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Prefacio

Este texto sintetiza os conhecimentos ¢ resultados obtidos durante a realizagao
do meu projeto de doutorado. Escolhi organizar esta tese de uma forma que foge pouco
do convencional. Pelo trabalho envolver quatro diferentes proteinas, que por sua vez
apresentam diferentes fungdes, os a abordagem conjunta de todas poderia tornar a
leitura um tanto confusa. Assim, redigi o texto separando em trés grandes partes e cada

parte contém diferentes capitulos.

A primeira parte (Parte I) ¢ composta de uma revisao bibliografica com o intuito
de introduzir o tema e conceitos ao leitor. Ela ¢ dividida em trés capitulos. O capitulo 1
trata sobre os principais aspectos da tuberculose, como histérico, epidemiologia,
imunopatologia, diagnostico, prevengdo e tratamento. Além de aspectos do agente
etiologico, o Mycobacterium tuberculosis. O capitulo 2 ¢ uma revisdo ampla sobre
proteases, incluindo as principais enzimas ja descritas para o M. tuberculosis. O terceiro

capitulo traz as justificativas e objetivos deste projeto.

A Parte II ¢ uma compilacao dos principais resultados obtidos no estudo e ¢
composta de quatro capitulos. O capitulo 4 trata da obtenc¢ao, purificacdo e identificagao
das proteinas alvo do estudo. Os capitulos 5 e 6 sdo manuscritos, redigidos em lingua
inglesa, de artigos cientificos com resultados a respeito de duas das proteinas aqui
estudadas. O manuscrito que compde o capitulo 5 foi submetido e aceito para
publicacdo na revista Infection and Immunity com o DOI 10.1128/1A1.02304-14. O
Capitulo 7 traz resultados preliminares sobre a avaliacdo de algumas das proteinas como

vacinas de subunidade.

Por ultimo a Parte III traz as consideragdes finais, compota por apenas um

capitulo contendo conclusdes e perspectivas futuras.



Resumo

A tuberculose (TB) continua sendo um grande problema de satde global e apesar de

varios estudos terem abordado a relagao entre o patogeno Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) e seu hospedeiro em um nivel imunolédgico, poucos estudos tém abordado o
impacto das respostas fisiologicas do hospedeiro sobre a infecgdo. Proteases produzidas
por bactérias tém sido associadas com alteracdes importantes em tecidos do hospedeiro
e como fatores de viruléncia. O Mrb tem mais de 100 genes que codificam proteases ou
peptidases. No entanto, um pequeno nimero de proteases foram estudadas com detalhes
e ha cada vez mais provas de que essas enzimas podem ser bons alvos de drogas contra
0 M. tuberculosis e infec¢des bacterianas em geral. O Mtb produz uma protease
chamada Zmp1, que parece estar associada com a viruléncia e teria uma agdo como uma
putativa enzima conversora de endotelina. As endotelinas sdo uma familia de peptideos
vasoativos sendo ET-1 a isoforma mais abundante ¢ melhor caracterizada. Aqui nos
demostramos que Mtb produz e secreta uma enzima com capacidade de clivar ET-1.
Estes dados demonstram um possivel papel da Zmpl na interacdo patdogeno-hospedeiro
e destaca o seu potencial como um alvo de drogas. Além disso, os resultados sugerem
que as vias de sinalizagdo por endotelina t€m um papel na patogénese da infecgdes pelo
Mtb e que a sinalizagao pelos receptores ETA ou ETB ¢ capaz de modular a resposta do
hospedeiro durante a infec¢do. As aminopeptidases constituem um conjunto diverso de
enzimas proteoliticas que removem seletivamente aminoacidos do N-terminal de
proteinas. Em muitos organismos as aminopeptidases degradam peptideos exogenos,
que sao usados como uma fonte de nitrogénio. Estas enzimas ainda podem realizar
passos essenciais em muitas vias de ativagdo ou inativa¢do de proteinas proprias. Além
disso, estudos surem que as aminopeptidases podem também desempenhar um papel
importante na patogénese de doengas bacterianas. Aqui, foi caracterizada uma leucil-
aminopeptidase (LAP) de Mrb, como uma metalo-aminopeptidase multimérica e
citosolica com propriedades moleculares e enzimdticas que a caracterizam como um
membro tipico da familia M17 de peptidases, incluindo a sensibilidade a inibidores.
Dentre estes inibidores, a bestatina inibiu fortemente a atividade da LAP, o crescimento
do Mtb in vitro e a infeccdo de macrofagos pela bactéria. Assim, nossos dados sugerem
que a enzima LAP participa de uma via importante para sobrevivéncia e viruléncia do

Mtb, sendo um promissor alvo para novas drogas anti-tuberculose.

Palavras chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, protease, Zmpl, LAP
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Abstract

Tuberculosis (TB) remains a major global health problem and although multiple studies

have addressed the relationship between Mycobacterium tuberculosis (Mtb) and the host
on an immunological level, few studies have addressed the impact of host physiological
responses. Proteases produced by bacteria have been associated with important
alterations in the host tissues and bacterial virulence. Mtb has more than 100 genes
encoding proteases or peptidases. However, a small number of proteases have been
studied in some detail and there is increasing evidence that proteases may be good drug
targets for Mtb, and for bacterial infections in general. Mtb produces a protease called
Zmpl, which appears to be associated with virulence, which has a putative action as an
endothelin converting enzyme. Endothelins are a family of vasoactive peptides, of
which 3 distinct isoforms exist and ET-1 is the most abundant and the best characterized
isoform. Here we have shown that M. tuberculosis produces and secretes an enzyme
with ET-1 cleavage activity. These data demonstrate a possible role of Zmpl for
mycobacteria host interactions, and highlights its potential as a drug target. Moreover,
the results suggest that endothelin pathways have a role in pathogenesis of Mtb
infections, and ETA or ETB receptor signaling can modulate the host response to the
infection. We hypothesize that a balance between Zmpl control of ET-1 levels and
ETA/ETB signaling can allow Mrb adaptation and survival in the lung tissues.
Aminopeptidases constitute a diverse set of proteolytic enzymes that selectively remove
amino acids from the N-terminus of proteins. In many organisms, aminopeptidases
degrade exogenous peptides, which are used as a nitrogen source. Alternatively, these
enzymes accomplish key steps in many activation or inactivation pathways by liberating
amino acids from the N-terminus of self-derived proteins. Early studies suggested that
aminopeptidases can also play an important role in pathogenesis Herein, we
characterized a Leucine aminopeptidase of M. tuberculosis, belongs to M17 protease
family, as a cytosolic multimeric metallo-aminopeptidase. Moreover, molecular and
enzymatic properties lead us to classify Mth LAP as a typical member of the peptidase
family M17, including inhibition susceptibility. Furthermore, bestatin could strongly
inhibit LAP activity, in vitro Mtb growth and macrophage infection. Thus, our data
suggesting LAP activity participates of an important pathway for M. tuberculosis

survival and virulence and may be a promising target for new anti-TB drugs.

Key words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, protease, Zmpl, LAP
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Capitulo 1

Tuberculose

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca
infecciosa crdnica caracterizada por uma
resposta inflamatoria ocasionada pelo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), ou
bacilo de Koch, agente -etiologico da
doenca. O M. tuberculosis ¢ considerado
um patdogeno humano que estd relacionado
com a ativacdo e adaptagdo da resposta
imune no hospedeiro. Estimasse que um
terco da populagdo mundial esteja
infectada, sendo que apenas em 2013
ocorreram cerca de 9 milhdes de novos
casos, com uma taxa de 1.5 milhdes de
mortes, sendo 360 mil mortes em pacientes
HIV positivos. Além disso, estimasse cerca
de 10 milhdes de 6rfao devido a morte de

pais infectados.



1.1- Historico da tuberculose

Tuberculose (TB) ¢ considerada uma das mais antigas doencas identificadas no
ser humano. A TB cresceu nas grandes epidemias e depois recuou, assim como outras
doengas infecciosas, mas com uma escala de tempo que desafia explica¢des aceitas para
ciclos epidémicos. Estima-se que o Mycobacterium tuberculosis, agente causal da TB

pode ter matado mais pessoas do que qualquer outro patdgeno microbiano [1].

Na Alemanha foram encontradas evidéncias da TB em esqueletos de 8000 a.C.
[2]. Mumias egipcias de 5000 a.C. foram encontradas apresentando lesdes na coluna
vertebral caracteristicas de infec¢do pelo Mycobacterium tuberculosis conhecida como
mal de Pott [3]. Civilizagdes orientais, como os Chineses e Hindus, ja descreviam
conjuntos de sintomas clinicos semelhantes a tuberculose desde 2000 a.C. Na América
do Sul, através de achados arqueoldgicos, foi encontrado uma mumia peruana de 1100
a.C que revelava a presenga de TB pulmonar [3], [4]. Hipdcrates, o pai da medicina,
apresentou em 380 a.C. a doenga como tisica, que significa “derreter-se”, devido as
lesdes caseosas que ela provocava. Por volta de 350 a.C., Aristoteles descreve a
caracteristica contagiosa da tuberculose [5]. No século II d.C., Galeno, um médico
grego desenvolveu estratégias terapéuticas para a doenga que foram aplicadas por quase
mil anos e incluiam repouso, boa alimentacao, habitacdo em climas amenos, ar fresco, o

uso de leite e viagens maritimas [6].

Apesar da primeira confirmacdo da existéncia da TB na era pré-colombiana a
1100 anos a.C, no Brasil, a tuberculose surgiu durante a colonizacao portuguesa, trazida
por escravos africanos, colonos e jesuitas infectados pelo Mtbh. O contato constante dos
doentes com os indios promoveu o adoecimento e a morte de muitos nativos e dessa
forma muitas tribos indigenas foram erradicadas em curto espaco de tempo. Com o
crescimento urbano e populacional decorridos dos séculos posteriores, a TB foi sendo

cada vez mais dificil de ser controlada, tomando propor¢des endémicas [7].

O nome tuberculose surgiu pela primeira vez em 1839, pelo médico Johann
Schonheim. Em 1865, Jean Villemin demonstrou o aparecimento de nddulos em
animais inoculados com pus de cavidades pulmonares de doentes [8]. Somente na
segunda metade do século XIX, em 24 de marco de 1882, que o agente etiologico
causador da tuberculose foi isolado, um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), entdo
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denominado Mycobacterium tuberculosis, pelo cientista alemdo Heinrich Hermann

Robert Koch [9].

1.2 - Agente etiologico

O género Mycobacterium compreende atualmente 180 espécies incluindo as
subespécies do género Mycobacterium spp. Este género ¢ classicamente dividido em
bactérias de crescimento rapido (onde colonias sdao vistas dentro de uma semana) e
bactérias de crescimento lento que estdo filogeneticamente relacionadas. O grupo de
crescimento rapido possui como principal patdgeno humano, o M. abscessus, enquanto
que no grupo de crescimento lento inclui o que chamamos de complexo M. tuberculosis
e outras espécies associadas com doenga em humanos como M. avium, M.

intracellulare, M. leprae, M. marinum, M. ulcerans e M. kansassi [10].

O complexo M. tuberculosis é composto por varias espécies de microbactérias
que incluem o Mtb sensu stricto e outros agentes relacionados, causadores de
tuberculose em seus respectivos hospedeiros. Por exemplo, Mycobacterium bovis,
causador da TB bovina, Mycobacterium caprae (ovelhas e cabras), Mycobacterium
microti (ratazanas), Mycobacterium pinnipedii (focas e ledes marinhos), Mycobacterium
mungi (mangustos), Mycobacterium orygis (antilopes). No entanto, dentre as espécies
do complexo, o M. africanum e o M. tuberculosis sio os principais causadores da
tuberculose humana. Baseado em varias técnicas de genotipagem, as cepas causadoras
da TB humana sio atualmente divididas filogeneticamente em seis linhagens, podendo
uma linhagem estar associada a resisténcia a drogas, maior viruléncia ou
imunogenicidade. O M. africanum ¢ restrito a algumas regides do continente africano.
Sendo assim, do ponto de vista sanitario, o M. tuberculosis o principal agente etioldgico

da doenca a nivel global (Figura 1.1)[11].

O Mycobacterium tuberculosis ¢ uma micobactéria que pertence a classe
Schizomycetes, ordem Actinomycetales, subordem Corynebacteriaceae, familia das
Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. O Mth ¢ um bacilo aerobio estrito e
classificado como um parasito intracelular facultativo, gracas a sua capacidade de
sobreviver e se replicar dentro de macrofagos. Suas caracteristicas fenotipicas incluem

bacilo delgado, ligeiramente curvo, com espessura de 0.3 a 0.6 um e com um
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comprimento entre 1 a 4 um. O género Mycobacterium possui a caracteristica de reter
fortemente na parede celular o corante fucsina da coloracdo de Ziehl-Neelsen e ndo
perder este corante através da descoloragdo com dalcool e acido. Essa caracteristica ¢
conferida gracas a composi¢do complexa da sua parede celular, sendo assim

considerado um BAAR [12].
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Figura 1.1 Filogenia global do complexo M. tuberculosis baseado em 24 sequéncias completas de genoma. M. canettii
foi usado como grupo externo. Os bracos coloridos indicam as seis principais linhagens associadas com a doenca em
humanos. Os niimeros sobre os bragos indicam a quantidades de SNPs (Single Nucleotide Polimophism). O inserte

mostra a filogeografia das seis linhagens. Adaptado da referéncia [11].



1.3 - Imunopatologia da tuberculose

A tuberculose ¢ uma doencga infectocontagiosa, transmitida principalmente por
via aérea pela inalagdo de goticulas contendo o bacilo que podem ser expelidas durante
a fala, tosse ou espirro por individuos infectados pelo Mtb [13]. Clinicamente a infecgdo
pode se apresentar na forma pulmonar ou extrapulmonar. As formas extrapulmonares da
tuberculose desenvolvem-se frequentemente em regides/0rgaos com maior suprimento
sanguineo e, portanto, de oxigénio. Incluem-se aqui o cortex renal e cerebral, os 0ssos
longos, as vértebras e as adrenais. Visto que o patdégeno pode se disseminar por via
linfatica ou hematogénica, pode causar infec¢do sistémica conhecida como tuberculose
miliar. Contudo a forma pulmonar ¢ a mais frequente e de maior importancia clinica. Ao
chegar ao trato respiratorio, o bacilo entra em contato com macrofagos alveolares,
infectando essas células. A partir desse momento, o estabelecimento da infec¢do ativa

depende de fatores como viruléncia da cepa e estado imunoldgico do individuo [14].

Cerca de 95% dos individuos desenvolvem uma resposta imune capaz de
eliminar o bacilo ou impedir a progressdo da doenca, gerando um estado de laténcia
[15]. Assim, apenas 5% dos individuos desenvolvem a doenca ativa, destes individuos
cerca de 50% transmitem o bacilo [16]. Nos individuos onde a infec¢do se torna latente,
5% podem sofrer reativacdo e manifestacdo dos sintomas clinicos, em pacientes com
HIV a proporcao chega a 50%. Com o tratamento, em 95% dos casos se consegue a
cura caso a cepa seja sensivel aos antibidticos, sendo que em 5% destes casos pode
haver recaida apos o tratamento com retorno dos sintomas. Se ndo tratada a tuberculose

pode levar a uma alta taxa de mortalidade (Figura 1.2) [17].

O contato e fagocitose do bacilo pelos macréfagos alveolares se dao pelo
intermédio de diversos receptores, como os receptores de complemento (CR1, CR2,
CR3 e CR4) que facilitam a fagocitose pela ativagdo da via alternativa do complemento
[18]. A interagdo entre bactéria e macrofago também pode ocorrer via ligacdo de
componentes do bacilo, como peptideoglicanas e proteinas de parede, aos receptores
toll-like do macrofago ou via ligacdo de lipoarabinomanana aos receptores de manose
[19], [20]. Esses processos iniciam a resposta inflamatéria, por ocasionarem a sintese de

citocinas pro-inflamatéras [21].



M. tuberculosis
aerosol

!

(9%0)

95% (Transmissao)

Figura 1.2 Estagios da infeccdo pelo M. tuberculosis. Apos a transmissdo e contagio via
aerossol a TB pode progredir para uma forma da doenca denominada TB latente ou para a TB
ativa. Uma porcdo dos individuos que desenvolveram a forma latente da infec¢do anos depois
podem sofrer a reativacdo da doenga. A TB latente ¢ comumente reativada por uma
imunossupressdo como no caso do HIV. Nos casos de cepas susceptiveis* as drogas ha cura em

95% dos casos. Se ndo tratada a TB tem alta taxa de mortalidade**. Figura adaptada de [17].

Apos a fagocitose o bacilo pode ser destruido pela agdo de enzimas lisossomais e
intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio sendo os macroéfagos o principal
constituinte da resposta inata contra a bactéria [22], [13]. Porém, ja bem descrito na
literatura, o Mtb possui mecanismos de evasdao desta resposta imune, por exemplo,
inibindo a fusdo e formacao do fagolisossoma [23]. Posteriormente, células dendriticas
presentes no parénquima pulmonar fagocitam alguns bacilos e migram para linfonodos
adjacentes e apresentam antigenos micobacterianos aos linfocitos T naive, dando inicio
a uma resposta imune adaptativa [24].

A producao de citocinas como IL-12, TNF-a e diversas quimiocinas pelos
macrofagos apds a infeccdo, recrutam outras células para o sitio da infeccdo. Dentre

estas células estdo neutrofilos, células NK e os linfocitos T auxiliares especificos e
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citotoxicos que foram ativados pelas células dendriticas. A citocina IL-12 atua na
prolifera¢do dos linfécitos e induz a produgdo de IFN-y, que potencializard a atividade
microbicida dos macrofagos [25], [26]. A migracdo desses diversos tipos celulares e a
presenca de TNF-a, culminara na formagao da estrutura celular denominada granuloma,

numa tentativa de contencao do patogeno [27].

Para a formagdo do granuloma, os macréfagos se diferenciam em células
epitelidides e se fundem formando células gigantes. Essas células vdo circundar os
macrofagos infectados, juntamente com alguns neutréfilos e linfocitos, dando origem ao
granuloma primdrio. Com o decorrer da infec¢do, ocorre a proliferacdo de fibroblastos
que irdo encapsular o granuloma primario, dando origem ao granuloma tardio. Por
estimulo das células epitelidides da regido central, os fibroblastos produzem colédgeno e
elastina, fortalecendo a estrutura do granuloma [28]. Nessa fase, ocorre a formagdo de
novos vasos sanguineos, porém, a nutricdo s6 ocorre nas camadas mais externas do
granuloma. Este fato contribui para a formagdo de necrose do tipo caseosa no centro do
granuloma, este fendmeno pode facilitar a sobrevivéncia e disseminag¢do do bacilo, o
que torna controversa a formagdo da granuloma como um mecanismo de prote¢do do
hospedeiro [29], [30]. Esse processo ¢ regulado pela acdo de linfécitos T e B que se
encontram na periferia do granuloma, formando um halo linfocitario, que modulam a

acao dos macréfagos (Figura 1.3) [31], [32].

Os linfocitos T tém a sua maturacdo final no timo e podem se dividir em varios
subtipos celulares de acordo com o tipo de citocina presente no meio. Um desses
subtipos sdo os linfocitos Thl (do inglés, T helper), que sao considerados a principal e
mais importante resposta na prote¢do contra microrganismos intracelulares, incluindo o
Mtb [33]. As células do tipo Thl estdo envolvidas na produgdo de citocinas importantes
e indispensaveis para a ativacao de outras células do sistema imune. Uma das citocinas
produzidas ¢ o IFN-y que ativa os macrofagos e células dendriticas, promovendo um
aumento da agcdo microbicida destas células por meio de uma maior producao de IL-12,

TNF-a e espécies reativas do oxigénio e nitrogénio [32] — [34].

Outro subtipo de linfécito T que vem se mostrando importante na ativacao da
resposta imune contra o Mtb, sao os linfocitos Th17. Este subptipo tem como principal

caracteristica produzir e secretar IL-17 e quimiocinas KC/CXCL1 e MIP-2/CXCL2, que



estdo diretamente relacionadas ao recrutamento de neutréfilos para o sitio da infecgdo

contribuindo diretamente na formag¢ao do granuloma [35].

Linfocito T

Maarofago Maarofago
Infectado em
+. Apoptose

Necrose

Celular Célula

Dendritica

Céula Macrofigo
Gigante o Espumaso
Mycobacterium
tuberculosis

Figura 1.3 Estrutura e composigdo celular de um granuloma na TB. Adaptado de [31]

1.4 - Epidemiologia

1.4.1 - Epidemiologia Mundial

No inicio do século XX, a tuberculose ja era considerada a doenca
infectocontagiosa que promovia o maior nimero de mortes. O melhoramento nas
condigdes de vida durante o decorrer do século, a introdugdo na década de 40 da
antibioticoterapia eficaz, permitiram o controle da tuberculose no mundo desenvolvido.
Na década de 70 alguns paises como os Estudos Unidos, chegaram a acreditar na

eliminagdo da TB [36].

Ao decorrer dos anos houve uma queda continua da TB nos paises
industrializados até a década de 80, onde a partir desse periodo a TB se elevou e depois

recuou. Essa condicdo esta relacionada a varios fatores como, a epidemia da Sindrome



da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS), o surgimento de cepas de Mtb resistentes

aos antimicobacterianos e por problemas politicos e econdmicos [37].

Mesmo com essa redugdo nos casos de TB no mundo, acredita-se que
atualmente um ter¢co da populacdo mundial estd infectada pelo Mth e com risco de
desenvolver a doenca. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em
2013 foram diagnosticados e notificados 9 milhdes de novos casos de TB no mundo e
1.5 milhdes de mortes. No Brasil o indice anual de TB foi de 70.047 mil novos casos
em 2012 situando o pais na 17* posicao entre os 22 paises responsaveis por 82% do total
de tuberculose do mundo. O maior nimero de casos novos de TB ocorreu na Asia (58%
de casos) e Africa (27% de casos) e o menor nimero de casos foram apresentados na
regido do leste Mediterraneo (8% de casos), regido Européia (4% de casos) e na regido

das Américas (3% de casos) como demonstrado na Figura 1.4 [1].

Figura 1.4 Mapa mundial demonstrando em verde os 22 paises responsaveis por 82% da
tuberculose mundial. Adaptado de [1].

1.4.2 - Epidemiologia no Brasil

Estima-se que no Brasil, 57 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo Mtb. No
ano de 2012, o Brasil apresentou 70047 novos casos de TB, o que equivale a um
coeficiente de incidéncia de 36.1 casos por 100 mil habitantes [1], [38]. O valor da
incidéncia de TB nos homens (49.6 casos/100000 habitantes) ¢ o dobro em relagdo as
mulheres (24.6 casos/100000 habitantes). A faixa etdria mais atingida pela TB no Brasil

¢ a que vai dos 20 aos 49 anos, responsavel por cerca de 63% dos casos novos em 2009
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[39]. Segundo o Ministério da Saude [8], em 2012 a regido Sudeste apresentou a maior
quantidade de casos de TB, e em todos os anos avaliados a regido lider nos casos de TB
foi a Norte apresentando as maiores taxas de incidéncia. Em 2011, os estados que
apresentaram as maiores taxas de incidéncia de TB do pais foram o Amazonas (65.7) e
Rio de Janeiro (57.6), enquanto Goias (15), Distrito Federal (13.4) e Tocantins (13) as

menores [38], [39] como demonstrado na figura 1.5.

TB ¢ uma doenca que t€m cura e pode ser evitada, porém em 2011 ela foi
responsavel por 4600 de mortes no Brasil ¢ 1.4 milhdes de mortes no mundo. No Brasil
a taxa de mortalidade foi de 2.9 dbitos por 100 mil habitantes, apesar do alto indice, o
Brasil ja alcangou a meta estipulada pela OMS de diminuir pela metade o indice de
mortalidade por TB quando comparada com o indice de mortalidade de 1990. A regido
Sudeste concentrou o maior nimero de dbitos por TB, mas a lider foi a regido Nordeste
apresentando as maiores taxas de mortalidade entre os anos de 2001 a 2010. Em 2010,
os estados do Rio de Janeiro (5.6 6bitos/100000 habitantes) e de Pernambuco (4.0
0bitos/100000 habitantes) apresentaram as maiores taxa de mortalidade do palis,
enquanto Goids (0.8 6bitos/100000 habitantes) e Distrito Federal (0.5 6bitos/100000

habitantes) as menores [38].

Coeficiente de
incidéncia/100.000 hab.

1 Ate 13,7
0 13,7-[27,3
= 27,3-141,0
™ 41,0-|546
W 5461632

Figura 1.5 Mapa do Brasil, demonstrando o coeficiente de incidéncia de tuberculose por
100.000 habitantes. Adaptado de [38]
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1.5 - Diagnostico

A deteccao precoce do Mth em amostras clinicas torna-se cada vez mais
importante no controle da tuberculose, tanto para o tratamento clinico de individuos
infectados quanto para a identificacdo de individuos expostos [40]. Desde a descoberta
do Mtb por Robert Koch em 1882, a microbiologia convencional foi o sustentaculo do
diagnostico da TB, principalmente em paises de baixa renda. Desde entdo o mundo
cientifico busca pelo desenvolvimento de testes de diagndsticos para a TB mais

confiaveis, sensiveis e rapidos [41], [42].

No Brasil, o diagnostico presuntivo da TB pode ser realizado em pacientes que
procuram os servicos de satde, apresentando sinais e sintomas respiratorios como tosse,
expectoragdo ha mais de trés meses e perda de peso. Sendo entdo necessario

confirmagdo da doenga que ¢ alcancada através da baciloscopia e/ou cultura [42] - [44].

Em grande parte do mundo, principalmente em paises emergentes como o Brasil,
a baciloscopia ¢ o método primario escolhido para o diagndstico laboratorial da
tuberculose. Este método ¢ um exame direto que para o diagnéstico da TB pulmonar.
Ele o utiliza escarro, lavado bronquico, aspirado traqueal ou géstrico, que depois de
fixado e corado ¢ capaz de revelar o Mth. A coloragdo utilizada na baciloscopia pelos
servigos de satde publica do Brasil ¢ a de Ziehl-Neelsen (ZN) por ser um método
simples, seguro, especifico e por ter um menor custo. Esta coloragdo tem principio
baseado na capacidade das micobactérias reterem o corante fucsina apos descoloracao
com alcool-4cido. Visualizados no microscopio Optico, os bacilos da TB, possuem uma
morfologia em forma de bastonetes, levemente curvados, corados de vermelho, por
estas caracteristicas sdo considerados bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) [42],

[44]-[46].

Como a baciloscopia possui grande variabilidade na sua sensibilidade,
atualmente o exame padrdo ouro para o diagnodstico da TB € o isolamento do Mtb por
cultura. As vantagens do diagnostico por cultura inclui sua alta acurécia, ter um custo
baixo e de apresentar um indice de contaminacdo menor. As desvantagens estdo
relacionadas com o crescimento lento do Mth, que acarreta em um prazo de até quatro
semanas para o isolamento da bactéria e de oito semanas para a identificacdo da espécie

e realizagdo de teste de sensibilidade aos anti-tuberculinicos. Além disso, a necessidade
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de sofisticados métodos de biosseguranca, maior infra-estrutura do laboratério e
técnicos especializados podem ser citados como dificuldades para se utilizar a cultura

como método de diagndstico [40] - [46].

1.6 - Prevencao

O bacilo de Calmette e Guerin (BCG) ¢ a vacina usada mundialmente na
prevencdo da TB e ¢ constituida de uma cepa de Mycobacterium bovis que foi atenuada
através de uma série de passagens em meio contendo batata, bile e glicerol por 13 anos.
Essas sucessivas passagens promoveram a atenuacdo da BCG pela perda de algumas
regides cromossdmicas. Uma andlise gendmica comparativa entre a cepa BCG atenuada
e 0 Mtbh demonstrou que a BCG tem ausente mais de 100 fases de leituras abertas (do
inglés Open Reading Frame - ORF). Entre as sequéncias génicas perdidas na vacina
BCG, estdo as regides de diferenciacdo (RD) que em sua maioria estdo relacionadas a
fatores de viruléncia [47], [48]. Entre as RDs perdidas através da atenuacdo da BCG,
estaa RD1. A RD1 estd ausente em todas as cepas de BCG e presente em M. africanum,
M. bovis e M. tuberculosis. Esta regido tém aproximadamente 9455 pares de bases (pb)
e abrange nove ORFs (Rv3871 a Rv3879c). Estas ORFs codificam para proteinas que
compdem um complexo de secrecdo chamado de sistema de secrecdo tipo VII além do
antigeno secretado precocemente de 6 kDA (do inglés: Early Secreted Antigenic Target
6 kDa - ESAT-6) e da proteina de filtrado de cultura de 10 kDa (do inglés:/0k Da
culture filtrate protein - CFP-10) [49], [50].

Em 1921, a primeira crianga foi imunizada com a BCG desenvolvida por
Calmette e Guérin e os ensaios clinicos que se seguiram, na Franca e na Bélgica,
mostraram que a vacina foi muito eficaz na protecdo de TB em criangas. Logo depois,
as campanhas de vacinacdo foram implementadas em toda a Europa. Apds a Segunda
Guerra Mundial, a OMS recomendou a expansao das campanhas de vacinagao para fora
da Europa. Hoje, a vacina BCG ¢ obrigatoria em areas endémicas de tuberculose e ¢ a

vacina mais utilizada no mundo [47].

O sucesso da BCG ¢ primariamente devido a sua eficacia na prevengdo da
meningite tuberculosa e tuberculose miliar em criangas. Nestes, casos a vacina tem
eficacia girando entre 52 a 100%. Além disso, possui baixo custo de fabricacdo e pode
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ser facilmente utilizada em muitas partes do mundo, incluindo regides com baixo indice
de desenvolvimento. Por outro lado, a eficacia da BCG na prevengao da tuberculose
pulmonar ativa em adultos tem sido contestada por varios estudos clinicos, com o
menor nivel de protecdo observado em paises com a maior incidéncia de TB. Nestes

casos a vacina tem eficicia muita variavel, indo de 0 a 80% [47], [51], [52].

Viarios fatores podem contribuir para a variagdo na eficacia da vacina BCG.
Dentre os fatores levantados pela comunidade cientifica podemos citar a exposi¢ao do
individuo a micobactérias ambientais que influenciariam o efeito da vacina. A perda de
genes durante a atenua¢do da cepa BCG poderia ser outro fator que resultaria na
auséncia de expressdo de antigenos importantes para estimulagdo da resposta imune
protetora. Além disso, a variagdo génica das cepas utilizadas para produzir a BCG nos
diferentes paises podem produzir propriedades antigénicas variadas e diferentes daquela
cepa original utilizada por Calmette e Guérrin e a propria variagdo genética das
populacdes em que essa vacina ¢ aplicada pode ser um fator determinante na reposta
imune variavel a vacinagdo. Outros fatores como a viabilidade da vacina, dose utilizada,
via de administragao, estado nutricional do paciente ¢ outras infecgdes também sao
apontados como responsdveis pela variacdo na eficdcia da vacina BCG [53]. Neste
cenario, os indices epidemiologicos da tuberculose continuam alarmantes e a vacina
utilizada atualmente ndo produz uma resposta protetora eficiente contra a tuberculose
pulmonar em jovens e adultos. Sendo assim, surge a necessidade de se desenvolver uma
nova vacina com maior capacidade protetora a fim de prevenir a principal forma clinica

da doenga.

1.6.1 - Novas vacinas contra a TB

Explorando os beneficios da nova tecnologia de vacinas, tém surgido novos
métodos para melhorar ou substituir a vacina BCG existente. Isso porque a BCG, que ¢
a unica vacina recomendada e autorizada para a prote¢do contra a TB, apresenta varias
limitagdes ja citadas em relagdo a sua eficacia além do fato de ndo impedir a reativagao
da TB latente e ser contraindicada em pacientes infectados pelo HIV ou que apresentem
outro tipo de imunodeficiéncia. Nas tltimas décadas, tem sido desenvolvida uma grande

quantidade de pesquisas relacionadas a prevengcdao da TB. Estes estudos focam no
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desenvolvimento de uma vacina viva pelo melhoramento de cepas da BCG através de
engenharia genética ou na constru¢do de uma vacina de subunidade que possa substituir

a BCG, sendo mais segura, por exemplo, quando administrada em pacientes com HIV.

1.6.1.1 - Vacinas micobacterianas vivas

O desenvolvimento de vacinas micobacterianas vivas pode ser realizado por
diversas estratégias como, por exemplo, pela atenuacdo do Mtb e modificacdo genética
da BCG inserindo/deletando genes importantes para viruléncia, imunogenicidade ou
que codifiquem outras proteinas que ndo sdo expressas por micobactérias [54]. Vacinas
bacterianas vivas teriam a vantagem de que muitos antigenos poderiam agir
simultaneamente para induzir uma resposta imune mais eficaz. Além disso, é esperado
que essas vacinas permane¢am em tecidos por periodos prolongados, possibilitando ao
sistema imune maiores chances de apresentacdo de antigenos, podendo gerar uma
memoria imunologica eficiente [55]. Tem sido sugerido que a eficiéncia da BCG
poderia ser aumentada com a reintrodu¢do de alguns dos muitos genes que foram
perdidos durante a atenuag¢do ou pela super-expressdo de proteinas imunodominantes.
Por exemplo, em estudos onde foi desenvolvida uma BCG recombinante (rBCG) que
super expressava a proteina Antigeno 85A, verificou-se que esta rBCG promoveu uma
protecdo eficiente no modelo de TB pulmonar em cobaias [56]. No entanto, estas
diferentes abordagens sao sempre complicadas pelo risco em potencial de aumentar a
viruléncia da cepa vacinal, possivel indugdo de doenca mediante situagdes de
imunossupressdo e nenhum dos mutantes testados até agora promoveram niveis de
protecdo maiores do que a BCG em animais [54], [57]. Assim € necessaria uma nova
abordagem na recombinagdo de cepas de BCG, visando genes diferentes envolvidos
com a viruléncia e metabolismo destas bactérias, tornando a vacinagcdo mais segura para
pacientes imunocomprometidos, até mesmo aumentando a imunogenicidade e prote¢do

gerada pela BCG.
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1.6.1.2 - Vacinas de subunidades

A estratégia de desenvolvimento de vacinas de subunidade ¢ uma tecnologia
moderna que apresenta algumas vantagens sobre o uso de vacinas vivas. Dentre essas
vantagens, os quesitos de segurancga e facilidade de padronizacao/produgdo reprodutivel
seriam os principais. Vacinas de subunidade sdo baseadas no pressuposto de que apenas
alguns antigenos do patdgeno sdo suficientes para induzir e manter uma resposta imune
protetora. A partir de 1988, o sequenciamento do genoma do Mtb foi um importante
recurso para auxiliar na busca de proteinas candidatas para vacinas dentre os

aproximadamente 4000 genes anotados [54].

Entre os estudos realizados com proteinas do Mth podemos citar como
promissores, a vacina de subunidade proteica contendo os antigeno 85B ¢ ESAT-6. Esta
construcdo foi segura e eficaz na prote¢do contra o Mtb em modelos animais, incluindo
primatas nao humanos, além de induzir uma resposta imune forte e persistente do tipo
Thl antigeno-especifico [58]. Outros trabalhos mostraram a eficacia em modelo animal
e estudos clinicos das vacinas M72/AS01, M72/AS02 e Mtb72F, compostas pela fusao
dos de dois antigenos do Mtb juntamente com diferentes adjuvantes. Os antigenos que
compde estas vacinas sdo a proteina Mtb32a, uma protease codificada pelo gene
Rv0125 e a proteina Mtb39a (Rv1196) uma proteina da familia PPE de serino o\B-
hidrolases com funcao ainda por ser determinada. Os resultados sdo esperangosos, pois
mostraram um bom nivel de seguranca utilizando esta construgdo juntamente com uma
boa resposta humoral e celular, sendo que ambas as respostas imunes permaneceram por
seis meses apOs a ultima dose. Algumas ja estdo em testes clinicos em humanos, como a
M72/AS02 que atualmente estd em ensaios clinicos de fase II, realizados na Africa do

Sul e Gambia [59] — [64].

1.7 - Tratamento

A tuberculose ¢ uma doenga que pode apresentar cura em até 95 % dos casos
sensiveis aos anti-tuberculinicos, desde que as medidas basicas da terapia com os
farmacos sejam obedecidos. Estas medidas envolvem a adequada associagdo dos
medicamentos, administracdo de doses apropriadas € o uso por um tempo ininterrupto

de seis meses, evitando assim, a persisténcia da bactéria e a disseminag¢do de cepas
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resistentes aos anti-tuberculinicos. O tratamento dos pacientes baciliferos ¢ a prioridade
no controle da tuberculose, pois esta medida consegue interromper o ciclo de
transmissdo da doenga. No Brasil o tratamento atual da TB ¢ realizado com doses fixas
e combinadas de 150 mg de rifampicina, 75 mg de isoniazida, 400 mg de pirazinamida e
275 mg de etambutol nos 2 primeiros meses, chamada fase de ataque. Apds esta
primeira fase, se indica o uso de 150 mg de rifampicina e 75 mg de isoniazida nos 4
meses seguintes, chamada de fase de manutengao [65], [66]. Contudo, o longo periodo
de tratamento, os graves efeitos colaterais da combinacdo de multiplas drogas e
principalmente o surgimento de cepas multirresistentes vem se tornando um obstaculo

no tratamento da TB.

1.7.1 - MDR-TB

Linhagens de Mtb resistentes a multiplas drogas (MDR-TB) ja sdo comuns em
todo mundo, s6 em 2012, estima-se cerca de 450 mil novos casos [1]. Com o
surgimento de cepas resistentes as drogas de primeira linha tém que se recorrer a drogas
de segunda linha, mais dispendiosas e com efeitos colaterais graves, fatores que muitas
vezes impendem o tratamento eficaz da doenca. Contudo, em varios paises ja foram
i1soladas cepas extensivamente resistentes (XDR-TB), resistentes as drogas de primeira e
segunda linha (Figura 1.6). Quando isso ocorre ndo se tem muitas alternativas para o
tratamento e na maioria dos casos, como agravante, essas cepas sdo isoladas em
pacientes com HIV [67]. O surgimento da TB na sua forma resistente ¢ fator de grande
preocupacdo, nao sé pela possibilidade da disseminagdo de cepas multirresistentes,
como também pelas dificuldades de se estabelecer esquemas terapéuticos eficazes e
efetivos para o controle da doenca. Com o surgimento, em 1981, da Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida, vem-se observando, tanto em paises desenvolvidos como
naqueles em desenvolvimento, um crescente numero de casos notificados de
tuberculose com surgimento das cepas resistentes a multiplas drogas. Por isso, se torna
cada vez mais necessario o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da

tuberculose.
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Figura 1.6 Numero de pacientes em tratamento com confirmagao laboratorial de XDR-TB. Adaptado da

referéncia [1].

1.7.2 - Desenvolvimento de novas drogas

Nos ultimos anos, a epidemia de TB tem ganhado impulso com o surgimento de
cepas MDR-TB e XDR-TB, em contrapartida temos cada vez menos opgdes de
tratamento, drea onde os avangos estdo ha décadas em atraso. A ultima droga com um
novo mecanismo de ac¢do aprovada para o tratamento da TB foi a rifampicina,
descoberta em 1963. Além do niimero de medicamentos, alta dosagem e longo tempo
do tratamento, outro importante obstaculo no tratamento da TB estd na co-admistragao
de algumas drogas disponiveis para o tratamento da TB com certos medicamentos anti-
HIV e outros usados no controle da diabetes. Essa interacdo medicamentosa, por vezes
diminui a eficdcia do tratamento como no caso da co-infec¢do TB/HIV onde a
rifampicina aumenta a atividade do complexo CYP450 levando a maior metabolizacdo e
decréscimo das concentragdes terapéuticas dos medicamentos anti-HIV.

Assim, a pesquisa por novas drogas anti-TB vem buscado novos alvos para
suprir as deficiéncias do tratamento convencional. E desejado que uma nova droga

tenha um alvo diferente dos medicamentos j& disponiveis, com intuito de evitar a
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resisténcia cruzada e ser uma opcao no tratamento de cepas multirresistentes. Outras
dificuldades no tratamento poderiam ser amenizadas com drogas que encurtassem o
periodo de tratamento, diminuisse a quantidade de doses e de combinacdes de
medicamentos além de ndo interferir no metabolismo das drogas utilizadas no
tratamento do HIV e diabetes.

Os avangos na identificacdo de novos alvos para drogas no tratamento da
tuberculose tém sido amplamente dirigidos pela disponibilidade da sequéncia gendmica
do M. tuberculosis. Dentre os compostos que ja estdo em fase de testes clinicos, os
principais alvos sao inibidores da sintese proteica, drogas que agem na parede celular,
inibidores de DNA girase ¢ ATP sintase. Com isso, a nossa linha de pesquisa visa a
identificacdo e caracterizagdo de novos alvos potenciais para a quimioterapia da
tuberculose, visto que os tratamentos convencionais vém perdendo sua eficacia. As
proteases sao o principal enfoque da nossa pesquisa, uma vez que participam de

processos bioldgicos fundamentais para a viabilidade e viruléncia de patdégenos [17].
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Capitulo 2

Proteases

As proteases sdo enzimas que estao
envolvidas na hidrdlise das ligagdes
peptidicas de proteinas ou de fragmentos
peptidicos causando modificagdes de seus
substratos com consequéncias importantes
para os sistemas biologicos, sendo
amplamente distribuidas na natureza. Elas
podem ser consideradas potenciais alvos
terapéuticos devido as suas importantes
fungdes nos ciclos de vida dos parasitos,
envolvidas no seu metabolismo e
diferenciacdo, assim como em muitos
aspectos da interagdo do parasito com o seu
hospedeiro. No Mth ha mais de 100 genes
que codificam proteases, porém poucos ja
foram estudados. Contudo, estudos de
alguns destes genes demonstram a
importancia dessas enzimas e seu potencial
como alvos para novas drogas anti-TB e
construcdo de novas vacinas. Iremos
sumarizar, de acordo com a natureza
quimica de seu sitio catalitico, o estudo de

algumas destas proteases.



2.1 - Nomenclatura e classificacio

As proteases, também chamadas de peptidases, sdo enzimas que catalisam a
hidrolise de ligagdes peptidicas de proteinas e cadeias polipeptidicas [1]. Essas enzimas
estdo presentes em todos os sistemas biologicos, desde virus até os eucariotos
superiores, sendo essenciais para a homeostase celular além de desempenharem um
papel fundamental na regulagdo de diversos processos biologicos como digestao,
coagulagdo sanguinea, processamento hormonal, processamento de precursores
relacionados a sintese de colageno, renovagao proteica, morte celular programada dentre

outros processos bioldgicos [2], [3].

Como produto biotecnoldgico, as peptidases sdo utilizadas em varios processos
industriais como na producdo de detergentes, na industria alimenticia e também na
industria farmacéutica. Visando desenvolver tecnologias que ndo agridam o meio
ambiente, o tratamento de couro e processos de biorremediagdo vem sendo
desenvolvidos com a utilizagdo de proteases. Estas enzimas também sdo usadas
extensivamente na industria farmacéutica para o desenvolvimento de medicamentos,
como exemplo podemos citar o Botox®. Os métodos de produgdo sdo variados,
proteases que sdo utilizadas na industria alimenticia e na fabricacdo de detergentes sdo
preparadas em grandes quantidades e usadas como preparagdes brutas, enquanto aquelas
que sao usadas na medicina sao produzidas em pequenas quantidades, exigindo extensa

purificacdo antes de serem utilizadas [4].

De acordo com o ponto da cadeia peptidica onde exercem sua ac¢do catalitica, as
enzimas proteoliticas podem ser classificadas como exopeptidases ou endopeptidases
[5], [6] (Figura 2.1). As exopeptidases catalisam a clivagem de seus substratos a partir
de suas extremidades. Carboxipeptidases clivam residuos na por¢ao carboxi-terminal e
as aminopeptidases realizam a catdlise na extremidade amino-terminal da cadeia
polipeptidica [7]. As endopeptidases, também chamadas de proteinases, catalisam a
clivagem de ligacdes peptidicas entre residuos de aminoacidos internos de uma cadeia
polipeptidica [8]. Contudo, algumas peptidases possuem tanto atividade exopeptidica
quanto endopeptidica. Existem também as omega-peptidases, que ndo necessitam de um
residuo livre N- ou C-terminal do substrato. Elas hidrolisam peptideos ou dipeptideos
que sdo ligados por pontes isopeptidicas em ambas as extremidades, como exemplo, as

piroglutamil peptidases e ubiquitinil hidrolases [9].
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Figura 2.1 Esquema de classificagdo das proteases de acordo com local onde clivam a cadeia peptidica.

As peptidases também podem ser classificadas quanto a sua especificidade pelo
substrato, seu mecanismo catalitico e suas relagdes evolutivas [10]. Dois sistemas para a
classificagdo das enzimas proteoliticas estdo sendo usados: o sistema EC (Enzyme
Commission) da IUBMB (Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecula) e o sistema MEROPS de familias e clas de peptidases
[11]. No sistema EC, as enzimas estdo divididas em seis classes: (1) Oxidoredutases, (2)
Transferases, (3) Hidrolases, (4) Liases, (5) Isomerases e (6) Ligases. As peptidases sdo

classificadas como hidrolases e formam a subclasse 3.4 [11].

Levando em conta o mecanismo catalitico, que esta relacionado ao principal
residuo funcional do grupo quimico envolvido no processo de hidrélise da ligacao
peptidica, as proteases eram classificadas como aspartico-proteases, cisteino-proteases,
serino-proteases ou metalo-proteases (Figura 2.2) [12], [13]. Atualmente, existem nove
tipos de proteases dentro desta forma de classifica¢do. Os tipos das treonino-proteases
[14], das glutadmico-proteases [15] e das asparargino-proteases foram adicionados
recentemente, juntamente com o grupo de peptidases de processo catalitico
desconhecido e o daquelas que apresentam mecanismo misto. Além disso, o sistema EC

relaciona a especificidade do substrato com o mecanismo catalitico [10].
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O sistema MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) de classificagao de peptidases
foi desenvolvido em 1993 [16] e publicado em 1996 como um bancos de dados na rede
mundial de computadores [17]. Nele, as proteases sdo identificadas, classificadas e
distribuidas de forma hierarquica em clas e familias, baseado na relacdo evolutiva e na
estrutura das enzimas [16]. Cada peptidase possui um codigo identificador que comeca
com uma letra indicadora do tipo catalitico da enzima (A: aspartico, C: cisteino, G:
glutdmico, M: metalo, N: asparargino, S: serino, T: treonino, U: desconhecido ou P:
misto). O identificador do cla ¢ complementado por uma segunda letra adicional, escrita
em sequéncia (Ex: clda MA). O identificador da familia ¢ complementado por um
numero (Ex: familia M1). No banco de dados do MEROPS, o identificador de cada
protease comeca com o identificador da familia e ¢ completado com um nimero

decimal (Ex: M08.001) [17].
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Figura 2.2 Mecanismo catalitico das principais classes de proteases. (A) Serino-proteases, (B)
Cisteino-proteases, (C) Aspartico-proteases e (D) Metalo-proteases. [13]

2.2 - Serino-proteases

O grupo das serino-proteases ¢ o mais estudado dentre as proteases, estas

enzimas se caracterizam por conter um residuo de serina no sitio ativo [18]. Nelas, o
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ataque nucleofilico a ligacdo peptidica se inicia pelo residuo de serina do sitio ativo,
formando-se um éster como intermedidrio covalente. A triade catalitica caracteristica
das serino-proteases ¢ formada pelas cadeias laterais dos residuos de serina, histidina e
aspartato (Figura 2.2A). As maiores familias desta classe sao a SI1, a S8 e a S9,
representadas pela quimotripsina, subtilisina e prolil oligopeptidase, respectivamente.
Elas apresentam atividade méxima em ambientes com pH neutro ou levemente alcalino
e sdo inibidas por Diisopropilfluorofosfato (DFP). Muitas apresentam sensibilidade a
Fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), aprotinina, n-a-Tosil-L-Lisina clorometil cetona
(TLCK) e n-a-Tosil-L-Fenilalanina clorometil cetona (TPCK) [19]. A familia S1 ¢
formada por enzimas proteoliticas envolvidas nos processos digestivos de mamiferos,
como a tripsina, a quimotripsina e a elastase. Outras enzimas que participam da cascata
de coagulacdo sanguinea e do sistema complemento estdo incluidas nesta familia [20].
A familia S8 ¢ composta por enzimas bacterianas, como a subtilisina, e por peptidases
relacionadas encontradas em fungos, plantas e animais [20]. Elas tém papel no
processamento de peptideos sinalizadores como os hormdnios adrenocorticotropicos
humanos [10]. As serino-proteases também participam de varios outros processos
fisiologicos e patoldgicos. Por exemplo, o ativador de plasminogénio do tipo uroquinase
(uPA) estd envolvido em processos importantes como dissolucdo de coagulos
sanguineos, remodelamento da matriz extracelular, angiogénese, cicatrizacao de feridas,

invasdo de tumor e metastase [21].

2.2.1 - Serino-proteases no Mth

2.2.1.1 - ClpP1/P2: Caseinolytic protease

As Clp proteases (ClpP) sdo enzimas altamente conservadas e estdo presentes
em uma ampla gama de bactérias bem como em plantas e mamiferos. Estas proteinas
contribuem para homeostase celular e participam em um mecanismo controle de
qualidade pela degradacdo de proteinas mas enoveladas e agregados proteicos que
podem ser toxicos. A degradagdo de proteinas ndo funcionais ¢ 1util para protecao da
célula, mas também serve como uma via eficiente de reciclagem de recursos que sao
limitados. Além disso, as Clp proteases desempenham papel em varios processos
regulatdrios via protedlise controlada de proteinas regulatérias chave. A holoenzima Clp
¢ estruturalmente similar ao complexo 26s do proteassoma eucariotico, composta por

uma subunidade catalitica e uma regulatéria. O Mtb possui duas subunidades ClpP, a
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ClpP1 e ClpP2, ambas essenciais para o crescimento e viruléncia. O componente
proteolitico central do complexo ¢ formado por dois discos heptaméricos sobrepostos,
compostos pelas proteinas ClpP1 e ClpP2. Porém as proteinas ClpP sozinhas possuem
atividade limitada, assim elas se unem a Clp ATPases formando o complexo de

degradacao proteica ativa. [22] — [28]

2.2.1.2 - Hip1: Hydrolase important for pathogenesis 1

Hipl ¢ uma proteina imunomodulatéria chave que previne a ativagao de
macrofagos seguida da infecgdo pelo Mth e também controla o inicio e a magnitude da
resposta pro-inflamatéria induzida pela bactéria. Esta estratégia de atenuacdo das
respostas pro-inflamatorias precoces pode ser vantajosa para o patdogeno, permitindo-lhe
escapar da deteccdo pelo sistema imune. Além disso, a Hipl do Mtb e seu ortdlogo em
M. smegmatis sdo importantes para manter a integridade do envelope celular e conferir
resisténcia a estresses dirigidos a parede bacteriana. Hipl possui a triade catalitica S228,
D463, H490, presente nos membros da familia de alfa\beta hidrolases, incluindo
esterases, lipases e proteases. Contudo, a presenca de 11 residuos de cisteina e 5
possiveis ligagdes dissulfeto dentro da proteina, tornam esforgos para purificar e
caracterizar esta proteina complicados. Alguns estudos mostraram que Hipl ¢ uma
serino-protease com atividade contra proteinas e peptideos. No Mtb a proteina GroEL2,
que codifica uma chaperona com atividade imunomoduladora, ¢ um dos substratos da
protease Hipl. Curiosamente, a clivagem de GroEL2 pela enzima Hipl, converte esta
proteina uma de forma multimérica para uma forma monomérica. Assim, no Mtb
mutante para Hip1l a proteina GroEL2 permanece ndo clivada causando atenuagao desta
cepa. A expressdo ectopica de mondémeros GroEL2 clivados dentro da cepa mutante
Hip1 restaura os niveis de citocinas produzidas em macrofagos infectados. Desta forma,
a protedlise de substratos especificos pela proteina Hipl € um novo mecanismo
regulatorio que auxilia o Mtb responder a mudancgas do sistema imune do hospedeiro

durante a infeccdo. [29] — [32]

2.2.1.3 - HtrA: high-temperature requirement A serine protease
As proteases HtrA formam uma familia de serino-proteases presente em quase

todas formas de vida, incluindo humanos. Essa familia de proteases ¢ responsavel pela
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manuten¢do do proteoma de células pela degradacdo de proteinas com dobramento
incorreto, de proteinas provenientes de lesdes de membranas e também podem agir
como chaperonas. A estrutura das HtrA proteases ¢ bem similar e composta por um
dominio catalitico altamente conservado ¢ um domino PDZ de interagdo proteina-
proteina que facilita a ligagdo com o substrato. Apesar de apresentarem estrutura
similar, as fungdes e substratos das HtrA sdo diversificados e dependem nao dos
dominios conservados, mas de diferentes conformacdes de outros dominios que
compoes o sitio catalitico. Em vérias espécies de bactérias os genes htrA foram descritos
como importantes na viabilidade e com papel na viruléncia. O genoma do Mrb codifica
trés proteases que pertencem a familia das HtrA serino-proteases importantes na
fisiologia e patogenicidade, sdo elas a HtrAl (Rv1223), HtrA2 (Rv0983) e HtrA3
(Rv0125). O gene htrAl ¢é essencial para o Mtb e a proteina HtrAl ¢ encontrada em
fragdoes da membrana. As proteinas HtrA2 e HtrA3 podem estar também ligadas a
membrana celular e ha evidencias de que seriam secretadas. O gene htrA2 apesar de nao
essencial € importante para a viruléncia da bactéria, ja que cepas nocautes mostraram-se
atenuadas em modelo murinho de infeccdo. Contudo, a delecdo do gene htrA43 parece
ndo alterar o fendtipo da cepa mutante. Visto isso, drogas que agiriam nas proteinas

HtrA1 e HtrA2 poderiam ser promissoras no tratamento da tuberculose. [33] —[37]

2.2.1.4 - LepB: the sole type I signal peptidase

Vérias proteinas bacterianas desempenham suas funcgdes tanto dentro do
envelope celular quanto no ambiente extracelular, para isso, elas precisdo ser
direcionadas do local onde sdo sintetizadas para seu destino final, sendo secretadas.
Uma nova via que vem sendo usada como alvo para antibidticos sdo os sistemas de
secrecdo bacterianos, incluindo as proteinas da maquinaria de translocacdo Sec e as
peptidases sinais que sdo importantes enzimas no processamento e translocagdo de
proteinas através da membrana celular. As peptidases sinal do tipo I (SPase I ou LepB)
desempenham um papel chave na secre¢ao de proteinas clivando um peptideo sinal na
por¢ao N-terminal liberando a proteina madura da membrana citoplasmatica. Sua
atividade ¢ essencial para viabilidade de todas as espécies bacterianas ja testadas,
incluindo o M. tuberculosis. LepB é um promissor alvo para drogas anti-TB, pois o Mtbh
possui apenas uma cdpia deste gene que € essencial para seu crescimento. Inibidores

especificos para a proteina LepB levam a morte tanto de micobactérias replicantes como
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nao replicantes, sugerindo que estas drogas poderiam diminuir a persisténcia e encurtar

o tratamento da tuberculose. [38] — [40]

2.2.1.5 - MarP: Rv3671c transmenbrane serine protease

MarpP ¢ uma serino protease esta localizada no periplasma com papel
importante na homeostase do pH intracelular e persisténcia do M. tuberculosis no
ambiente hostil do fagossoma, protegendo a bactéria do estresse oxidativo e acidez.
Entendendo as vias proteoliticas que envolvem estd enzima podem levar ao

desenvolvimento de novas quimioterapias anti-TB. [41], [42]

2.2.1.6 - Mycosins: subtilisin-like serine proteases

O Mtb possui cinco sistemas de secregao do tipo VII codificados pelos loci esx/
ao esx), nomeados assim pelo principal antigeno secretado pelo sistema, o ESAT-6.
Cada locus contem proteinas envolvidas na formagdo de um sistema de secregdo
dedicado, incluindo proteinas das familias PE, PPE, CFP-10, proteases e proteinas
ligantes de ATP. As proteases codificadas nesses loci sio membros da familia das
serino-proteases semelhantes a subtilisina, comumente chamadas de micosinas. Essas
proteases seriam secretadas ou associadas a parede celular, podendo também estar
presentes na membrana plasmadtica. Diferentemente da LepB, os substratos do sistema
de secregdo tipo VII ndo possuem peptideo sinal como alvo da atividade proteolitica,
embora seja proposto que as micosinas possam modificar seus substratos antes da
secrecdo. O Mtbh possui cinco micosinas, MycP1 a MycP5, sendo algumas delas
importantes para a viruléncia. Por exemplo, a proteina MycP1 ¢ requerida para o
crescimento do Mth em camundongos, sendo que a perda deste gene resulta em uma
cepa atenuada tanto na fase aguda, quanto cronica da infec¢do. Contudo, o Ginico gene
predito como essencial € o que codifica a MycP3 e mesmo ndo havendo sobreposi¢ao de
funcdes dos sistemas de secrecdo pode haver redundancia na fungdo de algumas
micosinas. Pela importdncia na viruléncia, essas proteases sdo atrativos alvos para
drogas. Porém um medicamento deveria inibir as cinco enzimas simultaneamente, ja
que por ndo serem essenciais € haver redundancia, a resisténcia cruzada poderia ser um

obstaculo em se usar as micosinas como alvo. [43] — [48]
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2.3 - Cisteino-proteases

As cisteino-proteases formam um grupo de enzimas que contém um residuo de
cisteina localizado no sitio ativo que € composto normalmente pela triade catalitica Cys-
His-Asn (Figura 2.2B), onde um intermediario covalente ¢ formado apds a agdo de
ativagcdo do residuo de cisteina por um residuo de histidina em um nucleofilo [11].
Geralmente sdao proteinas citoplasmaticas, podendo estar em compartimentos
lisossomais de diversos tecidos de animais, plantas e microrganismos. Como exemplo,
em células de mamiferos as caspases e a calpaina localizam-se no citoplasma enquanto
as enzimas da familia das catepsinas e da legumaina encontram-se alojadas em
compartimentos lisossomais [49] — [51]. A grande maioria ¢ de endopeptidase [52]
porém algumas podem ser classificadas como carboxipeptidases [53].

As principais familias do grupo sdo de importancia médica tais como: familia C1
da papaina que esté relacionada a osteoporose, resposta imune, progressao € metastase
do céncer; familia C3 da picornaina que estd envolvida na hepatite e na poliomielite;
familia C13 da legumaina que esta associada com a apresentacdo de antigenos; familia
C14 das caspases que possuem papel crucial como mediadoras de apoptose; familia C10
da streptopaina e C25 da gingipaina, importantes nas doencas infecciosas [11], [54] —
[56]. As calpainas (familia C2), enzimas dependentes de cdlcio, apresentam estruturas
altamente conservadas e sdo encontradas em animais vertebrados e invertebrados. Além
disso, mostram alta homologia em sua regido C-terminal com a familia das
calmodulinas em consequéncia da presenga de um sitio de ligagdo ao célcio,
responsavel pelo efeito do célcio na atividade [10]. Essa classe de enzimas proteoliticas
¢ fortemente inibida por cloromercuriobenzoato (pCMB) e  L-trans-
epoxisuccinilleucilamido (4-guanidino)-butano (E-64), além de outros agentes tais

como iodoacetamida, leupeptina, cistatina e quimostatina [19].

2.3.1 - Cisteino proteases no Mth

2.3.1.1 - RipA: resuscitation-promoting factor interaction protein

O crescimento e a divisdo celular bacteriana requerem sintese e hidrolise
coordenadas da parede celular, permitindo a remog¢ao e expansdao dos componentes da
parede. Sem uma coordenacdo correta a hidrolise pode resultar em lise celular. No Mtbh

o resuscitation promoting factor B (RpfB), uma transglicosilase, interage com a Rpf-
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interacting protein A (RipA), uma endopeptidase, para hidrolisar o peptideoglicano
(PG). RipA (Rv1477) pertence a familia de D-glutamate-diaminopimelic acid
endopeptidase, que cliva as pontes de pentapeptideos do PG removendo os crosslinks da
parede celular. A determinacdo da estrutura da RipA do Mitb revelou que ela ¢
produzida como um zimogénio e precisa ser ativada para participar no processo de
divisdo celular. Em M. semegmatis a delecdo de RipA causa uma severa inibi¢do do
crescimento levando a um fenotipo de crescimento em longas cadeias. Entretanto, no
Mtb o gene ¢ essencial. Essas caracteristicas tornam a RipA um excelente candidato a

alvo para drogas anti-TB. [57] — [60].

2.4 - Aspartico-proteases

As aspartico-proteases formam um grupo de enzimas que possuem o aparato
catalitico composto por dois residuos de acido aspartico. As enzimas desta classe atuam
sobre ligacdes peptidicas flanqueadas por residuos de aminoacidos hidrofobicos. O
mecanismo catalitico ndo envolve o uso de ataques nucleofilicos por um grupo
funcional das enzimas. Assim, uma molécula de agua aparece fortemente ligada entre o
par de residuos de acido aspartico (Figura 2.2C). Por apresentar atividade 6tima em pH
acido sugere-se que os grupos carboxilas estdo diretamente envolvidos no mecanismo
catalitico destas enzimas [61].

Esta classe ¢ formada geralmente por enzimas extracelulares encontradas
principalmente em organismos eucariotos, € em menor nimero em algumas bactérias e
virus. Neste grupo aparecem enzimas digestivas como a pepsina, quimosina, renina € a
retropepsina. Suas massas moleculares variam entre 30 a 40 kDa, podendo chegar até a
80 kDa, como ¢ o caso da Catepsina E, e sdo inibidas especificamente por pepstatina A
ou por compostos de diazoacetil [10]. A catepsina D, integrante bem conhecida desta
classe, participa da digestdo de proteinas e peptideos localizados nos compartimentos
acidos dos lisossomos [62] e também estd envolvida no processamento de hormonios,
neuropeptideos e antigenos, funcionando como um alvo que permite modular doencas

auto-imunes [62] — [64].
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2.4.1 — Aspartico-proteases no Mth

2.4.1.1 - LspA: lipoprotein signal peptidase 11

O Mtb possui cerca de 90 genes que codificam lipoproteinas, estas proteinas sao
sintetizadas como pro-lipoproteinas no citoplasma e transcoladas através da membrana
plasmatica via a maquinaria Sec ou twin-arginine. Na parede celular recebem
modificacdes lipidicas seguidas pela remogdo do peptideo sinal pela peptidase sinal de
lipoproteinas II (LspA). No Mtb a LspA nao ¢ um gene essencial para o crescimento in
vitro e seu delecao ndo altera a morfologia da colonia bacteriana e da parede celular.
Porém, o mutante para o gene LspA se mostrou atenuado no modelo de infeccdo
murino, com baixa carga bacteriana e auséncia de lesdes no pulmao dos camundongos
infectados. Contudo, o mecanismo que leva a atenuagao pela deficiéncia em LspA ainda
precisa ser elucidado. Estudos mostraram que nao estd relacionado a maturagdo do
fagolissosoma, podendo ser devido a maior suscetibilidade do mutante a agentes
antimicrobianos causada por modifica¢des funcionais na parede celular. As peptidases
sinal II sdo proteinas ancoradas a membrana plasmatica com seu sitio catalitico voltado
para a por¢ao extracelular se tornando mais acessiveis a inibidores, além disso, ndo

possuem homodlogos em eucariotos sendo assim bons alvos para drogas [65] — [67].

2.5 - Treonino-proteases

O grupo das treonino-proteases foi descrito em 1995 e ¢ formado por poucas
familias. O mecanismo catalitico dos membros desta classe parece funcionar com um
residuo de treonina N-terminal participando como um nucledfilo no ataque ao grupo
carbonil da ligacdo peptidica. Esta classe de peptidases representa um elemento
essencial na via ubiquitina-proteassoma, que € a principal cascata intracelular de
degradacdo controlada de proteinas [68]. As treonino-peptidases estdo envolvidas em
muitos processos celulares fundamentais, tais como progressao do ciclo celular, divisao
celular, desenvolvimento, diferenciagcdo e apoptose. Além disso, participam da

modula¢do da resposta imune e inflamatoria [69], [70].
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2.5.1 - Treonino proteases no Mth

2.5.1.1 — Proteassoma

Proteassomas estdo presentes em eucariotos e arqueias, mas também sdo
encontrados apenas em algumas bactérias da ordem actinomycetales, incluindo o M.
tuberculosis. O proteassoma ¢ geralmente composto por dois complexos, o 20S onde as
proteinas sdo degradadas e o 19S regulatorio. No Mtb o complexo 20S ¢ formado por 14
subunidades codificadas pelos genes pcr4 e pcrB que juntas formam uma estrutura em
barril que contem o sitio ativo para degradagao proteica. Em eucariotos a ubiquitina ¢ a
marca para degradagdo via proteassoma, no Mtb existe um sistema de marcag¢do analogo
a ubiquitina, o sistema Pup. As enzimas Dop e PafA ligam o cauda Pub a proteina alvo
num processo denominado pupilagdo. Vérias proteinas ja foram identificadas como
substratos do proteassoma micobacteriano e outra numerosa quantidade de proteinas
esta sendo identificada como alvo da pupilagdo. A protedlise via proteassoma nao ¢
essencial para o crescimento do Mtb, contudo a delegdo dos genes pcrAB causa defeitos
no crescimento ¢ maior sensibilidade a intermediarios reativos de oxigénio, sendo que
as cepas mutantes ndo persistem por tempo prolongado na fase estaciondria ou em
condi¢des de privacdo de nutrientes in vitro. De forma similar, a delecdo dos genes
acessorios da via de degradagdo via proteassoma, Dop e PafA, causa sensibilidade e
atenuacao da viruléncia in vitro e in vivo. A principal dificuldade em se desenvolver um
inibidor para o proteassoma ¢ a inerente toxicidade devido o alto grau de conservagao
do proteassoma micobacteriano com o seu homologo em mamiferos. Porém estudos
mostraram que uma classe de compostos inibe seletivamente o proteassoma
micobacteriano, cerca de mil vezes menos efetivo contra o humano. Esses compostos
agem como inibidores irreversiveis causando alteragdes conformacionais no
proteassoma bacteriano. Mais importante, eles matam o Mtb persistente, podendo assim
ser usados no tratamento da TB latente. Apesar da homologia entre os proteassomas
bacterianos e eucaridticos, as enzimas Dop e PafA ndo possuem homologos em
eucariotos e podem ser uma alternativa com alvo para inibir a via de degradagdo pelo

proteassoma em micobactérias. [71] — [76]
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2.6 - Glutamico-proteases e Asparargino-proteases

A classe das glutamico-proteases, recentemente descrita, ¢ formada por apenas
duas familias. Seu mecanismo hidrolitico ¢ tnico, com uma diade catalitica composta
por um residuo de glutamato e outro de glutamina, onde o glutamato ativa uma
molécula de agua nucleofilica enquanto a glutamina estabiliza um intermediario
tetraédrico formado na via hidrolitica. Além disso, um residuo de &cido aspartico
também parece estar envolvido na atividade catalitica.. A atividade enzimatica deste
grupo de peptidases ¢ potencialmente inibida pelo composto 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)
propano (EPNP) [7], [15]. Porém, no genoma do Mth nao ha nenhuma proteases
anotada neste grupo.

Dentre as proteinas que possuem mecanismo catalitico envolvendo residuos de
asparargina, no Mtb esta anotada apenas uma familia a N10. Esta familia é composta
por proteinas que sofrem autocatalise, conhecidas como inteinas ou inteins. Um intein ¢
um polipéptido codificado por um gene considerado parasita, ele se insere no gene de
outra proteina hospedeira (o extein) interrompendo este gene e seu produto proteico. O
intein é capaz de se auto-libertar da proteina hospedeira e unir as duas extremidades do
extein. Assim, duas proteinas sdo geradas a partir de uma, o extein e o intein, num
processo conhecido como splicing proteico, que ¢ fundamental para a fungdo tanto do
intein quanto da proteina hospedeira. Dentre os genes de M. tuberculosis que possuem
inteins, trés sdo de extrema importancia. O gene dnaB de uma DNA helicase, o gene
sufB que esta envolvido no metabolismo de ferro e o gene rec4 que codifica uma
recombianase. Devido as proteinas destes genes que contem esses inteins serem
essenciais e exercerem funcdes celulares ndao redundantes no Mrb, a inibi¢do da
atividade proteolitica do intein vem sendo descrita como um método promissor para

novos agentes antimicobacterianos. [77] — [81]

2.7 - Metalo-proteases

As metalo-proteases formam a classe de enzimas proteoliticas que se
caracterizam pela necessidade de um cation divalente no sitio ativo, participando do
mecanismo de catélise. O zinco € o ion predominante compondo o arcabouco catalitico
destas enzimas, mas outros cations metalicos como cobalto, magnésio, manganés, calcio
e niquel também sdo grupos funcionais comuns. O ion metélico divalente ¢ usado para
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proporcionar uma forte atragcdo eletrofilica que ajuda no ataque hidrolitico de uma
molécula de dgua auxiliado por cadeias laterais de residuos de histidinas (Figura 2.2D)
[11]. As familias das metalo-proteases estdo agrupadas em diferentes clas baseados na
natureza do aminoacido que completa o sitio de ligacdo ao metal. Por exemplo, o cla
MA ¢ composto pela sequéncia HEXXH-E e o cla MB corresponde ao motivo HEXXH-
H [4].

Metalo-proteases sdo amplamente distribuidas entre procariotos e eucariotos,
geralmente tem ag¢do no meio extracelular, mas também sdao encontradas também no
citosol, em vesiculas ou associadas a membranas. Elas apresentam uma grande
diversidade de sequéncias e estruturas, e sdo sensiveis a agentes quelantes de ions
divalentes tais como 1,10-fenantrolina, EDTA ¢ EGTA [19]. A classe das metalo-
peptidases incluem uma grande variedade de enzimas como as colagenases de
organismos superiores [82], [83], toxinas hemorragicas presentes em veneno de cobras
[84], termolisinas bacterianas [85] dentre diversos fatores de viruléncia em
microrganismos patogénicos.

A termolisina ¢ uma das proteinas mais bem caracterizada do cla MA. Nela,
residuos de histidina do motivo HEXXH funcionam como ligantes do zinco. Além
disso, um residuo de glutamato tem fungao catalitica sobre ligagdes peptidicas, sendo
uma peptidase muito estavel, com meia-vida de 1 h a 80 °C [86]. As colagenases sdo
outras importantes metalo-proteases, tem a¢do muito especifica atuando sobre coldgeno
e gelatina. Foram inicialmente descritas na bactéria anaerobica Clostridium hystolyticum
como um componente responsavel pela toxicidade. Mais tarde também encontrada
sendo produzida pela bactéria aerobica Achromobacter iophagus € outros organismos
incluindo fungos. A elastase, produzida por Pseudomonas aeruginosa, € outro
importante membro da familia de metalo-proteases atuando como um fator de viruléncia
para este microrganismo. Outro importante grupo dentro desta classe de proteinas sdo as
metalo-proteinases de matriz (MMP). Elas estdo envolvidas na degradacdo da matriz
extracelular durante a morfogénese de tecidos, diferenciacdo celular, resposta imune e
cicatrizacdo de feridas. Assim, seu estudo pode ser util no tratamento de doengas tais
como cancer e artrite [4]. Dentro da classe de metalo-proteases, as aminopeptidases
formam um amplo grupo apresentando fun¢des importantes nos sistemas biologicos,

inclusive em microrganismos patogénicos [87].
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2.7.1 - Metalo-proteases no Mtb

2.7.1.1 - FtsH protease: filamentation temperature sensitive H protease

FtsH ¢ uma zinco-metalo-protease dependente de ATP ligada a membrana,
membro da familia AAA de ATPases com homologos em eucariotos e procariotos. A
enzima ¢ responsavel pela degradagdo de proteinas com montagem incorreta e por
mediar resposta a diferentes condi¢cdes ambientais como o choque térmico. O Mth
possui uma FtsH (Rv3610c) com atividade proteolitica, que é predita por ser essencial
em estudos de mutagénese por transposon. Por ser uma proteina bastante conservada
entre bactérias, juntamente com evidencias que mostram que a proteina ¢ essencial para
adaptagdo e sobrevivéncia in vivo, a enzima ¢ considerada um potencial alvo para
drogas. Porém suas semelhancas com enzimas eucarioticas, inclusive humana, pode

tornar o desenvolvimento de drogas, especificas para TB, um desafio. [88] — [90]

2.7.1.2 - Rip1: regulated intramembrane proteolysis metalloprotease

A protedlise regulada intra-mebrana (RIP) ¢ um mecanismo de transducdo de
sinal através da membrana que funciona pela clivagem proteolitica de substratos. No
Mtb a enzima RIP metaloprotease 1 (Ripl) ¢ determinante na composicao do envelope
celular e na viruléncia. A enzima media a clivagem de proteinas como fatores anti-
sigma, Wag31 e PBP3 participando da resposta a varias condi¢des de stress. O gene nao
¢ essencial para o crescimento do Mtb, porém sua delecdo causa alteragdes na
morfologia da colonia bacteriana e auséncia da formagdo de corda. Além disso, em
modelo de infecgdo murino, o mutante para Ripl se mostrou atenuado com diminuicao
da carga bacteriana, atenuacdo do granuloma e baixa capacidade de persisténcia durante
longo periodo de infeccdo. Assim Ripl pode ser um alvo atrativo para novas drogas

anti-TB [91] — [93].

2.7.1.3 - MetAP: Methionine aminopeptidase

A metiona-aminopeptidase (MetAP) ¢ uma metalo-protease responsavel pela
remog¢ao do residuo N-terminal metionina de proteinas nascentes. A importancia dessa
modificacdo co-traducional ¢ demonstrada pela letalidade da delecdo do gene em

bactérias como E. coli e S. typhimurium. O Mtb possui dois genes que codificam
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MetAPs, anotados como mapA (Rv0734) e mapB (Rv2861c). A proteina codificada pelo
gene mapB, chamada MtMetAP]lc, foi caracterizada com sua estrutura na apoforma e
complexada com o substrato metionina. A analise da estrutura revela um motivo de
ligacdo a SH3 e potencial interagdo com ribossomo por esse dominio que facilitaria a
excisdo co-traducional da metionina. A outra MetAP, codificada pelo gene mapA e
nomeada MtMetAPla, ¢ pouco menor ¢ ndo possui o dominio de ligacdo a SH3, foi
caracterizada como uma enzima ativa, porém ainda ndo possui estrutura determinada.
As duas enzimas sao expressas diferencialmente, MtMetAPla ¢ mais expressa na fase
log de crescimento, enquanto que a MtMetAP1c na fase estacionaria. Embora a enzima
MtMetAPlc dispensavel, a MtMetAPla parece ser essencial para o crescimento da
micobactéria em cultura. Assim, MetAPs de Mtb podem ser inibidas por inibidores
contendo naphitoquinona, bengamidas e salicilanilidas sendo promissores alvos para o

tratamento da TB [94] — [97].

2.8 - Proteinas que propomos estudar

Visto a importancia das proteases em diversos microrganismos patogénicos € o
crescente nimero destas proteinas descritas exercendo importantes papéis no M.
tuberculoses, este trabalho propde o estudo de metalo-proteases, sendo esta classe a
segunda mais abundante no genoma do Mtb e ainda com poucos estudos descritos na
literatura. Sdo as proteinas aqui estudadas, a Gep, a Zmpl, a Lap e a enzima Dap.

Escolhidas por serem preditas como essenciais para viruléncia do Mtb.

2.8.1 - O-sialoglicoproteina endopeptidase (Gcp)

Viérios sorotipos de um patdégeno pulmonar bovino, Pasteurella haemolytica,
secretam uma protease que tem alta especificidade por O-sialoglicoproteinas, ou seja,
proteinas com polissacarideos derivados do acido sidlico ligados no grupamento hidroxil
da cadeia lateral de alguns aminoacidos que em sua maioria sdao proteinas de membrana
[98], [99]. Essa protease, um fator de viruléncia em potencial, foi chamada de O-
sialoglicoproteina endopeptidase (glicoprotease, Gcep), pois seus substratos conhecidos
sdo glicoproteinas com grandes cadeias de residuos de O-sialoglicanos ou sulfoglicanos

conjugados, nao clivando proteinas somente N-glicosiladas ou nao glicosiladas [100].
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Ela ndo possui uma sequéncia sinal N ou C-termal para ser secretada, apresenta um sitio
de ligagdo a metal e pertence a familia M22 de metalo-proteases [101]. Ja foi
demonstrado que essa enzima interfere na agregacao de plaquetas humanas [102] e que a
Gcep de P. haemolytica oferece protegdao contra a pneumonia causada por esse patdgeno
no gado vacinado com a proteina recombinante [103]. Além disso, a Gep (Rv3419c) de
M. tuberculosis demonstrou ser um gene nao essencial para o crescimento da bactéria in
vitro [104], [105], porém ¢é necessario para sobrevivéncia do patdgeno em macrofagos
murinos, definido por mutagénese se utilizando transposons [29]. Sendo assim um

potencial alvo para tratamento da tuberculose.

2.8.2 - PepO oligopeptidase (Zmp1)

A familia M13 das metalo-proteases, contém o motivo de ligacdo a metal seguido
por um acido glutdmico com papel catalitico. As principais proteinas dessa familia sdo a
neprelisina ou endopeptidase neutra (NEP) e a enzima conversora de endotelina (ECE).
Estas proteases sdo geralmente sintetizadas em sua forma ativa e parecem agir somente
em substratos com menos de 40 residuos de aminoacidos, como encefalinas, substancia
P, endotelina, bradicinina e fator atrial natriurético [106]. Assim sdo denominadas
oligopeptidase. Dentro da familia existe uma protease bacteriana homologa a ECE, a
PepO oligopeptidase, que foi primeiramente foi isolada do patogeno periodontal
Porphyromonas gingivalis, o principal causador de gengivite e perda de dentes em
adultos [107]. A enzima de P. gingivalis, a PgPepO, demonstrou agir sobre diversos
peptideos biologicamente ativos, porém seu substrato natural ainda nao foi descrito.
Sabe-se que ela estd associada a primeira etapa da infeccdo auxiliando a invasao celular
pelo parasito. Mutantes construidos com a retirada do gene tiveram essa etapa
prejudicada, perdendo varias vezes a eficiéncia de invasdo das células do hospeiro [108].
A PepO de M. tuberculosis, nomeada Zmpl (Zinc metallprotease 1) e ndo ¢ essencial
para a sobrevivéncia do patogeno in vitro [104], porém, estudos mostraram que a dele¢ao
do gene causa atenuacdo da cepa mutante como incapacidade de impedir a fusdo do
fagolisossoma e alteracdo na ativagdo do inflamassoma, o que a tornaria um alvo

potencial para quimioterapia da TB [109].
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2.8.3 - Leucil-aminopeptidase (LAP) e Aspartil-aminopeptidases (DAP)

Lecil-amino peptidases ja foram descritas como importantes para infec¢dao de
varios microrganismos, como Sthaphylococcus areus [110], Trypanosoma cruzi [111],
Salmonella entérica [112], Pseudomonas putida [113], Vibrio cholerae [114],
Plasmodium sp. [115]. As aspartil aminopeptidades, ja foram descritas como importantes
para P. falciparum [116], Pseudomonas aeruginosa [117] e alguns fungos [118], [119].
Porém nada ainda foi descrito para Mrb sobre estas proteinas. Visto isso, ¢ importante
entender a importancia dessas proteinas em micobactérias, como uma aminopeptidase
pode alterar o curso da infecgdo, com que proteinas ela interage e qual sua participagao
na montagem da resposta imune contra o Mth. No genoma do Mth estdo anotados os
genes de duas aminopeptidases ainda ndo estudadas. O gene Rv2213, que codificaria
uma leucil-aminopeptidase da familia M17 e o Rv0800 codificando uma aspartil-
aminopeptidase pertencente a familia M18 de metolo-proteases. Ambas preditas como

essenciais para viruléncia do patoégeno [120].
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Capitulo 3

Objetivos

Como justificativa para realizacao
do presente estudo, temos que a tuberculose
¢ uma doengca cujo controle vem
enfrentando uma variedade de obstaculos
como a eficacia variavel da vacina BCG ¢ a
aquisicdo de multirresisténcia das bactérias
aos antibioticos. Com isso surge a
necessidade de desenvolvimento de novas
ferramentas para prevengao e tratamento da
doenca, como descoberta de novos alvos de
farmacos com a finalidade de inibir a
progressao da doenca e tornar-se uma
alternativa nos casos de resisténcia ao
tratamento  convencional. A  proposta
apresentada nesse projeto tem a finalidade
de estabelecer uma plataforma para a
elucidagdo de novos alvos no combate a
doengca bem como propor antigenos que

possam compor uma nova vacina anti-TB.



3.1 - Objetivo Geral

Este trabalho estd inserido na linha de pesquisa de nosso grupo que trata de
contribuir para a identificagdo de alvos potenciais para o desenvolvimento de novas
drogas e para melhor compreensdo da interacdo patogeno-hospedeiro visando a
possibilidade de inovagao no tratamento da infeccdo causada bactéria M. tuberculosis,
agente etiologico da tuberculose. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho
consiste em determinar a expressdo, purificagdo e caracterizagdo bioquimica de quatro
metalo-proteases de Mth, bem como busca por potenciais substratos fisioldgicos e
determinagdo de sua imunogenicidade. Com isso, esperamos que as enzimas objeto
deste estudo possam se tornar promissores alvos para o desenvolvimento de vacinas e
farmacos quimioterapicos mais especificos no combate ao Mtbh e, consequentemente,

para o tratamento e preven¢ao da tuberculose.

3.2 - Objetivos especificos

e Clonar os genes Rv3419c, Rv0198c, Rv2213 e Rv0800 e expressar as proteinas
recombinante em sistema heter6logo E. coli;

e Purificar as enzimas recombinantes

e Caracterizar bioquimicamente as enzimas recombinantes purificadas

e Identificar possiveis substratos e funcao

e Testar diferentes inibidores sobre a atividade das enzimas recombinantes
produzidas

e Testar a influéncia dos inibidores na taxa de crescimento e/ou replicagdao do Mtb
in vitro

e Produzir anticorpos especificos contra a enzima purificada como ferramenta na
identificacdo da proteina no Mtbh

e Imunizar camundongos com as proteinas recombinantes e determinar a
imunogenicidade

e Avaliar a protecdo conferida pela imunizagdo com as proteinas recombinantes

com diferentes adjuvantes.
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Capitulo 4

Obtencao das proteinas recombinantes

Para a caracterizagdo bioquimica e
estudos funcionas das proteinas,
necessitamos de cada uma delas na sua
forma purificada e ativa. A purificacdo das
proteinas nativas do Mth € um processo que
poderia apresentar muitos obstaculos desde
a dificuldade em cultivo e manipulagao do
microrganismo aos processos de separacao
e obtencdo de quantidades razodveis de
cada uma das proteinas. Por este motivo,
utilizando a  tecnologia do DNA
recombinante, decidimos clonar e expressar
em sistema heterologo as proteinas de
interesse. Essa tecnologia oferece diversas
vantagens, na obtencdo e purificacdo de
proteinas. Porém como necessitamos de
obter enzimas ativas, algumas
caracteristicas inerentes da técnica como
utilizacdo de um forte promotor ou mesmo
falta de componentes que ajudam no
dobramento das proteinas recombinantes
levam a expressio de enzimas sem
atividade ou em corpos de inclusdo. Neste
sentido, o esfor¢o inicial é a obtencdo das
proteinas recombinantes sendo expressas na
fragdo soluvel celular, evitando a formacao

de corpos de inclusdo.



4.1 - Clonagem dos genes
A partir do DNA gendmico extraido da cepa de Mth H37Rv (Figura 4.1B),

foram realizadas PCRs para amplificagdo dos genes alvo do estudo. Cada primer foi
desenhado sendo adicionado um sitio para enzimas de restricdo que facilitaram o
processo de clonagem. Os produtos de PCR para cada gene corresponderam ao tamanho
esperado relativo ao banco de dados, 1.3 kbp para o gene da enzima DAP, 1.05 kbp para
o gene da Gcep, 1.5 kbp para o gene da LAP e 2 kbp para o gene da enzima Zmpl
(Figura 4.1C).

Apds amplificagdo dos genes, o produto da PCR foi ligado ao vetor de clonagem
TA pCR2.1 utilizando a enzima T4 DNA ligase e a reagdo de ligagdo foi utilizada para
transformar bactérias E. coli DHS5a. Para confirmar a clonagem digerimos os
plasmideos, obtidos a partir da transformacdo, com as enzimas de restri¢ao cujos sitios
foram adicionados aos primers. Assim obtivemos no produto da digestdo uma banda de
3.9 kbp correspondente ao plasmideo pCR2.1 e a liberagdo do inserto com tamanho ao
respectivo gene amplificado por PCR. (Figura 4.1D).

Os fragmentos excisados com as respectivas enzimas de restricdo foram entdo
purificados por eluicdo da banda do gel de agorase ¢ em seguida ligados ao vetor de
expressao pET28a, onde a proteina serd expressa fusionada a uma cauda de histidina na
sua extremidade N-terminal. A confirmagdo da subclonagem no vetor de expressao foi
feita por analise de restri¢do e sequenciamento dos plasmideos obtidos de colonias
transformadas com a reagao de ligagdo. Na analise de restri¢do, obtivemos uma banda
com 5.3 kbp correspondente ao pET28a e a liberagdo do inserto com tamanho
correspondente ao produto de PCR para o respectivo gene. (Figura 4.1E).

Além disso, o gene das proteinas DAP e Gcp foram clonados no plasmideo
pGEM-Teasy e subclonados nos plasmideos de expressao pET21a, que adiciona uma
cauda de histidina no C-terminal da proteina, e no pGEX4t-1 onde a proteina ¢ expressa

fusionada a GST.
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Figura 4.1 Clonagem dos genes. Eletroforese em gel agarose 0.8% contendo 1 pg/mL de
brometo de etideo. (A) Marcador de peso molecular: 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). (B)
Extragcdo de DNA gendmico da cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis. (C) Amplificagdo
dos genes por PCR utilizando a enzima de alta fidelidade pfx50. Produtos de PCR: DAP
contendo 1.3 kbp, Gep com 1,05 kbp, LAP com 1.5 kbp € Zmp1 com 2.0 kbp. (D) Confirmagéo
da clonagem no vetor PCR2.1 por digestdo com enzimas de restricdo. Produtos da digestédo:
Fragmento correspondente ao PCR2.1 contendo 3.9 kbp e liberagdo do inserto nos tamanhos
correspondente ao seu produto de PCR. (E) Confirmagdo da subclonagem no vetor pET28a por
digestdo com enzimas de restri¢do. Produtos da digestdo: Fragmento correspondente ao pET28a

contendo 5.3 kbp e liberacdo do inserto nos tamanhos correspondente ao seu produto de PCR.



4.2 - Expressao das proteinas recombinantes

Bactérias E. coli BL21 foram transformadas com os plasmideos pET28a
recombinantes, entdo selecionamos alguns clones para indugdo das proteinas
recombinantes. A expressao de cada enzima foi induzida com 1 mM de IPTG a 37°C
por 3 h. Com excecao da proteina LAP, as outra trés enzimas foram expressas em
corpos de inclusao (Figura 4.2A). Como o intuito do trabalho ¢ também estudar as
propriedades enzimaticas de cada proteina, nosso interesse ¢ a obten¢ao das enzimas na
fracdo soluvel do lisado bacteriano apds indugdo, pois enzimas expressas na fracdo
insoluvel, ou seja, em corpos de inclusdo ndao possuem dobramento correto e

dificilmente apresentardo atividade.

Para obtencdo das proteinas na fragdo solivel, mudamos a condicdao de
expressao variando agora a temperatura de 30°C a 14°C, o tempo de indugdode 2 a 16 h
e a concentracdo de IPTG. A enzima Zmp1 mostrou-se soluvel quando expressa a 20°C,
independente da concentracdo de IPTG utilizada (Figura 4.2B) e a LAP uma melhor
quantidade quando expressa a essa temperatura. Para estas enzimas escolhemos o tempo
de 16 h de inducdo para conseguir grande quantidade de enzima recombinante, ja que
estas ndo apresentaram degradagdo com longos periodos de indugao.

As enzimas Gcp e DAP foram expressas somente em corpos de inclusdo em
todas condigdes testadas, ndo sendo detectadas na fragdo soluvel por nenhum dos
métodos utilizados como SDS-PAGE corado com comassie, tentativa de purificacdo e
concentracdo da fracdo solivel. Além disso, nem mesmo por western blot, utilizando
anticorpos anti-HisTag, foi detectada a presenca dessas proteinas nas fracdes soluveis
do lisado bacteriano, porém nas fragdes insoliveis elas estdo presentes em grande

quantidade (Figura 4.2C).

4.3 - Purificacao das proteinas recombinantes

As proteinas foram extraidas a partir de 25 mL de cultura, centrifugados, entao
ressuspendidos em tampao e lisados por sonicacdo. As fracdes soluveis e corpo de
inclusdo foram separados por centrifugacdo e a purificagdo por cromatografia de
afinidade ao niquel realizada. Primeiramente, padronizamos as condi¢des de purificacao
para cada enzima. Para isso, variamos a quantidade de imidazol durante a etapa de

eluicdo da purificagdo com o intuito de estabelecer qual melhor concentragdao de
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inducdo da expressdo das proteinas recombinantes em E. coli BL21 a 37°C por 3 h com 1 mM

de IPTG. Ap6s lise das células, foram separadas as fragcdes soliiveis e insoluveis para bactérias
contendo o pET28a vazio (pET), a proteina Gep a esquerda, a proteina Zmpl ao centro e as
proteinas LAP e DAP a direita. (B) Indugdo da Zmpl a 20°C por 16 h com concentragdes
crescentes de IPTG (0; 0.01; 0.1; 0.5 mM). Fragdes soluveis (esquerda), marcador (centro) e
fragdes insoluveis (direita). (C) Western-Blot anti-HisTag para deteccdo das proteinas Gcp
(esquerda) e DAP (direita) nas fragdes soltveis (S) e insoluveis (I) .; M - marcador de peso
molecular BenchMark Protein Ladder (Invitrogen).; Mh - marcador de peso molecular
BenchMark His-tagged Protein Ladder (Invitrogen). As cabecas de seta indicam a altura das

proteinas de interesse.

imidazol para se utilizar no tampao de lavagem. Assim a maxima quantidade de
imidazol em que a proteina se mantiver presa a resina foi utilizada posteriormente para
lavagem. As proteinas LAP e Zmpl foram purificadas em condi¢do nativa e eluidas
com gradiente crescente de imidazol (5 mM a 1 M) para determinar qual melhor
condi¢do para purificacdo. A LAP se manteve ligada a resina até uma concentragdo de
100 mM de imidazol (Figura 4.3A), concentragdo posteriormente utilizada para
lavagem. J4 a Zmp1 suportou lavagens com até 60 mM de imidazol (Figura 4.3B). As
enzimas Gep e DAP foram purificadas em condi¢do desnaturante, com todos tampdes

contendo 6 M de ureia, variando de 5 mM a 1 M de imidazol nos tampdes de elui¢do. A
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proteina Gep permaneceu ligada a resina com lavagens de até 80 mM e eluida em
grande quantidade a partir de 400 mM de imidazol (Figura 4.3C), enquanto a DAP se

manteve presa a coluna de purificagdo apenas em concentracdes inferiores a 20 mM de

imidazol (Figura 4.3D).
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Figura 4.3 Purificagdo das enzimas recombinantes. (A) Purificagdo da LAP em condigdo ndo
desnaturante: a lavagem foi feita com 10 volumes de tampdo com 20 mM de imidazol seguido
por eluigdes crescentes de 60, 80, 100, 200, 400, 800 ¢ 1000 mM de imidazol. (B) Purificagéo
da Zmp1 em condi¢do ndo desnaturante: a lavagem foi feita com 10 volumes de tampao com 5
mM de imidazol seguido por elui¢des crescentes de 20, 40, 60, 80, 100, 200, 400 ¢ 800 mM de
imidazol. (C) Purificagdo da Gcp em condigdo desnaturante com 6 M de ureia: a lavagem foi
feita com 10 volumes de tampdo com 5 mM de imidazol seguido por elui¢des crescentes de 10,
20, 40, 60, 80, 100, 200, 400, 800 ¢ 1000 mM de imidazol.(D) Purificagdo da DAP em condigdo
desnaturante com 6 M de ureia: a lavagem foi feita com 10 volumes de tampao com 5 mM de
imidazol seguido por eluigcdes crescentes de 20, 40, 60, 80, 100, 200, 400 ¢ 1000 mM de
imidazol.; NL: Fracao ndo ligada a coluna.; M: marcador de peso molecular BenchMark Protein

Ladder (Invitrogen).; L: Lavagem com tampao.; As cabecas de seta indicdo a altura das

proteinas de interesse.



Para purificagdo em larga escala, foram induzidos 500 mL de cultura para cada
proteina. Onde a LAP e Zmp1 foram induzidas a 20°C por 16 h, com 0,5 mM de IPTG e
as enzimas DAP e Gep induzidas a 37° C por 16 h com 0,1 mM de IPTG. Apos o tempo
de inducao, a cultura foi centrifugada, as bactérias lisada, separado as fragcdes soluveis e
insoluveis e a purificagdo por cromatografia de afinidade ao niquel realizada com as
condi¢des Otimas estabelecidas na padronizagdo. Ou seja, lavagem com 100 mM de
imidazol para a LAP, 60 mM para a Zmpl, 80 mM para a Gep e 20 mM para DAP. Para
eluicdo, todas as enzimas foram eluidas com tampao contendo 400 mM de imidazol. As
enzimas purificadas foram dialisadas, concentradas e estocadas a -20°C em 50%

glicerol, para posteriores testes.

4.4 - Mudanca de vetor de expressao

Para tentar obter as proteinas DAP e Gep nas fragdes soluveis, decidimos mudar
os vetores de expressao. Assim o gene de cada enzima foi amplificado por PCR a partir
do DNA gendémico de H37Rv (Figura 4.4A), clonado no plasmideo pGEM-Teasy e
subclonadas nos plasmideos de expressdo pET21a, que adiciona uma cauda de histidina
no C-terminal da proteina, e no pGEX4t-1 onde a proteina ¢ expressa fusionada a GST
(Figura 4.4B). Nao houve diferencas, em relagdo ao pET28a, quanto a expressdo na
forma soltivel das proteinas quando clonadas no pET2la. Assim as proteinas se
encontravam em corpos de inclusdo em todas as condigdes testadas de temperatura (14 a
37° C), concentracdes de IPTG (0.01 a 1 mM) e tempo de indugdo (2 a 16 h) (Figura
4.4C).

J& quando no pGEX-4t1, expressas fusionadas a GST, as enzimas apresentaram
um pequena porcao expressa na fragdao soluvel, mesmo a 37° C, porém grande parte
ainda estava presente em corpos de inclusdo (Figura 4.4D). Diminuindo a temperatura
ou a concentracdo do indutor apenas reduziu a quantidade de proteina expressa, tanto na
fracdo soluvel, quanto insoltivel. A presenca das proteinas Gep e DAP na fragdo soluvel
talvez se deva a grande solubilidade da proteina GST [1], sendo que apds sua retirada as
enzimas de interesse do estudo poderiam voltar a formar corpos de inclusdo. Desta

forma ndo obtivemos quantidade satisfatdria de proteina expressa na forma solavel.
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Figura 4.4 Clonagem da DAP e Gcp nos vetores de expressdo pET21a e pGEX4t-1. (A)
Amplificacdo dos genes por PCR. (B) Clonagem no vetor pGEM-T easy: Gel agarose 0.8%
mostrando o produto da digestdo dos plasmideos obtidos de coldnias transformadas com a
ligagdo do produto de PCR. S@o observadas bandas de 3 kbp correspondentes os pGEM e
liberacdo do inserto no tamanho correspondente ao produto de PCR. (C) SDS-Page das fracdes
proteicas obtidas da inducdo da expressdo das proteinas rDAP e rGCP clonadas no pET21a.
(D)SDS-Page das fragdes proteicas obtidas da inducdo da expressdo da proteina rDAP
fusionada a GST, clonada no vetor pGEX4t-1 em bacterias nao induzidas (NI) e induzidas com
1 mM de IPTG (I) . M - Marcador de peso molecular: 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen) e
BlueStep Broad Range protein ladder (Amresco).

4.5 - Producao das enzimas pelo M. tuberculosis

Camundongos foram imunizados separadamente com as proteinas
recombinantes purificadas e obtivemos soro destes animais. A presenca de anticorpos
no soro, capazes de reconhecer as proteinas recombinantes, foi determinada por ELISA.
Quando pouco diluido, os anticorpos presente no soro se ligam as proteinas alvo e

controle de maneira inespecifica. Porém, em concentracdes menores o soro dos animais
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mostrou-se capaz de reconhecer a proteina alvo com especificidade, inclusive em
grande porcao de dilui¢do, ndo se ligando de forma cruzada a proteina utilizada como
controle. (Figura 4.5A). Assim obtivemos soro com anticorpos especificos para cada
proteina alvo e capazes de deteccao com boa sensibilidade.

Para determinar se as enzimas sao realmente produzidas pelo Mtb, se sdo
secretadas ou citosolicas, utilizamos o soro produzido nos camundongos para detectar
as proteinas no lisado celular e sobrenadante de cultura filtrado (CFP) da cepa H37Rv
em ensaio de western-blot (Figura 4.5B). As proteinas DAP, LAP ¢ Zmpl foram
detectadas no lisado celular, mostrando que a bactéria produz estas proteinas nas
condi¢cdes testadas. A proteina Zmpl, além da presenca no lisado, estava presente
também no sobrenadante de cultura. Isto demonstra que a proteina ¢ secretada pela
bactéria e a nao deteccdo das enzimas DAP e LAP no sobrenadante, mostra que estas
sdo proteinas citoplasmaticas e que ndo ha presenca de proteinas proveniente da lise de
bactérias no CFP. J4 a enzima Gcp ndo foi detectada em nenhuma das fragdes,
provavelmente a enzima ndo ¢ produzida pelo Mtb nas condigdes testadas ou estd

contida em um pseudo-gene.
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Figura 4.5 Deteccdo das enzimas no Mtb. (A) Titulagao de anticorpos no soro de camundongos
imunizados com as proteinas recombinates: Soro anti-DAP (acima), anti-LAP (cento) e anti-
Zmpl (abaixo). (B) Western-blot do lisado celular total (H37Rv), sobranadante de cultura
(H37Rv CFP) e como contole utilizamos as proteinas recombinantes purificadas para cada um

dos ensaios.



4.6 - Consideracoes

Feito o esfor¢o para obtengdo das proteinas recombinantes, apenas duas das
quatro enzimas selecionas no estudo foram expressas e purificadas em condi¢des ndo
desnaturantes e podem apresentar atividade enzimatica. Assim as proteinas LAP e
Zmpl, expressas como proteinas soluveis, foram selecionadas para realizar testes
bioquimicos relacionados a sua atividade como enzima proteolitica. As proteinas DAP e
Gep, s6 foram expressas na forma soluvel quando fusionas a GST, porém em
quantidade insatisfatoria para posteriores estudos. Além disso, para a realizagdo de
ensaios bioquimicos, a retirada da cauda GST poderia ocasionar precipitagdo das
proteinas recombinantes fusionadas a ela. Assim, os estudos relacionados a atividade
destas enzimas ndo foram possiveis neste trabalho, pois quando expressas em corpos de
inclusdo as proteinas ndo possuem sua estrutura tercidria ou quaternaria adequada.
Portanto, a conformagdo estrutural de uma proteina, geralmente ¢ fundamental para sua
atividade como enzima. A tentativa de refolding destas enzimas foi descartada, pois
poderia ocasionar um dispéndio de tempo excessivo e ndo apresentar resultados
satisfatorios [2]. Contudo, estas proteinas foram purificadas em condigdes desnaturantes
e podem ser utilizadas para andlise imunogénica, j& que a capacidade de gerar uma
resposta imune ndo estd necessariamente relacionada a estrutura da proteina como um

todo.

*Nota técnica: A proteina DAP foi cedida a outro integrante do nosso grupo de

pesquisa. Assim, seu estudo neste trabalho cessa aqui.

4.7 - Material e Métodos

4.7.1 - Amplificacao dos genes por PCR

Celulas de M. tuberculosis H37Rv foram centrifugadas a 5000 x g por 10 min, e
o DNA genomico foi extraido sseguindo protocolo previamente descrito [3].A partir de
buscas no banco de dados do GenBank, os genes Rv0198c, Rv0800, Rv2213 e
Rv3419c, foram amplificados pela técnica de PCR (reagdo de polimerizagao em cadeia)
a partir do DNA gendmico extraido da cepa M. tuberculosis H37Rv. Para isso, foram

construidos e utilizados oligonucleotideos sintéticos especificos, com sitios de restrigdo
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das enzimas BamHI,EcoRI Ndel e Xhol, para amplificar a fase aberta de leitura (ORF)

dos genes. Os oligonucleotideos utilizados estdo listados na tabela 4.1.

Tabela 4.1. Oligonucleotideos

Proteina/ Enzima
Sequéncia (5° - 3°) Sentido do Plasmideo Alvo de
primer restricio
TGGCCATATGACACTTGCCATCCC Zmpl/S pET28a Ndel
GGTCTCGAGCTAGTTCCAGATCCGGA Zmpl/R pET28a Xhol
GGACCCCATATGACGACAGTCTTGG Gep/S pET28a/ pET21a Ndel
ATGCTCGAGTCACCGCACCTGCC Gep/R pET28a Xhol
GTTGCATATGACCACCGAACCGGGT LAP/S pET28a Ndel
GGCGGATCCCTACCCGTTCTTCGCGAT LAP/R pET28a BamHI
CCATATGGCAGCCACGGCACACGGC DAP/S pET28a/ pET21a Ndel
CGCGGATCCCTATGCCTCGGATAGCTC DAP/R pET28a BamHI
TTTTGAATTCATGACGACAGTCTTGGGCATCG Gep/S pGEX4tl1 EcoRI
GCAATGCTCGAGTAACCGCACCTGCCC Gep/R pET21a/ pGEX4t1 Xhol
AGACATGGATCCATGGCGGCCACGGCACAC DAP/S pGEX4tl BamHI
TACCGCCTCGAGCTATGCCTCGGATAGC DAP/R pGEX4tl1 Xhol
TACCGCCTCGAGCAATGCCTCGGATAGC DAP/R pET21a Xhol

S- para oligonucleotideos no sentido direto
R- para oligonucleotideos no sentido reverso

Cada PCR foi realizada em um volume final de 50 pL contendo em suas
formulas, em concentragdes finais, 100 ng de DNA gendémico, 2 mM MgCl2, 200 uM
dNTPs, 200 nM de cada oligonucleotideo, 1.25 puL de Platinum® Taq DNA Polimerase
High Fidelity (Invitrogen®) e tampao de reagdo diluido em 4gua milli-Q g.s.p 50 pL. O
programa no qual as reagcdes foram submetidas foi adaptado para as condi¢des dos
oligonucleotideos: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min seguida por 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 55°C por 30 s, extensdo a 72°C por 1 - 2

min. Por fim, as reagdes foram estendidas por mais 10 min a 72°C.

4.7.2 - Clonagem dos genes amplificados nos vetores de expressao

Os produtos amplificados correspondentes aos genes foram clonados
diretamente no vetor pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen®) os quais foram transformados

66



em células competentes de E. coli da linhagem DH5a. As amostras foram plaqueadas
em meio LB sélido contendo ampicilina (50 pg/mL), IPTG (100 mM) e X-Gal (25
mg/mL) e incubadas durante a noite a 37°C. As colonias brancas de cada placa foram
coletadas e adicionadas em tubos contendo 1 mL de meio LB liquido e 50 pg/mL de
ampicilina. As colonias foram crescidas a 37°C sob agitacao constante, durante a noite e
uma aliquota de 100 pL da cultura foi estocada a 4°C. Os 900 pL restantes foram
centrifugados por 5 min a 7000 rpm, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 70 uL de dgua milli-Q. Apds adigao de 80 pL de fenolcloroformio
(1:1), rapida homogeneizacao e nova centrifugacao a 15000 rpm por 10 min, o DNA
total dos possiveis clones foram extraidos. O perfil das amostras foi analisado em gel de
agarose 0.8%, onde 10 pL da fase superior de cada amostra foram aplicados no gel.
Aquelas que apresentaram plasmideo com tamanho maior foram cultivadas a partir das
aliquotas de 100 pL previamente reservadas. Desta forma, as amostras selecionadas
foram cultivadas em 10 mL de meio LB contendo ampicilina, o DNA plasmidial foi
extraido por lise alcalina (PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit, Invitrogen®) e
submetido a analise por PCR, nas mesmas condi¢des utilizadas para a amplificagao dos
genes a partir do DNA gendmico. Ao mesmo tempo, o material extraido foi digerido
com as enzimas de restri¢do, conforme instrucdes do fabricante, para a liberagdo dos
insertos. As amostras digeridas foram aplicadas em gel de agarose 0.8% e as bandas
liberadas dos vetores correspondentes aos insertos foram excisadas do gel e eluidas
(ilustra GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit, GE Healthcare®). Os genes
purificados foram ligados ao vetor de expressao pET28a (Novagen®) previamente
linearizado nos sitios de clonagem das enzimas restricdo. As ligagdes dos fragmentos
de DNA ao vetor foram realizadas com a T4 DNA ligase (Invitrogen®), de acordo com
as orientagdes do fabricante. Os produtos de ligagdo foram utilizados para transformar
células competentes de E. coli da linhagem BL21(DE3), a qual € propria para a
producdo de proteinas recombinantes quando induzidas. As células submetidas ao
processo de transformagdo foram plaqueadas em meio LB so6lido com 50 pg/mL de
canamicina e crescidas a 37°C durante a noite. As placas foram submetidas a varredura
por meio da coleta e crescimento das colonias em LB liquido. O DNA total foi extraido
por fenolcloroférmio, como descrito anteriormente, e as amostras foram analisadas em
gel de agarose 0.8%. Os clones que apresentaram padrao plasmidial com tamanhos
maiores que aqueles do controle (vetor pET28a vazio) foram selecionados como

positivos. O DNA plasmidial dos mesmos foi extraido, como descrito anteriormente, e
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analisado por digestdo com as respectivas enzimas de restricdo. Os clones também
foram testados por amplificacdo com a técnica de PCR a partir do uso de iniciadores do
promotor T7 e os respectivos oligonucleotideos especificos de cada gene, sintetizados
inicialmente para amplificar os genes do DNA gendmico. Amostras de 500 ng do DNA
plasmidial dos clones foram sequenciadas com o emprego dos iniciadores do promotor
T7 (5- TAATACGACTCACTATAGGG -3") e do terminador T7 (5'-
TATGCTAGTTATTGCTCAG -3") para analisar a qualidade das sequéncias

4.7.3 - Expressao das proteinas recombinantes

Os clones positivos contendo os plasmideos de expressdo foram cultivados para
expressdo das proteinas recombinantes fusionadas a cauda de histidina. Células
BL21(DE3) foram transformadas por choque térmico com os clones ¢ plaqueadas em
meio LB soélido contendo antibidtico. Colonias foram selecionadas para expressdo das
proteinas recombinantes. A indugdo foi feita em diferentes condi¢cdes para cada
proteina. O extrato total de bactérias de cada clone foi obtido apods centrifugacdo da
cultura, 10 min a 5000 rpm, e descarte dos sobrenadantes. Entao, o sedimento de células
correspondente foi ressuspenso em tampao de lise (Binding Buffer — Tris-HCl 20 mM
pH 7.9, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM)). A seguir, as células foram sonicadas para a
lise de suas membranas e obtencdo das proteinas soluveis e insoluveis. Os extratos
foram centrifugados a 15000 rpm por 10 min a 4°C, e entdo as fragdes soluveis e

insoluveis foram separadas e analisadas em SDS-PAGE 10%.

4.7.4 - Purificacao das enzimas recombinantes

Células E. coli a partir de volume de 500 mL de cultura previamente induzida
por IPTG foram obtidas por centrifugacgao e ressuspendidas em 20 mL de tampao de lise
(Binding Buffer — Tris-HCl1 20 mM pH 7.9, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM). Em
seguida, as células foram submetidas a 3 ciclos de sonica¢do, no gelo, com um
processador ultra-sonico Vibra-Cell VC130 (Sonics®). Os ciclos apresentavam duracao
total de 2 min, segmentados em pulsos de 5 s, com poténcia de 10 W. Um intervalo de 2
min era respeitado entre cada ciclo aplicado nas amostras, visando evitar o aquecimento
da mesma e uma possivel degradag¢ao das proteinas contidas do extrato total. O material

foi centrifugado a 15000 rpm por 10 min a 4°C e a porg¢do solivel contendo a proteina
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recombinante foi designada de extrato total. O extrato total foi aplicado a coluna de
niquel (1 mL de resina) com afinidade pela histidina (His Bind Purification Kit®,
Novagen®), previamente lavada com 3 volumes de agua milli-Q, tratada com 5
volumes de NiSO4 (Charge Buffer) e equilibrada com 3 volumes de tampao de ligacao
(Binding Buffer — Tris-HCI 20 mM pH 7.9, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM). Apds a
passagem da amostra, a coluna foi lavada com 10 volumes de tampao de ligagdo e, em
seguida, pela aplicacdo de 10 volumes de tampao de lavagem (Wash Buffer — Tris-HCI
20 mM pH 7.9, NaCl 500 mM, imidazol 20 - 100 mM). As enzimas retidas na coluna
foram eluidas com 4 volumes de tampao de elui¢ao (Elute Buffer — Tris-HC] 20 mM pH
7.9, NaCl 500 mM, imidazol 400 mM) em fragdes de 0.5 mL e estocadas a -20°C em
50% glicerol. Aliquotas de todos os passos da purificacdo foram coletadas e analisadas

em SDS-PAGE.

4.7.5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para analisar a separa¢do das proteinas do extrato total, monitorar o padrao de
migragdo da protease recombinante purificada bem como estimar sua massa molecular,
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. O tampao
de amostra utilizado foi composto por 0.1% de SDS e 50 uM de B-mercaptoetanol; as
amostras foram aplicadas no gel com fervura prévia. Apds eletroforese, os géis foram
corados com azul de Coomassie para a visualizagdo das bandas e estimativa da massa
molecular da proteina utilizando-se de marcadores comerciais como referéncia

(BenchMark Protein Ladder®).

4.7.6 - Producao de anticorpo

As enzimas recombinantes purificadas foram utilizadas para a imunizagdo de
camundongos. Foram utilizados 50 pg de proteina por animal, em uma primeira
imunizacdo com 50% (v/v) de adjuvante de Freud completo, seguida por dois reforcos a
cada 14 dias com 50 pg de proteina e 50% (v/v) de adjuvante de Freud incompleto. O
sangue dos animais foi coletado 10 dias apds a tltima imunizagdo, o soro separado e
estocado. Os anticorpos foram caracterizados por immunoblot/ELISA e posteriormente

utilizados para estudos de citolocalizacdo e deteccdo das enzimas nativas.
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4.7.7 - ELISA

Para determinacdo dos niveis séricos de anticorpos contra as proteinas
recombinantes, foi realizado um ELISA. Placas de poliestireno (Nunc®) de 96 pogos
foram inicialmente sensibilizadas com 10 ug/mL de proteina recombinate purificada,
diluida em 0.05 M de tampao carbonato/bicarbonato de sédio 0.05 M (pH 9.6) e
incubadas a 4°C por 16 horas. Posteriormente, a placa foi lavada e incubada por uma
hora a 37°C com tampao carbonato de sodio (PBS) contendo 1% de gelatina. A partir
dessa etapa seguiu-se a adi¢do dos soros, com posterior incubagdo de 1 hora a 37°C. O
anticorpo conjugados a biotina Biotin-XX Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (Novex®),
diluidos a 1:5000, foram adicionados e as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C.
Foi adicionada a estreptoavidina peroxidase, diluida a 1:1000 e as placas foram
novamente incubadas por 1 hora a 37°C. A reagdo foi entdo revelada com o substrato
ortofenilenodiamina (OPD) e bloqueada adicionando-se 4cido sulfurico a 4 N. A leitura
da absorbancia foi realizada em comprimento de onde de 492 nm em leitor de ELISA
(Multiskan Thermo Labsystems®). Entre cada uma das etapas, as placas foram lavadas

cinco vezes com PBS tween 20 0.05%.

4.7.8 - Western Blot

O lisado celular e o sobrenadante de cultura do Mtb H37Rv foi preparado a
partir de bactérias cultivadas em meio Sauton que ndo possui albumina adicionada
como nos meios Middlebrook. As bactérias foram cultivadas em 200 mL de meio
Sauton até atingir a fase log. A cultura foi centrifugada 2000 xg por 20 min. O
sedimento contendo as bactérias foi ressupendido em PBS e submetido a sonicagdo para
lisar as células bacterianas. O sobrenadante de cultura foi transferido para um novo tubo
e filtrado através de membrana 0.2 um. O CFP foi concentrado pelo protocolo de
precipitacdo de proteinas por acetona [5] e solubilizado em tampao de amostra para
SDS-PAGE. As amostras foram submetidas a SDS-PAGE em gel 12% e transferidas
para membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com 5% de leite em po,
sem gorduras dissolvido em PBS, e entdo incubada com soro anti-Zmpl, anti-LAP, anti-
DAP ou anti-Gep separadamente. As membranas foram lavadas com PBS e entdo

incubas com anticorpos secundarios anti-mouse IgG conjugados com fosfatase
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alcalina(Sigma-Aldrich). O complexo antigeno-anticorpo foi detectado via adicdo do

sistema de substrato liquido BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).
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INTRODUCION

Tuberculosis (TB) remains a major global health problem. In 2012, an estimated 8.6
million people developed TB and 1.3 million died from the disease (1). However,
infection with M. tuberculosis (Mtb) does not necessarily lead to TB disease. Less than
10% of immunocompetent individuals that are infected will progress towards active
disease during their life-time (2). It is unknown if infected individuals are able to
eradicate the bacteria following primary pulmonary infection. Although it is very well
known that the adaptive immune Th1 and Th17 responses are important to control the
disease, there is also evidence that suggests that early innate as well as adaptive immune
defense mechanisms play a role in Mtb elimination. There is still little knowledge about
the initial control of Mtb, although early IFN-y production induced by cytokines such as
IL-12 and TNF-a appears to be essential in initiating adequate immune response to

control the disease (3-7).

Proteases produced by bacteria have been implicated as important virulence factors (8),
but only a few of these enzymes have been characterized in mycobacteria. Recently, an
endopeptidase named Zmpl with homology to human endothelin-converting enzyme 1
was described as required for Mtb virulence and survival in macrophages (9), but a

direct mechanism of action or a natural substrate remains unknown.

The endothelins are a family of 21 amino acid vasoactive peptides, of which 3 distinct
isoforms are known. Endothelin-1 (ET-1) is the most abundant and the best
characterized isoform. The endothelin precursor known as Big Endothelin (Big ET-1,
37-41 aa) is mainly produced by endothelial cells, and the vasoactive peptides are
generated after cleavage by the endothelin converting enzymes (ECE). Its activity
contributes to endogenous tonic vasomotor maintenance by homeostatically balancing
the vasodilation activity of NO. In addition, ET-1 is also produced by many cell types
and released during various injurious stimuli, whereas atrial natriuretic peptide,
prostacyclin and nitric oxide (NO) inhibit its synthesis and release (10, 11). ET-1 binds
to two distinct subtype receptors (ETA and ETB), which are presented in several cell
types. Imbalances in these systems are associated with many diseases including
cardiovascular, pulmonary, renal system, and carcinogenesis and has effects on the

pathophysiology of the immune system (12-14). In this regard, endothelin receptors
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antagonists (ERA) are already being used to treat some associated diseases (i.e.

pulmonary hypertension) and several antagonists are under clinical trials (15).

Although many studies have investigated these physiological responses, there is little
information linking endothelins and infectious diseases. In Chagas disease, for example,
data provided evidence of a role for ET-1 in the pathogenesis of chronic
cardiomyopathy (16), because ET-1 cooperatively activates Trypanosoma cruzi-
mediated myocardial production of inflammatory mediators (17). Endothelin or ETR
genes are also regulated during HIV (18-20), other viral infections (21, 22) and correlate

with the severity of disease in patients with community acquired pneumonia (23).

Mtb produces an endothelin converting enzyme homologue, but to our knowledge no
work has directly addressed if there is any impact on the endothelin pathway after Mth
infection; here we show that Zmpl from Mtb appears to have a role in the host
physiology and this might contribute to Mtbh pathogenicity. Here we report that Zmp1
from Mtb presents proteolytic activity that does not cleave Big ET-1 to release ET-1
peptide, but is able to degrade ET-1. By applying endothelin receptor antagonism, we
show a role for ET-1 in TB progression and inflammatory cell recruitment. In addition,
we show here that ETR antagonism increased the numbers of lung lesions and increased
bacterial burdens, whereas this could be reversed to some degree by exogenous supply

of ET-1

MATERIALS AND METHODS

Mice. Specific pathogen-free 5-8 week old C57BL/6 female mice from the animal care
facility of the Institute of Tropical Pathology and Public Health at UFG or iNOS
knockout mice from Universidade de Sdo Paulo were maintained in isolators in class 3
biosafety level (BL3) cabinets with water and food provided ad Ilibitum. The
temperature was maintained between 20-24°C with the relative humidity set between
40-70%, and 12h light/dark cycles. The use of mice was conducted in accordance with
the guidelines of the Brazilian Society of Animal Science Laboratory

(SBCAL/COBEA). The work was approved by CEUA-UFG (Comissdo de Etica no Uso
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de Animais: Committee on the Ethics of Animal Experiments from Universidade

Federal de Goiés) numbers: 229/11 and 27/14.

Bacterial strains and growth conditions. Mycobacterium tuberculosis H37Rv was
grown at 37°C in Middlebrook 7H9 broth or 7H11 agar supplemented with 10% oleic
acid-albumin-dextrose (OAD), 0.5% glycerol, and 0.05% Tween 80. Escherichia coli
strain XL1-Blue (Stratagene) was used for cloning and plasmid propagation. E. coli
BL21 (Invitrogen) cells were used as expression-competent hosts. E. coli strains were
maintained in Luria-Bertani (LB) medium at 37°C with or without the addition of
kanamycin (50 pg/ml) or Ampicillin (100 pg/ml) when required for plasmid selection.
Solid medium was prepared by the addition of 1.5% agar to the LB medium.

Molecular cloning and recombinant protein expression. M. tuberculosis Zmpl gene
(Rv0198c; http://genolist.pasteur.fr/Tuberculist) was subcloned into PCR2.1 TOPO
vector (Invitrogen) using a PCR amplified product from the M. tuberculosis H37Rv
genome. The recombinant PCR2.1 vector was digested to release the gene. After
agarose gel elution, the released gene was ligated into the pET28a expression vector
(Novagen). The recombinant pET28a construct containing the Zmpl gene had its
sequence checked with a BI 3130 capillary DNA sequencer (Applied Biosystems) and
was then inserted into the expression host E. coli BL21. Bacteria containing the
recombinant expression vector were grown at 37°C. When the bacterial cells reached
ODggo measurements of 0.6, the expression of the fusion protein was induced by the
addition of isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) to a final concentration of
0.5 mM, and the incubation continued at 20°C for 16 h. The bacterial cells were
collected by centrifugation (10,000 x g for 5 min), and the cells were suspended in 4 ml
of binding buffer (5 mM imidazole, 0.5 M NaCl, and 20 mM Tris-HCI pH 7.9). After
sonication, cell lysate was centrifuged (20,000 x g for 15 min), and the supernatant was
applied onto a resin column (Novagen) charged with NiSO4 and equilibrated with
binding buffer. Proteins were eluted with a concentration gradient of imidazole (10 —
1000 mM). Protein concentrations of the eluted fractions were determined by Bradford
protein assay. Proteins were dialyzed against PBS and stored in 50% glycerol at -20° C.
The purity of protein was analyzed by Coomassie-stained 12% SDS-PAGE gel.
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Western Blot. H37Rv lysates and culture filtrate protein (CFP) were prepared from
cultures grown in Sauton medium that does not have albumin enrichment present in
Middlebrook media. Bacterial culture was grown in 200 ml of Sauton liquid media to
late log phase. Bacteria were pellet by centrifugation at 2,000 x g for 20 min. Bacterial
pellet was used to prepare H37Rv lysates by sonication. Supernatant was transferred to
a fresh tube and centrifuged again before filtered through a 0.2 pum filter unit.
Supernatant was concentrated by protein acetone precipitation (24) and solubilized in
SDS-PAGE sample buffer. Samples were resolved by 12% SDS-PAGE and transferred
to a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked in 5% non-fat powdered milk
in PBS and probed with the anti-rZmpl polyclonal serum produced in mice, following
with the anti-mouse IgG-alkaline phosphatase secondary antibody (Sigma-Aldrich).
Antigen-antibody complex was detected via BCIP/NBT liquid substrate system (Sigma-
Aldrich).

Enzyme activity assay. Endopeptidase activity of rZmpl was assayed by incubating
100 ng of purified enzyme with 20 uM ECE-1 fluorescent substrate (Sigma-Aldrich) in
PBS to a final volume of 100 pl. Substrate hydrolysis was measured fluorometrically
with a SpectraMax M5 Microplate Reader with SoftMax Pro Data Acquisition &
Analysis Software (Molecular Devices) for 15 min at 25°C. Briefly, 100 uM Big ET-1
(Sigma-Aldrich) or 100 uM ET-1 (Sigma-Aldrich) were incubated with or without 100
ng purified rZmp]1 preparations in 100 pl PBS containing 5 pM ZnSOy4. Samples were
incubated at 37°C for 1 to 4 h and the reactions were stopped by cooling of the samples
to -80°C. Cleavage of the peptides was detected by matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI) or liquid chromatograph-electrospray ionization (LC-
ESI) sources with quadrupole/time-of-flight analyzers (Q-TOF) mass spectrometer
(MS) (Synapt, Waters). Samples were spotted (2 pl) in a target plate and dried at room
temperature. Next, the peptides were covered with 10 mg/ml of a-cyano-4-
hydroxyciannamic acid in acetonitrile 50% and 0.1% trifluoroacetic acid, and dried. The
mass spectra were obtained in positive reflectron mode on a MALDI-Q-TOF mass
spectrometer (Synapt). For LC-ESI-Q-TOF-MS, the sample aliquots were diluted in
water (1:10). The peptides were separated in a nanoACQUITY (Waters) system by
using an analytical column (1.7 pm BEH130 C18 100 pm x 100 um) in an acetonitrile
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gradient from 7% to 40% during 60 min. The spectra were analyzed using the

MassLynx software (Waters).

Mtb infection and treatment with ET-1 and ETR antagonists. Mice were given 100
ul by intranasal instillation with 1 uM solutions of BQ123 (ETA antagonist; N=4),
BQ788 (ETB antagonist; N=4), ET-1 (Sigma-Aldrich; N=4) or vehicle (0.2% DMSO in
PBS; N=4) three times a week on alternate days, for 4 weeks. After the first week of
treatment, the mice were infected with 10* M. tuberculosis H37Rv intranasally. As the
control, 100 ul of saline was given (N=4). The experiments were repeated three times.
To enumerate the viable bacteria in the mice lungs, animals were euthanized 21 days
after infection. The, anterior and middle right lung lobes were removed and
homogenized in 0.05% Tween 80 in PBS, and the tissue homogenates were serially
diluted in PBS and plated in duplicate onto Middlebrook 7H11 agar. The colonies were
counted after 3 to 4 weeks of incubation at 37°C, and the results are presented as the

mean log;o CFU per mouse.

Histopathology. The posterior left lung lobe was excised from all animals, stored in
10% formalin, and then embedded in paraffin at different times. From the paraffin-
embedded tissue blocks, 3um sections were prepared and stained with hematoxylin and
eosin (H&E). The H&E stained lung sections were photographed using a microscope at
40X magnification and the area of lesions in the lung was determined using
measurement tool in the AxioVision software (Carl Zeiss). Three photographs were
taken by lung lobe per mouse. Total lesion area was calculated by the sum of all areas of

lesions in a lung section per mouse.

Preparation of bronchoalveolar lavage and lung cell suspensions. Cells were
obtained by slight modification of the method previously described (25). Mice were
euthanized and the pulmonary cavities were opened. After severing the descending
aorta, the blood in the lungs was cleared by perfusion through the heart right ventricle
with 5 ml of PBS containing 50 U/ml of heparin (Sigma-Aldrich) until the lungs

became whitish. Using an 18-gauge needle, the trachea was cannulated, and Iml of ice
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cold 5 mM EDTA in PBS was slowly injected into the lungs and then withdrawn. This
procedure was repeated twice, and a total of 1.5 ml of bronchoalveolar lavage (BAL)
fluid was collected. To obtain lung cell populations, the right bottom lobe were
aseptically removed and cut into small pieces. The dissected tissue was incubated in
RPMI medium 1640 (Gibco) supplemented with 1% glutamine (Sigma-Aldrich), 1%
nonessential amino acids (Sigma-Aldrich), 1 mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich) and
1% penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich) containing collagenase XI (0.7 mg/ml;
Sigma-Aldrich) and type IV bovine pancreatic DNAse (30 mg/ml; Sigma-Aldrich)
during 30 min at 37°C. Then, 10 ml of RPMI medium containing 10% FBS (cRPMI)
was added and digested lungs were further disrupted by gently pushing the tissue
through a 70 pum nylon screen. The single-cell suspension was then washed and
centrifuged at 1,000 xg. To lyse contaminating red blood cells, the cell pellet was
incubated during 5 min at room temperature with 2 ml of Gey’s solution (NH4Cl and
KHCO:3). Cells were then washed with RPMI and resuspended in 1 ml of cRPMI. The
amount of 10° cells from BAL and 10° from lung were Fc-blocked with 10% mouse
serum, and then stained for 30 min at 4°C with directly conjugated antibodies using the
BD Cytofix/Cytoperm kit according to the manufacturer’s instructions. The mAbs
specific for CD11c (N418), CD11b (M1/70), Gr-1 (RB6-8C5) and CD14 (Sa2-8) were
purchased from BD Bioscience or eBioscience as direct conjugates to FITC, PE, PerCP,
PerCP-cyanine 5.5, or allophycocyanin. Cell acquisition was performed with a dual-
laser flow cytometer (FACSCalibur and FACSVerse; BD Biosciences). The data were

analyzed using FlowJo software (ThreeStar).

Statistical analysis. Statistical significance between groups was determined by the two-
tailed unpaired Student’s t test or One-way ANOVA with Dunnett post test using Prism
software version 5.03 (GraphPad).

RESULTS

Zmpl, a secreted mycobacterial endopeptidase. Prior to testing endopeptidase

activity, the Zmpl enzyme from Mycobacterium tuberculosis was cloned into the
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prokaryotic expression vector pET28a. The recombinant protein (rZmp1l) was expressed
and purified by nickel affinity chromatography under non-denaturing conditions. SDS-
PAGE analyses revealed a strong band, with high purity, corresponding to the expected
size of approximately 76 kDa (Figure 1A). The native protein in the cell extract of
H37Rv and also in the culture filtrate proteins (CFP) was identified by western blot
using anti-rZmp1l polyclonal serum produced in mice (Figure 1B). Extracellular Zmpl
presence was not due to nonspecific bacterial lysis because the culture supernatants
were probed for a mycobacterial cytoplasmic enzyme, Rv2213, which was not detected
(Figure S1). Thus, despite having no signal sequence (9), protein Zmp1l was secreted by
the bacterium. In order to evaluate if the recombinant protein remained functional, ECE-
1 fluorescent substrate was used to show that the enzyme was active (Figure 1C), and

lost its activity when subjected to high temperatures.

Zmpl does not generate ET-1 from Big ET-1. ECE-1 is involved in proteolytic
processing of Big ET-1 precursors, with an estimated mass of 4281 Da, to produce
biologically active ET-1 peptide with 2491 Da. To test whether the Zmp1 mediates this
same activity, the active recombinant protein was incubated with the Big ET-1 peptide
and the reaction product was analyzed by mass spectrometry. The spectrogram of intact
peptide showed a peak of 4281 mass/charge (m/z) ratio, which matches the expected
Big ET-1 mass (Figure 2A). Even after prolonged incubation, the enzyme showed low
activity and the peptide remained largely intact at 4281 Da. Further analyses showed
that no fragment was observed by MALDI-Q-TOF MS evaluation (Figure 2B). In
addition, using LC-ESI-Q-TOF MS, no peptide Big ET-1 cleavage with ET-1 release

was observed (Figure S2).

Zmpl1 cleaves endothelin peptide. Since the enzyme was not able to generate ET-1 by
Big ET-1 cleavage, we then investigated whether rZmpl might instead be involved in
the degradation of the mature peptide (ET-1). By LC-ESI-TOF MS analysis, the intact
endothelin peptide showed a peak with a retention time of 36 min, 831 m/z three times
protonated and 1246 m/z with two H', which corresponds to the expected mass of 2491
Da for ET-1 (Figure 3A). After incubation of ET-1 with rZMpl, the peptide was
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hydrolysed resulting in peptides of 1470 and 431 Da. Therefore, there are at least two
cleavage sites between amino acids residues Y13-F14 and D18-119 (Figure 3B).

Blocking endothelin receptor signaling during Mb infection causes increased
severity of lesions and bacterial loads in the lungs. Considering the production and
secretion by Mtb of an enzyme able to degrade endothelin, which might affect lung
capillary integrity, we then looked to see the consequences of lower ET-1 levels during
Mtb infection in the lungs. For this, we used the specific endothelin receptor antagonists
(ERA) BQI23 (ETA antagonist) and BQ788 (ETB antagonist), which were
administered by intranasal instillation, thus reducing potential systemic effects. The
administration of endothelin receptor antagonists in naive mice challenged with saline
did not alter lung morphology (Figure 4A and B). However, when mice previously
infected with Mtb were treated with ERA, a significant increase in pulmonary lesions
caused by infection was observed (1.975 mm?) when compared to the infected (0.288
mm?) group treated with vehicle (Figure 4E). The main histological differences were
bronchiolar and perivascular infiltrates with high concentration of lymphocytes (Figure
4D), with regions of necrosis and the presence of cells with large nuclei and bulky
cytoplasm (Figure 4D, inset) present in infected mice that received the antagonist
treatment. These alterations were not observed in the group treated with vehicle alone
(Figure 4C). In addition, there was a significant increase in the bacterial load (~0.5 Log)

in the lungs of mice that received treatment with antagonists (Figure 4F).

The ETRs’ antagonism effects in the early Mtb infection are iNOS independent. It
has been well described in the literature that a regulatory balance exists between nitric
oxide and endothelin (26) and that, during the inflammatory process such as in the
lungs, the main source of NO is provided by iNOS (27). Thus, the effect of the ERA
treatment in Mtb infected mice could be mediated by changes in the expression and
activity of iNOS. To answer this, iNOS knockout mice were treated with ERA and
infected with Mrb. The animals were evaluated 21 days post infection. At this time
point, iNOS knockout mice (iNOS-KO) showed similar lung abnormalities as wild type
mice (C57BL/6). There were no pathological changes in the lung of mice treated with
ERA (Figure 4H) compared to the vehicle group (Figure 4G). Again, endothelin
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receptor antagonism increased lung inflammatory reactions to Mitb infection that
changed from a lesion size of 0.745 mm? in the vehicle group to 3.327 mm? in the ERA
treated animals (Figure 4K). Perivascular and peribronchial inflammatory infiltrates
(Figure 4J), and increased areas of necrosis and presence of cells with large nuclei and
long cytoplasmic processes were observed on ERA treated inflammatory reactions’
(Figure 4J, inset). Large numbers of neutrophils was also observed. Nonetheless, this
difference was not caused by ERA treatment (Figure 41 and 4J, insets). The increased
bacterial load (~0.9 Log) caused by ERA treatment was also observed in the knockout
mice group (Figure 4L).

Different cell populations expressing Gr-1 are increased by ETR antagonism
during Mtb infection. Since the lesions and bacterial burden observed in the ERA
treated Mtb infected mice were not associated with iNOS activity, we hypothesized that
ERA treatment could affect the phenotype or cell migration to the infected lungs and
consequently modulating the immune response by increasing suppressor cells and
therefore increasing the bacterial load. Mice Grl® Myeloid-derived suppressor cell
(MDSC) phenotype may have the morphology of various cell types such granulocytes,
dendritic cells, monocytes or macrophages that expand during cancer, inflammation and
infection, and that have a remarkable ability to suppress T-cell responses (28), thus we
decided to question whether these cells were involved in the ERA treatment outcome.
To access this heterogeneous population, using flow cytometry, cells were defined
according to the expression of the Gr-1 marker. Cells expressing low levels of Gr-1 (Gr-
int

1 low

) were gated as R1, intermediate expressing (Gr-1") as R2 and cells expressing high

levels of the Gr-1 marker were defined as Gr-1"¢" and gated as R3 (Figure S3).

Although ERA treatment alone did not change the proportions of Grl" cells in the lungs
of C57BL/6 or iNOS-KO mice (Figure 5), the infection with M¢b only affected some of

these cells populations and depending on the mice background. Looking for Gr-1"%

cells in C57BL/6 mice, Mth infection alone did not changed this population, whereas

1 low

ERA treated animals showed decrease in the percentage of Gr-1"" cells when compared

to the naive vehicle treated mice (Figure 5A). In the absence of NO, Mtb infection

1
lOW

causes a small decrease of Gr- cells in both vehicle and ERA treated mice (Figure

5B). The association of ERA treatment and infection directly affects the Gr-1™ cells
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because of C57BL/6 and iNOS-KO showed an increase in this population, almost
tripling its proportion in C57BL/6 mice (Figure 5C-D). In order to further characterize
those cells, the Gr-1"" cells were evaluated for the expression of CD11c¢ and CD14, and
it was observed that these cells were CD11c¢ and CD14 positive that probably identify
monocytes and/or macrophages. While, the Gr-1™ cells expressed low levels of CD14
and were negative for CDI11c that could indicate the presence of MDSC in lungs of
ERA treated mice (Figure S4). Basically the same changes were observed in BAL cells
obtained from these mice, with the exception of Gr-1"" cells that had no significant

changes (Figure S5).

Additionally, ERA treatment also enhanced the Gr-1"" cells in C57BL/6 infected mice
(Figure 5E) while, in iNOS-KO mice, the infection induced an increase in these
populations that were further improved with ERA treatment (Figure 5F). These cell
phenotype marker was associated with neutrophils (expressed low to intermediate levels
of CD14 and were CD11c negative; Figure S4), which were observed at high content in
iNOS-KO mice (Figure 4, insets).

Endothelin-1 reduces the progression of lesion severity and plays different roles
through ETA and ETB receptors. As noted above, the ETR antagonism caused
changes in the response to Mtb. Thus, we decided to analyze the consequences of
increased endothelin-1 during infection and also the role of each receptor separately.
For this, infected C57BL/6 mice were supplied with exogenous endothelin-1 peptide,
while the BQ123 (ETA antagonist) and BQ788 (ETB antagonist) were administered
separately, all by intranasal instillation. Lung M¢b infection at 21 days post infection
presented some perivascular/perbronchial inflammatory foci and moderate alveolar
damage area (Figure 6A). Further, infected mice treated with ET-1 shown a reduction in
the number and size of the inflammatory reactions, with little alveolar damage
compared to the mice treated with vehicle (Figure 6B and 6E). Although ET-1 treated
mice presented the best histological findings, no difference was seen in the bacterial
loads in the lungs compared to the controls (Figure 6F). The group that received the
ETA antagonist BQ123 showed an increase of lung lesion area with more intense
inflammatory foci, diffuse alveolar damage, pulmonary edema and some necrosis area

(Figure 6C and 6E), but again there was no increase in the bacterial load (Figure 6F). In
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contrast, blockade of ETB by treatment with BQ788 had no effect on the number or size
of lesions (Figure 6D and 6E) when compared to Mtb infected animals treated with
vehicle, however we did observe an increase in lung CFU in these animals (Figure 6F).
Simultaneous ETA and ETB antagonism (ERA) induced an increase of lesions area and

bacterial load in the lungs of infected mice (Figure 4, 6E and 6F).

DISCUSSION

In this study we characterized Zmp1, a metalloprotease belonging to the M13 family, as
an enzyme secreted by M. tuberculosis that is able to cleave ET-1. In mass spectrometry
analyzes no ET-1 release from Big ET-1 was observed after Zmpl incubation. In
contrast, Zmpl efficiently hydrolyzed the ET-1 mature peptide. We then showed that
blockade of ET-1 activity by antagonism during Mtb infection resulted in an increased
number as well as severity of lung lesions as well as increases in bacterial burden. These

events could be reduced somewhat by exogenous delivery of the ET-1 peptide.

Zmpl was previously described in M. tuberculosis (9, 29) and in other bacteria,
including Streptococcus parasanguis (30, 31) and Porphyromonas gingivalis (32) as a
protease with activity on small biologically active peptides, but no activation on
endothelins was seen. In P. gingivalis, the protease showed activity against Big
Endothelin (33), but the results were controversial and ET-1 generation could not be
confirmed by ELISA. Here, we found that the mycobacterial enzyme Zmp1 does not act
as an ECE, that converts Big ET-1 into ET-1 mature peptide (Figure 2), but instead
appears to act by hydrolyzing ET-1 (Figures 3). Like other oligopeptidases (34), Zmp-1
seems to be active on peptides with less than 30 amino acids and this preference for
peptides is also confirmed by the solved X-ray crystallographic structure of Zmpl,
which reveals that the active site is located at the bottom of a hydrophobic channel,
likely impairing access of large macromolecular substrates in the proximity of the
reaction center (35), which may explain its low activity against the large Big ET-1
peptide. Cleavages sites found in ET-1 peptide (Fig 3) were in accordance with
previously identified cleavage pattern for Zmpl on other substrates (29), showing
preference for phenylalanine and isoleucine amino acids residues at the P1’ position. In

addition, the C-terminal as well as the N-terminal intramolecular loop structure is
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especially important for endothelin activity, thereby an enzymatic system might exist as
a physiological mechanism for converting ET-1 to biologically inactive forms (36, 37).
Further, proteases of pathogenic bacteria, fungi and protozoa have been described to

hydrolyze many human bioactive peptides (38-40).

A previous report has indicated that Zmpl mediated the arrest of phagosome
maturation (41) and genetic inactivation of the Zmpl gene generated an attenuated
strain that triggered activation of the inflammasome, resulting in increased IL-1f3
secretion normally preempted in the Mtb wild-type strain (9). In addition, ET-1 is an
important mediator of IL-1p inflammatory response (42). Complementary to our
findings for enzymatic peptide hydrolysis (Figure 3), these data suggest a role for Zmp1

in the mycobacterial virulence that may involve ET-1 signaling.

As observed here, when mice treated with BQ123 were infected with Mtb, increased
lung lesions occurred, which may be explained because the blocked receptor (ETA) is a
primary vasoconstrictor and a growth-promoting receptor (13). Thus, ETA blocking
may have promoted vasodilation that facilitated perfusion and infiltration of
inflammatory cells inducing more tissue damage during Mtb infection (Figure 4 and 6).
However, this inflammatory process could not control Mtb infection, so no bacterial

load decrease was observed in the lung (Figure 6).

ERA treatment increased Gr-1"8" cells: neutrophils (Figure 4 and 5) present at higher
levels during the chronic stage of murine tuberculosis (43) and Gr-1"™ cells, suggesting
a Grl™ Myeloid-derived suppressor cell phenotype. Based on previous experiments
showing that Gr-1"™ MDSC cells diminished the T-cell protective responses in a murine
TB model (44, 45), our results corroborates these findings to a certain degree
particularly because Mtb infected treated with ERA animals showed an diminished
ability to control the infection. Further, ETR signaling could modulate recruiting or

phenotype changes of these MDSC cells.

In contrast, ETB antagonism led to higher bacterial burdens but with no overt
histological changes (Figure 6). These responses could be explained by the distinct ETR
subtype functions in vascular and inflammatory responses because both ETA and ETB
receptors acting on vascular smooth muscle and mediate ET-1 induced vasoconstriction
(46). However, on pulmonary endothelium, ETB receptors mediate generation of NO or

opening of ATP-sensitive potassium channels and NO promotes vasodilation (47, 48).
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Thus, ETB antagonism could induce vasoconstriction and prevent the inflammatory cell
infiltration in lung tissue. In addition to the vascular tone functions of ETB in the lungs,
this receptor also acts as a clearance receptor, capturing blood-circulating ET-1 leading
to the clearance of the peptide in pulmonary tissue (47, 49). In immune responses,
results with knockout mice (50) and ETR antagonists (51) suggest that the pro-
inflammatory effects of ET-1 are mediated by the ETB receptor, including fever (52,
42). Therefore, BQ788 can act as an anti-inflammatory mediator by directly blocking
ETB receptor pro-inflammatory effects and also decreasing lung uptake of ET-1 from
the circulation, leading to lowered ET-1 lung activity and in turn allowing increasing
bacterial burdens in the lung tissues. In addition, we have demonstrated that exogenous
administration of ET-1 can reduce Mrb infection lesions (Figure 6). On other hand,
using whole-genome microarray gene expression analysis, ET-1 gene expression was
associated with the severity of Mtbh infection (53). Whether the increase of ET-1
expression was to counteract the effect of the M¢b inflammatory response or is a

consequence of the infection needs to be further investigated.

Similarities in the responses of iNOS knockout and C57BL/6 mice to ERA (Figure 4
and 6), corroborates the classic ET-1 signaling pathway, where ET-1 stimulates NO
production by activation of endothelial NO synthase (eNOS), instead of iNOS (54, 55).
iNOS knockout infected mice however, showed increased neutrophil content (Figure 4
insets and Figure 5), tendency for higher CFU and larger lesions (Figure 4). ERA
significantly increased the neutrophil population during Mtb infection only in wild type
mice (Figure 5). iNOS deficiency in septic mice facilitated the infiltration of neutrophils
into pulmonary tissue from the pulmonary microvasculature and the transendothelial
neutrophil migration was attenuated by the specific presence of iNOS in neutrophils
(56). So, in our murine tuberculosis model, iNOS also appears to play a role in
neutrophil infiltration and endothelin signaling that may specifically affect the
neutrophil iNOS. Bacterial burden and lung injury pattern in iNOS-KO mice agrees
with the literature data from murine models of tuberculosis, showing a more susceptible
phenotype (57). However, the antimycobacterial activity of NO in vivo and whether NO
is critically involved in the host defense against Mycobacterium tuberculosis in humans
is controversial (27). Nevertheless, our data suggest a vascular mechanism of control for
Mtb. Thus, it may be that NO acts in this Mtb control mechanism and in neutrophil

migration rather than as a bactericidal agent. Further, ET-1 could be involved in
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decreased oxygen tension or hypoxia described in granulomas undergoing caseous
necrosis, characterized by a lack of vascularity, in human tissue (58). Therefore, more
studies must be carried out in other models because hypoxia is not usually found in the

TB mouse models (59, 60).

In summary, our results show that M. tuberculosis produce and secrete an enzyme with
ET-1 cleavage activity and may act as a virulence factor. These data demonstrate a
possible role of Zmpl in mycobacteria host interactions. Moreover, endothelin
pathways have a role in pathogenesis of Mtbh infections and ETA or ETB receptor
signaling can modulate the host response against bacilli. Thus, a balance between Zmpl
control of ET-1 levels and ETA/ETB signaling can allow to Mtb adaptation and survival

in lung tissue.
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Figure 1. Zmp1 characterization. A, Purification of recombinant Zmpl (rZmpl).
IPTG-induced rZmpl was purified by nickel affinity chromatography, resin unbound
fraction (NB), molecular mass marker (M) and elution with increasing imidazole
concentration ([Imidazole]) were analyzed by 12% reducing SDS-PAGE and stained
with Coomassie brilliant blue. B, Localization of Zmpl by immunoblot analysis. Lanes
rZmpl, H37Rv total cell lysate (H37Rv) and H37Rv culture filtrate proteins (H37Rv
CFP) were probed with rZmp1 polyclonal mouse antiserum. Arrowheads indicate Zmpl
position at 76 kDa. C, Activity of rZmpl. 100 ng of purified rZmpl, rZmp1 pre-heated
for 10 min at 100°C (Heat) or PBS were incubated with 20 uM ECE-1 substrate. Data
shown represent the mean = SEM of relative activity to maximum fluorescence

emission, n=3.
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Figure 2. Hydrolysis of Big Endothelin-1 by rZmp1. A, MALDI-Q-TOF spectrum of
Big Endothelin-1 peptide (Big ET-1). B, MALDI-Q-TOF spectrum of rZmpl
hydrolyzed Big ET-1 peptide. The arrowheads indicate the peaks of interest, 4281 m/z
corresponding to Big ET-1 with a mass of 4281 Da.
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Figure 3. Hydrolysis of ET-1 by rZmpl. (A) LC-ESI-Q-TOF-MS spectrum of ET-1
peptide. Peaks of 831 m/z three times protonated (triply charged ion - 3H+) and 1,246
m/z doubly charged ion (2H+), corresponding to ET-1 at 2,491 Da. (B) LC-ESI-Q-TOF-
MS spectrum of rZmp1l hydrolyzed ET-1 peptide. Peak of 735 m/z doubly charged ion
(2H+) with a retention time of 9.47 min and corresponding to a 1,470 Da fragment. The
inset shows a peak with a 18.18 min retention time and 431 m/z charged with one H+
molecule. Arrows over ET-1 sequence indicate cleavage sites for rZmpl. The

arrowheads indicate the peaks of interest.
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Figure 4. Effects of endothelin receptor antagonism in C57BL/6 (A to F) and iNOS-
KO (G to L) mice during early Mtb infection. A-D and G-J, show representative lung
(posterior left lobe) photomicrographs of: mice treated with vehicle (A and G) or with

ERA (BQ788 and BQ123) (B and H) after 21 days of treatment; and M. tuberculosis
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H37Rv infected mice treated with vehicle (C and I) or ERA (D and J) at 21 day post
infection and under treatment. Black arrowheads indicate lymphocytic infiltrate. Insets
show magnification of lesion area with necrosis (N), cells with large lateral nuclei
(white arrow) and very long cytoplasmic processes (black arrow) and neutrophils (open
arrowhead). Scale bars corresponds to 200 um. E and K show the results of the
quantification of the inflammatory lesion area sizes (left bottom lobe) from C57BL/6
(E) and iNOS-KO (K) mice infected with M. tuberculosis and treated with vehicle or
ERA (BQ123 and BQ788). F and L, Bacterial burden of lung (anterior and middle right
lobes) from C57BL/6 (F) and iNOS-KO (L) mice infected with M. tuberculosis H37Rv
at 21 days post infection, treated with vehicle or ERA. Data shown represent mean +

SEM, n=3. *, p<0.05; **, p<0.01 by t test.
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Figure 5. Cellular changes in the lungs by ET-1 receptor blockade during early
Mtb infection. Percentage of lung cells in uninfected (naive) or M. tuberculosis

(H37Rv) infected mice at 21 days post challenge with vehicle or endothelin receptor
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antagonists BQ123 and BQ788 (ERA) treatment. Proportion of Gr-1"Y cells in C57BL/6
(A) or iNOS-KO (B) mice, Gr-1"™ cells from C57BL/6 (C) or iNOS-KO (D) and Gr-
1" cells percent in C57BL/6 (E) or iNOS-KO (F) mice. Data shown represent mean +
SEM, n=3. *, p<0.05; **, p<0.01; *** p< 0.001; difference to the naive vehicle
treatment group by One-way ANOVA with Dunnett post test.
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Figure 6. ET-1 promotes different responses through A and B receptors during Mtb
infection. A-D, Representative lung sections (left bottom lobe) with HE stain of M.
tuberculosis infected mice treated with vehicle (A), Endothelin-1 (B), ETA antagonist
BQ123 (C) or ETB antagonist BQ788 (D) at 21 days post infection and under treatment.
Perivascular/peribronchial inflammatory infiltrate (black arrowhead), alveolar damage
(open arrowhead) and lesion area with necrosis (N). Scale bars represent 200 pum.
Results of the quantification of the inflammatory lesion area sizes (E) and bacterial
burden of lung (anterior and middle right lobes) from infected mice treated with vehicle,
ET-1, BQ123, BQ788 and ERA (BQ123 and BQ788) at 21 days post infection and
under treatment (F). Data shown represent mean = SEM, n=3. *, p<0.05; **, p<0.01;
*a% p< 0.001; difference from vehicle treatment by One-way ANOVA with Dunnett
post test.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Rv2213 H37Rv H37Rv CFP

-q._______,

Control

Figure S1. Nonspecific bacterial lysis immunoblot control. Lanes Rv2213
(Recombinant Rv2213 protein), H37Rv total cell lysate (H37Rv) and H37Rv culture
filtrate proteins (H37Rv CFP) were probed with Rv2213 polyclonal mouse antiserum.
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Figure S2. Hydrolysis of Big Endothelin-1 by rZmpl. A, LC-ESI-Q-TOF-MS
spectrum of Big Endothelin-1 peptide (Big ET-1). B, LC-ESI-Q-TOF-MS spectrum of

rZmp]1 hydrolyzed Big ET-1 peptide. Peaks of 857 m/z five times protonated, 1071 m/z

four times and 1428 m/z three times protonated corresponding to Big ET-1 peptide with

4281 Da. The arrowheads indicate the peaks of interest.
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Figure S3. Representative Dot plots of lung Gr-1+ cells. A, Gr-1/CD11b dot plot
analysis clearly identified three Gr-1 populations in the lungs. Cells expressing low
levels of Gr-1 were gated as R1, intermediate expression gated as R2 and cells that had
expressing high level of Gr-1 marker were gated as R3 population. B shows the mean

intensity of fluorescence for the Gr-1+ gated populations. Data shown represent mean +

SEM, n=3.
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Figure S4. CD14 and CD11c expression in Gr-1+ cells. The histogram represents the
levels of CD14 (A) and CDl1l1c (B) expressed in R1 Gr-1'" (green), R2 Gr-1"™ (Blue)
and R3 Gr-1"e" (Red). Dotted line represent the negative population. Bar graphs show
the mean intensity of fluorescence for CD14 (A) and CDl1l1c¢ (B) in the Gr-1+ gated

populations. Data shown represent mean + SEM, n=3.
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Figure SS. Cellular changes in the BAL fluid by ET-1 receptor blockade during
early Mth infection. Percentage of bronchoalveolar lavage (BAL) cells in uninfected
(naive) or M. tuberculosis (H37Rv) infected mice at 21 days post challenge with vehicle
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or endothelin receptor antagonists BQ123 and BQ788 (ERA) treatment. Proportion of
Gr-1"Y cells in C57BL/6 (A) or iNOS-KO (B) mice, Gr-1™ cells from C57BL/6 (C) or
iNOS-KO (D) and Gr-1"" cells percent in C57BL/6 (E) or iNOS-KO (F) mice. Data
shown represent mean = SEM, n=3. *, p<0.05; **, p<0.01; *** p< 0.001; difference to

the naive vehicle treatment group by One-way ANOVA with Dunnett post test.
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INTRODUCTION

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is one of the most prevalent human pathogens,
infecting 8.6 million people each year and leading to 1.3 million deaths [1]. In the last
years, the TB treatment has become increasingly challenging owing to the emergence of
multidrug resistant Mtb strains [2]. Thus, there is an immediate need for the
development of new drugs that target novel biological pathways to avoid cross-
resistance. Mrb has more than 100 genes encoding proteases. However, only a handful
number of Mtb proteases have been studied. Furthermore, taken together, these studies
evidence targeting proteases appears to be a promising approach and may lead to
shortened and effective treatments for drug-resistant TB [3].

Proteolysis play a central role of pathogens biology since it has been demonstrated that
peptidases perform processes associated such as invasion, migration, acquisition of
nutrients and evasion of inflammatory and immune responses [4]-[10].
Aminopeptidases constitute a diverse set of proteolytic enzymes that selectively remove
amino acids from the N-terminus of proteins. In many organisms, aminopeptidases
degrade exogenous peptides, which are used as a nitrogen source. Alternatively, these
enzymes accomplish key steps in many activation or inactivation pathways by liberating
amino acids from the N-terminus of self-derived proteins. Early studies suggested that
aminopeptidases can also play an important role in pathogenesis [11]-[17].
Aminopeptidases could be grouped according to the chemical nature of the catalytic site
and substrate specificity [18]. M17 leucine aminopeptidases (LAPs) is a family of
metalloproteases that is under intense investigation. LAPs comprise a diverse set of
enzymes with different biochemical and biophysical properties, are found in animals,
plants and microorganisms, and play important roles in diverse physiological processes
[19]. Studies of M17 family members have increased in the last years due to their
emergence as potential candidates for vaccine development and drug target in a number
of protozoan, parasitic and bacterial diseases [20]-[24]. M17 LAP is conserved in
pathogenic mycobacteria, such M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis and M. avium
paratuberculosis and predicted to be essential for Mth in vivo survival and
pathogenicity [25]. Furthermore, in bacteria LAPs have only been studied in a small
number of species and there is increasing evidence that proteases may be good drug

targets for bacterial infections, such tuberculosis.
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Herein, we characterized a Leucine aminopeptidase of M. tuberculosis, belongs to M17
protease family, as a cytosolic multimeric metallo-aminopeptidase. LAP was
immunogenic, but conferred no protection in mice model of TB infection. Moreover,
molecular and enzymatic properties lead us to classify Mtb LAP as a typical member of
the peptidase family M17, including inhibition susceptibility. Furthermore, bestatin
could strongly inhibit LAP activity, in vitro M¢h growth and macrophage infection.
Thus, our data suggesting LAP activity participates of an important pathway for M.
tuberculosis survival and virulence and may be a promising target for new anti-TB

drugs.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. Mycobacterium tuberculosis H37Rv was
grown at 37°C in Middlebrook 7H9 broth or 7H11 agar supplemented with 10% oleic
acid-albumin-dextrose (OAD), 0.5% glycerol, and 0.05% Tween 80. Escherichia coli
strain XL1-Blue (Stratagene) was used for cloning and plasmid propagation. E. coli
BL21 (Invitrogen) cells were used as expression-competent hosts. E. coli strains were
maintained in Luria-Bertani (LB) medium at 37°C with or without the addition of
kanamycin (50 pg/ml) or Ampicillin (100 pg/ml) when required for plasmid selection.
Solid medium was prepared by the addition of 1.5% agar to the LB medium.

Molecular cloning and recombinant protein expression. M. tuberculosis LAP gene
(Rv2213; http://genolist.pasteur.fr/TubercuList) was subcloned into PCR2.1 TOPO
vector (Invitrogen) using a PCR amplified product from the M. tuberculosis H37Rv
genome. The recombinant PCR2.1 vector was digested to release the gene. After
agarose gel elution, the released gene was ligated into the pET28a expression vector
(Novagen). The recombinant pET28a construct containing the LAP gene had its
sequence checked with a BI 3130 capillary DNA sequencer (Applied Biosystems) and
was then inserted into the expression host E. coli BL21. Bacteria containing the
recombinant expression vector were grown at 37°C. When the bacterial cells reached
ODgoo measurements of 0.6, the expression of the recombinant protein (rLAP) was

induced by the addition of isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) to a final
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concentration of 0.1 mM, and the incubation continued at 20°C for 16 h. The bacterial
cells were collected by centrifugation (10,000 x g for 5 min), and the cells were
suspended in 4 ml of binding buffer (20 mM imidazole, 0.5 M NaCl, and 20 mM Tris-
HCI pH 7.9). After sonication, cell lysate was centrifuged (20,000 x g for 15 min), and
the supernatant was applied onto a resin column (Novagen) charged with NiSO,4 and
equilibrated with binding buffer. Proteins were eluted with a concentration gradient of
imidazole (40 — 1000 mM). Protein concentrations of the eluted fractions were
determined by Bradford protein assay. Proteins were dialyzed against Tris-HCl pH7.5
with 250 mM NaCl and stored in 50% glycerol at -20° C. The purity of protein was
analyzed by Coomassie-stained 12% SDS-gel.

Western Blot. H37Rv lysates and culture filtrate protein (CFP) were prepared from
cultures grown in Sauton media that does not have albumin enrichment present in
Middlebrook media. Bacterial culture was grown in 200 ml of Sauton liquid media to
late log phase. Bacteria were pellet by centrifugation at 2,000 x g for 20 min. Bacterial
pellet was used for H37Rv lysates by sonication. Supernatant was transferred to a fresh
tube and centrifuged again then filtered through a 0.2 pm filter unit. Supernatant was
concentrated by protein acetone precipitation [26] and solubilized in SDS sample buffer.
Samples were resolved by 12% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane.
Membranes were blocked in 5% powdered milk in PBS and probed with the anti-rLAP
polyclonal serum produced in mice, following with the anti-mouse IgG-alkaline
phosphatase secondary antibody (Sigma-Aldrich). Antigen-antibody complex was
detected via BCIP/NBT liquid substrate system (Sigma-Aldrich).

Mice. Female specific-pathogen-free BALB/c mice aged 4-8 weeks, obtained from the
Centro Multidisciplinar para investigacdo Biologica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratério  (CEMIB)-Unicamp-Campinas-Brazil, were maintained in micro
isolatorsattached to HEPA-filtered racks for air intake and exhaustion cabinets with
water and food provided ad libitum. The temperature was maintained between 20-24°C
with the relative humidity set between 40-70%, and 12h light/dark cycles. The use of
mice was conducted in accordance with the guidelines of the Brazilian Society of

Animal Science Laboratory (SBCAL/COBEA). The work was approved by CEUA-
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UFG (Comissdo de Etica no Uso de Animais: Committee on the Ethics of Animal

Experiments from Universidade Federal de Goias) numbers: 229/11 and 27/14.

Immunizations. Mice were immunized three times with an interval of 21 days between
immunizations. 20 micrograms of the purified rLAP protein combined with 20 pg of
CpG DNA (ODN 1826, InvivoGen®) and MPL (MPL from Salmonella enterica
serotype Minnesota Re 595; Sigma—Aldrich, L-MPL) in a volume of 100 pL were
subcutaneously (sc) injected into the neck. The adjuvant control groups received 100 puL.

of 20 ug ODN and 20 pg MPL. Negative control mice received 100 pL of sterile saline.

Serum Collection. Serum samples were obtained 15 days after the third immunization.
The samples were incubated for one hour at 37°C, centrifuged at 1,200 g at 4°C for 15

min for serum separation, and stored at —20°C.

ELISA of Mouse Samples. Ninety-six well polystyrene plates were initially coated
with the rLAP protein (5 pg/mL) diluted in 0.05 M sodium carbonate/bicarbonate buffer
(pH 9.6) and incubated at 4°C for 16 h. Subsequently, the plate was washed and
incubated for one h at 37°C with sodium carbonate buffer (PBS) containing 1% skim
milk. The samples were diluted 1:1.000, added to the wells and incubated for 2 h at
37°C. After several washes, 1:5.000 diluted biotin-conjugated antibody was added to
the plates (anti-IgG1 and anti-mouse IgG2a; Pharmingen®). The plates were incubated
for 1 h at 37°C, after which time streptavidin peroxidase diluted 1:1.000 was added, and
the plates were again incubated for 1 h at 37°C. The reaction was then developed with
citrate phosphate buffer containing ortho-phenylenediamine (OPD) and hydrogen
peroxide and stopped after 15 min by adding 4 N sulfuric acid. The absorbance at 492
nm was read in an ELISA reader (Labsystems Multiskan Thermo®). Between each step,

the plates were washed six times with PBS containing 0.05% Tween 20.

Evaluation of the Cellular and Cytokine Components of the Spleens of Immunized

Mice. 45 days after the final immunization, the mice were sacrificed. The spleen was
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removed aseptically, and the cells were separated using sterile tweezers. A cell
suspension was prepared, and the erythrocytes were lysed with Gey’s solution. The cells
were washed in RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine serum. The cell
concentration was adjusted to 10° cells/ml, and the cells were plated in a 96-well plate.
The splenocytes were stimulated with ConA (10 pg/ml) or rLAP (10 pg/ml) or not
stimulated. After incubation for 4 h at 37°C and 5% CO2 with monensin (eBioscience),
the cells were harvested for intracellular cytokine staining. Thereafter, the cells were
stained with CD4, CDS8, IFN-y and TNF-a using the BD Cytofix/Cytoperm kit
according to the manufacturer’s instructions. The cells were fixed with PBS 0.05%
sodium azide. Cell acquisition was performed with a dual-laser flow cytometer
(FACSVerse; BD Biosciences). The data were analyzed using FlowJo software

(ThreeStar).

Intravenous infection and determination of lung bacterial load. M. tuberculosis
(strain H37Rv) was prepared and described as in [27]. Mice were infected intravenously
with 100 pL of 10° CFU/mL. To evaluate the bacterial load on day 1 after infection,
animals were euthanized by cervical dislocation and the entire lung was homogenized in
PBS with 0.05% Tween 80, and serial dilutions were plated on 7H11 agar supplemented
with OAD. The plates were cultured in a CO, incubator and 21 days later, the colony
forming units (CFU) were determined. For protection evaluation, the lung bacterial load

was evaluated at 60 days after infection.

Enzyme activity assay. Aminopeptidase activity of LAP was assayed by incubating
300 ng of purified enzyme with 20 uM fluorogenic substrates L-Leu-7-amido-4-
methylcoumarin (Leu-AMC), Met-AMC, Pro-AMC, Arg-AMC and Asp-AMC, which
were purchased from Sigma-Aldrich, in 100 pl reaction buffer (25 mM Tris-HCI pH 7.5
and 1.5 mM NiSQO,). Enzyme activity was determined by measuring the fluorescence of
AMC released by hydrolysis of the substrates as described previously [28]. Substrate
hydrolysis was measured fluorometrically with SpectraMax M5 Microplate Reader with
SoftMax Pro Data Acquisition & Analysis Software (Molecular Devices). Cation
preference was performed using different concentrations of CaCl,, CoCly, CuSQOsy,

FeCl,, MgCl,, MnCl,, NiSO4, ZnSO4 and no metal addition, in Tri-HCI pH 7.5 at room
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temperature and Leu-AMC as substrate. The optimal pH for activity was determined as
described above in 25 mM AMT buffer (25 mM acetic acid-25 mM MES-25 mM Tris-
HCI) adjusted to the desired pH. To assay the optimal temperature for aminopeptidase
activity, reactions took place at 10 to 100°C in reaction buffer. The presence of
interchain disulfide bonds, the molecular mass and the oligomeric structure of the
enzyme were evaluated by electrophoresis as described previously [28]. Purified protein
was subjected to 8% SDS-PAGE in the presence 0.01% SDS under non-reducing
conditions with or without previous boiling and addition or not of 1.5 mM NiSOy4 in

sample buffer.

LAP Inhibition pattern. Different concentrations of tosyl-lysylchloromethane
(TLCK), bestatin, tosyl phenylalanyl chloromethyl ketone (TPCK), EDTA, L-trans-
epoxysuccinylleucylamido-4-guanidino butane (E-64), phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), 1,10-phenanthroline, leupeptin, or pepstatin A were incubated with 300 ng of
purified rLAP in 100 pl reaction buffer for 5 min at room temperature before the
substrate was added. Enzymatic reactions were monitored as described above. All
inhibitors were from Sigma-Aldrich. Bestatin half-maximal inhibitory concentration
(IC50) and 95% confidence interval (CI) was determined by nonlinear regression,

log(inhibitor) vs. normalized response with variable slope method.

Effect of bestatin on Mtbh growth and macrophage infection. To study the effect of
bestatin on Mth growth, 1% of culture grown to OD600 0.5 was re-inoculated in
Middlebrook 7H9 supplemented with 10% OAD, 0.5% glycerol, and 0.05% Tween 80
with increasing concentrations of bestatin and the OD600 monitored per 10 days after
addition of the inhibitor. Alveolar macrophages were obtained from mice
bronchoalveolar lavage. Mice were euthanized and the pulmonary cavities were opened.
Using an 18-gauge needle, the trachea was cannulated, and 1ml of ice cold 5 mM
EDTA in PBS was slowly injected into the lungs and then withdrawn. This procedure
was repeated five times and a total of 4 ml of BAL fluid was collected. The single-cell
suspension was then washed and centrifuged at 1,000 x g. To lyse contaminating red
blood cells, the cell pellet was incubated during 5 min at room temperature with 2 ml of

Gey’s solution (NH4Cl and KHCO3). Cells were then washed with PBS and
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resuspended in RPMI medium 1640 (Gibco) supplemented with 1% glutamine (Sigma-
Aldrich), 1% nonessential amino acids (Sigma-Aldrich), 1 mM sodium pyruvate
(Sigma-Aldrich), 1% penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich) and 10% FBS. The day
before infection, lay down macrophage in 96 well plates (100 pl volumes) at 10° cells
per well. On the day of infection, macrophage monolayers was washed once with with
warm (37 °C) PBS, and added 100 pl infection media (RPMI-I) RPMI medium 1640
supplemented with 1% glutamine, 1% nonessential amino acids, 1 mM sodium
pyruvate, 10% FBS and 5 x 10° CFU of Mth H37Rv. Infected monolayers was
incubated at 37°C in 0.5% CO2 incubator for 3 hrs. Monolayers were washed twice with
warm PBS to remove extracellular bacteria and added supplemented RPMI without
antibiotics containing 100 - 200 pg/ml bestatin or PBS. 48 h after infection, media was
aspirated from infected macrophage wells, and 100 pl of ice cold sterile lysis buffer
(0.05% SDS, w/v in H20) added to each well, lysates transfered to a new 96 well plates
for serial dilutions. Triplicate wells were plated on 7H11 agar supplemented with OAD.
The plates were cultured in a CO, incubator and 21 days later and the CFU was
determined. To determine bestatin effect on macrophage Mrb uptake, bestatin was
added in infection media and after 3 h monolayers were washed twice with warm PBS
to remove extracellular bacteria, and ice cold sterile lysis buffer added to each well
bacterial and load was determined as described above. Mycobacteria were prepared for

macrophage infection as described in [29].

Statistical analysis. Statistical significance between groups was determined by the two-
tailed unpaired Student’s t test or One-way ANOVA with Dunnett post-test and grouped
analyses by two-way ANOVA with Bonferroni post-test using Prism software version

5.03 (GraphPad).

RESULTS

LAP is a cytosolic protein produced by M. tuberculosis. To establish the kinect
parameters and immunogenicity, the Mycobacterium tuberculosis gene Rv2213 was

cloned into the prokaryotic expression vector pET28a. The recombinant protein was
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expressed and purified by nickel affinity chromatography in non-denaturing conditions
with increasing imidazole concentrations. In SDS- Page analyses was observed a strong
band, with high purity, eluted in higher than 200 mM imidazole, corresponding to the
expected protein molecular weight of approximately 55 kDa (Figure 1A). For detection
and identification of the native protein anti-rLAP serum was produced in mice. By
western blot analysis we verified the presence of the protein in the H37Rv cell extract,
however there was no protein detection in the CFP, culture supernatant (Figure 1B). As
positive control, we used another mycobacterial metalloprotease Zmpl, previous
described as secreted protein [30], [31], which was detected in the same culture

supernatant preparations (Figure 1B).

LAP was immunogenic but confers no protection against Mtbh infection in mice
model. To evaluate whether rLAP could be used as a subunit vaccine, mice were
immunized using CpG DNA and monophosphoryl lipid A as adjuvant. BALB/c mice
received three subcutaneous immunizations. The control groups were vaccinated with
adjuvants or saline only. The IgG1 and IgG2a antibody levels were measured one week
after each vaccination. High levels of IgG1 were observed in rLAP vaccinated group
post second immunization and at lowest levels, [gG2a was also produced in response to
rLAP (Figure 2A). Thus, the rLAP immunization was able to induce a specific humoral

Immune response in mice.

To determine whether a T-cell immune response was induced, we performed in vitro-
stimulated splenocytes cultures and antigen-specific activation of CD4" or CD8" cells
expressing IFN-y and TNF-a were analyzed 45 days post last immunization by flow
cytometry. There were no increased in percentage of antigen-stimulated CD4 /IFN-
y"/TNF-a relative to unstimulated media control in all vaccinated groups. Cell death or
anergy were ruled out by increased INF-y and TNF-a production in ConA stimulation
(Figure 2B). Similarly, no CD8 response was observed (data no show). Vaccine
protection was accessed by M. tuberculosis H37Rv challenge 45 days afterward
immunization, then lung bacterial burden analyzes 60 days post infection. Nevertheless,
there was no difference in bacterial load in lung of mice rLAP or saline vaccinated

(Figure 2C).
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LAP of M. tuberculosis is a metal dependent protease. We carried out biochemical
characterization of the purified rLAP and determined several enzyme kinetics
parameters. Recombinant LAP activity was determined by measuring the fluorescence
of AMC (7-amido-4-methylcoumarin) released by hydrolysis of the enzyme substrate
Leu-AMC. However, in the first assays, incubating of substrate and enzyme in Tris-
buffer without a metal ion addiction, rLAP did not show activity. Because LAP belongs
to the M17 family, which consists of metalloaminopeptidases with a broad range of
preferences for metal ions, we decided to test enzyme metal dependence. rLAP showed
enhanced activity in the presence of metal ions including Co®", Mg*", Mn®", Ni*" and
Zn*". However, Ca**, Cu*’, and Fe** could not activated rLAP. The maximum activity
was observed in the presence of 1.5 mM Ni*', followed by Mn**, Co®", Zn*" and Mg*"
(Figure 3A). The influence of pH on the rLAP activity was determined. Activity against
Leu-AMC was optimal at pH 7.5. At acid pHs enzyme rapidly loses activity and no
substrate cleavage was observed at pH 5. Therefore, enzyme was resistant to alkaline
environment with detectable activity up to pH 10 (Figure 3B). rLAP activity was
determined at different temperatures in the range of 10 — 100 °C and maximal activity
was observed at 50 °C. Further, at 37 °C enzyme showed 70.78 % of the recorded
maximal activity observed at 50°C. At 60 °C relative activity was 60.68 % and the
activity declined sharply at higher temperatures (Figure 3C).

LAP oligomeric state was affected by metal ligand. Since leucine aminopeptidase
exists naturally as a homohexamer [19] and LAP has a metal dependent activity, we
decide to analyze metal ion influence and LAP oligomer formation. To investigate the
aminopeptidase oligomeric state, purified protein was subjected to SDS-PAGE under
nonreducing conditions. 55 kDa monomeric state was predominant in gel analyses
because rLAP is very sensitive to SDS and was only seen as an oligomer in the presence
of detergent as low as 0.01% (Figure 3). Protein bands of about 55, 100 and over 200
kDa were revealed upon staining of the same gel (Figure 3D, lane 1 and 2). Under the
same experimental conditions, sample boiling resulted in complete monomerization of
LAP (Figure 3D, lanes 3 and 4). While, nickel addition in sample buffer increased the
oligomer formation, as seen in more defined band at 100 kDa and above 200 kDa

(Figure 3D, lane 2) compare to the non Ni supplied sample (Figure 3D, lane 1).
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LAP substrate preference and inhibition pattern. To access the enzyme substrate
preference, rLAP was incubate with aminopeptidase substrates Arg-AMC, Asp-AMC,
Leu-AMC, Met-AMC and Pro-AMC. Enzyme showed maximal activity against
substrates with hydrophobic amino acids Leucine and Metionine. Low activity was
observed against the Proline based subtrate and no cleavage was detected on substrates
with charged side chain Arginine and Aspartic acid amino acids residues (Figure 4A).
The Michaelis-Menten constant (Km) of rLAP were determined according to the
hyperbolic regression method. The enzyme has a Km value of 69.4 = 3.6 uM for Leu-
AMC subtrate, 61.8 £ 44 pM Met-AMC and 344.8 + 49.2 uM Pro-AMC. LAP
inhibition pattern was typical to metalloproteases. Enzyme hydrolytic activity was not
sensitive to PMSF, TPCK, E-64, TLCK, leupeptin or pepstatin A, even at high
concentrations. The enzymatic activity of rLAP on Leu-AMC was completely inhibited
by 30 uM bestatin, while 10 mM 1,10-phenanthroline and 10 mM EDTA inactivated
86.5% and 68% of the peptidase activity, respectively (Figure 4B).

Bestatin inhibits M#b growth in culture and macrophage infection. Bestatin is a
potent inhibitor of LAP, as described previously [22]. The enzymatic activity of purified
rLAP was measured in the presence of inhibitor. LAP activity decreased with increasing
concentration of bestatin (Figure 5A). Using Leu-AMC substrate, the calculated half-
maximal inhibitory concentration (IC50) was found to be 53.2 nM (95% CI - 46.48 to
60.87 nM). To test if bestain could inhibit Mtb growth, we cultivated the bacteria in
liquid media with different inhibitor concentrations and measured OD600 at different
time points. At day seven, Mtb growth was inhibited 55.5% in the presence of 200
ng/ml bestatin and decreased in a dose dependent manner (Figure 5B). An earlier report
strongly suggested that the LAP family of proteases may be important for survival of
the pathogen during infection. We next examined the bestatin inhibition for Mitb
survival in macrophages. Mtb H37Rv was used to infect mice alveolar macrophages,
after infection bestatin was added to culture and bacterial viability was quantified as
described in the Methods. There was a significant dose dependent reduction in colony
counts with the bestatin incubation relative to PBS treatment, about only 25% bacterial

recovery using 200 pg/ml of inhibitor (Figure 5C). Moreover, bestatin added during
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time of infection increased bacterial uptake by the macrophages (Figure 5D). This
strongly suggests that the activity of LAP may be essential for M. tuberculosis survival

and virulence.

DISCUSSION

Leucine aminopeptidases (LAPs) are known to be important for bacterial physiology
and have not yet been characterized in many pathogenic bacteria, including M.
tuberculosis. In this study we report the identification and biochemical characterization
of the Mth LAP as cytosolic metalloprotease belonging to the M17 family. In mice LAP
was an immunogenic protein, able to induce a specific humoral immune response.
However, no protection was conferred to LAP immunized mice and no IFN-g/TNF-a T-
cell stimulation observed. Therefore, Mth LAP showed high sensitivity to the inhibitor
bestatin. In addition, Mtbh growth in vitro and survival in macrophages has a significant

bestatin dose dependent reduction.

LAP immunization in combination with different adjuvants confers high level of
protection against some animal parasite disease through a consistent mixed IgG1/1gG2
response [32], [33]. The induction of specific IgG2a antibodies is associated with Thl
immune response due to the [IFN-y production, while the IgG1 antibodies are associated
with induction of the IL-10 Th2 immune response [34], [35]. Specific antibodies can
bind to mycobacteria facilitating absorption and phagocytosis, increase the microbicidal
activity of macrophages, NK cells and cytotoxic T cells [36], [37]. However, the
importance of antibodies in Mtb infection is controversial and CD4 T cells still a crucial
marker in protecting mammalian hosts from Mtb, in particular because of its
inflammatory cytokines that activate macrophage, and CD8+T cells among other cells
[38]. Furthermore, several studies describing the development of new subunit vaccines
against TB suggest that for a protein to be considered a good subunit candidate vaccine,
it must induces specific antibodies and predominantly Thl immune response [39].
Taken together, these findings could explain the Mrbh LAP subunit vaccine profile. LAP
immunization induces high IgG1 production and low levels of IgG2a (Figure 2A) may
associated with a Th2 response. In addition, no CD4 Thl pro-inflammatory cytokines

were produced in response to LAP stimulation in the splenocytes of vaccinated mice
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(Figure 2B). Thus, Mtb LAP confers no protection against tuberculosis (Figure 2C) in
accordance with studies in humans and mice showing the Thl response and the

protective cytokines IFN-y, IL-17 and TNF-a as mainly protection markers [40].

Aminopeptidases are widely distributed in animals, plants and microorganisms, and
found in the extracellular millieu, in the cytoplasm, in many subcellular organelles, and
as components of membranes [19]. M17 members produced by a number of pathogenic
organisms are currently under intense investigation, in some of these cases the enzyme
is secreted and act extracellulary. However, in bacteria LAP is most commonly found in
the cytosol [11]. Intracellular bacterial LAPs generally function as homo-hexameric
enzymes while extracellular LAPs are functional as monomers [11]. In agreement with
literature, we found that the mycobacterial LAP is cytosolic (Figure 1) and probably

acts as an oligomer enzyme (Figure 3D).

LAPs belong to the M17 family of metalloproteases, which mainly prefer Zn**, and
other aminopeptidases are dependent upon Mn*>", Fe**, and Mg”". Similary to S. aureus
LAP [41], the Mth enzyme exhibited maximum activity in the presence of Ni(Il), but
function with a broad range of other metals (Figure 3A). The broad metal cofactor
profile of LAP may allow activity of this peptidase under in vivo conditions where
some metals are limited and tightly regulated by both the host and bacteria, resulting in

altered enzymatic activity under certain conditions [42], [43].

Despite conservation of amino acid sequences, M17 members show variable pH and
temperature optima. Although Mtb LAP is active over a broad range of temperatures
with optima at 55°C (Figure 3C), its activity shows a marked dependence on
neutral/alkaline pH, since the enzyme is completely inactive at pH 5 (Figure 3B). This
correlates with observations that recombinant members of M17 assemble into active
oligomers at higher temperature and alkaline pHs [19], [28]. Mtb LAP showed
preference for substrates with hydrophobic amino acids and not cleave substrates with
charged side chains (Figure 4A). This substrate specificity profile will help in future

investigations into the cellular target of M¢b LAP and searching for specific inhibitors.

Bestatin is a natural product dipeptide analog of actinomycetes that potently inhibits
LAP MI17 families [19], [44], [45] and the mycobacterial enzyme shown high
sensitivity for this inhibitor (Figure 4B and 5A). Bestatin inhibited LAP enzymatic
activity as well as Mtb in vitro growth, suggesting that LAP activity may be important
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for bacterial metabolism and physiology (Figure 5B). Moreover, bestatin has been
shown to inhibit in vitro growth of S. aureus [41] and P. falciparum parasites in culture
and in mouse models of malaria [46]-[48]. In the present study, we observed that Mth
survival in macrophages was also diminished by bestatin inhibitor in a dose-dependent
manner (Figure 5C). This strongly suggests LAP may act not only in bacterial
physiology but also in Mtb virulence. Thus, the role of LAP in the TB pathogenesis
needs to be further established.

In addition, bestatin enhance Mrb phagocytosis (Figure 5D) in accordance with
literature bestatin immunomodulatory effects activating monocytes/macrophages and
promoted the secretion by macrophages of the pro-inflammatory cytokines IL-1, IL-6,
IFN-y, and TNF-a, as well as the growth factors GM-CSF and G-SCF [49]-[53]. Many
studies showed that bestatin could be administered with very low toxicity and with
multiple effects on the immune system. They also revealed potential beneficial effects
on the survival of animals with some experimental tumors. Subsequent research in
human patients confirmed the immunomodulator effects of bestatin and provided
encouraging results on the potential of this drug in cancer treatments. Bestatin is
currently used as an immunomodulator and antitumor drug, under the trademark
Ubenimex and various active stereoisomers and substituted analogs are commercially
available as useful tools for in vitro and animal drug experimentation [54], [55]. Taken

together with our finds, bestatin or analogues could be promising drugs on Tb treatment.

In summary, our results show that M. tuberculosis produce a cytosolic M17 member
leucine aminopeptidase with biochemical properties shared by LAP in other species.
Moreover, Mth LAP was immunogenic but confers no protection in our mice model of
TB. In addition, bestatin inhibition of LAP, Mth growth and macrophage
immunomodulatory effects highlights the aminopeptidases as potential drug target in

tuberculosis.
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Figure 1. Purification and subcellular localization of M#h LAP. A, Purification of
recombinant LAP (rLAP). IPTG-induced rLAP was purified by nickel affinity
chromatography, resin unbound fraction (NB), molecular mass marker (M), wash (W)
and elution with increasing imidazole concentration (Imidazole) were analyzed by 12%
reducing SDS-PAGE and stained with Coomassie brilliant blue. Arrowheads indicate
rLAP position at 55 kDa. B, Localization of LAP by immunoblot analysis (up) and
control of non-specific lysis (down). Lanes: recombinant proteins (rLAP) and (rZmp-1),
H37Rv total cell lysate (H37Rv) and H37Rv culture filtrate proteins (H37Rv CFP) were

probed with rLAP (up) or rZmp1 (down) polyclonal mouse antiserum.
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Figure 2. Mth LAP immunogenic characterization. A, Lap induces a specific
humoral response. Mice were immunized three times with the rLAP protein; One week
after the each immunization, serum samples were collected from the mice, and the
levels of IgG1 (left) and IgG2a (right) antibodies were evaluated. Data shown mean +
SEM. n=4. *** p< 0.001; difference to the saline group by 2-way ANOVA with
Bonferroni posttests. B, Specific cellular responses to ex vivo stimulation with rLAP.
Four weeks after the last immunization splenocytes were stimulated with rTLAP, ConA
or unstimulated (Media) prior to flow cytometry acquisition. The frequency of T CD4+
lymphocytes expressing IFN-y+ and TNF-a+ are demonstrated. Data shown mean +
SEM. n=4. *** p< 0.001; difference to the media unstimulated group by 2-way
ANOVA with Bonferroni posttests. C, Bacterial load in the lungs of Mtb-challenged
mice. Groups of mice vaccinated with saline or r(LAP were challenged with Mtb 45 days
after immunization. Thirty days after infection, their lungs were collected and CFU

counted. Data shown mean = SEM. n=3.
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Figure 3. Biochemical characterization of LAP. A, Effect of metal ions on rLAP
activity: Activity was assayed in the presence of different metal ions (1.5 mM
concentration) and no metal addition (-). B, Effects of pH on rLAP activity: the
experiments were performed over the pH range 5-10 in 25 mM AMT with 1.5 mM
NiSO4 and 20 pM substrate. C, Effects of temperature on rLAP activity: the
experiments were carried out in 25 mM Tris—HCI buffer pH 7.5 over a temperature
range of 10-100°C with 1.5 mM NiSO4 and 20 uM substrate. Data shown mean = SEM.
n=3. D, Analysis of rLAP oligomeric state: the recombinant enzyme was subjected to
8% SDS-PAGE in the presence of 0.01% SDS, with (+) or without (-) nickel addition
and previous boiled (+) or not (+). Arrowheads indicate 100 and over 200 kDa
oligomeric and 55 kDa monomeric forms of the enzyme. Data shown mean + SEM,

relative to maximal activity obtained. n=3.
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Figure 4. LAP substrate preference and inhibition pattern. A, Activity of rLAP
against different amino acids: the experiments were carried out in 25 mM Tris—HCI
buffer pH 7.5 with 1.5 mM NiSO4 and 20 uM of each indicate substrate. Data shown
mean + SEM, relative to maximal activity obtained. n=3. B, Effect of different inhibitor
in rTLAP activity: the experiments were carried out in 25 mM Tris—HCI buffer pH 7.5
with 1.5 mM NiSOy, 20 uM of Leu-AMC and different inhibitors. 10 mM EDTA, 10
mM phenantroline, 30 uM bestatin, 5 mM PMSF, 100 uM TPCK, 5 uM E64, 500 uM
TLCK, 25 uM pepstatin A and 100 uM leupepsin. Data shown relative activity to the

reaction without inhibitors.
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Figure 5. Bestatin inhibits LAP activity, growth of M. tuberculosis and macrophage
infection. (A) Bestatin inhibits the enzymatic activity of rLAP: the experiments were
carried out by pre-incubation of rLAP with different concentrations of bestatin. Curve
of inhibition by nonlinear regression log (inhibitor) vs. normalized response with
variable slope method. (B) Bestatin inhibits the growth of M¢b in vitro: M. tuberculosis
was incubated with or without (PBS) different concentrations of bestatin at 37 °C, and
growth was monitored by measuring OD600 every day after addition of the inhibitor.
Inhibition at day seven relative to the non-inhibitor (PBS) maximal growth. (C) Mtb
survival in macrophages: after macrophage infection bestatin or PBS was added in
culture and Mtb survival was determined by CFU obtained relative to the PBS group.
(D) Macrophage Mtb phagocytosis: different concentrations of bestatin or PBS were
added with bacteria in macrophage culture and phagocytosis was determined by CFU
counting after 3h. Data shown represent mean + SEM, n=3. *, p<0.05; **, p<0.01; ***,

p< 0.001; difference from PBS group by One-way ANOVA with Dunnett post test.
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Capitulo 7

Imunizac¢ao

Neste capitulo, serdo apresentados
resultados  preliminares referentes a
imunogenicidade e protecdo conferida pela
imunizacdo de camundongos com as
proteinas Gep e Zmpl. A andlise constitui a
verificacdo da capacidade destas proteinas
gerarem células de memoria que induzam a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias do
tipo Thl. Além disso, para conferirem
protecao, as proteinas quando utilizadas
como vacina, devem conter a multiplicagado
do Mtbh, reduzindo a carga bacteriana no
pulmdo dos camundongos desafiados.
Relembram que os estudos com a proteina
LAP foram apresentados no capitulo
anterior ¢ os da proteina DAP estdo sendo
conduzidos por um de  nossos

colaboradores.



7.1 - Imunogenicidade das proteinas recombinantes

As duas proteinas se mostraram imunogénicas em camundongos vacinados com
a enzima recombinante purificada, o soro desses animais apresentou anticorpos IgG1 e
IgG2a, em niveis semelhantes, especificos para cada uma das proteinas (Dados ndo
mostrados). Sendo a proteina reconhecida pelo sistema imune do hospedeiro, ela
poderia ser utilizada como vacina. Varios estudos mostraram que as vacinas que
produziram melhores graus de protecdo contra o Mth sdo as que induzem uma resposta
imune do tipo Thl, onde principalmente sdo produzidas as citocinas interferon-gama
(INF-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) [1] — [3]. Desta forma analisamos a
producdo destas duas citocinas por esplendcitos de camundongos imunizados com as

proteinas recombinantes.

Os animais foram imunizados trés vezes com intervalos de 21 dias entre as
imunizagdes. As doses eram compostas pela proteina recombinante purificada e os
adjuvantes CpG DNA (ODN 1826) e MPL (Monofosforil Lipideo A). Apos 45 dias da
ultima imunizagdo os animais foram sacrificados ¢ o bago coletado para obtengdo de
células. Os esplenocitos foram estimulados com as proteinas recombinantes para analise
da produ¢ao INF-y e TNF-a por linfocitos CD4 e CD8, através da técnica de citometria
de fluxo. Como controle negativo as células foram mantidas em meio sem estimulo e
como controle positivo foram estimuladas com Concanavalina A (ConA). A protina
Gcep ndo foi capaz de estimular a produgao destas citocinas pro-inflamatdrias por células
CD4+ ou CD8+, sendo os niveis de células duplo positivas (IFN+/TNF+) semelhantes

ao das células nao estimuladas (Figura 7.1A e B).

Ja a proteinas Zmp1, induziu de maneira especifica a producao de TNF-a e INF-
y. Assim o nivel de células CD4+ INF+/TNF+ dobrou, indo de aproximadamente 1.3%
nas células ndo estimuladas para 2.6% nas estimuladas com a proteina Zmpl (Figura
7.1A). Nas células CD8 obtivemos o mesmo perfil de resposta, sendo que nas células
nao estimuladas a proporcao de duplo positivas era de 7.5%, com estimulo subiu para
16% (Figura 7.1B). Assim a proteina Zmp1 foi capaz de gerar uma resposta imune com

células produtoras de INF-y e TNF-a.
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7.2 - Protecao

Para analisar a protecao conferida pela imunizagdo com as proteinas
recombinantes, desafiamos os camundongos com Mtb via endovenosa 45 dias apos a
ultima imunizacdo. 60 dias apés o desafio, os camundongos foram eutanasiados e
analisamos a carga bacteriana pulmonar. Nos camundongos imunizados com a proteina
Gcep nao houve diferenca significativa da carga bacteriana em relagdo ao grupo de
animais imunizados apenas com salina. Esse dado que mostra a falta de protecdo
conferida pela imunizacdo com esta proteina vai de acordo com os resultados da
imunogenicidade, pois tanto a proteina Gcp nao foi capaz de induzir uma resposta
celular do tipo Thl. Apesar de a proteina Zmpl ter sido capaz de induzir uma resposta
imune com maior propor¢do de células produtoras de INF-y e TNF-a, nao houve
diferenca estatistica da carga bacteriana no pulmao dos camundongos imunizados com a

proteina recombinante com o grupo imunizado com salina (Figura 7.1C).

7.3 - Consideracoes

Os dados parecem indicar que as proteinas ndo seriam boas candidatas como
vacinas de subunidade. Porém, uma analise mais detalhada deve ser feita, antes de
descarta-las. Por exemplo, nenhuma morte foi causada pela infec¢do do Mth no grupo
vacinado com a proteina Zmpl, enquanto no grupo imunizado apenas com salina ou a
proteina Gep observamos mortes. Além disso, uma andlise histopatoldgica do pulmao
dos camundongos imunizados com as proteinas poderia ser comparada com os nao
imunizados com o intuito de observar uma possivel reducdo das lesdes pulmonares,
causada pelo Mtb, conferida pela imunizagdo. E claro, comparar os parametros gerados
pela imunizacdo com as proteases com os da vacina BCG. Porém apresentamos dados
preliminares com um pequeno numero de animais testados, assim pretendemos
aumentar o numero de animais para dados mais consistentes e para melhorar a taxa de
protecdo, testar diferentes formulacdes da proteina com adjuvantes diferentes e até

mesmo combinacdo de proteinas em uma mesmo imunizagao.
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Figura 7.1 Imunogenicidade e protegdo conferida pela imunizagdo com as proteinas Gep e
Zmpl recombinantes. Porcentagem de células CD4 (A) e CD8 (B) produtoras de INF-y e
TNF-a. Células obtidas dos camundongos imunizados com as proteinas rGep e rZmp1 foram
estimuladas com 10 pug/ml de proteina recombinante (Antigeno) e as células dos grupos de
animais imunizados com Adjuvantes e Salina foram estimuladas com 10 ug/ml de cada
proteina recombinante. *** p<(0.001 pelo teste ANOVA e pos-teste Bonferroni, demostrando
a diferenca dos grupos para o grupo Salina. N=3. C, Carga bacteriana no pulmado dos

camundongos imunizados com Salina, rGep e Zmpl.
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7.4 - Materiais e métodos

7.4.1 - Imunizacio

Vinte e oito camundongos BALB/c foram distribuidos em quatro grupos de sete
camundongos: Salina, Adjuvantes, rGep e rZmpl. Os camundongos receberam trés
imunizac¢des com intervalo de 21 dias entre elas. O primeiro grupo foi imunizado com
salina, no segundo grupo cada animal foi imunizado com 20 pg de adjuvante LIPID-A e
20 ng de GpG DNA (Sigma®). Os grupo rGep e r Zmpl foram imunizados com 20 pg

de cada adjuvante mais 20 pg da proteina recombinante purificada correspondente.

7.4.2 - Obtencao do soro para realizacio de ELISA

O sangue dos camundongos imunizados que receberam as imunizagdes, foi
coletado 15 dias ap6s a tltima imunizagdo para obtencao do soro. O sangue coletado foi
incubado por uma hora a 37°C, centrifugado a 1.200 g a 4°C por 15 minutos para

separacao do soro, € posteriormente estocado a -20°C.

7.4.3 - ELISA

Para determinagdo dos niveis séricos de anticorpos contra as proteinas
recombinantes da classe IgG1 e IgG2a, foi realizado um ELISA. Placas de poliestireno
(Nunc®) de 96 pocos foram inicialmente sensibilizadas com 10 pg/mL de proteina
recombinate purificada, diluida em 0,05 M de tampao carbonato/bicarbonato de sddio
0,05 M (pH 9.6) e incubadas a 4°C por 16 horas. Posteriormente, a placa foi lavada e
incubada por uma hora a 37°C com tampao carbonato de sédio (PBS) contendo 1% de
gelatina. A partir dessa etapa seguiu-se a adi¢ao dos soros, com posterior incubagao de 1
hora a 37°C. Os anticorpos conjugados a biotina (anti-IgG1 e anti-mouse IgG2a;
Pharmingen®), diluidos a 1:5000, foram adicionados e as placas foram incubadas por 1
hora a 37°C. Foi adicionada a estreptoavidina peroxidase, diluida a 1:1000 e as placas

foram novamente incubadas por 1 hora a 37°C. A reacdo foi entdo revelada com o
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substrato ortofenilenodiamina (OPD) e bloqueada adicionando-se acido sulftrico a 4N.
A leitura da absorbancia foi realizada em comprimento de onde de 492 nm em leitor de
ELISA (Multiskan Thermo Labsystems®). Entre cada uma das etapas, as placas foram

lavadas cinco vezes com PBS tween 20 a 0.05%.

7.4.4 - Obtencao das células do bago

Para obtengdo das células, o bagco de trés camundongos de cada grupo foi
coletado apos 45 dias da ultima imunizagdo, passado em filtro de 70 um para células
(BD Biosciences®, Lincoln Park, NJ) e posteriormente, as mesmas foram
ressuspendidas em meio Roswell Park Memorial Institute medium GIBCOry (RPMI
medium GIBCOry). Os eritrdcitos foram lisados com solucdo de lise (0.15 M NH4Cl,
10 mM KHCO:s;), depois as células foram lavadas e ressuspendidas em meio RPMI
completo (cCRPMI) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 0.15% de bicarbonato
de sédio, 1% de L-glutamina (200 mM Sigma®) ¢ 1% de aminoacidos ndo essenciais
100X (Sigma®). Posteriormente, as células foram contadas utilizando a camara de

Neubauer e ajustadas para concentragdo de 1x10° células/mL. [4]

7.4.5 - Avaliacido da producio celular de citocinas

Para determinar a producdo de citocinas pelas células do bago, foram
distribuidos 200 pL de suspensdo celular destes 6rgaos em placa de cultura celular de
96 orificios (Cell WellsTM). As células foram cultivadas sem estimulo (meio), ou
estimuladas com 10 pg/ml de proteina recombinante (antigeno) em estufa de CO2 a 5%
a 37°C por 1 hora. Como controle positivo as células foram estimuladas com 10 pg/ml
de Concanavalina A (Sigma). Apds este periodo, foi acrescentado um inibidor de
transporte de proteinas, a monensina na concentracao de 3 uM (eBioscience®), e entao,
as culturas foram submetidas a nova incubagdo por 4 horas. Logo, as células foram
marcadas com anticorpos anti: PercP-CD4 (BD PharMingen®); PE-CD8
(eBioscience®); FITC-TNF-a (eBioscience®); APC-IFN-y (eBioscience®) por 30

minutos, lavadas com PBS contendo 0.1% de 4cida sddica, fixada e permeabilizada com
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Perm Fix/ Perm Wash (BD PharMingen®). Todas as analises foram realizadas com
aquisi¢ao de 50000 eventos no citometro de fluxo BD Biosciences FACSCalibur ou BD
FACSVerse e os dados foram analisados com o software FlowJo 10. Os linfocitos

foram selecionados baseado nas caracteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade

(SSC).

7.4.6 - Infeccio intravenosa com Mtb

Sessenta dias apo6s a ultima imunizacdo os animais foram desafiados com
Mycobacterium tuberculosis H37Rv por via endovenosa. A cepa de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv fornecida pelo Laboratorio Central de Goids (LACEN-GO) foi
cultivada em meio 7H9 suplementado com OADC, contendo tween 80 a 0.05% até a
fase log de crescimento, ¢ em seguida foram aliquotadas e mantidas no freezer -80°C. O
estoque foi plaqueado e quantificado um més apds o congelamento. Diluicdes
centesimais do estoque foram plaqueadas em meio 7H11 suplementado com OADC e as
unidades formadoras de colonias foram contadas. No dia da infec¢do, o indculo foi
diluido em PBS tween 80 a 0.05% na concentracio de 10° CFU/mL, entdo foi
administrado 100 pL deste pela via intravenosa (via plexo retro-orbital), sendo
inoculado, portanto 10’ CFU/animal. Um dia apds a infecgdo foi eutanasiado um
camundongo por grupo para analise da carga bacteriana pulmonar. Com 60 dias de
infec¢do, os camundongos foram eutanasiados para analise da eficdcia protetora das

vacinas. [4]

7.4.7 - Determinacao da carga bacilar no pulmao

Para avaliar a eficacia protetora das vacinas, apds 60 dias de infecc¢ao,
camundongos desafiados com Mrb foram eutanasiados, para coleta dos lobos
pulmonares, os quais foram homogeneizados e plaqueados em meio Middlebrook 7H11
suplementado com OADC para determinacdo da carga bacilar a partir da contagem de

CFU, ap6s 21 dias de incubagdo a 37°C.
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7.4.8 - Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram tabulados usando o Software Prism (versdo 5.0,
GraphPad). A comparacao entre os grupos foi dada pela andlise de varidncia (ANOVA).

Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Capitulo 8

Consideracoes finais

Neste trabalho foi realizada a
clonagem e expressdo de quatro metalo-
proteases de M. tuberculosis. Porém apenas
duas destas, as enzimas LAP e Zmpl,
foram expressas ativas e entdo selecionadas
para realizar testes de caracterizagao
bioquimicos e funcionais. Estas proteinas,
juntamente com enzimas expressas em
corpos de inclusdo foram utilizadas para
analises de imunogenicidade e protecao.
Neste capitulo serdo compilados os
principais resultados e perspectivas a
respeito de estudos futuros nesta linha de

pesquisa.



8.1 - Conclusoées
Os genes Rv3419c, Rv0198c, Rv2213 ¢ Rv0800 foram clonados a partir do DNA

gendmico de Mtb e as proteinas recombinantes foram expressas em E. coli. As proteinas
LAP e Zmpl foram purificadas com atividade, enquanto as proteinas DAP e Gcp foram
purificadas a partir de corpos de inclusdo, sem apresentar atividade. Identificamos no
lixado celular da cepa H37Rv as proteinas LAP, DAP ¢ Zmpl e no sobrenadante de
cultura apenas a enzima Zmpl pode ser detectada, sendo ela secretada pelo Mth. Ja a
proteina Gep ndo pode ser identificada em nenhuma das fragdes testadas, colocando em

questao se o Mtb realmente produz a proteina codificada por este gene.

Realizamos a caracterizacdo bioquimica da proteina LAP, como uma
aminopeptidase com atividade 6tima em pH levemente alcalino, temperatura em torno
de 50 °C e dependente de ions metalicos, sendo o niquel o principal ativador. A enzima
mostrou um amplo espectro de possiveis substratos, sendo dificil determinar qual seria
um possivel substrato in vivo. A LAP de Mtb foi inibida por inibidores classicos de
metalo-proteases como EDTA e fenantrolina, além disso, se mostrou fortemente
sensivel ao inibidor bestatina. Nos testes realizados, a bestatina também foi capaz de
inibir, de maneira dose dependente, o crescimento do Mtb em cultura e diminuir a carga
bacilar em macrofagos murinos infectados. Sendo assim a proteina LAP um promissor
alvo para desenvolvimento de drogas anti-TB, como por exemplo, a propria bestatina ou

compostos analogos.

A proteina Zmp]1 teve sua caracterizacdo bioquimica publicada por outro grupo de
pesquisa, assim decidimos ndo repetir estes experimentos. Aqui identificamos o
peptideo vasoativo endotelina como um possivel substrato fisiologico para a proteina
Zmpl. Ademais, demostramos que a via de sinalizagdo pelos receptores para endotelina
podem desempenhar um importante papel na patogenia e progressdo da tuberculose.
Estes resultados ajudam a melhor compreender os aspetos da interacdo patdgeno-
hospedeiro para desenvolvimento de terapias mais eficazes. Assim, tratamentos que
possam manipular a resposta imune do hospedeiro com intuito de aumentar o combate

ao patdogeno em questdo, podem contribuir e facilitar o tratamento da tuberculose.

A utilizacao das enzimas como vacina de subunidade ndo demostraram resultados
promissores nos ensaios preliminares. Apesar de imunogénicas, gerando uma boa

resposta humoral e até mesmo celular, como a proteina Zmpl, nenhuma das enzimas
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testadas conferiu prote¢ao diminuindo a carga bacilar no pulmdo dos camundongos
imunizados. Porém ¢ necessaria uma andlise, mais detalhada para descartar o uso destas

proteinas em uma possivel nova vacina contra a tuberculose.

Apesar de entraves técnicos que impossibilitaram seguir adiante em alguns dos
pontos almejados, em vista dos objetivos propostos, concluimos este trabalho com

grande €xito nos resultados alcangados.

8.2 - Perspectivas

Para as enzimas que ndo conseguimos obter na forma ativa, Gep e DAP, o
intuito e tentar produzi-las em outros sistemas heteroldgos, como por exemplo,
micobactérias de crescimento rapido como o M. smegmatis e assim pela proximidade
filogenética e fisiologica com o Mrb facilitar a obtencdo destas enzimas com
conformacdo correta e possivelmente ativas. J4 para a enzima Gcp, que ndo
conseguimos identificar a produgdo pelo Mtb in vitro, outras abordagens como PCR em
tempo real do gene durante a infecgdo podem ajudar a verificar se a bactéria produz esta
proteina em outras condi¢cdes ndo testadas. Para as enzimas Zmple LAP a busca por
inibidores especificos podem ajudar a entender melhor o seu papel durante a infecgdo e
reafirmar seu potencial como alvo para drogas contra a tuberculose.

J4 os estudos utilizando as proteinas como vacinas de subunidade precisam ser
aprofundados, principalmente com novas abordagens, tentando associar mais de uma
das enzimas durante a imunizagdo e até mesmo associando as proteinas deste estudo
com proteinas ja descritas na literatura, podendo gerar uma resposta de memoria que
cominada com a de outras proteinas seria protetora. O uso de diferentes e novos
adjuvantes também ¢ uma estratégia a ser considerada, ja que estes compostos podem
modular a resposta imune a determinado antigeno. Neste sentido, podemos utilizar
adjuvantes que propiciariam uma melhor resposta imune contra a tuberculose. Outra
possivel abordagem seria utilizar vacinas vivas, como um BCG recombinante que
superexpresse algumas dessas enzimas ou até mesmo um Mtb mutante para as enzimas
estudas que seria atenuado e melhor estimulasse a resposta imune.

Para o estudo funcional das enzimas do Mth e mesmo para desenvolvimento de
novas vacinas vivas como as citadas acima, ¢ de extrema importancia a utiliza¢do de

ferramentas de biologia molecular para nocaute, inser¢ao e recombinagdo de genes.
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Varios estudos vém sendo desenvolvidos para elaboracdo de técnicas genéticas em
varias espécies de bactérias como Escherichia coli e Bacillus subtilis. Dentre essas
técnicas o uso de AES (allelic exchange substrates) para substituicdo e dele¢do de
regides do DNA bacteriano ¢ bastante utilizada para o estudo da funcao de diversos
genes. Os AESs contém regides homologas as que flanqueiam o gene alvo com uma
marca de selecdo. A recombina¢do homologa facilita a substituicdo do gene alvo pela
marca de selecdo, resultando em uma cepa mutante. Uma variedade de estratégias vem
sendo usada para esse tipo de manipulagao genética em muitas espécies de bactérias,
entretanto estd nao ¢ uma tarefa facil na maioria das micobactérias. Em algumas
espécies de micobactérias de crescimento rapido com o M. smegmatis, o uso das
técnicas tradicionais de mutagénese tem resultados satisfatorios. Porém no Mtb varios
estudos mostram que pode haver muita dificuldade no uso de técnicas simples como a
substitui¢do génica.

O controle da TB enfrenta uma variedade de obstaculos como a ineficacia da
vacina BCG e a aquisi¢do de multirresisténcia das bactérias aos antibioticos. Com isso,
surge a necessidade da descoberta e desenvolvimento de novas vacinas e alvos para
farmacos com a finalidade de inibir a progressdo da doenca e tornar-se uma alternativa
nos casos de resisténcia ao tratamento. Devido a dificuldade na manipulacao genéticas
em microbactérias, a principal perspectiva ¢ a de estabelecer uma plataforma com
ferramentas de biologia molecular para desenvolvimento de novas vacinas e elucidagdo
de novos potenciais alvos de drogas para a quimioterapia da tuberculose. Sendo as
proteases importantes proteinas em diversos microrganismos patogénicos utilizaremos
as ferramentas de biologia molecular para nocautear/inserir genes em microbactérias

visando a entender a importancia destes genes na viruléncia e patogenia da tuberculose.
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