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RESUMO

A MPB70 recombinante (MPB70r) foi produzida e usada em testes sorologicos. A sequéncia da
MPB70 madura foi amplificada por PCR a partir do DNA do Mycobacterium bovis AN5. O
fragmento amplificado foi usado em sistema de expressao empregando procariotos. No ELISA
indireto desenvolvido utilizando-se a MPB70r produzida na fase solida foi verificada reacdo com
anticorpo monocional anti-MPB70 e com soros de bovinos reagentes a tuberculinizagao, nao
reagindo com soros bovinos com paratuberculose e bovinos sensibilizados com
Myconbacterium avium. Os resultados obtidos foram comparados aos resultados da
tuberculinizacao e mostraram especificidade 99% e sensibilidade relativa baixa, pois o tipo de
resposta imunologica medida pelos dois testes € diferente. Porém a sensibilidade do teste
aumentou para 92% quando o mesmo foi utilizado em paralelo com a tuberculinizacao sem
alteracao da especificidade. A fim de produzir materiais alternativos como suporte para ensaios
imunologicos foram sintetizados e caracterizados quimicamente por espectroscopia na regiao
do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) hidrogeis com base polimérica de alcool
polivinilico (PVA) / glutaraldeido (GA) e hibridos contendo GA e/ou tetraetil ortossilicato (TEOS)
adsorvidos ou nao da proteina MPB70 recombinante (MPB70r). Os espectros FTIR dos
dispositivos mostraram as regides de absorcao das ligacoes quimicas especificas do PVA (v o.
H, V cH, V cnz) € do GA(V ¢ Vv c-0) confirmando a formacao do hidrogel de PVA + GA. As
ligagdes quimicas que confirmaram a formacgao dos hibridos PVA + TEOS e PVA + GA + TEOS
estavam presentes nos picos referentes as regides de absorcao das ligagbes dos grupos
caracteristicos do PVA, GA e do TEOS (v s.o.s. V sion). Ja nos dispositivos que sofreram
adsorcao direta da MPB70r foram identificados por FTIR os grupamentos especificos e os
picos referentes as ligacoes das amidas |, Il e lll, ligacbes estas normalmente encontradas nas
estruturas das proteinas, confirmando que houve adsorcao protéica nos dispositivos. Com os
dispositivos adsorvidos com a MPB70r foi realizado um teste de imunoensaio, ELISA, para a
deteccao de anticorpos contra esta proteina em soros de bovinos reagentes a prova de
tuberculinizagao. Simultaneamente o mesmo ensaio foi realizado em placas de polietileno,
proprias para ensaios de ELISA, a mesma proteina foi adsorvida e os mesmos soros testados.

Palavras-chave: Tuberculose bovina, MPB70 recombinante, diagnostico, ELISA, Hidrogel,
FTIR, Caracterizacao espectroscopica.
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ABSTRACT

Recombinant MPB70 (rMPB70) was produced and used in serological tests. The native MPB70
sequence was amplified by PCR from Mycobacterium bovis AN5 DNA. The amplified fragments
were used in prokaryote expression systems. In this study, an indirect ELISA was developed
using the rMPB70 produced immobilized in solid-phase. rMPB70 were recognized by the anti-
MPB70 monoclonal antibodies and bovine tuberculin positive serum in ELISA test. Serological
cross-reactions with bovine paratuberculosis serum or Mycobacterium avium weren't observed.
The described ELISA showed high specific (39%) but low sensibility when results were compare
to tuberculin tests. Immune responses mediated in both assays are different. The sensibility of
92% could be reach if both tests were simultaneous realized without lost of specificity. Polyvinyl
alcohol (PVA), polyvinyl alcohol - glutaraldehyde (PVA-GA) hydrogels and hybrids PVA- TEOS
(tetraethylorthosilicate) and PVA-GA-TEOS with and without recombinant MPB70 protein
(rMPB70) incorporated were produced and chemically characterized by Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR). FTIR spectra of the devices showed the absorption regions of the
specific chemical groups of PVA (v o4 V ch, V che) @and of GA (Vv oy V c-o) confirming the
formation of PVA-GA hydrogel. The chemical groups that confirmed the formation of PVA-TEQS
and PVA-GA-TEOS hybrids were present. For the devices with the adsorbed rMPB70, FTIR
identified the specific groups of amides I. Il and Ill, which are normally found in protein
structures, confirming that there was protein adsorved in the devices. An indirect ELISA test
was developed using these devices to detect antibodies against this protein in serum samples
from bovine that were positive in the tuberculin test. As control a parallel test was performed in
microtiter plates without the device.

Keywords: Bovine tuberculosis, rMPB70, diagnosis, ELISA, PVA hydrogel, FTIR, Spectroscopy
characterization
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1 - INTRODUCAO

A tuberculose bovina € considerada um
problema de saude animal e publica. Os
casos de tuberculose pulmonar humana
devido aos Mycobacterium bovis ou
Mycobacterium tuberculosis sao
indistinguiveis do ponto de vista clinico,
radiologico e patolégico. A transmissao do
M. bovis dos bovinos ao homem pode
ocorrer pelo consumo de leite e seus
derivados e, com menor freqUéncia, pelo
consumo de carne contaminada. A infeccao
também pode ocorrer por inalacao ou por
lesbes na pele, sendo 0 risco maior para
trabalhadores rurais, magarefes,
veterinarios, e outros grupos que estejam
em frequente contato com bovinos (Cosivi et
al., 1998).

A tuberculose bovina acarreta prejuizos
para o produtor como, perda de produgao,
perda de animais de alto valor zootécnico
além de sua propriedade ser designada
como positiva para a doenca (Cosivi et al.,
1988). Em termos globais, ha prejuizos na
economia regional e nacional, pois as
recomendacoes internacionais que regulam
0 comércio de animais vivos e de produtos
de origem animal, requerem que esses
sejam originarios de paises ou areas livres
de infeccao .

O meétodo de diagnostico da tuberculose
bovina considerado como padrao
internacional e a tuberculinizacao
intradérmica. Este teste baseia-se na reagao
de hipersensibilidade do tipo IV empregando
tuberculina bovina derivada de proteinas
purificadas do M. bovis AN5 (PPD)
(Monagham et al., 1994; Thoem e Bloom,
1995). Os maiores problemas do método de
tuberculinizagao consistem na ocorréncia de
reagoes falso-negativas, dificuldade na
leitura, periodo de leitura longo (72 horas),
grande numero de reagbes duvidosas e
necessidade de 60 ou 90 dias para a
realizagdao de novas provas para
confirmacgao do diagnostico (Monagham et
al., 1994).

Grandes esforcos tém sido direcionados
para o desenvolvimento de ensaios
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sorologicos como testes alternativos para o
diagnostico da tuberculose bovina. Bem
como buscas de antigenos espécie-
especificos para serem usados em tais
testes.

A proteina MPB70, antigeno
imunodominante do M. bovis, € o candidato
mais promissor devido a sua capacidade de
desencadear a resposta imune de
hipersensibilidade do tipo IV, estimular a
producao anticorpos e de interferon gama
(IFN-7).

Mediante a implantacao do Programa
Nacional de Controle e Erradicacao da
Brucelose e Tubercuiose em ambito
nacional tornaram-se necessarias
alternativas inovadoras para o diagnostico
da infecgao por M. bovis. Nesse trabalho foi
descrita a producao, purificacao da MPB70
recombinante (MPB70r) e verificada a sua
reatividade por Western blot e ELISA
indireto  utilizando soros de animais
infectados ou nao com M. bovis. Foram
sintetizados e estudados simultaneamente
suportes alternativos para testes de ELISA a
base de alcool polivinilico (PVA) para
imobilizacao da MPB70r no intuito de baixar
custos e oferecer diversas alternativas de
leitura ao teste de diagnostico.

2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 — Tuberculose bovina

A tuberculose bovina & uma doenca de
evolugao cronica de animais e do homem
causada pelo  Mycobacterium  bovis.
Caracteriza-se pela formacao de lesoes
granulomatosas com aspecto nodular
denominadas tubérculos. As lesdes podem
ser observadas mais frequentemente em
linfonodos, puimao, intestino, figado, bago,
pleura e peritdnio.

E uma zoonose de distribuicdo mundial e
sua prevaléncia € maior nos paises em
desenvolvimento e menor nos paises
desenvolvidos, onde se encontra em fase
avancade de controle e erradicagao (Cosivi
et al., 1998).
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Na América Latina e Caribe, segundo
Kantor e Ritacco (1994), dos 300 milhoes de
bovinos, 73,7% estdao em areas com
prevaléncia de tuberculose maior que 1%.

Brasil e Argentina possuem juntos 3.5
milndes de bovinos infectados, isso
representa quase 2% da populacao bovina
existente. A prevaléncia de animais
tuberculosos no Brasil e Argentina foi
estimada por esses autores em 1%.

Os dados de notificacao oficial de

tuberculose bovina indicam uma prevaléncia
media nacional de 1.3% de animais
infectados, no periocdo de 1989 a 1998. Em
um levantamento de tuberculose bovina
realizado em 1999 em Minas Gerais nas
Regioes do Triangulo Mineiro, Centro e Sul
de Minas Gerais envolvendo 1.586
propriedades e 22.990 animais,
empregando-se a prova alérgica, estimou a
prevaléncia aparente de animais infectados
em 0,8% (Belchior, 2001). No mesmo
estudo  foram detectados 5% de
propriedades com animais reagentes e,
sendo importante destacar que este valor
subiu para 15% no universo de
propriedades de leite com algum grau de
mecanizagao da ordenha e de tecnificacao
da producao.

Baptista (1999) encontrou uma prevaléncia,
de lesces tipo tuberculosas, de 0,48% em
bovinos de corte abatidos em onze
frigorificos mineiros, sujeitos a Inspecao
Federal, entre 1993 e 1997. De todos os
animais abatidos cerca de 74% provinham
de Minas Gerais e 25% de Goias. Ele afirma
com 99% de certeza (p < 0,01) que a
prevaléncia de tais lestes entre os bovinos
provenientes de Minas e significativamente
superior a dos de Goias. Baptista (1999)
também sustenta que a prevaléncia foi
maior nos animais abatidos nos frigorificos
da regidao Sudoeste do Estado de Minas
Gerais (1,66%).

A importancia econdmica atribuida a
tuberculose bovina esta baseada nas
perdas diretas ocasionadas por morte de
animais, queda no ganho de peso,
diminuicdc da producao de leite, descarte
precoce, eliminagao de animais de alto valor
zootécnico e condenagdo de carcacas.
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Estima-se que o0s animais infectados
percam de 10 a 25% de sua eficiéncia
produtiva.  Qutra  conseqléncia  que
comumente ocorre em nosso meio € a
perda de credibilidade da propriedade,
mesmo apoés a erradicacao da doenca (Mota
e Lobato, 1988).

No plano da saude coletiva, a tuberculose

bovina €& responsavel por parte das
infeccoes  humanas, devido a sua
transmissao ao homem atraves do leite de
vacas doentes, entretanto o}
desenvolvimento de tecnicas de
pasteurizagao do leite contribui para

minimizar sua ocorréncia. Os tratadores de
rebanhos infectados e os trabalhadores da
industria de carne constituem o grupo
ocupacional de maior exposicao a doenca
(Grange et al., 1994).

Pesquisas em animais experimentalmente
infectados com M. bovis por vias diferentes
de inoculacao revelaram que a natureza e a
extensao da doencga varia com a via de
exposicdo ao microrganismo (Thoen e
Bloom, 1995). Aproximadamente 80 a 90%
das infeccoes pelo M. bovis ocorrem por
inalacao de aerossois contaminados com o
microrganismo, que em estabulos e ao
abrigo da luz, podem sobreviver em grandes
expectoracdes durante varios meses, e em
goticulas, de trés a dezoito dias. Em animais
adultos naturalmente infectados pode-se
encontrar uma predominancia de lesdes em
ganglios brénquicos e/ou mediastinicos. A
via de infeccao  digestiva  ocorre
principalmente em bezerros alimentados
com leite proveniente de vacas com mamite
tuberculosa ou por agua contaminada.
Apesar de 5% das vacas apresentarem
tuberculose uterina, somente 1% dos
bezerros é infectado por via congénita
(Souza et al., 1999).

O confinamento tem particular importancia
na difusdao da doenca no rebanho, o que
explica a maior prevaléncia no gado leiteiro.
Os bovinos de corte e bubalinos, quando
forcados as condigbes de "confinamento
natural temporario”, durante a seca ou nas
enchentes, ficam submetidos as mesmas
condi¢des de risco (Mota e Lobato, 1988).
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Embora bovinos sejam considerados os
hospedeiros verdadeiros do M. bovis. a
doenca foi relatada em diversas outras
especies de animais domesticos e
selvagens dentre eles estao os bufalos.
bisdao, carneiros, cabra, equinos, camelo,
ferrete, |hamas, elefante, rinocerontes,
coiote e muitos felinos como leao, leopardo.
tigre e lince. Os reservatorios selvagens sao
responsaveis pela introducao esporadica da
doenca em paises onde ja foram
implantados programas de erradicacao da
tuberculose bovina. A deteccao da infeccao
na populacao de animais selvagens requer
investigagoes bacteriologicas ou 0 uso de
outros testes de diagnosticos visto que, o
teste padrao (tuberculinizagao) nao é
eficiente para todas as espeécies (Bovine
tuberculosis, 2002).

A resposta mediada por celulas desenvolve
10 a 14 dias apos a infeccao. Essa resposta
é mediada pelos linfécitos T, os quais
liberam linfocinas que atraem, imobilizam, e
ativam polimorfos mononucleares para 0s
sitios onde se encontram as micobactérias
virulentas ou seus produtos. A
hipersensibilidade do tipo |V que desenvolve
contribui para a morte celular e destruicao
tecidual. A formacao do granuloma & uma
tentativa do hospedeiro para localizar a
doenca e permitir a destruicao dos
microrganismos (Thoen e Blocom, 1995).

2.2 — Taxonomia

O género Mycobacterium & composto por
bastonetes aerobios e microaerofilicos, nao
formadores de esporos, imoveis, medindo
0,2a0,6 x 1,0 a 10 um. A propriedade mais
caracteristica dos membros desse género e
a dlcool-acido resisténcia devido a
composi¢cao quimica da parede celular ser
rica em lipideos, tornando a superficie
hidrofobica. De acordo com a importancia
clinica, Rastogi et al. (2001) classificam as
85 espécies micobacterianas dentro de trés
principais grupos:

a) patogénicos, por exemplo: M.

tuberculosis e M. leprae e M. bovis:

b) oportunistas (com potencial patogénico)
como exemplo: M. simiae, M.avium e M.
xenopi;
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c) raros patogenos como: M. smegmatis e
M. phlei.

As micobactérias algumas vezes sao
denominadas como especies tuberculosas,
as pertencentes ao “‘complexo M.
tuberculosis” (M. tuberculosis, M. africanum,
M. bovis, M. microti e M. canett)), e as
demais nao tuberculosas, denominadas
MOTT (micobactérias outras que nao as
tuberculosas). Para facilitar a diferenciacao
entre a doenca causada pelas espécies nao
tuberculosas. suas alteracoes sao
denominadas genericamente de
micobacterioses. Essas bactéerias podem ser
subdivididas em quatro grupos baseando-se
nas caracteristicas fenotipicas tais como
pigmentacdao e tempo de crescimento
(Rastogi et al., 2001).

2.3 - Antigenos das micobactérias

A segliéncia genomica do M. bovis
apresenta 99,95% de identidade com a do
M. tubercuiosis. Comparando-se com a
seqléncia do M. leprae observam-se perdas
de informagdes genéticas. Os componentes
da parede celular e proteinas secretadas
mostram variacoes as quais possivelmente
podem estar relacionadas as interacoes
bacilo-hospedeiro ou mecanismos de
evasao do sistema imune. Nao ha genes
exclusivos ao M. bovis, mostrando portanto
que a diferenca na expressao dos genes
pode ser a chave para o tropismo desse
bacilo ao bovino (Garnierr et al., 2003).

Muitos dos componentes presentes na
parede celular das micobactérias foram
isolados e caracterizados quimicamente,
porém somente em alguns foi possivel
elucidar sua funcdo na patogénese. Sao
eles: Os lipideos micobacterianos
constituem, a maior parte do peso seco das
micobactérias e influenciam na sua
capacidade de viruléncia e na resposta
imune do hospedeiro. O fator corda (6,6-
dicomilato de trealose) & o glicolipideo
micobacteriano que inibe a imigracao de
leucocitos, interfere no processo de
fosforilacao oxidativa nas mitocéndrias dos
hepatocitos, e também promove a
desintegracdo do reticulo endoplasmatico.
Os sulfolipideos, também conhecidos como




sulfatideos, estao fortemente relacionados
com a sobrevivéncia das micobacterias
dentro dos macrofagos. Os sulfatideos
impedem a fusdao fago-lisossomo e,
conseqguentemente as micobactérias nao
ficam expostas as enzimas hidroliticas
presentes no lisossoma. (0]
lipoarabinomanana, glicolipideo que se liga
aos radicais de oxigénio livre. A cera D
contem peptideoglicanas (M. fuberculosis) e
lipopolissacarides (M. bovis) € um potente
adjuvante, principalmente pela presenca de
maradildipeptideo (MDP), que € capaz de
induzir a formacao de granuloma (Thoen e
Bloom, 1995).

Wiker e Harboe (1992) agruparam os
principais antigenos das micobacterias em:

a) lipoproteinas - constituem menos que 5%
das proteinas totais em extratos soluveis. A
mais estudada e a proteina 38 kDa,
presente no M. tuberculosis e tambéem no M.
bovis, porém em menor proporgao.

b) enzimas - a L-alanina desidrogenase e
superoxidismutase sao exemplos de
enzimas enconiradas em culturas de M.
tuberculosis.

c) proteinas de chogue — sao produzidas
quando as bactérias, em geral, sao
expostas a elevacao repentina de
temperatura. Aparentemente ha uma
acentuada producao dessas proteinas
durante uma situacao de estresse onde a
bactéria tenta sobreviver em condicoes
desfavoraveis a seu crescimento. Sao
classificadas dentro familias de acordo com
0 peso molecular, as principais sao Hsp 90,
Hsp 70, Hsp 60 e pequenas Hsps.

d) proteinas secretadas — essas proteinas
dos M. bovis foram denominadas de MPB,
termo introduzido por Nagai et al. (1981),
seguido por um numero que esta
relacionado a sua mobilidade na
eletroforese em gel de poliacriiamida
(PAGE). Fifis et al. (1991) relata a
purificagdo e caracterizacdo de diversos
antigenos a partir do filtrado de cultura de
M. bovis. Dentre eles estdao a MPB70, alvo
de nossos estudos, descrita por Nagai et al.
(1981), MPB64 descrita por Harboe et al.
(1986) apresentando massa molecular de
23kDa, MPB59 e P32.
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2.4 — Proteina MPB70

Para melhorar o diagnostico de infecgoes
por M. bovis foi necessario identificar e
purificar antigenos que exibissem alto grau
de especificidade. Fifis et al. (1991)
purificaram e caracterizaram por métodos
fisico-gquimicos e técnicas de cromatografia
de afinidade e gel filtracao, 10 antigenos de
filtrado de cultura de M. bovis AN5. Usando
anticorpos monoclonais viram que alguns
desses antigenos eram especificos ao M.
bovis. Dentre tais antigenos o anticorpo
monoclonal anti-MPB70 reagiu com as
proteinas de 22 kDa e 25 kDa. Fifis et al.
(1992) verificaram a reatividade dos
antigenos purificados contra soros de
animais infectados ou nao por M. bovis e
animais infectados por microrganismos
relacionados. Foi mostrado que MPB70,
MPB64, p65, p70 e 39 kDa por eles
purificados seriam o0s antigenos mais
promissores para serem utilizados em
diagnosticos.

MPB70 é o antigeno imunodominante do M.
bovis contendo epitopos especie-
especificos (Wood et al., 1988; Fifis et al.,
1992) sendo também um componente ativo
do Derivado Protéico Purificado (PPD) de
culturas de M. bovis (Harboe et al., 1990).
Essa proteina & capaz de desencadear a
resposta imune de hipersensibilidade do tipo
IV estritamente para especie de M. bovis
(Nagai et ar., 1981), estimular a producao de
interferon gama (IFN-v) (Wood et al., 1992)
e estimular a producao de anticorpos (Fifis
et al. 1992; Wood et al., 1992).

Radford et al. (1988) foram os primeiros a
descreverem a seqléncia nucleotidica
parcial do gene da MPB70 a partir de
culturas de M. bovis AN5. A completa
seqliéncia desse gene foi por Terasaka
(1989) usando culturas de Mycobacterium
bovis bacillus Calmette-Guérin Tokyo (M.
bovis BCG Tokyo). A proteina possui 163
aminoacidos e peso molecular 16,3 kDa.
Radford et al. (1990) relataram uma
sequéncia homologa desse gene na posicao
81-582 do M. bovis ANS5, incluindo a regiao
sinal peptideo. Essa seqléncia foi usada
nessa tese para 0 desenho de iniviadores
nos ensaios da PCR. Recentemente foi
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proposto modelo de estrutura tridimensional
para MPB70 (Carr et al., 2003).

Nagai et al. (1981) purificaram MPB70 de
cultura de M. bovis BCG Tokyo por
precipitacdo com sulfato de amonio e
purificacao por cromatografia usando DEAE
—Sephadex A-50, seguida de duas
cromatografias em DEAE sepharose CL-6B.
Esses autores verificaram que a MPB70 é
secretada e corresponde a mais de 10% do
total das proteinas excretadas na cultura. O
peso molecular foi estimado em 18 kDa por
eletroforese e 15,1 kDa por coeficiente de
sedimentacao. Eles testaram a sua
reatividade cutanea em cobaias
sensibilizadas com M. tuberculosis H37Rv,
Mycobacterium phlei, e BCG, inativadas por
calor. E mostraram que houve reacao
cutanea somente para cobaias
sensibilizadas pelas especies BCG.

Miura et al. (1983) purificaram MPB70 de
filtrado de cultura de varias espécies de M.
bovis BCG. O peso molecular estimado por
eletroforese foi de 18 kDa. Nos estudos de
reacao de hipersensibilidade por reacao
cutdnea da MPB70 em cobaias
sensibilizadas com varias amostras de M.
bovis BCG, a reacao foi alta para amostras
BCG Tokyo 172 e BCG Moreau (Brasil).
Andlises por eletroforese de filtrado de
cultura também mostraram que somente
essas duas especies produziram
quantidades detectaveis de MPB70. As
reacoes negativas para MPB70 foram
observadas em animais sensibilizados com
M. bovis BCG Pasteur 1173P2, Glaxo 1077,
Copenhagen 1331, a Tice ou a Beijing 64-
42.

2.41 — Testes de diagnosticos utilizando
MPB70

2411 - Testes envolvendo imunidade
humoral

Harboe e Nagai (1984) purificaram MPB70
de cultura de M. bovis BCG por precipitacao
com sulfato de aménio e diferentes tipos de
cromatografia. Estudaram a reatividade da
MPB70 purificada de cultura de M. bovis
BCG contra anticorpos anti-BCG Tokyo,
anti-BCG Copenhagen, anti-M. avium anti-
M. leprae, anti-Mycobacterium lepraemurium
anti-M. smegmatis, anti-M. phlei, anti-
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Mycobacterium nonchromogenicum e anti-
Nocardia asteroides. Nesse estudo foi
demonstrada somente a reacao cruzada
com Nocardia asteroides. Estes
pesquisadores observaram gue havia
diferencas na producao e secrecao da
MPB70 por subespécies de M. bovis BCG.
No grupo das altas produtoras. M. bovis
BCG amostras Tokyo, Moreau, Russia,
Sweden e na amostra M. bovis Ravenel, a
MPB70 foi secretada em pelo menos 10%
do conteudo total das proteinas do fluido da
cultura. As espécies baixas produtoras de
MPB70 foram M. bovis BCG amostras
Glaxo. Copenhagen, Tice e Pasteur, além
de M. tuberculosis H37Rv. Foi relatado por
Matsuo et al. (1995) que a diferenca na
secrecao da MPB70 entre as amostras
Tokyo e Pasteur eram devidas as diferencas
na eficiéncia da transcricao do RNA
mensageiro. A limitada distribuicao dessa
proteina  dentro das  especies de
micobactérias indica seu potencial para uso
em diagnostico de infeccao por M. bovis.

Auer (1987) desenvolveu ELISA indireto
usando lisado de cultura de M. bovis e
obteve 88,7% de sensibilidade em animais
infectados e com teste de tuberculinizacao
positiva.  Sensibilidade de 63% foi
encontrada em animais infectados que
nunca haviam sido tuberculinizados.
Especificidade de 52,6% foi encontrada nos
animais livres de tuberculose e que nunca
tinham sido tuberculinizados. Esse autor
chegou a conclusao que o teste de ELISA
desenvolvido seria inapropriado como teste
alternativo & tuberculinizacdo para a
deteccao de animais infectados.

Wood et al. (1988) caracterizaram
anticorpos monoclonais especificos para
amostras de M. bovis AN5 e BCG. Esses
anticorpos mostraram baixa reatividade
cruzada com amostras de M. tuberculosis.
Todos o0s anticorpos reconheceram a
proteina de 22 kDa (MPB70) nos lisados
bacterianos. Dentre eles esta o anticorpo
monoclonal 4C3/17 anti-MPB70 (AGEM
Biomedicals LTD, Austrdlia) usado nessa
tese.

Harboe et al. (1990) desenvolveram um
ELISA usando como antigenos a MPB70
purificada de cultura de M. bovis BCG




Tokyo. A proteina G biotinilada foi utilizada
como um indicador comum para a formacao
de anticorpos em diferentes espécies
animais. Os autores mostraram. em animais
experimentalmente infectados com M. bovis,
um padrdo de producao de anticorpos anti-
MPB70 onde no inicio da infeccao a
producao e baixa sendo detectada em
niveis altos 18 a 20 semanas apos infeccao.
Esses autores evidenciaram a relacao
inversa entre resposta humoral e reacao de
hipersensibilidade do tipo IV. Foi mostrado
nesse trabalho que os anticorpos anti-
MPB70 foram altamente especificos para
animais infectados com M. bovis. nao
havendo formacdao de anticorpos anti-
MPB70 nos animais infectados com M.
avium, M. paratuberculosis e
Corynebacterium pseudotuberculosis.

Ritacco et al. (1990) desenvolveram um
ELISA indireto usando PPD como antigeno
e obtiveram 73,6% de sensibilidade e 94,1%
de especificidade. Eles observaram tambem
que anticorpos anti-micobactérias estavam
presentes em alta porcentagem em animais
com tuberculose ativa.

Fifis et al. (1992) verificaram a reatividade
de 12 antigenos purificados a partir de
cultura de M. bovis AN5 contra soros de
animais infectados por M. bovis, animais
cultura-negativa oriundos de rebanho
infectado, e animais infectados por
microrganismos relacionados. Esses
autores indicaram MPB70, MPB64 e MPB57
como antigenos mais promissores para
serem utilizados em diagnostico porque
foram amplamente reconhecidos por
animais infectados e apresentaram reagoes
especificas para M. bovis.

Costello et al. (1997) desenvolveram ELISA
usando soros de animais que nao foram
submetidos ao teste intradérmico num
periodo de 60 dias, e como antigeno, o PPD
bovino. Esse ELISA mostrou sensibilidade
de 35% e 95,9% de especificidade.

Sugden et al. (1997) propuseram ELISA
indireto e competitivo, com anticorpo
monoclonal 4C3/17 anti-MPB70 produzido
por Wood et al. (1988), utilizando soros de
Bovidae, Cervidae e Camelidae positivos,
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negativos e suspeitos de infeccao por M.
bovis. No ELISA indireto usando MPB70
purificada de cultura de M. bovis obtiveram
75% de especificidade e 65% de
sensibilidade para bovinos, 73,7% de
especificidade e 78,9% de sensibilidade
para bisdo. No ELISA indireto usando como
antigeno lipoarabinomanano extraido do M.
paratuberculosis  obtiveram 85% de
especificidade e 55% de sensibilidade para
bovinos. 78.9% de especificidade e 94,7%
de sensibilidade para bisao. No ELISA
competitivo utilizando filtrado de cultura de
M. bovis BCG Tokyo obtiveram 85% de
especificidade e 85% de sensibilidade para
bovinos, 68.4% de especificidade e 89,5%
de sensibilidade para bisao.

Lightbody et al. (1998) propuseram ELISA
indireto usando PPD bovino, MPB70,
MPB64 e MPB59 recombinantes. Foi
demonstrado por esses autores que dos trés
antigenos recombinantes estudados a
resposta humoral predominante foi para a
MPB70r. No animal 193 a IgG1 foi
detectada entre os dias 22 e 99 apods
infeccdo intranasal com 10° UFC de M.
bovis (T/91/1378) voltando a ser observada
421 dias apos infecgcdao. No animal 198 os
niveis de IgG1 foram detectados 625 dias
apos infeccao. Esses autores evidenciaram
a variagao no surgimento da IgG entre os
animais estudados. Nesse estudo os
autores sugerem que a resposta IgG1 anti-
MPB70 seria capaz de diferenciar animais
reagentes com e sem lesdo pela
comparagao da taxa de resposta de
anticorpos antes e apos tuberculinizagao.

Lightbody et al. (2000), dando continuidade
ao trabalho de Lightbody et al. (1998),
relataram um ELISA indireto usando como
antigenos peptideos sintéticos da MPB70 e
mostraram que duas regides da proteina,
residuos 21-70 e 101-120, continham
epitopos dominantes para células B.
Mostraram também que o reconhecimento
do epitopo, dentro dos residuos 51-70, era
maior apds injecdo de tuberculina em
animais infectados e que essa resposta de
IgG1, era caracteristica de animais onde
foram observadas !esdes tuberculosas
macroscopicas.
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2.41.2 - Testes envoivendo imunidade
celular

Pollock et al. (1994) estudaram a
proliferacao de linfocitos in vitro frente a
epitopos de trés antigenos do M. bovis. Os
autores utilizaram linfocitos de animais
experimentalmente infectados e verificaram
proliferacao celular em resposta a dois
epitopos (residuos 88 - 105 e 144 — 163) da
MPB70.

Qutros experimentos foram desenvolvidos
baseados na deteccao de IFN-y (Interferon
gama). Que resumidamente consiste em
coletar sangue heparinizado e incubar por
24h com antigeno que se quer pesquisar
para que ocorra a estimulacao antigénica de
linfocitos T, presentes na amostra. Os
linfocitos T, na presenca de ceélulas
apresentadora de antigenos, sao capazes
de secretar IFN-y, que pode ser titulado
através de um ELISA de captura ou ELISA
sanduiche.

Wood et al. (1992) desenvolveram ELISA
usando como antigeno a MPB70 purificada
de cultura de M. bovis. Nesse experimento
foram analisados 1.362 animais com
historico de TB. Eles obtiveram 96,4% de
especificidade e 18,1% de sensibilidade. Foi
realizado também o teste com IFN-y usando
PPD bovino que apresentou 81,8% de
sensibilidade e 99.1% de especificidade. O
uso da MPB70 como antigeno no teste com
IFN-y houve reducao da sensibilidade sem
qualquer aumento na especificidade. No
teste intradérmico usando PPD bovino a
sensibilidade foi de 68,1% e 96.7% de
especificidade.

Vordermeier et al. (1999) usando células
mononucleares do sangue periférico de
animais, infectados <com M. bovis,
sensibilizados com M. avium e BCG-
vacinados verificaram que 4 antigenos
(MPB70, ESAT-6, MPB64, e MPB83)
induziam a proliferaga@o in vitro e a producao
de IFN-y em resposta somente aos animais
infectados com M. bovis.

Rhodes et al. (2000) descreveram a cinética
de resposta de linfécitos T de animais
experimentalmente infectados com M. bovis
frente aos antigenos MPB70, PPD-M, PPD-
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A, ESAT-6. Ag85, 38kDa. MPB64. MPB83,
Hsp16.1. Hsp65 e Hsp70. Somente o0s
antigenos PPD-M e ESAT-6 foram capazes
de estimula a proliferacao dos linfocitos T,
produzir IL-2 e IFN-y durante todo o periodo
estudado.

25 - Métodos de diagnostico para
tuberculose bovina

O meétodo de diagnostico da tuberculose
bovina considerado como padrao
internacional é a tuberculinizacao
intradérmica. Este teste baseia-se na reacao
de hipersensibilidade do tipo IV,
empregando PPD de culturas de M. bovis.

A inoculacdo intradérmica de tuberculina em
individuos sensiveis nao causa reacao nas
primeiras 10 horas pos-inoculacdo. A
enduracdo e edema progressivo atingem o
maximo entre 72 e 96 horas. Apds este
tempo a reacao ftende a diminuir
lentamente. A intensidade da reacao
cutanea pode ser quantificada pela medida
do diametro do eritema e enduragcao ou
engrossamento da pele afetada. Este
eritema pode evoluir para uma necrose
central, algumas vezes acompanhada por
vesicula e ulceracao caracteristicas de uma
hipersensibilidade intensa. Os aspectos
histologicos da reacao de hipersensibilidade
IV sdo distintos. Em biopsia realizada nas
primeiras 12 horas, observa-se
permeabilidade capilar freqUentemente com
poucos polkmorfonucleares e apos 48 horas,
a lesdo consiste de um infiltrado de células
mononucleares (Mota e Lobato, 1998).

Alguns animais, ainda que infectados, nao
respondem aos testes tuberculinicos.
Fatores como, infeccao recente, periparto e
desnutricao podem ocasionar resultados
falso-negativos aos testes. Contudo,
animais em estado avangado de infeccé@o
podem manifestar o fenémeno de anergia,
definido como auséncia de reatividade
cutanea a tuberculina em individuos
previamente sensibilizados, cujo mecanismo
ainda ndo estd bem elucidado. Animais
recém-infectados também nao respondem
ao teste tuberculinico. A resposta nos
bovinos aparece comumente apos 30 a 50
dias da infeccao. Aplicacdo indevida da
tuberculina pode interferir no resultado do
teste. Apds a tuberculinizagdo, os animais




apresentam sua capacidade de responder a
novos testes diminuida, a esse fendmeno
da-se o nome de dessensibilizacao. A
capacidade e recuperada apos um periodo
de 42 a 60 dias. Resultados falso-negativos
podem ocorrer por variacoes inerentes ao
proprio teste ou por variagdes na leitura e
interpretacao do teste. A sensibilidade do
teste de tuberculinizacao varia de 68 a 95%
enquanto que a especificidade e estimada
em 96 a 99%. Sendo a sensibilidade do
teste afetada pela poténcia da tuberculina e
a dose administrada. A especificidade é
influenciada pela sensibilizagao como
resultado da exposicao a M. avium, M.
paratuberculosis e micobactérias ambientais
(Monaghan et al., 1994).

O teste de tuberculinizacao intradérmica
comparativo usando inoculacao simultanea
de PPD aviaria e PPD bovina, realizado 60
a 90 dias apos a primeira inoculacao
simples, e realizado principalmente para
diferenciar animais infectados com M. bovis
daqueles sensibilizados por exposicao a
outras micobactérias ou género
relacionadas. Micobactérias incluindo M.
avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.
kansasii, M. fortuitum, M. paratuberculosis e
M. tuberculosis, podem sensibilizar o
animal, porém nao produzem doenca
pulmonar progressiva no rebanho (Bovine
tuberculosis, 2002).

Na regiao Sudeste do Brasil, encontra-se
alta incidéncia de reacoes alergicas
inespecificas que podem desacreditar
rebanhos livres da doenca, além de eliminar
animais falso-positivos com  bastante
freqiéncia. A  sensibilizacao alérgica
inespecifica apresenta geralmente ligeira
tumefacao, bastante circunscrita,
consisténcia firme, com pouca resposta
dolorosa. Embora constitua valioso meio de
reconhecer reagOes inespecificas, a
tuberculinizagao comparada com tuberculina
aviaria e bovina ainda deixa certa margem
de duvida, independentemente dos critérios
utilizados na interpretacao das reacoes
(Mota e Lobato, 1998).

Os maiores problemas do método de
tuberculinizagao consistem na ocorréncia de
reacdes falso-negativas  principalmente
pelos animais aneérgicos, dificuldade na
leitura, que exige técnico especializado,

periodo de leitura de 72 horas, 0 que obriga
o veterinario a um segundo deslocamento
até a propriedade, grande numero de
reacoes duvidosas e necessidade de 60 ou
90 dias para a realizacao de novas provas
(Radunz e Lepper, 1985). A Instrucao
Normativa n°® 2 de 10/01/2001 estabelece
procedimentos a fim de padronizar e
garantir a qualidade dos instrumentos e das
acoes profilaticas, de diagnostico, de
saneamento de rebanhos e de vigilancia
sanitaria ativa, relacionada com o combate a
brucelose e a tuberculose em bovinos e
bubalinos no Brasil (Brasil, 2001).

Qutros testes de diagndsticos para
tuberculose bovina foram testados dentre
eles, hemaglutinacao, fixacao por
complemento, proliferacao in vitro de
linfocitos, deteccdo de producao de IFN-v.
Tambeém foram desenvolvidas técnicas
moleculares como PCR, e tipagem por
polimorfismo dos tamanhos de fragmentos
de restricao (RFLP) e andlises de
oligonucleotideos entre sequléncias
repetidas diretas — “spoligotyping”.

2.6 - Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da
Tuberculose (PNCEBT)

O principio basico para o controle da
tuberculose, como em qualquer processo de
controle de epidemias, € interromper a
cadeia de transmissao, atuando
objetivamente no “elos” gue formam essa
corrente, ou seja, detectando precocemente
0s casos, investigando seus contatos, a fim
de prevenir a disseminacgao da doenca. O
PNCEBT do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil,
2001) tem como objetivos especificos baixar
a prevaléncia e a incidéncia de novos casos
de tuberculose e criar um numero
significativo de propriedades livres de
brucelose e tuberculose bovina.

No PNCBET, o teste cervical simples é o
teste de rotina recomendado. O teste &
realizado com inoculagdo intradérmica de
tuberculina PPD bovino, produzida a partir
de culturas de M. bovis AN5, na regiao
cervical ou escapular do animal ou na prega
caudal (exclusivo para pecuaria de corte). A
leitura & realizada apos 72 horas e 0s
resultados sdo interpretados de acordo com
as caracteristicas da reacdo (Tabela 1).
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Tabela 1: Interpretacao do teste cervical simples em bovinos (Brasil, 2001)

Espessura da dobra

Caracteristicas da reacao

da pele (mm) Sensibilidade Consisténcia Qutras alteracoes i
00a19 - - : negativo
20a39 Pouca dor endurecida delimitada inconclusivo
20a39 Muita dor macia Exsudato, necrose positivo

Maior que 4.0 - - - positivo

2.7 — Biosensores poliuretano e alcool polivinilico (PVA)

Biosensor € um dispositivo que detecta.
transmite e armazena informacdes a
respeito de modificacoes fisiologicas ou
bioquimicas. Consiste de um sensor
biologico acoplado a um fransdutor que
converte o sinal bioquimico em uma
resposta mensuravel. Alguns dos principais
atributos de um bom sensor sao
especificidade, sensibilidade, integridade,
capacidade de funcionamento em meios
densos, analise em tempo real e
simplicidade operacional. A funcao de um
biosensor depende da especificidade
bioquimica do material biologicamente ativo.
A escolha de componente biologico (que
podera ser um antigeno, microrganismo,
horménio, acidos nucléicos, enzimas,
anticorpo, receptores bem como tecidos de
animais e plantas), dependera de fatores
como especificidade, estocagem.,
estabilidade operacional e ambiental. A
selecdo tambeém dependera do analito a ser
detectado pelo sensor biolégico. Como
transdutor pode ser eletroquimico, oOptico
acustico e eletronico (Byfield e Abuknesha,
1994).

O aumento do interesse e pesquisa em
biosensores se deve a alta especificidade e
sensibilidade oferecidas por esses sistemas.
A  especificidade €&  dirigira  pelas
propriedades do componente biologico, ja a
sensibilidade dependera da interacao do
analito ao sensor biolégico bem como do
sensor ao ftransdutor, que devera ser
altamente sensivel para detectar qualquer
alteracao no sistema. O componente
biologico podera ser imobilizado ao
transdutor por ligagdes covalentes, ligacoes
cruzadas, radiacao-y, etc. (Mclean et al.,
1993).

Ns polimeros sintéticos tém  sido
amplamente utilizados em biosensores
incluindo poliacrilamida, hidrogéis a base de
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(Peppas et al., 2000). Entretanto a principal
limitacao desses polimeros € a possivel
perda da viabilidade dos componentes
biologicos. Membranas de poliacrilonitrilo e
hidrogel de albumina-polietilenoglicol
mostraram ser promissores na mobilizacao
de enzimas e tambem ganharam grande

importancia nos biosensores com
microorganismos.
Dentre 0s biosensores estao 0s

imunosensores nos quais, associados as
técnicas de imunoensaio, apresentam ailta
sensibilidade e especificidade devidas as
interacoes antigeno-anticorpo. Os detalhes
dessa interacdo sdo de enorme significancia
para o desenvolvimento e caracterizacao
dos dispositivos de um imunosensor.

2.7.1 - Hidrogéis e Hibridos de PVA

Hidrogéis sao polimeros hidrofilicos
produzidos por reagbes de um ou mais
mondémeros com ligagoes de hidrogénio ou
interacoes de van der Waals. Possuem
capacidade de absorver agua ou fluidos
biolégicos, numa proporcdo de 30% ou mais
de seu peso. A importancia dos hidrogéis
com aplicacoes biomédicas foi realizada
pela primeira vez no final dos anos 1950
com o desenvolvimento do poli 2-
hidroximetil metacrilato (PHEMA) como
material para lentes de contatos. Hoje sao
inumeras as aplicagbes biomédicas dos
hidrogéis incluindo dispositivos
oftalmolégicos e biosensores (Peppas et al.,
2000).

Pereira et al. (1999) desenvolveram novos
biomateriais na forma de filmes
transparentes e flexiveis que apresentaram
niveis controlados de reatividade quando
submersos em solugao aquosa. Foram
produzidos hibridos de alcool polivinilico-
teiraetil ortossilicato e tetrametil ortossilicato
dotados com sais de calcio e alcoxido de




fosforo. Espectroscopia de infravermelho,
microscopia eletronica e analise termica
foram as técnicas utilizadas por eles para
caracterizar os materiais sintetizados. Esses
autores mostraram que o grau de
reatividade dos materiais podia ser
controlado pela densidade de ligagoes
cruzadas e composicao da fase inorganica.

Os mais comuns hidrogeis conhecidos e
cujas estruturas podem ser controladas sao
PHEMA, PVA, poli n-vinil-2-pirrolidona
(PNVP), polietilenoglicol (PEG). e seus co-
polimeros.

A bicengenharia tem atraido a atencao de
grupos de pesquisadores para o0
desenvolvimento de materiais especificos
com aplicagoes biologicas. A imobilizagao
de proteinas ou outros constituintes
biologicos tém sido alvo de intenso estudo
nos ultimos anos. Tais procedimentos tém a
potencialidade de gerar uma serie de
produtos de enorme valor que vao desde
reatores biologicos até ensaios para
diagnostico. A adsorgao direta de proteinas
em microplacas de polietileno € utilizada nos
ensaios imunosorbentes ligados a enzima
(ELISA) devido a sua simplicidade e baixo
custo, sendo o principal sistema de ensaio
clinico atualmente usado. Com o avanco da
tecnologia, novos biosensores foram
construidos = paralelamente  foram
desenvolvidas técnicas de imobilizagao no
intuto de estabilizar e aderir as
biomoléculas em sua superficie (Mclean et
al, 1993).

Um dos objetivos desse trabalho envolve o
desenvolvimento de materiais que
apresentam niveis controlaveis de
reatividade a partir de combinagao em
escala nanometrica ou molecular de fases
poliméricas para uso de imobilizacao de
proteina para diagnosiico da tuberculose
bovina. Nesse contexto foram realizadas as
sinteses de hidrogéis PVA, [CH,-CH(OH)],.
com arquitetura quimica modificada com
glutaraldeido (GA) e/ou tetraetil ortossilicato
(TEOS), Si(OCHj3)s.

Mansur et al. (2000) desenvolveram
monoliticos de silica pela técnica de sol-gel

0s quais foram funcionalizados com
aminopropil trietoxisilano e mercaptopropil
trietoxisilano. Essas substancias
incorporadas aos monoliticos favoreceram a
imobilizacao de soroalbumina bovina e
insulina pelos radicais amina (NH.-) e
mercaptanos (SH-). As técnicas de
caracterizacao usadas nesse trabalho foram
a espectroscopia de infravermelho,
microscopia eletronica e picnometria de
mercurio. Esses autores observaram que a
capacidade de incorporar proteinas e a
permanéncia destas nos monoliticos,
dependiam do tipo e da concentracao dos
grupos funcionais introduzidos.

Mansur et al. (2001) produziram monoliticos
de silica pela tecnica de sol-gel e
verificaram a sua capacidade de liberacao
controlada de soroalbumina bovina e
insulina in vitro, que foram analisadas por
espectroscopia ultravioleta-visivel. A
bioatividade da insulina incorporada aos
monoliticos também foi estudada in wvivo.
Esses dispositivos foram implantados em
camundongos que apresentaram
hipoglicemia aguda.

Barros et al. (2002) wusaram diversos
materiais como suporte para testes de
ELISA. Foram sintetizados discos de: alcool
polivinilico—glutaraldeido, de papel
plastificados com PVA, de Dacron®-
polianilina e de alcool polivinilico - polisiloxano.
Todos os materiais desenvolvidos foram
sensibilizados com proteinas de Yersinia
pestis para a deteccao de anticorpos em
soros de coelho imunizados com esse
mesmo agente. Os resultados por eles
obtidos foram comparaveis aos resuitados
do ELISA em placas convencionais.

Coelho et al. (2003) desenvolveram um
ELISA usando discos de alcool polivinilico —
polisiloxano como suporte solido
sensibilizado com antigeno recombinante
para a deteccdo de anticorpos anti-
Toxocara canis em soros de criangas e
obtiveram resultados semelhantes aos
testes usando placa convencional.




3 - OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

% Produzir e purificar proteina MPB70
recombinante:

% Testar a antigenicidade da proteina
produzida;

% Desenvolver um teste de ELISA indireto
utilizando a MPB70 recombinante produzida
para identificacao de animais infectados
com M. bovis;

%4, Sintetizar materiais alternativos e verificar
Seu uso como suportes nos ensaios de
ELISA utilizando essa proteina.

% Comparar os resultados do ELISA com o
teste de tuberculinizacao.

4 - MATERIAIS E METODOS

41 - Esquema representativo da

producao da MPB70r

Para a producao da MPB70r foi utilizado o
seguinte esquema:

(4.1.1) Extracao e Analise do DNA de M. bovis AN5

J

(4.1.2) Amplificacdo do gene da MPB70r madura por PCR

4

(4.1.3) Analise do fragmento amplificado

(4.1.4) Producdo de DNA recombinante em vetor de clonagem molecular pGEM® -T

J

(4.1.5) Transformagao em Escherichia coli JM109 competente

J

(4.1.6 a 4.1.8) Caracterizacao, Amplificacao do clone e Purificacao do plasmideo recombinante
pGEM” -T em pequena escala

(4.1.9 e 4.1.10) Extracao, purificacdo e clonagem do inserto purificado no vetor de expressao pQE30

(4.1.11 e 4.1.12) Transformacgéo em E. coli M15, caracterizacao dos clones recombinantes

(4.1.13) Sequenciamento do vetor de expressao recombinante

(4.1.14) Estudo da cinética de expressao da MPB70 recombinante produzida

(4.1.15 e 4.1.16) Analise da proteina produzida
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4,11 - Extracao e Analise do DNA de M.
bovis AN5 (Boddinghaus et. al., 1990).

O cultivo e a extracao do DNA foram
realizados no Laboratorio Regional de Apoio
Animal (LARA) Pedro Leopoldo — MG. De
uma cultura de 15 dias em meio
Loéwenstein-Jensen a 37°C, cedida pelo Dr.
Pedro Moacir Pinto Coelho Mota (LARA —
Pedro Leopoldo/MG).

Foi coletado e transferido aproximadamente
1 mg da massa celular para tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL contendo 500 ul
da solucao de lise (10 mM Tris-HCI' pH 8,0,
10 mM EDTA' pH 8,0; 0,1% Tween' 80 e 2
mg de lisozima®). O tubo foi incubado em
banho-maria a 37°C. Apos 1 hora de
incubacao foram acrescentados 1% de SDS®
e 10 pupg/mL de proteinase K° com
homogeneizacao em intervalos de 10 min. O
tubo foi centrifugado a 7.000 x g por 15 min.
O sobrenadante foi transferido para outro
tubo de  microcentrifuga onde  foi
acrescentado fenol saturado com 1 M Tris-
HCl (pH 8,0) v/v. Em seguida foi feita
centrifugagao a 13.000 x g por 15 min. Esse
procedimento foi repetido trés vezes. A fase
aquosa foi transferida para outro tubo de
microcentrifuga onde foi acrescentado fenol-

cloroférmio-alcool isoamilico® na proporgao
de 25: 24: 1 v/v, seguida de centrifugacao a
13.000 x g por 15 min. Essa etapa foi
repetida trés vezes. Ao final foi feita
extracdo com cloroférmio® (v/v) sendo
descartada a fase organica. O tubo foi
centrifugado 13.000 x g por 15 min. Ao
sedimento foram acrescentados 1/10 de
volume da solucdo de acetato de sédio’ 3 M
e 2 volumes de metanol gelado. Apos
incubacao por 10 min a -20°C foi feita
centrifugacao a 13.000 x g por 30 min. O
sedimento foi lavado com 1 mL de etanol®

gelado a 70% e o tubo centrifugado
novamente a 13.000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi removido por inversdo do
tubo gue foi mantido invertido a temperatura
ambiente até a completa secagem do
sedimento. O sedimento foi suspendido em
5 ul de agua destilada esteril. O calculo da

' Merck (Merck S.A. — Brasil)

? Sigma (Sigma — Aldrich Corporate USA)

913, VET@
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concentracao foi feito por espectroscopia
UV-VIS (UV-160A - Shimadzu, Japao)
usando cubeta de guartzo de 1 mL x 1cm,
considerando-se uma unidade de
absorvancia (A) correspondente a uma
solucao ue DNA de concentracaoc de 50
ug/mL (Sambrook et al.,1989). A fim de se
estimar o grau de contaminacao do DNA
com proteinas, foi feito o calculo do
quociente das absorvancias Azgonm / Azgonms
considerando DNA satisfatoriamente puro
quando os resultados dessa relacao
variarem entre 1.8 a 2.0, (Sambrook et al.,
1989).

41.2 - Amplificagcao do gene da MPB70
madura por PCR

Para a amplificacao do gene da MPB70
madura foi usado como molde para a
sintese enzimatica o DNA do M. bovis AN5
extraido como descrito anteriormente. A
otimizagao da PCR foi realizada variando-se
particularmente a concentragao de cloreto
de magnesio, temperatura de anelamento e
guantidade de DNA.

A PCR foi realizada em um volume total
de 25 ul contendo MgCl,, 200 uM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (dNTP), 20
pmol de cada iniciador, 1 U de Tag DNA
polimerase®, DNA e finalmente 15 pl de
oleo mineral para evitar a evaporagao da
mistura. A reacao de amplificacao foi feita
em um termociclador programavel (MJ
Research, Inc., EUA). Os iniciadores,
sintetizados pela GIBCO-BRL-Brasil em
escala de 200 nM, foram desenhados a
partir da sequéncia publicada por Radford
et al. (1990) (Figura 1). No iniciador senso,

- GGATCCGGCGATCTGGTGGGCCCG -3,
foi introduzido por nds, um unico sitio de
restricdo para a enzima BamH1 na
extremidade 5 do iniciador aqui
destacada em negrito, e anti-senso
5-TTACGCCGGAGGCATTAGCACG-3. Os
iniciadores foram analisados usando o
programa Oligo Primer Analysis (National
Bioscience, INC). O programa de
amplificacao padronizado foi: 94°C por 3
min para desnaturagdo inicial, seguido de
30 ciclos de 47°C por 1 min, 72°C por 1 min,
94°C por 1 min, finalizando com um ciclo de
extensdo a 47°C por 1 min, 72°C por 10 min.
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1 cccggacgge tccgaagaaa tcatgtcgag
61 ggcagcgaag gagtgaacgg catgaaggta
121 gcggecgecg  tggeggcetct ggcgatggct
181 qgtgggcccgg gctgcgcgga atacgcggca
241 ggaatgtcgc aggacccggt cgcggtggeg
301 acggctgcac tgtcgggcca gctcaatccg
361 ggtcagtaca cggtgttcgc accgaccaac
421 atcgacgagc tcaagaccaa ttcgtcactg
481 gccggccaaa ccagcccggc caacgicgtc
541 gtgacggtga ccggtcaggg taacagccic
601 ggggtgtcta ccgccaacgc gacggigtac

ggtagcgaga cggcacaagc — ccgcgtctee
aagaacacaa ttgcggcaac cagtttcgceg
gtctcaccgc  cggeggecge  aggcgatetq
gccaatccca ctgggccggc cicggtgcag
gcctcgaaca atccggagit gacaacgctg
caagtaaacc tggtggacac cctcaacagc
gcggceattta gcaagctgcc ggcatccacg
ctgaccagca tcctgaccta ccacgtagtg
ggcacccgtc agaccctcca gggcgccagce
aaggtcggta acgccgacgt cgtctgtggt
atgattgaca  gcqgtgctaat gcctccgqgceg

| 661 taa

e =

Figura 1 — Sequiéncia de nucleotideos do gene codificador para MPB70. Seqgliéncia de origem
depositada no “GenBank” numero de acesso M33916 M25386. As seqliéncias dos iniciadores
estao sublinhadas. Nao esta incluido o sitio de BamH1 no primeiro iniciador. Em negrito: regido

codificadora da MPB70 madura em 172 e 660.

4.1.3 — Anélise do fragmento amplificado

Apos a reagao da PCR, 3 ul do produto
amplificado foram analisados por
eletroforese (100 V por 1 hora) em gel de
poliacrilamida 6% em tampao TBE (Tris
Borato' 89 mM, EDTA 2 mM pH 8,0). Para a
determinacao do tamanho dos produtos de
PCR foi incluido em cada corrida o
marcador de tamanho molecular oX 174
digerido com HAE Ill (Gibco-BRL- Brasil)
com fragmentos variando de 72 a 1353
pares de base (pb).

Ao término da eletroforese, o gel foi
submetido & coloracdo por impregnacao
pelo nitrato de prata2 para a visualizagao e
analise do produto amplificado, de acordo
com o protocolo que se segue. O gel
primeiramente foi lavado com agua
destilada, incubado em solugdo fixadora
(etanol 10% v/v e acido acético' 0,5% v/v)
por 10 min, apos remocao desta solucao foi
incubado em solugao de prata (0,2% AgNO;
p/v em agua destilada) por 10 min. Foi feita
uma lavagem rapida com agua destilada e
incubacao em solugdo reveladora (3,0%
NaOH' em agua destilada e 0,3% de formol®
a 37%) sob agitacao até o surgimento da
banda de amplificacao do DNA. A revelacao
foi interrompida com uma solucao de acido
acetico a 5%. O tamanho do produto gerado
foi confirmado por comparagac com
marcador de tamanho molecular.
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4.1.4 - Producao de DNA recombinante em
vetor de clonagem molecular - pGEM™ - T

A clonagem foi realizada usando o Kit
“pGEM” - T and pGEM” - T Easy Vector
Systems” (Promega Corporation, USA). As
caracteristicas desse sistema estao no
Anexo 1.

Conforme protocolo do fabricante, o produto
da PCR foi inserido no plasmideo pGEM” -T
obedecendo razao molar inserto / vetor igual
a 3: 1. Areagao de ligacao foi realizada em
um volume total de 20 -ul, sendo 2 pl do
tampao T, DNA ligase 10 X, 50 ng pGEM" -
T, 25 ng produto da PCR, 6 U T, DNA
ligase. Apos homogeneizacao a reagao foi
incubada por 16 — 18 horas a 4°C.

4.1.5 - Transformagcao em Escherichia coli
JM109 competente

O pGEM"” - T recombinante ap6s a etapa de
ligacao foi transferido para o banho de gelo
e duas aliquotas da reacao de ligagao (5 e
15 ul) foram wusadas para fazer a
transformacao bacteriana. Foram
transferidos 50 L da cultura de Escherichia
coli JM 109 competente para os tubos
contendo 5 e 15 uL da reagao de ligacao.
Os tubos apés homogeneizacao foram
incubados em banho de gelo por 20 min.
Em seguida foi feito choque térmico
aquecendo-se 0s tubos em banho-maria a




42°C por 50 segundos e depois 2 min no
banho de gelo.

Aos tubos foram adicionados 950 ul de meio
LB (1,0% bacto-triptonae. 0,5% extrato de
levedura®, 1.0% NaCl. pH 7.0) e foram
incubados a 37°C durante 1,5 hora sob
agitacao de 150 rpm no agitador
CERTOMAT" BS-1 Inkubations -
Schiuttelschrank  (B. Braum Biotech
International - RFA). Os tubos foram
centrifugados por 1 min a 1.000 x g sendo o
sedimento solubilizado gentilmente com
100l de LB. Uma aliquota de 10 ul de cada
tubo foi semeada em placas de Petri
contendo meio LB / ampicilina® / X-gal® /
Isopropil-B-D-Tiogalactosideo — IPTG® (LB,
1,5% Agar’, 100 pg/mL ampicilina, 0,5 mM
IPTG®, 80 pg/mL X-gal). As placas foram
incubadas a 37°C por 16 — 18 horas.

Apds crescimento bacteriano, todos os
clones foram coletados individualmente,
inoculados em 1,0 mL de meio LB /
ampicilina e incubados 16 —18 horas a 37°C
sob agitacao de 150 rpm.

416 - Caracterizacao de clones
recombinantes por PCR

Das culturas de 1,0 mL dos clones
coletados crescidos 16 — 18 horas em
incubacao a 37°C foram retirados 0,8 ul
para reacao da PCR afim de confirmar
clones recombinantes. O restante da cultura
foi usado nas etapas descritas item 4.1.7. A
PCR foi realizada usando os iniciadores e a
mesma programacao descrita no item 4.1.2.
Os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% em
TBE 1X como ja descrito.

417 - Amplificagao dos clones positivos
em pequena escala

Apos confirmacgao por PCR da presenga do
inserto nos clones coletados o restante da
cultura descrita no item 4.1.4 foi inoculado
em 10 mL de meio LB / ampicilina e
incubado por cerca de 16 — 18 horas a 37°C

® Reagen
* Invitrogen

sob agitacao de 150 rpm. Apos incubacao
foram aliquotados 5,0 mL de cada clone e
usados para purificacado e analise de
restricao enzimatica. O restante destinado
para estocagem em freezer —80°C, onde a
5mL de cultura foram adicionados 50% de
seu volume de glicerol.

4.1.8 - Purificacdo do Plasmideo pGEM? - T
recombinante em pequena escala

A purificacao do plasmideo de cada clone
foi realizada através do Kit “Wizard plus SV
minipreps  DNA  purification  system”
(Promega Corporation, USA) utilizando-se
5,0 mL das culturas crescidas 12 - 16
horas. As culturas foram centrifugadas por 5
min a 10.000 x g e os sedimentos secados a
temperatura ambiente. Os sedimentos foram
suspensos separadamente em 250 pl da
solucao de suspensao celular (50 mM Tris-
HClI pH 7,5, 10 mM EDTA; 100 upg/mL
RNAse A), e transferidos para tubos de
microcentrifuga. Em  seguida  foram
adicionados 250 pl da solucao de lise
celular (0,2 M NaOH, 1% SDS). Apos
movimentos de inversao, os tubos foram
incubados até as suspensoes celulares
tornarem-se claras. As suspensoes foram
adicionados 250 ug de protease alcalina
que, apos homogeneizacao, foram
incubadas por 5 min a temperatura
ambiente. Foram adicionados 350 ul da
solucdo de-neutralizacao (4.09 M Guanidina
— HCI; 0.759 M acetato de potassioe 2,12 M
acido acético glacial) e imediatamente foi
feita homogeneizacao Iinvertendo-se 0s
tubos por quatro vezes. Os lisados
bacterianos foram centrifugados a 14.000 x g
por 10 min. Os sobrenadantes foram
transferidos para colunas de purificacéo e
centrifugados a 14.000 x g por 1 min. As
colunas foram colocadas em outros tubos
de microcentrifuga para receberem 750 pl
da solucao de lavagem (etanol 60%; 60 mM
acetato de potassio e 10 mM Tris-HCI pH 7),
e novamente centrifugadas a 14.000 x g por
1 min. O procedimento de lavagem foi
repetido utilizando-se 250 uL de solugcao de
lavagem e centrifugacao a 14.000 x g por 2
min. As eluicoes do DNA foram feitas apos a
transferéncia das coluns.s para novos tubos
de microcentrifuga utilizando-se 100 ul de
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agua livre de nucleases e centrifugacao a
14.000 x g por 1 min. Uma aliquota foi
retirada para se fazer a quantificacao e o
restante foi estocadc a -80°C. As
quantificacoes dos DNAs foram feitas por
espectroscopia UV-VIS segundo Sambrook
et al (1989).

4.1.9 - Extracao e purificacao do inserto
clonado no plasmideo pGEM™ - T

Dois clones de cada perfil eletroforetico
apresentado apods digestao com Avall
foram escolhidos para digestao com
enzimas de restricido Bam H1* — Sacl’ ; Bam
H1 — Sphl*. Para cada digestao enzimatica
foi usado 1 ug do plasmideo recombinante e
1 U de cada enzima. Os produtos digeridos
foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampao TAE (0,04 M Tris-
acetato, 0,001 M EDTA) corado com
brometo de etideo® (0.5 pg/mL). As bandas
foram visualizadas e fotografadas sob
iluminagao UV (320 nm) utilizando o sistema
de fotografia Image Master VDS (Amersham
Pharmacia Biotech, Suécia).

Apos analise do perfil de restricao por
eletroforese o clone 1 foi escolhido para se
fazer a purificacado do  plasmideo
recombinante em pequeno volume €
extracao do inserto clonado. A digestao foi
realizada com as enzimas Bam H1 — Sphl.
Os produtos digeridos foram visualizados
em transiluminador sob luz ultravioleta. apos
eletroforese em gel de agarose de baixa
temperatura de fusao (Low melting point —
LMP*) a 1% em tampao TAE 1X corado com
brometo de etidio 0,5 pg/mL. A excisao dos
fragmentos do gel contendo inserto foi feita
com bisturi sob luz UV comprimento de
onda alto a fim de se evitar danos no DNA.
Os fragmentos recortados foram colocados
em de microcentrifuga para a purificacao
pelo Kit “WIZARD® PCR preps DNA
purification system” (Promega Corporation,
USA). Os tubos foram incubados a 70°C até
total dissolugao da agarose contendo
fragmento de DNA. Em seguida foi
adicionado 1,0 mL de resina que apos
homogeneizagdao a mistura foi transferida
para uma seringa descartavel de 3,0 mL
acoplada a minicoluna de purificacao. Com
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auxilio do émbolo a resina foi introduzida na
minicoluna. Foram adicionados a seringa
20 mL de isopropano’ 80% como
procedimento de lavagem. Em seguida a
minicoluna foi acoplada a um tubo de
microcentrifuga e centrifugada por 2 min. a
10.000 x g. Outro tubo de microcentrifuga foi
acoplado a minicoluna onde foram
acrescentados 50 yul de tampao TE (10 mM
Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA') para a
eluicao do fragmento de DNA. Uma aliquota
foi retirada para se fazer a quantificacao e o
restante foi estocado a -80°C. A
guantificacao do DNA foi feita por
espectroscopia UV-VIS segundo Sambrook
et al. (1989).

4.1.10 - Clonagem do inserto purificado no
vetor de expressao pQE30.

A clonagem foi realizada usando o
“QlAexpress Kit" (QIAGEN Inc., USA)
usando como vetor de expressac o
plasmideo pQE-30.

Conforme protocolo recomendado pelo
fabricante, a clonagem do inserto no vetor
de expressao obedeceu a razao molar
inserto / vetor 3 : 1. O pQE-30 foi aberto
apos a digestdo enzimatica com as enzimas
de restricao Bam H1 — Sphl, sendo as
mesmas enzimas utilizadas para extracao
do inserto do plasmideo de clonagem
molecular no pGEM” - T (item 4.1.9). A
reacdo de ligacdo foi realizada em um
volume total de 20 pl, sendo 2 pl do tampao
T. DNA ligase 10 X, 50 ng do vetor digerido,
25 ng do inserto purificado, 6 U T, ligase, foi
homogeneizada e incubada 16 — 18 horas a
4°C.

4.1.11 - Transformagao em Escherichia coli
M15

Apés a incubagao, o tubo de reacao do item
4.1.10, foi transferido para o banho de gelo
e duas aliguotas (5 e 15 ul) foram usadas
para fazer a transformacao da bacteriana.
Foram transferidos 50 ul da cultura de
Escherichia coli M15 competente para 0s
tubos contendo 5 e 15 pl da reagédo de
ligagao. Os tubos apdés homogeneizagao
foram incubados em banho de gelo por 20




min. Em seguida foi feito choque térmico
aquecendo-se o0s tubos em banho-maria a
42°C por 50 segundos e depois 2 min no
banho de gelo.

Aos tubos foram adicionados 950 yl de meio
LB (1,0% bacto-triptona: 0,5% extrato de
levedura; 1,0% NaCl, pH 7.0) e foram
incubados a 37°C durante 1,5 hora sob
agitacao de 150 rpm no agitador
CERTOMAT" BS-1 Inkubations. Os tubos
foram centrifugados por 1 min a 1.000 x g
sendo o sedimenio suspendido gentilmente
com 100 ul de LB. Uma aliguota de 100 ul
de cada tubo foi semeada em placas de
Petri contendo meio LB / ampicilina /
canamicina® (LB, 15 g Agar, 100 pg/mL
ampicilina, 25 upg/mL canamicina). Apos
crescimento bacteriano, todos os 20 clones
foram coletados individualmente, inoculados
em 1,0 mL de meio LB / ampicilina /
canamicina® e incubados 16 — 18 horas a
37°C sob agitagcao de 150 rpm no agitador
CERTOMAT" BS-1 Inkubations. Uma
aliguota foi retirada para armazenamento
em freezer —80°C e a outra foi usada para
confirmacao de clones recombinantes.

de

4112 - Caracterizacao clones

recombinantes por PCR

Nove clones denominados pelas letras (A) a
() foram escolhidos para verificar a
presenca do inserto pela técnica da PCR
usando o0s iniciadores, programa e
protocolos ja descritos no item 4.1.2. Apos a
PCR, os produtos foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% em TAE
corado por brometo de etideo. Foram entao
selecionados cinco clones (A, E. F, G. H)
para cinetica de expressao da MPB70
recombinante.

41.13 - Seqlenciamento do vetor de
expressao recombinante

Para confirmar se o gene codificador da
MPB70 madura foi inserido de forma
correta, o plasmideo PQE30 recombinante

do clone (A) foi submetido ao
sequenciamento. As reagoes de
seqler.ciamento foram realizadas pela
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a técnica descrita por Sanger et al. (1980).
Os iniciadores, sintetizados pela GIBCO-
BRL em escala de sintese de 200 nM, foram
os descritos pelo “QIA express protocols”,
senso 5-CCCGAAAAGTGCCACCTG-3' e
anti-senso 5-CCAGTAATGACCTCAGAAC-3.

A sequéncia editada foi analisada para a
determinacac de similaridades com as
sequéncias de MPB70 depositadas no
“GenBank” pelos programas “Basic Local
Alignment Search Tool (Blast N e Blast X)".
Estes programas estao disponiveis no
endereco eletronico do National Center for
Biotechnological ~ Information -  NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). A fase de
leitura foi analisada pelo programa
“Translate Tool” disponivel no endereco
eletrénico http://au.expasy.org. As
caracteristicas da proteina como ponto
isoelétrico tedrico, tamanho molecular,
composicdo de aminoacidos e carater
hidrofobico foram analisadas pelo programa
“ProtParam tool” disponivel no enderecgo
eletrénico http://au.expasy.org.

4.1.14 — Estudo da Cinética de expressao
da MPB70 recombinante (MPB70r) em
pequena escala

A cinética foi realizada seguindo instrucées
presentes no “QIA express Kit". Os clones
recombinantes A, E, F, G e H foram
inoculados _no meio LB / ampicilina /
canamicina incubados a 37°C por 16 — 18
horas. Dessas culturas foram retirados 500
ul, inoculados em 10 mL de meio LB /
ampicilina / canamicina pré-aquecido. As
culturas foram incubadas a 37°C sob
agitagao ate atingir densidade optica 0,5 —
0,7 em comprimento de onda 600 nm.
Imediatamente foi adicionado em cada 5,0
mL de cultura o indutor de expressao, IPTG
na concentracdo final de 1 mM e retomada a
incubacado. Os outros 5,0 mL nao receberam
o IPTG. Uma aliquota de 1,0 mL de cada
cultura  foi retirada em  intervalos
consecutivos de 1 hora até 5 horas antes e
apdés inducdo para acompanhamento da
cinética de expressao. O crescimento foi
interrompido apds 5 horas da inducdo. As
aliguotas retiradas das culturas fecram
centrifugadas por 1 min. a 15.000 x g. O
sedimento foi suspendido em 100 ul de
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tampao de amostra (75 mM Tris-HCI pH 6.8,
5% v/v 2-mercapetanol”. 2% p/v sodio
duodecil sulfato (SDS). 10% viv glicerol,
0.2% azul de bromofenol®), e fervido a 98°C
por 3 min para analise por eletroforese.

4.1.15 - Analise por Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida - SDS (SDS-PAGE) da
proteina induzida.

As analises por eletroforese realizadas em
condicoes desnaturantes foram feitas
somente para os clones (A) e (E). Dez
microlitros da suspensao das amostras
coletadas foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 12% em tampao Tris-Glicina
(25 mM pH 8,0 Tris base, 250 mM glicina,
0,1% SDS) a 150V por 1 hora. Em cada
corrida foi incluido o marcador de tamanho
molecular 10 kDa protein ladder (GIBCO-
BRL - Brasil) que consiste de 12 bandas de
10 a 120 kDa. Os géis foram revelados por
coloracao por azul de Coomassie. Os geis
foram imersos na solugao corante (2,5%
Coomassie Blue Brillant® R250 p/v, 50%
metanol v/v, 10 % acido acético v/v) por 10
min, sob agitacao suave. Posteriormente
foram imersos em solugao descorante (30%
etanol, 10% acido acetico) onde
permaneceram até atingirem a coloragao
desejada.

4.1.16 - Determinacao da solubilidade da
proteina MPB70r

Em tubos de polipropileno de 50 mL foram
colocados 10 mL de meio LB / ampicilina /
canamicina e inoculados 400 ul da cultura
transformada com pQE30 recombinante
(clones A e E). Os tubos foram incubados
16 — 18 horas a 37°C. As culturas foram
inoculadas separadamente em 50 mL de
meio LB / ampiciina / canamicina e
novamente incubadas a 37°C ate
alcancarem densidade optica de 0,5 — 0,7
em comprimento de onda 600 nm. Em
seguida foram retiradas aliquotas de cada
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cultura para analise em SDS-PAGE, e apos
foi feita a inducao com IPTG (concentracao
final de 1 mM). Apos 5 horas da indugao
outras aliquotas foram retiradas para analise
em SDS-PAGE. As culturas foram
centrifugadas a 4.000 x g por 20 min. Os
sedimentos foram suspensos separadamente
em 5 mL de tampao de lise (50 mM
NaH,PO.,', 300 mM NaCl, 10 mM imidazol’
pH 8.0). As suspensoes bacterianas foram
lisadas com sonicador Sonics Vibra Cell ™
30 ciclos de 10 segundos com intervalo de
10 segundos a 100 W. Os lisados foram
centrifugados a 10.000 x g a 4°C por 30
min. Os sobrenadantes contendo proteinas
foram denominados fracoes soluveis e
coletados para analise por SDS-PAGE. As
proteinas presentes nos sedimentos foram
ressuspensos em 5,0 mL do tampao de lise
e analisadas por SDS-PAGE. As MPB70r
expressas pelos clones (A) e (E) nao foram
observadas na fracao soluvel. A partir
desses achados os clones foram incubados
nas temperaturas de 22°C, 25°C e 30°C a
fim de se conseguir producao da MPB70r na
fracdo sollivel. Foi observado que a
temperatura que produziu a MPB70r soluvel
foi a de 30°C. A partir de entao o clone (A)
foi escolhido para produgac da MPB70r
nessa temperatura.

4.2 - Purificacao da MPB70r

A purificacao foi realizada inicialmente por
cromatograﬁa de afinidade metalica, porém
somente esse unico passo nao foi suficiente
para se conseguir o grau de pureza
desejado, por isso foram necessarios
estudos utilizando outras metodologias de
purificacao que estao a seguir
esquematizadas. Todos os processos de
purificacao foram realizados no Laboratorio
de Imunologia sob a Orientacao do Dr. Luiz
Guilherme Heneine (Fundacdao Ezequiel
Dias / MG).

Esquema representativo da purificacao da
MPB70r
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Purificacao da MPB70r
4
(4.2.1) Cromatografia por Afinidade de metal (Ni-NTA)
(Constatacao de bandas inespecificas)
Tentativa de novas metodologias de purificagao
Ultrafiltracao Eletroeluicao Cromatografia por
(4.2.2) (4.2.3) Gel filtracao
(4,2.4)
Membrana de Electro-eluter  Mini whole gel Sephadex FPLC
dialise (4.2.3.2) eluter G-50
(4.2.3.1) (4.2.3.3) (42.4.1) (4.24.2)

4.2.1 - Processo de purificacao da MPB70r
através de cromatografia de afinidade
metalica (Ni-NTA)

Para o processo de purificacao foi feita a
cultura do clone (A) cuja indugac da
expressao da MPB70r foi realizada de forma
semelhante ao descrito anteriormente (item
4.1.14), poréem utilizando-se um volume de 1
litro de meio. Apos 5 horas de indugao com
IPTG, a cultura foi centrifugada a 4.000 x g
por 20 min e o sedimento suspendido em
tampao de lise (50 mM NaH,PO,. 300 mM
NaCl, 10 mM imidazol®, 1 mM PMSF®, pH
8,0) na propor¢cao de 5 mL por grama de
sedimento. A suspensaoc bacteriana foi
lisada com sonicador Sonics Vibra Cell ™
30 ciclos de 10 segundos com intervalo de
10 segundos a 100W. O extrato bruto foi
centrifugado a 10.000 x g por 30 min a 4°C
para a remocac de debris celulares
insoluveis. Para cada 1 mL de extrato foi
acrescentado 1 mL de resina Ni-NTA (acido
niguel — nitrilotriacético, QIAGEN Inc., USA)
equilibrada previamente no tampao de lise.
A mistura incubada a temperatura ambiente
por 60 min foi transferida para a coluna. A
cromatografia de afinidade foi realizada no
aparelho GradiFrac™ System (Pharmacia-
Biotech, USA) sob fluxo continuo de 1,0
mL/min. As fracoes foram coletadas em um
volume de 1,0 mlL/tubo e analisadas por
densidade optica no comprimento de onda

280nm. O eluato contendo as proteinas que
naoc se ligaram a resina foi coletado e
armazenado a —-20°C. A resina foi lavada
varias vezes com o tampao de lavagem (50
mM NaH,PQO,, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazol, 1 mM PMSF, pH 8,0) até a leitura
da densidade optica retornar ao limiar basal.
A proteina foi eluida com o tampao de
eluicdo (50 mM NaH,PQ,, 300 mM NaCl,
250 mM imidazol, 1 mM PMSF, pH 8.0).
Cada fragao coletada foi analisada por SDS-
PAGE em tampao Tris-Glicina. Apés, o gel
foi submetido as = coloracdes  por
impregnacdo pela prata e/ou azul de
Comassie. A quantificacdo da MPB70r foi
determinada pelo Método de Lowry (Lowry
etal., 1951).

A presenca de proteinas contaminantes foi
verificada por SDS-PAGE. A fim de diminuir
o0s contaminantes eluidos juntamente com a
MPB70r foi aumentada a forga idénica do
tampao de lavagem para 600 mM de NaCl.

Na tentativa de  eliminar  esses
contaminantes foram realizadas outras
metodologias de  purificagao  como:
ultrafiltracdo, eletroeluicao e gel filtracao.
4.2.2 - Ultrafiltracao

Esperava-se com essa metodologia
separacdo das proteinas contaminantes
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com peso acima de 49 kDa. Para tanto as
proteinas purificadas por cromatografia de
afinidade metalica foram concentradas e
dialisadas contra PBS 001 M e
concentradas por ultrafiltracdo em AMICON
8010 e 8050 (AMICON, USA) usando
membrana de celulose regenerada YM3
(Millipore Corporation, USA) em 30 psi. Em
seguida a amostra foi passada na
membrana de celulose regenerada YM30
(Millipore Corporation, USA). As proteinas
do filtrado e as presentes no liquido que
ficou retido na membrana foram analisadas
por SDS-PAGE.

4.2.3 - Eletroeluicao
4.2.3.1 — Membrana de dialise.

Nessa metodologia a banda correspondente
a proteina foi cortada do gel apos
eletroforese em SDS-PAGE. Os fragmentos
foram introduzidos em membranas de
dialises que foram mergulhadas em tampao
Tris-glicina e submetidas a corrente elétrica
de 100V por 1 hora. O liguido dentro da
membrana foi recolhido, concentrado e
dialisado contra PBS 0,01 M por
ultrafiltracao em AMICOM usando
membrana de celulose regenerada YM3
(Millipore Corporation, USA).

4.2.3.2 - Electro-Eluter

Nessa metodologia, apos eletroforese em
SDS-PAGE, o gel contendo a banda da
proteina foi cortado e introduzido em tubos
de vidros do Electro-Eluter modelo 422 (Bio-
Rad Laboratories, USA), contendo uma
membrana de dialise e um pequeno
reservatorio na extremidade final. O tubo foi
preenchido com tampdo Tris-glicina e o
suporte foi introduzido em uma camara
contendo 600 mL do mesmo tampado. A
eletroeluicao foi realizada utilizando corrente
constante de 8 — 10 mA por tubo durante 5
horas. As proteinas eluidas se
concentravam no reservatorio. Uma aliquota
foi recolhida para analise em SDS-PAGE.
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4.2.3.3 - Mini Whole Gel Eluter

Apos eletroforese em SDS-PAGE todo o gel
foi colocado no aparelho Mini Whole Gel
Eluter (Bio-Rad Laboratories, USA) sobre a
camara de eluicdo ja montada contendo
placa do eletrodo, duas folhas de papel de
filtro, uma folha de papel celofane e tampao
Tris - acido boérico pH 8,7 (50mM Tris e
25mM de acido borico'). Apds remocao de
todas as bolhas. foram colocadas por cima
do gel duas folhas de papel de filtro, sob
esse “sanduiche” a camara foi fechada com
outra placa de eletrodo. A eletroeluicao foi
realizada a 75 mA por 30 minutos. Apds, a
polaridade elétrica foi invertida e foi aplicada
corrente de 75mA por 15 segundos para
deslocar as proteinas ligadas ao celofane.
As bandas foram coletadas por um
dispositivo do proprio aparelho atraves de
vacuo. Uma aliquota de cada banda
coletada foi submetida analise por SDS-
PAGE.

4.2.4 - Processo de purificacdo da proteina
por gel filtracao

4.2.4.1 - Gel filtracao em Sephadex G-50

As proteinas apos purificacdo  por
cromatografia de afinidade metalica foram
aplicadas na coluna de gel filtracao
Sephadex G-50 com 1 cm de diametro e 12
cm de comprimento (Amersham Pharmacia
Biotech, Sweden). Esse gel possui
capacidade de separacao de proteinas
globulares de 1500 a 30.000 Da. A
cromatografia de gel filtracao foi realizada
no aparelho  GradiFrac™  System
(Pharmacia-Biotech, USA) com PBS 0.01 M
sob fluxo continuo de 18 mL / hora e fragao
de 1 mL por tubo. Apds cada fragao
coletada foi feita leitura de absorvancia em
espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 280 nm e analisada posteriormente em
SDS-PAGE.




4.2.4.2 - Gel filtracao em sistema de FPLC
(Cromatografia liquida rapida para proteina)

Essa tecnica permite a eluicao de proteinas
da coluna por ordem de tamanho molecular,
sendo as de maior tamanho eluidas
primeiro, em seguida as de tamanho
intermediario e por fim as de menor
tamanho. A separacao das proteinas e
influenciada por fatores como: volume da
amostra em relacao volume da coluna,
fluxo, dimensao da coluna, tamanho das
particulas da resina, distribuicao dessas
particulas, densidade de compactacao,
porosidade da particula e viscosidade da
fase movel.

O processo de purificacao por gel filtracao
em sistema de FPLC foi realizado utilizando-
se o aparelho AKTA ™ basic 10 (Amersham
Biosciences, Sweeden). As amostras
purificadas por cromatografia de afinidade
metélica foram dialisadas contra PBS 0,01M
e concentradas por ultrafitracao em
AMICON 8010 e 8050 (AMICON, USA)
usando membrana de celulose regenerada
YM10 (Millipore Corporation, USA). Em
seguida a amostra foi clarificada em filtros
descartaveis com porosidade de 0,22 um
(Millipore Corporation, USA) e equilibrada
em PBS 0,2 M.

A coluna Tricom ™ HR10/30 (Amersham
Biosciences, Sweeden) com 10 mm de
diametro e 30 mm de comprimento foi
preenchida, de acordo com protocolo do
fabricante, com resina Superose12™ prep
grade (Amersham Pharmacia Biotech,
Sweden) com capacidade de separacao de
1000 - 3 x 10° Da. A Coluna foi e
equilibrada com PBS 0,2 M e pré-calibrada
com marcadores de tamanho molecular.
Apos foram aplicados 500 pl da amostra ja
equilibrada com PBS 0,2 M em fluxo
continuo de 0,3 mL/min e fracao 0,5
mlL/tubo a 0,5 MPa. As absorvancias das
fracoes foram monitoradas nos
comprimentos de ondas de 280 e 256 nm.
Os picos foram coletados, dialisados contra

PBS 0,01 M por ultrafiltracao em AMICON
8010 e 8050 (AMICON, USA) usando
membrana de celulose regenerada YM3
(Millipore Corporation, USA) e analisados
por SDS-PAGE.

4.3 - Producao de soros imunes anti-
MPB70r, anti- M. bovis e anti- M. avium

Para as imunizacoes foram utilizadas as
MPB70r purificadas por cromatografia de
afinidade metalica (item 4. 2.1).

Para a producao de soro imune foram
usados coelhos machos da raca Nova
Zelandia com aproximadamente 2 Kg. Dois
coelhos foram sensibilizados com M. bovis
AN5 e dois com M. avium D4 ambos
inativados por calor, cedidos gentilmente
pelo Dr. Pedro Moacir Pinto Coelho Mota
(LARA — Pedro Leopoldo/ MG). No esquema
de imunizacao foram utilizados 2 mg/mL de
antigeno emulsificados em adjuvante de
Freund incompleto e administrados por via
subcutanea no dorso do animal em quatro
sitios distintos. As inoculacoes posteriores
foram realizadas utilizando-se 1 mg/mL de
antigeno emulsificados em adjuvante de
Freund incompleto nos tempos 0, 21, 35, 49
e 63 dias. Antes de cada inoculagao foi
coletado sangue da veia marginal da orelha
de cada coelho para acompanhamento da
producao dos anticorpos. Os coelhos foram
anestesiados para a sangria por pungao
cardiaca. O sangue coletado foi deixado a
37°C por 2 horas e depois mantido a 4°C
por 24 horas. Os soros foram separados por
centrifugagao e coletados para o0s ensaios
de imunodiagnosticos.

4.4 - Imunodiagnosticos
Os imunodiagnosticos realizados estao

mostrados no esquema representativo
abaixo:
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Proteina purificada

/\

Cromatografia
por Afinidade de

metal (Ni-NTA)
(4.2.1)
Western ELISA
Blot (WB) (4.4.3)

(4.4.2)

4.4.1 — Anticorpos utilizados

Para a padronizagao dos testes sorologicos
foram utilizados anticorpos primarios nas
diluicoes de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800
e 1:1000. Como controles positivos foram:
soro imune de coelho anti-M. bovis e anti-
MPB70r (produzidos de acordo com o item
4.3), anticorpo monoclonal 4 C3/17 anti-
MPB70 (AGEN Biomedical Limited -
Australia). Como controle negativo foi
utilizado soro imune de coelho anti-M. avium
(item 4.3).

Anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase nas diluicdes de 1:500, 1:1500,
1:3000 e 1:6000. Estes foram: anti-lgG de
coelho peroxidase (Sigma - USA) ou
Proteina G peroxidase (Sigma- USA).

Apos padronizacao foram utilizados nos
testes de ELISA e WB: soros de campo de
animais reagentes ou nao a
tuberculinizagao. Para os estudos de
especificidade também foram utilizados
soros de animais com paratuberculose
gentimente cedido pelo Dr. Walter
Lilenbaum (Laboratorio de Bacteriologia —
UFF), e soro de animal sensibilizado com M.
avium gentiimente cedido pelo Dr. Pedro
Moacir Pinto Coelho Mota (LARA/Pedro
Leopoldo — MG). Na Tabela 2 esta a relacao
dos numeros dos soros dos animais
utilizados.
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Cromatografia
Gel filtracao em
sistema de
FPLC
(4.2.4.2)
Western ELISA
Blot (WB) (4.4.3)

(4.4.2)

4.4.2 - Western Blot (WB)

Trinta microgramas da MPB70r foram
separadas por SDS-PAGE. Em cada corrida
foi adicionado o marcador de tamanho
molecular  pré-corado  Bench  Mark™
prestained Protein Ladder (Invitrogen -
LifeTechnologies - USA) consistindo de 10
proteinas com peso molecular aparente de
aproximadamente 10 a 200 kDa. Apos
corrida o gel foi equilibrado no tampao de
transferéncia (25 mM Trisma base, 192 mM
glicina, 20% v/v metanol) por 15 min
juntamente  com a membrana de
nitrocelulose 0,45 um Trans-blot (Bio-Rad
Laboratories, USA). Apdés a montagem a
transferéncia foi feita a 100V por 60 min em
Mini-PROTEAN® (Bio-Rad Laboratories,
USA) e a membrana foi submersa em
tampao de bloqueio TBS (0,05 M Tris base;
0,15M NaCl, 4% de leite em p¢ desnatado e
0,02%Tween 20) por 2 horas a 37°C. A
membrana foi lavada por 10 min em TBS,
10 min TBS 0,1% Tween 20, 10 min em
TBS e incubada com anticorpos primarios
diluidos em solugao de bloqueio por 1 hora
a 37°C. A membrana foi lavada novamente
e incubada com o anticorpo secundario
também diluido em solugao de blogueio, por
1 hora a 37°C. Apos lavagem, a revelagao
foi feita usando-se o substrato DAB (DAB?
10 mg, PBS 20 mL, 20 pL H,O, 3%) até o
aparecimento das bandas do controle
positivo. A reacao foi interrompida lavando a
membrana com agua destilada.




Tabela 2: Soros de animais de campo relacionados por rebanho utilizados nos ELISA e nos WB

Soros Identificacao do Identificacao do animal
rebanho
1 1,60, 63, 111,132, 172, 189, 194,

221, 286. 367, 431, 503. 783, 792,
819, 1014, 1246, 1509, 1733

Soros de Animais com | 2 Baleia, Dinora, Portela
tuberculinizacao-positiva
vindos de rebanhos positivos 3 83, 128, 134, 137, 144, 154
4 374, 393
5 925, 777
Total 33
6 3,4,6,7,11,12,13, 14,16, 17,19,

20, 23, 26, 29, 32, 34, 36, 37, 43, 47,
48, 49, 50, 52, 55, 56, 57, 62, 63, 64,
65. 67,69, 70, 71, 73, 79, 82, 83, 86,

Soros de animais de 88, 89, 110, 148, 149, 151, 158, 164,
Rebanhos livres de 166, 213, 224, 226, 231, 233, 235,
tuberculose 236, 237, 240, 247
7 353
8 8, 39
Total 63
Paratuberculose 383, 454, 467, C", Rep”
Soros para Teste de positivo
especificidade Paratuberculose 474, 462, C', Rep’
negativo
Total 9
Soros de bovinos M. avium n° P08
sensibilizados .
M. bovis n° 44
Total 2

* Soros de animais cedidos pelo Dr. Walter Lilenbaum (Laboratdrio de Bacteriologia — UFF).
** Soros de animais cedidos pelo Dr. Pedro Moacir Pinto Coelho Mota (LARA/ Pedro Leopoldo — MG).
Em negrito estao destacados os soros que foram utilizados em todos os ELISA
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4.4.3- ELISA

A placa para ensaios imunoenzimaticos
Maxisorp” Nunc (Nalgene Nunc
International, USA) com 96 orificios foi
sensibilizada 50 yl com 0.25; 0.5 e 1,0 ug de
MPB70r em tampao Tris pH 9.0 e incubada
por 1 hora a 37°C. Apos incubacao a placa
foi lavada cinco vezes com tampac PBS
acrescido de 0.05% Tween 20 (PBST). O
blogueio foi feito com solucao PBST 4%
leite em po por 3 horas a 37°C. Apos
lavagem da placa com PBST, foi adicionado
50 pl dos anticorpos primarios diluidos em
solucao de bloqueio. A placa foi incubada
por 1 hora a 37°C, em seguida foi lavada
com PBST por seis vezes e incubada por 1
hora a 37°C com 50 pl dos anticorpos
secundarios diluidos em solugcao de
blogueio. A placa foi novamente lavada e a
revelacao foi feita usando-se o substrato
OPD? (ortofenilenediamina) durante 45 min
a 37°C. A reacao foi parada apos adicao de

50 yl de 1 M H,SO, A leitura foi feita no
leitor de ELISA “microplate reader’ modelo
550 (BioRad Laboratories, USA) no
comprimento de onda de 492nm.

Como os experimentos de ELISA foram
realizados em tempos diferentes foi
necessario obter um fator de correcao entre
as placas. Para isso a partir da diferenca
das meédias das leituras das absorvancias
dos controles positivos e negativos de cada
placa, foi feita wuma relacdo de
proporcionalidade entre elas. Cada leitura
de absorvancia de cada placa foi dividida
por seu respectivo fator de
proporcionalidade.

4.5 - Sintese de materiais alternativos
para uso como suporte nos testes de
ELISA

Esquema representativo da sintese dos
discos com base polimérica de PVA

(4.5.1) Sintese do Hidrogel de PVA

[Sintese dos discos|

//'\

PPVA + Glutaraldeido (GA)

[PVA + Tetraetoxissilano (TEOS)|

PVA + GA + TEOS|

(4.5.2) |Analise por espectrofotometria no infra vermelhg|

I

(4.5.3) [Teste ELISA
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451 - Sintese de hidrogel de alcool

polivinilico (PVA)

Os hidrogeis de PVA foram sintetizados no
Lab. de Analise e caracterizacao de
superficie e Materiais sob a orientacao do
Prof. Dr. Herman S. Mansur (LASMAT /
Escola de Engenharia - UFMG).

Para a sintese dos dispositivos poliméricos
foi utiizado PVA (CRQ, Brasil) peso
molecular de 72,000, GA 25% em agua
(Fluka, USA); TEOS (Aldrish, USA); HCI
(Bioguimica do Brasil, BR).

O PVA peso molecular 72.000 g/mol foi
usado como base polimérica do hidrogel. A
solucao de PVA foi preparada dissolvendo-
se o PVA 5% (p/v) em &gua deionizada a
60°C em constante agitacdo com barra
magnetica. Apos total dissolucao do
polimero o pH 2,0 foi acertado com solucao
de HCI 1N. As solugcoes hidrogel PVA +
glutaraldeido (GA) e dos discos hibridos
PVA + tetraetil ortossilicato (TEOS) e PVA +
GA + TEQOS, foram preparados numa fracao
de 25% em relacao a solucao de PVA 5%
pH 2,0 (v/v). Como moldes foram utilizadas
placas de poliestireno de 96 e 24 orificios
para cultura de célula (SARSTEDT, USA),
que foram preenchidos com 100 ul / orificio
e 1 mL / orificio, respectivamente, de cada
solucdo dos hidrogéeis. Os hidrogeis foram
deixados a temperatura ambiente por 1
semana. E depois levados para estufa a
60°C por 24 horas para secagem final. Os
hidrogéis depois de prontos foram usados
para andlises de espectroscopia no
infravermelho e ensaios de ELISA.

4.5.2 - Analises dos hidrogéis e dos discos
hibridos por espectroscopia na regiao do
infravermelho

Analises dos espectros de absorcao da

radiacao no infravermelho  mostram
diferencas dos niveis de energia
vibracionais e rotacionais de espécies

moleculares. Comparando-se espectros de
um composto desconhecido com o de uma
amostra conhecida, a correlagéo pico a pico
constitui boa prova de identidade, visto ser
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diferentes tenham © mesmo espectro no
infravermelho. As analises por
espectroscopia de infravermelho foram
utilizadas nesse trabalho para determinar a
presenca dos grupos quimicos especificos
dos agentes reticuladores (GA e TEOS)
bem como da ligagao da MPB70r aos
hidrogeis sintetizados.

A espectroscopia na regiao do infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) foi
usada na caracterizacao quimica dos
hidrogéis (Perkin-Elmer, Paragon 1000). Os
hidrogéis de PVA+GA e os discos hibridos
de PVA+GA+TEOS foram triturados e
misturados na proporcdo de 1,0% ao KBr'
(Brometo de Potassio), previamente secado
em estufa a 120°C por 24 horas. Foram
obtidos espectros entre 4000 e 400 cm’
durante 64 varreduras, resolucao 2 cm’,
modo de reflexao difusa.

4.5.3 - ELISA usando como suporte hidrogel
e discos hibridos de PVA

As placas Corning (Corning Incorporation
Life  Sciences, USA) usadas como
alojamento dos hidrogéis foram de cultura
de «célula com 96 orificios tratados
previamente com solucdo de &cido nitrico a
20% por 72 horas, lavadas 10 vezes em
agua corrente e trés vezes em agua
deionizada. Apos secagem em estufa 37°C
foram colocados os hidrogeis para os
ensaios imunoenzimaticos. A metodologia
do teste de ELISA nos hidrogeis foi a
mesma ja descrita no item 4.4.3 e realizada
simultaneamente. Para se eliminar a
possibilidade de algum dos reagentes
aderirem nas placas foram realizados testes
mantendo os hidrogéis no pogco e também
os transferindo de poco a cada etapa do
ELISA. Ao final do ensaio de ELISA, os
hidrogéis foram removidos, sendo a leitura
realizada no leitor de ELISA “microplate
reader’ modelo 550 (BioRad Laboratories,
USA) no comprimento de onda de 492nm.

Como os experimentos de ELISA foram
realizados em tempos diferantes foi
necessario obter um fator de corregao entre
as placas. Para isso a partir da diferenca
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das médias das leituras das absorvancias
dos controles positivos e negativos de cada
placa, foi feita uma relacado de
proporcionalidade entre elas. Cada leitura
de absorvancia de cada placa foi dividida
por seu fator de proporcionalidade.

Nao foi feita a padronizacao do teste para
obedecer a Lei de Lambert-Beer.

4.6 — Analises Estatisticas

A sensibilidade. especificidade, valor
preditivo  positivo e negativo foram
calculados segundo Noordhuizen et al.
(1997). Para a selecao do ponto de corte foi
utilizada a curva ROC (Receiver-Operating
Characteristic) segundo Greiner et al (2000)
pelo programa Medcalc.

A concordancia entre o ELISA e a
tuberculinizagao intradérmica foi avaliada
pelo teste de Kappa (x) segundo Smith
(1994).

5 - RESULTADOS e DISCUSSAO

Diversos antigenos do M. bovis tém sido
avaliados para serem utilizados no
diagnostico da tuberculose bovina, tais
como: MPB70, MPB64, p65, p70 e 39 kDa
(Fifis et al., 1992). Dentre eles a MPB70 tem
se destacado, pois €& o antigeno
imunodominante do M. bovis contendo
epitopos espécie-especificos (Wood et al.,
1988; Fifis et al., 1992). A MPB70 € um
componente ativo do Derivado Protéico
Purificado de culturas de M .bovis (PPD)
(Harboe et al, 1990), capaz de
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desencadear a resposta imune de
hipersensibilidade do tipo retardada (Nagai
et al., 1981), estimular a producao de
interferon gama (IFN-y) (Wood et al., 1992)
e a producao de anticorpos (Fifis et al. 1992;
Wood et al. 1992).

5.1 — Producao da MPB70r

5.1.1 - Extracao do DNA do M. bovis e
amplificacao do gene da MPB70 madura por
PCR.

A MPB70 foi seqlienciada por Radford et al.
(1988) a partir do gene do M. bovis ANS.
Terasaka (1989) tambem determinou a
seqgliéncia nucleotidica da MPB70 em
espécie de M. bovis BCG Tokyo. A estrutura
tri-dimensional dessa proteina somente foi
determinada 11 anos depois por Carr et al.
(2003).

Nesse trabalho foi utilizada a espécie M.
bovis AN5 para extracao do DNA. A
concentracdo do DNA extraido foi estimado
em 0,22 pg/ul com 74% de pureza.

Como mostra a Figura 2, o fragmento
génico da MPB70 madura foi amplificado e
apresentou uma banda uUnica na
eletroforese em gel de poliacrilamida com
aproximadamente 500 bp. Essa banda
corresponde & sequéncia codificadora para
MPB70 sem peptideo sinal, acrescido do
sitio de restricao para BamH1, introduzido
na etapa de amplificagao. A concentracao
do DNA amplificado foi estimado em
0,49ug/ul.
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Figura 2: Gene da MPB70 madura amplificado por PCR a partir de diferentes concentragoes de
DNA do M. bovis AN5. Eletroforese em gel de poliacrilamida corado por impregnacao pelo
nitrato de prata. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular X 174 RF DNA/HAEIII (Gibco-
BRL, Brasil); Canaletas 2 e 3: Gene amplificado da MPB70 madura produzido a partir de 55 e
11ng de DNA, respectivamente.

PCR. Dos 13 clones coletados somente

5.1.2 - Transformagao e comprovagao da
nove continham o inserto. Na Figura 3

presenca do pGEM-T® recombinante na

bactéria hospedeira por PCR

Foram coletados 13 clones. A partir das
culturas desses clones de E.coli JM109

(canaletas 1 a 6) pode-se observar o gene
da MPB70 madura amplificado com
aproximadamente 500bp em seis dos clones
positivos.

transformadas foram feitas as reagoes de

| 7
2 q« 078bp
!
- #

DNA
amplificado

Figura 3: Produtos da PCR das colénias de Escherichia coli JIM109 transformadas com pGEM-

recombinante. Eletroforese em gel de poliacrilamida corado por impregnagao pelo nitrato de
prata. Canaletas 1 a 6: gene da MPB70 madura amplificado. Canaleta 7: marcador de tamanho
molecular gX 174 RF DNA/HAEIII (Gibco-BRL, Brasil).
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5.1.3 - Expansao, purificacao 2
qguantificacao do DNA plasmidial dos clones
recombinantes

Apos comprovacao, todos os clones foram
expandidos a fim de se obter maior
guantidade de plasmideo recombinante. O
DNA plasmidial de cada clone recombinante
foi purificado e quantificado por
espectroscopia UV-VIS cujos resultados
estao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Estimativa da concentracao de
DNA plasmidial recombinante dos clones de
E.coli JM109 transformada por pQE30
recombinante

Identificacao DNA (ug/ul)
do clone 260nm  (Sambrook et al., 1989)
1 0,043 0,86
2 0,011 0,22
3 0,014 0,28
4 0,010 0,20
5 0,008 0,16
6 0,006 0,12
7 0,069 1,38
8 0,009 0,18
9 0,012 0.24
Formula: Concentracdo de DNA(pg/ul) =

A260nm x 50 x 400 (diluicao) / 1000

5.1.4 - Extracao do Gene da MPB70 madura
do plasmideo pGEMT"~

Foram escolhidos quatro clones para
andlise do inserto extraido apos digestao
enzimatica por BamH1 — Sph1 e BamH1 —
Sacl. Os produtos digeridos foram
analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% corado por brometo de etideo.
Na Figura 4, canaletas 3, 6. 10 e 13 foram
observadas bandas nos quatro clones
positivos estudados, uma com cerca de 530
pb indicativas da liberacao do DNA
codificador da MPB70 do pGEM-T” pela
digestao por BamH1 - Sphi1 (essa banda
corresponde ao gene da MPB70 madura
acrescido dos sitios de restricao para as
enzimas Bam H1, Sacll, Ncol, BstZ1 e
Sph1) e a outra acima de 2.000 bp referente
ao restante do plasmideo. Pela digestao
com BamH1 — Sacl so se observa um
fragmento acima de 2.000 pb o outro de 24
bp nao foi visualizado.

Atraves da analise da Figura 4 ficou
confirmada que o Gene codificador para
MPB70 foi inserido na regiao multipla de
clonagem (Anexo 1) no sentido 3' — 5" do
plasmideo pGEM-T”.
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8 9 10 11 12 13 14

Figura 4: Produto da digestdao enzimatica dos plasmideos provenientes dos clones
recombinantes de E. coli JM109. Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de
etideo. Canaletas 1, 7, 8 e 14 : plasmideos nao digeridos dos clones 1 a 4 respectivamente;
Canaletas 2, 5, 9 e 12: plasmideos digeridos por BamH1 e Sacl dos clones 1 a 4
respectivamente: Canaletas 3, 6, 10 e 13: plasmideos digeridos por BamH1 e Sph1 dos clones
1 a 4 respectivamente; Canaletas 4 e 11: marcador de tamanho molecular DNA Ladder 100bp
(Gibco-BRL, Brasil). As setas curtas mostram o inserto liberado apos digestao por BamH1 —

Sph1. C1 aC4: Clones 1 a 4.

5.1.5 - Transformacao e confirmacao da
presenca do pQE30 recombinante nas
culturas de  Escherichia coli M15
transformadas

Dos 20 clones coletados, nove foram
escolhidos para verificar a presenca do
inserto por PCR. Nesses, somente o0s
clones denominados de A, E, F, G e H
(Figura 5 canaletas 2, 6, 7, 8 e 9
respectivamente) apresentaram  banda
amplificada com maior intensidade que os
B, C, D e | (Figura 5 canaletas 3, 4, 5 e 10
respectivamente). O clone (A) apresentou
uma unica banda amplificada com tamanho
aproximado de 530pb como esperado, ja
nos demais foram observadas outra banda
de 700 bp além da esperada. Os clones (A)
e (E) foram escolhidos para ensaios da
inducao da expressao da MPB70r.

516 - Seglenciamento do
recombinante

pQE30

As caracteristicas do pQE30 se encontram
no Anexo 2.

Na Figura 6 esta o sequenciamento editado
do pQE30 recombinante. Nessa seqliéncia
foi possivel verificar a regiao do operador, o
sitio RBSII (Synthetic ribosomal binding site)
gue é responsavel pelas altas taxas de
tradugdo e pelo inicio da tradugdo no ATG
correto, e todo o gene codificador da
MPB70 inserido entre os sitios das enzimas
de restricao BamHI| e Sphi1. Tambem foi
possivel observar as seqliéncias
codificadoras para seis histidinas adjacente
ao sitio de insercao do DNA da MPB70.
Esse fato &€ importante, pois a quantidade
de  histidina presente na proteina
recombinante influencia no processo de
purificacdo por cromatografia de afinidade
metadlica. Ainda nessa figura estao as
seqliéncias das enzimas de restricao Sacll,
Ncol e BstAl que foram adquiridas apos
extracao do DNA codificador da MPB70r do
plasmideo pGEM-T".
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Figura 5: Produtos da PCR de nove clones de E. coli M15 transformadas com o pQE-30
recombinante. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Canaleta 1:
marcador de tamanho molecular 100bp DNA ladder. (Gibco-BRL, Brasil) Canaletas 2 a 10:
DNA amplificado dos clones (A) a (1), respectivamente.

Pelo programa “Translate Tool", disponivel
no endereco eletrénico http://au.expasy.org,
foi verificado que o DNA da MPB70 foi
inserido de maneira que sua fase de leitura
ficou correta e em fase com o ATG iniciador,
ou seja, a MPB70r foi inserida de forma
correta na 12 fase de leitura (Anexo 3).

A seqléncia editada entre os nucleotideos
222 - 713 (Figura 6) foi submetida a analise
de identidade com seqliéncias depositadas
no “GenBank” (BLAST-N e BLAST-X
Anexos 4 e 5 respectivamente) disponiveis
no endereco eletronico hittp://www.ncbi.nim.
nih.gov. Por essas analises ficou
demonstrado que MPB70r possui 100 % de
identidade com a seqiiéncia nucleotidica da
proteina MPB70 nativa do M. bovis, e com a
MPT70 do M. tuberculosis. Apresentou
tambem, 79% de identidade com as
seqUéncias da proteina do M. kansasii e
com as proteinas MPB83 do M. bovis e
MPT83 do M. tuberculosis.

Pelas analises de composicao de
aminoacidos atraves do programa
“ProtParam tool” (Anexo 6) observou-se que
a partir do ATG inicial, sequéncia
nucleotidica entre 186 — 713 (Figura 6), a
MPB70r possui tamanho molecular teorico
estimado de 17,7 kDa, ponto isoelétrico 5,89
e ¢ estavel (indice de classificacao de
estabilidade igual a 27,14). Enquanto que a
MPB70 nativa (Anexo 7) possui tamanho
molecular tedrico estimado de
aproximadamente de 16,3 kDa, ponto
isoelétrico 4,31 e é estavel (indice de
classificagao de estabilidade igual a 30,02).
Essas diferencas entre a MPB70r e a
MPB70 nativa estao relacionadas aos 36
nucleotideos localizados na regiao entre
186 — 221 (Figura 6) que codificam para
arginina, glicina, serina, seis histidinas,
glicina e serina anterior a sequéncia
nucleotidica que codifica para a MPB70r
localizada em 222-713 (Figura 6).
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1
AGTCTAATCCAAGTATTTTCCTAACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCT

Operador 1

TCACCTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGA#AACAATTATAATAGATTCAATT

186
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGAGGATCGCAT.

222
histidinas BamHI ¥

AATCCCACTGGGCCGGCCTCGGTGCAGGGAATGTCGCAGGACCCGGTCGCGGTGGCGGCCTC
GAACAATCCGGAGTTGACAACGCTGACGGCTGCACTGTCGGGCCAGCTCAATCCGCAAGTAAA
CCTGGTGGACACCCTCAACAGCGGTCAGTACACGGTGTTCGCACCGACCAACGCGGCATTTAG
CAAGCTGCCGGCATCCACGATCGACGAGCTCAAGACCAATTCGTCACTGCTGACCAGCATCCT
GACCTACCACGTAGTGGCCGGCCAAACCAGCCCGGCCAACGTCGTCGGCACCCGTCAGACCC

TCCAGGGCGCCAGCGTGACGGTGACCGGTCAGGGTAACAGCCTCAAGGTCGGTAACGCCGAC

GTCGTCTGTGGTGGGGTGTCTACCGCCAACGCGACGGTGTACATGATTGACAGCGTGCTAATG

713
v Sacll  Neol BstZ] Sphi

CCTCCGGCGTAAAATCCCGCGGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGAGCTCCGGTACCCCGGGTC

GACCTGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTG

Figura 6: Sequéncia editada dos nucleotideos da MPB70r no pQE30 recombinante. 1 - 185:
plasmideo pQE30 onde estao as sequéncias referentes ao operador | e RBS. 186 - 221: ATG
inicial seguido das seqléncias que codificam para os aminoacidos A= arginina, G=glicina,
S=Serina, na linha pontilhada as seqléncias correspondentes as histidinas, e o sitio de BamH|.
222-713: em negrito a sequéncia génica da MPB70r. 714 — 743: sublinhados estao mostrauos
os sitios de restricao das enzimas, Sac1, Ncol, BstZl e Sphl. 744 — 803: plasmideo pQE30.
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5.1.7 - Expressao da MPB70r em pequena
escala

Sempre que se usa um sistema de
expressao para uma determinada proteina e
recomendavel que se faca uma curva de
inducao da expressao em peguena escala
para verificar quais as melhores condicoes
de incubacao, alem de determinar o tempo
em que esta acontecendo a expressao apos
adi¢ao do indutor.

A Figura 7 mostra a cinética de expressao
da MPB70r do clone A em E. coli M15 apos
indugao com IPTG. A expressao da MPB70r
pode ser observada desde o tempo de 1

3h sh 5 0

ik

hora apods inducéo, com tamanho molecular
estimado em aproximadamente 25 kDa.
Observou-se uma relacao direta entre o
tempo de inducao e quantidade de proteina
produzida até o intervalo maximo estudado
de 5 horas (Figura 7 canaletas 5 a 10). A
partir desse resultado o tempo de 5h apos
inducdo foi tomado como tempo padrao
para os experimentos seguintes. Resultado
idéntico foi obtido para o clone E (dados nao
mostrados). No lisado bacteriano nao

induzido nao se observou expressao da
MPB70r (Figura 7 canaletas 1 a 3). Uma das
caracteristicas desejaveis quando se produz
proteina recombinante é que sua expressao
seja realizada somente na presenca do
indutor.

 €30kDa

# iy

;Lﬂﬁrﬂf} 'Q,,A;,,E-,}': s J‘MPB?OI’
4 20kDa

2h 3h 4h 5h

Figura 7: Cinética de indugao da expressao da MPB70r em E.coli M15 transformada com
pQE30 recombinante, antes e apos inducao por IPTG. Eletroforese em SDS-PAGE corado com
azul de Comassie. Canaletas 1 a 3: lisado de cultura bacteriana nao induzida por IPTG nos
tempos de 3 a 5 horas, respectivamente; canaleta 4: marcador de peso molecular Protein
ladder (Gibco-BRL, Brasil); canaletas 5 a 10: lisados de cultura bacteriana induzidas por IPTG

nos tempos de 0 a 5h
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Pelas andlises das eletroforeses a MPB70r
possui peso molecular 26 kDa superior ao
que foi estimado de pelo programa
“ProParam tool” (17,7kDa). Estas distorcoes
sao descritas na literatura para a MPB70
nativa que possui 16,3 kDa tendo o
tamanho molecular estimado por
eletroforese variando de 18 — 25 kDa (Miura
et al.,, 1983; Wood et al., 1988; Fifis et al.,
1991).

5.1.8 - Determinacao da solubilidade da
MPB70r

Muitas vezes altos niveis de expressao de
proteinas recombinantes podem levar a
formacao de agregados de proteinas no
citoplasma da bactéria denominados de
corpos de inclusdo. As proteinas presentes
nesses agregados podem ser solubilizadas
por substéncias desnaturantes como
guanidina-HClI e uréia, porém essas
substancias podem também desnaturar
epitopos conformacionais da proteina de

\Gh NI ] P,

N
Clone A

interesse  alterando sua conformacao
necessaria para ligacdo com anticorpo.

Para verificar se a MPB70r estava sendo
expressa de forma soldvel ou em corpos de
inclusdo, foram analisados sobrenadante e
precipitado dos lisados de culturas crescidas
em temperaturas de incubagao diferentes.
Na Figura 8 foi observada a presenca da
MPB70r nos precipitados dos clones A e E,
portanto em corpos de inclusdo (canaletas 4
e 8).

A producdo da MPB70r soluvel foi
conseguida quando a cultura de E. coli
transformada pelo plasmideo pQE30
recombinante foi incubada a 30 °C (Figura 9
canaletas 1, 5, 7 e 9). Com a diminui¢ao da
temperatura  ocorreu  diminuicdo  do
metabolismo bacteriano e provavelmente
diminuicdo nos niveis de expressao de
proteinas e inibindo a formacao de corpos
de incluséao.

<430 kDa
i <4MPB70r
<420 kDa
NI S (=}
— >
Y
Clone E

Figura 8: Determinacéo da solubilidade da MPB70r produzida nas culturas de E. coli M15
transformadas e crescidas a 37°C. Eletroforese em SDS-PAGE corado com azul de Comassie.
Canaleta 1: lisado da cultura bacteriana do clone A induzido por IPTG durante 5 horas;
Canaletas 2 e 6: lisados das culturas bacterianas dos clones A e E sem inducao por IPTG,
respectivamente; Canaletas 3 e 7 sobrenadantes das culturas bacterianas induzida por IPTG
dos clones A e E , respectivamente; Canaletas 4 e 8 precipitados das culturas bacterianas
induzidas por IPTG dos clones A e E, respectivamente. Canaleta 5: marcador de peso
molecular protein ladder fragmentos de 10kDa (Gibco-BRL, Brasil). As letras I, NI, S e P
correspondem aos lisados de cultura bacteriana induzida, e nao induzida por IPTG,
sobrenadante e precipitado dos lisados das culturas induzidas por IPTG, respectivamente.
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Figura 9: Determinacao da solubilidade da MPB70r no sobrenadante e no precipitado da
cultura do clone A incubada a 30°C em tempos variados. Eletroforese em SDS-PAGE corado
com azul de Comassie. Canaletas 1, 5, 7, 9: sobrenadantes apos 1, 2, 3 e 4 horas de indugao
por IPTG, respectivamente. Canaletas 2, 6, 8 e 10: precipitados apds 1, 2, 3 e 4 horas de
indugao por IPTG, respectivamente. Canaleta 3: marcador de peso molecular protein ladder
10kDa (Gibco-BRL, Brasil). Canaleta 4: lisado de cultura bacteriana sem inducao por IPTG As
letras NI, S e P correspondem aos lisados de cultura bacteriana ndo induzida por IPTG,
sobrenadante e precipitado dos lisados das culturas induzidas por IPTG, respectivamente.

5.2 - Processos de purificacao da
MPB70r e verificagao de sua reatividade
em testes de ELISA e WB

521 - Purificacao da MPB70r por
cromatografia de afinidade metalica (Ni-
NTA)

A Figura 10 mostra as fragoes da MPB70r
purificadas por Ni- NTA a partir de culturas
do clone A. Comparando-se lisado induzido
(canaleta 2) com as fragoes eluidas durante

a cromatografia (canaletas 4 a 10) ha
diminuicido consideravel de proteinas
contaminantes. Quando foi feita analise por
SDS-PAGE corado por impregnacao pelo
nitrato de prata foi verificada aléem da
MPB70r proteinas contaminantes de pesos
moleculares acima de 30 kDa (dados nao
apresentados). Para melhorar esse sistema
de purificacdo foram ensaiadas alteracoes
na forga idnica dos tampoes, o que nao
alterou significativamente os resultados.
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Figura 10: MPB70r purificada por cromatografia de afinidade metalica (Ni-NTA) a partir do clone
A. Eletroforese em SDS-PAGE corado por azul de Coomassie. Canaleta 1: lisado da cultura
bacteriana nao induzida por IPTG; Canaleta 2: lisado bacteriano 5 horas apés inducao com
IPTG; Canaleta 3: marcador de peso molecular protein ladder 10kDa (Gibco-BRL, Brasil);
Canaletas 4 a 10: diferentes fracdes obtidas durante a eluicdo da MPB70r em coluna Ni-NTA.

5.2.1.1 — Western Blot (WB)

Foram feitos imunoensaios para verificar o
reconhecimento da MPB70r por soro imune
anti-M .bovis e anti-M. avium produzidos em
coelhos (item 4.3) que foram usados como
controles positivo e negativo,
respectivamente.

A Figura 11 mostra o resultado de um WB
utilizando MPB70r purificada por

cromatografia em coluna de niquel (Ni-
NTA). Analises desse WB mostraram que a
MPB70r foi reconhecida pelo soro imune
anti-M. bovis (3A) e nao foi reconhecida
pelos anticorpos anti-M. avium (2B). Essa
figura mostra a ocorréncia de reacoes
inespecificas com proteinas dos lisados de
E. coli nao induzida (canaletas 1A e 4B).
Esses contaminantes possuem tamanhos
moleculares acima de 34,8 kDa.
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Anti-M. bov.r's .

1B 2B

Anti-M. avium

Figura 11: Western blot em membrana contendo lisados de E. coli, de M. bovis e MPB70r
purificada em Ni-NTA. Proteinas reconhecidas pelos anticorpos do soro hiperimune de coelho
anti-M. bovis (canaletas 1A a 3A) e anti-M. avium (canaletas 2B a 4B). Canaletas 1A e 4B:
Lisados bacterianos nao induzidos, respectivamente; Canaletas 2A e 3B: Lisados de cultura
inativada de M. bovis, respectivamente; Canaletas 3A e 2B: MPB70r purificada por
cromatografia em coluna de niquel, respectivamente. Canaletas 4A e 1B: marcador de peso
molecular pre-corado broad range (BioRad laboratorires, USA). Conjugado IgG anti-coelho

peroxidase 1:3000. Revelagao 4CN.

Para confirmar que a proteina reconhecida
pelo anticorpo anti-M. bovis era realmente a
MPB70r, foi realizado WB usando anticorpo
monoclonal 4 C3/17 anti-MPB70 e soros de
bovinos reagentes e nao reagentes a
tuberculinizacao. Na Figura 12 pode ser
observado o reconhecimento da MPB70r
pelo anticorpo monoclonal nas diluigoes
1:50, 1:200 e 1:400 (Canaletas 1 a 3).
Observou-se reacao especifica no soro
bovino reativo a tuberculinizacao em todas
as diluicées estudadas (Canaletas 6 a 10),
poréem houve reagoes inespecificas com
proteinas contaminantes que apresentaram
o mesmo perfil de peso molecular das
proteinas observadas nos lisados de E. coli

(Figura 11 canaletas 1A e 4B). Ainda na
Figura 12 os soros de bovinos nao
reagentes a tuberculinizacao apresentaram
uma reacao fraca em relacdo a MPB70r na
diluicdo 1:50 (Canaleta 11), e também
mostraram reacdo inespecifica com as
proteinas contaminantes que nao foram
eliminadas durante o processo de
purificacao por afinidade de metal
(canaletas 11 a 13).

Esses achados mostraram que a MPB70r foi
reconhecida por soros de animais de campo
e precisava ser melhor purificada para
eliminar as proteinas residuais de E. coli.
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Soro do bovino
n°44 (reagente a
tuberculinizacao)
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11 12 13 14 15
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Figura 12: Western blot em membrana contendo MPB70r purificada por cromatografia em Ni-
NTA tratadas com diferentes soros. Canaletas 1, 2, 3, 4 e 5: anticorpo monoclonal 4 C3/17
anti-MPB70; canaletas 6, 7, 8, 9 e 10: soro bovino sensibilizado com M. bovis inativado;
canaletas 11, 12, 13, 14 e 15: soro bovino nao reagente a tuberculinizagcao. Todos 0s soros
utilizados foram diluidos nessa mesma sequléncia 1:50, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1000,
respectivamente. Conjugado proteina G peroxidase 1:1000. Revelagdo DAB. Marcador de
peso molecular pré-corado Bench Mark" prestained protein ladder (Invitrogen Tech-line, USA).

5.2.1.2 — ELISA utllizando na fase soélida
MPB70r purificada em Ni-NTA.

O objetivo desse ensaio foi verificar se no
ELISA  ocorreriam  também  reagoes
inespecificas nosso soros de animais nao
regentes a tuberculinizacdo, nao se
preocupando em padronizar as leituras de
absorvancias obtidas segundo a Lei de
Lambert-Beer.

Testes de ELISA foram também realizados
com a proteina purificada em coluna de
niquel. Foram realizados ensaios contendo
60 soros bovinos provenientes de fazenda
livre de tuberculose (Tabela 2 rebanho 6),
um soro de bovino reativo a tuberculinizagcao
(Baleia — Tabela 2 Rebanho 2), dois soros
controles positivos (soros imunes de coelho
anti-M. bovis e anti-MPB70r produzidos no
item 4.3) e como controle negativo, um soro
imune de coelho anti-M. avium produzido no
item 4.3.

Os resultados do ELISA indireto (Tabela 4)
confirmaram os dados obtidos no WB
(Figuras 11 e 12). A MPB70r foi reconhecida
pelos soros imune controles anti-M. bovis e
anti-MPB70. A proteina nao reagiu com
anticorpos do soro imune anti-M. avium.
Porém, mais uma vez foi observada reacao
inespecifica com dois soros de animais nao
reagentes a tuberculinizagao.

Ainda na Tabela 4 o ponto de corte (média
dos soros negativos somados a trés desvios
padrao na DO de A492,,) nesse ensaio foi
de 1,129. Como as leituras dos soros
desses animais variaram de 0,004 a 1,641 o
desvio padrao (0,296) foi maior que a média
(0,241) deixando o ponto de corte pouco
confiavel. Com esses resultados tornou-se
clara a necessidade de utilizar outras
alternativas de purificacao da MPB70r.

59

.1:1.‘; UF N‘LC‘




Tabela 4 — Ensaios de ELISA indireto desenvolvidos em suportes placas Nunc sensibilizadas
com MPB70r purificada em Ni-NTA em 60 soros de animais do rebanho 6 nao reagentes a

tuberculinizacao do rebanho 6

Origem Numero de identificacdo dos soros dos animais testados (A492nm)

3 (0,055) 41(0,423) 6 (0,838) 7(0.103) 11(0.365) 12(0,239)

13(0,174) 14 (0,486) 16(0,057) 17(0,348) 19(0,187) 20(0,294)

T r— 23(0,119) 26(0,027) 29(0,104) 32(0,291) 34(0,289) 36(0,170)
reagentes & 37(1,130) 43(0,343) 47(0,105) 48(0,081) 49(0.346) 50 (0,067)
tuberculinizacio do 52 (0,330) 55(0,182) 56(0,088) 57(0,088) 62(0,160) 63(0,136)
robanlic 6 64 (0,143) 65(0.182) 67(0,159) 69(0,153) 70(0,137) 71 (0,096)
73(0,165) 79(0,186) 82(0,076) 83(0.040) 86(1,005) 88(0.349)
89 (1,641) 110(0,041) 148(0,122) 149(0,010) 151 (0,017) 158 (0,219)
164 (0.102) 166 (0,157) 213(0,219) 224 (0,010) 226 (0,061) 231 (0,059)
233 (0,004) 235(0,130) 236 (0,141) 237 (0,300) 240 (0.,880) 247 (0,027)

Controles: Soros imune de coelho anti-M.bovis (1,905),

anti-M. avium (0,0), anti-MPB70r (1,930)

Média dos soros negativos = 0.241 - Desvio padrao = 0,296

Ponto de corte (Média mais 3 desvios padrao) = 1,129

522 - Purificacao da MPB70r por
ultrafiltracao
Para esse ensaio foram utilizadas

membranas de celulose com poros de 30
kDa de diametro. Esperava-se com essa
metodologia separar as proteinas
contaminantes, as de peso molecular abaixo
seriam filtradas e as acima de 50 kDa
seriam retidas pela membrana. Poréem o
ponto de corte escolhido nao foi suficiente
para alcancar a purificacao desejada.
Analises feitas por SDS-PAGE mostraram
qgue a MPB70r e as proteinas contaminantes
foram encontradas tanto no filtrado como na
porcao retida pela membrana (dados nao
mostrados).

523 - Purificagcao da
Eletroeluicao

MPB70 por

Foram realizadas trés técnicas: membranas
de dialise, Electro eluter e Mini whole gel
eluter. As analises das proteinas coletadas
foram feitas por SDS-PAGE e em nenhuma
dessas tecnicas a proteina foi visualizada,
por causa da interferéncia dos sais
presentes nos tampodes utilizados. Para
reduzir esses sais foram feitas dialises que
ao final diluiam a amostra e com isso, no
SDS-PAGE nao mais se visualizava a
proteina (dados nao mostrados). Nenhuma
dessas técnicas usadas foram consideradas
viaveis como processo de purificagao de
proteinas.

5.2.4 — Purificacao por gel filtracao em
Sephadex G-50

Nao houve purificacao desejada pela
cromatografia de gel filtracao em sephadex
G-50. Esperava-se que as proteinas com
pesos moleculares maior fossem eluidas no
primeirc pico do cromatograma e as
proteinas menores dentre elas a MPB70r no
segundo pico. Pelas analises por SDS-
PAGE a MPB70r foi eluida juntamente com
as proteinas contaminantes no primeiro
pico. Outro problema encontrado estava
relacionado ao volume recolhido nesse
processo, o volume inicial de aplicacao era
de 500 ul e o volume das aliquotas
recolhidas eram de 1 mL., dando volume
final de 60 mL. o que diluia muito a amostra,
e gquando eram realizadas as leituras na
A280 nm nao havia indicios da presenca da
proteina. Foi tentado modificar o fluxo para
0,5 mL por minuto, porém esta abordagem
nao foi efetiva (dados nao mostrados).

5.2.5 - Purificacao da MPB70r por gel
filtragao em sistema de FPLC

O perfil cromatografico da purificacdo por
gel filtracdo esta mostrado na Figura 13. De
acordo com a densidade optica A280 nm
foram identificados oito picos. As aliquotas
desses picos foram analisadas por SDS-
PAGE corado por impregnacao pelo nitrato
de prata (dados ndo mostrados). A banda
da MPB70r foi visualizada somente na
aliquota correspondente ao pico 3 do
cromatograma.
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5.2.5.1 -WB

Na Figura 14 esta mostrado o WB utilizando
a MPB70r purificada por gel filtracdo em
sistema de FPLC. Pode-se observar que
foram eliminadas as proteinas
contaminantes que provavelmente eram
responsaveis pelas reacgoes inespecificas
nos soros de animais nao reagentes a
tuberculinizacao ja discutidas nas Figuras
11 e 12. Na Figura 14 observou-se uma
unica banda correspondente a MPB70r no
soro imune anti-MPB70r produzido em
coelho (Canaleta 2), no soro imune anti-M.
bovis produzido em coelho (Canaleta 4) e
no soro de animal de campo reativo a

63,8kDa.

49 5kDa:

123 456 7 8 9 1011 12 13141516 1718

tuberculinizacao, bovino Baleia do rebanho
2 da Tabela 2 (Canaleta 18).

Ainda na Figura 14 foi observado que um
dos soros de animais reagentes a
tuberculinizacdo nao reconheceu a MPB70r
(bovino Portela do rebanho 2 da Tabela 2,
Canaleta 15). Essa variacao na producao de
anticorpos entre tais animais pode ser
explicada, pois ha uma relacao inversa entre
a resposta celular e humoral, portanto nem
todos 0s animais reagentes a
tuberculinizacao terao anticorpos
detectaveis no ELISA para a MPB70r, como
sera discutido posteriormente.

Figura 14: Western blot em membrana com MPB70r purificada por gel filtracao em sistema de
FPLC. Canaletas 1 e 2: soro de coelho anti-MPB70r antes e depois da imunizacao,
respectivamente; Canaletas 3 e 4; soro de coelho anti-M. bovis antes e depois da imunizacao,
respectivamente; Canaletas 5 e 6: soro de coelho anti-M. avium antes e depois da imunizacao,
respectivamente; Canaletas 7 a 14, 16 e 17 soros de bovinos nao reagentes a tuberculinizacao
(n® de identificacao 8, 39, 55, 65, 13, 64, 6, 19, 925 e 777 respectivamente), Canaletas 15 e 18
soros de bovinos reagentes a tuberculinizacao (Portela e Baleia, respectivamente). A esquerda
marcador de peso molecular pré-corado Bench Mark” prestained protein ladder. Proteina G

peroxidase 1:1000. Revelacao DAB.
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5.2.5.2 — ELISA indireto utilizando MPB70r
purificada em sistema de FPLC

Na padronizagdo desse teste (Figura 15),
para determinar a concentragdo da MPB70r
mais adequada ao sistema foram utilizadas
concentragdes de 1,0 pg, 0,5pg e 0,25 pg
da MPB70r, anticorpos primarios (Tabela 2
soros do rebanho 6 dos bovinos nao
reagentes a tuberculinizagéo de n°® 06, 13, e
353), soro imune de coelho anti-M. avium e
soro de cavalo, soros positivos (soro imune
de coelho anti-MPB70r e soro do bovino
Baleia regente a tuberculinizagdo (rebanho
2, Tabela 2), diluidos 1:100. Como anticorpo
secundario foi utilizado Conjugado proteina
G peroxidase diluida 1:1000. A revelagéo foi
feita por OPD.

Na Figura 15 foi observado que em todas as
concentragbes usadas, a MPB70r reagiu
somente com soros positivos. As
concentragdes de 1,0 e 0,5ug tiveram

o@ VET@
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&

£SCo

leituras de absorvancias semelhantes,
porém a concentragdo de 0,25ug houve
reducdo nas leituras. A partir desses
resultados todos os ELISA foram realizados
utilizando 0,5pug de MPB70r por pogo.

Esses achados estdo de acordo com os
resultados obtidos no WB (Figura 14), onde
a MPB70r ndo reagiu como o soro imune
anti-M. avium (Canaleta 6) nem com os
soros dos bovinos 06 e 13 ndo reagentes a
tuberculinizagdo, Tabela 2 rebanho 6
(Canaletas 11 e 13) e, reagiu com o soro
imune de coelho anti-MPB70r e soro do
bovino “Baleia” reagente a tuberculinizagao
(rebanho 2, Tabela 2) canaletas 2 e 18,
respectivamente.
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O resultado comparativo de 30 soros do
rebanho 6 (Tabela 2) utilizado nos testes de
ELISA indireto com a MPB70r purificada em
coluna Ni-NTA e com a proteina purificada
por FPLC esta mostrado na Tabela 5. O
objetivo desse ensaio era verificar se a
MPB70r purificada por FPLC nao reagia
com soros de animais nao reagentes a
tuberculinizacao, nao se preocupando em
padronizar o ELISA de acordo com a Lei de
Lambert-Beer.

Na Tabela 5. o ELISA com a proteina
purificada em coluna Ni-NTA apresentou
uma media de 0,219 e desvio padrao de
0,316, o ponto de corte tambem apresentou
um valor alto de 1,167. Ja no ELISA com a
proteina purificada por FPLC apresentou na
DO A492,,, média de 0,102, desvio padrao
de 0,040 e ponto de corte de 0,222. Nao foi
observada variacao grande entre 0s soros
dos animais negativos (0,051 - 0,222),
portanto o ponto de corte foi considerado
confiavel. A Tabela 5 mostra que com a
proteina MPB70r purificada por FPLC nao
houve reacao cruzada nos soros testados.
Essa mesma tabela mostra que a partir do

ponto de corte de A492,, 0.222 houve
reconhecimento pelo soro do animal reativo
a tuberculinizacao (Baleia proveniente do
rebanho 2 tabela 2) e com o0s soros
controles positivos: soro imune anti-M. bovis
e anti-MPB70r (produzidos item 4.3). Dos 30
soros de animais provenientes de fazendas
sem relato a pelo menos cinco anos de
tuberculose bovina nenhum um reagiu com
a MPB70r.

Os célculos dos pontos do corte foram feitos
considerando-se a media de 30 soros
negativos somados a trés desvios-padrao.
Os resultados obtidos com esses soros,
utilizando a MPB70r purificada em FPLC,
foram satisfatorios. A fim de se obter com
mais precisao o melhor ponto de corte para
classificar animais positivos e negativos, e
assim, calcular a Sensibilidade e a
Especificidade, foram analisados, pela curva
ROC, 31 soros de animais reagentes e 30
soros de animais nao reagentes a
tuberculinizacao (Tabela 6). O Grafico 1
mostra a representacao grafica desses
SOros.
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Tabela 5 — Ensaios de ELISA indireto desenvolvidos em placas Nunc™ sensibilizadas com
MPB70r purificada em coluna de afinidade pelo niquel (Ni-NTA) e em sistema de FPLC.

Numero de identificacao dos MPB70r purificada Ni-NTA MPB70r purificada FPLC

soros dos animais testados A 492, A492, .

03 0,055 0,091

06 0,838 0.067

12 0,239 0,094

13 0,174 0,051

16 0,057 0,075

19 0,187 0,124

23 0,119 0,063

32 0,291 0,156

43 0,343 0,123

Soros de 47 0,105 0,122
i 50 0,067 0,148
proveniente de 50 0’330 0‘083
fazenda livre 55 0!182 0‘054

de tuberculose s ;

(rebanho 6 57 0.088 0,104
Tabela 2) 62 0,160 0,082
63 0,136 0,078

64 0,143 0,112

67 0,159 0,072

69 0,153 0,065

73 0,165 0,117

83 . 0,040 0.029

89 1,641 0,090

110 0,041 0,135

149 0,010 0,222

151 0,017 0,078

164 0,102 0,108

213 0,219 0,141

233 0,004 - 0,110

237 0.300 0,161

353 XXXXX 0,113

Controles: Soros imune de coelho anti-M. bovis (Ni-NTA = 1,905, FPLC = 1,645), anti-M. avium (Ni-NTA =
0,0, FPLC = 0,0), anti-MPB70r (Ni-NTA = 1,930; FPLC = 0,762), Soro bovino Baleia (FPLC = 0,591)
Purificacao por Ni-NTA: Média = 0,219; Desvio padrao = 0,316; Ponto de corte= 1,167.

Purificagao FPLC: Média = 0,102; Desvio padrao = 0,040; Ponto de corte= 0,222.

(xxxx) — Soros ndo testados. Em negrito: soro de animal ndo reagente a tuberculinizagcéo que
apresentaram reacao positiva no ELISA.
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Tabela 6 — Ensaios de ELISA indireto desenvolvidos em placas Nunc

MPB70r purificada em sistema de FPLC.

sensibilizadas com

Soros Rebanhos N° de identificacao do animal (A492nm)
1 (0,425) 60  (0,033) 63 (0,481)
111 (0,161) 132 (0,302) 172 (0,266)
189 (0,346) 194 (0,137) 221 (0,171)
1 286 (0,433) 367 (0,072) 431 (0,398)
503 (0,010) 783 (0,111) 792  (0,029)
819 (0,270) 1014 (0,084) 1246 (0,446)
1509 (0,076) 1733 (0,066)
Soros de animais
reagentes a 2 Baleia (1,034) Dinora (0,932) Portela (0,069)
tuberculinizacao oriundos
de rebanhos positivos 3 83 (0,035) 128 (0,439) 134 (0,096)
137 (0,123) 144 (0,092) 154  (0,075)
4 374 (0,053) 393 (0,027)
6 3 (0,091) 6 (0,067) 12 (0,094)
13 (0,051) 16 (0,075) 19  (0,124)
23  (0,063) 32 (0,156) 43  (0,123)
Soros de animais nao 47 (0,122) 50 (0,148) 52 (0,083)
reagente a 513 (0,054) 57 (0,104) 62 (0,082)
tuberculinizacao oriundos 63 (0,078) 64  (0,112) 67  (0,072)
de rebanhos negativos 69  (0,065) 73 (0,117) 83  (0,029)
89  (0,090) 110 (0,135) 149 (0,226)
151 (0,078) 164 (0,108) 213 (0,141)
233 (0,110) 237 (0,161)
7 353 (0.113) B
Soros de Animais com 383 g0,0SQ) 454  (0,165) 467 (0,053)
paratuberculose C* '0,055) Rep™ (0,047)
Soros de Animais 474 (0,098) 462 (0,075) o (0,049)
negativos paratuberculose Rep (0,060)
Soro de Animal P08 (0,096)

Sensibilizado com M.
avium

Em negrito; soros de animais reativos a tuberculinizagdo que apresentaram reacéo positiva no ELISA.

Ponto de corte (ROC) = 0,226.

Especificidade de 100% e Sensibilidade de 38.7%.
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Grafico 1: Representacao grafica dos dados referentes a Tabela 6. Cada ponto representa um
animal, a linha na abscissa mostra ponto de corte (média dos soros negativos somados a 3
desvios-padrao); O: Soros negativos (30 soros do rebanho 6 referente a animais nao reativos a
tuberculinizacdo);®: Soros positivos (31 soros de animais reativos a tuberculinizacao
pertencentes aos rebanhos 1, 2, 3 e 4 ). Ponto de corte:0,226; Sensibilidade: 38,7%;
Especificidade:100% ”
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Esses resultados mostraram que o ELISA
utiizando a MPB70r purificada por gel
filtracao possui alta especificidade, sendo
capaz de reconhecer os 30 soros negativos
testados, porem apenas 12 dos 31 animais
positivos a tuberculinizacao foram
detectados por esse teste. De acordo com a
literatura a producao de anticorpos apos
infeccao com M. bovis esta associada com o
estado avancado ou doenca disseminada
onde ha uma carga alta, de antigenos
circulantes. Como em rebanhos €& dificil
determinar exatamente a quanto tempo o
animal esta infectado. nem todos os soros
positivos para tuberculinizacao serao
positivos nos testes sorologicos. pois estes
dois testes medem diferentes tipos de
resposta imune.

DOuso
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o5 1 N\

— — - -

O trabalho Lightbody et al. (1998), mostrou
que anticorpos contra MPB70 podem estar
presentes no inicio da infeccao e que existe
variacao individual quanto a esse fenémeno.
A Figura 16, extraida desse trabalho mostra
a curva de producao de anticorpos anti-
MPB70 em dois animais experimentalmente
infectados com M. bovis. No animal 193 os
anticorpos anti-MPB70r foram detectados 22
a 100 dias apos infeccao e depois voltavam
a ser observados apos 400 dias da
inffeccao. No animal 198 titulo alto de
anticorpo foi detectado somente apos 625
apos infeccao. Harboe et al. (1990)
observaram producao de anticorpos anti-
MPB70 18 a 22 semanas apos infeccdao com
M. bovis e mostraram relacao inversa entre
surgimento da resposta humoral e celular
como mostra a Figura 17, extraida desse
trabalho.

»~Animal 193

- Animal 198

0 | T | 1
0 125 250

375 500

[ I | I
625 750 875

Dias apos infeccao

Figura 16: Figura adaptada do trabalho de Lightbody et al., 1998 — Resposta antigeno

recombinante nos animais

193 e 198 experimentalmente

infectado com 10" UFC

Mycobacterium bovis. Veterinary Record, v.142, n.12, p.295-300, 1998.
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Figura 17: Figura adaptada do trabalho de Harboe et al., 1990. Relacao entre anti-MPB70 e
resposta de hipersensibilidade do tipo tardia. Linha continua: valores médios de ELISA para
anti-MPB70 em onze animais experimentalmente infetados com M. bovis; Linha tracejada: teste

intradérmico com PPD bovino. Journal Clinical Microbiology, v. 28, n. 5, p. 913-921, 1990.

Atraves do programa ‘“Medcalc” para
obtencao da curva ROC, a sensibilidade
calculada foi de 38,7% e a Especificidade
de 100%. O valor preditivo positivo (certeza
de que o0s animais identificados como
positivo eram realmente positivos) foi de
100%. O valor preditivo negativo (certeza
gue os animais identificados como negativos
eram realmente negativos) foi de 61,2%
numa prevaléncia da doenca estimada em
50,8%.

A sensibilidade baixa reflete a diferenca do
tipo de resposta medida. O teste
desenvolvido mede resposta humoral
enquanto que o teste com o que foi
comparado, tuberculinizacao, mede
resposta celular. A resposta celular é
predominante em animais infectados pelo
M. bovis. O teste alérgico revela reagoes
trés a oito semanas apos a infeccao. Sendo
gue a deteccac de anticorpos varia de
acordo com o antigeno estudado bem como
o estagio de desenvolvimento da doenca.
Por isso nem todos os animais positivos a
tuberculinizacao foram detectados pelo WB
(Figura 14) e ELISA (Gréfico 1). Qutro fator
importante j& discutido & a relacao inversa
entre resposta humoral e celular (Harboe et
al., 1990). Para estimar a concordancia
entre positividade e a negatividade dos
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testes de tuberculinizacao e ELISA utilizou-
se a estatistica Kappa (k) segundo Smith
(1994), cujo valor encontrado foi de 0,35 e
intervalo de confianca, IC 95%= [0,33 —
0,55]. O valor de x mostra nao haver
concordancia entre os testes. '

Em geral os testes de ELISA para
tuberculose bovina descritos na literatura
nao apresentam sensibilidade alta. Costello
et al. (1997) desenvolveram ELISA usando
como antigeno PPD bovino obtiveram 35%
de sensibilidade e 95,9% especificidade.
Rittaco et al. (1990) empregaram PPD
bovino como antigeno na fase solida e
obtiveram 73.6% de sensibilidade e 94,1%
de especificidade. Auer (1987) empregou
lisado inativado de cultura de M. bovis e
obteve 88,7% de sensibilidade em animais
infectados tuberculina positiva, em animais
infectados o0s quais nunca foram
tuberculinizados  encontrou  63%  de
sensibilidade e especificidade de 52,6%. A
sensibilidades desses testes foi maior
quando comparada com a encontrada
nesse trabalho. Isso provavelmente se deve
ao tipo de antigeno usado, uma vez que
esses autores usaram PPD ou lisado de
cultura de M. bovis onde ha variedade de
proteinas dentre das quais se encontra a
MPB70, enguanto que nesse trabalho foi
usado um unico antigeno purificado, cujos




anticorpos produzidos em animais
experimentalmente infectados nao sao
detectados em todas as fases da doenca.

Dos testes de ELISA realizados com MPB70
purificada de cultura de M. bovis, Wood et
al, (1992) obtiveram 96,4% de
especificidade e 18,1% de sensibilidade e
no teste tuberculinizacao sensibilidade de
68,1% e 96,7% de especificidade
comparado-se com lesoes macroscopicas
durante necropsia. Sugden et al. (1997)
usando MPB70 num ELISA indireto mostrou
sensibilidade 65% e especificidade de 75%
em soros bovinos e de 78,9% e 73,7% para
soros de bisao respectivamente. Dos
animais testados por Sugden et al. (1997)
14 S0ros eram de animais
experimentalmente infectados, 24 soros de
animais onde conseguiram isolamento de
M.bovis e/ou histopatologia positiva. Entao
esse autor tinha 100% de certeza que os
animais eram realmente positivos. No teste
desenvolvido nesse trabalho a
tuberculinizacao foi o teste comparativo que
apresenta sensibilidade variando de 68 a
95% e especificidade de 96 a 99%
(Monaghan et al., 1994) em nenhum dos
animais estudados foi feito qualquer teste
confirmando o resultado da tuberculinizagao,
portanto a certeza de que esses animais
eram realmente positivos passa a ser de 68
a 95%.

Devida a baixa sensibilidade o ELISA
padronizado nesse frabalho  mostrou
claramente nao poder ser utilizado para
diagnostico individual de animais infectados
com M. bovis. Porem sua alta especificidade
sugere que maiores estudos devem ser
realizados visando o estabelecimento da
sua sensibilidade e especificidade de
rebanho. Defini-se sensibilidade de rebanho
a probabilidade de um rebanho infectado
ser classificado como infectado pelo teste
aplicado em animais, sendo especificidade
de rebanho, a probabilidade de um rebanho
nao infectado ser classificado como nao
infectado pelo teste aplicado em animais.
Assim, o ELISA desenvolvido nesse
trabalho poderia ser ferramenta valiosa no
Programa  Nacional de Controle e
Erradicacao da Brucelose e Tuberculose
Bovina (PNCEBT) na triagem de rebanhos
negaiivos e positivos. Os rebanhos positivos
seriam candidatos a tuberculinizagao.

Uma outra aplicacao do ELISA desenvolvido
seria a possibilidade de utilizacao como um
teste paralelo a tuberculinizacao. Desse
modo seriam realizados simultaneamente a
tuberculinizacac e a coleta de soro para o
teste de ELISA. A sensibilidade do ELISA
desenvolvido passaria a ser de 92% sem
afetar a especificidade de 99%. Os animais
nao reagentes a tuberculinizacao
(anérgicos) seriam detectados pelo ELISA.
Assim o numero de animais falso-positivo
dentro do rebanho diminuiria e aumentaria a
eficiéncia do programa de erradicacao da
tuberculose bovina.

A contribuicao desse ELISA no (PNCEBT)
para discriminar rebanho positivo de
negativo ira depender da prevaléncia da
doenca no rebanho. Para isso valores

preditivos  positivo e negativo foram
determinados  atraves do  programa
“MedCalc” considerando diversas

prevaléncias da doenca (Tabela 7). Para
fins de estimativa considerou-se
especificidade com valor de 99%. Atravées
dos resultados da Tabela 6, quando a
prevaléncia da doenca no rebanho for de
1%, a probabilidade desse ELISA de
detectar animal positivo € de 28%. Ja num
rebanho onde a prevaléncia da doenca for
de 20%, a probabilidade aumenta para
90,6%. Entao, quanto maior for a
prevaléncia da doenca no rebanho maior a
probabilidade de animais positivos serem
detectados por esse ELISA.

Tabela 7: Valores preditivos positivos e
negativos em diferentes  prevaléncias
considerando-se Sensibilidade 38,7% e
Especificidade 99%.

Prevaléncia Val.o_r Vai_o_r
(%) Prg_dat:vo Pret_:lltlvo
Positivo (%)  Negativo (%)
1 28,1 99,4
3 54,5 98,1
5 67,1 96,8
10 81,1 93,6
15 87,2 90,1
20 90.6 86.6
50,8 100,0 61,2

Valores calculados através do programa
“MedCalc”
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O teste de ELISA mostrou que a MPB70r
nao reagiu inespecificamente com soros de
animais infectados com M. paratuberculosis
(Tabela 2), e nem com soro imune de
coelho anti-M. avium (item 4.3) e soro
bovino sensibilizado com M. avium. Tendo
em vista que essas micobactérias podem
sensibilizar os animais do rebanho
resultando em reacoes inespecificas nos
testes de diagnosticos, os resultados da
Tabela 6 sugerem que fais reagoes nao
ocorreriam nesse ELISA. A Instrucao
Normativa Ministerial n® 2 de 01/2001
regulamenta o teste de tuberculinizacao
comparativo como teste confirmatorio para
animais reagentes aos testes de rotina
(Brasil, 2001). Esse € realizado para
eliminar as reactes cruzadas pelas
micobactérias  ambientais  fazendo a
diferenca das reacoes de hipersensibilidade
do PPDB em relagao ao PPDA, que ¢ obtido
a partir de culturas de M. avium. Segundo
Mota e Lobato (1998), embora constitua
valioso meio de reconhecer reagoes
inespecificas, a tuberculinizacao comparada
com tuberculina aviaria e bovina ainda deixa
certa margem de duvida,
independentemente dos critérios utilizados
na interpretacao das reacoes.

Outro problema relacionado a
tuberculinizacao € a sua baixa eficiéncia de
nao detectar animais anérgicos. O ELISA
desenvolvido possivelmente poderia ser
utilizado para detectar tais animais. De
acordo com Harboe et al. (1990) anticorpos
contra MPB70 sao detectados quando a
resposta celular diminui (Figura 17). E,
segundo Lightbody et al. (1998) (Figura 16)
anticorpos anti-MPB70 sao detectados
numa fase tardia de infeccao nos animais
com lesOes tuberculosas macroscopicas
(Lightbody et al., 2000) geralmente esses
animais manifestam fenémeno de anergia. A

74

presenca de animais anergicos colocaria em
risco o PNCEBT. Estudos utilizando esses
animais poderiam ser testados por esse
ELISA. que se comprovada a sua eficiéncia
seria uma ferramenta valiosa para ser usada
no programa.

Como  vantagens em relacdo a
tuberculinizacao, O ELISA precisaria de um
procedimento envolvendo uma unica visita
ao rebanho. Qutra vantagem seria poder
repetir o exame dos animais cujos
resultados forem inconclusivos, a qualquer
tempo, o que nao & valido para a
tuberculinizacao por causa da
dessensibilizacao inviabilizando a repeticao
do teste num pequeno intervalo de tempo.
Segundo Radunz e Lepper (1985) pelo
menos 60 dias devem ser aguardados apos
tuberculinizacao para a realizagao de novos
exames.

O ELISA padronizado também poderia ser
utilizado para detectar anticorpos contra
MPB70 em outras espécies, pois foi
empregada proteina G peroxidade que e se
liga na porgao Fc de imunoglobulinas de
muitas espécies de mamiferos. Por
exemplo, estudos futuros poderiam ser
realizados para avaliar sua utilizagcao em
homens anérgicos ao teste de
intradermoreacao, pois a MPB70r mostrou
100% de similaridade com a proteina
MPT70 do M. tuberculosis.

5.2.5.3 — Teste de estabilidade

O teste de estabilidade da MPB70r
adsorvida nas placas de ELISA
convencionais mostrou que a MPB70r
continuou sendo reconhecida pelos soros
controles (Tabela 8). A estabilidade foi
estudada somente a 4°C no tempo maximo
de 30 dias.
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Tabela 8: Teste de viabilidade de placas Nunc sensibilizadas com da MPB70r e mantida a 4°C

e testadas em teste de ELISA em diferente s dias

Soros A492 nm A492 nm A492 nm
15 dias 30 dias
Soros de animais reagentes a
tuberculinizacao
Anti-M. bovis 1.653 2,062 1,757
Anti-MPB70 1.599 2.002 2,215
Baleia 1.480 1,404 1,414
Soros de animais nao reagentes a
tuberculinizacao
Anti-M. avium 0,019 0.036 0,028
Boi 353 0.399 0.243 0,139
Boi 13 0,181 0,135 0,166
5.3 - Sintese dos Hidrogeéis abordagem, nesse trabalho, foram

5.83.1 - Analises espectroscopicas dos
hidrogéis sintetizados

Hidrogéis sao polimeros hidrofilicos que
podem absorver agua ou fluidos biologicos
O PVA, formula guimica [CH.-CH(OH)],, &
um polimero sintético soluvel em agua e
biodegradavel que vem sendo utilizado no
preparo de hidrogeis, na obtencao de
membranas anfifilicas para imobilizacao de
enzimas.

A insolubilizacao do PVA pode ser feita por
reacoes com dialdeidos, tais como o GA. A
estrutura de ligagcao cruzada pode ser obtida
da reacao entre grupos hidroxil do PVA e os
grupos aldeidos do GA na presenca de
acidos. A propriedade de permeabilidade
das reacOes cruzadas depende da
guantidade de aldeidos incorporados, do
grau de hidrolise e do peso molecular.

Estudos de obtencdo de PVA tém sido
desenvolvidos para o controle da
cristalinidade e pela introducao de grupos
funcionais para melhorar ou conferir
propriedades especificas. Dentro dessa

introduzidos na matriz polimérica os agentes
reticuladores GA cuja formula quimica e
CHO-(CH,)s-CHO e TEQOS, formula quimica
Si(OCHaj)a.

Os dispositivos PVA e o hibrido PVA+TEOS
apos reticulacao apresentaram-se sob a
forma de filme transparente nao sendo
possivel remové-los do molde. Ja os
hidrogeis de PVA+GA e hibridos de
PVA+GA+TEQS formaram discos de 10 -
20 mg com didmetro médio de 0,5 mm que
podiam ser facilmente manipulados (Figura
18). A mudanca na forma dos dispositivos
pode ser devida as interacOes entre os
grupos aldeidos do GA e as hidroxilas do
PVA, pois o GA € um agente bifuncional que
normalmente age como formador de
ligacoes cruzadas.

Ainda na Figura 18 pode ser observada nos
dispositivos, heterogeneidade de cor e
tamanho. Esses aspectos sao inerentes ao
processo de secagem. Os dispositivos que
ficaram proximos as extremidades da placa
sofreram  reticulacdo mais rapida e
obtiveram cor mais escura que O0s
dispositivos que estavam localizados mais
no interior da placa.
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Figura 18: Hidrogel de alcool polivinilico sintetizado com agente reticulador glutaraldeido.

Na Tabela 9 estao os dados usados como referéncia para as andlises do FTIR.

Tabela 9: Mapa simplificado das regides de absor¢ao na regidao do infravermelho de diversos

_grupamentos quimicos

Freqiiéncia (cm’)

Referéncias

Espécie Tipo de vibracao
C-H (alquenos) estiramento
C-H3 (alquenos) dobramento
C-H (alquenos) dobramento
C-H (aldeido)
C=0 (aldeido)
C-O (alcool, éter,

éster, ac. carboxilicos
O-H (alcool e fendis)

H ligado

Si-O-Si estiramento
assimétrico

Si-OH estiramento

Si-O-Si estiramento simétrico

Amida |

Amida Il

3000-2850
1450 e 1375
1465
2900-2800
2800-2700
1740-1720
1300-1000

3400-3200

1100-1000

950-900
800-700

1620-1680
1480-1580

Pavia et al. (1996)

Mansur et al. (2000)
Pereira et al. (1999)

Mansur et al. (2001)
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Os picos caracteristicos da base polimérica
de PVA estao mostrados em destaque na
Figura 19 e serao utilizados como referéncia
para evidenciar as modificacoes ocorridas
nos dispositivos apos adicao dos agentes
GA e TEOS. Neste espectro pode ser
observado na regidao 3400 - 3200 cm' um
pico largo referente as ligacdes (vou) €
confirmada pela ligagao (vc.o) proxima 1300
- 1000 cm . Os picos nas regioes 3000 -
2850 cm’' e 1465 cm’ referem-se
respectivamente as ligacoes (vcn) € (Vonz)
(Pavia et al., 1996).

No espectro de FTIR do PVA+GA (Figura
19a) sao observadas modificacoes no perfil
do espectro quando comparado ao espectro
de referéncia. A primeira alteracao refere-se
as ligagoes (vo.n) devida a reacao com o
GA. A segunda alteragao esta relacionada
aos picos caracteristicos dos aldeidos que
se tornaram mais proeminentes, que sao: 2
picos fracos de absorcac referentes as
absorcoes de ligagao (ve.y) proximas a 2850
cm™ e 2750 cm' a direita do pico de
absorcao (Ven aiaico) €M 2944 cm’ e
também na regiao 1740 - 1720 cm™' devido
absorcao da ligagao (ve_o) (Pavia et al,

1996). A presenca da ligacao C=0 no
PVA+GA pode ser devido aos aldeidos nao
reativos pendentes em sua cadeia, ou seja,
dos dois grupos aldeidos da molécula de
GA somente um grupo participa na reagao
de ligacao ao polimero, enquanto que o
outro permanece nao reativo, livre na
cadeia. Durante o processo de reacgao, as
moléculas de GA reagem com as hidroxilas
do PVA, a medida em que as ligagbes
cruzadas estao sendo formadas ocorre uma
reducao na mobilidade das cadeias de PVA
e, por conseguinte, a reatividade do sistema
diminui, diminuindo também a taxa de
reacao deixando aldeidos livres. Pelas
analises do FTIR foi possivel verificar a
formacao do hidrogel PVA+GA.

As bandas de vibracdo normalmente
encontradas nas estruturas das proteinas
(Lu et al., 1994; Malmsten, 1998) referem-se
as ligagoes da amida |, Il e Ill. A presenca
da MPB70r no hidrogel pode ser
comprovada nos espectros da Figura 19b
nas regides 1680-1620 cm™', 1580-1480 cm’
" e 1246 c¢cm’, onde se caracterizam as
regides de absorgdao das amidas I, Il, ‘Il
(modo estiramento), respectivamente.
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Figura 19. Espectro de FTIR do hidrogel de PVA adsorvido ou nao com MPB70r: Em destaque
na parte superior o espectro da base polimérica de PVA onde estao indicadas as regioes de

absorcao das ligagoes (vo.u), (Vo). (Verz) € (veo) em 3570 - 3200 cm’’, 3000 - 2850 cm™' e

préximo a 1465cm’,

e em 1300 - 1000 cm™" respectivamente; a) hidrogel PVA+GA com

indicacao das regides de absorcao das ligagoes especifica dos aldeidos (vc.u) € (ve—o) em 2850
- 2750 cm™” e 1740 — 1720 cm’' respectivamente; b) hidrogel PVA+GA+MPB70r onde estao
indicadas as regidoes de absorgao das ligacoes referentes as amidas |, Il e Il em 1680 — 1620
cm’, 1580 — 1480 cm ' e 1246 cm™ respectivamente.
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Comparado-se os trés espectros da Figura
20 a formacao do hibrido PVA+GA+TEQOS é
comprovada pela identificagao dos picos
referentes as ligacoes (Ve aitatco)s VoH), €
Ve-p) indicativos da presenca do GA e da
presenca dos grupamentos caracteristicos
do TEOS nas regides 1100 1000 ¢cm’', 950
~ 900 cm” e 800 —700 cm™ os quais sdo
devidas as absorcoes das ligagdes vsi.os;
(modo de estiramento assimetrico), ligacoes
Vsi.on (Modo de estiramento) e ligacoes vsio.

si (modo de estiramento simétrico)
respectivamente (Pereira et al.,, 1999;
Mansur et al., 2000; Mansur et al., 2001). O

espectro de FTIR do TEOS (Figura 20c) foi
produzido a partir de uma subtracdo dos
espectros da Figura 20a e 20b para
evidenciar as modificacces no perfil do

espectro ocorridas apos a adicao do GA e a
formacao do disco hibrido PVA+GA+TEOS.
A ligacao Si-O ocorre quando ha ligacao de
um Unico grupo alcoxi reativo ao polimero.
Os tipos de ligacao Si-O-Si que podem
ocorrer revelam os possiveis arranjos entre
as cadeias poliméricas. Assim, a formacéao
de uma ponte entre estas cadeias
poliméricas & observada guando ocorre a
ligacao de dois grupos alcoxi reativos em
duas cadeias lineares do polimero. A
formacao de reacOes cruzadas entre as
cadeias do polimero ocorre quando ha a
ligacao de trés grupos reativos a trés
cadeias do polimero e por fim a formacao de
rede polimérica ocorre quando houver
ligacao dos quatro grupos funcionais ao
polimero.
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Figura 20. Espectros de FTIR dos hidrogéis e discos hibridos de PVA: a) hidrogel PVA+GA

com indicacao das regides de absorq:ao das ligagoes especifica dos aldeidos (vc.p) € (Ve—o) €M
2850 — 2750 cm ' e 1740 — 1720 cm’' respectivamente; b) disco hibrido PVA+GA+TEOS onde

estao ndlcadas as regioes especnflcas do TEOS (vsiosi), (Vsion) € (Vsio.si) em 1100-1000 cm’
950-900 cm™' e 800-700 cm'; ¢) TEOS - resultado de subtragdo dos espectros (a) e (b) onde

também estao indicadas suas regiées de absorcao especificas.
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5.3.2 - Adsorcao da MPB70r nas matrizes
polimeéricas dos hidrogeis sintetizados

A imobilizacao de proteinas em suportes
solidos tem sido um dos campos mais
promissores da area da bioengenharia. A
interacao proteina-superficie e influenciada
por fatores como tipo de ligacao, carga
superficial e composicao guimica, inerentes
tanto ao material guanto a proteina e ao
ambiente onde se desenvolve a reacao.
Nesse trabalho foi realizada a imobilizacao
da MPB70r nos hidrogeis PVA+GA e
PVA+GA+TEOS.

Na Figura 21 estdao os espectros de FTIR
dos dispositivos que sofreram adsorcao

i

i

Absorvancia ( Unidades arbitrana)

direta da MPB70r. A Figura 21a mostra o
espectro do disco hibrido PVA + GA +
MPB70r onde estao indicadas as regides de
absorcao das amidas |, II, Il em 1680 - 620
cm’, 1580 — 1480 cm’ e 1246 cm’,
respectivamente.  Essas bandas de
absorcao nao foram Vvisualizadas no
espectro PVA + GA (Figura 19a). Ainda na
Figura 21 esta o espectro de FTIR do disco
hibrido PVA + GA + TEOS + MPB70r
mostrando tambem as regides de absorg¢ao
das ligacoes quimicas das amidas |, I, lll as
quais nao foram observadas no espectro
PVA + GA + TEOS (Figura 20b). A Figura
21, portanto comprova que ocorreu a
adsorcao direta da MPB70r nos dispositivos
sintetizados.

Amide IlI

4000 3000 2000

1500 1000 400

Wavenumber (cm™)

Figure 21. Espectros de FTIR dos hidrogéis e discos hibridos de PVA adsorvidos ou ndao com
MPB70r. a) PVA+GA+rMPB70; b) PVA+GA+TEOS+MPB70r). As ligacoes tipicas encontradas
em proteinas estdo nas regides de absorgao das ligagdes referentes as amidas |, Il e Il em
1680 — 1620 cm™', 1580 — 1480 cm™' e 1246 cm’', respectivamente.
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Através das analises dos espectros de FTIR
realizados ficou comprovado o sucesso da
sintese dos hidrogeis.

5.3.3 - Analises dos Hidrogeis como
suportes nos ensaios de ELISA indireto com
proteina MPB70r purificada em sistema de
FPLC.

A partir da confirmacao da formacao dos
dispositivos bem como a certeza de que a
MPB70r estava neles adsorvida, foram
feitos os testes para determinar a presenca
de anticorpos anti-MPB70 em soros de
animais reagentes a tuberculinizacao. O
teste realizado na placa Maxisorp” Nunc
foram detectados anticorpos anti-MPB70r no
soro imune de coelho anti-MPB70r e no soro
do bovino reagente a tuberculinizacao e nao
foram detectados os anticorpos no soro
imune de coelho anti-M. avium e soros dos
bovinos nao reagentes a tuberculinizagao
como se esperava (Tabela 10).

Nos testes de ELISA realizados com PVA,
PVA+TEOS e PVA+TEOS+GA adsorvidos
com MPB70r nao houve reacao (dados nao
mostrados). Ja no hidrogel PVA+GA foram
detectados anticorpos com resultados
semelhantes ao teste de ELISA realizado
com a placa Nunc. Porém no ELISA
realizado fazendo-se a mudanca dos
hidrogéis nos orificios da placa a cada etapa
do ELISA nao foram mais detectados os
anticorpos anti- MPB70r, sendo detectado
somente nos orificios onde nao foram
colocados os hidrogeis (Tabela 10). Estes
dados mostram que a MPB70r foi removida
durante as etapas do ELISA sugerindo que
no periodo de adsorcao da MPB70r ao
hidrogel houve formacao de ligagoes fracas
do tipo van der Waals que foram facilmente
desfeitas durante a etapa de lavagem. Nos
ensaios de FTIR a proteina foi adsorvida e
incubada a 42°C por no minimo trés horas
j& nos ensaios de ELISA o tempo de
adsorcao foi apenas de 1 hora a 37°C. O
tempo e a temperatura inferior poderiam ter
influenciado negativamente no processo de
adsorcao da MPB70r aos hidrogéis. Ainda
em relacao a interacao dispositivo-proteina,
0 que também poderia ter ccntribuido para a
formacao de ligagoes fracas entre as

superficies foi 0 uso do tampao Tris (pH 9.0)
para a adsorcao da MPB70r. Nessas
condicoes a MPB70r passaria a ter carga
negativa em uma superficie hidrofilica.

As placas utilizadas no ELISA onde foram
alojados os hidrogéis eram placas
destinadas para cultura de celulas que
foram previamente tratadas com acido
nitrico, como foram detectados anticorpos
anti-MPB70r, isto indica que o sistema
melhor para adsorcao da MPB70r deveria
ter carater mais hidrofobico. Este carater
poderia ser conseguido adicionando-se aos
hidrogéis grupos funcionais tais como amina
(NH,) e grupos mercaptanos (SH).

Outra abordagem poderia ser feita em
relacao a concentracao de proteina usada
no sistema. Nos ensaios de ELISA foram
utilizados 0,5ug/50pl. Essa quantidade foi
suficiente para ensaios utilizando placas
convencionais, que € um sistema de
superficie funcionalizada para se obter
maior adsorcao protéica. Uma concentracao
maior da MPB70r poderia ser testada no
processo de adsorcao aos dispositivos para
definir a concentracao proteica melhor a ser
utilizada nesse novo sistema.

Em relacao aos dispositivos, poderiam ser
realizados testes para verificar a presenca
ou ndao de poros nos dispositivos. A
porosidade pode influenciar também na
interacao superficial entre dispositivo e
proteina, uma vez que, dependendo do
modo de ligacao poderiam ser escondidos
epitopos de interesse.

Barros e colaboradores (2002) produziram
discos de PVA-Glutaraldeido e polisiloxano
como suporte em ELISA para deteccao de
anticorpos contra  Yersinia pestis e
mostraram  haver semelhancas com
adsorcao de antigenos nas placas
convencionais para ELISA. Coelho e
colaboradores (2003) utilizando técnica de
sol-gel produziram discos de alcool
polivinilico e polisiloxano, como suporte no
ELISA para deteccao de IgG anti-Toxocara
canis e ‘rerificaram semelhancas entre o
suporte desenvolvido e placa convencional.
Nestes dois trabalhos os autores nao
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mencionam se 0s dispositivos eram
trocados ou nao dos orificios da placa a
cada etapa do ELISA. Em nosso ELISA
mostramos a importancia desse

procedimento, pois mostramos que a
MPB70r adsorveu no orificio e nao nos
dispositivos.

Tabela 10: ELISA indireto com MPB70r purificada em sistema de FPLC utilizando hidrogéis de

PVA + GA como suporte

PVA+GA' PVA+GA® Sem hidrogel

A492nm A492 nm A492 nm
Soro imune de coelho anti-MBP70r 0.510 0,027 0,611
Soro bovino reagente a tuberculinizacao 0,250 0,049 0,511
Soro imune de coelho anti-M. avium 0,022 0,011 0,074
Soro bovino nao reagente a tuberculinizacao 0,058 0,024 0,046

‘): hidrogel mantido no mesmo orificio da placa a cada etapa do ELISA.
“: Hidrogel removido do orificio da placa a cada etapa do ELISA.

Todos os valores foram medias.

6 — CONCLUSOES

A expressao da MPB70r foi observada a
partir de 1 hora apds inducao por IPTG,
sendo produzida de forma solivel em
temperatura de incubacao da cultura
bacteriana a 25°C. A MPB70r produzida
mostrou 100% de identidade com a
sequéncia tedrica da proteina imunogénica
MPB70 do M. bovis, e com a MPT70 do M.
tuberculosis.

O melhor processo de purificagao para a
MPB70r produzida foi por FPLC.

A MPB70r foi reconhecida pelo anticorpo
monoclonal 4C/17 anti-MPB70, pelos soros
de bovinos reagentes a tuberculinizacao,
pelos soros imunes de coelho anti-M. bovis
e anti-MPB70r. Nao apresentou reagao
cruzada com soro imune de coelho anti-M.
avium ou soros de bovinos com
paratuberculose.

O - ELISA estudado mostrou alta
especificidade e baixa sensibilidade.

As andlises dos espectros de FTIR
mostraram que os hidrogéis e hibridos de
PVA adsorvidos ou nao com a MPB70r
foram sintetizados com sucesso. Porém,
sua utilizagao como suporte alternativo em
imunodiagnodsticos, nas condigdes em que
foram realizados os testes ELISA nao
ofereceu vantayens em relacao aos
suportes convencionais.
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Anexo 1: Vetor de clonagem molecular pGEM” - T

A clonagem realizada usando o Kit “9GEM” - T and pGEM® - T easy vector systems” (Promega
Corporation, USA) foi escolhida, pois permite a ligacao do produto de PCR diretamente no
plasmideo. O pGEM® -T ¢ fornecido na forma linear, sendo que em ambas extremidades 3' ha
uma timidina para evitar o retorno a forma circular. Essa timidina melhora a eficiéncia de
ligacdo do produto de PCR no sitio de insercdo, pois a polimerase termoestavel desse kit
adiciona uma unica deoxiadenosina ao final 3’ de cada fragmento amplificado. A inativacao da
regido codificadora dos «-peptideos da enzima [(-galactosidade permite identificar clones
recombinantes através da cor. O mapa esquematico do pGEM"® -T abaixo evidencia a regiao
multipla de clonagem dentro da regido codificadora a-peptideo da enzima 3-galactosidade.
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Anexo 2: Vetor de expressao pQE30.

A clonagem foi realizada usando o “QlAexpress Kit" (QIAGEN Inc., USA) e vetor de expressao
o plasmideo pQE-30. Esse plasmideo possui o promotor do fagoT5 e duas sequéncias do
operador /ac que promovem a repressao do promotor T5, mantendo baixa a expressao de
genes que estao sob seu controle. Possui RBSII (synthetic ribosomal binding site) para altas
taxas de traducao. e sequéncia codificadora para seis Histidinas (que auxilia no sistema de
purificacao por cromatrografia de afinidade). sitio multiplo de clonagem contendo sitios para 9
enzimas de restricao. Possui também o gene [(-lactamase (bia) que confere resisténcia ao
antibidtico ampicilina. A express@o de proteinas recombinantes por pQE30 € rapidamente
induzida apos adicao de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo) que se liga a proteina do
repressor /ac inativando-a. Esse plasmideo insere na proteina de interesse seis histidinas que
podem se localizar na porcao N ou C-terminal. Essas histidinas promovem a ligagao da
proteina recombinante em resinas constituidas por niquel ou zinco simplificando seu o
processo de purlfncagao por um passo unico de cromatografra por afinidade de metal. O mapa
esquematico do pGEM” -T abaixo evidencia a posicdo do RBSII, O ATG inicial, a regido das
seis histidinas, regiao multipla de clonagem e os codigos de terminacao.
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Anexo 3: Resuitado das fases de leituras da MPB70r feitas
através do programa “Translate Tool™

, s AP ANy Home pacge ] Site Map l Search ExPASy l Contact us l Proteomics tools I

Search Swiss-ProVTrEMBL for - i

Translate Tool - Results of translation

Please select ane of the following trames

25 Frame |

NMa RGSHHHHHHGSGDLVGOGPGCAEYAAANPTGPASVOGMaSODPYAVAASN
NPELTTLTAALSGOQLNPOVNLVDTLNSGOYTVFAPTNAAFSKLPASTIDELKT
NSSLLETSILTYHVVAGOTSPANVVGTROTLOGASVTVTGOQGOGNSLKYGNADVY
COGVSTANATVY MetIDSVLMetPP AStopN

M3 Frame 2
NStopEDRITITITDPAIWWARAARNTROPIPLGRPRCRECRRTRSRWRPRTIRS
Stop O RStopRITHTCRASSIRKStop TWW I IPSTAVSTRCSHRPIRHLASCRHPRNSTSSR
PIRHCStop PASStopP T T StopW PARKPARPTISSAPVRPSRAPAStopRStopP VRVTASRS
VIPTSSVVGOLPPTRRCTStopl. TACStopCLRREK

S Frame 3
NEFRIASPSPSRIRRSOGOGPGLRGIRGSOSHWAGLGAGNVAGPGRGGGLEQSGOGND
NADGCOTVGPAQSASKPGGHPOORSVIIGVRTDOQRGIStopOQAAGIHDRRAODOQF
VIADOHPDIPRSGRPNOPGORRRIIPSDPPGRQRDGDRSGSopQPOQGRStopRRR
REWWGVYRORDGVHDStopORANASGVK

VS Frame |
ILRRRHSWpHAVNHVHRRVGGRHPTTDDVGVTDLEAVTLTGHRHAGALEGL
GADDVGRAGLAGHYVVGODAGOQOStopRIGLELVDRGCROQLAKCRVYGRCEHRY
LTAVEGVHOVYLRIELARQCSRORCOLRIVRGRHRDRVLRHSIHRGRPSGIGC
RYVFRAARAHOQIAGSVMetV MetVMetRSSHNX

3'S' Frame 2

FYAGGISTLSIMatY TVALAVDTPPOTTSALPTLRLLUPStopPVTVTLAPWRY StopR
VPTTLEAGLVWPATTWStop VRMet LVSSDELVLSSSIVDAGSLLNAALVGANTVY
StopPLLRYVSTRFTCGLSWPDSAAVSVVNSGLFEAATATGSCDIPCTEAGPYGLA
AAYSAQPGPTRSPDPStopW StopW StopCDPIL XX

A3 Frame 3

FTPEALARCOSCTPSRWRSWopT PHHRRRRRYRPStopGCYPDRSPSRWRPGGSDG
CRRRWPGWFGRPLRGRSGUWSAVINWSStopARRSW Met PAACStop Met PRWSVR
FPCTDRCStopGOCPPGLLADStop AGPTVQPSALSTPDCSRPPPRPGPATFRPAPRPA
OWDWLPRIPRSPGPPDRRIRDGDGDAILSXX

l wa EAPASY Home page I Site Map l Search ExPASy [ Contact us Proteomics tools I

" http://au.expasy.org
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Anexo 4: Resultado da Anadlise de identidade da seqiiéncias nucleotidica da
MPB70r no “GenBanK” pelo programa
Basic Local Alignment Search Tool - BLASTN

. BLASTN 2.2.8 [Jan-05-2004]

Reference:
Altschul s

Jinghui Davi
“Gapped

1452 letters)

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
0, 1 or 2 HTGS sequences)
J sequences; 10,421,193,701 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search
please refer to the BLAST PFAQs

Score E
]

sequences producinyg significant alignments: thits) Va
] 1134527 Mycobacterium tuberculosis H37R... a.o
31| 64 1 Mycobacterium tuberculosi...
31 1619¢ Mycobacterium bovis subsp. bovi. ..,
J 14 M.bovis DNA for immmunoger ] o
§ Mycobacterium tuberculosis ... 9.0
P ' racterium bovis 35 0.0
3 €ldbj; g rium bovis g I
2 i gl M i aCreted prote -
g 14 AE obacterium tuber S 0.¢
3 i 3 2301 igen MPB S . C
1 14t * = MPB70 - 5e-18
11 4 P  Mycobacterium bovis gene for ...
14 Bradyrhizobium japonicum USDA 1
1 : 3GN  M.tuberculosis mpti83 gene
| Mycobacterium bovis lipopro...

gi 353424 254.1 Bradyrhizobium japonicum DA 1 .
31| 3 13,1 Bradyrhizobium japonicum .
gi]244278& * C082911% Streptomyces co n -

. ] 14 2 s | F P 351 Streptomyces cos aloe. ..

L ' Efsm Anopheles gambiae ENSANG :

= x i : e Xantho 1 campesiris pv. .o 4.0
3114 Mus musculus chromoscme 7 3 4.0

.0 M

1 ¥ Mus musc

Alignments

" Http://www.ncbi.nim.nih.gov
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Anexo 5: Resultado da Andlise de identidade da MPB70r com proteinas
depositadas no “GenBanK” pelo programa
Basic Local Alignment Search Tool — BLAST X**

mz s b

BLASTX 2,2.8 {Jan-053-2004]

Reference: - )
mltechy), Stephen F., Thomas L. Mackien, Ateiandre A. Schaffer,

Tinghui Zhang, 3heng Bhang, Webb Miller, andt David J. Lipwan (18571,
"aapped BLAST and BSIYBLAST: & hew geperation of proveln davabase seanch
prograns", HNuclelc Aelds Res. 25:3889-3402.

Kib: 1082€32105-3312-1530649585255. BLASTRS
Query= POII-F

{531 leétters)

Database: All noneredundant GenBank CDS
traaslations+eNBASwiseProl+PIRALERE
2,068, 342 seguences: TTE, 115,222 total letters

EPf wou kave any problems or guestiong with the asults 6f this search
pleage refer to the BLAST PAQs

TaiZonomy reporus
b
g ‘-
Related Structures g
Seope E I
Beguences produgting sighificant aligumenbs: thits) Value P
jlﬂﬂ?F yx:;}hsr195 major secréted proteln MERYO precursocr... Be-3¢ o i
i i1 ] b LEompt i [Myoobacteriam btubsreula, .. Ze-#6
Mpt7d  [Myoabactsr iam rubereulosisi Bu-8& g
(hain A, Salutien Structure of The A... *,if
antigen MPBI0 T o
1) =ptd3 [Mycvebkacterium tubercula, .. Za -
.IJ p23 2 b‘é‘
4327.1] COGE335: Sevreted and suifac... L L .
g protein - Mysobacterium bovis (f... 3o T
Mptg? [(Mycobacterium tuberculosis) de
Immunegeﬁ protein MPTTQ a... e
i putative lipsprotein {srreptom. .. be
aifs 6;\{?&_6 g putative secreted protein [Str... o
g1!23144534lwf12? 0G1GE516.1] COGZ335T Sgereted and surfsc... >
i ' 433628, J.) Wexls Symbiotically induced co. .. $
ﬁ“algblﬁﬁPsllsa 11 ubknown [Sirerhizoblium meiiloti]

q1L1 ﬂqﬁ%hb ef 8P . 2@41’? ]{ ostegblast specific fattdr Z-r...
ekl OOEZEEb: Secretpd and surfac, .
gnknown [environmental ssmuence}
wondurved hypobhet fval probern...
blrz2474 [Bradyrhazebium japoni...
n 21 o unkneown {environmental degquenced
ghAAFSES308. 1} putative ¢ell adhesieon protein Sy..
velf [P 225098, )L hypothétical protein gloe2iss [...
: 2.1F COG2335: Secreted and surfsc...
hiypothetical proteln {Metbhanos...
.i} transtorming growth factor ind...
59 1t COG2235: Jecrered apd surfac...
Beta-Ig-H3/Fasciclin domain R...
unknow& lenvironmental sequetice)
unknowm [envirommental sggquesncel
P BILOENT [Bradyshizopium Japoiio,.
unkaown |leavirsnmeEntal seaquenced

4 h‘ 4
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Anexo 6: Resultados da analise das Caracteristicas da
MPB70r através do programa ProParam tool*

5
r
:
User-provided sequence:
1 11 21 31 41 51
| I 4 I [ ! I
1 MRGSHHHHHH GSGDLVGPGC AEYAAANPTG PASVQGMSQD PVAVAASNMP ELTTLTAALS =]
61 GQLMPQUNLV DTLNSGQYTV FAPTNAAFSK LPASTIDELK TNSSLLTSIL TYHVVAGQOTS 120
121 PANVVGTRQT LQGASVTVTG QGNSLKVGNA DVVCGGVSTA NATVYMIDSV LMPPA
References and documentation are available
Number of amino acids: 175
Molecular weight: 17704.7
Theoretical pI: 5.8%
Amino acid composition:
Ala (A) 21 12.Q
Arg (R) 2 1.%%
Asn (N} 12 6.9
Asp (D) & 3.4
Cys {C) 2 1.d
Gln Q) 9 5.3
Glu (E) 3 | St )
Gly (G} 17 9,7
His (H} 7 4.0
Ile (I) 3 1.7
Leu (L) 15 B.&
Lys (K} 3 1.7
4 2.3
2 1.1
11 6.3%
18 19.32
o 2.9
4 2.3
19 10.9
e
Asx (B) 0 0.0
= Glx (2) (
da (X) Q
Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): &
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 5
Atomic composition:
Carbon (™ T62
Hydrogen H 1218
— P
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Anexo 7: Resultados da analise das Caracteristicas da
MPB70 nativa através do programa ProParam tool*

ProtParam tool

Reterences and documentation are avaiiable

Number of amino acids: 1%/
Molecular weight: 13K
Theoretical pl:

Amino acid composition:

94

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu):
Total number of positively charged residues (Arg + Lys):

Atomic composition.
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