter a proteina recombinante

Purificar a proteina recombinante em condices ndo desnaturantes.
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4- METODOS

4.1 Amplificacdo do DNA correspondente ao gene Rv2467

Para amplificagdo da regido correspondente ao gene Rv2467, o DNA gendémico
de Mycobacterium tuberculosis (cepa H37Rv) havia sido previamente extraido e, a partir
de pesquisas no banco de dados do GenBank, oligonucleotideos iniciadores especificos
as extremidades do gene Rv2467 foram desenhados e sintetizados com as seguintes
sequéncias: oligonucleotideo “forward” 5> GGA CCA TAT GGC CCT TCC AAA CCT
CAC G -3’ e o oligonucleotideo “reverse” 5 - AAG CTT CTA GCC GTC AGC GTC
GAA GTT GCG- 3’. Os oligonucleotideos “forward” e “reverse” contém sitios de
restricdo (em negrito) das enzimas Nde | e Hind 111, respectivamente.

Os oligonucleotideos juntamente com DNA foram usados para amplificacdo do
gene Rv2467 pela técnica de PCR. A reagdo foi realizada em um volume final de 50 pL
contendo 100 ng de DNA gendémico, 2 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 200 nM de
cada oligonucleotideo, 1U de Platinum® Tag DNA Polimerase High Fidelity
(Invitrogen®) e tampdo de reagdo diluido em agua milli-Q q.s.p 50 pL. O programa da
reacao teve as seguintes etapas e temperaturas: desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 min
seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 55°C por 30s,
extensdo a 72°C por 1:30 min, a reacdo foi estendida por mais 10 min a 72°C.

Para analise do produto posteriormente a PCR, 4 uL do sistema mais 1 pL de
tampé&o de amostra 5X concentrado foi adicionado a um tubo tipo eppendorf de 0,6 mL.
Em seguida, o volume contido no tubo (5 pL) foi aplicado em gel de agarose a 1,5%,
contendo brometo de etideo (0,5 pg/mL). Para visualiza¢do do tamanho do produto foi
aplicado 10 pL do marcador molecular comercial com fragmentos maltiplos de 1kb. Na
corrida do gel, a passagem de corrente elétrica foi programada na fonte de eletroforese a
80 V; 100 mA por uma hora. Ap6s o término da corrida, o gel foi levado para o
transiluminador UV para visualizacdo de possiveis bandas e confirmacdo da amplificacéo

da regido do DNA desejado.
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4.2  Purificagéo do Produto de PCR

Apbs confirmacdo da amplificagdo do PCR, o sistema foi passado por um processo
de purificacdo utilizando um Kit de purificacdo da GE Healthacare Life Sciences
Primeiramente 500 pL do tampéo “Capture Buffer type 2” no tubo contendo 50 uL da
reacdo de PCR, em seguida foram homogeneizados, ap6s esse procedimento todo o
volume foi transferido para mini colunas com a finalidade de isolar o DNA.
Posteriormente a mini coluna foi centrifugada por um minuto a 13.000 x g e adicionou-se
500 pL do “Wash Buffer type 1” e aguardou-se por 2 minutos. Passado o periodo de
incubacgéo, centrifugou-se a 13.000 x g por 1 minuto e este processo foi repetido. Em
seguida a coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL e foi adicionado 50 pL de
H>O mili Q no centro da coluna e esta foi centrifugada por 1 minuto a 13.000 x g. A
confirmacgdo do produto de PCR purificado foi realizada em um gel de agarose 1,5%

como descrito no item anterior.

4.3 Clonagem do produto amplificado purificado.

O produto amplificado foi clonado no vetor de clonagem pGem-T easy (Promega)
através de um sistema de ligacdo composto por 3 pL de dgua MiliQ; 4 pL do produto
amplificado; 1 pL do plasmideo pGem-T easy (Promega, Figura 2); 1 pL do tampédo da
enzima T-4 DNA ligase mais 1uL da enzima T-4 DNA ligase. Ao término da montagem
da reacdo ao tubo tipo eppendorf foi levado ao termociclador permanecendo durante a
noite a 16°C. Dois microlitros do sistema de ligacdo foram utilizados para transformar
linhagem de Escherichia coli XL-10 Gold competente por eletroporacdo. O sistema de
transformacdo foi plagueado em meio Luria Bertani agar (LB &gar) composto por
Triptona, Extrato de Levedura e Cloreto de Sodio contendo como marca de selecéo
ampicilina (100 pg/mL) e as placas foram incubadas durante a noite a 37°C. As coldnias
crescidas em placas foram transferidas e incubadas em tubos contendo LB caldo com
ampicilina (100 pg/mL) para extragdo do DNA plasmidial. A extragdo do DNA
plasmidial foi realizada por lise alcalina (PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit,
Invitrogen) e o material extraido foi digerido com as enzimas Nde | e Hind 111 de acordo
com as normas estabelecidas pelo fabricante para visualizagdo da liberacdo do inserto. As
amostras digeridas foram aplicadas em gel de agarose 0,8%, contendo brometo de etideo

(0,5 pg/mL) para visualizagdo da presenca do inserto. O plasmideo recombinante

26



contendo o inserto foi usado para excisdo do inserto do gel, eluicdo e purificagdo usando
os respectivos kits (ilustra GFXTM PCR DNA e Gel Band Purification kit, GE
Healthcare).

Apbs purificacdo, o gene foi ligado ao vetor de expressdo pET28a (Novagen,
Figura 3) digerido com as enzimas de restrigdo Nde I e Hind 1l utilizando um sistema de
ligagdo composto por 5 pL do produto purificado (Rv2467); 2uL do plasmideo pET28a
(Novagen); 2 uL do tampéo da enzima T-4 DNA ligase e 1uL da enzima T-4 DNA ligase
(1U/ pL) o qual foi incubado durante a noite a 16°C. O sistema de ligacao foi usado para
transformar células competentes de E. coli linhagem XL-10 Gold, as quais foram
plagueadas em LB contendo canamicina (20 pg/mL). Coldnias da transformacéo tiveram
seus plasmideos purificados para verificar a presenca do vetor pET28a recombinante
através da extracdo de DNAs plasmidiais e verificacdo do inserto com digestdo com as
enzimas recombinantes citadas. O plasmideo pET28a recombinante (pET28a/Rv2467)
contendo o gene de interesse foi entdo transformado em E. coli BL-21(DE3) pLysS, as
quais sdo préprias para expressdo de genes sob controle do promotor T7 do sistema pET.
O sistema de transformacdo foi plaqueado em meio LB agar contendo cloranfenicol (100
pg/mL) para manter o plasmideo plysS e canamicina (20 pg/mL), e ao final estas foram
incubadas a 37°C durante a noite.
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Figura 2 - Mapa do vetor de clonagem. Mapa do vetor de clonagem pGEM-T-easy. Acessado em:
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t easy-
vector-systems-protocol.pdf
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Figura 3 - Mapa do vetor de expressao pET-28a. Acessado em : https://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/pET28.pdf

4.4 Inducéo e analise da expressdo da proteina recombinante

As coldnias obtidas com a transformacdo com a cepa de Escherichia coli
BL21(DE3) pLysS foram transferidas em replicas para placa com IPTG (0,4 mM) e outra
placa sem o indutor. Apds serem incubadas a 37 °C durante a noite, as colonias que
apresentaram um crescimento deficiente na placa com IPTG mas com crescimento na
placa sem IPTG foram transferidas para tubos contendo meio LB caldo com canamicina e

cloranfenicol permanecendo em agitagdo a 37°C durante a noite. Primeiramente foi
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realizada uma pequena inducdo onde as culturas crescidas foram transferidas a um
volume de 50 uL em 5 mL de meio LB caldo. Esta foi mantida sob agitacdo até chegar a
uma OD de 0,6 no comprimento de onda de 600 nm quando entéo foi induzida com IPTG
(0,4 mM final) durante 4 horas. Apos incubacdo as celulas ficaram mantidas no gelo e a
cultura foi centrifugada a 6.000 x g, 4°C por 10 min. O sedimento obtido foi
ressuspendido com 100 pL de solugéo de Phosphate-bufferid saline (PBS) em seguida, as
células foram submetidas a 3 ciclos de sonicacdo, no gelo, com um processador ultra-
sonico Vibra-Cell VC130 (Sonics®). Os ciclos foram de duracdo total de 1 min,
segmentados em pulsos de 5 s, com poténcia de 10 W. Um intervalo de 1 mim foi
respeitado entre cada ciclo aplicado nas amostras, depois as células foram centrifugadas
numa rotacdo de 16.000 x g por 15 min a 4°C com finalidade de separar as fracGes
soltvel e insoltvel que foram analisadas em gel de SDS-PAGE12%.

Para prosseguir para etapa de purificagdo, um volume maior de cultura bacteriana
foi induzido para ter um rendimento maior da proteina expressa. Para isso foi realizado
um inoculo da bactéria em 5 ml de meio LB caldo com os antibioticos canamicina e
cloranfenicol, que permaneceu sobre agitacdo durante a noite. Em seguida foi transferido
3 ml do in6culo em 75 mL de meio LB caldo, o frasco foi mantido sobre agitacdo a 37°C
até chegar na OD de 0,6 no comprimento de onda de 600nm. Posteriormente a cultura foi
induzida com IPTG (0,4 mM final) por 4 horas, em seguida as células foram mantidas no
gelo e todo o meio foi centrifugado 6.000 x g, 4 °C por 10 min. O sedimento formado foi
ressuspendido com 250 pL de solucdo de PBS, ap6s este processo foi realizada a lise
celular por sonicagdo seguindo como descrito acima. Logo em seguida estas foram
centrifugadas a 16.000 x g por 15 min a 4°C com finalidade de separar as fra¢fes sollvel

e insolavel que foram analisadas em gel de SDS-PAGE 12%.

4.5 Solubilizacdo da proteina com sarcosil 2%

Uma aliquota de 50 pL da cultura de E. coli BL21-pET28a/Rv2467 foi inoculada
em 4 mL de LB caldo contendo as marcas de sele¢cdo canamicina e cloranfenicol,
permanecendo sob agitacdo a 37°C durante a noite como descrito anteriormente. Em
seguida o tubo tipo eppendorf contendo a amostra foi adicionado o sarcosil (10%), sendo
adicionado 62,5 pL de sarcosil ao volume final contido no tubo, ficando na concentragéo
de 2%, seguidamente o tubo tipo eppendorf permaneceu no gelo por duas horas. Apos a

incubacg&o por duas horas no gelo, a amostra foi centrifugada a 14.000 x g por 30 minutos
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a 4°C, em seguida o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o sedimento foi
ressuspendido com 250 pL de solucdo PBS para posterior analise em gel SDS-
PAGE12%.

Para prosseguir com a purificacdo foi realizado uma inducdo em um volume maior.
Inicialmente foi feito um indculo da bactéria em 5 mL de meio LB caldo com os
antibidticos canamicina e cloranfenicol. Este permaneceu sob agitacdo durante a noite,
em seguida foi transferido 3 mL do ino6culo em 75 mL de meio LB caldo. O frasco foi
mantido sob agitacdo a 37°C até chegar a OD equivalente a 0,6 no comprimento de onda
600nm. Posteriormente o clone foi induzido com IPTG (0,4 mM) por 4 horas. Em
seguida as células foram mantidas no gelo, e todo o meio foi centrifugado 6.000 x g, 4 °C
por 10 min. O sedimento formado foi armazenado no freezer -20°C até o momento da

purificacdo.

4.6 Purificacdo da proteina recombinante em condi¢do ndo desnaturante.

A purificacdo da proteina recombinante em condicdes ndo desnaturantes foi feita
com o kit de purificacdo Ni-NTA Fast Start (Qiagen) seguindo as instrucGes do
fabricante. Uma cultura de 250 mL de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo
recombinante previamente induzido com IPTG foi centrifugada e armazenada no freezer
-20°C. O sedimento foi ressuspenso em 7,5 mL de tampao de lise “Native Lysis buffer
pH 8,0” suplementado com lisozima 1mg/mL e benzonase 25U/uL. Em seguida
permaneceu incubado por 30 mim no gelo, ap6s incubacdo no gelo foi adicionado
sarcosil para concentracdo final de 2%, as células foram centrifugadas a 16.000 x g por
30 mim a 4°C e a porcao soltvel foi aplicada a uma coluna de niquel com afinidade pela
histidina. Apos aplicacdo, a coluna foi lavada por duas vezes com 4 mL do tampéo de
lavagem Wash Buffer. Posteriormente a proteina recombinante foi eluida da coluna por
duas vezes utilizando 1 mL do tampéo de elui¢do. Todas as fragdes de cada etapa foram
analisadas em gel de SDS-PAGE 12%.

4.7 Purificacdo da proteina recombinante em condi¢fes desnaturantes.

A purificacdo da proteina de forma desnaturante foi feita também com o kit de
purificacdo Ni-NTA Fast Start (Qiagen) seguindo as instrucdes do fabricante. Para tanto,

células de E. coli a partir de volume de 250 mL de cultura previamente induzida por
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IPTG foram obtidas por centrifugacdo e armazenado no freezer -20°C. Em seguida, para
a lise da celula, o sedimento foi ressuspendido com 10 mL de tampédo desnaturante
ajustando o pH da solucéo para 8,0 com solucdo de NaOH concentrado e a suspenséo foi
incubada por 1 hora a temperatura ambiente. ApOs incubacdo, as células foram
centrifugadas a 14.000 x g por 40 minutos a 15°C. A porcao solavel foi aplicada a uma
coluna de niquel com afinidade pela histidina (His Bind Purification Kit®, Quiagen®).
Apbs aplicacdo, a coluna foi lavada por duas vezes com 4 mL do tampdo de lavagem
preparado através do tampdo desnaturante, ajustando o pH da solugéo para 6,3 utilizando
NaOH concentrado. Em seguida, a proteina recombinante foi eluida da coluna por duas
vezes com 1mL do tampdo de eluicdo que também foi preparado a partir do tampéo
desnaturante, ajustando o pH para 4,5 utilizando HCL concentrado. Todas as fracfes de

cada etapa de eluicdo foi analisada em gel de SDS-PAGE 12%.

4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida.

Para analisar a separacdo das proteinas do extrato total, monitorou o padrdo de
migracao da proteina recombinante purificada bem como estimar sua massa molecular, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel desnaturante poliacrilamida 12%. O
tampao de amostra utilizado foi composto por 0,1% de SDS e 50 puM de B-
mercaptoetanol; as amostras foram aplicadas no gel com fervura prévia. Apos
eletroforese, os géis foram corados com azul de Coomassie para a visualizacdo das
bandas e estimativa da massa molecular da proteina utilizando-se de marcadores

comerciais como referéncia (BenchMark Protein Ladder).

4.9 Producédo de anticorpos policlonal

A produgéo de anticorpos foi feita utilizando um camundongo isogénico da
linhagem BALB/c atendendo estritamente as normas estabelecidas e aprovadas pela
Comissdo de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal de Goias. A banda
correspondente a proteina recombinante foi cortada do gel de SDS-PAGE12% e
juntamente com o gel foi macerada para inoculacdo em camundongos. A proteina
recombinante purificada foi utilizada para a imunizagdo dos camundongos. A propria
acrilamida, por possuir fortes propriedades inflamatérias foi utilizada como adjuvante.

Foram feitas 3 imunizagdes via subcutanea com intervalo de 15 dias. O sangue do animal

31



foi coletado 15 dias ap6s a ultima imunizacao, o soro foi separado e estocado a -20°C. Os
anticorpos obtidos foram caracterizados por Western blotting e posteriormente utilizados

para estudos de citolocalizacao e deteccédo das enzimas nativas.

4.10 Western Blotting

A amostra contendo a proteina recombinante (Rv2467) expressa foi preparada a
partir de bactérias cultivadas em meio LB caldo. A amostra utilizada no experimento foi
uma amostra purificada sob condi¢Ges ndo desnaturantes em gel de SDS-PAGE 12%.
Apos transferéncia do gel para membrana, esta foi bloqueada com 5% de leite em po
desnatado, sem gorduras dissolvido em PBS adicionado na membrana colocada dentro de
um saquinho permanecendo sobre agitacdo durante a noite a 4°C. Em seguida, a solucéo
de blogueio foi desprezada e a membrana entdo foi incubada por duas horas a 37°C com
anticorpo anti-histidina liofilizado. O anticorpo anti-histidina foi ressuspenso com 15uL
de &gua resultando em uma concentracdo final de 0,2 mg/mL, sendo posteriormente
diluido 1:1000 para atingir a concentracdo de uso. As membranas foram lavadas com
PBS e entdo incubadas por uma hora a temperatura de 37°C sob agitacdo com anticorpo
secundario Biotin-XX (Molecular Probe), diluido em 15 mL de tampédo PBS 2% de leite
desnatado. A membrana foi novamente lavada com PBS e entéo foi incubada por uma
hora a temperatura ambiente sob agitacdo com 3uL de Avidina-Peroxidase (Sigma-
Aldrich) em 15 mL de tampédo PBS 2% com leite desnatado. A membrana foi lavada e
em seguida foi revelada ao abrigo da luz com tampdo de revelacdo contendo
diaminobenzidina (DAB); PBS e H20.. A reac¢do foi monitorada por 10 minutos para
deteccdo das bandas. O complexo antigeno-anticorpo foi detectado via anti-histidina.

Para caracterizacdo do anticorpo policlonal produzido pelo soro dos camundongos
imunizados foi realizado um outro Western bloting do mesmo modo descrito acima
porém ao inves de usar anticorpo anti-histidina, foi usado o anticorpo policlonal
produzido conforme descrito acima. Foi realizado uma adsorc¢éo utilizando 30 pL do soro
em 300 pL de PBS, adicionando 2 pL de uma aliquota de E.coli BL21 retirada do freezer
-80°C permanecendo no banho Maria a 37°C por uma hora. Em seguida a amostra foi
centrifugada e todo sobrenadante foi diluido em 10 ml de tamp&o PBS 2% com leite
desnatado.
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5 RESULTADOS

5.1 Analises in silico (Predi¢tes) proteina Rv2467

e Arvore de Similaridade

A arvore de similaridade foi construida através da sequéncia de aminoacidos da
proteina Rv2467 dado pelo banco de dados “Tuberculist”. Através da sequéncia
observamos a similaridade da proteina em estudo com outras proteinas, no qual,
realizamos o alinhamento no programa Clustal 1X 2 com alguns microrganismos como
por exemplo espécies do proprio género Mycobacterium, espécies de Streptomyces,
Lactobacilos, Escherichia coli, Eucarioto e Homosapiens. Apdés o alinhamento o
programa gera um arquivo no formato DND que atraves deste arquivo € possivel
construir a &rvore de similaridade no programa FigTree v.1.4.3.exe.

Como podemos observar na figura 4, ha uma grande similaridade da proteina
Rv2467 com as proteinas das espécies Mycobacterium Bovis e Mycobacterium
tuberculosis, enguanto proteinas de outras espécies bactetrianas pertencentes ao mesmo

género sdo mais distintas, como por exemplo M. abcessus.

Rv2467 M. _tuberculosis H37Rv

—M_tuberculosis_CDC1551
M _bovis BCG Pasteur
M_marinum_M
M_leprae_TN
M_avium_paratuberculosis
M_smegmatis_AlIU09746.1
M_abcessus_subsp
_[I M_massiliense_Go-06

M_chelonae_CCUG

S lividans
Tetrahymena _thermophila
‘| E coli_
leukotriene
o thermolysin_Bacillus
_l Lac oris AMS08804.1

Homo _sapiens

Figura 4- Arvore de similaridade. A partir da sequéncia de aminoécidos da proteina Rv2467 foi realizado uma busca
de sequencias similares realizando o alinhamento no programa Clustal 1X 2 e posteriormente foi construida a arvore de
similaridade no programa FigTree v.1.4.3.exe.
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e [Estrutura molecular

A proteina Rv2467 é uma aminopeptidase (PepN) com ampla especificidade de
substrato para varios peptideos (pode preferencialmente clivar leucina, arginina e lisina
em substratos contendo ligacGes peptidicas) presentes em Mycobacterium tuberculosis.
No entanto, sua estrutura molecular ainda ndo est bem definida em bancos de dados, o
que nos levou a procurar por estruturas similares a ela. Ao colocar a sequéncia de
aminoacidos no programa Phyre2 server, este nos deu uma predicdo da estrutura

molecular da proteina Rv2467 (Figura 5A) bem como estruturas homdlogas (Figura 5B).

Final Model

POB ) Organism Resolution
DBA Eschericha o 1504

Secondary Structure Rainbow N->C Confidence

Close JSmol

Figura 5 - Predigéo da estrutura molecular Rv2467 A - Predigdo da estrutura molecular da proteina recombinante
RV2467 analisada pelo programa Phyre2 server. B - Estrutura homologa de Leukotrieno hydrolase/aminopeptidase
(LTA4H)

Ao analisar estruturas homologas da proteina Rv2467 observamos que a estrutura
de Leukotrieno (LT) A4 hydrolase/aminopeptidase (LTA4H) pertencente a familia M1 no
qual a proteina Rv2467 também petercente mesma familia, seria a mais similar
estruturalmente a ela (Figura5B). Esta estrutura € composta por trés dominios; dominio N-
terminal, dominio catalitico e o dominio C-terminal.

O dominio N-terminal € composto por folhas- B compostas por sete filamentos e
duas folhas B menores que se dobram em lados opostos da mesma face da folha de sete
filamentos, de modo que um tipo de envelope é formado, com uma grande concavidade,

superficie exposta ao solvente. J4 o dominio C-terminal é composto por duas camadas de
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hélices a paralelas, cinco na camada interna e quatro na externa, dispostas de maneira
antiparalela, com rotages perpendiculares contendo segmentos helicoidais curtos no topo.
As hélices se assemelham a repeticdes de regides de motivo HEAT que sdo pares de a
hélices antiparalelas que geralmente sd@o maiores e criam estruturas helicoidais adequadas
para interacGes proteina-proteina.

O dominio catalitico é similar em estrutura & protease bacteriana termolisina
produzida por “Bacillus thermoproteolyticus”. Sua identidade de sequiéncia compartilhada
estd confinada ao motivo de ligacdo de zinco (HEXXH-X18-E). Assim como a termolisina,
este dominio consiste em dois lobos, um a-helicoidal ¢ um misto o / f. Como este dominio
contém apenas 245 aminodcidos, alguns truncamentos sdo evidentes em relacdo a
termolisina (que contém 314 residuos). O local de ligagdo metalica Zn?* estd compreendido
entre os dois l6bulos, e 0 metal esta coordenado pelos aminoacidos His 295, His 299 e um
oxigénio carboxilico de Glu 318. Os residuos Glu 296 e Tyr 383 estdo implicados na
atividade de clivagem do peptideo e estdo localizados perto do Zn?* (THUNNISSEN;
NORDLUND; HAEGGSTROM, 2001).

e Motivos consensos

A proteina Rv 2467 possui alguns motivos semelhantes com de outras bactérias.
Entre eles se encontram o tipo catalitico descrito que a classifica como uma metaloproteases.
Segundo as descri¢cGes de Rawlings e Barrett (1993), as aminopeptidases foram classificadas
como pertencentes a familia M1, uma enzima monomérica possuindo habilidades cataliticas
de amino e endopeptidases. Os membros pertencentes a essa familia possuem motivos que
sdo bastantes conservados e estdo presentes em alguns microrganismos. Dentre 0s
importantes motivos conservados se encontra GXXEN (Figura 6), um motivo conservado de
exopeptidase e o motivo HEXXH (Figura 7) um motivo de ligacdo metalica, sendo
composto por quatro dominios, N-terminal, catalitico folha 8 ¢ C-terminal.

Para observar estes motivos consensos, as sequencias de proteinas das espécies
consideradas similares a proteina codificada por Rv2467, foram agrupadas em um bloco de
notas que ao terminar este arquivo foi convertido para um formato fasta e em seguida

analisado no programa https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/.
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Figura 6 - Motivo consenso GXEN - Alinhamento da proteina Rv2467 com as proteases de outras espécies bacterianas pelo
clustal. A chave em preto representa um motivo GXEM, um motivo conservado de exopeptidase. A seta em vermelho
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E_coli_

leukotriene
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DNTALDMKRWWATVI THELAHQWFGDLVTMKWWDDLWLNESFANMME - - YLSVDAL - -EP

Figura 7 - Motivo HEXXH. Motivo de ligacdo metalica, sendo composto por quatro dominios, N-terminal, catalitico, folha B e
C-terminal. A chave em preto representa a regido onde o motivo se encontra. A seta em vermelho aponta a proteina
Rv2467

e Peptideo Sinal.

A secrecdo de proteinas se dad por uma sequéncia de 15-40 aminoé&cidos
chamadas de peptideo sinal que vdo atuar marcando as proteinas que serdo exportadas
para determinados locais, como por exemplo, o ambiente extracelular. Estas proteinas
vao ser reconhecidas por meio da sequéncia sinal, o qual, apds a exportacao, é removido
da proteina por meio da acdo de proteases. Devido & sua importancia para secrecdo de
proteinas, novos métodos computacionais foram desenvolvidos para prever péptidos de
sinal e determinar os locais de clivagem do sinal (ZHANG; HENZEL, 2009).
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Com finalidade de predizer se a sequéncia de aminoacidos da proteina Rv2467,
conttm uma sequéncia de peptideo sinal foi utilizado o programa SignalP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/). Na figura 8 pode-se ver que na sequéncia

submetida ao programa SignalP ndo ha nenhuma sequéncia com potencial de peptideo
sinal de secrecéo.

Os seguintes resultados sdo mostrados: O escore S médio do possivel péptido
sinal (da posicédo 1 a posicdo imediatamente anterior a pontuacdo Y maxima).. Pontuacéo
Y. Esta é a pontuacdo que € usada para discriminar péptidos de sinal de péptidos néo-
sinal. Para as proteinas ndo secretoras, todas as pontuacdes representadas na saida
SignalP devem, idealmente, ser muito baixas (perto do valor alvo negativo de 0,1). O
resultado obtido pelo programa através da sequéncia de aminoacidos da proteina desejada

pode ser observado que esta ndo possui peptideo sinal (Figura 8).
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Figura 8 - Predigéo de peptideo sinal. Apds a submissdo da proteina recombinante gerou-se o gréafico onde: C-score
(score do sitio de clivagem bruta). S-score (score do peptideo de sinal). Y-score (score combinado da clivagem).

e Analise de possiveis sitios de glicosilacdo da proteina Rv2467

O processo de glicosilacdo é importante por influenciar as propriedades bioldgicas
como atividade, solubilidade, dobragem, conformacéo, estabilidade de diferentes
proteinas celulares, modulando a estrutura e funcdo de proteinas (CHAUHAN et al.,
2012). E sabido que a glicosilagdo pode ocorrer em duas formas. A primeira delas é o
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processo de glicosilacdo N-ligada, que ocorre quando uma molécula de agucar e
adicionado a porgdo amino-terminal da cadeia lateral de uma asparagina. Uma outra
forma seria a O-ligada, que ocorre quando um acucar e adicionado ao grupo carboxilico
de aminoacidos como serina e treonina.

Com o intuito de predizer se a proteina Rv2467 possui possiveis sitios N-ligados
e O- ligados utilizamos a plataforma criada por Chauhan e colaboradores (2012) foi
construida através da extracdo glicoproteinas anteriormente caracterizadas
experimentalmente, constituindo de espécies como; Crenarchaeota, Euryarchaeota,
Proteobacteria, Actinobacterias e Firmicutes. Tendo como resultado um valor maximo
de 0,48 a 0,51 com valor de precisao de 82,03% e 86,39% para predicdo de N-glicosilado
(Figura 9A). Para os possiveis sitios O-glicosilados também pode ser previsto com uma
precisdo razoavelmente alta de 70,24% e 89,69% com valores maximos de MCC

correspondentes de 0,19 a 0,50 (Figura 9B).

A B
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Figura 9- Predicéo de sitios de glicosilagdo. A- Possiveis sitios de glicosilagdo para glicosilagdo N-ligada.B-
Possiveis sitios de glicosilagdo O-ligada..
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e Pontes de dissulfeto

As pontes de dissulfeto desempenham um papel importante na estabilizacdo do
processo de dobragem das proteinas. Além disso, o conhecimento sobre o estado de
ligagdo de dissulfeto de cisteinas pode ajudar o processo de determinacdo da estrutura
experimental e podem ser Uteis em outras tarefas genicas de anotacdo (CERONI et al.,
2006). Sabendo-se da influéncia das pontes de dissulfeto na conformacdo da proteina
buscou-se a predicdo de pontes de cisteina na proteina desejada utilizando o
DISULFIND - Cysteines Disulfide Bonding State and Connectivity.

A anélise in silico de possiveis pontes de dissulfeto na sequéncia da proteina
Rv2467 demonstraram que a proteina desejada ndo possui possiveis pontes de dissulfeto,
pois resultados iguais a 1 representa uma ponte de dissulfeto e 0 significa pontes ausentes
(Figura 10).
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Figura 10- Predicdo de possiveis pontes de dissulfeto. A primeira linha abaixo da sequencia de aminoacido apresenta os
residuos de cisteina, com (1) ou sem (0) potencial de haver pontes de dissulfeto. Abaixo destes valores ainda aparece a
confianca (0 baixo até 9, alta) desta informacéo estar certa.

e Sequenciamento

Ap6s andlise do sequenciamento do primer 5°-3” verificamos que a construcdo feita

para clonagem e expressdo da proteina desejada Rv2467 foi realizada de forma correta.

Em particular pode-se ver no eletroferograma (Figura 11) a juncdo entre a regido
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aminoterminal do gene Rv2467 e o plasmideo pET28 em que pode-se notar a sequéncia

correspondete ao local de agdo da enzima de restricdo Nde | e logo em seguida podemos

observar a regido do oligonucleotideo iniciador forward 5°-3” seguido da parte inicial do

gene Rv2467 de Mycobacterium tuberculosis.
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Figura 11 — Sequenciamento da construcdo do gene Rv2467- O eletroferograma apresentou picos isolados
confirmando que a construcdo foi realizada de forma correta, no qual pode-se observar o sitio de restri¢cdo para

Ndel e em seguida o primer forward primer 5°-3”.

5.2 Clonagem do gene Rv2467 de M. Tuberculosis

O DNA gendmico da cepa padrdao ATCC H37Rv de Mycobacterium tuberculosis foi

extraido e posteriormente serviu de molde para amplificar o gene Rv2467 por meio de

oligonucleotideos iniciadores desenhados para amplificar um fragmento de 2586 pb.

O produto da amplificagdo obtido demostrou um amplicon na regido entre 2000 e

3000 pb quando comparado ao marcador de tamanho molecular conhecido 1kb plus

(Figura 12) correspondendo ao tamanho de banda esperado de acordo com o tamanho do

gene e a insercdo dos sitios para enzimas de restricéo.
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Figura 12 - Analise do produto amplificado do gene Rv2467. Gel de agarose a 1,5 % contendo o produto
da reagdo da polimerase em cadeia (PCR) do gene Rv2467. O produto foi amplificado (Rv2467) a partir do
DNA genémico de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv). A - Marcador de massa molecular 1kb plus
(Invitrogen). B - Amostra controle negativo C - Amostra do produto amplificado. A cabeca de seta indica o
produto amplificado do tamanho esperado de 2.586 pares de bases.

A partir do resultado obtido pela técnica de PCR foi realizado um sistema de
ligacdo do produto amplificado ao vetor de clonagem pGem-T easy e este sistema
posteriormente foi utilizado para transformar em E. coli XL10 Gold. Dos transformantes
obtidos, cinco clones resultantes da transformacdo foram selecionados e crescidos em
meio LB caldo com ampicilina. De cada clone selecionado foi realizado a extragdo
plasmidial por lise alcalina. A partir do DNA extraido os clones selecionados foram
submetidos ao processo de digestdo com as enzimas Nde | e Hind I1l. Apds analise em
gel de agarose observou-se um clone positivo, ou seja, que teve a liberagdo do inserto

apresentando bandas correspondente ao plasmideo pGem T_Rv2467 (Figura 13).
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Figura 13 - Analise da digestédo do plasmideo recombinante pGem T_Rv2467 com as enzimas de Nde
I e Hind Ill. A- Marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogem). B- Dos clones resultantes da
transformagcéo foi feita a extracdo plasmidial de cada clone, e posteriormente digeridos com as enzimas de
restricdo Ndel e Hindlll. As cabeca das setas indica as bandas presentes no gel corresponderam ao tamanho
das bandas esperadas, sendo a banda de 3.000pb corresponde ao plasmideo pGem T easy (3015pb) e outra
de 2586pb correspondendo ao gene codificante Rv2467

Procedeu-se entdo a digestdo em maior escala do plasmideo recombinante pGem
T _Rv2467 com as enzimas de digestdo Nde I e Hind Il e procedeu-se a eluicdo em gel
de agarose do fragmento de 2586 pb liberados correspondente ao gene Rv2467. O
produto de eluicdo foi usado para montar um novo sistema de ligacdo com plasmideo de
expressdo pET28a (Novagen®) previamente digerido também com as enzimas Nde | e
Hind Ill. Este novo sistema de ligacdo foi utilizado para transformacdo em E. coli
XL10Gold. Das colbnias geradas pela transformacédo, dez clones foram selecionados e
crescidos em LB caldo contendo canamicina e cloranfenicol como marca de selecdo. Em
sequida foi realizada a extracdo do DNA plasmidial de cada clone selecionado e o0s
DNAs extraidos foram digeridos com as enzimas de restricdo Nde I e Hind I1I.

O resultado obtido apds digestdo com as enzimas de restricdo foi analisado em gel
de agarose. No gel, observou-se um clone positivo, que apresentou uma banda na altura
correspondente ao gene codificante Rv2467, contendo 2586 pb e outra na altura
correspondente ao plasmideo pET28a, que possui 5369pb quando comparado ao
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marcador molecular 1Kb-plus (Invitrogen), equivalente ao esperado para o plasmideo
recombinante pET28a -Rv2467 (Figura 14).

A B
— L=

5000pb 5369pb

2500pb - 2536pb
2000pby

1500pby

100Cpb:

Figura 14 - Clonagem do gene Rv2467 no vetor pET28a (Novagen). A - Marcador molecular de massa
1Kb plus (Invitrogem). B- Plasmideo pET28a/Rv2467 recombinante digerido com enzimas de restricdo
Nde | e Hind Il analisado em gel de agarose. As cabecas das setas indicam as bandas apresentadas
correspondem ao tamanho esperado de (5.369 pb) correspondente ao plasmideo (pET28a) e a outra
correspondente ao gene codificante Rv2467 (2.586 pb).

O plasmideo recombinante pET28a -Rv2467 obtido foi utilizado para transformar E.
coli BL21(DE3) pLysS, que é uma linhagem de E. coli propria para expressdo de
proteinas a partir do promotor do bacteriofago T7 (contido no vetor pET28a). Das
col6nias resultantes da transformacdo e que cresceram na placa contendo LB agar com
cloranfenicol (100ug/ml) e canamicina (20 pg/ml) foram selecionados 10 clones, os quais
foram inoculadas em réplicas em duas placas de LB agar ambas com antibiotico; uma
contendo IPTG (0,4 mM), e outra sem IPTG e incubadas durante a noite (Figura 15) com
a finalidade de avaliar o crescimento da cultura transformante sob condi¢Ges de indugéo
da expressdo da proteina recombinante. Trata-se de uma avalia¢do subjetiva e baseado na
ideia de que ao induzir a expressao da proteina recombinante em altos niveis com IPTG,

a bactéria sofre consequéncias metabdlicas que interferem no seu crescimento.
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Figura 15 — Avaliacéo d crescimento de clones transformante na presenca de IPTG. Ambas placas
tinham LB agar mais antibioticos e Cloranfenicol 100 pg/mL e canamicina 20 pg/ml porém uma das placas
n&o teve adicéo do indutor IPTG (A) e a outra placa teve adicdo de 0,4 mM do indutor IPTG (B). Ambas
placas foram mantidas a 37°C durante a noite. Os clones circulados em preto (3, 5 e 9) representam 0s
clones que foram selecionados para posterior indugéo.

Em observacdo do gel, notou-se que as culturas induzidas com IPTG havia a
presenca de uma banda mais forte com peso molecular esperado de 94 kDa, quando
comparado ao marcador molecular de tamanho conhecido (10-225 kDa) e esta banda
mais evidente estava ausente nas culturas sem inducdo, indicando ser do tamanho
esperado para a proteina recombinante Rv2467 (Figura 16). Aparentemente o clone 9
teve uma inducdo mais robusta que os outros dois clones, seguido do clone 3 e o clone 5

teve a menor expressdo da proteina recombinante.
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Figura 16 - Avaliacdo da indugdo da proteina recombinante (Rv2467) em gel de SDS-PAGE 12%. M-
Marcador de massa molecular (Promega- 10-225 Kda). As amostras de trés clones (3, 5 e 9) foram
analisadas em relacéo a cultura ndo induzida (9n, 5n e 3n) e a cultura induzida com IPTG (9i, 5i e 3i). A
cabeca da seta corresponde ao tamanho da banda de 94 Kda, esperado para a proteina Rv2467
recombinante.

Ap6s confirmacgdo da expressdo da proteina recombinante, os clones 3i e 9i que
deram a melhor expressao foram selecionados para serem novamente inoculados em 5
mL meio LB caldo, contendo os antibiéticos cloranfenicol (100ug/ml) e canamicina
(20 pg/ml) e induzidos por 4 horas com IPTG (0,4 mM) para verificar a solubilidade
da proteina recombinante expressa. As culturas foram centrifugadas e os sedimentos
celulares foram lisados por sonicacdo e logo apos foram centrifugados para separagao
das fragdes soluvel (sobrenadante) e insoluvel (sedimento). Como apresentado na
Figura 17, pode-se observar que a proteina recombinante Rv2467 ficou
predominantemente na fracdo insollvel, provavelmente formando corplsculo de

inclusdo nos dois clones testados.
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Figura 17-Avaliacdo da solubilidade da proteina recombinante (Rv2467) em gel de SDS-PAGE Apoés
inducéo dos clones 3 e 9, as culturas foram lisadas por sonicacéo e uma parte do extrato total foi aplicada
em gel de SDSPAGE (fragdo LT). O restante foi centrifugado dando origem as fragbes insoliveis do
sedimento (FP) e a fracdo do sobrenadante (FS). M- Marcador de massa molecular (Promega - 10 — 225
Kda); 3FS - fracdo soltvel/sobrenantante do clone 3; 3FP — fracdo insoltvel/sedimento do clone 3; 3LT -
lisado total do clone 3; 9FS - fracdo sollvel/sobrenantante do clone 9; 9FP — fracdo insollvel/sedimento do
clone 9; 9LT - lisado total do clone 9. A cabeca da seta indica o tamanho da banda esperado de 94kDa.

Diante da ndo solubilizagcnao da proteina recombinante expressa, o clone 9 foi
selecionado para uma nova inducdo de uma forma mais lenta que as anteriores e uma
menor concentracdo de IPTG, almejando diminuir a formac&o de corpusculos de inclusdo
e obter maior rendimento da proteina em sua conformacdo sollvel. Para tanto uma
aliqguota do clone 9 foi inoculada em meio LB caldo contendo os antibi6ticos
cloranfenicol (100 pg/ml) e canamicina (20 pug/ml). Posteriormente a cultura foi induzida
com 0,2 mM de IPTG por seis horas. Em seguida, a célula foi lisada por sonicagéo e
centrifugada para separacdo das por¢des sollveis e insollveis para analise em gel de
SDS-PAGE 12% (Figura 18).
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Figura 18 - Andlise de expressdo da proteina recombinante Rv2467 nas fragdes solavel e insolavel.
Como marcador para identificar a proteina recombinante Rv2467, foi utilizado uma amostra induzida
anteriormente do clone 3 (C+3). Apds inducédo do clone 9 com 0,2 mM de IPTG por seis horas a cultura foi
processada para lise por sonicagdo e separacao das fracdes sollvel e insollvel. Feito isso, as fragdes foram
analisadas em gel de SDS-PAGE 12%. 9FS - fracdo solUvel/sobrenantante do clone 9; 9FP — fracéo
insolGvel/sedimento do clone 9. A cabeca da seta indica o tamanho esperado da proteina recombinante
Rv2467 de 94kDa.

O aumento do tempo de inducdo causou 0 aumento da expressdo da proteina
recombinante, mesmo utilizando-se metade da concentracdo do indutor IPTG, contudo a
proteina recombinante permaneceu na forma insolivel. Em uma tentativa de solubilizar a
proteina foi visto em literatura por Hu Tao e colaboradores que o sarcosil é um detergente
que pode ajudar na solubilizacdo da proteina. Entdo foi proposta uma tentativa de
solubilizacdo da proteina utilizando sarcosil 2%. O clone 9 foi crescido em meio LB
caldo contendo os dois antibidticos citados e posteriormente a cultura foi induzida com
1mM de IPTG. Em seguida a célula foi lisada e centrifugada para separacdo das fragbes
soluvel e insoluvel. Apos lise da célula, foi adicionado sarcosil na concentragdo final de
2%, permanecendo no gelo por duas horas. Em seguida a célula foi centrifugada
novamente e o sobrenadante e sedimentos foram analisados em gel de SDS-PAGE12%
(Figura 19). Como observado na Figura 19, a adi¢do de sarcosil na amostra ajudou na

solubilizacédo das proteinas em geral, nota-se agora que a maioria das proteinas passaram
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a predominar na fragdo solGvel, inclusive a proteina recombinante Rv2467 que pode ser
vista na altura do tamanho esperado da proteina de 94 kDa. (TAO et al., 2010).

9FS 9FP M

94kDa P>

Figura 19 - Solubilizacdo da proteina recombinante Rv2467 com sarcosil 2%.0 clone 9 sem induzir foi
crescido em meio LB caldo e posteriormente induzido por quatro horas com IPTG 1 mM. Apés a lise das
células foi adicionado sarcosil na concentragdo de 2% permanecendo no gelo por duas horas. As fracdes
foram separadas e analisadas em gel de SDS-PAGE 12%. Como controle foi utilizado o marcador de massa
molecular conhecido (Promega- 10-225kDa) M. 9FS - fracdo solluvel (Sobrenadante); 9FP- fragdo
insoldvel (Sedimento). A cabeca da seta indica o tamanho da proteina desejada de 94 kDa.

Como a tentativa de isolar a proteina recombinante para posteriores testes de
caracterizacdo da proteina, foi realizado teste para purificacdo da mesma em condi¢oes
nativas. Para tanto o sobrenadante da lise celular com sarcosil a 2% do clone 9 induzido
foi coletado por meio de centrifugacéo e transferido para coluna de purificagdo de niquel.
Todas as etapas da purificacdo da proteina foram coletadas para analise em gel de SDS-
PAGE 12% (Figura 20). Como observado na Figura 24, boa parte da proteina
recombinante ndo se aderiu a coluna durante a aplicacéo, pois pode ser vista na fracdo da
primeira lavagem da coluna (Figura 20, FL e E1). Uma fragcdo muito pequena da proteina
recombinante Rv2467 pode ser observada nas fracdes de eluicdo 1 e 2, no entanto
proteinas adicionais de massa molecular menor que a proteina Rv2467 também foram

recuperadas, podendo ser degradacdo da proteina recombinante ou impurezas.

49



M  9CL 9FL O9LI 9L2 9El OE2

< 94 kDa

Figura 20 - Purificacio da proteina recombinante Rv2467 em condigGes nativas. A cultura do clone 9
foi induzida com 1 mM de IPTG por quatro horas. Ao final da inducdo, a cultura foi centrifugada e as
células coletadas foram submetidas a lise com tampéo de lise e suplementado com sarcosil na concentragido
final de 2% por 2 horas. Em seguida, o sistema foi centrifugado e o sobrenadante foi passado na coluna de
Ni*?, durante este processo de purificacdo fracGes de todas as etapas foram coletadas, para posterior analise
em gel SDS-PAGE 12%. Primeiramente foi retirada uma aliquota antes da passagem do sobrenadante na
coluna (9CL); A solugdo que passou inicialmente pela coluna foi coletada (9FL); Em seguida a coluna foi
lavada por duas vezes com tampdo de lavagem e em cada lavagem foi coletada uma aliquota (9L1 e 9L.2);
Posteriormente o que permaneceu ligado a coluna foi eluido com 1 mL de tampdo de eluigdo. Esse
processo foi repetido por duas vezes e em cada etapa foi coletada uma aliquota (9E1 e 9E2) para analise
em gel de SDS-PAGE. M: marcador promega 10-225 kDa.

Devido ao baixo rendimento da purificacdo da proteina em condices nativas e com
sarcosil, procedemos a tentativa de purificar a proteina insoltvel para ver se o rendimento
seria melhor. Para tanto o lisado bacteriana do clone 9 induzido foi realizada pela adi¢éo
do tampdo desnaturante contendo ureia. Em busca na literatura foi verificado por
Bornhorst e colaboradores onnotaram que a adi¢do de 10 mM de B-mercaptoetanol nos
tampdes de lise ajudam na quebra de ligacbes fortes como pontes de dissulfeto, pois
talvez somente a ureia ndo seria suficiente para quebrar estas ligacGes Inicialmente foi
feito uma inducdo em pequena escala adicionando B-mercaptoetanol no tampéo de lise
para ressuspensao das células (Figura 21) (BORNHORST; FALKE, 2000).
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Figura 21 - Solubilizagiio da proteina recombinante Rv2467 com B-mercaptoetanol. Ap6s inducéo do
clone 9, a célula foi lisada em tampdo desnaturante contendo uréia e em seguida foi adicionado B-
mercaptoetanol e depois do tempo de incubagdo a amostra foi centrifugada para separagdo das amostras em
suas fracBes sollveis e insollveis e foram analisadas em gel de SDS-PAGE. M- marcador molecular de
tamanho conhecido (10-225Kda); 9FS - Fragdo solavel (sobrenadante) e 9FP -Fragdo insollvel
(sedimento). A cabeca da seta indica o tamanho da proteina recombinante de 94Kda.

Como observado no gel da Figura 21, a adigdo de B-mercaptoetanol na solucéo de
lise ajudou na recuperagdo da proteina na forma soltvel, porém a eficiéncias ainda foi
baixa pois boa parte da proteina recombinante ficou na fracéo insoltvel. Apesar da baixa
eficiéncia de solubilidade, foi feita outra tentativa de purificacdo da proteina
recombinante Rv2467 em condi¢des desnaturantes. Apds indugdo do clone 9 e lise do
mesmo com ureia conforme descrito acima, foi retirada uma aliquota antes do processo
de centrifugacéo do lisado total (LT) com a finalidade de observar o perfil do extrato total
lisado da inducdo. Em seguida a amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi adicionado
a coluna de niquel e todas as etapas foram coletadas para analise em gel de SDS-PAGE
12% Figura 22.
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Figura 22 - Purificacdo da proteina recombinante Rv2467 em condic¢fes desnaturantes. A cultura de
E. coli BI21 (DE3) pLysS_pET28a_Rv2467 (clone 9) foi induzida com 1mM de IPTG e posteriormente
lisada com tampédo de lise desnaturante (com uréia) pH 8,0 suplementado com B-mercaptoetanol. Apds a
lise da célula, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi passado na coluna. Inicialmente foi retirada
uma aliquota antes da centrifugacdo tendo o Lisado total (9CL); Em seguida o sobrenadante foi aplicado a
coluna de niquel e uma aliquota foi coletada sendo denominada: Sobrenadante ndo aderido (9FL).
Posteriormente a coluna foi lavada duas vezes com tampao de lise pH 6,3 e o material eluido foi analisado
(9L1 e 9L2). Depois de lavada o que se ligou na coluna foi eluido com tampéo de lise pH 4,5 em duas
vezes de 1 mL e o eluato juntamente com as outras fragbes foi analisado no gel de SDS-PAGE (9E1 e
9E2).

Na purificagdo de forma desnaturada da proteina recombinante Rv2467 pode-se observar
que a proteina recombinante presente no lisado inicial, ndo aderiu a coluna de niquel pois a
grande maioria da mesma foi coletada no material eluido da coluna durante a aplicagdo
(Figura 22), (9CL). O pouco da proteina que se aderiu a coluna, foi eliminado ja na primeira
lavagem da mesma (Figura 22, L1), consequentemente nenhuma proteina recombinante foi
obtida ao final da purificacdo nos eluatos E1 e E2.

A dificuldade em se obter a proteina purificada na coluna de niquel nos fez pensar que a
proteina recombinante pudesse estar desprovida de sua cauda aminoterminal de poli-
histidina provida pelo vetor pET28a. Para verificar se este era o caso, foi realizado um
western blotting utilizando um anticorpo anti-histidina, tendo como um controle uma
proteina recombinante produzida pelo laboratério anteriormente, a CMX que possui a cauda
de histidina. Como pode-se ver na figura 23, observou-se que a proteina Rv2467
recombinante ndo foi reconhecida pelo anticorpo anti-histidina, sugerindo que a proteina
recombinante Rv2467 esteja desprovida da por¢do aminoterminal de poli-histidina.
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Figura 23 - Western blotting para verificagdo da presenca da calda de histidina em Rv2467
recombinante. Como controle foi utilizado uma proteina ja produzida pelo laboratério CMX que
contém cauda de histidina. Como controle negativo foi utilizado uma lisado de Escherichia coli
XL-10 GOLD C-. RV2467 proteina recombinante.

Devido a possivel confirmacdo da falta da cauda de histidina, optamos pela
producdo de anticorpo com a proteina recombinante Rv2467, o camundongo foi
imunizado com a proteina recombinante (Rv2467) eluida do gel de poliacrilamida 12%
por trés vezes com intervalo de 15 dias, ao final da Gltima imunizacdo coletou-se o
sangue do camundongo. Para realizacdo do teste foi utilizado como controles positivos
um extrato de lisado de M. tuberculosis e CFP (proteina de filtrado de cultura) de M.
tuberculosis. Foi realizado uma pré-adsorcdo do soro produzido utilizando uma aliquota
de E. coli BL21-vazia. Em seguida foi feito o teste western bloting com a finalidade de
ver se 0 camundongo foi capaz de produzir anticorpo contra a proteina recombinante
porém o western nao revelou nenhum reconhecimento por parte do soro de camundongos

contra a proteina recombinante.
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6 DISCUSSAO

O sistema para expressao de proteinas em Escherichia coli como hospedeiro é o
mais indicado para atingir o sucesso de uma boa expressdo da proteina desejada, pois esta
linhagem é de baixo custo, facil manipulacdo e apresenta um crescimento rapido quando
cultivada em meio de cultura. Apesar de haver diversas vantagens, algumas desvantagens
devem ser levadas em conta, entre eles a decisdo se a proteina heteréloga deve ser
secretada ou ndo, e se a proteina serd fundida a um fragmento amino-terminal; o estado
redox de cisteinas durante o crescimento da cultura e subsequente purificacao.

O gene Rv2467 presente em Mycobacterium tuberculosis é tido como uma
protease com possivel atividade de aminopeptidase. Este gene foi clonado e expressado
gerando uma proteina de 94 kDa o que correspondeu ao esperado segundo o banco de
dados NCBI. Apos o processo de clonagem realizou-se um sequenciamento pela empresa
ACTGene Anélises Moleculares que nos confirmou que a nossa construcdo foi feita de
forma correta dando mais confianga em seguir com outros procedimentos como
expressao e purificacdo.

Foi demonstrado que a atividade da aminopeptidase esta presente em diferentes
compartimentos celulares. No entanto, a maioria dessas enzimas (97%) sdo encontradas
em fracGes sollveis, no citoplasma (65%), no periplasma de bactérias Gram-negativas ou
na parede celular Gram-positiva (16%), ou secretadas para 0 ambiente externo (16%).
Vérios tipos enzimaticos, associados a interacdo com a membrana citoplasmatica,
especialmente em seu lado interno, sem serem considerados proteinas de membrana.
Estas enzimas normalmente exibem parte de sua atividade como uma fracdo soltvel e
parte associada a membranas (GUENET; LEPAGE; HARRIS, 1992).

A razdo pela qual essas enzimas requerem contato com a membrana
citoplasmatica € desconhecida. No entanto, uma vez que alguns deles estdo envolvidos na
nutricdo bacteriana, é possivel que essas peptidases estdo localizadas em estreita
proximidade com os sistemas de membrana celular envolvidos no transporte de peptideos
exogenos, a fim de serem capazes de reagir com seus substratos assim que entram no
sistema da célula (GONZALES; ROBERT-BAUDOUY, 1996). No entanto, ndo esta
excluido que alguma fracdo da atividade da aminopeptidase possa estar associada ao
envelope celular. Além disso, alguns autores sugerem um mecanismo desconhecido de
translocacdo ou um "vazamento especifico™ de algumas aminopeptidases citoplasmaticas
(EXTERKATE et al., 1992).
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Ao avaliar a solubilidade da proteina alvo em gel de SDS-PAGE, observamos que
esta permaneceu, em sua maior parte, insoltvel. Segundo Vincentelli e colaboradores
apontontaram que quanto maior o ndmero de dominios, maiores as chances de um
dobramento malsucedido. Em E. coli ndo apenas proteinas heter6logas apresentam
problemas de dobramento e solubilidade, mas também proteinas bacterianas, no qual, o
resultado é a insolubilidade da proteina em questdo. Com a predicdo da estrutura
homologa a proteina Rv2467, observamos que ha presenca de trés dominios (Figura 5)
que sao eles; dominio N-terminal, dominio catalitico e o0 dominio C-terminal e motivos
consensos entre algumas espécies que sao eles os motivos HEXXH e o motivo GXEM
figuras 6 e 7, podem ter contribuido para o insucesso da obtencdo da proteina em sua
forma solvel (VINCENTELLLI et al., 2003).

Uma outra hipdtese que deve ser levada em consideracdo sobre a insolubilidade
da proteina seria a auséncia do peptideo sinal, uma vez que estes sdo importantes ao atuar
marcando as proteinas que serdo exportadas para determinados locais, como por
exemplo, o ambiente extracelular. Estas proteinas vao ser reconhecidas por meio da
sequéncia sinal, o qual, ap6s a exportacdo, é removido da proteina por meio da acao
de proteases (ZHANG; HENZEL 2004). Em anélise da predicdo com a finalidade de
determinar a presenca ou auséncia de peptideo sinal da figura 8, observamos que esta ndo
0 apresenta, levando a ndo secrecdo da proteina para o ambiente extracelular.

Ao inserir um gene estranho em uma bactéria sua expressdo se dard em um
ambiente diferente daquele que lhe é natural (pode haver um pH diferenciado,
osmolaridade, potencial de reducgéo, cofatores e mecanismos de dobradura. Quando o
nivel de expressdo da proteina é alto, as partes hidrofobicas permanecem em altas
concentracdes interagindo assim com regides similares de outras cadeias peptidicas,
levando a instabilidade da proteina e a agregacédo de outras proteinas, cuja consequéncia é
a geracdo de corpusculos de inclusdo(CARRIO; VILLAVERDE, 2001).

O processo de glicosilagdo é importante por influenciar as propriedades bioldgicas
como atividade, solubilidade, dobramento, conformacdo, estabilidade de diferentes
proteinas celulares, modulando a estrutura e funcéo dessas proteinas para uma variedade
de processos como o envolvimento nas interagdes hospedeiro-patdgeno, imunogenicidade
e em muitas outras funcdes celulares importantes (Figura 9). Ao observar os sitios de
glicosilagdo da proteina vimos que ela possui potenciais sitios de glicosilacdo para

glicosilagdo do tipo O-ligada porém né&o significando que estes sdo glicosilados. Através
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do resultado obtido, pode-se inferir que os sitios de ndo glicosilados podem ter levado a
ma conformacdo da proteina levando-a a ficar insoluvel.

Vaérias glicoproteinas potenciais foram relatadas em filtrados de cultura de
Micobactéria (M. bovis, M. smegmatis, M. tuberculosis, BCG) com base em sua
reatividade com lectinas tais como concanavalina A, e por anélise de carboidratos. As
glicoproteinas foram reconhecidas por soros obtidos de pacientes com tuberculose
pulmonar e anticorpos especificos foram induzidos em coelhos. Em M. tuberculosis, trés
antigenos proeminentes (45/47, 38 e 19 kDa) foram descritos como glicoproteinas.

As pontes de dissulfeto determinam um papel importante na estabilizagdo do
processo de dobramento da proteina. Além disso, o conhecimento sobre o estado de
ligacdo de dissulfeto de cisteinas pode ajudar o processo de determinacdo da estrutura
experimental e podem ser Gteis em outras tarefas génicas por outro lado, o ambiente
citoplasmatico de E. coli é muito reduzido e desfavoravel a formacdo de pontes
dissultfeto (CERONI et al., 2006). Todavia, ndo h& previsdo de a proteina RV2467 ter
pontes dissulfetos e, portanto, ndo deve ter influenciado no insucesso da solubilidade da
proteina recombinante obtida (Figura 10).

As proteinas secretadas por Mth tém muitas funcBes diferentes, incluindo aquelas
associadas a viruléncia, patogenicidade e manutencdo de parede celular. Dentro do
proteoma de Mtb, foi previsto que mais de 180 proteinas sdo secretadas, das quais 60%
podem conter ligacbes dissulfeto com base em seu conteddo de cisteina que
desempenham um papel importante no correto dobramento de proteinas secretadas
levando a investigar se a interrup¢do das vias de dobramento de proteinas assistidas pelo
Mtb pode prevenir a infecciosidade e a viabilidade micobacteriana.

O processo de purificacdo foi realizado pelo sistema His-tag que utilizam marcadores
de afinidade de poli histidina sdo normalmente colocados na por¢do N terminal ou C das
proteinas recombinantes. Como vimos na figura 20 a maior parte da proteina ndo se
aderiu a coluna, dificultando assim obter a mesma pura (BORNHORST e FALKE,2000).

Proteinas que permanecem sollveis no citoplasma, ou que sdo secretadas,
geralmente podem ser purificadas usando essas condigOes nativas. No entanto, a
purificacdo sob condi¢bes nativas pode ser impedida se a proteina alvo for insoltvel,
agregadas em corpos de incluséo, ou possuir uma estrutura terciaria que oclua o marcador
de afinidade de poli histidina. Ao passarmos para o processo de purificacdo da proteina

alvo, tivemos dificuldades em obter a proteina purificada. Pensamos talvez na
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possibilidade da possivel perda da cauda de histidina, impedindo assim prosseguirmos
com testes de caracterizacdo (BORNHORST e FALKE ,2000).

As proteases tém demonstrado desempenhar papeis bioldgicos e fisioldgicos que
permite 0 microrganismo obter sucesso na infeccdo. Compreendendo os papeis e funcdes
destas enzimas através de estudos previsto na literatura e estudos experimentais ir4
proporcionar uma melhor compreensdo do processo de infeccdo e o conhecimento para
novas alternativas terapéuticas, como o surgimento de novas drogas ou candidatos a

novas vacinas, para assim alcancar o controle da tuberculose.
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7 CONCLUSOES

A proteina Rv2467 de M. tuberculosis foi inserida em plasmideo de expressao em
E. coli e foi expressa em niveis razoavelmente elevados, apresentando seus
caracteristicos 94KDa. Apesar de ndo ter sido altamente expressa, apresentou dificuldade
de ser obtida na forma soltvel tanto em condi¢es ndo desnaturantes como em condigdes
desnaturantes, supostamente levando a formacéo de corplsculos de inclusdo, dificultando
0 processo de purificacao.

As dificuldades em se obter a proteina pura levou a pesquisa a procurar falhas no
processo de construcdo e expressao da proteina. O caminho escolhido, western blotting,
utilizou anticorpo anti-histidina, o que demonstrou a provavel falta da cauda de histidina,
que seria peca chave para a purificacdo por cromatografia de afinidade ao niquel, ja que a
histidina é notoria pela sua afinidade a este metal.

A ndo purificacdo da referida proteina impediu a continuidade dos experimentos
de caracterizacdo e funcdo desta. Essa dificuldade devera ser alvo de futuras indagacgdes

experimentais.
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principalmente com o desenvolvimento de novas vacinas de subunidade proteica ou vacinas micobacterianas vivas. O
desenvolvimento de vacinas nmcobacterianas vivas pode ser realizado por diversas estratémas como, por exemplo,
pela atermacio do Mtb on modificaciio genética da BOG mserindo/deletando genes mmportantes para vinuléncia e
immmogemcidade ou genes que codificam para outras proteinas que ndo sdo expressas por Micobactérias. Vacmas
bacterianas vivas feriam a vantagem de que nmiftes antigenos podenam agir simmltaneamente para mduzir uma
resposta mmme mais eficaz. Além disso, € esperado que essas vacinas permanecam em tecidos por periodos
prolongades, possibilitando ao sistema immne maiores chances de apresentagfio de antigenos, podendo gerar wma
memdria inmmclogica eficiente. Mo entanto, estas diferentes abordagens sfo sempre complicadas pelo nsco em
potencial de aumentar a viuléneia da cepa vacmal, possivel indugio de doenga mediante situages de
Immmossupressie & nenhum dos nmitantes testados até agora promoveram niveis de protecio malores do que a BCG e
animals. Assim, € necessina uma nova abordagem na recombinacio de cepas de BCG, wisando genes d:i‘am
envolvidos com a vimléncia e metabolismo destas bactérias, tornando a vacinacio mais segura para pacientes
immmocomprometidos, até mesmo aumentando a inmmogenicidade e protecio gerada pela BCG. Para o estudo
fimcional destes genes vEém sendo desenvolvidas técmicas de biologia molecular em varias espécies de bactérias como
Escherichia coli e Bacillus subtilis. Denfre essas téenicas o uso de AES (allelic exchange substrates) para substificio
e delegdo de regites do DNA bacteniano € bastante utilizada para o estude da fungio de diversos genes. Os AESs
contém regides homologas que flanqueiam o gene alvo com uma marca de selecio. A recombinaciio homologa facilita
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a substituicio do gene alvo pela marca de selecdo, resultando em uma cepa mmtante. Uma variedade de
estratégias vem sendo usada para esse tipo de manipulacdo genética em muitas espécies de bactérias, enfretanto, esta
ndo ¢ uma tarefa facil na maioria das micobactérias. Em algumas espécies de micobactérias de crescimento rapido
com o M. smegmatis, o uso das técnicas tradicionais de nmitagénese tem resultados satisfatérios. Porém no Mtb, varios
estudos mostram que pode haver mmita dificuldade no uso de técnicas simples como substituigio gémica. Assim, o
desenvolvimento de novas ferramentas para o estudo funcional de genes no Mtb € de grande importincia.

IV - Sumario do projeto:

Q Discussdo sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do numero de animais: Os
camundongos a serem utilizados neste projeto pemmitirdo a produgdo de soro contra a proteina recombinante
que estaremos estudando e somente com este soro € que a caracterizacio da proteina sera possivel. Outras
espécies animais poderiam ser usadas, mas sem duvida os camundongos isogénicos sdo as mais homogéneas e
versiteis e que permitem o melhor rendimento com um mimero reduzido de animais, sem confar que sio
animais pequenos & OCUpam pouco espaco e sua manutencdo é mais simples se compararmos com ratos e
coelhos e permitem avaliar a resposta Imunologica. Ndo existe método alternativo, que ndo o animal e que
seja economicamente viavel para produgdo de soro. Adicionalmente, usaremos os camundongos para avaliar a
resposta imunologica de uma infec¢io por bactéria, que até o momento ndo pode ser reproduzida/avaliada por
modelos que ndo animal Igualmente camundongos. Experimentos usando camundongos isogénicos tem a
vantagem de representarem um modelo amimal muito mais homogéneo e consequentemente diminuem as
variagdes dos resultados experimentais. Diversos estudos ja foram feitos com relagdo ao emo alfa de
experimentos que envolvem infeccdes de camundongos 1sogénicos com micobactéria e o mimero de animais
minimo que deve ser composto os grupos de pesquisa para conseguir ter a significancia estatistica é 5 amimais
por grupo. Nos temos alguns grupos com 6 animais em nossos experimentos porque o desenho necessita que
usemos um animal no dia 1 de infeccdo.

Q Prevé Projeto Piloto: Nao.

Q Espécie animal utilizada/ namero total de animais/ Namero de animais por tratamento ou grupe
experimental: camundongos (Mus musculus) da linhagem C57BL6, sendo 3 grupos: produgdo de soro — 18
animais; viruléncia das cepas knock out: 60 animais, protecdo vacinal: 60 animais. Total: 138 animais.

Q Descricio do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar nimero por sexo)/ peso
e/ou idade etc): camundongos (Mus musculus) da linhagem C57BL/6, fémeas, 25 gramas, de 3 a 4 semanas.

Q Fonte de obtencio do animal: Biotério do IPTSP/UFG. Se necessario compraremos do Biotério CEMIB-
UNICAMP.

Q Descricio das instalacdes utilizadas e numero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacio/hidrataciao: Os animais serdo mantidos em sala com dimensdo de
10 metros quadrados, contendo 2 estantes ventiladas, 1 fluxo laminar classe IIB2, com controle de iluminacdo
12/12 horas. Controle de ventilagio e temperatura com ar condicionado. Sem controle de umidade. Estardo em
gaiolas de 25 cm (largura) x 40 cm (comprimento) x 25 cm (altura) e acondicionados em estantes ventiladas com
trocas constantes de ar, filtrado através de filtros HEPA (Obs., as estantes ventiladas possuem filtros HEPA de
enfrada e saida) em nimero maximo de 6 animais por caixa. A cama é de maravalha de pinho que é autoclavada
previamente e trocada 2 vezes por semana. Os camundongos receberdo racio peletizada fornmlada para resistir a
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esterilizacio feita previamente ao fornecimento ad hibitum para os ammais. A agua filtrada, acidificada com dcido
cloridrico e autoclavada também & fomecida ad libitum para os animais

0 Utilizacio de agente infeccioso/gravidade da infeccio a ser observada e amalise dos riscos aos
pesquisadores/ahmos: Os pesquisadores utilizardo cepas de Mycobacterium fuberculosis por via miravenosa
uma tmica vez na dose de 5 x 10: CFU/ammal Informa que tem potencial zoondtico, mas possl vacima BCG e
tratamento eficaz. Os riscos aos pesquisadores serip minimizados, pois para entrar na sala Vacmimica é mecessamio
trocar de roupa na antessala limpa (jaleco comirgico, sapatos internes, calgar propes, touca e mascara MN93- especifica para
trabalhar com agentes mfecclosos transmssivers pelo ar), hivas cnzgicas adendas ao jaleco por fita crepe e nio portar
nenhum aderego (brnco, celular e efc). Apos a entrada na sala Vacmommea, um par de hrvas sera calgado por cima da hva
anterior. As roupas de uso interno s3o retiradas antes da entrada na anfe-sala hmpa zcondicionadas em sacos de autoclave
Junfzmente com as hovas externas, mascaras, propes & toucas, que apos fechados serdo acondicionados novaments em saco de
autoclavagio hmpo, e nesta efapa as hovas intenas serdo refiradas e embaladas em lio propno para também serem
autoclavadas. Por fim todo o matenal a ser descartade estara acondicionado nos devidos sacos para autoclavagdo os quats
sardo lacrados com fifz e descontaminados externamente com farmel a 5%. Apos essa desconfamimagio, o matenial serd
acondicionado em mals um 5300 Ja na ante-sala bmpa, antes de ser encaminhads para autoclavacdo. Esta prafica refere-se ao
acondicionamento duplo de qualquer matertal possivelmente contaninado com M. tuberculoms. Toda a mamipulagio dos
animais bem como do agente infecciose M. tubeculosis (H37Ry), serd realizada dentro de fhoeo lammer de nivel I de
biosseguranca (Awrstreamy® Class I Biosafety Cabinet Fsco- Awstream Class [T ichazard safety cabinets offer the lughest
level of product, operator and environmental protection from mfectionsbichazardous aerosols and are smitable for
mcrobiological work with agents assizned to hwclogrcal safety levels 1, 2, 3, ar 4), presente no bioténc de experimentacio
Vacinémica. Explicando melhor, esta eabine de flweo laminar contém filtros HEPA que filtram todo o ar que cireula dentro da
cabme, & como os 1soladores serdo apenas abertos denfro do fhxo laminar, a confammagio ambiental & minmma. Portanto, o
nsco para o5 trabalhadores de contammagio com o anmal wfectado serd pummizade. Os pesquisadores autorizades
envolvidos na mamipulagio des animas sic freinades e somente o5 mesmos tem acesse permubido ao laboratone de
Vacindmica. Estes pesquisadores sio vacinades com BCG e wma ver por ano sdo submefidos ao teste de PFD ou Prova
tuberculimea para avaliar se houve ou nae contaminacic pelo agente infeccioso. Indniducs cyje PPD for positive, antes do
trabalhe no refendo laboratario serfo encaminhades wma vez por ano ac Hospital das Climeas, Departamento de Clinica
Medica para realizacio de exame radiclogico pulmonar & acompanhamento pelo setor de Tisologia Para mamipulagio,
transporte e infecio dos aninmis com M. tuberculosis (H37Rv), somente a Dr. Ana Paula hmqueira Kipms reahizard estas
etapas. A mesma fm altamente tremada na Colorade State Univeraity, onde passou quafro anes em tremamento para frabalbar
com micobactérias. Alem do mais, 2 Dra Ana Paula Fimqueira Kipnis foi recentemente freinada pelo CVMBS do Albart
Emstem Collage of Medicine, New York para moampular peneticamente micobacténas, assmm como ammals infectados pelo
agente O fransporte do agente mfeccioso do freezer -B0°C até o biotério de expenimentagio serd realizado em recipientes
especifices. U recipients que profege o tubo contendo a bactéria & umn sepumdo recipiente de fransporte que protege estes dols
tubos, bem como o manipulador. Case ocorra a queda deste mistema, o agente ndo & dissemmado pelo ambiente, haja vista que
ele esti protegido por recipientes duples. Quando da necessidade do transporte deste material infecciose; calendirio
apropriado sera esquematizado para e evitar o alto fluxo de pessoas nos comedores entre o Laborattnio de Bactenologia
Molecular & o ioténio e 2 sala Vacindnica, reduznindo-se os nscos para o transeumtes. Antes de serem mfectados com Mtb, oo
anmals serdo frocados e, apos o procedimento de mfecgdo, a5 gaiolas contendo o5 canmmdongos mfectados permenecerdo
dentro do flweo laminar seb luz ulravidleta por 15 minutos (ORDWAY & OFME. Animal Models of Myeobacteria Infection.
Curent Protocols in Immmmelogy, 2011 DOL 10.1002/04711427351m1905:94. Ttem 25), de acordo com protocolo ja
estabelerido na litershra para mfecgio de carmmdongos com micobactérias. Decormido este prazo, o5 amimals serdo fechados
nos 1soladores, e estes serdo descontaminados externamente com sohugio de hipoclorito a 10% e transfendos para as estantes
ventladzs, O ammas pemamecerio nas estantes sem moampulagie zté 2 prooms woca (serdc apenas cheervades
externamente) que ocorera em mfervales de uma semana A agua, os alimentos oferecides aos ammas mfectados, a
maravalha e todo e qualquer material ufilizado na manipulagio dos animais passardo por processo de autoclavagio antes de
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serem descartados. O frabalho com o5 camumdongos sempre oferece risco aos pesquisadores’aluncs e, em caso de mordedura
pOr esses animas, & de conhecimento de todos que se deve lavar e desinfetar o local e relatar o ocomido acs responsavels pelo
biotério, bem como anotar o caso no Wwro de ocorréncias. Exste a possimlidade de nisco paicologico fraumatico aos
pesquisadores que realizardo a entanasia. Contude, o pessozl autorizado

Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Producio de anticorpo: As enzimas recombinantes
purificadas serdo utilizadas para a imunizagio subcutinea de camundongos. Serde utilizados 50 pg de cada
proteina por animal, em uma primeira mumizagio com 30% () de adjuvante de Freund completo, seguida
por dois reforgoes a cada 14 dias com 50 pg de proteina e 30% (wWv) de adjuvante de Freund incompleto. Para
cada soro a ser produzide, serdo utilizados 6 camundongos C5TBLG, mum total de 18 animais. O sangue dos
animais serd coletado 10 dias apés a ultma imunizagioe, quando os mesmos serdo eutanaziados por
deslocamento cervical, sen sangue coletado do plexo axilar e o soro separado e estocado. Avaliacio da
influéncia das cepas nocautes ma viruléncia em modelo animal: As trés cepas de M. fuberculosis
nocauteadas a serem desenvolvidas neste projeto e a cepa de Mycobacterium tuberculosis H3TEv serdo
cultivadas em meio THY suplementado com QOADC, contendoe tween 80 a 0.05% até a fase log de crescimento,
e em seguida serdo aliquotadas e mantidas no freezer -280°C. O estoque serd plaqueado e quantificado um més
apos o congelamento. Dilnigdes centesimais do estoque serdo plagueadas em meie TH11 suplementado com
OADC e as unidades formadoras de coldomas serdo contadas. No dia da infeccio, o mocule sera diluido em
PES tween 80 a 0.05% na concentragiio de 105 CFU/mL, entdo serd administrado 100 pL deste pela via
mnfravencsa pelo plexo orbital, sendo inoculade, portanto 104 CFU/animal Cada grupo sera composto por 6
camundonges C37BLS. Um dia apds a infecgfio, serd eutanasiado um camundonge por grupo para andlise da
carga bacteriana pulmoenar. Com 30 dias de infecgfio, os camundongos serie eutanasiados para andlise da
carga bacilar e histopatelogico. Determinacio da carga bacilar no pulmio: Para avaliar a eficacia protetora
das vacinas, apds 60 dias de infeccdo, camundonges desafiados com Mtb serdo entanasiados, para coleta dos
lobos pulmonares, os quais serdio homogeneizados e plagqueados em meio Middlebrook TH11 suplementado
com OADC para determinagio da carga bacilar a partir da contagem de CFU, apos 21 dias de incubagio a
37°C. 3 Estudo de vacinacio com as proteinas recombinantes: Camundongos receberio trés imunizagbes
subcutinea com as proteinas recombinantes purificadas em intervale de 21 dias entre elas ou wma munizagdo
em dose Unica com as cepas nocautes. Cada animal serd mumizado com 20 pg de adjuvante mais 20 pg da
proteina recombinante purificada. Serdo compostos 3 grupoes de 6§ animais cada, um grupe para cada proteina.
O sangue dos canmndongos Imunizados que receberam as munizagdes, serd coletade 15 dias apos a fltima
immnizacio para obtengdo do soro. Serdo realizades dois a trés experimentos independentes para confirmaco
dos resultados obtides. Obtencio das células do baco: Para obtengio das células, o bago de trés
camundonges de cada grupo sera celetado apos 45 dias da ltima munizagdo, passado em filro de 70 pm
para células.

Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes, durante ¢
apos a pesquisa. Pontos Finais Humanitarios: Os ammais serfio mantidos e nanejados de acordo com os
critéerios do CONCEA. Os animais permanecerdo microisoladores que propiciam um ambiente livie de
patdgenos, com dgua e ragdo ad lbitum Adicionalmente, estes microisoladores sfio acoplados a cabines reguladas
para gerar um ambiente'habitat com condigdes que mimetizam o natural destes ammais. Todos os procedimentos
mvasivos bem como a eutandsia dos animais serdo realizados ao final do expenmento para coleta de orgios e
posterior andlise dos mesmos. Durante todo o ensaio os ammais serdo observados cuidadosamente e, caso algum
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deles apresente alguma reacfio adversa eon desconforte provecados per algum dos procedimentos previstos neste
projeto, os ammais receberdo fratamentos quando for necessario, porém procederemos com a eutamisia deste(s)
ammal(is), que sera realizada por deslocamento cervical respeitando a resclucio 100 do CFMV de 11 de maio de
2012. A decisfo de se realizar a eutanasia de animais que apresentarem algum desconfortoreacdes adversas ao
mvés de trata-les, se di aoc fato de que em tms sihmgdes, por mals que se possa reverter o gquadro de
desconforto/sefrimento, ele com certeza mvalida a mterpretacio de dados a serem obtidos e, portanto, nio justifica
realizar tal tratamento. Ao final dos experimentos os animais serfo sacrificades de forma ética por deslocamento
cervical (respeitando a mesnm resolugio citada anteriormente), descontaminados em autoclave e incinerados
posteriormente.

0 Gran de invasividade: 1

0 Material utilizado em outros projetos: nio.

0 Método de entanasia: Deslocamento cervical.

Q Destine do animal: Ammazenamento em freezer no biotério IPTSP para posterior incineragio da Escela de
Veterinaria da UFG.

V — Comentarios do relator frente as orientacdes da CEUA:

O Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFG: Os documentes estdo de acordo com o solicitado pela
CEUA/UFG.

O Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Estio de acordo com as exigéncias

do CONCEA.

VI - Parecer da CEUA:
De acorde com a documentagio apresentada a CEUA, consideramos o projeto APROVADO.

Informacio aos pesquisadores:

Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciade, e lembramoes que a pesquisadora responsdavel devera
encaminhar @ CEUA-PRPIUFG o Relatorio Final baseado na conclisio do estudo e na mecidéncia de
publicacdes decomentes deste, de acordo com o disposto na Lei n® 11.794 de 08/10/2008, e Resclugio
Nommativa n®. 01, de 09/0772010 do Conselhe Nacional de Controle de Experimentagio Animal -CONCEA. O
prazo para enfrega de Relatorio € de até 30 dias apds o encerramento da pesquisa, a qual estd prevista para
finalizar suas agdes até 31 de maio de 2020.

VII - Data da reuniio: 03/04/17.
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|

- r foq '.-g'i--"' LA D
Dra. Marina Pacheco Miguel
Coordenadora da CEUAPRPLUFG
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Anexo 2 — Manuscrito a ser submetido a revista do IPTSP.

Title: Proteases associated with Mycobacterium tuberculosis infection

Authors: Andrade R.GY, Junqueira-Kipnis' A.P, Kipnis A 1,
1-Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica, Universidade Federal de

Goias, Goiania, Brazil

Abstract

The tuberculosis is a contagious infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis, an obligate intracellular bacterium that relies on infection and spreading
host to host to survive. According to evolution, the pathogen developed virulence
mechanisms to evade the host’s immune system and endure many factors, such as
cellular stress for example. One of the strategies used by pathogens to achieve success in
their infection is the production of proteases, which are enzymes that cleave peptide
bonds between the amino acids in a protein. They are widely distributed in the
environment and have different roles that are considered important to the bacteria
biological cycle. This review presents the literature searched between 2014 and 2017 that
addressed the roles of the proteases involved in the Mycobacterium tuberculosis
infection.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, virulence, infection, protease

e Introduction

The peptide bond is the most important covalent bond that unites the amino acids
to peptides and proteins formation. These peptide bonds can be hydrolyzed by enzymes
called proteases or proteinases comprising a large group named hydrolases (Rani et al.,
2007). The proteases possess the capability to selectively modify proteins by cleavage,
and consequently activate molecules such as zymogenic enzyme forms, blood
coagulation proteins or release secreted proteins during protein transport through
membranes. The study of these proteolytic enzymes is valued because of its uses in
various forms of medical therapies and by its importance as lab reagents, clinic and
industry processes in addition to the understanding of the pathogenesis during infection
(Badgujar & Mahajan., 2009).
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