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RESUMO

A tuberculose ¢ uma doenga causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis que mata anualmente cerca de 2 milhdes de pessoas no
mundo. Dado um alto impacto na satde publica causado pelo M.
tuberculosis, a auséncia de uma vacina preventiva eficaz e o surgimento
de cepas resistentes ao tratamento convencional, existe uma clara
necessidade de um melhor entendimento dos mecanismos de
imunopatogénese da tuberculose e, sobretudo, a identificacdo de fatores
determinantes do bacilo envolvidos nesse processo. Nesse contexto, as
informagdes geradas pelo projeto genoma de seqiienciamento do M.
tuberculosis apresentam um grande potencial a ser explorado,
principalmente no que diz respeito a moléculas de superficie/secretadas
que possam ser identificadas e avaliadas quanto ao seu envolvimento
nos eventos iniciais de infec¢do e imunogenicidade. No presente estudo,
noés identificamos uma nova lectina secretada de M. tuberculosis por
uma abordagem bioinformatica que é reconhecida durante a fase ativa
da tuberculose em humanos tanto em termos de indugdo de IFN-y em
células mononucleares do sangue periférico quanto na producdo de
anticorpos IgG anti-sMTL-13. Essa produgdo de anticorpos diminui
logo apo6s 1-2 meses de tratamento e permanece em niveis basais até os
pacientes atingirem cura clinica, sugerindo que anticorpos anti-sMTL-13
poderiam ser utilizados como um biomarcador de sucesso terapéutico.
Em adigdo, estudos de delecdo génica revelaram que o gene Rv1419 ndo
¢ essencial para o crescimento in vitro do M. Tuberculosis em meio de
cultura, mas que o mesmo parece afetar o crescimento intracelular do
bacilo e modula a produg¢do de TNF-o em macrofagos da linhagem
RAW 264.7. Em conjunto, os nossos achados demonstram a existéncia
de um novo antigeno de M. tuberculosis com potencial de uso em
diagnostico e de gerar informagdes relevantes sobre a biologia da
interacdo do patégeno com o hospedeiro.

Palavras-chave: Tuberculose, lectina, biomarcador, Mycobacterium
tuberculosis






ABSTRACT

Tuberculosis remains a major public health problem throughout the
world and one-third of the world population carries an asymptomatic
infection, which results in eight million new cases of tuberculosis and
two million deaths every year. In general, infection by Mycobacterium
tuberculosis leads to a latent state in which the host is able to control the
pathogen growth. While effective cellular immune responses are
suggested as critical to control M. tuberculosis growth inside
macrophages, it has been demonstrated that mycobacteria-associated
factors play an important role in tuberculose immunopathogenesis. In
this study, we have identified a secreted 13 kDa lectin from M.
tuberculosis by homology search of a non-redundant lectin database.
Bioinformatic analysis revealed that sMTL-13 belongs to the ricin-type
b-trefoil family of proteins containing a Sec-type signal peptide present
in M. tuberculosis complex species, but not in nontuberculous
mycobacteria. Following heterologous expression of sMTL-13 and
generation of an mAb (clone 276.B7/IgG1k), we confirmed that this
lectin is present in culture filtrate proteins from M. tuberculosis H37Rv,
but not in non-tuberculous mycobacteria-derived culture filtrate
proteins. In addition, sMTL-13 leads to an increased IFN-g production
by PBMC from active tuberculosis patients. Furthermore, sera from
tuberculosis patients displayed high titers of IgG Ab against sMTL-13, a
response found to be decreased following successful antituberculosis
therapy. We also investigated the role of Rv1419 gene of M.
tuberculosis during in vitro infection. Our work shows that bacterial
replication kinetics of Rvi4/9 mutant and wild type bacterium were
comparable in liquid culture under static conditions. Moreover, the
Rv1419 mutant was not impaired in its ability to growth upon
macrophage infection. However, its ability to stimulate key cytokine
such as TNF-a was reduced, which is in line with CFU counts at earlier
time points post-infection (24h) Together, our findings reveal a secreted
13 kDa ricin-like lectin from M. tuberculosis, which is immunologically
recognized during active tuberculosis and could serve as a biomarker of
disease treatment. We believe that sSMTL-13 is an important component
of the bacterial-host interplay.

Key words: Tuberculosis, lectin, biomarkers, Mycobacterium
tuberculosis
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1 INTRODUCAO

1.1 A tuberculose como importante problema de satide publica

A tuberculose (TB) humana ¢ uma doenga infecciosa,
contagiosa, com manifestagdes clinicas agudas. A infeccdo € causada
pela bactéria Mycobacterium tuberculosis e estimativas baseadas em
dados epidemiologicos sugerem que um terco da populacdo mundial
esteja infectada com esta bactéria, sendo que 9,4 milhdes de pessoas
desenvolvem a doenga ativa, com cerca de dois milhdes de Obitos por
ano (Who, 2010). Ainda importante, 95% dos casos de TB ativa e 98%
das mortes ocorrem em paises pobres ¢ em desenvolvimento, onde a
forma pulmonar da doenga contribui para 85% dos casos notificados
(Who, 2010). Embora a introdugdo da vacinagdo com o Mycobacterium
bovis BCG tenha promovido uma queda estavel da incidéncia da TB
entre as décadas de 50 e 80 nos paises desenvolvidos, tem sido
observado uma ressurgéncia de casos novos nos ultimos anos (Thaiss et
al., 2012). Esse fendmeno ¢ impactado ainda por diferentes fatores
como o aumento da urbanizagdo, guerras civis, migragdes em massa de
populacdes, aumento da pobreza e a epidemia do virus da
imunodeficiéncia humana ou HIV (Thaiss et al., 2012). Mais
preocupante ainda, em termos de satude publica, é o surgimento de cepas
de M. tuberculosis resistentes a diferentes farmacos, apresentando neste
caso resisténcia a isoniazida e rifampicina que sdo utilizados como
farmacos de primeira linha (Who, 2010).

A fase ativa da TB caracterizada pelo o aparecimento de sintomas
clinicos esta relacionada com a falta de controle do crescimento do M.
tuberculosis pelo sistema imunologico do hospedeiro. A TB primaria ¢
classificada desta forma em individuos que desenvolvem doenca durante
os primeiros 5 anos ap6s a infeccdo primaria (Who, 2004). Embora a
resposta imune seja capaz de controlar inicialmente a infecg¢do, alguns
fatores podem contribuir para a progressao da forma ativa da doenga,
sendo a infec¢do com o virus HIV considerada o de maior risco
associado a reativagdo da TB em adultos. Outras condi¢des médicas tais
como terapia com corticdides, quimioterapia, diabetes, céincer e
deficiéncias nas vitaminas D ou A também podem contribuir para esse
fato, uma vez que promovem alteragcdes no sistema imune (Karyadi et
al., 2002). Além disso, polimorfismos genéticos que acarretam
mudancas na produ¢do de IFN-y ou TNF-a, citocinas produzidas por
células de defesa do hospedeiro, estio relacionados com o
desenvolvimento da doenga primaria (Hirsch et al., 1999; Keane et al.,
2001; Cooper et al., 2011).
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A TB latente ¢ caracterizada pela presenga do M.tuberculosis e
auséncia de sintomas clinicos em individuos cronicamente infectados,
podendo se estabelecer a partir de um controle inicial da infecgdo, ou
ap6s doenca primaria em individuos “curados” espontaneamente ou por
meio de tratamento. Pessoas expostas ao M. tuberculosis sdo geralmente
resistentes a infecc¢do, apresentando uma resposta imune mediada por
células que controla o crescimento do bacilo no sitio inicial de infecg@o,
ou seja, no parénquima pulmonar e nos linfonodos drenantes locais
(Cardona, 2007). Isso tem como consequéncia a formagdo do Complexo
de Ghon o qual consiste em focos de infecgdo calcificados no pulmao
que podem perdurar por décadas. Por outro lado, ja foi observada a
presenca de M. tuberculosis em tecidos pulmonares normais de
individuos que morreram de outras causas que ndo TB, infectando
diferentes tipos celulares e permanecendo latente na auséncia de
qualquer reagao histologica (Hernandez-Pando et al., 2000). Essa forma
clinica também pode progredir para doenca ativa devido a diversos
fatores, sendo a infeccdo com o HIV novamente o principal fator de
risco.

1.2 Abordagens terapéuticas

O tratamento atual da TB, diga-se a duragdo e os farmacos
utilizados, é resultado de uma série de ensaios clinicos que foram
conduzidos por mais de 20 anos pelo Medical Research Council
Britanico (Fox et al., 1999). O tratamento de pacientes sem historico de
TB e infectados com cepas sensiveis aos farmacos utilizados tem
duragdo de cerca de seis meses e incluem isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e etambutol administrados num regime didrio ou
intermitantemente por dois meses, seguidos de rifampicina e isoniazida
por quatro meses (Lienhardt et al., 2010) (Tabela 1). Essa forma de
tratamento que usa rifampicina na fase intensiva, apesar de oferecer
algumas vantagens praticas, tem sido questionada em termos de eficacia
quando comparada ao regime de seis meses de tratamento (Jindani et al.,
2004), existindo poucas evidéncias que favoregam esse tipo de
abordagem. Dessa forma, a Organizagdo Mundial da Saude estabelece
que o uso da rifampicina deve ser feito durante os seis meses de
tratamento e sob supervisdo. No caso de pacientes com historico de
tratamento para TB, o novo periodo de tratamento, porém, € mais
prolongado. Os farmacos recomendados sdo estreptomicina pelos
primeiros dois meses além de isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazinamida nos primeiros trés meses, seguidos de cinco meses com
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isoniazida, rifampicina e etambutol (Who, 2008). Esse tipo de
tratamento foi originalmente designado em locais com baixa prevaléncia
inicial de resisténcia a farmacos, sendo também considerado apropriado
para pacientes que apresentarem resisténcia a isoniazida (Lienhardt et
al., 2010). Entretanto, esse esquema terapéutico tem sido criticado com
relacdo a baixa eficiéncia em locais onde a resisténcia inicial a farmacos
¢ elevada (Espinal e Raviglione, 2008). Embora o regime de oito meses
de tratamento seja amplamente utilizado no mundo, ensaios clinicos
randomizados para testar sua eficacia ainda ndo foram conduzidos
(Menzies et al., 2009).

O tratamento das formas de TB resistentes a multiplos farmacos
(TB-MDR), incluindo a forma extrema (TB-XDR), envolve a
combinacdo de farmacos de primeira e segunda linha. Este altimo grupo
compreende agentes injetaveis tais como canamicina, amicacina,
capreomicina e streptomicina, assim como fluoroquinolonas (Lienhardt
et al., 2010). Entretanto, estas abordagens sdo mais complicadas devido
ao alto custo, alta toxicidade, baixa aderéncia e longa duragio,
carecendo portanto de um bom progndstico para os pacientes e
dificultando o controle da disseminag@o das TB-MDR e TB-XDR (Mak
et al., 2008; Kliiman e Altraja, 2009). Um outro fator importante de
abordagem terapéutica que deve ser considerado seria o tratamento de
pacientes com HIV e TB, uma vez que existem potencialmente dois
problemas, a saber: a) a interagdo medicamentosa entre a rifampicina e
alguns farmacos anti-retrovirais, como inibidores de proteases; e b) o
surgimento de uma sindrome inflamatoria de reconstitui¢do imune,
piorando o quadro clinico do paciente (Dean et al., 2002; Lawn et al.,
2005; Meintjes et al., 2008). A interagdo medicamentosa ocorre devido
ao fato da rifampicina promover ativagdo de um complexo enzimatico
no figado (citocromo P450), o que reduz os niveis plasmaticos de
farmacos metabolizados por esta via, no caso os inibidores de proteases
presentes em algumas terapias anti-retrovirais (L'homme R et al., 2009).
Embora nos ultimos 30 anos tém sido observado o desenvolvimento de
novos compostos que podem ser potencialmente utilizados para o
tratamento da tuberculose, o grande desafio da area ¢ entender como a
terapia funciona. Métodos modernos de
farmacocinética/farmacodindmica (FC/FD) podem fornecer as bases
biolégicas para o entendimento e interpretacdo dos resultados de um
ensaio clinico (Davies e Nuermberger, 2008). Tais métodos tém sido
usados para o desenvolvimento de novos fiarmacos, uma vez que
otimizam a eficiéncia desse processo através da analise robusta de
curvas dose-resposta (Sheiner e Steimer, 2000; Miller et al., 2005). Em
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termos de terapia de doengas infecciosas, a analise FC-FD tem
demonstrado sua importancia pratica na pneumonia aguda, na infec¢do
com o virus HIV e malaria (Svensson et al., 2002; Schentag et al., 2003;
Rosario et al., 2005; Winston et al., 2005; Simpson et al., 2006). Em
modelos in vitro de avaliagdo de novos farmacos com atividade anti-
micobacteriana, o pardmetro farmacodinamico mais simples ¢ a
determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM), que ¢é a
concentra¢do do farmaco capaz de inibir o crescimento de 90-99% de
unidades formadoras de colonia em condi¢des oOtimas de crescimento
(Goldman et al., 2007). Entretanto, o CIM nfo representa a
concentracdo na qual o crescimento bacteriano cessa e ndo distingue
entre atividade bactericida/bacteriostatica. Além disso, a exposi¢cdo ao
farmaco in vitro ndo representa de forma acurada a dindmica das
relagbes FC-FD in vivo, e nem as condi¢gdes de crescimento sdo
representativas para bactérias que causam infecg¢des cronicas (Mouton e
Vinks, 2005).

A avaliagdo da eficacia in vivo de novos regimes terapéuticos
ainda depende do modelo murino. Estudos de média duragdo (cerca de
dois meses) podem estimar a atividade bactericida de farmacos simples,
ou em combinagdo, pela contagem de unidades formadoras de colonia
(CFUs) de homogenados teciduais. Entretanto, acredita-se que
experimentos de longa dura¢do sdo necessarios para avaliar a atividade
esterilizante, uma vez que ndo se pode assumir que culturas negativas
em tempos menores seja um indicador desse tipo de atividade (Davies e
Nuermberger, 2008). Outros métodos baseiam-se no modelo murino
denominado “Cornell”, o qual utiliza uma terapia intensiva na fase
inicial para obtencdo de culturas negativas e posteriormente testa a
habilidade de farmacos simples/combinacdo de prevenir um relapso em
situagdes nas quais os animais deixam de receber o tratamento. E um
método, porém, que demanda muito tempo, arriscado e com o potencial
de fornecer dados ndo consistentes (Scanga et al., 1999). Apesar da
praticidade em se trabalhar com o modelo murino, esses animais néo
desenvolvem reagdes histopatologicas que s3o caracteristicas da
tuberculose pulmonar humana, tais como a necrose caseosa e lesdes
cavitarias. Dessa forma, pardmetros FC-FD podem ser diferentes e
cuidados devem ser tomados quando do escalonamento de doses entre
animais ¢ humanos devido as diferencas metabolicas e possiveis
interagdes farmacocinéticas (Grosset et al., 1992; Rhoades et al., 1997).
Em adicdo, a descoberta de novos biomarcadores para avaliagdo da
eficiéncia de ensaios clinicos ¢ de fundamental importancia para
desenvolver novas abordagens terapéuticas que reduzam o tempo de
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tratamento, os efeitos colaterais e as possiveis interagdes entre
medicamentos, além de cura estéril.

Tabela 1 — Principais farmacos de primeira linha utilizados no
tratamento da tuberculose (Loeffler, 2009).
ISONIAZIDA
Classe Hidrazida do acido isonicotinico.
Bactericida, especialmente em bactérias de
Atividade crescimento rapido. Afeta a sintese de acidos

micdlicos na parede celular.

Alcanga a concentragdo maxima no plasma apos 1-

Farmacocinética 2 horas da administragdo oral.
ETAMBUTOL
Classe Nio especificada.
Atividade Bacteriostatico, inibindo a sintese da parede celular

Farmacocinética | Alcanga a concentragdo maxima no plasma apos 2-
4 horas da administragdo oral.

RIFAMPICINA
Classe Rifamicina
Atividade Bactericida, inibindo a sintese de proteinas.

Farmacocinética | Alcanga a concentragdo maxima no plasma apos 1-
4 horas da administragdo oral.

PIRAZINAMIDA
Classe Derivado sintético da nicotinamida.
Atividade Bactericida; mecanismo ainda ndo conhecido

Farmacocinética | Alcanga a concentragdo maxima no plasma apos 2-
4 horas da administragdo oral.

1.3 Aspectos gerais da resposta imune do hospedeiro

A resposta imune inata que compreende diferentes células e
apresenta seu proprio sistema de receptores para reconhecer a presenca
de patdgenos ¢ fundamental para a iniciagdo e regulacdo da resposta
imune adaptativa do hospedeiro. Dessa forma, a resposta de defesa
contra 0 M. tuberculosis ¢ dominada pela interagdo do sistema imune
inato com o adaptativo. Apdés a inalacdo e deposicdo de pequenas
particulas contaminadas no alvéolo pulmonar, a bactéria interage com
células apresentadoras de antigenos, como macréfagos alveolares
residentes, células dendriticas e mondcitos recrutados da periferia
(Torrado et al., 2011). Além da expressdo de receptores fagociticos,
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esses tipos celulares também expressam receptores do tipo Toll (TLRs)
que reconhecem padroes moleculares conservados presentes em
patogenos (Medzhitov e Janeway, 2000). Entretanto, sugere-se que
sinais adicionais relacionados a atividade de bactérias patogénicas sdo
importantes para a discriminagdo entre essas e bactérias comensais
presentes no hospedeiro (Fontana e Vance, 2011). A ligagdo de TLRs
com seus ligantes cognatos inicia uma série de vias de transdugdo de
sinal que culminam na ativagdo do fator nuclear-kappa B(NFxB) e na
inducdo de citocinas e quimiocinas que sdo determinantes para o
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa contra o patdgeno
(Aderem e Ulevitch, 2000), sendo composta por uma resposta humoral e
celular. No contexto da infec¢do com o M. tuberculosis, os receptores
TLR2, TLR4 ¢ TLR9 estdo envolvidos no reconhecimento da bactéria.
O receptor TLR2 forma heterodimeros com TLR1 ou TLR6 os quais
reconhecem componentes da parede celular micobacteriana (Jones ef al.,
2001; Means et al., 2001; Thoma-Uszynski et al., 2001). Em adicdo,
animais deficientes em TLR2 sfo mais susceptiveis a infec¢do com M.
tuberculosis durante a fase cronica (Drennan et al., 2004). O papel do
TLR4, contudo, ainda é pouco entendido, e alguns trabalhos ja
demonstraram resultados discordantes em modelos in vivo (Abel et al.,
2002; Reiling et al., 2002). O TLRY, por sua vez, reconhece motivos ndo
metilados de CpG presentes no DNA gendmico bacteriano. Estudos in
vitro demonstraram que esse receptor esta envolvido na producdo de IL-
12 por células dendriticas infectadas, sendo que animais deficientes para
TLRY, desafiados com alta dose de M. tuberculosis, morrem mais rapido
do que os animais controles (Bafica et al., 2005; Pompei et al., 2007).
Os linfocitos T v9, células “natural killer” (NK), e células T NK
(NKT) também participam da resposta imune na TB. Alguns estudos
experimentais tém demonstrado que na resposta do hospedeiro a
indug@o de células T yd precede a indugdo e migracdo de linfocitos T
CD4 e CDS8 para o sitio de infeccdo e, dessa forma, apresentam um
papel importante na modulag@o da resposta efetora contra a TB. Durante
a infecgdo, o recrutamento inicial de células para o sitio de infec¢do no
pulmido ¢ mediado por quimiocinas como CXCL2 e CXCLI10, e
interleucinas, IL-12 e IL-17, secretadas por macrofagos e células
dendriticas. Uma vez atividadas, as células T yd secretam IFN-y e TNF-
a. A producdo destas citocinas aumenta a capacidade bactericida dos
macrofagos (Ferrero et al., 2003; Lockhart et al., 2006; Cooper, 2009).
A resposta imune humoral é mediada por anticorpos e tem sido
primariamente utilizada para fins de diagnoéstico (Kunnath-Velayudhan
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e Gennaro, 2011). Considerando que o M. tuberculosis é um patdogeno
intracelular, poderia ser pensado que esse tipo de resposta ndo
apresentaria um papel protetor. Entretanto, esta visdo foi questionada
por alguns estudos que mostraram a eficacia da imunidade humoral
contra outros tipos de patdgenos intracelulares (Robbins et al., 1996;
Glatman-Freedman, 2006; Pluddemann et al., 2011), sugerindo que a
mesma pode também contribuir para a prote¢do contra a TB. Em dois
estudos independentes, por exemplo, foi demonstrado que anticorpos
monoclonais contra antigenos de superficie do M. tuberculosis
prolongaram a sobrevivéncia de animais infectados com doses letais de
M. tuberculosis e M. bovis, sendo observado a formagdo de granulomas
bem organizados e localizados (Teitelbaum et al., 1998; Chambers et
al., 2004). Em adi¢do, sabe-se que o M. tuberculosis é capaz de modular
vias de morte celular do hospedeiro e que, portanto, antigenos soluveis
estariam disponiveis para ativagdo de linfocitos B num determinado
momento da infec¢do, podendo contribuir para a prevengdo da
disseminacao do bacilo (Behar et al., 2011).

A imunidade mediada por células, por sua vez, ¢ considerada a
mais importante na resisténcia a infeccdo por M. tuberculosis. No
modelo murino, o nimero de células T CD4+ e CD8+ ativadas nos
linfonodos drenantes no pulm@o aumentam apds uma semana de
infecgdo (Feng et al., 1999; Serbina et al., 2000). Por volta da quarta
semana, as células T CD4 e CD8 migram para o pulmdo e apresentam
marcadores fenotipicos de células efetoras e/ou de memoria. Cerca de
50% dessas células sdo CD69 positivas, indicando que células T
ativadas estdo migrando para o sitio de infeccdo e interagindo com
células apresentadoras de antigenos (Cooper, 2009). Essas interagdes
culminam na formag¢do do granuloma que € a estrutura histopatologica
caracteristica da infecgdo por M. tuberculosis. Essa estrutura pode variar
em composi¢do celular, tamanho e distribuigdo, apresentando variacdes
entre individuos diferentes e até mesmo dentro do mesmo individuo
(Kunnath-Velayudhan e Gennaro, 2011).

A apoptose também tem sido descrita como parte da resposta
imune do hospedeiro contra o patégeno, em que células mortas liberam
vesiculas apoptdticas que sdo fagocitadas por outras células
apresentadoras de antigeno, sendo estas envolvidas na ativacdo de
linfocitos T CD8 por meio de um processo denominado “apresentagdo
cruzada” (Winau et al., 2006). Em modelos de infec¢ao foi demonstrado
que o M. tuberculosis é capaz de inibir a apoptose, modulando a
expressdo de proteinas relacionadas ao processo como Fas, ligante de
Fas, Bcl-2 e Bax, e criando, dessa forma, um ambiente adequado para o
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seu crescimento no interior de macréfagos infectados (Behar et al.,
2011).

A citocina IFN-y ¢é considerada como sendo crucial na
imunidade protetora contra o M. tuberculosis (Cooper, 2009). No
interior de granulomas, IFN-y é capaz de estimular diferentes vias
relacionadas ao processo de eliminacdo do bacilo (Saunders e Britton,
2007). Portanto, a deficiéncia na produgdo de IFN-y ou do seu receptor
em humanos e camundongos esta associada a uma maior
susceptibilidade a infeccdo pelo M. tuberculosis (Flynn et al., 1993;
Ottenhoff et al., 1998; Sullivan et al., 2005). De fato, esta citocina ¢
importante no processo de apresentacdo de antigenos e induz a
transcri¢ao de pelo menos 200 genes em macréfagos, incluindo aumento
da expressdo do complexo principal de histocompatibilidade classe Il e a
producdo de moléculas efetoras tais como radicais de oxigénio, 6xido
nitrico e outros intermediarios reativos de nitrogénio (Scanga et al.,
2001; Chan e Flynn, 2004; Sullivan et al., 2005).

1.4 Métodos de diagndstico e imunoprofilaxia contra a tuberculose

Os métodos atuais para o diagndstico da TB carecem de
melhorias, apresentando variacdes em pardmetros como sensibilidade,
especificidade, rapidez e custo. O diagnostico € feito pela demonstragdo
da presenca de bacilos alcool-acido resistentes em amostras de escarro,
0 que ¢é pouco sensivel nos casos em que os pacientes sdo
paucibacilares. Além disso, a cultura microbioldgica ¢ importante para o
diagnostico definitivo e para o teste de susceptibilidade as drogas
(Evans, 2011). Embora a detecgdo de bacilos alcool-acido resistentes em
amostras clinicas ndo seja um procedimento caro, o crescimento em
pode demorar pelo menos 6 meses meio s6lido ou de 7-21 dias em meio
liquido. A cultura em meio sélido permite o exame direto da morfologia
da colonia e a identificagdo de culturas mistas, sendo que a liquida
permite um diagndstico mais rapido, porém, menos preciso (Evans,
2011). Do ponto de vista clinico, alguns dos achados radiograficos
sugestivos de TB sdo lesdes cavitarias, adenopatias hilares e/ou
paratraqueais e opacidades pulmonares nas partes superiores. Em alguns
pacientes com doenca ativa primadria e aqueles co-infectados com o virus
HIV, esses achados radiograficos podem ser mais distintos, incluindo
inflitrados micronodulares de padrdo miliar (Who, 2004).

Testes imunologicos baseados na detec¢do de anticorpos contra
antigenos do M. tuberculosis no soro de pacientes com doenga ativa
constituem uma opc¢ao interessante em termos praticos, uma vez que sao
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testes rapidos, baratos ¢ que podem ser executados nas condigdes
encontradas em paises em desenvolvimento (Kunnath-Velayudhan et
al., 2010). Os métodos baseados na técnica do ELISA, por exemplo, ja
sdo0 usados para a pesquisa de anticorpos contra antigenos complexos e
purificados do M. tuberculosis. No entanto, ainda faltam melhorias no
que diz respeito a sensibilidade e especificidade, uma vez que a variagdo
da resposta humoral observada em humanos ¢ muito grande (Kunnath-
Velayudhan et al., 2010; Kunnath-Velayudhan e Gennaro, 2011).

M¢étodos moleculares baseados na detecgdo de acidos nucléicos
podem ser usados em amostras clinicas, apresentando uma maior
confiabilidade nos casos em que as amostras de escarro sdo provenientes
de pacientes ndo tratados e com a presenga de bacilos alcool-acido
resistentes (Hughes et al., 2012). Entretanto, sdo métodos caros e que
podem ter baixo desempenho em condigdes de campo. Além disso,
resultados positivos ainda podem ser observados apods tratamento dos
pacientes devido a presenca residual de DNA, o que ndo seria adequado
em pessoas com historico de TB ou para monitorar a resposta ao
tratamento (Hughes et al., 2012). Outra abordagem utilizada ¢é a
imunohistoquimica através do uso de anticorpos especificos. Essa
técnica tem o potencial de revelar a presenca de antigenos do M.
tuberculosis em tecidos que apresentam reagdes histopatologicas
caracteristicas de infeccdo e pode ser utilizada para melhorar o
diagnostico da TB (Mustafa et al., 1999; Ulrichs et al., 2005). Em
adi¢do, ja foi demonstrado o potencial de se utilizar um anticorpo contra
o antigeno secretado MPT64, que ¢é especifico para espécies
pertencentes ao complexo do M. tuberculosis, para discriminar infec¢ao
causada por micobactérias atipicas (Mustafa et al., 2006).

O teste da tuberculina pode ser usado para identificar individuos
infectados latentemente com M. tuberculosis. A mistura complexa de
antigenos € injetada intradermicamente podendo causar uma reagdo de
hipersensibilidade tardia. Ap6s 48-72 horas, o didmetro no local da
reacdo ¢ medido, sendo considerados reatores fortes aqueles que
apresentarem um didmetro igual ou superior a 10 mm. No entanto, esse
teste € pouco sensivel na diferenciagdo de individuos vacinados
daqueles infectados latentemente. Por outro lado, testes mais sensiveis e
especificos ja estdo disponiveis no mercado. Um dos testes avalia a
producdo de IFN-y por linfocitos T em resposta a dois antigenos
especificos secretados de M. tuberculosis, a saber: ESAT-6 ou “early
secretory antigenic target-6” ¢ CFP-10 ou “culture filtrate protein-10”
(Doherty et al., 2002). E bem estabelecido que esse teste discrimina
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melhor individuos infectados latentemente daqueles com reagodes
cruzadas devido a infeccdo com micobactérias atipicas ou vacinados
com M. bovis BCG (Brock et al., 2001). Outros dois testes comerciais
disponiveis sdo o QuantiFERON e o T SPOT-TB que usam a ESAT-6 ¢
CFP-10 como substratos. Entretanto, tais testes ndo sfo capazes de
identificar aqueles individuos que apresentam risco maior de
desenvolver ou progredir para um quadro clinico de TB ativa (Kunnath-
Velayudhan e Gennaro, 2011).

A prevengdo e o controle da TB é sem duvida dependente de
métodos profilaticos eficazes. A vacinagdo com BCG, contudo, é a
Unica forma disponivel, sendo que mais de 3 bilhdes de pessoas ja foram
vacinadas no mundo nos ultimos 90 anos (Kaufmann, 2011). Ainda
assim, a reducdo da incidéncia da TB ou mesmo a sua eliminagdo
constituem um grande desafio de saude publica. A vacinagdo com BCG
protege de forma eficiente criangas contra a forma miliar da doenca.
Entretanto, em adultos o nivel de proteg¢do pode variar de 0 a 80% (Fine,
1995; Aronson et al., 2004). O estudo conduzido nos Estados Unidos
por Aronson e colaboradores em 2004 demonstrou que a vacinagdo com
BCG ainda teve um efeito protetor mesmo apos 60 anos, sugerindo que
a mesma pode promever uma protecao de longa duragdo. Outros estudos
indicaram que a revacinacdo com M. bovis BCG ndo apresentou um
efeito protetor adicional (Cohn, 1997; Rodrigues et al., 2005), o que
demonstra que esta vacina nao ¢ suficiente para o controle global da TB
€ que novas vacinas sdo necessarias. Apesar dessas variagdes
observadas, a tendéncia ndo é de substituicdo da BCG ¢ sim o seu
melhoramento. Uma das alternativas promissoras iniciada ha alguns
anos atrds foi o desenvolvimento de uma BCG recombinante
expressando a listeriolisina, uma proteina secretada de Listeria
monocytogenes envolvida em eventos de acesso ao citoplasma da célula
do hospedeiro (Kaufmann, 2011; Carrero e Unanue, 2012). Outros
candidatos vacinais introduzidos sdo baseados na expressdo aumentada
de antigenos imunodominantes, como o antigeno 85B, em BCG ou BCG
recombinante expressando citocinas (Murray et al., 1996; Horwitz et al.,
2000). Em adicdo, ja foi demonstrado experimentalmente que o uso da
estratégia “prime-boost” pode ajudar a prevenir a TB (Mcshane e Hill,
2005). Essa estratégia consiste na utilizacdo de uma vacina em conjunto
com a BCG, mas num momento posterior. Essas vacinas sdo
representadas, por exemplo, pelo virus Vaccinia expressando o antigeno
85A (Mcshane et al., 2004), vacinas de DNA (Tollefsen et al., 2002;
Huygen, 2005) ou vacinas de subunidades codificando proteinas de
fusdo (Skeiky et al., 2004; Andersen e Doherty, 2005) como ESAT-6 e
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o antigeno 85B (Olsen et al., 2004). Atualmente, 12 candidatos vacinais
estdo em ensaios clinicos, sendo importante notar que tais candidatos
representam proteinas secretadas do M. tuberculosis (Kaufmann, 2011).

1.5 Identificacdo de fatores determinantes do Mpycobacterium
tuberculosis na sua interacio com o hospedeiro

O M. tuberculosis € o principal representante das espécies
pertencentes ao complexo do M. tuberculosis, um grupo de
micobactérias relacionadas e de crescimento lento, incluindo M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti ¢ M. canettii. Embora
os membros do complexo apresentem diferencas fenotipicas e de
hospedeiro, a diferenca em termos genéticos ¢ minima (Saint-Ruf e
Matic, 2006). Dessa forma, sugere-se que os membros do complexo
podem ter se originado de uma populacdo clonal ancestral (Gutierrez et
al., 2005). Entretanto, ja foi demonstrado por meio de técnicas de
hibridizacdo que existem 14 regides de diferenciagdo (RDs) variando de
2 a 12.7 kb em tamanho, sendo algumas dessas regides ausentes ou
presentes entre os membros do complexo (Behr ef al., 1999; Gordon et
al., 1999; Bitter et al., 2009). E oportuno ressaltar que os genes
presentes nessas regioes representam candidatos interessantes para o
desenvolvimento de técnicas de diagndstico que podem, por sua vez,
diferenciar as espécies, além de permitir um melhor entendimento do
papel das proteinas correspondentes na interagdo do patégeno com o
hospedeiro.

O genoma da cepa laboratorial M. tuberculosis H37Rv foi
sequenciado em 1998 (Cole et al., 1998), seguido pelo sequenciamento
do isolado clinico M. tuberculosis CDC1551 (Fleischmann et al., 2002)
e do M. bovis AF2122/97 (Garnier et al., 2003). O genoma completo da
cepa H37Rv possui 4.411,529 pares de bases com cerca de 4000 genes
(Cole et al., 1998). Analises comparativas iniciais revelaram que 40%
dos genes preditos identificados estdo envolvidos no metabolismo
central e que outros 44% sdo classificados como hipotéticos
conservados, significando que estas sequéncias apresentam um certo
grau de similaridade com sequéncias de outros microorganismos. J& a
porcentagem restante de genes provavelmente ¢é exclusiva de
micobactérias. Outro aspecto interessante é que mais do que 20% dos
genes do M. tuberculosis pertencem a duas diferentes classes que sdo (1)
enzimas envolvidas no metabolismo de acidos micoélicos e (2) proteinas
de funcdo desconhecida, de caracteristica acida e ricas em glicina,
chamadas proteinas PE ou PPE. Ambas as classes de proteinas sdo
importantes para o estabelecimento da infecc¢ao e viruléncia (Marjanovic
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et al., 2011; Akhter et al., 2012; Bottai et al., 2012). A disponibilidade
de genomas e o desenvolvimento de ferramentas em bioinformatica
criaram perspectivas de um melhor entendimento da biologia do M.
tuberculosis, o que pode ter consequéncias positivas nas areas de
diagnostico e na identificagdo de novos alvos para farmacos e vacinas.
Desde a publicagio do genoma, ja foram determinadas
experimentalmente a estrutura de 312 proteinas e validados modelos
estruturais de 2877 genes preditos (70% do genoma), sendo um passo
importante para revelar a fun¢do das proteinas codificadas ou os
processos nos quais estas participam (Anand et al, 2011). O
aprimoramento da bioinformatica nos ultimos anos e a concomitante
evolucdo das técnicas protedOmicas permitiram ainda o estudo das
propriedades gerais das proteinas do M. tuberculosis e a localizacdo das
mesmas nas diferentes fracdes subcelulares (Bell et al., 2012).

Nos ultimos anos o secretoma do M. tuberculosis tem sido
investigado com interesse particular, uma vez que representam um
grupo de proteinas com o potencial de induzir uma resposta imune
protetora e portanto para o desenvolvimento de novas vacinas (Aagaard
et al.,, 2011; Van Dissel et al., 2011; Lin et al., 2012). Analises de
bioinformatica das sequéncias N-terminais de proteinas purificadas do
filtrado de cultura, fragdo que representa a maioria das proteinas
secretadas/exportadas do M. tuberculosis, revelaram que grande parte é
secretada pela via geral de secre¢do ou via SEC (De Souza et al., 2011).
A via SEC esta envolvida no translocamento de proteinas através da
membrana plasmatica pela identificagio do peptideo sinal e sua
clivagem apo6s o evento de secrecdo (De Souza et al., 2011). Entretanto,
nem todas as proteinas sdo secretadas pela via SEC e proteinas que ndo
apresentam um peptideo sinal classico na sequéncia podem ser
secretadas por vias alternativas. Esse é o caso da ESAT-6 que apresenta
um sinal para secre¢do localizado na regido C-terminal da sequéncia
(Champion et al., 2006).

O primeiro estudo protedmico realizado com proteinas
secretadas de M. tuberculosis foi publicado no inicio da década de 90.
Nele, 12 proteinas do filtrado de cultura foram purificadas por
cromatografia e caracterizadas parcialmente (Nagai et al., 1991). Apds a
publicagdo desse trabalho, poucas proteinas adicionais contendo um
peptideo sinal tipo SEC foram descritas, o que provavelmente refletiu
uma limitacdo das técnicas e metodologias disponiveis na época, além
da contaminacdo com proteinas de outras fragdes subcelulares (Beatty e
Russell, 2000; Mattow et al., 2003). Entretanto, esse quadro tem
mudado mais recentemente com uma melhor -caracterizacdo do
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proteoma do M. tuberculosis tanto em termos de identificagdo de
proteinas contendo peptideos sinais como da localizacdo e classificacdo
de outras proteinas (De Souza et al., 2011; De Souza e Wiker, 2011).

As principais proteinas do filtrado de cultura secretadas pelo M.
tuberculosis sdo os antigenos 85A, 85B e 85C, do complexo antigénico
85. Estas proteinas apresentam alto grau de similaridade entre elas e
ensaios in vitro mostraram que as mesmas estdo envolvidas na
transferéncia de acidos micolicos para trealose, levando a formagao de
a,0’- trealose mono-micolato e a,a’ — trealose di-micolato (Belisle et
al., 1997, De Souza e Wiker, 2011). Tais componentes sdo
predominantes na parede celular do M. tuberculosis, formando uma
barreira de permeabilidade que protege a bactéria de efeitos adversos do
ambiente e promove uma resisténcia inata a antibidticos (Riley, 2006).
Os antigenos do complexo 85 também interagem com o sistema imune
do hospedeiro (Beamer et al., 2011).

As proteinas associadas a membrana possuem um papel
essencial em diferentes processos biologicos, tais como interagdes
célula-célula, sinalizagdo celular, transporte de ions e nutrientes,
podendo também estar envolvidas em mecanismos de patogenicidade
(Pizarro-Cerda e Cossart, 2006; Wang et al., 2008; Leo e Skurnik,
2011). Muitas das proteinas associadas a membrana sdo ativamente
exportadas pela via SEC, sendo que aspectos distintos nas regides de
transmembrana da sequéncia tornaram possivel a identificacdo das
mesmas por métodos computacionais (Krogh et al., 2001). No M.
tuberculosis ja foram preditas mais de 780 proteinas com
enderecamento para a membrana, representando cerca de 20% de todas
as proteinas hipotéticas (Malen et al., 2011). Sugere-se que grande parte
das proteinas integrais s@o inseridas na camada lipidica através de um
canal protéico localizado na membrana denominado “complexo
translocon”. Esse complexo ¢ composto por diferentes subunidades, mas
0 mecanismo exato de como ocorre o enderegamento desse grupo de
proteinas e da discriminagdo daquelas que irdo ficar ancoradas somente
parcialmente ainda é pouco entendido (White e Von Heijne, 2008;
Holland, 2010).

Componentes bacterianos que estdo associados a superficie da
célula e envolvidos na interagdo com células do hospedeiro sdo
coletivamente classificados como adesinas. Algumas espécies de
bactérias utilizam adesinas especificas, ou lectinas, para se ligar a
carboidratos localizados na superficie de tecidos do hospedeiro,
facilitando processos de adesdo, colonizacdo e invasdo (Leo e Skurnik,
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2011). A localizagdo celular deste grupo de proteinas ¢ considerada
diversa, sendo algumas secretadas como moléculas soluveis ou
localizadas intracelularmente (Imberty et al., 2004). Entretanto, a
maioria esta associada com estruturas presentes na superficie bacteriana.
Além disso, lectinas bacterianas e seus ligantes cognatos foram
identificados a partir de estudos em que a especificidade foi
demonstrada pela capacidade de carboidratos bem definidos em inibir a
aglutinagdo de eritrocitos (Imberty et al., 2004; Tielker et al., 2005; Wu
et al., 2006)). Dessa forma, no contexto biologico os ligantes com os
quais tais lectinas interagem sdo pouco conhecidos. No caso do M.
tuberculosis, existe uma lectina caracterizada bioquimicamente (HBHA,
“Heparin-binding hemagglutinin”) e descrita como sendo importante no
processo de disseminagdo extrapulmonar e interacdo com células
epiteliais (Locht et al., 2006).

No presente trabalho, nds identificamos uma nova lectina
secretada do M. tuberculosis, SMTL-13, e avaliamos a resposta imune
em pacientes com TB ativa e seu potencial diagndstico assim como
investigamos o papel desta proteina durante a infec¢do in vitro de
macrofagos. A hipotese € que lectinas sdo um grupo de proteinas
determinantes na interagdo do M. tuberculosis com células do sistema
imune inato ou fagociticas. Estas proteinas poderiam portanto ser um
potencial alvo terapéutico e de diagnostico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial diagnostico do produto codificado pelo gene Rv1419
de Mpycobacterium tuberculosis em pacientes com doenga ativa e
investigar o papel da proteina correspondente na interag@o inicial com
macrofagos.

2.2 Especificos

- Desenvolver e validar um anticorpo monoclonal contra o produto do
gene RvI419 para estudos de localizagdo subcelular utilizando diferentes
fragoes do M. tuberculosis.

- Padronizar e avaliar o potencial de uso do anticorpo monoclonal na
deteccdo in situ do produto do gene RvI419 em bidpsias pleurais de
pacientes com tuberculose.

- Descrever o perfil de resposta imunologica humoral em pacientes
antes, durante e apds o tratamento.

- Gerar um mutante a partir de M. tuberculosis H37Rv deficiente no
gene Rv1419 e avaliar (i) o crescimento in vitro em meio de culura, (ii)
a sobrevivéncia intracelular das bactérias apos infeccdo em macréfagos
da linhagem RAW 264.7 e (iii) a regulacdo da secre¢do de TNF-a.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (Salvador, Babhia,
Protocolo 219 (CAAE) 2221.0.000.225-06), pelo Nucleo de Pesquisa
em Pneumologia do Hospital Especializado Octavio Mangabeira
(Salvador, Bahia, Parecer N° 01/2007) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora (Juiz de Fora, Minas
Gerais, UFJF-1495.186.2008). Foram obtidos os consentimentos
informados para doagdo de sangue de todos os pacientes, bem como dos
voluntarios que participaram do estudo como controles.

3.2 Pacientes

Pacientes com tuberculose pulmonar ativa (n=34) provenientes
da Divisdo de Doengas Respiratérias da Clinica de Saude Publica de
Juiz de Fora-MG e 11 pacientes do Hospital Octavio Mangabeira-BA,
foram selecionados para o estudo. Como critério de inclusao,
participaram somente aqueles pacientes em que bacilos acool-acido
resistentes foram detectados por baciloscopia do escarro, ou que
apresentaram cultura positiva além de sintomas clinicos e exames de
raio-X sugestivos de doenca ativa. Pacientes infectados com o virus
HIV, diabetes, hepatite, hipertensdo, gravidez e alcoolismo foram
critérios de exclusdo. Todos os pacientes incluidos no estudo
apresentaram baciloscopia negativa apos o tratamento. Individuos sadios
e vacinados com BCG (n=38) representaram o grupo ‘“controle
endémico”, que foi formado por estudantes de Medicina e funcionarios
da UFJF. Cinco estrangeiros, PPD(-) e nf3o vacinados com BCG,
constituiram o grupo “controle ndo endémico” e outros seis individuos
PPD(-) e vacinados com BCG foram incluidos no grupo controle, sendo
que os mesmos ndo apresentavam historico de infeccdo por M.
tuberculosis.

3.3 Analise in silico

As proteinas anotadas como hipotéticas ou de fungdo
desconhecida no genoma do M. tuberculosis foram filtradas e
comparadas localmente a um banco de dados nido redundante de lectinas
por meio de um script PERL. A sequéncia do produto do gene RvI419
foi estruturalmente analisada usando o programa protedmico Expasy
(Expert Protein Analysis System) (Gasteiger et al., 2003). O servidor
SignalP 3.0 foi utilizado para identificar possiveis peptideos sinais tipo-
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SEC e sitios de clivagem. Além disso, o programa CLUSTALW foi
usado para comparar diferentes sequéncias (Notredame et al., 2000). Por
ultimo, o servidor BLAST, que encontra-se disponivel no site do
National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foi utilizado para busca de sequéncias
similares e dominios conservados.

3.4 Extracdo de DNA gendmico

O método utilizado para extracdo do DNA genomico foi o
descrito por van Soolingen e colaboradores em 1991 (Van Soolingen et
al., 1991). Brevemente, as suspensdes bacterianas de M. tuberculosis
foram transferidas para tubos de microcentrifugas estéreis (eppendorfs)
de 2 mL contendo 500 uL de tampao TE (0,01 M Tris-HCl e 0,001 M
EDTA pH 8) e aquecidas a 80°C por 20 min. Em seguida, apos chegar a
temperatura ambiente, foi adicionado lisozima (concentracdo final 1
mg/mL), que foi homogeneizada por inversdo do tubo, sendo esta
incubada por 1 hora a 37°C na estufa bacteriologica. Em seguida, foram
adicionados 70 uL de 10% SDS e 6 uL de proteinase K 10 mg/mL e a
mistura foi incubada a 65 °C por 10 min no banho-maria. Apos essa
etapa, foi adicionado 80 ul de Brometo de N-acetil-N,N,N-trimetil
amonio a 10% e 100 uL de solugdo de NaCl 5 M, que foi agitado por
inversdo do tubo brevemente e novamente incubados por 10 min a 65°C
no banho-maria.

Apos o periodo de incubagdo, o DNA foi extraido com igual
volume de  cloroféormio-dlcool  isoamilico  (24:1,  vol/vol),
homogeneizado cuidadosamente e em seguida foi submetido a
centrifuga¢do por 5 min a 14000 rpm em microcentrifuga. A fase
superior aquosa contendo o DNA foi transferida para novo tubo sendo
adicionado 0,6 volumes de isopropanol e deixado 30 min a —20°C,
seguido de centrifugacdo por 15 min. O sobrenadante foi retirado com o
auxilio de um pipetador. O sedimento foi entdo lavado com 250 uL de
etanol 70% e deixado secar ao ar. Finalmente o DNA foi dissolvido em
20 uL com 0,1x tampdo TE (1 mM Tris-HCI e 0,1 mM EDTA pH 8 ¢
estocado em freezer —20°C). Para estimar a quantidade do DNA extraido
foi medida a absorbancia a 260 ¢ 280 nm em espectrofotometro.

3.5 Expressio heterdloga

Um piloto de expressdo foi feito para avaliagdo dos niveis de
expressdo da proteina em diferentes tempos. Basicamente, o protocolo
envolveu a transformacdo de E. coli BL21 (DE3) eletrocompetente com
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aproximadamente 20 ng de DNA. Em seguida, as bactérias
transformadas foram ressuspendidas em 1 mL de meio LB sem
antibidtico e transferidas para um tubo Eppendorf de 1,5 mL, que foi
incubado em shaker (200 rpm) por 30 min a 37°C. Apoés essa etapa, 500
pL foram transferidos para um tubo falcon de 50 mL contendo 10 mL de
meio LB com antibidtico (Ampicilina 50 pg/mL), sendo incubado por
16 horas a 37 °C sob agitag¢do (pré-indculo).

O in6culo de indugio foi feito com 500 pl do pré-inoculo em 10
mL de meio LB contendo antibidtico (Ampicilina 50 pg/mL). As
bactérias foram expandidas até um valor de DOgy entre 0,5-0,8
(aproximadamene 2 horas). Em seguida, a cultura foi dividida em dois
tubos falcon de 50 mL, sendo que um foi utilizado como controle
negativo e o outro submetido a indugdo com 1mM de Isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosideo-IPTG (5 pL de IPTG 1 M para 5 mL de meio LB).
Coletas de 500 pL foram realizadas nos tempos de 0-5 horas apds a
inducdo. As aliquotas da cultura foram centrifugadas por 10 min a 5000
rpm e o pellet e o sobrenadante foram separados para analises em SDS-
PAGE. Apoés a analise dos niveis de expressdo, o experimento foi
realizado novamente com um volume maior (2 L de cultura) para a
producdo em escala da proteina recombinante, considerando o tempo
determinado pelo experimento piloto.

3.6 Purificacio da proteina recombinante

A purificagdo da proteina recombinante envolveu a lise de
bactérias. As células da cultura foram centrifugadas a 7000 rpm por 10
min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellef) de
bactérias foi mantido no gelo. Em seguida, usando uma pipeta
sorologica de 10 mL, as células foram ressuspendidas completamente
adicionando-se 50 mL de solugdo de lise (Tampao Fosfato 1x, contendo
imidazol 10 mM e uréia 8 M, pH 7,4) e entdo esse volume foi dividido
em quatro tubos falcon de 50 mL, que foram mantidos no gelo para
sonificagdo (pulsos de 30 segundos (3x) com poténcia de 30 W). Apos
essa etapa, procedeu-se a centrifugacdo a 7000 rpm por 20 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram transferidos cuidadosamente para um tubo
falcon novo e estéril devidamente marcado. O pellet foi ressuspendido
em solug@o de lise para solubilizar a proteina caso tenha sido expressa
em corpos de inclusdo, sendo que tanto o sobrenadante como o pellet
foram avaliados quanto a expressdo em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12%. As proteinas totais foram quantificadas pelo método de
Bradford e diluidas para a concentragdo de 0,5 mg/mL com a solugdo de
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lise antes de passar no HPLC (Sistema AKTA—Amersham). As amostras
foram estocadas a -20°C ou passadas no filtro de 0,45 um imediatamente
antes da purificagdo no HPLC.

A estratégia empregada para a purificagdo da proteina
recombinante contendo cauda de histidina utiliza as vantagens da
cromatografia de afinidade em metal. Os ions metdlicos sdo
imobilizados através do uso de um agente quelante capaz de possibilitar
a liga¢do da proteina ao metal. Alguns aminodcidos, principalmente a
histidina, apresentam alta especificidade de ligagdo pelo metal
imobilizado. Dessa maneira, proteinas ricas em histidinas podem ser
especificamente eluidas da resina carregada com ions metalicos e entdo
isoladas por este método.

3.7 Ensaio de hemaglutinacio

O ensaio de hemaglutinagdo para a proteina recombinante
sMTL-13 foi testado frente a células sanguineas de coelho, incubando-se
diferentes concentra¢des da solugdo da proteina recombinante (2,5
pg/mL; 5 pg/mL; 10 pg/mL; 20 ug/mL) com igual volume de suspensio
2% de eritrocitos de coelho, tratados ou ndo tratados com enzimas
proteoliticas (papaina e tripsina), em tubos de ensaio em triplicata. Em
seguida, as amostras foram incubadas a 37°C por 30 min e deixadas a
temperatura ambiente por 16 horas. A atividade hemaglutinante de cada
amostra foi avaliada visualmente e registrada em camera digital.

3.8 Frac¢oes micobacterianas

Diferentes fragdes subcelulares do M. tuberculosis H37Rv
foram usadas. Lisado celular total (WCL), filtrado de cultura (CFP),
membrana (M) e parede celular (CW) foram obtidos através de um
contrato entre o Prof. Dr. André Bafica (UFSC-NIH) e a Colorado State
University (TB vaccine testing and research material).

3.9 Geracgao do anticorpo monoclonal

Camundongos da linhagem Balb/c foram imunizados i.p. com a
proteina recombinante (rRv1419; 4 x 20 ug) na presenga do adjuvante
AluGel, recebendo em seguida uma injecdo i.v. com a rRv1419 (20 ug)
em intervalos semanais. Esplendcitos foram isolados e fusionados com
células de mieloma Ag8XP3653 (fornecidas pelo Prof. Carlos
Zanetti/UFSC) na razdo 5:1 usando polietilenoglicol 50% como agente
de fusdo. As células foram entdo semeadas em meio RPMI 1640
(Invitrogen, Brasil) suplementado com 20% de SBF (Hyclone, USA),
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sendo que os hibridomas foram selecionados usando 0,1 mM de
hipoxantina, 0,4 mM de aminopterina ¢ 0,016 mM de timidina. Os
sobrenadantes dos hibridomas foram avaliados por ELISA, usando a
proteina recombinante rRv1419 como antigeno de captura. Dos 900
clones inicialmente avaliados, 12 clones foram positivos e selecionados
com base na producdo de altos titulos de anticorpo contra a rRv1419.
Apos essa etapa, um clone foi subclonado por diluigdo limitante, sendo
que a classe Ig e subclasse foram determinadas como sendo IgG1x por
meio do sistema SBA Clonotyping/HRP (Southern Biotech, USA). O
Comité de Etica em Experimentagio Animal da Universidade Federal
do Parand aprovou o protocolo de estudo (23075.031314/2008-41),
sendo o experimento conduzido em colaboragdo com o Dr. Juliano
Bordignon do Instituto Carlos Chagas-FIOCRUZ em Curitiba, Parana.

3.10 Marcacio de Mycobacterium tuberculosis com o anticorpo anti-
Stml13

Uma aliquota de 100 puL proveniente de uma suspensdo de M.
tuberculosis H37Rv (3)(108 células/mL) foi centrifugada em placa de 96
pocos fundo “U”. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado trés vezes com 200 uL de tampdo PBS,
centrifugando entre as lavagens. Apos a etapa de lavagens, as células
foram ressuspendidas em 100 uL de sobrenandante do anticorpo
monoclonal anti-SMTL-13 (276.B7) e incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente. A etapa de lavagem foi repetida e as células
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario anti-IgG murino conjugado com FITC (1:2000) num volume
final de 100 uL. As células foram lavadas novamente e entdo fixadas em
formalina 4% a 4°C antes de serem usadas no experimento de citometria
de fluxo.

3.11 Detecgao de anticorpos contra SMTL-13 por ELISA
Microplacas de poliestireno (Biosystems, Brasil) foram
incubadas por 16-18 horas a 4°C com a SMTL-13 (5 ug/mL) diluida em
0,06 M de tampao carbonato (pH 9.6). Em seguida, as microplacas
foram bloqueadas, lavadas e incubadas com os sobrenadantes de cultura
dos hibridomas por 40 minutos a 37°C. As placas foram entdo incubadas
com anti-IgG murino conjugado com HRP (SC Biotechnology, USA) na
propor¢do 1: 1200 por 40 minutos a 37°C. O desenvolvimento da reagio
foi realizada pela adi¢do de ABTS® como substrato (KPL, USA). A
reacdo foi parada pela adicdo de 10% SDS seguido da leitura da
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densidade optica a 405 nm numa leitora de ELISA (Molecular Devices,
USA).

3.12 Detecg¢do da SMTL-13 por western blotting

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada aplicando-se proteinas
totais do M. tuberculosis (10 ou 50 ug por poco). Apds a transferéncia
para a membrana de nitrocelulose, foi realizado o bloqueio de sitios
inespecificos com tampao de bloqueio (Tris-HCI pH 7.4 NaCl 150 mM
contendo 5% de leite desnatado Molico® e 0,1% Tween-20) por 2 horas
a 25°C. Apoés lavagem, a membrana foi incubada com sobrenandante
monoclonal anti-SMTL-13 (Clone 276.B7/IgG1x) ou anti-19 KD (Clone
IT-19; fornecido pelo Dr. Antdnio Rothfuchs por meio do contrato
NIH/NIAID-TVTRM) na propor¢ao de 1:1000 seguido pela incubagdo
com anticorpo secundario conjugado com HRP (1:2000). A detecgdo foi
realizada por quimioluminescéncia (Pierce, USA).

3.13 Analise imunohistoquimica

Cortes histologicos pulmonares provenientes de pacientes com
TB pleural ou de pacientes com leprose foram desparafinizados em
xileno e hidratados em alcool e agua. A supressido da atividade de
peroxidases endogenas foi realizada com uma solucdo de metanol
contendo 1,5% de perdxido de hidrogé€nio por 20 minutos. As secgdes
de tecido foram entdo incubadas com soro de carneiro normal por 30
minutos a 37°C seguido de incubag¢do com o sobrenadante monoclonal
anti-sMTL-13 (clone 276.B7). Apos essa etapa, os tecidos foram
incubados com anti-IlgG murino biotinilado e com o complexo
streptavidina-HRP (Vectastain Elite ABC reagent, Vector Laboratories,
CA, USA) por 30 minutos a 37°C. As reagdes positivas foram
detectadas com 3,3’- diaminobenzedina (Dako Cytomation, USA)
seguidas pela contracoloragdo com hematoxilina de Harris. As seccdes
foram examinadas microscopicamente e as imagens foram geradas
usando uma camera digital Sight DS-5M-L1 (Nikon, Melville, NY,
USA) conectada ao microscopio de luz Eclipse 50i (Nikon).

3.14 Quantificacao dos titulos de IgG anti-SMTL-13

Placas Maxsorb (Nunc, Dinamarca) foram sensibilizadas com a
proteina recombinante em tampdo carbonato por 16h a 4°C. As placas
foram lavadas com PBS-Tween-20 0,05%. Os soros dos pacientes e
individuos controles foram diluidos na propor¢do de 1:20 em PBS-
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Tween-20 0,05% contendo 10% de soro de carneiro, sendo em seguida
incubados por 1 hora a 37°C. As placas foram entdo lavadas e incubadas
com anti-IgG humano conjugado com HRP (Sigma, USA) na proporg¢do
de 1:3000. O substrato da reagdo foi preparado adicionando-se OPD (0.5
mg/mL) em tampao citrato de sédio (pH 5.0) e 0,03% de peroxido de
hidrogénio (H,0,) foi usado para desenvolver a reagdo colorimétrica. A
reacdo foi parada com 2 M de acido sulfurico (H,SO4) e a densidade
optica lida a 492nm numa leitura de ELISA (Spectramax, Molecular
Devices).

3.15 Separacdo de células mononucleares do sangue periférico
(CMSP)

Foram coletados cerca de 20 mL de sangue em tubo estéril
heparinizado, dos pacientes e controles. O sangue diluido (1:2) com
salina estéril foi depositado sobre um gradiente de densidade (Ficoll-
Hypaque) em um tubo falcon de 50 mL, centrifugado a 1500 rpm por 20
min a 25 °C. A camada de células mononucleares, que possui o aspecto
de uma nuvem branca e fica abaixo da camada de plasma e acima da de
Ficoll, foi coletada cuidadosamente com um pipetador automatico
utilizando uma pipeta de 5 mL. Essas CMSP foram transferidas para um
novo tubo, sendo que a partir dessa etapa todo o procedimento foi
realizado a 4 °C. As células foram lavadas com salina estéril e
centrifugadas a 1500 rpm por 10 min. O procedimento foi repetido mais
duas vezes. Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio RPMI
1640 completo, contadas e acertada a concentragdo para 3 x 10° células
por mL para o ensaio de re-estimulagdo in vitro e secrecdo de IFN-y.

3.16 Re-estimulaciio in vitro de secreciio de IFN-y

As células foram cultivadas em placas de 48 pocos em volume
de 0,5 mL, contendo 3 x 10° CMSP por mL, em meio RPMI 1640
completo. Estas foram incubadas com Polimixina B 20 pg mL" e
mantidas a 37 °C, em atmosfera tmida com 5% de CO, por 30 min
previamente a adi¢cdo dos estimulos. A dose utilizada de rec-sMTL-13
para a re-estimulag¢do in vitro foi de 10 pg/mL. Apos 48 horas de
estimulo os sobrenadantes de cultura foram coletados para andlise da
secrecdo de IFN-y por meio de CBA (Cytokines Beads Assay BD
Biosciences) seguindo as recomendagdes do fabricante.
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3.17 Geraciao de uma cepa de Mycobacterium tuberculosis deficiente
para o gene Rvi419
O método utilizado para delegdo do gene Rvi419 foi baseado em

substitui¢ao alélica por recombinagdo homologa (Parish e Stoker, 2000).

3.17.1 Crescimento e manutencido das cepas de Mycobacterium
tuberculosis

As cepas de M. tuberculosis foram crescidas em meio
Middlebrook 7H9 (Difco, MD) contendo 10% de ADC (Becton-
Dickinson, MD), 0,2% de glycerol (Fischer Scientific, NJ) e 0,05% de
Tween-80 (Fischer Scientific, NJ) ou em meio sélido Middlebrook
7H11 cotendo OADC (Becton-Dickinson, MD), 0.5 % de glicerol e 100
ug/mL ciclohexamida (Sigma-Aldrich, USA). A cultura liquida de M.
tuberculosis foi passada através de um filtro de 5 um para o preparo de
suspensdes simples livres de agregados celulares. Este procedimento era
realizado para avaliagcdo do crescimento bacteriano e antes da infecgdo
in vitro de macrofagos RAW. No primeiro caso, cepas de M.
tuberculosis foram crescidas por 21 dias, sendo a densidade doptica (600
nm) mensurada a cada dois dias, para avaliar a cinética de crescimento
em condigdes estaticas. Ja no segundo caso, as cepas eram mantidas
numa atmosfera imida contendo 5% de CO, a 37°C.

3.17.2 Construc¢iao do vetor

As seqiiéncias nucleotidicas adjacentes a sequéncia do gene
Rvi1419 foram amplificadas através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). A figura 1 ilustra a regido genOmica como um exemplo da
estratégia de amplificagdo para obtengdo dos fragmentos de interesse
deste estudo.

F1-Fwd F2-Fwd
o e

1989 pb Rv1419 1989 pb

«— «—
F1-Rv F2-Rv

Figura 1. Representacio esquemaitica da estratégia utilizada para amplificacdo das
regides gendmicas de interesse. A seqiiéncia do gene RvI4/9 (nimero de acesso 38490250-
NCBI) ¢ mostrada em cinza. A sequéncia possui 474 nucleotideos que codificam para a



50

proteina hipotética SMTL-13. Os respectivos pares F1 e F2 ilustram os oligonucleotideos
forward e reverse (5 ¢ 3”) utilizados como iniciadores (primers).

A estratégia resumiu-se em utilizar dois pares de primers
(Primers F1 e F2) complementares as extremidades 5’ e 3’ das regides
adjacentes ao gene alvo. O DNA gendmico, isolado de acordo com van
Soolingen (Van Soolingen et al., 1991), foi utilizado como molde para
amplificagdo das respectivas sequéncias que podem ser checadas no
banco de dados genomico do M. tuberculosis (codigo de acesso
41353971 no NCBI). Os oligonucleotideos F1 e F2 com sitios de
restricdo para as enzimas Scal/HindIll (F1-Fwd: 5’- ttata agtact CGG
ATT GCA CAT CATC GAGC - 3’; F1-Rv: 5’- ttata aagett CCG CCA
TTC TCT CAT CGT GG - 3°) e Hindlll/Kpnl (F2-Fwd: 5°- ttata aagctt
GCC TGC CCG GCG AAC CCC - 3’; F2-Rv: 5’- ttata ggtacc CCC
CGA TGA GTC AGG TCG - 3’), respectivamente, foram sintetizados e
utilizados na amplificagdo a fim de facilitar a inser¢do dentro do vetor
de clonagem.

A amplificagdo via PCR foi realizada em um termociclador
PTC-100"™ empregando-se um volume final de 25 pL constituido de 0,2
uM de cada primer (F1 ou F2), 10 ng de DNA gendmico, 0,2 mM de
dNTPs, 1 U de Platinum® Taq DNA polymerase High Fidelity. As
condi¢des de amplificagdo compreenderam uma desnaturagdo inicial a
94 °C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos constituidos de desnaturacio a
94 °C por 30 segundos, hibridizagdo a 62 °C por 30 segundos e extensdo
dos primers a 68 °C por 2 minutos; com extensdo final a 68 °C por 8
minutos. Ao término da reacio a mesma foi mantida a 4 °C até o
momento do uso.

O produto da reagdo foi analisado aplicando-se 5 ul. em gel de
agarose a 1% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo, em tampao 1X
TBE (Tris-Borato-EDTA pH 8.0) e em seguida foi submetido a uma
tensdo de 100 V por 40 min. Em seguida, foram visualizados sob luz
ultravioleta (UV) ao término da eletroforese. Os fragmentos de PCR
foram subclonados no vetor p2NIL (Parish e Stoker, 2000). Este vetor
apresenta um marcador de resisténcia para canamicina para selecdo em
Escherichia coli e M. tuberculosis, uma origem de replicagdo (oriE) em
E. coli, um sitio multiplo de clonagem (SMC) e o gene lacZ e sacB para
selecdo em placas de cultura. Os mutantes foram gerados em duas
etapas. Na primeira etapa, mutantes “single cross-overs” (SCO) foram
obtidos como resultado da inser¢do do vetor p2NIL no genoma do M.
tuberculosis e possuem o fenotipo de resisténcia a canamicina, colonias
de cor azul e sensibilidade a sucrose. Os mutantes SCO obtidos foram



51

crescidos em meio 7H9 suplementado com ADC e livre de antibioticos
por uma semana. Esta etapa permite que a fase final de recombinagdo
homologa ocorra com a formagdo dos mutantes “double cross-overs”
(DCO). Em seguida, as bactérias foram plaqueadas em placas contendo
2% de sucrose e X-gal para a selecdo dos mutantes que perderam o vetor
p2NIL do genoma (Figura 2). Coldnias brancas foram selecionadas para
extragdo de DNA e a PCR foi realizada para verificagdo da delegdo do
gene RvIi419. As amostras foram sequenciadas para confirmagdo da
delecdo e analise de possiveis mutagdes pontuais durante os
[~

(cromossomo)

procedimentos de amplificagao.

~

Marcadores

(sacB, kan, lacZ)
Primeiro evento de recombina¢io

n (Selegiio em X-gal e canamicina)

l gundo evento de r bi

(Setegio em suerose ¢ X-gal)

Rv1419 mutante

Figura 2. Ilustracdo da estratégia utilizada para gerar a delecio do gene RvI419 de M.
tuberculosis.

3.17.3 Avaliacio da sobrevivéncia intracelular e induciao de TNF-a
apos a infeccdo de macrofagos RAW 264.7

A linhagem murina RAW 264.7 foi cultivada em meio DMEM
(Gibco, NY) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Omega
Scientific, CA). Inicialmente, foram plaqueadas 5x10° células/mL por
poco (placa de 24 pogos) e incubadas por 16 horas a 37 °C em atmosfera
umida com 5 % de CO,. Em seguida, os pogos foram lavados trés vezes
com 1 mL de salina estéril para a retirada de células mortas, ou nio
aderentes, sendo adicionado meio DMEM completo. Os macrofagos
foram infectados utilizando-se uma multiplicidade de infeccdo de 1:1.
Ap6s 4 horas de infecgdo, as células foram lavadas cinco vezes com
DMEM para a remogdo de bactérias extracelulares. Para examinar a
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invasdo intracelular, cinética de crescimento e sobrevivéncia das cepas
selvagem e mutante, os macréfagos foram lisados com 1 mL de tampao
PBS contendo 0,5% de Triton X-100, sendo feita diluigdes seriadas do
lisado para plaqueamento em meio 7H11. Isto foi feito em diferentes
tempos apés infeccdo e as unidades formadoras de colonia foram
contadas 21 dias ap6s plaqueamento. Os sobrenadantes das culturas de
células infectadas e controles foram usados para avaliar a produgdo de
TNF-a. A concentracdo de TNF-a no sobrenadante foi determinada por
ELISA seguindo as recomendacdes do fabricante (eBioscience, USA).

3.18 APRESENTACAO DOS RESULTADOS E ANALISE
ESTATISTICA

Os dados foram submetidos aos testes ndo paramétricos de
Mann Whitney, Friedman ou Kruskal Wallis com pos-teste de Dunn
para avaliar se as diferencas entre os grupos eram reais. Os resultados
foram considerados estatisticamente significantes quando p<0.05. Para
analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Uma curva de
caracteristica operacional ou ROC foi construida para analisar a acuracia
dos valores: area sob a curva, sensibilidade e especificidade.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise in silico

Visto a importdncia que as lectinas apresentam na relagdo
patoégeno-hospedeiro, nds desenvolvemos, previamente, um banco de
dados ndo redundante de proteinas relacionadas funcionalmente com
lectinas para busca de sequéncias similares em patogenos de interesse
médico. Dessa forma, identificamos uma proteina hipotética codificada
pelo gene RvI419 no genoma do M. tuberculosis H37Rv que possui
relag@o estrutural com lectinas da familia das ricinas. A figura 3 mostra
a caracterizacdo bioinformatica do gene Rv/419. O gene é de copia
unica e apresenta 474 nucleotideos, codificando uma proteina de 157
aminoacidos que apresenta um peptideo sinal tipo SEC e uma massa
molecular predita de 16,8 kDa. O peptideo sinal predito compreende os
residuos 1-33 com um sinal de clivagem tipo I entre os aminoacidos
Ala33 e Asp34. A proteina madura possui uma massa molecular
aparente de 13,6 kDa. As posigoes 31 e 32 da sequéncia primaria
proteina precursora contém a sequéncia Ala-x-Ala (o “X” representa
qualquer aminoacido), um padrdo comumente encontrado que precede o
sitio de clivagem (Tuteja, 2005). A proteina hipotética apresenta um
dominio lectinico relacionado a cadeia B da ricina presente nos residuos
33-153, sendo composto por trés subdominios homologos caracterizados
pela presenca do padrdo Q-W (Hazes, 1996). Estes dominios contendo a
cadeia B da ricina ligam-se preferencialmente a glicolipideos e
glicoproteinas de superficie contendo moléculas de galactose e manose
ligadas em p-1,4 (Hartley e Lord, 2004). Em adi¢do, a pesquisa em
banco de dados revelou que o gene Rv1419 apresenta homodlogos
conservados na cepa clinica M. tuberculosis CDC1551 (ntimero de
acesso GenBank: AE000516.2) assim como na cepa vacinal M. bovis
BCG (ntimero de acesso GenBank: AM408590.1), ambos com 100% de
identidade, e 78% de identidade nas espécies M. marinum (nimero de
acesso GenBank: CP000854.1) ¢ M. ulcerans (nimero de acesso
GenBank: CP000325.1). Esses dados sugerem a existéncia de uma
lectina secretada de M. tuberculosis e sequéncias relacionadas em outras
espécies de micobactérias. Com objetivo de aprofundar os estudos sobre
possiveis fun¢des do gene Rv1419, oligonucleotideos iniciadores foram
desenhados para amplificagdo, clonagem e expressdo da proteina
recombinante assim como o desenvolvimento de um anticorpo
monoclonal para estudos de localizacdo em diferentes fragdes
subcelulares do M.tuberculosis.
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Figura 3. Analise in silico do gene RvI419. A proteina predita apresenta um peptideo sinal
composto de 33 aminoacidos com sitio de clivagem entre Ala33 e Asp34. A regido entre os
residuos Asp45 e Aspl54 representa o dominio lectinico com os provaveis sitios de ligacdo a
carboidratos circulados. A presenga do padriao Q-W esta sublinhada.

4.2 Expressio heterdloga da proteina SMTL-13

A produgdo da versdo recombinante da SMTL-13 foi realizada
pela indu¢do da expressio por IPTG a 37°C sob agitagdo. Para
otimizagdo do tempo de expressao da proteina, aliquotas de 1 mL foram
retiradas de hora em hora para avaliar os niveis de expressdo nas
condi¢des utilizadas e nos tempos escolhidos. Os extratos totais de
proteinas de E. coli foram avaliados quanto a sua solubilidade por
eletroforese SDS-PAGE nos diferentes tempos e apos o periodo de
inducdo de 4 horas, as células foram recuperadas por centrifugacio e
lisadas na presenca do tampao de lise.

A presenga de uma banda de cerca de 17 kDa nas fragdes
induzidas, tamanho esperado para SMTL-13 contendo o peptideo sinal,
demonstrou o sucesso no protocolo de expressdo adotado. Em termos
qualitativos, ndo houve diferengas nos niveis de expressdo nos tempos
analisados. Entretanto, foi evidenciado que a proteina foi expressa na
forma de corpos de inclusdo, ndo sendo observado a presenca da mesma
na fragdo soluvel ou no sobrenadante de cultura.

Apesar da obtencao da proteina ter sido na forma insolavel, ndo
houve problemas na producdo em maior escala em E. coli seguindo o
mesmo protocolo de expressdo, cuja quantidade obtida foi adequada
para as etapas de purificacdo quanto para os estudos posteriores.
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4.3 Purificacio da SMTL-13 por cromatografia de afinidade

As fragbes insolaveis obtidas das culturas induzidas foram
submetidas a cromatografia de afinidade numa coluna contendo niquel
imobilizado, sendo que as fragdes eluidas durante o processo de
separacdo foram analisadas por SDS-PAGE para analise. Inicialmente,
algumas das purificacdes realizadas apresentaram  proteinas
contaminantes nas fragdes eluidas. Para eliminar a presenga de
contaminantes e portanto otimizar o processo de purificagdo, a estratégia
utilizada foi obter as fragdes eluidas através de um gradiente de imidazol
de 0 a 500 mM, uma vez que os contaminantes sdo eluidos
primeiramente a medida que a concentracdo de imidazol aumenta. Esta
abordagem possibilitou a purificagdo da sMTL-13 recombinante em um
unico passo cromatografico. A figura 4 representa um gel SDS-PAGE a
12% obtido apos as amostras serem submetidas a eluigdo com gradiente
de imidazol.
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Figura 4. Purificacio da SMTL-13 recombinante e anilise em gel SDS-PAGE 12%
corado com azul de coomassie. A primeira coluna representa o marcador de massa molecular.
A segunda coluna constitui o lisado total de E. coli obtido apds o tempo de indugdo de 4 horas
com IPTG. A terceira coluna mostra a SMTL-13 purificada e ¢ representativa das fragdes
eluidas em gradiente de imidazol.

4.4 Ensaio de hemaglutinacio

A avaliagdo da atividade hemaglutinante foi empregada para
testar a capacidade da sMTL-13 recombinante em induzir aglutinagdo de
hemacias de coelho. De fato, a hemaglutinacdo foi dependente do
tempo, sendo a atividade observada apds 16 horas de incubagdo. Em
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adi¢do, a concentragdo de 2,5 pg/mL da proteina recombinante foi capaz
de aglutinar hemacias tratadas enzimaticamente no mesmo nivel
observado para as doses de 10 ou 20 pg/mL. Por outro lado, em
hemacias normais a dose de 2,5 ug/mL promoveu uma hemaglutinacio
discreta quando comparada com doses maiores. A figura 5 mostra a
atividade hemaglutinante para a sMTL-13 na dose de 10 pg/mL e
controle.

Salina sMTL-13

Figura 5. Ensaio de hemaglutinacio da sMTL-13 frente a suspensio de 2% de eritrécitos
de coelho. Os eritrocitos foram incubados com salina ou SMTL-13 (10 pg/mL) por 16 horas.
As imagens foram geradas em uma camera digital (aumento 10x). Os dados mostrados sdo
representativos de dois experimentos realizados.

4.5 O produto codificado pelo gene RvI419 é ativamente secretado

Um estudo combinando eletroforese bidimensional e
espectrometria de massa detectou a presenca do produto do gene
Rv1419 na fragdo do filtrado de cultura (CFP) do M.tuberculosis (Malen
et al., 2007). A fracdo CFP apresenta a maioria das proteinas que sdo
secretadas/exportadas in vitro pelo bacilo. Para investigar se o produto
pode ser encontrado em outras fragdes subcelulares do M.tuberculosis,
um anticorpo monoclonal (clone 276.B7/IgG1Kappa) foi gerado contra
esta proteina. A figura 6A demonstra por meio de Western-blot a
presenca de uma banda tnica de cerca de 13 kDa nas preparacdes de
CFP de M. tuberculosis, mas a auséncia de moléculas imunologicamente
relacionadas no CFP de outras micobactérias. Em adigdo, outras fragdes
do M. tuberculosis como o lisado total (WCL), parede celular (CW) e
membrana (M) apresentaram uma banda similar de 13 kDa em menores
quantidades (Fig 6B). Por outro lado, o antigeno 19 kDa foi detectado
nas diferentes fragdes utilizadas, como demonstrado previamente por
outro estudo (Rosenkrands et al., 2000). Esses dados sugerem que o
produto do gene RvI419 ¢ uma proteina ativamente secretada, pois a
mesma se encontra predominantemente no CFP.
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Figura 6. A proteina codificada pelo gene Rvi419 é detectada na fracio CFP de M.
tuberculosis H3TRv. (A) Fragdes CFP de M. tuberculosis (10 e 50 ug), M. avium (50 ug), M.
fortuitum (50 ug) e M. kansasii foram separadas por eletroforese SDS-PAGE, transferidas para
uma membrana de nitrocellulose e o western-blot foi realizado utilizando o sobrenadante do
anticorpo monoclonal (276.B7); preparacdes subcelulares de M. tuberculosis foram utilizadas e
o antigeno 19 kDa (IT-19, dilui¢do 1:1000) foi utilizado como controle de preparagdo das
amostras. Os dados mostrados sdo representativos de 2 experimentos realizados de forma
independente.

E oportuno ressaltar novamente que a SMTL-13 foi detectada
em menores propor¢des na fragdo da parede celular como mostrado na
figura 6B (CW). Entretanto, para descartar a possibilidade de
contamina¢do durante o processo de preparacdo desta fracdo, foi
realizado um experimento de citometria de fluxo para responder se a
SMTL-13 poderia estar associada também a parede celular. De fato,
existe uma populagdo de M. tuberculosis que expressa a proteina a nivel
de superficie celular (Figura 7). Além disso, como prova de conceito, foi
observado uma redugdo da fluorescéncia de marcagdo quando o
anticorpo anti-sMTL-13 foi previamente incubado com a fragdo CFP de
M. tuberculosis (Figura 3).
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Mycobacterium tuberculosis H37Rv
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Figura 7. Citometria de fluxo de Mycobacterium tuberculosis H37Rv marcado com o
anticorpo monoclonal anti-sMTL-13. Ambos os eixos representam medidas de fluoréscencia,
sendo que o eixo “y” refere-se ao parametro de granulosidade (SSC) e o eixo “x” refere-se a
marcagdo feita com anticorpo anti-IgG conjugado com FITC. O resultado mostrado ¢
representativo de trés experimentos independentes.

4.6 SMTL-13 é detectada in vivo durante a fase ativa da tuberculose
em humanos

Uma vez demonstrada a presenga da sMTL-13 no CFP de
M.tuberculosis in vitro, o proximo passo foi investigar se esta proteina
poderia estar sendo expressa durante uma infec¢do ativa em humanos.
Para tal propésito, foram utilizadas trés bidpsias pleurais de pacientes
com tuberculose pleural ativa para realizacdo de imunohistoquimica
com o anticorpo monoclonal anti-sMTL-13 (276.B7). Como
demonstrado na figura 8A, foi observado marcagdo positiva para a
SMTL-13 em areas de granuloma, sendo o padrido de marcagdo do tipo
intracelular em células que provavelmente sdo macrofagos. Em
contraste, o0 mesmo ndo foi observado quando um controle negativo
utilizando um anticorpo monoclonal isotipo (IgG1) foi testado (fig. 8B),
sugerindo especificidade dos resultados observados. Controles
adicionais foram testados tais como biopsias pleurais de pacientes com
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cancer, bidpsias de pele de pacientes com lepra e tecidos com
granulomas associados com infec¢do fungica, ndo sendo observado
marcagdo positiva (Nogueira et al., 2010).

Figura 8. Marcacio in situ para sMTI-13 em pacientes com tuberculose ativa.
Imunohistoquimica representativa de trés biopsias pleurais com caracteristico infiltrado
inflamatoério (aumento 400x); (A) marcacdo positiva para SMTL-13 (painel superior direito,
aumento 1000x); (B) controle negativo para isotipo IgGl (painel superior direito, aumento
1000x).

4.7 SMTL-13 induz uma resposta imune celular e humoral em
pacientes com tuberculose ativa

Antigenos secretados pelo M.tuberculosis sdo considerados
como alvos preferenciais do sistema imune, uma vez que estdo
localizados idealmente na interface da interacdo do patégeno com o
hospedeiro (Digiuseppe Champion e Cox, 2007; Ohol et al., 2010).
Além disso, estudos de knockout génico em M. tuberculosis t€m
demonstrado a importancia de algumas proteinas secretadas durante o
estabelecimento da infec¢do e sobrevivéncia de animais em modelos
experimentais, sugerindo um papel central desse grupo de proteinas na
imunopatogénese da tuberculose (Stanley et al., 2007; Ohol et al,
2010). Dessa forma, e estendendo-se as observacdes anteriores, o
presente trabalho investigou se a sSMTL-13 ¢é reconhecida durante a fase
ativa da doenca agora em termos de produ¢do de marcadores de ativacdo
imunoloégica. Num primeiro momento, foi avaliado a producdo de IFN-y
em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
tuberculose (n=11) e controles sadios vacinados com M. bovis BCG
(n=6) apods estimulacdo in vitro com sMTL-13. Como pode ser
observado na figura 9A, sMTL-13 foi capaz de induzir a secre¢do de
IFN-y em CMSP de pacientes quando comparado ao grupo controle. A
segunda abordagem utilizada foi a avalia¢do da produgdo de IgG total
no soro de pacientes (n=34) antes, durante e depois do tratamento e de
controles sadios (n=38) por meio de ELISA. Esse tipo de andlise
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permitiu avaliar a resposta especifica anti-sMTL-13 durante a evolugdo
do tratamento. A figura 9B demonstra que pacientes com diagnostico de
TB (grupo ATB, pacientes que ainda ndo iniciaram o tratamento
convencional ou aqueles que ja estdo sendo tratados por cerca de 15 dias
ap6s o diagnodstico) apresentaram altos titulos de IgG total anti-SMTL-
13. Esse padrao de resposta rapidamente decresceu apos 1-2 meses de
tratamento, o que correlacionou com a negativagdo ou nio detec¢do do
bacilo no escarro apds esse periodo e apresentou niveis similares aos dos
controles endémicos (EC) e ndo endémicos (NEC) utilizados. Em
adi¢do, os niveis de IgG total permaneceram basais durante os quatro
meses seguintes de terapia até os pacientes apresentarem cura clinica
(CC).
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Figura 9. Resposta imune adaptativa induzida contra SMTL-13 durante a tuberculose
ativa em humanos. (A) CMSP provenientes de individuos sadios (n=6) e pacientes com ATB
(n=11) foram estimuladas in vitro com SMTL-13 purificada (10 mg/mL) por 48 horas. A
produgdo de IFN-g foi detectada no sobrenadante de cultura por CBA (“cytometric beads
array”, BD). * Indica diferenca significante dos grupos independentes estimulados com
SMTL-13 (p=0.0238, Teste Mann-Whitney); (B) Soro de individuos sadios (controles
endémicos-EC e ndo endémicos-NEC) e de pacientes com ATB foram utilizados para analise
da produgdo de IgG total especifica contra SMTL-13 por ELISA. A barra representa a mediana
dos valores. # Indica diferenga significante entre os grupos ATB e EC ou NEC (p<0.001, Teste
Kruskal-Wallis). W Indica diferenga significante entre os grupos ATB e os grupos de pacientes
em tratamento (p<0.01, Teste de Friedman). * Indica diferenca significante entre os grupos
ATB e CC (p<0.001, Teste de Friedman).

A partir desses dados foi possivel definir o potencial da SMTL-
13 em diagnosticar o estado de doenga ativa baseado na analise de
curvas ROC (curva de caracteristica operacional) do titulo de anticorpos.
Para essa analise, um outro antigeno secretado de M. tuberculosis,
ESAT-6, foi utilizado como controle. Embora ainda nio seja conhecida
a funcdo da ESAT-6 (“The 6 kDa early secreted antigenic target”)
durante a infec¢do, ¢ uma proteina sabidamente envolvida em
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mecanismos de viruléncia pelo M. tuberculosis e que ja faz parte de
testes de diagnodstico para TB (REECE & KAUFMANN, 2008). Como
demonstrado na figura 10, o titulo de anticorpos contra SMTL-13
apresentou alta especificidade (90%) assim como sensibilidade (93%)
para o diagnostico de TB. Nao foi observado diferenga estatisticamente
significante entre as areas sob a curva para a ESAT-6 (AUC=0.956, IC
95%: 0.865-0.985) e a SMTL-13 (AUC=0.943, IC 95%: 0.855-0.981).
Dessa forma, esses dados sugerem que uma resposta imune adaptativa é
induzida contra a SMTL-13 durante a TB ativa em humanos ¢ que a
resposta de anticorpos decai apds controle terapéutico do crescimento do
M. tuberculosis.

SMTL-13  AUC=0.943
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Figura 10. Anilise de curvas ROC anti-sMTL-13 vs. Anti-ESAT-6. Baseado nos titulos de
IgG contra SMTL-13 e ESAT-6, considerados como duas varidveis independentes e
comparando-se os grupos ATB versus EC, uma curva ROC foi construida para avaliar a
acuracia dessas variaveis em diagnosticar ATB. Para cada curva, a sensibilidade foi plotada
contra 100-especificidade e a acuracia foi medida pela area sob a curva (AUC).

4.8 Geracido de uma cepa mutante de Mycobacterium tuberculosis
deficiente no gene Rvi419

A delegio do gene RvI419 foi realizada por recombinagdo
homologa a partir do método descrito por Parish e Stoker (ver
metodologia). Apds a geragdo do mutante, nomeado Mrb-ARvI419
(Figura 11A), nos testamos se a mutagdo teve algum efeito na
capacidade da bactéria em crescer em meio liquido 7H9/ADC.
Inicialmente, as bactérias foram inoculadas de modo a ter uma ODgog(nm)
de 0,005. O crescimento foi entdo monitorado por 21 dias seguidos. A
figura 11B demonstra que a delecdo no gene Rv/419 ndo teve efeito na
capacidade da bactéria crescer em meio liquido em condigdes estaticas.
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Figura 11. Reacio de PCR para avaliagido da delecdo do gene RvI419 em Mth H37Rv. Nas
colunas 2 e 3 sdo observadas a presenga de uma regido gendmica comum entre as cepas; nas
colunas 4 ¢ 5 observam-se regides que flanqueiam o gene RvI419 e, como esperado, essa
regido ¢ menor para o mutante; as colunas 6 e 7 representam a amplificacdo do gene Rv1419,
nao sendo observado para o KO. WT, cepa H37Rv; KO, cepa mutante Mtb-ARv1419. Curvas
de crescimento da cepa H37Rv e ARv1419 em condigdes estaticas. Os dados sdo provenientes
de trés experimentos independentes.

Em termos de sobrevivéncia intracelular em macrofagos RAW
264.7, ndo foi observado diferenga no tempo de 4 horas apos infecg¢do
nas unidades formadoras de colonia (CFU), sugerindo que a delegdo do
gene Rv1419 ndo afetou a taxa de infeccdo da cepa mutante (Fig. 12).
Entretanto, no quarto dia apos infecgdo a diferenca entre a cepa parental
e mutante foi marcante. Como esperado, hd um aumento no CFU para a
cepa parental, mas ndo foi possivel recuperar colonias na condi¢do de
células infectadas com a cepa mutante. E oportuno ressaltar que a
observacdo direta das células antes da lise das mesmas sugeriu que ao
invés da falta de capacidade em sobreviver intracelularmente da cepa
mutante, esta parecia estar induzindo morte celular dos macrofagos
RAW 264.7 evidenciado pelo alto nimero de células “despregadas” do
fundo da placa. Esse fato também foi observado na condigdo com a cepa
parental, mas numa extensdo menor.
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H37Rv ARv1419

Figura 12. Unidades formadoras de colonia (CFU) nos tempos de 4 horas (Dia 0) e 4 dias
apos infecciio. Os dados representam uma média de trés experimentos independentes.
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Figura 13. Ensaio de sobrevivéncia intracelular e secrecio de TNF-a. (A) Unidades
formadoras de colonia nos tempos de 4, 24 e 48 horas apos infecgdo. Os dados representam
uma média de trés experimentos independentes; (B) Secregdo de TNF-o por macréfagos RAW
264.7 no sobrenadante de cultura de células infectadas. Os sobrenadantes foram coletados nos
tempos de 4 e 24 horas e a dosagem de TNF-a foi realizada por meio de ELISA. Os valores
representam a média +/- erro padrdo de trés experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo estudar uma proteina de
fungdo desconhecida que ¢é codificada pelo gene Rvi419 de M.
tuberculosis. Através da constru¢do de um banco de dados de
sequéncias ndo redundantes de lectinas de diferentes espécies, foi
possivel identificar um padrdo estrutural relacionado a familia das
lectinas. Os dados in silico sugerem que a proteina ¢ inicialmente
sintetizada como um precursor de 16,8 kDa contendo um peptideo sinal
hidrofobico de cerca de 33 aminoacidos, sugerindo que a mesma poderia
ser enderecada para a membrana ou secretada. Dessa forma, a forma
matura seria secretada/exportada e apresentaria uma massa molecular
aparente de 13,6 kDa. Entretanto, os dados fornecidos pela
bioinformatica sd3o  hipotéticos e necessitam ser testados
experimentalmente. Para testar essa hipotese, fizemos uso da tecnologia
do DNA recombinante ou expressdo heterologa de proteinas que
promoveu uma revolucdo nos estudos de estrutura e fungdo de novas
proteinas. Isso foi importante para o estudo de sequéncias hipotéticas do
M. tuberculosis que € uma bactéria de crescimento lento e que exige um
nivel 3 de seguranga biologica, o que poderia tornar o isolamento de
proteinas nativas laborioso e demorado.

O sistema escolhido para expressao heterdloga foi o que utiliza
a bactéria E. coli. Esse sistema ¢ bem estabelecido por diversos fatores
tais como o baixo custo, a rapidez de crescimento em cultura e a
reprodutibilidade dos resultados, além de inserir-se no nivel 2 de
biosseguranca. E oportuno ressaltar, entretanto, que algumas proteinas
do M. tuberculosis mnecessitam modificacdes pods-traducionais
especificas que a maquinaria de sintese protéica da E. coli ndo é capaz
de realizar por questdes evolutivas. Essas modificagdes podem
influenciar a atividade biologica da proteina ou mesmo ter um impacto
em ensaios que testam a capacidade de um determinado antigeno em
induzir ou ndo um tipo de resposta imunologica. De fato, um trabalho
demonstrou que uma lectina de M. tuberculosis, HBHA (heparin-
binding hemagglutinin), precisa ser modificada através de um processo
de metilagdo para induzir protecdo em animais desafiados
experimentalmente com M. tuberculosis virulento, o que ndo foi
observado com a proteina produzida em FE. coli (Temmerman et al.,
2004). Uma alternativa utilizada nesses casos ¢ o uso de outra
micobactéria, M. smegmatis, como hospedeiro de expressdo, uma vez
que esta bactéria possui sistemas de processamento pds-traducionais
similares. A desvantagem desse sistema ¢ que grande parte do vetores de
expressdo disponiveis ndo sdo indutiveis, o que pode ser um fator
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limitante em termos de produg@o de quantidades apropriadas de proteina
recombinante para ensaios experimentais. No nosso caso, escolhemos o
sistema de expressdo em E. coli pela falta de evidéncia de que a proteina
em estudo apresentasse sitios especificos de modificagdo pos-
traducional. Por outro lado, existem problemas adicionais nesse sistema
que sdo a contaminacdo com endotoxinas e outras proteinas nas
preparagdes, e a possibilidade de formagdo de corpos de inclusdo. O
primeiro caso ¢€ critico para ensaios funcionais de estimulagéo in vitro de
células em que resultados falso-positivos podem ser observados.
Portanto, devem ser ensaios bem controlados para evitar o minimo de
interferéncia de contaminantes/endotoxinas. No segundo caso, a
producdo da proteina na forma insoluvel pode influenciar na atividade
biolégica da mesma, uma vez que, para realizar o procedimento de
purificagdo, a fragdo insoluvel é preparada em condigdes desnaturantes.
Foi observado que a proteina de M. tuberculosis foi expressa em corpos
de inclusdo, mas tivemos sucesso no processo de re-solubilizagdo apos a
purificag@o por cromatografia de afinidade.

O proximo passo foi testar a capacidade da proteina
recombinante em induzir ou ndo hemaglutinagdo de eritrocitos de
coelho, o que poderia fornecer indicios sobre a preservagdo da estrutura
nativa (ou enovelamento correto) da proteina. De fato, e de acordo com
a predicdo in silico, foi observado atividade hemaglutinante, sendo a
mesma dependente da dose e do tempo. Embora a especificidade a
carboidratos simples ndo tenha sido determinada por questdes de
limitagdo do estoque de proteina, esse dado sugere que a proteina
codificada pelo gene RvI419 possui relagdo estrutural com a familia das
lectinas, além de ter preservado sua atividade bioldgica. Com o intuito
de fornecer informagdes adicionais sobre o papel desta proteina na
interagdo do M. tuberculosis com células do hospedeiro, nos produzimos
um anticorpo monoclonal para estudos de localizacdo utilizando
diferentes fragdes subcelulares do bacilo. A analise por meio de
Western-blot da fracdo do filtrado de cultura ou CFP de M.tuberculosis
revelou a presenga de uma banda com massa molecular aparente de 13
kDa em niveis similares ao observado para o antigeno 19 kDa, um
componente conhecido do CFP (Rosenkrands et al., 2000). Nos
passamos entdo a nomear o produto do gene Rv1419 de sMTL-13 (do
inglés, “secreted M. tuberculosis lectin of 13 kDa”). Estes dados estdo
de acordo com um trabalho que demonstrou a presenga da sSsMTL-13 no
CFP através de uma abordagem proteémica (Malen et al., 2007). Por
outro lado, uma pequena quantidade da sMTL-13 foi detectada tanto nas
fragdes de parede celular (CW) quanto na de membrana (M), sugerindo
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que a mesma pode ser ancorada na superficie celular e depois liberada
para o meio extracelular por um mecanismo desconhecido. Para testar
essa hipodtese, nos realizamos marcagdo direta do M.tuberculosis com o
monoclonal 276.B7 ¢ demonstramos por citometria de fluxo que uma
populacdo da bactéria (cerca de 13,9%) expressa a proteina na parede
celular. Entretanto, qual seria a fungdo da sMTL-13 como proteina de
superficie ou secretada é algo que ainda precisa ser melhor definido. Em
adi¢do, homologos para o gene Rvi419 ndo foram detectados em outras
espécies de micobactérias que podem induzir doenga, sendo consistente
com os resultados observados quando CFP de M. avium, M. fortuitum e
M. kansasii foram utilizados em ensaios de imunodetec¢do. Por outro
lado, o gene RvI419 é conservado na cepa vacinal M. bovis BCG e,
como esperado, foi detectado uma proteina homologa a sMTL-13 no
CFP correspondente (dados nido mostrados). E oportuno ressaltar,
entretanto, que a obtencdo do CFP ocorre em condi¢des otimas de
crescimento in vitro e que, portanto, o padrio de expressdo para a
SMTL-13 pode ser diferente no contexto de uma infecgdo in vivo como
exemplificado para a PknG, uma proteina secretada de M. tuberculosis,
mas que ¢ conservada no genoma de micobactérias ndo patogénicas
(Houben et al., 2009). Portanto, a no¢do de que um fator de viruléncia
tem que estar ausente no genoma de uma bactéria ndo virulenta ¢ uma
idéia simplificada, uma vez que devem existir mecanismos adicionais de
regulagdo da expressdo génica para esses fatores.

Com a demonstracio de que a sMTL-13 ¢ um produto
ativamente secretado pelo M. tuberculosis em cultura in vitro, um passo
importante seria demonstrar que a mesma poderia estar sendo expressa
in vivo durante a fase ativa da TB em humanos. Numa primeira
abordagem, utilizamos trés bidpsias pleurais de pacientes com
diagnostico de TB pleural e fomos capazes de detectar marcagdo
positiva de padrdo intracelular em todas as bidpsias testadas. Células
positivas foram observadas de maneira localizada, principalmente em
regides de granuloma. Apesar de ter sido demonstrado a presenca de
bacilos alcool-acido resistentes nas bidpsias, foi impraticavel estabelecer
formalmente que a marcacdo observada era proveniente de uma célula
infectada. Entretanto, podemos afirmar que a marcagdo foi especifica,
pois ndo foi observado células positivas nos controles utilizados que
apresentaram padrdo de inflamagdo assim como areas de granuloma no
caso de infec¢do fungica. Esses dados sugerem que a utilizacdo do
anticorpo monoclonal 276.B7 teria o potencial de ser utilizado em
ensaios de triagem para diagnostico por imunohistoquimica.

Com o objetivo de ampliar os achados de que a sSMTL-13 esta
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sendo expressa durante uma infec¢do in vivo, nos avaliamos a secre¢do
de IFN-y em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) em
pacientes com doenga ativa e doadores saudaveis sem historico de TB e
PPD(-) na presenga deste um antigeno simples. Como esperado,
individuos sadios ndo secretam niveis detectaveis de IFN-y quando
comparado ao grupo com doenca ativa, sugerindo que durante a
infeccdo uma resposta imune adaptativa ¢ gerada contra este antigeno.
Na TB ativa, a maioria das células T antigeno-especificas sdo células
efetoras, sendo que as células de memoria central sdo mais frequentes
numa infecgdo latente (Sargentini et al., 2009; Casey et al., 2010). Além
disso, o tratamento de pacientes com TB com antibidticos pode
promover um decréscimo relativo de células T com fendtipo efetor em
relagdo aos de memoria, sugerindo que frequéncias relativas desses tipos
celulares estdo associadas com mudangas na carga antigénica, como ja
descrito em infec¢des virais (Pantaleo e Harari, 2006; Millington et al.,
2007; Casey et al., 2010). Ambas populagdes produzem IFN-y, mas a
contribui¢do das mesmas na produgdo desta citocina frente a
estimulacdo antigénica com a sMTL-13 ndo foi investigada no presente
estudo. Entretanto, poderia ser um bom indicador da evolugdo do
tratamento baseado no aparecimento de células T com fendtipo de
memoria.

A maioria dos estudos que envolveram imunidade mediada por
linfocitos T na TB focaram num pequeno numero de antigenos
imunodominantes, ja em termos de resposta mediada por linfocitos B os
antigenos alvos sdo dos mais diversos (Kunnath-Velayudhan e Gennaro,
2011). Um trabalho recente avaliou a resposta soroldgica de cerca de
500 individuos de paises onde a TB ¢ endémica, mostrando que 10% do
proteoma do M. tuberculosis € capaz de gerar uma resposta de
anticorpos (Kunnath-Velayudhan et al., 2010). E importante ressaltar
ainda que esta porcentagem envolveu essencialmente proteinas
associadas @ membrana e proteinas secretadas, sendo que dentro deste
grupo menos de 1% ¢ reconhecida pelo soro de pacientes com doenga
ativa e ¢ formado em sua maioria por proteinas secretadas. Portanto,
esses dados sugerem que durante a evolug@o da infecgdo para o estado
de doenga a resposta de anticorpos ¢ um reflexo do estado metabdlico da
bactéria e que proteinas secretadas seriam os principais alvos do sistema
imune.

No presente estudo, demonstramos que pacientes com
diagnostico recente de TB apresentaram altos titulos de IgG anti-sMTL-
13 que diminuiram rapidamente apo6s 1-2 meses de terapia,
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permanecendo em niveis basais até os pacientes atingirem cura clinica.
Embora alguns estudos, incluindo o nosso, tém mostrado que existe um
grau de variabilidade na produgdo de IgG entre pacientes com TB ativa,
o titulo de anticorpos possui relacdo direta com a carga bacilar e pode
ser utilizado como uma ferramenta para avaliar mudancgas relativas de
respostas a antigenos bacterianos no curso da infec¢do (Kunnath-
Velayudhan et al., 2010; Kunnath-Velayudhan e Gennaro, 2011). O
desafio no campo sera utilizar a dindmica de resposta de anticorpos para
fins de diagnostico. Por outro lado, curvas ROC revelaram que a sMTL-
13 possui alta sensibilidade (93%) e especificidade (90%) para o
diagnoéstico de TB de forma similar ao observado para outro antigeno
secretado (ESAT-6) ja utilizado em testes de imunodiagnoéstico. A partir
desses dados, nds especulamos que os titulos de IgG anti-sMTL-13
podem ser utilizados como um biomarcador de sucesso terapéutico. Para
validag@o desta hipotese, entretanto, seria necessario avaliar um nimero
maior de pacientes, incluindo aqueles com falha terapéutica. A
validacdo destes dados seriam de grande relevancia para identificagdo
deste grupo de pacientes, fornecendo informagdes tteis para a escolha
do esquema de tratamento e dessa forma melhorando o progndstico do
paciente.

Com o objetivo de colocar os resultados mencionados num
contexto bioldgico, nos investigamos o papel do gene Rvi419 de M.
tuberculosis in vitro. Por ser um gene de cdpia Gnica no genoma, foi
possivel realizar dele¢do génica por recombinagdo homoéloga de forma
especifica e sem a inser¢do de mutagdes pontuais nas regides que
flanqueiam o gene. O nosso sucesso em gerar o mutante revelou que o
gene Rvi419 ndo ¢ essencial para a viabilidade do M. tuberculosis, o
que esta de acordo com um estudo que fez uma avaliagdo global de
genes essenciais por transposi¢do genética (Sassetti et al., 2003).
Entretanto, esta ultima metodologia ndo é muito apropriada devido aos
potenciais efeitos polares que sdo caracteristicos da propria técnica,
significando que alteragdes em regides adjacentes ao gene de interesse
podem causar fendtipos ndo relacionados e portanto interpretacdes
erroneas. De fato, alguns dos genes ditos como essenciais foram
posteriormente invalidados por técnicas em que o risco de ocorrer um
efeito polar ¢ baixo, como a mutagénese por recombina¢do homodloga
(Marjanovic et al., 2010). Determinar a essencialidade de um gene ¢
critico para estudos funcionais in vitro e in vivo, pois caso seja
observado deficiéncias no crescimento in vitro comparado a cepa
parental torna-se impraticavel a andlise dos resultados pela falta de
normalizacdo dos mesmos. Portanto, ndo somente mostramos que o
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gene ndo ¢ essencial, mas também que o gene Rv/4/9 nao afeta a
capacidade da bactéria em replicar em meio liquido, como demonstrado
pela curva de crescimento em condigdes estaticas em relagdo a cepa
parental. Por outro lado, o gene RvI419 parece afetar a sobrevivéncia
intracelular do mutante apds infec¢do de macrofagos RAW 264.7. No
primeiro experimento, mostramos que ha uma redugdo marcante nas
unidades formadoras de colonia da cepa mutante no quarto dia apés a
infecgdo, mas essa redugdo parece ndo ter relagdo com controle inato do
crescimento bacteriano ou por causa de uma deficiéncia de crescimento
intracelular. De fato, foi observado um nimero maior de células mortas
infectadas com a cepa mutante, o que certamente teve um impacto na
contagem do CFU. Um segundo experimento foi realizado para avaliar a
sobrevivéncia em tempos mais curtos e, de forma interessante, parece
existir uma tendéncia de maior crescimento da cepa mutante em relagdo
a cepa parental, o que descartaria parcialmente a hipotese de que o
mutante estaria induzindo morte celular por alguma via intracelular. Na
realidade, as células morreram aparentemente pela falta de controle do
crescimento da bactéria, sendo esta idéia corroborada posteriormente
pela dosagem de TNF-a no sobrenadante de cultura. Entretanto, poderia
ser questionado que uma menor quantidade de TNF-a estaria associada
a uma menor quantidade de células. Mas ¢ oportuno ressaltar que 24
horas apo6s a infeccdo ndo foi observado diferencas marcantes ao
microscopio na viabilidade das células. Em adig¢@o, os dados de CFU
apos quatro horas de infec¢do sugerem que ndo houve diferengas no
numero de bactérias que entraram nas células, o que poderia explicar
possiveis diferengas nas contagens em tempos posteriores. Portanto, o
reconhecimento inato da sMTL-13 parece ser importante para o
estabelecimento de uma infeccdo intracelular e parece também regular a
via de secre¢do de TNF-a, podendo ser caracterizado como um fenotipo
de hiperviruléncia pelo menos in vitro. O TNF-a € critico para o
controle do M. tuberculosis em humanos e modelos experimentais,
sendo que alteragdes na sua producdo estdo associadas com a
imunopatogénese da TB (Solovic et al., 2010).

E importante notar que a maioria das muta¢des ou fendtipos
observados num evento de delecdo génica geralmente estdo associados a
perda da capacidade de causar doenca. Salmonella typhimurium, por
exemplo, possui mais de 200 genes considerados importantes para a
viruléncia da bactéria em um modelo murino de infec¢do (Bowe et al.,
1998). No caso do M. tuberculosis, ja foram identificados 194 genes
como sendo necessarios para o estabelecimento da infec¢do e doenca em
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modelos experimentais (Sassetti e Rubin, 2003). Entretanto, fendtipos
de hiperviruléncia, embora raros, ja foram descritos como resultado de
delecdes génicas em Streptococcus pyogenes, Shigella, Salmonella
enterica ¢ FEscherichia coli em que os genes faziam parte de
componentes regulatorios envolvidos na produgdo de produtos tdxicos
ou imunomodulatérios (Foreman-Wykert e Miller, 2003). A manutengao
dos mesmos provavelmente reflete milhares de anos de co-evolugdo
entre o patdogeno e o hospedeiro.

O fendmeno da hiperviruléncia em M. tuberculosis foi descrito
primeiramente com relagdo as diferengas observadas entre isolados
clinicos (Lopez et al., 2003; Barczak et al., 2005). Nestes casos, existem
diferengas genéticas que podem resultar em maior ou menor viruléncia.
Isso € bem exemplificado nos isolados de M. tuberculosis da familia
Beijing em que a alta viruléncia é explicada em parte devido ao acumulo
de um glicolipideo fenolico na parede celular da bactéria (Reed et al.,
2004; Reed et al., 2007). Outras evidéncias foram demonstradas na cepa
laboratorial H37Rv. A primeira observacdo foi feita em mutantes
selecionados a partir de uma biblioteca de transposicdo genética
(Mcadam et al., 2002). Alguns desses mutantes foram escolhidos para
infectar camundongos SCID e nos casos severos os animais morreram
rapidamente quando comparados com os animais infectados com a cepa
parental. Exemplos adicionais de hiperviruléncia em M. tuberculosis
tém sido publicados, o que pode ampliar o nosso conhecimento de genes
importantes para estabelecimento da infec¢do assim como um melhor
entendimento da biologia da interacdo patégeno-hospedeiro (Shimono et
al.,2003; Lima et al., 2007; Uchida et al., 2007).

A sobrevivéncia intracelular do M. tuberculosis depende da sua
capacidade em inibir o processo de maturagdo do fagossomo, que ¢
usualmente bactericida para outros microorganismos, usando
mecanismos que ainda sd3o pouco entendidos, mas que pode envolver
proteinas secretadas (Pethe et al., 2004; Walburger et al., 2004). Além
disso, a redugdo da secre¢do de TNF-a durante a infeccdo de
macrofagos por uma cepa mutante nem sempre estd associada a um
fenotipo de hiperviruléncia. Um mutante de M. tuberculosis para o gene
Rv0386, que codifica para uma proteina secretada, promove redug@o nos
niveis de TNF-a tanto in vitro como in vivo e os animais infectados
apresentaram imunopatologia reduzida nos tecidos (Agarwal et al.,
2009). Entretanto, os autores ndo mostraram uma curva de
sobrevivéncia intracelular do mutante apds infeccdo de macrofagos.
Dessa forma, o M. tuberculosis pode modular a produgdo de TNF-a e
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indiretamente alterar a inflamagdo no sitio de infecgdo, criando o
ambiente necessario para o seu crescimento e persisténcia. Se o0 mesmo
ocorre para o gene RvI419 ¢ algo que precisa ser investigado in vivo.
Outro aspecto importante seria a identificagdo do receptor envolvido no
reconhecimento da SMTL-13, o que poderia fornecer evidéncias das vias
intracelulares envolvidas.

Neste estudo, mostramos a existéncia de uma nova lectina
secretada de M. tuberculosis que é reconhecida por pacientes com TB
ativa em termos de resposta imune celular e humoral. Estas observagdes
sugerem ainda que a SMTL-13 apresenta o potencial como biomarcador
de diagnodstico e eficacia terapéutica assim como um alvo para
imunizacdo. Ainda importante, os nossos dados preliminares de infec¢do
in vitro com uma cepa deficiente no gene Rv/419 sugerem que 0 mesmo
parece ser importante na regulagdo da via de secre¢do do TNF-a e
consequentemente no controle do crescimento bacteriano.
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6 CONCLUSOES
Os achados desta tese levam as seguintes conclusdes:

- O produto codificado pelo gene RvI419, que ainda estd anotado no
genoma como sendo um gene de funcdo hipotética, apresentou atividade
hemaglutinante. Este dado esta de acordo com predic¢des in silico sobre a
presenca de dominios de ligagdo a carboidratos;

- O gene RvI419 codifica para uma proteina (sMTL-13) que ¢
ativamente secretada pelo M. tuberculosis in vitro;

- O anticorpo monoclonal 276.B7 foi capaz de detectar in situ o produto
secretado SMTL-13 de M. tuberculosis em tecidos;

- A sorologia para mensuragdo de anticorpos IgG contra a sSMTL-13
pode ser uma valiosa técnica que pode ser utilizada como um
biomarcador de sucesso terapéutico;

- Baseado na resposta de anticorpos IgG, a sMTL-13 ndo apresentou
diferengas em termos de sensibilidade e especificidade em relagdo a
ESAT-6 na deteccdo de doenga ativa,

- O gene Rvi419 ndo ¢é essencial para o crescimento in vitro de M.
tuberculosis;

- A cepa mutante M. tuberculosis-ARv1419 parece influenciar a secre¢éo
de TNF-a e induzir morte celular pela falta de controle do crescimento
bacteriano.
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