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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver reagentes de potencial auxilio diagndstico
de tuberculose, elaborados a partir de proteinas recombinantes obtidas por clonagem,
expressao e purificacdo de antigenos de secrecdo de Mycobacterium tuberculosis. Para
selecdo de cepas que representassem a diversidade genética de linhagens circulantes de
M. tuberculosis foi realizada a caracterizagdo molecular, pela técnica de mixed-linker PCR
DNA fingerprinting, de 62 isolados clinicos obtidos a partir de amostras de pacientes com
diagnéstico de tuberculose, atendidos pelo Sistema Unico de Satde no Estado do Parana. A
andlise demonstrou que o nimero de cépias do elemento de inser¢éo 1S6110, por isolado,
variou de quatro a 13, com um numero meédio de 8,5. Nao foram observados isolados com
auséncia de copias do elemento I1S6110. A analise filogenética agrupou os 62 isolados em
trés grupos distintos: o primeiro grupo com cinco cepas, 0 segundo com 19 e o terceiro,
mais heterogéneo, com 38 isolados. Apenas dois isolados (3,2%) formaram um cluster, ou
seja, apresentaram padrédo de polimorfismo com similaridade maior que 95%. Tais achados
sugerem um predominio de desenvolvimento da doenca por reativacdo da infeccao latente
em relacdo a transmisséo exégena no Estado do Parana. A partir destes resultados, foram
selecionados trés isolados, com baixa similaridade e representativos de cada genogrupo,
para serem submetidos ao processo de clonagem molecular. Foram selecionados 25 genes
codificantes de proteinas de secrecdo de M. tuberculosis em cultura, reconhecidamente
envolvidas na producado de resposta imune celular ou humoral. Apés amplificacédo por PCR,
clonagem em sistema Gateway® e expressdo em Escherichia coli, as proteinas expressas
foram purificadas por cromatografia de afinidade a metais, eletroforese SDS-PAGE em gel
preparativo, seguido de eletroeluicdo e remog&o de endotoxinas com Triton X-114. Ao todo,
sete proteinas recombinantes foram obtidas (ESAT-6, CFP10, TB10.3, TB10.4, MTSP11,
MPT70, MPT83). A avaliacdo de resposta imune humoral as proteinas recombinantes
produzidas foi realizada com testes ELISA. Todas as sete proteinas recombinantes
avaliadas apresentaram valores de absorbancia superiores ao nivel de corte do controle
negativo e de reacdo inespecifica. Destas, as proteinas recombinantes ESAT-6, TB10.3,
MTSP11 e MP70 tiveram valores superiores & média do controle positivo. As proteinas
MPT70 E MTSP11 foram as mais reativas com valores de absorbancia em média trés vezes
superiores ao controle positivo. A resposta celular de reacao de hipersensibilidade tardia em
cobaios (Cavia porcellus) foi avaliada em comparacdo com o derivado protéico purificado
(PPD) padrédo. Todas as sete proteinas recombinantes testadas produziram reacao positiva
de enduracdo em teste intradérmico em cobaios previamente sensibilizados com M.
tuberculosis. Quando aplicadas em conjunto, na concentracdo de 0,04 mg/mL, os resultados
de intradermorreacdo em C. porcellus foram expressivamente superiores aos obtido pelo
PPD padréo (p-valor=0,00386). De posse destes resultados séo discutidas perspectivas de
uso das proteinas recombinantes produzidas para auxilio diagnéstico da tuberculose.
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ABSTRACT

The present work had the objective of developing reagents with diagnostics potential of
tuberculosis, prepared with recombinant proteins obtained by cloning, expression and
purification of secreted antigen from Mycobacterium tuberculosis. For selection of strains
representing the genetic diversity of circulating M. tuberculosis, a molecular characterization
was performed by the mixed-linker PCR DNA fingerprinting technique on 62 clinic isolates
from samples of patients diagnosed with tuberculosis and admitted by SUS of Parana State,
Brazil (Brazilian Centralized Health Service System). The analysis demonstrated that the
number of copies of the 1S6110 sequence per isolates varied from four to 13 bands, with an
average number of 8.5. Isolates with no copies of the I1IS6110 element were not observed.
The phylogenetic analysis grouped the 62 isolates by similarity into three different groups:
the first group contained five strains, the second 19 and the third, a more heterogeneous
group, contained 38 isolates. Only two isolates (3.2%) formed a cluster, in other words, they
presented a pattern of polymorphism with similarity above 95%. Such findings suggest that in
the State of Parana illness predominantly develops through reactivation of the latent infection
as opposed to exogenous transmission. From these results, three isolates were selected with
low similarity and representing each genogroup to be subjected to the molecular cloning
process. A number of 25 protein-coding genes of M. tuberculosis secretion during culture,
known to be involved in the production of cellular or humoral immune response were
selected. After PCR amplification, Gateway® cloning system and expression in Escherichia
coli, the expressed proteins were purified by metal ion affinity chromatography, analysed by
SDS-PAGE followed by electroelution and endotoxin removal using Triton X-114. A total of
seven recombinant proteins were obtained (ESAT-6, CFP10, TB10.3, TB10.4, MTSP11,
MPT70, MPT83). The evaluation of humoral immune response to the produced recombinant
protein was performed by ELISA test. All the recombinant proteins presented absorbance
values above the negative and the nonspecific reactivity control. Four proteins (ESAT-6,
TB10.3, MTSP11 and MP70) showed values above those of the average of positive control.
MPT70 and MTSP11 were the most reactive proteins with values of absorbance three-fold
higher than those observed for positive control. The cellular response of the delayed type
hypersensibility reaction in guinea pigs (Cavia porcellus) was evaluated by comparing the
gold standard purified protein derivative (PPD). All seven recombinant proteins tested
produced positive induration reaction by intradermal injection tests in guinea pigs sensitized
by M. tuberculosis beforehand. Combined in pool at a concentration of 0.04 mg/mL, the
results of intradermoreaction in C. pocellus were expressively higher than those obtained by
PPD gold standard (p-value=0.00386). Given these results, perspectives for the use of
recombinant proteins for the diagnosis of tuberculosis are discussed.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose é um alarmante problema de salude publica afetando
cerca de um terco da populacdo global. No Brasil, estima-se que a populagao
infectada pelo seu principal agente etiolégico, Mycobacterium tuberculosis, seja
da ordem de 40 milhdes de pessoas (WHO, 2006). Nas Américas, em 2005, foram
notificados 157.000 novos casos de doentes com baciloscopia positiva, 50% dos
quais no Brasil e no Peru. Atualmente, o Brasil ocupa a quinta posi¢cao no ranking
de casos do continente americano e a décima quinta no ranking mundial
(ORGANIZACION PAN-AMERICANA DE LA SALUD, 2004).

O rapido e acurado diagnéstico da tuberculose sdo fundamentais no
controle da doenca. O derivado protéico purificado (PPD) € comumente utilizado
para auxilio diagnostico da tuberculose por intradermorreacdo. Todavia, o PPD,
uma mistura bruta de centenas de antigenos protéicos e polissacarideos obtidos a
partir do filtrado de culturas de M. tuberculosis, carece de especificidade devido a
freqUentes reagBes cruzadas contra antigenos presentes em micobactérias néo
patogénicas e em Mycobacterium bovis (bacilo de Calmette e Guérin — BCG),
cepa com viruléncia atenuada empregada como vacina contra tuberculose no
Brasil ha vérias décadas (LALVANI et al., 2001).

Muito embora a tuberculina PPD seja largamente empregada em nosso
pais para auxilio diagnéstico de tuberculose, ndo existe producdo nacional até o
presente. A tuberculina empregada no teste imunoldgico no Brasil, PPD RT23
produzido pelo Statens Serum Institut da Dinamarca e fornecido pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), era entregue gratuitamente para toda a rede publica
brasileira desde 1963. A partir de 1984, passou a ser distribuido pelo Centro de
Referéncia Professor Hélio Fraga (CRPHF) da Fundagcdo Nacional de Saude
(Funasa), que ja chegou a fornecer 3 milhdes de doses ao ano, sendo a média
anual de consumo de 1 milhdo de doses. No final de 1998, o fornecimento do

produto ao CRPHF/Funasa ficou prejudicado por disputa juridica da OMS com o



Instituto dinamarqués, que fora privatizado e estocava o material pertencente a
OMS. No Brasil, a conseqiiéncia foi a falta do produto na rede do Sistema Unico
de Saude (DALL'STELLA, 2003).

DALL'STELLA et al. (2007) desenvolveram um bioprocesso de produgao
de PPD a partir de cepas autdctones de M. tuberculosis. Todavia, observa-se que
0 processo de producdo € lento e envolve a manipulacao de grandes quantidades
de massa bacteriana com rigores de biosseguranca, dada a patogenicidade do
organismo.

Estudos visando apontar novos antigenos e epitopos em M. tuberculosis
como candidatos para desenvolvimento de reagentes de diagndstico para a
tuberculose tém propiciado a identificacdo e caracterizagdo de proteinas de
secrecédo presentes em filtrados de culturas de M. tuberculosis. A comparacédo do
genoma de M. tuberculosis com o M. bovis BCG e com outras micobactérias néo
patogénicas tem permitido a identificacdo de regibes gendmicas codificantes
especificas em M. tuberculosis (BEHR et al., 1999; PYM et al., 2002). Dessa
forma, novos horizontes se apresentam ao campo da biotecnologia para producéo
de reagentes diagndsticos elaborados a partir de proteinas recombinantes de M.
tuberculosis, aliando padronizacao de fabricacdo com facilidade de ampliacéo de
escala de producéo e maior especificidade no diagnadstico.

O presente trabalho prop6e o desenvolvimento de novos reagentes para
auxilio diagndstico da tuberculose a partir da clonagem molecular, expressao e
purificacdo de proteinas de secrecdo de M. tuberculosis, ausentes em M. bovis

BCG ou em micobactérias ndo patogénicas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver reagentes de potencial auxilio diagnéstico de tuberculose,
elaborados a partir de antigenos recombinantes obtidos por clonagem, expressao

e purificacdo de proteinas imunogénicas de M. tuberculosis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar molecularmente isolados clinicos de M. tuberculosis
obtidos de pacientes com tuberculose atendidos no Estado do
Parana, com base no estudo do elemento de insercdo 1S6110 pela

técnica de mixed-linker PCR DNA fingerprinting.

- Selecionar isolados que representem a diversidade genética de
linhagens circulantes de M. tuberculosis para a clonagem de

antigenos de secrecdo de M. tuberculosis.

- Clonar, expressar e purificar proteinas imunogénicas de M.
tuberculosis reconhecidamente envolvidas no desencadeamento de

resposta imune humoral ou de hipersensibilidade do tipo tardio.

- Pesquisar, por meio de ensaios imunoenzimaticos, a presenca de
anticorpos contra as proteinas recombinantes em soro de coelhos

hiperimunizados.

- Inocular os antigenos recombinantes, isoladamente e em
combinagdes, em cobaios previamente sensibilizados e estudar os
resultados das reacdes provocadas pelo produto por testes de
poténcia, avaliando a equivaléncia das reac¢des cutaneas em relacao

ao PPD padréo (SSI Rt23).



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICRORGANISMO E COMPLEXO Mycobacterium tuberculosis

O Mycobacterium tuberculosis, segundo BERGEY’'S (1986), possui a
seguinte posi¢ao sistemética:

Reino: Bacteria,

Filo: Firmicutes,

Classe: Actinobacteria,

Ordem:. Actinomycetales,

Subordem:Corynebacterineae,

Familia: Mycobacteriaceae,

Género: Mycobacterium

Espécie: Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium € o unico da familia Mycobacteriaceae, sendo
constituido pelo complexo M. tuberculosis e mais de 80 espécies de micobactérias
atipicas, incluindo espécies patogénicas, oportunistas e ndo patogénicas (SOINI;
MUSSER, 2001).

O complexo M. tuberculosis inclui as espécies M. tuberculosis,
responsavel pela maioria dos casos de tuberculose humana; M. bovis, causador
da doenca em gado, eventualmente podendo acometer outros animais, inclusive o
homem; a cepa atenuada M. bovis BCG (Bacilo Calmette-Guérin), utilizada para
vacinagdo; M. africanum, um grupo heterogéneo de isolados responsaveis por
tuberculose na Africa (METCHOCK et al., 1999). M. microti, um patégeno isolado
com pouca frequéncia, causador da doenca em imunocomprometidos (VAN
SOOLINGEN et al., 1998); M. pinnipedii, isolado em animais marinhos (COUSINS et
al., 2003); e as subespécies recentemente identificadas — M. tuberculosis subsp.
caprae, encontrado principalmente em caprinos (ARANAZ et al., 1999) e M.

tuberculosis subsp. canetti, isolado na Africa e na Europa (MILTGEN et al., 2002).



Estudos genbmicos tém mostrado que diferencas mais intensas entre
espécies e linhagens se restringem a inser¢cdes e dele¢cdes de DNA, codificando
um ou pequeno numero de genes (COLE et al., 1998). Embora o significado
funcional dessas diferencas, assim como as diversas substituicdes de
nucleotideos ocorridas entre diferentes espécies nao tenham ainda sido
esclarecidas, muitas destas podem resultar em alteragbes na patogenicidade
observada entre espécies e linhagens distintas (FLEISCHMANN et al., 2002).

No homem, a doenca € quase exclusivamente causada pelo M.
tuberculosis, embora as diferentes espécies do complexo M. tuberculosis possam
produzir quadro clinico semelhante a tuberculose, sendo necessario estabelecer
diagnostico diferencial por cultivo, identificacdo bioquimica ou por técnicas
moleculares (METCHOCK et al., 1999).

A despeito de poder causar doenca em humanos, o M. bovis é
considerado uma zoonose que acomete mais comumente amigdalas, ganglios e
intestino. Quando causa doenca pulmonar, M. bovis ndo é transmissivel
facilmente, razéo pela qual ha uma tendéncia pelo seu desaparecimento (KRITSKI;
CONDE; SOUZA, 2000).

M. tuberculosis é uma forma de transi¢do evolutiva entre as eubactérias
e 0s actinomicetos. E um bacilo com 1 a 4 um de comprimento por 0,3 a 0,6 um
de largura, ndo formador de esporos ou produtor de toxina, sem flagelos, espécie
aerdbica estrita e intracelular facultativo, sendo capaz de sobreviver e de se

multiplicar no interior de células fagocitarias (KONEMAN et al., 2001).

3.2 TUBERCULOSE

7

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa, cronica, causada por
micobactérias do complexo M. tuberculosis. Seu principal agente etiolégico é também
chamado de bacilo de Koch e apresenta resisténcia a agdo de agentes fisicos como

o calor e a radiacdo ultravioleta (HAAS; DES PREZ, 1995).



M. tuberculosis pode ser visualizado em secrec¢des broncopulmonares por
meio de microscopia direta e em culturas em meios especificos, apresentando uma
propriedade de coloracao tipica de resisténcia a descoloracdo com alcool e &cidos. A
sigla  BAAR, de bacilos 4alcool-acido-resistentes, baseia-se nesta propriedade
(KONEMAN et al., 2001).

Acomete em especial os pulmdes, mas pode atingir pele, rins, figado,
cérebro, ossos, assim como invadir a corrente sanguinea com disseminagao por
todo o corpo, sendo chamada entdo de tuberculose miliar. E um problema de salde
publica secular, pela sua gravidade e facilidade de propagacdo, podendo
comprometer a saude de pessoas de qualquer faixa etaria (GOLDMAN; AUSIELLO,

2005).

3.3 MECANISMOS IMUNOLOGICOS DA DOENGCA

A lesdo tipica observada na tuberculose € o granuloma, normalmente
apresentando caracteristicas bastante especificas. No centro da lesdo existe uma ou
mais células gigantes, circundadas por diversas células epitelidides. Na periferia
encontram-se inumeros linfocitos, alguns macréfagos e poucos plasmacitos. Dois ou
mais destes granulomas podem fundir-se, originando ndédulos bem delimitados e
visiveis macroscopicamente, denominados de tubérculos. Freqientemente, ocorre
uma necrose tecidual de extensdo variavel no centro do granuloma denominada de
caseificacdo. Antes da fase de necrose a lesdo pode curar-se completamente por
resolucao, entretanto, uma vez ocorridos 0s processos de necrose e caseificagéo, ela
cicatriza-se por fibrose, encapsulamento, calcificacéo e formacao de cicatriz (PROLLA
et al., 2000).

A ruptura da lesédo ocorre quando o caseum amolece e se liquefaz e é
expelido através do sistema bronquico. Esse processo resulta na formacdo de uma
cavidade no pulmdo. A disseminacdo da doenga pode ocorrer por extenséo local, por

via intrabrobnquica, ou através da via linfo-hematogénica. As reacdes sao



frequentemente acompanhadas por fibrose extensiva e as lesdes podem ser vistas
em radiografias toracicas de pacientes afetados (GARAY, 2004).

A tuberculose é um exemplo classico de doenca causada por parasito
intracelular. Embora os mecanismos imunopatogénicos da tuberculose ainda nao
estejam totalmente esclarecidos, sabe-se que protecdo imunoldgica € assegurada
pelos mecanismos de imunidade celular, em vez daqueles associados a anticorpos.
O controle imunolégico dessa infeccdo € baseado na resposta imune celular,
mediada predominantemente por células CD4 Thl. A producdo de IL-12 por
macrofagos e células dendriticas é induzida apds a fagocitose do bacilo por essas
células e direciona o desenvolvimento da resposta Thl com producéo de IFN-y, que
€ a citocina crucial para o controle da infeccdo (LADEL et al., 1997).

A funcéo principal do IFN-y é ativar o macrofago infectado e assim induzir
que esta célula exerca seu papel microbicida, pela ativacdo da producéo de reativos
de oxigénio e de nitrogénio, necessarios para a eliminagcdo do bacilo. Além disto, 0
IFN-y estimula o macréfago a liberar TNF-a, citocina importante para a formagéo do
granuloma e para o controle da infecgdo (ROACH et al., 2002).

ApoGs a infecgdo, transcorrem em meédia quatro a 12 semanas para a
deteccdo das lesdes primérias. Epidemiologicamente, a maioria dos novos casos
de doenca pulmonar ocorre em torno de 12 meses apés a infec¢do inicial. As
infec¢cbes por micobactérias sdo frequentes em individuos com AIDS, sendo 0s
agentes etiol6gicos mais comumente identificados nestes pacientes o M. avium e 0
M. tuberculosis (MONTESSORI, 1996).

A probabilidade de o individuo vir a ser infectado e de que esta infec¢céo
evolua para a doenca depende de mdltiplas causas. As condi¢bes
socioecondmicas s&o essenciais para esta multicasualidade. A evolucao depende
também da condicdo da infeccdo, se primo-infecgdo ou reinfeccdo exdgena. A
probabilidade de um individuo adoecer na primo-infeccdo depende também da

viruléncia da cepa, da fonte infectante e das caracteristicas genéticas dos



individuos infectados. Em novo contato, ap6s uma infec¢éo natural ou induzida pelo
BCG, a resisténcia depende da resposta imunolégica individual (BOOM et al., 2003).

Sao fatores de risco para a doengca o0s extremos etarios (infancia e
velhice), etnia negra, desnutricdo, exposicdo macica ao microrganismo, silicose,
alcoolismo, uso de drogas endovenosas, uso de medicamentos como corticoides,
além de portadores de doencas como diabetes, neoplasias e AIDS (BELLAMY,
1998). Todos os grupos etérios sdo atingidos, embora cerca de 85% dos casos
ocorram em adultos e 90% em sua forma pulmonar.

O bacilo tem capacidade de permanecer em estado de laténcia
fisiologica durante longo tempo, assumindo uma condicdo de parasitismo
intracelular. De cada 100 pessoas que se infectam com o bacilo, 10 a 20
adoecerao. Cepas resistentes a antibiéticos sdo responsaveis por varios surtos da
doenca, principalmente em ambiente hospitalar, com conseqiente alto indice de
infeccdo em trabalhadores da area de saude e producgéo (STEWART et al., 2003).

Apesar de grande parte da populagdo mundial ter sido infectada pelo
bacilo, uma parcela relativamente pequena desenvolve a doenga. Cerca de 90%
dos individuos infectados desenvolve a forma latente e assintomatica da doenca.
10% das pessoas infectadas apresentam reativacdo da infeccdo podendo
desenvolver tuberculose ativa, geralmente como consequéncia de uma infeccao
secundaria, desnutricdo, imunossupressdo, consumo alcodlico, condi¢des
sanitarias precérias ou elevado grau de exposi¢cdo ao agente etioldégico. Raramente
(5-10% dos casos) a infeccdo progride imediatamente apds a infecgdo primaria

(FLYNN; CHAN, 2005).

Tratamento e profilaxia

Consideram-se hoje, para fim de tratamento, individuos que apresentem
as seguintes caracteristicas: material clinico positivo ao exame direto; cultura de
material clinico positiva; adultos, sintomaticos, negativos persistentes a

baciloscopia mas com suspeita radiolégica de tuberculose pulmonar; criancas



doentes mesmo sem confirmacdo bacteriolégica;, ndo vacinados com BCG
intradérmico e com histérico de contagio conhecido; reatores fortemente positivos
pela intradermorreacéo a tuberculina PPD (BRASIL, 2002).

O tratamento da tuberculose € realizado com o uso de diferentes
antibiéticos por no minimo seis meses. O longo periodo de tratamento e os efeitos
colaterais dos medicamentos utilizados acabam resultando frequentemente no
abandono do mesmo. Por outro lado, a profilaxia da tuberculose é realizada pela
administracdo da vacina BCG (bacilo de Calmette-Guérin), que foi desenvolvida por
Albert Calmette e Camille Guérin no Instituto Pasteur na Franca entre 1906 e 1919
(CHUNG; BIGGERS, 2001). Essa vacina € obtida a partir de uma cepa virulenta de
M. bovis que foi atenuada ap6s multiplos cultivos por varios anos. Estima-se que
mais de trés bilndes de doses da vacina BCG foram administradas em todo o
mundo. Apesar da relativa seguranca e baixo custo, sua eficacia é altamente
variavel (FINE, 1989). A variabilidade da protecdo conferida pela BCG esta
associada a varios fatores, tais como 0 contato prévio com micobactérias
ambientais, caracteristicas genéticas da populacdo vacinada, inexisténcia de
padronizacdo da producdo da BCG e a perda de segmentos génicos apds as
sucessivas culturas do bacilo (HESS; KAUFMANN, 1999).

A eficacia variavel da BCG, assim como o abandono do tratamento e o
surgimento de cepas resistentes, sao fatores que estdo associados a ainda elevada

incidéncia global da tuberculose (WHO, 2005).

3.4 TRANSMISSAO

Apesar de ser conhecida desde a antiguidade, a transmissdo da
tuberculose foi evidenciada apenas em 1865 por Villemin (citado por BARIETY,
1965), que inoculou em animais de laboratério material clinico extraido de bovinos
e pessoas doentes. Somente com 0s magistrais trabalhos de Robert Koch em

1892, foi definitivamente relacionada a etiologia da doenca a micobactéria, hoje
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denominada Mycobacterium tuberculosis (tipo humano). Posteriormente, dois
outros tipos foram caracterizados, o tipo bovino (Mycobacterium bovis) e o aviario
(Mycobacterium avium). A ingestdo deixou de ser uma via comum de infecgéo,
embora na época do leite ndo-pasteurizado e da tuberculose disseminada no
gado, esta fosse uma via comum de infec¢ao por M. bovis (FINKBEINER, 1994).

Apesar de ser uma doencga infecto-contagiosa, a difusdo da tuberculose &
grandemente influenciada pelas condicdes econOmicas e sociais da populagao.
Prolifera em areas de grande concentracdo humana, com precarios servicos de
infra-estrutura urbana, onde coexistem a fome e a miséria. Por estes motivos, a sua
incidéncia € maior nas periferias das grandes cidades, podendo, no entanto,
acometer qualquer pessoa mesmo em areas rurais (BRASIL, 2002).

A infeccéo pelo bacilo da tuberculose pode ocorrer em qualquer idade,
mas tende a acontecer na infancia. A fonte de infec¢éo primaria é o individuo com
a forma pulmonar da doenca, eliminando bacilos para o exterior. Calcula-se que
durante um ano, em uma comunidade, uma fonte de infec¢céo tipica podera
infectar, em média, de 10 a 15 pessoas que com ela tenham mantido contato. O
risco de contagio de contactantes € de 2% e de contactantes casuais
praticamente nula (MARKS, 1993).

A fala, o espirro e, principalmente, a tosse de um doente de tuberculose
pulmonar bacilifera langam no ar goticulas contaminadas de tamanhos variados.
As goticulas mais pesadas se depositam rapidamente e as mais leves
permanecem no ar em suspensao. Somente o nucleo seco das goticulas —
denominado de nucleo de Wells — com diametro menor que 5 um e contendo de 1
a 3 bacilos consegue atingir os bronquiolos, e ai iniciar a sua multiplicacdo. Um
paciente bacilifero produz, em média, 250 nucleos de Wells por hora. Estima-se
que seja necessaria uma exposicdo a cerca de 25.000 nucleos de Wells -
aproximadamente 100 horas, portanto — para que o contagio ocorra (KRITSKI;
CONDE; SOUZA, 2000). As goticulas médias séo, na maioria, retidas pela mucosa

do trato respiratorio superior e removidas dos brénquios através do mecanismo
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mucociliar. Os bacilos assim removidos sdo deglutidos, inativados pelo suco
géstrico e eliminados nas fezes. Os bacilos que se depositam nas roupas, lencais,
copos e outros objetos dificilmente se dispersardo em aerosois e, por isso, hao
desempenham papel importante na transmissdo (KRITSKI; CONDE; SOUZA,
2000).

Quatro fatores determinam a probabilidade da transmissdo de
Mycobacterium tuberculosis: 1) ndamero de bacilos expelidos no ar; 2)
concentracdo de organismos no ar, influenciados pelo espaco e ventilagdo; 3)
tempo de exposicdo do individuo no ambiente contaminado e 4) estado
imunoldgico do individuo exposto a contaminacao (RIBEIRO et al., 1995).

O periodo de transmissibilidade se estende enquanto o doente estiver
eliminando bacilos e ndo houver iniciado o tratamento. Com o inicio do esquema
terapéutico recomendado, a transmissao € reduzida gradativamente em poucas

semanas (BRASIL, 2002).

3.5 EPIDEMIOLOGIA: SITUACAO NO MUNDO, NO BRASIL E NO PARANA

A despeito do grande progresso no tratamento e controle, a tuberculose
ainda é uma das maiores causas de morte no mundo. Acredita-se que existam 2
bilhdes de pessoas em todo o mundo infectadas pelo seu agente etiolégico e com
risco de desenvolver a doencga (WHO, 2006).

Em 2005, estimativas globais apontavam a existéncia de
aproximadamente 8,8 milhdes de casos novos de tuberculose (136/100.000 hab.),
dos quais 3,9 milhdes possuiam baciloscopia positiva (60/100.000 hab.) e 969.000
(11%) eram adultos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A
prevaléncia da doenca no mesmo ano foi de 14 milhdes de casos (217/100.000
habitantes). Cerca de 1,6 milhdo de pessoas morreram de tuberculose em 2005

(24/100.000 habitantes), incluindo casos de co-infecg¢ao tuberculose/HIV (195.000
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casos). A deteccdo global de casos em 2005 foi de 62% e o0 sucesso de
tratamento foi de 84% em 2004 (WHO, 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2005, dos cento
e noventa e nove paises que notificavam os casos de tuberculose, vinte e dois
foram responsaveis por 80% dos casos em ambito mundial e por 25% das mortes
evitaveis, sendo, todos estes, paises ndao desenvolvidos (Figura 1). No Brasil, os
processos de exclusdo social, debilidades do sistema de saude, altas taxas de
abandono do tratamento, além da magnitude da incidéncia de AIDS, determinam
que a doenca apresente elevadas taxas de morbidade e mortalidade (SOUZA et
al., 2005).

Dado o recrudescimento de casos novos de tuberculose pelo surgimento
da AIDS, muitos autores tendem a considerar a tuberculose como um problema
reemergente de saude publica. No entanto, esta alternativa parece ser valida
apenas para paises desenvolvidos. Em paises em desenvolvimento como o
Brasil, a tuberculose ndo é problema de salde publica emergente, tampouco
reemergente, mas um problema constante e presente em nosso meio (RUFFINO-
NETO, 2002).

No ano de 2005, foram notificados nas Américas 157.000 novos casos
de doentes com baciloscopia positiva, 50% dos quais no Brasil e no Peru.
Atualmente, o Brasil ocupa a quinta posicdo no ranking de casos do continente
americano e a décima quinta no ranking mundial (ORGANIZACION PAN-

AMERICANA DE LA SALUD, 2004).
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FIGURA 1 - NUMERO ESTIMADO DE NOVOS CASOS DE TUBERCULOSE NO MUNDO EM 2005

Namero estimado de
novos casos (todas as
formas) o

0-999

1000 - 9999
10 000 - 99 999 )
EEEE 100000 - 999 999 »
HEEE 1 000 000 ou mais :

1 Nioestimado

FONTE: WHO, 2006

No Brasil, segundo estimativas da OMS para o ano de 2005, os
coeficientes de incidéncia e prevaléncia da doenca foram 60/100.000 hab. e
76/100.000 hab., respectivamente. O coeficiente de incidéncia para 0s casos
pulmonares baciliferos foi de 26/100.000 hab., o coeficiente de mortalidade por
tuberculose foi de 7,5/100.000 hab. e o percentual de co-infec¢do tuberculose/HIV
foi de 14% (WHO, 2007). Fontes do Ministério da Saude apontam a existéncia de
aproximadamente 50 milh6es de infectados em nosso pais (CONSENSO
BRASILEIRO DE TUBERCULOSE, 2004). Em 2005, foram notificados 80.209 casos
de tuberculose, dos quais 66.083 eram casos novos pulmonares, sendo 42.093
com baciloscopia positiva (WHO, 2007). A Figura 2 mostra o0 numero de casos
novos e de 6bitos por tuberculose no Brasil no periodo de 1995 a 2005 (BRASIL,

2006).
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No Estado do Parand, em 2005, foram notificados a Secretaria Estadual de
Saude 2.704 casos novos de tuberculose. O Estado apresenta taxa de incidéncia de
26,4/100 mil habitantes para tuberculose em todas as formas e de 13,8/100 mil
habitantes para casos baciliferos, menor que a média nacional e da regido sul,
conforme pode ser observado na Figura 3 (BRASIL, 2007). O Estado possui 10
municipios prioritarios, com 49,89% de pacientes com a forma pulmonar bacilifera.
Entre as 22 Regionais de Saude que compdem o sistema de saude do Governo do
Estado do Parana, a de Paranagua apresenta o maior coeficiente de incidéncia,
69,48/100.000 habitantes e a de Pato Branco tem a menor taxa, 7,51/100.000

habitantes (Figura 4 e Quadro 1).

FIGURA 2 - NUMERO ANUAL DE CASOS NOVOS E DE OBITOS POR TUBERCULOSE NO BRASIL NOS ANOS DE 1995 A
2005
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NOTA: * dados de 2005 se referem ao periodo de janeiro a agosto



FIGURA 3- COEFICIENTES DE INCIDENCIA DE TUBERCULOSE NO ESTADO DO PARANA, NA
REGIAO SUL E NO BRASIL ENTRE OS ANOS 1993 E 2005
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FIGURA 4 - REPRESENTAGCAO DE MUNICIPIOS SEGUNDO TAXA DE INCIDENCIA (POR 100 MIL
HABITANTES) PARA TUBERCULOSE, NO ESTADO DO PARANA, EM 2005.
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QUADRO 1-NUMERO DE CASOS NOVOS DE TUBERCULOSE PULMONAR BACILIFERA, TODAS AS FORMAS E
COEFICIENTE DE INCIDENCIA POR 100.000 HABITANTES NO ANO DE 2004 NAS 22 REGIONAIS DE SAUDE
NO PARANA

ANO 2004

REGIONAIS DE SAUDE POPULACAO BACILIFERA COEFEEIENTE TODAS AS |COEFICIENTE DE
PULMONAR INCIDENCIA FORMAS INCIDENCIA
1@ R.S. - Paranagua 260.518 87 33,40 181 69,48
2@ R.S.M. - Curitiba 3.085.800 507 16,43 957 31,01
3@ R.S. - Ponta Grossa 547.901 50 9,13 131 23,91
43 R.S. - Irati 152.991 14 9,15 41 26,80
52 R.S. - Guarapuava 444.594 32 7,20 100 22,49
63 R.S. - Unido da Vitoria 161.503 12 7,43 31 19,19
72 R.S. - Pato Branco 239.743 8 3,34 18 7,51
82 R.S. - Francisco Beltrao 317.878 24 7,55 37 11,64
92 R.S. — Foz do Iguacu 413.462 85 20,56 169 40,87
102 R.S. — Cascavel 485.078 53 10,93 102 21,03
112 R.S. - Campo Mourdo 330.106 49 14,84 72 21,81
122 R.S. — Umuarama 246.677 40 16,22 128 51,89
132 R.S. — Cianorte 127.830 8 6,26 22 17,21
142 R.S. — Paranavai 251.391 24 9,55 57 22,67
152 R.S. — Maringa 672.602 87 12,93 155 23,04
162 R.S. — Apucarana 324.852 41 12,62 66 20,32
172 R.S. — Londrina 805.435 117 14,53 215 26,69
182 R.S. - Campo Procépio 247.939 29 11,70 54 21,78
192 R.S. — Jacarezinho 271.792 42 15,45 92 33,85
202 R.S. — Toledo 322.811 22 6,82 46 14,25
212 R.S. - Telémaco Borba 162.694 24 14,75 43 26,43
222 R.S. — Ivaipord 141.828 20 14,10 39 27,50

10.015.425 2756

FONTE: PARANA, 2007

3.6 VARIABILIDADE GENETICA DE LINHAGENS CIRCULANTES DE M.

tuberculosis

O estudo da variabilidade genética das linhagens circulantes em
determinada populacéo possibilita o conhecimento da dinamica de transmissao das

doencas infecciosas. Pesquisas recentes tém demonstrado que a diversidade
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genética das linhagens isoladas de M. tuberculosis de diferentes populacdes
humanas pode variar consideravelmente e que a identificagdo de grupos
geneticamente idénticos reflete 0 aumento da circulagéo do microrganismo entre o0s
hospedeiros humanos (KATO-MAEDA; SMALL, 2001).

Nos dUltimos dez anos, esses estudos tém sido possiveis pela
disponibilidade cada vez maior de ferramentas moleculares, com consequentes
mudancas nos estudos epidemioldgicos das doencas infecciosas. Assim sendo, as
técnicas moleculares tém sido utilizadas para detectar correntes de infeccdo ou
casos atribuidos a transmissao recente de M. tuberculosis (BORGDOFF et al., 1998),
identificar fatores de risco (GARCIA-GARCIA et al., 2000), documentar reinfeccao
exogena (LILLEBAEK et al., 2001), auxiliar no estudo dos padrdes de resisténcia a
drogas (DAVIES et al., 1999) e detectar contaminacao laboratorial (GASCOYNE-BINZI
etal., 2001).

O genoma de M. tuberculosis é conservado e indica uma adaptacdo a
espécie humana relativamente recente, como demonstram trabalhos de genética
evolucional (BIFANI et al., 2002; YOUNG, 2003).

No complexo M. tuberculosis, em razdo da proximidade genética das
subespécies, ha um grau de polimorfismo de DNA associado a elementos repetitivos,
tais como sequéncias curtas de DNA repetitivo (DR) e sequéncias de insercao (IS).
Quatro diferentes IS foram identificadas em cepas do complexo M. tuberculosis, a
saber: 1S6110, 1S1081, 1S1547 e os IS-“like elements” (THIERRY et al., 1990;
MARIANI et al., 1997; KREMER et al. 1999). A sequéncia 1S1081 esta presente de
cinco a sete copias por cepa (FANG et al. 1998). As segiiéncias 1S1547 e I1S-“like
elements” estdo presentes em numero reduzido de copias por linhagem,
apresentando baixo poder discriminatério para caracterizacdo molecular (KREMER et
al. 1999). A sequéncia 1S6110, por apresentar grande variacdo do namero de copias
por linhagem, é a que melhor se presta para investigacdes epidemiologicas (FANG et

al. 1998; KREMER et al. 1999).
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A sequéncia 1S6110 possui 1.355 pares de base e pertence a familia IS3
(Figura 5). O numero de cépias oscila entre 0 e 25, e sua posicdo no genoma é
variavel entre diferentes isolados (MOSTROM et al., 2002).

A ldentificacéo e diferenciacédo de linhagens de M. tuberculosis pela analise
do polimorfismo do elemento de inser¢cdo 1S6110 tém sido empregadas como
ferramenta para estudos epidemiol6gicos em paises desenvolvidos ha mais de uma
década (THIERRY et al., 1990; VAN SOOLINGEN et al., 1993; ALLAND et al., 1994).
Todavia, existem poucos estudos dessa natureza realizados em paises em
desenvolvimento, como o Brasil (FANDINHO et al., 2000; SUFFYS et al. 2000;

BAPTISTA et al., 2002; CALUSNI et al., 2003; BORSUK et al., 2005).

FIGURA 5- DESENHO ESQUEMATICO DO ELEMENTO DE INSERGCAO I1S6110 DE M.
tuberculosis, COM 1.355 BP, ILUSTRANDO OS PONTOS DE CORTE COM
DIFERENTES ENZIMAS DE RESTRIGAO

o e
M Ssti Pyl Sstl Bam HI
e 1 o 1™
— 1S6110 —
| |

FONTE: VAN EMBDEN et al., 1993

3.7 DIAGNOSTICO

O diagndstico da tuberculose pode ser obtido através de varios métodos,
tais como histérico clinico, baciloscopia, cultivo, exame radiologico e teste

tuberculinico

3.7.1 Histéria Clinica
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Para a forma pulmonar da doencga, dependendo de sua evolugéo, o
paciente pode ser assintomatico ou manifestar-se clinicamente com tosse, febre,
perda de peso, sudorese noturna e inapeténcia. A temperatura corporal apresenta
variagao ao longo do dia, apresentando-se baixa ou normal durante a manha e
aumentando gradativamente até o final da tarde. A noite, a temperatura volta ao
normal, sendo acompanhada de sudorese. A tosse esta presente na maioria dos
casos, sendo inicialmente seca, e com a progresséo da doenca, evolui para uma
expectoracéo purulenta. N&o raro, o escarro pode estar acompanhado de sangue,
0 que evidencia um comprometimento de vasos pulmonares. O volume de
sangramento é varidvel e ndo indica necessariamente tuberculose ativa (GARAY,
2004). A tosse com expectoracdo por mais de trés semanas é um sinal
importante, e caracteriza o0 paciente sintomético respiratério (CONSENSO

BRASILEIRO DE TUBERCULOSE, 2004).

3.7.2 Baciloscopia

As micobactérias ndo se coram facilmente através de métodos
convencionais como a coloracdo de Gram, pela alta quantidade de lipidios
presentes na parede celular. Dois tipos de coloracdes s&o realizados
normalmente:

1- coloragdo de Carbolfucsina (mistura de fucsina com fenol); que
incluem as coloracdes de:

a- Ziehl-Neelsen (coloracdo a quente)
b- Kinyoun (coloracao a frio)
c- Ziehl-Gabbet (coloracao a frio)

2- coloracao de Fluorocromos: auramina O (KONEMANN, 2001)

Os métodos se baseiam na propriedade dos bacilos serem alcool-acido-
resistentes, ou seja, depois de tingidos pela fucsina basica (ou pelo fluorocromo),

manterem coloragdo avermelhada ou rosea mesmo apds serem submetidos a
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acdo de solucdo de alcool e &cidos fortes para descoloracgdo (Figura 6). E um

exame semiquantitativo, com a contagem do numero de bacilos alcool-acido

resistentes (BAAR) por campo microscoépico (KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2000).
FIGURA 6- PREPARACAO MICROSCOPICA DE M. tuberculosis
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A baciloscopia direta apresenta pouca sensibilidade e para ser positiva
necessita de uma concentracdo minima de 10* bacilos/mL, quantidade alcancada
apenas em lesdes razoavelmente extensas. Em casos de tuberculose pulmonar, a
sensibilidade da baciloscopia varia entre 33% e 80% (GOESSENS et al., 2005,
PETERSON et al., 1999; LIPSKY et al., 1984). Embora menos sensivel que a
cultura, a baciloscopia permite a deteccao precoce de micobactérias e possibilita
ao clinico direcionar os procedimentos necessarios, ainda que nao possibilite a
diferenciacdo entre espécies. A coloracdo deve ser realizada em todos o0s

materiais de cultura suspeitos de conter micobactérias (METCHOCK, 2001).

3.7.3 Cultivo

Apesar de mais trabalhosa e morosa quanto a obtencéo de resultado, o

cultivo do microrganismo é um método mais sensivel que a baciloscopia,
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necessitando de apenas 10 a 100 bacilos vidveis por mL de espécime clinico para
apresentar resultados positivos (PALOMINO, 2005). A sensibilidade da cultura
varia entre 80% e 85% (STAGER et al., 1991; MORGAN et al., 1983; ROBERTS et
al, 1983) e sua especificidade é de 98% (SCHIRM et al.,, 1995). Pelo lento
crescimento bacilar, as culturas sdo passiveis de leitura somente apds trés a seis
semanas de inoculagdo em meios solidos. E um complemento da baciloscopia,
que permite o diagnostico ndo apenas dos casos avancados, intensamente
baciliferos, como também dos casos mais recentes com discreta eliminagéo
bacilar (BRASIL, 2002).

O procedimento de cultura utiliza meios solidificados que podem ser
divididos em meios a base de ovo ou de agar. O meio de cultura mais
amplamente utilizado para isolamento de micobactérias é o Lowenstein-Jensen
(LJ), a base de ovo, contendo glicerol como fonte de carbono e asparagina como
fonte de nitrogénio. Este meio é padronizado pelo Ministério da Saude do Brasil
para uso em laboratérios de referéncia e permite o crescimento da maioria das
micobactérias de interesse médico (BRASIL, 2002). O meio de cultura liquido
Middlebrook 7H9 é comumente utilizado no subcultivo para estocagem de cepas.
E o meio escolhido para o preparo do in6culo para testes de resisténcia e outros
ensaios “in vitro”, sendo utilizado para a recuperacdo de micobactérias presentes

em baixa contagem em materiais como o liquor (METCHOCK, 2001).

3.7.4 Exame Radiol6gico

O exame radiolégico é auxiliar no diagnéstico da tuberculose justificando
sua utilizagdo nos individuos sintomaticos respiratorios, nos suspeitos de serem
portadores de tuberculose extrapulmonar, nos portadores de infeccao pelo HIV e
nos contactantes (intradomiciliar ou extradomiciliar) de pacientes com tuberculose

pulmonar (KRITSKI; CONDE; SOUZA, 2000).
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A maioria dos pacientes com tuberculose pulmonar ativa apresenta
alteracdes radiogréficas sugestivas. Na tuberculose priméaria, 0 processo
infeccioso recente é visto geralmente como um infiltrado no lobo médio ou inferior
do pulmédo (MCGUINNESS; RUBINOWITZ, 2004). A imagem radiografica sugestiva
€ 0 aspecto bipolar, de aumento hilar, em decorréncia da hipertrofia dos
linfonodos regionais. A principal alteracdo parenquimatosa é representada por
uma opacidade, com limites mal definidos, frequentemente associada com
adenopatia hilar ipsi-lateral. Raramente, os linfonodos aumentados podem
comprimir os brébnquios, dando origem a atelectasias. Com a progressao da
doenca, imagens cavitdrias podem surgir, indicando uma forma mais grave
(GARAY, 2004). As lesdes podem regredir espontaneamente, resultando em
sequelas como alteracbes parenquimatosas calcificadas ou ndo (BRASIL, 2002).

O exame radiolégico permite a identificacdo de pessoas portadoras de
imagens sugestivas de tuberculose ou de outras patologias e permite, em
pacientes com baciloscopia positiva, a exclusdo de outra doenca pulmonar
associada que necessite de tratamento concomitante, além de avaliar a evolugéo
radiolégica dos pacientes, sobretudo naqueles que nao responderam a

quimioterapia (BRASIL, 2002).

3.7.5 Teste Tuberculinico

A prova tuberculinica é indicada para os individuos que tenham tido
contato proximo com pessoas com tuberculose pulmonar ativa ou com o bacilo;
pessoas que tenham apresentado determinados sintomas como cansaco, perda
de apetite e peso, febre, suores noturnos e tosse persistente; e aqueles que
possuem sistema imunolégico comprometido (BRASIL, 2002).

A tuberculina é constituida por uma mistura purificada por fracionamento
guimico (derivado protéico purificado) de componentes sollveis de M. tuberculosis

ativamente produzidos durante crescimento em meio liquido. A injecdo intradérmica
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deste derivado é conhecida como prova tuberculinica, ou teste de Mantoux, e é
indicada como método auxiliar no diagnéstico da tuberculose. A resposta primaria
de um organismo infectado é desenvolver reacdo de hipersensibilidade do tipo
tardia as proteinas de baixo peso molecular secretadas pelo bacilo, e como
consequéncia apresentar reacdo positiva a tuberculina. Um resultado positivo
indica, isoladamente, apenas infecgdo e ndo necessariamente tuberculose doenca
(BRASIL, 2002).

A prova tuberculinica é baseada nos fendémenos de hipersensibilidade do
tipo tardia (HTT). Quando proteinas estranhas, fragmentos protéicos ou o proprio
bacilo da tuberculose sao previamente introduzidos no organismo hospedeiro,
macrofagos sdo ativados por mediadores solUveis (citocinas) secretados por
linfécitos T antigenos-especificos resultando em uma resposta imune altamente
sensivel e um quadro de elevada sensibilidade na infec¢éo subsequente. A infiltragdo
de linfécitos e macrofagos no local de injecdo produz uma area de enduragdo e
tumefacdo ao redor da aplicacdo, sendo dimensionada com auxilio de régua
milimetrada (HUEBNER et al., 1993).

E o método diagndstico mais empregado em todo o mundo para
demonstrar se uma pessoa foi infectada pelo bacilo. O derivado protéico purificado
(PPD), apesar de ser denominado purificado, é, em verdade, uma mistura bruta de
mais de duzentos antigenos protéicos e polissacarideos obtidos a partir do filtrado de
culturas de M. tuberculosis (LALVANI et al., 2001).

Ha varias classes de testes para a prova intradérmica. O mais utilizado é
o método de Mantoux PPD. O teste € realizado injetando-se 0,1 mL de antigeno
PPD (equivalente a 2 unidades de tuberculina) por via intradérmica no terco meédio
da face anterior do antebrago do paciente. A reacdo de hipersensibilidade de
natureza tardia se manifesta trés ou quatro dias apos a infec¢do. A leitura do halo
de enduracdo formado ao redor da aplicacdo, apds este periodo, indicara se o

individuo foi ou ndo infectado pelo bacilo (BRASIL, 2002).
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BRENNAN (2003) assinalou que o teste de intradermorreagao utilizando
o derivado protéico purificado PPD é o Unico método atualmente disponivel para
avaliar populacdes em risco de infeccédo pelo M. tuberculosis e ainda € o melhor
meio de se diagnosticar infeccéo latente de tuberculose, por seu baixo custo de
producao e realizagdo, ndo necessitando de equipamentos sofisticados para sua
execugao.

No entanto, o ensaio de PPD, apesar de mundialmente utilizado, carece
de especificidade a infec¢do por M. tuberculosis, especialmente pelos seguintes
motivos: (1) exposicdo ou infeccdo a micobactérias de outras espécies; (2)
vacinagcdo com BCG; (3) presenca na tuberculina (PPD) de diversos antigenos
compartilhados por outras micobactérias ndo patogénicas (CAMPOS-NETO et al.

2001).

3.8 PROPRIEDADES IMUNOGENICAS DE ANTIGENOS DE SECRECAO DE

M. tuberculosis

Antigenos espécie-especificos podem representar importantes fatores de
viruléncia de M. tuberculosis e a busca, identificacdo e caracterizagdo de novos
marcadores imunogénicos € campo de fundamental importancia no desenvolvimento
de vacinas, novas drogas terapéuticas e ensaios diagnésticos (GELUK et al., 2002).
Proteinas secretadas em meios de cultura por M. tuberculosis desempenham
importante papel na geracdo e desenvolvimento de respostas imunes a doenca
(WEBB et al., 1998). Filtrados de proteinas de cultura obtidas de cultivo in vitro de
M. tuberculosis sédo altamente antigénicos, levando-se em conta sua capacidade
de estimular in vitro a proliferacédo e producao de citocinas de células T em ratos e
cobaias infectados e de evidenciar testes positivos de PPD em humanos
(YOUNG,1992; ORME,1993; BOESEN et al., 1995; ROBERTS et al., 1995).

O genoma de M. tuberculosis contém genes para aproximadamente

4.000 proteinas, das quais apenas metade foram devidamente descritas e
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associadas a uma funcdo especifica. Portanto, h& pouca informagédo sobre quais
sdo as proteinas essenciais para a patogénese da tuberculose e,
consequentemente, suas respectivas estruturas, fungbes e mecanismos de agao
(COLE et al., 1998).

Estudos de genOGmica comparativa identificaram 14 regides de
diferencas entre M. tuberculosis e a linhagem atenuada de M. bovis BCG. Uma
regido, denominada RD1, est& presente em todos os isolados clinicos de M. bovis
e M. tuberculosis e simultaneamente ausente em todas as linhagens BCG (BEHR
et al., 1999).

A regido RD1 contém genes para nove proteinas, todas claramente
implicadas na patogénese da doenca, denominados de Rv3871 a Rv3879c. Dois
destes genes apresentam sequéncias relacionadas, codificantes de proteinas de
baixo peso molecular, expressas durante a fase inicial da infecgdo, conhecidas
como CFP-10, codificada pelo gene Rv3874 ou esxB; e ESAT-6, codificada pelo
gene Rv3875 ou esxA (PYM et al., 2002).

A expressdo de ambas as proteinas apresenta regulacdo coordenada e
sua secrec¢ao ocorre por um complexo de membrana formado por produtos de
diversos genes adjacentes (GUINN et al, 2004). CFP-10 e ESAT-6 néao
apresentam qualquer similaridade de sequéncia com proteinas de funcdo ou
estrutura terciaria conhecidas. Todavia, estas proteinas fazem parte de uma
grande familia de proteinas micobacterianas, incluindo 23 proteinas encontradas
em M. tuberculosis (Figura 7), que também apresentam a caracteristica de serem
codificadas por genes em pares no genoma da micobactéria (RENSHAW et al.,
2002).

A importancia da CFP-10 e da ESAT-6 na patogénese e viruléncia da
doenca foi confirmada pelo atenuamento de linhagens virulentas de M. bovis e M.
tuberculosis por inativagao experimental dos genes esxA e esxB. Por outro lado, a
reintroducdo da RD1 em linhagens BCG ocasiona o efeito contrario de aumento

da viruléncia da linhagem recombinante (STANLEY et al., 2003).
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FIGURA 7- ARVORE FILOGENETICA PARA A FAMILIA DE PROTEINAS CFP-10/ESAT-6 DE M. tuberculosis
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RENSHAW et al. (2002) propuseram que CFP-10 e ESAT-6 formariam
um complexo heterodimero, na propor¢do de 1:1, induzindo a mudanca de
conformacdo de ambas as proteinas e que esta seria sua forma bioldgica ativa in
vivo. LIGHTBODY et al. (2004) sugerem que outros pares de membros da familia
CFP-10/ESAT-6 apresentariam conformacdo similar e que seria possivel,
inclusive, a formagcdo de complexos entre membros de pares distintos de
proteinas, o que ampliaria significativamente sua diversidade funcional.

Muitos outros membros da familia de proteinas CFP-10/ESAT-6 sé&o
conhecidos por serem proteinas de secrecdo e por possuirem atividade
imunogénica, com capacidade de estimular linfécitos T ou a producdo de
anticorpos, incluindo os produtos dos genes Rv0287/Rv0288, Rv3019c e
membros dos pares de grupos demonstrados pelas letras A e A’ na Figura 7
(SKJZDT et al., 2002).

Proteinas de filtrado de cultura de M. tuberculosis sdo importantes alvos
para a resposta mediada por linfocitos T em camundongos e em humanos com
tuberculose ativa. LIM et al. (2004) isolaram e caracterizaram por fracionamento
de filtrado de cultura por cromatografia de troca idnica uma proteina de 11 kDa, a
gue denominaram MTSP11. Este antigeno, presente em pequenas quantidades
em filtrado de cultura de M. tuberculosis, é codificado pelo gene Rv3204 e induz,
significativamente, a producdo de IFN-y e interleucina (IL)-12p40 em células
mononucleares de sangue periférico de individuos saudaveis reatores a
tuberculina.

As proteinas acima descritas, dadas suas propriedades como indutoras
de imunidade celular e/ou humoral, despertam o interesse para sua clonagem,
expressao e avaliagdo do uso potencial como reagentes para auxilio diagnéstico
de tuberculose.

MPT83 é uma lipoproteina com peso molecular de 22 kDa, codificada
pelo gene Rv2873, caracterizada por HEWINSON et al. (1996). Foi demonstrado

gue este antigeno tem capacidade de induzir resposta humoral especifica e
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estimular linfécitos T em camundongos, conferindo imunidade protetora (XUE et
al., 2004). YUA et al. (2007) demonstraram a imunogenicidade e eficacia protetora
em camundongos infectados com M. tuberculosis e Brucella abortus com uma
vacina de DNA composta por seis genes, entre 0s quais Rv2873.

MPT70 é um antigeno com grande similaridade com MPT83, separados
entre si por uma distancia de 2,4 kb no genoma da micobactéria (HEWINSON et
al.,1996). Tal como o antigeno MPT83, foi verificada a capacidade de induzir a
resposta humoral em camundongos conferindo imunidade protetora (YUA et al.,
2007).

TB10.4 e TB10.3 sdo proteinas de baixo peso molecular, codificadas
pelos genes Rv0288 e Rv3019c, respectivamente. Também presentes em filtrado
de cultura de M. tuberculosis, constituem um subgrupo da familia das proteinas
ESAT-6/CFP-10. Os membros deste subgrupo estdo presentes apenas em
linhagens do complexo M. tuberculosis, incluindo BCG e M. kansasii, estando
ausente em outras micobactérias atipicas como M. avium, M. intracellulare, M.
marinum, M. scrofulaceum, M. fortuitum e M. szulgai. Ambas as proteinas séo
estimulantes de resposta mediada por linfécitos T e tém sido apontadas como
relevantes no desenvolvimento de vacinas contra a tuberculose (SKJZT et al.,

2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CEPAS DE M. tuberculosis
4.1.1 Origem do Material Estudado

As culturas de M. tuberculosis utilizadas neste estudo foram cedidas
pelo Laboratdrio de Bacteriologia do Laboratério Central do Estado, LACEN/PR.
Foram coletados escarros, lavados brénquicos, biépsias e urinas de 62 pacientes
com diagnéstico clinico de tuberculose, atendidos pelas Regionais de Saude que
integram o Sistema Unico de Salide no Estado do Parana, durante o periodo de
novembro de 2004 a margco de 2005. Algumas das culturas fornecidas eram de
linhagens multiresistentes as drogas utilizadas no tratamento da tuberculose, néo
sendo informada a origem geografica de cada amostra ou sua procedéncia
clinica. Os isolados de M. tuberculosis foram obtidos pela semeadura e
isolamento do bacilo em meio nutriente seletivo para micobactérias Léwenstein-

Jensen (LJ).

4.1.2 ldentificacédo

Ao todo, foram avaliadas 62 amostras provenientes de mesmo numero
de pacientes, sendo uma amostra por paciente. A identificagcdo e os testes de
sensibilidade foram realizados no referido Laboratério de Bacteriologia, e uma

breve descricdo dos processos € apresentada a seguir.

» Identificacdo de espécie (KONEMAN et al, 2001; BERGEY'S, 1986).

A identificagdo de M. tuberculosis foi realizada verificando-se
crescimento em cultura na presenca de acido p-nitrobenzoico (PNB) e de
hidrazida do acido tiofeno-2-carboxilico (TCH). Estes agentes inibem de forma

seletiva o crescimento de M. tuberculosis permitindo a diferenciacdo desta
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espécie das demais micobactérias. Também foram realizadas as provas da
Niacina e reducdo de Nitrato (provas positivas para M. tuberculosis, mas
negativas para as espécies bovis e avium) e a prova da Isoniazida (INH) para a

identificacdo das cepas.

» Sensibilidade (CANETTI; RIST; GROSSET, 1963).

O teste de sensibilidade de M. tuberculosis aos antimicrobianos foi
avaliado utilizando-se a metodologia classica das proporcdes frente as drogas
Isoniazida (INH), Rifampicina (RMP), Estreptomicina (SM), Etambutol (EMB),
Pirazinamida (PZA) e Etionamida (ETH). Este método consiste em detectar a
proporcao de bacilos resistentes presentes em uma amostra de M. tuberculosis,
frente a concentracdo da droga que é capaz de inibir o desenvolvimento das
células sensiveis, mas ndo o das células resistentes (concentracdo critica). Para
cada droga foi definida uma propor¢cdo de mutantes resistentes em uma
populacdo bacilar, igual ou superior aquela da qual a amostra é considerada

resistente (proporcao critica).

4.1.3 Repique das Cepas e Crescimento em Meio Solido
4.1.3.1 Repique das cepas em meio nutriente agar LJ

Todas as cepas foram repicadas no Laboratorio de Parasitologia
Molecular do Departamento de Patologia Basica da Universidade Federal do
Parana, em condicdes de biosseguranca nivel trés, em fluxo laminar, proximo a
chama, para quatro novos tubos contendo meio nutriente solido LJ. Os tubos de
cultivo foram identificados com um cédigo constituido pelo prefixo “LAC” seguido
do numero de ordem do isolado e colocados em incubacéo aerébia em camara de

infeccéo (estufa) a 37°C durante um tempo superior a 20 dias.
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4.1.3.2 Repique das cepas em meio nutriente Middlebrook

Apds crescimento em tubos LJ, as cepas foram transferidas para
frascos Erlenmeyer contendo meio sélido Middlebrook. O preparo do meio e os
procedimentos de cultivo foram realizados no Departamento de Antigenos do
Instituto Tecnoldgico do Parana (DAN/TECPAR). Todos os procedimentos foram
executados em Cabine de Seguranca tipo Il, com o uso adequado de
equipamentos de protecdo individuais (EPIs), incluindo mascaras N 95 com filtro
conhecido como HEPA, com alto poder de filtracdo, conforme Nivel de

Biosseguranca 3.

4.1.4 Manutencdo das Cepas em Laboratorio e Revitalizagédo

Os tubos originais foram armazenados em freezer a -80°C.
Periodicamente, um tubo de cada cepa era retirado do freezer e deixado inicialmente
a temperatura ambiente durante 48 horas e em seguida incubado a 37°C por 24
horas. Este procedimento na pratica se mostrou indispensavel para readaptacao das
mesmas e retomada das fungbes metabdlicas das células bacterianas. Uma vez
readaptadas, foram subcultivadas em novos tubos com meio nutriente seletivo

solido LJ e deixadas para crescimento a 37°C.

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE LINHAGENS DE M. tuberculosis

O método padrdo recomendado para caracterizagdo molecular de
linhagens de M. tuberculosis é baseado no polimorfismo do comprimento de
fragmentos obtidos por restricdo enziméatica do DNA micobacteriano (RFLP),

devido a variabilidade da localizagcdo e do niumero de coOpias da sequéncia de
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insercdo 1S6110 no genoma da micobactéria (VAN EMBDEN et al., 1993). Como
este método ndo utiliza nenhuma forma de amplificagdo do DNA, é necessaria
grande quantidade de DNA microbiano (igual ou superior a 2 ug) para obter-se
uma caracterizacdo satisfatoria. Tal condicao restringe a utilizacdo da técnica para
estudos populacionais e analises retrospectivas. Os métodos de caracterizagédo
molecular que se baseiam na amplificagdo de fragmentos de DNA pela técnica da
reacdo em cadeia polimerase (PCR) permitem obter uma tipagem genética
equivalente ao método tradicional a partir de quantidades muito menores de DNA,
reduzindo o tempo necessario de cultivo das micobactérias e possibilitando a
analise molecular mesmo em meios de cultura danificados, ressecados e até
invidveis. Por propiciar o mesmo grau de diferenciacdo filogenética também em
amostras contendo pequenas quantidades de DNA de M. tuberculosis, o0 método
conhecido como “mixed-linker PCR DNA fingerprinting” esta sendo cada vez mais
empregado para a analise epidemiol6gica molecular da tuberculose (HAAS et al.,
1993; BURGER et al.,1998; KREMER et al., 1999; DALL'STELLA et al., 2007). Estes
dados sédo analisados e comparados por programas computacionais especificos
de modo a permitir a identificagdo e diferenciacdo de linhagens de M.
tuberculosis. Nesta analise, sera considerada a ja estabelecida utilidade do
método para caracterizacdo molecular de M. tuberculosis visando a selecdo de
linhagens para as etapas de clonagem, expressdo e purificagdo de proteinas
recombinantes envolvidas na resposta imune a tuberculose. As etapas do
processo de caracterizacdo molecular de M. tuberculosis podem ser observadas

no fluxograma da Figura 8.
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FIGURA 8- FLUXOGRAMA DE CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE ISOLADOS CLINICOS DE M. tuberculosis
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4.2.1 Extracdo de DNA

O processo de extracdo de DNA de todos os isolados clinicos deste
trabalho foi realizado no Laboratério de Genética Molecular Forense do Instituto
de Criminalistica do Parana (LGMF/IC). De trés a 10 colbnias crescidas em meio
sélido foram retiradas e ressuspendidas em 500 pL de agua ou solucao fisiologica
estéreis em microtubos e inativadas por incubacdo dos tubos a 80°C durante 30
minutos. ApOs inativacdo, as amostras foram lisadas pela técnica de

congelamento-aquecimento (freeze-thawing) que consiste em trés ciclos de 30
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minutos, inicialmente submetendo-se a amostra a 80°C seguido de incubacéo em

gelo seco.

4.2.2 Leitura das Concentracoes de DNA

A verificacdo analitica da concentracdo de DNA foi realizada na Secédo
de Imunogenética e Biologia Molecular do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parand (HC/UFPR), utilizando-se um espectrofotbmetro Ultravioleta
Biophotometer 8,5 mm Light center height, Lichstrahlhohe (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha). As amostras foram diluidas 1:500, em volume total de 500 pL e as
leituras foram feitas em comprimento de onda 260/280 nm utilizando-se cubetas

de quartzo, consistindo o controle negativo (branco) de 4gua ultrapura.

4.2.3 Procedimentos para Realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR).

Todos os procedimentos de reacao de PCR para caracterizacdo molecular
de isolados clinicos de M. tuberculosis foram realizados no Laboratorio de Genética
Molecular Forense do Instituto de Criminalistica do Parana (LGMF/IC). A extracdo do
DNA, a preparacdo da mistura de reagéo, a amplificacéo e a deteccédo dos produtos
amplificados foram realizadas em salas separadas para evitar contaminagdo. Os
procedimentos de preparo da mistura de reagcéo foram executados em Cabine de
Seguranca tipo Il. Para validagéo dos resultados da PCR, foram utilizados a cepa M.
tuberculosis H37Rv e &gua ultrapura como controles positivo e negativo,
respectivamente. O Quadro 2 mostra os oligonucleotideos iniciadores de reacéo
utilizados na constru¢ao do linker e nas etapas de reacdo de mixed-linker PCR DNA
fingerprinting realizadas. Todos os iniciadores de reacdo foram sintetizados pela

Gibco BRL® Life Technologies, Rockville, MD, USA.
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QUADRO 2- SEQUENCIAS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS PARA A CONSTRUGAO DO LINKER E NA
AMPLIFICAGAO POR MIXED-LINKER PCR DNA FINGERPRINTING

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA TAMANHO
1S04-92 UGC GAG UCG AGG UCAGUU CT 20 pb
1S08-92 AGA ACT GACCTC GACTGG CAC G 22 pb
1S09-92 AGA ACT GAC CTC GAC TCG CA 20 pb
1S54-92 TCG ACT GGT TCAACC ATC GCC G 22 pb
1S62-92 ACC AGT ACT GCG GCG ACG TC 20 pb

Mixed-linker PCR DNA fingeprinting: Descricdo do mé  todo

O DNA gendmico é submetido a digestdo com enzima de restricdo Hhal e
um ligante, previamente construido, € unido as extremidades coesivas dos
fragmentos de restricdo gerados. O ligante é denominado mixed-linker por ser
constituido por um oligonucleotideo dupla-cadeia, uma das quais contendo timina e
a outra composta por uracila no lugar de timina. Os residuos de uracila sdo, em
seguida, removidos por tratamento com N-uracil glicosilase (UNG). Esta etapa é
seguida por uma PCR utilizando um par de oligonucleotideos iniciadores da reacao,
sendo um especifico a sequéncia de insercdo 1S6110 e outro ao ligante. A
sequéncia do iniciador ligante-especifica € idéntica a cadeia deste, composta por
timina, exceto pela auséncia de dois nucleotideos complementares a extremidade
coesiva 3’ criada pela digestdo com enzima Hhal. No primeiro ciclo da PCR,
apenas fragmentos de restricdo contendo a sequéncia 1IS6110 servirdo como molde
para o iniciador IS6110-especifico e é a extensdo desta cadeia que regenera o alvo
de anelamento para o iniciador ligante-especifico. Apés 30 ciclos, os produtos de
PCR sédo reamplificados em uma semi-nested PCR, desta vez com um segundo
iniciador especifico para 1S6110. Finalmente, um padrdo de polimorfismo de
comprimento de fragmentos gerados por restricdo com Hhal podera ser analisado,

diretamente, por uma eletroforese em gel dos produtos de PCR.
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Procedimentos

Em uma primeira etapa, um ligante, denominado mixed-linker, foi
construido por meio do anelamento do oligonucleotideo 1S04-92, contendo uracila,
com seu oligonucleotideo complementar, 1S08-92, contendo timina. Os dois
oligonucleotideos foram misturados em uma taxa molar de 1:1 em tampé&o de
PCR (10 mM Tris-HCI [pH 8,3], 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,). Para um volume final
de 100 pL, foram misturados 10 puL de tampao de PCR 10x, 6 uL de cloreto de
magnésio 25 mM e 100 pmol de cada oligonucleotideo. Em termociclador (Perkin-
Elmer 3700 Cetus, Norwalk, EUA) a mistura foi aquecida a 95C durante 15
minutos, seguido de trés ciclos de 60°C durante 5 minutos e 45 C por 10 minutos.
O produto gerado foi um mixed-linker ndo fosforilado, composto por uma cadeia
contendo uracila no lugar de timina, apresentando uma extremidade coesiva 3’
compativel com fragmentos de restricdo produzidos por digestdo com a enzima
Hhal.

A seguir, 2 yuL do sobrenadante das amostras apos extracdo de DNA
(correspondente a quantidades de 100 a 400 pg de DNA gendmico) foram
digeridos com 10 unidades de Hha | em banho-maria a 37°C durante 1 hora; um
décimo do volume dos produtos de restricdo foi transferido para novos tubos
contendo excesso molar (1.000 vezes) de mixed-linker previamente construido e 1
U de T4 DNA Ligase. Os tubos foram mantidos a 16 C por 16 horas para ligacdo
das extremidades com o ligante. As amostras foram submetidas a nova digestéao
com 10 U de Hha | a 37T durante 30 minutos. Metade do volume da se gunda
digestao foi transferida para novos tubos contendo 1 U de UNG e tampéo de PCR
10x, num volume total de 25 pL. Em termociclador, os tubos foram incubados a
50°C durante 20 minutos, seguidos de 94°C por 15 minutos e resfriados a 4°C
indefinidamente. A primeira amplificagéo foi realizada adicionando-se aos tubos
de reacdo de PCR 0,5 U de Taqg DNA polimerase, 200 pM de cada

desoxinucleotideos trifosfatos e 1 uM de cada oligonucleotideo (1S54-92 e 1S09-
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92). A amplificacdo ocorreu com desnaturacdo a 94°'C durante 5 minutos seguido
de 30 ciclos de 94°C por 2 minutos, anelamento dos oligonucleotideos a 50°C por
2 minutos e extensdo da cadeia a 72'C durante 2 minutos e 30 segundos; a
amplificacdo nested foi realizada com 10 pyL do produto da primeira PCR diluido
1:100, utilizando-se 15 ciclos com o0s oligonucleotideos 1S62-92 e 1S09-92,
permanecendo as temperaturas e as condigbes de reacdo idénticas as da

primeira amplificacao.

4.2.4 Eletroforese e Deteccdo de DNA em Gel

A visualizagdo das bandas geradas por mixed-linker PCR DNA
fingerprinting foi feita por meio de corrida eletroforética de gel de poliacrilamida
(Acrilamida 7,875 g, bisacrilamida 0,375 g, Glicerol 7 mL, tamp&o TRIS 33 mM qgsp
105 mL; pH 4,5). O alinhamento das bandas foi realizado com Stacking Gel
(Acrilamida 3 g, bisacrilamida 0,144 g, glicerol 2 mL, tampéo TRIS 33 mM gsp 105
Ml; pH 4,5). O tampéao de corrida foi TBE 0,5X (solucdo estoque 10X: TRIS 60,55 g,
acido boérico 30,91 g, EDTA 0,5M 20 mL, agua bidestilada gsp 500 mL; pH 8,5). O
gel foi carregado com 8 pL de DNA e 2 pL de corante Ficoll Loading Buffer (Azul de
bromofenol 0,25 g, xileno cianol 0,24 g, ficoll tipo 400 15 g, 4gua ultrapura gsp 100
mL). Nos experimentos foi utilizada cuba eletroforética Gibco V 16-2 e espacadores
1,5 mm. O tempo de corrida foi de aproximadamente 18 horas (35 Volts). A
coloracdo do gel foi realizada com solucdo de brometo de etidio em concentracéo

final de 0,5 pg/mL, em tampé&o TBE (Tris-Borato EDTA).

4.2.5 Andlise dos Gendtipos

Para analisar a variabilidade genética das 62 cepas de M. tuberculosis,
foram estimadas as distancias genéticas entre cada isolado estudado, com base

no polimorfismo de padrdao de bandas obtidas. Uma matriz de similaridade
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genética, baseada na presenca de bandas, foi gerada usando o coeficiente de
Dice (DICE, 1945).

Os padrées de bandas gerados foram analisados pelo software
Biolmaging Systems UVP (UVP Inc.), o qual realizou a contagem de bandas com
intensidade de fluorescéncia maior que o fundo, identificando o tamanho em
nucleotideos de cada banda. A partir dessa quantificacdo numérica do tamanho
das bandas, foi realizada a analise fenética calculando a distancia de Dice (DI)

entre duas cepas.

4.3 SELECAO DE PROTEINAS DE SECRECAO DE M. tuberculosis,
AMPLIFICACAO, CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO

Todos os procedimentos de amplificacdo de proteinas de secrecdo de
M. tuberculosis, clonagem, expresséo e purificacdo foram realizados no Instituto
de Biologia Molecular do Parana (IBMP) e estéo representados no fluxograma da

Figura 9.



FIGURA 9-

39

FLUXOGRAMA DOS PROCESSOS DE SELECAO DE PROTEINAS DE SECRECAO,
AMPLIFICACAO, CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO
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4.3.1 Pesquisa e Selecao de Proteinas Candidatas para Producdo de Antigenos

Recombinantes

Com base na descricdo da sequéncia dos 4.411.529 pares de base do
genoma de M. tuberculosis H37Rv (COLE et al., 1998) e nos estimados 3.924
genes codificantes de proteinas, foram selecionadas na literatura (NCBI — National
Library of Medicine, PubMed, Protein, Related Sequences) 25 proteinas
pertencentes a uma familia de antigenos ativamente secretados em caldo de
cultura (Tabela 1). A relagdo dos genes e das respectivas sequéncias

nucleotidicas codificantes de proteinas podem ser observadas no Anexo 1.

TABELA 1- RELAGAO DAS 25 PROTEINAS DE SECREGAO EM CULTURA DE M. tuberculosis SELECIONADAS PARA
AMPLIFICAGCAO DE SEUS REPECTIVOS GENES

PROTEINA GENE PB
DPPD RV0061 426
MTV027.14c Rv3879c 2190
MTV033.1 Rv0203 411
MTCY50.11 Rv1271c 342
CFP10 Rv3874 303
TB10.4 Rv0288 291
TB10.3 Rv3019c 201
CFP6 Rv3004 339
TB18.5 Rv0164 486
MTSP11 Rv3204 306
MTV027.15c Rv3880c 242
MTCY1A11.06 Rv1837c 2226
HSP16.3 Rv2031c 435
MTV025.111 Rv3763 480
PSTS1 Rv0934 1125
ESAT-6 Rv3875 288
MTC28 Rv0040c 933
MPT32 Rv1860 978
MPT51 Rv3803c 900
MPT63 Rv1926c 480
MPT64 Rv1980c 687
MPT70 Rv2875 582
MPT83 Rv2873 663
PPE68 Rv3873 1107
PPE41 Rv2430c 585

NOTA: PB, tamanho em pares de base do gene
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4.3.2 Amplificacdo dos Genes

Foram desenhados e sintetizados oligonucleotideos iniciadores de
reacdo baseados na sequéncia dos alvos referente a informacéo codificante de
proteinas. Foram adicionadas duas seqUéncias distintas aos iniciadores de
reacdo gene-especificos, contendo os sitios de recombinacédo attB1 e attB2 para a
posterior clonagem. Aos iniciadores senso da regido codificante de proteina foi
adicionada a sequéncia abaixo, onde pode ser notado, em negrito, 0 segmento
contendo o sitio de recombinagéo attB1.

5 — GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT TC (sequéncia de 18
a 25 nucleotideos gene-especifica) — 3’

Aos iniciadores anti-senso da regido codificante de proteina foi
adicionada a sequéncia abaixo, onde pode ser observado, em negrito, o
segmento contendo o sitio de recombinagédo attB2. O cddon de parada para a
expressao das proteinas de interesse esta sublinhado.

5 — GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT CCTA (sequéncia de
18 a 25 nucleotideos gene especifica) — 3’

Foram realizados ensaios com diferentes temperaturas de ciclagem e de
concentragdes de reagentes visando a otimizar a performance da PCR. Todas as
amplificacbes foram realizadas com a enzima High-Fidelity Triple Master Enzyme
(Eppendorf), uma mistura de DNA polimerases termoestaveis, indicada para
processos de clonagem pela alta fidelidade e processividade alcangcados. A partir
da padronizagéo das condi¢cdes de PCR, foi realizada a amplificacdo dos genes.
Os genes foram divididos em duas categorias baseadas no tamanho, a saber,
genes com até 1500 pares de bases de tamanho e genes com mais de 1500
pares de bases de tamanho.

As condi¢cdes de amplificacdo foram as seguintes: 94C por 2 minutos;
10 ciclos de 94<C (30 segundos), 57T (30 segundos) e 72T por 1,5 minuto; 25
ciclos de 94T (30 segundos), 62T (30 segundos) e 72T por 1,5 minuto.
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Os genes com tamanho superior a 1500 pares de base tiveram o tempo
de extensdo a 72°C aumentado para 3 minutos. As concentragbes dos reagentes
utilizados, por amplificacdo, foram as seguintes: - Iniciadores senso e antisenso
(0,5 uM cada); - DNA gendmico (100 ng); - Tampao (HighFidelity Buffer) 1X;
MgCl, (2,5 mM);- dNTP (200 uM cada); - Enzima Triple Master (1 U).

Os genes com tamanho superior a 1500 pares de base tiveram a
concentracdo da enzima aumentada para 3 U/reacdo. Apdés a amplificacdo dos
produtos foram realizadas eletroforeses em gel de agarose para verificagcdo do

padrao e qualidade de amplificacao.

4.3.3 Purificagéo dos Produtos de PCR Contendo o Sitio de Recombinacéo attB

A purificagdo dos produtos de PCR gerados, contendo o sitio de
recombinacdo attB, foi realizada pela precipitacdo com polietilenoglicol (PEG) de
fragmentos de pequeno tamanho, de modo a remover dimeros e excesso de
iniciadores de reagcdo. Ao produto de PCR acrescentou-se glicogénio (1 pL),
sendo adicionado tampéo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8, 1 mM EDTA, pH 8) em
volume quatro vezes superior ao volume total da reacdo de PCR. A sequir,
acrescentou-se PEG (30% PEG 8000, 30 mM MgCI2, Invitrogen), 50% v/v. As
solugdes foram homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado
cuidadosamente e descartado, sendo o pellet ressuspenso em 10 ul de tampéo
TE. Finalmente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
para verificar a eficiéncia da precipitacdo e submetidas & dosagem utilizando

espectrofotdmetro.

4.3.4 Clonagem em Sistema Gateway®

Apés a amplificagdo dos genes selecionados e purificacdo dos produtos

de PCR contendo o sitio de recombinacgéo attB, foi realizada a etapa de clonagem
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baseada em uma plataforma comercial denominada Gateway® (INVITROGEN,
2003). A tecnologia Gateway® € um método de clonagem universal baseado nas
propriedades de recombinacdo sitio-especificas do bacteriéfago lambda no
cromossomo da E. coli (LANDY, 1989).

A integracdo do genoma do fago no cromossomo da bactéria ocorre via
recombinacdo intermolecular mediada por uma mistura de proteinas expressas
por ambos o0s organismos. A reacdo de recombinacdo ocorre entre sitios
especificos de interagdo (att) presentes nas moléculas de DNA dos dois
organismos — attB no cromossomo da E. coli e attP no cromossomo do
bacteri6fago — de modo conservativo, portanto, sem perda ou ganho de
nucleotideos. Esta reacdo € catalisada por uma mistura de enzimas que se ligam
a sequéncias especificas (sitios att), aproximando-as, clivando-as e unindo-as de
forma covalente. As proteinas envolvidas na reacdo dependem da via metabdlica
do bacteriofago lambda utilizada, se o ciclo lisogénico ou o litico. O ciclo
lisogénico € catalisado pelas proteinas Integrase (Int) e Fator de Integracdo do
Hospedeiro (IHF), expressas pelo bacteri6fago lambda e pela bactéria E. coli,
respectivamente. Ja a via litica é catalisada pelo IHF da E. coli e pelas enzimas
Int e Excisionase (Xis) do fago lambda (PTASHNE, 1992).

No ciclo lisogénico, a recombinacdo do bacteri6fago lambda com o
cromossomo da E. coli ocorre entre as regibes attB e attP, resultando na
formagéo de novos sitios de interacdo, chamados attL e attR. No ciclo litico, a
recombinacdo do bacteriéofago lambda com o cromossomo da E. coli ocorre entre
as regides attL e attR, resultando no restabelecimento dos sitios de interagéo attB
e attP. Essas reacdes sdo especificas e direcionais, de modo que attBl
recombina exclusivamente com attP1; attB2 com attP2; attL1 com attR1; e attL2
com attR2 (HARTLEY et al., 2000).

A plataforma Gateway® permite realizar clonagem por recombinacéo
sitio-especifica, proporcionando um meio rapido e eficiente de mover sequéncias

de DNA entre multiplos sistemas vetoriais para caracterizacdo, analise funcional e
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expressdo protéica (Figura 10), eliminando diversas etapas laboriosas de

clonagem e subclonagem tradicionais.

FIGURA 10- POSSIBILIDADES DE UTILIZAGAO DO SISTEMA GATEWAY® A
PARTIR DA OBTENGAO DO CLONE DE ENTRADA CONTENDO O
GENE DE INTERESSE
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FONTE: INVITROGEN, 2003

Para que um produto amplificado a partir de um determinado gene de
interesse ingresse nesta plataforma é necessario um vetor doador que possibilite
a clonagem direcional de produtos de PCR e a formacéo de um clone de entrada,
empregando uma estratégia de amplificacdo direta, a partir de iniciadores
contendo os sitios de recombinacéo attB. Tal recombinacdo, chamada de reacao
BP, simula, in vitro, as interagdes ocorridas no ciclo lisogénico do bacteriofago
lambda (Figuras 11 e 13). Foi escolhido o vetor doador pPDONR™221 (Invitrogen),

representado na Figura 12.
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FIGURA 11- ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DA REAGAO DE RECOMBINAGAO BP DE FORMAGAO DO CLONE DE
ENTRADA COM A SEQUENCIA DE INTERESSE

attB attB att P attP attL atfL att R attR

Produto de PCR com + “etor doador —_— Clone de entrada + Produto secundario
sitio attB

FONTE: INVITROGEN, 2003

FIGURA 12- DESENHO ESQUEMATICO DO VETOR DOADOR pDONR™221

M13 M13

Forward Heverse
ro ) ceas are2 A

FONTE: INVITROGEN, 2003

NOTA: M13 Forward = sitio para iniciador M13 seqiiéncia senso ; attP1l = sitio de
recombinag&o especifica attP1; ccdB = gene para proteina CcdB; Cm® = gene
de resisténcia a cloranfenicol; attP2 = sitio de recombinacado especifica attP2;
M13 Reverse = sitio para iniciador M13 seqiiéncia anti-senso ; Kanamycin =
gene para resisténcia a canamicina; pUC ori = sitio de origem de replicagéo
pUC; T1 = seqiiéncia de terminacgao de transcricdo rrnB T1; T2 = sequéncia de
terminag&o de transcri¢édo rrnB T2
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FIGURA 13- ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DA REAGAO DE RECOMBINAGAO BP DE FORMAGAO DO CLONE DE
ENTRADA COM A SEQUENCIA DE INTERESSE

Produto de PCR GGGGACAAGT TTGTACARARAAGCAGGCT -~~~ ————— === - — === BCCCRGCTTTCTTGTACARAGTGH
o PCR PRODUCT
com sitio attB CCCCTGTTCAARCATGT T TS TERGIS S S s s TEEETCEARRGARCATGTTTCAL
L ] L 1
aftB1 atiB2
pDONR"'221 wector---Nqg-CCRACTTT TTACMMGCTGMC—NI[]U—————————R——HlU[]—GTTCAGCTTT;CTTGTF\CAMGTTGG—H-J--_,———vt-:c:t::r
' coaB-C — :
vector---N;5-GETTEARACATGTTITTTCGACTTG-Hy gy=-——=———--~ Wy o ~CAAGTOGARRGARCATGTTTCARCD - Ny 5 ———vactor
L 1 L |
attP1 attP2
Reacio BP
Clone de vector---Nqg-CCARCTTTGTACARRRARGCAGEET -~~~ ~~~=—=——=———~-—— ACCCAGCTTTCTTGTACARAGTTGG- Ny - ——vector
' PCR PRODUCT -

entrada wertor- - Mg g -GETTGARRCATGTTTITTEGTCCGA- oo - - m oo oo m e e e TGGGTCGARRGAR CATGTTTCARCC -y o~ ——vector

L ] L ]

aftL1 attL2
Produto GEEGACARGTTTGTACARRRAAGCTGARC -Hy go-———= - —6—E——}11U[]—GTTCAGCTTTICTTGTACMAGTG"—T""""
o - codB-Cm
secundario Cm.\.IGIICMCAIGIIIiIII:GACIIG—Nl[]U ——————————— NlUU—:msr:sm:;m:m#nr:a:,_
L 1 L |
attR1 attR2

FONTE: INVITROGEN, 2003

NOTA: As regides sombreadas correspondem as seqiiéncias transferidas do produto de PCR-attB ao vetor doador
pDONR™221 formando o clone de entrada. As regides delimitadas em caixas correspondem as seqiiéncias
transferidas do vetor doador pDONR™221 ao produto secundario.

Uma vez obtido o clone de entrada é possivel inseri-lo em diversas
plataformas por meio de nova recombinacao sitio-especifica, chamada reacédo LR
(Figuras 14 e 16). Para expresséo heterdloga de proteinas em E. coli, optamos
pela recombinacdo com o vetor de destino pDEST™17 (Invitrogen) para obtencéo
do clone de expressao (Figura 15).

Ambos os vetores escolhidos, pDONR™221 e pDEST™17, possuem
dois sitios de recombinacdo especificos (attP e attR, respectivamente)
flanqueando um cassete génico contendo um gene de resisténcia a cloranfenicol
(Cm®) e um gene para selecdo negativa (ccdB) do clone transformado, conforme

pode ser observado nas Figuras 12 e 15. Apés a reacao de recombinacdo BP ou
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LR, seus cassetes séo substituidos pelo gene de interesse, gerando os clones de
entrada e de expresséao, respectivamente.

A presenca do gene ccdB permite a sele¢cdo negativa dos vetores
(doador e de destino) em E. coli ap6s a recombinacao e transformacéo. O gene
ccdB codifica uma proteina (CcdB) que interfere na enzima DNA girase da E. coli
inibindo seu crescimento (BERNARD; COUTURIER, 1992). Quando uma reacgao de
recombinacdo ocorre — seja entre o vetor doador e um produto de PCR-attB, ou
entre o vetor de destino e um clone de entrada — o gene ccdB é substituido pela
sequéncia de interesse. Eventuais células que apresentem vetores nao reativos
carreando o gene ccdB nao crescerdo em meio de cultura, permitindo assim uma
eficiéncia elevada na recuperacgéo dos clones desejados.

A perda do gene Cm" devido & reacéo de recombinacéo torna os clones
sensiveis a cloranfenicol, porém cada vetor seguird carreando um gene de
resisténcia a antibiotico (canamicina e ampicilina em pDONR™221 e pDEST™17,
respectivamente), permitindo a selecdo positiva dos clones transformados em

meios de cultura contendo o antibiotico adequado.

FIGURA 14- ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DA REAGAO DE RECOMBINAGAO LR DE FORMAGAO DO CLONE DE
EXPRESSAO COM A SEQUENCIA DE INTERESSE

attR attR attB attB attP attP

Vetor de Produto
destino secundario
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e Clone de

Clone de

entrada expressao

FONTE: INVITROGEN, 2003



FIGURA 15- DESENHO ESQUEMATICO DO VETOR DE DESTINO PLASMIDEO
pDONR™17

|¢m ATG 6xHis |attR1 Cm® ccdB anR2 I

FONTE: INVITROGEN, 2003

NOTA: T7 = sitio do promotor T7; RBS = sitio de ligacédo de ribossomos; ATG = cédon
de iniciacdo ATG; 6xHis = seqliéncia codificante de seis residuos consecutivos
de histidina; attR1 = sitio de recombinacdo especifica attR1; Cm" = gene de
resisténcia a cloranfenicol ; ccdB = gene para proteina CcdB; attR2 = sitio de
recombinacéo especifica attR2; T7 term = regido de terminagdo de transcri¢cdo
T7; Ampicillin = gene para resisténcia a ampicilina; pBR322 ori = sitio de origem
de replicacdo pBR322; rop = quadro de leitura aberto rop

48
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FIGURA 16- ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DA REAGAO DE RECOMBINAGAO LR DE FORMAGCAO DO CLONE DE
EXPRESSAO COM A SEQUENCIA DE INTERESSE

vector———-Heg-CCARCTTTETACRARRR RCCACEIT ————————————————————— ACCCAGCTTTCTTGTACRRRGTTEG-H g ———vector
Clone de entrada 75 GENE OF INTEREST 75
vector-—-N;5-GETTGAARCATGTTTITICGTCCGA - ~~—~~~—~~-==- o TGEETCGAARGARCATGTTTCARCC -y 5 - ——vector
L 1 L |
attl1 attL2
|)DEST 21 vaecto HIUU—GTT CAGCTTTCTTGTACARAGTGET--—-vector
vecto My~ CAAGT CGARAGARCATHITTCACCA-——vaector
L ] 1 |
attRi attR2
Reacido LR
Clone de vector—--ACARGTTTGTACARARRACCAGGCT -~~~ "~~~ —————— ACCCAGCTTTCTTGTACAARGTGET-——vector
M GENE OF INTEREST
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——————————— T —GTTCAGCTTTICTTGTAC ARAGTTGE-Nys—— —vector
Produto ome 100 - -
secundario  veotor-— My -GRTTGARRCATGTITITTTICGACTTG-N) gg——————- -~~~ 1y~ CAAGTC \TAAA\TAA\.AI\fITI TCAACC-Nqg---vector
L | L |
attP1 attP2

FONTE: INVITROGEN, 2003

NOTA: As regides sombreadas correspondem as seqiiéncias transferidas do clone de entrada ao vetor de destino
pDEST™17 formando o clone de expressao. As regides delimitadas em caixas correspondem as seqiiéncias
transferidas do vetor de destino pDEST™17 ao produto secundario.

4.3.4.1 Reacao de recombinacao BP e transformacéo de células competentes

A insercdo dos produtos de PCR contendo os sitios de recombinacéo
attB no vetor doador pDONR™221, contendo os sitios attP, foi realizada pela
reacdo de recombinacdo BP. A reacdo foi realizada conforme orientacdes do
fabricante (Gateway BPclonase 2 Enzyme mix, Invitrogen). O processo consistiu
em acrescentar a um microtubo, 50 fmol do produto de PCR contendo o sitio attB,
150 ng do plasmideo pDONR™221 e quantidade suficiente para 8 uL de tampéao
TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8). Apds, foram adicionados 2 uL de
mistura de enzima (BP Clonase™ enzyme mix) para cada amostra, seguido de

breve agitacdo. As reacfes foram incubadas a 25T p or duas horas. Apos esta
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etapa, foi adicionado 2 pg de proteinase K e a reacdo incubada por 10 minutos a
37T, interrompendo assim a reagédo de recombinacéo.

A transformacéo foi realizada com células calcio competentes de E. coli
linhagem DH5a. Trata-se de um processo simples que consistiu em acrescentar 1
UL da reacdo BP a 50 pL de células célcio-competentes. Estas células
permaneceram em gelo por 30 minutos, em seguida, foram incubadas a 42<C por
2 minutos e entdo colocadas novamente em gelo.

Apés a transformacédo, as células foram cultivadas em 1 mL de meio
Luria Bertani (LB; Triptona 0,1%, Extrato de Levedura 0,05% e Cloreto de Sodio
0,1%) por uma hora a 37C, para em seguida serem ce ntrifugadas a 4.000 g por 5
minutos e incubadas para crescimento em placa com meio LB contendo

canamicina (50 pg/mL) a 37<C durante 15 horas.

4.3.4.2 Confirmagéo dos clones de entrada

Para verificar a presenca de clones com os insertos desejados contendo
0s genes de interesse foram realizadas masterplates e PCRs de colénia. A
masterplate consiste em um repique em meio de cultura onde as coldnias isoladas
sao referenciadas por um niumero. A PCR de col6nia foi realizada pelo preparo de
uma mistura de reagdo contendo dNTPs (0,2 mM cada), MgCl, (1,5 mM),
iniciadores de reacdo dos genes de interesse (2 UM cada), enzima Taq
polimerase (1,5 U) e seu tampéo de reagdo proprio (1x). Todos os reagentes
utilizados foram fabricados pela Invitrogen. Em seguida, uma col6nia isolada e
identificada por um numero em masterplate foi transferida ao tubo de reacéo
previamente contendo a mistura de PCR. As condi¢des da amplificacao foram as
seguintes: aquecimento inicial a 94C por dois minutos; 35 ciclos de 94T (30
segundos), 62T (30 segundos) e 72T por 1,5 minuto ; aguecimento final de 72°C

por 5 minutos.
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Apés a finalizacdo da PCR, foi realizada eletroforese em gel de agarose
para verificagdo e escolhas das colonias contendo os clones desejados. As
colbnias selecionadas foram submetidas a repique em placa de cultura contendo
meio LB e canamicina (50 pg/mL) e incubadas a 37<C durante 15 horas. A seguir,
foi retirada uma colbnia de cada placa contendo os genes de interesse, e
realizado um subcultivo em 10 mL de meio LB contendo canamicina (50 pg/mL),
para obtencdo dos plasmideos, o qual foi incubado por 15 horas a 37T sob
agitacao (220 rpm).

A seguir, deu-se inicio ao processo de purificacdo dos plasmideos,
utilizando o Kit comercial QIAprep Spin Miniprep (Qiagem). As células bacterianas
positivas foram ressuspensas em 250 uL de tampé&o P1 e transferidas para tubo
de microcentrifuga. Foram adicionados em cada amostra 250 yL de tampao P2,
sendo homogeneizadas por inversédo de 4 a 6 vezes. A seguir, 350 puL de tampéo
N3 foram adicionados e os tubos homogeneizados por inversao de 4 a 6 vezes.
Todos os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 17.900 g, sendo, a seguir,
separado o sobrenadante para uma coluna QIAprep spin. Cada amostra foi
centrifugada por 30 a 60 segundos e o liquido eluido descartado. As colunas
QIAprep spin foram lavadas por adigdo de 750 pL de tampé&o PE e centrifugacao
de 30 a 60 segundos. Novamente, a fase liquida eluida foi removida, assim como
residuos de tampdo PE. A coluna foi transferida para um novo tubo de
microcentrifuga, sendo adicionado ao centro da coluna 50 pyL de tampao EB (10
mM Tris-HCL, pH 8,5), mantida em repouso por 1 minuto e centrifugada também
por 1 minuto. O volume eluido final, contendo o plasmideo purificado, foi
submetido & mensuragado da concentracao por espectrofotbmetro.

Os plasmideos purificados foram submetidos a seqlienciamento de
acido nucléico pela metodologia de terminacdo em cadeia, empregando-se
sistema comercial Big Dye™ (Applied Biosystems). Uma mistura de reacgao
contendo tampao (Tris HCI pH 9,0; MgCl, 50 mg/mL e &gua ultrapura), Big Dye

terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v2.0 (AmpliTaqg DNA Polimerase,
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cloreto de magnésio, dNTP e ddNTP terminator) e o0s oligonucleotideos
iniciadores de reacéo, foi aliquotada em microtubos de reacdo e posteriormente
adicionado o plasmideo purificado.

O programa de sequenciamento consistiu em 25 ciclos de 96°C por 10
segundos; 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Apds a remocao da placa
de reacao do termociclador, foi adicionado 80 mL de isopropanol 75%, sendo
homogeneizado 15 vezes por inversdo. ApGs repouso a temperatura ambiente por
15 minutos, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 45 minutos e o
sobrenadante desprezado. A seguir, foram adicionados 200 mL de etanol 70% e
os tubos centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos. Os tubos foram invertidos em
papel absorvente e secados em Speed Vac por 10 min. O DNA foi ressuspenso
em 10 mL de Hi-Di formamida. As amostras foram desnaturadas a 95°C por 5
minutos e, a seguir, colocadas em sequenciador automatizado de DNA por
eletroforese capilar e sistema de detecgdo de fluorescéncia laser induzida ABI
3.100 (Applied Biosystems).

Os arquivos produzidos pela corrida eletroforética capilar, contendo as
informacgdes de emissdo de fluorescéncia, denominados eletroferogramas, foram
analisados com auxilio do software Phred/Phrap/Consed. Apds a obtencdo das
sequUéncias, procedeu-se ao alinhamento das mesmas por meio do software

Clustal.

4.3.4.3 Reacgdo de recombinacéo LR e transformacao de células competentes

A reacdo de recombinacdo entre os sitios attL, flanqueando o gene de
interesse no clone de entrada, e os sitios attR, presentes no vetor de destino
pDEST™17, é denominada de reagdo LR. A reacdo foi realizada conforme
orientacOes do fabricante (Gateway LR Clonase 2 Enzyme mix, Invitrogen). O
processo consistiu em acrescentar a um microtubo 50 fmol de plasmideo

purificado contendo o gene de interesse, 150 ng do plasmideo pDEST™17 e gsp
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8 uL de tampado TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8). Apds, foram
adicionados 2 pL de mistura de enzima (LR Clonase™ enzyme mix) para cada
amostra, seguida de breve agitacéo. As reagdes foram incubadas a 25T por duas
horas. ApGs esta etapa, foi adicionado 2 pg de proteinase K e a reagdo incubada
por 10 minutos a 37<C, interrompendo assim a reagdo de recombinacéo.

A transformacéo foi realizada novamente em células célcio competentes
de E. coli linhagem DH5a. O processo consistiu em acrescentar 1 pL da reacgao
LR a 50 uL de células calcio-competentes. Estas células permaneceram em gelo
por 30 minutos, em seguida, foram incubadas a 37C por 2 minutos e entao
colocadas novamente em gelo. ApoOs a transformacéo, as células foram cultivadas
em 1 mL de meio LB por uma hora a 37C, para em seg uida serem centrifugadas
a 4.000 g por 5 minutos e incubadas para crescimento em placa com meio LB

contendo ampicilina (100 mg/mL) a 37<C durante 15 h oras.

4.3.4.4 Obtencéo e confirmagédo dos clones de destino

A confirmagédo da presenca de clones com os insertos desejados foi
realizada por meio de masterplates e PCRs de colonia, conforme procedimento

descrito no item 4.3.4.2 deste trabalho.

4.3.5 Expressao das Proteinas

A expresséao das proteinas foi dividida em duas etapas: Fase Teste, em
menor escala, com o objetivo de verificar se a expressao foi alcancada; e Fase
Producdo, em maior escala, visando a producdo de proteinas para posterior
purificacdo, em quantidade suficiente para os ensaios biologicos subsequentes.

As células utilizadas para expressdao foram E. coli da linhagem
BL21pLysS. Os protocolos de execucdo de ambas as etapas foram idénticos,

alterando-se apenas as quantidades utilizadas, maiores na Fase Producdo. A
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expressdo das proteinas teve inicio com a transformacgéo por choque térmico das
células quimiocompetentes. Em 50 pyL de células, foram adicionados 600 ng de
plasmideo de expressdo contendo o gene de interesse. As células foram entédo
mantidas por 30 minutos no gelo e, em seguida, incubadas a 42T por dois
minutos, retornando-se ao gelo por mais trés minutos. A seguir, foi acrescentado 1
mL de meio LB e incubadas a 37C por uma hora, sob agitacdo de 220 rpm. A
seguir, as células foram inoculadas em 9 mL de meio LB contendo cloranfenicol
(25 mg/L) e ampicilina (100 mg/L) e mantidas sob agitacdo de 220 rpm a 37<C,
durante 15 horas. ApOs este periodo, um novo inoculo foi realizado em uma
diluicdo de 1/10 em meio LB contendo cloranfenicol (25 mg/L) e ampicilina (100
mg/L). Na etapa de producéo, os volumes finais de meio de cultivo variaram de
250 a 1.000 mL, de acordo com a necessidade de maior quantidade de proteina
expressa por sua baixa concentracao obtida na etapa de teste.

Apds uma hora e meia a densidade 6ptica a 600 nm passou a ser
monitorada, até que se obtivesse um valor de absorbancia entre 0,8 + 0,1. Uma
aliqguota de 2 mL foi retirada, denominada de amostra ndo induzida. A seguir, foi
adicionado IPTG (0,1 mM) ao restante do cultivo, visando a indugcao da expressao
da proteina. Esta amostra, juntamente com a amostra ndo induzida, foi colocada a
37<C por duas horas sob agitacao de 220 rpm.

A cultura foi centrifugada a 5000 rpm durante 15 minutos a 4C; o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em tampao de sonicacao
(Tris-HCI 50mM pH 8). Em seguida, as células foram sonicadas por 20 segundos
(poténcia 8), repetindo-se esse processo por mais quatro vezes. Apds o
procedimento, foi retirada uma aliquota de 50 uL, denominada de amostra total. O
restante foi centrifugado a 10.000 g por 15 minutos a 4C para obtengédo das
fracbes soluveis e insoluveis. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi separado
e armazenado a -20C, sendo esta por¢cdo denominada de fracdo solavel. O pellet
resultante foi ressuspenso em tampao de solubilizacdo (uréia 8 M, imidazol 10

mM, NaCl 300 mM) e repetido o processo de sonicacdo sem alteragbes. A
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amostra foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
separado e armazenado a -20C, denominado de frag@o insolavel.

A verificacdo do padrdo de expressdo para cada uma das proteinas foi
realizada através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) com
diferentes concentracdes de acrilamida, de acordo com o peso molecular das
proteinas, utilizando-se 30 mA de corrente elétrica por gel. Os géis foram corados
com azul de comassie por 30 minutos, sendo retirado o0 excesso com solugao de
descoloracdo (metanol 30%, &cido acético 10%). Para a amostra controle, foi
realizado crescimento da bactéria E. coli pLysS sem transformagdo em meio LB.
As células foram centrifugadas a 4.000 g durante 15 minutos a 4C e em seguida
o pellet foi ressuspenso em 1 mL de tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8 e sonicado 5
vezes por 20 segundos. Foi separado 100 pL e adicionado 100 pL de Tris-HCI
50mM pH 8 e 0,5 uL de DNAse NQI. Esse lisado foi incubado no gelo por uma
hora e em seguida adicionado 50 pL de tampdo de desnaturacéo de proteina para

entdo serem colocados em banho-maria a 90C durante dez minutos.

4.3.6 Purificagcdo das Proteinas

Proteinas recombinantes expressas em E. coli podem ser produzidas
em forma solavel, porém, em diversos casos, especialmente em alto niveis de
expressdo, sofrem agregacdo formando corpos de inclusdo insolaveis. A
formacdo de corpos de inclusdo é influenciada pela natureza da proteina, pela
célula hospedeira e pelo nivel de expressao, resultados da escolha do vetor e das
condigbes de indugcdo e de crescimento. A purificacdo de proteinas de fuséo
marcadas com histidina, utilizando a cromatografia por afinidade a ions metalicos,
pode ser realizada sob condicfes nativas e desnaturantes. A maior parte das
proteinas em corpos de inclusdo sado solubilizadas, antes do processo de
purificagéo ser iniciado, com detergentes ou substancias desnaturantes, tais como

uréia 8 M. A afinidade dos residuos de histidina ao niquel permite a separacao por
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cromatografia das proteinas recombinantes. O posterior uso de imidazol, em
concentracbes de 100-250 mM e em condi¢cbes de baixo pH (4,5-5,3), rompe a
ligacdo histidina-ion niquel, liberando a proteina recombinante. Eletroforose em
gel preparativo de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
seguido de eletroeluicdo e tratamento com detergente cationico (Triton X-114)
auxiliam na eliminacdo de proteinas contaminantes de variado peso molecular e

de endotoxinas, respectivamente.

4.3.6.1 Cromatografia por afinidade a metal imobilizado

O é&cido nitriloacético (NTA) é um adsorvente tetradentado de
propriedade quelante que quando complexado com o metal niquel ocupa quatro
dos seis sitios de ligacédo deste, deixando dois sitios livres para interagcdo com 0s
residuos de histidina ligados a proteina recombinante (Figuras 17 e 18). NTA tem
capacidade de ligar-se a metais ionizados de forma estavel, retendo a ligacédo

mesmo sob intensas lavagens estringentes.

FIGURA 17- ESTRUTURA QUIMICA DO Ni-NTA
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FONTE: QIAGEN, 2003

NOTA: C = carbono; O = oxigénio; H = hidrogénio; CO = carbonila; H,0 = a4gua; N =
nitrogénio, Ni*? = niquel.
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FIGURA 18- LIGAGAO QUIMICA DO Ni-NTA COM RESIDUOS DE HISTIDINA
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FONTE: QIAGEN, 2003

NOTA: C = carbono; O = oxigénio; H = hidrogénio; CO = carbonila; H,0 = agua; N =
nitrogénio.

As proteinas recombinantes obtidas foram submetidas, apos verificacédo
de solubilidade, ao processo de purificacdo através de cromatografia por afinidade
(QIAGEM, 2003). As proteinas recombinantes marcadas com seis residuos
consecutivos de histidina (6xHis), foram incubadas com resina contendo &cido
nitriloacético em complexo de niquel (Ni-NTA). A afinidade da molécula de
histidina pelo niquel permite a fixagdo da proteina recombinante a resina.
Proteinas contaminantes, por ndo estarem marcadas com residuos de histidina,
sao descartadas no processo.

Primeiramente, as colunas séo lavadas e equilibradas com a solucao de
lise (50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl e 10 mM imidazol). Depois, 0s extratos
protéicos sao adicionados na coluna permitindo a fixacdo das proteinas marcadas
com histidina a resina, sendo o fluido restante coletado e armazenado em tubo
proprio, denominado de flow-through. Para retirar proteinas contaminantes da
resina, foram realizadas 5 lavagens, cada qual com 10 mL de solugéo de lavagem

(50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl e 20 mM imidazol), sendo os fluidos resultantes
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das lavagens também armazenados para posterior verificagdo da qualidade do

processo de purificacao.

4.3.6.2 Eluicdo com imidazol e eletroforese

O processo de eluicio empregado foi baseado no aumento de
molaridade de imidazol, substancia que possui grande similaridade quimica com a
histidina (Figura 19), mas que apresenta maior afinidade de ligacdo ao complexo
Ni-NTA. Foram realizadas cinco elui¢des utilizando 0,5 mL de solugao de eluicdo
(50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl e 250 mM imidazol), sendo que em cada
processo de eluicdo foi coletado o eluido em tubos separados e

armazenados a - 20<T.

FIGURA 19- ESTRUTURA QUiMICA DO IMIDAZOL E DA HISTIDINA
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NOTA: C = carbono; O = oxigénio; H = hidrogénio; CO = carbonila; H,0 =
agua; N = nitrogénio.

Apds cada processo de purificacdo, as amostras flow-through, os
lavados e os eluidos foram analisados em eletroforese SDS-PAGE para verificar a
qualidade da purificagdo. A concentracdo de acrilamida utilizada variou de 13 a
17%, dependendo do tamanho esperado das proteinas, utilizando 30 mA de

corrente elétrica por gel. Os géis foram corados com azul de comassie por 30
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minutos, sendo retirado o excesso com solucdo de descoloragédo (Metanol 30%,

Acido acético 10%).

4.3.6.3 Eletroforese SDS-PAGE em gel preparativo

Para garantir uma melhor qualidade na purificacdo das proteinas
recombinantes, os extratos foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE em gel
preparativo, visando a separacao por peso molecular de possiveis contaminantes.
A concentragdo de acrilamida utilizada oscilou de 13 a 17%, dependendo do
tamanho esperado das proteinas, sendo utilizado 15 mA de corrente elétrica por
gel. Apds o término, o gel foi submetido a coloracdo por KCI 1 M, sendo a banda
correspondente ao polipeptideo desejado seccionada do gel com auxilio de um

bisturi, para ser submetida ao processo de eletroelui¢céo.

4.3.6.4 Eletroeluigcéo

O processo de eletroeluicdo consiste em remover a proteina desejada
do gel de poliacrilamida utilizando corrente elétrica. A banda com a proteina de
interesse foi colocada em uma membrana de dialise (Sigma-Aldrich) sendo
adicionado 1 mL de tampé&o de SDS-PAGE (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS
0,1%) e entdo, as extremidades da membrana foram lacradas. Estas foram a
seguir colocadas em uma cuba eletroforética contendo tampdo SDS-PAGE e
submetidas a uma corrente elétrica de 50 mA por 2 horas. Apds este periodo a
fracdo soluvel de dentro da membrana foi coletada e todo o processo repetido
para a obtencdo de uma maior quantidade da proteina recombinante. As
proteinas eletroeluidas foram submetidas & nova eletroforese SDS-PAGE e

armazenadas a -20<T.
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4.3.6.5 Tratamento com Triton X-114

A remocdo de endotoxinas, essencialmente lipopolisacarideos (LPS)
derivados de paredes celulares de bactérias gram-negativas, foi realizada com
auxilio de detergente catibnico, Triton X-114 (LIU et al.,1997). Triton X-114 foi
adicionado a preparacao protéica em uma concentracao final de 1% v/v. A mistura
foi incubada a 4°C por 30 minutos em constante agitacdo. A amostra foi
transferida para um banho-maria a 37°C, incubada por 10 minutos e centrifugada
por 20.000 g. A fase aquosa, com a proteina recombinante, foi cuidadosamente
removida e o processo de remocédo de endotoxinas foi repetido por mais duas

vezes.

4.3.6.6 Dosagem da concentracao de proteina

A dosagem foi feita utilizando o programa Lab Works 3.0.2 (UVP Inc)
que utiliza a imagem da eletroforese obtida para fornecer a concentracao relativa.
Para confirmacéo, foi realizada dosagem por fluorimetria pelo sistema comercial
Quant-IT™ (Invitrogen), conforme instru¢cdes do fabricante. Uma solucéo de
trabalho foi preparada pela diluicdo 1:200 do reagente de proteina Quant-IT™ em
tampdo de proteina Quant-IT™. A seguir, em microtubo grau Optico, foi
adicionado 190 pL da solucédo de trabalho e 10 pL da amostra ou do padréo. Trés
padrbes de concentracdes conhecidas foram utilizados (0, 200 e 400 ng/uL). Apos
homogeneizagdo, as amostras e padrées foram mantidos a temperatura ambiente
por 15 minutos. A seguir, foram realizadas as leituras em fluorimetro Qubit™

(Invitrogen), sendo os valores multiplicados pelo fator de diluicdo apropriado.

4.4 AVALIACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

4.4.1 Avaliacdo da Imunidade Humoral por Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)
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Os ensaios imunoenzimaticos foram realizados no Laboratério de
Parasitologia do Departamento de Patologia Basica da Universidade Federal do
Parana (UFPR).

Para fazer uma triagem de atividade sorolégica das proteinas
recombinantes produzidas, foram realizados testes ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) para pesquisa de anticorpos em soros de coelhos
hiperimunizados com M. tuberculosis.

Previamente, foram imunizados coelhos albinos da raga Nova Zelandia.
Apdés um periodo de adaptacdo de 10 dias os coelhos foram imunizados
utilizando-se inéculo sensibilizante de M. tuberculosis. Cada animal recebeu um
total de 3,0 mg de proteina de antigeno, divididos em 3 doses iguais. Os animais
foram inoculados na regido dorsal, por via subcutanea, em quatro pontos distintos.
A primeira dose foi uma emulsdo de 4 mL constituida de volumes iguais de
solucdo antigénica e adjuvante de Freund completo. Apds 30 dias foi inoculada a
segunda dose, sendo volumes iguais de solugdo antigénica e adjuvante de
Freund incompleto. Aos 45 dias do inicio da imuniza¢do os animais receberam a
32 dose idéntica a segunda. Sangrias de prova foram realizadas nos dias 0, 15,
30, 45 e 53. Sangrias de producéo foram realizadas nos dias 60, 62 e 64 poés-
infeccdo. Os soros obtidos foram armazenados a -20°C até seu uso.

Um soro dos mesmos coelhos coletado imediatamente antes da
sensibilizacdo com M. tuberculosis foi utilizado como controle negativo. Como
controle positivo foi usado antigeno solavel de M. tuberculosis obtido com a cepa
referéncia H37Rv. O controle de reac¢fes inespecificas foi realizado com controles
de antigeno (sem anticorpo) e de conjugado (sem antigeno).

Para determinacdo do nivel de corte (“cut off”) foi adotado o seguinte
critério. as amostras foram consideradas positivas quando os valores de
absorbéancia fossem iguais ou superiores a média do controle negativo acrescido

de dois desvios-padrdao da média.
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Para realizagédo dos testes ELISA, placas de poliestireno de fundo chato
com 96 pocos foram sensibilizadas com os antigenos (proteinas recombinantes)
diluidos em tampé&o carbonato (Na,CO; 0,159%, NaHCO3; 0,293%, pH 9,6) em
concentracdes de 250 e 1.000 ng por poco e armazenadas a 4°C por 16 horas. A
seguir, foram lavadas com solucao de lavagem (NaCl 0,9%, Tween 20 0,05%). O
blogueio das placas foi realizado com 100 pL de solucdo de bloqueio (Caseina
2% em PBS), por poco, seguido de incubacdo a 37°C por 60 minutos. Apoés
novas lavagens, foram adicionados, em cada poco, 100 pL de soro de coelhos
hiperimunizados, testados nas diluicdbes de 1:100 e 1:200, seguido de nova
incubacgéo a 37°C por 60 minutos. ApGs rigorosa lavagem, foram adicionados, por
poco, 100 pL de conjugado anti-IgG de coelho diluido a 1:2.500 e submetido a
nova incubacdo a 37°C por 60 minutos. Apos nova lavagem, 100 uL de solugéo
cromoégena de ortofenilenodiamino (OPD 0,2%, H,O,, Tampéo Citrato pH 5,0)
foram adicionados e as placas incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. A reacdo de formagéao de cor foi interrompida com a adi¢cdo de
20 pL de solucao de parada (H.SO, 5%). Finalmente, a leitura das placas foi
realizada em fotdbmetro Titertek, modelo MCC/340P v.2, em comprimento de onda

de 492 nm.

4.4.2 Avaliacdo da Imunidade Celular por Ensaios Biol6gicos

Todos os ensaios biolégicos foram realizados na Divisdo de Antigenos e
no Laboratério de Controle Biolégico do Instituto de Tecnologia do Parana
(TECPAR). Cavia porcellus foram sensibilizados com indculos preparados com
massas bacterianas inativadas de M. tuberculosis. Apés 30 dias da sensibilizacéo,
a tuberculina PPD padréo e as proteinas recombinantes produzidas no presente
trabalho foram avaliadas, isoladamente e em combinac¢des, mediante a realizacao

de provas de poténcia relativa.
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4.42.1 Preparagdo dos inoculos de M. tuberculosis para sensibilizacdo de C.

porcellus

Em cabine de fluxo laminar, pr6ximo a chama e com auxilio de uma
balanca, 100 mg de massa Umida de micobactérias crescidas em meio de cultivo
solido de Middlebrook foram transferidas para um gral; igual quantidade de pedra
pomes em po estéril foi adicionada & massa bacteriana; a mistura foi homogeneizada
com pistilo; 5 gotas de 6leo mineral foram acrescentadas e a mistura foi novamente
homogeneizada; mais 6leo foi adicionado até gsp 25 mL e nova homogeneizacao foi
realizada. O material foi filtrado através de funil com gaze de oito dobras para um
baldo, a seguir coberto com rolha. O inéculo foi inativado em autoclave com vapor
fluente durante 1 hora. A suspenséao foi homogeneizada vigorosamente e volumes de
4 mL foram distribuidos em frascos estéreis com rolha de borracha e guarnicdo de
aluminio, identificados com a cepa de micobactéria utilizada. A concentracéo final do
inéculo preparado foi de 4 mg de micobactérias por mL e os frascos foram mantidos

sob refrigeracéo a 4°C. As Figuras 20 a 23 ilustram 0 processo.

FIGURA 20- PESAGEM DE MASSA UMIDA DE M. tuberculosis CULTIVADAS EM MEIO
SOLIDO DE MIDDLEBROOK PARA PREPARO DO INOCULO PARA
SENSIBILIZACAO DE C. porcellus




FIGURA 21- ROMPIMENTO DA MASSA UMIDA DE MICOBACTERIAS PARA PREPARO
DO INOCULO DE M. tuberculosis PARA SENSIBILIZAGAO DE C. porcellus

FIGURA 22- HOMOGENEIZA(;AO DA DA MASSA UMIDA DE MICOBACTERIAS
COM OLEO MINERAL E PEDRA POME PARA PREPARO DO INOCULO
DE M. tuberculosis PARA SENSIBILIZACAO DE C. porcellus

64
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FIGURA 23- INOCULO DE M. tuberculosis INATIVADO E ENVASADO PRONTO
PARA SENSIBILIZAGAO DE C. porcellus

4.4.2.2 Sensibilizacdo dos cobaios com in6culo de M. tuberculosis

Doze cobaios machos da espécie C. porcelllus pesando entre 250 e 350 g,
foram sensibilizados inoculando-se 0,5 mL (2 mg/mL) de antigeno M. tuberculosis
inativado, com seringas descartaveis e agulhas com dimensées de 25,0 x 7,0 mm,
estéreis, por via intramuscular. Os animais foram mantidos em biotério durante 30
dias, em caixas identificadas com a cepa utilizada e data de sensibilizacdo (Figura
24). Seis cobaios procedentes do mesmo criadouro e mantidos sob idénticas
condicdes ambientais e nutricionais, porém sem prévia sensibilizacdo com M.

tuberculosis, foram utilizados como grupo controle.
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FIGURA 24- C. porcellus SENSIBILIZADOS COM CEPAS VIRULENTAS INATIVADAS DE M. tuberculosis

4.4.2.3 Preparo das diluic6es das proteinas recombinantes

Foram realizadas preparacbes das proteinas recombinantes nas
seguintes concentragdes: Puro (sem diluicdo) — 0,04 mg/mL — 0,004 mg/mL -
0,0004 mg/mL, esta ultima, igual a concentracdo da tuberculina PPD humana
padrdo utilizada nos testes de Mantoux. As excecdes foram as proteinas TB10.3 e
MPT83, que por apresentaram menor rendimento no processo de clonagem e
expressdo possuiam concentracdes originais inferiores (0,048 mg/mL e 0,046
mg/mL, respectivamente) as demais proteinas e, conseqientemente, nao
puderam ser testadas na concentracdo sem diluicdo. Foi preparado também um
coquetel pela combinacdo e homogeneizacdo de todas as proteinas
recombinantes expressas, em igual propor¢ao, nas concentraces de 0,04 mg/mL

— 0,004 mg/mL - 0,0004 mg/mL e sem dilui¢ao.
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4.4.2.4 Provas de poténcia relativa

Os cobaios sensibilizados foram inoculados com as proteinas
recombinantes, isoladamente e em coquetéis, sob varias diluicdes, juntamente
com uma tuberculina PPD padrao de concentragédo conhecida.

Todos os animais foram identificados com corantes previamente a
inoculacdo dos produtos testados. Apdés o periodo de 30 dias, os cobaios
sensibilizados foram depilados na regido intercostal com auxilio de tosquiadeira e
creme depilatério. Com auxilio de seringa, 0,2 mL de cada amostra foi injetada por
via intradérmica (Figura 25), obedecendo ao seguinte padrdo de inoculacdo: oito
sitios de inoculagéo foram utilizados e distribuidos em sentido oral-caudal, sendo
quatro aplicacbes no flanco direito e quatro no flanco esquerdo, conforme pode
ser observado na Figura 26.

Injecbes de diluente puro também foram aplicadas com a finalidade de
se avaliar a inocuidade do produto aos cobaios. Para avaliar a interferéncia de
eventuais proteinas da bactéria utilizada para a expressdao dos antigenos
recombinantes foi aplicada uma suspensdo de extrato de E. coli. Ademais,
também foi aplicado tampéo de proteinas, meio no qual estdo solubilizadas as
proteinas recombinantes.

O local da inoculacéo foi demarcado com caneta de retroprojetor. Apos
24 horas, foi realizada a leitura das rea¢fes as inoculacdes baseadas no diametro
transverso da area de enduracéo palpavel, empregando-se uma régua de material
plastico transparente com circunferéncias graduadas em milimetros e de
didmetros variaveis.

Os procedimentos de sensibilizagdo prévia, inoculagdes dos produtos
nos animais e as leituras das reagdes cutaneas foram realizadas sempre por um
mesmo técnico habilitado, graduado em Biologia, com experiéncia prévia em
leitura de reagbes em provas intradérmicas de tuberculina, e que desconhecia a

correlacdo entre os pontos de aplicacdo e os produtos injetados. Apoés a leitura,
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todos os animais utilizados nos ensaios de poténcia relativa foram mantidos em
observacéo, com alimentacdo normal, entre 24 horas e 96 horas. Passado esse

periodo, os cobaios foram sacrificados por inalagdo de éter etilico.

FIGURA 25- ANIMAL DEPOIS DE DEPILADO E EM FASE DE INOCULACAO

A tuberculina PPD RT23 padrado utilizada nos testes foi produzida pelo
Statens Serum Institut da Dinamarca e apresentava as seguintes caracteristicas
especificadas no documento que acompanhava a embalagem comercial: liquido
injetavel, incolor, tendendo para amarelo muito claro; contém proteina tuberculina
PPD RT23 de M. tuberculosis com concentracao igual a 2 Unidades de tuberculina
para cada 0,1 mL da solucéo, correspondendo a 0,0004 mg/mL

Cada frasco de tuberculina PPD RT23 continha 5 mL do produto e
consistia em embalagens de vidro incolor com tampa de borracha e guarnicao de
aluminio, com rétulos de papel. As leituras de enduracdo foram feitas 24 horas

apos as inoculacoes.



FIGURA 26- REPRESENTACAO DOS LOCAIS DE APLICACOES EM C.
porcellus. OITO REGIOES DE APLICACOES, IDENTIFICADAS
PELAS LETRAS AaH
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5 RESULTADOS

5.1 SUBCULTIVOS E BACILOSCOPIA DE COLONIAS DE M. tuberculosis

Todos os 62 isolados clinicos fornecidos pelo Laboratério Central do
Parana (LACEN) se mostraram viaveis apo0s repique em meio LJ, apresentando um
perfil de crescimento padrdo, com formagéo de colbnias altas, friaveis, com formato
de miolo de péo, secas e amareladas cobrindo a superficie semeada (Figura 27).

O tempo para crescimento foi entre quatro e seis semanas em estufa a
37°C. Para os procedimentos de cultivo, amostras retiradas de culturas de LJ
estocadas a -80°C, sob refrigeracdo a 4'C ou em temperatura ambiente (ao abrigo da
luz solar, durante meses, sofrendo variacdes climaticas de temperatura e umidade) se
mostraram comprovadamente viaveis por meio de recultivos realizados no decorrer
dos trabalhos. Verde malaquita adicionado ao meio mostrou-se seletivo para M.
tuberculosis e preveniu a contaminacdo com outras bactérias e fungos.

A confirmacao da presenca de bacilos alcool-acido resistentes nas amostras
foi rotineiramente feita com preparacdes microscopicas das colonias utilizando-se
coloracdo a quente de Ziehl-Neelsen. Para a deteccdo de eventuais contaminacdes
com outros tipos de bactérias nos cultivos, alguns esfregacos corados por Gram foram
realizados com o produto de raspagem da superficie dos tubos a partir do décimo dia,

com resultados negativos indicando nao haver contaminagao.
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FIGURA 27- CRESCIMENTO DE COLONIAS DE M. tuberculosis EM MEIO
NUTRIENTE LOWENSTEIN-JENSEN, APOS 30 DIAS

5.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

Em uma primeira fase, eram necessarios isolados de M. tuberculosis bem
caracterizados, dentro de uma amostragem que fosse representativa com circulagéo
em diferentes pacientes e sem resisténcia a antibiéticos. Apds obter com sucesso 62
isolados clinicos, foi realizada a extracdo de DNA, caracterizagdo por mixed-linker
PCR DNA fingerprinting, analise fenética e selecdo de cepas para clonagem dos

genes de interesse.

5.2.1 Concentragbes de DNA das Amostras

A concentracdo de DNA por espectrofotometria de ultravioleta para as
62 amostras variou entre 48 ng/uL a 242 ng/uL, com média de 114 ng/uL. A relacéo
de absorbancia em leituras de 260 e 280 nm revelou valores oscilando de 1,22 a
1,95, com média de 1,64. Todos os valores obtidos de concentracdo e relacdo de

absorbancias podem ser observados na Tabela 2.
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TABELA 2- RELAGCOES DOS ISOLADOS E DE SUAS RESPECTIVAS CONCENTRAGOES E RAZOES DE
ABOSORBANCIAS A 260 E 280 nm

ISOLADO Concentracdo Relacao absorbancias ISOLADO Concentracao Relacgdo absorbancias
(ng/mL) 260/280 nm (ng/mL) 260/280 nm
LAC_001 48 1,60 LAC_035 48 1,67
LAC_002 72 1,54 LAC_036 131 1,30
LAC_003 68 1,95 LAC_037 149 1,67
LAC_004 48 1,45 LAC_038 155 1,87
LAC_005 115 1,78 LAC_039 55 1,25
LAC_006 117 1,80 LAC_040 130 1,80
LAC_007 130 1,74 LAC_042 86 1,80
LAC_008 168 1,63 LAC_043 156 1,38
LAC_009 190 1,58 LAC_046 110 1,95
LAC_010 58 1,22 LAC_047 49 1,60
LAC_011 198 1,57 LAC_048 190 1,80
LAC_012 75 1,81 LAC_049 110 1,29
LAC_013 189 1,67 LAC_050 115 1,23
LAC_014 115 1,76 LAC_051 81 1,95
LAC_015 123 1,61 LAC_052 115 1,90
LAC_016 156 1,60 LAC_053 81 1,50
LAC_017 185 1,64 LAC_054 100 1,80
LAC_018 114 1,60 LAC_055 108 1,64
LAC_019 156 1,59 LAC_056 110 1,64
LAC_020 198 1,22 LAC_057 88 1,67
LAC_021 242 1,70 LAC_058 99 1,55
LAC_022 190 1,75 LAC_060 58 1,75
LAC_025 190 1,59 LAC_061 119 1,95
LAC_026 80 1,58 LAC_062 128 1,64
LAC_027 99 1,50 LAC_063 84 1,75
LAC_028 50 1,95 LAC_065 53 1,80
LAC_029 58 1,85 LAC_066 138 1,40
LAC_030 70 1,90 LAC_067 129 1,70
LAC_031 80 1,68 LAC_068 98 1,68
LAC_033 110 1,75 LAC_069 75 1,31
LAC_034 110 1,54 LAC_071 151 1,58

5.2.2 Mixed-Linker PCR DNA Fingerprinting

O namero de copias da sequéncia 1S6110 por isolado variou de quatro a 13,
conforme pode ser observado na Tabela 3. O tamanho dos fragmentos observados

oscilou entre 130 e 680 pares de base, aproximadamente. O numero meédio de
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sequéncias observadas por isolado foi de 8,5 e a mediana foi 9. A Figura 28 agrupa os
isolados de acordo com o numero de cépias observadas do elemento 1S6110. Na
Figura 29 pode ser observado um padréo ilustrativo dos perfis eletroforéticos obtidos.
No Anexo 2 estdo representados nas Figuras 51 a 59 todos os padrbes eletroforéticos

obtidos pela analise dos isolados clinicos de M. tuberculosis.

TABELA 3- RELACAO DO NUMERO DE COPIAS DE 1S6110 POR ISOLADO
CLINICO DE M. tuberculosis

ISOLADO NUMERO DE COPIAS ISOLADO NUMERO DE COPIAS
LAC_001 10 LAC_035 4
LAC_002 10 LAC_036 13
LAC_003 5 LAC_037 4
LAC_004 12 LAC_038 5
LAC_005 4 LAC_039 5
LAC_006 11 LAC_040 7
LAC_007 9 LAC_042 8
LAC_008 11 LAC_043 5
LAC_009 6 LAC_046 11
LAC_010 7 LAC_047

LAC_011 11 LAC_048 9
LAC_012 7 LAC_049 11
LAC_013 10 LAC_050 11
LAC_014 12 LAC_051 8
LAC_015 11 LAC_052 11
LAC_016 8 LAC_053 8
LAC_017 8 LAC_054 10
LAC_018 4 LAC_055 10
LAC_019 10 LAC_056 11
LAC_020 10 LAC_057 8
LAC_021 11 LAC_058 9
LAC_022 10 LAC_060 5
LAC_025 9 LAC_061 11
LAC_026 8 LAC_062 12
LAC_027 9 LAC_063 8
LAC_028 5 LAC_065 5
LAC_029 5 LAC_066 13
LAC_030 7 LAC_067 12
LAC_031 8 LAC_068 9
LAC_033 11 LAC_069 7
LAC_034 11 LAC_071 5

Os resultados da andlise de 1S6110 por mixed-linker PCR DNA fingerprinting
podem ser classificados em dois grupos quanto ao numero de cépias da seqgiéncia
IS6110, um possuindo menos que cinco copias e outro com cinco ou mais de 1S6110.

Dos 62 isolados de M. tuberculosis, 4 (6,5%) pertencem ao primeiro grupo e 58 (93,5%)
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ao segundo. Nao foram observados isolados com auséncia de copias do elemento

1S6110.

FIGURA 28- CLASSIFICACAO DOS ISOLADOS ANALISADOS QUANTO AO NUMERO DE COPIAS DE 1S6110 DE
M. tuberculosis

namero de isolados
~
.

44
34|
2
17 .
0

12 13

4 5 6 7 8 9 10 11

nimero de coépias de 1S6110

NOTA: Cinco isolados clinicos apresentaram quatro copias de 1S6110; nove isolados cinco copias; um isolado
apresentou seis copias; cinco isolados sete copias; nove isolados oito copias; seis isolados nove copias;
oito isolados 10 copias; 13 isolados 11 cépias; quatro isolados 12 cépias e dois isolados 13 copias.
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FIGURA 29-GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS POR MIXED-LINKER
DNA FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

MM 021 022 CN - 025 026 027 028 MM 029 030 031 033 034 035

NOTA: Gel de acrilamida/bisacrilamida (21:1) 7,8% ap06s corrida eletroforética por 18 horas (35 Volts), corado
com solug&o de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado em luz ultravioleta; Nimeros 021, 022, 025
a 028, 029 a 035 = cepas de M. tuberculosis; MM = marcador molecular em escala ascendente de 100
bp; CN = controle negativo; - = linha n&o utilizada; Cepas 033 e 034 apresentam 0 mesmo perfil
eletroforético constituindo-se um cluster

No dendrograma gerado (Figura 30) trés genogrupos podem ser observados.
O primeiro com cinco linhagens, o segundo com 19 linhagens e o terceiro grupo com 38
linhagens, cada qual com aproximadamente 28% de similaridade minima entre seus
membros mais distantes. 48 dos 62 isolados (77,4%) ostentaram padroes
eletroforéticos relacionados, constituindo-se em 47 diferentes perfis com indices de
similaridade de ao menos 55%. Apenas dois isolados (3,2%) apresentaram 0 mesmo

padrdo de polimorfismo, constituindo, portanto, um cluster.
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FIGURA 30- DENDROGRAMA MOSTRANDO AS CORRELAGCOES ENTRE OS 62 ISOLADOS DE M. tuberculosis OBTIDOS A PARTIR DE PACIENTES ATENDIDOS NO ESTADO DO
PARANA
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5.3 AMPLIFICACAO, CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DE
PROTEINAS DE SECRECAO DE M. tuberculosis

5.3.1 Selecéo de Isolados Clinicos

A selecdo dos isolados clinicos para os processos de clonagem génica,
expressao e purificacdo de proteinas imunogénicas de M. tuberculosis foi realizada a
partir dos resultados obtidos nos ensaios de caracterizagdo molecular por detec¢éo do
elemento de insergdo 1S6110. A escolha se deu de modo a ser representativa da
diversidade genética de linhagens circulantes de M. tuberculosis e foi baseada no
seguinte critério:

a) uma cepa representativa de cada genogrupo;

b) cepas com similaridade filogenética inferior a 70%.

Os isolados clinicos selecionados foram LAC_030, LAC 033 e LAC_038

5.3.2 Amplificacao e Purificagcdo dos Genes

Para as etapas posteriores foram escolhidos apenas 0s genes que
apresentaram bom nivel de amplificacdo em todos os isolados clinicos utilizados,
entendendo-se como tal um forte sinal de amplificagéo, de fragmento com tamanho
esperado, com especificidade e sem producgéo de artefatos de amplificacdo. O rigoroso
critério adotado para sequéncia dos trabalhos se deve ao fato da qualidade da PCR ser
fundamental para o sucesso da insercdo do segmento de interesse nos clones de
entrada, etapa indispensavel para a continuidade do processo de clonagem. Dos 25
genes submetidos a amplificacdo, 14 (56%) alcancaram este critério. Vale frisar que a
estratégia adotada consistiu na selecdo de um numero expressivo (25) de proteinas
candidatas para producdo de antigenos recombinantes, de modo que eventuais

insucessos em etapas isoladas do processo nao se constituissem em fator limitante
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para a obtencdo de um numero minimo de proteinas expressas para avaliagdo de
atividade imunolégica. Por esta razdo, a abordagem utilizada ndo implicou em
extensivos ensaios de otimizagdo de PCR, purificagdo do DNA molde, ou mesmo de
novo desenho de iniciadores de reacdo, acbes que poderiam elevar o percentual de
sucesso da etapa de PCR.

A Figura 31 exibe um perfil eletroforético com um padrdo de resultados. A
Tabela 4 relaciona todos os genes estudados, o sinal de amplificagéo obtido e os genes
eleitos para seqguéncia das atividades de purificacéo por precipitacdo com PEG.

Foi selecionado também um Unico isolado clinico para prosseguimento das
atividades, sendo escolhida a linhagem que apresentou maior nimero de genes

amplificados com sucesso (LAC_030).

FIGURA 31- PERFIL ELETROFORETICO OBTIDO DE AMOSTRAS
AMPLIFICADAS POR PCR EXEMPLIFICANDO
PADROES DE RESULTADOS

NE ++ NE ++ ++ NR ++ MM

----1000 pb

---100 pb

NOTA: NR =nao reagente / auséncia de amplificacdo; NE =
amplificacdo ndo especifica; + + = bom nivel de
amplificacdo; MM = marcador molecular 1 kb plus
(Invitrogen)



TABELA 4- RESULTADOS DE PCR PARA OS TRES ISOLADOS CLINICOS E 25 GENES SELECIONADOS

NOME DO GENE (PROTEINA) ISOLADO CLINICO
CONTAGEM'
LAC_030 LAC_033 LAC_038
1 Rv0061 (DPPD) ++ + 4+ ++ 3
2 Rv3879c (MTV027.14c) + + + 0
3 Rv0203 (MTV033.1) NR NR NR 0
4 Rv1271c (MTCY50.11) ++ ++ ++ 3
5 Rv3874 (CFP10) ++ ++ ++ 3
6 Rv0288 (TB10.4) ++ + 4+ + 4+ 3
7 Rv3019c (TB10.3) ++ ++ ++ 3
8 Rv3004 (CFP6) NR NR NR 0
9 Rv0164 (TB18.5) ++ + 4+ + 4+ 3
10 Rv3204 (MTSP11) ++ ++ ++ 3
11 Rv3880c (MTV027.15c) ++ ++ ++ 3
12 Rv1837c (MTCY1A11.06) ++ NR NR 1
13 Rv2031c (HSP16.3) ++ + NR 1
14 Rv3763 (MTV025.111) ++ + NR 1
15 Rv0934 (PSTS1) ++ ++ ++ 3
16 Rv3875 (ESAT-6) ++ ++ ++ 3
17 Rv0040c (MTC28) ++ NR NR 1
18 Rv1860 (MPT32) NR NR NR 0
19 Rv3803c (MPT51) NR NR NR 0
20 Rv1926¢ (MPT63) ++ ++ ++ 3
21 Rv1980c (MPT64) ++ ++ ++ 3
22 Rv2875 (MPT70) ++ ++ ++ 3
23 Rv2873 (MPT83) ++ ++ ++ 3
24 Rv3873 (PPE68) ++ NR NR 1
25 Rv2430c (PPEA41) ++ NR + 1

CONTAGEM? 20 14 14

NOTA: NR = ndo reagente / auséncia de amplificacdo; + = sinal de amplificacdo fraco, com baixo
rendimento ou especificidade; ++ = sinal de amplificacdo forte, com bom rendimento e
especificidade; Contagem' = numero de isolados com nivel de amplificacdo ++ por gene;
Contagem?® = nimero de genes amplificados com nivel de amplificagdo ++ por isolado; os genes
escolhidos para as atividades de clonagem estéo indicados em negrito
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5.3.3 Purificacao dos Produtos de PCR

A purificacéo dos produtos de PCR para remocao de pequenos fragmentos
de amplificacdo e do excesso de iniciadores da PCR foi realizada com PEG. Dos 14
produtos de PCR submetidos a este processo somente um, correspondente ao gene
Rv3880c, ndo foi recuperado, perfazendo, portanto, um rendimento de 92,8%. A
Figura 32 ilustra os resultados de um padrdo eletroforético de produtos de PCR

antes e apos a purificacdo com PEG.
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FIGURA 32- PADRAO ELETROFORETICO OBTIDO A PARTIR DOS
PRODUTOS DE PCR ANTES (EM CIMA) E APOS (EM
BAIXO) PURIFICACAO POR PRECIPITACAO COM PEG

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CN

1000 pb
850 pb

650 pb
500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

it

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CN

1000 pb |
850 pb

650 pb
500 pb |
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

NOTA: Numeros de 1 a 11 = amostras de produtos de PCR; MM =
marcador molecular 1 kb plus (Invitrogen); CN = controle
negativo
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5.3.4 Obtencéo e Confirmacao dos Clones de Entrada

A reacdo de recombinagao BP foi realizada a partir dos 13 produtos de
PCR purificados por PEG. Os clones de entrada obtidos foram submetidos aos
métodos de masterplates, PCRs de colénia e sequenciamento de acido nucléico,
este ultimo confirmando a presenca da sequéncia desejada em 10 (76,9%) dos 13
plasmideos purificados obtidos. Os clones correspondentes aos genes Rv1271c,
Rv0934 e Rv1980c ndo foram submetidos as etapas subsequentes devido ao
sequenciamento ter apresentado baixa qualidade, com reduzido sinal de
fluorescéncia, ndo permitindo, assim, a obtencéo de resultados conclusivos. A Figura
33 ilustra o perfil eletroforético obtido na PCR de colbnia para selecdo dos clones
positivos. A Figura 34 demonstra o perfil eletroforético dos plasmideos contendo os
insertos desejados apos purificacédo.

FIGURA 33- PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR DE COLONIA
CONFIRMANDO A PRESENGA DA SEQUENCIA DESEJADA

1 2 3 4 5 MM 6 7 8 9 10 CN

' H

----1000 pb
o @4 8

LR X L
- LR

NOTA: Numeros de 1 a 10 = amostras de PCRs de coldnia; MM = marcador molecular 1 kb plus
(Invitrogen); CN = controle negativo
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FIGURA 34- PERFIL ELETROFORETICO DOS CLONES DE ENTRADA (pDONR)
PURIFICADOS CONFIRMANDO AS SEQUENCIAS DESEJADAS

1 2 3 4 5 6 7 MM 8 9 100 11 12 13 14 15

---- 1650 pb

NOTA: Numeros de 1 a 15 = amostras de plasmideos purificados; MM = marcador molecular 1
kb plus (Invitrogen)

5.3.5 Obtencéo e Confirmagéo dos Clones de Destino

Todas as 10 reacOes de clonagem para obtencao dos clones de expresséo
foram realizadas com sucesso. A Figura 35 ilustra perfil eletroforético obtido de PCR
de colbnia para sele¢do dos clones transformados. A Figura 36 demonstra o perfil
eletroforético dos plasmideos de destino (pDEST) contendo os insertos desejados
apos purificacdo. Salienta-se o grande grau de sucesso (100%) na passagem dos

insertos entre os diferentes plasmideos.



FIGURA 35- PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR DE
COLONIA CONFIRMANDO A PRESENGCA DA SEQUENCIA
DESEJADA

1 2 3 4 5 MM 6 7 8 9 10 CN

----1000 pb

LR

[T EY Y

NOTA: Numeros de 1 a 10 = amostras de PCRs de col6énia; MM = marcador
molecular 1 kb plus (Invitrogen); CN = controle negativo

84
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FIGURA 36- PERFIL ELETROFORETICO DOS CLONES DE DESTINO (pDEST)
PURIFICADOS CONTENDO AS SEQUENCIAS DESEJADAS

MM 1 2 3 4 5 6 MM 7 8 9

s ---- 1650 pb

NOTA: Numeros de 1 a 9 = amostras de plasmideos purificados; MM = marcador
molecular 1 kb plus (Invitrogen)

5.3.6 Expressao e Purificacdo das Proteinas

Na etapa de teste, das 10 proteinas submetidas a esta fase, foi obtido éxito
na expressdo de cinco proteinas em uma quantidade minimamente aceitavel,
avaliacdo esta subjetiva baseada na intensidade da coloracdo da banda da proteina
recombinante em gel de poliacrilamida. As cinco proteinas restantes foram
classificadas da seguinte forma: trés com expressdo duvidosa, uma nao expressa e

uma com tamanho diferente do esperado.
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Na fase de producdo, as cinco proteinas que haviam sido consideradas
como expressas na fase de teste repetiram a performance. Ademais, das trés
proteinas classificadas como tendo expressao duvidosa na fase de teste, duas foram
expressas com sucesso na fase de producao.

Portanto, foi obtido a expresséo, na fase de producéao, de sete das 10
(70%) proteinas objeto do experimento. Todas as proteinas expressas foram obtidas
em fracdo insolluvel, com excecdo da proteina recombinante CFP10, obtida em
ambas as fragBes (sollvel e insolivel). Na Tabela 5 pode ser observada uma
compilacdo dos resultados obtidos na etapa de expressdo das proteinas.

Cinco clones (correspondentes as proteinas DPPD, CFP10, MPTG63,
MPT70 e TB10.4) foram submetidos a expressao com reducdo da temperatura de
inducdo para 20°C. No entanto, ndo foram observadas diferencas de nivel de

expressao ou solubilidade em relacdo a condi¢do padréo de temperatura de 37°C.

TABELA 5- RESULTADOS DA EXPRESSAO DE PROTEINAS NA FASE DE TESTE E DE PRODUGAO

Nome do(a) Tamanho do gene Peso Molecular Fase Fase

Gene (Proteina) (PB) (kDa) Teste Producéo

Rv0061 (DPPD) 426 15,7 ? N
Rv3874 (CFP10) 303 11,2 E(Fl eFS) E(Fl eFS)
Rv0288 (TB10.4) 291 10,7 E(FI) E (FI)
Rv3019c (TB10.3) 291 10,7 E(FI) E(FI)
Rv0164 (TB18.5) 486 17,9 ? N
Rv3204 (MTSP11) 306 11,3 E(FI) E(FI)
Rv3875 (ESAT-6) 288 10,6 E(FI) E(FI)
Rv1926¢ (MPT63) 480 17,7 T T
Rv2875 (MPT70) 582 21,4 N E(FI)
Rv2873 (MPT83) 663 24,4 ? E (FI)

NOTA: PB (pares de base); kDa (kilodalton); E (proteina expressa); N (proteina sem expresséo); T (tamanho
ndo esperado); ? (ndo conclusivo); FS (fragdo soltvel); FI (fragcdo insolavel).



87

Os géis de eletroforese SDS-PAGE serviram como ferramenta para parte
das conclusfes expostas. A Figura 37 ilustra um padrdo de expressdo protéica

considerado como adequado.

FIGURA 37-PERFIL ELETROFORETICO (SDS-PAGE) COM PROTEINAS
EXPRESSAS

Nl FT FS FI C MM NI FT  FS FI

NOTA: NI = Fragdo ndo induzida; FT = Fragao total; FS = Fracéo soltvel; Fl = Fracédo
insoltvel; C = Controle; MM = Marcador molecular BenchMark (Invitrogen)

Os sete extratos obtidos contendo as proteinas recombinantes expressas
foram purificadas por cromatografia por afinidade em coluna de Ni-NTA seguido de
eluicdo com imidazol (Figuras 38 a 40), eletroforese SDS-PAGE em gel preparativo
com eletroeluigao (Figura 41) e tratamento com Triton X-114, obtendo-se resultados

satisfatorios.
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FIGURA 38- PERFIL ELETROFORETICO (SDS-PAGE) DAS PROTEINAS RECOMBINANTES APOS PURIFICAGAO POR
CROMATOGRAFIA POR AFINIDADE EM COLUNA DE NI-NTA E ELUIGAO POR IMIDAZOL

FT L1 L2 L3 E1 E2 E3 MM FT L1 L2 L3 E1l E2 E3

i

. J -

20 kDa----

10 kDa---- — - -

CFP10 TB10.4

NOTA: FT = Fracgéo total; L1 = Lavado 1 ; L2 = Lavado 2; L3 = Lavado 3; E1 = Eluido 1; E2 = Eluido 2; E3 = Eluido 3; MM =
Marcador molecular BenchMark (Invitrogen)

FIGURA 39- PERFIL ELETROFORETICO (SDS-PAGE) DAS PROTEINAS
RECOMBINANTES APOS PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA POR
AFINIDADE EM COLUNA DE NI-NTA E ELUICAO POR IMIDAZOL

FT L1 L2 L3 El E2 E3 MM
----- 20 kDa
----- 15 kDa
----- 10 kDa
TB10.3

NOTA: FT = Fracao total; L1 = Lavado 1 ; L2 = Lavado 2; L3 = Lavado 3; E1 = Eluido 1;
E2 = Eluido 2; E3 = Eluido 3; MM = Marcador molecular BenchMark (Invitrogen)



FIGURA 40- PERFIL ELETROFORETICO (SDS-PAGE) DAS PROTEINAS RECOMBINANTES APOS
PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA POR AFINIDADE EM COLUNA DE NI-NTA E ELUICAO
POR IMIDAZOL

L1 L2 L3 El1 E2 E3 MM FT L1 L2 L3 El E2 E3

=
;; -
A 20 kDa-—-

10 kDa----

MTSP11 ESAT-6

L3 E1 E2 E3 L1 L2 L3 El E2 E3

FT

i 50 kDa---- =

S = -
20 kDa----

MPT70 MPT83

NOTA: FT = Fracao total; L1 = Lavado 1 ; L2 = Lavado 2; L3 = Lavado 3; E1 = Eluido 1; E2 = Eluido 2; E3 = Eluido
3; MM = Marcador molecular BenchMark (Invitrogen)
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FIGURA 41- PERFIL ELETROFORETICO (SDS-PAGE) DAS PROTEINAS RECOMBINANTES APOS
PURIFICAGCAO POR ELETROFORESE EM GEL PREPARATIVO E ELETROELUICAO

EE1 EE2 EE3 EE4 EE1l EE2 EE3 EE4 MM EE1 EE2 EE3 EE4
. ----50 kDa
S 20 kDa
-_ = - -
— = - ----10 kDa
CFP10 TB10.4 TB10.3
EE1 EE2 EE1 EE2 MM EE1 EE2 EE1 EE2
==
S ---50 kDa
; -_— —
W ----20 kDa
o~ -
® & o |
~ ---10kDa
MTSP11 ESAT-6 MPT70 MPT83

NOTA: EE1 = Eletroeluido 1; EE2 = Eletroeluido 2; MM = Marcador molecular BenchMark (Invitrogen)
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O rendimento do processo de clonagem, em concentragdo e quantidade
final de proteinas expressas, apds as etapas de purificagdo por cromatografia por
afinidade a Ni-NTA seguido de eluicdo com imidazol e apos eletroforese SDS-PAGE

em gel preparativo com eletroeluicao, pode ser observado no Quadro 3.

QUADRO 3- RENDIMENTO DO PROCESSO DE CLONAGEM E EXPRESSAO, EM CONCENTRAGAO,
QUANTIDADE FINAL E PERCENTUAL DE RECUPERAGAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES,
APOS DIFERENTES ETAPAS DE PURIFICACAO

Nome do(a) Concentragdo ' | Quantidade ' | Concentracdo > | Quantidade ? | Percentual de
Gene (Proteina) (mg/mL) (mg) (mg/mL) (mg) Recuperacgéo
Rv3874 0,624 1,248 0,172 0,602 48,2%
(CFP10)
Rv0288 0,840 1,680 0,296 1,036 61,7%
(TB10.4)
Rv3019c 0,312 0,624 0,048 0,168 26,9%
(TB10.3)
Rv3204 1,010 2,020 0,249 0,872 43,1%
(MTSP11)
Rv3875 1,240 2,480 0,374 1,309 52,8%
(ESAT-6)
Rv2875 1,390 2,780 0,354 1,239 44,6%
(MPT70)
Rv2873 1,210 2,420 0,046 0,161 6,6%
(MPT83)

NOTA: 1- Concentracéo e quantidade de proteina recombinante expressa apds purificagdo por cromatografia por
afinidade a Ni-NTA e eluicdo com imidazol; 2- Concentracdo e quantidade de proteina recombinante
expressa apos eletroforese SDS-PAGE em gel preparativo seguido de eletroeluigéo



92

O Quadro 4 resume o numero de genes/proteinas submetidos a cada
etapa do processo de amplificacdo, clonagem, expressao e purificagdo e seu

respectivo percentual de sucesso.

QUADRO 4- RENDIMENTO INDIVIDUAL E ACUMULADO DAS PRINCIPAIS ETAPAS DOS PROCESSOS DE
AMPLIFCACAO, CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS IMUNOGENICAS DE M.
tuberculosis

Etapa Numero inicial de Numero final de Percentual Percentual de
genes ou proteinas genes ou proteinas de sucesso sucesso
submetidos a etapa submetidos a etapa por etapa acumulado

com sucesso

Amplificagéo 25 14 56% 56%

Precipitacdo dos produtos 14 13 92,8% 52%
de PCR com PEG

Obtencgéo dos clones de 13 10 76,9% 40%
entrada

Obtencéo dos clones de 10 10 100% 40%
destino

Expressao de proteinas 10 7 70% 28%

Purificacéo de proteinas 7 7 100% 28%

5.4 AVALIACAO DA IMUNIDADE HUMORAL: ENSAIOS IMUNOENZIMATICOS
PARA PESQUISA DE ANTICORPOS CONTRA  ANTIGENOS
RECOMBINANTES EM SORO DE COELHO HIPERIMUNIZADO E ANALISE
ESTATISTICA DOS RESULTADOS

5.4.1 Ensaios Imunoenzimaticos

Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para avaliar a
atividade da resposta imune humoral frente as proteinas recombinantes. Como fonte

de anticorpo policlonal foi usado uma combinacdo de soro de trés coelhos
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previamente imunizados com M. tuberculosis. Soro dos mesmos coelhos coletado
imediatamente antes da sensibilizagdo com M. tuberculosis foi utilizado como
controle negativo. Como controle positivo foi usado antigeno solavel de M.
tuberculosis obtido a partir da cepa referéncia H37Rv. O controle de reacdes
inespecificas foi realizado com controles de antigeno (sem anticorpo) e de
conjugado (sem antigeno).

Para minimizar o consumo das proteinas recombinantes no ensaio as
placas foram montadas com dois niveis de concentracdo protéica distintos, um com
baixa concentracdo (250 ng/pogco) e outro com concentracdo elevada (1.000
ng/poco). A diluicdo do conjugado foi fixada em 1:2.500 por ser o padrdao de
concentragdo empregada no laboratorio. O soro de coelho hiperimunizado foi diluido
em 1:100 e 1:200. Nos controles negativo e de reacdo inespecifica a absorbancia
variou entre 0,038 e 0,044 (diluicdo de soro 1:100), e entre 0,026 e 0,031 (diluigao
de soro 1:200). O controle positivo apresentou absorbancia média na diluicdo de
soro 1:100 de 0,102, e de 0,097 na diluicdo do soro 1:200, em ambas as
concentragbes de antigenos testadas. Todas a proteinas recombinantes avaliadas
apresentaram reatividade superior ao nivel de corte. Dentre as sete proteinas
recombinantes avaliadas, quatro (TB10.4, MTSP1ll, ESAT-6 e MPT70)
apresentaram valores de absorbancia superiores a média do controle positivo
(Tabela 6).

As Figuras 42 e 43 representam as absorbancias obtidas por proteina, nas

concentragdes de antigeno de 250 e 1.000 ng/pogo, respectivamente.
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TABELA 6 - ABSORBANCIAS OBTIDAS NA AVALIACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE M. tuberculosis
EM SORO DE COELHO HIPERIMUNIZADO

concentracao de antigeno = 250 ng/poco

diluicdo proteina proteina proteina proteina proteina proteina proteina controle
soro CFP10 TB10.4 TB10.3 MTSP11 ESAT-6 MPT70 MPT83 positivo
1:100 0,092 0,142 0,047 0,301 0,165 0,338 0,044 0,115
1:100 0,070 0,128 0,044 0,256 0,135 0,318 0,038 0,089
1:100 0,072 0,143 0,041 0,262 0,117 0,273 0,041 0,102
1:100 0,037 0,038 0,035 0,037 0,038 0,035 0,044 NR
1:200 0,068 0,116 0,051 0,176 0,091 0,170 0,058 0,093
1:200 0,067 0,091 0,034 0,154 0,068 0,148 0,039 0,102
1:200 0,069 0,116 0,053 0,140 0,077 0,164 0,037 0,097
1:200 0,031 0,030 0,029 0,026 0,026 0,026 0,026 NR

concentracao de antigeno = 1.000 ng/poco

diluico | proteina | proteina | proteina | proteina | proteina | proteina | proteina | controle
Soro CFP10 | TB10.4 | TB10.3 | MTSP11 | ESAT-6 | MPT70 | MPT83 | positivo
1:100 0,063 0,183 0,033 0,337 0,092 0,170 0,048 0,115
1:100 0,062 0,142 0,035 0,350 0,094 0,146 0,049 0,089
1:200 0,070 0,119 0,033 0,186 0,074 0,109 0,045 0,093
1:200 0,055 0,120 0,034 0,176 0,073 0,070 0,044 0,102

NOTA: Resultados sublinhados representam os valores de absorbancia superiores & média do controle positivo;
resultados sombreados representam os valores dos controle negativo e de reacdo inespecifica; NR = nédo
realizado
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FIGURA 42 - ABSORBANCIA OBTIDA NA AVALIACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE M. tuberculosis

EM SORO DE COELHO HIPERIMUNIZADO, POR TESTE ELISA, COM OS SEGUINTES
PARAMETROS: CONCENTRACAO DE ANTIGENO = 250 nG/POCO; DILUICAO DE SORO =
1:100; CTB = CONTROLE POSITIVO; NEG = CONTROLE NEGATIVO E DE REACAO
INESPECIFICA

0,4
0,35 + i
0,3 1
0,25 +
oo
e 02
«O
2
3 015+
Qo
<
0,1 + L
0,05 T T —— 1
0 1 1 1 1 1 1 1 1 T
CFP10 TB10.4 TB10.3 MTSP11 ESAT6 MPT70 MPT83 CTB NEG
-0,05
Proteinas
FIGURA 43 - ABSORBANCIA OBTIDA NA AVALIACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE M. tuberculosis
EM SORO DE COELHO HIPERIMUNIZADO, POR TESTE ELISA, COM OS SEGUINTES
PARAMETROS: CONCENTRACAO DE ANTIGENO = 1.000 nG/POCO; DILUICAO DE SORO =
1:100; CTB = CONTROLE POSITIVO; NEG = CONTROLE NEGATIVO E DE REACAO
INESPECIFICA.
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5.4.2 Andlise Estatistica dos Resultados

A analise pelo teste de Tukey
recombinantes testadas, quatro (TB10.4, MTSP11l, ESAT-6 e MPT70) diferiram
significativamente (95% de confianca) das demais em intensidade de absorbancia
produzida. Destas, duas proteinas, MPT70 e MTSP11, apresentaram valores médios
de absorbéncia mais de trés vezes superiores a média do controle positivo, na
concentracdo de antigeno de 250 ng/poco. A Tabela 7 demonstra os resultados

médios de absorbancia e desvio padrdao para cada proteina, nas diferentes

indicou que das sete proteinas

concentracdes de antigeno e de soro avaliadas.

TABELA7- MEDIA DE ABSORBANCIAS E DESVIO PADRAO POR PROTEINA NAS DIFERENTES
CONCENTRAGCOES DE ANTIGENO E DE SORO TESTADAS

PRESENCA DE ANTICORPOS EM SORO

1:100 1:200

250 ng/pogo 1000 ng/poco 250 ng/pogo | 1000 ng/poco

Proteinas média + sd média +sd média +sd média *sd
CFP10 0,078 0,012 0,063 0,001 | 0,068 0,001 0,063 0,011

TB10.4 0,138 0,008 0,163 0,029 | 0,108 0,014 0,120 0,001

TB10.3 0,044 0,003 0,034 0,001 | 0,046 0,010 0,034 0,001

MTSP11 0,273 0,024 0,344 0,009 | 0,157 0,018 0,181 0,007
ESAT-6 0,139 0,024 0,093 0,001 | 0,079 0,012 0,074 0,001

MPT70 0,310 0,033 0,158 0,017 | 0,161 0,011 0,090 0,028

MPT83 0,041 0,003 0,049 0,001 | 0,045 0,012 0,045 0,001

Ccv 73,47% 83,34% 51,42% 58,61%

NOTA: CV = coeficiente de variagdo; sd = desvio padrao

A presenca de anticorpos difere de forma altamente significativa (p<0,001)

com a utilizacdo das proteinas, em funcdo da concentracdo do soro. Existe uma
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interacdo entre a proteina utilizada e a concentracdo do soro, ao nivel de 10% de
significancia, indicando que, para determinada proteina, deva ser utilizada a menor
diluicho do soro (1:100). As Figuras 44 e 45 representam os resultados de

absorbéancia produzidos em funcdo da diluicho de soro e da concentragdo de

antigeno, respectivamente.

FIGURA 44 - MEDIAS DAS ABSORBANCIAS OBTIDAS NA AVALIACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

DE M. tuberculosis EM SORO DE COELHO HIPERIMUNIZADO EM FUNGAO DA DILUICAO DE
SORO TESTADA

0,401/\ 

oz0b—
0,20

E1:100
W 1:200

0,101
0,00

CFP10
TB10.4
TB10.3
MTSP11
ESAT-6
MPT70
MPT83

NOTA: Eixo X = média das absorbancias obtidas; eixo Y = proteinas recombinantes avaliadas; barras em azul =
diluicao de soro 1:100; barras em vermelho = diluicdo de soro 1:200
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FIGURA 45 - MEDIAS DAS ABSORBANCIAS OBTIDAS NA AVALIAGAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE

M. tuberculosis EM SORO DE COELHO HIPERIMUNIZADO EM FUNGCAO DA CONCENTRAGAO
DE ANTIGENO TESTADA

0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

0 250ng
B 1000ng

CFP10
TB10.4
TB10.3
MTSP11
ESAT-6
MPT70
MPT83

NOTA: Eixo X = média das absorbancias obtidas; eixo Y = proteinas recombinantes avaliadas; barras em azul =
concentragdo de antigeno 250 ng/poco; barras em vermelho = concentracdo de antigeno 1.000 ng/pogo

5.5 AVALIACAO DA IMUNIDADE CELULAR: BIOENSAIOS EM C. porcellus E
ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

5.5.1 Bioensaios — Provas de Poténcia Relativa

A capacidade das proteinas recombinantes de desencadear resposta
imune celular foi avaliada pela leitura da intradermorreacéo em cobaios C. porcellus,
considerando o tamanho das rea¢cfes de enduracdo produzidas pela injecdo das
proteinas puras e diluidas, em separado e conjugadas em coquetel multiplo. Os
cobaios foram previamente sensibilizados com inoculos preparados com cepas
inativadas de M. tuberculosis H37Rv. Vale ressalvar que experimentos anteriores

(“provas em branco”) foram realizados injetando-se as proteinas recombinantes e a
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tuberculina PPD padréo em cobaios C. porcellus procedentes do mesmo criadouro e
mantidos sob idénticas condigbes ambientais e nutricionais, porém sem prévia
sensibilizacdo, onde ndo foram constatadas quaisquer reagdes cutaneas.

Nenhum dos animais utilizados nos testes apresentou reacédo cutanea ou
outro sinal que pudesse ser atribuido ao produto injetado para as aplicacdes de
diluente puro, extrato de E. coli e tampé&o de proteinas.

As reagOes cutaneas foram classificadas de acordo com padronizagao
cldssica adotada no Brasil constando em manuais técnicos do Ministério da Saude

(BRASIL, 2002), seguindo os seguintes critérios de leitura:

N&o reator 0Oa4 mm
Reator fraco 5a9 mm
Reator forte igual ou maior que 10 mm

As Figuras 46 e 47 ilustram a leitura dos resultados realizada 24 horas
apos a inoculacao intradérmica nos cobaios. O Quadro 5 relaciona os resultados
obtidos onde se observa que todas as proteinas avaliadas apresentaram reacéo de
enduracdo com diametro superior a 4 mm, com intervalo de 5 a 17 mm, quando
testadas individualmente. Quando testadas combinadamente, na forma de coquetel,
o diametro de enduracéo variou de 8 a 19 mm. A Figura 48 demonstra em forma
grafica o didmetro meédio produzido pelo PPD padrdo e pelas proteinas
recombinantes, testadas nas concentracdes de 0,0004, 0,004 e 0,04 mg/mL. A
Figura 49 demonstra a distribuicdo dos resultados de diametro de enduracdo em

funcado das diferentes concentracdes de proteinas inoculadas.



100

FIGURA 46 - REACAO DE ENDURAGAO, PRODUZIDA NO LOCAL DE APLICAGAO DE ANTIGENO DE M.
tuberculosis. OS ASSINALAMENTOS FEITOS COM CANETA PARA RETROPROJETOR NO CENTRO E
AO REDOR DO ERITEMA DELIMITARAM AS DIMENSOES DA REAGCAO E FACILITARAM AS

LEITURAS

FIGURA 47 - LEITURA DOS TAMANHOS DAS REAGOES DE ENDURAGAO EM C. porcellus PREVIAMENTE
SENSIBILIZADOS COM M. tuberculosis 24 HORAS APOS A INJEGAO




QUADRO 5 - RESULTADOS GERAIS DAS LEITURAS (EM MILIMETROS) DOS TAMANHOS DAS

ENDURACOES

RESULTANTES DAS INOCULAGCOES INTRADERMICAS

REALIZADAS EM C. porcellus SENSIBILIZADOS PREVIAMENTE COM M.
tuberculosis. NOTA: NR = NAO REALIZADO

CONCENTRACOES DO INOCULADO

MATERIAL mg/mL
INOCULADO COBAIO
0,0004 0,004 0,04 'S(.errl
diluicao
| 8 15 15 NR
vV 10 14 13 NR
Proteina CFP10 VIl 13 12 14 NR
Xl 5 NR NR 13
Média 9 13,7 14 13
| 7 14 15 NR
\Y 14 13 10 NR
Proteina TB10.4 VIl 13 9 12 NR
Xl 13 NR NR 15
Média 11,8 12 12,3 15
1 12 9 14 NR
Proteina TB10.3 v o 12 14 NR
VIl 7 13 12 NR
Média 9,3 11,3 13,3 NR
1 12 8 15 NR
\Y 10 15 10 NR
Proteina MTSP11 1X 13 12 11 NR
Xl 6 NR NR 12
Média 10,3 11,7 12 12
1 14 12 11 NR
VI 5 11 10 NR
Proteina ESAT-6 IX NR 11 12 NR
Xl 10 NR NR 11
Média 9,75 11,3 11 11
11 7 13 17 NR
VI 9 9 11 NR
Proteina MPT70 X 9 10 12 NR
Xl NR NR NR 11
Média 8,3 10,6 13,3 11
11 8 9 16 NR
Vi 14 11 11 NR
Proteina MPT83 X 8 12 12 NR
Xl 9 NR NR NR
Média 9,75 10,6 13 NR
[\ 14 17 18 NR
Vil 11 10 18 NR
Coquetel X 8 9 19 NR
Xl 8 NR NR 12
Média 10,25 12 18,3 12
| 14 NR NR NR
1 13 NR NR NR
PPD Padréo 11 11 NR NR NR
[\ 13 NR NR NR
Média 12,75

101
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FIGURA 48- DISTRIBUICAO DOS RESULTADOS DE DIAMETRO MEDIO DE ENDURAGAO E DE DESVIO PADRAO DO PPD
REFERENCIA E DAS PROTEINAS RECOMBINANTES EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES EM COBAIOS C.
porcellus PREVIAMENTE SENSIBILIZADOS COM M. tuberculosis
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FIGURA 49- DISTRIBUICAO DOS RESULTADOS DE DIAMETRO DE ENDURAGCAO PRODUZIDOS PELAS PROTEINAS
RECOMBINANTES INOCULADAS EM COBAIOS C. porcellus PREVIAMENTE SENSIBILIZADOS COM M.
tuberculosis EM FUNCAO DAS CONCENTRACOES
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5.5.2 Andlise Estatistica dos Resultados

Para testar se as diferencas de diametro de enduracédo produzidas pelas
proteinas recombinantes avaliadas e pelo PPD padrdo s&o significativamente
diferentes foi efetuado um teste de concordancia entre as analises. O diametro do
halo obtido com o uso do PPD padrao foi comparado ao produzido pelas proteinas
testadas isoladamente e combinadas, nas concentracdes de 0,0004, 0,004 e 0,04
mg/mL. Pela auséncia de ensaios em replicatas, as proteinas recombinantes sem
diluicdo ndo foram objeto de analise estatistica.

Foi utilizado o teste t (Student) para amostras independentes, com 0;-= 02
com a formulac&o das seguintes hipoteses: Ho: Y- M2 = 0;, Hi: (i - Y2 >0; sendo Wy
= diametro médio do PPD padréo e p, = diametro médio da proteinas recombinantes

testadas. Ou seja, a hipotese nula (Hp) pressupde a ndo existéncia de diferencas
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significativas entre os diametros médios produzidos pelas proteinas recombinantes e
PPD padrao. A hipétese alternativa (H;), ao contrario, pressupde que os resultados
sejam significativamente diferentes. Foi utilizado um nivel de significancia (a) de
0,05.

Observou-se que o “f” calculado foi maior que o “f’ tabelado, dando
evidéncias para afirmar que as variancias diferem entre si. Para interpretacdo da
estimativa do coeficiente, como regra geral, adotou-se que p-valores > 0,05
caracterizam uma boa concordancia, significando, portanto, que as médias de
didmetro de enduracdo ndo diferem a um nivel de significancia de 0,05. p-valores
abaixo do nivel de significancia implicam diferencas expressivas de resultados, ndo

havendo concordancia entre eles.

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados referentes a analise
estatistica para cada proteina e concentracdo avaliada, a saber, f calculado, t
estimado, os limites inferior e superior do intervalo de 95% de confianca, além do p-

valor do teste estatistico.

As Unicas exce¢Bes foram a proteina MPT70 e o Coquetel, nas
concentracbes de 0,0004 e 0,04 mg/mL, respectivamente, onde foi detectada
diferenca significativa do didmetro médio do halo de enduracdo produzido em
relacdo ao PPD padrdo. O didmetro médio produzido pela intradermorreagdo com a
proteina MPT70, na concentracdo de 0,0004 mg/mL, foi de 8,3 mm, valor
significativamente inferior (p-valor=0,0173) ao produzido pelo PPD padrdo (12,75
mm).

Por outro lado, o Coquetel, constituido pela combinacdo de todas as
proteinas recombinantes produzidas, quando testado na concentracdo de 0,04
mg/mL, produziu os maiores didametro de reacdo intradérmica do ensaio (variando de
18 a 19 mm, com média de 18,3 mm), valores expressivamente superiores ao PPD

padréo (p-valor=0,00386).
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TABELA 8 - RESULTADOS DO TESTE DE CONCORDANCIA ENTRE PPD PADRAO E AS DIFERENTES PROTEINAS
RECOMBINANTES TESTADAS ISOLADAMENTE E COMBINADAS, NAS DIFERENTES CONCENTRAGCOES

TESTADAS

Proteina Concentragao (mg/mL) fealc. | Intervalo de 95% de confianga  p-valor
0,0004 2,714 -1,372 (-7,052 ; 2,385) 0,2417
CFP10 0,004 1,000 0,802 (-2,462 ; 4,463) 0,4676
0,04 0,428 1,264 (-1,593; 4,259) 0,2746
0,0004 6,142 -0,567 (-7,877 ; 5,211) 0,2417
TB10.4 0,004 3,000 -0,378 (-5,564 ; 4,231) 0,4676
0,04 1,000 0,105 (-3,463 ; 3,463) 0,9870
0,0004 2,714 -1,916 (-8,052 ; 12,666) 0,1214
TB10.3 0,004 1,857 -0,894 (-5,472 ; 2,805) 0,4216
0,04 0,571 0,603 (-0,2402 ; 3,736) 0,5790
0,0004 1,000 -0,801 (-4,463 ; 2,463) 0,4676
MTSP11 0,004 5,285 -0,452 (-7,139; 5,139) 0,6745
0,04 3,000 0,378 (-5,564 ; 4,231) 0,7247
0,0004 21,571 -1,512 (-17,966 ; 5,299) 0,2052
ESAT-6 0,004 0,143 -1,414 (-3,951; 1,284) 0,2302
0,04 0,429 -1,581 (-4,593 ; 1,259) 0,1890
0,0004 0,571 -3,919 (-7,403 ; 1,264) 0,0173
MPT70 0,004 1,857 -1,342 (-6,139; 2,139) 0,2508
0,04 4,428 0,324 (-5,038 ; 6,371) 0,7619
0,0004 5,143 -1,22 (-8,735; 3,040) 0,2895
MPT83 0,004 1,000 -1,604 (-5,463 ; 1,463) 0,1841
0,04 3,000 0,189 (-4,564 ; 5,231) 0,8593
0,0004 3,857 -0,857 (-7,063; 3,729) 0,4395
COQUETEL 0,004 8,142 -0,25 (-8,070; 6,737) 0,8150
0,04 0,143 6,0104 (3,049 ; 8,284) 0,0039

Ademais, foi observada correlagdo entre as concentracbes de proteina

inoculada e o tamanho das enduragbes geradas, com coeficiente de determinacao

(R? de 0,5529, caracterizando que quanto mais concentrada é a proteina inoculada,

maior é o diametro produzido pela intradermorreacao (Figura 50).
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FIGURA 50 - CORRELACAO ENTRE DIAMETRO DE ENDURACAO EM FUNCAO DA CONCENTRACAO
DE PROTEINA RECOMBINANTE INOCULADA
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NOTA: y=-0,181x+13,816 = férmula de regresséo linear (eixo y em funcéo de eixo x); R* = coeficiente de
determinagdo

As diferencas verificadas entre os halos de enduracdo produzidos se
correlacionam significativamente com a concentracdo de proteina inoculada
(p<0,001). Na Tabela 9 podem ser observados os valores médios de halos de
enduracédo, desvio padrao e coeficiente de variagdo em funcéo das proteinas e das

concentracdes testadas.
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TABELA 9 - DISTRIBUIGAO DOS DIAMETROS MEDIO DE ENDURAGAO PRODUZIDOS EM
DECORRENCIA DAS DIFERENTES PROTEINAS E CONCENTRAGOES TESTADAS

CONCENTRAGCOES DAS PROTEINAS INOCULADAS (mg/mL)

Proteina 0,0004 0,004 0,04
media + sd media + sd media + sd

CFP10 9,007 3,40 13,67° 1,50 14,00° 1,00

TB10.4 11,75% 3,20 12,00? 2,60 12,33° 2,50
TB10.3 9,00° 2,20 11,33° 2,10 13,33° 1,20
MTSP11  10,25° 3,10 11,67° 3,50 12,00° 2,60
ESAT-6  9,67° 4,50 11,33° 0,60 11,00° 1,00
MPT70 8,33° 1,20 10,67° 2,10 13,33° 3,20

MPT83 9,75° 2,90 10,67° 1,50 13,00° 2,60

Coquetel  10,25° 2,90 12,00" 4,40 18,33° 0,58

CV 9,74% 10,34% 6,53%

NOTA: Letras diferentes (a, b ou c) na horizontal significam que as concentragbes diferem

significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey; letras iguas na
horizontal significam auséncia de diferenca significativa pelo teste de Tukey; sd = desvio
padréo; CV = coeficiente de variagédo
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6 DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE M. tuberculosis

M. tuberculosis e outras espécies do complexo M. tuberculosis (M. bovis,
M. microti, M. africanum e M. canetti) compdem um grupo geneticamente
homogéneo, com grande parte do seu genoma — de 4.411.529 bases e estimados
3.924 genes codificantes de proteinas — constituido por sequéncias nucleotidicas
conservadas (COLE et al.,, 1998). No entanto, observa-se no genoma de M.
tuberculosis ampla presenca de elementos repetitivos de DNA, particularmente
sequéncias de insercdo. Padrées de polimorfismo podem ser obtidos pela
identificagdo e visualizacdo do numero de copias e posicdo de elementos méveis do
DNA (sequéncias de insercédo e transposons), com grande utilidade para estudos
epidemioldgicos, taxondmicos e filogenéticos.

Um destes elementos, o I1S6110, é uma sequéncia identificada inicialmente
em M. tuberculosis por THIERRY et al. (1990), constituida de 1.355 pares de bases e
distribuida repetidamente ao longo do seu genoma. Apesar de 1S6110 ser um
elemento de insercdo ativo e capaz de transposicdo, o numero de copias e a
distribuicdo desta sequéncia provaram ser estaveis em situagbes de surtos
epidémicos, resultando na possibilidade de sinalizar cadeias de transmissao (CAVE et
al., 1991; MAZUREK et al., 1991) e de revelar nexos temporais, pessoais e geograficos
nao acessiveis a investigacdo epidemiologica classica (LAMBREGTS et al., 2003).

O método padréo para genotipagem molecular de 1S6110 em M. tuberculosis
€ baseado no polimorfismo do comprimento de fragmentos obtidos por restricdo
enzimética (RFLP) do DNA micobacteriano (VAN EMBDEN et al., 1992). Contudo, como
este método ndo utiliza nenhuma forma de amplificacdo do DNA, é necesséria grande
quantidade de material genético microbiano (igual ou superior a 2 ug) para propiciar

uma genotipagem satisfatéria, restringindo a aplicacdo da técnica para estudos
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populacionais e analises retrospectivas (MOSTROM et al., 2002). Ja os métodos de
genotipagem molecular que se servem da amplificacdo de fragmentos de DNA pela
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) permitem a obtencédo de tipagem
genética equivalente ao método padrédo, mas a partir de quantidades muito menores de
DNA. Tal condicéo reduz o tempo necessario de cultivo das micobactérias, diminuindo o
risco de contaminacao e possibilitando a analise molecular, mesmo em meios de cultura
danificados, ressecados e até inviaveis.

Por propiciar o mesmo grau de diferenciacdo filogenética das cepas em
amostras contendo pequenas quantidades de DNA de M. tuberculosis, o método
conhecido como mixed-linker PCR DNA fingerprinting estd sendo cada vez mais
empregado para a andlise epidemiolégica molecular da tuberculose (HAAS et al., 1993;
BURGER et al.,, 1998; KREMER et al., 1999; DALL'STELLA et al., 2007). HAAS et al.
(1993) demonstraram a vantagem da técnica de mixed-linker PCR sobre o RFLP
tradicional, pela utilizacdo de menor quantidade de DNA gendmico. KREMER et al.
(1999) em um extensivo estudo interlaboratorial comparando cinco métodos de
tipagem por RFLP e sete diferentes ensaios por PCR concluiram que a
diferenciacdo de linhagens de M. tuberculosis pela analise de 1S6110 por RFLP e
mixed-linker PCR DNA fingerprinting sdo ambos os métodos de escolha para
investigacdo epidemiolégica e filogenética pelo nivel de reprodutibilidade e poder de
discriminagao alcancados.

No presente experimento, trés a 10 colonias foram retiradas de meio LJ e
ressuspendidas em 500 pL de solucdo fisiolégica ou agua deionizada estéreis,
resultando em concentracdes de DNA gendmico entre 48 ng/uL e 242 ng/uL.

Os diferentes padrdes de bandas das cepas micobacterianas obtidos neste
experimento serviram como base para a construcao de uma tabela disjuntiva a partir
da qual foi possivel construir o dendrograma, 0 que permitiu estabelecer a
identificacdo de agrupamentos por similaridade filogenética e estabelecer relagbes
genéticas entre os genotipos. A técnica de agrupamento hierarquica identifica as

amostras por suas similaridades onde as amostras semelhantes segundo variaveis
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escolhidas sdo agrupadas entre si, numa escala que vai de 100% (identidade) a 0%
(nenhuma similaridade). Quanto menor a distancia entre dois pontos, maior € a
semelhanca entre os componentes.

A identificacéo e diferenciacédo de linhagens de M. tuberculosis pela andlise do
polimorfismo do elemento de insercéo 1S6110 tém sido empregada como ferramenta
para estudos epidemioldégicos em paises desenvolvidos hd mais de uma década
(THIERRY et al., 1990; VAN SOOLINGEN et al., 1993; ALLAND et al., 1994). Todavia,
existem poucos estudos dessa natureza realizados em paises em desenvolvimento,
como o Brasil (RAMOS et al., 1999; SUFFYS et al.,, 2000; FANDINHO et al., 2000;
BAPTISTA et al., 2002; CALUSNI et al., 2003; BORSUK et al., 2005).

Este trabalho demonstrou diferentes padroes de polimorfismo para o
elemento 1S6110 em isolados de M. tuberculosis obtidos de pacientes atendidos no
Estado do Parana, com diferencas no niumero de copias e na localizacdo gendmica do
elemento de insercao.

Uma das restricbes do uso da sequéncia 1S6110 como ferramenta para
estudos filogenéticos é de relatos de sua auséncia notada em alguns estudos. Em
1993, VAN SOOLINGEN et al., informaram, pela primeira vez, o encontro de um isolado
proveniente da India em que ela ndo foi demonstrada. RADHAKRISHAN et al. (2001)
informaram que em amostragem constituida por 80 isolados, também oriunda de
populacdes da India, em 19 n&o foi demonstrada a presenca da seqiiéncia 1S6110. No
entanto, esta ocorréncia aparenta ser rara se considerados dados mundiais, sendo a
presenca do elemento 1S6110 caracteristica de micobactérias do complexo M.
tuberculosis, havendo, inclusive, métodos de diferenciacdo e identificacdo de espécie
baseados na sua deteccdo. Uma possivel explicacdo para a ndo observacdo da
seqiiéncia 1S6110 nas populacdes da india poderia ser atribuida a seu isolamento
geografico e a possivel evolugdo dos isolados a partir de poucos ancestrais (BASSO,
2006).

Outra limitacdo desse método € a possibilidade de existéncia de poucas

seqlUéncias em um gendétipo particular. Considera-se nao haver polimorfismo suficiente
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gue permita o agrupamento em clones quando os isolados, mesmo possuindo
localizacdo idéntica das sequéncias, exibem menos que cinco copias.

No presente trabalho a maioria dos isolados (93,5%) apresentou multiplas
copias do elemento I1S6110, ou seja, a presenca de cinco ou mais copias por isolado.
Um baixo numero de isolados (6,5%) apresentou menos gue cinco copias e nenhum
isolado com auséncia de copias foi detectado. Estes resultados estdo de acordo com o
observado por estudos que descreveram um predominio de subgrupos com multiplas
copias em isolados obtidos de outras populacdes brasileiras oriundas de areas urbanas
dos Estados do Parand, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e do municipio de Campinas
(BURGER et al., 1998; FANDINHO et al., 2000; SUFFYS et al. 2000; CALUSNI et al.,
2003). Embora o numero de isolados analisados ndo seja suficiente para permitir
inferéncias aplicaveis ao total de casos observados no pais ou mesmo no Estado do
Parand, esses resultados possibilitam afirmar que o método pode ser aplicado para
estudos filogenéticos e que, em namero razoavel de casos, uma segunda técnica, como
o RFLP, podera ser utilizada para o eventual relacionamento genotipico entre isolados
gue exibam menos que cinco copias de 1S6110.

A comparagdo do numero de cépias do elemento 1S6110 e seu padrdo de
polimorfismo ndo demonstraram a tendéncia de formacdo em cluster, entendendo-se
como tal similaridade de ao menos 95% do padrao eletroforético apresentado. Apenas
um cluster contendo dois isolados (3,2%) foi observado no presente estudo. Outros
pesquisadores descrevem maior tendéncia de estratificacdo em cluster em populagdes
brasileiras de grandes centros urbanos. FANDINHO et al. (2000) relatam no Estado do
Rio de Janeiro cerca de 19% de padrdes em cluster, com forte associagdo com multi-
droga resisténcia. CAFRUNE et al. (2006) apontam 34% de clusters em populacdo do
Rio Grande do Sul, com predominio em individuos aposentados. BORSUK et al. (2005)
descrevem 32% de padrdes em cluster em pacientes atendidos no Sistema de Saude
oriundos de dois municipios do Estado do Rio Grande do Sul (Rio Grande e Pelotas)

com elevada taxa de incidéncia da doenca (cerca de 74/100.000 habitantes).
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Tais divergéncias podem ser reflexo de diferencas de tamanho amostral entre
0 presente trabalho e os anteriormente citados, dada a natureza randdémica do estudo.
Esta deducédo é corroborada pelos achados de CHAUHAN et al. (2004), que relatam a
ndo observacdo de clusters em isolados obtidos da populagéo da regido de Agra, na
india, cuja amostragem utilizada (n=60) foi semelhante ao presente trabalho.

Para melhor compreensdo da amostragem utilizada neste trabalho, foram
notificados, no periodo de novembro de 2004 a marco de 2005, 1.148 casos de
tuberculose no Estado do Parana, 624 dos quais (54,3%) com baciloscopia positiva. Do
total de doentes no periodo, 938 (81,8%) apresentaram tuberculose pulmonar, 170
(14,8%) formas extrapulmonares da doenca e 39 (3,4%) ambas as formas. Portanto, a
amostragem realizada neste trabalho, constituida por 62 pacientes atendidos em
servicos de saude do Estado do Parana, representa 5,4% das notificacdes no periodo,
um numero reduzido em relacéo a expectativa do total de casos, limitando inferéncias
sobre a ocorréncia de tuberculose no estado.

Outros fatores tém sido apontados como de influéncia para a formacao de
clusters, tais como taxa de incidéncia da doenca, heterogeneidade da populacédo, se
paciente com internagdo hospitalar ou ndo, contexto geografico e temporal, dentre
outros (STRASSLE et al., 1997). FANDINHO et al. (2000) relatam, pela comparacao de
resultados de diversos autores (TORREA et al., 1996; STRASSLE et al., 1997;
GUTIERREZ et al., 1998; CHAUHAN et al., 2000), um aumento expressivo de
estratificacdo em cluster quando a amostragem populacional € ampliada, passando a
ser composta por isolados provenientes de mudltiplas instituicbes, de diversas
localidades e obtida de periodo amostral maior.

H& diferencas entre paises com grande e baixa incidéncia de tuberculose
guando se compara o0 grau de relacionamento filogenético de um grupo de cepas
estudadas. Observa-se que, em paises com grande numero de casos de tuberculose,
ha também uma consideravel similaridade entre os perfis obtidos, possivelmente
decorrentes de uma transmissao intensa de microrganismos entre os individuos, o que

permite inferir que esses organismos tenham parentesco proximo. Por outro lado, nas
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areas de baixa prevaléncia, a maioria dos casos de doenga correspondem a
reativagdes, causadas, portanto, por microrganismos nao relacionados (BASSO, 2006).

Padrbes de formacdo em cluster sdo indicativos de infeccdo exdgena,
resultante de transmissdo recente e de natureza clonal, tipicas em surtos
epidemioldgicos. Por outro lado, padrdes Unicos de polimorfismo, sem a formacéo de
clusters, estdo associados a reativacdo de infec¢édo latente, indicando que a infecgéo
primaria tenha ocorrido em diferentes contextos geogréaficos e temporais, por linhagens
de M. tuberculosis distintas.

Vale ressaltar que a auséncia de informacdes clinicas e de origem geogréfica
no Estado das amostras objeto do presente trabalho limita sua inferéncia sobre
possiveis causas do menor niumero de estratificacdo em cluster observado. No entanto,
0 baixo numero de formacdo em cluster apontado sugere um predominio de
desenvolvimento da doenca por reativacdo de infeccdo latente em relacdo a

transmissdo exdgena no Estado do Parana.

6.2 CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS
IMUNOGENICAS DE M. tuberculosis

Dos 25 genes codificantes de proteinas submetidos ao processo de
clonagem, sete expressaram proteinas de forma satisfatéria. A qualidade do DNA
genbmico demonstrou ser um parametro critico para o sucesso dos ensaios baseados
em PCR. O procedimento de extracdo de DNA adotado (método de congelamento-
aquecimento) resulta, freqientemente, em DNA contaminado com diversas
biomoléculas como proteinas, polissacarideos ou compostos fendlicos oxidados,
reconhecidos inibidores de enzimas DNA polimerases (KATO et al., 2005). A reducgéo da
guantidade de DNA gendmico nas reacdes, em algumas situacdes, diminuiu as

impurezas permitindo a amplificacéo.
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A finalidade da PCR na abordagem de clonagem escolhida foi de amplificar a
seguéncia alvo e nela acrescentar os sitios de recombinagdo para ingresso na
plataforma Gateway®, sendo, portanto, passo fundamental para a producgéo dos clones
de entrada. Isoladamente, foi a etapa mais limitante no indice final de sucesso, sendo
amplificados, satisfatoriamente, 14 dos 25 (56%) genes a ela submetidos.

A otimizacdo da PCR demonstrou ser fator determinante para obtencéo de
éxito na amplificacdo. Alteracdes dos parametros gerais de PCR, como padronizagcao
das temperaturas e das condicbes de estringéncia na etapa de anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores da reacdo (com a consequente reducéo e eliminacdo de
bandas inespecificas), a ampliacdo do nimero de ciclos de PCR (para aumento do
rendimento) e a determinacdo da concentracdo ideal de cloreto de magnésio na reacao
(de modo a favorecer rendimento e especificidade), foram fundamentais, em alguns
casos, para sucesso na amplificagao.

Vale ressaltar que a énfase nos ensaios de otimizacdo de PCR e de
alteracbes de quantidades de DNA submetidos a amplificacdo se restringiram aos
genes codificantes das proteinas consideradas chaves para a sequéncia dos
experimentos (CFP10 e ESAT-6). Portanto, testes exaustivos de alteracdes dos
parametros de PCR néo foram realizados, indiscriminadamente, para todos os genes
gue apresentaram baixo rendimento de amplificagéo.

A etapa seguinte consistiu na purificagdo dos produtos de PCR por
precipitagdo com PEG, com o objetivo de remover sequéncias de DNA indesejadas, tais
como excesso e dimeros de iniciadores de reacdo. Neste passo, um dos 14 genes
amplificados n&o foi recuperado (Rv3880c), notadamente o de menor tamanho (242
pb), possivelmente esta a razdo de sua perda no processo visto a precipitacéo por PEG
ser adequada para purificacdo de moléculas de DNA com tamanho superior a 300 pb.
Produtos de PCR de dois outros genes (Rv0288 e Rv3019c) também tiveram
consideravel perda no processo, porém foram recuperados em quantidade

minimamente suficiente para sequéncia das atividades.
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Os processos de confirmacao dos clones de entrada gerados, especialmente
0 sequenciamento de 4cido nucléico, ndo permitiu a obtencdo de resultados conclusivos
para a presenca dos insertos desejados nos clones correspondentes aos genes
Rv1271c, Rv0934 e Rv1980c, razéo pela qual foram descartados para a sequéncia dos
trabalhos de clonagem.

Importante frizar a eficiéncia da plataforma Gateway®, pois uma vez nela
ingressadas as sequéncias de interesse, confirmadas por sequenciamento, em 100%
dos casos foram produzidos clones de expressao. Tal indice de sucesso era esperado
como pode ser verificado em outros trabalhos que empregam esta tecnologia,
especialmente os relacionados com clonagem em alta escala visando, por exemplo,
a construcéo de orfeomas (DRICOT et al., 2004; BECHTEL et al., 2007).

A expressao protéica se mostrou obstaculo para a obtencéo das proteinas
recombinantes. Dos 10 clones de entrada gerados neste trabalho, foram
efetivamente expressas sete proteinas (70%).

Um fato que pode contribuir para reduzir o nivel de expressdo heteréloga
em E. coli € o RNAmM de bactérias ndo possuir qualquer tipo de protecdo e ser
rapidamente degradado durante a transcri¢cdo e traducao. Além disso, a estabilidade
do RNAm é dependente do tamanho, os mais longos sendo mais estaveis, e quanto
maior a estabilidade melhor é a disponibilidade para a tradugcédo e mais eficiente € a
expressao protéica (DABROWSKI; BRILLOWSKA; KUR, 1999). Assim, uma opc¢ao para
contornar uma provavel instabilidade do transcrito seria selecionar um vetor que
possibilitasse a clonagem do gene de interesse em fusdo com um parceiro que
conferisse maior estabilidade a fusao e que fosse também altamente soluvel.

No entanto, a escolha da melhor proteina parceira ainda é empirica. Neste
trabalho, os genes de interesse foram expressos em fusdo com 6xHis, uma
sequéncia de seis residuos consecutivos de histidina, comumente utilizada para
purificacdo de proteina expressa.

Todas as proteinas expressas no presente estudo foram obtidas em fracédo

insolavel (corpos de inclusao), com excecao da proteina CFP10 expressa em ambas
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as formas (soluvel e insolluvel). Salienta-se que as condi¢cdes para a expressao
foram pouco modificadas, ndo sendo o processo adaptado, a exaustédo, para elevar
o indice de expressao ou para a obtencao de formas de expressao soluveis.

A formacgédo de corpos de inclusdo (agregado protéico insoltvel) néo traz,
necessariamente, desvantagens ao processo, pois, 0 produto expresso tende a ser
menos toxico para a célula hospedeira, estando protegido da digestdo proteolitica.
Outro ponto positivo é o fato de serem facilmente isolados por centrifugagéo e,
geralmente, consistirem em agregados parcialmente puros da proteina
superexpressa (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

E freqiiente a expresséo heterdloga em E. coli acumular-se como corpos
de inclusdo, havendo diversas explicagbes para sua geragdo, tais como,
superexpressdo génica, insuficiente nivel de chaperoninas e presenca de
sequéncias hidrofébicas na proteina expressa (YASUKAWA et al., 1995).

RINAS e BAYNES (1993) sugerem que a formacéo de corpos de inclusao se
deve a limitada quantidade de chaperoninas frente a superexpresséo génica, aliada
a uma taxa de sintese protéica que exceda a capacidade da célula de enovelar a
proteina recém sintetizada.

Entre os variados caminhos seguidos para a obtencdo de proteinas
soluveis destacam-se a reducdo da temperatura de incubacgéo apés a inducéo, a co-
expressdo de catalisadores de enovelamento como as DPI (Protein Disulfide
Isomerase) e as chaperoninas, a fusdo com um parceiro altamente solavel e a
mutacdo sitio-dirigida de residuos especificos para alterar as propriedades de
estabilidade e solubilidade da proteina recombinante (MURBY; UHLEN; STAHL, 1996).
No entanto, essas abordagens nem sempre trazem resultados satisfatorios.

A mutacdo sitio-dirigida em proteinas tem aumentado a solubilidade em
expressdo heterdloga, principalmente quando afeta seqiiéncias hidrofébicas. No
entanto, a modificagdo da proteina ndo € uma estratégia universal para evitar a
formacdo dos corpos de inclusédo, j& que outras variaveis tais como condicbes

ambientais como temperatura e acidificacdo do meio, caracteristica do vetor e do
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hospedeiro e a concentracdo do indutor, também estimulam sua formacao
(LINDWALL et al., 2000).

Assim, uma das estratégias mais utilizadas e, talvez, a primeira op¢ao para
testar o aumento da solubilidade seja diminuir a temperatura de inducdo, de modo a
reduzir a taxa de traducéo.

No presente trabalho, as cinco proteinas testadas (DPPD, CFP10, MPT63,
MPT70 e TB10.4) com diferentes temperaturas de inducéo de expresséo (20 e 37°C)
ndo apresentaram alteracdes perceptiveis nos niveis de expresséo ou solubilidade.
Testes com outras temperaturas de indugédo de expresséo ndo foram realizados por
nao se consistituir como meta do presente trabalho a expressdo de proteinas
exclusivamente na forma solavel.

Para DAVIS et al. (1999) a solubilidade de uma proteina é altamente
dependente da sua sequéncia de aminoacidos. Por outro lado, a co-expressao de
chaperoninas tem sido um caminho promissor para aumentar a solubilidade e o
enovelamento da proteina recombinante. No entanto, o sucesso dessa estratégia
também parece ser proteina-especifica (WALL; PLUCKTHUN, 1995).

Como bem lembrado por SAMBROOK e RUSSEL (2001) a auséncia de um
motivo Unico ou de um guia pratico que solucione todos os problemas torna cada
caso de expressao uma situacdo impar que deve ser resolvido empiricamente.

Classicamente, a purificacdo de proteinas, juntamente com a expressao
protéica, tém se constituido nos maiores desafios na tecnologia do DNA
recombinante (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). No presente trabalho, a purificagdo de
proteinas nao foi fator limitante no rendimento final do processo, pois todas as sete
proteinas expressas foram purificadas com éxito. Dadas as caracteristicas
individuais e muitas vezes Unicas de cada proteina, foram utilizados trés protocolos
distintos de purificagcao.

Primeiramente, o difundido método de cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (Ni-NTA), que apresentou indice pleno de éxito na obtencéo de eluidos

com alto teor protéico. A eluicao foi realizada empregando-se apenas a abordagem
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por concentracdes crescentes de imidazol e ndo sendo util, ou necessaria, a técnica
de eluicdo por decréscimo de pH. A quantidade de proteina recombinante purificada
obtida oscilou entre 0,624 mg (TB10.3) a 2,780 mg (MPT70).

Visto que os resultados da purificagdo por coluna de afinidade
apresentaram certa quantidade de proteinas contaminantes foi realizado um
segundo método de purificagdo, baseado na separacdo eletroforética em SDS-
PAGE, seguido de eletroeluicdo. Embora tenha tido sucesso na remocdo de
contaminantes protéicos de variado peso molecular, observou-se uma notavel
reducdo na quantidade de proteina recuperada. Em média, esta reducdo foi de
quatro vezes, sendo a proteina MPT83 a que apresentou menor recuperagao,
reduzida de 2,42 mg (antes da eletroelui¢cdo) para 0,161 mg (pés-eletroeluigdo), 15
vezes menos, portanto. Tal impacto da eletroeluicdo na quantidade de proteina
recuperada foi surpreendente e poderia ser atribuida a inexperiéncia no manejo com
esta laboriosa e minuciosa técnica. Visto a execucdo da metodologia ter sido
realizada em diferentes datas, as proteinas com maior indice de perda foram as
obtidas nos primeiros experimentos, e as com maior recuperacao, nos ultimos.

Um terceiro método de purificacdo foi empregado, visando a remover
lipopolissacarideos, em sua maioria endotoxinas pirogénicas presentes na parede
celular de muitas bactérias gram-negativas, incluindo a E. coli, organismo
empregado na expressdo da proteina recombinante. A remoc¢do foi realizada
mediante o emprego de detergente nao ionico Triton X-114, conforme descrito por
AIDA e PABST (1990). Tal metodologia nédo influenciou na quantidade final de

proteina obtida.
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6.3 AVALIACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES — RESPOSTA IMUNE
HUMORAL E CELULAR

Aproximadamente um bilhdo de dodlares sdo gastos anualmente em testes
diagnosticos para tuberculose em todo o mundo, sendo um terco deste valor (US$ 326
milhdes) em paises em desenvolvimento, onde 73% dos diagndsticos sdo realizados.
Para comparacdo, o volume de recursos financeiros para exames diagnosticos para
tuberculose é pelo menos o dobro do atual mercado mundial para drogas
antituberculdsicas (TDR; FIND, 2006).

A progressdo da doenca em individuos acometidos com tuberculose ativa
pode ser efetivamente controlada se um diagndstico precoce for realizado. Métodos de
diagnéstico convencionais tais como baciloscopia e cultura carecem de especificidade,
sensibilidade ou rapidez. Outros métodos, como o0s baseados em técnicas moleculares
nao sao facilmente aplicaveis na rotina clinica pelo alto custo, necessidade de expertise
profissional e equipamento especializado (KAMBASHI et al., 2001).

Entretanto, apesar da dimensdo do mercado mundial de diagndsticos para
tuberculose e da inadequacéo dos ensaios atualmente existentes, poucas empresas
dispdem de métodos diagndsticos para a doenca entre as companhias lideres globais
do segmento de diagndstico in vitro. Tal contraste pode ser reflexo de dificuldades de
atracdo de investimentos para o desenvolvimento de testes para uma doenca que €
popularmente considerada como sob controle no mundo desenvolvido (TDR; FIND,
2006).

Deteccdo de anticorpos especificos contra M. tuberculosis em soros de
pacientes alia as particularidades de serem meios de diagnéstico rapido, de facil
realizacdo e com boa relacdo custo-beneficio (MURTHY et al., 2007).

O uso de preparagbes brutas de antigenos para sorodiagndéstico tem a
desvantagem de perder sensibilidade ou especificidade (DANIEL; DEBANNE, 1987,
CHAN et al., 2000). No entanto, a utilizacdo de antigenos purificados obtidos pela

tecnologia de DNA recombinante pode sobrepor este problema. Diversos antigenos de
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M. tuberculosis desencadeiam producédo de anticorpos em pacientes com tuberculose,
mas ainda nenhuma proteina foi categoricamente classificada como de utilidade para
sorodiagnostico (MURTHY et al., 2007).

Todas as sete proteinas recombinantes testadas por imunoensaio
apresentaram reatividade frente a soros de coelhos hiperimunizados, sendo que quatro
(TB10.4, MTSP11, ESAT-6 e MPT70) apresentaram absorbancias maiores que as
produzidas pelo controle positivo. A andlise pelo teste de Tukey indicou que estas
quatro proteinas recombinantes diferiram significativamente (95% de confian¢a) das
demais em intensidade de absorbancia produzida.

Apesar de ESAT-6 e CFP10 serem, indiscutivelmente, as proteinas de M.
tuberculosis mais bem estudadas e associadas a atividade imunogénica, duas
proteinas (MTSP11 e MPT70) apresentaram reatividade maior em ensaios ELISA
realizados neste trabalho, com valores de absorbancia até trés vezes superiores a
média do controle positivo.

MTSP11 foi descrita por LIM et al (2004), que demonstraram a producgéo de
IFN-y em células mononucleares de sangue periférico de individuos saudaveis com
teste tuberculinico positivo, ndo havendo relatos na literatura de estudos sorolégicos
prévios com esta proteina.

Embora bastante conhecida a atividade imunogénica de resposta celular da
proteina MPT70, parece ndo haver registros anteriores de pesquisas de detecgdo de
anticorpos contra esta proteina. No presente estudo, a proteina recombinante MPT70
apresentou resultados expressivos na deteccdo de anticorpos em soro de coelho
imunizado com M. tuberculosis. LYASHCHENKO et al. (2001) demonstraram a
reatividade de anticorpos monoclonais em murinos contra as proteinas MPB70 e
MPB83, genes presentes em M. bovis, virtualmente idénticos aos genes das proteinas
MPT70 e MPT83 de M. tuberculosis. Todavia, existe uma substancial diferenga no nivel
de expressédo destas proteinas. Enquanto MPB70 e MPB83 séo produtos de secrecéo
principais em M. bovis, MPT70 e MPT83 s&o produtos minoritarios no crescimento in

vitro de M. tuberculosis.



121

O teste cutdneo com PPD € uma ferramenta para auxilio diagnéstico de M.
tuberculosis amplamente usada em todo o mundo desde seu advento, ha quase um
século. E, possivelmente, o ensaio diagndstico mais antigo em uso na pratica
médica moderna apesar de suas limitacbes de especificidade e sensibilidade
(RICHELDI, 2006). Especialmente util para deteccdo de infeccdo latente, € ainda
hoje, entre todos 0s outros meios diagnosticos para tuberculose, 0 ensaio mais
realizado em paises desenvolvidos, nos quais representa cerca de metade do
mercado de testes diagndsticos para tuberculose (aproximadamente US$ 339

milhdes).

Em paises em desenvolvimento, onde a maior parte dos exames (95%) é
realizada para diagnéstico de infeccdo ativa e néo para deteccdo de infeccao
latente, 8,6 milhdes de testes PPD sédo realizados a cada ano, representando
dispéndios de 13,8 milhdes de doblares. Portanto, a demanda global de teste cutaneo
com PPD supera a marca anual de 49 milhdes de ensaios e US$ 352 milhdes de

dolares gastos em reagente e mao de obra (TDR; FIND, 2006).

O presente trabalho teve sucesso em clonar, expressar e purificar sete
proteinas de secre¢cdo em cultura de M. tuberculosis (ESAT-6, CFP10, TB10.3,
TB10.4, MPT70, MPT83 e MTSP11), candidatas para formulacdo de reagentes de
auxilio diagnostico de tuberculose por intradermorreacdo, alternativo ao PPD
convencional. Todas as proteinas recombinantes avaliadas mostraram-se
iImunogenicamente ativas e foram reativas para producédo de enduracdo em cobaios
C. porcellus previamente sensibilizados com M. tuberculosis. Com excecédo da
proteina MPT70, especificamente quando inoculada na concentracdo de 0,0004
mg/mL, todas as proteinas recombinantes apresentaram resultados estatisticamente
concordantes com o padrdao PPD, nas diferentes concentracdes avaliadas (0,0004,

0,004 e 0,04 mg/mL).

As proteinas recombinantes objeto deste trabalho sdo reconhecidamente

envolvidas no desencadeamento de resposta imunoldgica celular, pela capacidade
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de estimularem linfécitos T em produzir IFN-y. Duas destas (ESAT-6 e CFP-10),
inclusive, tém sido empregadas em uma nova geracdo de testes rapidos para
diagnostico da tuberculose: o QuantiFERON-TB Gold, produzido por Cellestis
(Carnegie, Australia) e o T-SPOT.TB, fabricado por Oxford Immunotec (Abingdon,
Reino Unido). O primeiro foi aprovado para uso diagndstico nos Estados Unidos, em
2001; e o segundo, na Europa, em 2004. Ambos os métodos se baseiam na
mensuracdo dos niveis de IFN-y liberados por linfécitos T de memdéria antigeno-
especificos quando novamente em contato com antigenos especificos de M.
tuberculosis, no caso, proteinas ESAT-6 e CFP-10 obtidas por DNA recombinante
(RICHELDI, 2006).

No entanto, o0 presente estudo parece ser pioneiro em pesquisar 0
comportamento das proteinas ESAT-6, CFP10, TB10.3, TB10.4, MPT70, MPT83 e
MTSP11 em intradermorreagdo em cobaios e de relatar um potencial uso como

substituto do PPD em testes tuberculinicos.

Ademais, quando testadas em conjunto, na forma de um coquetel, 0
presente trabalho demonstrou que, na concentracdo de 0,04 mg/mL, os resultados
de intradermorreacdo foram expressivamente superiores aos obtidos pelo PPD

padrdo (p=0,00386).

Os resultados expostos neste estudo indicam que combinagbes de
multiplos antigenos produzem resultados melhores que 0s mesmos antigenos
usados na sua composi¢cdo testados isoladamente, mesmo em concentragdes
similares. Tais achados sao corroborados por conclusbes semelhantes,
fundamentadas em coquetéis elaborados por composicéo antigénica distinta da aqui
relatada (LYASHCHENKO et al., 1998; PAI; RILEY; COLFORD, 2004; AAGAARD et al.,
2006).

Uma possivel explicagcdo para esta aparente vantagem de testes
intradérmicos com combinag¢des de multiplos antigenos seja sua presumivel melhor

capacidade de recrutamento de linfocitos T antigeno-especificos ao sitio de injecéo,
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favorecendo a producdo de reagcdo cutdnea de maior intensidade. Um dnico
antigeno, embora potente, pode ser insuficiente para estimular um ndamero
adequado de células efetoras de reagdo de hipersensibilidade tardia para producao
de uma resposta mensuravel. Outra provavel razdo pode ser atribuida a
necessidade de se utilizar multiplos antigenos em conjunto para sobrepor problemas
relacionados a restricdo genética no reconhecimento antigénico, visto o fato deste

ter elevada variabilidade interindividuos (SELVARAJ et al.; 2002).

Reagentes para intradermorreacgdo constituidos por antigenos de secre¢éo
de M. tuberculosis purificados, obtidos por DNA recombinante, possuem diversas
vantagens sobre o uso do PPD convencional. Primeiro, a utilizagcdo de antigenos
recombinantes facilita o processo de producado, permitindo maior padronizacao de

fabricacdo e maior controle de qualidade dos reagentes usados na sua elaboragéao.

A producgao convencional do PPD consiste no crescimento de cepas de M.
tuberculosis em meio de cultura LJ (40 dias), seguido de transferéncia para meio
Middlebrook e cultivo adicional (10 dias). Posteriormente, é acrescentado meio
liquido de Reid, seguido de novo cultivo por igual periodo. A seguir, a fase liquida é
transferida para garrafas de Povitsky com 0 mesmo meio e incubadas a 37°C.
Somente apOs novo crescimento, em prazo ndo inferior a 60 dias, as culturas sédo
inativadas, resfriadas e filtradas. A manipulacdo, até esta etapa, exige condi¢des de
biosseguranca em nivel trés, dada a patogenicidade do microrganismo. Uma vez
inativado, o filtrado de cultura é ainda precipitado com sulfato de aménio saturado e
ressuspenso em fenol, sendo, a seguir, concentrado e esterilizado por filtracdo

tangencial (DALL'STELLA, 2003; DALL'STELLA et al., 2007).

Portanto, a fabricagéo tradicional de PPD, além de morosa, requer a
manipulacdo de grande quantidade de massa bacteriana patogénica viavel. Além
disso, pelo fato de ndo possuir composi¢cdo bioquimica definida, por ser uma
preparacao bruta constituida por mais de 200 proteinas e polissacarideos diferentes,

apresenta limitacbes de padronizacdo de lotes de producdo. Diferencas de
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bioprocessos de fabricacdo e mesmo de linhagens bacterianas utilizadas na sua
producdo podem resultar em padrdes distintos de reacgéo. Tais restricoes dificultam a
comparacado de resultados decorrentes do uso de tuberculinas de procedéncias

diferentes.

Ademais, o processo de producdo de antigenos recombinantes de M.
tuberculosis tem claras vantagens de biosseguranca sobre a produgé&o convencional
do PPD, pois restringe a manipulagdo direta do microrganismo, e ainda assim
inativado, apenas na primeira etapa do processo, a extracdo do DNA
micobacteriano. Uma vez padronizadas as condi¢cbes de fabricacdo e obtidos os
clones de destino, o processo de fabricagdo demanda tempo expressivamente
inferior & producéo do PPD convencional. O emprego de fermentadores industriais
para cultivo de cepas de expresséo permite facilidade para ampliagcdo de escala de
producdo, de modo a ser viavel o atendimento da demanda global por este método

diagnéstico.
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7 CONCLUSOES

1. A metodologia empregada para caracterizagdo molecular do elemento
de insercdo 1S6110 (mixed-linker PCR DNA fingerprinting) em isolados
clinicos obtidos de pacientes com tuberculose atendidos no Estado do
Parana permitiu a diferenciacdo de 93,5% dos isolados testados e a
consequente selecdo de cepas para o0 processo de clonagem,
demonstrando ser uma ferramenta de alto poder de discriminacéo para
genotipagem molecular de M. tuberculosis.

2. O baixo numero de formacdo em cluster (3,2%) para a sequéncia
IS6110 apontado neste trabalho sugere um predominio de
desenvolvimento da doenca por reativacdo de infeccao latente em
relagdo a transmissdo exdgena no Estado do Parana.

3. Os processos utilizados para amplificacdo de genes, clonagem
molecular, expresséo e purificacdo de proteinas permitiram a obtencéo
de sete proteinas recombinantes (ESAT-6, CFP10, TB10.3, TB10.4,
MTSP11, MPT70, MPT83) de M. tuberculosis. A plataforma de
clonagem escolhida, sistema Gateway®, confirmou sua eficiéncia e
praticidade ao eliminar diversas etapas de clonagem e sub-clonagem
convencionais, com elevado indice de sucesso.

4. Foram detectados anticorpos em soro de coelhos hiperimunizados
acima do controle positivo contra quatro (TB10.4, MTSP11, ESAT-6 e
MPT70) das sete proteinas recombinantes testadas em ensaios ELISA.
As proteinas MTSP11 e MPT70 foram as mais reativas e constituem-se
em um possivel parametro para estudos de diagndstico sorolégico de
tuberculose.

5. Os testes biologicos de avaliacgdo de resposta imune celular

demonstraram que todas as sete proteinas recombinantes testadas
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produziram reacdo positiva de enduragdo em teste intradérmico em
cobaios C. porcellus previamente sensibilizados com M. tuberculosis.

6. Quando aplicadas em conjunto (coquetel multiplo com as sete proteinas
recombinantes), na concentracdo de 0,04 mg/mL, os resultados de
intradermorreacao em C. porcellus foram expressivamente superiores
aos obtidos pelo PPD padréo, representando uma alternativa concreta e
factivel para producdo de antigenos recombinantes de M. tuberculosis
em substituicdo ao PPD convencional.

7. O presente trabalho atingiu, portanto, seu objetivo geral de produzir

reagentes de potencial diagnéstico para tuberculose a partir de

proteinas recombinantes de M. tuberculosis.
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8 PERSPECTIVAS

A resposta imunoldgica celular de hipersensibilidade tardia aos produtos
desenvolvidos neste trabalho foi avaliada em animais sensibilizados previamente
com in6culos formados com cepas inativadas de M. tuberculosis H37Rv. A
sensibilizacdo dos animais, seguida de testes intradérmicos, reproduziu uma
situacdo na qual foi possivel a detecgéo de infec¢@o prévia pela micobactéria em um
organismo e a conseguente resposta imunoldgica deste contra o antigeno protéico
recombinante.

Ademais, a resposta sorolégica foi verificada pela presenca de anticorpos
contra algumas das proteinas recombinantes produzidas neste trabalho em soros de
coelhos imunizados com a micobactéria.

As perspectivas langadas por esses resultados implicam na avaliagdo do
potencial diagndstico das proteinas recombinantes em organismos humanos,
mediante ensaios, in vitro, de linfoproliferacdo, producédo de linfocinas e deteccéo de
anticorpos a partir de amostras obtidas de pacientes.

Dadas as possibilidades de maior especificidade no diagndstico, por se
tratarem de proteinas de secrecdo de M. tuberculosis, ausentes em micobactérias
ndo patogénicas ou em M. bovis BCG, faz-se necessaria a pesquisa clinica
utilizando as porteinas recombinantes produto deste trabalho em grupos de estudos
bem caracterizados compostos, dentre outras possibilidades, por (i) individuos
saudaveis ndo reatores a tuberculina, (ii) individuos saudaveis, porém reatores a
tuberculina, (iii) pacientes com baciloscopia e cultura positivas para tuberculose, (iv)
pacientes com baciloscopia negativa e cultura positiva para tuberculose, (V)
pacientes com baciloscopia e cultura negativas, porém exame radiol6gico sugestivo
de tuberculose, (vi) pacientes imunocomprometidos e (vii) pacientes acometidos de

outras doencas pulmonares.
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ANEXO 1
RELACAO DOS GENES SUBMETIDOS A AMPLIFICACAO POR PCR E DAS
RESPECTIVAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
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Relacdo dos genes amplificados e das respectivas se  quéncias nucleotidicas
codificantes de proteinas, indicando em negrito as regibes de

complementaridade dos iniciadores de reacao

1. Rv0061

ATGTGCGCCGACGCCCAG CCGTCAGGGAGCGTTGGGCTGCTCGGACGGAAT
TGCCCCACCGCAACCACCCGGTGGCGGCGGGCCGGGGAGGGGCLTCALCCGL
CGCTGACACAATCGAAGTAAAACTGTGGGCCGGTAAACCACGTTTGCATCCAC
TGGTGCCAAAACGAGCCGTCGGGGTACTTCTCGCCGTCGCACACGGCCAAGT
CGCCAAAACCCCATCGGCCACCCGGGCAATAGCCTTTCGTCATGTCCGGCTG
ATGCGGGTCAGGTGGATCTGCGCTGGCAACCGAGGCAGGAAACACAAGCGC
CGCTGCACAACCCAGTATCGCAGTACTCAGGCGAGCAAACTTCAACTTCATTT
CAAACTCCGTCAAACGTTGAATCGACTCGGCGGACTCCAAGCGATGGTCAGC
GCTTGCGGATGA

2. Rv3879c

ATGAGTATTACCAGGCCGACG GGCAGCTATGCCAGACAGATGCTGGATCCGG
GCGGCTGGGTGGAAGCCGATGAAGACACTTTCTATGACCGGGCCCAGGAATA
TAGCCAGGTTTTGCAAAGGGTCACCGATGTATTGGACACCTGCCGCCAGCAG

AAAGGCCACGTCTTCGAAGGCGGCCTATGGTCCGGCGGCGCCGCCAATGCT

GCCAACGGCGCCCTGGGTGCAAACATCAATCAATTGATGACGCTGCAGGATTA
TCTCGCCACGGTGATTACCTGGCACAGGCATATTGCCGGGTTGATTGAGCAAG
CTAAATCCGATATCGGCAATAATGTGGATGGCGCTCAACGGGAGATCGATATC
CTGGAGAATGACCCTAGCCTGGATGCTGATGAGCGCCATACCGCCATCAATTC
ATTGGTCACGGCGACGCATGGGGCCAATGTCAGTCTGGTCGCCGAGACCGCT
GAGCGGGTGCTGGAATCCAAGAATTGGAAACCTCCGAAGAACGCACTCGAGG
ATTTGCTTCAGCAGAAGTCGCCGCCACCCCCAGACGTGCCTACCCTGGTCGT

GCCATCCCCGGGCACACCGGGCACACCGGGAACCCCGATCACCCCGGGAAC
CCCGATCACCCCGGGAACCCCAATCACACCCATCCCGGGAGCGCCGGTAACT
CCGATCACACCAACGCCCGGCACTCCCGTCACGCCGGTGACCCCGGGCAAG

CCGGTCACCCCGGTGACCCCGGTCAAACCGGGCACACCAGGCGAGCCAACC

CCGATCACGCCGGTCACCCCCCCGGTCGCCCCGGCCACACCGGCAACCCCG
GCCACGCCCGTTACCCCAGCTCCCGCTCCACACCCGCAGCCGGLTCCGGCA

CCGGCGCCATCGCCTGGGCCCCAGCCGGTTACACCGGCCACTCLCLCGGTCCG

TCTGGTCCAGCAACACCGGGCACCCCAGGGGGCGAGCCGGCGCCGCACGTC
AAACCCGCGGCGTTGGCGGAGCAACCTGGTGTGCCGGGCCAGCATGCGGGC
GGGGGGACGCAGTCGGGGCCTGCCCATGCGGACGAATCCGCCGCGTCGGTG
ACGCCGGCTGCGGCGTCCGGTGTCCCGGGCGCACGGGLGGLGGLLGLLGL
GCCGAGCGGTACCGCCGTGGGAGCGGGCGCGCGTTCGAGCGTGGGTACGG

CCGCGGCCTCGGGCGCGGGGTCGCATGCTGCCACTGGGCGGGLGLLGGTG

GCTACCTCGGACAAGGCGGCGGCACCGAGCACGLCGGGLGGLLTCGGLGLG

GACGGCACCTCCTGCCCGCCCGCCGTCGACCGATCACATCGACAAACCCGAT
CGCAGCGAGTCTGCAGATGACGGTACGCCGGTGTCGATGATCCCGGTGTCGG
CGGCTCGGGCGGCACGCGACGCCGCCACTGCAGCTGCCAGCGCCCGCCAG

CGTGGCCGCGGTGATGCGCTGCGGTTGGCGCGACGCATCGCGGCGGLCGCLTC
AACGCGTCCGACAACAACGCGGGCGACTACGGGTTCTTCTGGATCACCGCGG
TGACCACCGACGGTTCCATCGTCGTGGCCAACAGCTATGGGCTGGCCTACAT

ACCCGACGGGATGGAATTGCCGAATAAGGTGTACTTGGCCAGCGCGGATCAC
GCAATCCCGGTTGACGAAATTGCACGCTGTGCCACCTACCCGGTTTTGGCCGT
GCAAGCCTGGGCGGCTTTCCACGACATGACGCTGCGGGCGGTGATCGGTAC
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CGCGGAGCAGTTGGCCAGTTCGGATCCCGGTGTGGCCAAGATTGTGCTGGAG
CCAGATGACATTCCGGAGAGCGGCAAAATGACGGGCCGGTCGCGGCTGGAG
GTCGTCGACCCCTCGGCGGCGGCTCAGCTGGCCGACACTACCGATCAGCGTT
TGCTCGACTTGTTGCCGCCGGCGCCGGTGGATGTCAATCCACCGGGCGATGA
GCGGCACATGCTGTGGTTCGAGCTGATGAAGCCCATGACCAGCACCGCTACC
GGCCGCGAGGCCGCTCATCTGCGGGCGTTCCGGGCCTACGCTGCCCACTCA
CAGGAGATTGCCCTGCACCAAGCGCACACTGCGACTGACGCGGLCCGTCCAGC
GTGTGGCCGTCGCGGACTGGCTGTACTGGCAATACGTCACCGGGTTGCTCGA
CCGGGCCCTGGCCGCCGCATGCTGA

3. Rv0203

ATGAAGACAGGCACCGCGA CGACGCGGCGCAGGCTGTTGGCAGTACTGATC
GCCCTCGCGTTGCCGGGGGCCGCCGTTGCGCTGCTGGCCGAACCATCAGCG
ACCGGCGCGTCGGACCCGTGCGCGGCCAGCGAAGTGGCGAGGACGGTCGG
TTCGGTCGCCAAGTCGATGGGCGACTACCTGGATTCACACCCAGAGACCAAC
CAGGTGATGACCGCGGTCTTGCAGCAGCAGGTAGGGCCGGGGTCGGTCGCA
TCGCTGAAGGCCCATTTCGAGGCGAATCCCAAGGTCGCATCGGATCTGCACG
CGCTTTCGCAACCGCTGACCGATCTTTCGACTCGGTGCTCGCTGCCGATCAG
CGGCCTGCAGGCGATCGGTTTGATGCAGGCGGTGCAGGGCGCCCGCCGGTA
G

4. Rv1271c

ATGTTATCGCCGTTATCGCCT CGCATTATCGCAGCGTTCACCACTGCAGTCGG
CGCCGCCGCCATCGGACTTGCCGTCGCCACCGCCGGCACCGCCGGCGCCAA
CACCAAAGACGAAGCCTTCATTGCTCAGATGGAGTCCATTGGCGTCACCTTCT
CCTCACCGCAGGTGGCCACCCAGCAAGCCCAGCTGGTCTGCAAGAAGCTGGC
CAGCGGCGAAACCGGCACCGAGATCGCCGAGGAGGTCCTCAGCCAAACCAA

CCTGACCACTAAGCAGGCAGCCTACTTCGTCGTCGACGCAACCAAGGCCTAC

TGCCCGCAATACGCCAGCCAGCTCACCTAG

S. Rv3874

ATGGCAGAGATGAAGACCGAT GCCGCTACCCTCGCGCAGGAGGCAGGTAAT
TTCGAGCGGATCTCCGGCGACCTGAAAACCCAGATCGACCAGGTGGAGTCGA
CGGCAGGTTCGTTGCAGGGCCAGTGGCGCGGLCGLCGGLCGGGGALCGGLLCGLC
CAGGCCGCGGTGGTGCGCTTCCAAGAAGCAGCCAATAAGCAGAAGCAGGAAC
TCGACGAGATCTCGACGAATATTCGTCAGGCCGGCGTCCAATACTCGAGGGC
CGACGAGGAGCAGCAGCAGGCGCTGTCCTCGCAAATGGGCTTCTGA

6. Rv0288

ATGTCGCAAATCATGTACAACTA CCCCGCGATGTTGGGTCACGCCGGGGATA
TGGCCGGATATGCCGGCACGCTGCAGAGCTTGGGTGCCGAGATCGCCGTGG
AGCAGGCCGCGTTGCAGAGTGCGTGGCAGGGCGATACCGGGATCACGTATC
AGGCGTGGCAGGCACAGTGGAACCAGGCCATGGAAGATTTGGTGCGGGCCT
ATCATGCGATGTCCAGCACCCATGAAGCCAACACCATGGCGATGATGGCCCG
CGACACGGCCGAAGCCGCCAAATGGGGCGGCTAG

7. Rv3019c

ATGTCGCAGATTATGTACAACTAT CCGGCGATGATGGCTCATGCCGGGGACA
TGGCCGGTTATGCGGGCACGCTGCAGAGCTTGGGGGCCGATATCGCCAGTG
AGCAGGCCGTGCTGTCCAGTGCTTGGCAGGGTGATACCGGGATCACGTATCA
GGGCTGGCAGACCCAGTGGAACCAGGCCCTAGAGGATCTGGTGCGGGCCTA
TCAGTCGATGTCTGGCACCCATGAGTCCAACACCATGGCGATGTTGGCTCGA
GATGGGGCCGAAGCCGCCAAGTGGGGCGGCTAG
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8. Rv3004
ATGGCGCACTTCGCCGTGGGATTCCTGACCCTGGGTCTGCTGGTGCCGGTAC
TGACCTGGCCGGTGAGCGCCCCGCTGTTAGTCATTCCGGTGGCGTTGTCGGC
ATCGATCATTCGGCTCCGCACGCTCGCCGACGAGCGGGGCGTGACCGTGCG
GACGCTGGTCGGCAGCCGCGCGGTGCGCTGGGACGACATCGACGGGLCTGCG
GTTCCACCGCGGGTCCTGGGCGCGCGCAACGCTCAAGGACGGTACCGAGCT
GCGATTGCCCGCGGTGACCTTTGCGACGCTGCCGCACCTGACCGAAGCCAGC
TCGGGACGGGTCCCCAACCCGTACCGATGA

9. Rv0164

ATGACGGCAATCTCGTGCTCA CCGCGACCCAGGTATGCTTCCCGAATGCCAG
TTTTGAGCAAGACCGTCGAGGTCACCGCCGACGCCGCATCGATCATGGCCAT
CGTTGCCGATATCGAGCGCTACCCAGAGTGGAATGAAGGGGTCAAGGGCGCA
TGGGTGCTCGCTCGCTACGATGACGGGCGTCCCAGCCAGGTGCGGCTCGAC
ACCGCTGTTCAAGGCATCGAGGGCACCTATATCCACGCCGTGTACTACCCAG
GCGAAAACCAGATTCAAACCGTCATGCAGCAGGGTGAACTGTTTGCCAAGCAG
GAGCAGCTGTTCAGTGTGGTGGCAACCGGCGCCGCGAGCTTGCTCACGGTG
GACATGGACGTCCAGGTCACCATGCCGGTGCCCGAGCCGATGGTGAAGATGC
TGCTCAACAACGTCCTGGAGCATCTCGCCGAAAATCTCAAGCAGCGCGCCGA
GCAGCTGGCGGCCAGCTAA

10. Rv3204
ATGGCGCCGGTGACCGACGAACAGGTGGAGCTGGTGCGCTCACTGGTCGCG
GCCATCCCACTCGGCCGGGTGTCCACCTACGGCGACATCGCAGCTCTCACAG
GGCTTTCCAGTCCGCGTATTGTCGGCTGGATTATGCGGACCGATTCCTCGGAT
CTGCCCTGGCACCGGGTGATCAGAGCCTCCGGGCGCCCAGCACAGCACCTG
GCCACCCGGCAGTTGGAGTTGTTGCGCGCAGAGGGCGTTCTCAGTGTTGACG
GCCGGGTGGCGCTGAGCGAGATCCGCTATGAGTTTCCGCCGGGCTGA

11. Rv3880c

ATGAGCATGGACGAATTGGACCCGCAT GTCGCCCGGGCGTTGACGCTGGCG
GCGCGGTTTCAGTCGGCCCTAGACGGGACGCTCAATCAGATGAACAACGGAT
CCTTCCGCGCCACCGACGAAGCCGAGACCGTCGAAGTGATGCGCAGGCCGC
GGCGTCCGCGTATAACGACGCGGCGGGCGAGCAGCTGACCGCTGCGTTATC
GGCCATGTCCCGCGCGATGAACGAAGGAATGGCCTAA

12. Rv1837c

ATGACAGATCGCGTGTCGGT GGGCAACTTGCGCATCGCTCGGGTGCTCTACG
ACTTCGTGAACAATGAAGCCCTGCCTGGCACCGATATCGACCCGGACAGCTTC
TGGGCGGGCGTCGACAAGGTCGTCGCCGACCTGACCCCGCAGAACCAAGCT
CTGTTGAACGCCCGCGACGAGCTGCAGGCGCAGATCGACAAGTGGCACCGG
CGTCGGGTGATCGAGCCCATCGACATGGATGCCTACCGCCAGTTCCTCACCG
AGATCGGCTACCTGCTTCCCGAACCTGATGACTTCACCATCACCACGTCCGGT
GTCGACGCTGAGATCACCACGACCGCCGGCCCCCAGCTGGTGGTGCCGGTG
CTCAACGCGCGGTTTGCTCTGAACGCGGCCAACGCTCGCTGGGGCTCCCTCT
ACGACGCCTTGTATGGCACCGATGTCATCCCCGAGACCGACGGCGCCGAAAA
AGGCCCCACGTACAACAAGGTTCGTGGCGACAAGGTGATCGCGTATGCCCGC
AAGTTCCTCGACGACAGTGTTCCGCTGTCGTCGGGTTCCTTTGGCGACGCCA
CCGGTTTCACAGTGCAGGATGGCCAGCTCGTGGTTGCCTTGCCGGATAAGTC
CACCGGCCTGGCCAACCCCGGCCAGTTCGCCGGCTACACCGGCGCAGCCGA
GTCGCCGACATCGGTGCTGCTAATCAATCACGGTTTGCACATCGAGATCCTGA
TCGATCCGGAGTCGCAGGTCGGCACCACCGACCGGGCCGGCGTCAAGGACG
TGATCCTGGAATCCGCGATCACCACGATCATGGACTTCGAGGACTCGGTGGC
CGCCGTGGACGCCGCCGACAAGGTGCTGGGTTATCGGAACTGGCTCGGCCT
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GAACAAGGGCGACCTGGCAGCAGCGGTAGACAAGGACGGCACCGCTTTCCT
GCGGGTGCTCAATAGGGACCGGAACTACACCGCACCCGGCGGTGGCCAGTT
CACGCTGCCTGGACGCAGCCTCATGTTCGTCCGCAACGTCGGTCACTTGATG
ACGAATGACGCCATCGTCGACACTGACGGCAGCGAGGTGTTCGAAGGCATCA
TGGATGCCCTATTCACCGGCCTGATCGCCATCCACGGGCTAAAGGCCAGCGA
CGTCAACGGGCCGCTGATCAACAGCCGCACCGGCTCCATCTACATCGTCAAG
CCGAAGATGCACGGTCCGGCCGAGGTGGCGTTTACCTGCGAACTGTTCAGCC
GGGTTGAAGATGTGCTGGGGTTGCCGCAAAACACCATGAAGATCGGCATCAT
GGACGAGGAACGCCGGACCACGGTCAACCTCAAGGCGTGCATCAAAGCTGCC
GCGGACCGCGTGGTGTTCATCAACACCGGGTTCCTGGACCGCACCGGCGATA
AATCCACACCTCGATGGAGGCCGGCCCGATGGTGCGCAAGGGCACCATGAAG
AGCCAGCCGTGGATCTTGGCCTACGAGGACCACAACGTCGATGCCGGCCTGG
CCGCCGGGTTCAGCGGCCGAGCCCAGGTCGGCAAGGGCATGTGGACAATGA
CCGAGCTGATGGCCGACATGGTCGAGACAAAAATCGCCCAGCCGCGCGLCG
GGGCCAGCACCGCCTGGGTTCCCTCTCCCACTGCGGCCACCCTGCATGCGCT
GCACTACCACCAGGTCGACGTCGCCGCGGTGCAACAAGGACTGGCGGGGAA
GCGTCGCGCCACCATCGAACAATTGCTGACCATTCCGCTGGCCAAGGAATTG
GCCTGGGCTCCCGACGAGATCCGCGAAGAGGTCGACAACAACTGTCAATCCA
TCCTCGGCTACGTGGTTCGCTGGGTTGATCAAGGTGTCGGCTGCTCGAAGGT
GCCCGACATCCACGACGTCGCGCTCATGGAGGACCGGGCCACGCTGCGAAT
CTCCAGCCAATTGTTGGCCAACTGGCTGCGCCACGGTGTGATCACCAGCGCG
GATGTGCGGGCCAGCTTGGAGCGGATGGCGCCGTTGGTCGATCGACAAAAC
GCGGGCGACGTGGCATACCGACCGATGGCACCCAACTTCGACGACAGTATCG
CCTTCCTGGCCGCGCAGGAGCTGATCTTGTCCGGGGCCCAGCAGCCCAACG
GCTACACCGAGCCGATCCTGCACCGACGTCGTCGGGAGTTTAAGGCCCGGGC
CGCTGAGAAGCCGGCCCCATCGGACAGGGCCGGTGACGATGCGGCCCGCTA
G

13. Rv2031c

ATGGCCACCACCCTTCCCG TTCAGCGCCACCCGCGGTCCCTCTTCCCCGAGT
TTTCTGAGCTGTTCGCGGCCTTCCCGTCATTCGCCGGACTCCGGCCCACCTTC
GACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGAAAGAGGGGCGCTACGAG
GTACGCGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATGG
TCCGCGATGGTCAGCTGACCATCAAGGCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTT
CGACGGTCGCTCGGAATTCGCGTACGGTTCCTTCGTTCGCACGGTGTCGCTG
CCGGTAGGTGCTGACGAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGGGCATTC
TTACTGTGTCGGTGGCGGTTTCGGAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCA
GATCCGGTCCACCAACTGA

14. Rv3763

GTGAAGCGTGGACTGACGGT CGCGGTAGCCGGAGCCGCCATTCTGGTCGCA
GGTCTTTCCGGATGTTCAAGCAACAAGTCGACTACAGGAAGCGGTGAGACCA
CGACCGCGGCAGGCACGACGGCAAGCCCCGGLCGLCCGLCLCTCCGGGLCGAAG
GTCGTCATCGACGGTAAGGACCAGAACGTCACCGGCTCCGTGGTGTGCACAA
CCGCGGCCGGCAATGTCAACATCGCGATCGGCGGGGCGGCGACCGGCATTG
CCGCCGTGCTCACCGACGGCAACCCTCCGGAGGTGAAGTCCGTTGGGCTCG
GTAACGTCAACGGCGTCACGCTGGGATACACGTCGGGCACCGGACAGGGTAA
CGCCTCGGCAACCAAGGACGGCAGCCACTACAAGATCACTGGGACCGCTACC
GGGGTCGACATGGCCAACCCGATGTCACCGGTGAACAAGTCGTTCGAAATCG
AGGTGACCTGTTCCTAA

15. Rv0934
GTGAAAATTCGTTTGCATACGCT GTTGGCCGTGTTGACCGCTGCGCCGCTGC
TGCTAGCAGCGGCGGGCTGTGGCTCGAAACCACCGAGCGGTTCGCCTGAAAC
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GGGCGCCGGCGCCGGTACTGTCGCGACTACCCCCGCGTCGTCGCCGGTGAC
GTTGGCGGAGACCGGTAGCACGCTGCTCTACCCGCTGTTCAACCTGTGGGGT
CCGGCCTTTCACGAGAGGTATCCGAACGTCACGATCACCGCTCAGGGCACCG
GTTCTGGTGCCGGGATCGCGCAGGCCGCCGCCGGGACGGTCAACATTGGGG
CCTCCGACGCCTATCTGTCGGAAGGTGATATGGCCGCGCACAAGGGGCTGAT
GAACATCGCGCTAGCCATCTCCGCTCAGCAGGTCAACTACAACCTGCCCGGA
GTGAGCGAGCACCTCAAGCTGAACGGAAAAGTCCTGGCGGCCATGTACCAGG
GCACCATCAAAACCTGGGACGACCCGCAGATCGCTGCGCTCAACCCCGGCGT
GAACCTGCCCGGCACCGCGGTAGTTCCGCTGCACCGCTCCGACGGGTCCGG
TGACACCTTCTTGTTCACCCAGTACCTGTCCAAGCAAGATCCCGAGGGCTGGG
GCAAGTCGCCCGGCTTCGGCACCACCGTCGACTTCCCGGCGGTGCCGGGTG
CGCTGGGTGAGAACGGCAACGGCGGCATGGTGACCGGTTGCGCCGAGACAC
CGGGCTGCGTGGCCTATATCGGCATCAGCTTCCTCGACCAGGCCAGTCAACG
GGGACTCGGCGAGGCCCAACTAGGCAATAGCTCTGGCAATTTCTTGTTGCCC
GACGCGCAAAGCATTCAGGCCGCGGCGGCTGGCTTCGCATCGAAAACCCCG
GCGAACCAGGCGATTTCGATGATCGACGGGCCCGCCCCGGACGGCTACCCG
ATCATCAACTACGAGTACGCCATCGTCAACAACCGGCAAAAGGACGCCGCCA
CCGCGCAGACCTTGCAGGCATTTCTGCACTGGGCGATCACCGACGGCAACAA
GGCCTCGTTCCTCGACCAGGTTCATTTCCAGCCGCTGCCGCCCGCGGTGGTG
AAGTTGTCTGACGCGTTGATCGCGACGATTTCCAGCTAG

16. Rv3875

ATGACAGAGCAGCAGTGGAATT TCGCGGGTATCGAGGCCGCGGCAAGCGCA
ATCCAGGGAAATGTCACGTCCATTCATTCCCTCCTTGACGAGGGGAAGCAGTC
CCTGACCAAGCTCGCAGCGGCCTGGGGCGGTAGCGGTTCGGAGGCGTACCA
GGGTGTCCAGCAAAAATGGGACGCCACGGCTACCGAGCTGAACAACGCGCTG
CAGAACCTGGCGCGGACGATCAGCGAAGCCGGTCAGGCAATGGCTTCGACC
GAAGGCAACGTCACTGGGATGTTCGCATAG

17. Rv0040c

ATGATCCAGATCGCGCGCA CCTGGCGGGTCTTCGCAGGCGGCATGGCCACC
GGTTTCATCGGCGTGGTGCTGGTCACCGCCGGGAAGGCCTCAGCGGATCCC
CTGCTGCCACCGCCGCCTATCCCTGCCCCAGTCTCGGCGCCGGCAACAGTCC
CGCCCGTGCAGAACCTCACGGCGCTTCCGGGCGGGAGCAGCAACAGGTTCT
CACCGGCGCCAGCACCCGCACCGATCGCGTCGCCGATTCCGGTCGGAGCAC
CCGGGTCCACCGCTGTGCCCCCGCTGCCGCCGCCAGTGACTCCCGCGATCA
GCGGCACACTTCGGGACCACCTCCGGGAGAAGGGCGTCAAGCTGGAGGCAC
AGCGACCGCACGGATTCAAGGCGCTCGACATCACACTGCCCATGCCGLCCGCG
CTGGACTCAGGTGCCCGACCCCAACGTGCCCGACGCGTTCGTGGTGATCGCC
GACCGGTTGGGCAACAGCGTCTACACGTCGAATGCGCAGCTGGTGGTGTATA
GGCTGATCGGTGACTTCGATCCCGCTGAGGCCATCACACACGGCTACATTGA
CAGCCAGAAATTGCTCGCATGGCAGACCACAAACGCCTCGATGGCCAATTTCG
ACGGCTTTCCGTCATCAATCATCGAGGGCACCTACCGCGAAAACGACATGACC
CTCAACACCTCCCGGCGCCACGTCATCGCCACCTCCGGAGCCGACAAGTACC
TGGTTTCGCTGTCGGTGACCACCGCGCTGTCGCAGGCGGTCACCGACGGGC
CGGCCACCGATGCGATTGTCAACGGATTCCAAGTGGTTGCGCATGCGGCGCC
CGCTCAGGCGCCTGCCCCGGCACCCGGTTCGGCACCGGTGGGACTACCCGG
GCAGGCGCCTGGGTATCCGCCCGCGGGCACCCTGACACCAGTCCCGLCCGLCG
CTAG

18. Rv1860

ATGCATCAGGTGGACCCCAA CTTGACACGTCGCAAGGGACGATTGGCGGCA
CTGGCTATCGCGGCGATGGCCAGCGCCAGCCTGGTGACCGTTGCGGTGLCCC
GCGACCGCCAACGCCGATCCGGAGCCAGCGCCCCCGGTACCCACAACGGCCC
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GCCTCGCCGCCGTCGACCGCTGCAGCGCCACCCGCACCGGCGACACCTGTT
GCCCCCCCACCACCGGCCGCCGCCAACACGCCGAATGCCCAGCCGGGCGAT
CCCAACGCAGCACCTCCGCCGGCCGACCCGAACGLCALCCGLLGLCLALCCTGTC
ATTGCCCCAAACGCACCCCAACCTGTCCGGATCGACAACCCGGTTGGAGGAT
TCAGCTTCGCGCTGCCTGCTGGCTGGGTGGAGTCTGACGCCGCCCACTTCGA
CTACGGTTCAGCACTCCTCAGCAAAACCACCGGGGACCCGCCATTTCCCGGA
CAGCCGCCGCCGGTGGCCAATGACACCCGTATCGTGCTCGGCCGGCTAGAC
CAAAAGCTTTACGCCAGCGCCGAAGCCACCGACTCCAAGGCCGLCGGLCCCGGT
TGGGCTCGGACATGGGTGAGTTCTATATGCCCTACCCGGGCACCCGGATCAA
CCAGGAAACCGTCTCGCTCGACGCCAACGGGGTGTCTGGAAGCGCGTCGTAT
TACGAAGTCAAGTTCAGCGATCCGAGTAAGCCGAACGGCCAGATCTGGACGG
GCGTAATCGGCTCGCCCGCGGCGAACGCACCGGACGCCGGGLCCCCLCTCAGC
GCTGGTTTGTGGTATGGCTCGGGACCGCCAACAACCCGGTGGACAAGGGCG
CGGCCAAGGCGCTGGCCGAATCGATCCGGCCTTTGGTCGCCCCGCCGLLGG
CGCCGGCACCGGCTCCTGCAGAGCCCGCTCCGGLCGLLCGGLGLLGGLLGGE
GAAGTCGCTCCTACCCCGACGACACCGACACCGCAGCGGACCTTACCGGCCT
GA

19. Rv3803c

ATGAAGGGTCGGTCGGCGC TGCTGCGGGCGCTCTGGATTGCCGCACTGTCA
TTCGGGTTGGGCGGTGTCGCGGTAGCCGCGGAACCCACCGCCAAGGLCCGLCC
CCATACGAGAACCTGATGGTGCCGTCGCCCTCGATGGGCCGGGACATCCCGG
TGGCCTTCCTAGCCGGTGGGCCGCACGCGGTGTATCTGCTGGACGCCTTCAA
CGCCGGCCCGGATGTCAGTAACTGGGTCACCGCGGGTAACGCGATGAACAC
GTTGGCGGGCAAGGGGATTTCGGTGGTGGCACCGGCCGGTGGTGCGTACAG
CATGTACACCAACTGGGAGCAGGATGGCAGCAAGCAGTGGGACACCTTCTTG
TCCGCTGAGCTGCCCGACTGGCTGGCCGCTAACCGGGGCTTGGCCCCCGGT
GGCCATGCGGCCGTTGGCGCCGCTCAGGGCGGTTACGGGGCGATGGCGCTG
GCGGCCTTCCACCCCGACCGCTTCGGCTTCGCTGGCTCGATGTCGGGCTTTT
TGTACCCGTCGAACACCACCACCAACGGTGCGATCGCGGCGGGCATGCAGCA
ATTCGGCGGTGTGGACACCAACGGAATGTGGGGAGCACCACAGCTGGGTCG
GTGGAAGTGGCACGACCCGTGGGTGCATGCCAGCCTGCTGGCGCAAAACAAC
ACCCGGGTGTGGGTGTGGAGCCCGACCAACCCGGGAGCCAGCGATCCCGCC
GCCATGATCGGCCAAGCCGCCGAGGCGATGGGTAACAGCCGCATGTTCTACA
ACCAGTATCGCAGCGTCGGCGGGCACAACGGACACTTCGACTTCCCAGCCAG
CGGTGACAACGGCTGGGGCTCGTGGGCGCCCCAGCTGGGCGCTATGTCGGG
CGATATCGTCGGTGCGATCCGCTAA

20. Rv1926¢

ATGAAGCTCACCACAATGATCAA GACGGCAGTAGCGGTCGTGGCCATGGCG
GCCATCGCGACCTTTGCGGCACCGGTCGCGTTGGCTGCCTATCCCATCACCG
GAAAACTTGGCAGTGAGCTAACGATGACCGACACCGTTGGCCAAGTCGTGCT
CGGCTGGAAGGTCAGTGATCTCAAATCCAGCACGGCAGTCATCCCCGGCTAT
CCGGTGGCCGGCCAGGTCTGGGAGGCCACTGCCACGGTCAATGCGATTCGC
GGCAGCGTCACGCCCGCGGTCTCGCAGTTCAATGCCCGCACCGCCGACGGC
ATCAACTACCGGGTGCTGTGGCAAGCCGCGGGCCCCGACACCATTAGCGGAG
CCACTATCCCCCAAGGCGAACAATCGACCGGCAAAATCTACTTCGATGTCACC
GGCCCATCGCCAACCATCGTCGCGATGAACAACGGCATGGAGGATCTGCTGA
TTTGGGAGCCGTAG

21. Rv1980c

GTGCGCATCAAGATCTTCATGC TGGTCACGGCTGTCGTTTTGCTCTGTTGTTC
GGGTGTGGCCACGGCCGCGCCCAAGACCTACTGCGAGGAGTTGAAAGGCAC
CGATACCGGCCAGGCGTGCCAGATTCAAATGTCCGACCCGGCCTACAACATC
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AACATCAGCCTGCCCAGTTACTACCCCGACCAGAAGTCGCTGGAAAATTACAT
CGCCCAGACGCGCGACAAGTTCCTCAGCGCGGCCACATCGTCCACTCCACGC
GAAGCCCCCTACGAATTGAATATCACCTCGGCCACATACCAGTCCGCGATACC
GCCGCGTGGTACGCAGGCCGTGGTGCTCAAGGTCTACCAGAACGCCGGLCGG
CACGCACCCAACGACCACGTACAAGGCCTTCGATTGGGACCAGGCCTATCGC
AAGCCAATCACCTATGACACGCTGTGGCAGGCTGACACCGATCCGCTGCCAG
TCGTCTTCCCCATTGTGCAAGGTGAACTGAGCAAGCAGACCGGACAACAGGTA
TCGATAGCGCCGAATGCCGGCTTGGACCCGGTGAATTATCAGAACTTCGCAGT
CACGAACGACGGGGTGATTTTCTTCTTCAACCCGGGGGAGTTGCTGCCCGAA
GCAGCCGGCCCAACCCAGGTATTGGTCCCACGTTCCGCGATCGACTCGATGC
TGGCCTAG

22. Rv2875

ATGAAGGTAAAGAACACAATTGC GGCAACCAGTTTCGCGGCGGCCGGCCTG
GCGGCTCTGGCGGTGGCTGTCTCACCGCCGGCGGCCGCAGGCGATCTGGTG
GGCCCGGGCTGCGCGGAATACGCGGCAGCCAATCCCACTGGGLCGGLLTCG
GTGCAGGGAATGTCGCAGGACCCGGTCGCGGTGGCGGCCTCGAACAATCCG
GAGTTGACAACGCTGACGGCTGCACTGTCGGGCCAGCTCAATCCGCAAGTAA
ACCTGGTGGACACCCTCAACAGCGGTCAGTACACGGTGTTCGCACCGACCAA
CGCGGCATTTAGCAAGCTGCCGGCATCCACGATCGACGAGCTCAAGACCAAT
TCGTCACTGCTGACCAGCATCCTGACCTACCACGTAGTGGCCGGCCAAACCA
GCCCGGCCAACGTCGTCGGCACCCGTCAGACCCTCCAGGGCGCCAGCGTGA
CGGTGACCGGTCAGGGTAACAGCCTCAAGGTCGGTAACGCCGACGTCGTCTG
TGGTGGGGTGTCTACCGCCAACGCGACGGTGTACATGATTGACAGCGTGCTA
ATGCCTCCGGCGTAA

23. Rv2873

ATGATCAACGTTCAGGCCAAAC CGGCCGCAGCAGCGAGCCTCGCAGCCATC
GCGATTGCGTTCTTAGCGGGTTGTTCGAGCACCAAACCCGTGTCGCAAGACA
CCAGCCCGAAACCGGCGACCAGCCCGGCGGCGCCCGTTACCACGGCGGCAA
TGGCTGACCCCGCAGCGGACCTGATTGGTCGTGGGTGCGCGCAATACGCGG
CGCAAAATCCCACCGGTCCCGGATCGGTGGCCGGAATGGCGCAAGACCCGG
TCGCTACCGCGGCTTCCAACAACCCGATGCTCAGTACCCTGACCTCGGCTCT
GTCGGGCAAGCTGAACCCGGATGTGAATCTGGTCGACACCCTCAACGGCGGC
GAGTACACCGTTTTCGCCCCCACCAACGCCGCATTCGACAAGCTGCCGGCGG
CCACTATCGATCAACTCAAGACTGACGCCAAGCTGCTCAGCAGCATCCTGACC
TACCACGTGATAGCCGGCCAGGCGAGTCCGAGCAGGATCGACGGCACCCATC
AGACCCTGCAAGGTGCCGACCTGACGGTGATAGGCGCCCGCGACGACCTCAT
GGTCAACAACGCCGGTTTGGTATGTGGCGGAGTTCACACCGCCAACGCGACG
GTGTACATGATCGATACGGTGCTGATGCCCCCGGCACAGTAA

24. Rv3873

ATGCTGTGGCACGCAATGCC ACCGGAGCTAAATACCGCACGGCTGATGGCCG
GCGCGGGTCCGGCTCCAATGCTTGCGGCGGCCGCGGGATGGCAGACGCTTT
CGGCGGCTCTGGACGCTCAGGCCGTCGAGTTGACCGCGCGCCTGAACTCTCT
GGGAGAAGCCTGGACTGGAGGTGGCAGCGACAAGGCGCTTGCGGCTGCAAC
GCCGATGGTGGTCTGGCTACAAACCGCGTCAACACAGGCCAAGACCCGTGCG
ATGCAGGCGACGGCGCAAGCCGCGGCATACACCCAGGCCATGGCCACGACG
CCGTCGCTGCCGGAGATCGCCGCCAACCACATCACCCAGGCCGTCCTTACGG
CCACCAACTTCTTCGGTATCAACACGATCCCGATCGCGTTGACCGAGATGGAT
TATTTCATCCGTATGTGGAACCAGGCAGCCCTGGCAATGGAGGTCTACCAGGC
CGAGACCGCGGTTAACACGCTTTTCGAGAAGCTCGAGCCGATGGCGTCGATC
CTTGATCCCGGCGCGAGCCAGAGCACGACGAACCCGATCTTCGGAATGCCCT
CCCCTGGCAGCTCAACACCGGTTGGCCAGTTGCCGCCGGCGGCTACCCAGA
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CCCTCGGCCAACTGGGTGAGATGAGCGGCCCGATGCAGCAGCTGACCCAGC
CGCTGCAGCAGGTGACGTCGTTGTTCAGCCAGGTGGGCGGCACCGGCGGCG
GCAACCCAGCCGACGAGGAAGCCGCGCAGATGGGCCTGCTCGGCACCAGTC
CGCTGTCGAACCATCCGCTGGCTGGTGGATCAGGCCCCAGCGCGGGLCGLGG
GCCTGCTGCGCGCGGAGTCGCTACCTGGCGCAGGTGGGTCGTTGACCCGCA
CGCCGCTGATGTCTCAGCTGATCGAAAAGCCGGTTGCCCCCTCGGTGATGCC
GGCGGCTGCTGCCGGATCGTCGGCGACGGGTGGCGCCGLCTCCGGTGGGTG
CGGGAGCGATGGGCCAGGGTGCGCAATCCGGCGGCTCCACCAGGCCGGGTC
TGGTCGCGCCGGCACCGCTCGCGCAGGAGCGTGAAGAAGACGACGAGGACG
ACTGGGACGAAGAGGACGACTGGTGA

25. Rv2430c

ATGCATTTCGAAGCGTACCCA CCGGAGGTCAACTCCGCCAACATATATGCCG
GCCCCGGTCCTGACTCGATGTTGGCTGCCGCCAGGGCGTGGAGGTCGTTGG
ATGTGGAAATGACGGCCGTGCAGAGGTCGTTCAACCGAACGCTGCTGTCTCT
GATGGACGCCTGGGCGGGTCCAGTGGTGATGCAGTTGATGGAGGCAGCCAA
GCCGTTTGTCAGGTGGCTGACCGACCTCTGTGTGCAGCTGTCTGAGGTCGAG
AGGCAGATCCACGAGATCGTGCGGGCCTATGAATGGGCACATCACGATATGG
TGCCCCTGGCGCAGATCTACAACAACCGTGCTGAGAGGCAGATTCTGATCGA
CAACAACGCGCTTGGGCAATTCACTGCGCAGATCGCCGACCTCGACCAAGAA
TATGACGACTTCTGGGACGAGGACGGAGAGGTGATGAGGGACTACAGGCTTC
GGGTGTCGGATGCGTTGTCGAAGTTGACTCCGTGGAAGGCGCCGCCGCCGAT
CGCCCACAGTACCGTGTTGGTCGCACCGGTGTCACCCAGCACGGCGTCATCG
CGTACAGACACTTAG
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ANEXO 2
GEIS DE ELETROFORESE COM IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS POR
MIXED-LINKER DNA FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis



FIGURA 51-GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS
GENETICAS POR MIXED-LINKER DNA FINGERPRINTING DE ISOLADOS
DE M. tuberculosis

002 003 004 005 006 007 MM CN

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

NOTA: Numeros 002 a 007 = cepas de M. tuberculosis; MM = marcador molecular
em escala ascendente de 100 pb; CN = controle negativo
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FIGURA 52- GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS POR MIXED-LINKER DNA
FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

008 009 010 CN 012 - 014 MM 015 016 017 - 019 020 MM

600 pb

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

NOTA: Numeros 008 a 010, 012, 014, 015 a 017, 019 e 020 = cepas de M. tuberculosis; MM = marcador
molecular em escala ascendente de 100 pb; CN = controle negativo; - = linha néo utilizada
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FIGURA 53- GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS POR MIXED-
LINKER DNA FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

MM 021 022 CN - 025 026 027 028 MM 029 030 031 033 034 035 MM

600 pb
500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

NOTA: Numeros 021, 022, 025 a 028, 029 a 035 = cepas de M. tuberculosis; MM = marcador molecular
em escala ascendente de 100 pb; CN = controle negativo; - = linha néo utilizada



153

FIGURA 54- GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS
POR MIXED-LINKER DNA FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M.
tuberculosis

MM

600 pb

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

NOTA: Numeros 042, 046, 048 a 050 = cepas de M. tuberculosis; MM = marcador
molecular em escala ascendente de 100 pb; CN = controle negativo; - = linha ndo
utilizada
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FIGURA 55- GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS POR MIXED-LINKER
DNA FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

029 036 037 038 039 MM 040 043 044

600 pb

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

NOTA: Numeros 029, 036 a 040, 043, 044, 047, 050 = cepas de M. tuberculosis; MM = marcador molecular em
escala ascendente de 100 pb; CN = controle negativo
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FIGURA 56- GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS POR MIXED-LINKER DNA
FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

051 052 053 054 055 056 057 058 MM CN 060 061 062 063 CN 065 MM

NOTA: Numeros 051 a 058, 060 a 063, 065 = cepas de M. tuberculosis; MM = marcador molecular em escala
ascendente de 100 pb; CN = controle negativo
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FIGURA 57- GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS POR MIXED-LINKER
DNA FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

MM 066 067 068 069 CN 071 072 MM 001 011 013 018 CN

600 pb

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

NOTA: Nudmeros 066 a 069, 071, 072, 001, 011, 013, 018 = cepas de M. tuberculosis; MM = marcador
molecular em escala ascendente de 100 pb; CN = controle negativo



FIGURA 58- GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES DIGITAIS GENETICAS POR MIXED-LINKER DNA
FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

MM 004 007 008 015 016 020 CP MM 028 022 027 CN 035 046 Bv

600 pb

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

NOTA: Numeros 004, 007, 008, 015, 016, 020, 022, 027, 028, 035, 046 = cepas de M. tuberculosis; MM =
marcador molecular em escala ascendente de 100 pb; CN = controle negativo, CP = controle positivo, cepa
de M. tuberculosis H37Rv, Bv = cepa de M. bovis BCG
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FIGURA 59-GEL DE ELETROFORESE CONTENDO IMPRESSOES
DIGITAIS  GENETICAS POR MIXED-LINKER DNA
FINGERPRINTING DE ISOLADOS DE M. tuberculosis

MM 004 007 008 015 016 020 CP MM

600 pb

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

NOTA: Numeros 004, 007, 008, 015, 016 e 020 = cepas de M.
tuberculosis; MM = marcador molecular em escala ascendente de
100 pb; CP = controle positivo
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