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RESUMO

A tuberculose (TB) € uma séria doenca infecciosa causada por
Mycobacterium tuberculosis, e constitui um importante problema de salude publica
em todo o mundo. Novas drogas e vacinas de segunda geracdo sao
urgentemente necessarias para o controle da TB, mas a complexa biologia de M.
tuberculosis tem dificultado o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
inovadoras. A manipulacdo genética de M. tuberculosis também é complicada,
mas, atualmente, técnicas novas e mais eficientes de troca alélica permitem o
estudo detalhado de diversos genes micobacterianos. No presente trabalho, os
genes da corismato mutase (CM) e fosforilase de nucleosideos purinicos (PNP)
de M. tuberculosis e Mycobacterium smegmatis foram estudados. A CM catalisa a
conversdo de corismato em prefenato na rota de biossintese dos aminoacidos
aromaticos fenilalanina e tirosina em bactérias, fungos e plantas. Dois genes de
CMs monofuncionais (aroQ e *aroQ) foram identificados, clonados, expressos e
bioquimicamente caracterizados em ambas as espécies de micobactérias. Esses
genes também foram investigados usando uma metodologia de recombinacdo
homéloga e ensaios de atividade promotora. Os resultados indicam que 0s genes
aroQ s&o provavelmente essenciais ao crescimento in vitro de M. tuberculosis e
M. smegmatis, enquanto uma linhagem mutante para o gene *aroQ de M.
smegmatis pode ser obtida. A PNP catalisa a interconversao e reciclagem de
bases, nucleosideos e nucleotideos purinicos na via de salvamento das purinas.
A construgcdo de mutantes para o gene deoD (que codifica a PNP) de M.
tuberculosis e M. smegmatis, usando um método eficiente de troca alélica em
duas etapas, ndo foi possivel. Assim, sugere-se que, nas condi¢des testadas, o
gene deoD seja essencial ao crescimento in vitro dessas micobactérias. A
identificacdo de genes essenciais € de fundamental importancia, pois indica tanto
a relevancia biolégica dos mesmos como, no caso de M. tuberculosis, que seus
produtos constituem alvos moleculares interessantes para o desenvolvimento de
novas drogas antimicobacterianas.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB), a serious infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis, still remains a public health problem in the world. New drugs and
second generation vaccines are urgently required to control TB, but the complex
biology of M. tuberculosis has hindered the development of novel therapeutic
tools. Genetic manipulation of M. tuberculosis is also difficult, but currently new,
more efficient gene replacement techniques have allowed detailed studies of many
mycobacterial genes. In the present work, the chorismate mutase (CM) and purine
nucleoside phosphorylase (PNP) genes from M. tuberculosis and Mycobacterium
smegmatis were studied. CM catalyzes the rearrangement of chorismate to
prephenate in the biosynthetic pathway that forms phenylalanine and tyrosine in
bacteria, fungi, and plants. Two monofunctional CM genes (aroQ and *aroQ) were
identified, cloned, expressed, and biochemically characterized in both
mycobacteria. Those genes were also investigated by homologous recombination
methods and promoter activity assays. AroQ genes seem to be essential for the
growth of M. tuberculosis and M. smegmatis, while an *aroQ mutant strain could
be generated in M. smegmatis. PNP promotes the interconversion and recycling of
purine bases, nucleosides, and nucleotides in the purine salvage pathway.
Construction of deoD (which codes for PNP) deletion mutants of M. tuberculosis
and M. smegmatis using an efficient two-step gene replacement technique was
not possible. Thus, it is suggested that deoD is also essential for mycobacterial
growth under the conditions tested. The identification of essential genes is of great
importance, both because it indicates their biological significance, and because,
with pathogens like M. tuberculosis, these may also indicate attractive molecular
targets for the development of new antimycobacterial drugs.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tuberculose

Apesar de uma série de avancos nas areas farmacologica e médica, a
tuberculose (TB) — uma epidemia mortal no passado — representa, ainda hoje,
uma das principais causas de Obito em todo o mundo. Aproximadamente dois
bilhdes de pessoas, um terco da populacdo mundial, encontram-se infectados por
Mycobacterium tuberculosis, 0 agente etiolégico da TB. Estima-se que a doenca
se desenvolva em 5 a 10% desse total, e que dois milhdes de pessoas morram
anualmente (WHO, 2004). A maioria dos infectados permanece assintomatica ou
com a lesdo inicial controlada, mas como M. tuberculosis é um patégeno
extremamente bem adaptado ao organismo humano, sendo capaz de sobreviver
por longos periodos de tempo em estado de laténcia, o tratamento clinico da TB —
o qual é igualmente longo e envolve a utilizacdo de diversos antibiéticos — é
bastante dificultado (McKinney, 2000).

A TB é uma doenca antiga, que acompanha a humanidade ha milénios, e
foi descrita por egipcios, assirios e gregos — os ultimos a chamavam de tisica,
denotando o carater consumptivo e debilitante dos estagios avancados da TB
pulmonar. Mas foi durante a Revolugcédo Industrial, especialmente na primeira
metade do século XIX, que a TB atingiu seu apice na Europa, quando as taxas de

incidéncia anual podiam chegar a 800 casos por 100.000 habitantes e, acredita-
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se, um quarto dos europeus tenha morrido de TB (Smith, 2003). Na segunda
metade do século XIX, a mortalidade diminuiu, devido ao melhoramento das
condi¢cbes sanitarias e sociais dos grandes centros urbanos e ao surgimento dos
sanatorios, onde o tratamento da TB consistia em alimentacdo adequada, ar
fresco e repouso (Harries & Dye, 2006). Por volta de 1900, a taxa de incidéncia
anual da TB na Europa e nos Estados Unidos era de 200 casos por 100.000
habitantes e, em 1980, menos de 10 por 100.000 (Rastogi et alii, 2001). Nos
altimos dois séculos, no entanto, a TB foi responsavel pela morte de cerca de um
bilhdo de pessoas (Zhang, 2005).

Em 1865, Jean-Antoine Villemin forneceu os primeiros indicios cientificos
de que a TB era uma doenca infecciosa, e ndo congénita, como muitos médicos
até entdo acreditavam. Ao inocular coelhos e cobaias com um preparado de
lesGes oriundas de um paciente tuberculoso, ele observou que o0s animais
desenvolviam uma infeccdo com caracteristicas patolégicas similares a TB
humana. Em 1873, Gerhard Hansen identificou a bactéria causadora da lepra, a
qual se descobriu, posteriormente, ser muito semelhante ao bacilo da TB. Em
1882, Robert Koch, por meio de uma técnica especial de coloracao, visualizou
células de M. tuberculosis no microscopio, e também conseguiu cultivar in vitro o
bacilo que, por muitos anos, levou seu nome. Outro importante avan¢co da época
foi o método de coloracédo desenvolvido por Ziehl-Neelsen, até hoje rotineiramente
usado em laboratérios de microbiologia para a identificacdo de M. tuberculosis e
outras micobactérias. Em 1895, Conrad Roentgen descobriu os raios X, o que
permitiu, pela primeira vez, diagnosticar com precisdo e acompanhar a

progressao da TB nos pacientes (Rastogi et alii, 2001).
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Em 1908, Calmette e Guérin isolaram Mycobacterium bovis — 0 agente
etiologico da TB em bovinos — de um animal com sintomas tipicos da TB bovina.
Nos anos subseqientes, até 1921, eles realizaram passagens sequenciais deste
isolado em meio de cultura especifico, a fim de diminuir sua viruléncia. Apos 230
passagens, observou-se que o0 bacilo sofrera atenuacdo, tendo perdido a
capacidade de causar TB em bovinos. Tal linhagem de M. bovis, denominada
BCG (bacilo de Calmette-Guérin), foi entdo utilizada como a primeira vacina
contra a TB em humanos. Ainda amplamente empregada em todo o mundo,
principalmente por conferir protecdo a formas graves de TB na infancia (como TB
meningea e miliar), a BCG é um caso unico na historia das vacinas, pois em geral
apresenta boa eficiéncia e tolerancia e foi administrada a um nuimero recorde de
pessoas (mais de um bilhdo desde 1921). No entanto, a real eficacia da BCG em
adultos é controversa: atualmente sabe-se que a protecdo conferida pela vacina
contra a TB pulmonar cai drasticamente a medida que a idade avanca e, em
certas popula¢des humanas, é praticamente nula (Orme, 2001).

O inicio da quimioterapia anti-TB se deu em 1944, com a descoberta da
estreptomicina por Schatz e Waksman, e em 1952, com a descoberta simultanea
da isoniazida por trés companhias farmacéuticas (Zhang, 2005). A isoniazida
representou um marco histérico no tratamento da TB, devido a sua alta atividade
bactericida contra M. tuberculosis, baixo custo de producdo e efeitos colaterais
minimos. Também em 1952, descobriu-se a pirazinamida, um analogo estrutural
da nicotinamida que sofre ativagdo in vivo e cuja propriedade mais notavel é a
diminuicdo do tempo de tratamento da quimioterapia anti-TB. A subsequente

descoberta do etambutol e da rifampicina, na década de 1960, possibilitou a
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elaboracdo do moderno regime quimioterapico anti-TB, que combina a
administracdo de 3 a 4 drogas por um periodo de 6 a 9 meses ao paciente, em
duas etapas (Harries & Dye, 2006). Na primeira etapa, sdo administradas, por 2
meses, 4 drogas ao paciente com TB: isoniazida, rifampicina, pirazinamida e
etambutol, cujas acdes bacteriostaticas e bactericidas, combinadas, séo efetivas
na eliminacdo de células de M. tuberculosis que estdo ativamente se
multiplicando (Zhang, 2005). Na segunda etapa, que dura no minimo 4 meses e
consiste na administracdo de isoniazida e rifampicina ao paciente, o principal
objetivo € atacar as subpopulacdes de bacilos que se encontram em estados
metabdlicos diferenciados e que, se ndo devidamente eliminadas, permanecerao
em laténcia e poderdo ser posteriormente reativadas e novamente causar TB
(Gomez & McKinney, 2004). Esta quimioterapia anti-TB padronizada, com indices
de cura de até 95%, é denominada DOTS (directly observed treatment, short-
course) e recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o
tratamento de todos os pacientes com TB (Harries & Dye, 2006).

A introducédo da quimioterapia anti-TB na década de 1950, juntamente com
0 uso em grande escala da vacina BCG, teve um impacto significativo na reducao
do nimero de casos de TB nos paises industrializados. No entanto, esta ndo foi a
realidade nos paises pobres e em desenvolvimento, onde a TB nunca foi
efetivamente erradicada e, nos ultimos anos, ressurgiu de forma preocupante.
Atualmente, a incidéncia anual de TB varia de menos de 10 casos por 100.000
habitantes na América do Norte, de 100 a 300 por 100.000 na Asia e Rlssia e
acima de 300 por 100.000 na maior parte da Africa (WHO, 2004). H4 uma morte

causada por TB a cada 15 s no mundo, e surtos vém ocorrendo com relativa
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freqiiéncia mesmo na Europa e nos Estados Unidos (Corbett & Raviglione, 2005).
Grandes centros urbanos, como Londres, por exemplo, tém areas com taxas de
incidéncia de TB superiores as registradas em cidades como Pequim (Rose et alii,
2001). Em Séo Francisco, na Califérnia, a taxa de incidéncia de TB também é
alta, ocorrendo cerca de 270 casos por 100.000 habitantes entre a populacao
desabrigada (Corbett & Raviglione, 2005).

Ja o Brasil ocupa o 15° lugar entre os 22 paises que concentram 80% do
total de novos casos de TB no mundo, com uma taxa de incidéncia anual que
varia de 50 a 100 casos por 100.000 habitantes (WHO, 2004). Anualmente, séo
notificados quase 100.000 novos casos de TB e entre 5.000 e 6.000 mortes em
decorréncia da doenca (Ministério da Saude, 2006). A situacdo é
consideravelmente grave nos estados do Rio de Janeiro, Amazonas e Roraima,
que registram as maiores taxas de incidéncia de TB no pais. Areas metropolitanas
e periféricas das grandes cidades também apresentam altas taxas de incidéncia
de TB, bem como as popula¢bes indigenas, carcerarias e desabrigadas, o0 que
demanda estratégias governamentais especificas (Hijjar, 2005).

Os fatores epidemio-sociol6gicos mais relevantes a atual reemergéncia e
disseminacdo da TB, em todo o mundo, sdo: (i) facil transmissdo de M.
tuberculosis por via aérea; (i) baixa protecdo conferida pela vacina BCG em
adultos; (iii) falhas ou atraso no diagnéstico da TB ativa; (iv) longa e complexa
quimioterapia (no minimo 6 meses, envolvendo de 3 a 4 antibioticos); (v) drogas
anti-TB de primeira e segunda geracao de qualidade duvidosa; (vi) surgimento de
linhagens de M. tuberculosis resistentes a drogas anti-TB de varias classes; (vii)

complicacbes associadas a TB em pacientes HIV positivos; (viii) politicas de
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salude publica inadequadas; (ix) globalizacdo, guerras e migracdo de pessoas e
(X) pobreza extrema em muitas regioes.

O aumento do numero de linhagens de M. tuberculosis resistentes as
drogas anti-TB comumente usadas durante a quimioterapia, incluindo os casos de
TB multirresistente (MDR-TB, resistente a no minimo duas drogas de primeira
geracdo, como isoniazida e rifampicina), é particularmente alarmante. A MDR-TB
ja causou varios surtos fatais e € uma ameaca para o tratamento e controle da
doenca em alguns paises, onde a incidéncia de linhagens multirresistentes pode
chegar a 20% (WHO, 2004). A terapia anti-TB convencional é ineficiente no
controle da MDR-TB em areas com alta incidéncia de linhagens multirresistentes,
como na antiga Unido Soviética (Kimerling et alii, 1999). Nessas regides, é
necessaria a implantacdo de um programa de tratamento mais complexo,
denominado DOTS-Plus, que consiste no uso de drogas anti-TB de segunda
geracdo (como canamicina, etionamida e fluoroquinolonas, entre outras), mais
caras e também mais téxicas ao paciente (Zhang, 2005). Além disso, o tratamento
pode se estender por até 24 meses e ndo apresenta 0s mesmos indices de cura
que a terapia DOTS convencional (WHO, 2004).

Um estudo realizado pelo CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) dos Estados Unidos e pela OMS, em conjunto com laboratérios de
referéncia em TB de diversos paises entre 2000 e 2004 e no qual foram
analisados quase 18.000 isolados clinicos de M. tuberculosis em todo o mundo,
indicou que 20% das amostras constituiam MDR-TB e 2% XDR-TB (extensively
drug-resistant-TB), esta Ultima definida como casos de TB resistente a duas

drogas de primeira linha (isoniazida e rifampicina) e no minimo trés das seis
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principais classes de drogas de segunda linha (CDC, 2006). A OMS estima que, a
cada ano, aproximadamente 300.000 novos casos de TB sejam ocasionados por
MDR-TB, e a maioria dos mesmos ndo responde ao tratamento com trés das
quatro drogas de primeira linha usadas na terapia DOTS convencional (WHO,
2004). As principais razfes para o surgimento de linhagens MDR-TB e XDR-TB
sao: (i) abandono do tratamento pelos pacientes (que se sentem melhores e se
tornam néo-infectantes em apenas duas semanas de quimioterapia); (i) drogas
anti-TB de baixa qualidade e (iii) prescricdo errbnea dos regimes quimioterapicos
por médicos e agentes de saude (Harries & Davies, 2006).

Outro fator fundamental ao surgimento de resisténcia em M. tuberculosis se
refere a relativa ineficiéncia das principais drogas anti-TB de primeira linha, cujas
atividades in vitro exibem baixa correlacdo com as observadas in vivo, justificando
o longo periodo de tratamento. Dois fenbmenos estdo ai implicados. Primeiro, a
dificuldade de penetracdo das drogas anti-TB em células de M. tuberculosis, que
possui um envelope espesso, composto por diferentes tipos de moléculas
complexas, principalmente &acidos micolicos (Nguyen & Thompson, 2006).
Segundo, o fato de que as concentracdes inibitérias minimas de algumas drogas
anti-TB sdo muito préximas as concentracfes séricas maximas, limitadas pela
toxicidade. A concentracdo sérica dessas drogas pode, portanto, oscilar entre
niveis acima e abaixo da concentracdo inibitéria minima durante o periodo de
administracdo das mesmas, gerando a resisténcia (Barry et alii, 2000).

Héa ainda uma preocupacéao crescente de que a situacdo da TB recrudesca
nos proximos anos com a disseminacdo mundial do HIV, o qual compromete o

sistema imune do hospedeiro e facilita a reativacdo do bacilo latente — além de
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deixar o individuo mais suscetivel a reinfeccdo com M. tuberculosis, incluindo
linhagens multirresistentes. A combinacéo letal de HIV e MDR-TB é um problema
gue desafia seriamente o combate efetivo a TB, principalmente nos paises pobres
e em desenvolvimento, onde ocorrem cerca de 98% das mortes causadas por TB
(Hopewell, 1992). Diante disso, a OMS decretou, em 1993, que a TB € uma
emergéncia global, e desde entdo incitou os paises a adotarem programas de
erradicacao da doenca (WHO, 1993).

Considerando o fato de que nenhuma nova droga anti-TB foi desenvolvida
nos ultimos 30 anos, a situacdo atual é ainda mais critica (Zhang, 2005). Ha,
contudo, um plano global (The Global Plan to Stop TB, 2006-2015), instituido e
coordenado pela OMS, que pretende reduzir pela metade as taxas de incidéncia
de TB e mortalidade em todo o mundo até 2015 (em relacdo a 1990) e eliminar a
TB como problema de saude publica até 2050, quando se atingiria o patamar de
apenas um caso por um milhdo de habitantes (Stop TB Partnership & WHO,
2006). Este programa, baseado na estratégia DOTS e em outras importantes
linhas de acdo (como a pesquisa e o desenvolvimento de novos métodos
diagnésticos, drogas e vacinas para o controle da TB), envolve custos
operacionais de 50 bilhdes de délares para o tratamento de 50 milhfdes de
pessoas nos proximos 10 anos. Entretanto, o grande desafio do programa se
refere exatamente a sua politica central — a estratégia DOTS —, que exige uma
imensa logistica de diagndstico, tratamento e acompanhamento dos pacientes
com TB em paises pobres, onde os sistemas de saude basica sao deficientes
(Young & Dye, 2006). Nesse sentido, a prospeccéo e o desenvolvimento de novas

drogas e vacinas anti-TB, mais eficientes que as atualmente disponiveis, se
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tornaram uma prioridade para diversos grupos de pesquisa. O seqienciamento
completo do genoma de M. tuberculosis H37Rv, assim como de M. bovis
AF2122/97 e de outras micobactérias, constituiu um avanco fundamental ao
entendimento da biologia desses organismos, possibilitando estabelecer as bases
da resisténcia observada em isolados clinicos, efetuar estudos de genbmica
comparativa e detalhar mecanismos-chave que atuam na interacdo patégeno-
hospedeiro (Cole et alii, 1998; Cole et alii, 2001; Garnier et alii, 2003).

Em relacdo a novas drogas anti-TB, o principal objetivo é obter moléculas
qgue apresentem melhores propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas e
gue sejam capazes de diminuir o tempo de tratamento, causar menos toxicidade
ao paciente e limitar o surgimento de resisténcia (Cole, 2002). Idealmente, esses
novos farmacos também devem ser ativos contra linhagens MDR-TB e XDR-TB e,
0 mais importante, eliminar com eficiéncia e rapidez as formas latentes do bacilo —
as quais podem, acredita-se, permanecer viaveis por varios meses apos 0
tratamento quimioterapico (Gomez & McKinney, 2004).

Como mencionado, as drogas anti-TB usadas na atual quimioterapia sao
especialmente eficazes contra os bacilos que se encontram em multiplicagéo ativa
e exibem um metabolismo vigoroso, pois atuam, em sua maioria, sobre processos
como a biossintese da parede celular, de acidos nucléicos e de proteinas (Zhang,
2005). As subpopulacdes de bacilos que se encontram na fase estacionaria, com
0s niveis metabdlicos baixos e em dorméncia, ou seja, ndo se multiplicando, nao
sao eficientemente eliminadas pelas drogas anti-TB convencionais (com excecao
da rifampicina e da pirazinamida, de acéo limitada), dificultando sua erradicacao

(McKinney, 2000). A busca por melhores drogas anti-TB requer, portanto, a
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identificacdo e caracterizacdo de alvos moleculares essenciais a sobrevivéncia in
vivo do bacilo, principalmente quanto a fase de laténcia, na qual estdo ativos
outros genes e rotas metabdlicas (Voskuil, 2004).

Em relacdo a novas vacinas anti-TB, o principal objetivo é desenvolver uma
vacina que (i) aumente o espectro de protecdo a TB nas populacdes humanas em
que a eficacia da vacina BCG € baixa ou nula; (i) confira protecdo a formas
graves de TB, especialmente TB pulmonar em adultos e (iii) seja segura para o
uso em pacientes HIV positivos, nos quais a TB é um importante fator de risco.
Trata-se de uma tarefa formidavel, e inUmeras abordagens experimentais vém
sendo testadas nos ultimos anos: selecdo de novos antigenos para a construcao
de vacinas de subunidade, vacinas de DNA, linhagens atenuadas de M.
tuberculosis (mutantes auxotroficos, alterados quanto a estrutura do envelope ou,
ainda, quanto a respostas adaptativas), linhagens atenuadas de outras
micobactérias e linhagens recombinantes de BCG (Snewin et alii, 2000; Orme,
2001; Young & Stewart, 2002). Em 2005, quatro novas vacinas anti-TB, todas
baseadas na resposta celular Thl de linfécitos T CD4" — a qual se acredita ser
essencial a resisténcia de humanos e animais contra infeccfes micobacterianas —
entraram na fase | de testes clinicos (Young & Dye, 2006). Em modelos animais,
algumas linhagens atenuadas de M. tuberculosis oferecem niveis de protecao
superiores a BCG, e uma das estratégias mais promissoras na area € a geracao
de mutantes avirulentos com dele¢des multiplas (Skeiky & Sadoff, 2006).

Para desenvolver de forma racional novos agentes antimicobacterianos, é
essencial, portanto, estudar a bioquimica, fisiologia e genética de M. tuberculosis

e outras micobactérias relacionadas. E igualmente importante compreender a
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complexa interacdo M. tuberculosis-hospedeiro, na qual existe um fino balanco

entre viruléncia e sistema imune (Smith, 2003).

1.2. Micobactérias

Taxonomicamente, as micobactérias pertencem ao género Mycobacterium,
0 Unico dentro da familia Mycobacteriaceae, a qual integra a ordem
Actinomycetales. O nome genérico Mycobacterium foi cunhado para designar, no
passado, microrganismos que cresciam sob a forma de pelicula em meio liquido,
a semelhanca de fungos, e cujas principais caracteristicas incluiam auséncia de
mobilidade, células levemente curvadas e em forma de bastonete e resisténcia a
acido-alcool segundo o método de coloracdo de Ziehl-Neelsen (Rastogi et alii,
2001). Outras caracteristicas gerais das micobactérias s&o: metabolismo
tipicamente aerdbico (embora ocorram espécies e linhagens microaerofilicas),
presenca de arabinose, galactose e meso-diaminopimelato na parede celular e
alto conteudo de G+C no genoma (que pode variar de 58 a 70%).

Sua caracteristica mais marcante, no entanto, € o complexo envelope
celular, que contém um elevado percentual de lipideos, principalmente &cidos
micdlicos de cadeia longa (60 a 90 carbonos), 0s quais compdem, em associacao
com peptideoglicano, glicolipideos e polissacarideos, uma camada espessa e
lipofilica (Brennan & Nikaido, 1995). O envelope torna as micobactérias
resistentes a lise enzimatica e mecanica e contribui para a baixa permeabilidade
das células a diversos compostos, incluindo antibiéticos (Parish & Stoker, 1998b).

Nas micobactérias patogénicas, o envelope desencadeia reacdes inflamatorias no
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hospedeiro e participa ativamente do processo patoldgico (Brennan, 2003).
Embora outros actinomicetos (como Corynebacterium, Nocardia e Rhodococcus)
também sintetizem acidos micoélicos, o género e as espécies de Mycobacterium
podem ser distinguidos pelo numero de carbonos presentes nas cadeias laterais,
namero de ligacdes insaturadas, oxigenacao, etc (Rastogi et alii, 2001).

A maioria das mais de 50 espécies de micobactérias atualmente
conhecidas compreende microrganismos gram-positivos saprofiticos, néo
patogénicos, filogeneticamente préximos a bactérias que vivem no solo, como
Streptomyces e Actinomyces. No entanto, algumas espécies de Mycobacterium
causam importantes infeccbes em animais e no homem. As micobactérias
patogénicas incluem M. tuberculosis, que causa a TB humana, e Mycobacterium
leprae, que causa a lepra, ambas doencas negligenciadas que afetam um grande
namero de pessoas em todo o mundo (Parish & Stoker, 1998b). Nos animais, as
mais importantes espécies de micobactérias patogénicas sao M. bovis, que causa
a TB bovina, e Mycobacterium avium, que infecta aves e porcos, mas também
pode causar sérias infecces oportunistas em individuos imunodeprimidos. Outras
micobactérias oportunistas em humanos incluem Mycobacterium kansasii e
Mycobacterium ulcerans. Recentemente, Mycobacterium paratuberculosis foi
relacionada a doenca de Crohn no homem (Cosma et alii, 2003).

Além da classificacdo quanto a patogenicidade, as micobactérias podem
ser divididas em outras categorias, com base em aspectos microbiologicos e
estudos de filogenia molecular. As espécies de crescimento lento, cujo tempo de
geracao varia entre 12 e 24 h (com excecéo de M. leprae, que nao cresce in vitro

e, em modelos animais, se divide entre 7 e 14 dias), compreendem a maioria das
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micobactérias patogénicas e oportunistas. O tempo de geracdo de M.
tuberculosis, por exemplo, é de aproximadamente 20 a 24 h, tanto em meio de
cultura como em animais infectados, e colénias podem ser observadas, em uma
placa de Petri, somente apdés 3 a 4 semanas de incubacéo a 37°C. As espécies
de crescimento rapido, cujo tempo de geracao varia entre 2 e 6 h, compreendem
a maioria das micobactérias saprofiticas, e colénias podem ser observadas, em
uma placa de Petri, apos 3 a 7 dias de incubacdo a 37°C. Tal distincdo empirica
entre micobactérias de crescimento lento (slow growers) e rapido (fast growers)
tem sido corroborada por analises de uma regido especifica de 16S rRNA, a qual
varia em sequéncia e tamanho entre os dois grupos e permite a construcao de
uma arvore filogenética (Rastogi et alii, 2001).

Diversas outras classificacbes sao possiveis e utilizadas, e os mesmos
estudos de filogenia molecular confirmam a proximidade existente entre as
espécies historicamente agrupadas nos chamados ‘complexo de M. tuberculosis’
(MTC) e ‘complexo de M. avium’ (MAC). O primeiro, MTC, consiste em cinco
espécies, M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii e M. microti, as
quais possuem 99,9% de similaridade na sequéncia nucleotidica de muitos locos
e sequéncias de 16S rRNA idénticas (Smith et alii, 2006). O segundo, MAC,
consiste em duas espécies, M. avium e M. intracellulare, sendo que M. avium se
divide em trés subespécies distintas: M. avium subsp. avium, M. avium subsp.
paratuberculosis e M. avium subsp. silvaticum (Allen, 1998).

Além de M. tuberculosis, tanto M. bovis como M. africanum podem causar
TB em humanos, e a patologia e progressédo da doenca sdo semelhantes. Antes

do advento da pasteurizacdo do leite, estima-se que, na Europa, cerca de 10%
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dos casos de TB eram ocasionados por M. bovis (Rastogi et alii, 2001).
Atualmente, em certas regibes da Africa, M. africanum é o principal responséavel
pelos casos de TB, superando significativamente M. tuberculosis (Cosma et alii,
2003). A existéncia de sSNPs raros entre essas espécies permite sua distincédo e
insights evolutivos, e um estudo realizado por Brosch et alii (2002), no qual foi
avaliada a distribuicdo de delecbes e insercdes nos genomas das micobactérias
do MTC, sugere a evolucéo independente de M. tuberculosis e M. bovis a partir
de um ancestral comum, provavelmente relacionado a M. canettii. Na verdade, as
micobactérias do MTC, com excecdo de M. canettii, exibem uma estrutura clonal
severa: a divergéncia de seqiéncias entre M. tuberculosis e M. bovis € de menos
de 0,05%, enquanto entre duas linhagens de Escherichia coli é de 1,6%. Ha
também poucas evidéncias de transferéncia e recombinacdo de genes
cromossdmicos no MTC, o que explica a clonalidade do complexo e aponta para
efeitos de gargalo, contrariando a hipotese de que M. tuberculosis tenha se
originado de M. bovis e se adaptado ao hospedeiro humano quando da
domesticacdo do gado (Smith et alii, 2006). Embora a evolucdo do MTC seja
complexa e ainda nado inteiramente compreendida, o aumento dramético do
namero de casos de TB entre os séculos XVIII e XIX na Europa pode estar
relacionado a fenbmenos evolutivos semelhantes (Brosch et alii, 2002). Estudos
baseados na taxa de mutacdo de M. tuberculosis indicam que a maior parte da
diversidade genética observada entre as linhagens desta espécie teve origem
entre 250 e 1.000 anos atras (Daniel, 2006). Em resumo, a analise filogenética do
MTC revela que esses organismos sdo evolutivamente muito proximos e em

principio estritamente clonais, mas capazes de infectar varios mamiferos.

27



M. tuberculosis H37Rv — uma linhagem laboratorial originalmente isolada
por Baldwin em 1905 e amplamente usada em pesquisas biomédicas por sua
viruléncia em modelos animais, suscetibilidade a drogas e relativa facilidade de
manipulacdo genética — foi a primeira micobactéria a ter ser genoma totalmente
sequenciado (Cole et alii, 1998). Desde entdo, diversos outros genomas de
micobactérias (incluindo os de isolados clinicos de TB, como M. tuberculosis
CDC1551) foram sequenciados ou estdo em fase de finalizacdo, com destaque
para os de M. leprae, publicado por Cole et alii (2001), de M. bovis, publicado por
Garnier et alii (2003), de Mycobacterium marinum (em concluséo no Sanger

Centre, http://www.sanger.ac.uk) e de Mycobacterium smegmatis (em concluséo

no Institute for Genomic Research, http://www.tigr.org). M. marinum é uma

micobactéria que causa lesfes muito semelhantes a TB humana em peixes e
sapos, e vem sendo considerada um modelo interessante para o estudo da
patogénese de M. tuberculosis, jA que € a espécie filogeneticamente mais
préxima ao MTC (Cosma et alii, 2003). M. smegmatis € uma micobactéria
saprofitica, de crescimento rapido, e um importante modelo a biologia molecular
de micobactérias, pois a manipulacdo genética de M. tuberculosis € dificultada por

uma série de fatores (Parish & Stoker, 1998b).

1.3. Patogénese e viruléncia de Mycobacterium tuberculosis

A patogénese de M. tuberculosis em humanos envolve trés estagios

diferenciados de infeccdo (Smith, 2003). No primeiro estagio, o individuo — por

meio da inalagdo de aerossois contendo M. tuberculosis — é infectado, o que
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ocorre quando uma pessoa com TB ativa (capaz de efetuar a transmissao do
bacilo) tosse, espirra, fala ou cospe. A infecciosidade de M. tuberculosis é alta,
relacionada a baixa dose infectante no homem (IDsp < 10 bacilos) e ao fato de que
uma pessoa com TB ativa pode infectar, em média, entre 10 e 15 outras por ano.
Uma vez dentro dos pulmdes, M. tuberculosis entra em contato com células
fagocitarias do hospedeiro, como macrofagos alveolares, células dendriticas ou,
ainda, mondcitos recrutados da circulacdo periférica. Moléculas efetoras,
principalmente lipideos, proteinas e lipoglicanos (como lipoarabinomanano),
presentes no envelope do bacilo ddo inicio a eventos de sinalizacdo entre as
células de M. tuberculosis e os macrofagos alveolares (Brennan, 2003). As
bactérias sdo entdo fagocitadas pelos macréfagos, em um processo que depende
do contato de M. tuberculosis com receptores de manose e do sistema
complemento do hospedeiro (Schlesinger, 1993). Os receptores de manose dos
macréfagos parecem desempenhar um papel central na apresentacdo de
antigenos as células T humanas, sendo o lipoarabinomanano um dos principais
efetores (Kang & Schlesinger, 1998). Recentemente, demonstrou-se que a
superexpressdo do gene manB (que codifica uma fosfomanomutase) de M.
tuberculosis em M. smegmatis aumenta tanto a biossintese de lipoarabinomanano
(e outras moléculas que contém manose em sua estrutura) como a associacao
das micobactérias a macrofagos humanos (McCarthy et alii, 2005).

ApOs a fagocitose, M. tuberculosis (assim como outros patdgenos
intracelulares) inicialmente reside em um vacuolo endocitico denominado
fagossomo. Se o ciclo normal de maturacdo do fagossomo prosseguisse, com a

fusdo de fagossomos a lisossomos, os bacilos seriam bombardeados por uma

29



série de agentes bactericidas produzidos pelos macréfagos, como espécies
reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio, enzimas hidroliticas e
peptideos toxicos, além de pH &cido (Smith, 2003). No entanto, M. tuberculosis &
capaz néo so de persistir como, também, se multiplicar no interior desse ambiente
hostil, empregando varias estratégias que permitem sua sobrevivéncia intracelular
(Russell, 2001). Um certo grau de resisténcia a atividade microbicida dos
macrofagos € conferido pelo envelope do bacilo, que representa uma barreira
fisica relativamente impermeavel as enzimas lisossémicas do macrofago, e por
enzimas micobacterianas que combatem os radicais livres, como catalase e
superoxido dismutase. Mas talvez a caracteristica mais notavel de M. tuberculosis
seja sua capacidade de impedir o processo normal de maturacédo do fagossomo:
o fagossomo micobacteriano ndo se funde aos endossomos tardios e lisossomos
da rede de trafego de vesiculas coordenada pelo complexo de Golgi,
possibilitando, desse modo, a sobrevivéncia intracelular do bacilo (Stewart et alii,
2005). Ainda ndo se sabe exatamente como e que fatores e mecanismos estao
envolvidos nesse processo, mas as células fagocitadas de M. tuberculosis séo
capazes de reduzir a acidificagdo dos endossomos que as contém, inibir a
apoptose de macréfagos infectados e alterar o recrutamento de diversas
proteinas a membrana do fagossomo (Russell, 2001).

Em conjunto, essas alteracdes permitem a M. tuberculosis evitar sua
eliminagcdo pelos macréfagos e se multiplicar em niveis moderados durante o
estagio inicial da infeccdo. O resultado é que ndo ocorre o desenvolvimento de
uma resposta imune localizada e eficiente, que rapidamente ative as ceélulas

hospedeiras e mate os bacilos (Zahrt, 2003). Ha uma certa modulagéo do sistema
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imune, e 0s proprios macrofagos se encarregam de processar e apresentar 0s
antigenos aos linfocitos T, transportar as células vivas de M. tuberculosis a outros
tecidos do organismo e disseminar a infeccdo. Existem ainda evidéncias de que o
bacilo da TB é capaz de modular diretamente o sistema imune, diminuindo a
producdo de IL-12, inibindo a apresentacdo de antigenos pelo MHC Il e
interferindo na ativacdo de macrofagos mediada por IFN-y, a principal citocina
usada contra M. tuberculosis (Hingley-Wilson et alii, 2003).

Por sua vez, os macrofagos infectados nos pulmdes produzem citocinas e
atraem mondacitos, linfocitos e neutréfilos de vasos sanglineos adjacentes,
iniciando uma resposta pré-inflamatéria (Smith, 2003). Isso resulta na formacao
de um granuloma ou tubérculo, que define e caracteriza a TB, ao redor dos
macrofagos infectados. O granuloma consiste em um nucleo de macréfagos
infectados com M. tuberculosis, cercados por macréfagos imaturos e ativados,
células gigantes derivadas de macréfagos e uma camada de linfcitos na periferia
(Russell, 2001). Inicialmente, apenas células T CD4" e CD8" ocorrem no
granuloma, mas, a medida que a imunidade celular se desenvolve, outros tipos de
linfécitos também s&o recrutados, como células T yd e células T aff (Skeiky,
2006). A formacdo de granulomas é o principal mecanismo utilizado pelo
hospedeiro para limitar a multiplicacdo e disseminacdo dos bacilos a outros
orgaos e para controlar o crescimento de M. tuberculosis durante o periodo de
laténcia da TB, que dura anos ou décadas (Zahrt, 2003).

A progressdo da infeccdo durante o segundo estagio é primariamente
ditada pelo sistema imune do hospedeiro. Embora o real estado fisiologico em

gue as células de M. tuberculosis se encontram no interior dos granulomas ainda
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seja motivo de intensa discussdo, em geral acredita-se que os bacilos estejam
com o metabolismo bastante baixo ou mesmo ndo se multiplicando (Voskuil,
2004). Isso resultaria de: (i) baixa disponibilidade de oxigénio dentro dos
granulomas; (ii) altos niveis de dioxido de carbono e presenca de &acidos
organicos alifaticos e enzimas hidroliticas e (iii) ativacdo de macrofagos e outras
células efetoras do sistema imune ao redor dos granulomas (Zahrt, 2003). Assim,
nesse ambiente adverso, os bacilos permanecem em estado de laténcia ou
dorméncia durante longos periodos, e a essa infec¢cdo persistente, em que o
individuo é assintomatico e nédo infectante, da-se o nome de TB latente (Gomez &
McKinney, 2004). O que determina a manifestacdo da TB ativa € a imunidade
celular de cada individuo, que mantém os granulomas nessa chamada fase de
contencéo: as lesbes tuberculares se tornam fibrosas e calcificadas, e os bacilos
em seu interior se tornam dormentes, mas ainda viaveis (Stewart et alii, 2003).
Contudo, se uma pessoa infectada com M. tuberculosis ndo consegue
controlar a infecgéo inicial nos pulmdes, ou se o sistema imune de uma pessoa
com TB latente se torna vulneravel por drogas imunossupressoras, co-infec¢éao
com HIV, desnutricdo, envelhecimento e outros fatores, o nudcleo do(s)
granuloma(s) se liguefaz, tornando-se um meio de cultura para os bacilos que,
entdo, passam a se multiplicar de forma descontrolada. Nesse terceiro e final
estagio da doenca, chamado de fase de reativacdo no caso de individuos com TB
latente, células viaveis de M. tuberculosis saem do(s) granuloma(s) e se
espalham pelos pulmdes (TB pulmonar) e também para outros tecidos e 6rgaos
do corpo via sistema linfatico e circulagdo sangiinea (TB extrapulmonar). O

individuo se torna infectante e passa a apresentar os sintomas tipicos da TB ativa:
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fadiga, febre, mal-estar, perda progressiva de peso, anemia, dispnéia e tosse
cronica (com eventual hemoptise), exigindo tratamento quimioterapico anti-TB
imediato para sobreviver (Hopewell & Jasmer, 2005).

A maioria desses sintomas representa manifestacfes sistémicas da
doenca, provavelmente mediadas por citocinas — como TNF-a, que parece ser o
principal responsavel (Orme et alii, 1999). Os sintomas variam com maior ou
menor intensidade, dependendo do tipo de TB que se estabelece no organismo.
Antes do advento da epidemia de AIDS, cerca de 85% dos casos registrados de
TB envolviam casos de TB pulmonar e 15% envolviam casos de TB
extrapulmonar — cujos tipos predominantes eram TB linfatica, TB pleural, TB
geniturinaria, TB miliar e TB 6ssea. Embora ocorram muitas variacdes regionais,
nos pacientes HIV positivos (que, uma vez infectados com M. tuberculosis, tém
50% de chance de desenvolver TB ativa ao longo de sua vida, contra 10% de
individuos imunocompetentes) essa propor¢cdo muda: aproximadamente 40% dos
casos sao representados por TB pulmonar, 30% por TB extrapulmonar e 30% por
TB concomitantemente pulmonar e extrapulmonar. Em comparagdo a TB
pulmonar, os casos de TB extrapulmonar constituem um desafio maior para o
diagnéstico e a terapéutica, pois os sitios envolvidos sdo, em geral, de dificil
acesso e um nuamero menor de bacilos pode causar les6es mais graves. Na TB
miliar ou disseminada, ocorre a formag¢do de pequenos e incontaveis tubérculos
em qualquer 6rgéo do corpo (Hopewell & Jasmer, 2005).

Portanto, muitos dos sintomas da TB, incluindo a destruicédo de tecidos, sao
mediados pela resposta imune do hospedeiro contra M. tuberculosis, e ndo o

resultado direto de fatores ou mecanismos de viruléncia da bactéria. Como acima
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detalhado, o bacilo da TB parece ter aprimorado varias estratégias de
patogenicidade, distintas e sequenciais: (i) multiplicacdo no interior de
macrofagos; (ii) resisténcia a resposta imune do hospedeiro ou modificacdo desta,
de forma a permitir que o hospedeiro controle a multiplicacdo dos bacilos, mas
nao os elimine totalmente e (iii) persisténcia no hospedeiro em um estado ‘inativo’,
com potencial de reativacdo posterior (Glickman & Jacobs, 2001). Em cada
estagio de infeccdo da TB (multiplicacdo, disseminacdo, estabelecimento de
laténcia, persisténcia e reativacdo), M. tuberculosis deve responder a diferentes
ambientes e condicdes, por meio da regulacdo coordenada de multiplos genes.
Embora os eventos moleculares que atuam em cada etapa ainda ndo sejam
extensivamente conhecidos, inimeros estudos genéticos e de expressao génica
vém sendo realizados nos ultimos anos, a fim de identificar e caracterizar genes,
proteinas e rotas bioquimicas que possibilitam a adaptacdo metabdlica de M.
tuberculosis. Por sua vez, modelos in vitro e animais buscam simular as
condi¢cdes ambientais encontradas pelo bacilo ao longo da infec¢ao (Zahrt, 2003).

No entanto, ndo existe um modelo animal adequado que se aproxime da
complexa infec¢cdo ocasionada por M. tuberculosis no homem. Camundongos,
cobaias e coelhos sédo geralmente utilizados, mas o sistema imune desses
animais, embora capaz de controlar a multiplicacdo de M. tuberculosis, néo
diminui a viabilidade dos bacilos, de modo que nédo ocorre o estabelecimento de
laténcia (Cosma et alii, 2003). No modelo murino, apdés se multiplicarem
exponencialmente entre 3 e 4 semanas pos-infec¢do, os bacilos sdo controlados
pelo sistema imune e entram em uma longa fase de persisténcia: o titulo se

mantém constante, porém alto. Os bacilos, nessa fase da infeccdo murina, nao
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mimetizam o estado de laténcia observado no hospedeiro humano; mas, ainda
assim, h& evidéncias bioquimicas de que M. tuberculosis altera sua fisiologia
durante o processo, passando de um metabolismo tipicamente aerébico, baseado
em carboidratos, para um metabolismo mais anaerdbico, baseado em lipideos. Na
verdade, quando cresce in vitro, M. tuberculosis em geral usa carboidratos como
fonte de carbono, ao passo que, in vivo, usa &cidos graxos (Smith, 2003).

Células de M. tuberculosis isoladas de tecidos animais também utilizam
preferencialmente acidos graxos como fonte de carbono, em vez de glicose,
sugerindo que, in vivo, os bacilos possam ser lipoliticos. A isocitrato liase, enzima
da via do glioxilato (que emprega acetato e acidos graxos como fontes exclusivas
de carbono), tem sua expressdo e atividade aumentadas a medida que M.
tuberculosis atinge a fase estacionaria e em condi¢cdes anaerbbicas, e 0s niveis
de mRNA do gene icl também aumentam a medida que a TB progride nos
pulmdes de camundongos infectados (Glickman & Jacobs, 2001). Além disso,
mais de 200 genes envolvidos no metabolismo de acidos graxos ocorrem no
genoma de M. tuberculosis, quase 10% de sua capacidade codificante total
(comparativamente, E. coli possui apenas 50), o que explica por que as
micobactérias sdo capazes de sintetizar e degradar as mais diferentes moléculas
de lipideos existentes na natureza. Cerca de 100 genes tém funcdes de lipdlise, e
ha multiplos homdlogos do sistema Fad de B-oxidacdo de acidos graxos, que
produz acetil-CoA a partir de lipideos (Cole et alii, 1998). A abundancia dessas
enzimas lipoliticas pode indicar que M. tuberculosis emprega uma complexa
maquinaria catabolica que, durante a infeccédo, degrada os varios tipos estruturais

de lipideos encontrados no hospedeiro (Glickman & Jacobs, 2001).
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A idéia de que a TB latente requer bacilos metabolicamente dormentes e
viaveis provém, sobretudo, da observacdo clinica em humanos, nos quais a
infeccdo é mantida por um pequeno numero de bactérias, as lesdes patoldgicas
sdo minimas e ndo ha sintomas de doenca. Contudo, é igualmente possivel que,
no estado de laténcia, nem todas as células de M. tuberculosis apresentem o
mesmo perfil metabdlico, e que ocorram subpopulacdes fisiologicamente distintas
(Stewart et alii, 2003). Independentemente do fato de os bacilos estarem ou nao
se multiplicando no interior dos granulomas — uma questdo que ainda permanece
sem resposta —, 0s dados experimentais indicam que a persisténcia de M.
tuberculosis no hospedeiro € um processo dindmico que envolve a expressao
coordenada de diversos genes micobacterianos e processos de adaptacdo que
impedem a eliminacdo do patdégeno pelo sistema imune (Zahrt, 2003).

Uma vez que os fatores e mecanismos que regulam a laténcia, persisténcia
e viruléncia de M. tuberculosis no hospedeiro humano sdo complexos e podem
demorar anos ou décadas para se manifestar, varios sistemas in vitro e in vivo
foram desenvolvidos a fim de compreender aspectos basicos da infeccao,
destacando-se 0s modelos in vitro que buscam reproduzir o ambiente
provavelmente encontrado pelos bacilos no interior dos granulomas durante a
laténcia (Cosma et alii, 2003; Gomez & McKinney, 2004; Murry & Rubin, 2005).
Embora medidas precisas da concentracdo de oxigénio e outros nutrientes dentro
dos granulomas néo tenham sido realizadas, sup0e-se que haja pouco oxigénio e
limitacdo de nutrientes, como aminoacidos, ferro e outros cofatores essenciais
(Cosma et alii, 2003). Além disso, os bacilos sdo expostos a Oxico nitrico

produzido pelo hospedeiro (Nathan & Shiloh, 2000).
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O chamado ‘modelo de Wayne’ ou NRP (non-replicating persistence)
baseia-se na hipétese de que as células de M. tuberculosis encontram condi¢des
de hipdxia ou anaerébicas dentro dos granulomas do hospedeiro. Em tal modelo,
culturas in vitro de micobactérias sdo submetidas a uma deplecdo gradual de
oxigénio, passando a exibir o fenotipo NRP, que caracterizaria o estado fisiologico
in vivo de M. tuberculosis (Wayne & Sohaskey, 2001). Essa transicdo para o
estado de NRP ocorre em trés diferentes etapas. Na primeira etapa, a
concentracdo de oxigénio no meio de cultura é alta e os bacilos se multiplicam
logaritmicamente, reproduzindo, portanto, o crescimento in vivo inicial de M.
tuberculosis. Na segunda etapa (NRP-1), a concentracdo de oxigénio diminui para
1%, ocorrendo uma queda abrupta da sintese de DNA e, em certa extensao, de
RNA. A sintese protéica também diminui, M. tuberculosis exibe resisténcia a
isoniazida e rifampicina e € induzida a expressdo de genes cujos produtos (i)
utilizam fontes alternativas de energia; (ii) estabilizam e protegem biomoléculas
essenciais e (iii) regulam genes que atuam em respostas adaptativas. Na terceira
etapa (NRP-2), a concentracdo de oxigénio diminui para menos de 0,05%, e os
bacilos mudam seu metabolismo de aerdbico para anaerébico; quando colocados
em concentracdes usais de oxigénio, no entanto, sdo prontamente reativados
(Zahrt, 2003). Os estagios de NRP-1 e NRP-2 reproduziriam o ambiente
encontrado por M. tuberculosis durante a laténcia (Voskuil, 2004).

Ainda que o modelo de Wayne nado contemple a influéncia do sistema
imune do hospedeiro, explica, porém, algumas caracteristicas observadas durante
a persisténcia de M. tuberculosis no organismo humano — como, por exemplo, a

indugdo da proteina Acr (um homdlogo da proteina a-cristalina e um dos
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principais antigenos reconhecidos pelo soro de pacientes com TB), que ocorre
durante o estado de NRP-1 (Zahrt, 2003). O mesmo modelo (ou variacdes) foi
utilizado em estudos de expressao génica global, e todos detectaram represséo e
ativacdo de genes especificos em resposta a alteracbes na concentracdo de
oxigénio, com destaque para 0s genes induzidos pelo regulon de dorméncia
(Voskuil, 2004). Esses genes sao controlados pelo regulador DosR e ativados em
condi¢cdes como deplecdo de oxigénio e presenca de Oxido nitrico (Park et alii,
2003; Voskuil et alii, 2003). Ha evidéncias de sobreposicéo entre a resposta de M.
tuberculosis a hipdxia e a 6xido nitrico (Warner & Mizrahi, 2006).

O chamado ‘modelo de privacdo de nutrientes’ baseia-se na hipotese de
qgue a disponibilidade de nutrientes € limitada dentro dos granulomas do hospe-
deiro. Em tal modelo, células de M. tuberculosis sao primeiro crescidas em meio
de cultura rico, transferidas para PBS e, em seguida, incubadas por um longo
periodo nessas condi¢des. Observa-se que os bacilos ndo perdem sua viabilidade
apos mais de seis semanas de incubacédo, diminuem significativamente a taxa
respiratéria e apresentam morfologia alterada de colénia. A expressédo de genes
envolvidos na biossintese de aminoéacidos, cofatores e lipideos, na replicacdo de
DNA, no metabolismo energético, em modificacbes traducionais e pos-
traducionais e na viruléncia é igualmente diminuida (Betts et alii, 2002).

Em resumo, genes envolvidos na B-oxidacdo de acidos graxos, via do
glioxilato, gliconeogénese, catabolismo de aminoacidos, sintese e modificagéo de
RNA (e também reguladores transcricionais de diferentes familias) séo induzidos
em resposta ao estresse nutricional, ao passo que genes envolvidos em

lipogénese, glicdlise, sintese de novo de ATP, maquinaria de traducdo e
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biossintese de purinas e pirimidinas tém niveis de expressdo diminuidos, em
maior ou menor grau. Além disso, varios genes de M. tuberculosis sao induzidos
em ambas as condi¢des (privacdo de oxigénio e nutrientes), como, por exemplo,
fatores de transcricao, reguladores de resposta e o gene acr2. Esse gene codifica
uma chaperona similar a proteina Acr e pode estar envolvido na estabilizacdo de
proteinas ndo dobradas durante os estagios em que M. tuberculosis ndo se
multiplica — quando ha acumulo de proteinas danificadas e o custo energético

para repara-las seria elevado (Voskuil, 2004).

1.4. Métodos genéticos para o estudo de micobactérias

Por muito tempo, a investigacdo genética de micobactérias, principalmente
de importantes patégenos humanos (como M. tuberculosis, M. leprae e M. bovis),
esteve em grande desvantagem se comparada a outras bactérias patogénicas,
provavelmente devido a queda de interesse na area de pesquisa em TB durante a
década de 1950, quando o sucesso da recém-introduzida quimioterapia anti-TB
tornou possivel o controle da doenca em muitos paises (Young & Cole, 1993).
Assim, o uso de técnicas de biologia molecular para o estudo de micobactérias
comecou somente em 1985, com a construcdo das primeiras bibliotecas
gendmicas de M. tuberculosis e M. leprae em E. coli (Pelicic et alii, 1998). Embora
essas bibliotecas tenham permitido a identificacdo de muitos antigenos, logo ficou
evidente que a utilidade de E. coli (gram-negativa e com um contetdo de G+C de
50%) na genética molecular de micobactérias era limitada, pois a maioria das

proteinas micobacterianas ndo era expressa a partir de seus promotores nativos
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(Machowski et alii, 2005). Atualmente sabe-se que muitos promotores de genes
micobacterianos funcionam com baixa eficiéncia ou nao funcionam em E. coli,
devido a diferencas estruturais nas sequéncias reconhecidas pela RNA
polimerase (Bashyam et alii, 1996). Certas modificac6es pds-traducionais também
nao ocorrem em E. coli. Desse modo, a antigenicidade e outras caracteristicas
importantes de proteinas micobacterianas expressas em E. coli podem ser
diferentes ou perdidas (Parish & Stoker, 1998b).

Tradicionalmente, em microbiologia molecular, o desenvolvimento de
ferramentas e técnicas genéticas laboratoriais procura explorar processos que
ocorrem naturalmente nas bactérias (como recombinacdo, transducao,
transformacao e conjugacao, entre outros), de modo que seus genes possam ser
estudados por meio de clonagem, expressao, mutacdo e analise em hospedeiros
‘homdlogos’ e ‘heterdlogos’. No entanto, a manipulagdo genética de
micobactérias, especialmente M. tuberculosis e outras micobactérias patogénicas,
€ complicada por uma série de fatores: (i) crescimento lento, devido ao longo
tempo de geracao; (ii) tendéncia das células a formacdo de agregados, o que
causa problemas na medicéo precisa da OD e no screening de mutantes isolados;
(iii) resisténcia da parede celular a lise enzimatica e mecénica, dificultando a
obtencdo de &cidos nucléicos; (iv) alto risco de biosseguranca (NB-3); (v) taxas
elevadas de resisténcia espontanea a antibidticos; (vi) ineficiéncia de
transformacao e, principalmente, (vii) falta de sistemas de transferéncia genética
natural (Glickman & Jacobs, 2001; Morsczek, 2003; Smith, 2003).

Nos dultimos anos, contudo, muitas dessas dificuldades puderam ser

superadas, e a manipulacdo genética de micobactérias, incluindo M. tuberculosis,
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utiizando métodos de mutagénese direcionada e global, aliada ao
sequenciamento completo de genomas micobacterianos e as tecnologias de
microarranjos e quimica combinatéria, tornou-se fundamental ao entendimento da
complexa biologia desses organismos (Kana & Mizrahi, 2004).

O uso de micobactérias como hospedeiros para moléculas de DNA
recombinante foi possivel gracas ao desenvolvimento de vetores de clonagem
baseados em micobacteriéfagos (virus que infectam diferentes espécies de
micobactérias) e plasmideos micobacterianos que ocorrem naturalmente (Hatfull,
2000; Pashley & Stoker, 2000). Na verdade, o0s micobacteriéfagos
desempenharam um papel central na genética molecular de micobactérias,
constituindo o primeiro sistema de transferéncia genética entre E. coli e
micobactérias (Jacobs et alii, 1987).

A identificacdo de marcadores de selecdo capazes de conferir resisténcia a
antibiéticos e o melhoramento das técnicas de transformacao por eletroporacéo
levaram ao uso em grande escala de micobactérias ndo patogénicas como
hospedeiros extremamente (teis, se ndo ideais, para o estudo da estrutura e
funcdo de genes micobacterianos (Parish & Stoker, 1998b). A espécie mais
utilizada foi e ainda € M. smegmatis, por ser saprofitica, exibir crescimento rapido
(tempo de geracdo de 2 a 3 h) e, ao contrario de M. tuberculosis, ndo possuir
altos niveis de resisténcia espontanea a antibiéticos. Como a maioria dos slow
growers possui apenas um operon de rRNA, isso facilita a geracdo de resisténcia
espontanea a aminoglicosideos, como canamicina; jA os fast growers, em geral,
possuem dois operons de rRNA, diminuindo consideravelmente a resisténcia por

mutacdes espontaneas no gene de 16S rRNA (Smith, 2003).
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Ainda assim, a eficiéncia de transformacdo de M. smegmatis € baixa em
comparacao a outros hospedeiros, como E. coli. No entanto, o isolamento de uma
linhagem mutante de M. smegmatis que exibe alta eficiéncia de transformacao
revolucionou a genética de micobactérias (Snapper et alii, 1990). Tal linhagem,
denominada M. smegmatis mc?155, além de exibir alta eficiéncia de
transformacdo, ndo possui um sistema de restricdo ou modificacdo capaz de
degradar DNAs exdgenos, tendo se tornado o principal modelo experimental para
a biologia molecular de micobactérias (Kana & Mizrahi, 2004).

Embora a relevancia de M. smegmatis como modelo para o estudo da TB
seja discutivel — j& que néo se trata de um patdégeno humano e, portanto, ndo
apresenta os mecanismos de viruléncia caracteristicos de M. tuberculosis —, é
inegavel que constitui um sistema (til e importante para o esclarecimento de
diversas questfes ligadas a genética, fisiologia e bioquimica de micobactérias
(Barry, 2001; Reyrat & Kahn, 2001). Inumeros estudos e evidéncias experimentais
apontam para a semelhanca da maquinaria de transcricdo (e da estrutura dos
promotores) entre M. tuberculosis e M. smegmatis, a alta conservacdo de genes
housekeeping e até mesmo o fato de que M. smegmatis se adapta a um modelo
in vitro de hipoxia (com inducdo de dorméncia) e de deplecédo de nutrientes, como
M. tuberculosis (Dick et alii, 1998; Smeulders et alii, 1999). Muitos reguladores de
resposta semelhantes também estdo presentes em ambas as espécies (Tyagi &
Sharma, 2002). Entretanto, € claro que essas abordagens de biologia comparada
tém limitacdes, e estudos feitos em M. smegmatis devem ser interpretados com
cautela quando aplicados a M. tuberculosis, cujo metabolismo esta primariamente

direcionado a interagdo com o do hospedeiro humano.
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O desenvolvimento de vetores plasmidiais para micobactérias teve inicio
com a descoberta do plasmideo criptico pAL5000, isolado de Mycobacterium
fortuitum, uma micobactéria de crescimento rapido (Pashley & Stoker, 2000).
Esse plasmideo é capaz de se replicar em outros fast growers, como M.
smegmatis, e também em slow growers, como M. tuberculosis, mostrando-se
bastante versatil. Desse modo, teve sua estrutura genética detalhada e foi
explorado com sucesso na construcdo de uma série de vetores micobacterianos,
como plasmideos sensiveis a temperatura (carregando transposons ou alelos
mutantes), plasmideos contendo repdrteres e plasmideos de expressdo em
hospedeiros micobacterianos (Kana & Mizrahi, 2004). Porém, os vetores
derivados de pAL5000 ocorrem em baixo numero de cépias (cerca de 2 a 5 por
célula) nas micobactérias. Assim, foram criados vetores bifuncionais com origens
de replicacdo para E. coli e micobactérias (Parish & Stoker, 1998b).

A elucidacdo dos mecanismos de integracdo de micobacteri6fagos
lisogénicos permitiu que vetores bifuncionais integrativos, derivados sobretudo do
micobacteriéfago L5, também fossem criados (Machowski et alii, 2005). Esses
vetores contém a sequéncia attP e o gene int, que codifica uma integrase capaz
de integrar o plasmideo no cromossomo de micobactérias que possuem o sitio de
integracdo attB. Os vetores integrativos sdo mais estaveis que 0s epissémicos,
transformam as micobactérias com alta eficiéncia e se integram em cépia Unica
no genoma, de modo que estudos funcionais, de expresséo e principalmente de
complementacdo génica podem ser realizados (Kana & Mizrahi, 2004). Além
disso, a versatilidade do sistema foi demonstrada em M. tuberculosis pelo uso de

uma enzima que efetua a exciséo correta do plasmideo integrado no cromossomo
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e, concomitantemente, serve a comprovacdo da essencialidade de genes
especificos (Parish et alii, 2001).

A transformacdo é talvez o mais importante método de manipulacdo
genética bacteriana, e a introducdo de moléculas de DNA recombinante nas
micobactérias € em geral realizada por meio de eletroporacdo (Morsczek, 2003).
A eficiéncia de eletroporacdo varia muito entre as diferentes espécies de
micobactérias: com excecdo da linhagem M. smegmatis mc?155, cuja eficiéncia é
de 10°-10° transformantes por pg de DNA, as demais apresentam niveis baixos,
entre 10° e 10° transformantes por ug de DNA (Parish & Stoker, 1998a). Um fator
decisivo a eficiéncia de eletroporacdo em micobactérias € o marcador de selecdo
usado no DNA introduzido. Os marcadores mais usados sdo genes de resisténcia
a antibidticos, e as diferencas observadas para cada um podem refletir a
estabilidade de seus produtos nas células micobacterianas. Outro fator relevante
€ a aplicacdo de altas voltagens durante o pulso de eletroporagédo, a fim de
romper a resisténcia da parede celular. Curiosamente, células competentes de M.
tuberculosis preparadas em temperaturas médias (37°C) aumentam a eficiéncia
de eletroporacéo, ao contrario de outras bactérias (Wards & Collins, 1996).

Uma vez construidos diversos tipos de vetores, isolada a linhagem M.
smegmatis mc®155 e melhoradas as técnicas de eletroporacdo tanto em espécies
de crescimento rdpido como nas de crescimento lento, o Ultimo sério obstaculo a
manipulagéo genética de micobactérias foi a obtencdo de mutantes. A construgao
e caracterizacdo de mutantes sdo essenciais a analise biologica de qualquer
organismo, permitindo que a funcdo e regulacdo de genes especificos sejam

determinadas e compreendidas. Em bactérias patogénicas, a geracdo de
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linhagens isogénicas geneticamente definidas, contendo mutacfes Unicas ou
multiplas em determinados genes, é uma estratégia fundamental a avaliacdo nao
s6 de sua funcdo, mas também de sua relevancia a patogénese e viruléncia do
microrganismo. Além disso, linhagens mutantes podem ser utilizadas na
elucidacdo do modo de acédo de drogas e na validacédo de alvos moleculares cujo
estudo visa ao desenvolvimento de futuras drogas antibacterianas. E, como certos
mutantes de bactérias patogénicas exibem um fendétipo atenuado, 0s mesmos
podem ser usados no desenvolvimento de novas vacinas.

Embora alguns métodos de mutagénese quimica, utilizando agentes
mutagénicos como NTG, tenham sido empregados na geracdo de linhagens
mutantes de micobactérias, esse sistema apresenta varias desvantagens (Brooks,
1998; Connell & Belanger, 2000). A principal é que ndo ha controle sobre as
mutacdes introduzidas no genoma, criando-se mutantes indefinidos. Ha ainda a
possibilidade de ocorréncia de mutacées mudltiplas, e freqientemente esforcos
significativos devem ser feitos para caracterizar os mutantes obtidos e localizar a
mutacédo (Parish & Stoker, 1998b; Hernandez Pando et alii, 2006).

J4& a mutagénese com transposons, baseada na insercdo global e
idealmente ao acaso de um elemento transponivel no genoma de um organismo,
constitui uma ferramenta genética valiosa, permitindo a construcdo de uma
biblioteca de transposicdo e a obtencdo de um grande numero de mutantes
(Morsczeck, 2003; Kana & Mizrahi, 2004; Machowski et alii, 2005). Também nao
h& necessidade de conhecimento prévio da funcédo do gene mutado (Pelicic et alii,
1998). E necessario, contudo, um método de sele¢do capaz de identificar com

eficiéncia os mutantes que exibem um fenotipo caracteristico (como, por exemplo,
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auxotrofia a nutrientes). Quando o fendtipo de selecdo ndo é simples, o screening
pode ser laborioso (Herndndez Pando et alii, 2006).

A técnica de mutagénese com transposons foi inicialmente aplicada a M.
smegmatis, estendendo-se, posteriormente, a M. bovis e M. tuberculosis (Smith,
2003; Kana & Mizrahi, 2004). A aplicabilidade de um determinado sistema de
transposicdo a uma espécie de micobactéria depende de um protocolo eficiente
de transferéncia, e dois diferentes métodos de mutagénese com transposons
foram desenvolvidos para M. tuberculosis e outras micobactérias, usando vetores
termossensiveis (micobacteriofagos ou plasmideos) incapazes de se replicar a
temperatura de 39°C (Bardarov et alii, 1997; Pelicic et alii, 1997). Ambos foram
usados na identificagcdo de genes de viruléncia em M. tuberculosis por meio da
técnica de signature tagged mutagenesis, em que sdo caracterizados genes
essenciais a sobrevivéncia in vivo de um patégeno. Alguns desses genes estao
envolvidos no metabolismo de lipideos (Camacho et alii, 1999; Cox et alii, 1999).
Outra abordagem interessante foi a construcdo de uma biblioteca de transposicao
com o transposon Tn5370 em M. tuberculosis, gerando mutantes alterados
guanto a viruléncia em um modelo animal (McAdam et alii, 2002).

Uma desvantagem desses métodos de analise genética é que 0s eventos
de transposicdo ndo sdo completamente ao acaso em M. tuberculosis, havendo
hot spots para a integracdo dos transposons, principalmente os derivados da
sequéncia de insercdo 1S1096 de M. smegmatis (Smith, 2003; Machowski et alii,
2005). Desse modo, o elemento transponivel Himarl, pertencente a familia de
transposons eucariéticos mariner, foi introduzido na genética de micobactérias.

Esse elemento se insere especificamente na sequéncia dinucleotidica TA,
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reconhecendo, portanto, um sitio de integracdo muito menor que o0s dos
transposons micobacterianos. O resultado € sua insercao praticamente ao acaso
no genoma. A construcdo de uma biblioteca de transposicdo com o transposon
Himarl, aliada a técnica de microarranjos, possibilitou a identificacdo de genes
essenciais ao crescimento in vitro de M. tuberculosis sob véarias condicdes
(Sassetti et alii, 2001; Sassetti et alii, 2003). A maioria desses genes (quase 80%)
esta presente em M. leprae, cujo genoma parece ter sofrido perdas génicas em
massa, retendo somente as func¢des essenciais (Cole et alii, 2001).

Utilizando essa mesma tecnologia pds-genémica, Sassetti & Rubin (2003)
demonstraram que aproximadamente 5% dos genes codificados pelo genoma de
M. tuberculosis sd@o especificamente necessarios para 0 crescimento e a
sobrevivéncia in vivo do bacilo, durante a infeccdo em camundongos. Porém,
como o genoma de M. tuberculosis possui um alto contetdo de G+C, com regides
particularmente mais ricas que outras, certos genes podem nao estar correta-
mente representados no RNA usado nas hibridizagcbes desses experimentos, o
qgue levou a proposicdo de um método alternativo por Lamichhane et alii (2003).
Nesse ultimo modelo, que combina dados experimentais e uma rigorosa analise
estatistica in silico, cerca de 35% das ORFs de M. tuberculosis sédo consideradas
essenciais ao crescimento in vitro do bacilo, ao passo que, no estudo realizado
por Sassetti et alii (2003), pouco mais de 15% séo essenciais.

O nocaute génico (gene knockout), substituicdo génica (gene replacement)
ou troca alélica (allelic exchange) é uma poderosa técnica de mutagénese
direcionada que explora os mecanismos naturais de recombinacdo homoéloga de

um organismo. Tal metodologia permite a substituicAo especifica de uma
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determinada sequéncia gendmica por uma copia contendo mutacdes definidas,
facilitando a avaliacdo da funcdo ou funcbes de um gene. Como a mutacéo
introduzida nem sempre resulta em perda total da funcdo correspondente, 0s
termos ‘substituicdo génica’ e ‘troca alélica’ sao preferiveis a ‘nocaute génico’,
pois o ultimo descreve um fendtipo de auséncia total de fungcéo, ocasionado pela
delecdo ou inativacdo de um ou mais genes.

A construcdo de mutantes geneticamente definidos, produzidos por meio
de recombinacdo homologa, ndo foi uma tarefa facil em micobactérias. Embora
tenha sido inicialmente realizada com sucesso em M. smegmatis, mostrou-se, no
entanto, uma abordagem bastante complexa e ineficiente em M. tuberculosis e
outras micobactérias de crescimento lento (Husson et alii, 1990; Pelicic et alii,
1998). Primeiramente, essa dificuldade foi atribuida a altos niveis de
recombinacdo ilegitima (ndo homologa) e/ou baixos niveis de recombinacao
homologa em M. tuberculosis (McFadden, 1996).

A subseqiiente descoberta de que a proteina RecA de M. tuberculosis
contém uma inteina em sua sequéncia, devendo ser processada, levou a
especulacdo de que essa caracteristica incomum poderia resultar em niveis
celulares reduzidos de RecA e, assim, de recombinacdo homadloga (Davis et alii,
1992). No entanto, estudos posteriores comprovaram gque 0 gene recA e a
proteina RecA de M. tuberculosis sdo capazes de complementar um mutante de
M. smegmatis deficiente na producao de RecA, evidenciando que 0s mecanismos
de reparo de DNA e de recombinacdo homéloga séo inteiramente funcionais em
M. tuberculosis (Frischkorn et alii, 1998; Papavinasasundaram et alii, 1998). Outro

estudo, realizado por Pavelka & Jacobs (1999), demonstrou que a frequéncia de
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recombinacdo homoéloga em M. tuberculosis (e também em M. bovis) é similar as
observadas nas micobactérias de crescimento rapido, como M. smegmatis. Na
verdade, o fato de os slow growers apresentarem niveis de recombinacgéo
ilegitima mais elevados que os fast growers ndo significa que os primeiros nao
sejam eficientes na realizacdo de recombinacdo homodloga.

Aparentemente, a dificuldade de identificar eventos de recombinacdo
homéloga, resultantes de crossover duplo, foi o principal fator que retardou a
construcdo de mutantes definidos por troca alélica nas micobactérias de
crescimento lento (Stoker et alii, 2005). O desenvolvimento e a aplicabilidade de
marcadores de selecdo e contra-selecéo, facilitando a triagem de mutantes desse
tipo, foram fundamentais ao progresso na area.

As estratégias de substituicdo génica em geral envolvem trés passos: (i)
clonagem de um gene ou regido gendmica em um vetor apropriado e geracao de
uma mutagéo; (ii) transferéncia do DNA mutante a micobactéria hospedeira e (iii)
selecdo de mutantes. A recombinacao entre as sequiéncias homologas presentes
no cromossomo da micobactéria e no vetor de transferéncia leva a insercéo do
DNA transformante no genoma. Como durante a recombinacdo homologa eventos
de crossover podem ocorrer em qualquer lado da mutacao, dois resultados séo
possiveis. Em um crossover duplo (DCO), isto é, dois eventos de recombinacao
homéloga (um em cada lado da mutacéo), ocorre a troca do alelo selvagem pela
copia mutante introduzida. Em um crossover simples (SCO), isto €, apenas um
evento de recombinacdo homéloga (em qualquer lado do alelo selvagem), ocorre
a insercéo do vetor de transferéncia (contendo o alelo mutante) no cromossomo

do hospedeiro (Gordhan & Parish, 2001). No ultimo caso, a linhagem bacteriana
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produzida € um SCO ou merodiploide, que pode dar origem a um DCO, se um
segundo evento de recombinacdo homologa ocorrer (Figura 1.1).

Nesse contexto, os métodos de substituicio génica em micobactérias
fazem uso de elementos que auxiliam a identificacdo de mutantes, discriminando
0s mutantes originados de troca alélica (DCO) das linhagens SCO e das
originadas de resisténcia espontanea a marcadores de selecdo (Kana & Mizrahi,
2004). Para tal, marcadores de selecdo — conferindo resisténcia a antibioticos
(aph, hyg) e visualizaveis (lacZ) — e de contra-selecao (sacB) foram otimizados
para o screening de mutantes de micobactérias, empregando vetores suicidas,
isto €, que ndo se replicam (Stoker et alii, 2005). Os dois primeiros tipos de
marcador sdo usados na selecdo de transformantes e para distinguir eventos
produtivos de recombinacdo daqueles gerados por resisténcia espontéanea a
antibiéticos (com o uso, no caso, de lacZ). Em outras palavras, selecionam-se
linhagens SCO, nas quais ocorreu a integracdo, no cromossomo da micobactéria,
do vetor de transferéncia contendo a mutacdo (Machowski et alii, 2005).

O terceiro tipo de marcador, sacB, é usado para selecionar a auséncia do
marcador de contra-selecdo nos mutantes obtidos (Stoker et alii, 2005).
Marcadores de contra-selecdo sao genes cuja expressdo, em condi¢des
especificas de crescimento, é letal a sobrevivéncia do microrganismo que 0s
contém (Reyrat et alii, 1998). Assim, transformantes que tém um vetor suicida
(contendo um marcador de contra-selecao) integrado em seu cromossomo (SCO)
sao eliminados quando aplicada uma pressdo de contra-selecédo, sobrevivendo
apenas 0s mutantes em que ocorreu um segundo evento de recombinacao

homologa, o qual levou a perda do vetor e dos marcadores (DCO). Nessa etapa,
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Figura 1.1. (A) Substituicdo génica por recombinacdo homéloga usando uma
metodologia de selecdo e contra-selecdo em duas etapas. Um plasmideo suicida
(n&o replicativo) contendo uma versao mutante (mut) do gene-alvo (wt) é pré-
tratado com radiacdo UV e eletroporado em células de MTB, como mostrado em
(B). O plasmideo contém marcadores de selecdo (SM: hyg, kan e lacZ) e contra-
selecdo (CSM: sacB). No primeiro crossover, ocorre a recombinagcdo entre
sequéncias homoélogas presentes no alelo mutante e no cromossomo
micobacteriano, dando origem a colbnias azuis Hyg" Kan' (SCOs). Apds o
streaking dessas col6nias em meio sem antibidticos (- Ab), ocorre o segundo
crossover. Em seguida, as colénias sdo contra-selecionadas na presenca de
sacarose: colbnias azuis representam mutantes espontaneos; colénias brancas
representam DCOs. Na Ultima etapa, os DCOs s&o testados quanto a
sensibilidade a Kan, sendo que as coldnias Kan® representam mutantes ou o tipo
selvagem (ocorréncia de reversao). Adaptado de Gordhan & Parish (2001).
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portanto, selecionam-se linhagens DCO, as quais podem (dependendo do lado da
mutacdo em que ocorreu a segunda recombinacao) tanto ser linhagens mutantes,
originadas da troca do alelo selvagem pelo mutante, como linhagens selvagens,
em que houve reversédo (Machowski et alii, 2005) (Figura 1.1).

O marcador de contra-selecdo mais utilizado em micobactérias é o gene
sacB de Bacillus subtilis, que codifica uma enzima responséavel pela sintese, a
partir da hidrolise de sacarose, de polimeros de frutose de alto peso molecular. A
expressdo do gene sacB em bactérias gram-negativas, como E. coli, é letal, uma
vez que o0 acumulo dos polimeros de frutose no periplasma é téxico. Nas
micobactérias, embora gram-positivas, observa-se o mesmo fenémeno, sendo a
toxicidade do gene sacB explicada pelo provavel acimulo dos polimeros de
frutose no “pseudo” espaco periplasmatico formado entre a membrana celular e a
camada externa de acidos micélicos (Pelicic et alii, 1996a). Desse modo, quando
se adiciona sacarose ao meio de cultura durante a etapa de contra-selecao de
mutantes, ocorre a expressao do gene sacB e os mutantes SCO que o contém
morrem, restando apenas os mutantes DCO (Pelicic et alii, 1996b).

Essa abordagem de mutagénese por troca alélica usando vetores suicidas
incapazes de se replicar em micobactérias €, como acima explicado, geralmente
efetuada em duas etapas (selecéo e contra-selecéo) e oferece controle total sobre
o tipo de mutacao introduzida. Ndo s6 delecdes de extensdo varidvel podem ser
realizadas no gene-alvo, mas também alteracées mais sutis, como mutacdes
pontuais. Outra possibilidade € inativar regides especificas de uma sequéncia
codificante, como, por exemplo, o dominio catalitico de uma proteina (Reyrat et

alii, 1998). A funcéo de um gene pode ser dissecada e caracterizada, e, no caso
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de genes relacionados (que fazem parte do mesmo operon, codificam enzimas de
uma rota metabdlica em comum ou desempenham funcées semelhantes ou
mesmo idénticas), mutacdes multiplas podem ser introduzidas, de forma a
esclarecer a participacdo individual de cada um no sistema (Parish & Stoker,
2000). Se o gene executar uma funcéo regulatéria, como no caso de reguladores
de resposta, que controlam a expressao de outros genes, a mutacao introduzida
pode revelar os provaveis genes que compdem o regulon e como seus niveis de
transcricdo séo afetados (Parish et alii, 2003).

Qualquer gene em estudo pode ter sua respectiva sequéncia gendmica
interrompida por meio da insercdo de um cassete contendo um ou mais genes de
resisténcia a antibidticos, mas essa estratégia apresenta problemas. O primeiro
que a simples insercdo do cassete no cromossomo pode causar um fendtipo
mutante. Como muitos genes bacterianos se encontram agrupados em operons e
possuem regulacédo acoplada, a insercdo do cassete pode gerar efeitos polares
upstream e downstream ao gene-alvo e criar um fendtipo mutante misto,
resultante ndo somente da inativacdo originalmente planejada (Reyrat et alii,
1998). Em segundo lugar, a mutacao introduzida € marcada, isto €, produz-se
uma linhagem bacteriana que contém um gene de resisténcia a antibiético em seu
cromossomo, 0 que nem sempre € desejavel. Por fim, se o objetivo da mutacéo é
apenas inativar o gene, de modo que haja perda de fungcdo sem concomitante
perda de antigenicidade da proteina correspondente, isso nao é possivel.

Todos esses problemas séo contornados pela técnica de mutagénese por
troca alélica com vetores suicidas (contendo marcadores de contra-sele¢cdo) em

duas etapas. E, embora seja um processo inerentemente lento em M. tuberculosis
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(cerca de 12 a 15 semanas, do momento da eletroporacdo a identificacdo das
coldénias mutantes), a principal vantagem — além da geracéo de delecdes precisas
e mutacdes pontuais no gene-alvo — € a producédo de linhagens mutantes nao
marcadas (Reyrat et alii, 1998; Gordhan & Parish, 2001; Kana & Mizrahi, 2004).
Essa Uultima caracteristica é recomendavel no caso de construcdo de uma
linhagem com mutacdes mdltiplas e fundamental no caso de obtencdo de um
mutante atenuado a ser futuramente testado em experimentos de protecdo em
animais e no homem (Hingley-Wilson et alii, 2003).

Como anteriormente descrito, a vacina BCG nada mais € que uma
linhagem mutante de M. bovis, atenuada por sucessivas passagens em cultura e
cuja eficacia € bastante discutivel (Orme, 2001; Young & Stewart, 2002; Skeiky &
Sadoff, 2006). Hoje, novas vacinas anti-TB podem ser produzidas de forma
racional, tendo como base os dados do sequenciamento do genoma de M.
tuberculosis e a metodologia de troca alélica, que permite a constru¢do de
mutantes atenuados e ndo marcados (Hernandez Pando et alii, 2006). Muitas
dessas linhagens sdo auxotroficas para um ou mais compostos, sendo que alguns
mutantes de M. tuberculosis mostram um grau de protecdo igual ou superior ao
da BCG em camundongos e cobaias: AleuD (auxotrofia para leucina), ApanCD
(auxotrofia para pantotenato), AproC (auxotrofia para prolina), ApurC (auxotrofia
para purinas) e AtrpD (auxotrofia para triptofano) (Jackson et alii, 1999; Hondalus
et alii, 2000; Smith et alii, 2001; Sambandamurthy & Jacobs, 2005).

Linhagens mutantes atenuadas contendo dele¢cdes mdltiplas, em mais de
um gene, sdo candidatas ideais ao desenvolvimento de novas vacinas anti-TB por

dois motivos. Primeiro, a vacinagcdo pode induzir uma resposta imune maior e
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mais duradoura que a conferida pela BCG ou por mutantes auxotroficos de M.
tuberculosis a um Unico composto (Hernandez Pando et alii, 2006). Segundo, a
seguranca dessas linhagens € maior: como no minimo dois locos envolvidos na
viruléncia de M. tuberculosis possuem delecdes, a chance de reversao diminui
consideravelmente (Sambandamurthy & Jacobs, 2005). Recentemente, dois
duplos-mutantes promissores foram racionalmente criados em M. tuberculosis, e
ambos oferecem bons niveis de protecdo em modelos animais: AleuD ApanCD
(auxotrofia para leucina e pantotenato) e AlysA ApanCD (auxotrofia para lisina e
pantotenato) (Sampson et alii, 2004; Sambandamurthy et alii, 2005).

No entanto, deve-se mencionar que a constru¢do de mutantes em
micobactérias patogénicas por meio de troca alélica resulta em diversos tipos de
linhagens atenuadas, tendo sido proposto um sistema de classificacdo, de acordo
com as caracteristicas observadas durante seu crescimento in vivo (em
comparacao a linhagem selvagem M. tuberculosis H37Rv) (Hingley-Wilson et alii,
2003). Da mesma forma, é possivel que certos mutantes de M. tuberculosis
gerados de forma racional sejam hipervirulentos, o que foi detectado em mais de
um estudo (Parish et alii, 2003; Shimono et alii, 2003; Rao et alii, 2006).

Diversas outras melhorias e técnicas mais eficientes para a introducéo de
DNA exdgeno em micobactérias foram sendo progressivamente desenvolvidas e
estdo atualmente disponiveis, como, por exemplo, o pré-tratamento de moléculas
recombinantes com radiacdo ultravioleta (UV), o uso de micobacteriofagos em
experimentos de transducgéo especializada e novos sistemas de integracéo sitio-
especifica (Hinds et alii, 1999; Bardarov et alii, 2002; Murry et alii, 2005). Um dos

mais importantes avancos na area foi a recente utilizacdo, por trés grupos de
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pesquisa independentes, do repressor Tet em sistemas de expressao condicional
com tetraciclina (Blokpoel et alii, 2005; Carroll et alii, 2005; Ehrt et alii, 2005).
Variando a concentracdo de tetraciclina durante condi¢cdes experimentais
definidas, a regulacdo de certos genes p6de ser controlada em diferentes niveis,
0 que € um passo fundamental para o estudo de genes essenciais.

Anadlises de express@o génica global realizadas com M. tuberculosis em
modelos in vitro e in vivo, nos quais véarias condi¢cdes foram testadas (choque
térmico, hipoxia, limitacao de ferro, privacdo de nutrientes, tratamento com drogas
anti-TB, etc), possibilitaram a obtencdo de transcriptomas complexos e a
identificacdo de novos genes (Kendall et alii, 2004). Contudo, muitos desses
genes ndo tém funcao atribuida, e seu papel na interacdo patdégeno-hospedeiro
também €& desconhecido. A elucidacdo de suas funcBes representa o proximo
grande desafio na area de pesquisa em TB, e, para tal, o continuo melhoramento
de técnicas moleculares para a manipulacdo genética de M. tuberculosis e de

outras micobactérias é indispensavel (Murry & Rubin, 2005).

1.5. Corismato mutase

A via do chiquimato, presente em bactérias, fungos, plantas e parasitas do
filo Apicomplexa, constitui uma rota central no metabolismo de uma ampla série
de compostos, incluindo a biossintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina,
tirosina e triptofano. Elucidada por B. Davis, F. Gibson e D. Sprinson ha mais de
50 anos, é considerada um alvo molecular interessante para o desenvolvimento

de novas drogas antimicrobianas e herbicidas, pois ndo ocorre em animais
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(Gibson, 1999; Roberts et alii, 2002). As sete enzimas que a compdem realizam a
conversdo de eritrose-4-fosfato e fosfoenolpiruvato em corismato, seu produto
final e um precursor comum a sintese de aminoacidos aromaticos, folato,
benzoquinonas, naftoquinonas, sideroforos e outros metabdlitos secundarios que
contém o anel aromatico (Bentley, 1990; Herrmann & Weaver, 1999). No caso de
M. tuberculosis, em que a aquisicdo e o metabolismo de ferro sédo estritamente
regulados, os sideréforos sdo moléculas derivadas de salicilato, as micobactinas,
essenciais a multiplicacéo in vivo do bacilo (Rodriguez, 2006).

As enzimas da via do chiquimato (3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-
fosfato sintase, 3-desidroquinato sintase, 3-desidroquinato desidratase,
chiguimato desidrogenase, chiquimato quinase, 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato
sintase e corismato sintase) foram originalmente descobertas e estudadas em
bactérias, principalmente E. coli e Salmonella typhimurium (Herrmann & Weaver,
1999). Embora os substratos e produtos dessas enzimas — e, portanto, 0s
intermediarios da via — sejam idénticos em organismos procariéticos e
eucaridticos, € comum ocorrerem grandes variacdes na estrutura primaria e nas
propriedades bioquimicas das préprias enzimas, bem como na regula¢édo global
da via e de seus componentes (Figura 1.2).

A anotacdo do genoma de M. tuberculosis H37Rv revelou a existéncia de
sete genes aro com similaridade as enzimas da via do chiguimato de outras
bactérias, quatro dos quais agrupados em um mesmo operon (Cole et alii, 1998).
Posteriormente, todas as sete enzimas da via do chiguimato de M. tuberculosis
foram isoladas e caracterizadas (Oliveira et alii, 2001; Magalhdes et alii, 2002;

Rizzi et alii, 2005). Uma das particularidades, em M. tuberculosis, € a presenca de
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Figura 1.2. Via do chiguimato (em azul) e biossintese de compostos aromaticos a
partir do corismato em M. tuberculosis. A corismato mutase (CM) converte
corismato em prefenato, o qual serve de substrato a sintese de fenilalanina e
tirosina. Genes ja caracterizados ou atribuidos para cada etapa enzimatica foram
compilados do banco de dados TuberculList, e estdo indicados ao lado das setas.

PGL, glicolipideos fendlicos; p-HBADs, ésteres metilados de p-hidroxibenzoato.
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somente uma 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato sintase (a primeira
enzima da via), ao passo que, em outras bactérias, como E. coli, ocorrem trés,
uma para cada aminoacido aromatico (Pittard, 1996). Além disso, demonstrou-se
que o gene aroK, que codifica a chiqguimato quinase (a quinta enzima da via), é
essencial ao crescimento in vitro de M. tuberculosis: a inativacdo do alelo
cromossdmico s6 pbde ser efetuada quando, além de suplementacdo com
corismato e cinco compostos aromaticos no meio de selecdo, uma segunda cépia
funcional do gene estava presente (Parish & Stoker, 2002). Esse dado comprova
que a via do chiquimato é essencial em M. tuberculosis, ao contrario de outras
bactérias, em que genes aro podem ser inativados (O’Callaghan et alii, 1988).
Apesar de haver muitas ramificacbes a partir de cada intermediario
metabdlico da via do chiquimato, o corismato representa o principal ponto de
ramificacdo, dando origem a, como mencionado, fenilalanina e tirosina (via
prefenato), triptofano (via antranilato), cofatores de folato (via amino-
desoxicorismato), ubiquinonas (via p-hidroxibenzoato) e menaquinonas e
micobactinas (via isocorismato) (Roberts et alii, 2002) (Figura 1.2). Embora
aparentemente as linhagens de M. tuberculosis ndo sintetizem ubiquinonas,
recentemente demonstrou-se que a ORF Rv2949c codifica uma corismato
piruvato liase responsavel pela producdo de p-hidroxibenzoato, o qual é usado na
biossintese de ésteres metilados de p-hidroxibenzoato e glicolipideos fendlicos —
constituintes do envelope associados a patogenicidade (Stadthagen et alii, 2005).
A sintese dos derivados primarios de corismato é freqlentemente sujeita a
complexos mecanismos de regulacdo, em nivel transcricional, traducional e de

atividade enzimatica. E, muitas vezes, seus produtos finais (como os aminoacidos
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aromaticos, por exemplo) controlam a atividade das etapas iniciais da via do
chiguimato, pois a disponibilidade de corismato é limitada e seus niveis devem ser
mantidos em concentracdes adequadas durante varias condicdes ambientais
(Dosselaere & Vanderleyden, 2001).

Entre as enzimas que utilizam o corismato, destaca-se a corismato mutase
(CM), que catalisa a primeira etapa metabodlica na biossintese de fenilalanina e
tirosina. A CM realiza a conversdo intramolecular de corismato em prefenato,
sendo um raro exemplo de uma enzima que executa um tipo de reacédo periciclica
denominado rearranjo de Claisen (Guilford et alii, 1987) (Figura 1.3). Trata-se de
uma reacdo altamente exergbnica e essencialmente irreversivel, em que uma
ligacdo carbono-oxigénio é quebrada e uma ligacdo carbono-carbono € formada
(Kast et alii, 1997). A reacdo procede espontaneamente na auséncia de catélise
enzimatica, de forma coordenada (mas assincronica), passando de corismato a
prefenato via um estado de transicéo polar; além disso, a CM é capaz de acelerar
esse processo entre 10° e 10’ vezes (Copley & Knowles, 1985). Contudo, o
mecanismo pelo qual a enzima facilita o rearranjo de corismato a prefenato ainda

nao é totalmente compreendido (Zhang et alii, 2005).

COp- -0;C — ‘Och,'
o A, COr
S| | TS
=" 0" TCO,- Y
OH OH OH

Figura 1.3. Rearranjo de Claisen catalisado pela CM, resultando na formacéo de

prefenato (2), a partir de corismato (1), via um estado de transicéo (TS).
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Apoés a conversao de corismato em prefenato pela CM, o prefenato serve
de substrato a duas outras enzimas: prefenato desidratase, que o converte a
fenilpiruvato, e prefenato desidrogenase, que o converte a 4-hidroxifenilpiruvato.
Na sequéncia, fenilpiruvato e 4-hidroxifenilpiruvato séo transaminados por
aminotransferases especificas, resultando na formacéo de fenilalanina e tirosina,
respectivamente (Pittard, 1996).

Em geral, com base na estrutura protéica, as CMs sao divididas em duas
classes principais: classe AroH, que compreende CMs com estrutura trimérica do
tipo pseudo a/B barril, e classe AroQ, que compreende CMs com estrutura
predominantemente dimérica e formada apenas por a-hélices (Dosselaere &
Vanderleyden, 2001). Os protétipos da classe AroH, relativamente mais rara na
natureza, sdo as proteinas AroH de B. subtilis e AroH de Thermus thermophilus
(Chook et alii, 1993; Chook et alii, 1994; Helmstaedt et alii, 2004). Os principais
representantes da classe AroQ, consideravelmente mais abundante, sdo o
dominio CM da proteina bifuncional PheA (CM-prefenato desidratase, P-proteina
ou AroQ,) de E. coli, EcCM, e a proteina AroR de Saccharomyces cerevisiae,
ScCM (Lee et alii, 1995a; Strater et alii, 1997). Embora as proteinas AroH e AroQ
catalisem a mesma reacdo enzimatica, possuem similaridade de sequiéncia muito
baixa entre si e estruturas tridimensionais totalmente diferentes. Os sitios ativos
de ambas as classes de CMs sédo, no entanto, funcionalmente similares, o que
indica origens independentes e um processo de evolucao convergente (Calhoun
et alii, 2001; Dosselaere & Vanderleyden, 2001).

A EcCM, o protdtipo da classe AroQ, é um dimero entrelacado composto

por duas subunidades de trés a-hélices cada (Lee et alii, 1995a). J& a ScCM é
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uma versdo mais elaborada da dobra polipeptidica caracteristica da classe AroQ,
pois cada subunidade do dimero (que, acredita-se, tenha se originado da
duplicacdo de um gene aroQ primordial) possui 12 a-hélices. Cada polipeptideo
da ScCM forma um dominio catalitico Unico, que se sobrepde de forma
aproximada a estrutura correspondente da EcCM, mas ha, adicionalmente, um
dominio regulatério, ao qual se ligam, na interface do dimero, os efetores
alostéricos tirosina ou triptofano (Xue et alii, 1994). A EcCM nao é regulada
alostericamente, uma vez que faz parte, na verdade, da proteina bifuncional
PheA, que tem atividade de CM e prefenato desidratase e um dominio regulatério
na por¢cdo C-terminal, estando envolvida na biossintese de fenilalanina (Zhang et
alii, 1998). Em E. coli ocorre, também, a proteina bifuncional TyrA, que tem
atividade de CM e prefenato desidrogenase e esta envolvida na biossintese de
tirosina (Dosselaere & Vanderleyden, 2001).

A descoberta de CMs monofuncionais da classe AroQ, nao fusionadas a
outras proteinas (como no caso das proteinas PheA e TyrA de E. coli), teve inicio
com a identificacdo da CM periplasmatica de Erwinia herbicola (que também
possui proteinas PheA e TyrA homodlogas as de E. coli) (Xia et alii, 1993).
Posteriormente, a medida que o seqlenciamento de genomas bacterianos foi
avancando, verificou-se que muitas outras espécies apresentavam genes aroQ
codificadores de CMs monofuncionais (Gu et alii, 1997; MacBeath et alii, 1998;
Calhoun et alii, 2001). Na verdade, o gene aroQ exemplifica um caso interessante
de fusdo a outros genes que codificam enzimas da via de biossintese dos
aminoacidos aromaticos e da via do chiquimato. Assim, em E. coli e na maioria

das Proteobacteria, o gene aroQ se encontra fusionado aos genes pheA e tyrA,
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formando, como acima mencionado, as proteinas bifuncionais PheA (ou AroQy) e
TyrA (ou AroQy). Em Clostridium acetobutylicum, o gene aroQ esta fusionado ao
da chiquimato desidrogenase. Em B. subtilis, 0 gene aroQ esta fusionado ao da 3-
desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato sintase, o que também ocorre em
Staphylococcus aureus e outras bactérias (Calhoun et alii, 2001). E, como é o
caso de E. herbicola e outras espécies, mdultiplos paradlogos do gene aroQ
ocorrem em um mesmo organismo (Xia et alii, 1993).

Desta maneira, as espécies de bactérias organizam as rotas biossintéticas
de corismato a fenilalanina e tirosina de forma diferenciada, utilizando proteinas
monofuncionais e/ou bifuncionais. O significado dessa organizacdo gendmico-
funcional ainda ndo esta claro, mas pode estar relacionado a regulacdo do pool
intracelular de corismato, jA que a via do chiquimato (e a biossintese dos
aminoacidos aromaticos) € extremamente custosa em termos energeéticos —
implicando mecanismos de controle e otimizacdo enzimatica (Dosselaere &
Vanderleyden, 2001). Mas, como observa Calhoun et alii (2001), a distribui¢éo
filogenética erratica das proteinas AroQ pode ter origem em diversos eventos,
como perda génica em massa, transferéncia horizontal e evolugéo independente
de certos dominios protéicos. E, apesar de 0s genes aroQ exibirem baixa
similaridade de seqiéncia entre si, apontam para uma origem comum.

De qualquer forma, o fato mais notavel em relacdo as CMs monofuncionais
da classe AroQ foi a identificacdo de versdes periplasméaticas dessas enzimas em
espécies como E. herbicola, S. typhimurium e Pseudomonas aeruginosa (Xia et
alii, 1993; Calhoun et alii, 2001). Trata-se de uma situagdo incomum, pois, ao

contrario de Methanococcus jannaschii, em que ocorre apenas uma CM mono-
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funcional citoplasmatica, as trés espécies anteriores possuem CMs bifuncionais
citoplasmaticas (MacBeath et alii, 1998). A localizacdo espacial dessas CMs
monofuncionais (denominadas *AroQ para indicar que sao exportadas) €
intrigante, uma vez que o periplasma € um ambiente celular mais oxidante que o
citoplasma e as rotas conhecidas de biossintese de fenilalanina e tirosina ocorrem
neste ultimo. Contudo, € possivel que haja rotas biossintéticas alternativas desses
aminoacidos, ou que as proteinas *AroQ interajam com vias diferentes. Também
interessante é a presenca de proteinas *AroQ em bactérias patogénicas (como S.
typhimurium) e nematddeos (que ndo possuem a via do chiquimato) (Lambert et
alii, 1999; Calhoun et alii, 2001; Bekal et alii, 2003).

Como relatado no presente trabalho e de forma independente por Prakash
et alii (2005) e Sasso et alii (2005), M. tuberculosis também apresenta uma CM
monofuncional, da classe AroQ e provavelmente exportada, como originalmente
previsto por Calhoun et alii (2001). Além disso, M. tuberculosis apresenta uma

outra CM, também monofuncional, mas de localizacao citoplasmatica.

1.6. Fosforilase de nucleosideos purinicos

Os nucleotideos de purinas podem ser sintetizados de novo, a partir de
precursores simples, ou derivados de purinas exdgenas, por meio da via de
salvamento das purinas. Na biossintese de novo dos nucleotideos de purinas, a
formacdo de AMP e GMP a partir de IMP, seu precursor comum, ocorre por vias

separadas e é irreversivel. No entanto, na via de salvamento das purinas, 0s

nucleotideos de adenina e guanina (e seus derivados) podem ser interconvertidos

64



por meio de IMP. Os compostos de adenina podem ser convertidos em
nucleotideos de guanina via duas rotas metabdlicas, enquanto uma Unica enzima
catalisa a conversdo de GMP em IMP (Figura 1.4). Em E. coli, essas conversdes
sdo importantes para a manutencgéo do equilibrio entre os pools dos nucleotideos
de adenina e guanina, principalmente quando compostos de adenina e guanina

estédo presentes no meio de cultura (Zalkin & Nygaard, 1996).

add

AdR —™ > HxdR

\ GdR
deoD \
deoD Hx deoD
X G
deoD deoD
A deoD / /
A \ add
AR — > HxR hpt GR ™
gpt gpt hpt
amn
gsk gsk
v
purB sSucinil- purA guaB guaA

AMP «—— AMP ¢ IMP —> XMP — > GMP

N f1

ADP guas

N f

Biossintese
>
ATP AICAR <:| de novo

Figura 1.4. Via de salvamento das purinas em E. coli, em que os nucleotideos de
adenina (A) e guanina (G) sao intercovertidos via IMP. As enzimas estdo
identificadas por seus respectivos genes, com destaque para add (adenosina
desaminase), deoD (fosforilase de nucleosideos purinicos) e hpt (hipoxantina
fosforribosiltransferase). Hx, hipoxantina; X, xantina. Os ribonucleosideos e

desoxirribonucleosideos estéo identificados por R e dR, respectivamente.
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A fosforilase de nucleosideos purinicos (PNP) € uma das enzimas centrais
na via de salvamento das purinas, catalisando a clivagem da ligacédo glicosidica
de ribonucleosideos e desoxirribonucleosideos na presenca de fosfato inorganico
(P;) e formando, como produtos, a respectiva base purinica e (desoxir)ribose-1-

fosfato, conforme a seguinte reacao reversivel:

nucleosideo de purina + P; - base purinica + ribose-1-fosfato

Termodinamicamente, a constante de equilibrio favorece a sintese de
nucleosideos. Adenosina, guanosina, inosina e o0s desoxirribonucleosideos
correspondentes sdo os substratos da PNP, e a enzima opera por um mecanismo
sequencial, em que o nucleosideo, P; e ribose-1-fosfato se ligam em ordem
randémica e a base purinica se liga apos a ribose-1-fosfato (Zalkin & Nygaard,
1996). Entretanto, in vivo, a reacéo de fosforolise catalisada pela PNP (codificada
pelo gene deoD) é favorecida em detrimento a reacdo de sintese, devido ao
acoplamento com mais duas reacdes enzimaticas, catalisadas pela adenosina
desaminase (codificada pelo gene add) e pela hipoxantina fosforribosiltransferase
(codificada pelo gene hpt) (Figura 1.4).

Em E. coli e S. typhimurium, a via de salvamento das purinas desempenha
varias funcbes, entre as quais a captacdo de bases e nucleosideos exdgenos
para a biossintese de nucleotideos e a reutilizacdo de bases e nucleosideos
gerados pela reciclagem intracelular de nucleotideos. Uma terceira fungdo é
catabdlica: as por¢cbes pentose dos nucleosideos exdgenos e 0S grupos amino

dos compostos de adenina podem servir como fonte de carbono e nitrogénio,
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respectivamente, sendo que, quando ha disponibilidade de bases e nucleosideos
exdgenos no meio de cultura, todas as enzimas relacionadas ao catabolismo de
nucleosideos sao induzidas. Além disso, mutantes auxotréficos para a via,
bloqueados na sintese de IMP, podem ser suplementados — com eficiéncia
variavel, dependendo da espécie — com diversos compostos de purinas,
evidenciando a complexidade desta rota (Zalkin & Nygaard, 1996).

Em M. tuberculosis, homélogos as enzimas da via de salvamento das
purinas foram identificados no genoma, mas, até o momento, poucos genes e
proteinas foram experimentalmente estudados (Cole et alii, 1998). A PNP de M.
tuberculosis é uma proteina de 268 aminoacidos e massa molecular de 80 kDa,
sendo um trimero em solucdo, a semelhanca da PNP humana, mas diferente-
mente das enzimas de E. coli e S. typhimurium, de estrutura hexamérica (Basso
et alii, 2001). A estrutura cristalina da PNP de M. tuberculosis, complexada com o
inibidor imucilina-H e P;, foi determinada por Shi et alii (2001), representando um
passo fundamental ao desenvolvimento de novas drogas anti-TB, uma vez que a
enzima tem um papel central na via de salvamento das purinas.

Acredita-se que a inibicdo da atividade da PNP de M. tuberculosis leve ao
acumulo de nucleotideos de guanina, uma vez que 0s genes da guanilato quinase
(gmk, Rv1389) e da nucleosideo difosfato quinase (ndkA, Rv2445c) estdo
presentes no genoma do bacilo (Basso et alii, 2001). Nesse caso, o acumulo de
guanina prejudicaria 0 metabolismo celular, pois outra enzima, a ppGpp sintetase
ou RelA, é capaz de usar GTP como substrato para a formacado de ppGpp
(tetrafosfato de guanosina), o principal efetor da chamada ‘resposta severa’. A

resposta severa ou stringent response € um conjunto de adaptagdes fisiologicas,
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mediado por ppGpp, que se caracteriza pela subita repressdo da sintese de
acidos nucléicos e proteinas e pela simultanea ativacdo da degradacdo de
proteinas e sintese de aminoacidos (Cashel et alii, 1996; Chatterji & Ojha, 2001).
Trata-se de um fendbmeno metabdlico complexo, observado em diversas espécies
de bactérias em resposta a deficiéncia de aminoacidos e outros nutrientes, bem
como a situacbes ambientais que temporariamente interrompem o crescimento
bacteriano (Magnusson et alii, 2005; Braeken et alii, 2006).

O acumulo de guanosina hiperfosforilada € a caracteristica mais marcante
da resposta severa, e, como mencionado, esse nucleotideo é sintetizado pela
fosforilacdo enzimatica de GDP e GTP a ppGpp e pppGpp (pentafosfato de
guanosina), respectivamente, utilizando ATP como doador de fosfato. Em
condi¢gdes ‘normais’, de crescimento favoravel, o nivel basal de pppGpp e ppGpp
€ mantido em estado estacionario nas células bacterianas pela atividade das
enzimas RelA e SpoT — ou, em certas espécies, somente por RelA (Chatterji &
Ojha, 2001). Em condi¢cdes de estresse nutricional, pppGpp € convertido em
ppGpp, iniciando efeitos regulatérios globais que levam a uma resposta
adaptativa e permitem as células bacterianas resistir ao estresse. Além disso, a
resposta severa também parece estar implicada em eventos de sinalizacao entre
as populagdes bacterianas que se encontram em condicfes de alta densidade
celular e baixa disponibilidade de nutrientes (Braeken et alii, 2006).

Os mecanismos pelos quais o ppGpp exerce seus efeitos regulatérios
ainda ndo sédo totalmente conhecidos, mas sabe-se que, em E. coli, as moléculas
de ppGpp se ligam as subunidades 3 e B’ da RNA polimerase, afetando, portanto,

a transcricdo génica. Ocorre tanto a regulacéo negativa como a regulacao positiva
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de certos genes; desse modo, genes relacionados ao crescimento (RNAs
estaveis, proteinas ribossémicas, biossintese de lipideos, etc) sédo reprimidos, e
genes relacionados a sobrevivéncia ao estresse (rpoS, proteinas de estresse,
biossintese de aminoéacidos, etc) sdo ativados (Magnusson et alii, 2005).

O acumulo de ppGpp foi demonstrado em M. tuberculosis e M. smegmatis,
em que ocorre a proteina bifuncional RelA (Avarbock et alii, 1999; Ojha et alii,
2000). Ojha et alii (2000) também observaram que o acumulo de ppGpp em
células de M. smegmatis submetidas a estresse nutricional (deficiéncia de glicose)
era acompanhado de mudancas morfolégicas: as colénias se apresentavam
arredondadas, e ndo curvadas. Isso 0s levou a sugerir que a resposta severa
poderia ser importante a fase de laténcia de M. tuberculosis no hospedeiro
humano, quando os bacilos notoriamente assumem morfologia alterada.
Concomitantemente, Primm et alii (2000) demonstraram que um mutante de M.
tuberculosis deficiente na producdo de RelA ndo acumulava ppGpp e era muito
menos apto que a linhagem selvagem a sobreviver a estresse nutricional in vitro
por longos periodos, indicando que a resposta severa era, de fato, importante a
laténcia do patégeno. Dahl et alii (2003) analisaram a histopatologia e o perfil de
expressao génica deste mesmo mutante em camundongos, comprovando que a
resposta severa é critica a sobrevivéncia de M. tuberculosis durante a laténcia.
Além disso, esses Ultimos autores observaram que alguns dos mais potentes
antigenos micobacterianos (como FbpA, FbpB e FbpD) podem estar sob controle
direto dos niveis intracelulares de ppGpp.

Como no interior dos granulomas, durante a fase de laténcia, a

disponibilidade de nutrientes (e consequentemente energia) € menor, muitas vias
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anabdlicas se encontram total ou parcialmente reprimidas, obrigando M.
tuberculosis a fazer uso de reservas e rotas de reciclagem que n&o exijam etapas
enzimaticas complexas. Desta maneira, a inibicdo da PNP, com conseqientes
efeitos sobre a via de salvamento das purinas, poderia interferir no estado de
laténcia de M. tuberculosis, em maior ou menor grau.

Cabe ainda mencionar que o gene deoD de M. tuberculosis provavelmente
faz parte de um operon de dois genes com o gene pmmB, que codifica uma
fosfomanomutase (Cole et alii, 1998). As fosfomanomutases sdo enzimas
responsaveis pela conversdo de manose-6-fosfato em manose-1-fosfato, a qual €
subsequentemente utilizada na sintese de GDP-manose, uma molécula
fundamental a producdo de lipoarabinomanano, lipomanano e manosideos de
fosfatidilinositol — glicoconjugados abundantes no envelope das micobactérias e
que estdo envolvidos na interacdo de M. tuberculosis com os macréfagos
humanos (McCarthy et alii, 2005). Assim, a transcricdo acoplada de deoD e

pmmB representaria um mecanismo de otimizacdo metabdlica.

1.7. Objetivos

O objetivo geral na realizacdo deste trabalho foi construir e caracterizar
mutantes definidos de M. tuberculosis e M. smegmatis por troca alélica, a fim de
compreender o papel biolégico de genes relevantes ao metabolismo dessas
micobactérias e validar seus respectivos produtos como alvos em potencial para o
desenvolvimento de futuras drogas e/ou vacinas anti-TB. Também pretendeu-se

estabelecer e consolidar a tecnologia de manipulacdo genética de micobactérias
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patogénicas e ndo patogénicas no Brasil, atualmente inexistente e de importancia
ao avanco da micobacteriologia molecular.

Os obijetivos especificos deste trabalho foram:

1. construir e caracterizar mutantes para o0s genes aroQ (CM
citoplasmatica) e *aroQ (CM periplasmatica), envolvidos na biossintese
de aminoacidos aromaticos em M. tuberculosis;

2. construir e caracterizar mutantes para 0s mesmos genes em M.
smegmatis, e realizar estudos gendmicos comparativos entre as regides
gue contém os genes de CM em micobactérias;

3. identificar, clonar e expressar, em E. coli, os genes aroQ e *aroQ de M.
tuberculosis e M. smegmatis, a fim de realizar estudos bioquimicos e
comprovar sua atividade de CM,;

4. clonar, em vetor de integracdo especifico, a regido promotora de cada
gene de CM e do operon fbpB de M. tuberculosis, a fim de testar sua
possivel atividade promotora;

5. construir e caracterizar um mutante para o gene deoD, envolvido na via
de salvamento das purinas em M. tuberculosis;

6. construir e caracterizar um mutante para o potencial gene deoD de M.

smegmatis, envolvido na via de salvamento das purinas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Linhagens bacterianas e meios de cultura

A linhagem Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 25618), a linhagem
Mycobacterium smegmatis mc?155 (ATCC 700084) e linhagens laboratoriais
derivadas de Escherichia coli K-12 e Escherichia coli B estdo descritas na Tabela
2.1. As linhagens mutantes derivadas de M. tuberculosis H37Rv e M. smegmatis
mc?155, construidas neste trabalho, estdo devidamente descritas nos itens 3.1.4,

3.2.4,3.3.2 (Tabela 3.6), 3.4.2 e 3.5.2.

Tabela 2.1. Linhagens bacterianas usadas no presente estudo.

Linhagem bacteriana Descricdo® Referéncia

E. coli BL21(DES3) Cepa para expressao de proteinas Novagen

E. coli BL21(DES3) Star Cepa para expressao de proteinas Invitrogen

E. coli DH5a Cepa para clonagem de DNA, recAl Estoque laboratorial
E. coli DH10B Cepa para clonagem de DNA, recAl Estoque laboratorial
E. coli TOP10 Cepa para clonagem de DNA, recAl, Kan' Invitrogen

E. coli XL1-Blue Cepa para clonagem de DNA, recAl, Tet' Stratagene

M. smegmatis mc“155 Cepa laboratorial de alta transformacdo, wt  Snapper et alii (1990)
M. tuberculosis H37Rv Cepa laboratorial virulenta, wt ATCC 25618

wt, tipo selvagem

Todas as manipulacfes gerais de biologia molecular foram realizadas em
derivados de E. coli K-12. A linhagem M. tuberculosis H37Rv (manipulada em
laboratério de contencdo NB-3, segundo protocolos operacionais padronizados)
foi usada como fonte de DNA gendmico e nos experimentos de recombinagéo

homéloga. A linhagem M. smegmatis mc®155 foi usada como fonte de DNA
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gendmico, nos experimentos de recombinacdo homodloga e na andlise da
atividade promotora de genes de M. tuberculosis.

M. tuberculosis e M. smegmatis foram crescidas em meio liquido
Middlebrook 7H9 (Difco) e em meio solido Middlebrook 7H10 (Difco)
suplementados com 10% (v/v) de OADC (Becton Dickinson). Tween-80 foi
acrescentado as culturas liquidas na concentracdo de 0,05% (w/v), para evitar a
formacéo de agregados celulares. Nos experimentos de recombinacdo homologa,
canamicina (Kan) foi usada a 20 pg/ml, higromicina (Hyg) a 100 pg/ml (M.
tuberculosis) ou 50 pg/ml (M. smegmatis), X-Gal a 50 pg/ml e sacarose a 2% (w/v)
(M. tuberculosis) ou 5-10% (w/v) (M. smegmatis). Aminoacidos ultrapuros (e nao
casaminoacidos) e outros suplementos (Sigma) foram adicionados em
concentracdes especificas, dependendo do experimento.

M. smegmatis também foi rotineiramente crescida em meio Lemco liquido e
sélido, contendo 5 g/l de p6 de Lemco (Oxoid), 5 g/l de NaCl e 10 g/l de
bactopeptona, ao qual se adicionou 0,05% (w/v) de Tween-80 (meio liquido) ou 15
g/l de agar (meio sélido). Outros meios de cultura utilizados para M. smegmatis
foram M9 (Sigma-Aldrich) suplementado com 20 mM de glicose e meio minimo
para micobactérias suplementado com 0,02% (w/v) de glicose, adaptado de
Mahenthiralingam et alii (1993) e Parish et alii (1997).

As linhagens de E. coli foram crescidas em meio LB liquido e solido, em
concentracbes de 100 pg/ml de ampicilina (Amp), 50 pg/ml de canamicina, 50
pg/ml de carbenicilina (Cb), 20 pg/ml de estreptomicina (Sm), 10 pg/ml de
gentamicina (Gm), 50 ug/ml de higromicina e/ou 20 pg/ml de tetraciclina (Tet).

Todas as culturas foram incubadas a 37°C, exceto se indicado ao contrario.
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2.2. Extracao de DNA genémico de micobactérias

Células de M. tuberculosis H37Rv foram semeadas e crescidas em meio
sélido Lowenstein-Jensen por aproximadamente 3 a 4 semanas a 37°C (Allen,
1998). Apés, foram cuidadosamente coletadas em capela de biosseguranca,
transferidas a tubos de ensaio lacrados e inativadas a 80°C por 1 h. O método
empregado para a obtencdo de DNA gendmico utilizou pérolas de vidro, lisozima,
proteinase K, extracdo com fenol/cloroférmio e precipitacdo com etanol absoluto a
-20°C (van Helden et alii, 2001). O resultado foi a obtencdo de DNA gendmico de
alta qualidade (concentragcéo aproximada de 460 ng/ul), o qual foi estocado a 4°C
e utilizado nas amplificacdes por PCR.

Células de M. smegmatis mc?155 foram semeadas e crescidas em meio
sélido Lemco por aproximadamente 3 a 4 dias a 37°C. Apos, foram coletadas,
ressuspendidas em 1 ml de tampé&o GTE (glicose 50 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8,0
e EDTA 10 mM) e processadas segundo o protocolo de preparacdo de DNA

gendmico de micobactérias de Larsen (2000), adaptado de Connell (1994).

2.3. Plasmideos e extracdo de DNA plasmidial

Os plasmideos usados no presente trabalho estéo listados na Tabela 2.2.
Somente os plasmideos citados na Secdo 3 (RESULTADOS E DISCUSSAO)
estdo listados. Foram omitidos os plasmideos recombinantes referentes a
clonagens realizadas nos vetores pCR-Blunt (Invitrogen) e pGEM-T Easy

(Promega), os quais foram utilizados para a ligacao de produtos de PCR contendo
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extremidades blunt (amplificados com Pfu ou Pfx DNA polimerase e clonados em

pCR-Blunt) ou com 3’-A (amplificados com Taqg/Tgo DNA polimerase e clonados

em pGEM-T Easy).

Para a extracdo de DNA plasmidial de alta qualidade e em alta

concentracdo, necessario a eletroporacao eficiente de micobactérias, utilizou-se o

kit comercial QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). Para a extracdo rotineira de DNA

plasmidial, utilizou-se o kit Wizard Plus SV DNA Purification System (Promega) e

também o método de preparacdo de DNA plasmidial por lise alcalina descrito em

Sambrook & Russell (2001).

Tabela 2.2. Plasmideos usados no presente estudo.

Plasmideo® Descricéo” Referéncia
p1NIL Vetor bifuncional E. coli-micobactérias, Kan' Parish & Stoker (2000)
p2NIL Vetor bifuncional E. coli-micobactérias, Kan' Parish & Stoker (2000)

p2NIL+aroQC3
p2NIL+aroQP1
p2NIL+COCA5
p2NIL+COCO1
p2NIL+COPA3
p2NIL+CHOC1
p2NIL+CHOP1

p2NIL+deoD1697
p2NIL+deoDB5
p2NIL+deoDLR1.8 D1
p2NIL+deoDLR1.8 D6

p2NIL+DODO
p2NIL+POP1
PAPA3

pAPA3+aroQPC5

pCR-Blunt
pET-23a(+)

pET-23a(+)-aroQC1
pPET-23a(+)-aroQP25
pET-23a(+)-msmCMC1
pET-23a(+)-msmCMP1

pGEM-T Easy
pGOAL17
pGOAL19
pINT3

pINT3+aroQCC3
pINT3+deoDC1

pSM128
pSM128-aroQr

DNA flanqueador (3 kb) MTB aroQ em p2NIL
DNA flanqueador (3 kb) MTB *aroQ em p2NIL
p2NIL+aroQC3 + cassete de Pacl (pGOAL19)
DNA flanqueador (2 kb) MSM aroQ em p2NIL
p2NIL+aroQP1 + cassete de Pacl (pGOAL19)
p2NIL+COCOL1 + cassete de Pacl (pGOAL19)
p2NIL+POP1 + cassete de Pacl (pGOAL19)
DNA flanqueador (2 kb) MSM deoD em p2NIL
DNA flanqueador (1,8 kb) MTB deoD em p2NIL
p2NIL+deoDB5 + cassete de Pacl (pGOAL19) d
p2NIL+deoDB5 + cassete de Pacl (pGOAL19) r
p2NIL+deoD1697 + cassete de Pacl (pGOAL19)
DNA flanqueador (2 kb) MSM *aroQ em p2NIL
Vetor de complementag&o (Ppspso), GmM'

CS (612 bp) de MTB *aroQ em pAPA3

Vetor de clonagem, Kan'

Vetor de expressao procaritico, Amp' (Ch")

CS de MTB aroQ (315 bp) em pET-23a(+)

CS de MTB *aroQ (501 bp) em pET-23a(+)

CS de MSM aroQ (315 bp) em pET-23a(+)

CS de MSM aroQ (486 bp) em pET-23a(+)
Vetor de clonagem TA, Amp'

Vetor micobacteriano, lacZ, sacB, Amp'

Vetor micobacteriano, lacZ, sacB, Amp' Hyg'
Vetor de complementagéo integrativo, Gm'

P + CS (568 bp) de MTB aroQ em pINT3

P + CS (1,3 kb) de MTB deoD em pINT3

Vetor repdrter integrativo, lacZ, Sm'

250 bp upstream a MTB aroQ em pSM128

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

T. Parish

Este trabalho
Invitrogen

Novagen

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Promega

Parish & Stoker (2000)
Parish & Stoker (2000)
Parish et alii (2001)
Este trabalho

Este trabalho
Dussurget et alii (1999)
Este trabalho
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pSM128-aroQd
pSM128-*aroQd
pSM128-*aroQr
pSM128-fbpBd
pSM128-fbpBr

250 bp upstream a MTB aroQ em pSM128

267 bp upstream a MTB *aroQ em pSM128 (P2)
267 bp upstream a MTB *aroQ em pSM128 (P2)
215 bp upstream a MTB fbpB em pSM128 (P1)
215 bp upstream a MTB fbpB em pSM128 (P1)

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

®Somente os plasmideos citados na Secdo 3 (RESULTADOS E DISCUSSAO) estdo listados,
sendo omitidos os plasmideos recombinantes referentes a clonagem inicial de produtos de PCR
nos vetores pCR-Blunt e pGEM-T Easy. d, orientacao direta; r, orientacéo reversa.

°Cs, regido codificante; P, promotor.

2.4. Primers e amplificacdo por PCR

Os oligonucleotideos sintéticos ou primers (Invitrogen) utilizados na

amplificacdo por PCR, na clonagem molecular e no seqienciamento automatico

de fragmentos de DNA de M. tuberculosis e M. smegmatis estdo listados na

Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Primers usados no presente estudo.

Primer Seqiiéncia (5’ — 3’)° Uso”

AROQC1 ACcatatgAGACCAGAACCCCCACATCACG Clonagem MTB aroQ
AROQC2 GTggatccTCAGTGACCGAGGCGGCCCC Clonagem MTB aroQ
aroQcl CCaagcttGGAATACCGGCGCGGATCAGC p2NIL+COCA5
aroQc2 atgagaccagaacccccacatggcaggggccgcctcggtcactaa  p2NIL+COCAS
aroQc3 ttagtgaccgaggcggcccctgccatgtgggggttctggtctcat p2NIL+COCA5
aroQc4 GGaagcttCCGCGTCGGCATAGTGGCGC p2NIL+COCA5
AROQC5 GATCAACTCGTTCTTCAG Seq p2NIL+COCA5
AROQC6 CCCTCATGCACGACCGCC Seq p2NIL+COCA5
AROQC7 CAGCTCTTGGGCCATATC Seq p2NIL+COCA5
AROQCS8 AGTTATCGTGCTCGGCGG Seq p2NIL+COCA5
AROQCAN1 TCCcccgggCCAATTTTGGGTGCACTTTT Andlise P MTB aroQ
AROQCAN?2 TCCcccgggGGTTCATGGCTGCTAACTCC Andlise P MTB aroQ
AROQcC1 GCgaattcACCCAATTTTGGGTGCACT pINT3+aroQCC3
AROQcC2 GCgaattc TCAGCGCAGCGATGCAGAA pINT3+aroQCC3
AROQCS1 GTCGCGTGCACACTCATGT Screening mut MTB aroQ
AROQCS2 CGAATACCGGCAGGTGTATATC Screening mut MTB aroQ
aroQpl CGggatccCGCGGTGAACGCAAGTTCGGC p2NIL+COPA3
aroQp2 ttgcttacccgtccacgtgagtgccaggcecctaccgecggcectga p2NIL+COPA3
AROQP2a CGcatatgGACGGCACCAGCCAGTTAGCC Clonagem MTB *aroQ
AROQP2b CGggatccTCAGGCCGGCGGTAGGGCC Clonagem MTB *aroQ
aroQp3 tcaggccggcggtagggcectggcactcacgtggacgggtaagcaa  p2NIL+COPA3
aroQp4 CCggatccGTAACGTCGACGGCGCGGGCC p2NIL+COPA3
AROQP5 GCCGCGACATCAAGGTTC Seq p2NIL+COPA3
AROQP6 CCTGATCGGCCTCGCGAT Seq p2NIL+COPA3
AROQP7 AGGCCAGAGGCGGCGCCG Seq p2NIL+COPA3
AROQPS8 GCGTCAAACGATAATGCC Seq p2NIL+COPA3
AROQPAN1 CCGcccgggGATTCTGAGAAATCCGCGATA Analise P MTB fbpB
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AROQPAN2
AROQPAN3
AROQPAN4
aroQp2Hnt
aroQp3Hct
AROQpC1
AROQpC2
AROQPS1
AROQPS2
DEODC1
DEODC?2
DEODJ2
DEODJ3
DEODL1
DEODL200
DEODL400
DEODL600
DEODR4
DEODR200
DEODRA400
DEODRG600
DEODS1
DEODS2
M13 uni (-21)
M13 rev (-29)
MS DEODS1
MS DEODS2
MSM CMC3
MSM CMC4
MSM CMP1
MSM CMP4
MSM COCO1
MSM COCO2
MSM COCO3
MSM COCO4
MSM COSY1
MSM COSY2
MSM DODO1
MSM DODO2
MSM DODO3
MSM DODO4
MSM POPO1
MSM POPO2
MSM POPO3
MSM POPOA4
MSM POSE1
MSM POSE2
pNILmcs1
pNILmcs2
pNILmcs3
POP1

SP6

SPLAT3

T7

T7 term

CCGcccgggGAATCTTTCGGCTCACGTCT
GTTcccgggGAACTTCGTTCGTAGCAGCA
CAGcccgggGCCTAGTGGTGCAATCAGC
CGGaagcttACGTGGACGGGTAAGCAA
CGGaagcttGCCCTACCGCCGGCCTGA
GGttaattaaGAAGGGTTGCTTACCCGT
TGttaattaaGATTGATCAGGCCGGCGG

TCgaattcCTCAGCCAGTGCCAGCGC
CAgaattcGGCTGAACCGCGCTTTCA
ctcgcccagtgtggctgacccgatcgeccggttctaagccgtga
tcacggcttagaaccgggcgatcgggtcagccacactgggcgag
CAggatccCCTCCAAGGCTGGCAGCAACG
TCCGATTCGACCGCACGC
TTCCTTACCCCGATAGCG
CCTCAGCCAGTGCCAGCG
CCctgcagCTGGTTTCCGGCGGCGACGC
GCGGTGGCACGGGTGCTC
TGGGATACAGATCACGGC
TCCAGCGTGCGGCCGGGG
GTACTCGGCGCACACTCCGACA
GCAGAAGCAGCACGGAAAAACCT
TGTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGACC
CGGCAGCGCGTCGTACTCGGCACAG
GCCGGGCATTTCCTGGAGCGGTGG
TCTcatatgAGGCCCGATCACCGGATG
GCggatccTCAGTACCCGAGGCGG
CCcatatgGACGACGCGAGCCCGCTG
TGTggatccTCATCGGCAGTACGAATGCGT
CTaagcttCCAGCACGTACTGCGCATGG
CGgaattcGATGGTCTCAGGCATGTGAG
CGgaattcGGCCGCCTCGGGTACTAGCGCTCG
AAgcggccgcGCGCTGGCGGCCACAG
AGCACGGCAGTCTTTCCCGAAC
AACGCCAAGCTCAACCCCAAC
CAaagcttCCGGCAGTGGTTCCCGTCC
CCatcgatCGCCTGGCTCGAGGTATGC
CCatcgatGCGCTGCTCGCTTCAGTCATC
GTggatccGCGAGATCATCAGGGTGTAGGG
ACggatccCACCCCGCCCGACAGGGC
GGaagcttCGCAACCGAAGCGAGCACCGTT
GGaagcttACGCATTCGTACTGCCGATGAGGC
GCggtaccCACCGCGCCCGCAGGC
CGGGTTGACCACCAAGCTCAACGAG
ACCGTGCGGTCGTATTCGGGTCCG
GACGGTGCCGAGGATGACG
CTGCGCGCTGCGCAGGGCT
AACGCGTATTCAGGCTGACC

CATTTAGGTGACACTATAG

TAATACGACTCACTATAGGG
GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Andlise P MTB fbpB
Analise P MTB *aroQ
Analise P MTB *aroQ
p2NIL+COPA3
p2NIL+COPA3
pAPA3+aroQPC5
pPAPA3+aroQPC5
Screening mut MTB *aroQ
Screening mut MTB *aroQ
pINT3+deoDC1
pINT3+deoDC1
p2NIL+deoDLR1.8
p2NIL+deoDLR1.8
p2NIL+deoDLR1.8

Seq p2NIL+deoDLR1.8
Seq p2NIL+deoDLR1.8
Seq p2NIL+deoDLR1.8
p2NIL+deoDLR1.8

Seq p2NIL+deoDLR1.8
Seq p2NIL+deoDLR1.8
Seq p2NIL+deoDLR1.8
Screening mut MTB deoD
Screening mut MTB deoD
Seq derivados pCR-Blunt
Seq derivados pCR-Blunt
Screening mut MSM deoD
Screening mut MSM deoD
Clonagem MSM aroQ
Clonagem MSM aroQ
Clonagem MSM *aroQ
Clonagem MSM *aroQ
p2NIL+CHOC1
p2NIL+CHOC1
p2NIL+CHOC1
p2NIL+CHOC1

Screening mut MSM aroQ
Screening mut MSM aroQ
p2NIL+DODO1
p2NIL+DODO1
p2NIL+DODO1
p2NIL+DODO1
p2NIL+CHOP1
p2NIL+CHOP1
p2NIL+CHOP1
p2NIL+CHOP1

Screening mut MSM *aroQ
Screening mut MSM *aroQ
Seq plasmideos suicidas
Seq plasmideos suicidas
Seq plasmideos suicidas
Seq plasmideos pSM128
Seq clones pGEM-T Easy
Seq plasmideos pSM128
Seq clones pGEM-T Easy
Seq derivados pET-23a(+)

®As seqiiéncias em minusculo e negrito indicam sitios de restricdo.
*mut, mutacdo/mutante; seq, seqiienciamento.
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Para a amplificacdo eficiente de fragmentos de DNA de M. tuberculosis e
M. smegmatis, utilizaram-se enzimas termoestaveis que propiciam alta fidelidade
de sintese in vitro de DNA: Pfu DNA polimerase (Stratagene), Pfx DNA
polimerase (Invitrogen) e Tag/Tgo DNA polimerase do Expand High Fidelity PCR
System (Roche). Todas as PCRs foram realizadas em tubos de microcentrifuga
de 0,5 ml, segundo as instrucdes especificas dos fabricantes, e continham, em
geral: cerca de 100 ng de DNA gendmico de M. tuberculosis ou M. smegmatis, 50
pmol de cada primer, 200 uM de dNTPs, 2-5 U de DNA polimerase termoestavel,
tampdo de DNA polimerase termoestavel 1x e dgua MilliQ para um volume final
de 50 ul. Dependendo da necessidade, concentracdes de 2,5, 5 e até 10% de
DMSO foram utilizadas (Winship, 1989). Apds a amplificagcéo, 5 ul de cada reacéo
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1 ou 1,5%.

As PCRs foram realizadas em termocicladores autométicos (Eppendorf e
PerkinElmer) usando programas especificos, cujos parametros variaram de
acordo com o par de primers utilizado, temperatura 6tima de anelamento e
tamanho estimado do produto de amplificacdo. Portanto, diversas condi¢cdes de
amplificacdo foram avaliadas nas PCRs, e um exemplo tipico, usando DNA
gendmico de M. tuberculosis como molde, seria: 5 min de desnaturacdo a 95-
98°C (passo 1); 30-45 s de desnaturacdo a 95-98°C (passo 2); 30 s de
anelamento a 60°C (passo 3); 1-5 min de sintese a 68°C (Pfx DNA polimerase) ou
72°C (Pfu DNA polimerase e Tag/Tgo DNA polimerase) (passo 4); 30 a 35 ciclos
de amplificacdo entre os passos 2 a 4 (passo 5); 10 min de extensao final a 68°C
ou 72°C (passo 6); 5 min a 4°C (passo 7). Uma vez obtidos os fragmentos de

DNA desejados, os mesmos foram purificados em gel de agarose 1,5%.
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2.5. Clonagem molecular de fragmentos de DNA

2.5.1. Clivagem de DNA com enzimas de restricao

As reacbes de clivagem de DNA foram procedidas de acordo com as
instrucdes fornecidas pelos fabricantes das enzimas de restricdo e dependendo
das necessidades especificas dos experimentos. Em geral, utilizaram-se 2-5 U de
enzima de restricdo para a clivagem de 1 ng de DNA em um volume final de 50 pl,
sendo a reacao incubada por 4 h ou O/N a 37°C. As enzimas de restricdo foram

obtidas da Boehringer, Invitrogen, New England Biolabs, Promega e 4G.

2.5.2. Desfosforilagdo de DNA

Quando necessaria, a desfosforilagcdo das extremidades 5 de DNA de
vetores de clonagem foi realizada segundo o protocolo descrito em Sambrook &

Russell (2001).

2.5.3. Purificagao de vetores e fragmentos de DNA

Uma vez fracionado por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo, o DNA foi visualizado em transiluminador de radiacdo UV de
comprimento de onda curto. Apo0s, as bandas de DNA desejadas foram
cuidadosamente excisadas, purificadas conforme as instru¢cdes do kit Concert

Matrix Gel Extraction (Gibco) e ressuspendidas em agua MilliQ ou TE, pH 8,0.
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2.5.4. Ligacao de DNA

As reacdes de ligacdo de DNA foram realizadas obedecendo a uma
proporcao molar de 1:3 ou 1:5 entre vetor e fragmento. Tampéao de ligacdo, ATP e
T4 DNA ligase foram utilizados de acordo com as especificacdes do fabricante

(Invitrogen). As reacdes foram incubadas O/N a 16°C.

2.5.5. Transformacgéo bacteriana

As transformacdes bacterianas foram realizadas utilizando células
competentes de E. coli (linhagens DH5a, DH10B ou XL1-Blue), preparadas pelo
método de transformacdo quimica com CaCl, descrito em Sambrook & Russell
(2001) ou com RbCI, desenvolvido no laboratério de T. Parish. Cerca de 50-100
ng de reacao de ligacdo de DNA foram usados em cada transformacao, e, apés o
choque térmico por 90 s a 42°C, as células foram imediatamente transferidas para
um tubo de ensaio contendo 1 ml de LB ou SOC liquido e incubadas com
agitacdo (180 rpm) a 37°C por 1 h. Aliquotas de 25, 50 e 100 pl dessa preparacéo
foram plaqueadas em LB sélido contendo concentracdes adequadas de
antibidticos, IPTG e X-Gal. A eficiéncia de transformacéo variou de 10° a 10°
transformantes por ug de DNA ligado, e a selecdo das colbnias recombinantes foi
feita visualmente, pelo sistema enzimético da p-galactosidase de E. coli. De 8 a
16 colbnias brancas foram selecionadas e individualmente crescidas em 3 ml de
LB liguido com agitacédo (180 rpm) a 37°C por 16 h. Apds, o DNA plasmidial foi

extraido, clivado com enzimas de restricdo e analisado em gel de agarose 1%. A
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clonagem de fragmentos de DNA foi confirmada por sequenciamento
automatizado (Laboratério de Biologia Molecular Vegetal, Centro de Biotecno-
logia, UFRGS, Porto Alegre, Brasil e MWG Biotech, Londres, Reino Unido).

Na clonagem de fragmentos de PCR com extremidades blunt, utilizou-se o
kit Zero Blunt PCR Cloning (Invitrogen), que emprega o vetor pCR-Blunt e a
linhagem E. coli TOP10. Células eletrocompetentes desta linhagem foram
preparadas segundo o protocolo descrito em Sambrook & Russell (2001), o qual

também foi usado para a preparacédo de células eletrocompetentes em geral.

2.6. Expresséao de proteinas recombinantes em E. coli

O sistema pET (Novagen) e as linhagens E. coli BL21(DE3) e E. coli
BL21(DE3) Star (Invitrogen) foram usados na expressdo de proteinas
recombinantes de M. tuberculosis ou M. smegmatis em E. coli. Os experimentos
de expressdo da proteina-alvo recombinante foram feitos em duplicata, para que
pudessem ser testadas diferentes condicdes de expressdo, com e sem indugao
do sistema por IPTG. Em paralelo, foi feito um controle negativo do experimento,
consistindo na utilizacdo do vetor pET-23a(+). Foi transferido 0,25 ul de cada
plasmideo recombinante pET-23a(+)-gene clonado para um tubo contendo 200 pl
de células de E. coli BL21(DE3) ou E. coli BL21(DE3) Star eletrocompetentes.
Essas células foram transformadas por eletroporacéo (voltagem de 2,5 kV, capa-
citancia de 25 pF e resisténcia de 200 Q), semeadas em placas de LB contendo

50 pg/ml de carbenicilina e incubadas O/N a 37°C. Col6nias isoladas foram

selecionadas e crescidas, a 37°C e 180 rpm, em frascos de 250 ml contendo 50
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ml de LB e 50 pg/ml de carbenicilina. Em uma das culturas do controle e da
amostra, as células foram induzidas com concentracdes especificas de IPTG,
quando as mesmas atingiram uma ODeggo = 0,4. A partir da inducgéo, aliquotas de
cada frasco contendo as respectivas culturas foram retiradas, para posterior
andlise, em tempos determinados (por exemplo: 3, 6, 9, 12 e 24 h) apods a inducdo
com IPTG. A outra amostra e o controle ndo foram induzidos, e aliquotas também
foram coletadas nos mesmos pontos. Para a andlise da expressao, as células
bacterianas foram separadas por centrifugacdo, ressuspendidas em 500 ul de
Tris-HCI 50 mM, pH 7,8, sonicadas (2 vezes, por 10 s, em amplitude de 21%),

centrifugadas e as fragcdes sollvel e insolavel analisadas por SDS-PAGE.

2.7. Preparacéao de extratos celulares de M. smegmatis

Os extratos celulares de M. smegmatis foram preparados segundo o
protocolo de Parish & Wheeler (1998), utilizando pérolas de vidro em um Mini-
BeadBeater (BioSpec Products). Alternativamente, os extratos foram preparados
com lisozima (concentracao final de 2,5 mg/ml e incubacdo por 2 h a 37°C) e

sonicacao (4 vezes, por 20 s, em amplitude de 21%).

2.8. Ensaio de atividade enziméatica de CM

A atividade enzimética de CM em extratos brutos foi ensaiada pelo método

de Cotton & Gibson (1965), adaptado por Ahmad & Jensen (1988), que mede a

taxa de conversdo de corismato em prefenato por meio da deteccdo espectro-
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fotométrica de fenilpiruvato formado em pH &cido. A mistura de reacdo, em um
volume final de 200 ul, continha tampao A (tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH
7,0, e 1 mM de DTT), 1 mM de corismato (dissolvido em tamp&o Tris-HCI 50 mM,
pH 7,8) e quantidades variaveis (5-20 pl) de extrato bruto (controle ou clonado).
Apo6s 20 min de incubacao a 37°C, 100 pl de HCI 1 N foram adicionados a mistura
de reacédo, a qual foi incubada a 37°C por mais 15 min, para que o prefenato
formado fosse convertido em fenilpiruvato. Em seguida, 700 ul de NaOH 2,5 M
foram adicionados, e determinou-se a concentracédo de fenilpiruvato pela medida
da absorbancia a 320 nm em espectrofotémetro.

Como extrato controle, foi considerada a fracdo soltvel do extrato bruto de
células de E. coli BL21(DE3) contendo o plasmideo pET-23a(+). Como extrato
clonado, foi considerada a fragdo soluvel do extrato bruto de células de E. coli
BL21(DE3) expressando, em condi¢fes especificas e separadamente, cada um
dos plasmideos recombinantes pET-23a(+) contendo 0s respectivos genes aroQ e

*aroQ de M. tuberculosis H37Rv e M. smegmatis mc?155.

2.9. Preparacéo de células eletrocompetentes de micobactérias

Células eletrocompetentes de M. tuberculosis foram cuidadosamente
preparadas em capela de biosseguranca, em laboratorio de contencao NB-3,
utilizando glicerol ultrapuro, segundo o protocolo de Parish & Stoker (1998a). Para
cada eletroporacéo, células frescas de M. tuberculosis foram preparadas (a partir
de culturas em que ODgyp = 0,6-0,8) a temperatura ambiente, sendo

imediatamente utilizadas (Wards & Collins, 1996).
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Células de M. smegmatis foram coletadas na fase exponencial tardia
(ODgoo = 0,8-1,0), incubadas em gelo por 90 min e sucessivamente lavadas com
glicerol ultrapuro, segundo os protocolos de Snapper et alii (1990) e Larsen
(2000). As células eletrocompetentes foram preparadas em larga escala e

congeladas em aliquotas de 200 pl a -80°C, para posterior utilizacao.

2.10. Eletroporacao de células de micobactérias

Aliquotas de 200 pl de células eletrocompetentes de M. tuberculosis ou M.
smegmatis foram usadas em cada eletroporacdo, as quais se adicionou,
dependendo do experimento, de 1 a 5 yg de DNA livre de sais, em um volume
maximo de 5 pl. Apdés 10 min de incubagdo a temperatura ambiente (M.
tuberculosis) ou em gelo (M. smegmatis), as células foram transferidas para
cubetas de eletroporacdo de 0,2 cm (Bio-Rad) e submetidas a um Unico pulso,
conforme os seguintes parametros definidos: voltagem de 2,5 kV, capacitancia de
25 JF e resisténcia de 1.000 Q. A suspensdo celular no interior da cubeta foi
entdo cuidadosamente lavada com 7H9 ou Lemco, e as células recuperadas em
meio liquido por um periodo variavel de no minimo 2 h (M. smegmatis) ou 16 h
(M. tuberculosis). Em seguida ao periodo de recuperacéo, diferentes volumes de
cada transformacao foram inoculados em placas de 7H10 e/ou Lemco (contendo
antibioticos e demais suplementos necessarios), as quais foram incubadas a 37°C

até o aparecimento de colbnias visiveis.

2.11. Construgéao de plasmideos suicidas
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Para a construcdo de plasmideos suicidas nao replicativos, foi utilizada a
série de vetores plasmidiais pNIL e pGOAL, desenvolvida por Parish & Stoker
(2000b) e detalhada em Gordhan & Parish (2001). A estratégia geral usada para a
obtencdo de substratos de DNA para a recombinacdo homédloga em
micobactérias foi a amplificacdo por PCR de regides flanqueadoras (de
aproximadamente 1 ou 1,5 kb cada) upstream e downstream ao gene a ser
mutado. Essas duas regidoes foram unidas por meio de uma overlap PCR ou sitios
de restricdo especificos (presentes nas sequéncias dos primers), como descrito
no item 3.1.3, criando uma delecdo de extensdo varidvel na sequéncia-alvo. O
fragmento assim gerado foi clonado em um ou mais sitios de restricAo de um
vetor da série pNIL. Em seguida, o cassete de Pacl do vetor pPGOAL19 (contendo
0os marcadores de selecéo hyg e lacZ e de contra-selecdo sacB) foi ligado ao sitio
anico de Pacl do vetor p1NIL ou p2NIL previamente construido (contendo o alelo
mutante). Dessa forma, cada plasmideo suicida continha, além do substrato de
DNA para a recombinacdo homologa, os marcadores hyg, kan, lacZ, sacB e a
origem de replicacdo oriE (de E. coli).

A construcédo final de cada plasmideo suicida foi confirmada por clivagem
com enzimas de restricdo e sequenciamento de DNA, uma vez que a introducao
do gene sacB de B. subtilis freqientemente causa dele¢cbes e rearranjos
indesejaveis durante as etapas de clonagem em E. coli (Gordhan & Parish, 2001).
As linhagens E. coli DH5a e E. coli DH10B foram usadas como hospedeiras para
a construcado dos plasmideos suicidas de micobactérias. Se necessario, 0 DNA
dos plasmideos suicidas foi concentrado (em volume de 5 yl ou menos) com o kit

Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research).
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2.12. Isolamento e sele¢do de mutantes de micobactérias

O isolamento e a selecdo de mutantes de micobactérias foram realizados
segundo a metodologia de troca alélica em duas etapas, originalmente
desenvolvida por Parish & Stoker (2000b). Ap6s o DNA (1-5 uyg em um volume
final ndo superior a 5 ul) de cada plasmideo suicida ter sido tratado com radiagéo
UV (100 mJ cm™) ou desnaturado com EDTA 0,2 mM e NaOH 0,2 M por 30 min a
37°C, o mesmo foi adicionado a uma suspensdo homogénea de 200 pl de células
eletrocompetentes de M. tuberculosis ou M. smegmatis (Hinds et alii, 1999; Parish
et alii, 1999). Procedeu-se a eletroporacdo, como descrito no item 2.10. Na
primeira etapa de selecéo, linhagens SCO Hyg" Kan' (nas quais houve, mediante
o primeiro evento de recombinacdo homodloga, a insercéo do plasmideo suicida no
cromossomo micobacteriano) foram crescidas e isoladas em Middlebrook 7H10
e/ou Lemco suplementados com antibiéticos, X-Gal e, se necesséario, compostos
especificos. Em seguida, foi realizado o streaking de col6nias azuis Hyg' Kan" em
meio sem antibiéticos (uma vez que todas as mutacfes introduzidas eram nao
marcadas), para a ocorréncia do segundo evento de recombinacdo homdéloga.
Apds, na segunda etapa, realizou-se a contra-selecdo das células mutantes em
meio suplementado com 2% (M. tuberculosis) ou 5-10% (M. smegmatis) de
sacarose, a qual é toxica para células micobacterianas que contém o gene sacB
de B. subtilis (presente no plasmideo suicida eletroporado e que deve,
necessariamente, ser perdido para a sobrevivéncia das células nessas
condi¢des). Colbnias brancas resistentes a sacarose (linhagens DCO mutantes

em potencial) foram entdo testadas quanto a sensibilidade a canamicina, para
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distinguir provaveis mutantes DCO Kan® de mutantes espontaneos resistentes ao
antibidtico (SCO Kan'). Para cada experimento, 40 ou mais colonias brancas
resistentes a sacarose foram testadas quanto a sensibilidade a canamicina. O
DNA gendmico de cada mutante DCO Kan® de M. tuberculosis ou M. smegmatis
foi preparado para posterior andlise por PCR (usando primers que permitem

distinguir entre o tipo selvagem e os provaveis mutantes) e seqienciamento.

2.13. Estudo da atividade promotora

As sequéncias de DNA upstream aos genes MTB aroQ e MTB *aroQ e ao
operon fbpB de M. tuberculosis foram amplificadas por PCR e inicialmente
clonadas no vetor pGEM-T Easy (Figura 3.33). Apos, cada regido promotora foi
clivada de pGEM-T Easy como um fragmento de DNA com extremidades blunt,
sendo subclonada, nas orientacdes direta e reversa, no sitio de restricdo Scal do
vetor reporter integrativo pSM128, que contém o gene lacZ (Dussurget et alii,
1999). Os plasmideos baseados em pSM128 se integram em cOpia Unica no
genoma de micobactérias, e cada construgdo a ser testada foi individualmente
eletroporada em células de M. smegmatis, como descrito no item 2.10. A selecéo
dos transformantes ocorreu em Lemco contendo 20 ug/ml de estreptomicina.
Subseqguentemente, linhagens selecionadas de M. smegmatis foram crescidas,
até a fase exponencial (ODgyp = 0,6-1,0), em 5 ou 10 ml de Lemco ou meio
minimo suplementado com 20 mM de glicose e concentracdes variaveis de
aminoacidos aromaticos. Os extratos celulares de M. smegmatis foram

preparados como descrito no item 2.7, sendo ressuspendidos em tampao Z
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(Na;HPO,4 60 mM, NaH,PO,4 40 mM, KCI 10 mM, MgSO4 1 mM, B-mercaptoetanol
50 mM, pH 7,0 e ONPG 3 mM). A medida da atividade enzimatica de [-
galactosidase foi realizada segundo o ensaio de Miller (1972) e como descrito em
Jain et alii (2005). Trés transformantes independentes foram, cada um, ensaiados

em duplicata para a atividade de B-galactosidase.

2.14. Determinacdo da concentracao de proteina

A determinacdo da concentracdo de proteina para os ensaios de atividade
enzimatica de CM em extratos celulares de E. coli e M. smegmatis foi realizada
segundo o método de Bradford et alii (1976), usando o kit Bio-Rad Protein Assay
(Bio-Rad) e BSA como padrao.

A deteccdo e a quantificacdo de proteina total em extratos celulares de M.

smegmatis foram realizadas usando o kit BCA Protein Assay (Pierce).

2.15. Andlise de sequéncias de nucleotideos e aminoéacidos

Todas as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, de genes e proteinas

de M. tuberculosis H37Rv e M. smegmatis mc?155, foram obtidas dos bancos de

dados TubercuList do Institut Pasteur (http://www.pasteur.fr) e do Institute for

Genomic Research (http://www.tigr.org). Se necessario, as mesmas foram

submetidas a buscas de similaridade em outros bancos de dados publicos, como

GenBank, atraves dos servidores ExPASy (http://www.expasy.ch), NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov) e PBIL (http://pbil.ibcp.fr). Parametros basicos pré-
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definidos do algoritmo BLASTX (Altschul et alii, 1997) foram utilizados em cada
busca de similaridade, e os resultados mais significativos foram posteriormente
usados em alinhamentos multiplos com o programa CLUSTALW (Thompson et
alii, 1994). As sequéncias de proteinas usadas nos alinhamentos multiplos foram

obtidas do banco de dados Swiss-Prot.
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NOTA

Os resultados experimentais a seguir apresentados devem resultar na publicacao
de manuscritos originais (em preparacdo), 0s quais serdo submetidos a
apreciacdo, no primeiro semestre de 2007, do Corpo Editorial dos periédicos de
circulacao internacional BMC Microbiology, FEMS Microbiology Letters, Journal of

Bacteriology, Microbiology e/ou Tuberculosis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, pretendeu-se, por meio de estudos genéticos,
bioquimicos e de biologia molecular, compreender em maior detalhe a
importancia das enzimas corismato mutase e fosforilase de nucleosideos
purinicos ao metabolismo de M. tuberculosis e M. smegmatis.

O primeiro dado interessante, relativo a corismato mutase, é que ocorrem
duas enzimas, codificadas por genes distintos, no genoma de M. tuberculosis
H37Rv. A mesma situacdo é observada em M. smegmatis mc?155, e anélises
comparativas revelaram uma organizacdo gendmica semelhante em outras
micobactérias e géneros relacionados. A razdo pela qual existem duas CMs
monofuncionais em M. tuberculosis (espécie patogénica) e M. smegmatis
(espécie ndo patogénica) permanece desconhecida. Buscou-se, no entanto,
avaliar a importancia relativa de ambos 0s genes e suas respectivas enzimas a
fisiologia de M. tuberculosis, e, para tal, ensaios de expressdo génica foram
realizados, sugerindo uma possivel regulacdo diferencial.

Também buscou-se construir mutantes definidos para os dois genes de
CM, aroQ (CM citoplasmatica) e *aroQ (CM periplasmética), em M. tuberculosis e
M. smegmatis. Os resultados apontam para a provavel essencialidade do gene
aroQ ao crescimento in vitro dessas micobactérias, e a obtencdo de um mutante
para o gene *aroQ de M. smegmatis revelou que, nessa espécie, a CM

citoplasmatica constitui a versao fisiologicamente dominante.
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Em relacdo a fosforilase de nucleosideos purinicos, os dados obtidos
indicam a provavel essencialidade do gene deoD a sobrevivéncia e ao
crescimento in vitro de M. tuberculosis e, também provavelmente, de M.
smegmatis. Desta maneira, evidencia-se a importancia da via de salvamento das
purinas em micobactérias — cujo metabolismo deve ser complexo e, juntamente

com a biossintese de novo, regulada em diferentes niveis.

3.1. Corismato mutases em M. tuberculosis

3.1.1. Identificacdo, amplificacdo e clonagem em vetor de expressdo dos

genes MTB aroQ (Rv0948c) e MTB *aroQ (Rv1885c)

Segundo a anotacédo original do genoma de M. tuberculosis H37Rv, a re-
anotacdao feita por Camus et alii (2002) e o banco de dados TubercuList do Institut

Pasteur (http://www.pasteur.fr), as sequéncias codificadas pelas ORFs Rv0948c e

Rv1885c sédo classificadas como proteinas hipotéticas conservadas, ndo havendo
a descricdo de CMs. Como os genes aroQ sdo, em sua maioria, pequenos e nao
exibem alta conservacéo de sequéncia entre si, iSso pode facilmente causar sua
perda durante a etapa de anotacdo dos genomas (Calhoun et alii, 2001). No
entanto, uma andlise cuidadosa de sequéncias — inicialmente realizada por
Calhoun et alii (2001) com a ORF Rv1885c e, posteriormente, por Schneider et alii
(2003) com ambas as ORFs — revelou que M. tuberculosis H37Rv provavelmente
possui duas CMs monofuncionais, nao fusionadas a outras proteinas ou dominios

protéicos e codificadas por genes distintos.
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Na Figura 3.1, é apresentado um perfil do dominio de CM da classe
estrutural AroQ, cujo prototipo é o dominio CM da proteina bifuncional PheA de E.
coli (EcCM), composto pelos aminoacidos 1-92. O dominio EcCM, também
chamado de ‘minimutase’, foi cristalizado por Lee et ali (1995), sendo
identificados os residuos do sitio ativo: Argll, Arg28, Lys39, Asp48, Arg51,
Glu52, Ser84 e GIn88 (que posicionam o corismato e efetuam a catalise) e Val35,
Leu55, lle81 e Val85 (que participam de interacBes hidrofébicas). A importancia
dos oito primeiros residuos a atividade de CM foi comprovada por estudos de

mutagénese sitio dirigida (Liu et alii, 1996; Zhang et alii, 1996).

* %% g H O*H *
PHEA ECOLI  MTSENPLALREKIISALY .EKLLALAEQRELAVEVGKAZLLS. . . .. HRPVRDIDZERDLIERL. . .. ...... ITLGKAHHLDAHYITRLFQLIIEDSVLTQQALL
AROD PYRAE  TPSGGGIPALFEALDWVE. LMYELKKELEVCRDMGRLEKDA ..... GLPIYDDWEEAQ ———————————————— GDFKQIFELVVQMCKAVQLVA-
AROG_BACSU  -MSNTE{ELLJOKADELN.LQILK/INERGNVVKEIGKALEAQ. . . . . GVNRFDPVRBRTMANNI . . .. ...... - IENNDGPFENSTIQHIFKEIFKAGLELQEEDH
CHMU_ENTAG  SSLFMCSNVFAGSVSSVS1GSLSSALNEEMQVMKAVAGY[ALH. . . . . HLPIEDLPROVVIDHM. . . . ...... LONAQQAGLEPHSVEPFVHALMNASKTIQYRYR
PCHB_PSEAE pEDCTGEADIEEAEDRIE LDIVQALGI YVKAASR 'ASE ..... -AATIPAPES PER “““““ ARWAEENGLDAPFVEGLFAQI THWYTIAEQIKYW
PHEA AQUAE  ---MEEUKE DRID EEILRZLNERAKLAKRIGEISKA. . . . . NLPIHVPERWREIFEKILr. .. .... 1NKEVYGGVFPQEALVHIYREITSACLSLEKKIK
PHEA BUCAI ~ MPANNSJLI DE » . KKI SKNLVFKIAQSIEN. . . . . NQAIRDIES KL. .........IFLGKKYNLKSEYITQLFQLIIEESVATQKKLL
PHEA_BUCAP  MPSKNDY/LSFRSE b . KNIV JKKLVLNIAESLIKN. . . .. NQPIRDIERWKILFEKL. . . . ......TNLGKKNNLNTNYITRLFQLIIEESVLTQKKLL
PHEA_BUCBP R V. KNLI R R ........TILGEKHFLNKKYIESLFSIILEDSVLTQKKWI
PHEA_ECO57 .EKL R R SERL.......... ITLGKAHHLDAHYITRLFQLIIEDSVLTQQALL
PHEA_ENTAG . KKLL R K SNIRALIENL. .. ....... IVLGKAHNLDAHYITRLFQLVIEDSVLTQQALL
PHEA_HAEIN . RSLLK/LSEJHRLAFDVVRSEIS QFAENENYQLEAQYITSIFQKITIEDSVLTQQVYL
PHEA_NEIGI . AETLR/LNE} K . . .~QDLNKGPLPDESVARLFREVMSECLAVERPLT
PHEA_PSEST  MSEAD! s ) .ERILDJIS! CAQEVAR «TAstkaeEAVFYRpﬁn . . . ~-MELNKGPLDNEEMARLFREIMSSCLALEQPLR
PHEA_SHIFL  MTSEN. RI .EKL ARELAVEVGKALLLS . . . . . HRPVRDIDS L- . . . ITLGKAHHLDAHYITRLFQLIIEDSVLTQQALL
TYRA_ECOLI  --MVAE R DE D JLELVAEVGEV/{SRF. . . . . GLPIYVPEQWASMFASR. . ........ RAEAEALGVPPDLIEDVLRRVMRESYSSENDKG
TYRA_ENTAG  --MVAE] T SDQHDSVY . JLELVAEVGEVIISRY . . . . . GLPIYVPERWASMIASR. ......... RKEAEALGVPPDLIEDVLRRVMRESYTSENDKG
TYRA_HAEIN  MSFME KD SRS L RELI FAKZLELVSQVGKVIHOH. . . . . GLPIYAPERWIAMFQAR. ......... RLEAEKAGISADLIEDVLRRFMRESYANENQFG
AROQ_METJA  --MIE DEI)S . NKILK/ TAEGNSLAKDVAEIJNOL . . . . . GIPINDPEJ YIYDRI .......... RKLCKEHNVDENIGIKIFQILIEHNKALQKQYL
AROQ MYCTU  SQPVPEIDTLR VSKAIGKARMAS. . . .. GGTRLVHSE IERYselg (9) 11rLGRGRLGH

AROQ_MYCBO  SQPVPEIDT 'EE D AEI JAEVSKAIGKARMAS . . . . . GGTRLVHS} IERYselg(9) 11rLGRGRLGH

Figura 3.1. Perfil do dominio de CM da classe estrutural AroQ, tendo como base
a estrutura tridimensional do dominio EcCM, cujos residuos do sitio catalitico
estdo indicados por * (aa que se ligam ao substrato e efetuam a catéalise) e H (aa
hidrofébicos). O dominio EcCCM de E. coli e as proteinas AroQ de M. tuberculosis
e M. bovis estao destacadas. Preto: residuos do sitio catalitico do dominio EcCM.
Cinza escuro: residuos com alta similaridade. Cinza claro: residuos com baixa
similaridade.

Pode-se observar, no alinhamento multiplo da Figura 3.1, que a ORF

Rv0948c de M. tuberculosis possui a maioria dos aminoacidos conservados em
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relacdo ao dominio ECCM, o que permite classifica-la como uma CM do grupo
AroQ. Assim, seguindo a nomenclatura proposta por Calhoun et alii (2001), o
gene correspondente foi denominado aroQ (Rv0948c), o qual codifica uma CM de
105 aa e massa molecular estimada de 11,77 kDa. A proteina AroQ de M.
tuberculosis (MTB AroQ) tem 100% de identidade com sequéncias homologas
presentes no isolado clinico M. tuberculosis CDC1551 e em M. bovis AF2122/97,
e 0s maiores niveis de identidade sdo com proteinas hipotéticas conservadas de
M. leprae TN, M. smegmatis mc?155, M. avium paratuberculosis e outras espécies

de actinomicetos, conforme mostrado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Niveis de identidade e similaridade entre a sequéncia de aa da
proteina AroQ de M. tuberculosis e outras ORFs de actinomicetos.

Organismo Acesso Identidade  Similaridade
(%) (%)
Mycobacterium tuberculosis H37Rv Rv0948c 100,0 100,0
Mycobacterium tuberculosis CDC1551 MT_0975 100,0 100,0
Mycobacterium bovis AF2122/97 Mb0973c 100,0 100,0
Mycobacterium leprae TN ] MLO0151 81,7 90,3
Mycobacterium smegmatis mc“155 MSMEG5513 78,3 87,0
Mycobacterium avium paratuberculosis MAP_0892c 72,3 83,0
Nocardia farcinica IFM10152 nfa49960 68,6 82,9
Corynebacterium diphtheriae NCTC13129  DIP0834 63,6 77,3
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 NCgl0819 57,6 75,8
Corynebacterium jeikeium K411 jk1565 51,5 77,3

Embora a identidade entre a proteina MTB AroQ e o dominio EcCCM seja de
apenas 22,81%, deve-se considerar que, em geral, as CMs da classe AroQ
exibem baixa similaridade de sequéncia entre si, 0 que pode ser resultado de uma
falta de presséo funcional — uma vez que a reacao catalisada pela CM seria, em
termos mecanisticos, muito simples (Dosselaere & Vanderleyden, 2001).
Contudo, os residuos que compdem o sitio ativo das diferentes CMs (incluindo os

da classe AroH) sao funcionalmente equivalentes, exemplificando um caso
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notavel de convergéncia evolutiva: apesar de as dobras polipeptidicas das
proteinas AroH e AroQ serem totalmente diversas, 0s mecanismos enzimaticos
de controle conformacional da molécula de corismato e catalise eletrostatica s&o
muito semelhantes (Lee et alii, 1995a; Lee et alii, 1995b). A fim de caracterizar em
maior detalhe os residuos do sitio catalitico da proteina MTB AroQ, foi realizado
um segundo alinhamento multiplo entre esta, o dominio EcCM, o dominio CM da

proteina bifuncional TyrA de E. coli e sequéncias homologas de actinomicetos

(Figura 3.2).
! x x !
Mtub AroQ MRPEPPHHEN-AELAA-MNLEMLESQPVPEIDTLREEIDRLDAEILALVKRRAEVSKA
Mbov AroQ MRPEPPHHEN-AELAA-MNLEMLESQPVPEIDTLREEIDRLDAEILALVKRRAEVSKA
Mlep AroQ MRPEPPHHEN-AELTE-MNTEVVEAPLLTDIEELREEIDRLDAQILATVKRRAEVSQA
Mavi AroQ MRPQSPDDDDDAESAE-MNTETVDPREATDIDQLRREIDRLDAEILAAVKRRTEVSOA
Msme AroQ MRPDHRMGPP-HDEEP-HMPETIDA--VPEIDDLRREIDELDATI IAAIQRRTEVSKT
Nfar AroQ MNMSSTPATTTG-SDAA----LPQTEA----EIDKLRKEIDQLDAEILAAIKRRTEISRL
Cdip AroQ MAQWSTMSTADRDEFVVRFPTGTSDPLSDAEIQQYREEIDRLDKEILAAVKRRTEI SRA
Cglu AroQ MTNAGDNFEIRMPSGTDDPLSDAEIQKYREE INRLDREILDAVKRRTKISQT
* *
PHEA ECOLI MTSENP--—--- LLALREKISALDEKLLALLAERRELAVE
TYRA ECOLI MVAE----LTALRDQIDEVDKALLNLLAKRLELVAE
! L B ! )
Mtub AroQ IGKARMASGGTRLVHSREMKVIERYS-ELGP----DGKDLAILL-LRLGRGRLGH---~
Mbov AroQ IGKARMASGGTRLVHSREMKVIERYS-ELGP----DGKDLAILL-LRLGRGRLGH---~
Mlep AroQ IGKVRMASGGTRLVHSREMKVIERYS-ELGP----DGKDLAILL-LRLGRGRLGH---~
Mavi AroQ IGRARMASGGTRLVHSREMKVIERYS-ELGP----DGKDLAMLL-LRLGRGRLGH---~-
Msme AroQ TGKARMASGGTRLVHSREMKVIERYIDALGP----EGKDLAMLL-LRLGRGRLGY—--~-
Nfar AroQ IGRTRMASGGPRLVHSREMKVLERFS-ELGQ----EGHTLAMLL-LRLGRGRLGR--~-~
Cdip AroQ IGKTRMGSGGTRLVHTREVAIINQFREEIGE----EGPALAGIL-LRMGRGRLGEAR-~
Cglu AroQ IGKTRMSSGGTRLVHTREVAIINQFREEIGE----EGPALAGIL-LRMGRGKLG-—---~
H * * * % H H *H *

PHEA ECOLI VGKAKLLSHRPVRDIDRERDLLERLI-TLGKAHHLDAHYITRLEFQLITIEDSVLTQQALL
TYRA ECOLI VGEVKSREFGLPIYVPEREASMLASRRAEAEALG-VPPDLIEDVLRRVMRESYSSENDKG

Figura 3.2. Alinhamento mdultiplo da proteina AroQ de M. tuberculosis com o
dominio EcCM (PHEA _ECOLI), o dominio CM da proteina bifuncional TyrA de E.
coli (TYRA_ECOLI) e sequéncias homologas de actinomicetos. Os residuos do
sitio catalitico do dominio EcCM, como demonstrado por cristalografia de raios X,
estdo indicados por * e H, e realcados em verde os conservados em M.
tuberculosis. As setas e 0s aa realgados em amarelo indicam residuos presentes
na maioria das proteinas AroQ de actinomicetos e cuja variagdo quanto aos da
EcCM mantém a atividade de CM (Lassila et alii, 2005). Em turquesa estéo
realcados os aa do sitio ativo conservados em todas as sequiéncias, com excecao
do dominio EcCM. Vermelho: aa idénticos. Verde: aa com alta similaridade.
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No alinhamento multiplo da Figura 3.2, o dominio CM da proteina MTB
AroQ, conforme anteriormente determinado no perfil do dominio de CM da classe
estrutural AroQ (Figura 3.1), esta sublinhado (aminoacidos 23-105). Dos residuos
do sitio ativo do dominio EcCM (Argll, Arg28, Lys39, Asp48, Arg51l, Glu52,
Ser84 e GIn88), como demonstrado por cristalografia de raios X e mutagénese
sitio dirigida, quatro sdo conservados na sequéncia de M. tuberculosis, de outras
micobactérias e de espécies proximas: Argll, Arg28, Arg5l e Glu52 (indicados
por * e realcados em verde na Figura 3.2). Os demais residuos (Lys 39, Asp48,
Ser84 e GIn88) e os aminoacidos hidrofébicos (Val35, Leu55, 1le81 e Val85) do
sitio ativo do dominio ECCM nao estdo presentes na proteina MTB AroQ (e nas
sequéncias das outras espécies analisadas). No entanto, em seu lugar, a proteina
MTB AroQ parece fazer uso de outros aminoacidos.

Em um estudo recentemente publicado, Lassila et alii (2005) combinaram
técnicas de design computacional de proteinas e de mutagénese sitio dirigida
para a caracterizacdo de versbes mutantes do dominio EcCM, objetivando a
identificagdo de mutacdes no sitio ativo compativeis com a atividade catalitica.
Seis mutacdes foram selecionadas na estrutura otimizada: Leu7lle, Ala32Ser,
Val35lle, Asp48lle, lle81Leu e Val85lle. Em seguida, os autores construiram cinco
proteinas mutantes do dominio EcCCM (Leu7lle, Ala32Ser, Val35lle, Asp48lle e
lle81Leu/Val85lle) e compararam sua atividade enzimatica com a do tipo
selvagem. Trés das cinco proteinas mutantes mostraram eficiéncia catalitica
similar (Leu7lle e Val35Ile) ou superior (Ala32Ser) ao dominio EcCM selvagem,
enquanto o duplo-mutante lle81Leu/Val85lle mostrou eficiéncia reduzida para

40% e o mutante Asp48lle teve a atividade de CM abolida.
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Surpreendentemente, as trés primeiras mutac¢des identificadas in silico por
Lassila et alii (2005) para o dominio CM da proteina bifuncional PheA de E. coli
(Leu7lle, Ala32Ser e Val35lle) ocorrem exatamente nas mesmas posicoes do
dominio CM da proteina MTB AroQ (e também de outros actinomicetos), como
evidenciado no alinhamento mdultiplo da Figura 3.2. Como as substituicbes sao
idénticas (Leu7lle, Ala32Ser e Val35lle), e, levando-se em conta os dados de
eficiéncia catalitica obtidos para cada mutacé&o individual no dominio EcCM, pode-
se dizer que o experimento desses autores (embora seu foco tenha sido a CM de
E. coli e ndo de M. tuberculosis) antecipou uma CM que utiliza residuos
alternativos no sitio catalitico e que, coincidentemente, ja existe na natureza — ou
seja, a proteina MTB AroQ (e seus homologos).

As substituicdes Leu7lle e Val35lle (que ndo alteram a eficiéncia catalitica
da CM de E. coli) provavelmente criam um ambiente hidrofébico ligeiramente
diferente na estrutura da proteina MTB AroQ, pois as isoleucinas correspondentes
também sdo aminoéacidos hidrofébicos e devem interagir com a Argll, um residuo
essencial a catélise. A substituicdo Ala32Ser (que aumenta a eficiéncia catalitica
da CM de E. coli, diminuindo o K,, e aumentando o K¢4) provavelmente indica que
fatores que estabilizam o estado de transicdo também contribuem para a estabili-
zacdo conformacional do corismato no rearranjo catalisado pela CM (Strajbl et alii,
2003). E ainda possivel que a hidroxila da Ser32 da proteina MTB AroQ estabe-
leca uma ponte de H com o grupo amino da GIn88. Na estrutura do dominio
EcCM, a hidroxila da Ser84 e os grupos amino da Arg28 formam pontes de H que
estabilizam o inibidor analogo ao estado de transicdo (Liu et alii, 1996). Os outros

trés aminoacidos hidrofobicos presentes no dominio ECCM (Leu55, lle81 e Val385)
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sdo compensados por aminoacidos hidrofobicos diferentes (Leu55->lle e
lle81->Leu) e arginina (Val85->Arg) na proteina MTB AroQ. Nao se observa,
portanto, a dupla substituicéo lle81Leu/Val85lle, que poderia diminuir em mais da
metade a eficiéncia catalitica da proteina MTB AroQ, a semelhanca do verificado
em E. coli (Lassila et alii 2005). A presenca de uma arginina (aa hidrofilico) em
lugar de uma valina (aa hidrofébico) na posicéo 85 da proteina MTB AroQ é dificil
de ser explicada; contudo, essa variacdo se mantém nos actinomicetos.

Na posicéo 48 da proteina MTB AroQ ha uma valina, o que também ocorre
no dominio CM da proteina bifuncional TyrA de E. coli (realce em turquesa na
Figura 3.2). Dessa forma, a auséncia do Asp48 do dominio EcCM parece ser
compensada, nas demais proteinas, pela presenca de uma valina. A Lys39 do
dominio EcCCM tem uma arginina equivalente, na mesma posicdo, na proteina
MTB AroQ — e, como ambos sdo aminoacidos com cadeias laterais basicas, essa
alteracdo nado deve ser marcante. Finalmente, a proteina MTB AroQ, assim como
as dos outros actinomicetos, contém uma glicina na posicéo 84, correspondente a
Ser84 do dominio EcCM. Todas essas variacdes existentes na sequéncia da
proteina MTB AroQ indicam que as enzimas de M. tuberculosis e de outros
actinomicetos (como M. smegmatis) empregam um conjunto diferenciado de
residuos no sitio catalitico, alguns dos quais, como descrito, foram identificados
na predicdo in silico de Lassila et alii (2005) para o dominio ECCM.

Adicionalmente, M. tuberculosis possui outra CM monofuncional,
representada pela ORF Rv1885c. Gu et alii (1997) fazem referéncia a ela,
destacando que sua sequéncia de aminoacidos se assemelha muito a da CM

monofuncional periplasmatica (CMP) de E. herbicola, originalmente descoberta
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pelo mesmo grupo de pesquisa (Xia et alii, 1993). E, embora a ORF Rv1885c seja
classificada como proteina hipotética conservada na anotacéo original do genoma
de M. tuberculosis H37Rv, andlises de sequéncias realizadas por Calhoun et alii
(2001) e Schneider et alii (2003) indicam que a mesma corresponde, de fato, a
uma CMP do grupo AroQ — como relatado neste trabalho e independentemente
por Prakash et alii (2005a) e Sasso et alii (2005). Desta maneira, seguindo a
nomenclatura proposta por Calhoun et alii (2001), o respectivo gene de M.
tuberculosis foi denominado *aroQ (Rv1885c), o qual codifica uma CM (MTB
*AroQ) de 199 aa e massa molecular estimada de 21,94 kDa. Como mostrado na
Figura 3.3, o provavel sitio de clivagem da proteina MTB *AroQ se situa na
extremidade N-terminal, entre Ala33 e Asp34, gerando um peptideo-sinal de 33
aa e uma proteina madura de 166 aa, conforme a opcdo de redes neurais do
programa SignalP (Nielsen et alii, 1997). A massa molecular da proteina madura,

sem o peptideo-sinal, é estimada em 18,47 kDa.

SignalP-HH prediction {gram+ networks: Sequence

T
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Figura 3.3. Predigéo do sitio de clivagem (entre Ala33 e Asp34) da proteina MTB
*AroQ usando o programa SignalP. Os 70 primeiros aa sao mostrados.
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No alinhamento multiplo da Figura 3.4, a proteina MTB *AroQ é
comparada com o dominio ECCM, o dominio CM da proteina bifuncional TyrA de

E. coli e CMPs de outras bactérias, incluindo a de E. herbicola.

* H *
Mtub *AroQ MLTRPREIYLATAVSIGILLSLIAPLGPPLARA DGTSQLAELVDAAAERLEVADPVAAFK
Mbov *AroQ MLTRPREIYLATAVSIGILLSLIAPLGPPLARA DGTSQLAELVDAAAERLEVADPVAAFK

Mavi *AroQ MTGALAGAFAVPVAKARA DTADPLTELVDTAVORLQLAEPVAAYK
Msme *AroQ MHLRTAGRTAAKTMLASVALAALAGVGTPHATA DDASPLVPLVDAAAQRLQTADPVAASK
Eher *AroQ MTHEVATIFEFSSLFMCSNVFA GSVSSVSLGSLSSALNERMQVMKAVAGYK
Styp *AroQ MIRHIATFLCSLLMCSTTFA DSVTSVSLGALLTALNERMLLMKDVAAYK
Paer *AroQ MRPSFASWGLLALLLLOGPLLOA QPLSPALQQOLLSLSSQRLOQLADQVAQSK
Bcen *AroQ MKQATRASLAVAALGVALLSSPHTARA DGDDTALTNVVALASOQRLALAEPVARWK

11

! * H *
PHEA ECOLI MTSENPLLALREKISALDEKLLALLAERRELAVEVGKAK
TYRA ECOLI MVAELTALRDQIDEVDKALLNLLAKRLELVAEVGEVK

o H H *

Mtub *AroQ WRAQLPIEDSGRVEQQLAKLGEDARSQHIDPDYVTRVFDDQIRATIAIEYSRFSDWKLNP
Mbov *AroQ WRAQLPIEDSGRVEQQLAKLGEDARSQHIDPDYVTRVEDDQIRATEAIEYSREFSDWKLNP
Mavi *AroQ WNSHGAVEDPARVAQQLALLGDQAAAENIDRDYVTRVEGDQIRATEAIEYSRFASWKLNP
Msme *AroQ FRSGGAIDDPDREQQVIAAVTGDATRHNIDPGYVHDVEFRNQIDATSSVEHTRFAQWKLDP
Eher *AroQ ALHHLPIEDLPREQVVLDHMLONAQQAGLEPHSVEPFVHALMNASKTIOYRYRADWLSSP
Styp *AroQ MKHHLPIEDFTREQNVFAEAEEEAKNNGLDPHSITPEFIRSLMDASKAIQYRYLAQWRTGS
Paer *AroQ AQSGKAVQDSPREEQQLOMLAGQAGSHGVGAEQVRLLFAAQIEANKLVOQYRLLS----RP
Bcen *AroQ WANHKATIEDRPREAALLTEVEKRAVQAGVDPAFARTEFFEDQITASKDVONALFATWRTTR

* kK H H *H *
PHEA ECOLI LLSHRPVRDIDRERDLLERLITLGKAHHLDAHYITRLFQLIIEDSVLTQQALL
TYRA ECOLI SREFGLPIYVPEREASMLASRRAEAEALGVPPDLIEDVLRRVMRESYSSENDKG

134

!
Mtub *AroQ ASAPPEPPDLSASRSAIDSLNNRMLSQIWSHWSLLSAPSCAAQLDRAKRDIVRSRHLDSL
Mbov *AroQ ASAPPEPPDLSASRSAIDSLNNRMLSQIWSHWSLLSAPSCAAQLDRAKRDIVRSRHLDSL
Mavi *AroQ GEAPADAPDLTASRAAIDDLSRTMLTALAADWPLLHSPACAALLADARRAVVGDRRLDTL
Msme *AroQ AAAPSSAPDLSESRQKIDTLNRTMVDEIARQWPVLHSPVCRPDLDRALDAVATARGEDPV
Eher *AroQ DSAVP-VRDLTETRQOIQQLDTQLLTAISQR--LMTGAFSQEDKEFLMSHLTAPHLSESD
Styp *AroQ EPSFP-IQTLSVTRQRIRQLDNQMLITIISQR--LMVGAFSHDDMVWLRAQFNAPNLNESD
Paer *AroQ LPDAGQAVDLERIRSRLNQLNLELLRGYAPALAELRVDDCRPRLNQALQRQVRVDRLDEL
Bcen *AroQ PPEGVPPDLATSTRPALDRLTQKMLSGLAQVAPLREAPDCQARLARSIANWKTLTRYDST

Figura 3.4. Alinhamento multiplo da proteina *AroQ de M. tuberculosis com o
dominio EcCM (PHEA_ECOLI), o dominio CM da proteina bifuncional TyrA de E.
coli (TYRA_ECOLI) e CMs monofuncionais periplasmaticas de outras bactérias,
incluindo a de E. herbicola (Eher *AroQ, realcada em verde). Os peptideos-sinais
das CMPs estdo realcados em turquesa, e, em cinza, a maior parte da
extremidade C-terminal das proteinas *AroQ, sem equivalente em E. coli. Os
residuos do sitio catalitico do dominio ECCM, como demonstrado por cristalografia
de raios X, estéo indicados por * e H, e realcados em verde os conservados em
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M. tuberculosis. A Argll do dominio ECCM (numerada), ausente nas proteinas
*AroQ, tem uma equivalente em outra posicéo (Argl34 na proteina MTB *AroQ),
realcada em verde na sequiéncia das proteinas *AroQ. A Glul106 da proteina MTB
*AroQ (realcada em rosa) corresponde funcionalmente a Glu52 do dominio EcCM
(Okvist et alii, 2006). Vermelho: aa idénticos. Verde: aa com alta similaridade.

O dominio EcCM faz parte da proteina bifuncional PheA de E. coli, a qual
ndo é exportada, localizando-se no citoplasma. Contudo, com a descoberta da
proteina *AroQ de E. herbicola e a posterior caracterizacdo de enzimas
homologas em S. typhimurium e P. aeruginosa, ficou claro que a existéncia de
CMs periplasmaticas, ndo fusionadas a outras proteinas, é mais comum do que
anteriormente imaginado — como também revelam os dados oriundos do

sequenciamento de diversos genomas bacterianos (Xia et alii, 1993; Calhoun et

alii, 2001; http://www.sanger.ac.uk; http://www.tigr.org). A identidade entre a

proteina MTB *AroQ e o dominio ECCM € de apenas 13%, mas, como mostrado
na Figura 3.4, as proteinas *AroQ (cujo protétipo é a enzima de E. herbicola)
exibem muitos residuos conservados no sitio catalitico: Arg28, Lys39, Asp48,
Arg51 e, na posicao 88 (em relacdo ao dominio EcCCM), glutamato ou glutamina.
Ocorrem algumas variacdes, como, por exemplo, a presenca de uma arginina
conservada na extremidade C-terminal das proteinas *AroQ — a qual, como
recentemente evidenciado na estrutura tridimensional da proteina MTB *AroQ,
corresponde a Argl1 do dominio EcCM (Okvist et alii, 2006; Qamra et alii, 2006).
Especificamente em relagdo a proteina MTB *AroQ, a Glu52 do dominio ECCM é
substituida por uma valina, que obviamente ndo desempenha a mesma funcdo
(formacao de uma ponte de H com o inibidor 1 da CM); em seu lugar, a Glu106 da
enzima de M. tuberculosis realiza essa fungdo (Okvist et alii, 2006). Os Ultimos

autores, que determinaram a estrutura cristalina da proteina MTB *AroQ a 1.6 A,
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ligada e néo ligada ao inibidor 1 da CM, observaram que a Thrl05 da enzima de
M. tuberculosis (correspondente & Ser84 do dominio EcCM) participa da formacéo
de interacdes de van der Waals fortes entre a CM e o ligante. Além disso, como
demonstrado por esse estudo e o de Qamra et alii (2006), que determinaram a
estrutura cristalina da proteina MTB *AroQ a 2.15 A, a enzima de M. tuberculosis
apresenta uma estrutura significativamente mais compacta que a do dominio
EcCM. Em E. coli e S. cerevisiae, o0s sitios ativos da CM se localizam na interface
de dois protdmeros (Lee et alii, 1995a). A proteina MTB *AroQ também € um
dimero, mas, diferentemente das anteriores, cada mondmero € auto-suficiente,
pois um unico protdmero contribui com todos os residuos do sitio ativo; dessa
forma, representa uma nova topologia protéica (Okvist et alii, 2006).

A proteina MTB *AroQ tem 100% de identidade com sequéncias
homélogas presentes no isolado clinico M. tuberculosis CDC1551 e em M. bovis
AF2122/97, e os maiores niveis de identidade sdo com proteinas hipotéticas
conservadas de M. avium paratuberculosis e M. smegmatis mc?155 (Tabela 3.2).
Em M. leprae, o gene homologo *aroQ (ML2029) é um pseudogene, indicando

que as proteinas *AroQ podem ser dispensaveis a certas micobactérias.

Tabela 3.2. Niveis de identidade e similaridade entre a sequéncia de aa da
proteina *AroQ de M. tuberculosis e outras ORFs bacterianas.

Organismo Acesso Identidade  Similaridade
(%) (%)
Mycobacterium tuberculosis H37Rv Rv1885c 100,0 100,0
Mycobacterium tuberculosis CDC1551 MT_1933 100,0 100,0
Mycobacterium bovis AF2122/97 Mb1917c 100,0 100,0
Mycobacterium avium paratuberculosis MAP_1608c 61,0 76,2
Mycobacterium smegmatis mc“155 MSMEG2114 46,9 64,4
Gluconobacter oxydans 621H GOX2001 37,0 49,3
Burkholderia sp. 383 Bcep18194 A4115 35,5 53,5
Hahella chejuensis KCTC 2396 HCH_03913 34,9 49,1
Burkholderia cenocepacia AU 1054 Bcen_0529 34,7 51,6
Pseudomonas fluorescens PfO-1 Pfl 3544 33,1 48,5
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Considerando as evidéncias acima apresentadas — e independentemente
dos recentes trabalhos de purificacdo e caracterizacdo bioquimica da proteina
MTB *AroQ realizados por Prakash et alii (2005a) e Sasso et alii (2005) e de
determinacao de sua estrutura cristalina (na presenca de inibidor ou de regulador
alostérico) realizados por Okvist et alii (2006) e Qamra et alii (2006) —, as regides
codificantes de ambos os genes, MTB aroQ (Rv0948c) e MTB *aroQ (Rv1885c),
de M. tuberculosis foram amplificadas por PCR e clonadas no vetor de expressao
pET-23a(+). Apods, a atividade de CM das respectivas proteinas recombinantes foi
testada em extratos brutos de células de E. coli, confirmando experimentalmente
gue as enzimas MTB AroQ e MTB *AroQ sdo CMs (item 3.1.2).

Na Figura 3.5, € mostrada a amplificacdo por PCR da regido codificante do
gene aroQ (Rv0948c) de M. tuberculosis, usando DNA gendmico como molde e
concentracfes variaveis de DMSO. O DMSO é um co-solvente que auxilia a
desnaturacdo de seqiéncias de DNA ricas em G+C (como é o caso das

micobactérias) e impede a formacao de estruturas secundarias (Winship, 1989).

—» 315 bp

Figura 3.5. Amplificacdo por PCR do gene estrutural MTB aroQ (Rv0948c) de M.
tuberculosis H37Rv, usando DNA genémico como molde. 1: MM; 2: amplificacéo
sem DMSO; 3: amplificacdo com 5% de DMSO; 4: amplificacdo com 10% de
DMSO. O fragmento obtido (315 bp) foi purificado e ligado no vetor pET-23a(+).
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Na Figura 3.6, € mostrada a amplificacdo por PCR da regiao codificante do
gene *aroQ (Rv1885c) de M. tuberculosis, usando DNA gendmico como molde e
concentracdes variaveis de DMSO. O gene estrutural *aroQ foi amplificado sem a
sequéncia correspondente ao peptideo-sinal, a fim de que, na etapa posterior de
expressao, a proteina madura fosse produzida (Figura 3.4). A auséncia de DMSO

se mostrou essencial & amplificacdo do gene MTB *aroQ.

—» 501 bp

Figura 3.6. Amplificacdo por PCR do gene estrutural MTB *aroQ (Rv1885c) de M.
tuberculosis H37Rv, usando DNA genémico como molde. 1. MM; 2: amplificacédo
sem DMSO; 3: PCR com 5% de DMSO; 4: PCR com 10% de DMSO. O fragmento
obtido (501 bp) foi purificado e ligado no vetor pET-23a(+).

ApOs as regides codificantes dos genes correspondentes as proteinas MTB
AroQ (CM citoplasmatica) e MTB *AroQ (CM periplasmatica) terem sido
amplificadas por PCR, as mesmas foram individualmente clonadas no vetor de
expressdo pET-23a(+) entre os sitios de restricdo Ndel e BamHI. Os insertos dos
plasmideos recombinantes pET-23a(+)-aroQC1 (contendo o gene MTB aroQ) e
pET-23a(+)-aroQP25 (contendo o gene MTB *aroQ) foram inteiramente

sequenciados, ndo se observando a presenca de mutagBes nas sequéncias

nucleotidicas (dados ndo mostrados).
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3.1.2. Expressdo em E. coli e teste da atividade enzimatica das proteinas

MTB AroQ (Rv0948c) e MTB *AroQ (Rv1885c)

Os plasmideos pET-23a(+)-aroQC1 (contendo o gene MTB aroQ) e pET-
23a(+)-aroQP25 (contendo o gene MTB *aroQ) foram individualmente
eletroporados em células de E. coli BL21(DES3). Procedeu-se, entdo, a expressado
de cada proteina recombinante, segundo protocolos padronizados e condi¢cdes
variaveis de expressao protéica (temperatura de incubacéo, presenca/auséncia
de indutor, aeracéo, etc). Os resultados estdo apresentados na Figura 3.7 e na
Figura 3.8, em que se observa a expressdo das respectivas CMs de M.
tuberculosis na fracé@o soluvel de extratos de células de E. coli BL21(DE3).

Na expressdo da proteina MTB AroQ, nao houve alteracdes significativas
guanto a presenca ou auséncia de IPTG no meio de cultura, e uma proteina de

tamanho compativel ao esperado (11,77 kDa) foi observada (Figura 3.7).

~ w— —> 11,8kDa

\
l

Figura 3.7. Expressao da proteina MTB AroQ (Rv0948c) na fracao soluvel de
extratos brutos de células de E. coli BL21(DE3). 1: MM; 2, 4, 6 e 8: controle, E.
coli BL21(DE3) + pET-23a(+); 3, 5, 7 e 9: E. coli BL21(DE3) + pET-23a(+)-
aroQCl. 2, 3, 6 e 7: expressao sem IPTG,; 4, 5, 8 e 9: expressdo com 1 mM de
IPTG. A expressédo da proteina MTB AroQ (11,8 kDa) foi monitorada por 24 h
apos as culturas de E. coli BL21(DE3) terem atingido ODgy = 0,4, sendo
mostrado o perfil protéico em 2 h (2-5) e 4 h (6-9) de crescimento celular.
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Na expressdo da proteina MTB *AroQ, uma proteina de tamanho
compativel ao esperado (cerca de 20 kDa) foi observada, e a expressao maxima
ocorreu na auséncia de IPTG durante as primeiras 12 h apds as culturas de E.
coli BL21(DES3) terem atingido ODggo = 0,4 (Figura 3.8). Na presenca de 1 mM de
IPTG, a expresséao da proteina MTB *AroQ € diminuida, desaparecendo apos 6 h

de inducédo (dados ndo mostrados).

S—— —_— —» 20 kDa

Figura 3.8. Expressdo da proteina MTB *AroQ (Rv1885c) na fracdo soluvel de
extratos brutos de células de E. coli BL21(DE3). 1, 3, 6 e 8: controle, E. coli
BL21(DE3) + pET-23a(+); 5: MM; 2, 4, 7 e 9: E. coli BL21(DE3) + pET-23a(+)-
aroQP25. 1, 2, 6 e 7: expressado sem IPTG; 3, 4, 8 e 9: expressdao com 1 mM de
IPTG. A expressao da proteina MTB *AroQ (cerca de 20 kDa) foi monitorada por
24 h apoés as culturas de E. coli BL21(DE3) terem atingido ODgoo = 0,4, sendo
mostrado o perfil protéico em 3 h (1-4) e 6 h (6-9) de crescimento celular.

Em seguida, as fracbes sollUveis de extratos brutos de células de E. coli
BL21(DE3), contendo a proteina recombinante MTB AroQ ou MTB *AroQ, foram
testadas quanto a atividade de CM. Como controle, foi considerada a fracéo
soltvel do extrato bruto de células de E. coli BL21(DE3) contendo o plasmideo
pET-23a(+). A atividade especifica de CM em células de E. coli expressando o

produto do gene aroQ de M. tuberculosis foi aproximadamente 143 vezes superior

a observada em células de E. coli contendo o plasmideo controle, como mostrado
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na Tabela 3.3. J& a atividade especifica de CM, em células de E. coli
expressando o produto do gene *aroQ de M. tuberculosis, foi aproximadamente
98 vezes superior & observada em células de E. coli contendo o plasmideo
controle. Esses dados confirmam que as proteinas MTB AroQ e MTB *AroQ,
(correspondentes as ORFs Rv0948c e Rv1885c, respectivamente) tém atividade
enzimatica especifica de CM, indicando ainda que as mesmas séo produzidas na

sua forma ativa em células de E. coli.

Tabela 3.3. Medida da atividade enzimatica de CM em extratos de células de E.
coli BL21(DE3) expressando as proteinas MTB AroQ e MTB *AroQ.

Extrato celular Atividade Razao extrato
especifica (U/mg)? clonado/controle
Controle? 0,889 1
MTB AroQ (Rv0948c) 127,38 143,28
Controle 0,964 1
MTB *AroQ (Rv1885c) 94,23 97,75

®Extrato controle: células de E. coli BL21(DE3) contendo o plasmideo pET-23a(+); extrato clonado:
células de E. coli BL21(DE3) contendo o respectivo plasmideo recombinante.
A medida da atividade especifica de cada extrato foi realizada em duplicata.

Assim, conclui-se que M. tuberculosis, além de uma CMP representada
pela proteina MTB *AroQ, também possui uma CMC (CM monofuncional
citoplasmatica) representada pela proteina MTB AroQ. Esse € um dado inovador,
pois CMCs nao fusionadas a outras proteinas ainda ndo foram descritas em
nenhuma bactéria — uma vez que, em espécies como E. coli, a proteina AroQ
(citoplasmatica) faz parte das enzimas bifuncionais PheA e TyrA (Pittard, 1996).
E, em espécies que apresentam CMs periplasmaticas, como E. herbicola, S.
typhimurium e P. aeruginosa, a versédo citoplasmatica de suas CMs também faz
parte de enzimas bifuncionais (Xia et alii, 1993; Calhoun et alii, 2001).

Corroborando os dados obtidos no presente trabalho, ha, no genoma de M.
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tuberculosis H37Rv, a descricdo de uma prefenato desidratase (PheA, Rv3838c)
e uma prefenato desidrogenase (TyrA, Rv3754), ambas monofuncionais, sem
nenhum dominio CM associado, codificadas por genes distintos e em localizacfes
gendmicas nao relacionadas (Cole et alii, 1998). Recentemente, as enzimas PheA
e TyrA de M. tuberculosis foram purificadas e caracterizadas, ndo se observando
nenhuma atividade de CM nas proteinas recombinantes (Prakash et alii, 2005b;
Xu et alii, 2006). Desta maneira, comprova-se que as proteinas AroQ e *AroQ séo
exclusivamente monofuncionais em M. tuberculosis.

A razéo pela qual existem duas CMs monofuncionais em M. tuberculosis,
sendo uma periplasmatica, permanece desconhecida. No caso de E. herbicola,
Xia et alii (1993) sugerem uma hipoétese interessante: em condi¢cdes ‘normais’, a
respectiva proteina *AroQ néo participaria da biossintese citoplasmatica de
fenilalanina e tirosina. Entretanto, em condi¢cdes de grande acumulo de corismato
(como, por exemplo, deficiéncia de tirosina no meio de cultura), o excesso deste
composto no periplasma seria convertido em prefenato. Por sua vez, o prefenato
serviria de substrato a uma ciclohexadienil desidratase e/ou uma ciclohexadienil
desidrogenase, resultando na producéo de fenilalanina e/ou tirosina — que podem
ser direcionadas para o citoplasma ou, alternativamente, participar de uma rota
metabdlica periplasmatica cuja funcdo ainda ndo € conhecida. Em P. aeruginosa,
existe uma rota periplasmatica completa de trés etapas de biossintese de
fenilalanina a partir de corismato (Zhao et alii, 1993; Calhoun et alii, 2001).

M. tuberculosis, & semelhanca de S. typhimurium, possui 0 gene *aroQ,
mas nao apresenta genes que potencialmente codifiguem uma ciclohexadienil

desidratase ou uma ciclohexadienil desidrogenase periplasmatica, conforme
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buscas de similaridade realizadas no banco de dados TuberculList (dados n&o
mostrados). Genes potencialmente codificando aminotransferases aromaticas
exportadas em M. tuberculosis também n&o foram identificados nas mesmas
buscas. O papel fisiolégico de uma rota periplasmatica parcial de biossintese de
aminoacidos aromaticos € intrigante, mas talvez a proteina MTB *AroQ interaja
com rotas diferentes. Na verdade, deve-se considerar que mesmo a funcédo da
rota periplasmética completa de biossintese de fenilalanina em P. aeruginosa néo
€ conhecida. Dada a baixa conservacdo de sequéncia apresentada pelas CMs,
outra possibilidade é que a proteina MTB *AroQ desempenhe uma funcao
adicional. Como mostrado no alinhamento multiplo da Figura 3.4, as proteinas
*AroQ possuem uma longa sequéncia de aminoacidos na extremidade C-terminal,
sem equivalente no dominio ECCM e em outras CMs. Embora essa seqiéncia de
aminoacidos possa ter um papel de estabilizacdo da estrutura protéica da enzima
*AroQ de M. tuberculosis, resultando em um empacotamento mais eficiente, como
sugerido por Sasso et alii (2005), é igualmente possivel que ela execute uma
nova funcdo — que, devido a localizacdo periplasmatica ou secretada, estaria
relacionada a interagdo com o hospedeiro.

A hipotese de que a proteina MTB *AroQ esta relacionada a algum aspecto
desconhecido da patogenicidade de M. tuberculosis é tentadora, mas deve ser
vista com cautela, pois, como anteriormente mencionado, em M. leprae o gene
*aroQ € um pseudogene (Cole et alii, 2001). E, como relatado no item 3.2, em M.
smegmatis (espécie nao patogénica) ocorre um gene *aroQ funcional. Pode-se
ainda assim contra-argumentar que, devido a relativamente baixa identidade de

sequéncia entre as proteinas *AroQ de M. tuberculosis e M. smegmatis (46,9%,
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como mostrado na Tabela 3.2), a CMP de M. tuberculosis possua caracteristicas
Gnicas, especialmente na extremidade C-terminal. Em uma breve inspecdo da
sequéncia de aminoacidos dessa regido usando o programa Motif Scan

(http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan), dois potenciais sitios de fosforilacdo

de tirosina quinase foram encontrados entre as posi¢fes 103-110 e 175-181 da
proteina MTB *AroQ. Apenas o segundo sitio ocorre no homologo de M.
smegmatis. As fun¢des bioldgicas das tirosina quinases procaridticas ainda séo
pouco conhecidas, mas varias linhas de evidéncia sugerem que essas proteinas,
em conjunto com serina/treonina quinases e fosfatases, fazem parte de sistemas
de regulacado e sinalizacdo celular semelhantes aos de organismos eucariéticos.
Em M. tuberculosis, essas enzimas sao provaveis mediadores de processos que
regulam a adaptacdo global do bacilo a respostas externas e a importantes

interacdes patdgeno-hospedeiro (Greenstein et alii, 2005).

3.1.3. Construcdo dos plasmideos suicidas p2NIL+COCAS5 e p2NIL+COPA3

A fim de esclarecer o possivel papel diferencial exercido pelas enzimas
MTB AroQ e MTB *AroQ no metabolismo de M. tuberculosis, plasmideos suicidas
contendo as regides flanqueadoras upstream e downstream a cada gene aroQ
foram construidos. O método escolhido, no caso dos genes aroQ e *aroQ, foi a
amplificagdo por PCR de fragmentos de DNA de aproximadamente 1,5 kb
upstream e downstream ao gene de interesse, 0s quais continham, além das
regides flanqueadoras, uma pequena porcao das sequéncias correspondentes as

extremidades N-terminal e C-terminal de cada regido codificante (equivalente a
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mais ou menos 15 aa). Como brevemente esquematizado na Figura 3.9, apos a
amplificacdo por PCR de cada regido flanqueadora, os dois fragmentos foram
unidos através de uma overlap PCR, criando uma delecao in-frame no gene-alvo
(Ho et alii, 1989; Horton et alii, 1990). O fragmento de PCR produzido dessa
forma foi subsequientemente clonado no vetor pNIL, ao qual foi ligado um cassete
oriundo do vetor pGOAL. O plasmideo suicida final, contendo o alelo mutante, os
marcadores de selecédo e o marcador de contra-selecdo sacB, foi eletroporado em

células de M. tuberculosis (Parish & Stoker, 2000b).

> <« > <«
I
uP DOWN
H [} PCR
E Overlap PCR

+

Plasmideo
— AN — suicida final

Clivagem Ligacéo

Figura 3.9. Esquema geral do método usado na construcdo de plasmideos
suicidas para a eletroporacéo de células de micobactérias e geracdo de linhagens
mutantes. Uma pequena porcdo da extremidade N-terminal (verde) e C-terminal
(azul) da regido codificante do gene-alvo (vermelho) é amplificada junto com o
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DNA flanqueador upstream (UP) e downstream (DOWN), em verde claro (as
setas pequenas indicam primers). Apds, os dois fragmentos amplificados séo
unidos em uma overlap PCR, criando uma delecéo in-frame no gene-alvo. Este
alelo mutante é clonado em um vetor da série pNIL, ao qual é ligado um cassete
contendo marcadores de selecéo e contra-selecdo (sacB) oriundo de um vetor da
série pGOAL (Parish & Stoker, 2000b). O plasmideo suicida final ndo se replica
em micobactérias e carrega o substrato de DNA para que ocorra a recombinacao
homologa com o alelo selvagem do cromossomo bacteriano.

Na Figura 3.10, é mostrada a localizagcdo gendmica do gene aroQ
(Rv0948c) em M. tuberculosis, o qual é provavelmente monocistrénico. Contudo,
a fim de evitar possiveis efeitos pleiotropicos sobre a transcricdo dos genes
adjacentes (Rv0947c e uvrD), uma delecao in-frame, ndo marcada, em que cerca
de 85% da regido codificante do gene aroQ € eliminada, foi produzida na

construcdo do respectivo alelo mutante de M. tuberculosis.

1,5kb 1,5kb

v

uvr D

> « |

Figura 3.10. Localizacdo gendémica do gene aroQ (Rv0948c) em M. tuberculosis,
mostrando as regifes flanqueadoras (cerca de 1,5 kb) upstream e downstream
usadas na construcédo do plasmideo suicida p2NIL+COCAS5. As setas pequenas,
em azul, indicam primers usados na caracterizacdo de linhagens.

Apbs as regides flanqueadoras (1545 bp cada) upstream e downstream ao
gene aroQ terem sido amplificadas por PCR, as mesmas foram purificadas em gel
de agarose e utilizadas em uma overlap PCR, criando uma dele¢do de 273 bp na
sequéncia codificante do gene. O fragmento obtido, contendo 3045 bp, foi clonado
no vetor pCR-Blunt e posteriormente subclonado no sitio de restricdo Hindlll do

vetor p2NIL. O inserto do plasmideo escolhido para a etapa final da construgéo

(p2NIL+aroQC3) foi inteiramente sequenciado, ndo apresentando mutagdes na
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sequéncia nucleotidica (dados ndo mostrados). Ao plasmideo p2NIL+aroQC3 foi
ligado o cassete de Pacl contendo marcadores de sele¢céo e o gene sacB do vetor

pGOAL19, gerando o plasmideo suicida p2NIL+COCAS5 (Figura 3.11).

—» 3045 bp

—>» 2051 bp

Figura 3.11. Construcédo do plasmideo suicida p2NIL+COCAD5, contendo um alelo
mutante com uma delecdo de 273 bp na sequéncia codificante do gene aroQ
(Rv0948c) de M. tuberculosis. 1: MM; 2: p2NIL+COCA5; 3: p2NIL+COCA7; 4.
p2NIL+COCAS8. Os plasmideos foram clivados com BamHI, podendo-se observar
os fragmentos de 3045 bp (correspondente ao alelo mutante MTB aroQ e DNA
flanqueador) e de 2051 bp (do cassete de Pacl).

Na Figura 3.12, € mostrada a localizacdo genbmica do gene *aroQ
(Rv1885c) em M. tuberculosis, o qual € o segundo de um operon provavelmente
composto por seis genes. Portanto, a fim de evitar possiveis efeitos pleiotrépicos
sobre a transcricdo dos demais genes do operon, uma delecdo in-frame, néo

marcada, em que quase 95% da regiao codificante do gene *aroQ é eliminada, foi

produzida na construcdo do respectivo alelo mutante de M. tuberculosis.

1,5kb 1,5kb
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Figura 3.12. Localizagdo gen6mica do gene *aroQ (Rv1885c) em M. tuberculosis,
o qual faz parte de um operon com mais cinco genes (em roxo). As regides
flanqueadoras (cerca de 1,5 kb) upstream e downstream usadas na construcéo do
plasmideo suicida p2NIL+COPA3 estao indicadas. As setas pequenas, em azul,
indicam primers usados na caracterizacao de linhagens.
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Apbs as regides flanqueadoras (1525 bp cada) upstream e downstream ao
gene *aroQ terem sido amplificadas por PCR, purificadas em gel de agarose e
utilizadas em uma overlap PCR, criando uma delecéo de 564 bp na sequéncia
codificante do gene, um procedimento de clonagem semelhante ao da construcao
do plasmideo p2NIL+COCAS foi realizado, exceto que o fragmento obtido, nesse
caso, foi clonado entre os sitios de restricAo BamHI e Kpnl do vetor p2NIL. O

plasmideo suicida foi denominado p2NIL+COPA3 (Figura 3.13).

—» 3050 bp

—>» 1863 bp

Figura 3.13. Construcéo do plasmideo suicida p2NIL+COPAS3, contendo um alelo
mutante com uma delecdo de 564 bp na sequéncia codificante do gene *aroQ
(Rv1885c) de M. tuberculosis. 1: MM; 2: p2NIL+COPA3 clivado com BamHI; 3:
p2NIL+COPA3 clivado com EcoRI; 4: p2NIL+COPA3 clivado com Pacl. Em 2,
pode-se observar o fragmento de 3050 bp (correspondente ao alelo mutante MTB
*aroQ e DNA flanqueador); em 3, o de 1863 bp (do cassete de Pacl).

3.1.4. Eletroporacgéo de M. tuberculosis H37Rv e isolamento de mutantes

Cerca de 3 pg de DNA de cada plasmideo suicida (p2NIL+COCA5 e

p2NIL+COPA3) foram separadamente eletroporados em células de M.

tuberculosis H37Rv. Como os produtos dos genes MTB aroQ e MTB *aroQ estéo

relacionados a biossintese de fenilalanina e tirosina, e visto que muitos mutantes
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de rotas de biossintese de aminoacidos sdo auxotroficos para certos compostos,
duas condi¢cBes experimentais foram testadas: Middlebrook 7H10 e Middlebrook
7H10 suplementado com 40 pg/ml de fenilalanina e 40 pg/ml de tirosina. Apos
cerca de 6 semanas de incubacéo a 37°C, col6nias azuis Hyg" Kan' (SCOs) foram
obtidas para ambas as constru¢cdes, COCA5 (4 coldnias) e COPA3 (1 colbnia),
apenas em Middlebrook 7H10 suplementado com os dois aminoacidos
aromaticos. Assim, a suplementacdo do meio de cultura com fenilalanina e
tirosina se mostrou importante ao isolamento de linhagens potencialmente
mutantes para os genes aroQ e *aroQ de M. tuberculosis.

Em seguida, colonias individuais, C5 (COCA5) e P1 (COPA3), foram
semeadas em 7H10 na auséncia de antibidticos, para que o segundo evento de
recombinacdo homologa ocorresse. Como o plasmideo suicida final contém o
gene sacB, as células sao sensiveis a sacarose. Nessa etapa, linhagens SCO
podem dar origem a células selvagens (reversao) ou mutantes, dependendo do
local em que ocorrer o segundo crossover. Nas condi¢cdes testadas, apls 2
semanas de incubacédo a 37°C, observou-se somente o crescimento da colonia
C5. A razédo pela qual a colbnia P1 n&do cresceu nessa etapa do experimento,
mesmo apos até 6 semanas de incubacao a 37°C, em streakings independentes e
novas eletroporacdes, € desconhecida. Prosseguiu-se, entdo, com a col6nia C5, a
qual foi semeada em placas de 7H10 com e sem sacarose. Apés 4 semanas de
incubagédo a 37°C, coldonias C5 brancas sensiveis a sacarose foram obtidas,
observando-se uma diminuicdo significativa (aproximadamente 10* cfu) do
namero de colénias em placas com sacarose em comparacdo a placas sem

sacarose. As colbnias foram entdo testadas quanto a sensibilidade a canamicina,
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para distinguir linhagens DCO Kan® de mutantes espontaneos resistentes a
sacarose, ou seja, linhagens SCO Kan'. Inicialmente, 40 colénias C5 brancas
resistentes a sacarose foram testadas em placas de 7H10 com e sem canamicina.
O DNA gendmico de colonias Kan® foi preparado para posterior andlise por PCR e

sequenciamento.

3.1.5. Caracterizacdo e complementacdo dos provaveis mutantes

Aparentemente, linhagens SCO para o gene MTB *aroQ podem ser obtidas
in vitro. Porém, por razdes desconhecidas, essas células ndo séo viaveis durante
a etapa em que ocorre o segundo evento de recombinacdo homéloga, mesmo
com suplementacdo adequada no meio de cultura. Trata-se de uma situacdo
inusitada, mas € possivel que, devido ao numero muito baixo de col6nias obtidas
apos as eletroporacdes (apenas duas, no total), a respectiva linhagem SCO para
o0 gene MTB *aroQ tenha um defeito de crescimento que sé se manifesta em
longo prazo. Cabe mencionar que, no segundo experimento realizado de forma
independente, a colbnia obtida (P2) foi semeada em 7H10 na auséncia de
antibiéticos com e sem suplementacao dos dois aminoacidos aromaticos; mesmo
assim, nenhum crescimento foi observado (dados n&o mostrados).

Uma outra explicacéo possivel para a inviabilidade das col6nias P1 e P2 (e,
consequentemente, ndo ocorréncia da segunda recombinacdo homologa) € que a
regido gendmica adjacente ao gene MTB *aroQ € extremamente rica em G+C,
ultrapassando os 65%. Isso pode resultar na formacédo de complexas estruturas

secundarias localizadas, que dificultam eventos de recombinacdo ou,
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alternativamente, favorecem a recombinacao entre o alelo mutante e apenas um
dos lados do alelo cromossémico. Embora alguns autores relatem que o tamanho
do DNA flanqueador inserido junto com a mutacéo seja importante para o sucesso
da mutagénese por troca alélica em M. tuberculosis, é provavel que a auséncia de
regides genbmicas complicadas seja um fator decisivo para a obtencdo de DCOs
(sejam mutantes ou o tipo selvagem) (Parish et alii, 1999; Gordhan & Parish,
2001). De qualquer forma, o tamanho do DNA flanqueador inserido junto com a
delecdo no gene MTB *aroQ (1,5 kb de cada lado da mutacéo) é suficiente para a
ocorréncia de recombinacdo homologa, e o fato de nenhum DCO ter sido obtido
pode apenas refletir uma baixa freqiéncia de recombinacéao.

Os genodtipos das coldnias C5 brancas Kan® (DCOs) foram caracterizados
por PCR de colbnia, usando primers especificos, que permitem distinguir entre a
provavel linhagem DCO mutante, o tipo selvagem e SCOs, como esquematizado
na Figura 3.9. Mais de 100 mutantes em potencial para o gene MTB aroQ foram

testados, e na Figura 3.14 estd mostrado o resultado para 20 colbnias.

—» 983 bp

Figura 3.14. Analise por PCR de col6nia das provaveis linhagens mutantes para o
gene aroQ (CM citoplasméatica) de M. tuberculosis. 1, 16 e 17: MM. PCRs
realizadas com 2: agua (controle negativo); 3: DNA gendmico de M. tuberculosis
(controle positivo); 4: p2NIL+COCAS5; 5: DNA extraido de linhagem SCO; 6-15 e
18-27: DNA extraido de linhagens DCO (mutantes em potencial). Um fragmento
de 983 bp é visualizado em 3 e em todas as linhagens DCO analisadas. Um
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fragmento de 710 bp (indicando a delecdo de 273 bp introduzida) € visualizado
em 4 e 5. Apenas 20 linhagens DCO representativas sdo mostradas.

Como mostrado na Figura 3.14, o genétipo de todos os provaveis
mutantes para o gene MTB aroQ (CM citoplasmatica) testados se revelou idéntico
ao do tipo selvagem. Visto que mais de 100 col6nias C5 Kan® tiveram seu DNA
analisado por PCR (10 das quais também por sequenciamento) e nenhuma
linhagem DCO mutante pdde ser isolada (apenas linhagens DCO selvagens,
apontando claramente para eventos de reversdo), a auséncia de mutantes
utilizando esse método de troca alélica sugere que, nas condicbes testadas, o
gene aroQ é essencial ao crescimento in vitro de M. tuberculosis.

A estratégia de mutagénese por troca alélica usando plasmideos suicidas é
em geral realizada em duas etapas: primeiro sdo isoladas linhagens SCO
(selecao) e, a partir delas, linhagens DCO (contra-selecdo). Desta maneira, pode-
se determinar se um gene € essencial, pois as linhagens SCO serao viaveis, mas,
na segunda etapa, somente linhagens DCO contendo o0 gene selvagem — e nao
aguelas contendo o alelo mutante — estardo presentes (Parish & Stoker, 2000a).
Por definicdo, um gene é considerado essencial quando nédo pode, nas condicdes
experimentais testadas, ser inativado, ou seja, nao se obtém um mutante para
aguele loco (Stoker et alii, 2005). Além disso, a mutagénese por troca alélica em
duas etapas é mais eficiente em locos em que a freqiéncia de recombinacao
homologa é baixa, uma vez que uma unica linhagem SCO é suficiente para o
passo seguinte (Parish & Stoker, 2000b).

Como todas as mais de 100 colénias C5 Kan® testadas apresentaram o

mesmo gendtipo que o do tipo selvagem, sem que nenhuma linhagem DCO
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mutante Hyg® Kan® fosse obtida, confirmou-se que o segundo crossover esta de
fato ocorrendo no loco correspondente ao gene MTB aroQ e que a incapacidade
de obtencdo de mutantes ndo é devida a uma total falta de recombinacdo
homologa nessa regido. Pelo contrario: a freqiéncia de recombinacdo homologa
para o gene MTB aroQ parece ser normal, visto que, na etapa final de isolamento,
em que as colbnias C5 foram testadas quanto a sensibilidade a canamicina, o
nimero de mutantes espontaneos resistentes a sacarose (linhagens SCO Kan',
em que o segundo crossover ndo ocorreu) sempre foi baixo, na proporgéao de 3:37
(cerca de 8%). Esse indicio reforca, portanto, a provavel essencialidade do gene
aroQ ao metabolismo de M. tuberculosis.

E necessério considerar alguns pontos importantes em relacéo a definicdo
de essencialidade em M. tuberculosis. Em primeiro lugar, a comprovacao de que
um gene € essencial em M. tuberculosis € muito mais dificil e laboriosa do que
nas micobactérias de crescimento rapido, como M. smegmatis. A falha na
obtencdo de mutantes pode ser causada pela existéncia de células que, embora
viaveis, possuem taxas de crescimento mais baixas que a linhagem selvagem. Ha
diversos relatos na literatura de linhagens mutantes de M. tuberculosis cujas taxas
de crescimento podem ser até duas ou trés vezes menores que a linhagem selva-
gem (Pavelka & Jacobs, 1999; Parish & Stoker, 2000a; Lamichhane et alii, 2006).
Por essa razéo, teve-se o cuidado de, na etapa de contra-selecdo, em que as
colonias C5 foram semeadas em placas de 7H10 com e sem sacarose, prolongar
o tempo de incubacdo a 37°C por até 6 semanas, a fim de que linhagens
mutantes com taxa de crescimento menor e morfologia diminuta pudessem ser

detectadas. Entretanto, ndo foi esse o caso. Apds 6 semanas de incubacéo,
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considerou-se que nao haveria mais células viaveis. Além disso, a incubacao
prolongada apresenta dificuldades, como dessecacéo do meio de cultura.

Em segundo lugar, a disponibilidade de meios de cultura adequados para o
crescimento in vitro de M. tuberculosis constitui um problema, pois nem sempre a
composicao de certos meios definidos (especialmente sélidos) pode ser alterada
sem que haja diminuicdo significativa do tempo normal de geracdo ou mesmo
comprometimento da viabilidade do bacilo (Allen, 1998). No caso das mutacfes
introduzidas nos genes das CMs de M. tuberculosis, essa dificuldade
experimental ndo representou uma limitacdo, ja que a auséncia dos respectivos
produtos finais (fenilalanina e tirosina) poderia, caso mutantes tivessem sido
obtidos, ser compensada pela adicdo desses aminoacidos ao meio de cultura. E,
como fenilalanina e tirosina foram utilizadas durante a realizacdo dos
experimentos, a falta de suplementos no meio de cultura ndo explica por que
linhagens DCO mutantes para o gene MTB aroQ ndo puderam ser obtidas. Uma
possibilidade seria que o prefenato formado a partir de corismato pela CM serve a
uma funcdo essencial desconhecida, adicional a biossintese de fenilalanina e
tirosina. Essa hipotese €, no entanto, pouco provavel.

Além disso, a linhagem SCO Hyg" Kan' para o gene MTB aroQ cresce
normalmente em Middlebrook 7H10 (meio sélido) e Middlebrook 7H9 (meio
liqguido) sem suplementacdo dos dois aminoacidos aromaticos, como
posteriormente verificado (dados ndo mostrados). Esse dado evidencia, portanto,
que a linhagem SCO Hyg" Kan' para o gene MTB aroQ ndo possui nenhum
defeito de crescimento in vitro. Dessa forma, o uso de concentra¢gdes superiores a

40 pg/ml de fenilalanina e 40 pg/ml de tirosina no meio de cultura também néo
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permitiria excluir a possibilidade de que o gene aroQ ndo é essencial em M.
tuberculosis. Tomou-se ainda o cuidado de ndo adicionar casaminoacidos ao
meio de cultura, os quais sdo toxicos e letais a M. tuberculosis (Parish et alii,
1999; Pavelka & Jacobs, 1999). Embora ndo existam dados experimentais sobre
o transporte de fenilalanina e tirosina em células de M. tuberculosis, hd um
homologo de AroP2 (transportador de aminoacidos aromaticos) no genoma (Cole
et alii, 1998). Finalmente, deve-se mencionar que M. tuberculosis cresce em meio
minimo na auséncia de aminoacidos aromaticos — como, por exemplo, 0 meio
definido de Sauton, que leva em sua composi¢ao, entre outros reagentes, glicerol,
citrato e asparagina (Allen, 1998). A necessidade de prefenato no meio de cultura
€, como ressaltado, uma hipétese improvavel. Mas, se houver uma ramificacao
metabdlica a partir de prefenato que ndo a biossintese de fenilalanina e tirosina,
isso explicaria a inviabilidade de mutantes para o gene MTB aroQ.

O prefenato formado pela CM é, em certas bactérias, convertido em
arogenato, um intermediario metabdlico que também é usado na biossintese de
fenilalanina e/ou tirosina, dependendo do microrganismo (Calhoun et alii, 2001,
Dosselaere & Vanderleyden, 2001). Em P. aeruginosa, o arogenato pode ser
usado como fonte exclusiva de carbono e nitrogénio (Fischer et alii, 1997). Em M.
tuberculosis, ha indicios de que a proteina monofuncional TyrA utilize
preferencialmente arogenato como substrato (Song et alii, 2005). Contudo, o
papel do arogenato em micobactérias € totalmente desconhecido.

A via do chiquimato é considerada essencial em M. tuberculosis, pois 0

gene aroK (cujo produto efetua a quinta etapa enziméatica) ndo pode ser inativado,

mesmo com suplementacdo de corismato e outros compostos aromaticos no meio

121



de cultura (Parish & Stoker, 2002). Como as funcdes e principalmente a regulacao
das varias enzimas da via ainda ndo sdo inteiramente compreendidas em
micobactérias, € possivel que, em M. tuberculosis, essa rota metabdlica (que
aparentemente exibe menos redundancia em relagdo a E. coli) apresente
ramificacbes especificas, incluindo downstream ao corismato. Quanto a
biossintese dos aminoacidos aromaticos, apenas dois genes, pheA (biossintese
de fenilalanina) e trpD (biossintese de triptofano) foram estudados através de
mutagénese por troca alélica em M. tuberculosis (Parish et alii, 1999).

Segundo a técnica de mutagénese com o transposon Himarl (TraSH)
desenvolvida por Sassetti et alii (2003), que define genes necessarios ao
crescimento in vitro de M. tuberculosis, o0 gene MTB aroQ (Rv0948c) ndo é
essencial. Contudo, a abordagem de Sassetti et alii (2003) tem limitacdes.
Experimentalmente, genes considerados essenciais pela técnica puderam ser
inativados, também ocorrendo exatamente o contrario. Curiosamente, esse € 0
caso do gene trpD de M. tuberculosis, tido como essencial pelo método de
Sassetti et alii (2003) e que foi, no entanto, inativado por Parish et alii (1999),
dando origem a uma linhagem auxotrofica para triptofano que confere niveis de
protecdo superiores aos da BCG em camundongos (Smith et alii, 2001). Ja
linhagens DCO mutantes para o gene pheA (tido como ndo essencial pela
metodologia TraSH) ndo puderam ser obtidas, mesmo com suplementacédo de
fenilalanina no meio de cultura: apenas SCOs foram isolados (Parish et alii, 1999).

O ultimo dado é particularmente relevante ao presente trabalho, sendo um
indicativo de que os produtos de genes downstream a biossintese de corismato

(especialmente relacionados a biossintese de fenilalanina e tirosina) podem
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efetivamente ser indispenséveis ao crescimento in vitro de M. tuberculosis, por
razdes que ainda ndo estdo claras. Embora a proteina MTB AroQ seja
provavelmente monofuncional (e os dados obtidos para a enzima recombinante
no item 3.1.2 sugerem que sim), deve-se considerar a possibilidade de que, in
vivo, ela se associe a outra proteina. Se for esse o caso, e este complexo
bifuncional (ou multifuncional) for essencial ao metabolismo de M. tuberculosis,
entdo explica-se por que linhagens DCO mutantes para o gene MTB aroQ néo
podem ser isoladas. E preciso lembrar que a regulacdo da biossintese dos
aminoacidos aromaticos varia imensamente entre as bactérias, e que os genes
aroQ séao fortes candidatos a formacdo de complexos enzimaticos com outras
proteinas, principalmente da via do chiquimato (Calhoun et alii, 2001; Dosselaere
& Vanderleyden, 2001). No actinomiceto Amycolatopsis methanolica, demonstrou-
se gue uma CM monofuncional se associa como dimero, de forma ndo covalente,
a uma 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato sintase (a primeira enzima da
via do chiquimato), dando origem a um complexo heteromérico de 160 kDa
(Euverink et alii, 1995). Quando esse complexo bifuncional é separado por
cromatografia, a atividade enzimatica de ambas as enzimas é diminuida, e a da
CM nédo é mais alostericamente inibida por fenilalanina e tirosina. Cabe salientar
que essas enzimas sao codificadas por genes diferentes, associando-se
posteriormente (Kloosterman et alii, 2003).

De qualquer forma, a falta do produto do gene MTB aroQ nao parece ser
compensada pela atividade da proteina MTB *AroQ, que ou desempenha um
papel fisiologicamente limitado como CM na biossintese de fenilalanina e tirosina,

ou interage com outras rotas bioquimicas. Ndo se deve desconsiderar que as
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CMs de M. tuberculosis, além de sua clara localizagdo celular distinta, podem,
também, exibir atividades temporais diferenciadas, de acordo com a maior ou
menor demanda por prefenato durante a fase de infeccéo, por exemplo.

Se mutantes para os genes MTB aroQ e MTB *aroQ tivessem sido obtidos,
eles seriam complementados com suas respectivas sequéncias codificantes, e,
para tal, plasmideos especificos de complementacéo foram construidos.

O promotor nativo e cerca de 50 bp downstream ao gene MTB aroQ
(provavelmente monocistrénico) foram clonados, junto com a respectiva
sequéncia codificante, no vetor de complementacao pINT3, gerando o plasmideo

pINT3+aroQCC3 (Figura 3.15).

—» 568 bp

Figura 3.15. Construcdo do plasmideo pINT3+aroQCC3, que contém o promotor
nativo e a sequéncia codificante do gene MTB aroQ (em 4, 5 e 6). 8: MM.

O gene MTB *aroQ (provavelmente parte de um operon de seis genes),
teve a respectiva sequéncia codificante clonada, sob controle do promotor hsp60,

no vetor pAPAS, gerando o plasmideo pAPA3+aroQPCS5 (Figura 3.16).

—» 612bp

Figura 3.16. Construcdo do plasmideo pAPA3+aroQPC5, que contém a
sequéncia codificante do gene MTB *aroQ clonada sob controle do promotor
hsp60 de M. tuberculosis (em 2, 4 e 6). 1. MM.
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3.2. Corismato mutases em M. smegmatis

3.2.1. Identificacdo, amplificacdo e clonagem em vetor de expressdo dos

genes MSM aroQ (MSMEG5513) e MSM *aroQ (MSMEG2114)

Como previamente descrito e analisado no item 3.1, M. smegmatis, a
semelhanca de M. tuberculosis, também provavelmente possui duas CMs
monofuncionais, ndo fusionadas a outras proteinas ou dominios protéicos e
codificadas por genes distintos. Embora a anotagcdo completa do genoma de M.
smegmatis mc?155 ainda ndo tenha sido publicada, os dados preliminares do
projeto de sequenciamento gendémico, disponibilizados pelo Institute for Genomic

Research (http://www.tigr.org), revelam que duas proteinas hipotéticas

conservadas (MSMEG5513 e MSMEG2114) correspondem, respectivamente, as
ORFs homologas Rv0948c e Rv1885c¢ de M. tuberculosis H37Rv.

A ORF MSMEG5513 de M. smegmatis tem 78,3% de identidade com a
proteina MTB AroQ, e, como mostrado no alinhamento multiplo da Figura 3.2, a
maioria dos residuos do sitio ativo € conservada em relacdo aos do dominio
EcCM e do dominio CM da proteina bifuncional TyrA de E. coli. As mesmas
variacdes basicas observadas na sequéncia de aminoacidos da proteina MTB
AroQ estéo presentes na ORF MSMEG5513, incluindo as mutagdes previstas in
silico que mantém ou aumentam a atividade catalitica de CM do dominio EcCM
(Lassila et alii, 2005). O gene correspondente de M. smegmatis foi, portanto,
denominado aroQ (MSMEG5513), o qual codifica uma CM (MSM AroQ) de 104 aa

e massa molecular estimada de 11,75 kDa.
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A ORF MSMEG2114 de M. smegmatis tem 46,9% de identidade com a
proteina MTB *AroQ. Como mostrado no alinhamento multiplo da Figura 3.4 e
resumidamente no alinhamento multiplo da Figura 3.17, os residuos do sitio ativo
da ORF MSMEG2114 sao conservados em relacdo aos do dominio EcCM e de
CMPs de outras bactérias (como E. herbicola). A Glu52 do dominio EcCM,
substituida por uma valina na proteina MTB *AroQ, esta presente em uma
posicdo similar na ORF MSMEG2114 e provavelmente desempenha a mesma
funcdo (formacdo de uma ponte de H com o inibidor 1 da CM). Na posicdo
equivalente a Ser84 do dominio EcCM, a ORF MSMEG2114 compartilha uma
treonina com a proteina MTB AroQ. O gene correspondente de M. smegmatis foi
denominado *aroQ (MSMEG2114), e codifica uma CM (MSM *AroQ) de 194 aa e

massa molecular estimada de 20,89 kDa.

* H *

Mtub *AroQ
Msme *AroQ
Eher *AroQ

PHEA ECOLI
TYRA ECOLI

Mtub *AroQ
Msme *AroQ
Eher *AroQ

PHEA ECOLI
TYRA ECOLI

Mtub *AroQ
Msme *AroQ
Eher *AroQ

MLTRPREIYLATAVSIGILLSLIAPLGPPLARA DGTSQLAELVDAAAERLEVADPVAAFK
MHLRTAGRTAAKTMLASVALAALAGVGTPHATA DDASPLVPLVDAAAQRLQTADPVAASK
MTHEVAIFFSSLFMCSNVFA GSVSSVSLGSLSSALNERMOVMKAVAGYK

11

! * H *
MTSENPLLALREKISALDEK----- LLALLAERRELAVEVGKAK
MVAELTALRDQIDEVDKA-—-—-—-- LLNLLAKRLELVAEVGEVK

* kK H H *

WRAQLPIEDSGRVEQQLAKLGEDARSQHIDPDYVTRVEFDDQIRATEAIEY SRESDWKLNP
FRSGGAIDDPDREQQVIAAVTGDATRHNIDPGYVHDVEFRNQIDATSSVEHTRFAQWKLDP
ALHHLPIEDLPREQVVLDHMLONAQQAGLEPHSVEPEFVHALMNASKTIOYRYRADWLSSP

* Kk H H *H *
LLSHRPVRDIDRERDLLERLITLGKAHHLDAHYITRLFQLIIEDSVLTQQOALL
SREFGLPIYVPEREASMLASRRAEAEALGVPPDLIEDVLRRVMRESYSSENDKG

134
|
ASAPPEPPDLSASRSAIDSLNNRMLSQIWSHWSLLSAPSCAAQLDRAKRDIVRSRHLDSL

AAAPSSAPDLSESRQKIDTLNRTMVDEIARQWPVLHSPVCRPDLDRALDAVATARGEDPV
DSAVP-VRDLTETROOIQQLDTQLLTAISQR---LMTGAFSQEDKEFLMSHLTAPHLSES

Figura 3.17. Alinhamento mdultiplo da proteina *AroQ de M. smegmatis com o
dominio EcCM (PHEA _ECOLI), o dominio CM da proteina bifuncional TyrA de E.
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coli (TYRA_ECOLI) e CMPs de outras bactérias. Os peptideos-sinais das CMPs
estdo realcados em turquesa, e, em cinza, a maior parte da extremidade C-
terminal das proteinas *AroQ, sem equivalente em E. coli. Os residuos do sitio
catalitico do dominio EcCCM estao indicados por * e H, e realcados em verde 0s
conservados em M. smegmatis. A Argll do dominio EcCCM (numerada), ausente
nas proteinas *AroQ, tem uma equivalente em outra posicao (Arg134 na proteina
MSM *AroQ), realcada em verde na sequéncia das proteinas *AroQ. Vermelho: aa
iIdénticos. Verde: aa com alta similaridade.

Da mesma forma que a proteina MTB *AroQ, o homdlogo de M. smegmatis
€ exportado. Como mostrado na Figura 3.18, o provavel sitio de clivagem da
proteina MSM *AroQ se situa na extremidade N-terminal, entre Ala33 e Asp34,
gerando um peptideo-sinal de 33 aa e uma proteina madura de 161 aa, conforme

a opcao de redes neurais do programa SignalP (Nielsen et alii, 1997). A massa

molecular da proteina madura € estimada em 17,69 kDa.

SighnalP-HH prediction (gram+ networks): Sequence

T
C =scaore

Y oscare

Score

MHLETAGRTAAKTMLASYALAALAGYGTPHATADDASPLYPLYDAAAQRLATADPYARSKFRSGGA IDDH

1 1 ! 1 1 1
5] 1 2 i 46 1] =15 Fa
Fositian

B.8 | PR B B e

Figura 3.18. Predicdo do sitio de clivagem (entre Ala33 e Asp34) da proteina
MSM *AroQ usando o programa SignalP. Os 70 primeiros aa sao mostrados.

A organizagdo gendmica dos genes aroQ em micobactérias € bastante

semelhante, como pode ser visualizado na Figura 3.19 e na Figura 3.20, em que
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as regibes cromossOmicas contendo cada gene aroQ e *aroQ de M. tuberculosis
H37Rv e M. smegmatis mc?155 foram comparadas com as de outras espécies.
Ha, no entanto, algumas caracteristicas especificas.

Na Figura 3.19, observa-se que, além de M. tuberculosis e M. smegmatis,
também outras micobactérias representativas do MTC (como M. bovis) e do MAC
(como M. avium) possuem genes aroQ homologos, os quais ndo parecem fazer
parte de operons, sendo monocistrénicos. Em certo sentido, esse dado reforca o
carater monofuncional das proteinas AroQ em M. tuberculosis, M. smegmatis e
outras micobactérias, principalmente quando se leva em conta o tamanho das
regides intergénicas que separam 0s genes aroQ dos genes vizinhos: em M.
tuberculosis, a distancia entre o gene aroQ e o gene uvrD (Rv0949) adjacente,

por exemplo, é de quase 300 bp.

Hycobacteriun tuberculosis H37Rv {lab strain)_7

Ru0950C Ru0933 Ru094d6e Ru0945
Hycobacteriun bovis subsp, bovis AF2122/97_7
3

MbOS75c MbO97d MboS71c MbOS70
Hycobacterium tuberculosis CDC1551_7
| L 4
MTOS77 MTOS76 MTOSFD HTOS7E MTOSFL
nycobacteriun avium paratuberculosis_6
.
MAP_0833 MAP_0851c MAP_0830 MAP_0GE3

nycobacteriun leprae TH_4
I -
MLOLSS MLOA50 MLo149
Corynebacteriun diphtheriae HCTC13129_4

DIP836 DIPOE3S DIPOE33 DIPDE32
Nocardia farcinica IFH18152_3
| 2
nFad9950) UL EER) nFad998)
Corynebacteriun glutanicun ATCC 13832 Bielefeld_ 3
| .
Cg0a77 Cg0976 cg0a7d Cg0a73 £g0972
Corynebacteriun glutanicun ATCC 13832 Kitasato_ 3
______J
NCgl0521 NCglO820 NCgl0518 NCglOE17 NCg10&816
Corynebacteriun efficiens Y5-314_3
CEOS51 CEQS50 CEO9Z5 CEOS27F CEQ9Z6
Corynebacterium jeikeium K411_2
-~ - A  -—— L
Jjk1363 Jk1364 Jk15986 k1587 Jk1366
nycobacteriun smegnatis HC2_2
e
MSHEGSS1e MSHMEGSS12 MSMEGSS14 MSMEGSS1S

Figura 3.19. Organizacdo genbmica da regido contendo o gene aroQ (setas
pretas no centro da figura) em M. tuberculosis H37Rv, M. smegmatis mc?155,
outras micobactérias e espécies filogeneticamente relacionadas. O gene uvrD
(Rv0949) de M. tuberculosis tem homdlogos em todas as espécies.
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Na Figura 3.19, ainda observa-se que o gene uvrD (que codifica uma DNA
helicase) de M. tuberculosis tem homdélogos em todas as espécies analisadas, na
vizinhanga dos genes aroQ. Em uma rpida analise da regido intergénica entre os
genes aroQ e uvrD de M. tuberculosis, ndo foi encontrado nenhum provavel sitio
de ligacdo a ribossomo (RBS) para o gene MTB aroQ); j& o gene uvrD possui um
RBS. Em M. smegmatis, tanto o gene aroQ como o0 gene uvrD possuem seus
proprios RBSs (dados ndo mostrados). Desta maneira, embora a organizacao
gendmica dos genes aroQ seja semelhante em micobactérias, a regulacdo dos
mesmos deve ser diferenciada, sendo curioso o fato de o gene MTB aroQ néo
apresentar um RBS tipico — o qual deve, contudo, existir.

Em M. leprae, como anteriormente mencionado, o gene MLO151c,
homologo ao gene MTB aroQ, codifica a Unica CM presente nessa micobactéria,
ndo ocorrendo nenhum homologo ao gene MTB *aroQ, como pode ser observado

na Figura 3.20 (em que M. leprae néo foi incluida).

nycobacterium smegmatis HC2_13

MSHEGZ2110 MSMEG2111 MSHEG2113 MSMEGE113
Hycobacteriun aviun paratuberculosis_1
| -  _________J
MAPL&1L MAPLE0S: MAPAE0G: MAPAG)3:
Hycobacteriun bovis subsp. bowis AF2122/97_1
. _ 4
Mhl9200 Mbl81 M1218c Mh1917c MblSidc Mh1912c
Hycobacteriun tuberculosis H37Rv {lab strain)_1
4
Rul887 Res1888c Ruv1885c Rul1882c Rul1880c
Hycobacteriun tuberculosis CDC1551_1
. 4
NT1936 MT1935 MT1934 MT1933 MT1932 MT1931 MT1929
Pseudononas syringae DC3888_1
4 S T
PSPTOOSSS PSPTOO35E PSPTO0353 PSPTO0352
Burkholderia nallei ATCC:23344_1
N
BMAQ47T BHAQAE EMA04E3 BMAO4ES BHACAEE
X¥anthowonas canpestris pv. campestris ATCC33913_1
I
KCCOO03 RCCOD54 ACCOSDE ACCOS99
Ralstonia solanacearus GHI1888_1
I I
RSp0193 RSpid 94 RSpilo6 RSpO200

Figura 3.20. Organizacdo gendmica da regido contendo o gene *aroQ (setas
rosas no centro da figura) em M. tuberculosis H37Rv, M. smegmatis mc?155,
outras micobactérias e espécies bacterianas. O gene *aroQ é um pseudogene em
M. leprae, que nao foi incluida na analise comparativa.
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Os genes *aroQ parecem fazer parte de operons, ao menos em
micobactérias (Figura 3.20). Mas, curiosamente, tanto em M. tuberculosis como
M. smegmatis, possuem seus proprios RBSs, adicionalmente ao do respectivo
operon (dados ndo mostrados). Esse dado é discutido em maior profundidade no
item 3.3, em que as seqUéncias promotoras foram experimentalmente analisadas.

A fim de realizar estudos comparativos entre as CMs de M. tuberculosis e
as proteinas MSM AroQ e MSM *AroQ, uma metodologia semelhante a descrita
no item 3.1 foi aplicada a M. smegmatis, relembrando que, embora néo
patogénica, essa espécie representa uma ferramenta biologica valiosa para a
analise da funcéo e expressao de inimeros genes em micobactérias.

As regifes codificantes de ambos os genes, MSM aroQ (MSMEG5513) e
MSM *aroQ (MSMEG2114), de M. smegmatis foram amplificadas por PCR e
clonadas no vetor de expressdo pET-23a(+). Apds, a atividade de CM das
respectivas proteinas recombinantes foi testada em extratos brutos de células de
E. coli, confirmando que as enzimas MSM AroQ e MSM *AroQ séao, de fato, CMs
(item 3.2.2). A mutagenése por troca alélica dos genes MSM aroQ e MSM *aroQ
também foi realizada, sendo que, nas condi¢des testadas, uma linhagem DCO
mutante para o gene MSM *aroQ pbde ser obtida (itens 3.2.3-3.2.5).

Na Figura 3.21, é mostrada a clonagem da regido codificante do gene
aroQ (MSMEG5513) de M. smegmatis entre os sitios de restricdo Ndel e BamHI
do vetor de expressdo pET-23a(+). O inserto do plasmideo recombinante pET-
23a(+)-msmCMC1 (contendo 315 bp) foi inteiramente sequienciado. Nenhuma
mutacdo foi detectada na respectiva seqiéncia nucleotidica (dados néo

mostrados).
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1 2 3 4 5 6 7 8 910 11

—>» 315bp

Figura 3.21. Clonagem do gene estrutural MSM aroQ (MSMEG5513) de M.
smegmatis mc?155 no vetor de expressdo pET-23a(+). O clone 1 (pET-23a(+)-
msmCMC1, contendo o inserto de 315 bp) foi escolhido para seqienciamento e
testes de expresséo protéica em E. coli (em 1). 11: MM.

Na Figura 3.22, € mostrada a clonagem da regido codificante do gene
*aroQ (MSMEG2114) de M. smegmatis entre os sitios de restricdo Ndel e BamHI
do vetor de expressao pET-23a(+).0 gene estrutural *aroQ foi amplificado sem a
sequéncia correspondente ao peptideo-sinal, a fim de que, na etapa posterior de
expressdo, a proteina madura fosse produzida (Figura 3.17). O inserto do
plasmideo recombinante pET-23a(+)-msmCMP1 (contendo 486 bp) foi

inteiramente sequenciado. Nenhuma mutacdo foi detectada na respectiva

sequéncia nucleotidica (dados ndo mostrados).

—>» 486 bp

Figura 3.22. Clonagem do gene estrutural MSM *aroQ (MSMEG2114) de M.
smegmatis mc?155 no vetor de expressdo pET-23a(+). O clone 1 (pET-23a(+)-
msmCMP1, contendo o inserto de 486 bp) foi escolhido para sequenciamento e
testes de expressao protéica em E. coli (em 2). 1: MM.
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3.2.2. Expressdo em E. coli e teste da atividade enzimatica das proteinas

MSM AroQ (MSMEG5513) e MSM *AroQ (MSMEG2114)

Os plasmideos pET-23a(+)-msmCMC1 (contendo o gene MSM aroQ) e
pET-23a(+)-msmCMP1 (contendo o gene MSM *aroQ) foram individualmente
eletroporados em células de E. coli BL21(DES3). Procedeu-se, entdo, a expressado
de cada proteina recombinante, segundo protocolos padronizados e condicfes
variaveis de expressao protéica (temperatura de incubacéo, presenca/auséncia
de indutor, aeracéo, etc). Os resultados estdo apresentados na Figura 3.23 e na
Figura 3.24, em que se observa a expressao das respectivas CMs de M.
smegmatis na fragcao sollvel de extratos de células de E. coli BL21(DE3).

A expressdo da proteina MSM AroQ na fracdo soluvel de células de E. coli
BL21(DE3) é mostrada na Figura 3.23, sendo observada uma proteina de

tamanho compativel ao esperado (11,75 kDa).

P - e : | m— = — 11,7 kDa

Figura 3.23. Expresséo da proteina MSM AroQ (MSMEG5513) na fragao soluvel
de extratos brutos de células de E. coli BL21(DE3). 1: MM; 2, 4, 6 e 8: controle, E.
coli BL21(DE3) + pET-23a(+); 3, 5, 7 e 9: E. coli BL21(DE3) + pET-23a(+)-
msmCMC1. 2, 3, 6 e 7: expressao sem IPTG; 4, 5, 8 e 9: expressao com 0,5 mM
de IPTG. A expressao da proteina MSM AroQ (11,7 kDa) foi monitorada por 24 h
apos as culturas de E. coli BL21(DE3) terem atingido ODgy = 0,4, sendo
mostrado o perfil protéico em 3 h (2-5) e 6 h (6-9) de crescimento celular.
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Como mostrado na Figura 3.23, ndo houve alteracbes significativas na
expressao da proteina MSM AroQ em relacdo a presenca ou auséncia de IPTG
no meio de cultura durante as primeiras 3 h apos as culturas de E. coli BL21(DE3)
terem atingido ODgoo = 0,4. No entanto, na presenca de 0,5 mM de IPTG, a
expressao da proteina MSM AroQ desaparece entre 3 e 6 h pés-inducéo. Entre 6
e 12 h de crescimento celular, na auséncia de IPTG, a producdo da proteina
recombinante diminui consideravelmente (dados ndo mostrados). Assim, a
expressdo maxima dessa proteina recombinante ocorre, nas condicfes testadas,
durante as primeiras 3 h de crescimento, com e sem IPTG.

A expressdo da proteina MSM *AroQ em E. coli se mostrou complexa e
bastante baixa, mesmo variando a temperatura de incubacéo entre 30 e 37°C e a
concentracdo de IPTG entre 0,5 e 1 mM. Contudo, observou-se a expressao de
uma proteina recombinante de tamanho compativel ao esperado (cerca de 17,5

kDa) na fracdo soluvel de células de E. coli BL21(DES3) (Figura 3.24).

Figura 3.24. Expresséo da proteina MSM *AroQ (MSMEG2114) na fracdo solavel
de extratos brutos de células de E. coli BL21(DE3). 1, 3, 6 e 8: controle, E. coli
BL21(DE3) + pET-23a(+); 5: MM; 2, 4, 7 e 9: E. coli BL21(DE3) + pET-23a(+)-
msmCMP1. 1, 2, 6 e 7: expressdo sem IPTG; 3, 4, 8 e 9: expressdo com 0,5 mM
de IPTG. A expressao da proteina MSM *AroQ (cerca de 17,5 kDa) foi monitorada
por 48 h apds as culturas de E. coli BL21(DE3) terem atingido ODgoo = 0,4, sendo
mostrado o perfil protéico em 12 h (1-4) e 24 h (6-9) de crescimento celular.
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A expressao da proteina MSM *AroQ ocorreu na auséncia de IPTG, entre
12 e 24 h de crescimento celular apés as culturas de E. coli BL21(DE3) terem
atingido ODgoo = 0,4, sem variacdes significativas na quantidade de proteina
recombinante produzida nesse intervalo de tempo (Figura 3.24). ApGs 48 h de
crescimento celular, ndo se observa mais a expressao da proteina MSM *AroQ
em células de E. coli BL21(DE3) (dados ndo mostrados).

Em seguida, as fracbes soluveis de extratos brutos de células de E. coli
BL21(DE3) contendo a proteina recombinante MSM AroQ ou MSM *AroQ foram
testadas quanto a atividade de CM, usando o mesmo ensaio de deteccdo
enzimatica anteriormente empregado na caracterizacdo das proteinas MTB AroQ
e MTB *AroQ. Como controle, foi considerada a fracéo solavel do extrato bruto de
células de E. coli BL21(DE3) contendo o plasmideo pET-23a(+). A atividade
especifica de CM em células de E. coli expressando o produto do gene aroQ de
M. smegmatis foi aproximadamente 113 vezes superior a observada em células
de E. coli contendo o plasmideo controle, como mostrado na Tabela 3.4. Ja a
atividade especifica de CM em células de E. coli expressando o produto do gene
*aroQ de M. smegmatis foi aproximadamente 131 vezes superior a observada em
células de E. coli contendo o plasmideo controle. Esses dados confirmam que as
proteinas MSM AroQ e MSM *AroQ, (correspondentes as ORFs MSMEG5513 e
MSMEG2114, respectivamente) tém atividade enzimatica especifica de CM e
indicam que as mesmas sdo produzidas na sua forma ativa em células de E. coli.
Assim, conclui-se que M. smegmatis, além de uma CMP representada pela
proteina MSM *AroQ, também possui uma CMC representada pela proteina MSM

AroQ, de forma similar a M. tuberculosis.
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Tabela 3.4. Medida da atividade enzimatica de CM em extratos de células de E.
coli BL21(DE3) expressando as proteinas MSM AroQ e MSM *AroQ.

Extrato celular Atividade Razao extrato
especifica (U/mg)? clonado/controle
Controle? 1,643 1
MSM AroQ (MSMEG5513) 186,31 113,40
Controle 1,204 1
MSM *AroQ (MSMEG2114) 158,29 131,47

®Extrato controle: células de E. coli BL21(DE3) contendo o plasmideo pET-23a(+); extrato clonado:
células de E. coli BL21(DE3) contendo o respectivo plasmideo recombinante.
°A medida da atividade especifica de cada extrato foi realizada em duplicata.

Apesar da baixa quantidade de proteina recombinante obtida na expresséao
da proteina MSM *AroQ em E. coli, nas condic¢des testadas, a atividade especifica
encontrada para ambas as enzimas de M. smegmatis nos extratos celulares pode
ser considerada alta e semelhante, a despeito de possiveis diferencas na
eficiéncia catalitica de cada CM individual e do fato de que ndo exibem altos
niveis de identidade entre si.

Como no caso de M. tuberculosis (espécie patogénica), a razao pela qual
existem duas CMs monofuncionais em M. smegmatis (espécie nao patogénica),
sendo uma periplasmatica, permanece desconhecida. Por sinal, a presenca de
uma CMP em M. smegmatis € um forte indicio de que talvez essas proteinas
exportadas ndo sejam fatores de viruléncia, como sugerido por Prakash et alii
(2005) e Sasso et alii (2005) para a enzima homologa de M. tuberculosis. Esses
autores, baseando-se apenas nos dados disponiveis para S. typhimurium e P.
aeruginosa, sem considerar as peculiaridades observadas em micobactérias,
como M. smegmatis (que possui uma CMP funcional, como demonstrado no
presente trabalho) e M. leprae (que nao possui uma CMP funcional), propdem

que, devido a sua natureza secretada, a proteina MTB *AroQ esteja ligada a

algum aspecto desconhecido da patogenicidade de M. tuberculosis. Porém,
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nenhuma analise de expressao génica in vivo foi, até 0 momento, realizada para o
gene MTB *aroQ. E, diante dos resultados obtidos para a proteina MSM *AroQ e
0 observado em M. leprae, isso ndo pode ser conclusivamente afirmado.

Uma vez que genes codificadores de uma ciclohexadienil desidratase ou
uma ciclohexadienil desidrogenase periplasmatica também n&o foram
encontrados em M. tuberculosis, a proteina MTB *AroQ pode simplesmente ser
uma ‘sobrevivente’ de uma rota biossintética extinta. Calhoun et alii (2001)
levantam tal hipotese, observando que, em S. typhimurium, ocorre uma situacdo
semelhante a verificada em M. tuberculosis: presenca de uma CMP e auséncia de
enzimas periplasmaticas downstream ao prefenato. No entanto, a situacdo pode
ser diferente em M. smegmatis. Em uma busca de similaridade realizada no

banco de dados do Institute for Genomic Research (http://www.tigr.org), a

proteina *PheC (PA3475) de P. aeruginosa, que codifica uma ciclohexadienil
desidratase periplasmatica, foi comparada com ORFs de M. smegmatis. O
resultado foi a identificacdo de uma ORF (MSMEG3450) que tem 49,1% de
identidade (67,7% de similaridade) com a proteina *PheC de P. aeruginosa. Além
disso, usando a opcado de redes neurais do programa SignalP, a ORF
MSMEG3450 codifica, claramente, uma proteina exportada (dados né&o
mostrados). Desta maneira, é possivel que, em M. smegmatis, haja uma rota
completa de biossintese de fenilalanina no periplasma, como em P. aeruginosa.
Em termos evolutivos, pode-se grosseiramente dizer que M. tuberculosis € uma
espécie que, embora ndo parasita, esta de certa forma se encaminhando para tal
— sendo M. leprae um exemplo extremo, em que ha uma perda macica de rotas

biossintéticas e dependéncia absoluta do hospedeiro para a replicagdo. Por outro
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lado, M. smegmatis parece exibir uma maior plasticidade metabdlica, devido a sua
natureza saprofitica e a intensa competicdo existente entre as bactérias que
vivem no solo. A presenca de uma rota biossintética aromatica no periplasma

poderia, portanto, significar uma vantagem seletiva.

3.2.3. Construcéo dos plasmideos suicidas p2NIL+CHOC1 e p2NIL+CHOP1

Diante dos resultados apresentados para as proteinas MSM AroQ e MSM
*AroQ, e dada a provavel essencialidade do gene aroQ em M. tuberculosis,
tornou-se interessante analisar geneticamente o0s genes aroQ e *aroQ de M.
smegmatis e avaliar sua importancia relativa ao metabolismo desta micobactéria.
Para tal, plasmideos suicidas contendo as regides flanqueadoras upstream e
downstream a cada gene aroQ de M. smegmatis foram construidos, segundo um
método analogo ao descrito para a mutagénese por troca alélica dos genes MTB
aroQ e MTB *aroQ (item 3.1.3). Entretanto, na criacdo das delecbes, ndo se
utiizou uma overlap PCR, e sim uma ligacdo in-frame das sequéncias
correspondentes a uma pequena por¢cao das extremidades N-terminal e C-
terminal de cada regiéo codificante (entre 10 e 15 aa).

Na Figura 3.25, € mostrada a localizacdo genbmica do gene aroQ
(MSMEG5513) em M. smegmatis, o qual é provavelmente monocistronico.
Contudo, a fim de evitar possiveis efeitos polares sobre a transcricdo dos genes
adjacentes (pcrA e MSMEG5514), uma dele¢cao in-frame, ndo marcada, em que
mais de 90% da regido codificante do gene aroQ é eliminada, foi produzida na

construcéo do respectivo alelo mutante de M. smegmatis.
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Figura 3.25. Localizacdo genbmica do gene aroQ (MSMEG5513) em M.
smegmatis, mostrando as regides flanqueadoras (cerca de 1 kb) upstream e
downstream usadas na construcdo do plasmideo suicida p2NIL+CHOC1. As setas
pequenas, em azul, indicam primers usados na caracterizacao de linhagens.

O plasmideo suicida p2NIL+CHOC1, gerado pela ligacdo, nos sitios de
restricdo Hindlll e Notl do vetor p2NIL, de regides flanqueadoras (cerca de 1 kb
cada) upstream e downstream ao gene MSM aroQ, foi projetado a fim de criar

uma delecdo de 283 bp na sequiéncia codificante do gene-alvo de M. smegmatis

(Figura 3.26).

—» 766 bp

Figura 3.26. Construcéo do plasmideo suicida p2NIL+CHOC1, contendo um alelo
mutante com uma delecdo de 283 bp na sequéncia codificante do gene aroQ
(MSMEG5513) de M. smegmatis. 1: MM; 2 e 3: p2NIL+CHOC1 e CHOC2 clivados
com EcoRlI; 3 e 4: p2NIL+CHOC1 e CHOC2 clivados com BamHI.

Na Figura 3.27, € mostrada a localizacdo genbmica do gene *aroQ
(MSMEG2114) em M. smegmatis, o qual é provavelmente monocistrénico. Uma
delecado in-frame, ndo marcada, em que mais de 90% da regido codificante do
gene *aroQ € eliminada, foi produzida na construcdo do respectivo alelo mutante

de M. smegmatis, evitando possiveis efeitos polares sobre a transcricdo dos

genes adjacentes.
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Figura 3.27. Localizacdo gendmica do gene *aroQ (MSMEG2114) em M.
smegmatis, mostrando as regides flanqueadoras (cerca de 1 kb) upstream e
downstream usadas na construcdo do plasmideo suicida p2NIL+CHOP1. As setas
pequenas, em azul, indicam primers usados na caracterizacao de linhagens.

A regido cromossdmica em que se situa o gene MSM *aroQ é
extremamente rica em G+C, chegando a 70%. Isso constituiu um problema
durante a amplificacdo por PCR das regides flanqueadoras upstream e
downstream ao gene-alvo, as quais sO puderam ser obtidas mediante a utilizacéo
de 10% de DMSO na mistura de reacdo e uma alta temperatura de anelamento
(dados ndo mostrados). O plasmideo suicida p2NIL+CHOP1 foi gerado pela
ligacdo, nos sitios de restricdo BamHI e Kpnl do vetor p2NIL, de regides
flanqueadoras (cerca de 1 kb cada) ao gene MSM *aroQ, criando uma delecéo de
510 bp na respectiva sequéncia codificante de M. smegmatis. Como mostrado na
Figura 3.28, seis provaveis recombinantes foram obtidos, metade dos quais

contendo o cassete de Pacl do vetor pGOAL19 na orientacdo direta, e a outra

metade na orientacao reversa.

—» =2kb

—» 766 bp

Figura 3.28. Construgéo do plasmideo suicida p2NIL+CHOP1, contendo um alelo
mutante com uma delecdo de 510 bp na sequéncia codificante do gene *aroQ
(MSMEG2114) de M. smegmatis. 1: MM; 2: p2NIL+CHOP1 clivado com EcoRlI; 3
a 7: CHOP2 a CHOPG clivados com EcoRI. A diferenca no padrao de restricdo se
refere & orientacdo (direta ou reversa) do cassete de Pacl nos plasmideos.
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3.2.4. Eletroporacdo de M. smegmatis mc?155 e isolamento de mutantes

Cerca de 3 uyg de DNA de cada plasmideo suicida (p2NIL+CHOC1 e
p2NIL+CHOP1) foram separadamente eletroporados em células de M. smegmatis
mc?155. Levando em consideracéo a funcdo dos produtos dos genes MSM aroQ
e MSM *aroQ, duas condi¢des experimentais foram testadas: Middlebrook 7H10 e
Middlebrook 7H10 suplementado com 40 pg/ml de fenilalanina e 40 pg/ml de
tirosina. Para fins comparativos, também foi testado o isolamento de mutantes em
placas de Lemco e Lemco suplementado com 40 pug/ml de fenilalanina e 40 pug/mi
de tirosina. Em meio Lemco, de composi¢cado complexa e indefinida, M. smegmatis
cresce mais rapidamente. Apds cerca de 10 dias de incubacdo a 37°C, col6nias
azuis Hyg" Kan" (SCOs) foram obtidas para ambas as construcdes, CHOC1 (7
colénias) e CHOP1 (16 colbnias), nas quatro condi¢cdes experimentais testadas. O
maior nimero de SCOs foi obtido em Lemco e Lemco suplementado com
fenilalanina e tirosina. A presenca dos dois aminoacidos aromaticos, portanto, ndo
se mostrou importante ao isolamento de provaveis mutantes para os genes aroQ
e *aroQ de M. smegmatis, mesmo em Middlebrook 7H10.

Em seguida, colbnias individuais, Cosmos3 (CHOC1) e Possum7 (CHOP1),
foram semeadas em 7H10 (e também Lemco) na auséncia de antibioticos, para
que o segundo evento de recombinacdo homéloga ocorresse. Nas condi¢cdes
testadas, entre 10 e 15 dias de incubacdo a 37°C, observou-se o crescimento de
ambas as linhagens SCO, Cosmos3 e Possum7. Como esperado, 0 crescimento
das linhagens foi mais vigoroso em Lemco, com e sem suplementagdo. Em

seguida, as colonias Cosmos3 e Possum7 foram semeadas em placas de 7H10
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(e também Lemco) com e sem sacarose. Apos 15 a 20 dias de incubacéo a 37°C,
colbnias brancas derivadas de Cosmos3 e Possum?7 e sensiveis a sacarose foram
obtidas, observando-se uma diminuicdo de aproximadamente 10* cfu do niimero
de colbénias em placas com sacarose em comparagcao a placas sem sacarose.
Cerca de 120 colbnias derivadas de Cosmos3 e 80 colbnias derivadas de
Possum7, resistentes a sacarose, foram entédo testadas em placas de 7H10 na
auséncia e presenca de canamicina e higromicina, para distinguir linhagens DCO
Kan® (mutantes em potencial) de mutantes espontaneos resistentes a sacarose.
Por fim, o DNA gendémico de coldnias Kan® foi preparado para posterior analise

por PCR e sequenciamento.

3.2.5. Caracterizacdo e complementacdo dos provaveis mutantes

Os gendtipos das col6nias brancas derivadas de Cosmos3 Kan® (DCOs)
foram caracterizados por PCR de colbnia, usando primers especificos, que
permitem distinguir entre a provavel linhagem DCO mutante, o tipo selvagem e
SCOs, como esquematizado na Figura 3.25. Mais de 120 mutantes em potencial
para o gene MSM aroQ foram testados, e na Figura 3.29 esta mostrado o
resultado para sete colonias.

Os gendtipos das colbnias brancas derivadas de Possum7 Kan® (DCOs)
também foram caracterizados por PCR de coldnia, usando primers especificos,
como esquematizado na Figura 3.27. Sessenta provaveis linhagens DCO
mutantes para o gene MSM *aroQ foram testadas. Na Figura 3.30 esta mostrado

o resultado para cinco col6nias.
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Figura 3.29. Andlise por PCR de col6nia das provaveis linhagens mutantes para o
gene aroQ (CM citoplasmatica) de M. smegmatis. 1. MM. PCRs realizadas com 2:
agua (controle negativo); 3: DNA genémico de M. smegmatis (controle positivo);
4: p2NIL+CHOC1; 5: DNA extraido de linhagem SCO; 6-12: DNA extraido de
linhagens DCO (mutantes em potencial). Um fragmento de 975 bp é visualizado
em 3 e em todas as linhagens DCO analisadas. Um fragmento de 692 bp
(indicando a delecdo de 283 bp introduzida) € visualizado em 4 e 5. Sete
linhagens DCO Kan?® representativas sdo mostradas.

—>» 1008 bp

—» 498 bp

Figura 3.30. Andlise por PCR de col6nia das provaveis linhagens mutantes para o
gene *aroQ (CM periplasmatica) de M. smegmatis. 1 e 11: MM. PCRs realizadas
com 2: agua (controle negativo); 3: DNA gendmico de M. smegmatis (controle
positivo); 4: p2NIL+CHOP1; 5: DNA extraido de linhagem SCO; 6-10: DNA
extraido de linhagens DCO (mutantes em potencial). Um fragmento de 1008 bp é
visualizado em 3 e em 5-7 e 9-10. Um fragmento de 498 bp (indicando a dele¢éo
de 510 bp introduzida) é visualizado em 4, 5 (SCO) e 8 (DCO mutante: Possum7-
1). Cinco linhagens DCO Kan® representativas sdo mostradas.

O gendtipo de todos os provaveis mutantes para o gene MSM aroQ (CM
citoplasmatica) testados se revelou idéntico ao do tipo selvagem (Figura 3.29).
Visto que mais de 120 col6nias derivadas de Cosmos3 Kan® tiveram seu DNA
analisado por PCR (5 das quais também por seqienciamento) e nenhuma

linhagem DCO mutante pdde ser isolada (apenas linhagens DCO selvagens,

indicando a ocorréncia do segundo crossover e eventos de reversdo), a auséncia
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de mutantes utilizando esse método de troca alélica sugere que, nas condi¢cbes
testadas, o gene aroQ é essencial ao crescimento in vitro de M. smegmatis, a
semelhanca do observado em M. tuberculosis.

Por outro lado, o gene MSM *aroQ (CM periplasméatica) péde ser inativado
em quatro coldnias derivadas de Possum7 Kan®, de um total de 60 analisadas por
PCR de colbnia (Figura 3.30). Essas quatro linhagens DCO mutantes para o
gene *aroQ de M. smegmatis tiveram a regido de inser¢cdo da mutagdo no
cromossomo totalmente sequenciada; verificou-se, em todas, a presenca de uma
delecdo de 510 bp equivalente a introduzida pelo plasmideo suicida
p2NIL+CHOP1 (dados ndo mostrados). Dessa forma, comprovou-se que o alelo
selvagem correspondente ao gene MSM *aroQ foi substituido pelo alelo mutante.
Portanto, o gene *aroQ néo € essencial ao crescimento in vitro de M. smegmatis.

Como observado em M. tuberculosis, a linhagem SCO Hyg' Kan' para o
gene MSM aroQ cresce normalmente em Middlebrook 7H9 e Lemco liquido sem
suplementacdo dos dois aminoacidos aromaticos, indicando que a mesma nao
possui, a principio, nenhum defeito de crescimento in vitro. O mesmo foi
observado para a linhagem SCO Hyg' Kan' para o gene MSM *aroQ (dados n&o
mostrados). Durante o isolamento de provaveis linhagens mutantes para os genes
MSM aroQ e MSM *aroQ, tomou-se 0 mesmo tipo de cuidado aplicado a M.
tuberculosis: incubacdo prolongada das placas na etapa de contra-selecdo com
sacarose, uso de aminoacidos ultrapuros (em concentracdes nao toxicas e nao
letais) e, adicionalmente, selecdo das colonias em meios de composicao definida
(Middlebrook) e composicédo indefinida (Lemco). Mesmo assim, nas quatro

condi¢cOes experimentais testadas, nao foi possivel a obtencdo de mutantes para
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0 gene aroQ de M. smegmatis. O fato de todas as colGnias derivadas de
Cosmos3 Kan® exibirem o mesmo gendtipo que o do tipo selvagem indica que,
além da ocorréncia do segundo crossover, a freqiéncia de recombinacéo
homologa néo é baixa ou ineficiente no loco em questéo.

Embora o metabolismo de aminoacidos aromaticos seja totalmente
desconhecido em M. smegmatis, é provavel que, como M. tuberculosis,
fenilalanina e tirosina sejam transportadas para o interior celular, pois um
transportador de aminoacidos aromaticos esta presente em M. smegmatis,

conforme a anotacdo prévia do genoma (http://www.tigr.org). Assim, torna-se

complexo explicar por que o gene MSM aroQ né&o pode ser inativado, ainda mais
com a existéncia de um segundo gene de CM nessa micobactéria (0o qual é
funcional e pode ser inativado). E possivel, no entanto, que o produto do gene
aroQ represente a CM fisiologicamente dominante no metabolismo de M.
smegmatis. E, como sugerido para M. tuberculosis, também € possivel que a
proteina MSM AroQ se associe in vivo a outra enzima, formando um complexo
bifuncional cuja fungéo seria essencial. Além disso, como parece haver uma rota
extracelular completa de biossintese de fenilalanina em M. smegmatis, € provavel
que a mesma sirva a um propoésito especifico, ndo sendo capaz de suprir
adequadamente a demanda citoplasmatica de tal aminoacido.

De qualquer forma, o que se conclui é que a regulacdo da biossintese dos
aminoacidos aromaticos deve ser complexa e variar em certo grau entre as
micobactérias. Em M. tuberculosis, exposta a baixos niveis nutricionais dentro dos
macrofagos, o metabolismo esta primariamente adaptado a longos periodos de

escassez de compostos, incluindo aminoacidos aromaticos (cuja biossintese
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poderia, especulativamente, ser ativada durante a laténcia). H4 muitas evidéncias
a favor, como a observacao de que mutantes de M. tuberculosis auxotréficos para
leucina, triptofano e arginina ndo sobrevivem ou se multiplicam no interior de
macrofagos (Hondalus et alii, 2000; Smith et alii, 2001; Gordhan et alii, 2002). Em
M. smegmatis, 0 modo de vida saprofitico e competitivo certamente impde outras
adaptacdes metabdlicas, principalmente quando se leva em conta que a
biossintese dos aminoacidos aromaticos € extremamente custosa em termos
energéticos e o pool intracelular de corismato deve ser regulado de forma
eficiente, contemplando todas as rotas bioquimicas e enzimas que dependem
desse composto para a sintese de metabdlitos-chave.

Das quatro linhagens DCO mutantes derivados de Possum7, uma foi
escolhida para caracterizacdo bioquimica e microbiologica. Esta linhagem,
denominada Possum7-1, também foi complementada com o plasmideo
pINT3+aroQCC3, que contém o promotor nativo e a sequéncia codificante do
gene aroQ de M. tuberculosis (Figura 3.15). O vetor de complementacdo pINT3
se integra em coOpia Unica no cromossomo micobacteriano; dessa forma, ndo se
observam efeitos advindos da superexpressdo de genes clonados em vetores
replicativos (Roberts et alii, 2003).

No grafico da Figura 3.31, pode-se observar que, em meio Lemco, ndo ha
diferenca significativa entre as taxas de crescimento da linhagem selvagem M.
smegmatis mc?155, do mutante Possum7-1 e do mutante Possum7-1
complementado. No entanto, em meio M9 suplementado com 20 mM de glicose,
na auséncia de 40 pg/ml de cada aminoacido aromatico (fenilalanina, tirosina e

triptofano), o mutante Possum7-1 apresenta uma taxa de crescimento
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ligeiramente menor que a do tipo selvagem e do mutante Possum7-1
complementado, embora isso ndo configure um defeito de crescimento (Figura
30.32). Nessa ultima condicéo, fica ainda evidente que o produto do gene aroQ de

M. tuberculosis é ativo em células de M. smegmatis.
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Figura 3.31. Curvas de crescimento da linhagem selvagem M. smegmatis mc®155
(wt), do mutante Possum 7-1 e do mutante Possum7-1 complementado com o
gene MTB aroQ (Possum7-1 comp) em meio Lemco.
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Figura 3.32. Curvas de crescimento da linhagem selvagem M. smegmatis mc®155
(wt), do mutante Possum 7-1 e do mutante Possum7-1 complementado com o
gene MTB aroQ (Possum7-1 comp) em meio M9 suplementado com 20 mM de
glicose e auséncia de aminoacidos aromaticos.
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Em M9 suplementado com 20 mM de glicose e 40 pug/ml de cada um dos
trés aminoacidos aromaticos, ndo ha diferenca significativa entre as taxas de
crescimento do tipo selvagem, do mutante Possum7-1 e do mutante Possum?7-1
complementado, as quais sao ligeiramente superiores as apresentadas no grafico
da Figura 3.32 (dados nédo mostrados).

A fim de detectar possiveis diferencas nos niveis de atividade de CM em
extratos brutos de células de M. smegmatis mc®155, do mutante Possum7-1 e do
mutante Possum7-1 complementado, foi desenvolvido um protocolo experimental
em que, apos crescimento de cada linhagem em M9 suplementado com 20 mM
de glicose (na auséncia de aminoacidos aromaticos), as mesmas foram lisadas
por tratamento combinado de lisozima e sonicagédo (Parish & Wheeler, 1998). As
fracOes citoplasmatica e ‘periplasmatica’ ndo foram separadas por esse protocolo,
medindo-se a atividade total de CM presente nos extratos celulares.

O protocolo se mostrou reprodutivel, e, como mostrado na Tabela 3.5, ha
uma pequena diminui¢cdo da atividade enzimética total de CM no extrato bruto de
células do mutante Possum7-1, em comparacdo as medidas em M. smegmatis
mc®155 e no mutante Possum7-1 complementado, quando crescidas em M9

contendo 20 mM de glicose e sem aminoacidos aromaticos.

Tabela 3.5. Medida da atividade enzimatica total de CM em extratos brutos de
células de M. smegmatis crescidas em M9 + 20 mM de glicose.

Extrato celular Atividade total de  Razéo linhagem
CM (U)° teste/controle (%)
M. smegmatis mc“155% 8,12 100
Possum7-1 7,658 94,31
Possum7-1 comp® 8,073 99,42

“Controle: linhagem M. smegmatis mc155.

°Mutante Possum7-1 complementado.

°A medida da atividade total de CM é expressa em unidades (nmol de produto por min) por 50 ml
de cultura crescida em M9 contendo 20 mM de glicose.
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Em conclusédo, embora a linhagem mutante Possum7-1 exiba uma taxa de
crescimento e atividade total de CM ligeiramente menores em comparacdo as
apresentadas pela linhagem M. smegmatis mc?155 e pelo mutante Possum7-1
complementado, essa diferenca néo € significativa, indicando que, nas condices
testadas, a proteina AroQ provavelmente constitui a principal CM presente em M.
smegmatis. Além disso, a mesma também € capaz de compensar a falta do

produto do gene *aroQ na respectiva linhagem mutante.

3.3. Estudo da regido promotora dos genes aroQ e *aroQ de M. tuberculosis

Tendo em vista a existéncia de duas CMs monofuncionais (a0 menos in
vitro) em M. tuberculosis e a possibilidade de que sejam diferencialmente
reguladas, buscou-se estudar a atividade das regifes promotoras dos genes MTB
aroQ e MTB *aroQ em células de M. smegmatis crescidas em diferentes
condicdes. Os resultados iniciais sugerem que, nas Vvarias condicdes
experimentais testadas, os promotores do gene MTB aroQ e do operon fopB (que
contém o gene MTB *aroQ) sdo constitutivamente expressos, e que, se houver
regulacdo in vivo, ela é discreta. Outro resultado interessante é que, além do
promotor do operon fbpB, o gene MTB *aroQ possui seu proprio RBS e uma
sequéncia promotora com atividade in vitro comparavel a do operon.

Cabe ressaltar que ndo ha nenhum estudo que analise a atividade e/ou a
expressao dos genes de CM em M. tuberculosis. Dessa forma, os dados a seguir
apresentados constituem um primeiro passo para o entendimento da funcédo e

regulacdo dos mesmos no bacilo da TB.
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3.3.1. Amplificacdo e clonagem da sequéncia promotora do gene aroQ, do

operon fbpB e da regido intergénica fbpB-*aroQ

Como anteriormente descrito e representado na Figura 3.10 e na Figura
3.12, o gene MTB aroQ é provavelmente monocistrénico, enquanto o gene MTB
*aroQ faz parte de um operon de seis genes. O operon fbpB, que contém o gene
MTB *aroQ, é composto por genes importantes ao metabolismo e a viruléncia de
M. tuberculosis: fopB (que codifica o antigeno secretado 85B, envolvido na
biogénese de dimicolato de trealose), rpfC (que codifica um fator que promove a
reativacdo de células dormentes) e IppE (que codifica uma lipoproteina
conservada) (Figura 3.12). A funcdo das ORFs Rv1883c e Rv1882c ainda néo foi
experimentalmente determinada. Em uma analise preliminar, observou-se que,
entre os genes fbpB e *aroQ de M. tuberculosis, ha uma pequena regido
intergénica de 18 bp. Da mesma forma, ocorre um provavel RBS (5’-GGCGC-3’)
imediatamente upstream a regido codificante do gene MTB *aroQ, o qual ndo é
considerado na anotacdo original do genoma de M. tuberculosis (Cole et alii,
1998). Isso nos levou a supor que, além da sequéncia promotora do operon fbpB,
também houvesse um segundo promotor para o gene MTB *aroQ.

Para testar tanto essa hipétese como a atividade da regido promotora do
gene monocistronico MTB aroQ, as sequéncias de DNA upstream a cada gene,
MTB aroQ e MTB *aroQ, bem como ao operon fbpB, foram amplificadas por PCR
e clonadas no vetor pSM128, que contém o gene reporter lacZ (Dussurget et alii,
1999). Na Figura 3.33, estdo indicadas as sequéncias de DNA upstream a cada

regido génical/intergénica usadas na construcdo dos plasmideos reporteres
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baseados em pSM128, os quais foram posteriormente eletroporados em M.
smegmatis para a medida da atividade enzimatica de [(-galactosidase. A
sequéncia promotora do operon fbpB, contendo 215 bp, foi denominada P1, e a

regido intergénica fbpB-*aroQ, contendo 267 bp, foi denominada P2.

250 bp

uvr D

P2 P1
267 bp 215 bp

Fiv1883c Fiv1884c fhpB ‘

Fiw1880c ‘ IppE ‘ Fv1882c

‘ R 15587

Figura 3.33. Construcdes usadas na analise da atividade promotora do gene
aroQ, do operon fbpB (P1l) e da regido intergénica fbpB-*aroQ (P2) de M.
tuberculosis. Aproximadamente 200 bp upstream a cada regido génica/intergénica
(juntamente com uma quantidade variavel de DNA da extremidade 5’) foram
amplificados por PCR e clonados na orientagéo direta e reversa no vetor pSM128,
gue contém o gene reporter lacZ.

Na Figura 3.34, esta mostrada uma das construcdes realizadas, a
clonagem do provavel promotor P2, contendo a regido intergénica fbpB-*aroQ de

M. tuberculosis, no vetor pSM128.

—» 267 bp

Figura 3.34. Clonagem do provavel promotor P2, contendo a regido intergénica
fopB-*aroQ de M. tuberculosis, no vetor pSM128. 1: MM; 2, 3 e 5 a 9: plasmideos
recombinantes pSM128-*aroQ clivados com Kpnl. Em 4, observa-se a clonagem
de um fragmento originado da ligacdo em tandem de P2.
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3.3.2. Eletroporacdo de M. smegmatis mc?155 e isolamento de mutantes

Uma vez construidos os plasmideos repérteres pSM128-aroQ, pSM128-
fopB e pSM128-*aroQ, os mesmos foram individualmente eletroporados em
células de M. smegmatis. O vetor pSM128 é um vetor integrativo baseado no
micobacteriéfago L5, e se insere em coOpia Unica no genoma de micobactérias
(Dussurget et alii, 1999). Os transformantes eletroporados com o vetor pSM128
(controle), pSM128-aroQd, pSM128-fbpBd e pSM128-*aroQd foram selecionados
em placas de Lemco com estreptomicina, tendo sido obtido um grande niumero de
transformantes para cada construcdo (os quais estdo listados na Tabela 3.6).
Trés transformantes independentes para cada plasmideo recombinante foram
testados, em duplicata, quanto a atividade promotora em varias condicdes
experimentais: Lemco, meio minimo e meio minimo suplementado com
concentragfes varidveis de fenilalanina, tirosina e/ou triptofano (1 a 5 mM). Em
seguida, os extratos brutos de células de M. smegmatis contendo cada plasmideo
repoOrter foram preparados segundo o método de Parish & Wheeler (1998), e

mediu-se a atividade de B-galactosidase.

Tabela 3.6. Linhagens transformantes derivadas de M. smegmatis contendo 0s
plasmideos repoérteres pSM128-aroQ, pSM128-fbpB e pSM128-*aroQ usados na
andlise da atividade promotora.

Linhagem transformante  Plasmideo reporter  Orientagéo do

integrado promotor?
CAN1 pSM128-aroQr reversa
CAN2 pSM128-aroQd direta
PAN1 pSM128-fbpBd direta
PAN2 pSM128-fbpBr reversa
PAN3 pSM128-*aroQd direta
PAN4 pSM128-*aroQr reversa

%Em relagdo ao gene reporter lacZ de pSM128.
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3.3.3. Andlise da atividade promotora

As linhagens derivadas de M. smegmatis contendo os plasmideos
repOrteres pSM128 (controle), pSM128-aroQd, pSM128-fbpBd e pSM128-*aroQd
estdo listadas na Tabela 3.6. Os transformantes contendo promotores de M.
tuberculosis na orientacdo reversa (em relagdo ao gene reporter lacZ de pSM128)
foram incluidos como controle adicional na realizacdo dos experimentos.
Primeiramente, cada linhagem transformante de M. smegmatis foi crescida em
Lemco e testada quanto a atividade de B-galactosidase. Os resultados estéo

apresentados no grafico da Figura 3.35.
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Figura 3.35. Andlise da atividade promotora do gene aroQ (CAN2), do operon
fopB (PAN1) e do gene *aroQ (PAN3) de M. tuberculosis em células de M.
smegmatis crescidas em Lemco. Cada valor representa a média + desvio padrédo
de trés transformantes independentes, ensaiados em duplicata para a atividade
de B-galactosidase (B-Gal). Uma unidade (U) de B-Gal equivale a 1 nmol de o-
nitrofenilgalactopiranosideo produzido por min por mg de proteina.

A analise quantitativa da atividade promotora das sequéncias de DNA

testadas, usando o sistema promotor clonado-lacZ no vetor integrativo pSM128,
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mostrou que em meio enriquecido (Lemco) todas apresentam niveis detectaveis
de expressao: 11,66 + 0,189 para o gene aroQ (CAN2), 5,76 £ 0,623 para o
operon fbpB (PAN1l) e 10,47 + 0,439 para o gene *aroQ (PAN3) de M.
tuberculosis, como mostrado na Figura 3.35. Em uma escala arbitréria, os
promotores dos genes aroQ e *aroQ foram considerados fracos, e o promotor do
operon fbpB muito fraco. Portanto, comprovou-se que o provavel promotor P2,
contendo a regido intergénica fbpB-*aroQ de M. tuberculosis, possui, de fato,
atividade promotora no sistema testado. O fato de o promotor do operon fopB (P1)
ter atividade muito fraca € significativo, principalmente quando comparado a
atividade do promotor do gene *aroQ (P2).

Como a condicdo inicial testada foi meio enriquecido, especulou-se que,
em meio minimo, pudessem ser observadas algumas variacGes. Para verificar
essa hipétese, as mesmas linhagens derivadas de M. smegmatis foram crescidas

em meio minimo suplementado com 20 mM de glicose (Figura 3.36).
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Figura 3.36. Analise da atividade promotora do gene aroQ (CANZ2), do operon
fopB (PAN1) e do gene *aroQ (PAN3) de M. tuberculosis em células de M.
smegmatis crescidas em meio minimo. Cada valor representa a média + desvio
padrdao de trés transformantes independentes, ensaiados em duplicata para a

153



atividade de B-galactosidase (B-Gal). Uma unidade (U) de B-Gal equivale a 1 nmol
de o-nitrofenilgalactopiranosideo produzido por min por mg de proteina.

Como mostrado no grafico da Figura 3.36, embora a atividade dos
promotores de M. tuberculosis seja menor em meio minimo (em comparagédo a
observada em meio enriquecido), deve-se levar em conta que, nessa condicdo, o
crescimento celular é restrito, 0 que poderia sugerir uma possivel ativacdo dos
respectivos promotores. Entretanto, esse néo parece ser o caso, pois 0s niveis de
expressao de todos os promotores € mais ou menos equivalente aos observados
em Lemco, e a pequena diminuicdo da atividade ndo chega a ser significativa.
Novamente, na condi¢cao testada, o promotor P2 de M. tuberculosis se mostrou
funcional e com atividade promotora superior a do promotor P1.

Em seguida, as linhagens derivadas de M. smegmatis contendo cada
plasmideo reporter foram crescidas em meio minimo suplementado com 20 mM
de glicose e 1 mM de fenilalanina, 1 mM de tirosina ou 1 mM de triptofano. O
objetivo era verificar se a transcricdo dos genes aroQ e *aroQ e do operon fbpB
de M. tuberculosis é controlada pela presenca de aminoacidos aromaticos. Os
niveis de atividade promotora das linhagens CAN2, PAN1 e PAN3 crescidas em
meio minimo suplementado com 20 mM de glicose e 1 mM de fenilalanina ou 1
mM de tirosina sdo comparaveis aos observados em células crescidas em meio
minimo na auséncia desses aminoacidos (dados ndo mostrados). Observou-se
um leve incremento da atividade promotora, que pode ser explicado pelo
aumento, em baixo nivel, da taxa de crescimento celular, devido a adi¢cdo de cada
aminoacido no meio de cultura. Quando as células foram crescidas em meio

minimo suplementado com 20 mM de glicose e 1 mM de triptofano, contudo,
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houve um aumento razoavel dos niveis de atividade promotora, principalmente
nas linhagens derivadas de M. smegmatis contendo os plasmideos reporteres
pSM128-aroQ e pSM128-*aroQ, sugerindo que 0s promotores desses genes
podem estar sujeitos a um certo nivel de regulacéo, nas condicfes testadas. Os

resultados estdo apresentados no grafico da Figura 3.37.
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Figura 3.37. Andlise da atividade promotora do gene aroQ (CAN2), do operon
fopB (PAN1) e do gene *aroQ (PAN3) de M. tuberculosis em células de M.
smegmatis crescidas em meio minimo suplementado com 1 mM de triptofano
(Trp). Cada valor representa a média + desvio padrdo de trés transformantes
independentes, ensaiados em duplicata para a atividade de B-galactosidase (-
Gal). Uma unidade (U) de B-Gal equivale a 1 nmol de o-nitrofenilgalacto-
piranosideo produzido por min por mg de proteina.

Na ultima série de condicdes testadas, as células de M. smegmatis
contendo cada construcdo promotor clonado-lacZ foram crescidas em meio
minimo suplementado com 5 mM de fenilalanina, tirosina ou triptofano. N&o foi
observado nenhum nivel significativo de repressao quando da adi¢cdo de 5 mM de
fenilalanina ou tirosina no meio de cultura, embora tenha sido detectado um

aumento geral da atividade promotora. Novamente, isso pode ser um resultado

indireto do aumento da taxa de crescimento celular, devido a adicdo de cada
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aminoacido no meio de cultura. Na Figura 3.38A, € apresentado o resultado para
a suplementacdo de meio minimo com 5 mM de fenilalanina (os resultados com 5
mM de tirosina sdo equivalentes). A adicdo de 5 mM de triptofano no meio de
cultura resultou em um aumento significativo da atividade promotora,
principalmente do promotor do gene *aroQ, o qual, como observado no caso da
adicdo de 1 mM de triptofano, exibe niveis de expressdo comparaveis ao do gene
aroQ (Figura 3.38B). Esse ultimo dado demonstra, inequivocadamente, que a
regido intergénica fbpB-*aroQ de M. tuberculosis constitui um promotor ativo, e

gue o mesmo apresenta um certo nivel de regulacao por triptofano.
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Figura 3.38. Anadlise da atividade promotora do gene aroQ (CAN2), do operon
fopB (PAN1) e do gene *aroQ (PAN3) de M. tuberculosis em células de M.
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smegmatis crescidas em meio minimo suplementado com (A) 5 mM de
fenilalanina (Phe) ou (B) 5 mM de triptofano (Trp). Cada valor representa a média
+ desvio padrdo de trés transformantes independentes, ensaiados em duplicata
para a atividade de [(3-galactosidase (3-Gal). Uma unidade (U) de B-Gal equivale a
1 nmol de o-nitrofenilgalactopiranosideo produzido por min por mg de proteina.

O emprego da CM na biossintese de fenilalanina e tirosina nos
microrganismos mostra uma alta diversidade em termos de numero de
isoenzimas, propriedades regulatorias e associagdo com outros dominios
cataliticos, frequientemente formando complexos bifuncionais ou multifuncionais.
Na maioria das vezes, a regulacdo de uma rota biossintética ocorre na primeira
etapa da via, em nivel transcricional e/ou de atividade enzimética. Assim, as
enzimas que iniciam as varias rotas metabdlicas a partir do corismato
desempenham um papel central no metabolismo de compostos aromaticos e na
regulacéo da distribuicdo desse precursor comum (Dosselaere & Vanderleyden,
2001). Para o funcionamento correto das rotas metabdlicas que partem de
corismato, a integracdo entre 0s mecanismos que controlam os processos de
transcricdo, traducdo e atividade enzimatica é essencial, e certamente existem
diferentes niveis de complexidade regulatéria nas micobactérias. Como
anteriormente mencionado, a regulacdo da via do chiquimato e das rotas
metabolicas downstream ao corismato é vital aos microrganismos em termos
energéticos, sendo a biossintese dos aminoacidos aromaticos particularmente
custosa. E, uma vez que as bactérias podem direcionar até 90% da energia
metabdlica para a sintese de proteinas, os aminoacidos aromaticos representam
a guase totalidade da sintese de compostos aromaticos. Portanto, 0s mecanismos

regulatorios que controlam a atividade da via do chiquimato estdo intimamente

relacionados as concentragfes celulares de fenilalanina, tirosina e triptofano
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(Herrmann, 1995). Além disso, fenilalanina e tirosina derivam de um segundo
precursor comum, o prefenato, e a regulacdo da biossintese desses dois
aminoacidos pode apresentar mecanismos compartilhados de controle na etapa
de converséao de corismato em prefenato.

Acredita-se que, no interior dos macrofagos, a disponibilidade de nutrientes
e aminodacidos é bastante limitada, e M. tuberculosis deve se adaptar a essa
condicao especifica, principalmente durante o periodo de laténcia. Em um estudo
em que foi avaliada a sobrevivéncia em longo prazo, em condi¢cdes de privacao
de nutrientes, de mutantes de M. tuberculosis auxotréficos para triptofano,
histidina e prolina, detectou-se que o0s dois primeiros ndo sdo capazes de
sobreviver a privacao in vitro do respectivo aminoacido (Parish, 2003). Além
disso, o crescimento desses dois mutantes auxotréficos também é restrito in vivo
em macrofagos, e a expressdo dos promotores dos genes trpD, trpE e trpE2
(relacionados a biossintese de triptofano) de M. tuberculosis é constitutiva.

Nas condicbes testadas, a atividade dos promotores do gene aroQ, do
operon fbpB e do gene *aroQ de M. tuberculosis parece, no sistema baseado em
pSM128, ser constitutiva, como observado no crescimento das linhagens CAN2,
PAN1 e PAN3 em Lemco, meio minimo e meio minimo suplementado com 1 mM
ou 5 mM de fenilalanina ou tirosina. No crescimento das mesmas linhagens em
meio minimo suplementado com 1 mM ou 5 mM de triptofano, ha uma aparente
inducado da atividade dos promotores do gene MTB aroQ e em especial do gene
MTB *aroQ, a qual em termos comparativos ndo chega, no entanto, a ser
marcante. Os resultados obtidos estdo de acordo com o padrdo geral que,

acredita-se, caracteriza M. tuberculosis, em que 0s genes de biossintese de
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aminoacidos sdo constitutivamente expressos. No presente caso, a principal
evidéncia para tal é que a adicdo de concentracfes variaveis (1 mM ou 5 mM) de
fenilalanina ou tirosina ao meio de cultura nao resulta na diminuicdo da atividade
promotora dos genes MTB aroQ e MTB *aroQ.

No caso dos promotores dos genes trpD e trpE de M. tuberculosis (embora
tenha se utilizado Middlebrook 7H9 no experimento), também ndo se observa
inducao ou repressao mediante a adicdo de até 40 pg/ml de triptofano no meio de
cultura, e a atividade desses promotores é muito baixa (trpD) ou baixa (trpE)
(Parish, 2003). Em Streptomyces coelicolor, um actinomiceto filogeneticamente
proximo a M. tuberculosis, o operon trp € primariamente regulado pela fase de
crescimento, e ndo pela disponibilidade de triptofano (Hu et alii, 1999). Isso pode
explicar a aparente indugcdo observada para os promotores dos genes MTB aroQ
e MTB *aroQ em meio minimo suplementado com 1 mM ou 5 mM de triptofano.
Portanto, diferentemente de E. coli e outras bactérias, em que a biossintese dos
aminoacidos aromaticos é geralmente regulada de forma significativa em nivel
transcricional, 0 mesmo parece nao ocorrer em micobactérias.

Se, pelo contréario, houver regulacao transcricional in vivo da biossintese de
fenilalanina e tirosina em M. tuberculosis, quanto aos genes de CM, ela é discreta.
Recentemente, Seliverstov et alii (2005) analisaram varios elementos que
controlam a biossintese de triptofano, cisteina e leucina em actinomicetos, para
os quais foram encontradas sequéncias conservadas upstream a regido
codificante dos genes desses operons. Ndo foram encontradas sequéncias
regulatorias conservadas upstream aos genes dos operons de fenilalanina e

tirosina em M. tuberculosis e outras micobactérias (como M. bovis, M. leprae e M.
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marinum). E, embora a regulacdo alostérica da proteina *AroQ de M. tuberculosis
ainda seja motivo de debate, ha evidéncias circunstanciais indicando que a
atividade da mesma é influenciada pela concentracdo celular de fenilalanina,
tirosina e triptofano (Prakash et alii, 2005; Qamra et alii, 2006).

A atividade dos promotores dos genes MTB aroQ e MTB *aroQ foi
considerada baixa, e, em comparacdo ao estudo realizado com o0s promotores
dos genes trpD e trpE de M. tuberculosis, esta dentro do esperado: no estudo de
Parish (2003), usando Middlebrook 7H9, o promotor do gene trpD apresenta
atividade de 2,8 + 0,8 U de B-galactosidase, e o do gene trpE de 16,3 + 2,6 U de
B-galactosidase. Os niveis de atividade sdo semelhantes quando o meio é
suplementado com 40 pg/ml de triptofano. A baixa atividade apresentada pelos
promotores dos genes aroQ e *aroQ e do operon fbpB de M. tuberculosis pode
ser explicada por varias razdes, comecando que, durante a realizacdo dos
experimentos, nao foram analisados pontos especificos ao longo do crescimento
em Lemco e meio minimo, e sim a atividade promotora total apés um periodo de
crescimento definido. Em segundo lugar, embora tenha sido usado meio minimo,
mesmo nessa condi¢cdo ainda ha uma certa abundéancia de fontes de carbono e
nitrogénio: se a fonte de nitrogénio tivesse sido precisamente manipulada, talvez
o resultado final fosse diferente (Pashley et alii, 2006). Finalmente, hd um relato
na literatura indicando que, em certas condic¢des, o uso do sitio de integracdo do
micobacteriéfago L5, em que se baseia o vetor pSM128, ndo € favoravel para a
transcricdo de alguns genes integrados a partir de seus promotores nativos, 0s
guais nao seriam expressos de forma eficiente e/ou correta (Murry et alii, 2005).

Esse dado € discutivel, pois, no presente trabalho, foram incluidas como controle
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linhagens derivadas de M. smegmatis em que 0s respectivos promotores de M.
tuberculosis estavam clonados na orientagdo reversa (em relagdo ao gene
reporter lacZ de pSM128); o nivel de atividade de B-galactosidase para essas
construcdes foi idéntico ao do plasmideo pSM128, mostrando que as construcées
na orientacao direta sdo efetivamente funcionais.

De qualquer forma, o fato mais significativo, no presente estudo, € a
demonstracado de que a sequéncia de DNA contendo a regido intergénica fbpB-
*aroQ de M. tuberculosis possui atividade promotora em nivel proximo ou igual ao
do gene MTB aroQ. Em comparac¢do a atividade promotora muito fraca do operon
fopB, esse dado pode parecer contraditério, mas deve-se considerar que, em
bactérias, muitos genes sao regulados por multiplos promotores, e varios estudos
vém indicando que M. tuberculosis ndo é uma excecdo (Smith et alii, 2005). Além
disso, o gene rpfC (Rv1884c) de M. tuberculosis, que faz parte do operon fbpB e
se situa imediatamente downstream ao gene *aroQ, parece ser diretamente
regulado pelo fator o alternativo SigD (Raman et alii, 2004). O mesmo ocorre com
0 gene seguinte do operon, Rv1883c, que codifica uma proteina hipotética
conservada. Como o gene MTB *aroQ, o gene Rv1883c também possui um RBS
préprio em potencial. Essas particularidades sugerem que, em certas situacoes,
os genes de CM podem ser diferencialmente regulados em M. tuberculosis, como,
por exemplo, durante fases especificas da infeccdo. Cabe mencionar que, em S.
typhimurium, o gene *aroQ é induzido in vivo; contudo, sua importancia durante a
infeccéo ainda € desconhecida (Bumann, 2002).

Por fim, o fato de que o promotor do gene MTB aroQ é constitutivamente

expresso em todas as condicdes testadas € relevante, uma vez que corrobora 0s
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dados de essencialidade — indicando que a atividade de CM é constantemente
necessaria e que, provavelmente, a respectiva proteina MTB AroQ representa a

forma dominante no metabolismo de fenilalanina e tirosina em M. tuberculosis.

3.4. Fosforilase de nucleosideos purinicos em M. tuberculosis

O gene deoD de M. tuberculosis, cujo produto pode supostamente estar
relacionado a mecanismos que participam da regulacdo da laténcia em
micobactérias, ainda que de forma indireta, também foi investigado em termos
genéticos. Para tal, um plasmideo suicida contendo as regifes flanqueadoras
upstream e downstream ao gene deoD de M. tuberculosis foi construido, segundo
um método analogo ao descrito para a mutagénese por troca alélica dos genes
MTB aroQ e MTB *aroQ (item 3.1.3). Em seguida, este plasmideo foi eletroporado
em células de M. tuberculosis, para que ocorresse a substituicdo génica do alelo
deoD selvagem por uma versdao mutante. Na etapa final de isolamento de
mutantes, procurou-se avaliar a efetiva participacdo da PNP durante o estagio de
laténcia do bacilo e a importancia dessa enzima a via de salvamento das purinas

— cujos dados na literatura ainda sao escassos.

3.4.1. Construcao do plasmideo suicida p2NIL+deoDLR1.8

Na Figura 3.39, é mostrada a localizagcdo genbmica do gene deoD

(Rv3307) em M. tuberculosis, o qual provavelmente constitui um operon de dois

genes com o0 gene pmmB, que codifica uma fosfomanomutase. Uma delecéo in-

162



frame, ndo marcada, em que 95% da regido codificante do gene deoD é elimi-
nada, foi produzida na construcéo do respectivo alelo mutante de M. tuberculosis,
de forma a néo interferir na transcricdo do operon e de genes adjacentes. Na
criagdo da delecdo, foi utilizada a técnica de overlap PCR, e as sequéncias
correspondentes aos oito primeiros e oito ultimos aminoacidos das extremidades
N-terminal e C-terminal da regido codificante do gene deoD de M. tuberculosis

foram unidas, juntamente com o DNA flanqueador upstream e downstream.

1 kb 0,85 kb

prom B

amib [174]

Figura 3.39. Localizacdo gendmica do gene deoD (Rv3307) em M. tuberculosis,
mostrando as regides flanqueadoras upstream (cerca de 1 kb) e downstream
(cerca de 0,85 kb) wusadas na construcdo do plasmideo suicida
p2NIL+deoDLR1.8. As setas pequenas, em azul, indicam primers usados na
caracterizacéo de linhagens.

O fragmento de cerca de 1,85 kb gerado dessa forma foi projetado a fim de
criar uma delecdo de 780 bp na sequéncia codificante do gene-alvo de M.
tuberculosis, sendo clonado no sitio de restricio BamHI do vetor p2NIL. O inserto
do plasmideo escolhido para a etapa final da construcao (p2NIL+deoDB5) foi
inteiramente seqlenciado, ndo apresentando muta¢cdes na seqiiéncia nucleotidica
(dados ndo mostrados). Ao plasmideo p2NIL+deoDBS5 foi ligado o cassete de Pacl
contendo marcadores de selecdo e o gene sacB do vetor pGOAL19, gerando o
plasmideo suicida p2NIL+deoDLR1.8. Como a presenca do gene sacB pode,

durante as etapas de clonagem em E. coli, tornar o plasmideo instavel,

ocasionando delecbes e rearranjos, duas versdes do plasmideo suicida
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p2NIL+deoDLR1.8 foram utilizadas nas eletroporacdes em M. tuberculosis, uma
em que o cassete de Pacl encontra-se clonado na orientagdo direta (denominada
p2NIL+deoDLR1.8 D1) e outra em que o cassete encontra-se clonado na
orientacdo reversa (denominada p2NIL+deoDLR1.8 D6), como mostrado na

Figura 3.40.

—>» 2348 bp
—» 1863 bp

Figura 3.40. Construcao do plasmideo suicida p2NIL+deoD1.8 D6, contendo um
alelo mutante com uma delecdo de 780 bp na sequéncia codificante do gene
deoD (Rv3307) de M. tuberculosis. 1: MM; 2: p2NIL+deoD1.8 D6 clivado com
EcoRlI; 3 a 6: provaveis recombinantes clivados com EcoRIl. Em 4 e 6, pode-se
observar plasmideos em que provavelmente ocorreu instabilidade devido a
presenca do gene sacB de B. subtilis.

3.4.2. Eletroporacao de M. tuberculosis H37Rv e isolamento de mutantes

Cerca de 5 pug de DNA de cada versao do plasmideo suicida
p2NIL+deoD1.8 (D1 e D6) foram separadamente eletroporados em células de M.
tuberculosis H37Rv. Ap6s cerca de 5 semanas de incubagcdo a 37°C, colbnias
azuis Hyg" Kan' (SCOs) foram obtidas para ambas as construcdes, D1 (3
colénias) e D6 (3 colbnias), em Middlebrook 7H10. Como as colbnias derivadas
de D1 eram menores que as derivadas de D6, indicando uma taxa de crescimento

mais baixa, as primeiras foram incubadas a 37°C por até 7 semanas.
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Em seguida, coldnias individuais, D1 e D6, foram semeadas em 7H10 na
auséncia de antibidticos, para que o segundo evento de recombinacdo homéloga
ocorresse. ApOs 2 semanas de incubacdo a 37°C, observou-se somente 0
crescimento da colonia D6. Contudo, a colénia D1 pbéde ser visualizada apés
cerca de 3 semanas de incubacédo a 37°C, novamente indicando que sua taxa de
crescimento era mais baixa, em comparacédo a da colénia D6. Na etapa seguinte
de contra-selecdo, as coldnias foram semeadas em placas de 7H10 com e sem
sacarose. Apos 4 semanas de incubacéo a 37°C, colonias D6 brancas resistentes
a sacarose foram obtidas; no entanto, ndo se observou o crescimento de
nenhuma colénia D1 nessa etapa do experimento. A contra-selecdo com
sacarose foi repetida por mais duas vezes, incluindo também os outros dois SCOs
Hyg" Kan' obtidos para D1 na etapa inicial. Novamente, nenhuma colonia D1
resistente a sacarose podde ser obtida. As colbnias D6 resistentes a sacarose
foram entdo testadas quanto a sensibilidade a canamicina, para distinguir
linhagens DCO Kan® (mutantes em potencial) de mutantes espontaneos
resistentes a sacarose. Aproximadamente 120 colonias D6 resistentes a sacarose
foram testadas em placas de 7H10 com e sem canamicina e higromicina. O DNA
gendmico de quase 100 colbnias Kan® foi preparado para posterior analise por

PCR e sequenciamento.

3.4.3. Caracterizacdo e complementacdo dos provaveis mutantes

Apesar de a unica diferenga existente entre as versdes D1 e D6 do

plasmideo suicida p2NIL+deoDLR1.8 ser a orientacdo do cassete de Pacl,
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colénias D1 resistentes a sacarose ndo puderam ser obtidas, indicando,
provavelmente, que o gene sacB de B. subtilis causou algum tipo de instabilidade
nesse plasmideo. Segundo nossa hipotese, isso nédo teria sido detectado durante
a construcdo do plasmideo suicida, e, dessa forma, a expressdo do gene sacB foi
afetada na etapa de contra-selecdo com sacarose.

Independentemente desse resultado, os genoétipos das colénias D6
resistentes a sacarose Kan® (DCOs) foram caracterizados por PCR de colonia,
usando primers especificos, que permitem distinguir entre a provavel linhagem
DCO mutante, o tipo selvagem e SCOs, como esquematizado na Figura 3.39.
Quase 100 mutantes em potencial para o gene deoD de M. tuberculosis foram

analisados, e na Figura 3.41 estd mostrado o resultado para 24 col6nias.

1481 bp

701 bp

Figura 3.41. Anadlise por PCR de col6nia das provaveis linhagens mutantes para o
gene deoD de M. tuberculosis. 1, 17 e 30: MM. PCRs realizadas com 2-16 e 18-
26: DNA extraido de linhagens DCO (mutantes em potencial); 27: agua (controle
negativo); 28: DNA gendmico de M. tuberculosis (controle positivo); 29: DNA
extraido de linhagem SCO. Um fragmento de 1481 bp (correspondente ao alelo
selvagem) € visualizado em 28 e em todas as linhagens DCO analisadas. Um
fragmento de 701 bp (indicando a delecdo de 780 bp introduzida) € visualizado
em 29. Apenas 24 linhagens DCO Kan® representativas sdo mostradas.
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Como mostrado na Figura 3.41, a analise por PCR de colénia de quase
100 linhagens DCO Kan® revelou a presenca de fragmentos de DNA
correspondentes ao gene deoD intacto de M. tuberculosis, indicando que a
recombinacdo homologa na respectiva regido cromossdmica esta dando origem
somente ao tipo selvagem. Visto que um grande nimero de colbnias derivadas de
D6 Kan® foi testado, sem que nenhuma linhagem DCO mutante fosse isolada, a
auséncia de mutantes utilizando esse método de troca alélica sugere que, nas
condicdes testadas, o gene deoD é essencial ao crescimento in vitro de M.
tuberculosis. Contudo, segundo a técnica de mutagénese com 0 transposon
Himarl (TraSH), o gene deoD né&o é classificado como essencial ao crescimento
in vitro de M. tuberculosis (Sassetti et alii, 2003).

Essa aparente contradicdo pode ser explicada por varias razdes, a
comecar que a metodologia TraSH tem limitacdes: diversos genes considerados
nao essenciais a M. tuberculosis tém se mostrado essenciais ou importantes in
vitro, e muitos genes comprovadamente essenciais ndo sdo representados pela
técnica (Rodriguez et alii, 2002; Sareen et alii, 2003; Movahedzadeh et alii, 2004;
Pethe et alii, 2004; T. Parish, comunicacéo pessoal). Em segundo lugar, o método
de troca alélica usado no presente de trabalho, que se baseia em plasmideos
suicidas ndo replicativos e no isolamento de provaveis mutantes em duas etapas
(favorecendo, portanto, a ocorréncia do segundo crossover, em qualquer lado da
mutacdo introduzida), sugere fortemente que, se ha uma tendéncia marcante a
obtencdo de linhagens DCO com gendtipo idéntico ao do tipo selvagem, nao
sendo observada nenhuma linhagem DCO mutante, o gene deve ser essencial.

Isso porque o segundo evento de recombinacdo homologa deve forgcosamente
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ocorrer durante a etapa de contra-selecdo com sacarose: caso contrario, as
colénias testadas quanto a sensibilidade a canamicina ndo passariam de
linhagens SCO que adquiriram resisténcia espontanea a sacarose (Gordhan &
Parish, 2001). Esse n&o foi o caso para o gene deoD de M. tuberculosis, em que
as quase 100 linhagens DCO Kan® testadas claramente apresentavam, sem
excecdo, 0 genodtipo idéntico ao do tipo selvagem. Ha ainda que se considerar
algumas caracteristicas especificas de M. tuberculosis.

Em termos gerais, o metabolismo das micobactérias e de M. tuberculosis
nao é excepcional. Em relacdo ao metabolismo de carboidratos, a producdo de
energia e a biossintese de metabdlitos simples e mesmo de macromoléculas, M.
tuberculosis se assemelha a maioria das bactérias, e o bacilo sintetiza todos os
aminoacidos, lipideos, nucleotideos, etc, essenciais a sua sobrevivéncia — além
de possuir, evidentemente, macromoléculas Unicas (Cole et alii, 1998; Wheeler &
Blanchard, 2005). Dessa forma, as micobactérias sdo capazes de utilizar, em
condi¢cbes laboratoriais, uma ampla gama de fontes de carbono e nitrogénio, ao
passo que, durante as diferentes fases da infeccdo, quando agem como
patégenos, alteram seu metabolismo, sendo capazes de assimilar metabdlitos
externos oriundos das células do hospedeiro. H4 muitos nutrientes disponiveis
para M. tuberculosis e outros patdgenos intracelulares nos tecidos e fluidos do
hospedeiro, como acidos organicos, aminodacidos, carboidratos, lipideos,
nucleotideos, etc (Wheeler & Ratledge, 1994). Dependendo do tecido, ha uma
certa abundancia de metabolitos pre-formados, os quais podem ser prontamente
assimilados e utilizados pelas micobactérias em diversos processos celulares.

Nesse contexto, a disponibilidade de precursores de acidos nucléicos e de
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nucleotideos e nucleosideos de purinas e pirimidinas ndo € uma excec¢ao, e tanto
M. leprae como M. avium sdo capazes de assimild-los e direciona-los as
respectivas vias de salvamento (Wheeler, 1987a; Wheeler, 1987b).

N&o sendo um parasita intracelular obrigatério (como M. leprae), M.
tuberculosis claramente ndo perdeu a capacidade de sintetizar os compostos
indispensaveis ao seu crescimento in vitro, razdo pela qual ndo necessita de
nenhum metabdlito pré-formado para se multiplicar em diversos meios
laboratoriais, de composi¢ao quimica indefinida ou definida (Wheeler & Ratledge,
1994; Allen, 1998). A partir de uma Unica fonte de carbono, junto com uma fonte
de nitrogénio e outros elementos essenciais, M. tuberculosis cresce bem in vitro.
O crescimento pode ser acelerado pela adicdo de certos compostos, mas nao se
trata de uma necessidade; o longo tempo de geracdo de M. tuberculosis esta
relacionado a particularidades da biossintese de acidos nucléicos, e ndo a uma
baixa atividade metabodlica (Wheeler & Ratledge, 1994). Por esse motivo, e
supondo que o gene deoD nao seria essencial in vitro (em que a biossintese de
novo dos nucleotideos de purinas parece ser indispensavel, ao contrario do que
pode ocorrer in vivo), ndo foram incluidos suplementos purinicos durante o
isolamento de mutantes de M. tuberculosis em Middlebrook 7H10.

Cabe aqui salientar trés pontos. Primeiro: a mutacao projetada para o gene
deoD de M. tuberculosis ndo deveria, a principio, interferir na viabilidade das
células, pois 0s genes da biossintese de novo de purinas ndo sado afetados e a
producdo desses nucleotideos deve ser normal. Segundo: como ja mencionado,
7H10 € um meio sintético de composicao definida, que contém todos os nutrientes

necessarios para o crescimento ‘normal’ de M. tuberculosis, incluindo precursores
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simples a partir dos quais o bacilo € comprovadamente capaz de sintetizar o anel
purinico (Malathi & Ramakrishnan, 1966). Além disso, na preparacao de 7H10, é
adicionado o suplemento OADC, que contém tracos de certos aminoacidos e
outros compostos nitrogenados. Terceiro: em experimentos ainda preliminares, foi
adicionado 20 uM de hipoxantina a placas de 7H10 em que a linhagem SCO
derivada de D6 foi crescida. Os resultados sdo idénticos aos obtidos em 7H10
sem suplementacdo, sendo que a concentracdo de hipoxantina escolhida se
baseou em dados que se aproximam da concentracdo provavelmente encontrada
in vivo pelo bacilo e em um estudo em que foi isolado um mutante para o gene
purC de M. tuberculosis (Wheeler & Ratledge, 1994; Jackson et alii, 1999). Em
conclusao, a falta ou escassez de purinas no meio de cultura ndo explica por que
o0 gene deoD de M. tuberculosis ndo pdde, nas condicbes testadas, ser inativado
— ainda mais que esses compostos devem estar sendo produzidos pelas células
(n&o sendo, contudo, capazes de compensar a auséncia da PNP).

Além disso, em E. coli, mutantes deficientes na producdo de PNP crescem
normalmente em meio minimo, sem necessidade de suplementacdo (Zalkin &
Nygaard, 1996). No entanto, o metabolismo de purinas, especialmente a via de
salvamento, ainda é pouco estudado em micobactérias, e pode haver variacdes
importantes (Mizrahi et alii, 2005). Wheeler (1987a) sugere gue, em algumas
micobactérias, a biossintese de novo dos nucleotideos de purinas € reprimida in
vivo em certo grau, onde a respectiva via de salvamento seria quantitativamente
significativa. Esse parece ser o caso de M. leprae, que, embora possua todos os
genes necessarios a sintese de novo de purinas conservados, preferencialmente

hidrolisa nucleotideos exdgenos a nucleosideos, absorvendo os ultimos (Wheeler,
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2001). Como ocorre em E. coli, os nucleosideos pré-formados adquiridos
externamente podem ser usados na sintese de nucleotideos e também como
fonte de carbono e nitrogénio (Zalkin & Nygaard, 1996). Em M. smegmatis, um
mutante para o gene purF (que codifica a primeira enzima da sintese de novo de
purinas) exibe um fendtipo atipico, perdendo rapidamente a viabilidade em
culturas de fase estacionaria privadas de oxigénio, mesmo com suplementacao
de purinas no meio (Keer et alii, 2001). Também em M. smegmatis, a adenosina
ndo € um substrato para a PNP (Chen et alii, 2002). Nesse ultimo aspecto, as
micobactérias diferem bastante dos demais microganismos, pois sdo capazes de
diretamente fosforilar adenosina, mas nao pela atividade da PNP.

A adenosina também ndo € um substrato para a PNP em M. tuberculosis;
no entanto, h4 uma enzima, ainda nédo identificada, que realiza a clivagem de
adenosina a adenina (Parker et alii, 2004). Outra caracteristica interessante é a
presenca de uma adenosina quinase em M. tuberculosis. As adenosinas quinases
sdo enzimas da via de salvamento das purinas responsaveis pela fosforilagdo de
adenosina a AMP, e ndo sdo comumente encontradas em bactérias. Na verdade,
a adenosina quinase de M. tuberculosis foi a primeira enzima bacteriana
caracterizada (Long et alii, 2003). Mutantes para o gene da adenosina quinase
foram obtidos em M. smegmatis e M. tuberculosis, indicando que seu produto ndo
€ essencial in vitro (Chen et alii, 2002; Long et alii, 2003).

Desta maneira, a via de salvamento das purinas em M. tuberculosis
apresenta caracteristicas especificas, e, no presente trabalho, sugerimos que a
provavel essencialidade do gene deoD seja devida a duas razfes. A primeira é

gue um dos fatores limitantes ao crescimento de M. tuberculosis é a baixa taxa de
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biossintese de acidos nucléicos: enquanto E. coli leva cerca de 1 h para replicar o
genoma e M. smegmatis cerca de 2 h, M. tuberculosis gasta entre 10 e 11 h
(Harshey & Ramakrishnan, 1977; Wheeler & Ratledge, 1994). Nesse sentido, &
possivel que a via de salvamento das purinas tenha se especializado ao maximo
em M. tuberculosis, objetivando aproveitar os diversos substratos purinicos
presentes no ambiente extracelular e, ao mesmo tempo, reciclar eficientemente
0s nucleotideos enddgenos, tornando-se indispensavel. Isso explicaria por que,
mesmo com a adicdo de hipoxantina ao meio de cultura, o gene deoD de M.
tuberculosis nédo pode ser mutado: o bacilo necessitaria das duas rotas
metabdlicas intactas para garantir a complexa replicacdo do genoma. Na falta de
componentes centrais de uma via (como a PNP), as células se tornam inviaveis.
Deve-se lembrar que, durante a fase de laténcia, a disponibilidade de nutrientes é
muito baixa, e M. tuberculosis se encontra sob intensa pressao do sistema imune
do hospedeiro. Assim, a via de salvamento das purinas desempenharia um papel
especialmente relevante, atuando na reciclagem e interconversdo das bases
purinicas e garantindo a baixa atividade metabdlica do bacilo.

A segunda hipotese levantada é que a PNP de M. tuberculosis
efetivamente participa de algum mecanismo, ainda nao conhecido, que liga o
catabolismo de purinas a resposta severa. Ainda faltam evidéncias conclusivas
para tal em micobactérias, mas, se for esse o caso, entdo o acumulo de
guanosina hiperfosforilada, nas condi¢cdes de crescimento testadas, seria toxico
ou mesmo letal a M. tuberculosis. A alta concentracéo de ppGpp (que regula tanto
negativamente como positivamente a transcricdo de um grande numero de genes)

poderia causar um desequilibrio em diversas rotas metabolicas, novamente
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levando a um fendtipo inviavel (Magnusson et alii, 2005). Mutantes para genes da
via de salvamento das purinas sdo descritos na literatura, e, curiosamente, a
maioria exibe fenotipos atipicos, sugerindo uma correlacdo, ainda que indireta,
entre a atividade de seus respectivos produtos e 0s niveis intracelulares de
ppGpp (0s quais se encontram alterados).

Em Listeria monocytogenes, um patdgeno intracelular, um mutante para o
gene hpt (que codifica uma hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase),
bloqueado na via de salvamento das purinas, exibe adesédo extremamente baixa a
superficies (em relacdo ao tipo selvagem) e é avirulento em camundongos. Além
disso, apresenta deficiéncia de ppGpp, sugerindo que a via de salvamento das
purinas € necessaria para a biossintese de ppGpp e, consequentemente, a
resposta severa da bactéria no hospedeiro (Taylor et alii, 2002). Um mutante para
0 gene deoD de Streptococcus thermophilus apresenta, ao contrario, altos niveis
de ppGpp e sobrevivéncia a choque térmico significativamente aumentada em
relacdo ao tipo selvagem, também sugerindo uma ligacdo entre a via de
salvamento das purinas e a resposta severa (Varcamonti et alii, 2003).

Em B. subtilis e S. coelicolor, h4 boas evidéncias de que os efeitos
mediados pela proteina RelA durante a laténcia estdo ligados a modulacdo dos
niveis de GTP, que serve de substrato a sintese de ppGpp (Braeken et alii, 2006).
Além disso, o ppGpp inibe a atividade da inosina monofosfato desidrogenase, a
primeira enzima da via da biossintese de novo de GTP (Cashel et alii, 1996).
Também ha um relato interessante na literatura sugerindo que a resposta severa
em B. subtilis difere, em relagédo a E. coli, quanto a regulacdo dos promotores de

rRNA: o ppGpp parece controlar a atividade dos promotores de rRNA afetando
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indiretamente os pools de GTP, ao contrario dos efeitos diretos exercidos pelo
ppGpp e pela concentracao inicial do nucleotideo na expressdo de rRNA em E.
coli (Krasny & Gourse, 2004). Ja em T. thermophilus, a atividade dos promotores
de rRNA depende diretamente dos niveis celulares de GTP e da inibicdo da
inosina monofosfato desidrogenase (Kasai et alii, 2006).

Em M. tuberculosis, hd apenas um operon de rRNA; em E. coli,
comparativamente, ha sete (Wheeler & Ratledge, 1994). Além do longo tempo de
duplicacdo do cromossomo, a taxa de transcricdo do operon de rRNA também é
longa em M. tuberculosis, contribuindo para o alto tempo de geracdo do bacilo
(Harshey & Ramakrishnan, 1977). Portanto, como niveis elevados de guanosina
hiperfosforilada reprimem a transcricdo de genes relacionados tanto a replicacéao
de DNA como a sintese de RNAs estaveis, é possivel que a auséncia da PNP
ocasione um fendtipo fatal em M. tuberculosis. E, dada a possibilidade de que a
via de salvamento das purinas contribua decisivamente a biossintese de acidos
nucléicos, isso se manifestaria prontamente in vitro.

O promotor nativo do gene deoD de M. tuberculosis foi clonado, junto com
a respectiva sequéncia codificante, no vetor de complementacgéo pINT3, gerando

o plasmideo pINT3+deoDC1 (Figura 3.42).

—» 1.3kb

Figura 3.42. Construcdo do plasmideo pINT3+deoDC1, que contém o promotor
nativo e a sequiéncia codificante do gene deoD de M. tuberculosis (em 2 e 4-9). 1:
MM. Um fragmento de aproximadamente 1,3 kb é visualizado em 2 e 4-9.
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3.5. Fosforilase de nucleosideos purinicos em M. smegmatis

Embora a PNP de M. smegmatis ainda n&o tenha sido experimentalmente
caracterizada, os dados preliminares obtidos do Institute for Genomic Research

(http://www.tigr.org) indicam a presenca de uma enzima homologa (MSMEG1697)

no genoma, a qual possui quase 78% de identidade com a sequUéncia de
aminoécidos da PNP de M. tuberculosis (esta ultima purificada por Basso et alii,
2001). Além disso, todos os residuos do sitio ativo da proteina MSMEG1697 sao
conservados em relacdo a enzima de M. tuberculosis.

Na Figura 3.43, observa-se que a organizacdo gendmica da regido
contendo o gene deoD é similar nas micobactérias. Com exce¢do de M.
smegmatis, em que o gene deoD parece ser monocistronico, em todas as outras
espécies o mesmo provavelmente faz parte de um operon de dois genes com o

gene pmmB, que codifica uma potencial fosfomanomutase.

Hycobacterium tuberculosis H37Rv {lab strain)_39

& | - - -
Rw3305c Rv33060 Rw3307 Rv3306 Ru3309: Rv3310
Hycobacteriun bovis subsp, bowvis AF2122/97_3
< -~
Mh3335c Mh3334c Mh3335 Mb3336 Mb3337c Mh3338
Hycobacteriun tuberculosis CDC1551_9
e -
MT_3403 MT _Zdid MT_3405 MT_3406 MT_3407 MT_3408 MT_3409
Hycobacteriun aviun paratuberculosis_8
~ A<
MAP_3426c MAP_3427c MAP_3429 MAP_3430 MAP_3431c MAP_3432
Hycobacteriun leprae TH_4
-
MLOT7LG HLOTFO9 MLOFOS MLO7O7 MLOFOE MLOFOS MLOF0d
Hycobacteriun smegnatis HC2_3
-
MSHEGLFO0 MSMEG1699 MSMEG1E98 MSMEGLES7 MSMEGLE9S MSMEGLE94 MSMEGLESS

Figura 3.43. Organizagdo genO6mica da regido contendo o gene deoD (setas
pretas no centro da figura) em M. tuberculosis H37Rv (Rv3307), M. smegmatis
mc?155 (MSMEG1697) e outras micobactérias.

Diante da provavel essencialidade do gene deoD em M. tuberculosis, e a

fim de estudar o papel desse gene no metabolismo de M. smegmatis, 0 mesmo foi
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investigado em termos genéticos, segundo a metodologia de troca alélica utilizada
ao longo do presente trabalho. Os resultados indicam que, também em M.

smegmatis, o gene deoD € essencial.

3.5.1. Construcéo do plasmideo suicida p2NIL+DODO

Na Figura 3.44, é mostrada a localizagcdo genbmica do gene deoD
(MSMEG1697) em M. smegmatis, o qual & provavelmente monocistrénico. As
ORFs adjacentes, MSMEG1696 e MSMEG1698, codificam, respectivamente, um
regulador transcricional da familia TetR e a proteina AmiB, que participa da
complexa regulacdo da acetamidase, uma enzima que utiliza acetamida como
fonte de carbono (Parish et alii, 1997; Roberts et alii, 2003). Uma delegéo in-
frame, ndo marcada, em que 90% da regido codificante do gene deoD é
eliminada, foi produzida na construcdo do respectivo alelo mutante de M.

smegmatis, objetivando ndo causar efeitos polares na vizinhanca.

MSMEGIESY

TetR-farnily amig

Figura 3.44. Localizacdo gendmica do gene deoD (MSMEG1697) em M.
smegmatis, mostrando as regides flanqueadoras (cerca de 1 kb) upstream e
downstream usadas na constru¢ao do plasmideo suicida p2NIL+DODO. As setas
pequenas, em azul, indicam primers usados na caracterizagao de linhagens.

As regides flanqueadoras de cerca de 1 kb foram unidas através de um

sitio de restricdo especifico (Clal), e o fragmento final foi direcionalmente clonado
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entre os sitios de restricdo Hindlll e BamHI do vetor p2NIL, criando uma delecdo
de 735 bp na sequéncia codificante do gene-alvo de M. smegmatis. O inserto do
plasmideo escolhido para a etapa final da construcdo (p2NIL+deoD1697) foi
inteiramente  sequenciado, ndo apresentando mutacbes na sequéncia
nucleotidica. Ao plasmideo p2NIL+deoD1697 foi ligado o cassete de Pacl
contendo marcadores de selecdo e o gene sacB do vetor pGOAL19, gerando o

plasmideo suicida p2NIL+DODO (dados ndo mostrados).

3.5.2. Eletroporacéo de M. smegmatis mc?155 e isolamento de mutantes

Cerca de 3 ug de DNA do plasmideo suicida p2NIL+DODO foram
eletroporados em células de M. smegmatis mc®155. A PNP de E. coli pode utilizar
varios substratos na reacéo de fosforolise, como adenosina, guanosina e inosina
(Zalkin & Nygaard, 1996). Em M. smegmatis, ja foi determinado que a PNP nao
utiliza adenosina como substrato (Chen et alii, 2002). O mesmo ocorre em M.
tuberculosis (Parker et alii, 2004). Provavelmente, uma hidrolase ainda néo
caracterizada utiliza a adenosina como substrato em M. smegmatis (Chen et alii,
2002). Assim, os provaveis mutantes para o gene deoD de M. smegmatis foram
selecionados em quatro condi¢des experimentais: Middlebrook 7H10, Middlebrook
7H10 suplementado com 10 pM de guanosina, Lemco e Lemco suplementado
com 10 pM de guanosina. N&o foram considerados 0s respectivos
ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos, uma vez que, na utlizacdo de
nucleotideos exogenos, as micobactérias (a semelhanca de outros

microrganismos) primeiro realizam a desfosforilagdo desses compostos, para
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entdo transporta-los via membrana citoplasmatica, ou seja, absorvem o0s
nucleosideos (Wheeler, 1987a; Wheeler, 1987b; Zalkin & Nygaard, 1996). Entre
10 e 12 dias ap6s a eletroporacdo de M. smegmatis com o plasmideo
p2NIL+DODO, em incubacédo a 37°C, coldnias azuis Hyg" Kan" (SCOs) foram
obtidas, nas quatro condi¢cdes experimentais testadas. Nao foram observadas
diferencas significativas no nimero de SCOs entre placas de 7H10 e Lemco, com
e sem suplementacdo com 10 uM de guanosina.

Em seguida, uma colbnia isolada, Dodo1l, foi semeada em 7H10 (e também
Lemco) na auséncia de antibiéticos, a fim de que o segundo crossover ocorresse.
Apoés aproximadamente 14 dias de incubacéo a 37°C, observou-se o0 crescimento
da linhagem derivada de Dodol, tanto em 7H10 como em Lemco, com e sem
suplementacdo com 10 uM de guanosina. A colénia derivada de Dodol foi, entéo,
preparada para a etapa de contra-selecdo com sacarose, sendo semeada em
placas de 7H10 (e também Lemco) com e sem sacarose. Ha relatos na literatura
sugerindo que, em M. smegmatis, a contra-selecdo com 5% (w/v) ou mesmo 10%
(w/v) de sacarose é mais eficiente que a concentracdo usual de 2% (w/v),
empregada em M. tuberculosis e M. bovis (Parish et alii, 2001; Roberts et alii,
2003). Assim, a contra-selecao foi efetuada com concentragdes finais de 5% (w/v)
e 10% (w/v) de sacarose nos meios de cultura. Apds 14 a 21 dias de incubacgéo a
37°C, um grande numero de coldnias brancas derivadas de Dodol, sensiveis a
sacarose, foi obtido. Observou-se uma diminuicéo de cerca de 10* cfu do nimero
de col6nias em placas com sacarose em comparacdo a placas sem sacarose.
Aproximadamente 180 colbnias derivadas de Dodol, resistentes a sacarose,

foram testadas em placas de 7H10 na auséncia e presenca de canamicina e
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higromicina. O DNA gendémico de colonias Kan® (mutantes em potencial) foi

preparado para posterior analise por PCR e seqienciamento.

3.5.3. Caracterizacdo e complementacdo dos provaveis mutantes

Os gendtipos das coldonias Dodol resistentes a sacarose Kan® (DCOSs)
foram caracterizados por PCR de colbnia, usando primers especificos, que
permitem distinguir entre a provavel linhagem DCO mutante, o tipo selvagem e
SCOs, como esquematizado na Figura 3.44. Quase 140 mutantes em potencial
para o gene deoD de M. tuberculosis foram analisados, e na Figura 3.45 esté

mostrado o resultado para 16 colbnias.

— — —» 1515 bp

—» 1515 bp

-
w

o

780 bp

Figura 3.45. Andlise por PCR de col6nia das provaveis linhagens mutantes para o
gene deoD de M. smegmatis. 1 e 13: MM. PCRs realizadas com 2-12 e 14-18:
DNA extraido de linhagens DCO (mutantes em potencial); 19: agua (controle
negativo); 20: DNA extraido de linhagem SCO; 21. DNA gendmico de M.
smegmatis (controle positivo); 22: p2NIL+DODO. Um fragmento de 1515 bp
(correspondente ao alelo selvagem) é visualizado em 21 e em todas as linhagens
DCO analisadas. Um fragmento de 780 bp (indicando a delecdo de 735 bp
introduzida) é visualizado em 20. Apenas 16 linhagens DCO Kan® sdo mostradas.

Como mostrado na Figura 3.45, a analise por PCR de colénia de quase

140 linhagens DCO Kan® revelou a presenca de fragmentos de DNA de tamanho
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idéntico ao do gene deoD selvagem de M. smegmatis. Linhagens para as quais a
amplificacdo foi pouco clara (como em 16 na Figura 3.45) foram novamente
testadas, e o resultado foi exatamente o mesmo (dados ndo mostrados). Dessa
forma, na respectiva regido cromossdémica, o segundo evento de recombinacéo
homologa estd dando origem somente ao tipo selvagem, e, como nenhuma
linhagem DCO mutante pode ser isolada, a auséncia de mutantes utilizando esse
método de troca alélica sugere que, como em M. tuberculosis, o gene deoD é
essencial ao crescimento in vitro de M. smegmatis.

Mutantes com auxotrofia para purinas (adenina e guanina) foram isolados
por Guilhot et alii (1994) em M. smegmatis, utilizando a técnica de mutagénese
com o transposon Tn6l1l (inserido em um plasmideo termossensivel). Esses
mutantes representavam uma porcentagem minima (entre 0,2 e 0,4%) de clones
nas bibliotecas de transposi¢do construidas; além disso, alguns desses mutantes
exibiam fendtipos complicados e redundantes, e os que puderam ser obtidos
definitivamente requeriam suplementacdo com purinas na etapa de isolamento.
Posteriormente, esses mesmos mutantes foram usados em um estudo de
complementacdo em M. tuberculosis, sendo identificados os genes originalmente
mutados em M. smegmatis: purC e purL (Jackson et alii, 1996).

Quando cultivado em condicOes de privacdo de oxigénio, outro mutante,
para o gene purF de M. smegmatis, tem sobrevivéncia e viabilidade
extremamente diminuida em comparacdo ao tipo selvagem (Keer et alii, 2001).
Essa caracteristica fisiologica ainda nédo é totalmente compreendida, mas o0s
autores sugerem que o fendtipo alterado ndo se deve a auxotrofia para purinas, e

sim a deficiéncia de um ou mais intermediarios na rota de biossintese das purinas
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(os quais poderiam estar ligados a cadeia respiratoria). Nesse contexto, é
interessante que o 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotideo (AICAR), um
dos precursores imediatos do IMP, seja um regulador negativo da atividade da
citocromo ¢ oxidase em certas espécies (Soberdn et alii, 2001). Além disso, o
trabalho de Shleeva et alii (2004) confirma o fenétipo atipico do mutante para o
gene purF de M. smegmatis e levanta a possibilidade de que, nas condi¢gbes
testadas, ocorra a formacdo de células viaveis, mas nao cultivaveis. Esta é uma
explicacdo plausivel para a ndo obtencdo de mutantes para o gene deoD de M.
smegmatis (que, nesse caso, ndo seria essencial): a auséncia de atividade da
PNP, ao desregular as concentracdes intracelulares de purinas e metabdlitos
relacionados, poderia levar a um estado fisiolégico proximo a dorméncia, e as
células, embora viaveis, ndo seriam cultivaveis. H4& um numero crescente de
trabalhos descrevendo a formacgdo de células ndo cultivaveis em M. smegmatis
(Lee et alii, 1998; Mayuri et alii, 2002; Shleeva et alii, 2004).

Se, ao contrario, como indicam os dados obtidos no presente trabalho, o
gene deoD for mesmo essencial a sobrevivéncia in vitro de M. smegmatis, haveria
trés razdes possiveis para tal. Primeira: como existem variacdes no metabolismo
de purinas em micobactérias (a adenosina ndo € um substrato para a PNP, por
exemplo), a PNP pode desempenhar uma func¢do adicional ou, alternativamente,
ser importante a regulacdo (direta ou indireta) dos niveis de um metabdlito
purinico, como IMP ou mesmo AICAR. Em Lactobacillus lactis, mutantes para o
gene guaA (da via de salvamento das purinas) apresentam um fenétipo misto de
resisténcia a estresse oxidativo e choque térmico, o qual se deve, provavelmente,

ao acumulo de ppGpp (Rallu et alii, 2000). Além de ocasionar o acumulo
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excessivo e/ou nocivo de ppGpp no interior celular, a auséncia da PNP em M.
smegmatis poderia, portanto, interferir na atividade de proteinas essenciais ao
metabolismo, cuja regulacdo depende de um ou mais compostos purinicos que
ndo podem ser substituidos in vitro. Cabe aqui ressaltar que a escolha da
concentracdo de guanosina usada na suplementacédo dos meios 7H10 e Lemco
se baseou em dados empiricos da literatura (Wheeler & Ratledge, 1994; Zalkin &
Nygaard, 1996). E possivel, contudo, que uma concentracéo superior a 10 pM de
guanosina seja necessaria durante a etapa de isolamento de mutantes para esse
loco de M. smegmatis — tal hipotese esta sendo atualmente testada. Em M.
tuberculosis, por exemplo, um mutante para o gene inol, essencial ao
crescimento e a viruléncia do bacilo, s6 pdde ser isolado mediante o uso de uma
concentracdo muito alta (77 mM) de inositol, o que € bastante incomum
(Movahedzadeh et alii, 2004). Porém, no caso de M. smegmatis, deve-se levar em
conta que, além de 7H10, também foi utilizado Lemco, e a suplementacdo com
guanosina ndo se mostrou importante a obtencdo de linhagens SCO Hyg" Kan'
(selegdo) e linhagens DCO Kan® (contra-selegdo) (item 3.5.2).

Em segundo Ilugar, a semelhanca da hip6tese sugerida para a
essencialidade do gene deoD em M. tuberculosis, é possivel que a taxa de
biossintese de &cidos nucléicos dependa concomitantemente das duas rotas
purinicas, de novo e de salvamento, para a replicacdo do genoma e a transcri¢cao
eficiente dos genes de RNA estavel. M. smegmatis possui dois operons de rRNA,
e, in vitro, seu tempo de geracao, influenciado pela taxa de biossintese de DNA e
principalmente de RNA, é de aproximadamente 3 h. Além disso, 0 genoma de M.

smegmatis tem um conteudo de G+C bastante alto (67,4%) e quase 7 Mbp
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(comparativamente, o tamanho do genoma de M. tuberculosis € de 4,4 Mbp),
evidenciando a importancia dos nucleotideos de guanina a estrutura do
cromossomo. A relacéo entre sintese de RNA e metabolismo de purinas também
€ exemplificada por um mecanismo fisiolégico comum em bactérias, o chamado
GRDC (growth rate-dependent control), que controla o nimero de ribossomos de
acordo com a taxa de crescimento celular. Esse mecanismo foi pouco estudado
em micobactérias (Verma et alii, 1999; Cox, 2004; Arnvig et alii, 2005). Contudo, a
atividade do promotor do gene guaA de M. tuberculosis foi analisada em células
de M. smegmatis, tendo sido encontrada, nessa regido cromossOmica, uma
sequéncia de DNA similar a presente nos promotores de RNA estavel
(Kamalakannan et alii, 2002). Na regido promotora dos genes guaA e deoD de M.
smegmatis também ha uma sequéncia de DNA rica em G+C, a qual
provavelmente, devido a sua composicdo e estrutura, corresponde ao motivo

existente nos promotores de rrn (http://www.tigr.org e dados ndo mostrados).

Esse dado aprofunda ainda mais o envolvimento entre a via de salvamento das
purinas e a biossintese de acidos nucléicos, indicando que a transcricdo de genes
centrais a rota (guaA e deoD) pode estar sob controle direto dos mecanismos que
regulam o numero de ribossomos e o crescimento celular. A maioria dos genes
relacionados a processos como replicacdo de DNA, divisédo celular e biossintese
de ribossomos é essencial em M. smegmatis, e, diante disso e do acima exposto,
a essencialidade do gene deoD néo seria uma surpresa (Greendyke et alii, 2002;
Dziadek et alii, 2003; Raghunand & Bishai, 2006).

Finalmente, ha que se considerar as possiveis consequéncias decorrentes

da inibicdo (ou auséncia) da atividade da PNP e os niveis intracelulares de
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ppGpp. Células de M. smegmatis, quando crescidas em condi¢cdes de estresse
nutricional, acumulam ppGpp e caracteristicamente alteram sua morfologia (Ojha
et alii, 2000). A inativagcdo do gene relA de M. smegmatis ocasiona efeitos
opostos, afetando drasticamente a morfologia e a viabilidade celular; os niveis de
expressdo dos genes hspX e eis (0os quais séo diferencialmente regulados
durante a resposta severa) também sao alterados (Dahl et alii, 2005). Dessa
forma, como sugerido para M. tuberculosis, o eventual acumulo de ppGpp em M.
smegmatis poderia causar a ativagdo e/ou inibicdo de diversas rotas metabdlicas
importantes, levando a um fendtipo inviavel. Embora a correlacdo entre a
atividade da PNP e a concentracdo celular de guanosina hiperfosforilada ainda
nao esteja precisamente estabelecida, muitas linhas de evidéncia reforcam a
regulacdo dos niveis de GTP (substrato direto para a sintese de ppGpp) pela via
de salvamento das purinas em bactérias, cuja inibicdo acarreta efeitos multiplos e

contraditorios — se néo letais (Cashel et alii, 1996; Braeken et alii, 2006).
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4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A TB €& um sério problema de saude publica em todo o mundo, e a
complexidade dos fatores envolvidos na reemergéncia e disseminacéo da doenca
exige que novas estratégias e programas efetivos de combate a M. tuberculosis
sejam continuamente desenvolvidos. Nesse sentido, 0 conhecimento de aspectos
basicos da biologia de micobactérias patogénicas e nao patogénicas é
fundamental, uma vez que, como tém revelado os diversos projetos de
sequenciamento gendmico e estudos de expressdo génica em grande escala,
esses microrganismos apresentam caracteristicas metabodlicas e fisiologicas
Gnicas — relacionadas tanto a existéncia de genes de funcdo desconhecida como,
também, a sofisticados mecanismos regulatorios entre patégeno e hospedeiro. A
fim de caracterizar e compreender o funcionamento desses genes e mecanismos,
€ necessaria a implementacdo de metodologias adequadas e avancadas, sendo a
manipulacdo genética de micobactérias indispensavel para que alvos moleculares
tidos como essenciais sejam, de fato, validados quanto a seu futuro potencial
farmacolégico. Genes e rotas metabdlicas essenciais ao crescimento in vitro de
M. tuberculosis constituem bons alvos para o desenvolvimento de novas drogas
anti-TB, pois a inibicdo de suas funcdes deve resultar na morte do bacilo.

No presente trabalho, demonstrou-se experimentalmente que, tanto em M.
tuberculosis como M. smegmatis, ocorrem duas CMs monofuncionais, de

localizag&o celular distinta e, nas condi¢des testadas, com expresséo constitutiva
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dos respectivos promotores. Esses dados representam uma novidade: até o
momento, ndo foi descrita uma organizacdo gendmico-bioquimica semelhante em
outras espécies de bactérias, em que as CMs citoplasmaticas da classe AroQ
geralmente fazem parte, como dominios protéicos, de enzimas bifuncionais. Além
disso, como claramente se depreende da seqiiéncia primaria de aminoacidos das
CMs citoplasméticas de M. tuberculosis e M. smegmatis, essas proteinas
empregam residuos alternativos — em comparacdo aos do sitio ativo do dominio
EcCM — em sua estrutura. Futuros experimentos de mutagénese sitio dirigida
devem esclarecer o papel e a importancia de tais residuos a atividade enzimatica
das CMs citoplasmaticas micobacterianas.

Em relacdo aos estudos da atividade promotora dos genes aroQ e *aroQ
de M. tuberculosis, 0s mesmos representam um passo inicial para o entendimento
da funcdo e regulacdo da biossintese de aminoacidos aromaticos em
micobactérias, em que os dados experimentais sdo escassos ou simplesmente
inexistentes. Evidentemente, em M. tuberculosis e M. smegmatis, a biossintese
dos aminoacidos aromaticos deve exibir particularidades ainda ndo conhecidas, e
ensaios adicionais de expressao génica precisam ser realizados, dada tanto a
importancia da via do chiquimato como a provavel essencialidade dos genes aroQ
em ambas as espécies. De qualquer forma, os dados preliminares referentes a
expressdo constitutiva do gene MTB aroQ corroboram os obtidos para a
essencialidade, reforcando o valor da enzima correspondente como alvo para o
desenvolvimento de agentes antimicobacterianos promissores. Deve-se ainda
considerar a auséncia de tal rota metabdlica no hospedeiro humano (de modo que

futuros inibidores néo acarretem possiveis problemas de toxicidade) e o fato de
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que as CMs exibem baixa conservacdo de sequéncia entre si (de modo que
inibidores especificos sejam desenvolvidos, n&do havendo problemas de
resisténcia cruzada). E igualmente plausivel desenvolver inibidores que atuem
simultaneamente sobre ambas as CMs de M. tuberculosis, o que seria
extremamente vantajoso em termos de minimizar o risco de surgimento de
resisténcia espontanea ao agente anti-TB usado.

A provavel essencialidade do gene deoD a sobrevivéncia in vitro de M.
tuberculosis também constitui um bom indicio de que a PNP é um alvo
interessante para o desenvolvimento de futuras drogas anti-TB, principalmente
devido a relacdo entre a via de salvamento das purinas e a taxa de biossintese de
acidos nucléicos e a laténcia. A laténcia € um fenémeno fisiolégico central e
indispensavel ao sucesso da infeccéo, pelo bacilo da TB, no hospedeiro humano.
A identificacdo e validacdo de alvos moleculares ativos durante essa fase da
doenca representam, portanto, um avanco significativo em busca de uma
quimioterapia anti-TB mais eficiente. Para tal, a construcdo de uma linhagem
merodipléide para o gene deoD de M. tuberculosis (em que uma segunda cépia
funcional do loco sera fornecida) devera comprovar definitivamente, em termos
genéticos, a essencialidade da PNP nessa micobactéria. Pretende-se, ainda,
estabelecer um modelo in vitro de laténcia em M. smegmatis, em que a expressao
do gene deoD sera quantitativamente avaliada e permitira estabelecer a relacao

entre via de salvamento das purinas, niveis de ppGpp e dorméncia.
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