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RESUMO 
 

A tuberculose é uma doença causada pelo bacilo Mycobacterium 
tuberculosis que mata anualmente cerca de 2 milhões de pessoas no 
mundo. Dado um alto impacto na saúde pública causado pelo M. 
tuberculosis, a ausência 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 
imunopatogênese da tuberculose e, sobretudo, a identificação de fatores 
determinantes do bacilo envolvidos nesse processo. Nesse contexto, as 
informações geradas pelo projeto genoma de seqüenciamento do M. 
tuberculosis apresentam um grande potencial a ser explorado, 
principalmente no que diz respeito a moléculas de superfície/secretadas 
que possam ser identificadas e avaliadas quanto ao seu envolvimento 
nos eventos iniciais de infecção e imunogenicidade. No presente estudo, 
nós identificamos uma nova lectina secretada de M. tuberculosis por 
uma abordagem bioinformática que é reconhecida durante a fase ativa 
da tuberculose em humanos tanto em termos de indução de IFN-γ em 
células mononucleares do sangue periférico quanto na produção de 
anticorpos IgG anti-sMTL-13. Essa produção de anticorpos diminui 
logo após 1-2 meses de tratamento e permanece em níveis basais até os 
pacientes atingirem cura clínica, sugerindo que anticorpos anti-sMTL-13 
poderiam ser utilizados como um biomarcador de sucesso terapêutico. 
Em adição, estudos de deleção gênica revelaram que o gene Rv1419 não 
é 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 produção de TNF-α em macrófagos da linhagem 
RAW 264.7. Em conjunto, os nossos achados demonstram a existência 
de um novo antígeno de M. tuberculosis com potencial de uso em 
diagnóstico e de gerar informações relevantes sobre a biologia da 
interação do patógeno 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 Rv1419 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-α 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 sMTL-13 is an important component 
of the bacterial-host interplay.  
 
Key words: Tuberculosis, lectin, biomarkers, Mycobacterium 
tuberculosis 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A tuberculose como importante problema de saúde pública 
A tuberculose (TB) humana é uma doença infecciosa, 

contagiosa, com manifestações clínicas agudas. A infecção é causada 
pela bactéria Mycobacterium tuberculosis e estimativas baseadas em 
dados epidemiológicos sugerem que um terço da população mundial 
esteja infectada com esta bactéria, sendo que 9,4 milhões de pessoas 
desenvolvem a doença ativa, com cerca de dois milhões de óbitos por 
ano (Who, 2010). Ainda importante, 95% dos casos de TB ativa e 98% 
das mortes ocorrem em países pobres e em desenvolvimento, onde a 
forma pulmonar da doença contribui para 85% dos casos notificados 
(Who, 2010). Embora a introdução da vacinação com o Mycobacterium 
bovis BCG tenha promovido uma queda estável da incidência da TB 
entre as décadas de 50 e 80 nos países desenvolvidos, tem sido 
observado uma ressurgência de casos novos nos últimos anos (Thaiss et 
al., 2012). Esse fenômeno é impactado ainda por diferentes fatores 
como o aumento da urbanização, guerras civis, migrações em massa de 
populações, aumento da pobreza e a epidemia do vírus da 
imunodeficiência humana ou HIV (Thaiss et al., 2012). Mais 
preocupante ainda, em termos de saúde pública, é o surgimento de cepas 
de M. tuberculosis resistentes a diferentes fármacos, apresentando neste 
caso resistência à isoniazida e rifampicina que são utilizados como 
fármacos de primeira linha (Who, 2010).  

A fase ativa da TB caracterizada pelo o aparecimento de sintomas 
clínicos está relacionada com a falta de controle do crescimento do M. 
tuberculosis pelo sistema imunológico do hospedeiro. A TB primária é 
classificada desta forma em indivíduos que desenvolvem doença durante 
os primeiros 5 anos após a infecção primária (Who, 2004). Embora a 
resposta imune seja capaz de controlar inicialmente a infecção, alguns 
fatores podem contribuir para a progressão da forma ativa da doença, 
sendo a infecção com o vírus HIV considerada o de maior risco 
associado à reativação da TB em adultos. Outras condições médicas tais 
como terapia com corticóides, quimioterapia, diabetes, câncer e 
deficiências nas vitaminas D ou A também podem contribuir para esse 
fato, uma vez que promovem alterações no sistema imune (Karyadi et 
al., 2002). Além disso, polimorfismos genéticos que acarretam 
mudanças na produção de IFN-γ ou TNF-α, citocinas produzidas por 
células de defesa do hospedeiro, estão relacionados com o 
desenvolvimento da doença primária (Hirsch et al., 1999; Keane et al., 
2001; Cooper et al., 2011). 
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A TB latente é caracterizada pela presença do M.tuberculosis e 
ausência de sintomas clínicos em indivíduos cronicamente infectados, 
podendo se estabelecer a partir de um controle inicial da infecção, ou 
após doença primária em indivíduos “curados” espontaneamente ou por 
meio de tratamento. Pessoas expostas ao M. tuberculosis são geralmente 
resistentes à infecção, apresentando uma resposta imune mediada por 
células que controla o crescimento do bacilo no sítio inicial de infecção, 
ou seja, no parênquima pulmonar e nos linfonodos drenantes locais 
(Cardona, 2007). Isso tem como consequência a formação do Complexo 
de Ghon o qual consiste em focos de infecção calcificados no pulmão 
que podem perdurar por décadas. Por outro lado, já foi observada a 
presença de M. tuberculosis em tecidos pulmonares normais de 
indivíduos que morreram de outras causas que não TB, infectando 
diferentes tipos celulares e permanecendo latente na ausência de 
qualquer reação histológica (Hernandez-Pando et al., 2000). Essa forma 
clínica também pode progredir para doença ativa devido a diversos 
fatores, sendo a infecção com o HIV novamente o principal fator de 
risco.  
 

1.2 Abordagens terapêuticas 

O tratamento atual da TB, diga-se a duração e os fármacos 
utilizados, é resultado de uma série de ensaios clínicos que foram 
conduzidos por mais de 20 anos pelo Medical Research Council 
Britânico (Fox et al., 1999). O tratamento de pacientes sem histórico de 
TB e infectados com cepas sensíveis aos fármacos utilizados tem 
duração de cerca de seis meses e incluem isoniazida, rifampicina, 
pirazinamida e etambutol administrados num regime diário 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 práticas, tem sido questionada em termos de eficácia 
quando comparada ao regime de seis meses de tratamento (Jindani et al., 
2004), existindo poucas evidências que favoreçam esse tipo de 
abordagem. Dessa forma, a Organização Mundial da Saúde estabelece 
que o uso da rifampicina deve ser feito durante os seis meses de 
tratamento e sob supervisão. No caso de pacientes com histórico de 
tratamento para TB, o novo período de tratamento, porém, é mais 
prolongado. Os fármacos recomendados são estreptomicina pelos 
primeiros dois meses além de isoniazida, rifampicina, etambutol e 
pirazinamida nos primeiros três 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 prevalência 
inicial de resistência a fármacos, sendo também considerado apropriado 
para pacientes que apresentarem resistência à isoniazida (Lienhardt et 
al., 2010). Entretanto, esse esquema terapêutico tem sido criticado com 
relação à baixa eficiência em locais onde a resistência inicial a fármacos 
é elevada (Espinal e Raviglione, 2008). Embora o regime de oito meses 
de tratamento seja amplamente utilizado no mundo, ensaios clínicos 
randomizados para testar sua eficácia ainda não foram conduzidos 
(Menzies et al., 2009).  
 O tratamento das formas de TB resistentes a múltiplos fármacos 
(TB-MDR), incluíndo a forma extrema (TB-XDR), envolve a 
combinação de fármacos de primeira e segunda linha. Este último grupo 
compreende agentes injetáveis tais como canamicina, amicacina, 
capreomicina e streptomicina, assim como fluoroquinolonas (Lienhardt 
et al., 2010). Entretanto, estas abordagens são mais complicadas devido 
ao alto custo, alta toxicidade, baixa aderência e longa duração, 
carecendo portanto de um bom prognóstico para os pacientes e 
dificultando o controle da disseminação das TB-MDR e TB-XDR (Mak 
et al., 2008; Kliiman e Altraja, 2009). Um outro fator importante de 
abordagem terapêutica que deve ser considerado seria o tratamento de 
pacientes com HIV e TB, uma vez que existem potencialmente dois 
problemas, a saber: a) a interação medicamentosa entre a rifampicina e 
alguns fármacos anti-retrovirais, como inibidores de proteases; e b) o 
surgimento de uma síndrome inflamatória de reconstituição imune, 
piorando o quadro clínico do paciente (Dean et al., 2002; Lawn et al., 
2005; Meintjes et al., 2008). A interação medicamentosa ocorre devido 
ao fato da rifampicina promover ativação de um complexo enzimático 
no fígado (citocromo P450), o que reduz os níveis plasmáticos de 
fármacos metabolizados por esta via, no caso os inibidores de proteases 
presentes em algumas terapias anti-retrovirais (L'homme R et al., 2009). 
Embora nos últimos 30 anos têm sido observado o desenvolvimento de 
novos compostos que podem ser potencialmente utilizados para o 
tratamento da tuberculose, o grande desafio da área é entender como a 
terapia funciona. Métodos modernos de 
farmacocinética/farmacodinâmica (FC/FD) podem fornecer as bases 
biológicas para o entendimento e interpretação dos resultados de um 
ensaio clínico (Davies e Nuermberger, 2008). Tais métodos têm sido 
usados para o desenvolvimento de novos fármacos, uma vez que 
otimizam a eficiência desse processo através da análise robusta de 
curvas dose-resposta (Sheiner e Steimer, 2000; Miller et al., 2005). Em 
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termos de terapia de doenças infecciosas, a análise FC-FD tem 
demonstrado sua importância prática na pneumonia aguda, na infecção 
com o vírus 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 avaliação de novos fármacos com atividade anti-
micobacteriana, o parâmetro farmacodinâmico mais simples é a 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM), que é a 
concentração do fármaco capaz de inibir o crescimento de 90-99% de 
unidades formadoras de colônia em condições ótimas de crescimento 
(Goldman et al., 2007). Entretanto, o CIM não representa a 
concentração na qual o crescimento bacteriano cessa e não distingue 
entre atividade bactericida/bacteriostática. Além disso, a exposição ao 
fármaco in vitro não representa de forma acurada a dinâmica das 
relações FC-FD in vivo, e nem as condições de crescimento são 
representativas para bactérias que causam infecções crônicas (Mouton e 
Vinks, 2005). 
 A avaliação da eficácia in vivo de novos regimes terapêuticos 
ainda depende do modelo murino. Estudos de média duração (cerca de 
dois meses) podem estimar a atividade bactericida de fármacos simples, 
ou em combinação, pela contagem de unidades formadoras de colônia 
(CFUs) de homogenados teciduais. Entretanto, acredita-se que 
experimentos de longa duração são necessários para avaliar a atividade 
esterilizante, uma vez que não 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 obtenção de culturas negativas e posteriormente testa a 
habilidade de fármacos simples/combinação de prevenir um relapso em 
situações nas quais os animais deixam de receber o tratamento. É um 
método, porém, que demanda muito tempo, arriscado e com o potencial 
de fornecer dados não consistentes (Scanga et al., 1999). Apesar da 
praticidade em se trabalhar com o modelo murino, esses animais não 
desenvolvem reações histopatológicas que são características da 
tuberculose pulmonar humana, tais como a necrose caseosa e lesões 
cavitárias. Dessa forma, parâmetros FC-FD podem ser diferentes e 
cuidados devem ser tomados quando do escalonamento de doses entre 
animais e humanos devido às diferenças metabólicas e possíveis 
interações farmacocinéticas (Grosset et al., 1992; Rhoades et al., 1997). 
Em adição, a descoberta de novos biomarcadores para avaliação da 
eficiência de ensaios clínicos é de fundamental importância para 
desenvolver novas abordagens terapêuticas que reduzam o tempo de 
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tratamento, os efeitos colaterais e as possíveis interações entre 
medicamentos, além de cura estéril.  
 
Tabela 1 – Principais fármacos de primeira linha utilizados no 
tratamento da tuberculose (Loeffler, 2009). 

ISONIAZIDA 
Classe Hidrazida do ácido isonicotínico. 

Atividade 
Bactericida, especialmente em bactérias de 
crescimento rápido. Afeta a síntese de ácidos 
micólicos na parede celular. 

Farmacocinética Alcança a concentração máxima no plasma após 1-
2 horas da administração oral.  

ETAMBUTOL 
Classe Não especificada. 

Atividade Bacteriostático, inibindo a síntese da parede celular 
Farmacocinética Alcança a concentração máxima no plasma após 2-

4 horas da administração oral. 
RIFAMPICINA 

Classe Rifamicina 
Atividade Bactericida, inibindo a síntese de proteínas. 

Farmacocinética Alcança a concentração máxima no plasma após 1-
4 horas da administração oral. 

PIRAZINAMIDA 
Classe Derivado sintético da nicotinamida. 

Atividade Bactericida; mecanismo ainda não conhecido 
Farmacocinética Alcança a concentração máxima no plasma após 2-

4 horas da administração oral. 
  
1.3 Aspectos gerais da resposta imune do hospedeiro 

A resposta imune inata que compreende diferentes células e 
apresenta seu próprio sistema de receptores para reconhecer a presença 
de patógenos é fundamental para a iniciação e regulação da resposta 
imune adaptativa do hospedeiro. Dessa forma, a resposta de defesa 
contra o M. tuberculosis é dominada pela interação do sistema imune 
inato com o adaptativo. Após a inalação e deposição de pequenas 
partículas contaminadas no alvéolo pulmonar, a bactéria interage com 
células apresentadoras de antígenos, como macrófagos alveolares 
residentes, células dendríticas e monócitos recrutados da periferia 
(Torrado et al., 2011). Além da expressão de receptores fagocíticos, 
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esses tipos celulares também expressam receptores do tipo Toll (TLRs) 
que reconhecem padrões moleculares conservados presentes em 
patógenos (Medzhitov e Janeway, 2000). Entretanto, sugere-se que 
sinais adicionais relacionados à atividade de bactérias patogênicas são 
importantes para a discriminação entre essas e bactérias comensais 
presentes no hospedeiro (Fontana e Vance, 2011). A ligação de TLRs 
com seus ligantes cognatos inicia uma série de vias de transdução de 
sinal que culminam na ativação do fator nuclear-kappa B(NFκB) e na 
indução de citocinas e quimiocinas que são determinantes para o 
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa contra o patógeno 
(Aderem e Ulevitch, 2000), sendo composta por uma resposta humoral e 
celular. No contexto da infecção com o M. tuberculosis, os receptores 
TLR2, TLR4 e TLR9 estão envolvidos no reconhecimento da bactéria. 
O receptor TLR2 forma heterodímeros com TLR1 ou TLR6 os quais 
reconhecem componentes da parede celular micobacteriana (Jones et al., 
2001; Means et al., 2001; Thoma-Uszynski et al., 2001). Em adição, 
animais deficientes em TLR2 são mais susceptíveis à infecção com M. 
tuberculosis durante a fase crônica (Drennan et al., 2004). O papel do 
TLR4, contudo, ainda é pouco entendido, e alguns trabalhos já 
demonstraram resultados discordantes em modelos in vivo (Abel et al., 
2002; Reiling et al., 2002). O TLR9, por sua vez, reconhece motivos não 
metilados de CpG presentes no DNA genômico bacteriano. Estudos in 
vitro demonstraram que esse receptor está envolvido na produção de IL-
12 por células dendríticas infectadas, sendo que animais deficientes para 
TLR9, desafiados com alta dose de M. tuberculosis, morrem mais rápido 
do que os animais controles (Bafica et al., 2005; Pompei et al., 2007).  

Os linfócitos T γδ, células “natural killer” (NK), e células T NK 
(NKT) também participam da resposta imune na TB. Alguns estudos 
experimentais têm demonstrado que na resposta do hospedeiro a 
indução de células T γδ precede a indução e migração de linfócitos T 
CD4 e CD8 para o sítio de infecção e, dessa forma, apresentam um 
papel importante na modulação da resposta efetora contra a TB. Durante 
a infecção, o recrutamento inicial de células para o sítio de infecção no 
pulmão é mediado por quimiocinas como CXCL2 e CXCL10, e 
interleucinas, IL-12 e IL-17, secretadas por macrófagos e células 
dendríticas. Uma vez atividadas, as células T γδ secretam IFN-γ e TNF-
α. A produção destas citocinas aumenta a capacidade bactericida dos 
macrófagos (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 diagnóstico (Kunnath-Velayudhan 
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e Gennaro, 2011). Considerando que o M. tuberculosis é um patógeno 
intracelular, poderia ser pensado que esse tipo de resposta não 
apresentaria um papel protetor. Entretanto, esta visão foi questionada 
por alguns estudos que mostraram a eficácia da imunidade humoral 
contra outros tipos de patógenos intracelulares (Robbins et al., 1996; 
Glatman-Freedman, 2006; Pluddemann et al., 2011), sugerindo que a 
mesma pode também contribuir para a proteção contra a TB. Em dois 
estudos independentes, por exemplo, foi demonstrado que anticorpos 
monoclonais contra antígenos de superfície do M. tuberculosis 
prolongaram a sobrevivência de animais infectados com doses letais de 
M. tuberculosis e M. bovis, sendo observado a formação de granulomas 
bem organizados e localizados (Teitelbaum et al., 1998; Chambers et 
al., 2004). Em adição, sabe-se que o M. tuberculosis é capaz de modular 
vias de morte celular do hospedeiro e que, portanto, antígenos solúveis 
estariam disponíveis para ativação de linfócitos B num determinado 
momento da infecção, podendo contribuir para a prevenção da 
disseminação do bacilo (Behar et al., 2011).  
 A imunidade mediada por células, por sua vez, é considerada a 
mais importante na resistência à infecção por M. tuberculosis. No 
modelo murino, o número de células T CD4+ e CD8+ ativadas nos 
linfonodos drenantes no pulmão aumentam após uma semana de 
infecção (Feng et al., 1999; Serbina et al., 2000). Por volta da quarta 
semana, as células T CD4 e CD8 migram para o pulmão e apresentam 
marcadores fenotípicos de células efetoras e/ou de memória. Cerca de 
50% dessas células são CD69 positivas, indicando que células T 
ativadas estão migrando para o sitío de infecção e interagindo com 
células apresentadoras de antígenos (Cooper, 2009). Essas interações 
culminam na formação do granuloma que é a estrutura histopatológica 
característica da infecção por M. tuberculosis. Essa estrutura pode variar 
em composição celular, tamanho e distribuição, apresentando variações 
entre indivíduos diferentes e até mesmo dentro do mesmo indivíduo 
(Kunnath-Velayudhan e Gennaro, 2011). 
 A apoptose também tem sido descrita como parte da resposta 
imune do hospedeiro contra o patógeno, em que células mortas liberam 
vesículas apoptóticas que são fagocitadas por outras células 
apresentadoras de antígeno, sendo estas envolvidas na ativação de 
linfócitos T CD8 por meio de um processo denominado “apresentação 
cruzada” (Winau et al., 2006). Em modelos de infecção foi demonstrado 
que o M. tuberculosis é capaz de inibir a apoptose, modulando a 
expressão de proteínas 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 macrófagos infectados (Behar et al., 
2011). 
 A citocina IFN-γ é considerada como sendo crucial na 
imunidade protetora contra o M. tuberculosis (Cooper, 2009). No 
interior de granulomas, IFN-γ é capaz de estimular diferentes vias 
relacionadas ao processo de eliminação do bacilo (Saunders e Britton, 
2007). Portanto, a deficiência na produção de IFN-γ ou do seu receptor 
em humanos e camundongos está associada a uma maior 
susceptibilidade à infecção pelo M. tuberculosis (Flynn et al., 1993; 
Ottenhoff et al., 1998; Sullivan et al., 2005). De fato, esta citocina é 
importante no processo de apresentação de antígenos e induz a 
transcrição de pelo menos 200 genes em macrófagos, incluíndo aumento 
da expressão do complexo principal de histocompatibilidade classe II e a 
produção de moléculas efetoras tais como radicais de oxigênio, óxido 
nítrico e outros intermediários reativos de nitrogênio (Scanga et al., 
2001; Chan e Flynn, 2004; Sullivan et al., 2005).  
 

1.4 Métodos de diagnóstico e imunoprofilaxia contra a tuberculose 
Os métodos atuais para o diagnóstico da TB carecem de 

melhorias, apresentando variações em parâmetros como sensibilidade, 
especificidade, rapidez e custo. O diagnóstico é feito pela demonstração 
da presença de bacilos álcool-ácido resistentes em amostras de escarro, 
o que é pouco sensível nos casos em que os pacientes são 
paucibacilares. Além disso, a cultura microbiológica é importante para o 
diagnóstico definitivo e para o teste de susceptibilidade às drogas 
(Evans, 2011). Embora a detecção de bacilos álcool-ácido resistentes em 
amostras clínicas não seja um procedimento caro, o crescimento em 
pode demorar pelo menos 6 meses meio sólido ou de 7-21 dias em meio 
líquido. A cultura em meio sólido permite o exame direto da morfologia 
da colônia e a identificação de culturas mistas, sendo que a líquida 
permite um diagnóstico mais rápido, porém, menos preciso (Evans, 
2011). Do ponto de vista clínico, alguns dos achados radiográficos 
sugestivos de TB são lesões cavitárias, adenopatias hilares e/ou 
paratraqueais e opacidades pulmonares nas partes superiores. Em alguns 
pacientes com doença ativa primária e aqueles co-infectados com o virus 
HIV, esses achados radiográficos podem ser mais distintos, incluíndo 
inflitrados micronodulares de padrão miliar (Who, 2004).  
 Testes imunológicos baseados na detecção de anticorpos contra 
antígenos do M. tuberculosis no soro de pacientes com doença ativa 
constituem uma opção interessante em termos práticos, uma vez que são 



35 
 

testes rápidos, baratos e que podem ser executados nas condições 
encontradas em países em desenvolvimento (Kunnath-Velayudhan et 
al., 2010). Os métodos baseados na técnica do ELISA, por exemplo, já 
são usados para a pesquisa de anticorpos contra antígenos complexos e 
purificados do M. tuberculosis. No entanto, ainda faltam melhorias no 
que diz respeito à sensibilidade e especificidade, uma vez que a variação 
da resposta humoral observada em humanos é muito grande (Kunnath-
Velayudhan et al., 2010; Kunnath-Velayudhan e Gennaro, 2011). 
 Métodos moleculares baseados na detecção de ácidos nucléicos 
podem ser usados em amostras clínicas, apresentando uma maior 
confiabilidade nos casos em que as amostras de escarro são provenientes 
de pacientes não tratados e com a presença de bacilos álcool-ácido 
resistentes (Hughes et al., 2012). Entretanto, são métodos caros e que 
podem ter baixo desempenho em condições de campo. Além disso, 
resultados positivos ainda podem ser observados após tratamento dos 
pacientes devido a presença residual de DNA, o que não seria adequado 
em pessoas com histórico de TB ou para monitorar a resposta ao 
tratamento (Hughes et al., 2012). Outra abordagem utilizada é a 
imunohistoquímica através do uso de anticorpos específicos. Essa 
técnica tem o potencial de revelar a presença de antígenos do M. 
tuberculosis em tecidos que apresentam reações histopatológicas 
características de infecção e pode ser utilizada para melhorar o 
diagnóstico da TB (Mustafa et al., 1999; Ulrichs et al., 2005). Em 
adição, já foi demonstrado o potencial de se utilizar um anticorpo contra 
o antígeno secretado MPT64, que é específico para espécies 
pertencentes ao complexo do M. tuberculosis, para discriminar infecção 
causada por micobactérias atípicas (Mustafa et al., 2006).  
 O teste da tuberculina pode ser usado para identificar indivíduos 
infectados latentemente com M. tuberculosis. A mistura complexa de 
antígenos é injetada intradermicamente podendo causar uma reação de 
hipersensibilidade tardia. Após 48-72 horas, o diâmetro no local da 
reação é medido, sendo considerados reatores fortes aqueles que 
apresentarem um diâmetro igual ou superior a 10 mm. No entanto, esse 
teste é pouco sensível na diferenciação de indivíduos vacinados 
daqueles infectados latentemente. Por outro lado, testes mais sensíveis e 
específicos já estão disponíveis no mercado. Um dos testes avalia a 
produção de IFN-γ por linfócitos T em resposta a dois antígenos 
específicos secretados de M. tuberculosis, a saber: ESAT-6 ou “early 
secretory antigenic target-6” e CFP-10 ou “culture filtrate protein-10” 
(Doherty et al., 2002). É bem estabelecido que esse teste discrimina 
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melhor indivíduos infectados latentemente daqueles com reações 
cruzadas devido à infecção com micobactérias atípicas ou vacinados 
com M. bovis BCG (Brock et al., 2001). Outros dois testes comerciais 
disponíveis são o QuantiFERON e o T SPOT-TB que usam a ESAT-6 e 
CFP-10 como substratos. Entretanto, tais testes não são capazes de 
identificar aqueles indíviduos que apresentam risco maior de 
desenvolver ou progredir para um quadro clínico de TB ativa (Kunnath-
Velayudhan e Gennaro, 2011). 
 A prevenção e o controle da TB é sem dúvida dependente de 
métodos profiláticos eficazes. A vacinação com BCG, contudo, é a 
única forma disponível, sendo que mais de 3 bilhões de pessoas já foram 
vacinadas no mundo nos últimos 90 anos (Kaufmann, 2011). Ainda 
assim, a redução da incidência da TB ou mesmo a sua eliminação 
constituem um grande desafio de saúde pública. A vacinação com BCG 
protege de forma eficiente crianças contra a forma miliar da doença. 
Entretanto, em adultos o nível de proteção 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 vacinação com 
BCG ainda teve um efeito protetor mesmo após 60 anos, sugerindo que 
a mesma pode promever uma proteção de longa duração. Outros estudos 
indicaram que a revacinação com M. bovis BCG não apresentou um 
efeito protetor adicional (Cohn, 1997; Rodrigues et al., 2005), o que 
demonstra que esta vacina não é suficiente para o controle global da TB 
e que novas vacinas são necessárias. Apesar dessas variações 
observadas, a tendência não é de substituição da BCG e sim o seu 
melhoramento. Uma das alternativas promissoras iniciada há alguns 
anos atrás foi o desenvolvimento de uma BCG recombinante 
expressando a listeriolisina, uma proteína 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 são baseados na expressão aumentada 
de antígenos imunodominantes, como o antígeno 85B, em BCG ou BCG 
recombinante expressando citocinas (Murray et al., 1996; Horwitz et al., 
2000). Em adição, já foi demonstrado experimentalmente que o uso da 
estratégia “prime-boost” pode ajudar a prevenir a TB (Mcshane e Hill, 
2005). Essa estratégia consiste na utilização de uma vacina em conjunto 
com a BCG, mas num momento posterior. Essas vacinas são 
representadas, por exemplo, pelo virus Vaccinia expressando o antígeno 
85A (Mcshane et al., 2004), vacinas de DNA (Tollefsen et al., 2002; 
Huygen, 2005) ou vacinas de subunidades codificando proteínas de 
fusão (Skeiky et al., 2004; Andersen e Doherty, 2005) como ESAT-6 e 
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o antígeno 85B (Olsen et al., 2004). Atualmente, 12 candidatos vacinais 
estão em ensaios clínicos, sendo importante notar que tais candidatos 
representam proteínas secretadas do M. tuberculosis (Kaufmann, 2011). 
 
1.5 Identificação de fatores determinantes do Mycobacterium 
tuberculosis na sua interação com o hospedeiro 

O M. tuberculosis é o principal representante das espécies 
pertencentes ao complexo do M. tuberculosis, um grupo de 
micobactérias relacionadas e de crescimento lento, incluíndo M. 
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti e M. canettii. Embora 
os membros do complexo apresentem diferenças fenotípicas e de 
hospedeiro, a diferença em termos genéticos é mínima (Saint-Ruf e 
Matic, 2006). Dessa forma, sugere-se que os membros do complexo 
podem ter se originado de uma população clonal ancestral (Gutierrez et 
al., 2005). Entretanto, já foi demonstrado por meio de técnicas de 
hibridização que existem 14 regiões de diferenciação (RDs) variando de 
2 a 12.7 kb em tamanho, sendo algumas dessas regiões ausentes ou 
presentes entre os membros do complexo (Behr et al., 1999; Gordon et 
al., 1999; Bitter et al., 2009). É oportuno ressaltar que os genes 
presentes nessas regiões representam candidatos interessantes para o 
desenvolvimento de técnicas de diagnóstico que podem, por sua vez, 
diferenciar as espécies, além de permitir um melhor entendimento do 
papel das proteínas correspondentes na interação do patógeno com o 
hospedeiro. 

O genoma da cepa laboratorial M. tuberculosis H37Rv foi 
sequenciado em 1998 (Cole et al., 1998), seguido pelo sequenciamento 
do isolado clínico 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). Análises comparativas iniciais revelaram que 40% 
dos genes preditos identificados estão envolvidos no metabolismo 
central e que outros 44% são classificados como hipotéticos 
conservados, significando que estas sequências apresentam um certo 
grau de similaridade com sequências de outros microorganismos. Já 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 à duas diferentes classes que são (1) 
enzimas envolvidas no metabolismo de ácidos micólicos e (2) proteínas 
de função desconhecida, de característica ácida e ricas em glicina, 
chamadas proteínas PE ou PPE. Ambas as classes de proteínas são 
importantes para o estabelecimento da infecção e virulência (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 bioinformática 
criaram perspectivas de um melhor entendimento da biologia do M. 
tuberculosis, o que pode ter consequências positivas nas áreas de 
diagnóstico e na identificação de novos alvos para fármacos e vacinas. 
Desde a publicação do genoma, já foram determinadas 
experimentalmente a estrutura de 312 proteínas e validados modelos 
estruturais de 2877 genes preditos (70% do genoma), sendo um passo 
importante para revelar a função das proteínas codificadas ou os 
processos nos quais estas participam (Anand et al., 2011). O 
aprimoramento da bioinformática nos últimos anos e a concomitante 
evolução das técnicas proteômicas permitiram ainda o estudo das 
propriedades gerais das proteínas do M. tuberculosis e a localização das 
mesmas nas diferentes frações subcelulares (Bell et al., 2012). 

Nos últimos anos o secretoma do M. tuberculosis tem sido 
investigado com interesse particular, uma vez que representam um 
grupo de proteínas 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). Análises de 
bioinformática das sequências N-terminais de proteínas purificadas do 
filtrado de cultura, fração que representa a maioria das proteínas 
secretadas/exportadas do M. tuberculosis, revelaram que grande parte é 
secretada pela via geral de secreção ou via SEC (De Souza et al., 2011). 
A via SEC está envolvida no translocamento de proteínas através da 
membrana plasmática pela identificação do peptídeo sinal e sua 
clivagem após o evento de secreção (De Souza et al., 2011). Entretanto, 
nem todas as proteínas são secretadas pela via SEC e proteínas que não 
apresentam um peptídeo sinal clássico na sequência podem ser 
secretadas por vias alternativas. Esse é o caso da ESAT-6 que apresenta 
um sinal para secreção localizado na região C-terminal da sequência 
(Champion et al., 2006).  
 O primeiro estudo proteômico realizado com proteínas 
secretadas de M. tuberculosis foi publicado no início da década de 90. 
Nele, 12 proteínas do filtrado de cultura foram purificadas por 
cromatografia e caracterizadas parcialmente (Nagai et al., 1991). Após a 
publicação desse trabalho, poucas proteínas adicionais contendo um 
peptídeo sinal tipo SEC foram descritas, o que provavelmente refletiu 
uma limitação das técnicas e metodologias disponíveis na época, além 
da contaminação com proteínas de outras frações subcelulares (Beatty e 
Russell, 2000; Mattow et al., 2003). Entretanto, esse quadro tem 
mudado mais recentemente com uma melhor caracterização do 
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proteoma do M. tuberculosis tanto em termos de identificação de 
proteínas contendo peptídeos sinais como da localização e classificação 
de outras proteínas (De Souza et al., 2011; De Souza e Wiker, 2011). 
 As principais proteínas do filtrado de cultura secretadas pelo M. 
tuberculosis são os antígenos 85A, 85B e 85C, do complexo antigênico 
85. Estas proteínas apresentam alto grau de similaridade entre elas e 
ensaios in vitro mostraram que as mesmas estão envolvidas na 
transferência de ácidos micólicos para trealose, levando a formação de 
α,α’- trealose mono-micolato e α,α’ – trealose di-micolato (Belisle et 
al., 1997; De Souza e Wiker, 2011). Tais componentes são 
predominantes na parede celular do M. tuberculosis, formando uma 
barreira de permeabilidade que protege a bactéria de efeitos adversos do 
ambiente e promove uma resistência inata a antibióticos (Riley, 2006). 
Os antígenos do complexo 85 também interagem com o sistema imune 
do hospedeiro (Beamer et al., 2011). 

As proteínas associadas à membrana possuem um papel 
essencial em diferentes processos biológicos, tais como interações 
célula-célula, sinalização celular, transporte de íons 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 proteínas associadas à membrana são ativamente 
exportadas pela via SEC, sendo que aspectos distintos nas regiões de 
transmembrana da sequência tornaram possível a identificação das 
mesmas por métodos computacionais (Krogh et al., 2001). No M. 
tuberculosis já foram preditas mais de 780 proteínas com 
endereçamento para a membrana, representando cerca de 20% de todas 
as proteínas hipotéticas (Malen et al., 2011). Sugere-se que grande parte 
das proteínas integrais são inseridas na camada lipídica através de um 
canal protéico localizado na membrana denominado “complexo 
translocon”. Esse complexo é composto por diferentes subunidades, mas 
o mecanismo exato de como ocorre o endereçamento desse grupo de 
proteínas e da discriminação daquelas que irão ficar ancoradas somente 
parcialmente ainda é pouco entendido (White e Von Heijne, 2008; 
Holland, 2010). 

Componentes bacterianos que estão associados a superfície da 
célula e envolvidos na interação com células do hospedeiro são 
coletivamente classificados como adesinas. Algumas espécies de 
bactérias utilizam adesinas específicas, ou lectinas, para se ligar a 
carboidratos localizados na superfície de tecidos do hospedeiro, 
facilitando processos de adesão, colonização e invasão (Leo e Skurnik, 
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2011). A localização celular deste grupo de proteínas é considerada 
diversa, sendo algumas secretadas como moléculas solúveis ou 
localizadas intracelularmente (Imberty et al., 2004). Entretanto, a 
maioria está associada com estruturas presentes na superfície 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 
aglutinação de eritrócitos (Imberty et al., 2004; Tielker et al., 2005; Wu 
et al., 2006)). Dessa forma, no contexto biológico os ligantes com os 
quais tais lectinas interagem são pouco conhecidos. No caso do M. 
tuberculosis, existe uma lectina caracterizada bioquimicamente (HBHA, 
“Heparin-binding hemagglutinin”) e descrita como sendo importante no 
processo de disseminação extrapulmonar e interação com células 
epiteliais (Locht et al., 2006).  
 No presente trabalho, nós identificamos uma nova lectina 
secretada do M. tuberculosis, SMTL-13, e avaliamos a resposta imune 
em pacientes com TB ativa e seu potencial diagnóstico assim como 
investigamos o papel desta proteína durante a infecção in vitro de 
macrófagos. A hipótese é que lectinas são um grupo de proteínas 
determinantes na interação do M. tuberculosis com células do sistema 
imune inato ou fagocíticas. Estas proteínas poderiam portanto ser um 
potencial alvo terapêutico e de diagnóstico. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Geral 

Avaliar o potencial diagnóstico do produto codificado pelo gene Rv1419 
de Mycobacterium tuberculosis em pacientes com doença ativa e 
investigar o papel da proteína correspondente na interação inicial com 
macrófagos. 
 
2.2 Específicos 
 
- Desenvolver e validar um anticorpo monoclonal contra o produto do 
gene Rv1419 para estudos de localização subcelular utilizando diferentes 
frações do M. tuberculosis. 
 
- Padronizar e avaliar o potencial de uso do anticorpo monoclonal na 
detecção in situ do produto do gene Rv1419 em biópsias pleurais de 
pacientes com tuberculose.  
 
- Descrever o perfil de resposta imunológica humoral em pacientes 
antes, durante e após 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 sobrevivência intracelular das bactérias após infecção em macrófagos 
da linhagem RAW 264.7 e (iii) a regulação da secreção de TNF-α. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 Casuística 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz (Salvador, Bahia, 
Protocolo 219 (CAAE) 2221.0.000.225-06), pelo Núcleo de Pesquisa 
em Pneumologia do Hospital Especializado Octávio Mangabeira 
(Salvador, Bahia, Parecer No 01/2007) e pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora (Juiz de Fora, Minas 
Gerais, UFJF-1495.186.2008). Foram obtidos os consentimentos 
informados para doação de sangue de todos os pacientes, bem como dos 
voluntários que participaram do estudo como controles. 
 
3.2 Pacientes 

Pacientes com tuberculose pulmonar ativa (n=34) provenientes 
da Divisão de Doenças Respiratórias da Clínica de Saúde Pública de 
Juiz de Fora-MG e 11 pacientes do Hospital Octávio Mangabeira-BA, 
foram selecionados para o estudo. Como critério de inclusão, 
participaram somente aqueles pacientes em que bacilos ácool-ácido 
resistentes foram detectados por baciloscopia do escarro, ou que 
apresentaram cultura positiva além de sintomas clínicos e exames de 
raio-X sugestivos de doença ativa. Pacientes infectados com o vírus 
HIV, diabetes, hepatite, hipertensão, gravidez e alcoolismo foram 
critérios de exclusão. Todos os pacientes incluídos no estudo 
apresentaram baciloscopia negativa após o tratamento. Indivíduos sadios 
e vacinados com BCG (n=38) representaram o grupo “controle 
endêmico”, que foi formado por estudantes de Medicina e funcionários 
da UFJF. Cinco estrangeiros, PPD(-) e não vacinados com BCG, 
constituíram o grupo “controle não endêmico” e outros seis indivíduos 
PPD(-) e vacinados com BCG foram incluídos no grupo controle, sendo 
que os mesmos não apresentavam histórico de infecção por M. 
tuberculosis. 
 
3.3 Análise in silico 

As proteínas anotadas como hipotéticas ou de função 
desconhecida no genoma do M. tuberculosis foram filtradas e 
comparadas localmente a um banco de dados não redundante de lectinas 
por meio de um script PERL. A sequência do produto do gene Rv1419 
foi estruturalmente analisada usando o programa proteômico Expasy 
(Expert Protein Analysis System) (Gasteiger et al., 2003). O servidor 
SignalP 3.0 foi utilizado para identificar possíveis peptídeos sinais tipo-
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SEC e sítios de clivagem. Além disso, o programa CLUSTALW foi 
usado para comparar diferentes sequências (Notredame et al., 2000). Por 
último, o servidor BLAST, que encontra-se disponível no site do 
National Center for Biotechnology Information 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foi utilizado para busca de sequências 
similares e domínios conservados. 
 
3.4 Extração de DNA genômico 
 O método utilizado para extração do DNA genômico foi o 
descrito por van Soolingen e colaboradores em 1991 (Van Soolingen et 
al., 1991). Brevemente, as suspensões bacterianas de M. tuberculosis 
foram transferidas para tubos de microcentrífugas estéreis (eppendorfs) 
de 2 mL contendo 500 µL de tampão TE (0,01 M Tris-HCl e 0,001 M 
EDTA pH 8) e aquecidas a 80oC por 20 min. Em seguida, após chegar à 
temperatura ambiente, foi adicionado lisozima (concentração final 1 
mg/mL), que foi homogeneizada por inversão do tubo, sendo esta 
incubada por 1 hora a 37oC na estufa bacteriológica. Em seguida, foram 
adicionados 70 µL de 10% SDS e 6 µL de proteinase K 10 mg/mL e a 
mistura foi incubada a 65 oC por 10 min no banho-maria. Após essa 
etapa, foi adicionado 80 µl de Brometo de N-acetil-N,N,N-trimetil 
amônio a 10% e 100 µL de solução de NaCl 5 M, que foi agitado por 
inversão do tubo brevemente e novamente incubados por 10 min a 65oC 
no banho-maria.  

Após o período de incubação, o DNA foi extraído com igual 
volume de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1, vol/vol), 
homogeneizado cuidadosamente e em seguida foi submetido a 
centrifugação por 5 min a 14000 rpm em microcentrífuga. A fase 
superior aquosa contendo o DNA foi transferida para novo tubo sendo 
adicionado 0,6 volumes de isopropanol e deixado 30 min a –20oC, 
seguido de centrifugação por 15 min. O sobrenadante foi retirado com o 
auxilio de um pipetador. O sedimento foi então lavado com 250 µL de 
etanol 70% e deixado secar ao ar. Finalmente o DNA foi dissolvido em 
20 µL com 0,1× tampão TE (1 mM Tris-HCl e 0,1 mM EDTA pH 8 e 
estocado em freezer –20oC). Para estimar a quantidade do DNA extraído 
foi medida a absorbância a 260 e 280 nm em espectrofotômetro. 

 
3.5 Expressão heteróloga 
 Um piloto de expressão foi feito para avaliação dos níveis de 
expressão da proteína em diferentes tempos. Basicamente, o protocolo 
envolveu a transformação 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 
antibiótico e transferidas para um tubo Eppendorf de 1,5 mL, que foi 
incubado em shaker (200 rpm) por 30 min a 37oC. Após essa etapa, 500 
µL foram transferidos para um tubo falcon de 50 mL contendo 10 mL de 
meio LB com antibiótico (Ampicilina 50 µg/mL), sendo incubado por 
16 horas a 37 oC sob agitação (pré-inóculo). 
 O inóculo de indução foi feito com 500 µl do pré-inóculo em 10 
mL de meio LB contendo antibiótico (Ampicilina 50 µg/mL). As 
bactérias foram expandidas até um valor de DO600 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 indução com 1mM de Isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranosídeo-IPTG (5 µL de IPTG 1 M para 5 mL de meio LB). 
Coletas de 500 µL foram realizadas nos tempos de 0-5 horas após a 
indução. As alíquotas da cultura foram centrifugadas por 10 min a 5000 
rpm e o pellet e o sobrenadante foram separados para análises em SDS-
PAGE. Após a análise dos níveis de expressão, o experimento foi 
realizado novamente com um volume maior (2 L de cultura) para a 
produção em escala da proteína recombinante, considerando o tempo 
determinado pelo experimento piloto. 
 
3.6 Purificação da proteína recombinante 
 A purificação da proteína recombinante envolveu a lise de 
bactérias. As células da cultura foram centrifugadas a 7000 rpm por 10 
min a 4oC. O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) de 
bactérias foi mantido no gelo. Em seguida, usando uma pipeta 
sorológica de 10 mL, as células foram ressuspendidas completamente 
adicionando-se 50 mL de solução de lise (Tampão Fosfato 1x, contendo 
imidazol 10 mM e uréia 8 M, pH 7,4) e então esse volume foi dividido 
em quatro tubos falcon de 50 mL, que foram mantidos no gelo para 
sonificação (pulsos de 30 segundos (3x) com potência de 30 W). Após 
essa etapa, procedeu-se à centrifugação a 7000 rpm por 20 minutos a 
4oC. Os sobrenadantes foram transferidos cuidadosamente para um tubo 
falcon novo e estéril devidamente marcado. O pellet foi ressuspendido 
em solução de lise para solubilizar a proteína caso tenha sido expressa 
em corpos de inclusão, sendo que tanto o sobrenadante como o pellet 
foram avaliados quanto a expressão em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12%. As proteínas totais foram quantificadas pelo método de 
Bradford e diluídas para a concentração de 0,5 mg/mL com a solução de 
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lise antes de passar no HPLC (Sistema ÄKTA–Amersham). As amostras 
foram estocadas a -20oC ou passadas no filtro de 0,45 µm imediatamente 
antes da purificação no HPLC.  
 A estratégia empregada para a purificação da proteína 
recombinante contendo cauda de histidina utiliza as vantagens da 
cromatografia de afinidade em metal. Os íons metálicos são 
imobilizados através do uso de um agente quelante capaz de possibilitar 
a ligação da proteína ao metal. Alguns aminoácidos, principalmente a 
histidina, apresentam alta especificidade de ligação pelo metal 
imobilizado. Dessa maneira, proteínas ricas em histidinas podem ser 
especificamente eluídas da resina carregada com íons metálicos e então 
isoladas por este método. 
 
3.7 Ensaio de hemaglutinação 
 O ensaio de hemaglutinação para a proteína recombinante 
sMTL-13 foi testado frente a células sanguíneas de coelho, incubando-se 
diferentes concentrações da solução da proteína recombinante (2,5 
µg/mL; 5 µg/mL; 10 µg/mL; 20 µg/mL) com igual volume de suspensão 
2% de eritrócitos de coelho, tratados ou não tratados com enzimas 
proteolíticas (papaína e tripsina), em tubos de ensaio em triplicata. Em 
seguida, as amostras foram incubadas a 37oC por 30 min e deixadas a 
temperatura ambiente por 16 horas. A atividade hemaglutinante de cada 
amostra foi avaliada visualmente e registrada em câmera digital. 
 
3.8 Frações micobacterianas 
 Diferentes frações 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 Báfica (UFSC-NIH) e a Colorado State 
University (TB vaccine testing and research material). 
 
3.9 Geração do anticorpo monoclonal 
 Camundongos da linhagem Balb/c foram imunizados i.p. com a 
proteína recombinante (rRv1419; 4 x 20 µg) na presença do adjuvante 
AluGel, recebendo em seguida uma injeção i.v. com a rRv1419 (20 µg) 
em intervalos semanais. Esplenócitos foram isolados e fusionados com 
células de mieloma Ag8XP3653 (fornecidas pelo Prof. Carlos 
Zanetti/UFSC) na razão 5:1 usando polietilenoglicol 50% como agente 
de fusão. As células foram então 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 e 0,016 mM de timidina. Os 
sobrenadantes dos hibridomas foram avaliados por ELISA, usando a 
proteína recombinante rRv1419 como antígeno de captura. Dos 900 
clones inicialmente avaliados, 12 clones foram positivos e selecionados 
com base na produção de altos títulos de anticorpo contra a rRv1419. 
Após essa etapa, um clone foi subclonado por diluição limitante, sendo 
que a classe Ig e subclasse foram determinadas como sendo IgG1κ por 
meio do sistema SBA Clonotyping/HRP (Southern Biotech, USA). O 
Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal 
do Paraná aprovou o protocolo de estudo (23075.031314/2008-41), 
sendo o experimento conduzido em colaboração com o Dr. Juliano 
Bordignon do Instituto Carlos Chagas-FIOCRUZ em Curitiba, Paraná. 
 
3.10 Marcação de Mycobacterium tuberculosis com o anticorpo anti-
Stml13 
 Uma alíquota de 100 µL proveniente de uma suspensão de M. 
tuberculosis H37Rv (3x108 células/mL) foi centrifugada em placa de 96 
poços fundo “U”. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o 
precipitado foi lavado três vezes com 200 µL de tampão PBS, 
centrifugando entre as lavagens. Após a etapa de lavagens, as células 
foram ressuspendidas em 100 µL de sobrenandante do anticorpo 
monoclonal anti-SMTL-13 (276.B7) e incubadas por 1 hora à 
temperatura ambiente. A etapa de lavagem foi repetida e as células 
incubadas por 1 hora à temperatura ambiente com o anticorpo 
secundário anti-IgG murino conjugado com FITC (1:2000) num volume 
final de 100 µL. As células foram lavadas novamente e então fixadas em 
formalina 4% a 4oC antes de serem usadas no experimento de citometria 
de fluxo. 
 
3.11 Detecção de anticorpos contra SMTL-13 por ELISA 
 Microplacas de poliestireno (Biosystems, Brasil) foram 
incubadas por 16-18 horas a 4oC com a SMTL-13 (5 µg/mL) diluída em 
0,06 M de tampão carbonato (pH 9.6). Em seguida, as microplacas 
foram bloqueadas, lavadas e incubadas com os sobrenadantes de cultura 
dos hibridomas por 40 minutos a 37oC. As placas foram então incubadas 
com anti-IgG murino conjugado com HRP (SC Biotechnology, USA) na 
proporção 1: 1200 por 40 minutos a 37oC. O desenvolvimento da reação 
foi realizada pela adição de ABTS como substrato (KPL, USA). A 
reação foi parada pela adição de 10% SDS seguido da leitura da 
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densidade óptica a 405 nm numa leitora de ELISA (Molecular Devices, 
USA). 
 

3.12 Detecção da SMTL-13 por western blotting 

 A eletroforese SDS-PAGE foi realizada aplicando-se proteínas 
totais do M. tuberculosis (10 ou 50 µg por poço). Após a transferência 
para a membrana de nitrocelulose, foi realizado o bloqueio de sítios 
inespecíficos com tampão de bloqueio (Tris-HCl pH 7.4 NaCl 150 mM 
contendo 5% de leite desnatado Molico e 0,1% Tween-20) por 2 horas 
a 25oC. Após lavagem, a membrana foi incubada com sobrenandante 
monoclonal anti-SMTL-13 (Clone 276.B7/IgG1κ) ou anti-19 KD (Clone 
IT-19; fornecido pelo Dr. Antônio Rothfuchs por meio do contrato 
NIH/NIAID-TVTRM) na proporção de 1:1000 seguido pela incubação 
com anticorpo secundário conjugado com HRP (1:2000). A detecção foi 
realizada por quimioluminescência (Pierce, USA).  
 

3.13 Análise imunohistoquímica 

 Cortes histológicos pulmonares provenientes de pacientes com 
TB pleural ou de pacientes com leprose foram desparafinizados em 
xileno e hidratados em álcool e água. A supressão da atividade de 
peroxidases endógenas foi realizada com uma solução de metanol 
contendo 1,5% de peróxido de hidrogênio por 20 minutos. As secções 
de tecido foram então incubadas com soro de carneiro normal por 30 
minutos a 37oC seguido de incubação com o sobrenadante monoclonal 
anti-sMTL-13 (clone 276.B7). Após essa etapa, os tecidos foram 
incubados com anti-IgG murino biotinilado e com o complexo 
streptavidina-HRP (Vectastain Elite ABC reagent, Vector Laboratories, 
CA, USA) por 30 minutos a 37oC. As reações positivas foram 
detectadas com 3,3’- diaminobenzedina (Dako Cytomation, USA) 
seguidas pela contracoloração com hematoxilina de Harris. As secções 
foram examinadas microscopicamente e as imagens foram geradas 
usando uma camera digital Sight DS-5M-L1 (Nikon, Melville, NY, 
USA) conectada ao microscópio de luz Eclipse 50i (Nikon).  
 
3.14 Quantificação dos títulos de IgG anti-SMTL-13 
 Placas Maxsorb (Nunc, Dinamarca) foram sensibilizadas com a 
proteína recombinante em tampão carbonato por 16h a 4oC. As placas 
foram lavadas com PBS-Tween-20 0,05%. Os soros dos pacientes e 
indivíduos controles foram diluídos na proporção 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 37oC. As placas foram então lavadas e incubadas 
com anti-IgG humano conjugado com HRP (Sigma, USA) na proporção 
de 1:3000. O substrato da reação foi preparado adicionando-se OPD (0.5 
mg/mL) em tampão citrato de sódio (pH 5.0) e 0,03% de peróxido de 
hidrogênio (H2O2) foi usado para desenvolver a reação colorimétrica. A 
reação foi parada com 2 M de ácido sulfúrico (H2SO4) e a densidade 
óptica lida a 492nm numa leitura de ELISA (Spectramax, Molecular 
Devices). 
 
3.15 Separação 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 diluído (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 oC. 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 automático 
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 oC. 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 concentração para 3 x 106 células 
por mL para o ensaio de re-estimulação in vitro e secreção de IFN-γ. 
 
3.16 Re-estimulação in vitro de secreção de IFN-γ  
 As células foram cultivadas em placas de 48 poços em volume 
de 0,5 mL, contendo 3 x 106 CMSP por mL, em meio RPMI 1640 
completo. Estas foram incubadas com Polimixina B 20 µg mL-1 e 
mantidas a 37 oC, em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 30 min 
previamente à adição dos estímulos. A dose utilizada de rec-sMTL-13 
para a re-estimulação in vitro foi de 10 µg/mL. Após 48 horas de 
estímulo os sobrenadantes de cultura foram coletados para análise da 
secreção de IFN-γ por meio de CBA (Cytokines Beads Assay BD 
Biosciences) seguindo as recomendações do fabricante.  
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3.17 Geração de uma cepa de Mycobacterium tuberculosis deficiente 
para o gene Rv1419 
 O método utilizado para deleção do gene Rv1419 foi baseado em 

substituição alélica por recombinação homóloga (Parish e Stoker, 2000). 

 
3.17.1 Crescimento e manutenção 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 sólido Middlebrook 
7H11 cotendo OADC (Becton-Dickinson, MD), 0.5 % de glicerol e 100 
µg/mL ciclohexamida (Sigma-Aldrich, USA). A cultura líquida de M. 
tuberculosis foi passada através de um filtro de 5 µm para o preparo de 
suspensões simples livres de agregados celulares. Este procedimento era 
realizado para avaliação do crescimento bacteriano e antes da infecção 
in vitro de macrófagos RAW. No primeiro caso, cepas de M. 
tuberculosis foram crescidas por 21 dias, sendo a densidade óptica (600 
nm) mensurada a cada dois dias, para avaliar a cinética de crescimento 
em condições estáticas. Já no segundo caso, as cepas eram mantidas 
numa atmosfera úmida contendo 5% de CO2 a 37oC. 
 
3.17.2 Construção do vetor 

As seqüências nucleotídicas adjacentes à sequência do gene 
Rv1419 foram amplificadas através da reação em cadeia da polimerase 
(PCR). A figura 1 ilustra a região genômica como um exemplo da 
estratégia de amplificação para obtenção dos fragmentos de interesse 
deste estudo. 
 

 
 

 
 
 

Figura 1. Representação esquemática da estratégia utilizada para amplificação das 
regiões genômicas de interesse. A seqüência do gene Rv1419 (número de acesso 38490250-
NCBI) é mostrada em cinza. A sequência possui 474 nucleotídeos que codificam para a 

!
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proteína hipotética SMTL-13. Os respectivos pares F1 e F2 ilustram os oligonucleotídeos 
forward e reverse (5’ e 3’) utilizados como iniciadores (primers). 

 
A estratégia resumiu-se em utilizar dois pares de primers 

(Primers F1 e F2) complementares às extremidades 5’ e 3’ das regiões 
adjacentes ao gene alvo. O DNA genômico, isolado de acordo com van 
Soolingen (Van Soolingen et al., 1991), foi utilizado como molde para 
amplificação das respectivas sequências que podem ser checadas no 
banco de dados genômico do M. tuberculosis (código de acesso 
41353971 no NCBI). Os oligonucleotídeos F1 e F2 com sítios de 
restrição para as enzimas ScaI/HindIII (F1-Fwd: 5’- ttata agtact CGG 
ATT GCA CAT CATC GAGC – 3’; F1-Rv: 5’- ttata aagctt CCG CCA 
TTC TCT CAT CGT GG – 3’) e HindIII/KpnI (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 amplificação a fim de facilitar a inserção dentro do vetor 
de clonagem.  

A amplificação via PCR foi realizada em um termociclador 
PTC-100TM empregando-se um volume final de 25 µL constituído de 0,2 
µM de cada primer (F1 ou F2), 10 ng de DNA genômico, 0,2 mM de 
dNTPs, 1 U de Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity. As 
condições de amplificação compreenderam uma desnaturação inicial a 
94 oC por 2 minutos, seguida de 35 ciclos constituídos de desnaturação a 
94 oC por 30 segundos, hibridização a 62 oC por 30 segundos e extensão 
dos primers a 68 oC por 2 minutos; com extensão final a 68 oC por 8 
minutos. Ao término da reação a mesma foi mantida a 4 oC até o 
momento do uso. 

O produto da reação foi analisado aplicando-se 5 µL em gel de 
agarose a 1% contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídeo, em tampão 1X 
TBE (Tris-Borato-EDTA pH 8.0) e em seguida foi submetido a uma 
tensão 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 resistência para canamicina para seleção em 
Escherichia coli e M. tuberculosis, uma origem de replicação (oriE) em 
E. coli, um sítio múltiplo de clonagem (SMC) e o gene lacZ e sacB para 
seleção em placas de cultura. Os mutantes foram gerados em duas 
etapas. Na primeira etapa, mutantes “single cross-overs” (SCO) foram 
obtidos como resultado da inserção do vetor p2NIL no genoma do M. 
tuberculosis e possuem o fenótipo de resistência à canamicina, colônias 
de cor azul e sensibilidade a sucrose. Os mutantes SCO obtidos foram 
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crescidos em meio 7H9 suplementado com ADC e livre de antibióticos 
por uma semana. Esta etapa permite que a fase final de recombinação 
homóloga ocorra com a formação dos mutantes “double cross-overs” 
(DCO). Em seguida, as bactérias foram plaqueadas em placas contendo 
2% de sucrose e X-gal para a seleção dos mutantes que perderam o vetor 
p2NIL do genoma (Figura 2). Colônias brancas foram selecionadas para 
extração de DNA e a PCR foi realizada para verificação da deleção do 
gene Rv1419. As amostras foram sequenciadas para confirmação da 
deleção e análise de possiveis mutações pontuais durante os 
procedimentos de amplificação. 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Ilustração da estratégia utilizada para gerar a deleção do gene Rv1419 de M. 
tuberculosis. 

 
3.17.3 Avaliação da sobrevivência intracelular e indução de TNF-α  
após a infecção de macrófagos 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 5x105 células/mL por 
poço (placa de 24 poços) e incubadas por 16 horas a 37 oC em atmosfera 
úmida com 5 % de CO2. Em seguida, os poços foram lavados três vezes 
com 1 mL de salina estéril para a retirada de células mortas, ou não 
aderentes, sendo adicionado meio DMEM completo. Os macrófagos 
foram infectados utilizando-se uma multiplicidade de infecção de 1:1. 
Após 4 horas de infecção, as células foram lavadas cinco vezes com 
DMEM para a remoção de bactérias extracelulares. Para examinar a 
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invasão intracelular, cinética de crescimento e sobrevivência das cepas 
selvagem e mutante, os macrófagos foram lisados com 1 mL de tampão 
PBS contendo 0,5% de Triton X-100, sendo feita diluições seriadas do 
lisado para plaqueamento em meio 7H11. Isto foi feito em diferentes 
tempos após infecção e as unidades formadoras de colônia foram 
contadas 21 dias após plaqueamento. Os sobrenadantes das culturas de 
células infectadas e controles foram usados para avaliar a produção de 
TNF-α. A concentração de TNF-α no sobrenadante foi determinada por 
ELISA seguindo as recomendações do fabricante (eBioscience, USA).  
 

3.18 APRESENTAÇÃO DOS RESULTADOS E ANÁLISE 
ESTATÍSTICA  
 Os dados foram submetidos aos testes não paramétricos de 
Mann Whitney, Friedman ou Kruskal Wallis com pós-teste de Dunn 
para avaliar se as diferenças entre os grupos eram reais. Os resultados 
foram considerados estatisticamente significantes quando p<0.05. Para 
análise estatística foi utilizado o software GraphPad Prism 4.0 
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Uma curva de 
característica operacional ou ROC foi construída para analisar a acurácia 
dos valores: área sob a curva, sensibilidade e especificidade. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



53 
 

4. RESULTADOS 
 

4.1 Análise in silico 
Visto a importância que as lectinas apresentam na relação 

patógeno-hospedeiro, nós desenvolvemos, previamente, um banco de 
dados não redundante de proteínas relacionadas funcionalmente com 
lectinas para busca de sequências similares em patógenos de interesse 
médico. Dessa forma, identificamos uma proteína hipotética codificada 
pelo gene Rv1419 no genoma do M. tuberculosis H37Rv que possui 
relação estrutural com lectinas da família das ricinas. A figura 3 mostra 
a caracterização bioinformática do gene Rv1419. O gene é de cópia 
única e apresenta 474 nucleotídeos, codificando uma proteína de 157 
aminoácidos que apresenta um peptídeo sinal tipo SEC e uma massa 
molecular predita de 16,8 kDa. O peptídeo sinal predito compreende os 
resíduos 1-33 com um sinal de clivagem tipo I entre os aminoácidos 
Ala33 e Asp34. A proteína madura possui uma massa molecular 
aparente de 13,6 kDa. As posições 31 e 32 da sequência primária 
proteína precursora contém a sequência Ala-x-Ala (o “x” representa 
qualquer aminoácido), um padrão comumente encontrado que precede o 
sítio de clivagem (Tuteja, 2005). A proteína hipotética apresenta um 
domínio lectínico relacionado à cadeia B da ricina presente nos resíduos 
33-153, sendo composto por três subdomínios homólogos caracterizados 
pela presença do padrão Q-W (Hazes, 1996). Estes domínios contendo a 
cadeia B da ricina ligam-se preferencialmente a glicolipídeos e 
glicoproteínas de superfície contendo moléculas de galactose e manose 
ligadas em β-1,4 (Hartley e Lord, 2004). Em adição, a pesquisa em 
banco de dados revelou que o gene Rv1419 apresenta homólogos 
conservados na cepa clínica M. tuberculosis CDC1551 (número de 
acesso GenBank: AE000516.2) assim como na cepa vacinal M. bovis 
BCG (número de acesso GenBank: AM408590.1), ambos com 100% de 
identidade, e 78% de identidade nas espécies M. marinum (número de 
acesso GenBank: CP000854.1) e M. ulcerans (número de acesso 
GenBank: CP000325.1). Esses dados sugerem a existência de uma 
lectina secretada de M. tuberculosis e sequências relacionadas em outras 
espécies de micobactérias. Com objetivo de aprofundar os estudos sobre 
possíveis funções do gene Rv1419, oligonucleotídeos iniciadores foram 
desenhados para amplificação, clonagem e expressão da proteína 
recombinante assim como o desenvolvimento de um anticorpo 
monoclonal para estudos de localização em diferentes frações 
subcelulares do M.tuberculosis. 
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Figura 3. Análise in silico do gene Rv1419. A proteína predita apresenta um peptídeo sinal 
composto de 33 aminoácidos com sítio de clivagem entre Ala33 e Asp34. A região entre os 
resíduos Asp45 e Asp154 representa o domínio lectínico com os prováveis sítios de ligação a 
carboidratos circulados. A presença do padrão Q-W está sublinhada. 

 
4.2 Expressão heteróloga da proteína SMTL-13 

A produção da versão recombinante da SMTL-13 foi realizada 
pela indução da expressão por IPTG a 37oC sob agitação. Para 
otimização do tempo de expressão da proteína, alíquotas de 1 mL foram 
retiradas de hora em hora para avaliar os níveis de expressão nas 
condições utilizadas e nos tempos escolhidos. Os extratos totais de 
proteínas de E. coli foram avaliados quanto a sua solubilidade por 
eletroforese SDS-PAGE nos diferentes tempos e após o período de 
indução de 4 horas, as células foram recuperadas por centrifugação e 
lisadas na presença do tampão de lise.  

A presença de uma banda de cerca de 17 kDa nas frações 
induzidas, tamanho esperado para SMTL-13 contendo o peptídeo sinal, 
demonstrou o sucesso no protocolo de expressão adotado. Em termos 
qualitativos, não houve diferenças nos níveis de expressão nos tempos 
analisados. Entretanto, foi evidenciado que a proteína foi expressa na 
forma de corpos de inclusão, não sendo observado a presença da mesma 
na fração solúvel ou no sobrenadante de cultura.  
 Apesar da obtenção da proteína ter sido na forma insolúvel, não 
houve problemas na produção em maior escala em E. coli seguindo o 
mesmo protocolo de expressão, cuja quantidade obtida foi adequada 
para as etapas de purificação quanto para os estudos posteriores. 
 
 
 



55 
 

4.3 Purificação da SMTL-13 por cromatografia de afinidade 
As frações insolúveis obtidas das culturas induzidas foram 

submetidas à cromatografia de afinidade numa coluna contendo níquel 
imobilizado, sendo que as frações eluídas durante o processo de 
separação foram analisadas por SDS-PAGE para análise. Inicialmente, 
algumas das purificações realizadas apresentaram proteínas 
contaminantes nas frações eluídas. Para eliminar a presença de 
contaminantes e portanto otimizar o processo de purificação, a estratégia 
utilizada foi obter as frações eluídas através de um gradiente de imidazol 
de 0 a 500 mM, uma vez que os contaminantes são eluídos 
primeiramente à medida que a concentracão de imidazol aumenta. Esta 
abordagem possibilitou a purificação da sMTL-13 recombinante em um 
único passo cromatográfico. A figura 4 representa um gel SDS-PAGE a 
12% obtido após as amostras serem submetidas a eluição com gradiente 
de imidazol. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4. Purificação da SMTL-13 recombinante e análise 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 após o tempo de indução de 4 horas 
com IPTG. A terceira coluna mostra a sMTL-13 purificada e é representativa das frações 
eluídas em gradiente de imidazol. 
 
4.4 Ensaio de hemaglutinação 

A avaliação da atividade hemaglutinante foi empregada para 
testar a capacidade da sMTL-13 recombinante em induzir aglutinação de 
hemácias de coelho. De fato, a hemaglutinação foi dependente do 
tempo, sendo a atividade observada após 16 horas de incubação. Em 
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adição, a concentração de 2,5 µg/mL da proteína recombinante foi capaz 
de aglutinar hemácias tratadas enzimaticamente no mesmo nível 
observado para as doses de 10 ou 20 µg/mL. Por outro lado, em 
hemácias normais a dose de 2,5 µg/mL promoveu uma hemaglutinação 
discreta quando comparada com doses maiores. A figura 5 mostra a 
atividade hemaglutinante para a sMTL-13 na dose de 10 µg/mL e 
controle. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Ensaio de hemaglutinação da sMTL-13 frente a suspensão de 2% de eritrócitos 
de coelho. Os eritrócitos foram incubados com salina ou sMTL-13 (10 µg/mL) por 16 horas. 
As imagens foram geradas em uma câmera digital (aumento 10x). Os dados mostrados são 
representativos de dois experimentos realizados. 
 
4.5 O produto codificado pelo gene Rv1419 é ativamente secretado 

Um estudo combinando eletroforese bidimensional e 
espectrometria de massa detectou a presença do produto do gene 
Rv1419 na fração do filtrado de cultura (CFP) do M.tuberculosis (Malen 
et al., 2007). A fração CFP apresenta a maioria das proteínas que são 
secretadas/exportadas in vitro pelo bacilo. Para investigar se o produto 
pode ser encontrado em outras frações subcelulares do M.tuberculosis, 
um anticorpo monoclonal (clone 276.B7/IgG1Kappa) foi gerado contra 
esta proteína. A figura 6A demonstra por meio de Western-blot a 
presença de uma banda única de cerca de 13 kDa nas preparações de 
CFP de M. tuberculosis, mas a ausência de moléculas imunologicamente 
relacionadas no CFP de outras micobactérias. Em adição, outras frações 
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 antígeno 19 kDa foi detectado 
nas diferentes frações utilizadas, como demonstrado previamente por 
outro estudo (Rosenkrands et al., 2000). Esses dados sugerem que o 
produto do gene Rv1419 é uma proteína ativamente secretada, pois a 
mesma se encontra predominantemente no CFP.  
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Figura 6. A proteína codificada pelo gene Rv1419 é detectada na fração CFP de M. 
tuberculosis H37Rv. (A) Frações CFP de M. tuberculosis (10 e 50 µg), M. avium (50 µg), M. 
fortuitum (50 µg) 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); preparações subcelulares de M. tuberculosis foram utilizadas e 
o antígeno 19 kDa (IT-19, diluição 1:1000) foi utilizado como controle de preparação das 
amostras. Os dados mostrados são representativos de 2 experimentos realizados de forma 
independente. 

 
É oportuno ressaltar novamente que a sMTL-13 foi detectada 

em menores proporções na fração da parede celular como mostrado na 
figura 6B (CW). Entretanto, para descartar a possibilidade de 
contaminação durante o processo de preparação desta fração, 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 população de M. tuberculosis que expressa a proteína a nível 
de superfície celular (Figura 7). Além disso, como prova de conceito, foi 
observado uma redução da fluorescência de marcação quando o 
anticorpo anti-sMTL-13 foi previamente incubado com a fração CFP de 
M. tuberculosis (Figura 3). 
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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 fluorêscencia, 
sendo que o eixo “y” refere-se ao parâmetro de granulosidade (SSC) e o eixo “x” refere-se a 
marcação feita com anticorpo anti-IgG conjugado com FITC. O resultado mostrado é 
representativo de três experimentos independentes. 
 
4.6 SMTL-13 é detectada in vivo durante a fase ativa da tuberculose 
em humanos 

Uma vez demonstrada a presença da sMTL-13 no CFP de 
M.tuberculosis in vitro, o próximo passo foi investigar se esta proteína 
poderia estar sendo expressa durante uma infecção ativa em humanos. 
Para tal propósito, foram utilizadas três biópsias pleurais de pacientes 
com tuberculose pleural ativa para realização de imunohistoquímica 
com o anticorpo monoclonal anti-sMTL-13 (276.B7). Como 
demonstrado na figura 8A, foi observado marcação positiva para a 
sMTL-13 em áreas de granuloma, sendo o padrão de marcação do tipo 
intracelular em células que provavelmente são macrófagos. Em 
contraste, o mesmo não 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 biópsias pleurais de pacientes com 
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câncer, biópsias de pele de pacientes com lepra e tecidos com 
granulomas associados com infecção fúngica, não sendo observado 
marcação positiva (Nogueira et al., 2010).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Marcação in situ para sMTl-13 em pacientes com tuberculose ativa. 
Imunohistoquímica representativa de três biópsias pleurais com característico infiltrado 
inflamatório (aumento 400x); (A) marcação positiva para SMTL-13 (painel superior direito, 
aumento 1000x); (B) controle negativo para isotipo IgG1 (painel superior direito, aumento 
1000x). 
 
4.7 SMTL-13 induz uma resposta imune celular e humoral em 
pacientes com tuberculose ativa 
 Antígenos secretados pelo M.tuberculosis são considerados 
como alvos preferenciais do sistema imune, uma vez que estão 
localizados idealmente na interface da interação do patógeno com o 
hospedeiro (Digiuseppe Champion e Cox, 2007; Ohol et al., 2010). 
Além disso, estudos de knockout gênico em M. tuberculosis têm 
demonstrado a importância de algumas proteínas secretadas durante o 
estabelecimento da infecção e sobrevivência de animais em modelos 
experimentais, sugerindo um papel central desse grupo de proteínas na 
imunopatogênese da tuberculose (Stanley et al., 2007; Ohol et al., 
2010). Dessa forma, e estendendo-se as observações anteriores, o 
presente trabalho investigou se a sMTL-13 é reconhecida durante a fase 
ativa da doença agora em termos de produção de marcadores de ativação 
imunológica. Num primeiro momento, foi avaliado a produção de IFN-γ 
em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com 
tuberculose (n=11) e controles sadios vacinados com M. bovis BCG 
(n=6) após estimulação in vitro com sMTL-13. Como pode ser 
observado na figura 9A, sMTL-13 foi capaz de induzir a secreção de 
IFN-γ em CMSP de pacientes quando comparado ao grupo controle. A 
segunda abordagem utilizada foi a avaliação da produção 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 análise 
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permitiu avaliar a resposta específica anti-sMTL-13 durante a evolução 
do tratamento. A figura 9B demonstra que pacientes com diagnóstico de 
TB (grupo ATB, pacientes que ainda não iniciaram o tratamento 
convencional ou aqueles que já estão sendo tratados por cerca de 15 dias 
após o diagnóstico) apresentaram altos títulos de IgG total anti-SMTL-
13. Esse padrão de resposta rapidamente decresceu após 1-2 meses de 
tratamento, o que correlacionou com a negativação ou não detecção do 
bacilo no escarro após esse período e apresentou níveis similares aos dos 
controles endêmicos (EC) e não endêmicos (NEC) utilizados. Em 
adição, os níveis de IgG total permaneceram basais durante os quatro 
meses seguintes de terapia até os pacientes apresentarem cura clínica 
(CC).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 9. Resposta imune adaptativa induzida contra SMTL-13 durante a tuberculose 
ativa em humanos. (A) CMSP provenientes de indivíduos sadios (n=6) e pacientes com ATB 
(n=11) foram estimuladas in vitro com SMTL-13 purificada (10 mg/mL) por 48 horas. A 
produção de IFN-g foi detectada no sobrenadante de cultura por CBA (“cytometric beads 
array”, BD). * Indica diferença significante dos grupos independentes estimulados com 
SMTL-13 (p=0.0238, Teste Mann-Whitney); (B) Soro de indivíduos sadios (controles 
endêmicos-EC e não endêmicos-NEC) e de pacientes com ATB foram utilizados para análise 
da produção de IgG total específica contra SMTL-13 por ELISA. A barra representa a mediana 
dos valores. # Indica diferença significante entre os grupos ATB e EC ou NEC (p<0.001, Teste 
Kruskal-Wallis). Ψ Indica diferença significante entre os grupos ATB e os grupos de pacientes 
em tratamento (p<0.01, Teste de Friedman). * Indica diferença significante entre os grupos 
ATB e CC (p<0.001, Teste de Friedman). 

 
A partir desses dados foi possível definir o potencial da sMTL-

13 em diagnosticar o estado de doença ativa baseado na análise de 
curvas ROC (curva de característica operacional) do título de anticorpos. 
Para essa análise, um outro antígeno secretado de M. tuberculosis, 
ESAT-6, foi utilizado como controle. Embora ainda não seja conhecida 
a função da ESAT-6 (“The 6 kDa early secreted antigenic target”) 
durante a infecção, é uma proteína sabidamente envolvida em 
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mecanismos de virulência pelo M. tuberculosis e que já faz parte de 
testes de diagnóstico para TB (REECE & KAUFMANN, 2008). Como 
demonstrado na figura 10, o título de anticorpos contra SMTL-13 
apresentou alta especificidade (90%) assim como sensibilidade (93%) 
para o diagnóstico de TB. Não foi observado diferença estatísticamente 
significante entre as áreas 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 e que a 
resposta de anticorpos decai após controle terapêutico do crescimento do 
M. tuberculosis. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Figura 10. Análise de curvas ROC anti-sMTL-13 vs. Anti-ESAT-6. Baseado nos títulos de 
IgG contra SMTL-13 e ESAT-6, considerados como duas variáveis independentes e 
comparando-se os grupos ATB versus EC, uma curva ROC foi construída para avaliar a 
acurácia dessas variáveis em diagnosticar ATB. Para cada curva, a sensibilidade foi plotada 
contra 100-especificidade e a acurácia foi medida pela área sob a curva (AUC). 
 
4.8 Geração de uma cepa mutante de Mycobacterium tuberculosis 
deficiente no gene Rv1419 

A deleção do gene Rv1419 foi realizada por recombinação 
homóloga a partir do método descrito por Parish e Stoker (ver 
metodologia). Após a geração do mutante, nomeado Mtb-ΔRv1419 
(Figura 11A), nós testamos se a mutação teve algum efeito na 
capacidade da bactéria em crescer em meio líquido 7H9/ADC. 
Inicialmente, as bactérias foram inoculadas de modo a ter uma OD600(nm) 
de 0,005. O crescimento foi então monitorado por 21 dias seguidos. A 
figura 11B demonstra que a deleção no gene Rv1419 não teve efeito na 
capacidade da bactéria crescer em meio líquido em condições estáticas. 
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Figura 11. Reação de PCR para avaliação da deleção do gene Rv1419 em Mtb H37Rv. Nas 
colunas 2 e 3 são observadas a presença de uma região genômica comum entre as cepas; nas 
colunas 4 e 5 observam-se regiões que flanqueiam o gene Rv1419 e, como esperado, essa 
região é menor para o mutante; as colunas 6 e 7 representam a amplificação do gene Rv1419, 
não sendo observado para o KO. WT, cepa H37Rv; KO, cepa mutante Mtb-ΔRv1419. Curvas 
de crescimento da cepa H37Rv e ΔRv1419 em condições estáticas. Os dados são provenientes 
de três experimentos independentes. 
 

Em termos de sobrevivência intracelular em macrófagos RAW 
264.7, não foi observado diferença no tempo de 4 horas após infecção 
nas unidades formadoras de colônia (CFU), sugerindo que a deleção do 
gene Rv1419 não afetou a taxa de infecção da cepa mutante (Fig. 12). 
Entretanto, no quarto dia após infecção a diferença entre a cepa parental 
e mutante foi marcante. Como esperado, há um aumento no CFU para a 
cepa parental, mas não foi possível recuperar colônias na condição de 
células infectadas com a cepa mutante. É oportuno ressaltar que a 
observação 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 macrófagos 
RAW 264.7 evidenciado pelo alto número de células “despregadas” do 
fundo da placa. Esse fato também foi observado na condição com a cepa 
parental, mas numa extensão menor. 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 12. Unidades formadoras de colônia (CFU) nos tempos de 4 horas (Dia 0) e 4 dias 
após infecção. Os dados representam uma média de três experimentos independentes. 
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Figura 13. Ensaio de sobrevivência intracelular e secreção de TNF-α . (A) Unidades 
formadoras de colônia nos tempos de 4, 24 e 48 horas após infecção. Os dados representam 
uma média de três experimentos independentes; (B) Secreção de TNF-α por macrófagos 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-α foi realizada por meio de ELISA. Os valores 
representam a média +/- erro padrão de três experimentos independentes. 
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5 DISCUSSÃO 
 O presente trabalho teve como objetivo estudar uma proteína de 
função desconhecida que é codificada pelo gene Rv1419 de M. 
tuberculosis. Através da construção de um banco de dados de 
sequências não redundantes de lectinas de diferentes espécies, foi 
possível identificar um padrão estrutural relacionado à família das 
lectinas. Os dados in silico sugerem que a proteína é inicialmente 
sintetizada como um precursor de 16,8 kDa contendo um peptídeo sinal 
hidrofóbico de cerca de 33 aminoácidos, sugerindo que a mesma poderia 
ser endereçada 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 
bioinformática são hipotéticos e necessitam ser testados 
experimentalmente. Para testar essa hipótese, fizemos uso da tecnologia 
do DNA recombinante ou expressão heteróloga de proteínas que 
promoveu uma revolução nos estudos de estrutura e função de novas 
proteínas. Isso foi importante para o estudo de sequências hipotéticas do 
M. tuberculosis que é uma bactéria de crescimento lento e que exige um 
nível 3 de segurança biológica, o que poderia tornar o isolamento de 
proteínas nativas laborioso e demorado. 
 O sistema escolhido para expressão heteróloga foi o que utiliza 
a bactéria E. coli. Esse sistema é 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 nível 2 de 
biossegurança. É oportuno ressaltar, entretanto, que algumas proteínas 
do M. tuberculosis necessitam modificações pós-traducionais 
específicas que a maquinaria de síntese protéica da E. coli não é capaz 
de realizar por questões evolutivas. Essas modificações podem 
influenciar a atividade biológica da proteína ou mesmo ter um impacto 
em ensaios que testam a capacidade de um determinado antígeno em 
induzir ou não um tipo de resposta imunológica. De fato, um trabalho 
demonstrou que uma lectina de M. tuberculosis, HBHA (heparin-
binding hemagglutinin), precisa ser modificada através de um processo 
de metilação para induzir proteção em animais desafiados 
experimentalmente com M. tuberculosis virulento, o que não foi 
observado com a proteína produzida em E. coli (Temmerman et al., 
2004). Uma alternativa utilizada nesses casos é o uso de outra 
micobactéria, M. smegmatis, como hospedeiro de expressão, uma vez 
que esta bactéria possui sistemas de processamento pós-traducionais 
similares. A desvantagem desse sistema é que grande parte do vetores de 
expressão disponíveis não são indutíveis, o que pode ser um fator 
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limitante em termos de produção de quantidades apropriadas de proteína 
recombinante para ensaios experimentais. No nosso caso, escolhemos o 
sistema de expressão em E. coli pela falta de evidência de que a proteína 
em estudo apresentasse sítios específicos de modificação pós-
traducional. Por outro lado, existem problemas adicionais nesse sistema 
que são a contaminação com endotoxinas e outras proteínas nas 
preparações, e a possibilidade de formação de corpos de inclusão. O 
primeiro caso é crítico para ensaios funcionais de estimulação in vitro de 
células em que resultados falso-positivos podem ser observados. 
Portanto, devem ser ensaios bem controlados para evitar o mínimo de 
interferência de contaminantes/endotoxinas. No segundo caso, a 
produção da proteína na forma insolúvel pode influenciar na atividade 
biológica da mesma, uma vez que, para realizar o procedimento de 
purificação, a fração insolúvel é preparada em condições desnaturantes. 
Foi observado que a proteína de M. tuberculosis foi expressa em corpos 
de inclusão, mas tivemos sucesso no processo de re-solubilização após a 
purificação por cromatografia de afinidade.  

O próximo passo foi testar a capacidade da proteína 
recombinante em induzir ou não hemaglutinação de eritrócitos de 
coelho, o que poderia fornecer indícios sobre a preservação da estrutura 
nativa (ou enovelamento correto) da proteína. De fato, e de acordo com 
a predição in silico, foi observado atividade hemaglutinante, sendo a 
mesma dependente da dose e do tempo. Embora a especificidade a 
carboidratos simples não tenha sido determinada por questões de 
limitação do estoque de proteína, esse dado sugere que a proteína 
codificada pelo gene Rv1419 possui relação estrutural com a família das 
lectinas, além de ter preservado sua atividade biológica. Com o intuito 
de fornecer informações adicionais sobre o papel desta proteína na 
interação do M. tuberculosis com células do hospedeiro, nós produzimos 
um anticorpo monoclonal para estudos de localização utilizando 
diferentes frações subcelulares do bacilo. A análise por meio de 
Western-blot da fração do filtrado de cultura ou CFP de M.tuberculosis 
revelou a presença de uma banda com massa molecular aparente de 13 
kDa em níveis similares ao observado para o antígeno 19 kDa, um 
componente conhecido do CFP (Rosenkrands et al., 2000). Nós 
passamos então a nomear o produto do gene Rv1419 de sMTL-13 (do 
inglês, “secreted M. tuberculosis lectin of 13 kDa”). Estes dados estão 
de acordo com um trabalho que demonstrou a presença da sMTL-13 no 
CFP através de uma abordagem proteômica (Malen et al., 2007). Por 
outro lado, uma pequena quantidade da sMTL-13 foi detectada tanto nas 
frações de parede celular (CW) quanto na de membrana (M), sugerindo 
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que a mesma pode ser ancorada na superfície celular e depois liberada 
para o meio extracelular por um mecanismo desconhecido. Para testar 
essa hipótese, nós realizamos marcação direta do M.tuberculosis com o 
monoclonal 276.B7 e demonstramos por citometria de fluxo que uma 
população da bactéria (cerca de 13,9%) expressa a proteína na parede 
celular. Entretanto, qual seria a função da sMTL-13 como proteína de 
superfície ou secretada é algo que ainda precisa ser melhor definido. Em 
adição, homólogos para o gene Rv1419 não foram detectados em outras 
espécies de micobactérias que podem induzir doença, sendo consistente 
com os resultados observados quando CFP de M. avium, M. fortuitum e 
M. kansasii foram utilizados em ensaios de imunodetecção. Por outro 
lado, o gene Rv1419 é conservado na cepa vacinal M. bovis BCG e, 
como esperado, foi detectado uma proteína homóloga à sMTL-13 no 
CFP correspondente (dados não mostrados). É oportuno ressaltar, 
entretanto, que a obtenção do CFP ocorre em condições ótimas de 
crescimento in vitro e que, portanto, o padrão de expressão para a 
sMTL-13 pode ser diferente no contexto de uma infecção in vivo como 
exemplificado para a PknG, uma proteína secretada de M. tuberculosis, 
mas que é conservada no genoma de micobactérias não patogênicas 
(Houben et al., 2009). Portanto, a noção de que um fator de virulência 
tem que estar ausente no genoma de uma bactéria não virulenta é uma 
idéia simplificada, uma vez que devem existir mecanismos adicionais de 
regulação da expressão gênica para esses fatores.   

Com a demonstração de que a sMTL-13 é 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 três biópsias pleurais de pacientes com 
diagnóstico de TB pleural e fomos capazes de detectar marcação 
positiva de padrão intracelular em todas as biópsias testadas. Células 
positivas foram observadas de maneira localizada, principalmente em 
regiões de granuloma. Apesar de ter sido demonstrado a presença de 
bacilos álcool-ácido resistentes nas biópsias, foi impraticável estabelecer 
formalmente que a marcação observada era proveniente de uma célula 
infectada. Entretanto, podemos afirmar que a marcação foi específica, 
pois não foi observado células positivas nos controles utilizados que 
apresentaram padrão de inflamação assim como áreas de granuloma no 
caso de infecção fúngica. Esses dados sugerem que a utilização do 
anticorpo monoclonal 276.B7 teria o potencial de ser utilizado em 
ensaios de triagem para diagnóstico por imunohistoquímica.  
 Com o objetivo de ampliar os achados de que a sMTL-13 está 
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sendo expressa durante uma infecção in vivo, nós avaliamos a secreção 
de IFN-γ em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) em 
pacientes com doença ativa e doadores saudáveis sem histórico de TB e 
PPD(-) na presença deste um antígeno simples. Como esperado, 
indivíduos sadios não secretam níveis detectáveis de IFN-γ quando 
comparado ao grupo com doença ativa, sugerindo que durante a 
infecção uma resposta imune adaptativa é gerada contra este antígeno. 
Na TB ativa, a maioria das células T antígeno-específicas são células 
efetoras, sendo que as células de memória central são mais frequentes 
numa infecção latente (Sargentini et al., 2009; Casey et al., 2010). Além 
disso, o tratamento de pacientes com TB com antibióticos pode 
promover um decréscimo relativo de células T com fenótipo efetor em 
relação aos de memória, sugerindo que frequências relativas desses tipos 
celulares estão associadas com mudanças na carga antigênica, como já 
descrito em infecções virais (Pantaleo e Harari, 2006; Millington et al., 
2007; Casey et al., 2010). Ambas populações produzem IFN-γ, mas a 
contribuição das mesmas na produção desta citocina frente a 
estimulação antigênica com a sMTL-13 não foi investigada no presente 
estudo. Entretanto, poderia ser um bom indicador da evolução do 
tratamento baseado no aparecimento de células T com fenótipo de 
memória.  
 A maioria dos estudos que envolveram imunidade mediada por 
linfócitos T na TB focaram num pequeno número de antígenos 
imunodominantes, já em termos de resposta mediada por linfócitos B os 
antígenos alvos são dos mais diversos (Kunnath-Velayudhan e Gennaro, 
2011). Um trabalho recente avaliou a resposta sorológica de cerca de 
500 indivíduos de países onde a TB é endêmica, mostrando que 10% do 
proteoma do M. tuberculosis é capaz de gerar uma resposta de 
anticorpos (Kunnath-Velayudhan et al., 2010). É importante ressaltar 
ainda que esta porcentagem envolveu essencialmente proteínas 
associadas à membrana e proteínas secretadas, sendo que dentro deste 
grupo menos de 1% é reconhecida pelo soro de pacientes com doença 
ativa e é formado em sua maioria por proteínas secretadas. Portanto, 
esses dados sugerem que durante a evolução da infecção para o estado 
de doença a resposta de anticorpos é um reflexo do estado metabólico da 
bactéria e que proteínas secretadas seriam os principais alvos do sistema 
imune.  

No presente estudo, demonstramos que pacientes com 
diagnóstico recente de TB apresentaram altos títulos de IgG anti-sMTL-
13 que diminuíram rapidamente após 1-2 meses de terapia, 
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permanecendo em níveis basais até os pacientes atingirem cura clínica. 
Embora alguns estudos, incluíndo o nosso, têm mostrado que existe um 
grau de variabilidade na produção de IgG entre pacientes com TB ativa, 
o título de anticorpos possui relação direta com a carga bacilar e pode 
ser utilizado como uma ferramenta para avaliar mudanças relativas de 
respostas a antígenos bacterianos no curso da infecção (Kunnath-
Velayudhan et al., 2010; Kunnath-Velayudhan e Gennaro, 2011). O 
desafio no campo será utilizar a dinâmica de resposta de anticorpos para 
fins de diagnóstico. Por outro lado, curvas ROC revelaram que a sMTL-
13 possui alta sensibilidade (93%) e especificidade (90%) para o 
diagnóstico de TB de forma similar ao observado para outro antígeno 
secretado (ESAT-6) já utilizado em testes de imunodiagnóstico. A partir 
desses dados, nós especulamos que os títulos de IgG anti-sMTL-13 
podem ser utilizados como um biomarcador de sucesso terapêutico. Para 
validação desta hipótese, entretanto, seria necessário avaliar um número 
maior de pacientes, incluíndo aqueles com falha terapêutica. A 
validação destes dados seriam de grande relevância para identificação 
deste grupo de pacientes, fornecendo informações úteis para a escolha 
do esquema de tratamento e dessa forma melhorando o prognóstico do 
paciente.  

Com o objetivo de colocar os resultados mencionados num 
contexto biológico, nós investigamos o papel do gene Rv1419 de M. 
tuberculosis in vitro. Por ser um gene de cópia única no genoma, foi 
possível realizar deleção gênica por recombinação homóloga de forma 
específica e sem a inserção de mutações pontuais nas regiões que 
flanqueiam o gene. O nosso sucesso em gerar o mutante revelou que o 
gene Rv1419 não é essencial para a viabilidade do M. tuberculosis, o 
que está de acordo com um estudo que fez uma avaliação global de 
genes essenciais por transposição genética (Sassetti et al., 2003). 
Entretanto, esta última metodologia não é muito apropriada devido aos 
potenciais efeitos polares que são característicos da própria técnica, 
significando que alterações em regiões adjacentes ao gene de interesse 
podem causar fenótipos não relacionados e portanto interpretações 
errôneas. De fato, alguns dos genes ditos como essenciais foram 
posteriormente invalidados por técnicas em que o risco de ocorrer um 
efeito polar é baixo, como a mutagênese por recombinação homóloga 
(Marjanovic et al., 2010). Determinar a essencialidade de um gene é 
crítico para estudos funcionais in vitro e in vivo, pois caso seja 
observado deficiências no crescimento in vitro comparado à cepa 
parental torna-se impraticável a análise dos resultados pela falta de 
normalização dos mesmos. Portanto, não somente mostramos que o 
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gene não é essencial, mas também que o gene Rv1419 não afeta a 
capacidade da bactéria em replicar em meio líquido, como demonstrado 
pela curva de crescimento em condições estáticas em relação à cepa 
parental. Por outro lado, o gene Rv1419 parece afetar a sobrevivência 
intracelular do mutante após infecção de macrófagos RAW 264.7. No 
primeiro experimento, mostramos que há uma redução marcante nas 
unidades formadoras de colônia da cepa mutante no quarto dia após a 
infecção, mas essa redução parece não ter relação com controle inato do 
crescimento bacteriano ou por causa de uma deficiência de crescimento 
intracelular. De fato, foi observado um número 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 
sobrevivência em tempos mais curtos e, de forma interessante, parece 
existir uma tendência de maior crescimento da cepa mutante em relação 
à cepa parental, o que descartaria parcialmente a hipótese 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-α no sobrenadante de cultura. Entretanto, poderia 
ser questionado que uma menor quantidade de TNF-α estaria associada 
à uma menor quantidade de células. Mas é oportuno ressaltar que 24 
horas após a infecção não foi observado diferenças marcantes ao 
microscópio na viabilidade das células. Em adição, os dados de CFU 
após quatro horas de infecção sugerem que não houve diferenças no 
número de bactérias que entraram nas células, o que poderia explicar 
possíveis diferenças nas contagens em tempos posteriores. Portanto, o 
reconhecimento inato da sMTL-13 parece ser importante para o 
estabelecimento de uma infecção intracelular e parece também regular a 
via de secreção de TNF-α, podendo ser caracterizado como um fenótipo 
de hipervirulência pelo menos in vitro. O TNF-α é crítico para o 
controle do M. tuberculosis em humanos e modelos experimentais, 
sendo que alterações na sua produção estão associadas com a 
imunopatogênese da TB (Solovic et al., 2010). 

É importante notar que a maioria das mutações ou fenótipos 
observados num evento de deleção gênica geralmente estão associados à 
perda da capacidade de causar doença. Salmonella typhimurium, por 
exemplo, possui mais de 200 genes considerados importantes para a 
virulência da bactéria em um modelo murino de infecção (Bowe et al., 
1998). No caso do M. tuberculosis, já foram identificados 194 genes 
como sendo necessários para o estabelecimento da infecção e doença em 
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modelos experimentais (Sassetti e Rubin, 2003). Entretanto, fenótipos 
de hipervirulência, embora raros, já foram descritos como resultado de 
deleções gênicas em Streptococcus pyogenes, Shigella, Salmonella 
enterica e Escherichia coli em que os genes faziam parte de 
componentes regulatórios envolvidos na produção de produtos tóxicos 
ou imunomodulatórios (Foreman-Wykert e Miller, 2003). A manutenção 
dos mesmos provavelmente reflete milhares de anos de co-evolução 
entre o patógeno e o hospedeiro.  

O fenômeno da hipervirulência em M. tuberculosis foi descrito 
primeiramente com relação às diferenças observadas entre isolados 
clínicos (Lopez et al., 2003; Barczak et al., 2005). Nestes casos, existem 
diferenças genéticas que podem resultar em maior ou menor virulência. 
Isso é bem exemplificado nos isolados de M. tuberculosis da família 
Beijing em que a alta virulência é explicada em parte devido ao acúmulo 
de um glicolipídeo fenólico na parede celular da bactéria (Reed et al., 
2004; Reed et al., 2007). Outras evidências foram demonstradas na cepa 
laboratorial H37Rv. A primeira observação foi feita em mutantes 
selecionados a partir de uma biblioteca de transposição 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 hipervirulência em M. tuberculosis 
têm sido publicados, o que pode ampliar o nosso conhecimento de genes 
importantes para estabelecimento da infecção assim como um melhor 
entendimento da biologia da interação patógeno-hospedeiro (Shimono et 
al., 2003; Lima et al., 2007; Uchida et al., 2007). 

A sobrevivência intracelular do M. tuberculosis depende da sua 
capacidade em inibir o processo de maturação do fagossomo, que é 
usualmente bactericida para outros microorganismos, usando 
mecanismos que ainda são pouco entendidos, mas que pode envolver 
proteínas secretadas (Pethe et al., 2004; Walburger et al., 2004). Além 
disso, a redução da secreção de TNF-α durante a infecção de 
macrófagos por uma cepa mutante nem sempre está associada a um 
fenótipo de hipervirulência. Um mutante de M. tuberculosis para o gene 
Rv0386, que codifica para uma proteína secretada, promove redução nos 
níveis de TNF-α tanto in vitro como in vivo e os animais infectados 
apresentaram imunopatologia reduzida nos tecidos (Agarwal et al., 
2009). Entretanto, os autores não mostraram uma curva de 
sobrevivência intracelular do mutante após infecção de macrófagos. 
Dessa forma, o M. tuberculosis pode modular a produção de TNF-α e 
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indiretamente alterar a inflamação no sítio de infecção, criando o 
ambiente necessário para o seu crescimento e persistência. Se o mesmo 
ocorre para o gene Rv1419 é algo que precisa ser investigado in vivo. 
Outro aspecto importante seria a identificação do receptor envolvido no 
reconhecimento da sMTL-13, o que poderia fornecer evidências das vias 
intracelulares envolvidas.   

Neste estudo, mostramos a existência 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 observações 
sugerem ainda que a sMTL-13 apresenta o potencial como biomarcador 
de diagnóstico e eficácia terapêutica assim como um alvo para 
imunização. Ainda importante, os nossos dados preliminares de infecção 
in vitro com uma cepa deficiente no gene Rv1419 sugerem que o mesmo 
parece ser importante na regulação da via de secreção do TNF-α e 
consequentemente no controle do crescimento bacteriano.  
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6 CONCLUSÕES 

Os achados desta tese levam as seguintes conclusões:  
 
- O produto codificado pelo gene Rv1419, que ainda está anotado no 
genoma como sendo um gene de função hipotética, apresentou atividade 
hemaglutinante. Este dado está de acordo com predições in silico sobre a 
presença de domínios de ligação a carboidratos; 
 
- O gene Rv1419 codifica para uma proteína (sMTL-13) que é 
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 mensuração de anticorpos IgG contra a sMTL-13 
pode ser uma valiosa técnica que pode ser utilizada como um 
biomarcador de sucesso terapêutico; 
 
- Baseado na resposta de anticorpos IgG, a sMTL-13 não apresentou 
diferenças em termos de sensibilidade e especificidade em relação a 
ESAT-6 na detecção de doença ativa; 
 
- O gene Rv1419 não é essencial para o crescimento in vitro de M. 
tuberculosis; 
 
- A cepa mutante M. tuberculosis-ΔRv1419 parece influenciar a secreção 
de TNF-α e induzir morte celular pela falta de controle do crescimento 
bacteriano. 
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