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RESUMO

A tuberculose, causada principalmente pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis (Mth), é uma doenca responsavel por aproximadamente 1,4
milhdo de mortes anuais no mundo. Dado seu grande impacto na salde
publica, aliado a auséncia de um modelo vacinal eficaz e ao surgimento
de cepas resistentes, existe uma clara necessidade na busca por novos
imundgenos, bem como novas estratégias de prevencao, diagndstico e
tratamento da TB. Nosso grupo caracterizou um possivel antigeno
vacinal, a lectina de 13 kDa secretada pelo Mtb (SMTL-13), que
apresentou alto potencial antigénico na inducdo de respostas imunes
celulares (IFN-y/PBMC) e humorais (IgG/soro) em pacientes com
tuberculose ativa. A natureza ubiqua das lectinas reflete o seu
envolvimento em diversos mecanismos celulares, tornando significante
0 estudo da sua interacdo em processos bioldgicos. Visando obter
informagfes acerca da imunogenicidade da sMTL-13, este trabalho
demonstrou que, além de secretada, esta proteina possui capacidade de
ficar ancorada na parece celular do Mtb, provavelmente pela sua
sequéncia conhecida como peptideo sinal, tendo uma possivel fun¢éo na
interacdo inicial do bacilo com células apresentadoras de antigeno
(APCs), pois a incubacdo do Mth com a D-Galactose, carboidrato que
possui afinidade pela SMTL-13, e ndo L-Galactose, foi capaz de impedir
essa interacdo. Esta lectina também foi capaz de induzir producdo de
citocinas pro-inflamatdrias por APCs e essas foram capazes de levar a
uma proliferacdo celular de linfocitos T CD4+ antigenos-especificos,
indicando que a sSMTL-13 possui atividade imunogénica. Estes dados
demonstram que ha uma importante regulacdo na interagdo de proteinas
ligantes de carboidratos com o APCs e que a SMTL-13 pode atuar como
padrdo molecular associado a patégenos (PAMP) do Mth, porém ha a
necessidade de mais estudos envolvendo a interacdo dessa lectina com
células do sistema imune.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, lectina, SMTL-13, D-
galactose, imunogenicidade.






ABSTRACT

Tuberculosis, mainly caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb), is
responsible for approximately 1.4 million deaths worldwide. Given a
high impact in public heath caused by Mtb, inefficient vaccine models
and emergence of Mtb resistant strains, there is a need for novel
strategies involving imunogens, diagnosis and treatment against TB.
Our group recently described a B-galactose-binding 13 kDa secreted
lectin from Mth (SMTL-13), which was found to induce cellular (IFN-
y/PBMC) and humoral (IgG/serum) immune responses in patients with
active TB, being vaccine antigen candidate. The ubiquitous nature of
lectins displays their role in several cellular mechanisms and studies
involving their interaction in biological process become important. In
order to obtain information about the immunogenicity of SMTL-13, this
study demonstrated that SMTL-13, in addition to being secreted, was
found at the Mtb cell wall, probably by the signal peptide sequence.
Anchored sMTL-13 probably display a function in the initial
interactions of Mth and antigen presenting cells (APCs), since
incubation of Mtb with D-Galactose, but not L-Galactose, was capable
to prevent such interactions. This lectin was also able to induce TNF
production by APCs as well as specific antigen T CD4 + lymphocyte
proliferation, indicating that SMTL-13 display immunogenic activity.
Our data suggest that carbohydrate-binding proteins play an important
role for in Mth-APC interations the sMTL-13 can act as an Mtb
pathogen-associated molecular pattern (PAMP). However, further
studies involving the interaction of this lectin with immune cells are
necessary.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, lectin, SMTL-13, D-galactose
immunogenicity.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa causada
principalmente pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que,
apesar de se manifestar em outros érgdos (TB extrapulmonar), afeta
principalmente os pulmdes (TB pulmonar), érgdos que representam nado
s6 a porta de entrada do bacilo como também o principal sitio de
infeccdo (KAUFMANN, 2001; WHO, 2011).

A doenga ¢ disseminada pelo ar quando os individuos que sofrem
de TB pulmonar ativa expelem goticulas contendo os bacilos, por
exemplo, através da tosse. Em geral, uma pequena parcela da populacéo,
aproximadamente 5 a 10%, infectada pelo Mtb ird desenvolver TB; o
desenvolvimento ou ndo da doenca ativa é resultado de um balango
dindmico entre a persisténcia bacteriana e a defesa do hospedeiro
(KAUFMANN, 2001; COOPER, 2009; WHO, 2011). Este balanco pode ser
mantido ao longo da vida, entdo, os individuos infectados ndo sofrerdo
de uma doenca clinica (KAUFMANN, 2001; WHO, 2011).

O surto da doenca é tardio devido ao fato do progresso da
infeccdo ser lento. Geralmente, o Mtb causa uma infecgdo primaria em
criancas, ja em adultos a doenga € resultado de uma reativacdo de um
foco pré-existente (RUSSELL, 2007; WHO, 2011). Essa reativacdo se da
normalmente quando ha um imunocomprometimento do individuo,
como infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
desnutricdo, idade avancada ou estresse (RUSSELL, 2007).

Por décadas, a TB continua sendo um problema de salde publica.
Em 1993, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) declarou a TB como
uma emergéncia de salde publica global, na época atingindo cerca de 7
a 8 milhdes de pessoas por ano e causando aproximadamente 1,3 a 1,6
milhdo de mortes por ano. Esses nimeros indicam o impacto da TB na
salde publica global (WHO, 2011).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

O alto impacto da TB na salde publica mundial esta relacionado
com sua incidéncia, prevaléncia e mortalidade. Em 2010, estimou-se
uma incidéncia de 8,8 milhBes de casos, sendo o continente americano
responsavel por 5% dos casos, enquanto o asiatico somou 59% (Figura
1). Porém, a incidéncia de TB segue caindo lentamente desde 2006
(WHO, 2011).
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Os cinco paises que apresentaram maiores incidéncias de TB em
2010 foram india (2,0 a 2,5 milhdes), China (0,9 a 1,2 milh&o), Africa
do Sul (0,4 a 0,59 milh&o), Indonésia (0,37 a 0,48 milh&o) e Paquistdo
(0,33 milhges a 0,48 milhdo). Entretanto, o Brasil encontra-se entre 0s
22 paises que mais possuem casos de TB, que juntos somaram 81% dos
casos estimados mundialmente em 2010 (WHO, 2011).

A prevaléncia mundial estimada de TB em 2010 foi de 12
milhGes de casos, totalizando aproximadamente 1,4 milhdo de mortes,
entretanto, mundialmente, a prevaléncia também vem caindo desde
1990, com um rapido declinio em 1997 (WHO, 2011).

Figura 1: Numeros de casos incidentes em 2010 de TB no mundo por 100.000
habitantes. Adaptado de WHO, 2011.

No Brasil ha uma estimativa de 85 mil casos incidentes, 92 mil
casos prevalentes e 5 mil mortes anuais causadas pela TB (WHO, 2011).
Em Santa Catarina houve cerca de 2.078 novos casos em 2010, sendo o
estado brasileiro com proporgdes mais baixas de incidéncia em TB (27
/100.000 hab.), porém com alguns municipios apresentando proporcdes
iguais e/ou maiores que a do Brasil e de outros paises onde a situacdo da
TB é muito grave (BRASIL, 2009; SINAN, 2011).

Um grande avanco nos cuidados e no controle da TB foi atingido
com a introducdo, em meados de 1990, do Tratamento Diretamente
Observado (DOT) e com o langamento da estratégia “Stop TB”, em
2006, pela OMS. No entanto, devido ao grande impacto na salde
publica causado pela infecgdo pelo Mth, a auséncia de uma vacina
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preventiva eficaz e ao surgimento de cepas resistentes tornam-se
necessarias transformacdes nas estratégias de prevencdo, diagndstico e
tratamento da TB.

1.3 RESISTENCIA DO BACILO AOS FARMACOS

O tratamento da TB é essencial para o controle da disseminacao
da doenca. No entanto, € necessario que a terapia medicamentosa seja
obedecida e siga 0s esquemas terapéuticos padronizados, sendo o DOT
uma estratégia fundamental para este controle (BRASIL, 2008; 2010;
SIQUEIRA et al., 2010; WHO, 2011). O tratamento adequado evita,
assim, a persisténcia bacteriana e o desenvolvimento de resisténcia
(BRASIL, 2008; 2010; SIQUEIRA et al., 2010; WHO, 2011).

O Programa Nacional de Controle da Tuberculose acrescentou,
em 2009, o etambutol (E) ao esquema triplice de curta duragdo, que
continha rifampicina (R), isoniazida (H) e pirazinamida (Z), como
demonstrado no quadro 1. Os quatro farmacos estdo reunidos em um
Unico comprimido com doses fixas combinadas (DFC), o que pode
melhorar a adesdo ao tratamento pela simplificacdo do regime
terapéutico (BRASIL, 2010; SIQUEIRA et al., 2010).

Quadro 1: Esquema basico para o tratamento da TB. Adaptado de SIQUEIRA
et al. 2010

Regime Farmacos Peso Dose Meses
2 RHZE RHZE 20a35kg | 2comp. |2
(fase 150/75/400/27,5 mg | 36 a50 kg | 3 comp.
intensiva) -DFC > 50 kg 4 comp.
4RH RH 20a35kg | (1) 4
(fase de 300/200 mg (1) ou | 36a50kg | (1)+(2)
manutencdo) | 150/100 mg (2) — | >50kg (D+()
comprimido ou
capsula

Fatores relacionados & biologia do Mtb como seu tempo
prolongado para multiplicar-se, sua atividade metabdlica e a sua
localizacdo intracelular sdo uns dos responsaveis pelo longo tratamento
quimioterapico da TB.

O surgimento de cepas resistentes aos antibidticos utilizados no
tratamento da TB evidencia os problemas relacionados a cura da doenga
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e tornou-se matéria de grande preocupacdo para 0s programas de
controle da TB.

Mundialmente, estima-se 650.000 novos casos mundiais de
tuberculose resistente em 2010, sendo que, neste mesmo ano, menos de
5% dos pacientes com casos novos ou previamente tratados de TB
foram testados para Mtb resistente (WHO, 2011).

Bactérias resistentes geralmente surgem por uma sele¢do de cepas
mutantes a quimioterapia inadequada. A resisténcia a pelo menos 2 dos
mais importantes farmacos utilizados contra a TB, isoniazida e
rifampicina, foi denominada TB resistente a mdltiplas drogas (TB-
MDR).

O tratamento da TB-MDR requer esquemas terapéuticos mais
prolongados, que envolvem farmacos de segunda linha, de alto custo e
gue possuem uma toxicidade mais elevada (ZAGER e MCNERNEY,
2008).

Quando ha uma resisténcia aos farmacos de segunda linha, a
doenca torna-se virtualmente ndo tratavel, sendo denominado TB
extensivamente resistente (TB-XDR). TB-XDR é definida por uma
resisténcia pelo menos a rifampicina, isoniazida, farmaco de segunda
linha injetavel (capreomicina, canamicina ou amicacina) e uma
fluoroquinolona (ZAGER e MCNERNEY, 2008).

A atividade antibacteriana de um antibiético é medida em fungéo
da sua atividade inibitdria, que afeta o funcionamento bacteriano, e dos
mecanismos de resisténcia do patdgeno (NGUYEN e PIETERS, 2009).

O surgimento de cepas TB-MDR e TB-XDR vem sido associado
a complexa parede celular das micobactérias, que funciona como uma
barreira efetiva a passagem de antibidticos (NGUYEN e PIETERS, 2009).
Estudos envolvendo a permeabilidade da parede celular das
micobactérias, no entanto, sugerem que esta barreira apenas fornece
uma parte do alto nivel de tolerancia aos antibioticos e que mecanismos
sinérgicos sdo necessarios para uma resisténcia frente aos antibi6ticos
(NIKAIDO, 1994; NGUYEN e PIETERS, 2009).

Apesar da TB ser uma doenca conhecida ha séculos, com
farmacos disponiveis para o tratamento, e ser considerada grave héa
muitos anos, ainda ndo ha perspectiva de obter-se, em um futuro
préximo, a eliminacdo da TB como problema de salde publica.



29

1.4 O BACILO Mycobacterium tuberculosis

O Mtb é o principal agente causador da TB, também conhecido
como bacilo de Koch, pois foi isolado e descrito em 1882 por Robert
Koch. O Mtb pertence a classe Schizomycetes, ordem Actinomycetales,
familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium (LECHEVALIER €
LECHEVALIER, 1970).

Os micro-organismos pertencentes ao género Mycobacterium sdo
divididos em dois grupos, o Complexo M. tuberculosis (CMTB) e as
Micobactérias Ndo Causadoras de Tuberculose. O Mth pertence ao
CMTB, composto por mais seis espécies (M. bovis, M. africanum, M.
microti, M. bovis — bacilo Calmette-Guérin (BCG), M. caprae, M.
pinnipedii. O “M. canetti”, uma variante de Mtb encontrada na regido
da Somélia, ainda ndo foi reconhecido oficialmente como uma espécie
do complexo (BRASIL, 2008).

O Mtb é um bacilo alcool-acido resistente, de crescimento lento e
envolvido por uma parede celular Unica, rica em lipideos, longas cadeias
de &cidos micélicos, arabinogalactanos, glicolipideos, proteinas e outros
componentes (KAUFMANN, 2001; CooK et al., 2009).

A figura 2 ilustra a parede celular micobacteriana, composta de
duas camadas, uma mais superior e outra mais inferior. Logo acima da
membrana hd uma camada de peptideoglicanos ligados a
arabinogalactanos que por sua vez estdo ligados aos acidos micélicos,
formando o complexo micolil-arabinogalactano peptideoglicano. A
camada superior é composta de lipideos e acidos graxos de cadeias
curtas e longas. Dispersas pela parede celular encontram-se proteinas,
fosfatidilinositol, lipomanan e lipoarabinomanan, o que caracteriza a
complexidade da parede celular das micobactérias (CHATTERIEE e
KHOO, 1998; BRENNAN, 2003).
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Figura 2: Esquema da parede celular micobacteriana. Adaptado de
CHATTERJEE e KHOO, 1998.

Essa cobertura complexa contribui com a capacidade do bacilo
em sobreviver nas células fagocitarias e fornece uma grande fonte de
antigenos para uma populacido especializada de células T, sendo,
basicamente, moléculas envolvidas na patogénese da doenca
(KAUFMANN, 2001; BRENNAN, 2003).

Barry e colaboradores (1998) demonstraram que quando a
biossintese de &cidos micdlicos e a producéo de lipideos sdo afetadas, ha
um aumento da permeabilidade da parede celular e diminuigdo dréstica
na viruléncia do Mth, mostrando a importancia da integridade da parede
celular para a sobrevivéncia do bacilo.

Desta forma, a complexa biologia do Mth demonstrou que o
mesmo possui um crescimento lento, com um tempo de replicacdo de
aproximadamente 20 horas (CoLE et al., 1998; KAUFMANN, 2001;
Cook et al., 2009), sendo responsével pela natureza crénica da doenca,
complicando o diagnoéstico e levando a tratamentos farmacoldgicos de
longa duragdo (KAUFMANN, 2001).

Neste contexto, um grande impacto no entendimento e concep¢éo
da biologia do Mth, como genoma do mesmo sendo decifrado por Cole e
colaboradores (1998) juntamente a novas ferramentas de bioinformatica,
levou ao inicio de uma intensa busca por genes de interesse que possam
atuar como alvos para o desenvolvimento de novas estratégias vacinais,
terapéuticas e diagnosticas. Porém, existe uma clara necessidade de um
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melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na imunopatogénese
da TB para que essas novas estratégias sejam atingidas.

1.5 IMUNOPATOGENESE DA TUBERCULOSE

A imunopatogénese da TB, esquematizada na figura 3, é
resultado da interacdo entre a viruléncia bacteriana e a resisténcia do
hospedeiro, desta forma, torna-se necessaria a identificacao de fatores de
viruléncia e alvos terapéuticos no micro-organismo, assim como
componentes do sistema imune do hospedeiro, que poderdo servir como
alvos de estudo (KAUFMANN, 2001; COOPER, 2009).

As células fagocitarias desempenham um papel fundamental no
reconhecimento inicial do Mth bem como no direcionamento da resposta
imune adaptativa das células T através da apresentacdo de antigenos
micobacterianos, expressao de moléculas coestimulatorias e produgéo de
citocinas (VAN CREVEL, OTTENHOFF e VAN DER MEER, 2002; TIAN et
al., 2005; RUSSELL, 2007).

Apb6s a inalagdo do Mtb, os macrofagos alveolares séo,
provavelmente, as primeiras células envolvidas na sua fagocitose (TIAN
et al., 2005). Apds esta fase inicial, células dendriticas (DCs) e
macrofagos derivados de mondcitos também participam do processo de
fagocitose (HENDERSON, WATKINS € FLYNN, 1997; MOSER e MURPHY,
2000; TIAN et al., 2005).

Diversos receptores de superficie influenciam a entrada do bacilo
nas células fagocitarias (MEDZHITOV, PRESTON-HURLBURT € JANEWAY,
1997; BRIGHTBILL et al., 1999; BAFICA et al., 2005; ROTHFUCHS et al.,
2007; COuRT et al., 2010) e apesar do Mth ter um tropismo por essas
células, ele também pode interagir com outros tipos celulares, como as
do epitélio alveolar. Essa ligacdo envolve moléculas conhecidas como
adesinas, um exemplo é a adesina hemaglutinina ligante de heparina
(HBHA), uma lectina presente na superficie celular do Mth (MENOZZzI et
al., 1996).

Receptores do tipo toll sdo mediadores conservados da resposta
imune inata e sdo essenciais para que as células apresentadoras de
antigeno (APCs) reconhecam o Mth, além de poderem determinar a
resisténcia do hospedeiro a infeccdo pelo bacilo (MEDzHITOV,
PRESTON-HURLBURT e JANEWAY, 1997; BRIGHTBILL et al., 1999;
BAFICA et al., 2005). No entanto, outros receptores como os de lectina
tipo C e scavenger parecem promover a producdo de citocinas e
ativacdo de células T apds uma interacdo inicial de micobactérias com
as APCs, (ROTHFUCHS et al., 2007; COURT et al., 2010), demonstrando
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a existéncia de diversos mecanismos e receptores de superficie pelos
quais 0 Mtb é reconhecido. A maioria destas interacGes foi demonstrada
in vitro e sua importancia in vivo permanece desconhecida. Porém, se
por um lado, as APCs possuem receptores de reconhecimento e ativagdo
celular, por outro, o Mtb apresenta diversos produtos e mecanismos que
possuem a capacidade de supressao celular e escape imunoldgico (VAN
CREVEL, OTTENHOFF € VAN DER MEER, 2002; BAFICA et al., 2005).

Apos a fagocitose, 0 Mth é capaz de inibir a maturacdo do
fagossoma, mantendo-o em seu estdgio inicial e restringindo a
acidificacdo do mesmo, o que previne sua fusdo com o lisossoma e
dessa forma o bacilo torna-se capaz de sobreviver dentro da célula
(RUSSELL, DANT e STURGILL-K0SzYCKI, 1996; VERGNE et al., 2005).

A maturacdo do fagossoma é induzida por interferon-y (IFN-y),
importante citocina produzida principalmente por linfécitos T CD4+,
capaz de estimular mecanismos anti-micobacterianos nos macréfagos,
como a producdo de espécimes reativas de oxigénio e de nitrogénio e
também apoptose, onde o fator de necrose tumoral (TNF) possui uma
atividade importante (KEANE et al., 1997; HERBST, SCHAIBLE e
SCHNEIDER, 2011).

Logo, o reconhecimento do Mtb por APCs leva a uma ativacao
celular que por si s6 ird levar & ativacao de outras células e producéo de
citocinas em um complexo processo regulatério que é fundamental na
resposta inflamatéria contra 0 Mtb (VAN CREVEL, OTTENHOFF € VAN
DER MEER, 2002).

A resposta imune mediada por células, ou resposta T helper 1
(Th1), especificamente de células T CD4+ e potencialmente de células T
CD8+, possui um papel mais significante na prote¢do contra a TB que a
resposta humoral, ou resposta T helper 2 (Th2) (ORME et al., 1993;
SCANGA et al., 2000; BARKER et al., 2009). Além disso, as células da
resposta T helper 17 (Th17) parecem ser importantes para a atracdo de
monacitos para o sitio de infec¢do (PARIDA e KAUFMANN, 2010).

As células da resposta Thl produzem diversas citocinas, como
interleucinas (IL), principalmente a IL-2, IFN-y ¢ TNF que sdo criticas
para a resposta protetora contra a TB (ORME et al., 1993; SCANGA et al.,
2000; COOPER, 2009; KAUFMANN, 2010; PARIDA e KAUFMANN, 2010).

As células T CD4+ sdo as principais células envolvidas nessa
producdo de citocinas, além disso, a resposta de células T CD8+
contribui para essa protecdo por secretar citocinas similares aquelas
produzidas pelas células T CD4+ e também por produzir perforinas e
granulisinas, que ndo sé levam a morte celular do macréfago que
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contém o Mtb residente, como também atingem diretamente o patégeno
(FENG et al., 1999; WOODWORTH, WU e BEHAR, 2008).

A ativacdo dos linfécitos T depende da interagdo com as APCs
ativadas e ocorre nos linfonodos drenantes (KAUFMANN, 2001; McKEE
et al., 2010). As DCs, tipo celular chave na geracdo de uma resposta
imune contra o bacilo, apés o reconhecimento primario, fagocitam os
antigenos no tecido pulmonar, amadurecem, migram para os linfonodos
drenantes e induzem a ativacdo de linfécitos T antigeno-especificos
(HENDERSON, WATKINS e FLYNN, 1997; TIAN et al., 2005). Por sua vez,
essas células T antigeno-especificas induzirdo a contengdo das bactérias
em pequenas lesdes granulomatosas nos pulmdes, nos estagios iniciais
da patogénese da TB (KAUFMANN, 2010; PARIDA e KAUFMANN, 2010).
Dados sugerem que uma resposta T CD4+ é necessaria para a prevencgéo
da TB, tendo um papel importante na producéo de IFN-y e na ativagdo
de macrdfagos para o controle da persisténcia do bacilo durante a
infeccdo (FENG et al., 1999; SCANGA et al., 2000).

Os granulomas séo lesdes histopatologicas caracteristicas durante
a infeccdo pelo Mth e podem se formar em qualquer tecido infectado
com o bacilo (PIETERS, 2008). Eles apresentam uma mistura
caracteristica de macrofagos e linfocitos e representam a resposta imune
a infeccdo local, sendo essenciais para limitar o crescimento do Mtb
(PETERS e ERNST, 2003). Assim, a estrutura do granuloma
provavelmente representa um equilibrio entre um agente patogénico e
potencialmente perigoso e o sistema imune do hospedeiro (PIETERS,
2008).
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Figura 3: Base celular da resposta do hospedeiro a TB. Apos a infeccdo do
hospedeiro, macrofagos e DCs sdo capazes de estimular células T CD4+ e T
CD8+ especificas. As células T CD4+ irdo gerar uma resposta efetora do tipo
Thl e Thl7, enquanto as T CD8+ irdo gerar uma resposta citotoxica, além de
induzirem a producdo de IFN-y. O préximo passo é o desenvolvimento de uma
resposta através de células T de memoria. A resposta protetora por células T
CD4+ de memodria se da através da producdo de diversas citocinas, como IL-2,
TNF e IFN-y, enquanto a resposta protetora por células T CD8+ de memoria é
devido a producdo de moléculas citotoxicas, IFN-y e TNF. Agentes
“confundidores”, como IL-4, IL-10 e TGF-f, possuem a habilidade de perturbar
a reposta imune contra a TB. Adaptado de KAUFMANN, 2010.

Durante a resposta Thl contra o Mth, a proporcdo de células T
CD4+ e T CD8+ que produzem IFN-y e a quantidade produzida dessa
citocina é similar entre os dois subtipos celulares, sugerindo que ambas
contribuem significativamente para a resposta imune contra a TB (FENG
et al., 1999; SHAMS et al., 2001). No entanto, a deplecdo ou supressao
de células T CD4+ parece ter um efeito deletério mais importante
durante a resposta contra a TB que a eliminagdo de células T CD8+
(CARuUsO et al., 1999; SCANGA et al., 2000).

Porém, a maioria dos estudos focam na producdo de IFN-y pelas
células T CD4+ em resposta aos antigenos micobacterianos, mas outras
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fungdes dessas células tendem a ser importantes na resposta protetora
contra a TB e precisam ser mais bem estudadas para que se possam
desenvolver novas estratégias de prevencéo e tratamento contra a TB.

As imunidades inata e adaptativa estdo intimamente ligadas,
tendo as APCs um papel fundamental para o inicio da resposta. Deste
modo, o reconhecimento de fatores micobacterianos pelo sistema imune
é de importancia relevante para a geragdo de uma resposta adaptativa
contra o patdgeno.

Assim, apesar do progresso no entendimento acerca da imunidade
protetora contra a TB, torna-se necessaria a identificagdo de novas
moléculas proteicas expressas em Mtb e sua caracterizacdo imunoldgica
para o desenvolvimento de novas estratégias de prevencgdo e tratamento
da TB.

1.6 LECTINAS

Proteinas de superficie e secretadas apresentam um papel
importante na manutencdo e sobrevivéncia das bactérias e sua
contribuicdo na imunopatogénese das doencas faz destas proteinas alvos
de estudo (DE SouzA et al., 2011).

O processamento e enderecamento correto de polipeptideos séo
essenciais para a sobrevivéncia e crescimento bacteriano. As bactérias
Gram-negativas necessitam de um sistema Sec de secrecdo proteica para
o0 transporte de proteinas através de sua membrana, jA 0 Mtb possui
sistemas de secrecdo especializados (LEE e SCHNEEWIND, 2001;
ABDALLAH et al., 2007; DE SouzA et al., 2011). O sistema Sec do Mtb é
dependente do reconhecimento de um peptideo sinal, geralmente
localizado na porcdo N-terminal da proteina, que apds a translocagéo
proteica é clivado por peptidases. Porém, alguns polipeptidios ficam
inseridos na membrana celular, utilizando o peptideo sinal como ancora
(LEE e SCHNEEWIND, 2001).

As proteinas secretadas pelo Mth compde a fracdo conhecida
como proteinas do filtrado de cultura (CFP), que possui
aproximadamente 257 proteinas (MALEN et al.,, 2007). Estudos
envolvendo essas proteinas e também aquelas associadas a superficie do
Mtb, indicam que elas podem modular os processos inflamatorios e
servir como alvos para a protecdo imunolégica. Como exemplo tem-se a
lipoproteina de 19 kDa, predominantemente associada a membrana ou
parede celular, que mostrou induzir uma resposta pro-inflamatéria por
APCs através da produgdo de 1L12/23p40 (BRIGHTBILL et al., 1999), o
Antigeno secretado precocemente de 6kDa (ESAT-6), antigeno
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imunodominante do CFP, que é capaz de induzir a producdo de IFN-y
por células T de memoria (SORENSEN et al., 1995), o antigeno CFP-10,
gue mostrou induzir a producdo de altos niveis de IFN-y por células T e
B (SkJoT et al., 2000) e o complexo Ag85, que é capaz de induzir
proliferacdo de células T e produgdo de IFN-y (LAUNOIS et al., 1994;
LAUNOIS et al., 2011).

As lectinas, uma classe de proteinas também presente no Mtbh, séo
capazes de se ligar a carboidratos e através dessa ligacdo adquirem
habilidade de mediar diversos processos biolégicos. O estudo das
lectinas teve inicio em 1888, por Stillmark, que foi o primeiro a
descrever o fendbmeno de hemaglutinacdo por extratos de plantas.
Stillmark estudou a toxicidade da mamona (Ricinus communis) e
descobriu que esta planta continha uma proteina altamente toxica,
denominando-a ricina (SHARON e LIS, 2004).

A natureza ubiqua dessas proteinas reflete o seu envolvimento em
diversos mecanismos celulares - como adesdo, apoptose e agregagéo -
tornando significante o estudo das interacBes entre proteinas e
carboidratos e processos de reconhecimento de aglcar. (GoswAmi et al.,
1994; MENOZzI et al., 1996)

Até o presente momento, a HBHA é a lectina de Mtb mais
estudada. Essa lectina liga-se a carboidratos sulfonados, como o sulfato
de dextrana, e parece ser capaz de induzir interacdo entre micobactérias
além de ser importante na adesdo do Mth em células epiteliais
(MENOzzI et al., 1996). Essa adesdo em células ndo fagocitarias €
necesséria para a disseminagao extrapulmonar do Mtb, sendo importante
para a imunopatogénese da doenca (PETHE et al., 2001). Além disso,
dados sugerem que a resposta de anticorpos a HBHA pode levar a uma
imunidade protetora contra a TB e que a proteina recombinante,
utilizada como reforco vacinal a BCG, foi capaz de reduzir a incidéncia
de tuberculose disseminada (PETHE et al., 2001; GUERRERO e LOCHT,
2011).

Devido a diversidade de carboidratos e suas interacdes com os
processos celulares, é possivel que uma variedade de lectinas esteja
envolvida na interacdo inicial entre micobactérias e células hospedeiras,
assim como na imunopatogénese da TB.

Neste contexto, nosso grupo descreveu, de forma pioneira, uma
nova lectina de 13 kDa secretada pelo Mth (sMTL-13), codificada pelo
gene Rv1419, que, através de analise de bioinformética, revelou-se
pertencente a familia das lectinas homélogas a cadeia B da ricina
(NOGUEIRA et al., 2010) o que mais tarde foi confirmado por resultados
preliminares de cristalografia (PATRA et al., 2010).
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A cadeia B da ricina est4 envolvida no mecanismo de interagéo
molecular entre a ricina e a superficie das células, sendo o primeiro
passo para uma intoxicagdo celular. A ricina possui duas subunidades, a
menor delas é a cadeia A, que é capaz de inibir a sintese proteica em
células de mamiferos, e a outra subunidade é a cadeia B, capaz de se
ligar a membrana celular de células de mamiferos através de interacdo
com carboidratos (OLSNES e PIHL, 1973).

A sMTL-13 compde as proteinas do sobrenadante de cultura de
Mtb H37Rv (cepa virulenta de laboratério) (MALEN et al., 2007;
NOGUEIRA et al., 2010) e é capaz de induzir um aumento na producéo
de IFN-y em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
pacientes com tuberculose ativa (ATB). Por conseguinte, soros de
pacientes com ATB apresentam altos titulos de imunoglobulina do tipo
G (IgG) contra a SMTL-13, resposta esta diminuida ap6s tratamento
com antibiéticos (NOGUEIRA et al., 2010). Entretanto, ndo ha
informacéo a respeito da imunogenicidade desta molécula, postulada ser
um alvo vacinal no controle da TB.

1.7 VACINAS

Apesar dos avangos tecnoldgicos e da consequente inovacgao que
conduzem a melhoria na prevencdo, diagnostico e na terapéutica de
diversas patologias, as doencas infecciosas continuam representando um
grande desafio.

As vacinas podem ser constituidas por: patdgenos vivos
atenuados, como virus ou bactérias menos virulentas que o patdgeno
real; patdgenos inativados, que sdo previamente inativados
guimicamente, por calor ou radiacdo; subunidades, que consistem em
componentes dos patégenos, como proteinas e aclcares; DNA,
basicamente composta por genes que codificam para antigenos de
interesse; toxoides, que sdo toxinas inativadas de patogeno; e vetores
recombinantes, semelhante a vacina de DNA, porém as bactérias ou
virus sdo utilizados como carreadores (O'HAGAN, MACKICHAN e
SINGH, 2001; McKEE et al., 2010).

Para o desenvolvimento de vacinas € necessaria a inducdo de
imunidade mediada por células (O'HAGAN, MACKICHAN e SINGH,
2001), especificamente células T CD4+ e células T CD8+, que possuem
um papel importante na protecdo contra a TB (BARKER et al., 2009).
Para que possamos fazer avancos significativos no desenvolvimento de
vacinas, torna-se importante o entendimento da interacdo entre a
resposta imune celular adquirida e o patdgeno, desde o inicio da
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infeccdo, passando pelo progresso da doenca até o seu controle
(CoOPER, 2009).

Embora tenhamos feito um progresso significativo, no que diz
respeito a compreensdo da funcdo dos linfdcitos, tanto na resposta
primaria como secundaria contra a infeccdo por Mtb, a atual vacina em
uso contra a TB, derivada de M. bovis e chamada de BCG, teve seu
primeiro teste em seres humanos em 1921, quando ndo se tinha
conhecimentos da funcéo dos linfdcitos durante a TB (COOPER, 2009;
Liu, 2009).

Mais de 3 bilhdes de individuos foram vacinados com a BCG,
apresentando mais de 80% de eficacia contra formas severas da doenga,
incluindo meningite e TB miliar, porém, apesar de sua ampla utilizacéo
em criancas, sua eficacia contra a TB pulmonar ndo é comprovada,
sendo incapaz de reduzir a carga global da TB (CoopPER, 2009; LIu,
2009; KAUFMANN, HUSSEY e LAMBERT, 2010).

Para reduzir o impacto da doenca, novas estratégias de vacinacao
contra a TB visam aumentar o periodo de imunidade protetora ou
melhorar a vacinagdo com a BCG, ndo s6 em criangas, mas também em
adolescentes e adultos (Liu, 2009; KAUFMANN, HUSSEY e LAMBERT,
2010).

Uma série de novas abordagens para o desenvolvimento de
vacinas contra a TB vem sendo estudadas, tais como vacinas de DNA,
cepas atenuadas de Mtb e a utilizacdo de proteinas secretadas a partir de
filtrado de cultura do bacilo (CARPENTER, WILLIAMSON e EYLES, 2005;
Liu, 2009). No caso de vacinas de subunidade, como misturas de
proteinas de filtrado de cultura de Mtb, procura-se identificar antigenos
gue induzem fortemente a producédo de IFN-y (Liu, 2009).

Os componentes do CFP de Mth, como o complexo Ag85, sdo
bastante imunogénicos. Esquemas de vacinacdo com membros do
complexo Ag85 mostraram que 0 mesmo é capaz de induzir fortemente
uma resposta Thl e Th2 em camundongos, cobaias e primatas ndo
humanos, sendo um potencial antigeno protetor contra desafio com a
cepa H37Rv in vivo (BALDWIN et al., 1999; LANGERMANS et al., 2005).

Estes antigenos estdo em testes clinicos de fase | e Il como
vetores recombinantes, onde o virus vaccinia modificado expressa o
Ag85, como protocolos de reforco da BCG ou como vacinas de
subunidade de proteinas fusionadas com ESAT-6 (WHO, 2011).

Uma nova geracdo de vacinas contra a TB, em um futuro
préximo, deve oferecer uma protecdo maior que a BCG, além de ser
segura o suficiente para ser usada em areas endémicas para o HIV. No
entanto, atualmente, nenhuma vacina que esteja em ensaios clinicos em
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seres humanos mostrou-se mais eficiente que a BCG em estudos
envolvendo modelo animal (Liu, 2009; KAUFMANN, HUSSEY e
LAMBERT, 2010).

Desta forma, estudos envolvendo o reconhecimento de novos
antigenos relacionados a fase ativa ou latente da doenca, bem como
novas estratégias de construcdo e administragdo de vacinas sdo
importantes para o desenvolvimento de novas estratégias de prevengéo.

A hipotese deste estudo é a de que a sSMTL-13 de Mtb,
imunologicamente reconhecida durante ATB, é imunogénica e assim
pode servir como um antigeno candidato a constru¢do de uma vacina.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a imunogenicidade da SMTL-13 em modelo murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)  Confirmacdo da presenca da SMTL-13 na superficie
celular do Mtb;

2)  Auvaliagdo da importancia da SMTL-13 na interagéo inicial
entre o Mtb e macréfagos;

3)  Auvaliar a capacidade da SMTL-13 em gerar uma resposta
imune antigeno-especifica.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 COMITE DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS

Camundongos fémeas, da linhagem C57BL/6, com idade
entre 6 e 8 semanas, foram utilizados para os experimentos. Os
animais foram alimentados em regime ad libitum e mantidos em
ciclo claro/escuro de 12 h a temperatura de 21°C + 2. Todos 0s
experimentos que utilizaram animais neste projeto foram aprovados
pelo Comité de Etica para Uso de Animais da UFSC (CEUA —
UFSC), sob protocolo PP 00517.

3.2 LOCAL DO DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

O trabalho foi realizado no Laboratério de Imunobiologia —
LIDI — do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia — MIP — do Centro de Ciéncias Biologicas — CCB — da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

3.3 ENSAIO DE INTERACAO DA SMTL-13 DA
SUPERFICIE DE MTB H37RV COM MACROFAGOS

3.3.1 CULTIVO E PREPARO DO MTB H37RV

Toda a metodologia envolvendo Mtb foi realizada em fluxo
laminar com nivel de biosseguranca 3 (BS3), utilizando equipamento de
protecdo individual adequado (mascaras N-95 3M, luvas, tocas, propés e
jalecos descartaveis).

A cultura da cepa de referéncia virulenta de laboratério de Mth
H37Rv foi realizada a partir de amostras congeladas que foram
semeadas em meio s6lido Lowestein-Jensen (LJ - Laborclin) e
cultivadas a 37 °C por 4 a 6 semanas.

Apo6s o crescimento bacteriano, as col6nias foram removidas do
meio LJ, transferidas para tubos contendo pérolas de vidro e meio
liqguido Middlebrook 7H9 (BD Biosciences) para agitacdo em vortex e
consequente repouso. A concentracdo de bactérias foi ajustada através
da comparacdo da turbidez da suspensdo bacteriana a turbidez do tubo
n°1 da escala McFarland (3 x 10° bactérias/ml).
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3.3.2 AVALIAQAO DA PRESENCA DA SMTL-13 NA
SUPERFICIE CELULAR DO MTB H37RV

As bactérias foram preparadas conforme descrito no item anterior
e 3 x 10’ bactérias foram adicionadas em cada poco de uma placa de
cultura de 96 pogos com fundo em “U”, em um volume final de 100 pl.
As bactérias foram lavadas com 200 pl de tampdo fosfato (PBS), que
consiste em NaCl 137 mM, Na,HPO, 10 mM, KCI 2.7 mM em pH de
7.4, e centrifugadas a 3.000 x g por 10 min a 20 °C.

Apbs a centrifugacdo, realizou-se a incubagdo com os anticorpos
primarios, na concentracdo de 10 pg/ml de controle de isotipo 1gG e de
monoclonal anti-sMTL-13, obtido em colaboracdo com ICC/Fiocruz
Parana. Como controle adicional, realizou-se uma incubacéo prévia do
monoclonal anti-sMTL-13 com 10 pg/ml de CFP Mth H37Rv.

A placa foi incubada a temperatura ambiente (TA) por 1 h, lavada
como anteriormente e entdo 2 pug/ml de anticorpo secundario, 1gG anti-
mouse Alexa 488 (Invitrogen), foram adicionados em um volume final
de 200 pl.

Apo6s 1 h de incubacdo a TA, as bactérias foram novamente
lavadas, suspendidas em paraformaldeido a 4% e incubadas por 16-18h
a4°C.

As células foram avaliadas por citometria de fluxo, FACSCanto
11 (BD Bioscience) e analisadas no software FlowJo 7.2.2.

3.3.3 OBTENCAO DE MACROFAGOS DERIVADOS DE
MEDULA OSSEA

Para a obtencdo de macrofagos derivados de medula dssea
(BMMs), camundongos fémeas, pesando entre 25-35g, da linhagem
C57BL/6 proveniente do Biotério da UFSC, foram sacrificados e
tiveram suas patas traseiras dissecadas e os 0ssos, fémur e tibia,
removidos e mantidos em meio DMEM (Gibco) contendo 10 U/ml e 10
pug/ml de penicilina e estreptomicina (Gibco), respectivamente. Em
fluxo laminar, as extremidades destes ossos foram cortadas com o
auxilio de lamina de bisturi. Em seguida, utilizando-se uma seringa de 3
a 5 ml, lavou-se o interior dos ossos com DMEM para a remogdo de
toda a medula dssea.

A suspensdo de células obtida foi centrifugada a 1.200 x g em
tubo conico de centrifuga de 50 ml, o sobrenadante foi descartado e as
células foram suspendidas em 36 ml de meio DMEM completo, que
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contém 10 U/ml e 10 ug/ml de penicilina e estreptomicina (Gibco),
respectivamente, 2 mM de L-glutamina (Gibco); 1 mM de piruvato de
sodio (Sigma), 25 uM de HEPES (Cellgro), suplementado com 10% de
soro bovino fetal (FBS, Hyclone) e 20% de sobrenadante de L929.
Foram distribuidos 3 ml de suspensao celular por poco de cada uma das
placas de cultura celular de 6 pogos e as mesmas foram incubadas a
37°C em atmosfera de 5% de CO,. Ao quinto dia de cultivo, foram
adicionados 2 ml de DMEM completo contendo 10% de FBS e 20% de
sobrenadante de L1929, em cada pocgo, para diferenciacdo dos
macréfagos. As placas voltaram a ser incubadas nas mesmas condigdes.

Ao sétimo dia de cultivo, as culturas foram lavadas uma vez com
PBS e as celulas aderentes removidas através da adicdo de
Tripsina/acido etilenodiamino teracético (EDTA) 0,05% (Gibco) e
jateamento vigoroso da monocamada com micropipeta de 1 ml. Apds a
tripsinizacdo, as células foram transferidas para um tubo conico de
centrifuga de 50 ml e o volume foi completado com DMEM contendo
10% de FBS, a fim de inativar a acdo da tripsina. A suspensao de células
obtida foi centrifugada a 1.200 x g, o sobrenadante foi descartado e as
células foram suspendidas em 5 ml de meio DMEM e contadas em
Camara de Neubauer, apés diluicdo de 20 vezes em reagente azul de
tripan (Gibco), para avaliacdo da viabilidade celular.

Apds a contagem das células, as mesmas foram suspendidas em
volume necessario de DMEM completo contendo 10% de FBS para a
concentragdo de 2 x 10° células/ml e 100 ul de suspenséo celular foram
adicionados em cada poco de uma placa de cultura celular de 96 pogos
com fundo chato.

3.34 ENSAIO DE INTERACAO DO MTB COM
MACROFAGOS

Primeiramente, para o preparo dos carboidratos, pesou-se a D-
Galactose (D-Gal, Sigma) e L-galactose (L-Gal, Sigma) para obtencédo
da solucdo mée na concentracao de 2 M, em PBS. Esta solugdo mée foi
filtrada em filtro para seringa de porosidade 0,22 pm (TPP) para
esterilizacdo da solucéo.

Em uma placa de cultura de 96 pogos de fundo em “U”,
adicionou-se 100 pl da suspensdo de Mth, obtida como descrito
anteriormente, e as bactérias foram entdo incubadas com diferentes
concentracdes de carboidratos (0,05, 0,1 e 0,2 M), por 30 min., em
banho de gelo. Apds o periodo de incubacdo, a placa foi lavada 2 vezes



46

com 200 pl de PBS, através de centrifugagdo a 3.000 x g por 10 min.
Apos a lavagdo, as bactérias foram suspendidas em 100 pl de meio
DMEM completo, contendo 10% de FBS, e adicionadas aos macréfagos
(2 x 10°poco), obtidos conforme descrito anteriormente, em uma
multiplicidade de infeccdo (MOI) igual a 1.

Os macrdéfagos infectados ou ndo foram incubados a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO, por 18h. Apds o periodo de incubacéo, a placa
foi centrifugada a 3.000 x g por 10 min, o sobrenadante foi coletado para
dosagem de TNF por ensaio imunoenziméatico (ELISA) e as células
foram lisadas através da adicdo de 200 pl de saponina (Vetec) a 1% em
PBS, para posterior semeadura em agar 7H10 e contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC).

3.3.5 CONTAGEM DE UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIAS

Foram preparadas placas de Petri contendo meio 4gar
Middlebrook 7H10 (BD Biosciences) enriquecido com 10% de OADC,
gue consiste em &cido oleico, albumina bovina (fracdo V), dextrose e
catalase. As células lisadas com saponina 1% foram suspendidas
vigorosamente, com auxilio de uma pipeta, e, em seguida, foram
semeados 50 pl de cada poco, com auxilio de um swab, nas placas de
Petri, em duplicata. Estas placas foram vedadas com parafilme e
incubadas a 37 °C. Ao final de 28 dias, realizou-se a contagem UFC nas
placas de Petri.

34 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE

Para a obtencdo da SMTL-13 utilizou-se a técnica de DNA
recombinante, utilizando a bactéria Escherichia coli como hospedeira.

3.4.1 AMPLIFICACAO E CLONAGEM

A sequéncia nucleotidica do gene Rv1419, que codifica a
proteina sSMTL-13, foi amplificada através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos,
demonstrados no quadro 2, que introduziram sitios de restricdo para as
enzimas Ndel e Xhol no produto da PCR, sem a presenca do cédon de
parada, utilizando o DNA da cepa de Mtb H37Rv como molde. As
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condicdes de amplificacdo foram baseadas na desnaturacdo inicial a 94
°C por 4 min, seguida de 36 ciclos constituidos de desnaturacdo a 94 °C
por 1 min, hibridizacdo a 56 °C por 1 min e extensdo dos iniciadores a
72 °C por 1 min e foi realizada em termociclador (Eppendorf
Mastercycler Gradient).

Quadro 2: Iniciadores utilizados para amplificacdo do gene Rv1419.

Iniciadores Sequéncia
Iniciador s ,
5> GGAATTCCATATGGGTGAATTACGGTTG 3
forward
Iniciador 5’ CCGCTCGAGCGGCACGCTATCCCA 3’
reverse

O produto da PCR, de 500 pares de base, foi clonado no vetor
pGEM-T Easy (Promega). Esse vetor é linearizado e contém timidinas
na regido 3’-terminal, o que favorece a inser¢do de produtos de PCR por
prevenir a recircularizacdo do vetor além de possuir genes de resisténcia
a ampicilina.

Apbs a clonagem, 1 pl do plasmideo foi inserido em E.coli DH5a
eletrocompetente por eletroporagdo e as mesmas foram semeadas em
placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) agar, que consiste em
1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl, 0,8% de agar
em pH 7,5, acrescido de 100 pg/ml de ampicilina. As placas foram
incubadas a 37 °C por 16 h.

3.4.2 AVALIACAO DA TRANSFORMAGCAO

Apenas as colbnias que cresceram em meio LB contendo
ampicilina possuiam o plasmideo, entretanto, para confirmar se o
plasmideo inserido possuia o inserto (gene Rv1419), foi realizado um
PCR conforme condi¢des previamente descritas.

Apo6s a selecdo dos clones positivos, foi realizada uma
purificacdo plasmidial através do kit llustra Plasmid Prep Mini Spin kit
(GE Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante, e o produto da
purificacdo foi analisado em gel de agarose 1,5%.

3.4.3 DIGESTAO DOS PLASMIDEQS

O plasmideo purificado e o vetor de expressdo pET21a (Novagen,
USA), que precisa ser linearizado, foram digeridos com 5U de enzimas
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(Ndel e Xhol) em um volume final de 20 pl em tampédo adequado para
cada enzima. As amostras foram incubadas a 37 °C, em banho seco e
apos a digestdo correu-se um gel de agarose 1,5% para observacao das
bandas e posterior purificacdo das bandas de interesse através do kit
Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare),
conforme protocolo do fabricante.

3.4.4 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Apos a purificacdo do DNA, o gene Rv1419 foi subclonado no
vetor de expressdao pET2la (figura 4) para a expressdo da proteina
SMTL-13. Este plasmideo insere 6 residuos de histidina na porcdo C-
terminal da proteina e possui genes de resisténcia a ampicilina.
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Figura 4: Representagdo esquematica do vetor de expressdo pET21a (Novagen,
USA).

‘BSDG lizsa1)

Bactérias E. coli DH5a eletrocompetentes foram transformadas
por eletroporagdo com aproximadamente 20 ng de DNA e semeadas em
meio LB agar, acrescido de 100 pg/ml de ampicilina, para a selecdo de
coldnias positivas, como descrito anteriormente.

Apo6s a selecdo, o plasmideo foi purificado pelo kit Ilustra
Plasmid Prep Mini Spin kit (GE Healthcare) e entdo bactérias E. coli
BL21(DE3)  eletrocompetentes  foram  transformadas  com
aproximadamente 20 ng de DNA. Para testar a expressao da SMTL-13
recombinante, as bactérias foram expandidas primeiramente em 50 ml
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de meio LB até um valor de ODgq entre 0,5 € 0,8 a 37 °C e a expresséo
foi induzida na presenca de 1 mM de isopropiltiogalactosideo (IPTG).

Apo6s 6h de inducdo, as bactérias foram centrifugadas em tubo
conico de centrifuga de 50 ml a 5.000 x g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de bactérias foi mantido em
gelo. As células foram suspendidas completamente adicionando 4 ml de
solucdo de lise, que consiste em tampdo Tris-HCI 20 mM, pH 7,5,
contendo NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, B-mercaptoetanol 10 mM,
glicerol 10% e inibidor de protease (Sigma). As células foram
submetidas a sonicacdo (6 ciclos de 30 segundo na poténcia 12) em
banho de gelo (sonicador modelo 120 Sonic Dismembrator - Fisher
Scientific). Apds esta etapa, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g por
30 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o
precipitado foi suspendido em solucédo de lise (em caso de expressao em
corpos de incluséo).

As proteinas totais foram quantificadas pelo método de BCA
(Pierce), conforme protocolo do fabricante, e a expressdo foi confirmada
através de Western-blot.

Apl6s a expressdo da SMTL-13 recombinante ser confirmada,
seguiu-se o protocolo de expressdo de proteina descrito por Patra e
colaboradores (2011), utilizando 4 | de cultura, induzidos nas mesmas
condi¢des anteriores.

3.4.5 WESTERN-BLOT

Primeiramente, as amostras foram preparadas diluindo 10 pg de
proteinas em tampdo LDS 4x (Invitrogen) e incubando a 95 °C por 5
min em banho seco para desnaturacdo proteica. Ap6s o preparo das
amostras, foi realizada uma eletroforese SDS-PAGE aplicando 20 pl do
preparado em cada canaleta de um gel Bis-tris, 4-12%, 1.0 mm
(Invitrogen), utilizando como tampéo de corrida 0 NUPAGE Running
Buffer 20x (Invitrogen), nas condi¢bes 200 V/125 mA. A transferéncia
para a membrana de nitrocelulose foi realizada utilizando o mddulo
XCELL Il Blot Module da Invitrogen, seguindo as especificacbes do
fabricante.

Apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi lavada em
tampéo de lavagem, que consiste em TBS (20 mM de Tris-base, 500
mM NaCl pH 8,0) acrescido de 0,1% de Tween-20 (Sigma), e entdo os
sitios inespecificos foram blogueados com tampéo de bloqueio (tampé&o
de lavagem contendo 5% de leite em pé desnatado) por 1 h a TA, sob
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agitacdo constante. Em seguida, a membrana foi novamente lavada, foi
adicionado o anticorpo priméario, monoclonal anti-sMTL-13 purificado a
2 pg/ml ou anti-HIS (Sigma) diluido 10.000 vezes em tampdo de
bloqueio e a membrana foi incubada por 16 a 18 h a 4°C, sob agitacao.
A membrana entdo foi lavada e incubada por 1 h, a TA e sob agitacéo
constante, com o anticorpo secundario (anti-mouse 1gG, HRP-linked,
Cell Signaling), diluido 2.000 vezes em tampao de bloqueio. Por fim, a
membrana foi lavada e revelada com o kit ECL (Pierce), que consiste
em um substrato quimioluminescente para a enzima peroxidade utilizada
no anticorpo secundario da reagéo.

3.4.6 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

A purificacdo foi realizada através de cromatografia de afinidade
pela histidina, utilizando a coluna de agarose Ni-NTA (QIAGEN).
Resumidamente, o volume a ser utilizado da resina foi transferido para
uma coluna de separacéo e, ap6s equilibrar a coluna com o tampéo de
lise (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, contendo NaCl 300 mM, imidazol 15
mM, B-mercaptoetanol 10 mM e glicerol 10%), o lisado foi adicionado a
resina e mantido sob agitagdo por 1 ha 4 °C.

Apo6s o periodo de incubacdo, o fluxo foi coletado, a resina foi
lavada trés vezes com tampdo de lavagem (tampdo de lise contendo 15
mM de imidazol) e a proteina foi eluida 6 vezes com tampao de eluigdo
(tampado de lise com gradiente de imidazol de 15-300 mM).

Para analisar a eficiéncia da purificacdo da proteina, foi realizado
uma eletroforese SDS-PAGE em gel Bis-tris, 4-12%, 1.0 mm, como
descrito anteriormente, e para confirmar a purificacdo da sSMTL-13,
realizou-se um Western-blot, utilizando como anticorpo primario o
anticorpo monoclonal purificado contra a SMTL-13.

35 ENSAIO DE COCULTURA DE CELULAS
DENDRITICAS COM LINFOTICOS T CD4+

3.5.1 IMUNIZACAO E COLETA DE LINFONODOS

Para os estudos de imunogenicidade da proteina sSMTL-13, foram
utilizados camundongos fémeas, pesando entre 25-35 g, da linhagem
C57BL/6, criados e mantidos no Biotério da UFSC.

Os camundongos foram expostos, por via subcutanea, a uma dose
de 10 pg de sSMTL-13 sollvel, CFP ou Ag85 na presenca do Adjuvante
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Incompleto de Freund (IFA), em um volume final de 50 pl. O esquema
de exposicdo realizado foi de uma imunizacdo seguida de um reforco
com intervalo de 7 dias, utilizando a mesma concentracdo de proteinas e
0 mesmo adjuvante. No dia 9 foram coletados os linfonodos drenantes
da via subcutanea (axilares, popliteos, inguinais e iliacos), apontados na
figura 5, para obtencdo dos linfécitos utilizados para avaliacdo da
resposta proliferativa especifica a SMTL-13.

Popliteo

Popiteo

Figura 5: Esquema dos linfonodos drenantes coletados para obtencéo de células
CD4+. Adaptado de VAN DE BROECK; DERORE; SIMOENS, 2003.

3.5.2 OBTENCAO DE LINFOCITOS A PARTIR DOS
LINFONODOS DRENANTES

Os linfonodos foram macerados em Cell Strainer, 70 pm (BD
Bioscience), com auxilio de um émbolo de seringa. O macerado foi
lavado com 5 ml de PBS contendo 5 mM de EDTA (MolBio) em um
tubo conico de centrifuga de 50 ml e entéo centrifugado a 1.500 x g por
10 min. Os linfécitos obtidos foram contados e avaliados quanto a sua
viabilidade em camara de Neubauer, apés diluicdo de 10 vezes em azul
de tripan.
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3.5.3 SEPARACAO MAGNETICA DA FRACAO CD4+

Brevemente, os linfocitos obtidos dos linfonodos drenantes foram
centrifugados a 300 x g por 10 min e 10 células foram suspendidas em
90 pl de solugdo de separacdo contendo 0,5% de albumina bovina
(Inlab) em PBS. Foram adicionados 10 ul de Microbeads CD4 (L3T4)
(Macs Myltenil Biotec) a suspensdo celular que foi entdo incubada por
15 min a 4 °C. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram lavadas e
suspendidas em solucdo de separacdo para entdo as células CD4+ serem
separadas através de coluna magnética, do tipo LS (Macs Separator —
Myltenil Biotec), conforme protocolo do fabricante.

3.5.4 MARCACAO DOS LINFOCITOS COM CFSE

Os linfécitos CD4+ foram marcados com o kit CellTrace™ CFSE
Cell Proliferation kit (Molecular Probes) com 25 upM de
carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster (CFSE) por 8 mina TA
em meio RPMI 1640 (Gibco) sem FBS.

O método baseia-se na capacidade do CFSE em marcar células
vidveis com uma molécula fluorescente, a carboxifluoreceina, através de
ligacdo covalente com o DNA destas células. Ap6s cada divisao celular,
h& uma reducéo para a metade da fluorescéncia para as células filhas.

Apos a marcacdo, foi adicionada uma solucdo de FBS a 70%, em
PBS, e entdo o volume foi completado para 30 ml com meio RPMI 1640
contendo mais 10% de FBS. As células foram centrifugadas a 2.000 x g
por 5 min e lavadas com meio RPMI 1640 contendo 10% de FBS por 3
vezes. Ao final, as células foram suspendidas em meio RPMI 1640
completo, que contétm 10 U/ml e 10 pg/ml de penicilina e
estreptomicina (Gibco), respectivamente, 2 mM de L-glutamina
(Gibco); 1 mM de piruvato de sodio (Sigma), 25 uM de HEPES
(Cellgro), suplementado com 10% de FBS a uma concentracéo final de
2 x 10° em 100 pl.

3.5.5 OBTENCAO DE  CELULAS DENDRITICAS
DERIVADAS DE MEDULA OSSEA

Para obtencéo das células dendriticas derivadas de medula dssea
(BMDCs), camundongos fémeas pesando entre 25-35 g da linhagem
C57BL/6, provenientes do Biotério da UFSC, foram sacrificados e



53

tiveram suas patas traseiras dissecadas e os 0ssos, fémur e tibia,
removidos e mantidos em meio RPMI 1640 contendo 10 U/ml e 10
pg/ml de penicilina e estreptomicina, respectivamente. Em fluxo
laminar, as extremidades destes ossos foram cortadas com o auxilio de
lI&mina de bisturi. Em seguida, utilizando-se uma seringa de 3 a 5 ml,
lavou-se o interior dos ossos com RPMI 1640 para a remocdo de toda a
medula dssea.

A suspensdo de células obtida foi suspendida diversas vezes com
auxilio de pipeta automatica de 1.000 pl e as células foram contadas em
Céamara de Neubauer, apés diluicdo de 100 vezes em reagente de Turk,
gue consiste em uma solucdo de 97% de &gua, 1% de solucdo aquosa de
violeta genciana a 1% (Sigma) e 2% de &cido acético. Apds a contagem
das células, as mesmas foram suspendidas em volume necessario de
RPMI 1640 completo, contendo 10% de FBS, para a concentracdo de 5
x 10° células/ml.

O volume de 10 ml de células foi distribuido em placas de Petri e
foi suplementado com 20 ng/ml de GM-CSF. As células foram
incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. No 3° dia de cultivo, o
meio foi renovado e no 7° dia as células foram coletadas, transferidas
para tubos conicos de centrifuga de 50 ml e centrifugadas a 1.500 x g
por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi suspendido
em 5 ml de meio RPMI 1640 completo para posterior contagem de
células em camara de Neubauer. Apdés a contagem de células, as
mesmas foram suspendidas em meio RPMI 1640 completo contendo
10% de FBS para uma concentragdo final de 1 x 10° células/ml.
Adicionou-se, entdo 200 pl de suspensdo celular por pogo em uma placa
de cultura de células de 96 pogos de fundo em “U” e a mesma foi
incubada a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,.

3.5.6 COCULTURA E ENSAIO DE PROLIFERACAO
CELULAR

As BMDCs foram estimuladas ou ndo com 1 ou 10 pg/ml de
SMTL-13, 1 ou 10 pg/ml CFP ou 50 ng/ml de lipopolissacarideo (LPS)
e entdo incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,, baseado
do protocolo de Svajger e colaboradores (2011). Apés o periodo de
incubacdo, a placa foi centrifugada a 1.200 x g por 10 min, o
sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas e as células foram
lavadas 1 vez com 200 ul de PBS, quando, entdo, 200 ul de uma
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suspensdo contendo 1 x 10° células/ml de linfécitos T CD4+, marcados
com CFSE, foram adicionados para o ensaio de cocultura.

A cocultura dos linfocitos T CD4+ com as BMDCs foi incubada
a 37 °C a 5% de CO; por 72 h, sequindo o protocolo descrito por Béafica
e colaboradores (2005). Apds o periodo de incubacdo, a placa foi
centrifugada a 1.200 x g por 10 min, o sobrenadante foi coletado para
dosagem de IFN-y, as células foram lavadas 1 vez com 200 ul PBS e
por final suspendidas em PBS contendo 0,1% de FBS (Gibco) para
aquisicdo dos dados em citometria de fluxo, FACSCanto Il (BD
Biosciences). A populacdo de linfdcitos foi analisada para a proliferagéo
via diluicdo do CFSE, utilizando o software FlowJo.

3.5.7 DOSAGEM DE CITOCINAS

A concentragdo de TNF, IL-6, 1L12/23p40 e IFN-y nos
sobrenadantes foi determinada pelo método de ELISA sanduiche,
seguindo o protocolo no fabricante (eBioscience). Basicamente, placas
de ELISA Nunc MaxiSorp foram sensibilizadas com 100 pl do
anticorpo de captura previamente diluido em Coating buffer, fornecido
pelo fabricante. As placas foram incubadas por 16 a 18 ha 4° C e apds o
periodo de incubacéo, as mesmas foram lavadas 5 vezes com 200 pl de
tampdo de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween-20) na lavadora de
ELISA (DYNEX Ultrawash Plus). As placas foram bloqueadas com 200
pl de tampédo de bloqueio (PBS contendo 0,05% de Tween-20 e 5% de
leite em p6 desnatado) por 1 h a TA. Apo6s o bloqueio, as placas foram
novamente lavadas 5 vezes, 100 pl dos sobrenadantes a serem testados e
do padrdo foram adicionados e a placa foi incubada por 16 a 18 ha 4 °C.
Ap6s o periodo de incubacdo, as placas foram lavadas e foram
adicionados 100 pl de anticorpo de deteccdo biotinilado diluido em
Assay diluent, fornecido pelo fabricante. As placas foram incubadas por
2 ha TA e entdo lavadas 5 vezes. Foram adicionados 100 pl de avidina
conjugada com a enzima horseradish peroxidase (HRP) e novamente as
placas foram incubadas a TA, por 30 min. Por fim, as placas foram
lavadas 7 vezes e 100 pl do substrato &cido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolina-6-sulfonico) (ABTS 1-componet) (KPL) foram
adicionados. Apds o desenvolvimento de cor, a reacdo foi parada com
uma solucdo contendo 1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) e a leitura
foi realizada em leitora de placa de ELISA (Biotek) a 540 nm.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados apresentados estdo expressos como media + erro padrao
da média. A analise estatistica entre mais de 2 grupos foi realizada
através do teste ANOVA de uma via seguida do teste Newman-Keuls.
Para 0os grupos com mais de duas varidveis, foi utilizado o teste
ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni. As andlises
estatisticas foram realizadas no software Graphpad Prism 5.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIO DE INTERACAO DA SMTL-13 DA
SUPERFICIE DE MTB H37RV COM MACROFAGOS

Através de uma analise por Western-blot nosso grupo demonstrou
a presenca da SMTL-13 no CFP de Mtb e também na fracdo da parede
celular do bacilo, porém em menor quantidade (NOGUEIRA et al.,
2011). A presenca da lectina da parede celular do Mtb foi confirmada
através de citometria de fluxo, incubando o monoclonal anti-sMTL-13
com a cepa Mtb H37Rv (Figura 6).

Mycobacterium tuberculosis H37Rv

o9 Anti-lgG1 isotipo 0 Anti-sMTL-13 monoclonal

— R— — R L T e —
o 10? 10° 10* 10° 0 107 10° 10 10°

SSC-A
]
]
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3 10ug/ml CFP
et rrr o o
o 107 10" 10* 10°

anti-lgG mouse - 488
Figura 6: SMTL-13 esta presente na superficie celular de Mtb. A cepa H37Rv
foi incubada por 1h a TA com 10 pg/ml de controle isotipo, monoclonal anti-
SMTL-13 ou monoclonal anti-sMTL-13, previamente incubado com 10 pg/ml
CFP. Apo6s a incubacdo utilizou-se anti-lgG Alexa 488 para visualizacdo da
marcacdo da parede celular por citometria. Os resultados apresentados s&o
representativos de dois experimentos independentes.
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Esses dados sugerem que a SMTL-13 pode ser exportada e ficar
ancorada na parede celular, através do seu peptideo sinal, antes de ser
secretada.

A complexa estrutura da parede celular micobacteriana contribui,
claramente, para interacdo do bacilo com células do hospedeiro, sendo
as proteinas desta fracdo celular, muitas vezes, importantes antigenos
(BARRY, 2001; SINHA et al., 2005).

Sabe-se que as lectinas foram previamente descritas como
adesinas, sendo responsaveis pela interacdo inicial do patégeno com
células do hospedeiro. Diversos micro-organismos, como o Plasmodium
falciparium, Leishmania e Streptococus pneumoniae, utilizam estruturas
lectinicas para ancorar na superficie celular (JACOBSON e DOYLE, 1996).
Como exemplo na TB, temos a HBHA de Mth, que se liga a células
epiteliais levando a disseminacao extrapulmonar do bacilo (PETHE et al.,
2001).

Sabendo que os componentes da parede celular sdo moléculas
envolvidas na patogénese de doencas e dada a grande variedade de
carboidratos presentes nessa fracdo celular, que por sua vez possuem
interacdo com diversos processos biolégicos, nosso grupo investigou a
influéncia da incubagdo do Mth H37Rv com a D-Gal, carboidrato que
possui afinidade pela SMTL-13, durante a infec¢do de macréfagos de
cultura.

Dados nédo publicados (NOGUEIRA et al.) ja demonstraram que a
SMTL-13 soluvel é capaz de induzir a produgdo de TNF em macréfagos
de linhagem J774. Os macréfagos sdo células fagocitarias importantes
para o controle da TB por induzir uma intensa resposta pré-inflamatéria
através de producdo de citocinas, principalmente TNF, e quimiocinas,
gue irdo levar a um intenso recrutamento de células T CD4+, CD8+ e
natural Killers, que por sua vez irdo induzir outras citocinas e
quimiocinas que amplificardo a resposta inflamatéria e a contencdo da
infeccdo (RUSSELL, 2007).

Para essa analise, BMMs foram infectados com Mtb previamente
incubado com D-Gal e L-Gal, conforme descrito nos Materiais e
Métodos. Apbs 18 h de infecgdo, o sobrenadante foi coletado para a
dosagem de TNF e as células foram lisadas com saponina 1% para
contagem de UFC.

Os resultados demonstram uma diminuicdo de cerca de metade
do nimero de UFC intracelulares na presenca de 0,2 M de D-Gal
(Figura 7A). Em contraste, ndo houve diminuicdo do nimero de UFC
guando as bactérias foram incubadas com L-Gal. De maneira simular, a
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producdo de TNF pelos BMMs (Figura 7B) seguiu a mesma tendéncia
das UFC.
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Figura 7: Avaliacdo da interagdo da D-Gal com a superficie do Mth. BMMs (2
x 10°) foram infectados com Mtb (MOI = 1) tratados com D-Gal e L-Gal, em
diferentes concentragdes (0,05, 0,1 e 0,2 M). Apds 18 h de infeccdo, o
sobrenadante foi coletado para dosagem de TNF (B) e as células foram lisadas
para contagem de UFC intracelular. Os dados apresentados estdo expressos
como meédia + erro padrdo da média de triplicatas; * diferenga estatistica
significante (p < 0,05, ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni)
medida entre as concentragOes de cada carboidrato e o meio.

A figura 8A demonstra, por microscopia 6ptica, que os BMMs
ndo tiveram sua aparéncia alterada apds infeccdo com as bactérias
tratadas com D-Gal, sendo utilizadas como controles células infectadas
com Mtb ndo tratado. A figura 8B mostra um painel das placas de 7H10
onde foram semeados os extratos de BMMs infectados, apds lise com
saponina 1%, mostrando uma variacdo visivel do nimero de UFC,
porém sem alteracdo nas caracteristicas fisicas das coldnias de Mtb.
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Figura 8: Aparéncia dos BMMs infectados e das UFCs. BMMs (2 x 10”) foram
infectados com Mth (MOI = 1) tratados com D-Gal em diferentes concentragdes
(0,05, 0,1 e 0,2 M) e incubados por 18 h. (A) Microscopia Optica dos BMMs,
sendo utilizados como controles, células infectadas com Mtb ndo tratado e
células ndo infectadas. (B) Fotografia de placas de Petri contendo agar 7H10
onde foram semeados os BMMs infectados, em duplicata, apds lise com
saponina 1%.

Como o TNF é uma das citocinas pré-inflamatorias produzidas
em resposta & infeccdo pelo bacilo, acredita-se que a diminuigdo dos
niveis desta citocina no sobrenadante dos BMMs infectados com Mth
tratados com D-Gal, mas ndo L-Gal, é consequéncia de uma menor
infeccdo destas células.

Esses dados sugerem que had uma modulacdo na interacdo de
proteinas ligantes de carboidratos com macré6fagos. Pelo fato da D-Gal
ser o carboidrato que possui afinidade pela sMTL-13, mais estudos
precisam ser realizados para investigar se a entrada do bacilo no
macréfago é influenciada por essa lectina.

Devido a grande importancia das lectinas na interacdo com o
sistema imune, o estudo da interacdo da sMTL-13 com células desse
sistema torna-se uma importante ferramenta para avaliar sua
imunogenicidade e o seu potencial como alvo vacinal, diagnéstico ou de
tratamento.
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4.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DA SMTL-13
GERAR UMA RESPOSTA IMUNE ANTIGENO-
ESPECIFICA

Neste trabalho, nés estimamos o efeito imunogénico da lectina
SMTL-13 recombinante em camundongos a partir do estudo do efeito da
mesma na producdo de citocinas por BMDCs e também na capacidade
de estimulacéo de células T CD4+ antigeno-especifica.

A utilizac8o de proteinas recombinantes é de grande importancia
na aquisicdo de novos conhecimentos e no desenvolvimento de novos
processos na area de biotecnologia e biociéncias, pois sua utilizagdo nos
permite uma melhor abordagem dos estudos de estrutura, funcdo e
identificacdo de novas proteinas.

Para o estudo de proteinas de Mtb a utilizacdo de proteinas
recombinantes se torna importante, uma vez que o cultivo desta bactéria
para obtencdo de proteinas é lento, levando de 3 a 6 semanas, havendo a
necessidade de crescimento de grande densidade bacteriana e a
utilizacdo de um nivel BS3, o que torna o processo dispendioso.

O sistema mais amplamente utilizado para expressao de proteinas
heterélogas é o que utiliza a enterobactéria E. coli como hospedeira, por
ser um sistema que facilita a expressdao de proteinas devido a sua
simplicidade, alta capacidade de cultivo, vasto conhecimento de sua
genética e o grande nimero de ferramentas moleculares disponiveis.

O intuito de utilizar a estratégia de expressdo heterdloga de
proteinas em bactérias € baseado na obtengdo de grande quantidade de
produto solivel na célula hospedeira. Porém, a atividade proteica é
dependente do dobramento tridimensional correto da proteina, que por
sua vez é dependente do metabolismo da célula, que muitas vezes pode
entrar em situacdo de estresse, levando ao acimulo de proteinas em
agregados insollveis, conhecidos como corpos de inclusdo. A formacéo
de corpos de inclusdo em sistemas de expressdo heterdloga é resultado
de um desequilibrio entre a agregacao proteica e sua solubilizag&o.

Nosso grupo caracterizou previamente a SMTL-13 e a sintetizou
de forma heterdloga em E.coli, em corpos de inclusdo (NOGUEIRA et al.,
2010). No entanto, a proteina foi sintetizada na sua forma inicial, com
aproximadamente 17 kDa, contendo os 33 aminoacidos que codificam
uma sequencia hidrofébica denominada peptideo sinal, na sua por¢do N-
terminal, sequéncia removida pelo Mth para a formagdo da proteina
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madura, com peso molecular aproximado de 13 kDa, que possui
capacidade de ser secretada.

O redobramento das proteinas expressas em corpos de inclusao é,
na grande maioria das vezes, indesejado. Os principais obstaculos sdo a
escassa recuperacdo, a otimizacdo de processos de redobramento
dependente de cada proteina expressa e a possibilidade do redobramento
afetar a integridade e atividade proteica, tornando a purificacdo da
proteina na fracdo sollvel mais atrativa pelo fato de ser menos
dispendiosa e com maior chance de éxito.

Dentre algumas técnicas utilizadas para tornar sollveis proteinas
previamente insolGveis, existe a fusdo da cauda de histidina com a
fracdo C-terminal da proteina recombinante, estratégia que j& se mostrou
efetiva (GRASLUND et al., 2008). Baseando-se na metodologia descrita
por Patra e colaboradores (2011), nés utilizamos E. coli BL21 (DE3)
como hospedeiro e o vetor de expressao da familia pET, o pET21a, que
transfere a cauda de histidina da fracdo N-terminal para a C-terminal.

Ap6s purificacdo em coluna de agarose Ni-NTA, podemos
verificar a elui¢do de uma proteina de 13 kDa (figura 9, colunas 9-11).
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Figura 9: Purificacdo da sMTL-13 recombinante por Ni-NTA. A anélise das
fracdes obtidas na purificacdo foi feita por SDS-PAGE a 4-12%. A coluna l é o
marcador de peso molecular da Dual Color (BioRad), a coluna 2 é a fracéo total
do lisado bacteriano, a coluna 3 é a fracdo sollvel, as colunas 4-6 sdo fragdes de
lavagem e as colunas 7-12 sdo fragOes de eluicdo. O gel foi corado por
Comassie.

A confirmacdo da eluicdo da sMTL-13 foi realizada através de
Western-blot (figura 10), onde podemos verificar que a sMTL-13
produzida heterologamente em E. coli, utilizando o pET21a como vetor
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de expressao, estd presente na fragdo sollvel da bactéria, apds 6 h de
inducéo, com 1 mM de IPTG.

Kda 1 2 3 4 S 6 7 8
25

20
15

10

Figura 10: Anélise da purificacdo da sSMTL-13 por Western-blot. O anticorpo
primario utilizado foi o monoclonal purificado contra a SMLT-13. A coluna 1
representa a fracdo sollvel, a coluna 2 e 3 as lavagens, as colunas 4-7 os eluidos
3-6 e a coluna 8 o CFP de Mth H37Ruv.

A proteina produzida apresentou cerca de 13 kDa de peso
molecular, o que é compativel com a auséncia do peptideo sinal,
tornando-a mais semelhante com aquela produzida e secretada pelo Mtb.

Estes dados demonstram a possibilidade de obtencdo menos
dispendiosa da SMTL-13, evitando o0s possiveis problemas existentes na
producdo e purificacdo de proteinas insollveis.

Nosso grupo demonstrou previamente que a SMTL-13
recombinante é reconhecida por células de pacientes que sofrem de TB
ativa, que por sua vez apresentam altos titulos de IgG contra essa lectina
(NOGUEIRA et al., 2010). Essa resposta diminui conforme o tratamento é
seguido, sugerindo que a resposta imune contra a proteina diminui
conforme ha controle da proliferacdo do Mth. Além disso, dados nédo
publicados demonstram que a SMTL-13 é capaz de induzir a producéo
de TNF em macr6fagos de linhagem J774.

Tendo em vista que a patogenicidade bacteriana depende de seus
fatores de viruléncia, que podem estar presentes na parede celular ou
muitas vezes secretados por patégenos, as lectinas tornaram-se alvo de
estudos, principalmente pelos seus efeitos imunomodulatérios.

As micoses oftalmicas, causada pelo fungo Cephalosporium estdo
se tornado grande causa de cegueira, sendo a lectina mitogénica deste
patégeno, conhecida como lectina do Cephalosporium (CSL), um fator
de viruléncia importante para esse fungo. A CSL é capaz de se ligar
fortemente a PBMCs e induzir atividade mitogénica, indicando uma
possivel fungcdo na adesdo e infeccdo celular pelo Cephalosporium
(NAGRE et al., 2010).
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Outras lectinas como a lectina C. nebularis (CNL), do fungo
Clitocybe nebularis, e a Gal-lectin, do protozoario Entamoea hystolitica,
apresentaram habilidade na ativacdo de DCs humanas e subsequente
ativacdo da resposta tipo Thl (IVORY e CHADEE, 2007; SVAJGER et al.,
2011) e a lectina HIyA, do Vibrio cholerae, é capaz de induzir apoptose
em macréfagos (CHAKRABORTY et al., 2011).

Neste trabalho, n6s investigamos o efeito imunogénico da lectina
SMTL-13 em camundongos. Visto que a apresentacdo de antigeno por
APCs envolve basicamente trés sinais, o reconhecimento do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) da APC pelo receptor de
células T do linfocito (TCR), a expressao de moléculas coestimulatorias
e a producdo de citocinas, nés avaliamos o terceiro sinal, importante
para o inicio dessa resposta e a capacidade do reconhecimento do MHC
pelos TCR previamente ativados.

A primeira resposta do organismo, frente a maior parte dos
patégenos, é uma reacdo inflamatéria, caracterizada pela migragdo de
células, alteracdo da permeabilidade vascular e producdo de citocinas,
quimiocinas e interferons. Essas células inflamatérias representam a fase
efetora da resposta inata, que por sua vez ndo é patdégeno-especifica,
mas dependente do reconhecimento de padr8es moleculares associados a
patégenos (PAMPs) por receptores de reconhecimento padrdo
(TRINCHIERI, 2003).

Para determinar o efeito da SMTL-13 na produgdo de citocinas
pré-inflamatorias pelas BMDCs, obtidas conforme descrito nos
Materiais e métodos, as mesmas foram estimuladas, in vitro, com 1 ou
10 pg/ml de sMTL-13, 1 ou 10 pg/ml de CFP ou 50 ng/ml de LPS,
durante 24 h. Apos o estimulo, o sobrenadante de cultura foi coletado
para dosagem de citocinas produzidas pelas BMDCs atraves da
metodologia de ELISA (figura 11).
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Figura 11: Producgdo de citocinas pré-inflamatérias por BMDCs estimuladas
com sMTL-13. A dosagem de IL-12/23 p40 (A) e IL-6 (B) foi realizada no
sobrenadante de cultura ap6s o estimulo de 24h com 10 pg/ml de CFP, sMTL-
13 ou 50 ng/ml de LPS. Os valores representam a média e o desvio padrdo da
média de dosagens realizadas em triplicata para cada condicdo. Os dados
apresentados estdo expressos como média + erro padrdo da média de triplicatas
e representam 2 experimentos independentes; *** diferenga estatistica
significante (p < 0,001, ANOVA de uma via seguida do teste Newman-Keuls)
entre 0s grupos comparados com 0 meio.

Os dados obtidos indicam que a SMTL-13, na concentragéo de 10
pg/ml, foi capaz de induzir a producgdo tanto de IL12/23 p40 quanto de
IL-6 (Figura 11A e 11B, respectivamente), quando comparado com o
controle ndo induzido. A SMTL-13 na concentracdo de 1 pg/ml ndo foi
capaz de induzir a producdo de quantidades significativas de citocinas
(dados ndo mostrados). O controle positivo utilizado para o teste foi 0
LPS.

Dados ndo publicados demonstraram que a SMTL-13
recombinante utilizada, em presenca de polimixina B, composto que se
liga a0 LPS bacteriano e impede que o0 mesmo induza produgdo de
citocinas pelas células, ndo teve a inducdo de citocinas por APC
alterada, indicando que a proteina recombinante ndo estd contaminada
com LPS bacteriano.

A IL-12 é uma citocina pro-inflamatéria que induz a producéo de
IFN-y, que por sua vez ird favorecer a diferenciacdo de células da
resposta Thl, tendo a habilidade de formar uma ligagao entre a resposta
imune inata e adaptativa. As DCs, assim como outras células
fagocitarias, secretam IL-12 em resposta a infeccdo por patdgenos
(TRINCHIERI, 2003; AKDIS et al., 2011).
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A IL-6 est4 envolvida em diversos processos bioldgicos, tanto na
resposta imune humoral quanto celular, agindo em diversos alvos
celulares. Na resposta imune inata, a IL-6 é capaz de induzir o trafico e a
ativacdo de leucdécitos além de promover a proliferacdo de células T
(AKDIS et al., 2011).

Além da producdo das citocinas, outra caracteristica importante
da resposta imune adaptativa é a habilidade dos clones de linfécitos
antigeno-especificos proliferarem de forma rapida e se diferenciarem em
células T CD4+ e CD8+ efetoras. A ativacdo de linfécitos T requer o
reconhecimento de antigenos apresentados por moléculas de MHC e
expressao de moléculas coestimulatérias. O reconhecimento de
antigenos por células T especificas resulta na ativacdo e expanséo clonal
destas células (MEDZHITOV e JANEWAY, 1998).

Para analisar a funcionalidade das BMDCs estimuladas com a
SMTL-13, foi avaliada a capacidade dessas em induzir proliferacdo de
células T CD4+ antigeno-especifica.

As células T CD4+ isoladas dos linfonodos drenantes dos grupos
de camundongos inoculados ou ndo com 10 pg de CFP, de sMTL-13 ou
de Ag85 foram marcadas com CFSE, conforme descrito nos Materiais e
Métodos. Essas células foram colocadas em cocultura com as BMDCs
estimuladas, por 72 h. Apos este periodo, o sobrenadante de cultura foi
coletado para dosagem de IFN-y e as células foram analisadas em
citometria de fluxo para a proliferacéo celular via dilui¢do do CFSE.

Ao analisar a capacidade das BMDCs estimuladas em induzir
proliferacdo de células T CD4+ marcadas com CFSE, pode-se observar
que as BMDCs estimuladas com CFP tiveram capacidade de induzir a
proliferacdo das células de camundongos inoculados com CFP e
componentes do mesmo, como o Ag85 e a sSMTL-13 (Figura 12B).
Porém, ao analisar a capacidade de BMDCs estimuladas com sMTL-13
em induzir proliferagdo, podemos observar que houve proliferacéo
significativa apenas quando as BMDCs estiveram em cocultura com
células T CD4+ de camundongos inoculados com sMTL-13, sugerindo
gue essa lectina induz uma resposta antigeno-especificas (Figura 12A).
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Figura 12: Proliferacdo de células T CD4+ frente a BMDCs estimuladas com
SMTL-13. As células T CD4+ isoladas de camundongos naive e inoculados com
SMTL-13, CFP e Ag85, conforme descrito nos Materiais e Métodos, foram
marcados com CFSE e colocados em cocultura, por 72h, com BMDCs
estimuladas com 10 pg/ml de sMTL-13 (A) ou 10 pg/ml de CFP (B). A
proliferagdo celular foi avaliada através do Dot plot da dilui¢do do CFSE versus
o0 tamanho das células (FSC) e através de histogramas. Os dados apresentados

representam 2 experimentos independentes.
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Quanto a dosagem de IFN-y pelas células T CD4+, podemos
observar que as BMDCs ndo estimuladas ndo induziram producdo de
IFN-y, porém as estimuladas com sMTL-13 foram capazes de induzir a
producdo desta citocina tanto quanto as estimuladas com CFP. As
células T CD4+ de camundongos inoculados com Ag85, componente do
CFP, foram capazes de produzir IFN-y quando em contato com BMDCs
estimuladas com CFP, assim como a SMTL-13. Entretanto, quando em
contato com BMDCs estimuladas com sMTL-13, essas células T CD4+
ndo foram capazes de secretar IFN-y, sugerindo que a resposta das
células T CD4+ de camundongos inoculados com a sMTL-13 é
antigeno-especifica (Figura 13).
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Figura 13: Produgdo de IFN-y por células T CD4+ apos cocultura com
BMDCs. Ap6s 72 h de cocultura, o sobrenadante de cultura foi coletado e a
dosagem de IFN-y foi realizada através de ELISA. Os valores representam a
média e 0 desvio padrdo da média de dosagens realizadas em triplicata para
cada condigdo. Os dados apresentados estdo expressos como média + erro
padrdo da média de triplicatas e representam 2 experimentos independentes; *
diferenca estatistica significante (** p < 0,01, *** p < 000,1, ANOVA de duas
vias seguida do teste Bonferroni) dos grupos comparados com o naive.

O IFN-y é uma citocina importante para fungdes antimicrobianas
das células fagocitarias, tendo um papel importante na resisténcia as
bactérias. Além disso, IFN-y promove a ativa¢do de linfocitos T CD4+
antigeno especificos via regulacdo da expressdo de molécula de MHC
classe Il e consequentemente a apresentagdo de antigenos (AkDIS et al.,
2011).

Logo, o reconhecimento da SMTL-13 recombinante pelo sistema
imune, seguido de inducédo e ativacdo de linfécitos T CD4+ antigeno-
especificos sdo importantes no que diz respeito a resposta imune contra
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a TB, sugerindo que essa lectina possa atuar como um PAMP,
entretanto, mais estudos precisam ser realizados.

As proteinas secretadas tém sido alvos de estudos devido ao papel
gue apresentam na sobrevivéncia do Mth e na importancia para a
patogénese da TB. Ao caracterizar uma nova lectina secretada de Mtb,
através de estudos de bioinformatica, nosso grupo identificou um
possivel antigeno importante do bacilo.

Estudos posteriores demonstraram a capacidade antigénica da
SMTL-13, pelo fato se ser reconhecida por APCs e anticorpos de
pacientes com ATB, além de induzir expressdo de citocinas por
macrofagos. Estes dados geraram perguntas acerca dos mecanismos
pelos quais ocorre um reconhecimento da lectina por essas células do
sistema imune.

Além de ser secretada, a SMTL-13 parece ficar ancorada na
parede celular do bacilo e a importancia da interacdo inicial dessa
proteina pode ser especulada ao se perceber um bloqueio da interagdo do
Mtb com APCs na presenga da D-Gal, mas ndo L-Gal. Esses dados
sugerem uma fina regulacdo da intimidade de proteinas ligadoras de
carboidratos com macréfagos. Entretanto, ndo foi definida neste estudo
qual a importancia relativa de sMTL-13 para os efeitos de inibi¢do de
infeccdo/producéo citocinas por macrofagos. Experimentos para definir
tal questdo estdo em andamento utilizando-se Mth deficiente em Rv1419
(que ndo expressa a SMTL-13), desenvolvidos por Nogueira e
colaboradores (dados ndo publicados).

Sendo esta lectina reconhecida por células do sistema imune e
devido a capacidade da SMTL-13 em induzir producdo de citocinas e
proliferacdo de linfocitos T CD4+ antigeno-especificos in vivo, esta
dissertacao reforca o conceito de que esta lectina é um PAMP de Mth.

Nossos dados revelam que a SMTL-13 e, talvez, outras proteinas
ligadoras de D-Gal expressas na superficie do Mtb, possam atuar na
imunoprevencao e terapia contra a TB.
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5. CONCLUSOES

1) A sMTL-13 esta presente na parede celular de Mtb e pode
participar dos passos iniciais de infec¢do em macrofagos.

2) A D-Gal bloqueia a interagdo inicial entre o Mtbe o
macrofago, sugerindo uma regulacdo na interacdo de proteinas de Mtb
ligantes de carboidratos com estas células.

3) A sMTL-13 é imunogénica, por ser capaz de ser
reconhecida por células do sistema imune e levar a proliferagdo de
linfocitos T CD4+ antigeno-especificos. Desta forma, a SMTL-13 pode
atuar como um PAMP e possuir um potencial como candidato a
imunoprevencao contra tuberculose.
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