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RESUMO
Nicolas Tomazetto Marchon

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES PARA
O IMUNODIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE HUMANA

Walter M.R. Oelemann

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pdés-Graduagdao em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

A tuberculose (TB) pulmonar é a doenca infecciosa mais prevalente em
todo o mundo, gerando 8,8 milhdes de novos casos e 2,7 milhdes de mortes
anualmente, numeros incrementados com o advento da AIDS. O diagndstico da
doenca é dificultado pelos diferentes aspectos da baciloscopia, cultura, e a
influéncia da vacinagcdo com BCG e sensibilizacdo do imunodiagndstico com
outras micobactérias. Somado a isso, o carater endémico no Brasil e em outros
paises subdesenvolvidos e os diferentes estagios da doenca remetem a
necessidade de novos métodos diagndsticos rapidos, sensiveis, especificos e
economicamente viaveis. Neste sentido, os testes soroldgicos emergem como
uma importante alternativa. Diversos antigenos secretados pelo agente
etiolégico da doenca - Mycobacterium tuberculosis - vém sendo estudados e
testados sorologicamente, dentre os quais ESAT-6, CFP-10, Tb 9.7, Tb 16.3 e
ICD-2. Entretanto a obtengao e posterior estudo com soros de pacientes do
Brasil ndo tém sido relatados para todos os antigenos. Assim, o objetivo do
presente trabalho foram a obtencdo e avaliacdo soroldgica dos antigenos
supracitados frente a soros de pacientes sadios e com tuberculose, para
estabelecer uma alternativa diagnédstica viavel e confidvel para a tuberculose.
Os genes que codificam os antigenos em questdo foram amplificados por PCR e
clonados em vetor de expressdo heterdlogo. Posteriormente bactérias
Escherichia coli foram transformadas com as proteinas, tiveram sua expressao
induzida e posterior purificacdo. Todos os antigenos testados separadamente
ou formando “pools” em ELISA, foram capazes de reconhecer e diferenciar
soros tuberculose positivos e negativos de maneira significativa. A aplicagao
dos antigenos estudados em testes soroldgicos futuros, com painéis de soros
de pacientes do Brasil, poderdo integrar um coquetel antigénico que auxilie no
diagndstico da tuberculose e representar um estudo pioneiro no ambito
nacional.

Palavras-chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, diagndstico,
sorologia, ELISA, antigenos recombinantes.

Rio de Janeiro
Setembro de 2009



ABSTRACT
Nicolas Tomazetto Marchon

CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT ANTIGENS FOR
IMUNODIAGNOSIS OF HUMAN TUBERCULOSIS
Walter M.R. Oelemann

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pdés-Graduagdao em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Pulmonary Tuberculosis is the most prevalent infectious illness in the world,
contributing for 8,8 million of new cases and 2,7 million of deaths per year,
enhanced numbers with the AIDS advent. The disease diagnosis is difficult by
different aspects of baciloscopy, culture and the influence of BCG vaccination
and the imunodiagnosis sensibilization with micobacteria. Additionally to this,
the endemic character in Brazil and other non developed countries and the
different stages of the illness refers to the necessity of new fast, sensitive,
specific and economically feasible diagnosis methods. Serological tests has
emerged as in important alternative. Several secreted antigens of the etiologic
agent of the disease - Mycobacterium tuberculosis — has been studied and
tested serologically, such as ESAT-6, CFP-10, Tb 9.7, Tb 16.3 and ICD-2.
Meanwhile, Brazilian patients sera studies by using these antigens have not
been reported yet. This project aimed to obtain and characterize the
mentioned antigens by immunological diagnosis assays (ELISA). The codifying
genes of reported antigens were amplified by PCR and cloned in heterologous
expression vector. Lately Escherichia Coli cells were transformed and the
expression induced. All antigens were purified and tested both alone or in pools
in ELISA been significantly recognized and differentiated sera from tuberculosis
positive and negative individuals. Future serological studies with sera panels
from Brazilian patients may indicate an antigenic cocktail helpful for
tuberculosis diagnosis and also represent a pioneer study in this country.

Key-words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, diagnosis,
serology, ELISA, recombinant antigens
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1-INTRODUCAO

1.1-O agente etiologicoMycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) € um micro-organismo pertencente a ordem
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e géneroMycobacterium, o qual existe
possivelmente ha cerca de 150 milh6es de anos.gésiero apresenta atualmente, acima
de 130 espécies descritas (Daniel 2006; Haas., 2000; Primm, Lucero & Falkinham
2004).Mtb foi descrito pela primeira vez pelo pesquisadomale Robert Koch em 1882,
sendo por isso também conhecido, até os dias atoaiso bacilo de Koch, agente
etiologico da Tuberculose (TB).

O bacilo da TB pertence ao compleitb, cujos membros possuem ampla
identidade genética, sendo indistingliveis pordestule hibridizacdo DNA-DNA (Bros
al., 2001). O complexaMtb, além deMtb abriga varias espécies tais como a espécie
Mycobacterium bovis, capaz de infectar humanos, causando tuberculosdgems casos, e
outros mamiferos, sendo o agente etiologico dardulmse bovina. As espécies
Mycobacterium africanum e Mycobacterium canetti ja foram isolados em alguns casos de
tuberculose em humanos no continente africgcobacterium microti, embora seja um
patogeno de roedores, tem sido isolado em algassscde tuberculose em humanos,
também na Africa (Raviglione & Obrien, 2004)ycobacterium pinipedii € comumente
encontrado em hospedeiros mamiferos marinhos, eofooa, mas também ja foi isolado
de mamiferos terrestres, inclusive o homeniyiyeobacterium caprae que usualmente
infecta cabras (Smith, 2006).

O complexoMtb abrange micobactérias de crescimento lento, levamas de sete
dias para que seja possivel visualizacdo de calGema meio soOlido, o que retarda seu
isolamento e identificacdo. Geralmente séo pategérao homem e animais (Shinnick &
Good, 1994). Uma possivel explicacdo para o leméscamento do complexo seria a
distancia da origem de replicacd@@R|c) até o operon de RNA ribossémico (rr{rosch
et al., 2001).

Mtb é um bacilo aerébio desprovido de flagelo e néovémlor de esporos, medindo
cerca de 0,2 a 0,6m de diametro e 1 a J0m de comprimento. A bactéria possui uma
parede celular bastante peculiar (Figura 1) catiaatda pelo alto teor de lipidios,

geralmente ligados a diversos polissacarideos cfpalhmente a arabinogalactana de
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elevado peso molecular e alto grau de ramificagdpgptideos diversos (Murrayal.,
1994).

Outra importante peculiaridade da parede celular Mib € a composicao
diferenciada da peptideoglicana, caracterizada ljgagdes f-1,4 entre o acido N-
glicosilmuramico e N-acetilglicosamina, diferententeedas demais bactérias, em que o N-
glicosil é substituido pelo acido N-acetiimuramiddtb apresenta um elevado grau de
ligacdes cruzadas na sua peptideoglicana, o quesexga outro fator que contribui para a
impermeabilidade celular (Boshoff & Barry, 2006).

O elevado conteudo de lipidios da parede celularMde € responsavel por
importantes propriedades desse bacilo, como rasiaté antibidticos e antissépticos,
capacidade de evasdo da resposta imunoldgica dpedwso, hidrofobicidade e
impermeabilidade (Van Soolingen, Van der Zandenaas] 1998).

Dentre esses lipidios merecem destaque os acidudicns, que sdo acidos graxos
insaturados com cadeias de 70 a 90 atomos de cadmrcomprimento, presentes em
abundancia na parede celular (representam aproameaute 50% do peso seco do bacilo).
Estas moléculas sdo responsaveis pela impermesatalido envelope celular e foram
recentemente associadas ao desenvolvimento ddénesss deMtb a antimicrobianos
(Campos, 1999).

Outro componente lipidico importante da parede laelde micobactérias é a
lipoarabinomanana (LAM), um fator de viruléncia gparece inibir a atividade dos
monaocitos. Outras moléculas lipidicas incluindeeiml dimicoserosato (PDIMs, do inglés
phthiocerol dmycoserosates), glicolipidicos fendlicos (PGLs, do ingléphenolic
glycolipids) glicolipideos ricos em trealose, sulfolipideo®wdros tém sido descritas na
literatura internacional (Knutsaat al., 1998).

A alta hidrofobicidade da parede celular Migb Ihe confere a caracteirstica de
alcool-acido resistente, segundo a coloracao dd-Kieelsen. Isto €, sdo mais dificilmente
corados, mas uma vez corados por técnicas maisicdsagempregando aguecimento),
resistem fortemente a descoloracdo, mesmo por émites diluidos e alcool absoluto.
Mtb é resistente ainda agentes quimicos, capaz de formar grumos em ligeido, uma
vez corado, resistente a descoloracdo por aciddassf@e apresenta, como ja citado,

crescimento bastante lento (Eisentadt & Haal, 19@&znagel, 1999).
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Figura 1: Parede celular de micobactérias (adaptado de Karakousis, Bishai & Dorman (2004)
(A) Membrana plasmatica; (B) Peptideoglicanos; (C) Arabinogalactanas; (D) Lipoarabinomanana
com envoltdrio de manose; (E) Proteinas associadas a membrana e ao envelope celular; (F)

Acidos micdlicos; (G) Moléculas glicolipidicas de superficie associadas aos acidos micdlicos

O sequenciamento da cepa patogénica H37Rwtddoi um marco que possibilitou
melhor estudo e compreensao do metabolismo destbaateria (Colest al., 1998). A
gendmica comparativa e suas ferramentas tém sigoriamtes para identificacdo de
componentes envolvidos na patogenicidade, comoefate viruléncia e mecanismos de
sobrevivéncia na célula hospedeira. Aliadas a déstemmentas, estudos protedmicos como
técnicas bioquimicas e de espectrometria de mamsaitpam predicdo da funcdo para
84% do genoma ddtb (Mawuenyegat al., 2005).

O genoma deMtb possui um elevado indice das bases nitrogenadasdiua e
citosina (C+G), chegando a 65,5%. Um dos principaivos para este indice € a
ocorréncia do cédon de iniciagdo alternativo GTG ¥#6 das fases de leitura aberta
(ORFs, do Inglés parapen reading frame). Comparativamente, este codon alternativo
ocorre em aproximadamente 9% das ORF<£siberichia coli (Palominoet al., 2007).
Este elevado contetdo G+C se mantem de maneirdgvaet@nte uniforme em todo o
genoma dévitb, podendo, entretanto, variar em determinados genas nos membros da
familia génica PPE onde o indice é ainda supesiomos genes que codificam proteinas

transmembranas onde é inferior (Sreevatsah, 2007).
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Uma importante caracteristica do material genétleoMtb € a presenca de
elementos de insercao (IS, do Inglés pansertion sequence), especialmentdS5110,
amplamente utilizada para tipagem e epidemiologiadd a existéncia de variacdes no seu
tamanho e niumero de cépias (Van Embden, Cave &fGrdw993).

Andlises gendmicas ddtb indicam o potencial de alteracdo de rotas metzdmlio
que é de fundamental importadncia para a sobrevieédo patégeno em diferentes
condicbes ambientais, como as encontradas dentélul@s hospedeiras e em granulomas
(Coleet al., 1998).

No aspecto molecular, evidéncias sugerem que ERraia das micobactérias esteja
ligada a presenca e variabilidade das sequUéncisisagénas regides de diferenca (RD).
Tais regibes parecem ter sido perdidas evolutivéenentre as diferentes espécies do
género. Por codificarem antigenos especificos, amnseqiente potencial para o
desenvolvimento de uma resposta imunoldgica esgecis seqliéncias dessas regibes sao
importantes instrumentos para o desenvolvimentoogtas abordagens diagndsticas. Até os
dias atuais ja foram caracterizadas 16 regifesfereedca, RD 1 a 16 (Teixeira, Clarice &
Munk, 2007). A regido de diferenca RD1 € uma daxmais e consiste em um segmento
de DNA gendmico de 9,5 kb. Esta seqiéncia est&meem todas as cepas virulentas,
mas deletada em todas as cepas BCG utilizadas caagao e na maioria das
micobactérias ndo tuberculosas (NTibn tuberculous mycobacteria). Ela € responsavel,
entre outros, pela codificacdo dos dois antigenas rhem caracterizados: CFP-10 e
ESAT-6 (Okkelst al., 2003; Mukherjeet al., 2006).

A importancia clinica deMtb estéd relacionada a relevancia da doenca por ele
causada: a tuberculose. A partir do século XX, sedeolvimento da vacinacdo com o
Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), a melhoria em a8tfias de saude publica e a
descoberta de antimicrobianos capazes de inibiestitnento do micro-organismo, como a
estreptomicina, isoniazida, rifampicina e outrogesiam que a doenca poderia ser
erradicada, no final da década de 70. Entretanpast&r da década de 1980, a prevaléncia
da doenca aumentou, devido ao advento da sindrenmewthodeficiéncia adquirida (AIDS,
do inglésacquired immunodeficiency syndrome), a negligéncia dos orgaos publicos de
controle da TB, ao aumento das desigualdades sacidd fluxo migratério e a resisténcia
adquirida porMtb contra as drogas usadas, basicamente devido adedéncia completa

ao tratamento adequado. Atualmente, estima-se wasequm terco da populacdo mundial



17

(aproximadamente 1,6 bilhbes de pessoas) estegataaa comMtb, mantendo a TB
pulmonar como a doencga infecciosa mais prevalemtmumdo (OMS, 2009; Drobniewski
et al., 2003).

1.2-A Tuberculose

1.2.1-Historico

A tuberculose recebeu este nome de J. L. Schoergdemn 1839, o primeiro a
constatar e notificar os multiplos sintomas da daerNo entanto, relatos histéricos
sugerem que seu surgimento ocorreu ha milharenae a&ras, tendo sido amplamente
disseminada no Egito, Roma, e inclusive na Amémceto antes dos primeiros contatos
com os europeus (Konond, al., 2002; Zinket al., 2003).

A principal epidemia de tuberculose ocorreu na gara partir do século XVIl e a
doenca ficou mundialmente conhecida como PestecBratevido a extrema palidez dos
doentes. Fruto das altas densidades populaciondés @ndi¢cdes sanitarias precarias, a
doenca se alastrou pelo continente, perdurandoiapgdamente 200 anos e dizimando

cerca de um terco da populacdo européia (Dani€g)20

1.2.2-Epidemiologia

Anualmente, cerca de 9 milh6es de pessoas em tadanolo sdo infectadas por
Mtb, e a doenca causa a morte de mais de 2 milh@g® epresenta mais de 5 mil pessoas
por dia (OMS, 2009). Aproximadamente 80% dos casstsio ligados a paises em
desenvolvimento, o que permite concluir que a TBn& doenca socialmente determinada,
ou seja, predominante em paises com condi¢cOesriaecie saneamento. O advento da
AIDS favoreceu a globalizacao da transmissao dagioe desde 1993, e a OMS decretou
a TB uma doenca de emergéncia global.

No Brasil ha aproximadamente 82 mil novos casosapor, 0 que corresponde a
35% dos relatos das Américas (OMS, 2009). Estesermsnpodem ser ainda maiores
considerando a existéncia de subnotificacbes. GilRreupa a 182 posicdo no grupo dos 22
paises que concentram a maioria dos casos de T&raglgs no mundo, e cerca de 6 mil
pessoas morrem todos 0s anos no pais em decordentiderculose. O estado do Rio de

Janeiro figura como um dos maiores detentores desscde tuberculose no pais: sdo
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aproximadamente 15 mil casos novos todo ano, @guesponde a 87 tuberculosos a cada
100 mil habitantes (SVS, 2007; OMS 2009).

1.2.3-Contéagqio

A infeccdo porMtb geralmente ocorre de uma pessoa bacilifera para, quor
goticulas aéreas capazes de transportar o micesisrgo. Apds o contagio estabelecido,
Mtb alcanca os alvéolos pulmonares pelas vias aéEasseguida é direcionado aos
linfonodos, de onde pode ganhar as correntesitiafadu sanguinea atingindo outros sitios
do corpo. Apesar de 75% dos casos de TB serentaossios pulmdes, ndo sao raros casos
de TB extrapulmonar. Dentre os quais, TB intestindsea, meningea, laringea,
gastrointestinal, cutanea, ou a miliar, que tamlagomete os pulmbes, mas de maneira
disseminada (Zelina, 2004).

A potencializacdo do contagio em paises em desamaito culmina com a
determinacdo social da tuberculose e pode sercexali por diversos fatores: elevada
densidade populacional, auséncia de servicos deeshasicos, que deveriam garantir
acesso abrangente ao diagnostico e tratamento, @éeondices de vida insalubres,
desnutricdo, habitacfes e locais de trabalho satilagio (OMS, 2009).

1.2.4-Tuberculose e o Sistema Imunoldgico

Apesar de ndo conseguir a destruicdo completa cltwpa sistema imunolégico de
90% das pessoas infectadas é capaz de conter aafgor meio de formacdo de
granuloma. Nestes casos 0 patdogeno permanecema®.em estado latente, com niveis
basais de proliferacdo (Schluger & Rom, 19®3ses frequientes casos séo conhecidos por
tuberculose infeccéo latente (LTBI, do inglétent tuberculosis infection) e constituem um
grupo de dificil diagnostico. Anos depois, em euait situacdes de debilidade do sistema
imunologico (como nos casos de AIDS, em paciememossuprimidos e em usuarios de
corticéides), pode haver a reativacdo da tubereulosm posterior caracterizacdo da
doenca ativa. A LTBI é, portanto, uma fase ondespbdeiro mantém a infec¢éo pdib,

porém nao possui sinais e sintomas da doenca (Baseet al., 2004).



19

1.2.4.1-Resposta Imunoldgica Inata

O sistema imunoldgico inato constitui a primeigarbira de protecdo do hospedeiro
a infeccdo poMtb. Diversas células deste sistema desempenham enpestpapéis no
combate ao agente infeccioso.

Os macréfagos alveolares sdo fundamentais paranan@tdo de particulas que
entram no organismo por via aérea, sendo consioeragrimeira populacédo de células a
interagir com o bacilo de Koch. Entretanto, os mbtgos sédo, também, os responsaveis
pela manutencdo da infeccdo péib, devido a capacidade de sobrevivéncia dos bacilos
nos fagossomos (Dannenberg, 1991). As micobactééasresistentes aos mecanismos
microbicidas dos macréfagos, os quais sdo capazetindinar a grande maioria de outras
bactérias fagocitadas. Isto se deve pela capacutaiitb de inibir tanto a acidificacéo e a
maturacdo do fagossomo, escapando das enzimasolsais, como dos mecanismos
apoptoticos dos macréfagos que fagocitam as mitétias (Alcaiset al., 2005; Yoshikai,
2006). As micobactérias possuem ainda a capacidadbloquear etapas da fusdo do
fagolisossomo. Tais processos podem, eventualmseterevertidos por citocinas como
IFN-y e TNF« (Pieters, 2001).

Apesar dos macrofagos serem considerados os alvmdppis para infec¢do por
Mtb, recentemente tem-se proposto que outras popslagdéecélulas, a exemplo dos
neutréfilos, também podem ser infectadas e desdmpeom papel importante no
desenvolvimento da doenga. Neutréfilos estdo eareélulas inicialmente recrutadas em
sitios onde ocorre invasdo por agentes patogéminogonde sinais de inflamacdo séo
disparados. Além de possuirem mecanismos micr@scidcredita-se que tenham
importante papel no controle do crescimento micano (Appelberget al., 1995).
Sugere-se que essas células contribuam para @leod# infeccéo atraves da producédo de
quimiocinas e inducao da formacédo do granuloma €érah, 2006). Por outro lado, tem se
atribuido também aos neutrofilos um papel no dedeimento da doenca, permitindo a
replicacdo do bacilo (Eruslanetal., 2005).

Neste contexto, recentes relatos vém sugerindo gquepossibilidade de
estabelecimento da doenca ativa esteja ligadgpaadiular que confere resposta inicial ao
Mtb. Quando esta resposta ocorre via macrofagos, ngenéé a infeccdo tende a ser
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contida, mas quando é realizada por neutrofilosmabnente ocorre manifestacdo da
doenca ativa (Cruz, Barbosa & Oliveira, 2005).

Por outro lado, os mastdcitos sdo células egicamente distribuidas no pulméao,
apresentando importante funcéo na defesa as miéolaac Quando ativadas, essas células
liberam diversos mediadores imunoldgicos, comoahigia, heparina, prostaglandinas,
fator de necrose tumoral alfa (TNF; interleucinas como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-8, emtr
outros. (Williams & Galli, 2000). A IL-6 est4d enwida na ativacdo de neutrofilos,
enquanto o mediador TN~ na manutencdo do granuloma (Muneiz al., 2003).
Acentuado aumento nas populacdes de mastocitosegvalolo nos pulmdes apos a infeccéo
por Mtb. Consequentemente ocorre degranulacdo e liberdeadiversos mediadores,
principalmente pro-inflamatoérios (Adarasal., 1995).

Lesdes causadas pdtb apresentam elevados numeros de células dendrissas
células, assim como outras APCs possuem a capadigacbconhecer antigenos, endocita-
los, e realizar o processamento e apresentacdo ceiaplexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (MHC II, do irgl@ajor histopatibility complex) para
células efetoras da resposta imune (linfocitos QD4 componente LAM ligado a
residuos de manose (LAM-cap de manose) esta peesemt parede celular das
micobacterias e € apontado como um dos fatorezes ol interagir com receptores dessas
células (Geijtenbeelet al., 2003). Estudos recentes relataram que a subpd@oulde
linfécitos T CD4+helper 1 (Th1l) expandem em resposta a antigenos de BCG, afadssn
por células dendriticas nos linfonodos, e migrama mes sitios de infec¢do, tais como o
tecido pulmonar. Nesses sitios sdo capazes dadilbeéd-y ativando macrofagos locais que
controlam a replicacéo do bacilo (Humphretal., 2006).

Embora a deplecdo de células Nikatgral killer) ndo tenha influéncia na carga
bacteriana nos pulmdes, essas células vém sendtadps como importantes coadjuvantes
nas respostas imunologicas inata e adaptativa egbattérias (Junqueira-Kipne al.,
2003). Células NK humanas tém mostrado um aumeanttitdtoxicidade por macrofagos
infectados conMtb. Além disso, sdo capazes também de potencializabdidade dos
linfécitos T CD8+ de produzir IFN-e lisar células infectadas pbitb (Vankayalapatet
al., 2002).

Provavelmente por se encontrar em concentracfeye28s maiores que 0S

macrofagos alveolares, as células pulmonares ieBtesdo as primeiras células a
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interagirem conMtb. Apesar de manter e permitir a replicacadvdle em seu interior, tais
células podem gerar importantes respostas praviaflarias pela secrecdo de IL-8,
induzindo a producéo de agentes microbicidas codxidn nitrico (Pethe, Alonso & Bier,
2001).

1.2.4.2-Resposta Imunoldgica Adquirida

O sistema imunologico inato muitas vezes € capaodtr infecgdes pdavitb, no
entanto, isto nem sempre acontece. Neste contextistema imunolégico adquirido
também inicia seus mecanismos para eliminar o agaftccioso. Vale lembrar qui
Vivo, as respostas aos invasores ocorrem de mane&miday com atuacao concomitante
dos sistemas imunologicos inato e adaptativo enh gaoprotecdo do hospedeiro. A
imunidade adaptativa € mediada por linfocitos amidgespecificos, que utilizam receptores
também especificos gerados por rearranjo genétiqgmeeisam de alguns dias para
completar os processos de diferenciacdo e exparieéal. Durante esse intervalo de
tempo para a formacdo da resposta imunolOgica aiilegpt a memaoria imunologica
especifica pode se estabelecer, promovendo prothg&@uoura contra reinfeccdes. De
maneira geral, a resposta imunoldgica adquiridavidlida em resposta celular, através de
mecanismos de citotoxidade, e a resposta humomdjagta por anticorpos (Yoshikai,
2006).

Estudos mostram que a resposta imunoldgica cedudasencial para o controle da
infeccdo causada pdftb, principalmente via linfécitos T CD4+, mais esfiieeimente sua
subpopulacdo J1. Linfécitos Tyl sdo capazes de reconhecer antigenos do micro-
organismo apresentados pelo MHC Il e ativar os éfagos através da secrecdo de
citocinas, como TN, IL-4 e, principalmente, IFy-(Murray, 1999). Esta citocinasta
em niveis elevados em individuos com doenca lirajtgde, em contrapartida, apresentam
baixa presenca de anticorpos especificos cdvitba(Wilsher et al., 1999). Essas células
também ajudam a desenvolver a resposta mediadb B8+ e participam da inducéo da
apoptose de células infectadas (Scanga, Mohan &03Q0).

De forma semelhante, as células T CD8+ também iaoxino controle da
infeccdo, principalmente através de secrecao deir#s e lise bacteriana. A liberacdo de
IFN-y promove a ativagdo dos macrofagos. Linfocitos TBEB&o0 eficientes na lise de
células infectadas e na eliminagdo de bactériaacelulares. Os linfocitos T também
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apresentam a capacidade de processar e apreseriigenas de forma eficiente,
estabelecendo-se como uma ponte entre a imunidatiee adaptativa (Serbina, Lazarevic
& Flynn, 2001).

Baseando-se em estudos como os supracitados,d®@deviato da infeccao pbitb
possuir carater intracelular, durante as Ultimasadas considerava-se que a resposta imune
humoral ndo possuia participacdo efetiva na protegétra TB. Porém, apesar do papel
dos anticorpos em infec¢cbes bacterianas intracelilainda n&o estar completamente
elucidado, a resposta humoral corfth tem sido foco de diversos estudos (Williaehs
al., 2004, Reljicet al., 2006).

Sabe-se que os anticorpos exercem diversas fimgbsistema imunoldgico, tais
como neutralizar toxinas, intermediar ligacbes @#O0genos a receptores, opsonizar
invasores, ativar o sistema complemento, induziirecionar a secre¢ao de citocinas e
mediar mecanismos de citotoxicidade dependententieogpo. Além disso, devido a sua
especificidade, os anticorpos possuem funcdo pdgpante em estudos relacionados a
testes diagnésticos baseados na sorologia. Algahadas importantes no contexto de
imunidade humoral mostram que BCG quando revespdo anticorpos, € mais
eficientemente processado e apresentado por céletakiticas para estimular respostas de
linfécitos T. Os anticorpos parecem também aumemifaternalizacdo e destruicdo desses
bacilos mediada por neutrofilos e macrofagos, étimemamente importante no contexto
da imunidade de mucosa (Valliesteal ., 2005).

Um estudo importante estabeleceu um marco na elcfodda interacédo entvétb e
resposta humoral, mostrando que anticorpos monaislopodem alterar o curso da
infeccdo. Foi constatado que a resposta humoraimm@eao sendo capaz de reduzir a carga
de bacilos em uma infeccdo, atua eficientementepesh da formacédo do granuloma,
minimizando a disseminacao do patdégeno e favorecarsbbrevida do paciente (Glatman-
Freedman, 2003).

Vale salientar que a variabilidade no MHC de indii para individuo e de
populacao para populacao é determinante na indtalde doenca, seu curso e diagnaostico,
0 que permite inferir que a susceptibilidade a daea a resposta imunologica kKb

estejam intimamente ligadas a um carater populatlooal.

1.2.7-Manifestacdes Clinicas
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As infec¢des poMtb sdo em sua maioria assintomaticas e permanecentdatpor
um grande periodo de tempo. Entretanto, em algaswssca doenca pode se desenvolver no
primeiro contato com o bacilo. A TB primaria, co@alassificada nesses casos, acomete
com freqUéncia criancas de até 4 anos de idadeabrgmte representa uma forma grave,
disseminada e nado transmissivel da doenca. Destrpessoas que apresentam LTBI
aproximadamente 10% desenvolvem posteriormentercdaativa. Entretanto, esse risco é
muito elevado em casos de debilidade do sistemadlagico, como em casos de co-
infeccdo por HIV, podendo chegar a 60%. A TB atam, 80% dos casos, se apresenta na
forma pulmonar (Raviglione & Obrien, 2004).

Os sintomas da TB ativa incluem, de maneira gévage cronica por mais de 15
dias (principal marcador da doenca), com eventtad®s de hemoptise (expectoracdo de
sangue através da tosse), anorexia, fadiga sena @pasente, perda ponderal lenta e
progressiva, dor toraxica, febre geralmente aoréetar e sudorese noturna intenso. Nos
casos de TB extrapulmonar, os sintomas irdo depet@docalizacdo da doenca. Em
alguns casos, a evolucdo pode originar conseqi@&g@aes, ocorrendo o que se chama de
TB crbnica. Neste caso, ha reativacado dos focaspivs, caseificacdo progressiva (que
corresponde a necrose do tecido) e cavernizaca®s(QB09).

Nos dias atuais, um grupo especial de pacientesctados porMtb merece
destaque: os co-infectados com o virus da imun@éatiia humana (HIV). A AIDS € uma
pandemia que afeta mais de 40 milhdes de pessddS, (8D09). Individuos com AIDS sao
debilitados imunologicamente por sofrerem uma fditeinuicdo no repertorio de células
T CD4+ e por este motivo sdo mais facilmente isfgdos poMtb e passiveis de reativagédo
da TB. Nesses casos ocorre agravamento das magdestda TB. Anualmente, cerca de
700 mil casos de tuberculose ativa ocorrem em pgseHIV-positivos, causando cerca de
200 mil mortes. Este grupo ainda se caracterizarfaaor dificuldade de diagndstico para a
tuberculose, devido a caracteristicas atipicasuadr@ de TB que desenvolvem (Cherian &
Verghese, 2000).

1.2.8-Prevencéao

A prevencédo da TB é feita através da imunizacdmsbhcom Bacilo de Calmette-
Guérin (BCG), em alusao aos pesquisadores quecad®dgeram. Esta vacina consiste em

bacilos vivos deM. bovis atenuados por mais de 230 passagens em meio teacel
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liofilizados. Este processo de atenuacdo levoudapde regibes gendmicas como a RD 1.
BCG é capaz de estimular a resposta imunologic&abttb, possibilitando que em um
eventual contato com o micro-organismo, a doengasedestabeleca. No Brasil a cepa
vacinal utilizada € a cepa Moreau, mas existerardas cepas e sub-cepasMiebovis,
com diferentes niveis de atenuacéo, também utdizad vacinacdo em outras regides do
mundo (Cheret al., 2007).

A vacina BCG comecou a ser utilizada em 1921 paroval, mas posteriormente
passou a ser administrada por via cutanea, devidoeldor inducdo da resposta de
hipersensibilidade tardia a tuberculina e a oferewenores custos. Por ndo ser eficaz no
impedimento e desenvolvimento da tuberculose pusmaronferindo protecédo satisfatoria
apenas para a meningite tuberculosa e para asdatisseminadas infantis da doenca, a
utilizacdo da BCG é bastante controversa (BricR842.

Apesar de conferir resisténcia bastante varidvelddposcilar de 0 a 80%,
dependendo da populacdo estudada), devido a faeombgentais e fatores genéticos da
populacao, a vacinacdo com BCG ¢ indicada apenadgems paises. Comprovadamente,
a vacinacdo com BCG garante até 100% de eficiénaiaprevencdo de meningite
tuberculosa em neonatos. No Brasil, a BCG esti alenGario Basico de Vacinacao,
programada para o primeiro més de vida. A indicagiaoses subsequentes de BCG na
profilaxia da_tuberculosainda é ainda desprovida de comprovacao cientifi@to a
eficacia (CVA, 2004).

1.2.9-Tratamento

Estima-se que aproximadamente 50% dos infectadodVifiy que ndo recebem
tratamento, estdo propensos ao 0bito. Entretaritajamento para TB, apesar de sua longa
duracdo (em média seis meses a um ano), é bastamate e leva a cura em 95% dos casos,
guando realizado regularmente. Geralmente utikza-8&HZ, um coquetel que inclui trés
medicacoes: rifampicina (R), isoniazida (H) e pmamida (Z), que agem sobhkétb de
maneira sinérgica em vias metabdlicas e localimodeulares diferentes, além do
etambutol (OMS, 2009). Esses medicamentos atudmndd a RNA polimerase, enzima
essencial ao metabolismo celular e a sintese desaniicolicos, componentes essenciais a

parede celular deltb.
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Outros farmacos também podem ser indicadas no denaleabacilo nos casos de
resisténcia, como amicacina, capreomicina, estm@pioa, etambutol e outras (Portal da
Saude, 2008). Casos de LTBI sdo analisados pamioghte e pacientes adultos propensos
a ativacdo da doenca sao tratados com baixas desesniazida (Hopewell, Migliori &
Raviglione, 2006).

No entanto, a existéncia de farmacos efetios p@dsindo parece ser capaz de
eliminar a tuberculose, uma vez que os pacientedngente ndo realizam o tratamento até
o final. Neste sentido, a DOTS (Estratégia do Tnatato Supervisionado da Tuberculose,
do inglés paralirectly observed treatment strategy) € uma proposta de intervencdo com o
objetivo de se favorecer o tratamento completostidsi aos pacientes com tuberculose.
Esta estratégia pode levar ao aumento na probaddide cura e o ndo desenvolvimento de
resisténcias, contribuindo para a melhoria no otmtda TB (OMS, 2009). Atualmente,
novas abordagens, adicionais a estratégia DOTS, s&mio propostas. Neste sentido, o
desenvolvimento da DOTS diretamente nas comunidastes participacdo de agentes
comunitarios de saude, e com avaliacdo intensigacdotatos intradomiciliares seguida de
tratamentmu quimioprofilaxiatem levado a maiores indices de cura (Cavalcaats,).

Atualmente, o nimero de cepasMib com resisténcia multipla a drogas é cada vez
maior, 0 que estimula as pesquisas na busca de nméculas eficientes no tratamento, e
melhor compreensdo dos mecanismos de sobrevivénciasisténcia desse micro-
organismo. Estudos diversos vém mostrando quedsisténcias sao principalmente fruto
de mutacdes espontaneas no DNAMIb e da interrupcdo no tratamento a TB (Quiros-
Roldéan, Airoldi & Moretti, 2001).

1.2.10-Formas resistentes de tuberculose

A gravidade de um caso de TB esta intimamente digadresisténcia da cepa
infectante e as possibilidades de tratamento digpm Desta maneira, a OMS realiza uma
classificacéo dos casos de resisténcia:

Mtb mono-resistente: quando apresenta resisténciaaatmimca droga, sendo esta
comumente a isoniazida;

Mtb poli-resistente: quando ocorre resisténcia a petaos duas drogas, mas néao

envolvendo rifampicina e isoniazida simultaneamente
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Mtb multi-resistente (MDR-TB): quando hé resisténcipeto menos duas drogas,
sempre envolvendo rifampicina e isoniazida. Estsm@m 450 mil casos anualmente;

Mtb extensivamente resistente (XDR-TB): que se caiaat@or cepas MDR com
resisténcias adicionais a drogas de segunda linhgpelo menos uma droga injetavel,
utilizadas nos casos de resisténcia as drogas ideigx escolha. E considerada uma
potente ameaca e vém preocupando a comunidadédiceéenrtautoridades de saude, por ter
sido diagnosticada em aproximadamente 30 mil pesswatodas as regiées do mundo e
ser considerada incuravel (TB Alliance, 2008).

Ainda de acordo com a TB Alliance (2008), outrassificacao de resisténcia pode
ser empregada no estudo da tuberculose:

» Resisténcia primaria: presenca de resisténciaaau mais drogas em pacientes que nao
haviam recebido medicamentos antituberculose anteente;

» Resisténcia secundaria: presenca de resisténdimaaou mais drogas em pacientes

previamente tratados com drogas antituberculoseymp@eriodo minimo de um més;

* Resisténcia indeterminada: presenca de resiat&ncima ou mais drogas em pacientes

sem informac&o em prontuario sobre tratamentoiantaym drogas antituberculose.

1.2.11-Diagnéstico

Atualmente, a cultura e o isolamento & em meios adequados, principalmente
de Loéwenstein-Jensen, constituem o método confimaeatle diagnostico para TB. Outros
meios de cultura também podem ser utilizados, cMidallebrook 7H10 e 7H11, e os
meios liquidos Middlebrook 7H9 e 7H12 (Drobniewski al., 2003). Entretanto, o
patogeno apresenta crescimento lento, o que densamaanas para obtencdo de colbnias
visiveis, retardando os resultados. A cultura exdégjica apresenta, ainda, sensibilidade
zero no diagnostico de LTBI e a obtencdo do espéciinico para a cultura pode ser de
dificil acesso, exigindo muitas vezes procedimeimeasivos (Almeidaet al., 2005).

Nos casos de TB pulmonar, geralmente o espécimieclitilizado € o escarro. No
entanto, alguns pacientes (principalmente criang@s)incapazes de produzi-lo e a cultura
bacteriologica nestes casos pode ser feita a padetitavados bronquio-alveolares ou
lavagens gastricas. A especificidade nesses cagna de 80% a 93%. A cultura
bacterioldgica € amplamente utilizada nos casod Bleextrapulmonar. Na linfadenite

tuberculosa, por exemplo, as amostras podem siglaslyior bidpsia cirdrgica, e a cultura
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apresenta sensibilidade de 70 a 80%. Nos casosateetimento do trato geniturinario,
culturas a partir da urina matinal média apresergansibilidade de 90%. Culturas do
liquido cefalorraquidiano podem apresentar send#ale de 80% ou mais no diagndstico
de meningite tuberculosa (Raviglione & Obrien, 2004

Paralelamente a cultura bacteriologica, é realizadanicroscopia direta por
coloracdo de Ziehl-Neelsen, que consiste, resungdgenna submersdo do esfregaco em
fucsina fenicada, seguida de aquecimento, adic&dodel-acido a 3% e por fim azul de
metileno, sempre intercaladas de lavagens com @gabservacao microscopica revela os
bacilos alcool-acido resistentes. Apesar de caiistima metodologia diagndstica rapida,
barata e de facil execucdo, a baciloscopia possoditantes limitagdes. Dependendo do
estagio da doenca, pode ser realizada a partiscieres de pacientes com TB pulmonar,
apresentando elevada especificidade, mas senadelidariavel (de 34% a 80%). Em
outros casos de TB, como linfadenite e meningiteerntulosas, a sensibilidade da
baciloscopia € ainda menor. Limitac6es desta taomiorrem principalmente relacionadas
a sensibilidade, uma vez que resultados positidaxerrem quando ha entre 5000 a 10000
bacilos por mL de amostra, sendo ineficiente pasm€ de TB paucibacilar (Raviglione &
Obrien, 2004).

Desde 1958, a prova tuberculinica (PT), também edande intradermorreacao de
Mantoux, é utilizada como método auxiliar para dizsjico da TB. Esta abordagem
diagndstica possui grande importancia no diagrostie criancas e outros grupos de
pacientes incapazes de expectorar. A suspeitacaliie indica a realizacdo da prova
tuberculinica se d& por radiografia do torax, aldéeninformagcdes sobre contato com
doentes. A PT utiliza o derivado protéico purifiog@PD RT 23, inglégurified protein
derivative, preparada de cultura de cepasMib) que é aplicado intradermicamente (0,1
mL) no antebraco do paciente (Ravigliaal., 2004).

Nos individuos infectados (ou previamente vacinpdesdesenvolve uma reagao
inflamatoria local, mediada por célulagll Esta reacdo inflamatoria leva a liberacdo de
citocinas, que estimulam a expressdo de moléc@asddsdo no endotélio e aumentam a
permeabilidade dos vasos sanguineos locais, pedni chegada de plasma e células
acessorias, gerando um endurecimento tecidualelighgsim, é possivel avaliar, de 48 a
72 horas ap6és a aplicacdo, um endurecimento pdlpavéea da aplicacdo. De acordo com

o diametro da area do enduramento, sugere-se nddigep: se for de 5 mm, o resultado
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sera positivo em pacientes HIV+ ou que estdo entatmrtom pacientes com TB ativa,
maior ou igual a 10 mm, sera positivo em diabéteEpacientes com problemas hepaticos,
além de profissionais da area da saude; ja paranpes sem fatores de risco, € necessario
enduramento de 15 mm para diagnéstico positivo gGla Vigilancia Epidemioldgica,
2004).

Entre as deficiéncias desta técnica amplamentezadd estdo: a diferenca na
resposta imunologica de cada individuo que podeesraalt os resultados de
hipersensibilidade; o contato prévio de um indieidtom micobactérias ambientais; o
aspecto particular de cada avaliacdo por profisssoda saude; e a ineficicia deste teste
para individuos HIV positivos, os quais ndo possuemsistema imunolégico capaz de
montar uma resposta imunologica viglTeficiente.

Considerando as dificuldades e limitacbes das dasmatualmente utilizadas para
auxiliar no diagnostico da TB, aliadas ao caralmeente contagioso da TB, a busca por
métodos mais simples, acurados, definitivos e odpide faz necesséaria para evitar a
disseminacdo da doenca, além de possibilitar @inlic tratamento o mais cedo possivel
(Saegermarmt al., 1995). Por outro lado, tendo a doenca um fortepaomante social, isto
€, encontra-se concentrada em paises com car&adciasecomico-sanitérias, € importante
gue as técnicas de diagndstico propostas apresevitditidade econbmica para que
possam ser implementadas principalmente nas regii@ksnicas.

Dentre as técnicas mais recentemente empregadasnteam-se 0S ensaios
baseados em Biologia Molecular, como a reacdo edei@ada polimerase (PCR),
geralmente utilizando como sequéncias-alvo de DEIgaemes que codificam o rRNA 16S
e 0s elementos de insercdo. Esta técnica, apesserdaltamente especifica e permitir
rapida obtencdo de resultados, ndo vem sendo ampl@mutilizada na rotina de
diagndstico de TB por diferentes razdes: Por sex téonica capaz de detectar patdgenos
vivos ou mortos, é impossivel inferir se a doergta eu ndo ativa no paciente. Além disso,
possui um custo relativamente alto e necessitadéguada estrutura fisica e pessoal
especializado para sua realizacao, fatores estéaries para ser utilizada na rede publica,
em locais com alta demanda diagnéstica (Rosediti, 2002).

Além de anadlises baseadas em biologia moleculagdog ndo convencionais de
baciloscopia surgem como alternativa a coloracdZidbl-Neelsen, embora a maioria

desses testes alternativos ndo tenha ainda impi@téimica relevante comprovada. Dentre
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0s quais, o uso da combinacédo dos fluoréforos daneaenrodamina, que permitem detectar
micobactérias presentes no escarro por meio deefluéncia (BA & Rieder, 1999). Ha
também métodos nao convencionais de cultura, comaesbe comercial MGIT
(Mycobacteria growth indicator tube), em tentativa de substituir o cultivo tradiciormgh
meio Lowenstein-Jensen, visando maior eficiéncepalez de crescimento micobacteriano
(Palomino, 2005). Estes métodos, entretanto, agd@acaros e necessitam de adequada
estrutura fisica para serem realizados.

Ha também estudos no diagndstico da TB pulmonar base em técnicas
chamadas de n&o microbiolégicas, como é o casoetiecgdio da ADA (adenosina
deaminase), uma enzima envolvida no metabolismo piggas que funciona como
marcador, estando aumentada em efusdes pleurdisbdeculosos; constituindo-se uma
ferramenta auxiliar no diagndstico da doenca. Eanite, os estudos tém apresentado

sensibilidade variavel (Lima, Colares & Fonsec&30rajmaret al., 2007).

Outros métodos tais como a HPLC (cromatografiaidijue alto desempenho, do
ingléshigh pressure liquid chromatography) baseada na deteccéo de acido micadlicos, tém
sido utilizados para diferenciacdo entre micob&demas com sensibilidade variavel visto
gue duas ou mais espécies podem conter o mesnwraitidlico (Palomino, 2005).

Por possibilitar um diagnéstico mais rapido e seapbs métodos de diagndstico da
TB baseados em testes sorologicos ganharam destagueeio a comunidade cientifica.
Estes testes tém como fundamento o reconhecimspéxiéico de antigenos détb pelos
anticorpos dos soros de individuos infectados (hgfasnkoet al., 1998). Os testes
sorolégicos sdo economicamente vidveis e de famkbuwegdo, com potencial para um
diagndstico eficiente da TB. Tais virtudes se edéem as formas extrapulmonares da TB,
uma vez que a deteccdo de anticorpos contra aofigda Mtb ocorre de maneira
independente ao sitio acometido pelo patogeno (idaebal. 1990; Ghoshaét al., 2003;
Lodha & Kabra, 2004; Imazt al., 2008). Entretanto, os testes sorolégicos possuem
limitacdes, referentes a especificidade e serd#ule, de maneira que elevados niveis de
anticorpos estéao, geralmente, relacionados aomsengo de sinais clinicos, quando se faz
presente uma forte carga antigénica. Outro fatmitdnte € a ocorréncia de reacoes
cruzadas devido a vacinacao por BCG ou por confipamiento dos antigenos N#b com

micobacterias ambientais (Collins, 1996). Mas cosequenciamento completo do DNA
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de Mtb, tornou-se viavel a busca de antigenos com pateincinodiagndéstico e adequada
sensibilidade e especificidade.

Atualmente, diversas abordagens sao proposta®omhagnostico da TB. Entre elas
destacam-se meétodos sorolégicos comdMVestern Blotting e ELISA (nzyme-linked
immunosorbent assay), que verificam a presenca de anticorpos espesifims pacientes
com tuberculose, e ensaios de tipo IGRA (do Inglésferon gama release assay) como 0
Quantiferon-TB, que analisa 0s niveis de N;Neitocina chave na resposta fib,
produzida por linfécitos T presentes no sanguefgrea® apdés estimulon vitro com
antigenos micobacterianos.

O método do ELISA consiste basicamente na adsodgiantigenos a uma
superficie sdlida e adicdo do soro de pacientesT®nsupostamente contendo anticorpos
contra os antigenos em questéo. Utilizando conpgydd anticorpos capazes de reconhecer
esses anticorpos humanos e ligados a peroxidgsesteriormente, substrato enzimatico
especifico, é possivel detectar e quantificar achg antigeno:anticorpo. Tal técnica é
amplamente utilizada em estudos epidemiolégico® @iagnostico de diversas doencas
infeciosas (Bottcher & Gangl, 2004; Beatkal ., 2005; Lequin, 2005).

A conclusédo do projeto genoma bb e sua melhor compreensédo (Ceteal.,
1998; Paine & Flower, 2002; Tekashal., 1999; McDonougtet al., 2008), permitiram a
identificacdo de diversos antigenos especificoa patudo. Neste sentido, muitos estudos
vém tentando identificar antigenos especificos esgms principalmente quandiitb se
replica ativamente, mas a infeccdo ainda ndo pdagneara uma doenca com sintomas
clinicos, como no caso da LTBI. Tais antigenos @fipes poderdo possibilitar um
diagndstico precoce e confiavel. Além disso, outgreipos problematicos para o
diagnostico da doenga, como os imunossuprimidoadam-infectados por HIV), casos de
TB extrapulmonar, criancas e idosos (que possuéiculdiade de producéo de escarro),
poderdo se beneficiar dos testes sorologicos caxibaat no diagnéstico da TB (Hopewell
et al., 2006; Horsburgh2004, Castelo-Filhet al., 2004).

Um importante fator que interfere na sensibilidalbs ensaios sorologicos é a
heterogeneidade da resposta humoral em pessociad#e poMtb. Sendo assim, tem sido
sugerida a combinacao de varios antigenos purdi&ad constituicdo de um coquetel, para
melhorar a sensibilidade desse tipo de ensaio (Amatlal., 2002; Kanauijieet al., 2003;
Weldinghet al., 2004; Dillonet al., 2000). A natureza desses antigenos é bastanselaari



31

mas 0s antigenos protéicos estdo entre os mais estnadados. Diversas proteinas
recombinantes isoladas ou constituinomwls estdo sendo propostas para utilizacdo em
testes sorolégicos. Além disso, pesquisadores vélzando também a técnica de

construcdo de poliproteinas recombinantes, queistensa montagem de ORFs em

“tandem” de mais de uma proteina recombinante Ja€gs por apenas um promotor, sendo
capaz assim de gerar antigenos multiepitopos, aamn a sensibilidade dos testes
sorologicos (Houghtost al., 2002, Cheret al., 2004; Kamatlet al., 2008).

1.2.11.1-Antigenos utilizados em sorodiagndstico

Diversos antigenos tém sido testados para sorailtigo, dentre eles as proteinas
de choque térmico (HSP, do inglést shock protein), capazes de estimular a resposta por
linfécitos T e B, encontradas em niveis elevados pawientes com tuberculose ativa.
Entretanto, testes sorol6gicos com as HSP's maidastas até hoje (HSP 60, 65, 71) sao
propensos a reatividade cruzada. Os antigenodtiatbse (DAT) e triaciltrealose (TAT),
estdo presentes apenasMtb e na cepa ambientll. fortuitume estudos utilizando esses
compostos mostraram sensibilidade entre 44 e 98%, elevada especificidade, 99,1%
(Verma & Jain, 2007).

O antigeno sulfolipidico (SL-1) € exclusivo de cepaulentas deMtb e seu uso
tem mostrado sensibilidade e especificidade emota® 80%, sendo o antigeno nao-
protéico mais promissor atualmente (Juléiral., 2002). Diversos outros antigenos com
resultados ainda nédo satisfatérios vém sendo aleogstudo, como o antigeno 60, a
lipoarabinomanana e a familia das trealoses adasil@/erma & Jain, 2007).

Atualmente, um dos antigenos protéicos mais pramasano sorodiagnostico da TB
é a lipoglicoproteina de 38 kDa. A sensibilidadeavde 16 a 94%, dependendo do estagio
de manifestacdo da doenca e principalmente da g@ggmlde pacientes utilizada nos
estudos, o0 que, aliado a baixa reatividade destgemo nos casos de pacientes incapazes
de produzir escarro (21%), faz com que a buscaoslesnantigenos para sorodiagnostico
continue em pauta em meio a comunidade cientifiéadinghet al., 2004).

Alguns antigenos deMtb ja descritos mostraram-se eficientes em ensaios
sorolégicos realizados tanto em paises de areasmdmicas (como na Europa), quanto
em paises de areas endémicas, localizados primepte na Africa e na América do Sul,
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incluindo o Brasil (Moraret al., 2001; Becket al., 2005; Silvaet al., 2008). Em alguns
desses antigenos esta focado o presente trabalho:

ESAT-6 (arly secreted antigenic target) € um antigeno protéico de 9,9 quilodaltons
(kDa), composto por 95 aminoéacidos. Este antigecmdéicado pelo genesxA (Rv3875),
presente na regiao de diferenca RD1, sendo expeessaretado precocemente b
(Anderseret al., 2000). ESAT-6 € essencial para a sobrevivénciaseshinacdo d#itb in
vivo. Esse antigeno se mostrou um potente estimuladpratiucdo de INF-por linfécitos
T, em estudos realizados em ratos, desencadeandorasposta imunoldgica protetora
(Andersenet al., 1995, Cardosaet al., 2002). Por esse motivo, ESAT-6 vem sendo
proposto em testes soroldgicos, mostrando eleveatividade com soros de individuos
com TB, sendo indicado para identificacdo de essade progressao da doenca (Kanaujia
et al., 2003). Contraditoriamente, estudos em areas n@iéngnas como o Canada,
relacionaram a reatividade desse antigeno a saropadientes com LTBI, mas com
diversos fatores de risco para desenvolvimentoadsmgh ativa (Silvat al., 2003). Este
antigeno é de grande utilidade também no teste |GRAdo apontado como um potente
indutor da resposta celular dos linfocitos via ¥ {EGheeet al., 2008).

CFP-10 ¢ulture filtrate protein) é uma proteina de filtrado de cultura de 100
aminoacidos e 10,8 kDa, codificada pelo gesd3 (Rv3874) que também faz parte da
RD1 e é codificada conjuntamente com o0 ESAT-6 asalo operomsx-lhp (Figura 2).A
associacdo deste antigeno com o antigeno 38 kDaeraou em média em 10% a
sensibilidade para sorodiagnostico da TB, sendticamaente duplicada em pacientes
incapazes de produzir escarro, em estudos reafizeoim pacientes de diversos paises,
incluindo areas endémicas e ndo endémicas; o @ereso uso do CFP-10 em coquetéis
antigénicos possibilitando o aumento da sensiliiéddos testes sorolégicos (Dillehal.,
2000; Weldinghet al., 2004).
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Figura 2: Organizagao gendmica dos genes que codificam para ESAT-6 e CFP-10 (adaptado
de Berthet et al, 1998 e Young, 2003).

O antigeno Th9.7 possui aproximadamente 13 KDa eoréstituido de 129
aminoacidos. Esta proteina é codificada pelo geéR@e7 (Rv3354) e apesar de sua
atividade ainda néo ter sido completamente caiaatkr, sua presenca em filtrados de
cultura sugere que seja secretada (Rosenkrabds, 2000). Estudos indicam grande
variacdo de sensibilidade em soros de pacientes TBnde areas endémicas e néao-
endémicas (de 36% a 85%) e uma sensibilidade muitmissora com soros de individuos
co-infectados pelo HIV. Apesar da auséncia de estndcionais, Th9.7 ja é indicado como
um importante antigeno para deteccao de TB extramdr (Abebet al. 2007).

O antigeno Th16.3 é uma proteina de 144 aminoaeidds3 kDa, codificada pelo
geneTB16.3 (Rv2185c), especifica da parede celularMib que se mostrou altamente
imunogénica em regides endémicas e ndao-endémmeasctimo em pacientes coinfectados
com HIV. Nestes casos, foi reconhecido em maissdé 8os pacientes testados, mais uma
vez incluindo residentes em areas endémicas entiorgcas. Este antigeno se estabeleceu
como um dos mais promissores individualmente nosdes envolvendo sorologia de
tuberculose até hoje, principalmente em relacaopadsdores de HIV (Welding# al.,
2004).

A isocitrato desidrogenase 2 (ICD-2) é uma enzim@américa (de 82 kDa)

dependente de NADRjue possui papel regulatorio chave no ciclo dddcitrico. Essa
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enzima imunogénica possui 745 aminoacidos e éicadd pelo genécd-2 (Rv0066¢)
presente na cepa vacindl. bovis BCG e emMtb com diferenca de apenas dois
nucleotideos entre cada espécie (Banesje®., 2004). ICD-2 se mostrou promissor em
estudo realizado com soros de pacientes com TBads &#do endémicas. Em diferentes
diluicdes de soro, a sensibilidade variou de 51%@% e a especificidade de 65,3% a
86,9% (Fiorioet al.,2002). Até o momento ndo ha relatos de uso dedigean no
diagndstico da TB no Brasil.

O antigeno PPE-55 é uma proteina de 309 kDa, icad# pelo gene ppe-55
(Rv3347c). Esta proteina possui um fragmento dea&iBoacidos da porgdo C-terminal
gue em estudos preliminares se mostrou extremarmeat®génico (Figura 3). Anticorpos
contra esta regido parecem estar presentes apenasdeiduos com LTBI, e por ndo
terem sido reconhecidos em individuos sensibiligagmdem se estabelecer como um
marcador entre esses dois panoramas diagnosticns.edfudos realizados em area
endémica para TB, este antigeno tem mostrado detesile superior a 97% em pacientes
TB positivos (Singlet al., 2005).

RCS

. N Clone 1
Singhet al., 2005 (i 24000-2639,

Bl Clone 2 (aa 3104-3157)
1 T (@ 2180-3157)
Figura 3: Representagdo esquematica da proteina PPE55 de Mtb H37Rv. As regides

pontilhadas indicam regiGes hidrofdbicas. Areas hachuradas indicam posicdes de clusters
repetitivos (RC1 a RC5).
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2-OBJETIVOS

Tendo em vista as limitacbes das abordagens diaggmspara TB disponiveis
atualmente e a descricdo na literatura de antigegpscificos déMtb que podem atuar

como marcadores da doenca, os objetivos do pressiutgo foram:

2.1-Geral
Clonar e expressar dos antigenos protéicdglymbacterium tuberculosis ESAT-6, CFP-
10, Tb 9.7, Tb 16.3, ICD-2 e PPE-55, para analseatenciais para sorodiagnostico da

tuberculose

2.2-Especificos:
1-Definir de um fragmento de PPE-55 (Rv3347c) efisecde Mtb com potencial para
sorodiagndstico, com o auxilio de ferramentas dafarmatica.
2-Amplificardos genes codificantes para protein@A\E6 (Rv3875), CFP-10 (Rv3874),
Tb 9.7 (Rv3354), Tb 16.3 (Rv2185c), ICD-2 (RvO0p€6¢EPE-55 (Rv3347c).
3-Clonar, expressar e purificar das proteinas reamantes de interesse
4-Avaliar da reatividade dos antigenos recombirsaabgidos por ELISA, frente gools de

soros de pacientes com tuberculose e de indivishaiss reatores ou nao no teste da PT.
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3-MATERIAIS E METODOS

3.1-Anélises de Bioinforméatica

A anélise do genoma didtb foi realizada atraveés do site:ht&p://cmr.tigr.org/tigr-

scripts/CMR/CmrHomePage.cqgi

Os estudos de bioinformatica foram realizados tr gk ferramentasnline:
-NEB cutter da New England Biolabsvw{w.neb.com) para construcdo de mapas de
restricdo

-BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASY para analises de similaridade em comparacéao a

bancos de dados.

-CLUSTAL (www.ebi.ac.uk/clustalvy/para alinhamentos de sequéncias de aminoacidos

Com estas ferramentas, similaridades entre sub&atps de PPE-55 dédtb e todo

o0 banco de dados de outras micobacterias forarmadsaal

As sequéncias completas dos clones foram montades gite da Invitrogen
(www.invitrogen.com). Em seguida, utilizando o programa NEB cutter Néav England
Biolabs (vww.neb.con)

3.2-Fluxograma do delineamento experimental

De maneira resumida, as atividades desenvolvidgsesente trabalho atendem ao

fluxograma a seguir:
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Antigenos descritos na literatura: PPE-55: Dclincamentode primers
esat-6, cfp-10, th9.7, th16.3 ¢ icd-2 para subfragmento especifico

\ /

Amplificacdodos genes

/ deinteresse por PCR

Clonagemdos genes em

vetor comercial
\.‘ Expressio heteréloga \

Purificacdodas proteinasde fusdo

Ensaiossorolégicos

Figura 4: fluxograma do delineamento experimental contendo, resumidamente, as etapas do estudo.

3.3-Obtencdo do DNA gendmico diltb

Os experimentos foram realizados com DNA genbmieo cépa H37Rv de
Mycobacterium tuberculosis. O DNA foi isolado a partir da raspagem de colérdaMtb
crescidas em meio LJ durante 3 a 4 semanas a 362&thdo com o surfactante catidnico
CTAB (brometo de cetilmetil amonia) seguindo o poolo de Soolingeret al., 1991,
gentilmente cedido pelo laboratério de Micobacteda Departamento de Microbiologia
Médica, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo dé&s da Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

3.4-Eletroforese em gel de agarose

No presente estudo, os DNAs extraidos confornaeitacima, foram analisadas
através de eletroforese em gel de agarose a 2%caoida constante a 100 V, durante o
tempo necessario para que o marcador azul de beowlqpresente no tampéo de amostra)

tivesse percorrido aproximadamente 75% do gel. @p& utilizado para corrida
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eletroforética foi o Tris-Borato com EDTA (89mM %ri89 mM &acido bdrico e 2mM de

EDTA, com pH ajustado para 8,0)

3.5-Células utilizadas na clonagem

Os experimentos de clonagem e expressédo dos psodat®CR foram realizados
com células dé&. coli, cepa TOP10. Esta cepa possui elevada eficiénsigprocessos de
clonagem e expressdo dos genes de interesse. @gelonfoi realizada no vetor plasmidial
pBAD/Thio-TOPO (Invitrogen, Estados Unidos)

3.6-Amplificacédo dos genes de interesse por PCR

Os genes codificantes dos antigenos clonados farapiificados pela técnica da
reacdo em cadeia da Polimerase (PCR). A tempenaawmaahibridizac&o dos iniciadores foi
estabelecida de acordo com cada par de iniciadestando entre 5 e 10 °C abaixo da
menor temperatura de desnaturacdo (do ingtéing temperature — Tm) do par de
iniciadores e dificultar a ocorréncia de hibridides inespecificas. A amplificagdo foi
realizada a partir de 10 ng do DNA gendmidth cepa H37 Ry, utilizando iniciadores ja
descritos na literatura, especificos para cada.deseniciadores utilizados, os tamanhos
dos amplicons, e as temperaturas de hibridizacé® qgeda gene estdo representados a
seguir, segundo os estudos de Weldietgdl., 2004 e Singlet al., 2005.

Todos os iniciadores utilizados neste estudo fosanetizados pela empresa
Integrated DNA Technologies (Coralville 1A, EUA) opela empresa Bioneer Inc.
(Alameda CA, EUA).

ESAT-6 (esxA) (Rv3875):
Senso: 5’-GAT GTG TAC ACA TGA CAG AGC AGC AGT GG-3Tm: 64,8°C
Antisenso: 5°-GAT GTG TAC ACT GAG CGA ACA TCC CAGEA CG-37; Tm: 66,1°C

Tamanho esperado do amplicon: 288pb

CFP-10 (esxB) (Rv3874):
Senso: 5-ATG GCA GAG ATG AAG ACC GAT GCC-3"; Tm4@g°C
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Antisenso: 5'-GAA GCC CAT TTG CGA GGA CAG CGC-3'nr 67,8°C

Tamanho esperado do amplicon: 303 pb

TB 9.7 (Rv3354):
Senso: 5-ATG AAC CTA AGG CGC C-3"; Tm: 55,3°C
Antisenso: 5'-GCA CCC GGG CAG CCC CGG C-3'; Tm:3Pg,

Tamanho esperado do amplicon: 390pb

TB 16.3 (Rv2185c):
Senso: 5-GCG GAC AAG ACG ACA CAG-3; Tm: 56,2°C
Antisenso: 5-GCC CTC GAC TCG TTT CTT CAG-3"; Tn¥,8°C

Tamanho esperado do amplicon: 435 pb

ICD-2 (Rv0066c):
Senso: 5-GCC TTG GAC AGC CTC CAG CGC TGC-3"; Trh;3PC
Antisenso: 5-ATG AGC GCC GAA CAG CCG ACC ATC A-3'm: 67,9°C

Tamanho esperado do amplicon: 2238pb

PPES55 (Rv3347c):
Senso:5-CCC TCA ATC CGA ACG TCA C-3"; Tm: 54,8°C
Antisenso: 5'-CCA ACG GGA TCT GGT GAA TA-3"; Tm: g¥C

Tamanho esperado do amplicon: 300pb

A reacdo da PCR continhaj5totais, contendo 0,@M de cada iniciador, 1,5 mM
de MgSQ, 200uM de cada dNTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM K&L,25 unidade
deTaq polimerasénigh fidelity (Invitrogen). Apos desnaturacéao inicial a 94°C Zioforam
realizados 30 ciclos de 93, 55C e 72C, respectivamente por 30, 30 e 120 segundos,
seguidos por uma extensao final por 77 4dG.2A0 final da reagdo, 1AL do amplicon
foram submetidos a eletroforese em gel de agar¥sec@nforme descrito no item 3.4
(Biorad, Estados Unidos).
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Quatro microlitros de cada amplicon foram mistusadom 1pL do vetor de

clonagem pBAD/TOPO Thiofusion (Invitrogen) (Figukag 5) e JuL de salina, conforme

instrucdes do fabricante.A ligacdo ocorreu apéshbacédo a temperatura ambiente por 20

minutos.

Topoisomerase
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Topoisomerase
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T
HP-thioredoxin | EK site

I T

Necol
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6xHis Stop
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ases 4-19
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Figura 5: Representacdo esquematica do mapa do vetor pBAD/TOPO Thiofusion, da estratégia

de clonagem utilizando a topoisomenrase ligada as extremidades do vetor linearizado, e o

mecanismo de repressao e inducdo da expressdo génica por L-arabinose (adaptado do manual

do fabricante) (Invitrogen, EUA)



41

A construcao final foi representada pela sequéteiantigeno fusionada ao gene da
tiorredoxina (uma proteina de 11,7 kDa) na pomgaerminal e na parte C-terminal a
regido que codifica uma cauda de 6 histidinas. Aressdo da proteina de fuséo foi
realizada com o intuito de aumentar a eficiénci&ralducao e possibilitar a solubilidade do
antigeno protéico fusionado, enquanto a cauda lil@gtinlina possibilita a purificacdo em
resina de metal, com base em sua afinidade pancébivalentes.
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1021 CATCARATAR AACGAAAGGEC TCAGTCGAAR GACTGGEGCCT TTCGTTTTAT CTETTGTTTG TOGETGAACG CTCTCCTGAG

Figura 6:
Seqliéncia da regido do sitio de clonagem do vetor pBADThio TOPO. RBS = sitio de ligacdo do
ribossomo (adaptado do manual do fabricante), com destaque para o local de clonagem do inserto

em azul e de polihistidinas em vermelho.



42

Para obtencéo de células BHecoli cepa TOP10 competentes uma coldnia isolada
foi inoculada em 5 mL de meio Luria-Bertani (LB)rdnte 16 horas a temperatura de 37°C
sob agitacdo moderada. ApOs esse periodo, 1 multleeccrescida foi inoculada em 200
mL de meio LB, seguindo-se agitacdo intensa em ¢esyra de 37°C até que a densidade
Optica a 540nm atinja entre 0,5 e 0,6 (cerca deorash. Aliquotas de 50 mL foram
mantidas por 15 minutos no gelo e em seguida, itegddos por 20 minutos a 5.00pa
4°C. Os sedimentos obtidos foram suspensos em &endigua destilada estéril gelada (em
banho de gelo) e, entdo, foram acrescentados ntaisl4 de agua destilada estéril,
totalizando 50 mL. Novamente foi realizada cengg@icio sob as mesmas condi¢cbes. O
sedimento foi, entdo, suspenso no liquido restatetubo (apdés o descarte do
sobrenadante) e mais 25 mL de agua destiladalesféigerada foram adicionados a cada
tubo, os quais foram submetidos a mais uma ceg#go sob as mesmas condi¢cdes das
citadas anteriormente. Apds o descarte do sobratgda sedimento (de cada tubo) foi
suspenso em 1 mL de glicerol 10% gelado e trangfgrara um tubo estéril menor (ou um
microtubo estéril). Apos a transferéncia, (sob ogies estéreis) do sedimento suspenso
em 1 mL de glicerol aos microubos, esses foranriéegdédos a 10.00axpor 20 minutos a
4°C. Os novos sedimentos foram, entdo, suspens@® ghde glicerol 10% estéril gelado
e armazenados em criotubos a °@0 Caso as células eletrocompetentes fossem
eletroporadas no mesmo dia de sua preparacaaenayliLl0% estéril gelado era substituido

por agua destilada estéril gelada.

3.9-Transformacao de células competentes

Apbs a ligacdo, BL de cada reacdo foram adicionados @ub@e células dé&. coli
eletrocompetentes. Apds 10 minutos de incubacagedm foi realizada transformacéo por
eletroporagdo a 1,8 Kvolts em aparelho eletropa(BittRad Gene Pulser, EUA). ApGs a
transformacao, as células foram incubadas em 1 enineio LB por 90 minutos a 32

para recuperacdo do estresse causado pela elefggpoe voltar a apresentar seu



43

metabolismo normal. Em seguida, foram cultivadaspéewas de LB suplementado com
ampicilina a 10Qug/ml (LB/Amp), para selecdo dos clones positivasawez que o vetor

confere resisténcia a este antibiotico.

3.10-Selecéo dos clones positivos

A confirmacdo dos clones expressantes foi realizamtanova PCR a partir das
inUmeras colbnias obtidas apds a clonagem e platgrga. Haviam produtos amplificados
somente em clones nos quais 0 vetor tenha recebidwerto na direcdo correta de
clonagem, uma vez que este PCR utiliza como inicigmtward o oligonucleotideo que
hibridiza na “pBAD Forward priming site”, e comoidiador reverso o proprio iniciador
reverso do gene de interesse, como indicado nagFtgu

O iniciador pBAD brward possui a seguinte sequéncia:
5-ATGCCATAGCATTTTTATCCA-3'.

3.11-Extracdo do DNA plasmidial dos clones positi®o

A obtencdo de DNA plasmidial foi realizada por le&dealina. Para isso as colonias
bacterianas selecionadas foram inoculadas em SenblBdAmp e incubadas a 37°C sob
agitacdo moderada, até atingirem a densidade Ggidg4 a 540nm. Um mililitro e meio
foram coletados e microcentrifugados a 10.@0Qpor 20 segundos. O sedimento foi
suspenso em 100 de GTE (50 mM glicose, 25 mM TrisHCI, 10 mM EDTpH 8,0) e
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente Xapsmlamente 25°C) na situacao de
repouso. Posteriormente, foram adicionados @D0de solucdo de NaOH/SDS (0,2M
NaOH / 1% (p/v) SDS), misturando-se em vértex atalo, em seguida, 5 minutos em
banho de gelo. Cento e cinglenta microlitros dacgal de acetato de potéssio (3M, pH
4,8) foram adicionados, com posterior homogene@a&caovamente resfriadas em banho
de gelo por mais 5 minutos. Foi realizada, entéw microcentrifugacdo por 3 minutos e
400ul do sobrenadante foram transferidos para u tubo, com posterior adicdo de 800
uL de etanol 95%, seguindo incubacéo por 2 minutiesrgeratura ambiente em repouso.

Em seguida, foi realizada microcentrifugagcao pariButos e lavagem do sedimento com 1
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mL de etanol 70% com secagem a vacuo. Por fimdioneato foi suspenso em 30 de

tampéo TE e armazenado a -20°C.

3.12-Confirmacédo da clonagem por digestdo enzimasc

A confirmacédo da clonagem correta dos antigenastdeesse no vetor utilizado foi
realizada atraves da digestdo dos clones com marta restricadcecl (Sigma, EUA), que
cliva os insertos clonados em dois sitios (2,70ekh para esxB e 2,6 e 2,2Kb para TB
16.3). Com o vetor, foi realizada digestao dupben éccl e Smal (Sigma, EUA), digerindo
o0 DNA em fragmentos de 2,7 e 1,7 Kb. Em ambos sss;&uL de DNA foram digeridos
com 1L (10 unidades) de cada enzima, adicionados jdie @e seus respectivos tampdes
especificos, conforme instru¢des do fabricante ptetando-se com agua destilada estéril o
volume para 3QuL de solugéo. No caso da digestdo dupla (para or yEBAD/Thio-
TOPO), os volumes foram corretamente ajustadoss Apdigestdo a 37°C por 1 hora, a
solucéao foi incubada por 10 minutos a 72°C paraatasacdo das enzimas, desligando-se
do DNA digerido e permitindo a corrida eletrofocétideste DNA digerido em gel de

agarose 2%.

3.13-Inducéo da expressédo das proteinas de fuséo

Os clones selecionados foram inoculados em maialbbg.B com ampicilina a 100
ug/ml (LB/Amp) a 37°C durante 16 horas, suficienpega atingir a fase estacionaria.
Posteriormente, foram entéo diluidas 1/10, em mBidmp a, e novamente incubados sob
mesma temperatura durante aproximadamente 3 hpas, se manterem na fase
logaritmica de crescimento. Apos esse periodo,engo tda suspensao celular foi separada
como controle (ponto Zero) e ao restante acresgesgd.-arabinose (concentragao final de
0,02%) e incubado por 4 horas para que as célalssapsem a expressar as proteinas de
fusdo. Na auséncia da L-arabinose, o produto de g&xC (presente no vetor de clonagem)

se liga a 2 sitios do operon araBAD, formando ulpa @ DNA de 210 pares de bases que
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impede a transcricdo do gene da proteina de fi’&@#ém, em presenca de L-arabinose o
produto AraC se liga ao agucar, e se desliga delasnsitios do operon, ligando a outro

adjacente, desfazendo a alca e permitindo a tigéecrAo final as suspensdes celulares
(induzidas e ponto Zero) foram centrifugadas a@®<g0e os sedimentos analisados atraves
de eletroforese em SDS-PAGE.

Paralelamente, aos experimentos com 0s genes eirma®stde interesse, foram
realizadas as mesmas metodologias com o vetor se@rta (pBAD/Thio-TOPO)
(Invitrogen, EUA). Isto porque ele expressa a pnatecarreadora, tiorredoxina, como
representado na Figura 4. A tiorredoxina sem ambidesionado foi usada como controle

para validagdo das reatividades dos antigenosazkisd

3.14-Lise mecanica desnaturante

As culturas obtidas em meio sélido foram semeadaf@ mL de meio liquido
LB/Amp por 18 horas a 37°C. Em seguida, foram @lstichassas celulares dessas culturas
por centrifugacdo a 5.00§>por 10 minutos. O sedimento obtido foi entdo saspeem 10
mL de tampéao de lise (Tris-HCI, pH 7,5 20 mM; KA0LmM; EDTA 5 mM). Essa
suspensao bacteriana foi colocada juntamente cénmE, de microesferas de Zx@o
aparelho “Bead-Beater” (modelo 1107900, BiospecAEWEste aparelho possui um rotor
com lamina cega, capaz de promover choques entr@cagsesferas de ZrlOe as células
bacterianas. Foram realizados 3 pulsos de 1 miwitointervalo de 1 minuto entre cada
pulso, mantendo a suspensao sempre no gelo.

ApoOs decantacdo das microesferas, o sobrenadamiendo as células lisadas, foi
homogeneizado em tubo Dounce por 10 vezes, e enidsegarificado por centrifugacao
(centrifuga Eppendorf, modelo 5804R, 5.090%0 minutos, 4°C). O precipitado desta
etapa continha entéo as proteinas de interesse fenima de corpos de inclusdo. O mesmo
foi, entdo, suspenso em 10 mL de tampao de lavd§gasaHCI pH 8,5, 50 mM; Triton X-
100 0,5%; EDTA 5mM; NaCl 150 mM) e novamente honmageado em tubo de Dounce,
seguida por centrifugacdo em microcentrifuga deeBgorf a 10.000x por 15 minutos a
4°C. Esta etapa de lavagem foi repetida 3 vezesve para a retirada dos acidos nucléicos
e lipopolissacarideos bacterianos. Ap6s a quaxtagéan, os corpos de inclusdo foram
suspensos em solucdo desnaturante (uréia 8M; N&M; BOmM Tris-HCl pH 8,5),
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homogeneizados no tubo Dounce e, em seguida, idosba 4°C durante 18 horas. O
sucesso da desintegracdo dos corpos de inclusaeeffibicado, centrifugando-se uma
aliquota de 50 uL por 10 minutos a 10.09Qem microcentrifuga) e analizando-se o

sedimento e o sobrenadante em SDS-PAGE.

3.15-SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrildasdodecil sulfato de s6di@S
PAGE, Laemmliet al., 1970), pelo método vertical com placas de 10x8 (BipRad,
EUA), com gel de empilhamento de 4 % e gel de sgdardas proteinas de 10 a 12% de
acrilamida, dependendo do tamanho das proteinasraelgs. Foi utilizada corrente
constante de 150V, , por aproximadamente 90 min@asla 10uL de amostra foram
misturados a mesma quantidade de tampédo de desg@dude amostra (Tris-HCI 62,5
mM/ pH 6,8; SDS 2%; glicerol 10%; 2-mercaptoetabil; azul de bromofenol 0,002%).
Para a desnaturagdo das proteinas, as amostnasifmzbadas a 95°C por por 5 minutos e
resfriadas a 0°C por outros 5, antes de sua a@ticap gel. Para avaliacdo de peso
molecular foi utilizado o marcador Roti-Mark, conesps entre 17 e 254 kDa (Roth,
Alemanha). A coloracdo dos géis foi realizada arnidio o corante Azul Brilhante de
Coomassie R-250 (0,12% em Metanol 50% e Acido @wéli0%), em temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C por até 18 horas.

Sua descoloracéo foi realizada através de lavagemgnuas (trés a cinco) com
solucdo descorante (Metanol 5%, &cido acético ©h)agiitacdo. A secagem dos géis foi
realizada apos sua re-hidratacdo em agua deiona®0 minutos, seguido por incubacao
em solucdo de secagem (Metanol 50%, glicerol 0886)20 minutos. Por final, os géis
foram colocados entre duas folhas de papel celada®szos a temperatura ambiente por 18

horas.

3.16-Purificacédo das proteinas fusionadas

As proteinas de fusdo foram expressas de mangi@ssuir uma cauda de seis
histidinas, codificada pelo vetor de clonagem z4tio e resistente a lise desnaturante. As
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histidinas possuem afinidade por céations bivaledeesiquel, que foi utilizado na resina,
com que formam um complexo, permitindo desta manema purificagdo através de

coluna de afinidade (Figura 6).
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A resina em solucdo preparada pelo fabricante dedda com agua deionizada
estéril e equilibrada no tampédo de ligacdo (NaROmM, NaCl 500mM, 10mM de
imidazol, pH 7.8). Em seguida, a resina foi incubgdntamente com as proteinas de
interesse por uma hora com rotacdo, para se ligafgrds a ligacdo, o material foi

depositado na coluna com a utilizacao de pipedateur.

3.17-Lavagem com gradiente de uréia

Apoés sucesso na lise desnaturante e a conseqg@ubilizacdo das proteinas, foi
necessario remover a uréia da solucao contendmtesas de interesse. Realizou-se entdo
uma lavagem com gradiente decrescente de urei@aden na prépria coluna (com as
proteinas ligadas), a fim de impossibilitar queadte a remocdo da uréia, as porcdes
hidrofobicas das proteinas fossem expostas, levaodamente a formacéo de corpos de
inclusédo. Utilizou-se um misturador com 2 pocosgrilgados e uma saida acoplada a um
deles. O poco sem a saida acoplada foi preenchlitol©OmL de tampao de ligacdo nao
desnaturtante, proposto pelo fabricante do kit wiefipacdo (NaP®20 mM, NaCl 0,5M,
pH 8), enquanto o po¢co com saida acoplada contenmllOde tampdo de ligacao
desnaturante (uréia 8M, NaPZd mM, NaCl 0,5M, pH 7.8). A comunicacao entre osd

pocos foi estabelecida no momento da abertura tlallgade saida e a solugéo foi
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direcionada diretamente a coluna contendo as pestaile interesse ligadas a resina. A
solucé@o decrescente em uréia foi coletada em fsag®e& mL e posteriormente analisadas
em SDS-PAGE, mostrando auséncia de proteina.

Em seguida foi realizada uma lavagem com tampdavdgem (composicao igual
ao tampdo de ligacdo, mas com imidazol a 20 mM petirar as proteinas de baixa
afinidade. Apos a lavagem foram realizadas 8 ehsicde 3 mL cada, com gradiente
crescente de imidazol, sendo 2 para cada concéatide imidazol. O tampao utilizado
para eluicdo das proteinas de interesse, possasmaicomposicdo do tampao de ligacao,
e concentracdes crescentes de imidazol (60, 1@e 280 mM). Todos 0s volumes que
passaram pela coluna em cada etapa foram colgtadmposterior analise em SDS-PAGE.

3.18-Precipitacédo de proteinas

Proteinas purificadas em baixas concentragfes fa@moentradas por meio de
precipitacdo e suspensdo subseqiente em volume.rRama isso, adicionou-se 3 vezes 0
volume de suspenséao protéica de acetona abso#tf@, aleixando a mistura em repouso
por 1 hora a temperatura ambiente (aproximadam2sf€). Apods essa incubacgdo, foi
realizada centrifugagédo a 5.0@0durante 10 minutos. O precipitado foi, entdo, sasp

em 1/10 do volume original anterior a adicdo decae

3.19-Dosagem das proteinas de fuséo

A dosagem protéica dos antigenos de interessee@tizada através do aparelho

Qubit fluorometer (Invitrogen, EUA), utilizando egtocolo do fabricante.

3.20-Testes Soroldgicos

3.20.1-Soros utilizados

Para o estabelecimento dos parametros dos testel®gicos, foram utilizados
pools de soros de pacientes com TB e de individuos sadéatores ou ndo no teste de
PPD:
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“Pool 55 TB+": consistindo de 55 soros de paciemt@® TB pulmonar atendidos
na Policlinica Augusto Amaral Peixoto (SMS, Guagalu RJ) (titulo do Projeto:
"Tuberculose infeccdo e doenca entre sintomaticespiratorios, contatos intra-
domiciliares e validacdo/custo-efetividade de @ifiées técnicas diagnosticas em diferentes
cenarios clinico-epidemiolégico."; Protocolo de éymcdo: 019/07 - CEP). O diagndéstico
da TB foi confirmado por cultura na Unidade de Resgem TB do HUCFF. Os soros
foram cedidos pela Dr2 Martha Oliveira (UPT/HUCFF)

“Pool Positivo APJK”, “Pool Negativo/PPD negativd®?dK” e “Pool negativo/PPD
positivo APJK”: consistindo em soros de, 25 pa@srtom TB confirmada por cultura, e
de individuos sem TB reativos ou hdo com PPD. gxieks foram cedidos pela Professora
Ana Paula Junqueira Kipnis do Departamento de Ihogne da Universidade Federal de
Goias (UFGO) (titulo do Projeto: "Caracterizacacs dantigenos protéicos naturais e
recombinantes deltb induzidos em condi¢cbes de estresse pela resposteeide pacientes
tuberculosos”; Protocolo de Aprovacéao: 002/26/005820 CEP-UFG).

“Pool Pos MHS” consistindo de soros de 10 paciecdes TB confirmada e “Pool
Neg MHS” consistindo de soros de 10 individuos sE® todos residentes de area
endémica para TB no Rio de Janeiro. Os pacientespsesentaram com sintomas
respiratorios ao Centro Municipal de Saude HeiteltrBo. Os soros foram gentilmente
cedidos pela Dr* Maria Helena Feres Saad, do Layarade Microbiologia Molecular,
IOC/FIOCRUZ. Tais soros foram utilizados nos expemtos comparativos entre o0s
antigenos recombinantes obtidos aqui descritosATESdo grupo da Dr2 Maria Helena
Feres Saad (Protocolo de Aprovacgao: 411/07 - CEFERUZ).

3.20.2-Western Blotting

Apds a corrida eletroforética em SDS-PAGE dos entlg em questdo, foi
realizada a transferéncia das proteinas de ineega® membrana de nitrocelulose com
montagem do sanduiche de transferéncia: A partipalo negativo até o positivo foi
colocada uma esponja, seguida por 2 folhas de fiipelo gel de acrilamida ressecado, a
membrana de nitrocelulose, outras 2 folhas de gddipele outra esponja. Esse ‘sanduiche’
foi submetido a uma corrente elétrica de 395mA, epmoximadamente 135V durante 90

minutos em tampao de transferéncia (Tris 48mMpgkc39mM, metanol 20%, pH 9,2) na
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presenca de gelo para manter a temperatura o ra@® Ipossivel. Em seguida, as
membranas foram bloqueadas a 4°C até o dia segimteampéao de bloqueio (PBS 1x,
tween 0,05%, 10% SFB).

Ospools de soros positivos e negativos foram diluidos elmcéio de bloqueio para
1:100 e 1:200 e colocados em contato com a memls@ainaagitacdo por 60 minutos.
Foram realizadas, entéo, 3 lavagens de 10 minotostampéo de lavagem (TBS 1x com
Tween 20 0,05%). As membranas foram entdo incubaaimsconjugado anti-lgG humana
fosfatase alcalina (Sigma, EUA), diluido 1:3000 &mpado de bloqueio, durante 60
minutos. Novamente foram realizadas 3 lavagensdmifiutos e posteriormente a ultima
lavagem foi realizada com B destilada. O substrato BCIP + NBT foi colocado em
contato com as membranas por, aproximadamente,rifias, visualizando-se a reacdo a
olho nu. Ao final foram realizadas outras 3 lavagde 10 minutos com & destilada,

para interrupcdo da reacdo enzimatica.

3.20.3-ELISAin-house com as proteinas de fusao

Em uma primeira fase, os diferentes parametro&ld8A foram otimizados em
conjunto, a fim de determinar as concentracdessd¥sa cada reagente. Dessa forma, foi
possivel iniciar a padronizacdo do protocolo visaadbtencéo da diferenca maxima das
densidades Opticas obtidas paraool de soros positivos (TB+) epmol de soros negativos
(TB-).

As proteinas de fusdo foram analisadas em difeserancentracdes (2@/gL, 1,0
pug/mL e 0,5ug/mL) O conjugado anti-lgG-HPR (Pierce) foi avabadas diluices
50.000, 1/750.000, 1/100.000 e 1/150.000. O coxiogmti-IgA-HRP (KPL) foi avaliado
nas diluigbes 1/1.000, 1/2.000, 1/3.000, e 1/4 A& disso, ogpools de soro utilizados
foram avaliados em diluicbes em série de 1/50 &00. A partir destes experimentos
iniciais foram definidas como melhores condi¢cdegigeno recombinante a Opg/mL;
soro nas diluicbes 1/50, 1/100, 1/200 e 1/400; eomgugados anti-IgG-HRP (1/75.000) e
anti-lgA-HRP (1/2.000)

Para o ELISA, placas de microtitulacdo Maxisord®uric) foram sensibilizadas
com as diferentes proteinas de fusdo dissolvidataermpdo carbonato (50 mM, pH 9,6) a
0,5 pg/mL (50 uL/pocgo). Apos incubacdo &8 durante 18 horas, as placas foram lavadas
com tampéo fosfato-salina (PBS), pH 7,2, contendeeeh 20 a 0,05% (PBST). Em
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seguida, foram bloqueadas com PBST/soro fetal bo{@#B) 5% (10QuL/poco) a 8°C
durante 18 horas. Apés trés lavagens com PBSpoals de soros de pacientes com TB e
de pessoas sadias e PPD negativas foram adicioeadasluicdes seriadas (1/50, 1/100,
1/200 e 1/400) em PBST/SFB 5% [&0poc¢o). Apds 1 hora e a 37°C, as placas foram
lavadas cinco vezes com PBST e incubadas com qggeaios anti-lgG-HRP ou anti-IgA-
HRP na diluicdo previamente estabelecida em PB®I Bk, (5QuL/poc¢o). Apds 1 hora a
37°C, as placas foram lavadas cinco vezes com PBSTe substrato (TMB-
tetrametilbenzidina [10 mg/mL] dissolvido em tampéibrato (20 mM, pH 6,8) foi
adicionado (5QL/poco). Apos incubacao a temperatura ambienté8@aninutos, a reacao
foi interrompida através da adi¢cdo de HCI 2Nu3poco) e o resultado lido em leitor de

placa de ELISA (Biorad) a um comprimento de ondd%s@nm.
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4-RESULTADOS

4.1-PPE-55 (Rv3347c): Escolha de subfragmento gémipara expressao de peptideo
recombinante

Sendo um gene extremamente grande (55kDa), a &apéb e clonagem de PPE-
55 ou mesmo de sua porcdo C-terminal seriam ladBgioAlém disso, nossas andlises
preliminares da sequéncia de aminoacidos da pd@zierminal mostraram que havia
homologias significativas com proteinas de outrec®bactériasNl. bovis e M. bovis BCG,
principalmente). Neste sentido decidimos realizadéliaes de bioinformética a fim de
buscar alguma regido da porcao C-terminal que imésse homologias significativas com
proteinas da mesma familia ou familia semelhantewgras micobactérias.

O primeiro passo das analiseés silico foi, entdo, dividir a seqUéncia de
aminoacidos da porcédo C-terminal em dez fragmemimsores, de 100 aminoacidos cada
um, denominados arbitrariamente fragmentos C-teximin a 10. Em seguida foram
realizadas andlises de similaridade (BLAST) cordrebanco de dados contendo as
sequéncias de todas as micobactérias. Nesta amdtisedos dez fragmentos mostraram
similaridade significativa com proteinas de outnaisobactérias e, portanto, esses oito
fragmentos foram excluidos de analises posteriores.

As sequéncias dos dois fragmentos com menor graimiaridade com proteinas
de outras micobactérias (fragmentos 2 e 3) fordmmstidos a comparagcdo com seqiéncias
com as proteinas dd. bovis e M. bovis BCG de maior “score”. Foram incluidas neste
alinhamento também as proteinasMieavium e deM. fortuitum com maior similaridade
com cada fragmento, ainda que nao fosse um resudigdificativo. Desta maneira nos
certificariamos da distancia filogenética entrdragmentos da porcao C-terminal de PPE-
55 e todas as proteinas de micobactérias, potaioib confiabilidade em testes
sorologicos futuros.

Verificando o alinhamento dos fragmentos 2 e 3,pssivel localizar a regido
dentro do fragmento que possuia aminoécidos iguasemelhantes (em relagéo a fatores
como hidrofobicidade e acidez). Desta maneira, tifleeimos que a regido inicial do
fragmento 2 e a regido final do fragmento 3 eramdacse encontrava grande parte da
similaridade com proteinas de outras micobactéfim. fragmento “hibrido” 2,3 foi
determinado e novamente submetido a andlises d#arsitade atravées do BLAST,
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mostrando resultados ndo expressivos de similaidadm outras proteinas de
micobactérias. Sendo assim, identificamos um fragonela por¢cdo C-terminal de 100
aminoacidos altamente especificoMd que podera ser posteriormente utilizado em testes
sorolégicos para diagnostico da tuberculose. OBcgraestao representados na figura a

seqguir:

Blast da porgao C-terminal de PPE-SS

Seguences producing Significant aliginmencs: {Bic=) el
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ref|¥F DDI1Z64732.1 | FPE family protein [Hycobacterium tubercu. .. 1281 o.0
Egf]|¥F ODIZEFIOT 1] FFE fmmily protein [Aycchacterlws tubasrsu. . . izan Q.0
ref|¥P O0128531%.1 | PPE family protein [Mycobacterium tubercu. .. 01 0.0
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rer|NP 857T020.1] PPE FANILY FPROTEIN [Mycobacterium bovis AFE1... =1=1 o.0
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Figura 8: Analise BLAST da porgao C-terminal inteira de PPE-55 mostrando similaridades
significativas com diversas proteinas da familia PPE de Mtb e de algumas proteinas de
outras micobactérias (M. bovis e M, bovis BCG). A mesma analise com o fragmento hibrido,
nao mostrou tais similaridades, sugerindo potencial do fragmento identificado em testes

soroldgicos.

ApOs o desenho dos iniciadores conforme descotdeita a amplificacdo por PCR
do subfragmento de PPE-55. E o0s resultados (nadtrados) apontaram para a
amplificacdo de bandas especificas no tamanho akpe{300pb). Futuramente este

subfragmento foi clonado e expresso em sistemadhege de maneira similar aos demais
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antigenos descritos. Posteriormente, testes sdrokgpoderdo elucidar o possivel
potencial deste novo antigeno para o sorodigamod&cT B.

4.2-Obtencao e clonagem dos genes codificadoreset#®AT-6, CFP-10, Tb 9.7, Tb 16.3
e ICD-2:

4.2.1-Amplificacdo

Os genes codificadores para os antigenos de is¢efesam amplificados pela
técnica de PCR, apresentando bandas nos tamanpesadis: esat-6: 288pb; cfp-10:
303pb; th9.7: 390pb; th16.3: 435pb; icd-2: 2238mnforme demonstrado na Figura 9.

2.200 pb

400

pb |7 500 p

3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 9: Amplificacdo de esat-6, cfp-10, tb9.7, tb16.3 e icd-2: eletroforese em gel de agarose
2%, corado com Brometo de etidio:

Linhal: produto de PCR de CFP-10; Linhas 2, 3, 5, 8, 9: marcador 100pB; Linha 4: produto de
PCR de TB16.3; Linha 6: produto de PCR de Esat-6; Linha 7: produto de PCR de ICD-2; Linha
10: produto de PCR de Tb 9.7

Apés ligacdo dos amplicons em vetor pBAD/Thio-TOPfj realizada a
transformacao de células eletrocompetentes paoptetacdo, com posterior plagueamento
em meio seletivo contendo ampicilina. Foram obsksanumeras colbnias para todos os
clones. No intuito de isolar clones que continhanmserto na orientagdo certa para sua
expressao posterior, foi feito uma triagem por PG&Rizando como iniciador senso o
iniciador TRX, fornecido junto ao kit, e o iniciadeeverso dos respectivos insertos. O
iniciador TRX hibridizava no vetor de clonagem apt?a montante do local de insercéo do

inserto. Desta maneira, clones que continham @stosna orientagcéo correta, apresentam
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um amplicon do tamanho do inserto mais 60 pb @diai TRX + 42 pb). Em seguida, o
DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina pguasterior analise de restricao.

4.2.2-Confirmacao da clonagem por analise de ¢éstri

Utilizando as sequéncias dos antigenos e do vetarlahagem, disponiveis nos
sites do genoma delycobacterium tuberculosis e da Invitrogen, respectivamente, foram
montadas as sequéncias completas dos clones. Endaegtilizando o programa NEB
cutter da New England Biolabs, os mapas dos cldoesm gerados, conforme

demonstrado nas figuras a seguir:
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FIGURA 10: FIGURA 11:
Mapa de restricdo de pBAD Thio-CFP-10 Mapa de restricdao de pBAD Thio-Tb16.3
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Mapa de restricdo de pBAD Thio-ESAT-6 Mapa de restricdo de pBAD Thio-ICD-2
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FIGURA 14:
Mapa de restricdo de pBAD THIO-Tb9.7

Os clones foram digeridos com a enzima de restiig@b (Sigma, EUA) para a

confirmacédo da clonagem, conforme o exemplo a segpiiesentado, referente a Th16.3:

Figura 15: Produtos da restricdo do vetor
5 K ; pBAD/Thio-TOPO clonado com Tb 16.3.
Eletroforese em gel de agarose 2%,
corado com Brometo de etidio:
> 2Kb Linha 1: TB16.3 ndo digerido
_» 12Kb Linha 2: TB16.3 digerido
Linha 3: marcador 100 pb

Através da figura 15 é possivel observar que orvedm digerido possui peso
molecular de aproximadamente 5 kb e, apds a dmesééo aparecimento de 2 bandas de
pesos moleculares inferiores, de aproximadame8te 2,5 kb, confirmando a presenca do

inserto em questao.
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4.3-Inducdo da expressao das proteinas de fusdo

As células alberguando as construc¢des plasmidhi@m,como células trasnformadas
com o vetor de controle do kit pBAD/Thio-TOPO, gempressa somente a tiorredoxina,
foram induzidas a expressar as proteinas de isger@®dos os clones, inclusive o clone
pBAD/Thio-TOPO, expressavam as respectivas praaipanteresse (bandas mais fortes),

cujos exemplos estao representados a seguir:

-4
s
4 5 6

Figura 16: Indugdo da expressao das proteinas de fusdao. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida

78

12% corado com coomasie blue:

Linha 1: marcador 1; Linha 2: Tiored ndo induzido; Linha 3: Tiored induzido;Linha 4: ESAT-6
ndo induzido; Linha 5: ESAT-6 induzido; Linha 6: CFP-10 ndo induzido; Linha 7: CFP-10
induzido; Linha 8: Th9.7 ndo induzido; Linha 9: Tb 9.7 induzido; Linha 10: Tb16.3 nao
induzido; Linha 11: Tb 16.3 induzido; Linha 12: ICD-2 nao induzido; Linha 13: ICD-2

induzido; Linha 14: marcador 1

4.4-Solubilizacdo por lise mecanica desnaturante

Resultados preliminares (ndo mostrados) e relatobtatatura, sugeriram que as
proteinas de interesse (a excecdo de ESAT-6) estagh forma de corpos de incluséo,
impossibilitando sua purificacdo a partir do sobrefante citossolico da lise, tornando
necessaria sua solubilizacao prévia. Neste sergloglulas recombinantes expressando os
antigenos foram entdo submetidas a protocolo dedisnaturante com uréia, a qual foi
posteriormente retirada por lavagem com gradievitde lembrar que para o vetor sem
inserto (Tiored) este protocolo é desnecessaria, wam que esta proteina, nativakdeoli,

nao forma copos de inclusdo. A presenca majoritdea proteinas de interesse no
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sobrenadante (proteinas solubilizadas) em relagdorecipitado (contendo os corpos de
inclusdo remanescentes) apoés a lise, evidencilbilszacdo conforme o exemplo de CFP-
10 na Figura 17.

Figura 17: Lise desnaturante de CFP-10. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12% corado com
coomasle blue:

Linha 1: marcador 1;Linha 2: CFP-10 clarificado;Linha 3: CFP-10 lavagens; Linha 4: CFP-10
pellet;Linha 5: CFP-10 sobrenadante

4.5-Purificagdo das proteinas de fusdo:

As proteinas de interesse foram purificadas atrdeéslunas de ions de niquel que
possuem afinidade pela cauda de poli-histidinaseptes nas proteinas de fusdo. Apos a
ligacdo entre o niquel e as histidinas, foram zadhs etapas de lavagens com baixas
concentracdes de imizadol, a fim de se retirarazomtantes capazes de se ligar de maneira
instavel a coluna. Posteriormente, as proteinastdeesse foram eluidas, com tampéo
contendo crescentes concentracfes de imidazohdibee fracdes protéicas passiveis de
utilizagdo em testes soroldgicos posteriores, eemiés com os tamanho esperados para
cada antigeno (ESAT-6: 26,1kDa; CFP-10: 26,9kD&.T:b29kDa; Tb16.3: 32kDa; ICD-

2: 98kDa). A Figura 18 representa o exemplo dgzastde purificacédo e as fracdes eluidas
para ESAT-6.
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Figura 18: Purificagdo de ESAT-6. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12% corado com coomasie
blue:Linha 1: marcador 1; ; linha 2: clarirficado; linha 3: pds-coluna; linha 4: 12 lavagem; linha 5: 22
lavagem; linha 6: 12 fragdo eluida; linha 7: 22 fragdo eluida; linha 8: 32 fragdo eluida; linha 9: 42
fragdo eluida; linha 10: 52 fracdo eluida; linha 11: 62 fracdo eluida; linha 12: 72 fragdo eluida; linha

13: 82 fracdo eluida;linha 14: pds alcool

Para concentrar as proteinas, as fracbes contentlinas de fusdo com mesmos

pesos moleculares foram unidas.

4.5-Concentracédo dos antigenos recombinantes conetuna

Com os objetivos de concentrar as proteinas deegg#e e promover a troca de
tampdo, as fracbes contendo a proteina de fusam f@recipitadas com acetona. Em
seguida, os precipitados foram dissolvidos em LslenPBS 0,1x. A figura 19 apresenta o
SDS-PAGE de todos os antigenos solubilizados apésipitacdo. A inspeccao visual
mostra que ndo ha proteinas contaminantes pressmtesveis detectaveis pela coloracao

com azul de Commassie R250 (limite de detec¢dq3ié,0pg/banda de proteina).
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Figura 19: Concentracdo dos antigenos com acetona. SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida 12% corado com coomasie blue:Linha 1: marcador 1; linha 2:
tiored; linha 3: ESAT-6; linha 4: CFP-10; linha 5: Tb9.7; linha 6: Tb 16.3;
linha 7: ICD-2

As concentracdes de cada antigeno purificado, raedidla aparelho, estdo listadas a
sequir:

Tiorredoxina (Vetor traduzido sem inserto): 44fml

ESAT-6: 65ug/ml

CFP-10: 5Qug/ml

Tb9.7: 55ug/mi

Tbh16.3: 40ug/ml

ICD-2: 35ug/ml

4.7-Avaliacdo da reatividade dos antigenos recomlantes obtidos frente a soros
tuberculose positivos
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4.7.1-Western-blotting

A fim de realizar uma andlise prévia qualitativareatividade dos antigenos frente
a soros de individuos com tuberculose, foi reabzédestern Blotting a partir de gel de
poliacrilamida exatamente igual ao anteriormenteesgntado. Apos a transferéncia das
proteinas do gel para membrana de nitrocelulosegnforealizadas incubacdes com
diferentes soros de individuos com tuberculose.sApatativas de sucessivas diluicdes de
conjugado e adicdo do substrato, os resultadosogdado apresentados) ndo foram

conclusivos.

4.7.2-Avaliacao soroldgica dos antigenos recomivsarom pools de soros por ELISA

Os antigenos recombinantes purificados foram emapeggem ensaios soroldgicos
iniciais utilizando a técnica de ELISA. Inicialmenéstabelecemos as concentracdes de
antigeno e a diluicdo dos soros e dos conjugadfs, de maximizar a diferenca entre as
absorbancias medidas para diferepm@ds de soro de pacientes com TB confirmada e um
pool de soro de individuos sadios e PPD negativosre potl de individuos sadios e PPD
positivos. Para aferir a possivel reatividade smjich da tiorredoxina, foi incluida nas
placas de microtitulagdo pocos sensibilizados cotioraedoxina, expressa e purificada
junto com os antigenos recombinantes, bem comaxtnait@ citosélico bruto das célul&s
coli que expressam esta tiorredoxina.

Ainda que iniciais, os principais resultados olfidturante a padronizacdo do
ELISA permitem algumas suposi¢cfes a respeito denpal de cada antigeno, bem como
da necessidade de futuras alteragbes no protocolo.

Os primeiros experimentos foram realizados com cadaos antigenos adsorvidos
separadamente as placas de microtitulacdo, avaksmduas reatividades contra anticorpos
da classe IgG presente no soro de individuos tulmse-positivos e -negativos. Apds a
etapa de bloqueio, os soros foram adicionados ditnigdes seriadas (1/100; 1/200; 1/400;
1/800). Além disso, foi comparada a reatividade dosos com e sem pré-adsorcéo
utilizando o extrato citossélico de coli que expressa tiorredoxina (extr&tocoli/tiored.

Os resultados estdo apresentados na figura 24camib que (a) os antigenos
recombinantes sdo capazes de diferenciar entmoads positivo e negativo; (b) a pré-
adsorgéo com o extrato diminui a reatividade deaanaspools; (c) o extratcE. coli/tiored,
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guando usado como antigeno, mostra reatividad@enéika que ndo é alterada pela pré-

adsorgéo.
—¢— s/ pré-adsorc¢do Pool pos MHS = W =c/ pré-adsor¢do Pool pos MHS
—k— s/ pré-adsorc¢do Pool neg MHS = Bl =c/ pré-adsorc¢do Pool neg MHS
1,200
1,000
0,800
=
| =
B 0,600
=r
@]
a
0,400 -
0,200
0,000
olololo olololo olololo ool lQ olo|lolo ololo|lo
olo|o|lo olo|lo|lo olo|lolo o|lo|lolo olo|olo olo|lo|o
= | ~| = | 00 = | | = | o0 = | | =F| o0 = | | = | o0 = | | = o0 = | | = | o0
B B B S| | | B B R e B e B B B B B e
N N N | el e N | el N N | = | |~ el e N | = ||~
Extrato E. coli/ ESAT-6 CFP-10 TB-9.7 TB-16.3 ICD-2
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Antigenos / diluicGes de soro
Figura 20:

Grafico da absorbancia medida para cada antigeno nas diluicdes de soro 1/100, 1/200,
1/400, 1/800 incubados com anti-IgG

Em seguida, foi realizado novo ELISA com os antigerecombinantes, incluindo
(a) ESAT-6 recombinante sem tiorredoxina, gentilreeredido por Maria Helena Saad,
Fiocruz; e (b) tiorredoxina obtida pelo mesmo peoto de purificacdo empregado para os
demais antigenos recombinantes. Além disso, dilesenols foram testados em duplicata
na diluicdo de 1/100. A intencao foi avaliar osgoaetros do ELISA, utilizando como
controle um antigeno sem tiorredoxina cujos redakaeram sabidamente satisfatorios.
Além dos pools de soros cujos resultados com o ESAT-6 sem tiokiad ja eram
conhecidos, foram incluidos tambémpm®ls de soros positivos e negativos APJK. Mais

uma vez, o conjugado utilizado foi anti-lgG na Wifio de 1/75.000. As médias dos
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resultados de absorbancia medida para cada antibeno como os valores de desvio

padréo, estdo representados no grafico a seguir:

M Pool pos MHS s/pr.ads. O Pool pos MHS c/pr.ads. ® pool neg MHS s/ pr.ads. O pool neg MHS ¢/ pr.ads.
A pool 55 pos s/pr.ads. A pool 55 pos c/pr.ads.

1,000

0,900 g

0,800 - %

0700 @

A A
£ 0,600 | A 4 =
f=4 . .
o
2 0500 9 R o
8 A
© 0400 1 [ é é ad

O

0,300 L] Al

@) 0 O
0,200 O O O
0,100 |

[ |
0,000 @ | a e 8 |
média DesPad média |DesPad média DesPad média DesPad| média |[DesPad média |DesPad média DesPad média DesPad
extr. Tiored esat-6 esat-6 tiored cfp-10 tb-9.7 tb-16.3 icd-2
/E.coli rec MHS purif.
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Figura 21:

Grafico da absorbancia medida para cada antigeno em diluicdo de soro 1/100, em duplicatas e

seus respectivos desvios padrao., incubados com anti-IgG

Os resultados mostram que a reatividade é levensepierior para todos gmols
positivos, quando comparados com pa®ls negativos. Comparando ESAT-6 fusionado
com tiorredoxina e ESAT-6 recombinante-controlesesba-se que sem pré-adsorcao, a
fusdo com tiorredoxina diferencia melhor todopads positivos dogools negativos.

De maneira similar, 0os experimentos seguintes strasn na avaliacdo de
combinacfes de antigenos, ja propostas na litardbem como do potencial de ool
com os 5 antigenos recombinantes obtidos, freptmla de soros de individuos saudaveis
e com tuberculose. O mesmo protocolo de ELISA fiicado para os conjugados anti-
IgA-HRP e ant-lgG-HRP, sendo suas respectivasicdids 1/2.000 e 1/75.000, e os

reultados estdo demonstrados nos seis graficapua:se



64

M anti-IgA Pool 55 TB pos
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Figura 22 a:

Grafico da absorbancia medida para ESAT-6, CFP-10 e ambos combinados frente a IgA

presente nos soros nas diluicdes seriadas de 1/50 até 1/400
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Figura 22 b:

Grafico da absorbancia medida para ESAT-6, CFP-10 e ambos combinados frente a

IgG presente nos soros nas diluigbes seriadas de 1/50 até 1/400
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Figura 23 a:
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Os resultados sugerem que ESAT-6, CFP-10 e Tbhfeiedtiam claramente entre
soros TB-positivos e —negativos, tanto para IgGhtpuégA. A combinagao de ESAT-6 e
CFP-10 leva a um aumento das absorbancias medatastqulos ogools testados. Os
resultados obtidos para Tb16.3 ndo foram satistet6A combinacdo de todos os cinco
antigenos distinguiu bem entpeols positivos e negativos quando testada com IgA, mas
nao com IgG. Mais uma vez, resultados semelhaot@snf observados na avaliacdo da

tiorredoxina tanto presente no extratoedeoli, quanto purificada.
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5-DISCUSSAO

A emergéncia global da tuberculose e seu carat&meico no Brasil e em diversas
areas do mundo remetem a uma necessidade de diagmépido e eficiente. Além disso,
a concentracdo de casos de TB em populacdes dss pansdesenvolvimento, implica em
métodos economicamente viaveis para sua deteccao.

Os avancos da era gendmica permitiram o sequenciarde genoma de diversos
micro-organismos de importancia médica, entre Bl#s Por sua vez, a era protebmica,
tem elucidado diferentes proteinas importantesatagenicidade deste micro-organismo,
além de relatar antigenos especificos, que podentikeados para sorodiagnostico da TB.

A utilizacdo de testes soroldgicos no auxilio aagdbstico da TB vem sendo
sugerida com base em propdsitos ja discutidos &apietanto, a variabilidade na resposta
do hospedeiro aMtb e diversos fatores ambientais sdo responsaveigrpode variacao
na reatividade a antigenos em diversas regifes wltdan Além disso ainda que seja
proposto umpool de antigenos eficiente no diagndstico de TB enitdrates de areas
endémicas e ndo endémicas, a utilizagdo comernialaega escala em paises menos
favorecidos como o Brasil seria economicamenteireli

Desta maneira, fazem-se necessarias pesquisayemyola obtencdo de antigenos
especificos déMtb, a avaliacdo de seu potencial imunogénico, benocamealizacdo de
testes soroldgicos com pacientes do Brasil.

Dados da literatura indicam a tendéncia de antiyeecombinantes expressos em
sistemas heterdlogos a formarem corpos de incinsativeis. Neste sentido, a escolha do
plasmidio pBAD/THIO-TOPO foi baseada nao so6 nalittamile que este vetor comercial
oferece para clonagem e expressao, mas principenpeia presenca da tiorredoxina,
capaz de conferir maior solubilidade as proteirafudao, além de facilitar que a proteina
heteréloga assuma dentro da bactéria expressamateanformacao tridimensional estavel.

Desta maneira, fez-se necessaria a expressao depdaatiorredoxina pura em
células deE. coli TOP 10, como controle dos experimentos com osgembs
recombinantes de interesse. Posteriormente, stiadade frente a soros de pacientes com
tuberculose também foi mensurada, revelando valacesa do esperado, mesmo com

etapas de pré-adsorcao, sugerindo a necessidatieadm da tiorredoxina.
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Todos os antigenos relatados no presente estudd (ESCFP-10, Tb 9.7, Tbh 16.3
e ICD-2) sao especificos d#tbh com comprovado potencial para sorodiagndsticddipét
al., 2000;Fiorio & al, 2002; Weldingtet al., 2004; Singh et al., 2005; Abebe, 2007). Apos
0 éxito na clonagem e expressao destes antigampgrspectivas de potencializar as etapas
de purificagéo realizadas.

Novas modificacbes do protocolo de purificacdos taomo incluir etapas de
passagem por coluna de exclusdo por tamanho e tograBia de troca anidnica foram
relatadas (Colangelet al., 1998) e os antigenos recombinantes de interpsdem
futuramente ser submetidos a tais protocolos, adgnse obter fragbes ainda mais puras
para avaliacdo soroldgica. Embora as proteinasnt@oantes obtidas neste trabalho nao
tenham apresentado bandas contaminantes na SDS-BA&ttlo corada com azul de
Coomassie, ndo podemos excluir a possibilidade rdaepca de contaminantes, o que
poderia explicar a alta reatividade sorolégicadatis antigenos recombinantes quanto do
extrato quando este é utilizado como antigeno.

Em relacdo a sorologia, o antigeno ESAT-6 ja tisido descrito como um
importante alvo da resposta imunoldgica celulalirdécitos T e excelente estimulante da
sua producdo de INf-desencadeando uma resposta imunoldgica prot@adersen &
al, 1995). Por esse motivo, esse antigeno vem sé&gtado em testes soroldgicos
revelando consideraveis niveis de especificidadedk-Vidalet al., 2004; Kanaujiat al.,
2003), principalmente na identificacdo de casos emtagios iniciais da doenca ativa.
Nossos resultados apontam grande potencial desigeam para diferenciar soros de
individuos com e sem tuberculose, tanto para Ig@Aapara IgG, principalmente quando
combinado com CFP-10.

O antigeno CFP-10 por sua vez, tem mostrado eleeati@idade frente a soros de
pacientes de areas endémicas e ndo endémicaszesajgamproduzir escarro (Dillabal.,
2000; Weldinghet al., 2004). Estes pacientes caracterizam um diferdacigupo para
diagnostico. Por serem incapazes de fornecer ociespeclinico utilizado nos testes
empregados atualmente, testes sorol0gicos aparemerm uma importante alternativa, o
que realca a importancia de CFP-10. Em nossosasstnitiais, este antigeno mostrou-se
significativamente capaz de reconhecer soros tulmee positivo. A avaliagdo promissora
qguanto a reatividade com IgA e IgG parece ser aputancializada quando associada a
ESAT-6.
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Estudos publicados (Abelat al., 2007) com o antigeno Tb 9.7 indicaram grande
variacdo de sensibilidade em soros de pacientéseds endémicas e ndo-endémicas (de
36% a 85%) e uma sensibilidade muito promissora soros de individuos com TB co-
infectados pelo HIV. Em combinacdo com outro amigélbl16.3), o Th9.7 demonstrou
bons resultados, principalmente quando ambos foexpressos sob a forma de
poliproteina. Ainda em relacéo a Tbh 9.7, os relat@gerem relevancia nos testes com soros
de TB extrapulmonar (Abebe, 2007). No presentethal) os resultados de Tb 9.7 sugerem
uma capacidade significativa de diferenciar ertd®s$pools de soro de individuos sadios e
daqueles com tuberculose, tanto para IgA quant® Ig&

Ja o antigeno Tb 16.3 é o antigeno mais eficien&e s conhece até hoje para
diagnosticar TB em outro importante grupo problécoatos coinfectados com HIV
(Weldingh et al., 2004). Esses individuos necessitam de um diagnést mais rapido
possivel, visto a gravidade que a infeccdo podanehr. Além disso ndo respondem a
Prova Tuberculinica, 0 que mais uma vez remeteparidncia do sorodiagndstico. Neste
sentido, nossos estudos com o Tb 16.3 mostraraenrediiacdo de soros tuberculose
positivos e negativos satisfatéria para IgG, maslaiinconclusiva para IgA. Novas
tentativas de utilizacdo deste antigeno testadargégamente ou em combinacdo com Tb
9.7 deveréo ser realizadas.

Ja o antigeno ICD-2, se mostrou promissor em estadlizado com soros de
pacientes de areas ndo endémicas com TB, onde ezifesgade foi de 65,3% e a
sensibilidade chegou a 100%idrio, et al., 2002). Por haver apenas este unico relato da
literatura para este antigeno e nunca ter sidadestm areas endémicas, nossos relatos sdo
inovadores em relacdo a ICD-2: os resultados cdd rigpstraram indices elevados de
reatividade frente a soros de individuos com tubese, quando comparados aos
saudaveis. Novos experimentos com IgA serdo debedeos para este antigeno que,
seguindo o padrdo encontrado para IgG, pode skeéstar como inédito marcador para
esta doenca em areas endémicas.

Andlises da proteina PPE-55 resultaram na ideat#ic de uma porcao C-terminal
de aproximadamente 1000 aminoacidos extremameniaoénica, principalmente em
pacientes com tuberculose infecgéo latente (Séhgh, 2005). Entretanto trata-se ainda de
uma regido grande de aminoacidos que pode remetenar especificidade e dificuldade

de obtencdo da proteina. Neste sentido, nossosedimoentos relacionados a
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bioinformética possibilitaram, por andlises de Endade, a identificacdo da sequéncia de
aminoacidos dentro da por¢cdo C-terminal mais imtdicpara obtencdo, caracterizacéo e
testes soroldgicos. Desta maneira pode-se supoo @@gmento identificado ser passivel
de eficiente utilizacdo em testes sorologicos f@aDe maneira similar a realizada para
os demais antigenos, este fragmento de PPE-55niplifeado por PCR. Entretanto,
devido aos resultados obtidos na sorologia dogyemis recombinantes fusionados a
tiorredoxina, optamos por ndo clonar o amplicon wetor pBAD/THIO-TOPO.
Pretendemos clona-lo, bem como todos os outrogearut$ deste trabalho, no vetor pBAD-
TOPO que expressa a proteina somente com uma Catefeninal de seis histidinas para
posterior purificacdo. Futuramente, esperamos a@pe®s avaliagdo sorolégica deste
fragmento, PPE-55 possa ser indicado para compopaamde antigenos utilizado para
diagndstico da tuberculose .

De maneira geral, ESAT-6, CFP-10, Th9.7, Th16.€B-2 sdo reconhecidos por
soros de individuos tuberculosos, o que sustentapartancia de testes dos referidos
antigenos no Brasil, fato ainda ndo observado fmtas esses antigenos na literatura.
Ainda no contexto nacional, vale a pena enfatizer @ escassez de recursos dos servi¢cos
publicos de saude e a necessidade de realizag¢éstde diagnosticos em massa, remetem a
adequacao entre eficiéncia do teste, abrangénei@bdlidade. Estas exigéncias foram
atendidas tanto pela abordagem sorologica quatdor@aizacdo de todos os processos de
obtencéo dos antigenos no proprio laboratorio.

Nossos resultados avaliando cada antigeno sepagatam algumas combinacgfes
de antigenos, mostraram capacidade de diferepoghs de soros tuberculose positivos e
negativos de maneira significativa. No entanto,eatividade de soros negativos foi
levemente superior aos niveis relatados na lilexatmuito provavelmente devido a
presenca de anticorpos presentes nos soros cajmeesyir com epitopos da tiorredoxina.

Na tentativa de resolver este problema, foi reddzama etapa de pré-adsorcao dos
soros com extrato dE. coli expressando tiorredoxina. A massa de extrato usadaré-
adsorcéo foi, aproximadamente, 1000 vezes maiorqde a massa de antigeno
recombinante usada na etapa de sensibilizacdcedDkados obtidos permitiram observar
que a pré-adsorcao com tiorredoxina diminuiu awielaide de todos os soros. No entanto,
ainda assim, a reatividade do extrato frente asstuberculose positivos e negativos foi

maior do que a encontrada para 0os antigenos reocanibs. Neste sentido, a clivagem da
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proteina de fusdo com uma enteroquinase que aiiva a tiorredoxina e a parte fusionada,
pode significar outra importante alternativa noetibp de anular a possivel reatividade dos
soros contra a tiorredoxina. Desta maneira, noneaies de ELISA poderéo ser realizados,
avaliando-se apenas a reatividade dos soros amaatigenos propriamente ditos.

Os proximos passos do presente trabalho inclueval@agdo da reatividade de um
painel de soros tuberculose positivos e negatigostra cada um dos antigenos de
interesse, bem como upool de todos eles. Um painel de aproximadamente 1@3 sie
pacientes com informacdes sobre radiografia doxioRPD e tempo de tratamento,
permitira uma avaliagdo e diferenciacdo de difeemiadrées de resposta a diversos
estagios da infeccao.

Desde ja, os resultados obtidos na avaliacdo ptBA-te antigenos recombinantes
obtidos e avaliados em soros de pacientes comcuibse, permitem supor que tais
antigenos poderdo eventualmente integrarpoot de antigenos a ser utilizado em uma

metodologia alternativa de sorologia para diagndsia tuberculose.
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