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IMPACTO FUNCIONAL DE PEQUENAS MUTACOES EM Mycobacterium bovis
BCG MOREAU EM COMPARACAO COM Mycobacterium tuberculosis CEPA
H37Rv

RESUMO

A tuberculose continua sendo uma doenca relevante no que diz respeito a saude
mundial. A doenca é causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis e a Unica
medida profilatica disponivel é a vacinacdo com BCG, uma cepa atenuada derivada
de M. bovis. BCG é uma familia de diferentes cepas que possuem diferencas
genéticas entre si. Pequenas mutacdes em sequéncias codificantes podem causar
impactos funcionais relevantes, modificando drasticamente a funcao/estrutura da
proteina ou até alterando o nivel de expresséo, devido a modificacao de processos de
transcricdo/traducdo. Para melhor compreender o impacto dessa categoria de
mutacé&o na biologia do BCG, identificamos e selecionamos casos de mutagéo em trés
loci preditos de estarem envolvidos em processos bioldgicos importantes para
micobactérias, como metabolismo redox (dodecina — rv1498A), metabolismo lipidico
(homélogo de rvl1371/2/3) e respiracdo anaerobica (fumarato redutase). Essas
mutacdes foram identificadas pela analise de gendmica comparativa entre M.
tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG Moreau. Andlises de RT-PCR e western blotting
mostram que a transcricdo e traducdo desses genes ndo foram afetadas pelas
mutacBes. Modelagem estrutural das proteinas mutadas indica um drastico impacto
na atividade de dodecina, corroborado por nossos ensaios funcionais, diferentemente
do complexo da fumarato redutase. Mutantes knockout foram criados e resultados
preliminares mostram que o operon da fumarato redutase € funcional em BCG
Moreau, ja que o mutante Afrd possui um fenétipo diferencial no crescimento quando
comparado com a cepa selvagem. Ja para Arv1371/2/3 nao foi observado tal padrao.
Complementacdo da cepa selvagem com alelos de rv1371/2/3 de M. tuberculosis e
BCG corrobora a hipotese de nao-funcionalidade da copia de BCG, ja que
identificamos lipideos diferentes quando ambas as cepas foram comparadas. Nao foi
viavel a inativacao do gene codificante para dodecina, nem a construcédo da cepa de
knockdown condicional, que seria utilizada para analisar a essencialidade desse gene.
Complementacdo de M. smegmatis com os alelos de rv1498A de M. tuberculosis e
BCG mostram que ambas as copias resultaram em maior crescimento das cepas em
meio axénico, em uma magnitude similar para ambos os alelos em comparacdo com
a cepa selvagem. Andlises protedbmicas revelam que diversos genes com pequenas
mutacBes que possuem diferencas em seu nivel de expressao quando comparadas
as diferentes fases de crescimento estdo envolvidos em metabolismo lipidico,
revelando a importancia de se investigar tal caracteristica. Nossos resultados mostram
que algumas mutacdes preditas podem ndo causar o impacto funcional esperado,
provavelmente porque forgas seletivas podem estar atuando sob esses loci.
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FUNCTIONAL IMPACT OF SMALL MUTATIONS IN Mycobacterium bovis BCG
MOREAU IN COMPARISON TO Mycobacterium tuberculosis STRAIN H37Rv

ABSTRACT

Tuberculosis remains a very important health issue worldwide. The disease is caused
by Mycobacterium tuberculosis and the available prophylaxis is vaccination with BCG,
an attenuated strain derived from M. bovis. BCG comprises a family of different strains
with significant genetic differences. Small mutations in coding sequences may cause
huge functional impacts, drastically modifying the function/structure of the protein or
even altering expression levels due to the modification of transcription/translation
processes. To better understand the impact of this type of mutations in BCG biology,
we identified and selected mutations in three loci predicted to be involved in important
biological processes for mycobacteria, such as redox (dodecin — rv1498A) and lipid
metabolism (rv1371/2/3 ortholog), and anaerobic respiration (fumarate reductase).
These mutations were identified by comparing the M. tuberculosis H37Rv and M. bovis
BCG Moreau genomes. We showed by RT-PCR and western blotting analysis that
transcription and translation of these genes were not hampered by the mutations.
Structural modeling of the mutated proteins predicts a drastic impact on dodecin
activity, corroborated by our functional assays, but not on the activity of the fumarate
reductase complex. Knockouts were created, and preliminary results show that the
fumarate reductase operon is active in BCG Moreau, as a Afrd mutant shows a drastic
growth phenotype when compared to the wild-type strain. On the other hand, a
Arv1371/2/3 strain does not show any growth phenotypes when compared to the
wildtype. Complementation of the wild-type strain with both M. tuberculosis and BCG
rv1371/2/3 alleles corroborates the non-functionality of the BCG gene, as we identified
different lipids when comparing both bacterial strains. Neither the inactivation of the
gene encoding dodecin nor the construction of a conditional knockdown strain, which
would be used to assess gene essentiality, were successful. Complementation of M.
smegmatis with the two rv1498A alleles (M. tuberculosis and BCG) resulted in
increased growth of both strains on axenic medium, to a similar extent, when compared
to the wild-type strain. Proteomics analyses were performed and showed that several
genes with small mutations and that had different expression levels when comparing
growth phases were involved in lipid metabolism, showing that this phenomenon
should be further investigated. Our results show that some predicted mutations may
not have the expected functional impact, probably due to the selective forces that act
on these loci.
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Introducdo

1. Introducgao

1.1.Tuberculose

A tuberculose (TB) € atualmente a primeira doenca infectocontagiosa em
namero de 6bitos no mundo. O quadro mundial da TB comecou a tornar-se mais
alarmante desde o relatério de 2015 da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no
qual essa doenca estava atras, em numero de mortes, somente da infec¢do causada
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (WHO, 2018). Seu agente etioldgico € o
bacilo Mycobacterium tuberculosis (M.tb) que, nas fases iniciais da infec¢do, se
apresenta como uma bactéria metabolicamente ativa. Em pacientes sem
comprometimento imune, o bacilo converte-se na forma latente, podendo permanecer
nesse estagio por diversos anos, e ser reativado e causar a doenca ativa caso haja
comprometimento imune (FOGEL, 2015). Embora haja cura para a TB, estima-se que
1,3 milhdo de pessoas morram de TB por ano (WHO, 2018).

A TB é considerada uma doenca antiga — estudos apontam que em esqueletos
humanos datados de milhares de anos atras pode-se identificar sinais da infeccao
(HERSHKOVITZ, et al., 2015). A causa da patologia ficou desconhecida por muito
tempo, sendo elucidada em 24 de marco de 1882, quando Robert Koch anunciou a
caracterizacao de M.tb (KOCH, 1882).

1.1.1. Epidemiologia

Por volta de 1800, os dados de saude de diversos paises europeus mostravam
gue a TB era uma das principais causas de morte. Com o desenvolvimento social e
econbmico, e a consequente melhora em questdes nutricionais e de habitacdo da
populacdo, o numero de casos e mortes comecou a diminuir (de 1-2% por ano) na
Europa ocidental, América do Norte e diversas outras partes do mundo na virada do
século XX. A partir de 1940, com a descoberta, desenvolvimento e uso de drogas
eficazes contra a bactéria, essa diminuig&o ocorria em velocidades maiores, chegando
a uma reducéo de 10% por ano no numero de casos, com valores mais expressivos
guando se analisa a taxa de morte (BARBIER e WIRTH, 2016). Nos paises que
tiveram tal reducéo e que apresentam quadros de 10 ou menos casos e cerca de 1

morte por 100.000 habitantes, a TB é considerada uma doenca do passado. Mas, por
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outro lado, em varios paises a realidade é diferente e a erradicacdo da TB no quadro
de saude publica ainda € algo distante. Mesmo com a possibilidade de diagndéstico
precoce e a cura da doenca com o tratamento correto, em 1993, a OMS declarou a
TB como uma emergéncia de saude global (DOLIN, RAVIGLIONE e KOCHI, 1993).

Mundialmente, a TB é uma das 10 principais causas de morte e a primeira
guando séo consideradas mortes causadas por um Unico agente infeccioso (acima da
infeccdo causada pelo virus da imunudefienciencia humana — HIV). Em 2017, estima-
se que 1,3 milhdo de mortes entre a populagédo HIV-negativa tenha sido devido a TB,
adicionando mais 300.000 mortes se considerarmos a populag¢édo HIV-positiva. A nivel
global, acredita-se que 10 milhdes de pessoas desenvolveram a patologia em 2017.
Houve casos em todos os paises e em todos 0s grupos etarios, mas cerca de 90%
foram em adultos (>15 anos) e dois tergos foram em oito paises: india (27%), China
(9%), Indonésia (8%), Filipinas (6%), Paquistado (5%), Nigéria (4%), Bangladesh (4%)
e Africa do Sul (3%). Esses e outros 22 paises da lista da OMS somaram 87% dos
casos mundiais. Somente 6% dos casos foram na regido europeia e Américas (WHO,
2018).

Incidéncia por 100.000

y habitantes, por ano /\/IQ ‘,"‘"L 8
a® J
[ o-2 < oo

o] o ©

[ 25-99 { \

I 100-199 ) /

Bl 200299 < Y / A
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\:] Sem dados w:

:l N3o aplicavel

Figura 1 — Taxa de incidéncia estimada de tuberculose em 2017. A gradacdo do verde reflete
diferentes taxas de incidéncia, indo da taxa menor (verde claro) a maior (verde escuro). Adaptado de
WHO (2018).

A abrangéncia de epidemias nacionais varia grandemente entre 0s paises
analisados (Figura 1). Em 2017, houve menos de 10 novos casos por 100.000
2
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habitantes em paises desenvolvidos, 150-400 nos 30 paises de lista de alta incidéncia
de TB da OMS, e mais de 500 em alguns paises como Mocambique, Filipinas e Africa
do Sul (MOGASHOA, et al., 2019).

Mesmo a TB sendo uma doenca que possua uma vacina como método de
prevencdo e um coquetel de farmacos como tratamento que leva a cura, o quadro
atual da doenca continua sendo alarmante. Diversos fatores conseguem explicar tal
fato. Dentre eles pode-se citar a epidemia de HIV, que gera atualmente um
problemético quadro de coinfec¢éo, trazendo a TB de volta ao circulo de pesquisa em
paises que a consideravam como enfermidade do passado (LAl, MEINTJES e
WILKINSON, 2015).

Além disso, devido ao longo periodo do tratamento com antibiéticos, muitos
pacientes interrompem por conta propria o uso dos remédios, devido a uma visivel
melhora do quadro clinico ja nas primeiras semanas, facilitando assim o surgimento
de cepas da bactéria resistentes aos compostos usados atualmente. Em paises mais
pobres, vinculam-se regides com grande numero de casos da TB a falta de acesso ao
sistema de saude e aglomeracbes humanas (MENDES e FENSTERSEIFER, 2004).

Com isso, cria-se um quadro no qual a TB se torna uma doencga reemergente.

1.1.2. A doencga

Como ja dito, a TB € uma doenca infecciosa causada pelo bacilo M.th. Essa
bactéria pode infectar qualquer 6rgao ou tecido do organismo humano, mas a grande
maioria dos casos da doenca estd vinculada a forma pulmonar. Nesse quadro,
pacientes infectados que estdo na fase de disseminag¢do podem transmitir a bactéria
pela tosse, fala ou espirro, nos quais gotas com o bacilo alcancam uma outra pessoa.
Nesse novo organismo, algumas bactérias, podendo ser até uma ou duas, sobrevivem
a defesa imune e chegam aos alvéolos da periferia pulmonar, local no qual infectam
macréfagos circundantes (LESLEY e RAMAKRISHNAN, 2008).

Dentro dessas células, varios mecanismos do macréfago serdo ativados para
tentar destruir a bactéria, assim como para atrair outras células do sistema imune para
o local da infec¢do. Do outro lado, a bactéria também influenciard no comportamento
do macroéfago, retardando, dificultando ou anulando diferentes a¢des microbicidas da
célula eucaribtica, como o retardamento ou falha na fusdo do fagossomo com o
lisossomo (HMAMA, et al., 2015).



Introducdo

Com o decorrer do processo e a persisténcia da bactéria no macrofago, outras
células do sistema imune formam ao redor da célula infectada um cordéo, isolando-a
e com isso diminuindo a chance de disseminacao da bactéria pelo corpo. Nesta etapa
do processo infeccioso a bactéria passa para um estado de baixo nivel metabdlico.
Nesse ponto, alcanca-se a fase latente da doenca, na qual a micobactéria pode
permanecer por muitos anos até que, por exemplo, o sistema imune sofra uma queda
e sinais bioquimicos estimulem essa bactéria a voltar a um fenétipo de crescimento e
altas taxas metabdlicas. Nesse ponto, ocorre a proliferacédo bacteriana e a re-ativacao
da doenca (SALGAME, et al., 2015).

1.1.3. O agente etiologico

Sabe-se, atualmente, que a TB pode ser causada por diversas espécies de
micobactérias, sendo a mais comum M.tb, que se apresenta como uma espécie com
inUmeras cepas espalhadas pelo globo (representadas pelas linhagens 1, 2, 3 e 4).
Além disso, outras espécies de animais podem desenvolver essa doenca. Este grupo
de bactérias que causa essa enfermidade € denominado complexo Mycobacterium
tuberculosis. Todas as espécies deste complexo sdo consideradas micobactérias de
crescimento lento, diferente de algumas micobactérias ambientais, denominadas de
crescimento rapido (BRITES e GAGNEUX, 2017).

Andlises filogenéticas mostram as relacdes existentes entre os participantes do
complexo e ajudam a entender a evolucao que ocorre nesse clado, além de auxiliar
na explicacdo de quais eventos ocorreram para que micobactérias ambientais do
passado evoluissem até ao patégeno adaptado que conhecemos atualmente.

Como pode-se observar na Figura 2, os integrantes desse complexo se dividem
entre representantes antigos e modernos. Além disso, nota-se a presenca de clados,
sendo que cada uma das linhagens aparenta possuir uma disseminacdo geografica
especifica ao redor do globo. Dentro das cepas ditas como “animais” encontram-se
aguelas que causam doengas em animais ndo-humanos preferencialmente, como M.
bovis e M. caprae (COMAS e GAGNEUX, 2009).

Independente da espécie em questdo, todas essas e outras micobactérias
apresentam caracteristicas gerais em comum. Como ja dito, sdo bactérias que se
apresentam na forma de bacilos e s&o aerobios estritos. Quando expostas a situacdes

de microaerofilia iniciam diferentes processos dentro da célula que levam a mesma

4



Introducdo

ao estado de laténcia, no qual o metabolismo é reduzido ao extremo, mecanismos Sao

ativados para a defesa contra estresse oxidativo, a parede celular € espessada, etc.

(EOH, et al., 2017)
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Figura 2 — Relagdes filogenéticas entre os diferentes componentes do complexo Mycobacterium
tuberculosis. Mostra-se as diversas linhagens (1, 2, 3 e 4) que possuem associagdo intima com a
distribuicao geografica das mesmas, além dos clados de M. africanum e das cepas animais. Observa-
se a presencga de clados ditos como antigos e outros modernos. A arvore filogenética foi construida a
partir de SNPs identificados a partir do sequenciamento de 89 genes de 108 espécies pertencentes ao
complexo. Adaptado de Comas e Gagneux (2009). (COMAS e GAGNEUX, 2009).

Outro ponto importante nessas bactérias é a presenca de uma espessa e diferente

parede celular, composta de uma camada de peptidoglicana conectada por acgucares

a uma membrana lipidica externa que possui longos e diferentes lipideos chamados
de acidos micdlicos (BHAT, et al., 2017). Aléem desses, dependendo da espécie

analisada pode-se encontrar outras moléculas hidrofébicas, algumas vinculadas
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diretamente com a viruléncia do microrganismo, como o PDIM (dimicocerosato
ftiocerol) e PGL (glicolipideo fendlico) (ARBUES, et al., 2014).

1.2.Vacina BCG

A vacina BCG é uma das mais antigas usadas em humanos e confere protecao
contra a TB. Estudos de caso-controle demonstram que ela estd4 associada com a
protecdo de criangas contra a forma disseminada da doenca, incluindo meningite. No
entanto, sua eficacia contra TB pulmonar em adultos varia substancialmente, podendo
alcancar valores de até 80% de protecao. Existem diversas explicacdes para essa
grande variacdo nos valores de protecdo, algumas delas ligadas a diversidade
genética das cepas bacterianas usadas para confec¢cdo da vacina, e outras estando
relacionadas a diferencas das populacdes humanas usadas nos estudos. Esse ultimo
se deve ao fato de que o estado do sistema imune do paciente e sua pré-exposicao a
micobactérias ambientais podem alterar consideravelmente os indices de protecéo
(BENEVOLO-DE-ANDRADE, et al., 2005).

1.2.1. Histérico

O termo BCG significa Bacilo de Calmette e Guérin, em homenagem aos dois
pesquisadores responsaveis pelo desenvolvimento da vacina, Albert Ledn Charles
Calmette e Jean Marie Camille Guérin. Desde 1900 eles pesquisavam M. bovis, uma
micobactéria responsavel por causar TB em gado. Nocard isolou essa bactéria do leite
de uma vaca com mastite e iniciou seus trabalhos com a mesma no Instituto Pasteur
de Paris, em 1902. Para trabalhar com esse organismo em ambiente laboratorial como
um modelo para compreender mais sobre a TB humana, Calmette e Guérin
necessitavam de um meio de cultivo para obter o crescimento disperso da bactéria.
Para isso, 0s pesquisadores iniciaram seus trabalhos cultivando a cepa de M. bovis
em meio com batata glicerinada, mas obtiveram a bactéria na forma de aglomerados
de dificil desagregacéao, dificultando assim a criacdo dos inOculos necessarios para
seus estudos de infecgcédo. Assim, eles decidiram adicionar bile bovina na composicéo
do meio como agente surfactante, e dessa forma, obtiveram uma suspensao
homogénea. Apds algumas passagens nesse novo meio, observaram modificacdes
morfoldgicas nas col6nias obtidas e descobriram que a bactéria era menos virulenta

que a original isolada por Nocard (ABDALLAH e BEHR, 2017).
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Com isso, permaneceram cultivando essa cepa no novo meio de cultivo e
observando a viruléncia com o passar do tempo. Apés 231 passagens durante 13
anos no Instituto Pasteur de Lille, Franca, eles obtiveram uma cepa atenuada, com
caracteristicas protetivas contra TB. Esta cepa foi primeiramente usada na vacinacao
da populagdo em 1921 na Franca, apoés testes de seguranca da vacina terem sido
realizados. Com a verificacao inicial de sua eficacia, a BCG foi distribuida por todo o
mundo (Figura 3) e foi mantida em cultura até a criacdo dos lotes sementes na década
de 1960 (RITZ e CURTIS, 2009). Devido as diferentes metodologias de cultivo usadas
nas localidades e a outras condicdes ambientais a que essas bactérias foram
expostas, além da precariedade dos sistemas de armazenamento dos lotes sementes,
atualmente a BCG é considerada uma familia de diferentes cepas que possuem
diferencas ao nivel de genoma, o que altera o seu fenétipo e consequentemente sua

eficacia e caracteristicas como vacina (BROSCH, et al., 2007).

M. bovis
virulento
1908
1921
1924
1925
1926
1927
1931
1931
1934
1937
1938
1947
1948 1954
1989
1961
Pasteur Frappier China Mexico Glaxo Prague Sweden Moreau
Phipps Connaught Tice Denmark Mérieux Birkhaug Japan Russia
“Cepas tardias” “Cepas iniciais”

Figura 3 — Genealogia histérica da disseminacdo das cepas de BCG ao redor do mundo. O
esquema apresenta o ano de obtencéo das diferentes cepas, destacando os dois grandes grupos de
BCG: iniciais e tardias. As cepas iniciais foram obtidas antes de 1927 e as tardias apos esse periodo,
sendo caracterizadas pela perda da regido RD2. Adaptado de Abdallah e Behr (2017). (ABDALLAH e
BEHR, 2017).
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1.2.2. Diferencas genotipicas

As diferencas genotipicas entre as cepas de BCG permitem agrupa-las em
grupos que possuem caracteristicas similares entre si. Além disso, 0 entendimento
das relagcbes genéticas entre elas permite compreender a histéria evolutiva dessa
familia, um bom exemplo de evolucéo in vitro em curto periodo de tempo na escala
em que costumamos estudar tais eventos. Essas grandes regides de polimorfismos,
normalmente insercdes e dele¢cbes, foram denominadas de regides de diferenca (RD),
causando grandes modificagdes no genoma. Estudos mostram que tais alteragbes
ocorreram na linhagem ancestral uma Unica vez, e devido a caracteristica clonal de
micobactérias permaneceram em todas as linhagens derivadas (COMAS e
GAGNEUX, 2009).

Dentre as mutagBes ocorridas em BCG relativas a atenuagdo da bactéria
destaca-se a perda da regiao de diferenca 1 (RD1), que é caracterizada como a
principal regido para conferir a atenuacdo ao bacilo, mas ndo a Unica, ja que a
reposicao dessa parte do genoma em bactérias avirulentas ndo retoma a viruléncia
compativel com a de M. bovis (TRAN, LIU e BEHR, 2014).

Essas diferencas ao nivel genémico permitem dividir a familia BCG em dois
grandes grupos: cepas tardias, com alto nimero de muta¢cdes comparado com a BCG
original, como BCG Pasteur e Praga, e que possuem em comum a regiao de diferenca
RD2; e cepas iniciais, mais similares com a original, como Russia e Moreau, sendo
esta Ultima a cepa utilizada para a producdo da vacina no Brasil. Dentre as
caracteristicas fenotipicas correspondentes de cada grupo, sabe-se que cepas iniciais
tendem a ser mais imunogénicas, o que pode conferir uma melhor protecao contra TB
(JOUNG e RYOO, 2013).

Além dessas grandes mutaces no genoma, varios polimorfismos de
nucleotideo Unicos (do inglés, single nucleotide polymorphism, SNP), e insercbes e
delecdes (INDEL) conferem a diversidade genética presente nas cepas de BCG e,
consequentemente, os distintos fenoétipos dessas bactérias. Tais classes de mutacao,
guando ocorrem em regides codificantes, podem gerar diferentes efeitos na proteina
a ser produzida. No caso de SNPs, pode-se ter a mudanca de um aminoacido ou até
o surgimento de um cédon de parada. Ja quando se analisa INDELs ndo-multiplas de
trés nucleotideos é normal que ocorra a mudanca do quadro de leitura. Tal evento

pode levar a alteracdo da sequéncia proteica a partir do ponto da mutagcédo, o
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surgimento de um cédon de parada prematuro ou tardio, a fusao ou cisédo de proteinas
codificadas por genes sequenciais, ou combinacfes desses efeitos. Além disso,
mutacBes em codons de inicio de traducédo ou em regides promotoras podem alterar
a estrutura da proteina codificada, assim como alterar seu nivel de expressao
(STUDER, DESSAILLY e ORENGO, 2013).
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Figura 4 — Genealogia das diferentes cepas da familia BCG baseada nas diferencas genotipicas.
O esquema mostra M. bovis original e a série subsequente de alteracbes genbmicas, incluindo:
delecBes de regides de diferenca (RD), insercdes (Ins) e delecdes (A) cepa-especifica. Adaptado de
Abdallah et al. (2015) (ABDALLAH, et al., 2015).

Em sistemas policistrénicos bacterianos pode ocorrer o evento de acoplamento
traducional. Este se baseia no fato de que ha somente um sitio de ligagédo ribossomal
(RBS) no inicio do transcrito. Devido a sobreposicéo dos codons de inicio e de parada
de genes adjacentes, o ribossomo se destaca da regido do primeiro gene e logo se
liga novamente ao codon de inicio do gene a jusante, sem a necessidade de outro

RBS. Com isso, nesse modelo, pequenas mutagcdes em um gene a montante no
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transcrito policistrénico podem alterar a posicdo do cédon de parada, dificultando
assim o acoplamento traducional e cessando a expressao dos genes a jusante do
operon (TIAN e SALIS, 2015).

Analisando somente BCG Moreau, a cepa usada para vacinagao no Brasil,
observa-se diferentes muta¢des quando comparada com outras cepas de BCG, como
a duplicacdo da regido DU2-I, a delecdo (976 pb) cepa-especifica na regido que
compreende o0s genes fadD26-ppsA, e a regido de diferenca RD16 (delecédo de 7608
pb, comparado a M.tb H37Rv). A delecdo no operon que contém o gene fadD26
acarreta na ndo-expressao dos genes a jusante da mutagéo (devido a um evento de
desacoplamento traducional), fazendo com que essa bactéria ndo produza lipideos
importantes para viruléncia, como PDIM e PGL, ja que ambos utilizam o mesmo core
lipidico produzido pelas proteinas desse operon (SIMEONE, et al., 2010). J& no caso
da regido RD16, além da perda dos genes internos tem-se a perda de fungcédo do
produto de rv3405c, um regulador transcricional jA observado como regulador de
rv3406 (GALVAO, et al., 2014). Andlises das diferencas genéticas, tanto grandes
COmMo pequenas, e seus impactos para o bacilo se mostram essenciais para melhor
compreensao dos diferentes fenétipos existentes nas cepas de BCG (ABDALLAH, et
al., 2015).

1.3. Metabolismo micobacteriano

Atualmente entende-se que as micobactérias sao representantes diferenciados
dentro do seu clado. Mesmo possuindo diversos representantes de vida livre e que
ndo causam danos a outros animais, alguns outros evoluiram para se tornar
patdgenos potentes e com alta capacidade de evaséo dos sistemas de protecdo do
hospedeiro. Além disso, mesmo sendo um organismo aerobio estrito, na reducéo da
disponibilidade de oxigénio consegue orquestrar suas vias metabdlicas para entrar no
estado de laténcia, mas mantendo uma producdo minima de energia (a partir de
oxidacdo de lipideos, principalmente) enquanto permanece se protegendo dos
ataques da célula eucaridtica e dos danos por estar em um estagio nao-replicativo,
como o estresse oxidativo inerente (TRIVEDI, et al., 2012).

Todas essas caracteristicas distintas e especificas de algumas micobactérias
podem ser explicadas por um arsenal metabdlico diverso e caracteristico dessas

bactérias. Muitos dos fenétipos observados se relacionam com sua parede celular e
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sua permanente modificagdo de acordo com os estimulos que recebe. Essas
alteracdes permeiam o metabolismo lipidico, ja que essa classe de moléculas é de

suma importancia para essa estrutura.

1.3.1. Estresse oxidativo

Muitos dos estudos que concernem esse topico foram feitos observando a
infeccdo por M.th, mas os resultados podem muitas vezes serem expandidos para
outros representantes dentro do complexo. Sabe-se que durante a interagcdo com o
macrofago a micobactéria sofre ataques da célula eucarittica, na forma de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, por exemplo. Durante o desenvolvimento dentro do
fagossomo e devido a queda da tensdo de oxigénio, a bactéria encontra-se em um
ambiente microaerofilico, o que acabaria por causar mais estresse devido ao acumulo
de formas reduzidas de cofatores, sem a posterior reoxidacdo dos mesmos, o que
impediria 0 metabolismo energético e aumentaria o estresse oxidativo. Essa alteracéo
no equilibrio entre as formas oxidadas e reduzidas de diferentes cofatores pode levar
a inativacdo de diversas enzimas vitais que contenham cofatores sensiveis ao
ambiente redox, como centros ferro-enxofre (na aconitase) e o grupo heme (no
citrocomo c) (TRIVEDI, et al., 2012).

Além das fontes externas geradoras de estresse oxidativo também existem as
reacoes intracelulares que acarretam no desbalanco redox. Dentre elas pode-se citar
a maioria das reacoes de transferéncia de elétrons, principalmente aquelas envolvidas
na cadeia de transporte de elétrons. Além disso, alguns cofatores usados nessas
reacdes, como por exemplo as flavinas, sdo moléculas sensiveis a diferentes fatores
ambientais, como alteracdo da intensidade luminosa, e podem sofrer reaces redox
espontaneas devido a essas condi¢cdes. Com isso, atualmente procura-se entender
também como a célula se protege de tais fenbmenos naturais, principalmente através
da ligacdo de tais moléculas potencialmente danosas com proteinas que as
armazenam, protegendo o ambienta celular de seus possiveis efeitos. Nesse
contexto, pode-se citar a dodecina, proteina conhecida por armazenar flavinas.

Visto a diversidade de fontes de estresse oxidativo que ha nesse grupo evoluiu-
se nessas bactérias maneiras de detectar (“sentir”) o ambiente redox e com isso
modificar suas vias metabdlicas, por exemplo, através do sistema de dois

componentes DosS e DosT, de modo que o0 organismo possa sobreviver em um
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ambiente pobre em nutrientes, acido e hipéxico encontrado dentro dos macréfagos e
nos granulomas. A bactéria entéo utiliza-se de enzimas protetoras, como a superoxido
dismutase (Sod), catalase (KatG) e alquil hidroperoxidase (AhpC), para neutralizar o
estresse gerado pelo sistema imune do hospedeiro (CUMMING, et al., 2014).

Além disso, a bactéria permanece com seu metabolismo ativo em laténcia,
mesmo que em niveis minimos. Com isso, o ambiente intracelular deve permanecer
sob certa homeostase redox de forma a conseguir realizar reac6es catabolicas, como
as do metabolismo energético, e anabdlicas, como a sintese de diferentes

biomoléculas, como DNA, lipideos e proteinas (TRIVEDI, et al., 2012).

1.3.2. Metabolismo lipidico

Lipideos pertencem a uma classe de biomoléculas com diferentes funcbes
bioldgicas intrinsecamente ligadas a sua estrutura. Sabe-se que esses podem ser
usados como reserva energética, fonte de carbono para produgdo de energia
(normalmente em condicdes aerbbicas) e serem parte estrutural de membranas e
parede celulares. Além disso, muitos lipideos bacterianos sdo moléculas
imunoestimuladoras, sendo considerados antigenos importantes e passiveis de
serem utilizados como vacina ou aditivos em outras formula¢cdes. Em micobactérias,
essa classe de biomolécula apresenta uma grande importancia, principalmente nos
eventos de interacdo entre o microrganismo e a célula eucariética (GOKHALE, et al.,
2006).

O importante papel dos lipideos como fonte de carbono e energia em
micobactérias é corroborado por diversas evidéncias, como o fato de M.tb poder
sobreviver no interior de adipécitos (AYYAPPAN, et al., 2019), além de conseguir
importar triacilglicerol (TAG) de macréfagos infectados e utiliza-lo como fonte
energética (PEAN, et al., 2017). Outro fator interessante € que o genoma dessa
bactéria codifica cerca de 20 lipases, que normalmente sao secretadas e tém seus
niveis de expressdo aumentados em condigbes de crescimento in vivo
(RAMESHWARAM, et al., 2018).

Outra observacao feita € que quando expostas a hipdxia, mimetizando a tenséo
de oxigénio dentro do granuloma durante a infec¢éo, micobactérias induzem a sintese
de TAG no ambiente intracelular. Além de servir como uma reserva energética e ser

uma molécula eletricamente neutra, o que permite o seu acumulo sem afetar a
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homeostase redox, a sintese desse composto desvia o fluxo do ciclo de Krebs. Isso
acarreta na menor producdo de energia por essa via, diminuindo a taxa de
crescimento da bactéria, iniciando os eventos que levam a laténcia (MALI e MEENA,
2018).

Além da funcédo de reserva, lipideos micobacterianos auxiliam diretamente em
diversos passos da interacdo com as células do hospedeiro. Como exemplos temos o
PDIM e PGL em M.tb, que alteram a permeabilidade da membrana do fagolisosomo
e auxiliam na permanéncia da bactéria nessas condi¢des adversas. Ja outros lipideos,
como os acidos micolicos, sdo importantes constituintes da parede celular, conferindo
suas caracteristicas de resisténcia e permitindo o sucesso da infeccédo (SIMEONE, et
al., 2010).

A importancia desses lipideos que ndo sao usados para fins energéticos pode
ser observada pela diversidade de enzimas que participam do metabolismo anabdlico,
sendo muitas dessas proteinas conservadas entre diferentes espécies
micobacterianas. Dentre as enzimas importantes para a sintese lipidica pode-se citar
as policetideos sintases (do inglés, polyketide synthase, Pks). Estas sdo estrutural- e
funcionalmente similares a enzima 4cido graxo sintase mas, devido a alterac6es nos
modulos de atividade e nivel de capacidade redutora, podem estar envolvidas em
diferentes modificacbes de &cidos graxos, como seu elongamento, adicdo de
instauragdes, ciclizacao, etc (HERBST, TOWNSEND e MAIER, 2018).

Energeticamente, lipideos se mostram importantes para micobactérias quando
estas entram em condicdo de microaerofilia, momento no qual a fonte de carbono
preferencial se altera de carboidrato para lipideos. Do ponto de vista evolutivo, isso
pode ser explicado pela escassez de acuUcares e aminoacidos dentro do ambiente
fagossomal, que entretanto possui acidos graxos, tanto provenientes da membrana
da organela como dos rejeitos celulares (WALPOLE, GRINSTEIN e WESTMAN,
2018).

Para o metabolismo dessa classe de biomoléculas em condicbes de baixa
tensdo de oxigénio, as micobactérias precisam utilizar quatro vias essenciais: f-
oxidagao, parte do ciclo de Krebs, via do glioxilato e de detoxificagéo de propionato.
Essas vias sédo induzidas em condicdes de baixa concentragcdo de oxigénio,
corroborando a importancia desse metabolismo para a sobrevivéncia do
microrganismo nessa condicdo. Parte dos elétrons obtidos a partir da oxidag&o dessas

moléculas é usada para suprir a cadeia de transporte de elétrons, que esta modificada
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sob essas condic¢des, e propulsionar a sintese de ATP pela ATP sintase (TRIVEDI, et
al., 2012).

Mesmo com a grande importancia desse metabolismo para micobactérias,
varios quadros abertos de leitura anotados como codificantes para enzimas atuantes
em lipideos e que sdo observados no genoma desses microrganismos ndo sao
propriamente caracterizados. Com isso, ha ainda uma potencial diversidade de
lipideos, com estruturas e funcdes desconhecidas, para ser descoberta no grupo das
micobactérias. Como exemplo pode-se citar o operon rv1371/2/3 em M.tb, que codifica
diferentes enzimas teoricamente envolvidas em metabolismo de lipideos carregados

negativamente, mas sem nenhum trabalho na literatura o descrevendo propriamente.

1.3.3. Respiracdo anaero6bica

Estudos mostram que mesmo sendo organismos aerobios estritos,
micobactérias mantém o potencial de membrana e a sintese de ATP através da cadeia
de transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa durante a hipdxia, e que essas vias
Sdo essenciais para a sobrevivéncia do microrganismo e para a manutencdo e
progressdo do processo infeccioso. Logo, a transicdo que ocorre do estagio
metabolicamente ativo para o latente € ligada diretamente a uma flexibilidade
metabdlica que permite que essa bactéria produza uma quantidade minima de ATP
para sobreviver, mesmo na auséncia de oxigénio (SERSHEN, PLIMPTON e MAY,
2016).

Como ja visto, os lipideos sdo os principais doadores de elétrons para manter
o potencial de membrana e guiar a sintese de ATP, mas na auséncia de oxigénio
deve-se utilizar outras moléculas como aceptores finais. Durante esse momento,
micobactérias podem usar nitrato ou fumarato para manter o fluxo elétrico pela cadeia
de transporte (COOK, et al., 2014).

Uma enzima importante para tal evento, contribuindo assim para a manutengéo
da respiracdo anaerdbica, € a fumarato redutase, que transfere elétrons da
menaquinona (oxidando-a) para o fumarato, convertendo-o em succinato. Vale a pena
lembrar que diferentemente de outras bactérias que possuem ubiquinona e
menaquinona para serem usadas como carreadores de elétrons em diferentes

condicdes metabolicas, M.tb e outras micobactérias somente possuem enzimas para
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sintese de menaquinona, com o potencial de redu¢cdo menor do que a ubiquinona
(UNDEN e BONGAERTS, 1997).
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Figura 5 — Organizacdo e componentes da cadeia de transporte de elétrons em micobactérias.
Esquema representativo do fluxo de elétrons, destacando a organizacdo e os componentes da cadeia
de transporte de elétrons em micobactérias, no contexto de respiracdo aerdbica e anaerdbica.
Adaptado de Cook et al. (2014). (COOK, et al., 2014).

1.4.Justificativa

Com o quadro alarmante da TB ao redor do mundo procura-se atualmente obter
novos farmacos e/ou novos métodos profilaticos, além de melhorar e caracterizar os
ja existentes. Sob esse escopo, mostra-se importante o estudo genético da vacina
BCG, focando-se na cepa Moreau, cepa vacinal brasileira contra TB. Devido ao
grande destaque previamente dado a analise das grandes regides de diferenciacao
presentes nessa cepa, identifica-se o estudo das pequenas mutacdes (SNPs e
INDELS) como um campo promissor para a melhor compreenséao da biologia da vacina
brasileira. Dessa maneira, o trabalho aqui descrito foi focado em analisar o impacto
funcional de mutacgbes, na comparagéo entre M.tb e BCG Moreau, que ocorrem em
genes envolvidos em metabolismos ja conhecidos como importantes para a interagéo
da bactéria com a célula eucariética, como o metabolismo redox (rv1498A), lipidico
(operon rv1371/2/3) e a respiracdo anaerobica (operon da fumarato redutase).
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo Geral

Identificar casos de pequenas mutagdes no genoma de M. bovis BCG Moreau
comparando com M. tuberculosis cepa H37Rv e analisar seus impactos funcionais

para a biologia do bacilo.

2.2.0bjetivos Especificos

¢ Identificar casos de pequenas mutacdes em M. bovis BCG Moreau comparando
com M. tuberculosis cepa H37Rv a partir de analises de genémica comparativa,

¢ Analisar o impacto funcional das mutacdes na transcricdo dos genes afetados em
M. bovis BCG Moreau por RT-PCR,;

e Produzir proteinas recombinantes dos alvos afetados pelas mutacdes estudadas
para producdo de soro policlonal e analises bioquimicas comparativas com 0s
polipeptideos produzidos;

e Analisar o impacto funcional das mutacbes na expressdao e em determinadas
caracteristicas das proteinas codificadas pelos genes afetados através de ensaios
de western blotting;

e Criar mutantes knockout e complementa-los com os alelos de M. tuberculosis
H37Rv e M. bovis BCG Moreau de maneira a analisar diferentes fendtipos,
caracterizando assim uma possivel funcao dos genes e o impacto das mutacoes;

e Criar clones de M. smegmatis mc?155 expressando os alelos do gene da dodecina
de M. tuberculosis H37Rv e de M. bovis BCG Moreau, a partir do préprio promotor,
e analisar diferentes fenétipos;

e Criar modelos do complexo da fumarato redutase e da dodecina de ambos
microrganismos e procurar indicios in silico que corroborem ou ndo um possivel
impacto funcional da mutacéo;

¢ Realizar analise protedmica com extratos de M. tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG
Moreau e analisar os alvos encontrados, proteinas diferencialmente expressas e

fazer uma reconstrucdo metabdlica com as identificagcdes.
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3. Metodologia

3.1.ldentificagao de mutagdées no genoma de M. bovis BCG Moreau através

de genébmica comparativa

Utilizando o programa para visualizacdo de genomas e anotacfes Artemis
(Sanger Institute) comparou-se manualmente os genomas de M. bovis BCG Moreau
(BCG Moreau) e M.tb cepa H37Rv. Procurou-se por SNPs e INDELs ndo-mudltiplas de
trés, de até 10 nucleotideos, em sequéncias codificantes (do inglés, coding sequence,
CDS). Das mutacdes identificadas em BCG Moreau foi analisado se: (1) o gene
mutado pode estar envolvido em um caso de acoplamento traducional; (2) o gene
mutado ou os genes afetados por um possivel desacoplamento traducional possuem
funcao ja descrita; (3) ocorre alteracdo no quadro de leitura, causando ganho ou perda
de regides da proteina, e/ou fusdo/cisdo das mesmas. A partir da listagem dos genes
mutados foram selecionados alvos que, além das trés caracteristicas ja citadas,
possuam importancia ja descrita na literatura para a biologia do bacilo.

As sequéncias dos genes estudados foram analisadas utilizando o programa

de alinhamento local Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/),

comparando com aquela obtida de M.tb cepa H37Rv para analisar pontualmente os
efeitos tedricos da mutacéo.

Para realizar analises de sintenia do operon rv1371/2/3 utilizou-se o programa
SyntTax (http://archaea.u-psud.fr/synttax/).

Para estudar a possivel origem filogenética das mutacfes estudadas alinhou-
se as sequéncias de diferentes representantes dentro do complexo Mycobacterium
tuberculosis. Dentre elas podem-se citar: M. bovis BCG Pasteur, M. bovis, M. caprae
(representantes da linhagem de cepas animais), M. africanum cepas K85 (linhagem
Maf 2) e CPHL_A (linhagem Maf 1), M.tb cepas T17, T92 (ambas da linhagem 1),
EAI_OSDD271 (linhagem 2), Erdman e Haarlem (ambas da linhagem 4). Para o
alinhamento local utilizou-se a ferramenta de alinhamento do programa Clone

Manager.
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3.2.Cultivo de M. bovis BCG Moreau, M. tuberculosis cepa H37Rv e M.

smegmatis mc2155

Nos experimentos com BCG Moreau realizados no Laboratorio de Gendémica
Funcional e Bioinformatica (LAGFB) utilizou-se a cepa vacinal oriunda da Fundagéo
Ataulfo de Paiva — FAP. J4 os ensaios realizados no Instituto de Farmacologia e
Biologia Estrutural (IPBS; criacdo dos mutantes e analises lipidicas) utilizaram a cepa
oriunda da colecdo de micobactérias do Instituto Pasteur, Paris.

A partir dos estoques criopreservados em cada laboratoério, cultivou-se as
bactérias em meio de cultura liquido Middlebrook 7H9 (DifcoTM) contendo Tween 80
(0,05% v/v) e glicerol, suplementado com 10% de ADC (albumina, dextrose e
catalase). O tempo de cultivo foi de uma semana, sob agitacao constante (200 rpm)
no caso dos experimentos no LAGFB e em condicdo estatica naqueles realizados no
IPBS, e a temperatura de 37 °C, com passagens semanais na diluicdo 1:10.

Tabela 1 — Composicdo da solugcéo de ADC utilizada na suplementagédo do meio 7H9.

Albumina fracdo V 50 g
Catalase 0,039
Dextrose 2049

NaCl 859
H20 Milli-Q g.s.p. 1000 mL

Para o cultivo em meio solido utilizou-se o meio Middlebrook 7H11 (DifcoTM)
contendo glicerol e suplementado com 10% de OADC (acido oleico, albumina,
dextrose e catalase).

Ao atingir a densidade otica (DOsoonm) de aproximadamente 1,0
(correspondente a fase exponencial do crescimento micobacteriano), o cultivo foi
interrompido, as células recolhidas por centrifugacéo e aliquotadas em 15% glicerol
(Sigma), sendo o lote semente estocado a -70 °C. Este estoque foi utilizado nos
experimentos que se seguiram, sempre seguindo as condi¢des de cultivo previamente
descritas.

O cultivo de M.tb cepa H37Ryv foi realizado no Centro de Referéncia Professor
Hélio Fraga em laboratério de nivel de Biosseguranca 3 (NB3), sob as mesmas

condi¢Oes descritas para os experimentos realizados no LAGFB.
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Bactérias foram cultivadas a partir do estoque armazenado a -70 °C e, apés a
terceira passagem, a cultura foi utilizada para confeccionar uma curva de crescimento
em triplicata, iniciando-se em DOsoonm de 0,1, e acompanhando o crescimento
bacteriano diariamente através de turbidometria. Dessa forma, convencionou-se 0s
dias de cultura para obter células na fase LAG (dia 2), LOG (dia 5) e estacionéria (dia
7).

Nos experimentos com M. smegmatis mc?155, as células foram cultivadas em
meio LB suplementado com Tween 80 (0,05 % v/v) ou em meio LB sdlido contendo
agar.

3.3.Confirmacédo das mutagdes por sequenciamento e analise de fragmentos

Apods a identificacdo e selecdo dos casos de mutacdo que seriam estudados
com mais detalhes confirmou-se a presenca das mutacdes através de
sequenciamento de DNA, utilizando-se como molde o DNA gendmico de BCG
Moreau.

Seguiram-se as recomendacdes da reacdo de sequenciamento da Plataforma
de Sequenciamento de DNA — RPTO1A, da Fiocruz. Resumidamente, usou-se para
cada reacdo cerca de 1 ug de DNA gendmico, 3,2 pmoles de oligonucleotideo
iniciador, em volume final de 7,5 pL. As amostras foram entregues e processadas pela
plataforma segundo protocolo padrao.

No caso de rv1371, utilizou-se os oligonucleotideos Rv1371 for e
Rv1371_revH e para rv1373 os oligonucleotideos Rv1373_for e Rv1373 revH (Tabela
7). Para sequenciar a mutacdo presente no gene da dodecina utilizou-se os

iniciadores descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o sequenciamento e confirmacdo da mutagao
presente no gene da dodecina em M. bovis BCG Moreau e M. tuberculosis H37Ruv.

Nome Sequéncia (5-3")
Dod_SeqStart_for ‘ TTCTGGTCGAAGGTCGCAAT
Dod_SeqStart_rev ‘ TATCGGCCGCGCTTGAAGGT

Para confirmar a mutacao presente na regiao entre frdB e frdC em BCG Moreau

utilizou-se a analise de fragmentos de DNA por eletroforese capilar, na plataforma de
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Andlise de Fragmento — RPTO1D, da Fiocruz. Para tal, utilizou-se os iniciadores

descritos na Tabela 3, sendo que o reverso estava marcado com o fluoréforo 6FAM.

Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a analise de fragmentos por eletroforese capilar
e confirmacéo da mutacdo presente nos genes da fumarato redutase em M. bovis BCG Moreau e M.
tuberculosis H37Rv.

Nome Sequéncia (5°-3")
FrdBC_micro_for GGTGGGCGAATGTTCGACGG
FrdBC_micro(6FAM) rev | 6FAM - GTCCAAAAACCGCTGGTAGGAATT

Procedeu-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificar essa
regido, usando-se o DNA gendmico de M.tb cepa H37Rv como controle. Usou-se a
enzima de alta fidelidade da Invitrogen (Invitrogen Platinum SuperFi DNA
polymerase), seguindo-se as condi¢cdes recomendadas pelo fabricante e utilizando
200 ng de cada iniciador.

Mostra-se na Tabela 4 as condi¢es de ciclagem utilizadas para a amplificagéo

da regido desejada.

Tabela 4 — Ciclagem utilizada nas PCRs.

Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
94 2 min 1
94 30 sec
60 30 sec 35
72 1 min/kb
72 2 min 1
4 0 1

Apos a amplificacao, o produto foi purificado usando-se o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System, da Promega, seguindo as recomendag¢des do fabricante. Apos
esse procedimento, obteve-se a concentracdo de acidos nucleicos atraves da leitura
de absorbancia a 260 nm em equipamento NanoDrop. A amostra foi enviada para a
plataforma de Analise de Fragmento — RPTO1D, da Fiocruz, e processada segundo

protocolo padréo proéprio.
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3.4.Analise da transcrigao dos alvos
3.4.1. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

As células bacterianas (~107 ressuspensas em Trizol [Invitrogen]) foram
rompidas por lise mecanica na presenca de pérolas de zirconio em equipamento Bead
Beater (Biospec Products INC.). ApoOs clarificacdo, a fracdo soluvel da lise foi
submetida a extracdo com cloroférmio e precipitacdo com etanol, e o RNA foi
ressuspendido em 50 yL de agua DEPC. A contaminacdo com DNA foi removida
através da digestdo com RNase-free Turbo-DNase (Ambion-Life) de acordo com as
especificacdes do fabricante. A auséncia de contaminagcdo com DNA foi confirmada
através de PCR diretamente sobre o RNA, em amostras ndo submetidas a reacao
com transcriptase reversa. A concentracdo do RNA extraido, ap0s tratamento com
DNase, foi determinada pelo kit Qubit (Ambion-Life) e a pureza avaliada pela relagao
de DOz260/280nm.

As reacdes de transcri¢ao reversa foram feitas utilizando 1000 ng de RNA total,
iniciadores randémicos (0,5 ug/reacao, Invitrogen) e o sistema de SuperScript Ill First-

Strand Synthesis (Invitrogen) para RT-PCR seguindo as especificagées do fabricante.

3.4.2. RT-PCR

Para essa analise, utilizou-se os pares de iniciadores indicados na Tabela 5
para amplificacdo de cada alvo e a ciclagem previamente descrita. Usou-se o locus
sigA como controle de gene constitutivamente transcrito. Utilizou-se a enzima GoTaq
DNA polymerase, da Promega, seguindo as indica¢cdes do fabricante.

Os resultados foram visualizados ap0s a realizacdo de eletroforese em gel de
agarose 1 % com 5 uL de cada reacéao e revelados com solucdo de brometo de etideo

sob luz ultravioleta.
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Tabela 5 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para os ensaios de RT-PCR com os diferentes alvos
génicos.

Nome Sequéncia (5°-3") Tamanho (pb)
for
A \ \ ACAACATCGTGGTTATCGGC 100
rev | ACCTTGGAAACGATCGCCAC
for
BC \ \ TGAAGAAGTTGCTGTTCCCT 111
reV | GCATGAATCGCAGGTAAGAA
for
. \ \ AAGCTTGTTGTGCTGGTCCT 122
rev | TAACACCACAGGGCGATCACT
for
R \ ‘ATAGAGAAAGCGACGGAACG 031
rev | TCGAGGTGATCCTTGATGTA
for
—_— \ ‘ATGGTGATTCAGGTTCGC 428
rev | AGGACCAGCACAACAAGCTT
for
V1371 \ \ TTGTCAGACGTGTGGGTTTA o
reV | TTGGTCCGCCCAATGAAGAA
for
V1372 \ \ TGTATCAAAACTCGCGGATC 110
reV | TTCGTAGAACAGATGCATCC
for
1373 \ \ TTGTGTATCGATCGTTGATG 136
rev. | TCGAACACCAGCAGGGACAC
for
-~ | TGTGTCGGAAGTATCTGTTG 202
rev | AAGGCCAACCTCATGCCTCT
for
- \ ‘TAGAGACGATGGTGCAGCAG -
reV | CGGCGCCGAGATAATGATGT
for
bodecina \ \ ATCGAGATCGTCGGGACCTC 11

rev. . AATTGACTGTACTTCGAACC

3.5.Produgao das proteinas recombinantes
3.5.1. Clonagem das sequéncias codificantes em pET28a(+)

Inicialmente amplificou-se as regifes codificantes para as proteinas de
interesse através de PCR (usando a enzima Invitrogen Platinum SuperFi DNA
polymerase), utilizando-se os pares de iniciadores descritos na Tabela 7 para cada
alvo. No caso da dodecina de M.tb, utilizou-se o0 mesmo iniciador reverse do alvo de
BCG, mas com um forward especifico. A reacao foi igual a descrita na se¢éo 3.3 para

a analise de fragmentos, mas a ciclagem foi diferente e estd mostrada na Tabela 6.
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Tabela 6 — Ciclagem utilizada nas PCRs realizadas para amplificar e criar o inserto para a clonagem e
producdo das proteinas recombinantes.

Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos

94 2 min 1
94 30 sec

Tm1l 30 sec 5
72 1 min/kb
94 30 sec

Tm2 30 sec 30
72 1 min/kb
72 2 min 1
4 0 1

O valor de Tm foi calculado segundo a quantidade e distribuicdo de
nucleotideos presentes em cada iniciador, segundo a equac¢éo: Tm ={[2 x (quantidade
de A e T)] + [4 x (quantidade de C e G)]} °C, sendo que Tml sé considera 0s
nucleotideos homologos ao alvo genémico, enquanto Tm2 analisa todas as bases do
iniciador. Calculou-se os valores de Tm para cada oligonucleotideo e testou-se o valor

médio entre o par usado e os valores adicionando e subtraindo 5 °C.

Tabela 7 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a clonagem dos genes estudados de M. bovis
BCG Moreau e M. tuberculosis H37Rv em plasmideo pET28a(+), visando a producéo das proteinas
recombinantes correspondentes, sem ou com (revH) a cauda de 6 histidinas na por¢éo carboxi-terminal.
Mostra-se o sitio de restricdo (em destaque na sequéncia) para as enzimas indicadas.

Nome Sequéncia (5°-3") Enzima de restrigao
g for \ AAACCATGGTGACAAACGACCTCC Ncol
revH | TTTCTCGAGCTCACCAGAAGCAAG Xhol
| rme | | AAACCATGGCCAATTCAGAACACCCG Ncol
8 revH | TGCCTCGAGGGAGCGATTTCTGACG Xhol
= cqs O AAACCATGGATCGAATTGTCATGG Ncol
3 revH  TTTCTCGAGGAACAGCAACTTCTT Xhol
“ for  AAACCATGGTGATCGAGATCGTC Ncol
Dod revH | TGCCTCGAGGGAATCCTCCAGGCG Xhol
rev \ TTTTCTCGAGTCAGGAATCCTCCAG Xhol
DodTB for = AAACCATGGCGAGCAATCACACCTA Ncol

ApoOs a purificacdo dos produtos de PCR pelo kit ja descrito, digeriu-se o
plasmideo pET28a(+) e os insertos com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol, usando-
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se protocolo descrito pelo fabricante, por 2 h a 37 °C. Apoés purificagdo e dosagem,
cada inserto foi ligado ao plasmideo digerido usando a enzima T4 DNA ligase, da
Invitrogen, segundo condi¢des descritas pelo fabricante.

A reacao de ligacao foi diluida 5 vezes em agua MiliQ e 5 yL foram utilizados
para transformar células eletrocompetentes de Escherichia coli cepa TOP10. Para tal
eletroporou-se o DNA em equipamento GenePulser, usando as seguintes condi¢cdes
elétricas: 25 yF, 2,5 kV e 200 Q. Apds o pulso, adicionou-se 1 mL de meio LB e
incubou-se as bactérias a 37 °C sob leve agita¢do (100 rpm) por 1 h.

Depois, inoculou-se 100 e 900 pL da suspenséo bacteriana em placas de Petri
contendo meio LB com agar e o antibiético canamicina (25 pg/mL). Incubou-se as
culturas a 37 °C por cerca de 16 h.

As colbnias obtidas apo6s a selegdo em meio com antibi6tico foram testadas
para a presenca do inserto através de PCR de colbnia, utilizando as condi¢des de
PCR descritas na Tabela 4 e os iniciadores especificos descritos na Tabela 7. Extraiu-
se os plasmideos dos clones positivos usando-se o kit Wizard SV Minipreps, da
Promega, seguindo as recomendacdes do fabricante. Os DNAs plasmidiais foram
dosados e enviados para sequenciamento, como descrito na se¢éo 3.3, usando-se 0s

iniciadores mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o sequenciamento e confirmac¢éo da identidade
das sequéncias presentes nos plasmideos selecionados por PCR de col6nia.

Nome Sequéncia (5-3")
T7 promoter ‘ TAATACGACTCACTATAGGG
T7 terminator ‘ GCTAGTTATTGCTCAGCGG

3.5.2. Inducdo da expressdo e analise por eletroforese em gel de

poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes e redutoras (SDS-PAGE)

Apos a confirmacao da sequéncia, transformou-se os plasmideos selecionados
em células eletrocompetentes de E. coli cepa BL21(DE3), seguindo protocolo ja
descrito para a cepa TOP10. A partir desse momento, todas as incubacgbes foram a
37 °C e com canamicina (25 pg/mL).

Apos a selecdo em meio com antibidtico, selecionou-se uma colonia isolada e
procedeu-se a inducdo da expressdo da proteina recombinante. Para tal, a partir de

um inéculo saturado (cerca de 16 h de cultivo) preparou-se um novo indculo diluindo-
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se 1:100 em meio LB com antibiotico. Ao atingir a DOsoonm ~ 0,4-0,6, separou-se uma
aliquota para o controle da cultura ndo induzida e, ao restante do cultivo, adicionou-
se o indutor IPTG na concentracao final de 1 mM. Incubou-se por 3 h, mediu-se a
absorbancia das culturas a 600 nm e depois coletou-se as células por centrifugacao.

Realizou-se também a lise das bactérias para determinar se a proteina
recombinante estava sendo produzida na fracdo solivel ou em corpos de incluséo.
Para tal, ressuspendeu-se o sedimento em 1 mL de tampéao de lise para E. coli (20
mM Tris-HCI pH 7,5; 300 mM NaCl; 0,5% [v/v] Triton X-100), adicionou-se a
suspensao em tubo com rosca contendo pérolas de vidro e procedeu-se a lise no
equipamento Bead Beater com 3 pulsos de 1 min cada, com intervalos de 1 min no
gelo para evitar o aquecimento excessivo da amostra.

O lisado total foi recuperado e centrifugado (15.000 x g por 10 min), com a
posterior precipitacdo das proteinas do sobrenadante com &cido tricloroacético (TCA)
na concentracédo final de 17%. O precipitado proteico foi lavado com trietanolamina
(TEA) 1% em acetona gelada, seguido de uma lavagem com acetona 100% gelada.
Deixou-se a amostra secar até a evaporacao de toda acetona residual.

As amostras foram ressuspensas em volume de tampéo de amostra para SDS-
PAGE desnaturante e redutor de modo a se obter uma solu¢ao contendo 0,1 DO / 10

ML de solucdo, em referéncia a quantidade bacteriana final de cada cultivo.

Tabela 9 — Composicao do tampé&o de amostra para SDS-PAGE utilizado nesse trabalho.

Componente Concentracéo
Tris-HCI (pH 6,8) 62,5 mM
SDS 2 % (p/v)
B-mercaptoetanol 5 % (v/v)

Azul de bromofenol 0,002 % (p/v)
glicerol 10 % (viv)

Para analise da complexidade proteica das amostras foram realizadas
eletroforeses em condigbes desnaturantes e redutoras (SDS-PAGE) (LAEMMLI,
1970). Os géis de separacgdo foram preparados com acrilamida a 12% T/ 2,67% C ou
a l1l5% T/ 2,67% C e os geis de empilhamento a 4% T, e corridos sob voltagem
constante (200 V), por aproximadamente 45 min, utilizando sistemas Mini-Protean Il
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(Bio-Rad Laboratories). A revelacéo do gel se deu pela técnica de Coomassie Blue R-
250 (RABILLOUD, 2000).

Para confirmar a presenca da cauda de 6 histidinas nas proteinas
recombinantes fez-se ensaios de western blotting. Proteinas resolvidas em géis SDS-
PAGE foram eletro-transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond-C,
Amersham Pharmacia) em equipamento Mini Transblot (BioRad), a 100 V durante 1
h, segundo especificacbes do fabricante. Apés a transferéncia, a membrana foi corada
com o corante reversivel MemCode (Pierce) para visualizagdo e verificacdo da
qualidade da transferéncia. Apés descoloracdo da membrana a mesma foi bloqueada
em leite 10% em TBS contendo 0,05% Tween 20 (TBS-T) por uma noite a 4 °C.

Apods o bloqueio a membrana foi lavada com TBS 1X (3 vezes por 5 min) e, em
seguida, incubada durante 2 h, com agitacdo suave, com o anticorpo primario anti-His
(1:2.500) (GE Healthcare) em leite 5% em TBS-T. A membrana foi entdo lavada
sequencialmente com TBS-T (3 vezes por 5 min) e TBS (3 vezes por 5 min) e entédo
incubada por 1 h na presenca do anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase (1:10.000) (Pierce) em leite 5% em TBS-T e novamente
lavada como descrito acima. Para revelar as membranas utilizou-se o Kit Super

Signal® (Pierce) conforme as instru¢des do fabricante.

3.5.3. Purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de

afinidade por ions imobilizados e processamento da amostra

Apés a confirmacdo dos clones que expressavam a proteina de interesse e em
qual fracdo essa estava sendo obtida, preparou-se cultivos de 500 mL. Procedeu-se
o protocolo padrao de inducéo e lise, como descrito na secéo 3.5.2. Para o caso de
proteinas recombinantes sollveis, o lisado total é clarificado por centrifugacéo e ja
pode ser usado na cromatografia para purificacao.

No caso de proteinas em corpos de inclusdo, apés a centrifugacdo do lisado
total conservou-se o precipitado e lavou-se 0 mesmo 3 vezes com auxilio de Douncer
e com 10 mL de solucéo de lavagem (50 mM Tris-HCI pH 8,5; 0,5% [v/v] Triton X-100;
5 mM EDTA; 150 mM NacCl).

ApoOs as lavagens, as proteinas insolUveis foram ressuspensas em 10 mL de
solugéao desnaturante (8 M ureia; 0,3 M NaCl; 50 mM Tris-HCI pH 8,5) e incubadas
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sob leve agitacdo por cerca de 16 h a 4 °C. Antes de proceder para a purificacao, a
solucéo proteica foi diluida para 4 M de ureia e clarificada por centrifugacao.

A purificacao foi realizada por cromatografia de afinidade por ions imobilizados,
usando o sistema cromatografico Akta Purifier e a coluna HiTrap IMAC HP
(GEHealthcare), a temperatura ambiente, com absorbancia monitorada no
comprimento de onda de 280 nm.

O tampéo A foi composto de 100 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl e 5 mM
imidazol, e o B consistiu do tampdo A com concentracéo de imidazol de 0,5 M. No
caso da purificagdo de proteinas em corpos de inclusdo os tampfes continham
também 4 M de ureia. A taxa de fluxo utilizada durante toda a corrida foi de 1,0 mL/min.
A corrida foi realizada com injecdo da amostra, seguida de lavagem do loop com 10
mL de tamp&o A. Depois eluiu-se as proteinas em um gradiente em etapas (5 volumes
de coluna cada) de 10, 20, 30, 40 e 100% de tamp&o B. Fracdes de 1 mL cada foram
coletadas durante a eluicdo. Analisou-se cada uma por SDS-PAGE.

Juntaram-se as fracfes com a proteina purificada, dialisou-se contra PBS 1X e

dosou-se as proteinas totais nessa amostra final.

3.6.Producéo de soro policlonal

Realizou-se a imunizagcdo dos camundongos Balb/c com as proteinas
recombinantes purificadas. Para cada caso se utilizou seis camundongos fémeas.
Foram inoculadas trés doses em cada animal, sendo que as duas primeiras eram com
adjuvante incompleto de Freund, e a ultimo foi diluida em PBS 1X.

Preparou-se as doses de maneira que cada camundongo fosse inoculado com 10
pg de proteina em volume final de 100 uL de dose. Para tal, adicionou-se até 500 pL
de proteina e misturou-se com 500 pL de adjuvante incompleto de Freund (doses 1 e
2) ou PBS 1X (dose 3).

Um volume de 100 pL das doses foram administradas via intraperitoneal com
intervalo de duas semanas entre elas. Apdés a ultima administracdo realizou-se a
sangria pelo globo ocular ap6s a anestesia com colirio anestésico para coletar o soro
e testar o mesmo para a producdo de anticorpos especificos através de ensaios de
western blotting contra as proteinas recombinantes purificadas.

Apbs a confirmacgdo da producéo de anticorpos especificos, realizou-se a sangria

total do animal através de puncéo cardiaca. Incubou-se o sangue a 4 °C por 30 min e
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procedeu-se centrifugacao a 2000 rpm por 10 min para coletar o soro policlonal. Este
foi aliqguotado e armazenado a -20 °C. (Licenca CEUA/IOC L-020/2016)

3.7.Analise dos extratos proteicos de M. bovis BCG Moreau e M. tuberculosis
H37Rv

3.7.1. Presenca dos alvos nas diferentes fases de cultivo axénico

Para esses ensaios, coletaram-se as células micobacterianas (BCG Moreau e
M.tb H37Rv) de 10 mL de cultivo por centrifugacdo nas diferentes fases de
crescimento. Apos a lavagem do sedimento bacteriano com PBS 1X, procedeu-se a
ruptura das bactérias por lise mecénica em equipamento Bead Beater, com
modificacdes em relacdo ao exposto na secéo 3.5.2: Ressuspendeu-se o sedimento
em tampao de lise para micobactérias (50 mM HEPES/KOH pH 7,5; 10 mM MgClz; 60
mM NH4Cl; 10% [v/v] glicerol), as pérolas utilizadas eram de zirconio e usou-se 5
pulsos de 1 min cada.

As proteinas do lisado clarificado foram precipitadas pelo protocolo de TCA,
como ja descrito, mas apos a evaporac¢ao da acetona residual, o precipitado proteico
foi ressuspenso em volume suficiente de tampé&o para focalizacao isoelétrica (IEF) (8
M ureia; 2% [p/v] CHAPS) e a concentracdo de proteinas totais foi obtida através de
leitura a 280 nm em equipamento NanoDrop. Nas analises em gel que se seguiram,
utilizou-se 20 ug de cada amostra.

As amostras foram resolvidas em SDS-PAGE 15%, seguido da transferéncia
para membrana de nitrocelulose. Os ensaios de western blotting foram realizados
usando os soros policlonais na diluicdo de 1:1000 para as proteinas analisadas,

exceto para a dodecina, na qual se usou 1:100.

3.7.2. Andlise da termoestabilidade dos alvos

Esse experimento foi realizado de maneira similar ao descrito na sec¢éo 3.7.1.,
com a excecao de que os lisados totais foram incubados a 40, 80 e 100 °C por 30 min

previamente a centrifugacao.
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3.7.3. Analise da solubilidade por extrac&o diferencial com Triton X-114

Esse protocolo foi adaptado daquele descrito na literatura (MALEN, et al.,
2010). O experimento foi realizado de maneira similar ao descrito na se¢do 3.7.1., com
a modificacdo de que apos a centrifugacao do lisado total o sobrenadante foi separado
e adicionou-se Triton X-114 10% (v/v) para concentracao final de 2% (v/v). Extraiu-se
as proteinas sob agitacéo por cerca de 16 h a 4 °C. Depois, incubou-se a mistura a 37
°C por 40 min, seguido de centrifugacdo (1000 x g por 20 min). A fase inferior (com
detergente) e a superior (aquosa) foram separadas, e precipitou-se as proteinas totais
da fase aquosa com o protocolo do TCA j& descrito e as da fase de detergente com
acetona 100% gelada, adicionando 4 vezes o volume de acetona, incubando a -20 °C
por 1 h, seguido de centrifugacédo a 15.000 x g por 10 min.

Os precipitados proteicos obtidos foram posteriormente processados como
descrito na secao 3.7.2.

3.8.Analise funcional das dodecinas recombinantes

3.8.1. Ensaios em gel para analise do impacto na oligomerizacéo, termo-

e haloestabilidade

Para essas analises utilizou-se o lisado total clarificado da E. coli BL21(DE3)
expressando a dodecina recombinante especifica. Para todos os ensaios, ap0s o
tratamento prévio, as amostras foram dosadas em equipamento NanoDrop e utilizou-
se 5 ug (proteinas totais) de cada em SDS-PAGE. O western blotting foi realizado
usando como anticorpo primario o soro policlonal produzido contra a dodecina (com a
cauda de histidinas) de BCG Moreau na diluigdo de 1:100.

Para o ensaio de oligomerizacao utilizou-se o lisado de células expressando as
dodecinas de M.tb H37Rv e BCG Moreau, ambas com cauda de histidina, e células
que expressavam a versao sem a cauda de histidina de BCG. A partir dos proximos
experimentos, utilizaram-se somente as proteinas com a cauda.

No ensaio de termoestabilidade, incubou-se o lisado total de cada clone a 25,
40, 80, 100 e 120 °C por 30 min previamente a centrifugacdo. No caso do experimento
com a variavel de haloestabilidade, as incubacgdes prévias a clarificacéo foram feitas

em diferentes concentracfes de NaCl: 0, 1,2e 5 M.
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3.8.2. Ensaios de ligacao ariboflavina em solugcédo

O lisado clarificado das bactérias utilizadas nessa analise (E. coli BL21(DE3)
expressando ou ndo as dodecinas recombinantes de diferentes espécies de
micobactérias) foi obtido como descrito previamente. Cerca de 1 mL de cada lisado
foi adicionado as unidades filtrantes em tubos de microcentrifuga, com filtros com
corte a partir de 10 kDa (AmiconUIltra — 10K, da Millipore). Centrifugou-se o material
segundo indicacdes do fabricante, de modo a se concentrar a amostra, mas sem seca-
la.

Lavou-se as amostras trés vezes com PBS 1X e depois adicionou-se as
unidades filtrantes solucdo saturada de riboflavina. Incubou-se os sistemas sob leve
agitacdo por 2 h. ApGs esse periodo, centrifugou-se as unidades e lavou-se as
amostras trés vezes com PBS 1X.

Mediu-se a absorbancia de cada amostra retida no filtro a 450 nm, um dos Amax

do espectro de absor¢ao da riboflavina.

3.9.Criacao dos mutantes (knockout) em M. bovis BCG Moreau

3.9.1. Construcdo do substrato de troca alélica para recombineering e

transducéo especializada

Para a criagdo dos mutantes, escolheu-se fazer a delecao da regido codificante
dos genes estudados. No caso dos operons, retirou-se do inicio da primeira CDS até
0 codon de término da ultima.

Decidiu-se testar duas metodologias para a criacdo dos knockouts em BCG
Moreau: recombineering (KESSEL e HATFULL, 2007) e transducdo especializada
(BARDAROV, et al., 2002). Para ambas, era necesséario iniciar com a construcao do
substrato de troca alélica (do inglés, allelic exchange substrate, AES). Para tal,
constroi-se um DNA recombinante linear contendo nas suas extremidades regifes de
cerca de 1 kb homologas as regides fronteiricas a regido do DNA gendmico que se
deseja retirar. Depois, por recombinacdo homologa, havera a criagdo de um clone
sem o gene de interesse, que podera ser selecionado por incubacdo em meio com

antibidtico especifico. Vide a Figura 6.
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Figura 6 — Esquema mostrando a estrutura do substrato de troca alélica e como funciona o
processo para obtencdo dos mutantes knockouts apds eventos de recombinacdo homdloga e
selecdo em meio com antibiéticos especificos. Também esta demonstrada a estrutura teérica do
DNA gendmico da cepa selvagem e do mutante.

Para criar o substrato, decidiu-se utilizar uma PCR de fusdo, na qual se produz
os trés fragmentos separadamente por PCR para que depois, usando-se 0s
iniciadores especificos, se crie 0 substrato completo em uma segunda reacdo. Para
tal, os iniciadores foram criados para que os fragmentos adjacentes possuissem 20
nucleotideos complementares nas suas extremidades. Dessa forma, adicionou-se na
extremidade 5  do iniciador 10 nucleotideos correspondentes a sequéncia da
extremidade do fragmento vizinho, e o mesmo foi feito para o iniciador usado para
amplificar esse ultimo fragmento.

Inicialmente amplificou-se os fragmentos a montante (1 kb UP) e a jusante (1
kb DOWN) da regido génica que se deseja retirar do genoma, além do fragmento
correspondente ao gene de resisténcia a canamicina, kanR, com seu promotor. Para
cada alvo utilizou-se os pares de iniciadores 1-2 (a-b) para o fragmento 1 kb UP, 3-4
(c-d) para kanR e 5-6 (e-f) para 1 kb DOWN, mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para construcdo do substrato de troca alélica
usado na metodologia do recombineering e transducdo especializada. A sequéncia sublinhada indica
aquela que € homoéloga ao fragmento que se deseja amplificar; em negrito tem-se aquelas que foram
adicionadas a extremidade 5" do iniciador; cores indicam homologia a sequéncia da extremidade do
fragmento “vizinho”.

Nome Sequéncia (5°-3") Fragmento
Dodl  AGGCTTTGTCGGCATCTACC
Dod-UP
Dod2 CGATAACTGAGGTGCATCATT
Dod3  TCAGTTATCG AAAACTGTCTGC
Dod-kanR

Dod4 CATGAATTAATTCTTAGAAAAACTC
Dod5 TTAATTCATG TCACATTCTT

- Dod-DOWN

Dod6 | AACCAGTAATCTGCCACAGAC
Dod7  AACTTACTTCTGACAACGATCGCAAGCGTGGTTACCAGC DodAES-flanqueado

Dod8 TTAGCTCCTTCGGTCCTCCGCAATCGAAAGTTCACGCTCC com ampR
Frdl  GGTGGACCTTGCATCAGATG
Frd-UP
Frd2 GGTTCACGCTTCGTGATCGC
Frd3 | AGCGTGAACC AAAACTGTCTGCT
Frd-kanR

Frd4 CATGAATTAATTCTTAGAAAAACTC
Frd5 | TTAATTCATG GTACGGACC

- Frd-DOWN

Frdé ' TGTGGCATCCACGTCCAGAT
Frd7  AACTTACTTCTGACAACGATGCGTGGTGAGTGTCTACGAC  FrdAES-flanqueado

Frd8  TTAGCTCCTTCGGTCCTCCGTIGATCGTTGCCACGGTTCCG Sl AP
732 TTGGATAACAAAGGCTGAACAT
71/2/3-UP

73b TGGTATTCCTCCAGGTCTTTC
73c | AGGAATACCA AAAACTGTCTGC

71/2/3-kanR
73d CATGAATTAATTCTTAGAAAAACTC
738 | TTAATTCATG ACTTTAGACG

71/2/3-DOWN
73f | TCCGCAGACCCTAATACAC

739 AACTTACTTCTGACAACGATTGGCTTGATCTCACAAGCGT 71/2/3AES-flanqueado
73 TTAGCTCCTTCGGTCCTCCGCGACAACACACCTGTCGTCG com ampR

Utilizou-se como molde o DNA gendémico de BCG Moreau e para amplificacao
por PCR usou-se a enzima PrimeSTAR GXL DNA polymerase (Takara) na ciclagem
descrita na Tabela 11. Para as amplificacOes feitas para a criagdo de todos os
substratos de troca alélica e dos plasmideos de complementacdo usou-se essa
enzima de alta fidelidade. Para todas outras PCRs feitas, usou-se a GoTaq DNA

polymerase, da Promega.
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Tabela 11 — Ciclagem utilizada nas rea¢6es de PCR realizadas com a enzima PrimeSTAR GXL.

Temperatura (°C) Tempo Numero de ciclos
98 30 seg ‘ 1
98 10 seg 30
68 30 seg/kb
4 %0 ‘ 1

Apos a confirmacao da amplificacao, purificou-se os produtos de PCR, dosou-
se em equipamento NanoDrop e misturou-se, no caso dos substratos para a dodecina
e 0 complexo fumarato redutase, os fragmentos UP, DOWN e kanR em uma soluc¢éo
de 10 ng/pL de cada. Usando essa mistura como molde, amplificou-se todo o
substrato (~3 kb) utilizando-se os iniciadores 7-8.

No caso do operon rv1371/2/3, preparou-se 2 misturas (10 ng/uL de cada
fragmento): UP + kanR e DOWN + kanR. Para a primeira mistura, amplificou-se
utilizando os iniciadores a-d, e para a segunda os oligonucleotideos c-f, ambos
fornecendo produtos de cerca de 2 kb. Apdés a confirmacdo da amplificacdo e
purificacdo dos produtos, preparou-se uma nova mistura com a mesma concentracao
de fragmentos, s6 que sendo UP-kanR e DOWN-kanR. Essa mistura foi usada como
molde para amplificar o substrato completo (~3 kb), usando-se os iniciadores g-h.

Para facilitar a producdo do micobacteriéfago necessario para o protocolo de
transducéo especializada, decidiu-se clonar o substrato completo no meio do gene de
resisténcia a ampicilina (ampR) presente no plasmideo pUC18. Dessa forma, os pares
de iniciadores 7-8 e g-h possuem em suas extremidades 20 nucleotideos homélogos
as extremidades do pUC18 digerido com Pvul.

Logo, ap6s a digestdo do plasmideo pWM370 (uma versdo do pUC18
modificado para ndo ter o gene lacZ) seguindo as condicfes descritas pelo fabricante,
procedeu-se a clonagem usando o kit In-Fusion HD Cloning (Takara), sem a
necessidade de ligase. Cerca de 1-2 pL da reacéo foi usada para transformar células
quimiocompetentes de E. coli cepa DH5aq, preparadas segundo protocolo ja descrito
na literatura (CHUNG, NIEMELA e MILLER, 1989).

ApoOs cultivo em meio seletivo com canamicina (40 pg/mL), expandiu-se
colonias isoladas e extraiu-se o0s plasmideos, que foram enviados para
sequenciamento pela empresa Eurofins, seguindo protocolos préprios, com 0s

iniciadores descritos na Tabela 12.
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Tabela 12 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o sequenciamento e confirmagdo da
identidade das sequéncias dos clones portando os substratos de troca alélica.

Nome Sequéncia (5-3")

APl CGGTTCCCAACGATCAAGG
AP2  GATGGCATGACAGTAAGAGAA
KmF ‘GCCATCCTATGGAACTGCC
KmR ' GCCTAGAGCAAGACGTTTCC

3.9.2. Transformagao de M. bovis BCG Moreau com o substrato de troca

alélica (recombineering) e selecao/caracterizacdo dos clones

Amplificou-se o substrato completo a partir dos plasmideos com sequéncia com
100% de identidade ao esperado, usando-se o0s iniciadores 7-8 ou g-h. O produto foi
purificado e dosado.

Cultivou-se a cepa BCG Moreau que contém o plasmideo pJV53H (contendo
as recombinases gp60 e gp61 do micobacteriofago Che9c sob controle do promotor
do operon da amidase) em meio com higromicina B (50 pg/mL) até a DOsoonm ~0,4-
0,6. Nesse ponto, procedeu-se a inducdo da expressdo das recombinases
adicionando acetamida na concentragéo final de 0,02% (p/v) e incubando-se por 24
h.

AplOs esse periodo, preparou-se células eletrocompetentes, segundo o
protocolo padrdo. Procedeu-se entdo a transformacao por eletroporacéo das células
induzidas com 150 ng do substrato de troca alélica. Incubou-se as células em meio
liqguido sem antibi6tico por 24 h, seguido de cultivo em meio so6lido com canamicina
(40 pg/mL).

Apoés cerca de 3-6 semanas, dependendo do clone, expandiu-se colbnias
isoladas em meio liquido, extraiu-se DNA genémico de cada e usou-se 0 mesmo como
molde na PCR para confirmar a estrutura genética presente nos clones mutantes.
Para tal, utilizaram-se os pares de iniciadores descritos na Tabela 13. Usou-se DNA

gendmico de BCG Moreau selvagem como controle negativo.
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Tabela 13 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a confirmacgéo da identidade dos clones de
mutantes (knockout) de M. bovis BCG Moreau obtidos ap6s o cultivo em meio seletivo.

Nome Sequéncia (5-3") Tamanho (pb)
Frd9 = AAAGACATGGAATTCGTCCAAT
424
Frd10 | CGTTGATATCGGTGTGAACG wr
73i | ATGAACGTCTCAGCTGAGAG c14
73] AATTGACCACGACACGTGATA
73a/KmR 1088
73f/KmF Arv1371/2/3 1111
Frd1/KmR o 1175
Frd6/KmF 1177

ApGs a confirmagéo da identidade genética dos mutantes, eles foram curados
do plasmideo pJV53K através de dois cultivos sequenciais em meio liquido sem
selecdo com antibiotico. Apds esse periodo, confirmou-se a sensibilidade dos clones
a higromicina através de cultivo pareado em meio solido contendo canamicina e

higromicina.

3.9.3. Transducéo especializada com M. bovis BCG Moreau

Inseriu-se o substrato de troca alélica no genoma do micobacteriéfago
termosensivel phAE87 através de recombinacdo homéloga na sequéncia do gene
ampR presente no DNA viral. Para tal, amplificou-se o substrato a partir dos
plasmideos selecionados na secdo 3.9.1., usando o par de iniciadores descritos na
Tabela 14, adicionando a cada extremidade do produto de PCR cerca de 500 pb de

sequéncia homdloga a ampR.

Tabela 14 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificar o substrato de troca alélica com
extremidades homélogas a partes da sequéncia do gene ampR.

Nome  Sequéncia (5-3")
Amp3 GCGTTTAAACGTCAGGTGGCACTTTTCG
Amp4 GCGTTTAAACGGGATTTTGGTCATGAGATTATC

Para realizar a recombinagcdo homologa utilizou-se a cepa de E. coli DY380,
que contém o sistema Red de recombinacdo do profago A (recombinases gam, bet e
exo) inserido no seu genoma. Esse sistema esta sob controle de um repressor
termosensivel (SHARAN, et al., 2009).
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A cepa contendo o fago foi incubada a 30 °C em meio com ampicilina (200
pg/mL) até inicio da fase logaritmica, quando se incubou a cultura a 42 °C por 15 min
para induzir o sistema Red. Apds esse periodo, preparou-se células
eletrocompetentes que foram transformadas com 100 ng do substrato. Apés 2 h de
incubacéo a 30 °C, inoculou-se em meio sélido com canamicina (40 pg/mL) e incubou-
se na mesma temperatura por cerca de 2 dias.

Colbnias isoladas foram expandidas, o DNA viral foi extraido e a insercéo do
substrato foi confirmada por reagao de digestdo com a enzima de restricdo Pacl.

O DNA viral selecionado foi transformado (~100 ng) por eletroporacdo em
células eletrocompetentes de M. smegmatis mc2155, que foi posteriormente incubada
a 30 °C por 1 h. Ap6s esse periodo, o volume foi misturado com soft agar
suplementado com CaClz (2 mM) e glicose (0,5% p/v), e inoculado sobre LB sélido
também suplementado com os aditivos descritos. As placas foram incubadas a 30 °C

por cerca de 2 dias, até observar-se a formacao de placas de lise.

Tabela 15 — Composicao do soft agar utilizado.

LB powder (Merck) 59
Agar-Agar 149
H>0 Milli-Q g.s.p. 200 mL

Extraiu-se as particulas virais adicionando-se tampao para micobacteriéfagos
(50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NacCl; 10 mM MgClz; 2 mM CacClz) sobre a placa e
incubando-se a 4 °C por 2 h. A suspensao viral foi filtrada com filtro de 0,2 um de modo
a retirar restos bacterianos e do meio de cultura, e o titulo da amostra final foi
mensurado a partir de ensaios de infeccdo em M. smegmatis mc?155 com diferentes
diluicdes da suspensédo, com contagem do numero de placas de lise observadas apo6s
o cultivo em temperatura permissiva (30 °C).

Com suspenséo de fagos com titulo entre 108 e 10°, procedeu-se o protocolo
de transducédo especializada com células de BCG Moreau. Para tal, culturas da
bactéria com DOsoonm entre 0,4-0,6 foram centrifugadas e lavadas trés vezes com
tampéao para micobacteriéfagos aquecido a 37 °C, seguido de incubagcdo com 1 mL da

suspensao viral a 37 °C por 3 h.
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Apds esse periodo, recuperou-se as células e essas foram incubadas em meio
liquido sem antibidtico por 24 h a 37 °C, seguido de cultivo em meio sélido com

canamicina (40 ug/mL) na mesma temperatura.

3.10. Complementacdo dos mutantes e da cepa selvagem

Para complementar as cepas utilizou-se como base o vetor integrativo pMV361
(STOVER, et al., 1991). Para a cepa selvagem utilizou-se o plasmideo que continha
gene de resisténcia a canamicina (pMV361K) e para os mutantes usou-se aquele com
gene de resisténcia a higromicina (pMV361H). Para todos o0s casos de
complementacao, usou-se o DNA gendmico de M.tb cepa H37Rv e BCG Moreau para
amplificar os alelos correspondentes.

Para criar o plasmideo de complementacdo da cepa selvagem contendo os
genes do operon da fumarato redutase (pMV361K_frd) amplificou-se todos os genes
do operon mais 1 kb a montante do cédon de inicio de traducédo de frdA com os
iniciadores Frd11 e Frd12 (Tabela 16). O plasmideo pMV361K foi digerido com as
enzimas Xbal e Nhel (retirando o promotor pBlaF*) e o produto da PCR com Spel
(compativel com as enzimas usadas para digerir o vetor). Ambos fragmentos foram
ligados, usados para transformar E. coli DH5q, e colbnias isoladas em meio contendo
canamicina (40 pug/mL) tiveram seu DNA plasmidial extraidos e tiveram a sequéncia
confirmada por sequenciamento usando os iniciadores descritos na Tabela 17.

Apoés a confirmacédo, criou-se o plasmideo de complementacdo contendo o
gene de resisténcia a higromicina (pMV361H_frd). Para tal, digeriu-se inicialmente
pMV361K_frd com Sspl. Para obter o gene hygR, digeriu-se o plasmideo pUC Hygro
com a enzima Pstl, seguido de criacdo de extremidades cegas através da acao
exonucleasica 5°-3" da enzima Klenow. Ambos fragmentos foram ligados, usados para
transformar E. coli DH5a, e colbnias isoladas em meio contendo higromicina (150
pg/mL) tiveram seu DNA plasmidial extraidos.

Para criar o plasmideo de complementacdo contendo os genes do operon
rv1371/2/3 (pMV361K_71/2/3) amplificou-se somente os genes do operon com 0S
iniciadores 73l e 73m (Tabela 16). Os plasmideos pMV361K, pMV361H e o produto
da PCR foram digeridos com as enzimas Ndel e Hindlll (mantendo e utilizando o
promotor pBlaF* dos plasmideos para expressar o operon em questao). O inserto e 0

plasmideo digeridos foram ligados, usados para transformar E. coli DH5aq, e col6nias
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isoladas em meio contendo canamicina (40 pg/mL; para pMV361K 71/2/3) ou
higromicina (150 pg/mL; pMV361H_71/2/3) tiveram seu DNA plasmidial extraidos e
tiveram a sequéncia confirmada por sequenciamento usando os iniciadores pJET1.2

for e rev descritos na Tabela 17.

Tabela 16 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a construcdo dos plasmideos (baseados em
pMV361K ou H) de complementacédo dos mutantes e da cepa selvagem. Mostra-se o sitio de restricao
(em destaque na sequéncia) para as enzimas indicadas.

Nome Sequéncia (5-3") Enzima de restricdo
Frdll TTTACTAGTCGTGGTGAGTGTCTACGACG Spel
Frd12 | TTTACTAGTACAGGTCCGTACCGTACCGT Spel

73l AAACATATGACAAACGACCTCCCAGACGT Ndel

73m  TTTAAGCTTGGCACTGAACCTCAGTTGGC Hindlll

Tabela 17 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o sequenciamento e confirmacdo da
identidade das sequéncias usadas para a confecc¢ao dos plasmideos de complementacéo.

Nome Sequéncia (5-3")
pJET1.2 for CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET1.2rev | AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

Frd13 ACATCGAGCGCGACGACGAAG
Frd14 CCGCTACCTCCAGGATTACG
Frd15 TCGACGCCTTTCGGACAAGC

Cerca de 100 ng do plasmideo especifico foi usado para transformar células

eletrocom petentes correspondentes.

3.11. Criacdo do mutante condicional para o gene da dodecina em M.
bovis BCG Moreau

Procedeu-se a criacdo do substrato de troca alélica de forma similar ao descrito
na sec¢édo 3.9.1., usando-se os iniciadores descritos na Tabela 18. Para tal, inseriu-se
o cassete de knockdown condicional (TEXIER, et al., 2018) antes do cddon de inicio
do gene da dodecina de BCG Moreau, de modo a trocar o promotor natural desse
gene por um promotor regulado por TetR. A estrutura genética almejada para esse

mutante esta esquematizada na Figura 7.
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Tabela 18 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para construgdo do substrato de troca alélica
usado na criagcdo do mutante condicional para o gene da dodecina. A sequéncia sublinhada indica
aquela que € homologa ao fragmento que se deseja amplificar; em negrito tem-se aquelas que foram
adicionadas a extremidade 5" do iniciador; cores indicam homologia a sequéncia da extremidade do
fragmento “vizinho”. A triade em destaque corresponde ao cédon iniciador mutado do gene da dodecina
em M. bovis BCG Moreau.

Nome Sequéncia (5°-3") Fragmento
cKDl = GCAATCGAAAGTTCACGCTC
cKD-UP
cKD2 CGTGTCCCCTCACATTCTTT
cKD3 | AGGGGACACG AGGCCCAGTCT
cKD-cassette(hygR)

cKD4 GGTGAATCCTCCTGAGGTG
cKDS  AcGaTTCACCHEE ACACCTACCG

cKD-DOWN
cKD6 = GGAAGCTTAGGTGTGGTTCC

O substrato completo foi clonado em vetor pJET e colbnias isoladas ap6s
cultivo em meio contendo higromicina (150 pg/mL) foram usadas para extracdo de
DNA plasmidial, que foi sequenciado usando os iniciadores pJET1.2 for e rev descritos
na Tabela 17. Apés a confirmacdo da sequéncia, amplificou-se todo o substrato com
os iniciadores cKD1-6 e usou-se 100 ng do mesmo para transformar células
eletrocompetentes de BCG Moreau contendo o plasmideo pJV53K (ap6s a inducgéo
com acetamida, como descrito na secao 3.9.2.). A partir desse momento, todos o0s
cultivos possuiam anidrotetraciclina (ATC, repressor de TetR) na concentracao final
de 250 ng/mL. Por conseguinte, todos os cultivos e manipulagdes eram realizadas
protegidos da luz. Apés 24 h de cultivo em meio liquido sem antibiotico, cultivou-se
em meio solido contendo higromicina (50 pg/mL).
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Figura 7 — Estrutura genética almejada para os mutantes condicionais para o gene da dodecina.
A seta em verde corresponde ao gene da dodecina, que tera seu promotor trocado por aquele mostrado
em vermelho (PmyctetO), regulado pelo produto génico de tetR, produzido constitutivamente através
do promotor Pimyc. Nesse sistema, utiliza-se o sitio de ligagdo ribossomal presente no gene dnaK (RBS
DnaK) e seleciona-se os clones em meio seletivo contendo higromicina (hph).

Colbnias isoladas foram usadas para extracdo de DNA gendmico e este foi
usado como molde na PCR para confirmar a estrutura genética nos mutantes. Para
tal, utilizaram-se os pares de iniciadores descritos na Tabela 19. Usou-se DNA

gendmico de BCG Moreau selvagem como controle negativo.

Tabela 19 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a confirmacgéo da identidade dos clones de
mutantes condicionais para o gene da dodecina obtidos apés o plagueamento em meio seletivo.

Nome Sequéncia (5-3") Tamanho (pb)
CKD7  ACAGCACGCTACCTGTGAC o S5
CKD8 ' GCGTCAGGATGTTCTGGAA

CKD9  TAAACGTGTATGTGGTCGTT (5
CKD10 ' AACTGGCGCAGTTCCTCTGG -

CKD11l  ATGAGCACGATCCGCATGCA e
CKD12 ' CTAATCTGCCCGCCTAATCG
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3.12. Andlise do crescimento de cepas mutantes e complementadas em

meio axénico

Para analise de crescimento de BCG Moreau e seus mutantes derivados em
meio axénico fez-se uma diluicdo de um pré-cultivo saturado para obter uma cultura
na DOsoonm ~0,05. O experimento foi realizado em triplicata e a medicdo do
crescimento foi feita a partir de leituras de absorbancia a 600 nm. Quando necessario,
0 pré-cultivo era realizado na presenca do antibidtico especifico, mas o cultivo nao

apresentava selecao.

3.13. Andlise lipidica

Para as andlises lipidicas as bactérias foram crescidas em meio liquido, como
descrito na se¢éo 3.2., mas omitindo-se do meio o Tween 80. Incubou-se 200 mL de

cada cultivo a 37 °C, sem agitacdo, até saturacéo (4-6 semanas).

3.13.1. Extracdo total de lipideos e analise por cromatografia em
camada delgada (TLC)

Apbés o cultivo, as bactérias foram recuperadas por centrifugacdo e
ressuspensas em 120 mL de mistura metanol/cloroférmio (2:1). Extraiu-se os lipideos
mais polares sob essas condi¢des por 2 dias, a temperatura ambiente. Apos esse
periodo, recuperou-se 0 primeiro extrato e evaporou-se 0 solvente em sistema
rotavapor. Ao sedimento bacteriano restante adicionou-se 60 mL de mistura
metanol/cloroférmio (1:2) para extracdo de lipideos mais hidrofébicos. Incubou-se a
temperatura ambiente por 1 dia e depois coletou-se o segundo extrato no frasco
contendo os lipideos do primeiro extrato e evaporou-se o solvente.

Lavou-se os lipideos extraidos trés vezes com agua Mili-Q, seguido de
centrifugacéo a 1.000 x g, por 20 min a 5 °C. A cada lavagem retirava-se a fase aquosa
(superior) juntamente com a interfase de proteinas. Depois secou-se a fase organica,
pesou-se o0s tubos e calculou-se a massa de lipideos obtida. Posteriormente, analisou-
se a integridade e diversidade dos lipideos através de cromatografia em camada
delgada (do inglés, Thin Layer Chromatography, TLC).

As amostras de lipideos foram ressuspensas em volume de cloroférmio

necessario para que todas tivessem a mesma concentracdo (m/v) e depois foram
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aplicadas em placa de silica (Pre-coated TLC-plates DURASIL-25, layer: 0,25
mm/silica gel 60, Macherey-Nagel). As placas foram desenvolvidas em sistema
solvente composto de uma mistura de cloroférmio/metanol/agua (65:25:4), e as
bandas foram reveladas apés incubacdo com solug¢éo de CuSO4 em H3PO4 e metanol
e aquecidas a 100 °C.

3.13.2. Enriquecimento da amostra em lipideos negativamente
carregados (QMA)

De modo a enriquecer a amostra em lipideos carregados negativamente,
realizou-se uma cromatografia em coluna pré-empacotada trocadora anioénica (Sep-
Pak Accell Plus QMA Plus Short Cartridge, 360 mg sorbent per cartridge, 37-55 pum
particle size). Para tal usou-se 10 mg de lipideos totais em um volume final de 200 uL
e procedeu-se com o protocolo padrao descrito pelo fabricante, eluindo os lipideos em
diferentes fracdes: 100% de cloroférmio; 10% de metanol em cloroférmio; 50% de
metanol em cloroférmio. A fracdo desejada foi eluida com 195 mM de acetato de
amonio em 50% de metanol/cloroférmio. Depois de seca, a amostra foi analisada por

TLC como previamente descrito.

3.14. Complementacdo de M. smegmatis mc?155 com alelos de dodecina
3.14.1. Criacao e caracterizagao dos clones

Inicialmente construiu-se os plasmideos contendo a sequéncia do gene da
dodecina de M.tb cepa H37Rv e BCG Moreau mais 200 pb a montante do cédon de
inicio, provavelmente contendo o promotor nativo desse gene. Previamente, analisou-
se a sequéncia nao-codificante a procura de sequéncias tipicas de sitio de ligacdo de
reguladores transcricionais, utilizando a ferramenta Virtual Footprint
(http://www.prodoric.de/vfp/).

Utilizou-se o plasmideo puUS972 (MEDEIROS, et al., 2002), que apresenta
origem de replicacdo para E. coli e micobactérias, além do gene que confere
resisténcia a canamicina. Amplificou-se os alelos usando a enzima Invitrogen Platinum

SuperFi DNA polymerase e o par de iniciadores descritos na Tabela 20.
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Tabela 20 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a construcdo do plasmideo, baseado em
pUS972, para expressao heterdloga do gene da dodecina de M. bovis BCG Moreau e M. tuberculosis
H37Rv em M. smegmatis mc?155. Mostra-se o sitio de restricdo para as enzimas indicadas e a
sequéncia codificante para a cauda de 6 histinas (ambas em destaque).

Nome Sequéncia (5°-3") Enzima de restricao
Dod_pUS972_for  AAATCTAGATCGAAGGTCGCAATCCCGACG Xbal
Dod_pUS972 rev TTTAAGCTTTCAGTGATGGTGATGGTGATG Hindlll

GGAATCCTCCAGGCGGAA

Digeriu-se tanto o produto de PCR quanto o plasmideo pUS972 com as
enzimas Xbal e Hindlll. Apds ligacéo e transformacéo de E. coli cepa TOP10, colbnias
isoladas obtidas apds cultivo em meio com canamicina foram expandidas e o DNA
plasmidial extraido para confirmacdo da identidade por PCR (para diferenciar o
plasmideo vazio dos demais) e sequenciamento (para diferenciar os plasmideos com

0s genes das dodecinas) usando os iniciadores descritos na Tabela 21.

Tabela 21 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para o sequenciamento e confirmagdo da
identidade das sequéncias dos plasmideos recombinantes para expressdo heteréloga do gene da
dodecina de M. bovis BCG Moreau e M. tuberculosis H37Rv em M. smegmatis mc2155.

Nome Sequéncia (5-3")

Seq_pUS_for ‘TGGGCTGGGAATTCGAGCTC
Seq_pUS_rev ‘ ATGGCTCATAACACCCCTTG

Os plasmideos selecionados e o plasmideo “vazio” (pUS972) foram usados
para transformar células eletrocompetentes de M. smegmatis mc?155, que foram
cultivadas em meio sélido com canamicina. Colbnias isoladas foram expandidas em
meio liqguido com antibidtico e usadas nos experimentos seguintes. Além disso,
proteinas totais de culturas saturadas foram extraidas e usadas em experimento de
western blotting usando anticorpo primario a-his (1:3.000) ou a-dodecina (1:100) para

confirmacéo da expresséo da proteina recombinante.

3.14.2. Anélise do crescimento em meio axénico

Para analise de crescimento dos clones de M. smegmatis em meio axénico fez-
se uma diluicdo de um pre-cultivo saturado de forma ao cultivo em questéo ter DOsoonm

~0,1. O experimento foi realizado em triplicata e a medi¢ao do crescimento foi feita a
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partir de leituras de absorbancia a 600nm. Quando necessario, o pré-cultivo era
realizado na presenca do antibiotico especifico, mas o cultivo ndo apresentava
selecéao.

Proteinas totais de bactérias obtidas de cultivos de 2, 16 e 24 h foram extraidas
e usadas em experimento de western blotting usando anticorpo primario a-dodecina
(1:100) para analise do nivel de expressdo dessa proteina nas diferentes fases do

cultivo.

3.14.3. Efeito de perdéxido de hidrogénio no crescimento em meio

axénico

Apéds 16 h de cultivo, adicionou-se 15 mM de peréxido de hidrogénio a uma
cultura, mantendo uma sem adicdo do composto como controle. Acompanhou-se o
crescimento a partir de leituras espectrofotométricas a 600nm, em triplicata, e
amostras de bactérias foram coletadas para extracao de proteinas totais e realizacao
de ensaios de western blotting usando anticorpo priméario a-dodecina (1:100) para

analise do nivel de expressao dessa proteina nas diferentes condi¢des de cultivo.

3.15. Andlise protebmica por espectrometria de massas
3.15.1. Extracao total de proteinas e processamento por FASP

As proteinas totais de BCG Moreau e M.tb H37Rv na fase LOG e estacionaria
coletadas como previamente descrito foram extraidas com um protocolo adaptado do
exposto na secdo 3.7.1. O tampao de lise de micobactérias usado nesse caso possuia
SDS e DTT nas concentracdes finais de 1% (p/v) e 50 mM, respectivamente. As
proteinas totais do lisado obtido foram quantificadas pelo kit 2D-QuantiKit (GE),
usando albumina de soro bovino como padréo.

Apdés a dosagem, realizou-se a tripsinizacdo das proteinas presentes na
amostra utilizando a metodologia de Filter Assisted Sample Preparation (FASP)
adaptada. Para tal, inicialmente aqueceu-se 30 uL da amostra clarificada a 100 °C por
5 min, seguido de incubagé&o a 25 °C por 15 min e centrifugacéo a 16.000 x g por 10

min.
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Transferiu-se a amostra para a unidade filtrante, previamente lavada com 200
ML de agua, e procedeu-se duas lavagens com 200 pL cada de solugao UA (8M ureia
em Tris-HCI 0,1 M pH 8,5), seguida de centrifugacdo a 10.000 x g.

Posteriormente, alquilou-se as proteinas adicionando 100 pL de solugao de
iodoacetamida 0,05 M em UA, seguido de incubacdo sob agitacdo por 15 min, 600
rpm, a temperatura ambiente no escuro. A unidade filtrante foi centrifugada a 10.000
X g por 10 min, seguido de trés lavagens com 100 pL cada de UA e trés lavagens com
100 pL cada de DB (Tris-HCI 0,05 M pH 8,5).

Procedeu-se a tripsinizacdo das proteinas presentes na unidade filtrante
adicionando-se 40 uL de DB com tripsina, na propor¢éo de 1 ug de tripsina para cada
100 ug de proteinas totais na amostra (razdo enzima/proteina de 1:100). As unidades
foram gentilmente agitadas antes de serem incubadas em sistema de camara umida
a 37 °C por 12-24 h, sob agitacao (500 rpm).

ApoOs a incubacdo com a enzima, transferiu-se as unidades filtrantes para novos
tubos coletores e centrifugou-se a 10.000 x g por 5 min. Extraiu-se mais peptideos
lavando-se o filtro duas vezes com 100 yL cada de DB, seguido de centrifugacao a
10.000 x g por 15 min.

A amostra com os peptideos foi concentrada para cerca de 50 uL em sistema
SpeedVac e posteriormente acidificada com solucdo de acido trifluoroacético (TFA)
10% (v/v) para concentracao final de TFA de 1%.

Os peptideos acidificados foram dessalinizados com colunas preparadas em
ponteiras de 10 yL com resina POROS R2, segundo as indicacdes do fabricante.
Eluiu-se a amostra diretamente no vial do tubo de autosampler do espectrémetro de
massas Orbitrap XL com 4 lavagens de 20 uL de TFA 0,1% em acetonitrila 70%.

Os peptideos acidificados e dessalinizados foram secos em SpeedVac e
posteriormente ressuspensos em 20 pL de solucédo de acido férmico 1%. Quantificou-
se 0s peptideos totais através da leitura de absorbancia a 280 nm em equipamento

NanoDrop.
3.15.2. Espectrometria de massas e analise de dados para
identificacdo das proteinas

Cada amostra foi analisada em triplicata técnica em espectrémetro nanoESI

LTQ XL/Orbitrap acoplado a um sistema cromatografico Easy-nLC Il (Thermo
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Scientific, EUA). Inicialmente, adicionou-se as amostras 10 pL de acido férmico 1%
(v/v), seguido de incubacéo em ultrassom por 10 minutos a temperatura ambiente.
Para cada réplica técnica, injetou-se 2 L (0,8 pg) de amostra em coluna trap (2 cm x
100 um), empacotada com matriz Magic C18 AQ 5 um 200 A (Michrom Bioresources,
EUA), para dessalinizacdo e concentracao prévia. Em seguida, os peptideos foram
submetidos ao fracionamento em coluna analitca (20 cm x 75 um) empacotada com
a matriz acima descrita. A separacao foi realizada sob fluxo de 200 nL/min, tendo por
fase movel A uma solucéo de acido formico 0,1% (v/v) em agua e por fase movel B
uma solucéo de acido férmico 0,1% (v/v) em acetonitrilo. O gradiente usado para a
separacdo dos peptideos foi: 2-40% B em 162 minutos; 40-80% B em 4 minutos e
80% B por 2 minutos.

Os peptideos eluidos da coluna foram diretamente introduzidos no
espectrémetro para analise. A fonte nanoelectrospray aplicou-se uma voltagem de 1,9
kV, enquanto o capilar de entrada foi ajustado para 100 V e uma temperatura de 200
°C. Os espectros dos peptideos eluidos foram adquiridos de maneira dado-
dependente: primeiramente, foi feita a aquisicdo de um espectro MS completo de m/z
300 até 1.700 no analisador Orbitrap com resolucédo de 60.000; para cada espectro
MS, os dez ions mais intensos foram entdo submetidos a fragmentagdo por CID
(energia de colisdo normalizada em 35%; sinal minimo requerido de 10.000; janela de
isolamento de 2,0 m/z; ativacdo Q de 0,25 e tempo de ativacdo de 30 ms) e o0s
espectros MS/MS foram adquiridos no analisador do tipo armadilha de ions (linear
trap). Somente ions com carga > 2 foram selecionados para fragmentacéao.

Todos os dados gerados foram analisados pelo software comercial PEAKS
versdo 10.0 (Bioinformatics Solutions Inc., Canada). Primeiramente, os dados brutos
foram submetidos a funcdo de refinamento, na qual procedeu-se a correcao para
massa do precursor e aos processos de peak centroiding, charge deconvolution e
deisotoping. Para as analises posteriores, utilizou-se 10 ppm e 0,6 Da como limites de
tolerancia de erro para os valores da massa dos ions precursores e ions-fragmento,
respectivamente. Além disso, considerou-se que a digestdo enzimatica foi do tipo
semi-triptica e que houve um maximo de duas clivagens perdidas pela enzima por
molécula de substrato (proteina). Todos os dados foram submetidos inicialmente a
busca pela ferramenta De Novo, atribuindo-se modificagdes fixas em cisteina
(carbamidometilac&o) e variaveis em metionina (oxidagéo), glutamina (piroglutamico),
lisina (formilagé@o) e 4cidos aminados N-terminais (acetilacdo), sendo um méximo de
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trés modificacbes por peptideo aceito. Em seguida, procedeu-se a busca pela
ferramenta PEAKS DB, com 0S mesmos parametros acima elencados,
estabelecendo-se ainda a massa do precursor como monoisotopica. Todas as buscas
foram feitas contra bancos de dados do UniProt Proteomes
(https://www.uniprot.org/proteomes/): UP000032723 (Taxon identifier 413996;
Mycobacterium tuberculosis variant bovis BCG str. Moreau RDJ; 3.911 entradas) ou
UP000001584 (Taxon identifier 83332; Mycobacterium tuberculosis (strain ATCC
25618 / H37RvV); 3.993 entradas). A taxa de falsa descoberta (FDR — False Discovery
Rate) foi estimada através do uso de sequéncias decoy, aceitando-se apenas
proteinas identificadas para uma FDR < 1% e com ao menos 2 peptideos unicos.
Para realizar as analises quantitativas usou-se o parametro de spectral
counting, ou seja, 0 numero de espectros obtidos para cada identificagcdo. De modo a
se comparar amostras diferentes, usou-se o valor normalizado de spectral counts para
cada identificacdo em relagdo ao numero total de espectros da amostra. Estes
experimentos foram realizados em colaboracdo com Richard Hemmi Valente, do

Laboratério de Toxinologia, I0C, Fiocruz.

3.15.3. Reconstrucdo metabdlica a partir das identificacfes

protedmicas

As andlises de reconstrucdo metabdlica foram baseadas nos mapas de
referéncia presentes no banco de dados do KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (https://www.genome.jp/kegg/). Os numeros E.C. das proteinas
identificadas por espectrometria de massa foram recuperados da anotacéo funcional
do genoma de M. bovis BCG Moreau e M. tuberculosis cepa H37Rv, com base nos
identificadores das sequéncias gendmicas, usando scripts em Perl.

Todas as atividades enzimaticas diferencialmente expressas e identificadas
para cada estagio (fase logaritmica e estacionaria) em cada uma das bactérias foram
comparadas entre si para geracdo dos mapas metabdlicos. Foram feitas duas
comparacgoes: (i) MTB_LOG x MTB_EST; (ii) BCG_LOG x BCG_EST. A ferramenta
KEGG Mapper foi utilizada para mapear as vias metabodlicas do KEGG, assinalando
as atividades enzimaticas obtidas nas comparacdes. Estes experimentos foram
realizados em colaboracdo com Ana Carolina Ramos Guimarédes, do LAGFB, 10C,

Fiocruz.
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3.16. Modelagem por homologia
3.16.1. Dodecina

Para a realizacdo da modelagem dos complexos das dodecinas a estrutura
cristalogréfica da proteina Rv1498A de M. tuberculosis cepa H37Rv depositada no
protein data bank (PDB) sob o cddigo 30QT foi utilizada como molde. A modelagem
comparativa foi realizada utilizando o software Modeller 9.18 (FISER e SALI, 2003).
Para tal, foram gerados vinte modelos para cada uma das variantes; durante a
geracdo dos modelos foi utilizado um protocolo de otimizagdo empregando 300
iteracdes de minimizacdo de energia por gradiente conjugado com o método de
variable target function implementado no Modeller.

Apods a minimizacao foi utilizada a rotina de dinamica molecular presente no
modeller. Para cada modelo, a rotina de otimizacao foi repetida ao menos duas vezes
ou até a funcéo de densidade de probabilidade (molpdf) retornar valores maiores que
108, Foram analisados os modelos com menor DOPE score de cada um dos
complexos, e os mesmos foram validados utilizando os servidores ERRAT
(COLOVOS e YEATES, 1993) e verify3D (EISENBERG, LUTHY e BOWIE, 1997).

Os modelos validados foram posteriormente utilizados para analise da energia
de interacéo inter-cadeias, que foi realizada utilizando o servidor INTAA (GALGONEK,
etal., 2017), empregando o campo de forcas AMBER parm99 (CHEATHAM, CIEPLAK
e KOLLMAN, 1999). Foi também realizada andlise da superficie eletrostatica
utilizando o software APBS (BAKER, et al., 2001). Para isso, 0s provaveis estados de
protonacdo dos complexos em pH 7,0 foram calculados utilizando o software propka
(OLSSON, et al., 2010), e as cargas dos atomos calculadas utilizando o software
pdb2pgr (DOLINSKY, et al., 2004). Estes experimentos foram realizados em
colaboragdo com Lucas de Almeida Machado e Ana Carolina Ramos Guimarées,
ambos do LAGFB, 10C, Fiocruz.

3.16.2. Fumarato redutase

O programa BLASTP (ALTSCHUL, et al., 1997) foi usado para selecionar
sequéncias de fumarato reductase com estruturas disponiveis no PDB que seriam

usadas como moldes para modelagem por homologia. O complexo Quinol-Fumarato
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Redutase de E. coli com o inibidor HQNO, FAD, oxaloacetato e centros ferro/enxofre
(PDB ID: 1KF6 (IVERSON, et al., 2002)) foi selecionado para ambos casos estudados.

As sequéncias alvo e do molde foram alinhadas usando o programa T-Coffee,
no modo PSI-Coffee (TOMMASO, et al., 2011). Para cada alvo (M. tuberculosis cepa
H37Rv e M. bovis BCG Moreau) foram criados quinhentos modelos usando a rotina
padrao ‘auto model do Modeller, com heteroatomos. Cada modelo foi criado e
otimizado de maneira similar ao modelo da dodecina.

Os modelos foram avaliados usando-se os servidores DOPE e QMean,
enquanto que os passos de andlise pelo ERRAT e do plot de Ramachandran foram
realizados com 0 servidor SAVES do UCLA-DOE Lab

(http://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/). A orientacdo da fumarato reductase na

membrana foi predita usando o PPM server no banco de dados da OPM
(https://opm.phar.umich.edu/server). As figuras tridimensionais foram geradas através
do software UCSF ChimeraX software (GODDARD, et al., 2018) e Pymol.

Os mapas de interacdo 2-D entre os ligantes e as proteinas foram analizados
usando a ferramenta PoseView (STIERAND e RAREY, 2009) do servidor Proteins

Plus (https://proteins.plus/). Estes experimentos foram realizados em colaboracao

com Ernesto Raul Caffarena e Deborah Antunes dos Santos, ambos do PROCC,

Fiocruz.

3.16.3. Analises estatisticas

Os resultados numéricos foram representados como média + desvio padréo e
as andlises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 5,
utilizando o teste t ndo-pareado. Utilizou-se para tais experimentos trés replicatas
experimentais independentes. O valor de significAncia obtido com os testes esta

especificado na legenda e nas figuras.
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4. Resultados

4.1.1dentificacdo de casos de pequenas mutacdes através da abordagem de

gendmica comparativa

Dentre as 3930 CDSs preditas no genoma de BCG Moreau (GOMES, et al.,
2011) caracterizou-se, analisando a anotacéo dos genomas, que 273 destas (~7 %)
estdo preditas possuindo pequenas mutacdes das classes SNP e INDEL quando
comparadas com o genoma de M.tb cepa H37Rv. Na andlise inicial utilizou-se a
anotacao de BCG Moreau de abril de 2011, e dos casos identificados 47 estavam em
proteinas codificadas descritas como conservadas e/ou de fungdo desconhecida.
Destas, 9 ja possuiam funcdo descrita na literatura no final do ano de 2018.

Dentre os 273 casos de INDELSs identificados pode-se observar na Figura 8 que
a maior parte deles ocorre em genes que codificam proteinas: (1) envolvidas em
processos celulares e de parede celular, (2) da familia das PE/PPE, (3) hipotéticas

conservadas e (4) envolvidas em metabolismo intermediario e respiracao.

Distribuicao por funcao da CDS afetada
60-

Figura 8 — Distribuic@o dos casos de INDELs identificados em M. bovis BCG Moreau comparando
com M. tuberculosis cepa H37Rv. Tal andlise foi realizada levando em consideracao a classificagdo
funcional da CDS afetada, disponivel no banco de dados do  Tuberculist
(http://genolist.pasteur.fr/TuberculList/).
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Além disso, dentre todas essas CDS afetadas, observa-se que cerca de 4%
codificam proteinas envolvidas diretamente com metabolismo lipidico.

Dos casos de INDELs identificados, 44 foram separados como promissores
devido a: (1) o gene mutado ou os genes afetados por um possivel desacoplamento
traducional possuirem funcgéo ja descrita; (2) a funcéo do gene mutado jé estar descrita
na literatura como importante para a biologia do bacilo. Destes, 19 ocorrem em genes
gue podem estar envolvidos em caso de acoplamento traducional.

Da listagem de INDELs promissores separou-se 4 alvos para seguir o estudo
de impacto funcional, devido a importancia descrita na literatura dos metabolismos
nos quais as proteinas codificadas estdo envolvidas. Séo eles: Rv1371/BCG_M1398
e BCG_M1399 (pertencente ao operon rv1371/2/3, provavelmente envolvido em
metabolismo lipidico); Rv1553 e Rv1554 /BCG_M1572 (pertencentes ao operon da
fumarato redutase, envolvido no processo de respiracdo anaerobica);
Rv1498A/BCG_M1530c (dodecina, possivelmente envolvido no metabolismo redox e

armazenamento de cofatores).

4.2.0peron rv1371/2/3

4.2.1. Anadlise in silico das sequéncias de M. tuberculosis H37Rv e M.

bovis BCG Moreau e de possivel impacto funcional da mutacao

A anotacao fornecida para cada um destes genes no genoma de M.tb cepa
H37Rv estad descrita na Tabela 22, indicando se existe ou ndo comprovacao de

experimentos para corrobora-la.

Tabela 22 — Anotacdo dos genes do operon rv1371/2/3 e se essa funcéo bioldgica ja foi corroborada
por experimentos in vitro.

Gene Funcéo predita Experimentos in vitro

rvi37zi Desaturase de acido graxo x

rvl1372 | Policetideo sintase de sintese
) (SANKARANARAYANAN, et al., 2004)
de alfa-pironas (Pks18)

rv1373 @ Glicolipideo sulfotransferase ‘ (RIVERA-MARRERO, et al., 2002)

Analisando-se as sequéncias homologas obtidas do genoma de M.tb H37Rv e

BCG Moreau correspondente ao gene rv1371 (Figura 9) pode-se observar que existe

51



Resultados

uma insercao de adenina entre duas timinas sequenciais em BCG. Dessa forma,
altera-se o quadro de leitura a jusante, acarretando em uma porcao C-terminal ndo-
homologa nas proteinas codificadas. Além disso, a insercéo acarreta no aparecimento
de um codon de parada prematuro na sequéncia de BCG Moreau, tornando a proteina
desse organismo menor que a contrapartida de M.tb.

Alinhando as sequéncias homologas de alguns representantes do complexo
Mycobacterium tuberculosis pode-se observar que a mutacao previamente descrita é
especifica da linhagem das cepas que infectam animais nao-humanos
preferencialmente (Figura 11).

Quando se analisa o caso de rv1373 (Figura 10) observa-se que existe uma
regido homopolimérica de citosinas, de tamanho variavel dependendo da bactéria
analisada. Por exemplo, em M. bovis e BCG Moreau temos a inser¢cdo de uma
citosina, enquanto em Russia temos a inser¢cdo de duas e em Pasteur temos trés.
Exceto em Pasteur, as insercfes causam uma mudanca no quadro de leitura e um
cédon de parada prematuro. JA em Pasteur, a adicdo de uma triade de citosinas so
adiciona um aminoacido a sequéncia, mantendo o restante da regido C-terminal
homodloga a de M.tb.

O alinhamento das sequéncias homologas obtidas de diferentes
representantes do complexo Mycobacterium tuberculosis mostra que a diversidade
genética presente nessa regido homopolimérica parece estar restrita a linhagem de
M. bovis, ndo tendo sido encontrada diversidade nos outros representantes do
complexo (Figura 11).

Em uma escala maior, pode-se observar pela analise de sintenia mostrada na
Figura 12 que existe uma diversidade de organizacdao do operon em diferentes
espécies dentro do complexo. Por exemplo, em M. marinum existe uma duplicacédo de
rvl373 que aparenta ser especifica desse organismo. Além disso, pode-se observar
gue em M.tb h& a insercdo de sequéncias moveis e outros genes a jusante de rv1373,
assim como a montante de rv1371.

Para investigar a possibilidade de que esse operon tenha sido adquirido por
transferéncia lateral analisou-se o contetdo GC dessa sequéncia e de sua vizinhanca.
Como mostrado na Figura 13, ndo ha diferencga significativa entre essa regido e a

média do genoma de BCG Moreau (~65%).
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" Insercéo de A (frameshift)

—
rvi371_Mtb GCCCGGATCAAGCGCATGGACACACTT - TCAACGCCATCGTTGCAGTACTGGCCGTGGG ‘ 8 € rvi371_Mtb

GGTCTTCGCGATCGCCGGCGACTTCTGGCCCTGGGCACTGCAATTCGTAGCGACGCTGTG

rv1371_MbovisATCCBAAI3S
rv1371_BCGMoreau
rv1371_BCGRussiaATCC35748
rv1371_BCGPasteur

rvi371_Mtb
rv1371_MbovisATCCBAAI3S
rv1371_BCGMoreau
rv1371_BCGRussiaATCC35749
rv1371_BCGPasteur
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Figura 9 — Analise da mutacéo presente no gene homélogo a rv1371 presente em M. bovis BCG Moreau. O primeiro destaque em vermelho mostra a inser¢éo
da adenina presente nas sequéncias de BCG e M. bovis analisadas, que causa uma mudanc¢a no quadro de leitura (destaque em azul) até a presenca de um cédon
de parada prematuro nesses organismos. Outro SNP esta em destaque em vermelho. Nos quadros centrais mostra-se o resultado do sequenciamento dessas regides.
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Figura 10 — Andlise da mutacdo presente no gene homélogo a rv1373 presente em M. bovis BCG Moreau. O destaque em vermelho mostra a sequéncia
homopolimérica de citosina, regidao com diversidade genética quando comparada em diferentes organismos. Inser¢des nessa regido causam diferentes efeitos nas
proteinas codificadas, podendo apresentar regides C-terminais diferentes e menores (como no caso de M. bovis e BCG Moreau e Ruissia) ou adicionando um
proteina de M. tuberculosis H37Rv (em BCG Pasteur). Nos quadros ao lado mostra-se o resultado do
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M. canettii M. canettii
Linhagem 1 Linhagem 1
Maf 1 Maf 1
Cepas animais Cepas animais
—— Maf2 —— Maf2
Linhagem 2 Linhagem 2
Linhagem 3 Linhagem 3
Linhagem 4 Linhagem 4
rv1371 v1373
CACACTCT-TCAACGCCA ATCGCCC---CCCCGTTTG M.tb
CACACTCTATCAACGCCA ATCGCCCC--CCCCGTTTG|BCG Moreau
ATCGCCCCCCCCCCGTTTG|BCG Pasteur

Figura 11 - Filogenia do complexo Mycobacterium tuberculosis, mostrando o surgimento da mutagéo presente em rv1371 e rv1373 de BCG Moreau. Tal
resultado foi obtido a partir do alinhamento local das sequéncias homoélogas arv1371 e rv1373 de diferentes representantes do complexo Mycobacterium tuberculosis,
e mostra que no primeiro caso a mutagdo encontrada em M. bovis BCG Moreau é especifica as linhagens do complexo ditas como cepas animais, enquanto no
segundo, a mutacao é restrita a linhagem de M. bovis. Abaixo mostra-se parte do alinhamento, focando na regido com a mutacao.
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Figura 12— Analise de sinteniado locus rv1371/2/3 em diferentes espécies dentro do complexo Mycobacterium tuberculosis. Nesse caso, o padrao observado
em M. bovis BCG Moreau é idéntico ao mostrado para M. kansasii. Observa-se a uma duplicacéo de rv1373 especifica em M. marinum, assim como a insercéo de
uma sequéncia mével e diversos outros genes a montante e a jusante do operon em M. tuberculosis H37Rv.

Contetdo GC (%)

80,0
N.64
45.66
>>
[lprF P Rvi371 Rvi372 Rv1373 I Rv1375 Rvi376 P
Al Rvi367c {Rv1369c KRv137] JRvi37ac {Rvi377c__qRvi378c

Figura 13- Anéalise do conteddo GC naregido do operon rv1371/2/3. Os resultados mostram que ndo ha diferencas significativas no contetido desses nucleotideos
na regido do operon e nem em sua vizinhangca em relacdo a média do genoma de M. bovis BCG Moreau (~65%).
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4.2.2. Analise da transcricdo dos genes estudados por RT-PCR em M.
bovis BCG Moreau

Apés ensaios de RT-PCR pode-se identificar transcritos correspondentes aos
homologos de rv1371, rv1372 e rvl1373 em amostras de RNA total de BCG Moreau
obtido de cultivo axénico (item 3.2). Além disso, usando iniciadores especificos para
amplificar as regides intergénicas pode-se observar que os genes analisados estao
em um transcrito policistronico, corroborando a ideia de que estes compdem um
operon. Os resultados ndo apresentam variacdo de acordo com a fase de cultivo do

microrganismo.

rv1371 1372 rv1373

C+ C- LAG LOG EST C+ C- LAG LOG EST C+ C- LAG LOG EST

300
200

100

rv1371-72 rv1372-73
C+ C- LAG LOGEST C+ C- LAG LOGEST

300
200

100

Figura 14 - Analise da transcricéo e de co-transcricdo dos genes do operon rv1371/2/3 nas fases
lag, log e estacionaria (EST) em M. bovis BCG Moreau. Para cada reagéo realizou-se um controle
positivo (C+, com DNA gendmico) e um negativo (C-, usando RNA sem tratamento com a transcriptase
reversa). Cada gel é representativo dos resultados de uma triplicata biolégica (n=3).

4.2.3. Producédo das proteinas recombinantes (Rv1371 e Rv1373 de M.

bovis BCG Moreau) e de soro policlonal

Apos realizados os procedimentos descritos para a producdo das proteinas
recombinantes conseguiu-se obter com sucesso Rv1371 e Rv1373 de BCG Moreau,
ambas na fracdo de corpos de inclusdo. Além disso, confirmou-se a presenca da
cauda de histidina C-terminal através de ensaios de western blotting e com isso pode-

se purificar a proteina e usa-la para producao do soro policlonal (Figuras 15 e 16).
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Figura 15 — Resultados gerais da clonagem, expressao e purificacdo de Rv1371 de BCG Moreau. (A) Padronizacdo da PCR para o gene rv1371, mostrando
resultado positivo para as trés combinacdes de temperatura de anelamento usadas, sendo C— o controle negativo sem DNA; (B) extrato proteico de culturas induzidas
(IND) ou ndo (NI) a expressar a proteina recombinante resolvidas por SDS-PAGE 15%, analisando-se a fracao de proteinas totais (T), insollveis (in) e solaveis (sol)
apos a lise e clarificagcdo, e western blotting com anticorpo primério anti-6His de proteinas fracionadas em gel equivalente; (C) cromatograma obtido durante a
purificacdo da proteina recombinante através de cromatografia de afinidade por metais imobilizados, mostrando a absorbancia a 280 nm (curva preta) e a
concentracao tedrica de imidazol no tampao de eluicao (tampéao B; curva vermelha); (D) proteinas resolvidas em géis SDS-PAGE 15%, mostrando a amostra aplicada
na coluna (Ind), proteinas néo-ligadas (Flow) e as fra¢des da eluicdo com o tampéo B nas suas diferentes concentracdes; (E) titulagdo do soro policlonal obtido contra
a proteina recombinante purificada (pool das fragdes em destaque em vermelho em D).
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Figura 16 — Resultados gerais da clonagem, expresséo e purificacdo de Rv1373 de BCG Moreau. (A) Padronizacdo da PCR para o gene rv1373, mostrando
resultado positivo para as trés combinac¢des de temperatura de anelamento usadas, sendo C— o controle negativo sem DNA; (B) extrato proteico de culturas induzidas
(IND) ou nao (NI) a expressar a proteina recombinante resolvidas por SDS-PAGE 15%, analisando-se a fracdo de proteinas totais (T), insollveis (in) e soluveis (sol)
apos a lise e clarificacdo, e western blotting com anticorpo primario anti-6His de proteinas fracionadas em gel equivalente; (C) cromatograma obtido durante a
purificacdo da proteina recombinante através de cromatografia de afinidade por metais imobilizados, mostrando a absorbancia a 280 nm (curva preta) e a
concentracao tedrica de imidazol no tampéo de eluicdo (tampéao B; curva vermelha); (D) proteinas resolvidas em géis SDS-PAGE 15%, mostrando a amostra aplicada
na coluna (Ind), proteinas ndo-ligadas (Flow) e as fra¢cdes da eluicdo com o tamp&o B nas suas diferentes concentragées; (E) titulagdo do soro policlonal obtido contra
a proteina recombinante purificada (pool das fracdes em destaque em vermelho em D).
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4.2.4. Analise da expressao de Rv1371 e Rv1373 nativas em M.
tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG Moreau nas diferentes fases de

cultivo axénico

Utilizando-se dos soros policlonais obtidos, conseguiu-se identificar Rv1371 e
Rv1373 nos extratos proteicos de BCG Moreau e M.tb cepa H37Rv nas diferentes
fases de crescimento in vitro.

M.W. LAG LOG EST
«kDa) Tb B Tb B Tb B

< ~55kDa
45

< ~33kDa
31
Rv1371 BCG: ~33kDa
Mtb: ~55 kDa
M.W LAG LOG EST

kDa) Tb B To B Tb B
45
« ~37kDa

31

Rv1373 BCG: ~29kDa
Mtb: ~37 kDa

Figura 17 - Anélise da expresséo de Rv1371 e Rv1373. Extrato proteico total de culturas de M. bovis
BCG Moreau (B) e M. tuberculosis cepa H37Rv (Tb) nas trés fases de crescimento in vitro (LAG, LOG
e EST) foi resolvido em géis SDS-PAGE 15%. Experimentos de western blotting foram realizados
usando o soro policlonal contra as proteinas recombinantes. Cada imagem é representativa dos
resultados de uma triplicata bioldgica (n=3).

De acordo com as andlises in silico, a mutacéo presente em rv1371 faz com
que a proteina gerada em Moreau tenha uma massa molecular de cerca de 33 kDa,
enquanto a homoéloga em M.tb tenha cerca de 55 kDa. Observando-se o resultado
mostrado na Figura 17 pode-se perceber que uma banda correspondente a proteina
de Moreau é encontrada majoritariamente na fase log de crescimento dessa bactéria,
diminuindo consideravelmente na fase estacionaria. Além disso, observa-se bandas
correspondentes a uma proteina de cerca de 55 kDa nas amostras de M.tb e BCG

Moreau, principalmente na fase log.
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Como observado na Figura 17, tanto BCG Moreau quanto M.tb produzem uma
proteina com massa condizente com a forma sem mutacdo de Rv1373. Essa
expressdo se inicia na fase log, se mantendo na amostra correspondente a fase

estacionaria.

4.2.5. Andlise da solubilidade de Rv1371 e Rv1373 nativas de M. bovis
BCG Moreau por extragéo diferencial com Triton X-114

Como pode-se observar na Figura 18, tanto Rv1371 como Rv1373 de BCG
Moreau foram recuperadas na fracdo Triton, correspondente a proteinas com maior
carater hidrofébico. Mas, nota-se também que se consegue recuperar Rv1371

também na fracdo hidrossolavel.

M.W. LOG M.W. LOG
(kDa) T Hidro Triton (kDa) T Hidro Triton

51 < ~55kDa 51

< ~37 kDa
34
<« ~33kDa

Rv1371 BCG: ~33kDa Rv1373 BCG:~29kDa
Mtb: ~55 kDa Mtb: ~37 kDa

Figura 18 - Anélise da hidrofobicidade/associagdo com membranas de Rv1371 e Rv1373. Extrato
diferencial das proteinas de M. bovis BCG Moreau na fase log com o uso de Triton X-114, assim como
descrito em Malen et al., 2010. Proteinas do extrato total (T) e da fragdo aquosa (Hidro) e hidrof6bica
(Triton) apds o protocolo de extracdo diferencial foram resolvidas em SDS-PAGE 15%. Experimentos
de western blotting foram realizados usando o soro policlonal contra as proteinas recombinantes,
conforme indicado. Cada imagem é representativa dos resultados de uma triplicata biolégica (n=3).

4.2.6. Andlise do impacto das mutacGes na termoestabilidade de Rv1371
e Rv1373 nativas

Como mostrado na Figura 19, Rv1371 e Rv1373 de ambos organismos
apresentam padrdes de estabilidade térmica similares, permanecendo
majoritariamente em solucdo apos incubacdes de 30 min até 80 °C.
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M.W. 40°C 80°C 100°C
(kDa) Tb B Tb B Tb B

45 < ~55kDa

31 < ~33kDa
Rv1371 BCG: ~33kDa
Mtb: ~55 kDa
M.W. 40°C 80°C 100°C
(kDa) Tb B Tb B Tb B
45
< ~37kDa
31
Rv1373 BCG: ~29kDa
Mtb: ~37 kDa

Figura 19 - Analise da termoestabilidade de Rv1371 e Rv1373 nativas. Proteinas que
permaneceram sollveis apés incubacdo em diferentes temperaturas (40, 80 e 100 °C) do extrato
proteico total de culturas de M. bovis BCG Moreau (B) e M. tuberculosis cepa H37Rv (Tb) na fase LOG
de crescimento foram resolvidas em géis SDS-PAGE 15%. Experimentos de western blotting foram
realizados usando o soro policlonal contra as proteinas recombinantes. Cada imagem é representativa
dos resultados de uma triplicata bioldgica (n=3).

4.2.7. Mutante Arv1371/2/3 em M. bovis BCG Moreau: genotipagem e

caracterizagcao

Apés a realizagdo do protocolo de recombineering (descrito no item 3.9)
obtiveram-se colbnias resistentes no meio seletivo. Nao se obteve col6nias pelo
método de transducdo especializada. Como mostrado na Figura 20, apés o teste por
PCR com os iniciadores descritos e andlise dos fragmentos obtidos, confirmou-se a
presenca da delecdo desejada. Tal mutante ndo apresenta diferencas na morfologia

de col6nia quando comparado com a cepa selvagem (Fig 20C).
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(A) (B)

Tamanho 73i/73] 73a/kmR 73flkmF
(pb) BCGM A71/2/3 BCGM A71/2/3 BCGM A71/2/3
1000
rv1371 rv1372 rv1373
500
rv1367c IprF * *  rv1374c rv1375
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/ \
/ 514 pb \ (C)
Y. “«—>> \
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/ 731 73 \ BCG M BCG M Arv1371/2/3
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gDNA (WT) :
1 kb UP rv1371 rv1372 rv1373 1 kb DOWN v
1088 pb 1111 pb
“«—»>
— - - o
73a kmR  kmF 73f
Arv1371/2/3 gDNA

1kb UP  kanR 1kb DOWN

Figura 20 — Caracterizagao inicial do mutante Arv1371/2/3 em M. bovis BCG Moreau. (A) Esquema da organizac@o génica do locus do operon rv1371/2/3 na
cepa selvagem e no knockout. No topo, mostra-se o contexto génico proximo ao operon, onde 0s asteriscos mostram genes que possuem mutacdes quando
comparados os genomas de M.tb e BCG Moreau. Para genotipagem dos clones utilizou-se os iniciadores mostrados em (A) e pode-se observar em (B) o padréo de
bandas da cepa selvagem e do knockout. (C) Morfologia de colénia de ambas cepas analisadas.

63



Resultados

4.2.8. Analise do impacto da delec&o no crescimento em meio axénico

Cresceu-se 0 mutante e a cepa selvagem em meio axénico para observar se a
mutacdo geraria alguma diferenca de fenotipo sob essa varidvel. Como pode-se
observar na Figura 21, ndo ha diferencas significativas entre o crescimento de ambas

bactérias.

Curva de crescimento - BCGM WT x BCGMArv1371/2/3
2.0s

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

* BCGMWT
® BCGM Arv1371/2/3

Figura 21— Curva de crescimento comparativade M. bovis BCG Moreau selvagem e do knockout
no locus rv1371/2/3. Os pontos no grafico representam a média + o desvio padrdo de uma triplicata
biolégica (n=3).

4.2.1. Criagdo de BCG Moreau::rv1371/2/3 (alelos de M. tuberculosis
H37Rv e proéprio alelo), caracterizacdo morfolégica das colénias e

andlise do impacto da complementacédo no perfil lipidico das cepas

De modo a estudar possiveis fun¢cdes do operon no contexto da bactéria,
complementou-se a cepa selvagem com a sequéncia completa do operon, sob
controle do promotor pBlaF* no vetor integrativo pMV361K. Pode-se observar que as
cepas complementadas com o alelo de BCG Moreau e M.tb apresentam morfologias
de col6nia similares (Figura 22).

ApoOs cultivo em meio sem detergente, extracdo dos lipideos totais,
enriqguecimento em moléculas carregadas negativamente e analise por TLC, pode-se
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observar que existem algumas bandas mais proximas a origem de aplicacdo que sao

diferenciais entre as duas cepas complementadas analisadas (Figura 22).

CHCI;/CH;0HH,0
65/25/4

] BCGM::rv1371/2/3

Semana H37Rv BCG M

alelo BCG B
BCGM::rv1371/2/3

Figura 22 - Caracterizacdo inicial das cepas de M. bovis BCG Moreau::rv1371/2/3
(complementadas com o prdprio alelo e o de M. tuberculosis). No quadro da esquerda mostra-se
a morfologia de coldnia de ambas cepas analisadas ap6s 2 e 3 semanas de cultivo em meio solido. A
direita mostra-se a TLC com amostras enriquecidas em lipideos negativamente carregados. Utilizou-se
o sistema de solventes de cloroférmio, metanol e agua (65/25/4) e revelaram-se as bandas com solu¢éo
de CuSO4 apds aquecimento. As setas indicam bandas diferenciais entre as amostras analisadas.

4.2.2. Analise do impacto da complementagdo no crescimento em meio

axénico

Ambas cepas complementadas com os alelos de BCG Moreau e M.tb foram
crescidas em meio axénico e, como mostrado nas Figuras 23 e 24, observa-se uma
pequena diferenga com significAncia estatistica na fase inicial de crescimento. Nesse
contexto, a bactéria complementada com o alelo de H37Rv apresenta um maior
crescimento.
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# BCGM::7T # BCGM::7B # BCGM::7B **p<0,01

Figura 23 - Curva de crescimento comparativa de M. bovis BCG Moreau selvagem e complementados com o operon rv1371/2/3 de M. bovis BCG Moreau e
M. tuberculosis. No topo mostra-se o esquema do plasmideo de complementacdo apds a inser¢cdo no genoma. Na base mostra-se as curvas de crescimento
comparativas das cepas selvagens e complementadas. Os pontos no grafico representam a média + o desvio padrdo de uma triplicata biolégica (n=3). A analise
estatistica foi realizada por teste t ndo-pareado. *p<0,05, **p<0,01.
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Curva de crescimento - BCGM WT x BCGM::TBrv1371/2/3 Curva de crescimento - BCGM WT x BCGM::BCGMrv1371/2/3 Curva de crescimento - BCGM::TBrv1371/2/3 x BCGM::BCGMrv1371/2/3
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Figura 24 — Curvas de crescimento das cepas selvagem e complementadas com os alelos de rv1371/2/3, focando nas fases iniciais (até 4 dias) de cultivo

e na fase estaciondria (entre 10 e 18 dias). Os pontos no gréafico representam a média +/- o0 desvio padrdo de uma triplicata biolégica (n=3). A analise estatistica

foi realizada por teste t ndo-pareado. *p<0,05, **p<0,01.
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4.3.0peron da fumarato redutase

4.3.1. Anédlise in silico das sequéncias de M. tuberculosis H37Rv e M.

bovis BCG Moreau e do possivel impacto funcional da mutagéo

Apés andlises in silico, pode-se observar que 0s genes preditos como
possuindo mutacdes pertencem ao operon da fumarato redutase. Especificamente, a
sequéncia mutada em BCG Moreau afeta parte de rv1553 e rv1554. E uma sequéncia
homopolimérica de guanosinas, compreendendo o final de rv1553. Devido a mutacao,
0 codon de parada desse gene € perdido, e a fase de leitura € fusionada com a fase
do gene a jusante, rv1554 (Figura 25). Essa fusdo se da no mesmo quadro de leitura
de Rv1554 de M.tb, fazendo com que a proteina fusionada em BCG Moreau possua
a porcdo N-terminal similar & FrdB e a C-terminal & FrdC. A anotacao fornecida para

cada um dos genes no genoma de M.tb cepa H37Rv esta descrita na Tabela 23.

Tabela 23 — Anotacéo dos genes do operon da fumarato redutase (rv1552/3/4/5).

Gene Subunidade

‘ frdA ‘ rvi552 ‘ Flavoproteina (catalitica)
S o o
3 ® @2 frdB ‘ rv1553 ‘ Centro ferro-enxofre
o g =
£ g g‘ frdC ‘ rv1554 ‘ X
© 5 9o Ancora de membrana
© frdD ‘ rv1555 ‘

Quando se compara a sequéncia de diferentes componentes do complexo
Mycobacterium tuberculosis pode-se observar que as mutacfes nessa regido
homopolimérica que levam a fusdo das proteinas codificadas por esses genes é
especifica a linhagem de M. bovis, com diferencas no nimero de nucleotideos
inseridos dependendo da espécie analisada (Figura 26).
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Figura 25 — Analise da mutacao presente na regido intergénica entre os genes homadlogos a rv1553 (frdB) e rv1554 (frdC) presente em M. bovis BCG
Moreau. O destaque em vermelho mostra a sequéncia homopolimérica de guanosinas. A insercao de diferentes quantidades de nucleotideos G nessa regido causa
uma mudanga no quadro de leitura, afetando o cédon de parada de rv1553. Em BCG Moreau, a fase aberta de leitura desse gene se junta com a fase do gene a
jusante, no mesmo quadro de leitura do Gltimo, fazendo com que a proteina produzida seja uma fusao de FrdB e FrdC (FrdBC), sendo a porcao N-terminal do novo
polipeptideo idéntica a FrdB e a C-terminal a FrdC. No quadro ao lado mostra-se a analise de fragmentos usando o DNA gendmico de M. tuberculosis cepa H37Rv
e M. bovis BCG Moreau como moldes. Observa-se a presencga de uma insergdo de 10 nucleotideos em BCG, e 0 aparecimento de diversas bandas.
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M. canettii

Linhagem 1

Maf 1
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Figura 26 - Filogenia do complexo Mycobacterium tuberculosis, mostrando o surgimento da mutagéo presente em frdABCD de BCG Moreau. Tal resultado
foi obtido a partir do alinhamento local das sequéncias homadlogas de diferentes representantes do complexo Mycobacterium tuberculosis, e mostra que a mutacao
encontrada em M. bovis BCG Moreau € restrita a linhagem de M. bovis. Abaixo mostra-se parte do alinhamento, focando na regido com a mutacgéao.
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4.3.2. Analise da transcricao dos genes estudados por RT-PCR em M.
bovis BCG Moreau

Apés ensaios de RT-PCR pode-se identificar transcritos correspondentes aos
genes codificantes para as proteinas do complexo da fumarato redutase em amostras
de RNA total de BCG Moreau (Figura 27). Além disso, usando iniciadores especificos
para amplificar as regides intergénicas pode-se observar que 0s genes analisados
estdo em um transcrito policistrénico, corroborando a ideia de que estes compdem um
operon. Os resultados mostram que a transcricdo dos genes nao parece variar de

acordo com a fase de cultivo do microrganismo.

frdA frdD frdBC

C+ C- LAG LOG EST C+ C- LAG LOG EST C+ C- LAGLOGEST

300
200

100

frdA-BC frdBC-D
C+ C- LAG LOGEST C+ C- LAG LOGEST

300
200

100

Figura 27 - Andlise datranscricdo e de co-transcri¢cdo dos genes do operon da fumarato redutase
nas fases lag, log e estacionaria (EST) em M. bovis BCG Moreau. Para cada reagéo realizou-se um
controle positivo (C+, com DNA gendmico) e um negativo (C-, usando RNA sem tratamento com a
transcriptase reversa). Cada gel é representativo dos resultados de uma triplicata biolégica (n = 3).

4.3.3. Producéo de FrdB recombinante de M. bovis BCG Moreau e de soro

policlonal

Pode-se observar na Figura 28 que se obteve com sucesso a proteina FrdB
recombinante, na fracdo dos corpos de inclusdo. Tal polipeptideo possui a cauda de
histidina C-terminal, o que permitiu sua correta purificacdo para seguir com a produgao

do soro policlonal.
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Figura 28 - Resultados gerais da clonagem, expressao e purificacdo da FrdB de BCG Moreau. (A) Padronizacdo da PCR para parte do gene frdBC (sequéncia
equivalente a frdB), mostrando resultado positivo para as trés combinac¢des de temperatura de anelamento usadas, sendo C— o controle negativo sem DNA,; (B)
extrato proteico de culturas induzidas (IND) ou ndo (NI) a expressar a proteina recombinante resolvidas por SDS-PAGE 15%, analisando-se a fracdo de proteinas
insolGveis (in) e soldveis (sol) apds a lise e clarificagdo, e western blotting com anticorpo primario anti-6His de proteinas fracionadas em gel equivalente; (C)
cromatograma obtido durante a purificagdo da proteina recombinante através de cromatografia de afinidade por metais imobilizados, mostrando a absorbancia a 280
nm (curva preta) e a concentracgao tedrica de imidazol no tampao de eluicdo (tampé&o B; curva vermelha); (D) proteinas resolvidas em géis SDS-PAGE 15%, mostrando
a amostra aplicada na coluna (Ind), proteinas ndo-ligadas (Flow) e as fragdes da eluicdo com o tampéo B nas suas diferentes concentracdes; (E) titulagdo do soro
policlonal obtido contra a proteina recombinante purificada (pool das fragées em destaque em vermelho em D).
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4.3.4. Anélise da expressédo de FrdB em M. tuberculosis H37Rv e M. bovis

BCG Moreau nas diferentes fases de cultivo axénico

Observa-se na Figura 29 que ambas bactérias produzem proteinas
correspondentes a fumarato redutase B (forma predita para M.tb, de cerca de 27 kDa)
e a fusao predita para BCG Moreau (FrdBC, de cerca de 40 kDa) simultaneamente,
além de uma banda de 52 kDa, sendo a expressao das proteinas dependente da fase

de crescimento, com baixa representatividade na fase lag no caso de M.tb.

M.W. LAG LOG EST
kDa) Tb B Tb B Tb B
66

< ~52kDa
45
<4 ~40kDa

31
<4 ~27 kDa

215

FrdB BCG: ~40 kDa
Mtb: ~27 kDa

Figura 29 - Anélise da expresséo de FrdB. Extrato proteico total de culturas de M. bovis BCG Moreau
(B) e M. tuberculosis cepa H37Rv (Tb) nas trés fases de crescimento in vitro (LAG, LOG e EST) foi
resolvido em géis SDS-PAGE 15%. Experimentos de western blotting foram realizados usando o soro
policlonal contra a proteina recombinante. A imagem é representativa dos resultados de uma triplicata
biolégica (n=3).

Analisando a sequéncia correspondente a frdBCD observa-se que dependendo
da quantidade de Gs adicionados na regiao homopolimérica no final de frdB pode-se
ter trés quadros de leitura a jusante do ponto da mutacdo. O quadro +1,
correspondente a forma presente em M.tb, que codifica as trés subunidades a jusante
de forma independente. No quadro +2, correspondente a forma de BCG Moreau (10
Gs), produz-se um polipeptideo de 40 kDa correspondente a fusdo das subunidades
B e C, mantendo homologia de sequéncia na forma fusionada. Ja no quadro +3, forma-
se uma proteina de cerca de 52 kDa correspondente a fusédo das subunidades B, C e
D, sendo que a porcao N-terminal € homéloga a FrdB e a C-terminal a FrdD, sem

homologia a FrdC na por¢do média da proteina (Figura 30).
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+nG
CCTTGGGGGGGCGGCG

V Fase de leitura +nG

+1 0,3,6... M.tb FrdB ~27 kDa

+2 1,4,7... | BCG Moreau FrdBC ~40 kDa

+3 2,5,8.. - FrdBCD | ~52 kDa

frdBCD

Figura 30 — Analise do polipeptideo codificado pela sequéncia frdBCD dependendo do namero
de Gs adicionados na regido homopolimérica no final de frdB. Observa-se que dependendo do
namero de nucleotideos adicionados, tem-se a codificacdo da regido a jusante em trés fases de leitura,
gerando proteina de 27, 40 ou 52 kDa, com diferentes graus de homologia com as subunidades
independentes.

4.3.5. Analise da solubilidade de FrdB nativa de M. bovis BCG Moreau por

extracado diferencial com Triton X-114

Experimentos de extracao diferencial com Triton X-114 mostram que proteinas
com homologia a FrdB sdo passiveis de serem extraidas na fracdo hidro e
lipossolavel, sendo que nessa Ultima se encontra como uma banda de massa

aproximada de 52 kDa.

M.W. LOG
(kDa) T Hidro Triton
51 “'52 kDa
~40kDa
34
~29kDa
FrdB BCG: ~33 kDa
Mtb: ~55 kDa

Figura 31 - Analise da hidrofobicidade/associacdo com membranas de FrdB. Extrato diferencial
das proteinas de M. bovis BCG Moreau na fase log com o uso de Triton X-114, assim como descrito
em Malen et al., 2010. Proteinas do extrato total (T) e da fracdo aquosa (Hidro) e hidrofébica (Triton)
apos o protocolo de extracdo diferencial foram resolvidas em SDS-PAGE 15%. Experimentos de
western blotting foram realizados usando o soro policlonal contra a proteina recombinante. A imagem
€ representativa dos resultados de uma triplicata biol6gica (n=3)

4.3.6. Analise do impacto da mutacéo natermoestabilidade de FrdB nativa

Na analise da termoestabilidade mostrada na Figura 32 observa-se que FrdB

permanece em solugao apds aquecimento até 100 °C na forma do polipeptideo de 27
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kDa, ndo sendo observado sinal significativo para as bandas de 40 e 52 kDa nessa

temperatura mais elevada.

M.W. 40°C 80°C 100°C
(kbagy Tb B T B Tb B
66

< ~52kDa
45

< ~40kDa

31
< ~27 kDa

21,5

FrdB BCG: ~40 kDa
Mtb: ~27 kDa

Figura 32 - Anélise da termoestabilidade de FrdB nativa. Proteinas que permaneceram sollveis
apos incubacado em diferentes temperaturas (40, 80 e 100 °C) do extrato proteico total de culturas de
M. bovis BCG Moreau (B) e M. tuberculosis cepa H37Rv (Th) na fase LOG de crescimento foram
resolvidas em géis SDS-PAGE 15%. Experimentos de western blotting foram realizados usando o soro
policlonal contra a proteina recombinante. A imagem é representativa dos resultados de uma triplicata
biologica (n=3).

4.3.7. Mutante Afrd em M. bovis BCG Moreau: genotipagem e

caracterizacéo

Como mostrado na Figura 33, conseguiu-se produzir o mutante com a delecéo
no operon da fumarato redutase em BCG Moreau. Somente obteve-se coldnias apés
cultivo em meio seletivo quando se utilizou 0 método de recombineering.

Observa-se que tal cepa mutante ndo apresenta diferenca de morfologia de
colénia quando comparada com a cepa selvagem. Outro fato interessante sobre esse
clone é que s6 foi possivel observar colénias no meio seletivo apos a transformacao
da cepa selvagem com pJV53H com o substrato de troca alélica depois de incubacao
das placas por cerca de 5-6 semanas. Isso foi diferente para o knockout de rv1371/2/3,
no qual as coldnias foram obtidas apés cerca de 3-4 semanas.

A cepa knockout foi complementada com o operon frdABCD, tanto com o alelo
de M.tb cepa H37Rv como com o proprio de BCG Moreau. Observou-se que em
ambos casos se teve coldnias no meio seletivo apds cerca de 3-4 semanas, indicando

a reversao do fenoétipo do mutante com a delegdo nesse operon.
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Figura 33 — Caracterizacdo inicial do mutante Afrd em M. bovis BCG Moreau. (A) Esquema da organizacdo génica do locus do operon da fumarato redutase (e
genes circundantes) na cepa selvagem e no knockout. Para genotipagem dos clones utilizou-se os iniciadores mostrados em (A) e pode-se observar em (B) o padréo
de bandas da cepa selvagem e do knockout; (C) morfologia de colénia de ambas cepas analisadas. Os asteriscos mostram genes ao redor da sequéncia analisada

gue possuem mutacdes quando comparados os genomas de M.tb e BCG Moreau.
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4.3.8. Analise do impacto da delecéo no crescimento em meio axénico

ApOs o cultivo em meio axénico e a mensurag¢éo da DOesoonm de ambas culturas,
pode-se observar na Figura 34 que o mutante com a dele¢&o no operon da fumarato
redutase apresenta uma deficiéncia no crescimento na fase inicial e de crescimento
logaritmico. Mas, € interessante observar que ambos cultivos atingem o mesmo nivel

de saturacdo no mesmo periodo de tempo.

Curva de crescimento - BCGM WT x BCGMAfrd
2.04

1.51

1.04

D.O.500nm

0.51

0!0 b L LA L L L] L] L
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

* BCGMWT -
p<0,05
= BCGM Afrd **p<0,01

Figura 34 — Curva de crescimento comparativa de M. bovis BCG Moreau selvagem e do knockout
no locus do operon da fumarato redutase. Os pontos no gréfico representam a média +/- o desvio
padrdo de uma triplicata biolégica (n=3). A analise estatistica foi realizada por teste t ndo-pareado.

*p<0,05, **p<0,01.

4.3.9. Criacdo de BCG Moreau::frd (alelos de M. tuberculosis H37Rv e

préprio alelo) e analise do impacto no crescimento em meio axénico

Como se observa na Figura 35, complementou-se a cepa selvagem de BCG
Moreau com ambos alelos do operon da fumarato redutase (proprio alelo e o de M.tb)

portando o préprio promotor.
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Figura 35 — Caracterizacao inicial do mutante M. bovis BCG Moreau::frdABCD (préprio alelo e o de M. tuberculosis). No topo mostra-se o esquema do
plasmideo de complementacéo apés a insercao no genoma. Na base mostra-se as curvas de crescimento comparativas das cepas selvagens e complementadas.
Os pontos no grafico representam a média +/- o desvio padrao de uma triplicata biolégica (n=3). A analise estatistica foi realizada por teste t ndo-pareado. *p<0,05,

**p<0,01.
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Figura 36 — Curvas de crescimento das cepas selvagem e complementadas com os alelos de frdABCD, focando nas fases iniciais (até 4 dias) de cultivo e
na fase estacionéria (entre 10 e 18 dias). Os pontos no grafico representam a média +/- o desvio padrdo de uma triplicata biolégica (n=3). A andlise estatistica foi

realizada por teste t ndo-pareado. *p<0,05, **p<0,01.
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Além disso, cultivos em meio axénico demonstram uma pequena diferenca,
com significancia estatistica, no crescimento entre as cepas, principalmente focando
nas fases iniciais e finais do cultivo (fases lag e estacionaria) (Figura 36). Pode-se
observar que na fase lag ambas cepas complementadas apresentam um maior
crescimento quando comparadas com a cepa selvagem. Ja no final da curva, a cepa
portando o alelo de M.tb mostra um nivel de saturacdo do cultivo superior a cepa
selvagem, e um menor tempo para alcancar tal padréo quando comparada com a cepa

portando o outro alelo.

4.3.10. Modelagem por homologia da fumarato redutase de M.
tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG Moreau, e anélises comparativas

Apoés realizada a modelagem por homologia obteve-se as estruturas dos
complexos codificados por M.tb cepa H37Rv e BCG Moreau (Figura 37). Andlises
iniciais de alinhamento estrutural mostra um baixo RMSD (0,46 A) entre os modelos,

indicando pouca diferenca ao nivel de estrutura tridimensional.

Frd Mtb RMSD: 0.46 A

90°
N4

Frd BCG

90°
N4

Figura 37 — Estrutura tridimensional dos complexos da fumarato redutase de M. tuberculosis
cepa H37Rv e M. bovis BCG Moreau inseridos na bicamada lipidica. Mostra-se as estruturas sob
dois angulos distintos, focando nas quatro subunidades diferentes: as duas porc¢des hidrossoliveis, A
(azul) e B (vermelha), e as duas por¢gbes de ancoragem na membrana, C (verde) e D (roxo). No topo
mostra-se o valor de RMSD obtido ap6s o alinhamento estrutural de ambos complexos, mostrando que
estes possuem pouca diferenca no contexto de estrutura tridimensional.
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Além disso, observa-se que a grande diferenca entre esses modelos € a
presenca de trés subunidades na proteina de BCG Moreau (FrdA, BC e D),
contrapondo com as quatro subunidades no complexo de M.tb. Isso se deve a fusdo
da subunidade B e C, como ja descrito, 0 que ocorre através do tripeptideo GGR
(Figura 38).

Frd Mtb Frd BCG

oA Unkar (GGR)

Figura 38 — Detalhe da estrutura tridimensional dos complexos fumarato redutase de M.
tuberculosis cepa H37Rv e M. bovis BCG Moreau, mostrando o tripeptideo GGR (amarelo) que liga
a subunidade B (vermelho) a C (verde) na forma fusionada (FrdBC), formada devido & mutacéo
presente no gene em M. bovis BCG Moreau.

Ainda do ponto de vista estrutural, investigou-se o perfil eletroestatico da
superficie de ambos complexos. Como observado na Figura 39, existem diferencas
pontuais na distribuicdo de cargas presentes na superficie, 0 que pode acarretar
alteracbes em parametros como a interacdo com diferentes moléculas, além de

influenciar na hidrofobicidade do complexo.
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Frd Mtb

Frd BCG

Figura 39 — Superficie eletroestatica dos complexos da fumarato redutase de M. tuberculosis
cepa H37Rv e M. bovis BCG Moreau. Regides com cargas positivas sao coloridas de azul, e com
cargas negativas de vermelho. As setas indicam regifes dos complexos que apresentam diferenga no
perfil eletroestatico entre os modelos.

Sabe-se que tal complexo interage com diferentes cofatores, coenzimas e
outras moléculas importantes para o correto funcionamento da enzima; por isso,
analisou-se a estrutura das cavidades presentes nas subunidades que séo
responsaveis pela interacdo direta com essas moléculas n&o-proteicas. Como
observado na Figura 40, ambos complexos possuem tais cavidades muito similares

entre si.
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Frd Mtb

Frd BCG

Figura 40 — Detalhe nas cavidades dos complexos da fumarato redutase (M. tuberculosis cepa
H37Rv e M. bovis BCG Moreau) que interagem diretamente com seus cofatores. Na subunidade
A (azul) tem-se FADH: e oxaloacetato, na B (vermelho) temos os centros ferro-enxofre, e em C (verde)
tem-se a menaquinona. Observa-se henhuma diferenca significativa entre as estruturas apresentadas.

Além disso, analisou-se 0 mapa de interagcdo entre as coenzimas FAD e

menaguinona, além do inibidor oxaloacetato, com o0s aminoacidos presentes nas

respectivas cavidades. Como observado na Figura 41, nota-se que as interacdes

dessas moléculas nao-proteicas ocorrem com residuos diferentes dependendo do

complexo analisado.
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Figura 41 — Mapa de interacdo das coenzimas FAD e menaquinona, e do inibidor oxaloacetato,
com os complexos da fumarato redutase (M. tuberculosis cepa H37Rv e M. bovis BCG Moreau).
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4.4.Dodecina

4.4.1. Analise in silico das sequéncias de M. tuberculosis H37Rv e M.

bovis BCG Moreau e do possivel impacto funcional da mutacéao

Andlises in silico iniciais mostravam que o produto de rv1498A era uma proteina
hipotética conservada. Depois de uma revisdo bibliogréfica sobre o locus
diagnosticou-se que esse gene codifica uma proteina denominada dodecina, ja
caracterizada in vitro no caso de M.tb.

Como pode-se observar na Figura 42, uma transicdo de um nucleotideo no
homélogo em BCG Moreau muda o cédon de inicio predito para a proteina de M.tb,
fazendo com que o préximo cédon utilizado na traducéo teorica da proteina de Moreau
seja um GTG. Dessa forma, essa proteina seria menor, ndo possuindo os sete
aminoacidos N-terminais.

Além disso, na Figura 43 mostra-se que a mutagcao presente em BCG Moreau
aparenta ter surgido no clado de M. africanum tipo 2 e cepas que infectam animais

nao-humanos preferencialmente.
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rv14984_Mtb ATGRGCAATCACACCTACCGAGTGATCGAGATCGTCGGGACCTCGCCCGACGGCGTCGAC
rv1498A_MbovisATCCBAA93S CGRGCAATCACACCTACCGAGTGATCGAGATCGTCGGGACCTCGCCCGACGGCGTCGAC
rv1498A_BCGMoreau CGRGCAATCACACCTACCGAGTGATCGAGATCGTCGGGACCTCGCCCGACGGCGTCGAC

rv14984_BCGRussiaATCC35748
rv1498A_BCGPasteur

CGRAGCAATCACACCTACCGAGTGATCGAGATCGTCGGGACCTCGCCCGACGGCGTCGAC
CGRGCAATCACACCTACCGAGTGATCGAGATCGTCGGGACCTCGCCCGACGGCGTCGAC
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rvi4984_Mtb GCGGCAATCCAGGGCGGTCTGGCCCGAGCTGCGCAGACCATGCGCGCGLCTGGACTGGTTC g @ |\ : a| v o6 e R ol\ c c|\ ¢«
rv1498A_MbovisATCCBAA93S GCGGCAATCCAGGGCGGTCTGGCCCGAGCTGCGCAGACCATGCGCGCGLTGGACTGGTTC :

rv14984_BCGMoreau GCGGCAATCCAGGGCGGTCTGGCCCGAGCTGCGCAGACCATGCGCGCGLCTGGACTGGTTC {
rv1498A_BCGRussiaATCC3574@ GCGGCAATCCAGGGCGGTCTGGCCCGAGCTGCGCAGACCATGCGCGCGLTGGACTGGTTC " ¢ | I
rv1498A_BCGPasteur GCGGCAATCCAGGGCGGTCTGGCCCGAGCTGCGCAGACCATGCGCGCGLTGGACTGGTTC I

{ 1
EXXXXEXEXFIEXXXXEXEXIELEXEXEIXEXXXEIEIFIXRXEZEXITXXEXXEXIFXEXREIXERER A “ A ‘Il ‘ ‘

rvl498A_Mtb GAAGTACAGTCAATTCGAGGCCACCTGGTCGACGGAGCGGTCGCGCACTTCCAGGTGACT \i ” ﬂ i \

rv1498A_MbovisATCCBAAS3S GAAGTACAGTCAATTCGAGGCCACCTGGTCGACGGAGCGGTCGCGCACTTCCAGGTGACT [ 1‘ (l C\ ¢ N [

rv1498A_BCGMoreau GAAGTACAGTCAATTCGAGGCCACCTGGTCGACGGAGCGGTCGCGCACTTCCAGGTGACT \ ’ ‘ (\ i ) h

rv1498A_BCGRussiaATCC35740 GAAGTACAGTCAATTCGAGGCCACCTGGTCGACGGAGCGGTCGCGCACTTCCAGGTGACT } | f ’ [ ﬂ} 3\ W [ I “
[

rv14984_B(GPasteur GAAGTACAGTCAATTCGAGGCCACCTGGTCGACGGAGCGGTCGCGCACTTCCAGGTGACT ‘HR i T [
| ‘

EXXXXXXXIEXXXXXZTEIEXXEXIEXXXFXAEATEIFXAEIXEIXXLAEIEXIRXXXEIERERR XS "

rv1498A_Mtb ATGAAAGTCGGCTTCCGCCTGGAGGATTCCTGA RIR \ \‘“ 1 M (L |' 'i iR
rv1498A_MbovisATCCBAAI3S ATGAAAGTCGGCTTCCGCCTGGAGGATTCCTGA an I !IJ I ] IRV
rv14984_BCGMoreau ATGAAAGTCGGCTTCCGCCTGGAGGATTCCTGA ap "x ’ f‘( AV 288 \1“ VU |
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rv1498A_BCGPasteur ATGAAAGTCGGCTTCCGCCTGGAGGATTCCTGA Mtb H37Rv BCG Moreau
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RVJ.498A_ MSNHTVW IV<JTSPDGVDAAIQL’L,LARAAQTMRAL JHLVDGAVP ii TMKV(;FRLEDS 70
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Figura 42 — Analise da mutacgéo presente no gene homologo a rv1498A (dodecina) presente em M. bovis BCG Moreau. O destaque em vermelho mostra a
sequéncia correspondente ao cédon de inicio predito para o gene de M. tuberculosis, e a mutacao (transicao) em M. bovis BCG Moreau, trocando a timidina de ATG
por uma guanosina (ACG). A predicao para o cdédon de inicio das sequéncias mutadas é a triade GTG, em destaque em azul. A mudanca do cédon de inicio faz com
gue a proteina mutada ndo tenha os sete aminoacidos N-terminais preditos para a proteina de M. tuberculosis. No quadro abaixo mostra-se em destaque o0s
aminoacidos (preto) e as ligacdes entre os mesmos (vermelho) preditos como importantes para a manutencdo da estrutura e termoestabilidade da proteina de M.
tuberculosis. Nos quadros do lado direito mostra-se o resultado do sequenciamento dessa regiao.

86



Resultados

M. canettii

Linhagem 1

Maf 1

Cepas animais

Linhagem 2

Linhagem 3

Linhagem 4

rv1498A
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Figura 43 - Filogenia do complexo Mycobacterium tuberculosis, mostrando o surgimento da mutacao presente em rv1498A de BCG Moreau. Tal resultado
foi obtido a partir do alinhamento local das sequéncias homoélogas de diferentes representantes do complexo Mycobacterium tuberculosis, e mostra que a mutagéo
encontrada em M. bovis BCG Moreau é especifica ao clado de M. africanum 2 e cepas que infectam animais ndo-humanos preferencialmente. Abaixo mostra-se
parte do alinhamento, focando na regido com a mutacgéo.
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4.4.2. Analise da transcricdo dos genes estudados por RT-PCR em M.
bovis BCG Moreau

Na Figura 44 observa-se que ha transcritos referentes a rv1498A em amostras
de RNA oriundas de M. bovis BCG Moreau nas diferentes fases de cultivo.

dodecina
C+ C- LAG LOG EST

Figura 44 — Analise da transcricdo do gene rv1498A (dodecina) nas fases lag, log e estacionéria
(EST) em M. bovis BCG Moreau. Para cada reacao realizou-se um controle positivo (C+, com DNA
genbmico) e um negativo (C-, usando RNA sem tratamento com a transcriptase reversa). Cada gel é
representativo dos resultados de uma triplicata biolégica (n=3).

4.4.3. Producgéo de dodecina recombinante de M. bovis BCG Moreau e de

soro policlonal

De todas as proteinas recombinantes produzidas nesse trabalho somente a
dodecina foi expressa na fragéo de proteinas soluveis. Assim, como pode-se observar
na Figura 45, essa fragéo foi usada para purificar a dodecina recombinante de BCG
Moreau, ja que a mesma também possuia a cauda de histidina, como observado no
ensaio de western blotting com anticorpo primario anti-his.

Pode-se observar que o soro policlonal consegue identificar a proteina na forma
monomérica (cerca de 7 kDa) somente em pequenas diluicbes, mas consegue

identificar também outras bandas de massa molecular maior.
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Figura 45 — Resultados gerais da clonagem, expresséao e purificacdo da dodecina de BCG Moreau. (A) Padronizacdo da PCR para o gene rv1498A, mostrando
resultado positivo para as trés combinac¢des de temperatura de anelamento usadas, sendo C— o controle negativo sem DNA; (B) extrato proteico de culturas induzidas
(IND) ou nao (NI) a expressar a proteina recombinante resolvidas por SDS-PAGE 15%, analisando-se a fracdo de proteinas totais (T), insolUveis (in) e solaveis (sol)
apos a lise e clarificacdo, e western blotting com anticorpo primario anti-6His de proteinas fracionadas em gel equivalente; (C) cromatograma obtido durante a
purificacdo da proteina recombinante através de cromatografia de afinidade por metais imobilizados, mostrando a absorbancia a 280 nm (curva preta) e a
concentracao tedrica de imidazol no tampéo de eluicdo (tampéao B; curva vermelha); (D) proteinas resolvidas em géis SDS-PAGE 15%, mostrando a amostra aplicada
na coluna (Ind), proteinas ndo-ligadas (Flow) e as fragc6es da eluicdo com o tamp&o B nas suas diferentes concentracdes; (E) titulacdo do soro policlonal obtido contra
a proteina recombinante purificada (pool das fragdes em destaque em vermelho em D).
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4.4.4. Producéo de dodecina recombinante de M. tuberculosis H37Rv

No caso da dodecina, decidiu-se produzir também a proteina recombinante
codificada pelo alelo de M.tb, ou seja, contendo os sete aminoacidos N-terminais. Na

Figura 46 mostra-se o resumo das etapas de producéo dessa proteina recombinante.

(A) (B)
947
831
Dodecina-H
564 M.W. NI IND
(kDa) in sol in sol NI IND
< 206pb 14 - -
c ik - R

Figura 46 - Resultados gerais da clonagem, expressdo e purificacdo da dodecina de M.
tuberculosis. (A) Padronizacdo da PCR para clonar o gene rv1498A, sendo C- o controle negativo
sem DNA; (B) extrato proteico de culturas induzidas (IND) ou ndo (NI) a expressar a proteina
recombinante resolvidas por SDS-PAGE 15%, analisando-se a fracdo de proteinas insollveis (in) e
solaveis (sol) apés a lise e clarificacdo, e western blotting com anticorpo primério anti-6His com extratos
proteicos totais de culturas induzidas e ndo-induzidas.

4.4.5. Analise da expressao de dodecina em M. tuberculosis H37Rv e M.

bovis BCG Moreau nas diferentes fases de cultivo axénico

Usando o soro policlonal produzido contra a proteina de BCG Moreau,
identificou-se em extratos proteicos de BCG e M.tb uma banda de cerca de 37 kDa,
gue corresponderia a forma hexamérica da proteina. Além disso, pode-se observar
gue a proteina foi expressa em todas as fases do cultivo em meio axénico, com menor

representatividade na fase inicial.
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Figura 47 - Analise da expressédo de dodecina. Extrato proteico total de culturas de M. bovis BCG
Moreau (B) e M. tuberculosis cepa H37Rv (Tb) nas trés fases de crescimento in vitro (LAG, LOG e EST)
foi resolvido em géis SDS-PAGE 15%. Experimentos de western blotting foram realizados usando o
soro policlonal contra a proteina recombinante. A imagem é representativa dos resultados de uma

triplicata bioldgica (n=3).

4.4.6. Anélise da solubilidade de dodecina nativa de M. bovis BCG Moreau

por extracao diferencial com Triton X-114

Apoés a extracdo proteica diferencial e a realizacdo do ensaio de western

blotting com o soro policlonal contra a dodecina de BCG, pode-se observar na Figura

48 que essa proteina, em BCG Moreau, encontra-se associada a fragdo de proteinas

hidrossolUveis.
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Figura 48 - Anélise da hidrofobicidade/associacdo com membranas de dodecina. Extrato
diferencial das proteinas de M. bovis BCG Moreau na fase log com o uso de Triton X-114, assim como
descrito em Malen et al., 2010. Proteinas do extrato total (T) e da fracdo aquosa (Hidro) e hidrofébica
(Triton) apds o protocolo de extracao diferencial foram resolvidas em SDS-PAGE 15%. Experimentos
de western blotting foram realizados usando o soro policlonal contra a proteina recombinante. A
imagem é representativa dos resultados de uma triplicata bioldgica (n=3)

4.4.7. Andlise do impacto da mutagcdo na estrutura, termo e
haloestabilidade das dodecinas recombinantes

Para iniciar o estudo do impacto nesse locus, investigou-se os efeitos da
mutacdo presente em BCG Moreau em caracteristicas ja descritas para outras
dodecinas na literatura, como sua capacidade de oligomerizar (com 12 subunidades
idénticas) e desse dodecamero ser bastante termo e haloestéavel. Para tal, iniciou-se
experimentos com as proteinas recombinantes produzidas (tanto de BCG como de
M.tb).

Como pode-se observar na Figura 49, a proteina de BCG Moreau, com e sem
a cauda de histidina, consegue se oligomerizar, assim como a de M.tb, mas
apresentam um baixo ou nenhum sinal da forma monomérica apés revelacao.

No quesito de termoestabilidade, a proteina de BCG permanece em solugéo
na forma de dodecamero somente até incubacdes a 40 °C, enquanto a isoforma de
M.tb permanece até a temperatura de 100 °C. Padrao similar é observado no ensaio
de haloestabilidade, no qual a proteina de BCG permanece em solucdo em condicfes

de forca ibnica de até 2 M de NaCl, enquanto a de M.tb permanece até 5 M.
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Figura 49 — Ensaios em gel com as dodecinas recombinantes de M. bovis BCG Moreau e M. tuberculosis cepa H37Rv. Para tais experimentos, utilizou-se
extratos proteicos dos clones de E. coli induzidos para expressar a proteina recombinante. Os resultados foram visualizados ap0s ensaios de western blotting usando
o soro policlonal contra a proteina recombinante. Em (A) utiliza-se o extrato total, enquanto em (B) e (C) os extratos foram previamente incubados por 30 min em
diferentes temperaturas e concentracdes salinas, respectivamente. As proteinas que permaneceram em solugdo foram analisadas. Cada imagem é representativa

dos resultados de uma triplicata biol6gica (n=3)
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4.4.8. Analise do impacto da mutacdo na capacidade de ligacdo a
riboflavina das dodecinas recombinantes e extratos proteicos

micobacterianos

Analisou-se a capacidade de ligacdo a riboflavina de extratos proteicos
contendo as dodecinas recombinantes e nativas. Como pode-se observar no grafico
a esquerda da Figura 50, extratos proteicos contendo a dodecina recombinante de
M.tb (que contém os sete aminoécidos N-terminais) se ligam mais a riboflavina do que
a proteina de BCG Moreau. Porém, tal fato ndo foi observado quando se utilizou
extratos proteicos contendo as dodecinas nativas de M.tb e BCG Moreau, j4 que ndo

houve diferenga significativa entre os valores obtidos com esses extratos. Isso pode

ser visto no grafico a direita da Figura 50.

1.2- . 1.2 **p<0,01
***p<0,001
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Figura 50 - Andlise do impacto da mutacéo na capacidade de ligagao ariboflavinadas dodecinas.
Para o ensaio com as proteinas recombinantes, utilizou-se extrato proteico total de E. coli induzidas
(IND) ou nao (NI) para expressar dodecina recombinante de BCG (rDod BCG) ou de M.tb (rDod MTB).
No grafico da esquerda mostra-se a analise da ligagdo de riboflavina (A=450 nm) das dodecinas
recombinantes comparando-se com valores de solugao saturada de riboflavina (C+) e usando-se PBS
1X como controle negativo (C-). Para a analise das proteinas nativas, usou-se extrato proteico total de
BCG Moreau, Pasteur e M. tuberculosis, e os resultados de tal andlise sdo apresentados no grafico da
direita, comparando-se com valores da dodecina recombinante de M.tb (rDod MTB IND) e usando-se
extrato proteico do clone que expressa dodecina recombinante de M.tb sem indugao como controle
negativo (rDod MTB NI). Os pontos no gréfico representam a média +/- o desvio padrdo de uma
triplicata biolégica (n=3). A analise estatistica foi realizada por teste t nado-pareado. **p<0,01,

***p<0,001.
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4.4.9. Analise do impacto da mutagdo na termoestabilidade da dodecina

nativa

Como pode-se observar na Figura 51, diferentemente das dodecinas
recombinantes, as proteinas nativas apresentam estabilidade térmica similares,

permanecendo em solu¢cao com incubacdes de até 80 °C.

M.W. 40°C 80°C 100°C
(kDa) Tb B Tb B Tb B
45
< ~37 kDa
31
6
Dod BCG: ~7 kDa
Mtb: ~8 kDa

Figura 51 — Andlise da termoestabilidade da dodecina nativa. Proteinas que permaneceram
soliveis apoés incubacéo em diferentes temperaturas (40, 80 e 100 °C) do extrato proteico total de
culturas de M. bovis BCG Moreau (B) e M. tuberculosis cepa H37Rv (Tb) na fase LOG de crescimento
foram resolvidas em géis SDS-PAGE 15%. Experimentos de western blotting foram realizados usando
0 soro policlonal contra a proteina recombinante. A imagem é representativa dos resultados de uma
triplicata bioldgica (n=3).

4.4.10. Mutante Adod em M. bovis BCG Moreau

Inicialmente, tentou-se criar um mutante de BCG Moreau contendo a delecao
do gene da dodecina, seguindo o racional ja descrito para 0S outros mutantes

produzidos nesse trabalho, e como resumido na Figura 52.
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Figura 52 — Esquemada organizacao génicado locus de rv1498A (e genes circundantes) na cepa
selvagem e no knockout. Os asteriscos mostram genes ao redor da sequéncia analisada que
possuem mutacdes quando comparados os genomas de M.tb e BCG Moreau.

Apods o cultivo em meio seletivo, ndo se obteve coldnias para nenhuma das
duas metodologias usadas: recombineering e transducao especializada. Dessa forma,
realizou-se uma segunda tentativa para produzir o mutante contendo a delecéo de
rv1498A. Para tal, repetiu-se o protocolo de recombineering com ja descrito, mas para
a transducao especializada utilizou-se também BCG Pasteur (organismo que € o
controle positivo para a técnica) e o fago para realizar a dele¢éo de rv1371/2/3 (locus
que é o controle de regido passivel de ser deletada). Para potencializar a
recombinacdo homadloga, usou-se BCG Moreau portando as recombinases oriundas
de pJV53H para tentar a transducéo especializada com o fago portando o substrato

de troca alélica para o gene da dodecina.

Tabela 24 — Resumo das tentativas de obtencdo de mutantes com delecado no gene da dodecina em
M. bovis BCG Moreau utilizando o protocolo de transducdo especializada. Os valores correspondem
ao numero de coldnias obtidas depois de cultivo em meio seletivo, que eram triadas por PCR para
caracterizar como um knockout verdadeiro (+) ou frutos de recombinagéo ilegitima (-).

Transducdo especializada

‘ rv1371/2/3 ‘ dodecina
BCG Pasteur ‘ 16 (+) ‘ 6(-)
BCG Moreau ‘ 8(-) ‘ X
BCG Moreau + pJV53H ‘ N.D. ‘ X

Apos todas as tentativas, ndo se obteve colénias com o padréo correto na PCR,

condizente ao knockout de rv1498A, depois do cultivo em meio seletivo.
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44.11. Mutante condicional Adod em M. bovis BCG Moreau

De modo a analisar a essencialidade do gene rv1498A para BCG Moreau,
tentou-se construir o mutante knockdown, no qual pretendia-se substituir o promotor
do gene por aquele presente no cassete génico. Na Figura 53 observa-se o racional,
em forma de esquema, usado para criar 0 mutante, inserindo 0 cassete entre as
regides UP e DOWN.

ApoOs o cultivo em meio seletivo, obteve-se diversas col6nias, mas todas
apresentavam o padrao de bandas apds a PCR condizentes a organizacao genética

da cepa selvagem (Figura 53).

616 bp
+—>
cKD7 cKD8
> 4
[ | BCG Moreau
=) gDNA (WT)
1 Kb UP 1 Kb DOWN
rv1498a
P 3294 bp .
cKD7 cKD8
—»> <+

1222 bp
ckD9  cKD10

<+
4‘;’ [<€ ] < ] = ] —————— Dod cKD gDNA
1 Kb UP ckKD 1 Kb DOWN

hph tetR rv1498A

Figura53 — Esquema daorganizacéo génicado locus de rv1498A nacepa selvagem e no mutante
knockdown. Mostra-se os iniciadores utilizados para testar a estrutura genética dos clones obtidos
apos cultivo em meio seletivo, e o tamanho dos fragmentos para cada identidade génica.

4.4.12. Modelagem por homologia da dodecina de M. tuberculosis

H37Rv e M. bovis BCG Moreau, e andlises comparativas

ApoOs realizada a modelagem por homologia obteve-se as estruturas dos
dodecameros das dodecinas codificadas por M.tb cepa H37Rv e BCG Moreau (Figura
54).
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Figura 54 - Estrutura tridimensional das dodecinas na forma dodecamérica de M. tuberculosis
cepa H37Rv (Mtb) e M. bovis BCG Moreau (BCG). Mostra-se em destaque em vermelho a al¢a na
extremidade correspondendo aos sete aminoacidos N-terminais que sdo retirados da estrutura da
proteina de BCG. Tal detalhe é somente em uma das subunidades, mas vale lembrar que tal fato é
verdadeiro para todas as doze unidades.

A partir da visualizacdo dos modelos percebe-se que a grande diferenca é a
falta do loop condizente aos sete aminoacidos N-terminais em cada monémero na
isoforma de BCG. Além disso, nota-se na Figura 55 que a alca presente na proteina

de M.tb participa na interacdo entre duas subunidades vizinhas.

Mtb BCG

Figura 55 — Detalhe da interagcdo de dois mondémeros nos modelos das dodecinas de M.
tuberculosis (Mtb) e M. bovis BCG Moreau (BCG). Nesse caso, mostra-se dois monémeros
adjacentes e, em destague em azul, indica-se a estrutura correspondente aos sete aminoacidos N-
terminais inexistentes na proteina de BCG. Tal fato diminui a interac@o entre as cadeias vizinhas na
estrutura quaternaria.

Com o modelo disponivel fez-se andlises de energia de interacdo entre as doze
unidades dentro do préprio complexo. Como se observa na Figura 56, as subunidades
de dodecinas de M.tb apresentam uma energia de interagdo maior quando comparado

com os monémeros do complexo de BCG Moreau.
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Figura 56 - Energia de interagéo intercadeia nos modelos de dodecina de M. tuberculosis cepa
H37Rv (Mtb) e M. bovis BCG Moreau (BCG). Os heatmaps mostram as energias de interacdo
intercadeia nos modelos. As estruturas abaixo destacam uma das faces de cada um dos modelos
gerados, mostrando as relagbes estruturais entre as cadeias A, B e C. E possivel perceber que a
superficie de contato na dodecina de BCG Moreau com as cadeias vizinhas € reduzida por conta do N-
terminal reduzido, o que explica a menor energia de interagdo com as cadeias vizinhas.

Por fim, analisou-se a superficie eletroestatica da cavidade que interage com a
riboflavina, de maneira a observar se ha diferenca nessa variavel entre as isoformas
das bactérias estudadas. Como observado na Figura 57, enquanto os complexos de
Halorhodospira halophila e M.tb H37Rv possuem uma pequena cavidade com cargas
positivas cercadas por cargas negativas, o sitio de ligacdo no modelo da BCG Moreau

possui uma espécie de fenda com cargas positivas.
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H. halophila M. tuberculosis BCG Moreau
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Figura 57 — Superficie eletrostéatica do sitio de ligacdo da riboflavina dos modelos de dodecina
de M. tuberculosis cepa H37Rv e M. bovis BCG Moreau. Sdo mostradas as superficies eletrostaticas
de trés moléculas de dodecina: dodecina de Halorhodospira halophila cristalizada em complexo com a
riboflavina, modelo da dodecina de M. tuberculosis H37Rv e modelo da dodecina de BCG Moreau. Os
circulos amarelos destacam o sitio de ligagao da riboflavina.

4.4.13. Complementacdo de M. smegmatis mc?155 com alelos de
dodecina de M. tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG Moreau: impacto
no crescimento em meio axénico e analise da expressao da dodecina

recombinante

Através de ferramentas de busca por sequéncias homélogas, observou-se que
no genoma de M. smegmatis mc?155 ndo ha genes homologos a rvl1498A. Com isso,
pretendeu-se complementar essa bactéria com os alelos codificantes para a dodecina
(com seu proprio promotor) de M.tb e BCG Moreau, e analisar o impacto dessa
complementacao nas cepas produzidas.

Como se observa na Figura 58, a cepa contendo o plasmideo vazio é facilmente
caracterizada por PCR, produzindo uma banda menor do que aquelas oriundas das
cepas complementadas com os genes das dodecinas. Estas ultimas sao diferenciadas
apenas por sequenciamento.

Além disso, observa-se que as cepas complementadas produzem a proteina

recombinante, e que estas possuem a cauda de histidina C-terminal.
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Figura 58 — Resultados gerais da complementacdo de M. smegmatis mc?155 com os alelos de dodecina de M. tuberculosis cepa H37Rv e M. bovis BCG
Moreau. (A) Padrdo de bandas apds PCR para diferenciar o plasmideo vazio daqueles que possuem os alelos de rv1498A; (B) Eletroesferogramas do
sequenciamento com os plasmideos portando os alelos para complementagdo, diferenciando ambos; Ensaio western blotting para confirmar a presenca das
dodecinas heterdlogas no extrato proteico total de M. smegmatis portando os plasmideos de complementacao, usando soro policlonal contra a dodecina (C) ou
anticorpo anti-his (D).
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Apds acompanhar o crescimento em meio axénico das cepas produzidas,
obteve-se o0s resultados mostrados na Figura 59. Nota-se que as cepas
complementadas, independente do alelo que foi usado para a complementacao,
possuem uma taxa de crescimento maior quando entram na fase logaritmica do cultivo
in vitro quando comparadas com a cepa com o plasmideo vazio. Entretanto, todas as
cepas alcancam o mesmo nivel de saturacdo em tempos de cultivo similares. Além
disso, quando comparadas somente as cepas complementadas observa-se que néo

hé& diferenca significativa no crescimento.
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Figura 59 — Curva de crescimento comparativa de M. smegmatis mc?155 portando o plasmideo
vazio (pUS972) ou complementada com o gene da dodecina de M. tuberculosis
(pUS972_DodMtb) ou de M. bovis BCG Moreau (pUS972_DodBCG). Os pontos no gréafico
representam a média +/- o desvio padrdo de uma triplicata bioldégica (n=3). A analise estatistica foi
realizada por teste t ndo-pareado. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Quando se analisa a expressao das dodecinas heterdlogas nas diferentes
fases de cultivo em meio axénico, observa-se que ocorre 0 acumulo dessa proteina
quando se avanga o tempo de cultura, tendo o seu maximo na fase estacionaria.

Através de andlises densitométricas observa-se que da fase logaritmica (16 h)
para a estacionaria (24 h) aumenta-se cerca de 6 vezes o acumulo de dodecina no

caso da cepa complementada com o alelo de M.tb, e 5 vezes para o de BCG Moreau.

M. smegmatismc2 + pUS972
DodMtb DodBCG
Tempo (horas) 2 16 24 2 16 24

Expressao de dodecina - WB

*k
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P
[\ ]
M

Densidade da banda/poc¢o

0.0

tempo (horas)

E) mc2+pUS972_DodMtb
mc2+pUS972_DodBCG *p<0,01

Figura 60 — Anédlise do acumulo de dodecina nas cepas complementadas de M. smegmatis
mc2155 com os alelos de rv1498A em diferentes fases do cultivo em meio axénico. No topo
observa-se o resultado de um ensaio de western blotting usando o extrato total de M. smegamtis
mc2155 complementada com o alelo de M. tuberculosis (DodMtb) ou M. bovis BCG Moreau (DodBCG)
e o soro policlonal contra dodecina com anticorpo primario. O grafico foi confeccionado a partir da
andlise densitométrica das bandas oriundas de uma triplicata biolégica (n=3). Os pontos no gréfico
representam a média +/- 0 desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada por teste t ndo-pareado.
**p<0,01.
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4.4.14. Impacto da complementacdo na resposta ao estresse

oxidativo em M. smegmatis mc2155

Para analisar o impacto da complementacdo com os diferentes alelos na
sobrevivéncia em meio com peroxido de hidrogénio (H2032) realizou-se o cultivo na
presenca desse aditivo na concentracdo de 15 mM e acompanhou-se o crescimento
por espectrofotometria a 600 nm.

Como pode-se observar na Figura 61, a cepa com o plasmideo vazio apresenta
um decréscimo no crescimento quando exposta ao H202 e um desenvolvimento
normal na auséncia do mesmo. Ja as cepas complementadas apresentam uma
parada no crescimento até 4 h apos a adicdo do agente de estresse, sendo que apos
esse momento o desenvolvimento da cultura segue em niveis similares ao das

culturas ndo expostas ao H20:.
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Efeito de H,0, no crescimento Efeito de H,0, no crescimento

tempo (horas) tempo (horas)

[ mc2 + puUS972_Controle 2] mc2 + pUS972_DodMtb_Controle
mc2 + pUS972_H,0, mc2 + pUS972_DodMtb_H,0,

Efeito de H,0, no crescimento

tempo (horas)

] mc2 + pUS972_DodBCG_Controle
mc2 + pUS972_DodBCG_H,0,

*p<0,05
**p<0,01

Figura 61 — Curva de crescimento comparativa de M. smegmatis mc?155 portando o plasmideo
vazio (pUS972) ou complementada com o gene da dodecina de M. tuberculosis
(pUS972_DodMtb) ou de M. bovis BCG Moreau (pUS972_DodBCG) ap6s a adi¢cdo (H20,) ou nao
(Controle) de 15 mM de peréxido de hidrogénio. Os pontos no grafico representam a média +/- o
desvio padrdo de uma triplicata biol6gica (n=3). A andlise estatistica foi realizada por teste t néo-
pareado. *p<0,05, *p<0,01.

Analisou-se também o acumulo da dodecina heterdloga nas cepas
complementadas 2 e 8 h apds a adicado ou ndo do agente de estresse. Como pode-se
observar na Figura 62, uma diferenca significativa no acumulo da proteina foi
observada quando as condi¢cdes foram comparadas, havendo a tendéncia de um

maior acumulo de proteina no cultivo exposto ao estresse.
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Figura 62 - Analise do acumulo de dodecina nas cepas complementadas de M. smegmatis
mc2155 com os alelos de rv1498A apés 2 e 8 h da adi¢do (H202) ou néo (C) de 15 mM de peroxido
de hidrogénio. No topo observa-se o resultado de um ensaio de western blotting usando o extrato total
de M. smegamtis mc2155 complementada com o alelo de M. tuberculosis (DodMtb) ou M. bovis BCG
Moreau (DodBCG) e o soro policlonal contra dodecina com anticorpo priméario. O gréafico foi
confeccionado a partir da analise densitométrica das bandas oriundas de uma triplicata biolégica (n=3).

Os pontos no grafico representam a média + o desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada por
teste t ndo-pareado. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Analisando a presenca de sitios de ligacdo para proteinas regulatérias na
sequéncia de 200 pb a montante do cédon de inicio de rv1498A identificou-se regides
homologas aos sitios de OxyR e FurA, reguladores ligados a resposta a hipoxia e

estresse oxidativo.

4.5.Andlise protebmica

Apds um passo de padronizagao do protocolo de extragao de proteinas totais,
analisou-se amostras da fase de crescimento logaritmica e estacionaria de M.tb e
BCG Moreau. Cada condigao teve uma triplicata biolégica, e injetou-se trés vezes
cada amostra no espectrometro (replicata técnica). Os dados das replicatas técnicas
foram reunidas em um arquivo que foi utilizado para a identificagdo das proteinas
usando o programa PEAKS 8.1. Um resumo dos resultados com relagdo ao numero

de proteinas identificadas € mostrado na Figura 63.
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Figura 63 - Analise do namero de proteinas identificadas na abordagem de proteémica de alta
vazao. Inicialmente compara-se as proteinas identificadas entre as replicatas biolégicas para M. bovis
BCG Moreau (A e B) e M. tuberculosis (D e E), para as fases log (A e D) e estacionaria (B e E). Depois,
analisando-se somente as proteinas compartilhadas entre as triplicatas biolégicas, compara-se o obtido
entre as fases de crescimento para BCG Moreau (C) e M. tuberculosis (F).

Como se observa, algumas proteinas foram especificas para uma determinada
fase de crescimento. As analises que se seguiram com essas identificacdes foram
somente com aquelas compartilhadas na triplicata técnica.

Focando-se nos alvos identificados pela analise de genédmica comparativa, a
abordagem protedmica utilizada permitiu a identificagdo de representantes de 53
casos, alguns presentes s6 em uma das bactérias e outros s6 em uma fase de
rvl1371/2/3 e

rv1552/3/4/5), ndo se identificou nenhum deles em nenhuma das triplicatas técnicas.

crescimento. Daqueles selecionados para o estudo (rv1498A,
Dos 53 que foram identificados, alguns apresentaram diferengas quantitativas (igual
ou maior que 2 vezes) entre as fases e/ou entre as bactérias analisadas, conforme
demonstrado na Figura 64.

Nas Tabelas 25 e 26 estdo descritas as anotacfes e a classe funcional das
proteinas codificadas por esses alvos com expressdo diferencial na andlise
protedmica. Observa-se que dentro desse grupo de proteinas cujos genes possuem
mutacdo em BCG Moreau e com expressao diferencial tem-se um predominio

daqueles que participam de metabolismo lipidico.
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Figura 64 - Analise quantitativa dos alvos diferencialmente expressos entre as fases de
crescimento (log e estacionaria) (A e B) e bactérias (M. tuberculosis e M. bovis BCG Moreau) (C
e D) analisadas. Nos graficos mostra-se a comparagdo entre quantas vezes os alvos foram
diferencialmente expressos entre as condi¢cdes especificadas. Cada andlise é representativa dos
resultados de uma triplicata bioldégica (n=3). Os pontos no grafico representam a média = o desvio
padrdo. A analise estatistica foi realizada por teste t ndo-pareado. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Tabela 25 — Lista dos alvos obtidos a partir da analise de genémica comparativa que apresentaram
expressdao diferencial entre as fases de cultivo na analise proteémica. Observa-se o identificador do
gene em M. tuberculosis e M. bovis BCG Moreau, além da anotagdo do produto codificado pelo gene
e sua classe funcional.

Classe
Gene Anotacéao )
funcional
M. tuberculosis M. bovis BCG Moreau
Policetideo Metabolismo
rv2048c BCG_M2052c ] o
sintase — pks12 lipidico
BCG_M2571 + _ _
rv2566 Hipotética conservada
MTB BCG_M2572
L-alanina Metabolismo
- BCG_M2780 + _ _ o
4 rv2780 desidrogenase intermediéario e
= BCG_M2781 _
o secretada respiragdo
o
- Policetideo
rv1180 + rv1181 BCG_M1208 : ;
sintase — pks3 Metabolismo
BCG Policetideo lipidico
rv2048c BCG_M2052c ]
sintase — pks12
rv2974c BCG_M2980c Hipotética conservada

108




Resultados

Tabela 26 — Lista dos alvos obtidos a partir da andlise de gendémica comparativa que apresentaram
expressdao diferencial entre as bactérias estudadas na analise proteémica. Observa-se o identificador
do gene em M. tuberculosis e M. bovis BCG Moreau, além da anotacdo do produto codificado pelo
gene e sua classe funcional.

. Classe
Gene Anotagéo funcional
M. tuberculosis M. bovis BCG Moreau
Serina/treonina- .
. Proteinas
rv0931c BCG_M0948c + BCG_M0949c proteina .
. regulatérias
quinase
log Policetideo
rv1180 BCG_M1208 ; ;
sintase — pks3 Metabolismo
Policetideo lipidico
rv2048c BCG_M2052c )
sintase — pks12
S Proteina do
s} .
¢ sistema de
m rvl783 BCG_M1792 .
E secrecao ESX- Processos
5 celulares e de
Proteina parede celular
est rv2690C BCG_M2686¢ integral de
membrana
; Metabolismo
Glicerol ; L
rv3696¢ BCG_M3719c ; intermediério e
quinase L
respiracao

4.6.Andlise do metabolismo através das identificacdes oriundas da analise

protedmica

A partir das identificacdes compartilhadas entre as triplicatas técnicas péde-se
realizar a reconstrucdo metabolica para observar possiveis diferencas globais entre
0s proteomas sob as variaveis estudadas (bactéria e fase de cultivo).

Dentre todos os mapas metabdlicos gerados encontrou-se um que mostra
diferencas no metabolismo de riboflavina dependendo da fase de cultivo em M.tb.
Como pode-se observar na Figura 65, as atividades enzimaticas 2.7.1.26 e 2.7.7.2,
gue estdo envolvidas na sintese das flavinas ativas (FMN e FADH2), estdo presentes
somente nas amostras oriundas de bactérias na fase estacionaria (e em nenhuma das
triplicatas técnicas da fase logaritimica), enquanto o restante da via metabdlica

encontra-se em ambas as fases de crescimento.
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Figura 65 — Reconstrucéo do metabolismo de riboflavina em M. tuberculosis cepa H37Rv nas fases logaritmica e estacionaria de crescimento em meio
axénico. Atividades enziméaticas identificadas em ambas amostras estdo em roxo, aquelas encontradas somente na fase estacionaria estdo em amarelo, enquanto
aquelas nao identificadas no proteoma, mas que estdo anotadas no genoma da bactéria, estdo em verde.
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Além do metabolismo ja descrito, observou-se que, diferentemente de outras

bactérias, M.tb possui as atividades enzimaticas (em ambas fases de crescimento

analisadas) para produzir menaquinona, mas nao ubiquinona. Tal fato € comum entre

as micobactérias.
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Figura 66 — Parte da reconstrucdo do metabolismo de biossintese de ubiquinona e outras
guinonas-terpendides em M. tuberculosis cepa H37Rv nas fases logaritmica e estacionéaria de
crescimento em meio axénico. Atividades enziméticas identificadas em ambas amostras estdo em
roxo enquanto aquelas nao identificadas no proteoma, mas que estdo anotadas no genoma da bactéria,

estao em verde.
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5. Discussao

Como ja apresentado, o trabalho se divide em dois grandes blocos: analise
gendmica e protedmica comparativa. O primeiro se baseia em analises tanto in silico
quanto em bancada para identificar possiveis genes afetados por pequenas mutacdes
(SNPs e/ou INDELs de até 10 nucleotideos). Depois, com a listagem disponivel,
escolheram-se alguns alvos para aprofundar o estudo do impacto funcional, utilizando
ferramentas diversas de Biologia Molecular e Bioquimica.

Na parte de identificacdo dos alvos através da abordagem de gendmica
comparativa procurou-se escolher agueles em que a funcéo da proteina codificada ja
estivesse descrita. Dentre todos, iniciar com os ortélogos de M.tb em BCG Moreau
descritos (rv1371/2/3, rv1553/4 e rv1498A) se mostrou favoravel, ja que cada alvo
possui uma mutacdo diferente, provavelmente causando distintos impactos na
estrutura, e consequentemente funcéo, das proteinas.

Héa exemplos de genes que em BCG Moreau ha a alteracdo no codon de inicio
de traducédo (rv1498A), consequentemente perdendo a por¢ao N-terminal da proteina
codificada, e outros no qual se altera o coédon de término de tradugéo (rv1371, rv1373
e rvl553), causando tanto a perda e alteracdo da porcao C-terminal, nos dois
primeiros casos, como a fusdo do produto proteico com o codificado pelo gene a
jusante (rv1554), no caso do complexo da fumarato redutase.

Além da questdo de diversidade de eventuais efeitos, procurou-se genes que
codificam proteinas possivelmente importantes para o bacilo. Dos trés exemplos
retirados da abordagem gendmica sabe-se que a perda da funcédo do polipeptideo
pode, em teoria, alterar a fisiologia bacteriana. Mas analisando os dados disponiveis
no banco de dados do Tuberculist observa-se que todos os genes selecionados estao
descritos como nao-essenciais para o crescimento de M.tb cepa H37Rv. Vale a pena
lembrar que tais afirmacbes sao oriundas de experimentos com insercdo de
transposons, e ndo com a criagdo de knockouts como realizado nesse trabalho. Ou
seja, os resultados ja existentes podem ser devido a efeitos da delecdo de mais de
um gene, com a possibilidade de termos também efeitos compensatorios atuando.

A dodecina (produto de rv1498A), conhecida pela sua capacidade de se ligar a
flavinas, vem sendo bastante estudada em outros organismos, e acredita-se que sua

principal funcdo seja de armazenar ndo sO as flavinas reativas como outras
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coenzimas, como a coenzima A (MEISSNER, et al., 2007). Dessa forma, essa proteina
estaria envolvida em um sistema tamponante dessas flavinas, moléculas estas que
quando ‘“livres” no citoplasma podem se envolver em reacgdes redox com alvos
indesejados, aumentando o estresse oxidativo na célula. Nesse sentido, essas
proteinas teriam func¢des similares as das proteinas ligadoras de flavinas (fbp) de
eucariotos (KELLEY, et al., 2017). Além disso, acredita-se que possam funcionar
como reservas de outras coenzimas, agilizando a resposta do micro-organismo as
mudancas ambientais que o obriguem a alterar suas vias metabdlicas e
consequentemente usar outro conjunto de coenzimas.

Ja o complexo fumarato redutase (oriundo de rv1552/3/4/5) esta envolvido no
processo de respiracdo anaerdbica, no qual em condi¢des de baixa concentracéo de
oxigénio (encontradas, por exemplo, na fase de laténcia dentro do granuloma para
M.tb) essa enzima catalisa a reagdo reversa da succinato desidrogenase (SDH),
enzima que conecta o ciclo de Krebs com a cadeia de transporte de elétrons, sendo a
entrada de elétrons a partir de succinato. Em ambientes microaerdfilos o excesso de
poder redutor gerado nas vias catabdlicas de carboidratos e lipideos, principalmente,
precisa ser re-oxidado para manter tais vias em funcionamento, ja que sdo essenciais
para a producao de ATP por fosforilacdo a nivel de substrato. Dessa forma, a fumarato
redutase catalisa a reducdo de fumarato a succinato usando o poder redutor em
excesso, reestabelecendo um controle redox da célula e permitindo também a
continua producdo de ATP por fosforilagdo oxidativa. Isso porque esse complexo
permite o normal funcionamento da cadeia de transporte de elétrons, sendo
responsavel pela metabolizacdo do aceptor final de elétrons sob essas condicdes. Tal
succinato pode ser secretado pela célula e essa e outras vias permitem a manutencao
dos niveis de energia em hipoxia (JARDIM-MESSEDER, et al., 2017).

No caso do operon rv1371/2/3 pouco se sabe sobre a proteina codificada pelo
primeiro gene, sendo caracterizada por analises de homologia in silico como uma
desaturase de acido graxo. Ja Rv1373 foi caracterizada como uma glicolipideo
sulfotransferase (RIVERA-MARRERO, et al., 2002), enzima possivelmente envolvida
na via biossintética de lipideos sulfatados, importantes moléculas presentes na parede
celular de diferentes micobactérias e ja caracterizada como fator de viruléncia em
M.tb. Esses compostos auxiliam também na evasao do fagolisossomo pela bactéria e
alterando o perfil de citocinas secretadas pelo macréfago infectado (MOUGOUS, et
al., 2002).
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Corroborando a ideia de que esse operon esteja envolvido com sintese de
lipideos, sabe-se que Rv1372 foi caracterizada in vitro como uma policetideo sintase
(Pks18) (SANKARANARAYANAN, et al., 2004). Essa enzima foi caracterizada como
uma produtora de alfa-pironas, que a partir de acidos graxos iniciais de 11 a 19 atomos
de carbono pode sintetizar pironas tri- ou tetracetideos, através da condensacéo e
ciclizacao de malonil-CoA. Ou seja, 0 operon aparenta apresentar uma enzima capaz
de sintetizar o substrato lipidico a partir de acidos graxos (Rv1372) e duas outras
enzimas capazes de realizar diferentes modificagbes no mesmo, como sulfata-lo
(Rv1373) e adicionar insaturagdes (Rv1371).

Visto tais informacdes da literatura acredita-se que os alvos selecionados pela
abordagem de gendmica comparativa compreendem genes importantes para a
fisiologia bacteriana, s6 que sob determinadas condic¢des, visto que dados ja citados
0S caracterizam como nao-essenciais para M.tb. Com isso, as mutacdes presentes
em BCG Moreau podem significar um efeito adaptativo, no qual a perda da funcéo das
proteinas codificadas néo teria efeito no fithess da bactéria vacinal sob as condicbes
de armazenamento e cultivo. Tal fato é esperado para organismos mantidos em
cultura em laboratérios por longos periodos, onde a perda de fatores de viruléncia e a
mudanca do perfil metabdlico condizente com um ambiente rico em nutrientes nao-
complexos ja sdo esperadas. Dessa forma, investigar se tais muta¢cdes geram ou ndo
um impacto funcional se mostra tarefa mister para melhor compreender os eventos de
atenuacao sofridos por M. bovis até as cepas de BCG atuais.

Mas, antes de poder inferir uma ligacdo entre a presenca da mutacao e histéria
evolutiva de BCG, deve-se procurar onde na filogenia do grupo tais mudancas foram
adquiridas e, a partir desse ponto, mantidas. A partir de alinhamentos observa-se que
as mutacdes presentes no homélogo de rv1373 e no complexo fumarato redutase
surgem na linhagem de M. bovis, enquanto a do homélogo de rvl371 esta
compartilhada por todas as cepas que infectam animais n&o-humanos
preferencialmente. Do ponto de vista evolutivo, isso mostra que essas mutacdes
ocorreram a um tempo menor, e isso pode ajudar a justificar o fato de se identificar no
extrato proteico total de BCG Moreau as proteinas correspondentes a forma mutada
e a selvagem em alguns casos, como em Rv1371 e fumarato redutase. Ja no caso de
rv1498A, a mutacao surge no no que junta as cepas de M. africanum Il e as cepas

animais, tendo ocorrido a mais tempo.
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Além disso, quando se analisa o operon rv1371/2/3 em M.tb observa-se que ha
sequéncias moveis nas suas extremidades, podendo indicar que tal sistema
policistronico tenha sido adquirido por transferéncia lateral. Mas tal hipdtese é
enfraquecida pela auséncia de tais sequéncias em todos 0s outros representantes do
complexo Mycobacterium tuberculosis analisados, o que levaria a crer que caso tal
fato evolutivo tenha realmente ocorrido so teria sido mantido em H37Rv e perdido em
todo restante do clado, idéia essa pouco parcimoniosa. Junto com isso temos o fato
de que o contetdo GC no operon e nas sequéncias adjacentes néo € discrepante da
média para o genoma de BCG Moreau, o que diminui a credibilidade da ideia de
transferéncia lateral.

Usando a abordagem de protedbmica comparativa podem-se identificar também
genes afetados por INDELs que valham a pena investigar mais a fundo, como por
exemplo o caso de diferentes Pks e genes codificantes para proteinas de metabolismo
lipidico. Tais andlises ainda sao iniciais e devem ser aprofundadas, mas ja se
compreende a dificuldade de seguir o mesmo racional experimental para o caso das
Pks, principalmente devido a alta massa molecular das proteinas codificadas e sua
forte associagdo com membranas biolégicas, dificultando assim a expressao
heter6loga das mesmas no sistema bacteriano usado. Dessa forma, outro conjunto de
experimentos devera ser realizado para se abordar o impacto funcional causado pelas
mutacdes presentes nas Pks identificadas em BCG Moreau.

De maneira global, ao analisar os resultados das abordagens de gendmica e
protedmica comparativas observa-se varios casos no qual o gene identificado esta
envolvido em metabolismo de lipideos. Como ja discutido, micobactérias sao
conhecidas por sempre estarem relacionadas com tais biomoléculas, principalmente
nos quesitos energético e estrutural. De um ponto de vista evolutivo pode parecer
contraditorio que o metabolismo mais afetado na teoria por pequenas mutacdes seja
esse. Mas pensando em relacdo a probabilidade, é de se esperar que, escolhidos
aleatoriamente o local para uma mutacédo no genoma de uma micobactéria, encontre-
se um locus envolvido especificamente nesse contexto dos lipideos.

Além disso, como foi demonstrado nesse trabalho, algumas vezes a mutacao
predita por analises in silico e seu consequente impacto ndo ocorrem da maneira
esperada, sendo a cepa selvagem e mutante muito similares fenotipicamente. Pode-
se considerar também que devido a caracteristica clonal desses microrganismos e a

importancia desse metabolismo, muta¢des nesses loci sejam comuns e benéficas no
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contexto da historia evolutiva global do grupo, sendo que serdo gerados diversos
variantes e aqueles com maior fithess sédo selecionados positivamente enquanto
outros serdo descartadas com as geracdes, ou por selecdo ou por deriva génica.

Além disso, se realmente houver uma relagdo da predominancia de genes
envolvidos em metabolismo lipidico que sdo afetados por essas mutacdes com a
atenuacdo de BCG, isso pode ser pensado como uma resposta as adaptacdes da
bactéria ao meio de cultivo rico em carboidratos e outras fontes de carbono néo-
lipidicas. Com isso, esses loci ndo estariam sob forcas seletivas e mutacfes seriam
acumuladas ao decorrer da historia do clado. Tal adaptacédo ao meio axénico pode ser
exemplificada por dados na literatura que mostram a duplicacdo do gene envolvido no
metabolismo de glicerol, glpD2, em todas as cepas de BCG (ABDALLAH, et al., 2015).
Isso provavelmente foi selecionado pela abundéncia dessa fonte de carbono nos
meios comumente usados para manutencéo de culturas de BCG (por exemplo, o0 meio
Sauton utilizado na producédo da vacina, com 60 mL de glicerol por litro).

Um dos interesses do trabalho é investigar o impacto de pequenas mutacoes,
principalmente aquelas de INDELs ndo-multiplas de 3 nucleotideos, em CDSs. Isso
porque tal evento pode acarretar, como ja explicado, na mudanc¢a do quadro de leitura,
alterando toda a sequéncia da proteina a partir do ponto da mutacédo e normalmente
alterando a posicéo do cédon de parada, gerando um produto proteico com tamanho
diferente. Além disso, no caso de sistemas policistronicos, pode-se abolir a expressao
dos genes a jusante da mutacdo desde que estes estejam acoplados
traducionalmente ao primeiro. Nos casos dos operons analisados (rv1371/2/3 e
fumarato redutase) se observa nas analises in silico a proximidade dos cédons de
parada de traducdo com os de inicio em genes vizinhos. Dessa maneira, o impacto
funcional da mutacdo ndo devera ser visto ao nivel de transcriptoma, mas sim do
proteoma, ou seja, 0 RNA continuara sendo produzido, mas devido a mutacdo a
proteina podera ter sua expressao e/ou estrutura alteradas.

Dessa forma, deve-se esperar encontrar o impacto funcional ao nivel de
proteina, mas deve-se investigar também ao nivel de RNA, ja que o fenotipo da
proteina estar alterado pode ser capaz de selecionar bactérias que deixam de
transcrever o gene respectivo através do acumulo de mutagbes em, por exemplo,
sequéncias no promotor envolvidos no processo de transcri¢do. Por isso, analisou-se
a transcricdo dos genes identificados pela abordagem de gendmica comparativa

através de ensaios de RT-PCR, que demonstram a presenca de RNA codificantes
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para esses genes em todas as fases de crescimento in vitro. Vale a pena ressaltar
gue a analise sempre é feita em diferentes fases de cultivo porque ja esta descrito na
literatura (GRININGER, et al., 2009) que a dodecina de H. salinarum € uma proteina
com controle de expressao dependente de crescimento, e tal fato foi investigado
também no modelo aqui utilizado.

Além disso, devido a inexisténcia de comprovacao na literatura cientifica de que
0S genes aqui preditos como pertencentes a sistemas policistronicos realmente o
sejam, realizou-se experimentos de RT-PCR com oligonucleotideos iniciadores que
flanqueiem as regides intergénicas entre os ortélogos de M.tb em BCG Moreau
(rvl371/rv1372, rv1372/rv1373, rv1552/rv1553 e rv1554/rv1555). Os resultados
demonstram a co-transcricdo desses genes, indicando que estes estdo presentes no
mesmo mMRNA, pertencendo a um sistema policistronico. Os dados mostram que as
mutacgOes identificadas ao nivel de genoma ndo causam impacto qualitativo na
transcricdo dos genes afetados estudados.

O proximo passo foi investigar o impacto no préximo nivel classico do dogma
central da biologia molecular, ou seja, observar se a mutacdo altera o nivel de
expressdo e/ou a estrutura das proteinas. Vale a pena ressaltar que nas analises
iniciais por western blotting s6 € possivel identificar alteragdes na estrutura quando
estas geram mudancas significativas na massa molecular da proteina em questao.

Para realizar tais experimentos faz-se necessario a geracdo de anticorpos
contra essas proteinas. Logo, procedeu-se a clonagem, expressao e purificacdo de
Rv1371, Rv1373, FrdB e dodecina de BCG Moreau. Inicialmente tentou-se clonar a
CDS completa predita de BCG Moreau para o gene do complexo da fumarato
redutase, que seria frdBC. Mas, apds tentativas sem sucesso, se optou por clonar a
porcdo correspondente a frdB.

Acredita-se que a dificuldade encontrada para clonar a sequéncia completa se
deva a regido hotspot no qual ocorre a mutacdo de insercdo. Essa é uma regiao
repetitiva rica em guanina, tipico local para ocorrer o evento de “escorregamento” da
polimerase, no qual se tem alta probabilidade de se adicionar ou retirar nucleotideos
repetidos, tanto no nivel de transcricdo quanto no de replicacdo (causando uma
mutacdo, nesse caso). Tal hipotese é corroborada pelo resultado da andlise de
fragmentos por eletroforese capilar, na qual, ao mesmo tempo em que se comprova a
mutacdo pela adicdo de 10 nucleotideos na regido homéloga em BCG Moreau

observa-se também a presenca de mdltiplos picos na amostra de BCG. Isso pode
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indicar falhas na polimerizacdo pela DNA polimerase usada no experimento, e
acredita-se que tal evento possa acarretar na formacéo de multiplas moléculas apés
a PCR realizada para gerar o fragmento a ser clonado no vetor de expressdo, mesmo
utilizando uma enzima de alta fidelidade. Isso dificultaria os processos para producao
da proteina recombinante, ja que a adi¢do/perda de nucleotideos pode fazer com que
a sequéncia a ser traduzida saia de fase e nao codifique a cauda de histidina (usada
para identificacéo da proteina recombinante durante as fases de screening dos clones
e para purificacdo da mesma), que no vetor e nas condi¢des utilizadas fica na posi¢cao
C-terminal da proteina.

De maneira geral obteve-se sucesso na producéo das proteinas recombinantes
para a producdo de soro policlonal. Em todos os casos, exceto o da dodecina, a
proteina apresentava-se em corpos de inclusédo, sendo necesséria a desnaturagdo da
mesma com solucdo de 4 M de ureia e a retirada desse agente apds a purificacéo e
antes da inoculacédo nos camundongos. E importante ressaltar tal dado porque ja é
conhecido que a inoculagcédo desses antigenos nos camundongos permite a producao
de anticorpos contra varios epitopos, tanto lineares quanto conformacionais, podendo
estes Ultimos, nas proteinas recombinantes usadas, serem pouco representativos da
proteina nativa. Além disso, muitas vezes o processo de desnaturacdo/renaturacao
nao fornece a proteina na conformacao nativa, sendo preferivel a producéo direta da
mesma na forma sollvel nos casos onde se deseja estudar a fungéo do polipeptideo.
Tal fato ocorreu no caso da dodecina, provavelmente devido a baixa massa molecular
da mesma.

Para se analisar o impacto funcional das mutacées ao nivel de proteoma
usaram-se duas abordagens: o uso de soros policlonais para identificar os alvos em
extratos proteicos de BCG Moreau e M.tb cepa H37Rv e identificacdo global das
proteinas por protedmica de alta vazdo (LC-MS/MS) dos mesmos extratos. Com a
segunda abordagem ndo foi possivel identificar peptideos que permitissem a
identificacdo dos quatro alvos estudados. Tal dado pode ser explicado por essas
proteinas serem pouco abundantes (o que € corroborado pelos baixos titulos
necessarios para a identificacdo das formas nativas nos experimentos de western
blotting). Dessa forma, como o experimento de identificacdo por espectrometria de
massas foi do tipo DDA (data-dependent acquisition) no qual somente os 10 peptideos
mais abundantes na anélise de MS1 s&o encaminhados para a dissociagéo por CID

(collision-induced dissociation) e futura analise por MS2 (o que melhora a identificacéo
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da proteina devido a presenca de informacdo de sequéncia), talvez os peptideos
referentes aos alvos inicialmente selecionados estivessem pouco abundantes e nao
prosseguiram para analises de MS2.

Além disso, no caso da fumarato redutase, a auséncia de identificacao pode ter
sido devido a similaridade que as subunidades A e B apresentam com as contrapartes
do complexo da SDH. Interessantemente, os dados protedmicos obtidos nesse
trabalho permitiram a identificacdo das subunidades A e B de SDH, mas, como ja
explicado, devido a similaridade de sequéncia nao se pode descartar a hipétese de
que haja também peptideos correspondente a FrdA e FrdB no proteoma total.

Utilizando-se a abordagem de western blotting foi possivel identificar a
expressao dos 4 alvos oriundos da analise de genbmica comparativa nos extratos
proteicos de M.tb e BCG Moreau. Em todos os casos observa-se certo nivel de
controle de expressdo dependente da fase de crescimento, ja que tem-se um aumento
na intensidade da banda quando se passa da fase lag para a log. Além disso, ndo se
obteve dados que corroborem a mutacao presente em Rv1373, sendo necessarios
outros experimentos para explicar tal fato. Analisando-se o caso de Rv1371,
observam-se indicios do efeito da mutacdo em BCG Moreau, evidenciado pela
presenca de banda com massa molecular condizente com a forma mutada (~33 kDa).
Mas, vale a pena ressaltar que ha uma fraca banda correspondente a massa da
proteina selvagem (~55 kDa) no extrato de BCG Moreau da fase log. Tal fato propde
a existéncia das duas formas em BCG Moreau.

A identificacdo de Rv1371 mutada e Rv1373 nos extratos proteicos de BCG
Moreau néo corrobora a hipotese de acoplamento traducional, ja que o encurtamento
da regiao codificante de rv1371 faria com o que o cédon de término desse gene nao
se sobrepusesse ao cddon de inicio de rv1372, abolindo a expressao do polipeptideo
codificado por este. Com isso, se a expressao de Rv1373 estivesse acoplada a de
Rv1372, era esperado que nessa condi¢cao a producéo da primeira proteina cessasse.
Uma possivel explicacao para tal fato € de que rv1373 néo esteja acoplado ao restante
do operon, podendo haver um RBS a montante desse gene. Analises in silico iniciais
ainda néo foram capazes de identificar tal sequéncia, mas, dentre 0s casos estudados
nesse trabalho, este é o que apresenta a maior distancia entre o cédon de inicio de
um gene e o de término do gene a montante, sendo o Unico que ndo apresenta uma

perfeita sobreposicdo dos mesmos.
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No caso de FrdB observa-se a presencga da forma fusionada (FrdBC com cerca
de 40 kDa), da ndo-fusionada (FrdB com cerca de 27 kDa) e de uma banda de cerca
de 52 kDa, tanto nos extratos de BCG Moreau quanto de M.tb. Tal resultado corrobora
a hipotese de que nessa regido homopolimérica ocorre o evento de “escorregamento”
da RNA polimerase. Ou seja, tanto em M.tb quanto em BCG Moreau produz-se um
conjunto de mRNAs a partir dessa sequéncia do genoma, cada um com um ndmero
diferente de Gs nessa regido propensa a variacdo. Com isso, pode-se gerar trés tipos
de polipeptideos, cada um correspondendo a uma fase de leitura da regido a jusante
da insercdo. Tal evento de escorregamento da polimerase ja foi descrito para outros
loci em E. coli a nivel transcricional (WONS, et al., 2018) e para M.tb a nivel de
replicacdo (MACHOWSKI, et al., 2007), indicando, nesse caso, que alguns genes sao
propensos a sofrerem mutacgdes via esse mecanismo.

Como ja descrito, a forma do operon Frd em M.tb cepa H37Rv é a de cada
subunidade independente, enquanto que em BCG Moreau tem-se a fusdo de FrdB
com FrdC, mantendo-se homologia de sequéncia protéica na forma fusionada. Ja no
caso da fase de leitura +3 (descrita por andlises in silico em algumas cepas de M.tb,
como Beijing) tem-se a fuséo da regido codificante de frdB com frdC e frdD, sendo
gue o polipeptideo formado apresenta o N-terminal homadlogo a FrdB e o C-terminal a
FrdD, ambos de M.tb cepa H37Rv.

No caso da dodecina ja se sabe da literatura cientifica que a proteina de M.tb,
mesmo sendo caracterizada como um dodecamero estabilizado por pontes salinas e
ligacdes de hidrogénio, apresenta-se com uma banda correspondente a um hexamero
apos eletroforese em condicdes desnaturantes e redutoras (SDS-PAGE) e corado
com Coomassie Blue R-250 (LIU, et al., 2011). Nosso trabalho identifica a proteina na
forma monomérica durante a producao e purificacdo da proteina recombinante, tanto
apos coloracdo com Coomassie quanto apés western blotting com anticorpo anti-His.
Mas, quando analisamos a proteina nativa com o anticorpo anti-dodecina produzido,
observamos uma banda condizente com a forma hexamérica, em concordancia com
os dados ja publicados para a proteina recombinante de M.tb (LIU, et al., 2011).
Nossos westerns blottings com anticorpo anti-dodecina com a forma recombinante
identificam bandas condizentes as formas mono-, tetra- e dodecaméricas. Do ponto
de vista estrutural pode-se acreditar que a porcédo C-terminal do monémero, regido na
qual se encontra a cauda de histidina na forma recombinante, deve ficar pouco

acessivel ao solvente (consequentemente ao anticorpo), de modo que somente a
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forma monomeérica da proteina seja observada nos westerns blottings utilizando anti-
His. Mas, quando se utiliza o soro policlonal contra a dodecina reconhecem-se as
outras formas presentes em solucao (tetra e dodecamérica). Além disso, algo além da
presenca do epitopo de histidinas deve estar influenciando a observacdo de formas
mono-, tetra- e dodecameéricas com a proteina recombinante e somente o hexamero
com a nativa, podendo ser explicado por questdes de enovelamentos diferenciais
devido a caracteristicas dos ambientes do citoplasma de E. coli e BCG Moreau e
também pela taxa de producado do polipeptideo.

Além disso, outro dado que corrobora as diferencas estruturais entre as
dodecinas (recombinante e nativa) € a analise de termoestabilidade. No caso da
proteina produzida em E. coli observa-se que com o aumento da temperatura observa-
se uma menor quantidade da forma dodecamérica em solugéo, porém sem mudanca
nos niveis do tetramero, que com o subsequente aumento da temperatura acaba ndo
permanecendo em solucdo. JA no caso da proteina nativa, tem-se a presenca do
hexametro até que se atinja a temperatura critica e nenhuma forma da dodecina seja
observada a partir desse ponto. Isso mostra um comportamento diferencial das formas
quanto ao “decaimento” devido a temperatura.

Outro fato interessante quanto as dodecinas recombinantes € o maior sinal na
forma monomérica quando se analisa a homéloga de M.tb em relacdo a de BCG. Isso
indica que a presenca dos sete aminoacidos N-terminais pode alterar a
multimeriza¢cdo do complexo.

No caso dos alvos homdlogos de M.tb jA se tém relatos na literatura da
presenca de algumas dessas proteinas nos extratos proteicos. Na maioria dos
trabalhos a identificacéo foi utilizando abordagem protedmica, sendo que no caso do
operon rv1371/2/3, Rv1371 foi encontrada em filtrado de cultura (MALEN, et al., 2007)
e na fracdo de membrana celular (MAWUENYEGA, et al., 2005), Rv1372 estava
presente em amostras de pulmao de cobaias ap6s 30 dias de infeccédo (KRUH, et al.,
2010) e néo se identificou ainda a presenca de Rv1373. Para o operon da fumarato
redutase tem-se que FrdA e FrdB estavam na fracdo de membrana celular (DE
SOUZA, et al., 2011) e em extratos de Triton X-114 (MALEN, et al., 2010), e até o
momento ndo houve a identificacdo de FrdC e FrdD. J& a dodecina foi encontrada em
filtrado de cultura (MALEN, et al., 2007) e extratos de Triton X-114 (MALEN, et al.,
2010).
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Devido aos dados da literatura mostrando a identificacdo de vérias das
proteinas estudadas em extratos de Triton X-114, simbolizando possivel associagao
com membranas biolégicas e/ou indicando alto grau de hidrofobicidade dos
polipeptideos, repetiu-se o protocolo de extracdo diferencial com Triton X-114
(MALEN, et al., 2010) com amostras de BCG Moreau na fase log. Nossos dados
mostram que Rv1371 e Rv1373 estdo presentes na fase de Triton, indicando uma
associacdo com membranas, o que vai de encontro aos dados in silico que predizem
essas proteinas como associadas a essa organela. Além disso, Rv1373 nao foi
encontrada na fragdo aquosa, mostrando uma maior hidrofobicidade dessa proteina
guando comparada com Rv1371. A dodecina apresentou-se mais uma vez na forma
hexamérica e somente na fracdo aguosa, enquanto FrdB esta presente na fracdo de
proteinas hidrofilicas e observa-se a banda com massa molecular mais elevada (~52
kDa) na fracdo de Triton X-114. Além disso, observa-se que a forma fusionada
(FrdBC) é extraida quase em sua totalidade na fracdo aquosa, enquanto observamos
resquicios de FrdB na fracdo Triton. Esses dados mostram que os trés polipeptideos
diferentes produzidos pelo mesmo locus (devido a hipétese do escorregamento da
polimerase a nivel transcricional) possuem caracteristicas fisico-quimicas distintas.

Analise da termoestabilidade das proteinas nativas estudadas mostra que estas
possuem a capacidade de permanecer em solucao, e provavelmente com estrutura
tridimensional pouco afetada, até temperaturas consideradas elevadas (80-100 °C)
para outras bactérias. Tal fato ja é conhecido na literatura para outras proteinas
micobacterianas, principalmente ao se estudar M.tb (GANAIE, et al., 2011). A hipbtese
atual para essa tendéncia é que o aumento da temperatura durante o processo
infeccioso selecionou ao longo da evolugéo bactérias que possuam proteinas estaveis
nessas condicdes e que possam estar ativas apos esse periodo de estresse, de modo
gue o0 microrganismo ndo precise re-sintetizar os polipeptideos correspondentes. E,
como a linhagem de BCG deriva de M. bovis, uma micobactéria capas de infectar
organismos homeotérmicos, tal caracteristica aparenta ter sido mantida nas bactérias
derivadas.

Além disso, mais uma vez é mostrado que as trés proteinas produzidas pelo
locus frdBCD possuem caracteristicas fisico-quimicas diferentes, ja que com o
aumento da massa molecular do polipeptideo aparenta ter-se um decréscimo na

termoestabilidade da molécula.
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De modo a se obter subsidios para se avaliar o impacto das mutacfes no caso
da fumarato redutase e dodecina criou-se modelos da estrutura de ambas por
modelagem por homologia. No primeiro caso so foi possivel a construcédo dos modelos
por homologia para as formas presentes em M.tb cepa H37Rv e BCG Moreau, ja que
a proteina de 52 kDa (FrdBCD) apresenta uma grande regido central (codificada pela
regido homoéloga a frdC fora de fase de M.tb H37Rv) sem homologia com as
sequéncias disponiveis no PDB. O grande tamanho dessa regiao também dificulta a
construcdo do modelo por abordagens de modelagem ab initio. Com os modelos da
fumarato redutase construidos observou-se que aquele descrito para M.tb (com FrdB)
e BCG (com FrdBC) séo similares entre si, visto o baixo valor de RMSD quando se
realizou o alinhamento estrutural. Observa-se que no complexo de BCG Moreau,
FrdBC se apresenta estruturalmente como um polipeptideo Unico, mas com dois
dominios que se mantém espacialmente estruturados como no complexo com as
formas separadas (FrdB e FrdC).

Do ponto de vista da superficie eletroestatica observa-se pequenas diferencas
entre os modelos construidos, o que pode levar a alteracdes na interacdo das
proteinas com substratos, coenzimas e outras moléculas essenciais para sua correta
funcdo, além de poder alterar a hidrofobicidade da molécula, o que, nesse caso,
também foi corroborado pelo ensaio de extracao diferencial com Triton X-114.

As cavidades de interagdo com os cofatores conhecidos desse complexo
permanecem similares entre os modelos, mostrando que por essas analises ndo ha
indicios in silico que corroborem a ideia de que a presenca dessa forma fusionada
impacte funcionalmente a fisiologia da bactéria. Tal ideia de que FrdBC apresenta
caracteristicas similares a copia de M.tb ja foi discutida na literatura e se baseia nos
dados que indicam que M. bovis é capaz de usar essa enzima como aceptor final de
elétrons (MARRI, BANNANTINE e GOLDING, 2006).

Por outro lado, analisando-se os mapas de interacdo entre as moléculas nao-
protéicas e os complexos observa-se que existem diferencas entre os modelos,
havendo diferentes aminoacidos que interagem com tais compostos. Dessa forma,
pode-se esperar que mesmo sendo estruturalmente similares no contexto geral da
estrutura, os dois complexos analisados possam apresentar eficiéncias cataliticas
diferentes.

Do ponto de vista tedrico, a forma codificada pelo quadro de leitura +3 nao teria

atividade; como perde completamente a homologia de sequéncia com FrdC, o
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complexo poderia ndo ser formado, devido a questdes espaciais de interacdo entre as
subunidades e o correto enovelamento das mesmas, ou ndo se inserir na membrana,
ja que perderia uma das alcas de membrana. Outros experimentos e analises devem
ser realizadas para comprovar tal hipétese.

No estudo da dodecina, os modelos nos permitem corroborar varias anélises
realizadas na bancada. A diminuicdo na termo- e haloestabilidade observada nos
ensaios em gel para a proteina recombinante de BCG pode ser explicada pela
auséncia do loop composto pelos sete aminodcidos N-terminais, que aumentariam a
energia de interacdo entre as cadeias do complexo, como visto para a proteina de
M.tb, possivelmente auxiliando na montagem da interface entre dois mondémeros
adjacentes. Além disso, a queda na capacidade de ligacdo a riboflavina da isoforma
de BCG tem apoio nos dados estruturais, que mostram que no sitio de interacdo com
essa coenzima a proteina de BCG possui um formato de fenda na abertura do
polipeptideo com o solvente. Por outro lado, o modelo da proteina de M.tb mostra um
formato de cavidade, assim como para outros microrganismos (GRININGER, et al.,
2006), isolando mais o sitio de interacdo do meio externo. Talvez isso afete a
capacidade de ligagao por permitir que a coenzima nao se dissocie tao facilmente das
dodecinas que possuam o formato mais “protegido”.

Para analisar mais a fundo os impactos gerados pelas mutac6es e melhor
caracterizar a fungéo dos loci tentou-se construir mutantes com a delegc&o nos alvos e
depois complementa-los com os alelos de ambas bactérias estudadas. Para o primeiro
passo, utilizou-se duas metodologias: recombineering e transducdo especializada.
Para a ultima técnica aproveita-se da alta capacidade dos micobacteriofagos em
inserir seu DNA na bactéria como uma alternativa para introduzir o substrato de troca
alélica dentro da célula. Na contrapartida, o recombineering utiliza-se da eletroporacao
para permitir a entrada do acido nucléico na célula, mas sua vantagem é de expressar
recombinases de fagos (nesse caso, via pJV53) para potencializar o passo de
recombinacdo, enquanto na transducéo utiliza-se as recombinases proprias da
bactéria.

Nossos resultados mostram que todos o0s mutantes knockouts que
conseguimos produzir foram obtidos pela técnica de recombineering, indicando que a
maquinaria de recombinacao prépria de BCG Moreau € pouco ou nao-funcional. Para
excluir a hipotese de o problema estar nos fagos produzidos nesse trabalho pode-se

observar que quando usamos o fago portando o substrato para o operon rv1371/2/3
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em BCG Pasteur obtivemos clones knockouts corretos, indicando que sob condi¢des
apropriadas esse vetor funciona como devido. Além disso, testamos a infeccdo de
BCG Moreau pelos fagos sob condicdes liticas e pudemos observar a formacéo de
placas de lise, indicando que essa bactéria é susceptivel a infec¢do por esses virus.

A hipotese de que BCG Moreau possui um sistema de recombinagdo néo-
funcional é corroborado por outro estudo (KELLER, BOTTGER e SANDER, 2008) que
mostra que BCG RuUssia, filogeneticamente proxima a cepa brasileira, € um mutante
natural em recA, e por isso ndo consegue realizar recombinagdo homologa. Mesmo
tal fato sendo um empecilho a nivel pratico quando se almeja construir mutantes, ele
também mostra que tais cepas apresentam uma maior estabilidade gendmica,
podendo essa ser considerada uma vantagem para um biofarmaco como as vacinas
vivas nas quais ndo se deseja a modificacdo da mesma e de suas caracteristicas ao
longo do tempo.

Em relacdo aos mutantes obtidos, teve-se sucesso na producéo dos knockouts
para rv1371/2/3 e fumarato redutase, sendo que nesse ultimo, durante a fase de
producéo, ja podia se observar um fenétipo diferencial no tempo de crescimento em
meio soélido. Analises da curva de crescimento desse mutante comparando com a
cepa selvagem comprovam que o primeiro realmente apresenta uma menor taxa de
crescimento nas fases iniciais, mas que alcanca 0s mesmos niveis de saturacdo nas
fases finais.

Estudos anteriores com esse locus mostram que knockouts de M.tb em frdA
(WATANABE, et al., 2011) néo apresentam fendtipos diferenciais quando se analisa
taxa de crescimento em meio axénico e em infeccdo em camundongos. Os autores
justificam tal fato pela presenca no genoma desse microrganismo de outros alelos de
fumarato redutase e/ou SDH, e que devido a sua semelhanca estrutural podem
possuir um determinado grau de promiscuidade funcional. Tal bifuncionalidade das
enzimas ja € conhecida da literatura cientifica ha muito tempo, sendo muitas vezes
dificil caracterizar essas enzimas in vitro e deduzir qual seja sua real funcdo na
biologia do organismo (HAGERHALL, 1997).

Mas, indo de encontro a esses dados, outro estudo com mutantes em M.tb
mostra que o knockout de todo o operon frdABCD (NICHOLLS, 2008) possui uma
diminuicdo no crescimento in vitro, mas somente quando exposto a condi¢cdes de
hipoxia. A falta de variacdo no fenétipo no crescimento aerobico € diagnosticada pela

presenca da mesma quantidade de bactérias do mutante e da cepa selvagem apos
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cultivo por 21 dias. Esse dado ndo vai contra o nosso, jaA que nesse periodo de
incubacédo nossas analises demonstram a saturacao da curva de crescimento, no qual
ambas cepas possuem cultivos com densidades oticas iguais.

Mesmo sendo uma enzima dita como participante do metabolismo anaeroébico,
a observacdo de um fendtipo diferencial em crescimento aerdbico pode indicar
realmente uma bifuncionalidade dessa enzima. Isso pode significar que em condicdes
normais esse operon anotado como o da fumarato redutase pode atuar também como
SDH. Dessa forma, a retirada desses genes compromete 0 crescimento,
principalmente na fase lag e log, devido ao comprometimento energético, ja que essa
atividade enzimatica € essencial para o funcionamento do ciclo de Krebs e da cadeia
de transporte de elétrons, principal produtora de ATP em condicbes normais de
oxigénio.

Analisando a literatura sobre essas enzimas em micobactérias percebe-se que
em M. smegmatis mc?155 ndo ha nenhum gene anotado como fumarato redutase,
mas este organismo apresenta dois codificantes para SDH homélogos aos presentes
em M.tb (PECSI, et al., 2014). Enquanto para a primeira bactéria um dos alelos é
considerado essencial, ambos alelos de M.tb sdo nao-essenciais (DEJESUS, et al.,
2017). Uma hipoétese para tal fato € a de que a fumarato redutase de M.tb pode
compensar em determinadas situacfes a atividade de SDH, tornando esse ultimo um
gene nao-essencial para essa bactéria, enquanto para M. smegmatis tal
compensacao ndo pode ser feita e pelo menos um dos alelos deve sempre estar
presente para a homeostase energética da célula.

Outro dado que corrobora a bifuncionalidade da fumarato redutase de
micobactérias € a presenca de somente menaquinonas no pool de quinonas desses
microrganismos. Devido a caracteristicas das reac¢des catalisadas, SDH necessitaria
de uma quinona com maior potencial de reducdo (elétron fluindo do par
fumarato/succinato para a quinona), enquanto que a fumarato redutase utilizaria uma
com menor valor de tal parametro (sentido contrario do fluxo de elétrons) (HARDS, et
al., 2019).

Bactérias que usam essas duas enzimas separadamente sem sobreposi¢éo de
funcdo, como E. coli, tendem a ter no seu pool de quinonas a ubiquinona (usada pela
SDH) e a menaquinona (usada pela fumarato redutase) (UNDEN e BONGAERTS,
1997). No caso de micobactérias, como ja dito e observado pela reconstrucado do

metabolismo de tais moléculas com nossos dados prote6bmicos, somente ha as
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enzimas para a sintese da quinona de menor potencial de reducdo, que sera usada
por ambos complexos sob condi¢cbes especificas que permitam que a reagc&o ocorra.
Ao longo da evolucao, tal fato propicia que as por¢cdes de interagdo com essa
coenzima, que ficam nas subunidades C e D (ancoras de membrana), sejam similares
entre fumarato redutase e SDH, propiciando a bifuncionalidade das mesmas, ja que
as porcoes A e B também sao similares entre os complexos devido a serem as
subunidades que interagem diretamente com o0s substratos, que sdo 0S mesmos
independente da direcdo da rea¢do. J&4 no caso de E. coli, por exemplo, a semelhanca
estrutural entre as subunidades de membrana dos diferentes complexos € menor
(CECCHINI, et al., 2002).

As cepas knockouts complementadas para esse locus ja foram produzidas e
futuras andlises seréo feitas visando comprovar o retorno do fendétipo selvagem com
a adicéo do alelo, além de revelar se ambos alelos utilizados vao produzir o mesmo
efeito. Mas, durante a producéo das cepas complementadas ja se p6de observar que
o tempo de cultivo em meio solido retornou para valores condizentes a cepa selvagem
(dados ndo mostrados), e ndo ao knockout, indicando que a complementagéo permitiu
0 retorno as caracteristicas de crescimento de BCG Moreau.

Para corroborar a analise da diferenca dos alelos usados na alteracdo do
fendtipo construiu-se cepas de BCG Moreau complementadas com ambas copias do
operon da fumarato redutase. Comparando com a cepa selvagem, observou-se que
as bactérias complementadas apresentavam um maior crescimento nas fases iniciais
de crescimento, faciltando a saida da fase lag para log, e também na fase
estacionaria. I1sso corrobora a hipétese de que essa enzima seja bifuncional, atuando
como SDH nas fases iniciais em aerobiose e permitindo um maior e mais rapido
crescimento devido a uma maior atuagcdo no metabolismo energético, e como
fumarato redutase nas fases finais, no qual a cultura ja esta saturada e com menor
guantidade de oxigénio dissolvido por bactéria, sendo vantajoso possuir uma enzima
de respiracao anaerobica.

Comparando-se os alelos utilizados, observa-se uma pequena diferenca entre
0 crescimento na fase estacionaria, indicando que a cepa portando o alelo de M.tb
alcanca maiores niveis de saturacdo e mais rapido. Isso pode indicar que mesmo
ambos complexos (fusionado ou n&o) possuindo teoricamente caracteristicas
similares e ambos alelos serem capazes de produzir as trés formas ja descritas, pode

haver uma taxa de producao diferente das trés proteinas para cada sequéncia, o0 que
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poderia acarretar a vantagem observada pelo alelo de M.tb. Tal dado ainda sera
corroborado pela anélise das cepas knockout complementadas.

Para o knockout de rv1371/2/3 ndo se observou nenhum fenotipo em relacéo
ao crescimento em meio axénico, mas tal fato ja era esperado devido a funcdo das
enzimas envolvidas. Para observar se tal operon € realmente ligado a sintese lipidica
construiu-se as cepas complementadas usando BCG Moreau. Como Rv1373 foi
caracterizada in vitro como uma glicolipideo sulfotransferase, acreditava-se que o
produto oriundo das enzimas codificadas por esse operon seria um lipideo com carga
negativa. Logo, ap6s o enriquecimento da amostra nesse subconjunto de moléculas,
analisou-se as amostras de ambas cepas por TLC e observou-se a presenca de
bandas diferenciais entre as amostras.

Devido a mutagdo em rv1371 e rv1373 em BCG Moreau, iniciou-se as analises
com a hip6tese de que esse operon é nao-funcional nessa bactéria, o que é
corroborado pela facilidade na construcdo do knockout para esse locus. Dessa forma,
complementar esse microrganismo com seu proprio alelo ndo acarretaria em
mudancas no fenétipo, mas com o alelo de M.tb poderiamos observar diferencas, o
que de fato ocorreu. Andlises preliminares de lipidémica usando espectrometria de
massas no modo negativo com o extrato bruto (dados ndo mostrados) tambéem
mostram a presenca de picos especificos na amostra da bactéria com o alelo de M.tb.
Tais dados indicam que o alelo de BCG realmente € ndo-funcional, enquanto o de
M.tb é, sendo usado na producdo de lipideos carregados negativamente,
provavelmente sulfatados.

A presenca de mais de uma banda e pico diferenciais entre as amostras pode
indicar a diversidade de produtos desse operon. Como ja dito, Rv1372 é uma Pks
caracterizada por usar como substrato acidos graxos de diferentes tamanhos (C11-
C19); logo, os diferentes sinais observados nas analises podem ser o mesmo produto
com cadeias acilas distintas.

Aléem disso, ja esta descrito na literatura (TANG, et al., 2013) que em
Streptomyces coelicolor ha um operon contendo uma Pks do tipo Il (similar a Rv1372)
e uma sulfotransferase (como Rv1373) que participa no processo de sulfatagdo de um
antibiotico. Esse mecanismo difere da via classica de transferéncia de grupos sulfatos,
na qual sulfotransferases utilizam o doador universal de enxofre denominado 3’-
fosfoadenosina-5’-fosfosulfato (PAPS). Nesse micorganismo a enzima que processa

o antibidtico utiliza uma molécula sulfatada produzida pelo operon. Isso porque a Pks
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sintetiza o core lipidico enquanto a sulfotransferase adiciona nele um sulfato oriundo
de PAPS. Essa nova molécula sera a doadora do grupamento para o antibidtico em
guestao.

Tal fato descrito pemite pensarmos que no caso do operon rv1371/2/3 pode
acontecer algo similar, no qual se produza uma molécula doadora de sulfato (as custas
de PAPS) que sera utilizada para modificar outros compostos. Com isso, a inativacao
desse sistema policistronico em BCG Moreau faria com que essa bactéria ndo tivesse
o0 sinal de mais de um lipideo na TLC e no espectrémetro de massas.

A auséncia de diferenca na morfologia das colonias das construgdes realizadas
em torno desse operon nos permite caracterizar que tal lipideo produzido ndo afeta
drasticamente a estrutura da parede celular e/ou superficie micobacteriana, podendo
ser uma molécula envolvida em outros processos celulares a serem investigados.

Tais lipideos devem ser purificados e caracterizados para a melhor
compreensao da funcdo dos mesmos na biologia do bacilo e para tentar explicar o
motivo pelo qual as mutacfes que levaram a ndo-funcionalidade do alelo de BCG
serem mantidas ao longo da evolugcdo do grupo. Experimentos de infeccdo em
macréfagos com as cepas knockout e complementadas serdo realizados para
observar se ha alguma relacéo da producao desses lipideos com caracteristicas como
infectividade e viruléncia.

As curvas de crescimento comparativas entre a cepa selvagem e aquelas
complementadas com os alelos de rv1371/2/3 mostram que aquela que porta a cépia
de M.tb apresenta um maior crescimento na passagem da fase lag para a logaritmica
guando comparada com as outras bactérias. Tal fato pode indicar que o produto desse
operon fornece alguma vantagem para o microrganismo durante essa fase inicial do
crescimento. Além disso, ambas cepas complementadas apresentam crescimento
inferior ao selvagem na fase estacionaria, podendo indicar que a expressao dessas
enzimas pelo promotor pBlaF usado na construcdo possa gerar uma desvantagem
para as bactérias, provavelmente devido a um maior gasto energeético para a producao
das proteinas codificadas por esses genes.

Para criar o knockout em rv1498A tentou-se as duas metodologias ja citadas,
e duas tentativas diferentes para cada uma. Interessantemente, ndo se obteve clones
mutantes, mesmo quando se potencializava ambos eventos envolvidos no processo,
ou seja, a entrega do substrato de troca alélica (utilizando o fago) e a recombinacao

(usando as recombinases de fago expressas a partir de pJV53). Tal fato pode ser
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explicado de duas maneiras: ou 0 gene a ser deletado € essencial, ou a regiao
gendmica é de dificil recombinacdo devido a problemas estruturais ou a
essencialidade daquela sequéncia para que outros genes adjacentes (essenciais)
sejam expressos. Vale a pena ressaltar que até o momento s6 h4 um relato na
literatura, em Streptomyces davawensis, de um mutante com delecdo no gene de
dodecina (LUDWIG, et al., 2018).

Para obtermos dados sobre a essencialidade de rv1498A para BCG Moreau
testou-se adicionar antes do codon de inicio do gene um cassete que contém o
promotor e regides necessarias para expressdo do gene adjacente. No caso, esse
sistema é regulado por TetR, ou seja, na presenca de um inibidor desse regulador
tem-se a transcricdo constitutiva do gene sob seu controle. Dessa maneira,
procedendo-se todos os cultivos durante a construcdo dos mutantes com ATC, o
inibidor de TetR, obteria-se esses clones knockdown e testaria-se seu crescimento na
presenca e auséncia do inibidor. Se houvesse proliferacao celular somente com ATC,
corroboraria-se a ideia de que o0 gene a jusante do cassete € essencial.

Entretanto, novamente nao foi possivel obter clones com a estrutura genética
desejada, indicando possivelmente que essa regido do genoma € de dificil
manipulacdo via recombinacdo. Como neste processo ndo foi retirada nenhuma
sequéncia do genoma, havendo apenas a adicdo do cassete a montante do codon de
inicio de rv1498A, exclui-se também a hipétese de que alguma sequéncia contida
nesse gene seja importante para controlar genes essenciais a jusante do cédon de
inicio. Para os casos a montante ndo podemos descartar haver algum efeito deletério
porque adicionamos uma sequéncia de cerca de 3 kb, o que poderia distanciar
consideravelmente sequéncias promotoras ou operadoras dos genes que Ss&o
controlados por suas agoes.

Mas, com essas tentativas fica-se com a ideia de que o gene da dodecina pode
ser essencial, fato desconcertante se considerarmos os dados obtidos com a analise
das dodecinas recombinantes que mostram que o homaologo tedrico de BCG Moreau
tem um declinio consideravel em diferentes parametros de atividade (ligacdo a
riboflavina) e caracteristicas (termo- e haloestabilidade) quando comparado com a
proteina de M.tb. Ou seja, se o produto génico tedrico tem grandes diferencas
funcionais, mas o0 gene aparenta ser muito importante para a bactéria, ficamos com
duas hipoteses: a proteina tem outra funcao celular que ndo medimos nesse trabalho

com as formas recombinantes, e nessa fungdo ambas formas atuam similarmente, ou
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mesmo a mutacdo estando presente no genoma o fendtipo ndo alcangca o nivel
proteico, devido a um uso diferencial de codons que permite que o ACG presente em
BCG Moreau seja lido como um cédon de inicio de traducéo. Essa ultima hipotese é
corroborada pelos nossos resultados comparativos com as dodecinas nativas, na qual
ambas testadas apresentam caracteristicas de termoestabilidade e ligacdo a
riboflavina similares.

A hipdtese do uso alternativo de codons tem subsidios na literatura (TANG, et
al., 2004), que mostra o uso de ACG como codon de inicio para o gene mitocondrial
do fungo Saccharomyces cerevisiae ALA1, que codifica uma alanil-tRNA sintetase,

Para corroborar a semelhanca funcional das sequéncias de M.tb e BCG
Moreau, realizou-se os experimentos de complementagéo de M. smegmatis mc?155,
bactéria j4 descrita como tendo proteinas sequestradoras de FAD relacionadas com
estresse oxidativo e hipoxico (HAROLD, et al., 2018), mas que ndo possui homélogos
de rv1498A. As sequéncias usadas eram idénticas, a nao ser pela mutacao na posicao
correspondente ao codon de inicio do gene de M.tb. Os resultados da curva de
crescimento em meio axénico mostram que ambas cepas complementadas
apresentam uma vantagem em relacdo a cepa selvagem a partir do inicio da fase
logaritmica. Essa vantagem é acompanhada de um aumento da expressdo da
dodecina recombinante, indicando uma ligacdo entre ambos eventos. Além disso,
observa-se que ha o aumento gradativo da expressao da proteina, tendo seu 4pice
na fase estacionaria, mesmo momento do cultivo que em BCG Moreau apresentava
as atividades enzimaticas para a sintese das flavinas ativas, como visto pelos dados
protedmicos e de reconstrucdo metabdlica. Além disso, tal expressao diferencial
indica um possivel controle, o que em procariotos normalmente ocorre a nivel
transcricional.

Tal fenétipo de melhora de crescimento na passagem da fase lag para a log
pode indicar uma melhor homeostase redox, além da melhor homeostase energética
ja discutida quando analisados os resultados com as cepas complementadas com o
operon da fumarato redutase. Sabe-se que flavinas livres no citoplasma de células da
retina humana, por exemplo, s&o capazes de serem reduzidas pela luz e
subsequentemente causarem diversos danos celulares, como peroxidacéo lipidica de
acidos graxos insaturados (KELLEY, et al., 2017). Dada essa desvantagem em ter-se
essas coenzimas na forma livre, uma célula que possua uma proteina capaz de se

ligar a essas moléculas, protegendo-as da redugdo por luz ou por outros agentes
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quimicos, teria uma vantagem no crescimento, ja que poderia manter melhor a
homeostase redox durante a série de reacbes de oxirreducdo do metabolismo
energético em atividade maxima.

Sabe-se por outros estudos que a maioria das micobactérias (uma das
excecdes conhecidas é M. genitalium (PANDEY, et al., 2014)) ndo possuem
transportadores de riboflavina, ou seja, ndo podem obter essa coenzima do meio
extracelular. Com isso, baseiam todo seu metabolismo de flavinas a partir das vias de
novo de biossintese de riboflavina (LONG, et al., 2010). Além disso, essas mesmas
micobactérias sdo conhecidas por serem super produtoras naturais de riboflavinas, ou
seja, acumulam mais de 10 mg dessa coenzima por litro de cultivo sob condi¢cdes
especificas (ABBAS e SIBIRNY, 2011). Todas essas informacdes e dados corroboram
a hipétese de que ter a expressao de uma dodecina no citoplasma de M. smegmatis
permite uma melhor homeostase redox para a bactéria, jA que a mesma produz em
excesso essa coenzima por depender somente das vias de sintese de novo.

Para corroborar a ligacdo entre dodecinas e a protecdo contra o estresse
oxidativo realizou-se o ensaio de cultivo na presenca e auséncia de peroxido de
hidrogénio, molécula conhecida por causar um estresse global. Nossos dados
mostram que as cepas complementadas apresentam um momento inicial de
estagnacédo do crescimento (provavelmente uma fase de adaptacédo da célula na qual
esta produzindo as proteinas de resposta, dentre elas a dodecina), seguido de um
momento de crescimento nos mesmos niveis da célula que ndo foi exposta ao
estresse. Por outro lado, a cepa selvagem, quando na presenca do peroxido,
apresentou um declinio constante do crescimento.

Analisando a sequéncia de 200 pb clonada a montante do cédon de inicio de
rv1498A observa-se sitios de ligacdo para dois reguladores ligados a resposta ao
estresse oxidativo e hipoxia em procariotos: OxyR e FurA (ZAHRT, et al., 2001). Ja é
conhecido que algumas espécies de micobactérias, entre elas M. bovis, M.tb e M.
smegmatis, apresentam um OxyR n&o-funcional. Mas, muitos genes tipicamente
controlados por esse regulador em outras bactérias sdo regulados por FurA em
micobactérias (ECKELT, et al., 2015). Com isso, chega-se a uma hipGtese de que
rv1498A é controlado por reguladores de resposta a estresse oxidativo, podendo ligar
tal evento com uma possivel funcéo do produto do gene estudado.

Os dados coletados até o momento com os alvos oriundos da abordagem de

gendmica comparativa indicam a presenga da mutacdo, mas sem um impacto
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funcional, como no caso da dodecina e do complexo da fumarato redutase. Isso pode
estar mostrando a importancia das vias nas quais essas proteinas atuam para a
fisiologia da bactéria, sendo selecionados aqueles organismos que consigam
desempenhar suas fun¢gées com a maior adaptabilidade em determinado ambiente.
Ja no caso do operon rv1371/2/3, obteve-se indicios que corroboram a hip6tese de
gue as mutacdes presentes em BCG Moreau fazem com que esse alelo seja nao
funcional. Ja a cépia de M.tb aparenta ser responsavel pela sintese de lipideos
carregados negativamente. Experimentos posteriores serdo realizados para
caracteriza-lo e observar seu efeito na biologia do bacilo, assim como ensaios de
infecdo com as cepas complementadas para analisar se esses lipideos oferecem
alguma vantagem durante o processo de interacdo da bactéria com células
eucaritticas. Além disso, pretende-se realizar mais ensaios para compreender o
motivo pelo qual BCG Moreau consegue se desenvolver sem a funcao desse operon.

No caso da fumarato redutase a bactéria (tanto M.tb quanto BCG) permanece
produzindo as trés formas da proteina, mesmo com a desvantagem teorica do gasto
energético para a producdo delas ao mesmo tempo. Geneticamente, a regido na qual
a mutacao ocorre propicia que tal mutacéo ocorra, facilitando a aparicéo de diversas
outras, como observado pela variacdo de alelos encontrados dentro da familia das
cepas BCG (dado ndo mostrado). Ainda ndo temos uma explicacdo do porqué das
diferentes formas da proteina permanecerem sendo produzidas, e outros
experimentos necessitam ser realizados para corroborar possiveis hipoteses.

Com os dados oriundos da abordagem de protedbmica comparativa pretende-
se selecionar outros alvos para o estudo detalhado do impacto das mutacdes, ja
escolhendo aqueles que apresentem expressao diferencial entre as bactérias. Visto a
predominancia de genes codificantes de proteinas de metabolismo lipidico acredita-
se que a caracterizacao do lipidoma desses micro-organismos sera de grande valia e
permitira analise de alguns casos de impacto funcional, assim como levantar novos

provaveis alvos para estudos posteriores.
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6. Conclusoes

e Através da abordagem de gend6mica comparativa, identificamos 273 casos de
pequenas mutacdes (SNPs e INDELs de até dez nucleotideos) em regides
codificantes do genoma de M. bovis BCG Moreau ao compara-lo com o de M.
tuberculosis cepa H37Ry;

e Dessas mutacoes, 4 % estdo em genes anotados como envolvidos no metabolismo
lipidico;

e Escolheu-se os casos dos homologos em rv1371/2/3, rv1552/3/4/5 e rv1498A para
estudos do impacto funcional em bancada devido, principalmente, aos produtos
génicos serem descritos como participantes de importantes vias para
micobactérias: metabolismo lipidico, respiracdo anaerdbica e homeostase redox,
respectivamente;

e Ensaios de RT-PCR mostram que as mutacbes em BCG Moreau nao afetam a
transcricdo dos genes estudados nas diferentes fases de crescimento axénico.
Além disso, ensaios com iniciadores especificos corroboram que rv1371/2/3 e o
operon da fumarato redutase sao realmente sistemas policistronicos;

e Ensaios de western blotting com amostras de BCG Moreau e M.tb mostram que a
producao das proteinas estudadas na cepa vacinal ndo foi afetada pelas mutacoes,
além de fornecer indicios para um possivel controle de expressao dependendo da
fase de cultivo, com maiores niveis nas fases logaritmica e estacionaria;

e Andlise da massa molecular das bandas reconhecidas nos experimentos de
western blotting fornece indicios que corroboram os impactos estruturais das
mutac¢des em rv1371 e rv1553/4, mas mantendo a expressao da forma ndo-mutada;

¢ Alinhamentos de sequéncia com outros integrantes do complexo Mycobacterium
tuberculosis mostram que a mutacdo presente no homdlogo de rvi373 e no
complexo fumarato redutase surgiu na linhagem de M. bovis, enquanto a do
homologo de rv1371 esta compartilhada por todas as cepas que infectam animais
nao-humanos preferencialmente. No caso de rv1498A, a mutacdo surge no no que
junta as cepas de M. africanum Il e as cepas animais;

e Ensaios de extracao diferencial com Triton X-114 mostram que Rv1371, Rv1373 e
FrdB apresentam associacdo total ou parcial a fragdo orgénica, enquanto a
dodecina so é extraida na fracdo aquosa,;
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Experimentos analisando a termoestabilidade das proteinas nativas indicam que
todas permanecem em solucdo apos incubacfes em altas temperaturas (80-100
°C);

Andlises com as dodecinas recombinantes mostram que a proteina tedrica de BCG
Moreau tem uma capacidade de ligacao a riboflavina e termo- e haloestabilidade
inferiores a proteina homologa de M.tb;

O modelo estrutural para os complexos da dodecina indicam que a auséncia do
loop composto pelos sete aminoacidos N-terminais predita para a proteina de BCG
Moreau diminui a interacdo intercadeias e altera a estrutura da abertura da
cavidade de ligacao a riboflavina, corroborando os dados obtidos com as proteinas
recombinantes;

Os modelos estruturais da fumarato redutase mostram que ambos sédo similares
entre si ao nivel global, mas possuem pequenas diferencas quanto a superficie
eletroestatica e interagcdo com as moléculas ndo-protéicas;

Obteve-se sucesso na construcdo dos knockouts em rv1371/2/3 e fumarato
redutase, sendo que este ultimo apresenta um fenotipo diferencial no crescimento
que aparenta ser revertido pela complementacdo com os alelos de M.tb e BCG
Moreau,

A cepa selvagem complementada com os alelos de rv1371/2/3 mostra que ha
lipideos diferenciais na amostra com o alelo de M.tb, corroborando a hipo6tese de
nao-funcionalidade do de BCG Moreau;

O fato de nao se ter obtido mutantes knockout e knockdown para rv1498A indica
ou a essencialidade desse gene ou a dificuldade de se realizar recombinacao
homologa nessa regidao do genoma;

SO se conseguiu produzir os mutantes por recombina¢cdo homoéloga quando se
utilizou o protocolo de recombineering, indicando que BCG Moreau tem uma
magquinaria pouco ou nao-funcional para esse processo;

Complementacéo de M. smegmatis com os alelos de rv1498A indica que ambos
possuem uma vantagem em relacdo a cepa ndo complementada no que concerne
0 crescimento em meio axénico. Tal vantagem esta vinculada a um aumento na
expresséo da dodecina recombinante;

Ensaios com peréxido de hidrogénio com essas cepas indicam que quando
complementadas as bactérias permanecem crescendo apds um periodo inicial de

expresséo das proteinas recombinantes;
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¢ Andlises protedmicas indicam a expressao diferencial, qguando se analisa fases de
crescimento diferentes, de diferentes genes envolvido em metabolismo lipidico que
possuem o tipo de mutag&o estudado nesse trabalho;

e A reconstru¢cdo do metabolismo de riboflavina com as identificagbes da analise
protedmica mostra que as atividades enziméticas envolvidas na sintese das
flavinas ativas estao presentes somente na fase estacionaria, indicando controle de
expressao similar aquele observado para rv1498A nos ensaios com as cepas de

M. smegmatis complementadas.
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8. ANEXOS

Tabela 27 — Resumo das caracteristicas das proteinas recombinantes produzidas nesse trabalho.
Indica-se o organismo hospedeiro e o plasmideo usado, além da massa molar (kDa) das formas
recombinante e nativa dos alvos estudados.

Organismo
R
g , o
s 22
& © §
-LC) —
g e}
w

Plasmideo

pET28a(+)
Ncol/Xhol
Cauda 6-His

C-terminal

Massa molecular (kDa)

Proteina Recombinante Nativa
BCG M.tb BCG M.tb
Rv1371 36,7 X 33,6 55,1
Rv1373 30,1 X 29,0 37,0
FrdB 27,7 X 40,9 27,2
Dodecina 7,9 8,8 6,7 7,6

Tabela 28 — Plasmideos comerciais ou cedidos por outros grupos de pesquisa usados nesse trabalho.

Plasmideo Resisténcia Utilizado para Referéncia
Canamicina Fornecer
recombinases
pJV53 ; (KESSEL e HATFULL, 2007)
Higromicina para o sistema
recombineering
Canamicina Plasmideo
pMV361 integrativo para (STOVER, et al., 1991)
Higromicina .
complementagéo
Subclonagem de Disponivel em:
pJET1.2 _
dod cKD AES www.thermofisher.com/
Ampicilina Subclonagem de
pWM370
AES para
(pUC18Alacz)
knockout
Complementacao
puUS972 Canamicina  de M. smegmatis (MEDEIROS, et al., 2002)

mc2155
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Tabela 29 — Cepas micobacterianas produzidas nesse trabalho. Indica-se o organismo original, o
plasmideo usado para producéo do clone, o gendétipo final e a resisténcia a antibiético adquirida.

Organismo Plasmideo usado Genoétipo Resisténcia
pMS02* Afrd
pMS03* Arv1371/2/3
pMS04 :rv1371/2/3_M.tb L
Canamicina
pMS05 ::rv1371/2/3_BCG
pMS06 frd_M.tb
pMSO07 ::frd_BCG
BCG Moreau
Arv1371/2/3::
pMS08
rv1371/2/3 _M.tb
Arv1371/2/3:: Canamicina +
pMS09
rvl1371/2/3_BCG Higromicina
pMS10 Afrd::frd_M.tb
pMS11 Afrd::frd_BCG
M. smegmatis pMS13 ::dod_M.th -
Canamicina
mc2155 pMS14 ::dod_BCG
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Tabela 30 — Plasmideos produzidos durante esse trabalho. Mostra-se o arcabouco e os insertos
usados, além de um resumo de como foi produzida a molécula final e para qual fim esta foi usada.

; ) ] Sitio de .
Plasmideo Resisténcia Arcabouco Inserto ) . Utilizado para
insergéo
pMSO01 dod AES Sistema
pMS02 frd AES INFUSION Amplificar o
no sitio AES e usé-lo
pWM370 ;
Pvul de para criar o
(pUC18Alacz)
pMS03 rvl1371/2/3 AES pWM370, mutante
dividindo knockout
ampR
Canamicina pBlaF+rv1371/2/3
pMS04
M.tb
Ndel/Hindlll
pBlaF+rv1371/2/3
pMSO05
BCG Complementar
pPMV361K
pMS06 1kb+frd M.tb pMV361K — | BCG Moreau
Xbal/Nhel
pMS07 1kb+frd BCG inserto -
Spel
pBlaF+rv1371/2/3
pMS08 M.tb Complementar
pPMV361H ' Ndel/Hindlll  BCG Moreau
pBlaF+rv1371/2/3
pMS09 Arv1371/2/3
BCG
pMS10 pMV361K_frdM.tb Troca do
gene de Complementar
. - resisténcia BCG Moreau
pMS11 Higromicina | pMV361K_frdBCG
(kanR- Afrd
hygR)
Amplificar o
AES e usé-lo
pMS12 pJET1.2 dod cKD AES para criar o
mutante dod
knockdown
pMS13 200bp+dod M.tb Complementar
Canamicina puS972 Xbal/Hindlll | M. smegmatis
pMS14 200bp+dod BCG
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