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RESUMO

Dentre todas as doencas infecciosas que tém afligido a raca humana, a tuberculose
(TB) continua sendo uma das mais letais, resistindo as tentativas da historia da humanidade
em derrotar a consumi¢do. Atualmente, epidemiologistas estimam que um ter¢o da
populagdo mundial esteja infectada pelo bacilo da TB, com uma taxa anual de 8 a 10
milhdes de novos casos e 3 milhdes de mortes. O aumento na prevaléncia da TB, a
emergéncia de cepas resistentes a multiplas drogas, e o efeito devastador da co-infec¢ao
pelo virus da imunodeficiéncia humana levaram a urgente necessidade do desenvolvimento
de novas e mais eficientes drogas anti-TB. Estas podem ser desenhadas baseadas em vias
metabolicas essenciais ao patdgeno e ausentes em seu hospedeiro; este ¢ o caso da via de
biossintese de histidina, que estd ausente em mamiferos e ¢ comprovadamente essencial
em micobactérias. Mais especificamente, demonstrou-se experimentalmente que o
nocauteamento por recombinag¢do homologa do gene hisD de Mycobacterium tuberculosis,
codificante da enzima L-histidinol desidrogenase (HisD), gerou mutantes auxotréficos para
histidina completamente inviaveis, comprovando sua essencialidade para sobrevivéncia.
Visto que as enzimas codificantes desta via podem representar alvos atrativos para o
desenvolvimento de agentes anti-TB, o gene hisD de M. tuberculosis H37Rv foi
amplificado, clonado e seqiienciado, e a proteina recombinante foi superexpressa na forma
solavel em Escherichia coli BL21(DE3). Os resultados aqui apresentados validam hisD
como o gene estrutural codificante da enzima HisD em M. tuberculosis, sendo um passo
crucial em dire¢do a purificacdo da proteina recombinante de forma a prover material para

estudos estruturais e cinéticos, visando o desenho racional de novos agentes anti-TB.
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ABSTRACT

Among all infectious diseases that have afflicted the human race, tuberculosis (TB)
remains one of the deadliest, resisting through the historic attempts of humanity on
defeating consumption. At present, epidemiologist estimate that one-third of the world
population is infected by the tubercle bacilli, with an annual rate of 8 to 10 million new
cases and 3 million deaths. The increasing prevalence of TB, the emergence of multidrug-
resistant strains, and the devastating effect of the human immunodeficiency virus co-
infection have led to an urgent need for the development of new and more efficient anti-TB
drugs. They can be designed based on metabolic pathways which are essential for the
pathogen and absent in its host; that is the case for the histidine biosynthetic pathway,
which is absent in mammals and has been proved to be essential in mycobacteria. More
precisely, experimental data has demonstrated that the disruption of Mycobacterium
tuberculosis  L-histidinol ~dehydrogenase hisD-encoding gene by homologous
recombination resulted in unviable histidine auxotrophic mutants, proving its essentiality
for survival. Since the coding enzymes of this pathway may represent attractive targets for
the design of anti-TB agents, the hisD gene from M. tuberculosis H37Rv was amplified,
cloned and sequenced, and the recombinant protein was superexpressed in the soluble form
in Escherichia coli BL21(DE3). The results reported here validate hisD as the structural
gene coding for histidinol dehydrogenase in M. tuberculosis, which is a crucial step
towards purification of recombinant protein to provide material for structural and kinetic

studies, aiming at the rational design of new anti-TB agents.
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1. INTRODUCAO

“There is a dread disease which so prepares its victim, as it were, for death: which so refines it of
its grosser aspect, and throws around familiar looks, unearthly indications of the coming change - dread
disease, in which the struggle between soul and body is so gradual, quiet, and solemn, and the result so sure,
that day by day, and grain by grain, the mortal part wastes and withers away, so that the spirit grows light
and sanguine with its lightening load, and, feeling immortality at hand, deems it but a new term of mortal life;
a disease in which death takes the glow and hue of life, and life the gaunt and grisly form of death: a disease
which medicine never cured, wealth warded off, or poverty could boast exemption from: which sometimes
moves in giant strides, and sometimes at tardy pace: but, slow or quick, is ever sure and certain”, Charles
Dickens, 1870, /n Nicholas Nickleby, Wiendenfeld and Nicholson, London p.243.

A tuberculose humana (TB) ¢ wuma doenca infecto-contagiosa causada
principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis, uma bactéria patogénica aerdbica que
estabelece sua infecgdo preferencialmente em macrdéfagos alveolares do sistema pulmonar.
O desenvolvimento da doenca ¢ fundamentalmente regulado pela integridade do sistema
imune do hospedeiro, que pode determinar a imediata eliminagdo do microrganismo, ou
mesmo condicionéd-lo a um estado de laténcia. A incapacidade imunoldgica em conter a
evolucdo da infeccdo primaria prové ao patdogeno condi¢des ideais de crescimento, de
forma que este, por sua vez, passa a desencadear, conseqiientemente, a doenca ativa em seu
hospedeiro.

Esta doenca tem acompanhado e afligido a humanidade ao longo de séculos de sua
historia, sendo responsavel pela morte de milhdes de pessoas, devido principalmente a
caréncia de métodos adequados para o tratamento de enfermos. Apesar de a TB ter sido
considerada erradicada a partir da segunda metade do século XX, devido a introdugdo de
drogas para combater o patdgeno e vacinas para prevenir o estabelecimento de sua
infec¢do, reconhece-se hoje que esta doenca ¢ responsavel pela maior parte das mortes
humanas causadas por um Unico agente infeccioso. A ressurgéncia desta doenca em paises

desenvolvidos se deve a fatores essencialmente antrdpicos, como a recente pandemia de
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HIV/AIDS e o desenvolvimento de linhagens resistentes a drogas, resultantes de
tratamentos inapropriados e/ou ineficientes.

Desta forma, faz-se necessario um maior investimento na pesquisa, de maneira a
controlar a doenga a partir do desenvolvimento de novas drogas a serem introduzidas no
tratamento de pacientes com TB ativa, e da otimizacdo de vacinas de agdo profilatica ou

mesmo terapéutica, de forma a atuar especificamente contra o bacilo causador da TB.

1.1. Histérico

“The captain of all these men of death that came against him to take him away, was the consumption,
for it was that brought him down to the grave”, John Bunyan, 1680, /n The Life and Death of Mr. Badman,
Dent, London, 1928, p.282.

A partir da segunda metade do século XVII, a grande peste branca conquistou o
titulo de “capitd de todas as mortes humanas” por John Bunyan, quando esta ja atingia
substanciais indices de mortalidade no continente europeu. A mesma doenga que dizimou
populacdes no final do século XIX e inicio do século XX, ¢ hoje a principal infec¢ao
causadora de mortes em adultos no mundo devido a um unico agente patogénico
(DANIEL, 1997). Apesar de ter sido provavelmente descrita pela primeira vez em textos
indianos, a TB pulmonar ¢ conhecida desde os tempos de Hipocrates como tisica, termo de
origem grega utilizado para referir-se ao enfraquecimento ou desgaste corporeo
(CASTIGLIONI, 1993). O efeito devastador desta patologia tem sido acompanhado
durante séculos pela humanidade, ao longo dos quais serviu de inspira¢ao para a realizagao

de fantasticas descobertas cientificas e para a produg@o de magnificas obras de arte.

Em 1680, o pesquisador francés Franciscus Sylvius (Figura 1A) realizou estudos

anatomo-patologicos da doenca em noédulos pulmonares de vitimas de TB, aos quais
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denominou de tubérculos (origem do nome da doenca), observando sua evolugdo para
ulceras pulmonares. Muitos dos grandes patologistas da época acreditavam se tratarem de
tumores ou glandulas anormais, descartando qualquer possivel origem infecciosa.
Entretanto, a primeira especulagdo confiavel quanto a sua natureza infecciosa foi inferida
somente 42 anos mais tarde, quando o médico britanico Benjamin Marten propos que a TB
seria transmitida pela exala¢do de uma pessoa doente, sendo subseqiientemente inalada por
uma pessoa sadia, tornando-a entdo doente (CASTIGLIONI, 1993). Finalmente, em 1865,
o cirurgido militar francés Jean-Antoine Villemin (Figura 1C) demonstrou formalmente a
propriedade infecto-contagiosa da doenca em modelos animais. Apesar desta demonstragao
cientifica, estes resultados experimentais foram ignorados por seus colegas durante muitos

anos (VILLEMIN, 1865).

Figura 1. Cinco pesquisadores que realizaram importantes descobertas sobre a TB, em
ordem cronoldgica, respectivamente. A. Franciscus Sylvius - 1680; B. Richard Morton -
1689; C. Jean-Antoine Villemin - 1865; D. Robert Koch - 1882; E. Albert Calmette -

1908/1921.

Com a doenca definitivamente estabelecida entre todas as classes de cidadados

europeus e afligindo muitos dos intelectuais e artistas do continente na metade do século
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XIX, a TB viveu uma ¢época de “romantizagdao”, quando sintomas enférmicos classicos,
como a esqualidez e palidez passaram a ser considerados sinais de beleza e status
(DANIEL, 1997); esta renovagao conceitual foi claramente retratada em pinturas da época,
como na obra de William Morris (Figura 2A), que esboca toda a beleza da lendaria
Guinevere, esposa do Rei Arthur, que ja apresentava os sintomas iniciais da doenga. Outro
famoso exemplo é o da bela e jovem Simonetta Vespucci (Figura 2B), vitimada pela TB
ainda aos 23 anos, apo6s ter posado para Sandro Botticelli; o artista se inspirou na modelo,
produzindo uma de suas obras mais célebres, de carater profano e mitologico, O
nascimento de Vénus (Figura 2C), onde a retrata sobre uma concha, emergindo da espuma

do mar, para simbolizar o nascimento da beleza a partir do nu feminino.

Figura 2. Representativas obras de arte da época de romantizacao da TB. A. Guinevere, de

William Morris; B. Simonetta Vespucci; C. O nascimento de Vénus, de Sandro Botticelli.

Um dos trabalhos de maior prestigio na pesquisa sobre a TB foi realizado por um
dos grandes cientistas do século XIX, o médico e bacteriologista alemdo Robert Koch

(Figura 1D), que conseguiu isolar e cultivar M. tuberculosis, identificando-o como o
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agente etioldgico da doenca no ano de 1882 (KOCH, 1882). Oito anos de dedicagdo a
pesquisa experimental resultaram, em 1890, na produ¢do de um filtrado de cultura
denominado tuberculina, para o qual atribuiu propriedades de cura da doenca; entretanto,
seu otimismo exagerado o condenou a uma profunda frustra¢do, da qual nunca viria a se
recuperar. Alguns anos mais tarde, apos ser parcialmente purificado, este mesmo filtrado
tornou-se a principal ferramenta utilizada no diagnostico deste tipo de infecgdo, sendo
atualmente conhecido como teste dermatoldgico de reatividade a tuberculina, a partir do

derivado purificado de proteina (PPD) (DANIEL, 1997).

Em 1896, o bacteriologista americano Theobald Smith demonstrou que a
tuberculose bovina ndo parecia ser causada pelo M. tuberculosis, mas por uma outra
espécie micobacteriana, M. bovis (DANIEL, 1997). Em 1908, o casal Albert Calmette
(Figura 1E) e Camille Guérin isolou esta variante de tubérculos bovinos e a cultivou
experimentalmente. A andlise da 39* geragdo revelou a existéncia de uma variante
morfologica avirulenta em modelos animais, € que os imunizava a desafios contra M.
tuberculosis. Treze anos de pesquisa possibilitaram a obtengdo da 231* geracéo, a qual foi
administrada pela primeira vez como vacina em humanos para imunizar uma crianga cuja
mae havia morrido durante o parto, vitima de TB (CALMETTE, 1927). Esta vacina,
posteriormente denominada de bacilo de Calmette ¢ Guérin (BCG), passou a ser utilizada
mundialmente no combate a TB, a partir da administracdo infantil profilatica de bacilos

atenuados vivos (DANIEL, 1997).

A partir da descoberta do bacilo de Koch, instituir-se-iam diversas terapias visando
o tratamento de tuberculosos. Uma das primeiras investidas em combater a doenca foi
realizada em 1884 por Edward Livingston Trudeau, que, apds se recuperar da doenga,

estabeleceu o primeiro sanatério norte-americano, baseado no descanso, ar fresco e dieta
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equilibrada. Visto que os indices de recuperacdo jamais foram representativos, fez-se
necessaria a descoberta de drogas terapéuticas. A introdu¢do de antibidticos como
estreptomicina, isoniazida e 4cido para-amino-salicilico revolucionaram a quimioterapia
contra a doenga ativa, reduzindo consideravelmente a mortalidade por TB. Posteriormente,
surgiram outras drogas, como etambutol e rifampicina (BLOOM & MURRAY, 1992;

DANIEL, 1997).

1.2. Ressurgimento e epidemiologia

No ano de 1993, a TB foi declarada uma questao de urgéncia a saude publica global
pela Organizacio Mundial da Saude (OMS), sendo a Unica doenca a receber esta
designacdo até entdo. No entanto, a mesma pdde ser considerada reemergente apenas em
alguns paises desenvolvidos (europeus e norte americanos), visto que esta constitui um
problema presente a longo prazo em nagdes subdesenvolvidas como o Brasil (RUFFINO-
NETTO, 2002). Seu gradual ressurgimento em paises desenvolvidos se deve
principalmente a fatores como: o aumento na incidéncia de cepas resistentes a drogas; a
epidemia de HIV/AIDS surgida no inicio da década de 1980; a baixa adesdo dos pacientes
ao tratamento; o aumento no numero de usudrios de drogas injetaveis; mudancas na
estrutura social; o aumento no numero de imigrantes oriundos de paises com uma alta
prevaléncia da doenga; o envelhecimento da populagdo mundial; o aumento do niimero de
ambientes de aglomeragdao humana (prisdes, hospitais e asilos), onde o bacilo ¢ facilmente
transmitido; e a deterioracdo dos sistemas de saude (FATKENHEUER et al., 1999;

BLOOM & MURRAY, 1992).
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Apesar de terem sido criados hospitais e instituidas quimioterapias para o combate
a TB, que reduziram consideravelmente sua incidéncia em paises de primeiro mundo,
dados historicos calculados pela OMS indicam que estes esfor¢os ndo tém surtido grandes
efeitos no problema global desde a época de Koch (BLOOM & MURRAY, 1992).
Atualmente, a doenga ¢ responsavel pela maior parte da mortalidade humana causada por
um Unico agente infeccioso, representando 26% das mortes possiveis de se prevenir ¢ 7%
de todas as mortes no mundo (ENARSON & MURRAY, 1996). Dados epidemioldgicos
baseados em testes dermatologicos de reatividade a tuberculina indicam que
aproximadamente um ter¢o da populagdo mundial esteja infectada com M. tuberculosis,
estando sob risco de desenvolverem a doenga; e estima-se que ocorram cerca de 8 a 10
milhdes de novos casos ¢ 3 milhdes de mortes anualmente, atingindo principalmente os
adultos mais jovens e economicamente produtivos (ENARSON & MURRAY, 1996).
Segundo a OMS, a TB vitima mais pessoas que a maldria ¢ a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) juntas, sendo responsavel pela morte de 100.000
criangas anualmente. Espera-se mais de 1 bilhdo de novos casos de infec¢do para as duas
préximas décadas deste milénio, dos quais 200 milhdes virdo a desenvolver a doenga, e 70
milhdes morrerdo de TB, caso o controle ndo seja refor¢cado (PASQUALOTO &

FERREIRA, 2001).

A TB apresenta-se, até certo ponto, sob controle em paises como Japao ¢ Estados
Unidos, mas prolifera-se descontroladamente no sudeste da Asia, Africa e partes da regido
do Pacifico, principalmente em func¢do das complicagdes geradas pela epidemia do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e pela geragdo de cepas resistentes a drogas (BRENNAN,
1997). Estudos econdmico-geograficos demonstraram que cerca de 95% dos casos de TB

ocorrem em paises em desenvolvimento (ou subdesenvolvidos), para os quais atribuem-se
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98% dos obitos mundiais causados pela doenga (WHO, 1998), reflexos tragicos de uma
realidade em que poucos recursos estdo disponiveis para garantir um tratamento adequado
e onde a infec¢do pelo HIV pode ser comum (YOUNG, 1998). Segundo a relagdo da OMS
de 1998, o Brasil ja alcangou o décimo terceiro lugar dentre 22 paises onde a TB
apresenta-se mais disseminada (RUFFINO-NETTO, 2002). Atualmente, a tuberculose
resistente a multiplas drogas (MDR-TB) apresenta alta incidéncia, de forma crescente, na
Letonia, india, Estonia, Republica Dominicana e Argentina, e baixa incidéncia na maioria
dos paises da Europa Ocidental, Africa e América do Norte (FATKENHEUER et al.,
1999), e estima-se que cerca de 50 milhdes de pessoas estejam infectadas pela cepa multi-
resistente (PASQUALOTO & FERREIRA, 2001). A presenca de linhagens resistentes esta
diretamente relacionada a disponibilidade de medicamentos para combater a doenca e
inversamente relacionada a eficidcia do tratamento. A partir de um projeto global de
vigilancia de MDR-TB, realizado em 35 paises, demonstrou-se que, durante o periodo de
1994 a 1997, todas as regides analisadas apresentavam cepas resistentes a pelo menos uma
das drogas anti-TB, sendo geralmente a isoniazida ou estreptomicina, o que revela a

doenga como um problema global (PABLOS-MENDEZ et al., 1998).

1.3. Tuberculose: transmisséo, infectividade e imunopatologia

A TB ¢ uma doenga infecto-contagiosa causada por algumas micobactérias do
“complexo M. tuberculosis”, sendo transmitida principalmente por meio de particulas
infectivas. A tosse de pacientes com a doenga ativa, que caracteriza o sintoma de
inflamacdo pulmonar cronica, constitui o principal mecanismo de disseminagdo do

organismo para novos (e susceptiveis) hospedeiros (GLICKMAN & JACOBS, 2001).
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Estas particulas, resultantes da formagao de aerossdis de secregdes respiratdrias, sao
propelidas do pulmao para o ar, podendo permanecer em suspensdao durante horas; esta
propriedade justifica o fato da doenca ser altamente contagiosa (NSB Editorial comment,
2000; PASQUALOTO & FERREIRA, 2001). Dentre os principais determinantes de risco
de infeccdo estdo a concentracdo de organismos presentes na particula exalada e a duragao

da exposi¢ao a mesma (BLOOM & MURRAY, 1992).

Uma vez inalados, os bacilos sdo ingeridos por macréfagos alveolares fagociticos,
residindo dentro de um vacuolo ligado a membrana, o fagossomo (BLOOM & MURRAY,
1992; GLICKMAN & JACOBS, 2001); os primeiros podem, entdo, seguir dois caminhos:
serem imediatamente eliminados ou crescerem intracelularmente em lesdes localizadas
chamadas tubérculos. Geralmente 2 a 6 semanas apds a infec¢do, ocorre o estabelecimento
de imunidade celular, seguida de infiltracdo de linfocitos e macréfagos ativados na lesdo,
resultando na eliminacdo da maior parte dos bacilos ¢ o término da infec¢do primaria,
geralmente sem a apresentagao de sintomas (BLOOM & MURRAY, 1992; YOUNG,
1998). Entretanto, o bacilo pode algumas vezes persistir e coexistir pacificamente em seu
hospedeiro como uma infec¢do quiescente em macrofagos alojados em estruturas
calcificadas chamadas tubérculos (estruturas cicatrizadas resultantes da tentativa do
individuo em isolar a area infectada) (NSB Editorial comment, 2000), estabelecendo um
grande reservatorio bacteriano em individuos infectados; estes apresentam um risco de
desenvolver a doenga ativa de aproximadamente 5% ap6s o primeiro ano ¢ de 10% ao
longo da vida. Portanto, o estado de laténcia representa um estagio de equilibrio entre a
persisténcia do patégeno e a resposta imune do hospedeiro. Assim como a maior parte dos
bacilos que sdo eliminados, uma grande propor¢do de fagocitos infiltrantes e células do

parénquima pulmonar também sdo mortas, produzindo uma estrutura necrosante soélido-
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esponjosa denominada granuloma, onde alguns bacilos podem se refugiar (BLOOM &
MURRAY, 1992; YOUNG, 1998). No pulmao, onde a carga bacteriana ¢ constantemente
alta, observa-se uma evidente patologia cronico-progressiva; pode ocorrer fibrose
intersticial, havendo substituicdo gradual de grande parte do espaco aéreo do pulmao por
tecido fibroso denso separando grupos de sacos alveolares, dando ao pulmao a aparéncia
de um “favo de mel” (EHLERS, 1999). Estas estruturas podem causar a desestabilizagdo e
destrui¢do de tecidos adjacentes, podendo ocorrer necrose e, conseqiientemente, formagao
de cavidades (JAGIRDAR & ZAGZAG, 1996), sendo geralmente resultantes de reagdes de
hipersensibilidade do tipo tardia mediada por células CD4 em tecidos parenquimais.
Portanto, basicamente o mesmo sistema envolvido na redugao do crescimento bacteriano ¢

também responsavel pela formacao de granulomas (EHLERS, 1999).

Muitos dos sintomas da TB, incluindo a destrui¢do tecidual que eventualmente
ligliefaz porg¢des infectadas do pulmao, sdo preferivelmente mediados pela resposta imune
do hospedeiro contra o bacilo ao invés da viruléncia bacteriana propriamente dita
(GLICKMAN & JACOBS, 2001). O predominio da resposta imune do hospedeiro pode
conter a lesdo, permanecendo apenas danos residuais no pulmdo. Em contraposicdo, a
expansao da reacdo necrosante pode evoluir a cavidades pulmonares, o que possibilita a
disseminagdo de muitos bacilos para o ambiente externo por meio da tosse (BLOOM &
MURRAY, 1992; YOUNG, 1998). Desta forma, pode-se dizer que a resposta imune do
hospedeiro constitui seu principal mecanismo de defesa contra a infec¢ao pelo bacilo da
TB (DANIEL, 1997), ainda que esta esteja intrinsecamente associada a danos teciduais,

pela formagdo de granulomas e necrose (EHLERS, 1999).

O processo patoldgico-inflamatorio pulmonar induz sintomas tais como

enfraquecimento, febre, perda de peso, sudorese noturna, consternagdo toracica,

25



insuficiéncia respiratoria e tosse, ou mesmo hemoptiase (expectoracdo de sangue a partir
de alguma via do trato respiratorio, formando escarro sanguinolento) (BLOOM &
MURRAY, 1992). Estes sintomas justificam o antigo termo “consumicdo”, utilizado no
final do século XVII pelo médico inglés Richard Morton (Figura 1B) para referir-se
especificamente a TB (CASTIGLIONI, 1993), visto que esta doenca se desenvolve

lentamente e com multiplos sintomas, levando a gradativa debilidade e exaustao fisica.

1.4. O bacilo de Koch

Dentro do género Mycobacterium existem cerca de 60 espécies conhecidas, sendo a
grande maioria bactérias saprofiticas de solo, e existindo apenas algumas espécies
patogénicas ao homem, que causam TB, como M. tuberculosis, M. bovis e M. africanum, e
lepra, como Mycobacterium leprae (JARLIER & NIKAIDO, 1994). O principal agente
etiologico da TB, o M. tuberculosis (Figura 3), pertencente a familia Mycobacteriaceae, é
uma bactéria considerada fracamente Gram-positiva, em forma de bastdo, que ndo possui
flagelos, ndo forma esporos, ndo produz toxinas e ndo possui capsula. O bacilo tem uma
variagdo na largura de 0,3 a 0,6 um, e na altura de 1 a 4 um, e caracteriza-se por apresentar
um crescimento muito lento (tempo de geracdo de 24 horas), envelope celular complexo,

homogeneidade genética e parasitismo intracelular obrigatério (COLE ef al., 1998).
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Figura 3. Analise por microscopia eletronica de bacilos do M. tuberculosis, o agente

etiologico da TB (adaptado de YOUNG, 1998).

A TB, como qualquer outra doenca infecciosa, apresenta ciclos epidémicos que
podem, ainda que raramente, levar séculos para encerrar seu curso. Tem sido demonstrado
historicamente que a viruléncia de organismos patogénicos pode sofrer uma gradual
reducdo; além disto, pode ocorrer o favorecimento (selecdo natural) de hospedeiros
geneticamente menos susceptiveis a doenga (BLOOM & SMALL, 1998). Ainda que os
genes ndo influenciem o risco de infec¢do a exposicao, eles determinam o risco de doenga
e de seu curso (DANIEL, 1997), e ainda que evidéncias de variabilidade genética na
susceptibilidade humana a TB sejam dificeis de se obter, tem-se observado que a
severidade da doenca ¢ maior entre negros do que brancos, ha uma maior concordancia
entre gémeos monozigdticos do que dizigdticos, e populagdes mais recentemente expostas
ao bacilo tém maior propensdo de desenvolver a doenca em relagdo a populagdes que
convivem com a mesma ha séculos. A andlise destes estudos indica que M. tuberculosis
continua sendo um extraordinario patégeno, que exerce uma poderosa pressdo seletiva no

genoma humano (BLOOM & SMALL, 1998).
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1.4.1. A parede celular micobacteriana

As diferentes espécies do género produzem o mesmo tipo de parede celular, sendo
esta de estrutura extremamente incomum (Figura 4). A camada de peptideoglicano contém
acido N-glicolilmurdmico ao invés de acido N-acetilmuramico, encontrado na maioria das
outras bactérias. Uma caracteristica ainda mais distinta ¢ que cerca de 60% da parede
celular micobacteriana ¢ constituida de lipideos que consistem basicamente em &4cidos
graxos de cadeia longa incomuns, denominados &4cidos micdlicos (BRENNAN &
NIKAIDO, 1995). Uma terceira propriedade que as distingue das demais bactérias ¢ que
sua parede celular retém fucsina bdasica (corante) mesmo na presenca de alcool e 4cido
(método de coracdo de Ziehl-Nielsen). A partir desta técnica, pode-se descorar a parede
celular de qualquer tipo de bactéria, exceto micobacteriana; esta propriedade categorizou o
género como sendo do tipo bacilo alcool-acido resistente (BAAR) (GLICKMAN &

JACOBS, 2001).

glicolipideos

acidos micélicos

arabinogalactano

regido de ligacdo

peptideoglicano
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Figura 4. Esquema ilustrativo da parede celular micobacteriana, detalhando sua estrutura

extremamente incomum.
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A parede celular extremamente incomum apresentada por este BAAR permite que
0 mesmo sobreviva dentro de macrofagos fagociticos, além de conferir resisténcia a uma
série de antibidticos (NSB Editorial comment, 2000). Uma vez que este patdogeno &
relativamente resistente a dessecagdo, alcalis e certos desinfetantes quimicos, torna-se
dificil prevenir a transmissdo do mesmo em instituicdes e meios urbanos em geral. Pode-se
alegar, portanto, que esta resisténcia, assim como a resisténcia a alguns agentes
terapéuticos, estdo intrinsecamente relacionadas a distinta estrutura da parede celular

micobacteriana (BRENNAN & NIKAIDO, 1995).

A parede celular do M. tuberculosis tem atraido o interesse das mais recentes
pesquisas direcionadas ao mecanismo de agdo de varias drogas antigas e da busca de alvos
para novas drogas (BRENNAN & NIKAIDO, 1995). Informagdes a respeito dos genes
especificamente ligados a sua sintese revelar-se-3o fundamentais para a escolha de alvos

potenciais de drogas (YOUNG, 1998).

1.4.2. Anélise genbmica

Baseados na andlise do seqiienciamento completo do genoma da cepa
micobacteriana mais bem caracterizada, o M. tuberculosis H37Rv (Figura 5), Stewart Cole
e colaboradores caracterizaram a mesma por possuir um cromossomo circular com
4.411.529 pares de bases (pb), ao longo dos quais observa-se um contetido de G+C de
65,6%, porcentagem consideravelmente alta em relagdo a qualquer outra bactéria. Desde
seu isolamento, em 1905, esta linhagem tem tido grande aplicagdo mundial na pesquisa
biomédica devido a total retencdo de viruléncia em modelos animais, além de ser

susceptivel a drogas e amena a manipulacdo genética (COLE ef al., 1998).
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Figura 5. Representacdo esquematica do genoma circular de M. tuberculosis H37Rv, com

4.411.529 pb e um conteudo de G+C de 65,6% (adaptado de COLE et al., 1998).

Apesar de seu genoma ser menor que o de Escherichia coli, ¢ bastante versatil,
codificando enzimas envolvidas na maioria das rotas anabolicas e catabodlicas
caracteristicas das bactérias e na sintese e degradacdo de aminoacidos. Este aprofundado
estudo gendmico permitiu que fossem identificadas singularidades deste organismo, como
a existéncia de 4.000 genes, majoritariamente destinados a codificacdo de enzimas
envolvidas em lipolise e lipogénese; em questdo, trata-se da degradacdo de lipideos para
sobrevivéncia intracelular, e da biossintese de lipideos destinados a construgdo do envelope
celular, respectivamente. Cabe salientar que cerca de 59% dos genes deste microorganismo
sdo transcritos no mesmo sentido da replicagdo, porcentagem consideravelmente menor
que os 75% em Bacillus subtilis, o que provavelmente justifica seu crescimento lento e
infreqiientes ciclos de replicacdo. A partir da inspecdo genOmica identificou-se que, além
das varias fungdes envolvidas no metabolismo de lipideos, estio também presentes

enzimas envolvidas em glicolise, rota das pentoses, e ciclos do acido tricarboxilico e
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glioxilato, o que evidencia, portanto, o metabolismo dindmico desta bactéria (COLE et al.,

1998).

1.5. Laténcia e reativacao

A TB latente caracteriza-se como uma sindrome clinica decorrente de exposi¢ao ao
M. tuberculosis, seguido do estabelecimento da infec¢do e geracdo de resposta imune
celular do hospedeiro para controlar o bacilo, reduzindo seu metabolismo e for¢gando-o a
um estado de quiescéncia no tecido infectado; o sistema imunocompetente humano tem
geralmente a capacidade de conter, mas ndo de eliminar, a infeccdo. Entretanto, ao
contrario da doenca ativa, a TB latente ndo constitui uma doenca infecciosa, nao

representando, portanto, um risco de satude publica.

Sua sobrevivéncia intracelular est4 baseada na capacidade do bacilo em lidar com a
acidificagdo fagossomica de macrofagos infectados e prevenir a fusdo fagossomo-
lisossomo. Na maioria dos individuos imunocompetentes infectados, ocorre o recrutamento
de linfécitos T e macrofagos, e o estabelecimento de resposta imune secunddria, resultando
no controle da infeccdo. No entanto, condigdes de imunossupressdo possibilitam uma
reativacdo do bacilo até entdo dormente, levando-o a desenvolver TB ativa em seu
hospedeiro, geralmente muitas décadas apds a infeccdo inicial. Dentre os fatores
responsaveis pela reativacdo de infec¢des latentes estdo: co-infec¢do por HIV, subnutricao,
aumento da idade, uso de drogas, céncer, diabetes, insuficiéncia renal cronica e

quimioterapia imunossupressiva (PARRISH ef al., 1998).

31



1.6. Tuberculose resistente a multiplas drogas

Define-se como tuberculose resistente a multiplas drogas (MDR-TB) a resisténcia a
pelo menos isoniazida e rifampicina, duas das drogas de primeira linha utilizadas no

tratamento da doenca ativa (TELENTI & ISEMAN, 2000).

A era dos antibioticos tem sido constantemente marcada por ciclos, consistindo na
introducdo de novos agentes antimicrobianos e uma subseqiiente emergéncia de resisténcia
a estas drogas (SWARTZ, 2000). A historia da resisténcia a drogas como um problema no
tratamento de TB ¢ quase tdo velha quanto a introducdo das primeiras drogas anti-TB no
tratamento da doenga. Sabe-se que os fendtipos resistentes e multi-resistentes sao causados
por mutacdes cromossomais randomicas espontineas (“resisténcia natural”’) em diferentes
genes deste microorganismo (PETRINI & HOFFNER, 1999). As taxas de mutacdo sdo
diferentes para cada droga, equivalendo a 10 para isoniazida e 10™ para rifampicina. Uma
vez que uma lesdo pulmonar cavitaria pode abrigar até 10° organismos, é matematicamente
possivel ou mesmo provavel que existam bacilos resistentes a pelo menos uma destas
drogas. No entanto, o fato de a taxa de mutagdo para ambas as drogas ser de 10™*
impossibilita virtualmente que o patdogeno se torne espontaneamente resistente as duas
drogas em pacientes corretamente tratados (RILEY, 1993). Uma vez tendo sido
estabelecido que a monoterapia induz a selecio de populacdes resistentes a droga
(“resisténcia adquirida”), torna-se necessaria a utilizacdo de terapias combinadas, visto que
a probabilidade de uma linhagem bacteriana desenvolver resisténcia a duas ou mais drogas

simultaneamente ¢ extremamente baixa (PETRINI & HOFFNER, 1999).

A taxa de mortalidade por MDR-TB esta estimada em 40-60%, equivalente a

mortalidade entre pacientes com TB nao tratada (BLOOM & MURRAY, 1992). Dentre os
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fatores responsaveis pelo aumento na incidéncia de MDR-TB estdo a pandemia de
HIV/AIDS e o aumento na incidéncia de TB, especialmente entre populagdes de paises
desenvolvidos com facil acesso a medicamentos (RILEY, 1993). Nestas na¢des podem ser
algumas vezes identificados tratamentos completamente inadequados, baseados na
utilizagdo de uma unica droga, combinagdes equivocadas de drogas, curtos periodos de
tratamento devido a baixa adesdo de pacientes, ¢ a baixa absor¢do das drogas
administradas. Estas condigdes expdem o patdgeno a concentragdes antibacterianas sub-
letais, selecionando o crescimento de bacilos resistentes dentro da populacao originalmente

susceptivel (PETRINI & HOFFNER, 1999).

1.7. O sinergismo entre TB e AIDS

A ligacdo entre a TB e o HIV foi bem documentada pela primeira vez em Nova
Iorque, onde se estimou que o risco de desenvolver a doenca ativa entre individuos co-
infectados com HIV e M. tuberculosis era de 8% ao ano, comparado com 10% de risco ao
longo da vida para aqueles infectados apenas pelo bacilo latente (BLOOM & MURRAY,
1992); estes dados alarmantes sdo resultantes do considerdvel enfraquecimento
imunolégico proporcionado pelo HIV, sendo responsavel pelo aumento na probabilidade
de desenvolvimento da TB em até 30 vezes (PASQUALOTO & FERREIRA, 2001). O
aumento na susceptibilidade a TB estd associado aos primeiros estagios da infec¢do por
HIV, que por sua vez passa a acelerar a progressdo da segunda para AIDS (YOUNG,
1998). Cabe destacar que, entre individuos aidéticos, podem ocorrer infecgdes oportunistas

causadas pelas chamadas “micobactérias atipicas”, que incluem o complexo M. avium, M.
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kansasii, M. fortuitum e M. chelonae, ainda que estas espécies sejam essencialmente

saprofiticas (BRENNAN & NIKAIDO, 1995).

A incidéncia de casos de dupla infecgdo ocorre principalmente entre trabalhadores
em idade de alta produtividade, abrangendo idades entre 15 e 59 anos (NARAIN et al.,
1992). Nas ultimas décadas, tem-se observado um dramatico aumento na incidéncia de TB
na Africa, causado principalmente pela epidemia de HIV. Um estudo realizado neste
continente demonstrou a existéncia de evidéncias que sugerem uma grande associagao
entre as duas infecgdes, como: a TB ¢ a principal doencga associada ao HIV, sendo a maior
responsavel pela mortalidade de pacientes soro positivos em hospitais; o aumento na
incidéncia de TB coincidiu em época, local e populagdo com o surgimento da AIDS; e,
finalmente, a TB ativa estd mais presente entre individuos HIV positivos que negativos
(FATKENHEUER et al., 1999). Segundo a OMS, um ter¢o do aumento na incidéncia de
TB nos ultimos seis anos pode ser atribuida a co-infec¢do com HIV; portanto, o sinergismo
criado entre o M. tuberculosis ¢ o HIV representa um problema de efeito devastador tanto

para pacientes infectados como para a populagdo em geral.

Fica evidente que a epidemia de HIV favorece o surgimento de linhagens do bacilo
da TB resistentes a drogas em pacientes co-infectados, visto que, nestes casos, observa-se
um maior indice de abandono do tratamento, o que facilita uma rapida disseminacdo destas
cepas entre individuos susceptiveis (BRENNAN, 1997). Entre pacientes soro positivos co-
infectados por MDR-TB, observam-se indices de mortalidade freqiientemente superiores a
80%, onde o intervalo entre o diagndstico e a morte dos pacientes varia entre 4 ¢ 16
semanas (RILEY, 1993); desta forma, MDR-TB passou a ser conhecida como “a mais

maligna infec¢do oportunista associada a infec¢do por HIV” (NOLAN, 1997).
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1.8. Métodos de diagnostico

Dentre as técnicas utilizadas no diagndstico da TB, o PPD, monitoramento
epidemioldgico mundialmente disseminado, constitui o inico método capaz de identificar
um possivel contato prévio entre este patdogeno e seu hospedeiro (BLOOM & MURRAY,
1992), evidenciando a infeccdo latente pelo bacilo de Koch a partir da inducdo de
hipersensibilidade do tipo tardia contra antigenos micobacterianos (GLICKMAN &
JACOBS, 2001). Entretanto, a vacinagdo por BCG também produz reatividade ao PPD,
fazendo com que a utilizagcdo e confiabilidade deste teste diminuam com o aumento de
criangas vacinadas (BLOOM & MURRAY, 1992). Diferentemente das cepas sensiveis, o
diagnéstico de MDR-TB requer a execucdo de testes de sensibilidade bacilar as drogas
anti-TB, a partir dos quais sdo utilizadas concentracdes estabelecidas de farmacos.
Alternativamente, o método de proporcao identifica quais drogas e em que concentragdes
minimas ocorre a inibi¢cdo de pelo menos 99% do crescimento bacteriano (PETRINI &

HOFFNER, 1999).

Ainda que o pequeno prestigio do diagndstico molecular seja uma realidade, tem se
observado uma clara tendéncia em dire¢do a métodos moleculares de detec¢ao de doencas
humanas. Este direcionamento molecular se deve a era gendmica, que disponibilizou a
seqiiéncia genética de organismos importantes, € ao descobrimento de alvos relevantes ao
diagnostico (FARKAS, 2002). O progresso destas técnicas permitird o desenvolvimento de
testes mais sensiveis e rapidos na deteccao, identificagdo e monitoramento epidemioldgico
de micobactérias; muitas destas tecnologias ja estdo disponiveis no mercado, propondo

uma sensibilidade e especificidade superior a 90%. Entretanto, o alto custo destas técnicas
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torna seu estabelecimento desfavoravel, restringindo seu uso a paises desenvolvidos

(CAWS & DROBNIEWSKI, 2001; GILBERT, 2002; BLOOM & MURRAY, 1992).

1.9. Desenvolvimento de vacinas

O sistema imunologico mamifero pode atuar por intermédio de uma resposta
celular ou humoral, mas, ainda que ambas envolvam células T auxiliares (Th), sdo guiadas
por diferentes regras. A resposta imune do tipo Th-1 envolve linfécitos T CD4+, sendo de
natureza celular. Ela atua contra doencas cronicas como parasitismo intracelular e cancer a
partir da ativagdo de macrofagos, facilitando a deteccdo e lise de células doentes; este
processo resulta na formagdo de um granuloma ndo-necrosante, que representa o
paradigma da imunidade de protecdo em doencas intracelulares, como um sinal de morte
bacteriana e regressao da doenca. Em contraposicdo, a resposta do tipo Th-2 envolve um
conjunto diferente de linfocitos T CD4+, sendo de natureza humoral; pode tornar-se
necessaria para eliminar antigenos e parasitas extracelulares. Esta resposta pode também
causar destrui¢do tecidual e necrose, representando o fracasso da resposta imune em muitas

doengas (LABIDI et al., 2001).

Recentemente, esforcos estdo sendo focados no isolamento e desenvolvimento de
antigenos ou epitopos individuais em vacinas (LABIDI ef al., 2001). Com o intuito de se
induzir uma imunidade de prote¢do duradoura, novas vacinas deverdo combinar antigenos
selecionados com potentes adjuvantes, além de estimular a rota apropriada do sistema
imune (GRANGE ef al., 1995). Para tanto, faz-se necessario um adjuvante micobacteriano

que induza um aumento da resposta Th-1 e uma inibicdo da resposta Th-2. Desta forma,
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considera-se como vacina ideal aquela que contenha imunogenos que induzam a formacao
de granulomas ndo-necrosantes.

Atualmente, a vacina mais utilizada no mundo para combater a TB ¢ a BCG; a
mesma oferece uma série de vantagens, uma vez que pode ser administrada via oral; requer
uma Unica imunizagdo, sendo geralmente eficaz na prevencdo de TB meningeal infantil; e
tem um baixo custo de produg¢do (LABIDI et al., 2001; ORME, 2001). Apesar das
vantagens, sua eficacia varia entre 0 ¢ 80% (COLDITZ et al., 1994), além de ndo conferir
prote¢do a TB pulmonar em adultos (ORME, 2001), o que incentivou muitos grupos de
pesquisa a investir esfor¢os no ambito de desenvolver vacinas de maior imunogenicidade a
partir do desenvolvimento de adjuvantes, induzindo uma maior hipersensibilidade mediada

por células CD4+ (EHLERS, 1999).

Muitos tipos de vacinas tém sido testadas em camundongos e cobaias com o intuito
de substituir a BCG em humanos, como vacinas recombinantes (rBCG) e vacinas
auxotroficas, entre outras; entretanto, nenhuma destas tém apresentado resultados melhores
que a propria BCG (ORME et al., 2001). Outra area alternativamente explorada é a de
vacinas de DNA, a partir da qual seqliéncias microbianas podem ser utilizadas como
vacinas alvo (ORME, 2001); o volumoso esfor¢o que tem sido investido nesta estratégia

gerou uma grande expectativa de resultados promissores.

Ainda, visto que um terco da populagdo mundial estd infectada com M.
tuberculosis, faz-se necessario o desenvolvimento de dois tipos de vacinas: um para
prevenir a invasao do patégeno e outro para erradicar infecgdes ja estabelecidas (latentes)

(HESS & KAUFMANN, 1999).
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1.10. Quimioterapia

"It happens then as it does to physicians in the treatment of consumption, which in the
commencement is easy to cure and difficult to understand: but when it has neither been discovered in due time
nor treated upon a proper principle, it becomes easy to understand and difficult to cure. The same thing
happens in state affairs; by foreseeing them at a distance, which is only done by men of talents, the evils
which might arise from them are soon cured: but when, from want of foresight, they are suffered to increase
to such a height that they are perceptible to everyone, there is no longer any remedy”, Nicolo Machiavelli,
1515, /n The prince, Oxford University Press, p.178.

Estima-se que aproximadamente metade dos novos casos de TB seriam inevitavesis,
uma conseqiiéncia da historia natural da doenca e da co-infec¢do pelo HIV. Entretanto,
muitos dos casos excedentes, resultantes do aumento de transmissdo ativa, poderiam ter
sido evitados a partir da implementagdo de programas efetivos de tratamento (BLOOM &
MURRAY, 1992). A TB ¢ uma doenca grave, porém curdvel na maioria dos casos, desde
que, uma vez diagnosticada, seja empregada a quimioterapia adequada, visto que um dos
maiores riscos de mortalidade resulta da institui¢do tardia do tratamento.

O tratamento quimioterapico padrdo atualmente recomendado pela OMS para o
controle ou erradicagdo da TB no mundo, conhecido como terapia de curta duragdo de
observacao direta (DOTS), consiste na administragdo combinada de quatro drogas,
isoniazida, rifampicina, pirazinamida e estreptomicina (ou etambutol), durante 2 meses,
seguida pela combinagdo de duas drogas, isoniazida e rifampicina, por pelo menos mais 4
meses (NSB Editorial comment, 2000). Inicialmente, objetiva-se uma agdo bacteriostatica,
inibindo a sintese de parede celular, acidos nucléicos e proteinas micobacterianas, e
eliminando rapidamente a maior parte dos bacilos infectantes. Posteriormente, objetiva-se
uma acdo bactericida, a partir da consolidagdo do tratamento pela eliminagdo dos bacilos
remanescentes (TELENTI & ISEMAN, 2000). No entanto, a natural relutdncia humana em
cumprir com o requisito de tratamento intensivo de 6 meses, resultante da longa duragdo

quimioterdpica e dos desagraddveis efeitos colaterais ocasionados pelas drogas
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administradas (YOUNG, 1998) conduziram a OMS a investir em medidas de adesao
universal ao tratamento. A versdo mais atualizada de DOTS, que combina
comprometimento politico, servi¢os de microscopia, suprimentos de drogas, sistemas de
monitoramento e observacao direta do tratamento, previne a ocorréncia de novas infecgdes
e inviabiliza completamente o desenvolvimento de MDR-TB (PASQUALOTO &
FERREIRA, 2001). Casos clinicos comprovam que MDR-TB requer a extensao do periodo
de tratamento para cura, quando esta ¢ possivel, e a utilizacdo de drogas de segunda ou até
terceira linha, ainda que a maior toxicidade seja um fator limitante (TELENTI &
ISEMAN, 2000), tornando o tratamento mais dificil e dispendioso. A dose ideal para
qualquer paciente é aquela que produz o efeito terapéutico desejado com um nivel
aceitavel de toxicidade; entretanto, quando um paciente estd tendo sua vida ameacada pela
doenca, pode ser necessario aceitar uma toxicidade adicional para cura (PELOQUIN,
2001). Além disto, em paises industrializados, o tratamento completo da doenca custa
cerca de US$ 2.000 por paciente, um valor substancialmente menor que os US$ 250.000

investidos em pacientes com MDR-TB (PASQUALOTO & FERREIRA, 2001).

Segundo a OMS, nenhum tipo de tratamento tem esbogado resultados melhores que
DOTS entre pacientes com TB ativa e no controle de MDR-TB. Anélises recentes apontam
que os indices de cura p6s-DOTS apresentados por pacientes co-infectados com HIV e M.
tuberculosis e pacientes infectados apenas pelo bacilo de Koch sdo muito semelhantes
(FATKENHEUER et al., 1999). Entretanto, estes mesmos resultados animadores ndo se
aplicam para MDR-TB, visto que a simples confirma¢ao de suspeita de resisténcia requer 8
semanas para ser diagnosticada, periodo maior do que o tempo médio de sobrevivéncia
destes pacientes co-infectados (RILEY, 1993); um estudo realizado na Florida com

pacientes HIV positivos revelou que a duracdo média de sobrevivéncia ¢é de
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aproximadamente 45 dias entre casos de co-infec¢ao por MDR-TB e de 430 dias entre

casos de co-infecg¢ao por TB susceptivel a drogas (FISCHL ez al., 1992).

1.11. A busca de alvos para o desenvolvimento de novas drogas

Um estudo realizado entre 1972 e 1998, que analisou o nimero de agentes
antimicrobianos descritos na revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy, publicada
pela Sociedade Americana de Microbiologia, apresentou as seguintes porcentagens entre as
categorias: 46% antibacteriana, 24% antiviral, 13% antiparasitaria, 9% antifungica e 8%
antimicobacteriana. Ainda que a categoria de agentes antimicobacterianos possa estar sub-
representada, uma vez que foram incluidas somente drogas descritas em artigos
relacionando seu uso contra micobactérias, percebe-se que esta categoria tem tido o menor
desenvolvimento ao longo dos anos (SWARTZ, 2000). Nao houve qualquer descri¢do na
literatura da identificacdo de novas drogas de primeira linha que possam substituir as
atualmente utilizadas no combate ao bacilo causador da TB desde a metade da década de
80 (PETRINI & HOFFNER, 1999). O baixo interesse da industria farmacéutica ndo se
deve necessariamente ao alto investimento necessario para desenvolver um novo composto
anti-TB, mas ao pequeno retorno financeiro esperado, uma vez que a grande maioria dos

casos de TB ocorrem em paises subdesenvolvidos (RUFFINO-NETTO, 2002).

A atual realidade epidemioldgica e quimioterdpica revelou uma urgente
necessidade do desenvolvimento de agentes antimicobacterianos mais eficientes. Estes
devem apresentar uma toxicidade seletiva, sendo ativos contra cepas resistentes e nao-
resistentes a drogas, assim como infecgdes latentes; além disto, devem requerer uma menor

duracdo do tratamento para aumentar a adesdao dos pacientes a quimioterapia.
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Em principio, a seqiiéncia genomica de M. tuberculosis inclui informagdes sobre
todos os possiveis alvos aos quais possam se direcionar novos agentes antimicobacterianos.
Mais diretamente, informacdes estruturais e funcionais sobre um alvo protéico particular
podem ser deduzidas pela seqiiéncia do seu respectivo gene codificante. Uma maneira de
explorar informagdes em programas de desenvolvimento de drogas ¢ clonando e
expressando genes que codificam enzimas biossintéticas especificas do patogeno, assim
como validando a sua atividade bioldgica que havia sido inferida apenas por homologia de
seqiiéncia e ndo por demonstragdo experimental. As proteinas recombinantes podem ser
usadas em ensaios funcionais na procura de inibidores, e, a0 mesmo tempo, possibilitar a

geracdo de informagdes estruturais para o desenvolvimento de drogas (YOUNG, 2001).

1.11.1. A via de biossintese de histidina e a enzima histidinol desidrogenase

A via de biossintese de histidina (Figura 6) foi muito bem descrita em Salmonella
typhimurium e E. coli, onde foi demonstrado que esta ¢ constituida por dez reacdes
enzimdticas envolvendo oito genes, e formando uma ligacdo entre a biossintese de

aminoacidos e purinas (WINKLER, 1996).
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Figura 6. Esquema ilustrativo da via de biossintese de histidina, constituida por dez
reagOes enzimaticas envolvendo oito genes, e formando uma ligagdo entre a biossintese de

aminoacidos e purinas (adaptado de WINKLER, 1996).

A ultima reacao desta via (Figura 7 - Figura 1 do manuscrito na pagina 64), descrita
pela primeira vez em Arthrobacter histidinovorans e E. coli (ADAMS, 1954), e em
levedura (ADAMS, 1955), ¢ catalisada pela enzima histidinol desidrogenase (HisD) (EC
1.1.1.23). Esta enzima catalisa a conversio NAD'- ¢ Zn-dependente de L-histidinol a L-
histidina, envolvendo o intermedidrio L-histidinaldeido (ADAMS, 1954; ADAMS, 1955;

LOPER & ADAMS, 1965), com a concomitante reduco de dois moles de NAD".
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Apesar da via de biossintese de histidina estar presente em bactérias,
arqueobactérias, organismos eucarioticos inferiores e plantas, a mesma encontra-se ausente
em mamiferos (VOET & VOET, 1995) e, aparentemente, todos os organismos que
sintetizam histidina utilizam-se desta mesma via. As enzimas de E. coli, S. typhimurium,
Saccharomyces cerevisiae ¢ Brassica oleracea apresentam aproximadamente 50% de
identidade, sendo altamente conservadas estrutural e funcionalmente (NAGAI et al., 1991),
e tém essencialmente as mesmas propriedades. Visto que as enzimas homologas descritas
sao homodimeros (LEE & GRUBMEYER, 1987; NAGALI et al., 1992) contendo um Zn"
por subunidade (LEE & GRUBMEYER, 1987), estas representam exemplos de
metaloenzimas. Cabe salientar que sio raros os casos de oxidoreductases ligadas a NAD"
que requerem a ligagdo de um metal para manterem a atividade biologica (GRUBMEYER
et al., 1989).

O seqiienciamento completo do genoma de M. tuberculosis H37Rv revelou 3.924
fases de leitura aberta, sendo identificadas seqiiéncias com alta identidade a genes de M.
smegmatis para esta via biossintética; uma delas, Rv1599, apresenta 85% de identidade
com o gene hisD, responsavel pela codificagdo da enzima HisD. Em M. tuberculosis, o
gene de 1317 pb codifica uma provavel HisD, com 438 aminoécidos, massa molecular
teorica de 45.346,10 Dalton (Da) e ponto isoelétrico de 4,63 (COLE et al., 1998). A partir
de experimentos onde foram avaliados tanto a habilidade de organismos auxotréficos para
histidina em sobreviver a privagao deste aminoacido (PARISH, 2003) como identificados
os genes envolvidos no crescimento micobacteriano (SASSETTI et al., 2003), pdde-se
demonstrar que a via de biossintese de histidina € essencial para a sobrevivéncia do M.
tuberculosis. Mais especificamente, estudos com mutantes de M. tuberculosis com o gene

hisD nocauteado, obtidos por recombinagdo homoéloga, demonstraram a essencialidade da
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proteina HisD (PARISH ef al, 1999). Entretanto, ainda ndo havia sido confirmado
experimentalmente que o gene AisD codifica uma HisD ativa em M. tuberculosis.

Cinética enzimatica e estudos estruturais representam importantes ferramentas no
sentido do desenho racional de novos agentes antimicobacterianos. A expressdo de
proteinas na sua forma solivel tem sido identificada como etapa essencial neste sentido
(VICENTELLI et al, 2003). Para tanto, o trabalho aqui apresentado descreve a
amplificacdo, clonagem, seqiienciamento e expressao da proteina HisD de M. tuberculosis
na forma soluvel em E. coli. A avaliacdo da atividade desta enzima vem a confirmar a

fungdo do gene estrutural como codificante da enzima HisD em M. tuberculosis.

44



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O trabalho iniciado aqui faz parte de um projeto mais amplo, que visa a busca de
inibidores especificos da enzima HisD de M. tuberculosis H37Rv para que, posteriormente,

possam ser introduzidas novas drogas no tratamento da TB.

2.2. Objetivos Especificos

A primeira etapa deste trabalho visa uma caracterizacdo inicial da enzima
supracitada; para tanto, far-se-do o desenho de primers com sitios de restri¢ao para Ndel e
HindlIll, a amplificagdo do gene hisD a partir do DNA gendmico, a clonagem do mesmo
em sistema de expressdo pET-23a(+), o seqlienciamento do fragmento subclonado, a

expressdo da enzima recombinante, e a determina¢do da sua atividade bioldgica.
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3. MANUSCRITO

A seguir, apresentar-se-4 0 manuscrito referente ao trabalho desenvolvido durante o
curso de Mestrado, submetido e sob avaliacdo do perioddico cientifico Protein Expression

and Purification.
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ABSTRACT

The aetiological agent of tuberculosis (TB), Mycobacterium tuberculosis, is
responsible for approximately 1.8 million deaths in the year 2000. The increasing
prevalence of TB, the emergence of multidrug-resistant strains of the tubercle bacillus, and
the devastating effect of co-infection with human immunodeficiency virus have led to an
urgent need for the development of new and more efficient antimycobacterial drugs. The
biosynthetic of histidine is present in bacteria, archaebacteria, lower eukaryotes and plants,
but absent in mammals. Disruption of M. tuberculosis hisD-encoded L-histidinol
dehydrogenase by homologous recombination resulted in mutants that were not viable
under histidine deprivation. Thus, the gene products of the histidine pathway represent
attractive targets for the development of antimycobacterial agents. Although analysis of the
complete genome sequence of M. tuberculosis predicts that the locus-tag Rv1599 (hisD)
codes for a probable histidinol dehydrogenase enzyme, experimental evidence was lacking.
The M. tuberculosis hisD gene was PCR amplified, cloned, sequenced, and the
recombinant protein was overexpressed in soluble form in Escherichia coli BL21(DE3).
HisD enzyme activity measurements of soluble protein cellular extracts of recombinant
protein demonstrated a 612-fold increase in specific activity as compared to control cell
extracts. Furthermore, steady-state velocity of recombinant HisD showed a linear
dependence on cell extract volume added to the reaction mixture. The results reported here
validate the hisD as a structural gene that codes for histidinol dehydrogenase in M.
tuberculosis, which is a crucial step towards purification of recombinant protein to provide
material for structural and mechanistic studies aiming at the rational design of new anti-TB

agents.
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ABBREVIATIONS USED

DMSO, dimethyl sulfoxide; DOTS, directly observed treatment short-course; HisD,
histidinol dehydrogenase; IPTG, isopropyl p-D-thiogalactopyranoside; LB, Luria-Bertani;
MDR, multidrug-resistant; Mtb, Mycobacterium tuberculosis; MtbHisD, M. tuberculosis
HisD; NAD", nicotinamide adenine dinucleotide, oxidized form; NADH, nicotinamide

adenine dinucleotide, reduced form; TB, tuberculosis.
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INTRODUCTION

The 2005 global targets for case detection (70 %) and treatment success (85 %) of
tuberculosis (TB) smear-positive cases set by the World Health Organization (WHO)
might, once more, have to be re-set, as for 2000 [1]. The 69 % world population coverage
of DOTS (the internationally recommended control strategy for TB), achieved by the end
of 2002, was unable to detain the 8.8 million new cases (of which 3.9 million were smear-
positive) of TB computed by epidemiologists in the same year [2]. Estimates have
indicated that 1.7 billion people, as much as one third of the world’s population, are
infected with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the aetiological agent of TB. Mtb is
responsible for more human deaths than any other single infectious agent throughout the
centuries, accounting for 26 % of all preventable deaths and 7 % of all deaths [3].
Approximately 95 % of the cases occur in developing nations, which account for 98 % of
the deaths worldwide [4]. The statistics are inevitable since these countries have very few
resources available to ensure proper treatment and where human immunodeficiency virus
(HIV) infection is common that wanes immunity, thereby reactivating the contained, but
not eradicated, Mtb infection, both forging a deadly synergy [2, 5]. The distribution of TB
cases has been shown to display a geographical concentration among 22 high-burden
countries, which account for 80% of the world’s TB incidence. The WHO African region
and several countries of Eastern Europe have been reaching treatment success’s
substantially below (~70%) average due, in part, to the complications caused by HIV co-
infection and multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB), respectively [2]. Some of the
most common factors responsible for the resurgence of this chronic infectious airborne

disease as a global public health emergency in developing and industrialized countries are:
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the HIV/AIDS epidemic, the widespread emergence of drug-resistant and multidrug-
resistant strains, patient non-compliance of treatment (usually due to toxicity of the
administered drugs), an increasing number of injectable-drug users, increasing homeless
population with adverse living conditions, problems caused by internal migration, and the
decline of health care quality and structure [2, 6].

Isoniazid and rifampicin are the most prescribed and effective first-line
antimycobacterial drugs [7]. MDR-TB, defined as strains resistant to isoniazid and
rifampicin, are more difficult and expensive to treat, and more likely to be fatal [8]; thus
leading to the use of second-line drugs, which are less effective, more toxic and more
expensive [8, 9]. Unfortunately, no new first-line antimycobacterial agent has been
identified in the last 25 years to replace the currently used drugs [10]. Although bacilli
Calmette-Guérin (BCG) is still the most widely used vaccine against TB, the most
prevalent form of TB, namely reactivation of latent infection in adults, cannot be prevented
in a satisfactory way, since its prophylactic efficacy ranges from none to 80% [11]. There
is thus an urgent need for the development of both better vaccines and new and more
efficient antimycobacterial agents. These agents should have selective toxicity, be active
against drug-resistant and non-resistant strains, and shorten the duration of short-course
treatment to improve patient compliance.

The histidine biosynthetic pathway has been studied in detail in Salmonella
typhimurium and Escherichia coli. There are ten enzymatic reactions carried out by eight
genes in the unbranched pathway that include several complex and unusual reactions, and
form a critical link between amino acid and purine biosynthesis [12]. The final reaction,
first described enzymatically in Arthrobacter histidinovorans and E. coli [13], and in yeast

[14], is catalyzed by Histidinol Dehydrogenase (HisD) [L-histidinol:NAD oxidoreductase
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(EC 1.1.1.23)]. HisD catalyzes the NAD'- and Zn"-dependent conversion of L-histidinol
to L-histidine through an L-histidinaldehyde intermediate [13-15], with the concomitant
reduction of 2 moles of NAD" (Fig. 1).

Available data suggest that the same pathway is used in all organisms that
synthesize histidine. The enzymes from E. coli, S. typhimurium, Saccharomyces cerevisiae
and Brassica oleracea (cabbage) show about 50% identity, are both structurally and
functionally highly conserved [16], and have essentially the same properties. Since the
described homologous active enzymes are homodimers [17, 18] containing one Zn"> per
subunit [17], they are therefore examples of metalloenzymes. Interestingly, it has been
pointed out that relatively few other NAD-linked oxidoreductases seem to require a bound
metal for activity [19].

The histidine biosynthetic pathway is present in bacteria, archaebacteria, lower
eukaryotes and plants, but absent in mammals [20]. The complete genome sequence of the
best characterized strain, H37Rv, of M. tuberculosis identified 3,924 open reading frames,
and homologues to enzymes of the histidine biosynthetic pathway have been identified
[21]. Measurements of the ability of histidine auxotrophs to survive starvation [22] and
identification of genes required for mycobacterial growth [23] have demonstrated that the
histidine biosynthetic pathway is essential for survival of M. tuberculosis. In particular,
studies on M. tuberculosis hisD knockout mutants obtained by homologous recombination
have proved the essentiality of histidine dehydrogenase protein [24]. However, it has not
been shown yet that the AisD gene codes for a histidine dehydrogenase activity; that is, the
correct assignment to the structural gene encoding HisD enzyme activity has not been

confirmed in M. tuberculosis.
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Enzyme kinetics and structural studies provide a framework on which to base the
rational design of new agents with antitubercular activity. However, the availability of
sufficient amounts of proteins of M. tuberculosis still remains an essential and laborious
step. Unfortunately, even when a genome can be sequenced, only up to 20 % of the protein
targets can produce soluble proteins under very basic experimental conditions [25]. Thus,
expression of proteins in soluble form has been identified as an important bottleneck in
efforts to determine biological activity and crystal structure of M. tuberculosis proteins
[26].

Here we describe the PCR amplification, cloning, sequencing, and expression of M.
tuberculosis HisD soluble protein in Escherichia coli. Measurement of activity of the
soluble enzyme confirms the correct assignment to the structural gene encoding HisD in M.
tuberculosis. To the best of our knowledge, this is the first report of cloning and expression
of soluble and active M. tuberculosis HisD. The purification of soluble M. tuberculosis
HisD will provide protein in quantities necessary for structural and enzymological studies,

which should help the design of enzyme inhibitors to be tested as antimycobacterial agents.
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MATERIALS AND METHODS

PCR amplification and cloning of M. tuberculosis hisD structural gene

Synthetic oligonucleotide primers (5’-ccatatgcttacccgtatcgacttgeggggag-3° and 5°-
tcaagcttgreategetcgaacctecgecgtac-3’) were designed based on the complete genome
sequence of M. tuberculosis H37Rv [21]. These primers were complementary,
respectively, to the amino-terminal coding and carboxy-terminal noncoding strands of the
hisD gene containing 5’ Ndel and 3’ HindlIl restriction sites, which are in bold characters;
the start and stop codons are shown in italics. These primers were used to amplify the M
tuberculosis hisD structural gene (1317 bp) from genomic DNA using standard PCR
conditions (Perkin-Elmer) with a hot start at 99°C for 10 min. The Pfu turbo DNA
Polymerase (Stratagene), which is a thermostable polymerase that exhibits low error rate,
was used to increase the likelihood that unwanted mutation be not introduced by the DNA
amplification step [27, 28]. The cosolvent dimethyl sulfoxide (DMSO) was added at a
concentration of 10% in the reaction mixture to improve the yield of the PCR product. The
amplified fragment was purified by electrophoresis on low-melting agarose with
CONCERT Nucleic Acid Purification System (Gibco BRL), digested with Ndel
(Invitrogen) and HindIIl (Gibco BRL), and ligated into a pET-23a(+) expression vector
(Novagen), which had previously been digested with the same restriction enzymes. The
DNA sequence of the M. tuberculosis hisD structural gene was determined using an ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) to both confirm the identity of the

cloned DNA and ensure that no mutations were introduced by the PCR amplification step.

54



Overexpression of recombinant HisD

The pET-23a(+)::hisD recombinant plasmid was transformed into electrocompetent
E. coli BL21(DE3) host cells and selected on Luria-Bertani (LB) agar plates containing 50
ng mL™" carbenicillin [29]. Control experiments were performed under the same
experimental conditions, except that transformed E. coli BL21(DE3) cells harbored the
expression vector lacking the target DNA insert. Single colonies were used to inoculate
200 mL of LB medium containing 50 ug mL™ carbenicillin, grown at 37°C and 180 rpm to
an ODgoonm of 0.4 - 0.6, and induced with 1 mM isopropyl B-D-thiogalactopyranoside
(IPTG). Cells were grown for additional 48 hours at 37°C in shaker flasks and harvested (at
specific times) by centrifugation at 17,300 g for 15 min at 4°C and stored at -20°C. For
protein overexpression analysis, the stored cells were suspended in 600 pL of 10 mM Tris-
HCI (pH 8.0), disrupted by sonication using three 10-sec pulses, and cell debris was
removed from the soluble fraction by centrifugation at 20,800 g for 30 min at 4°C. The
Protein content was analyzed by SDS-PAGE [30]. The proportion of HisD to total soluble
proteins in SDS-PAGE gels was estimated using a GS-700 imaging densitometer (Bio-

Rad).

Protein determination

Protein concentration was determined by the method of Bradford ef al. [31] using

the Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad) and bovine serum albumin as standard.
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Histidinol dehydrogenase assay

Histidinol dehydrogenase catalyzes the sequential NAD -dependent oxidations of
L-histidinol to L-histidinaldehyde and then to L-histidine. The enzymatic activity was
assayed in the forward direction by continuously monitoring the increase in absorbance at
340 nm due to the conversion of NAD" to NADH (exapn = 6.22 x 10° M cm™) [32]. All
reactions were carried out in a SPECTRONIC GENESYS 2 Spectrophotometer
(Spectronic Instruments) at 25°C and initiated with the addition of either cloned MtbHisD
or control extracts to the reaction mixture. The reaction mixture (0.5 mL) contained 50 mM
Bis-Tris propane-HCI (pH 7.2), 0.5 mM MnCl,, 0.5 mM B-NAD" (all purchased from
Sigma) and 0.25 mM L-histidinol dihydrochloride (Acros). The initial steady-state kinetic
rates were calculated from the linear portion of the reaction curve. One unit of enzyme
activity (U) corresponds to the amount of enzyme catalyzing the conversion of 1 umol of

substrate per minute in one-centimeter pathlength cuvette.
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RESULTS AND DISCUSSION

The probable hisD structural gene was amplified from M. tuberculosis H37Rv
genomic DNA (Fig. 2). The presence of 10% DMSO in the reaction mixture proved to be
necessary to obtain a PCR product. The cosolvent DMSO helps overcome polymerase
extension difficulties due to DNA secondary structures and improves the denaturation of
GC-rich DNA [33], which is consistent with the 65.6% G + C content of M. tuberculosis
genomic DNA [21].

The PCR product was cloned into pET-23a(+) expression vector between Ndel and
HindIll restriction sites. The nucleotide sequence analysis of the cloned PCR product
confirmed the identity of the insert as M. tuberculosis hisD structural gene coding
sequence (1317 bp) and demonstrated that no mutations were introduced by the PCR
amplification step.

Histidinol dehydrogenase from M. tuberculosis H37Rv was overexpressed in E.
coli BL21(DE3) electrocompetent cells transformed with pET-23a(+)::hisD recombinant
plasmid. In order to evaluate mycobacterial HisD expression as a function of time, cell
growth was tested for 3, 6, 12, 18, 24, and 48 h at 37°C either with or without IPTG
induction. SDS-PAGE analysis revealed a higher yield of soluble recombinant protein in
the absence of IPTG for cells grown for 18 hours (Fig. 3). It should be pointed out that part
of the recombinant protein remained in the insoluble fraction. Attempts to improve its
solubility by cultivation temperature reduction [34] were not effective. Nevertheless,
analysis of Coomassie blue-stained SDS-PAGE indicated that the soluble cell extracts
contained a significant amount of recombinant protein with subunit molecular weight

(MW) of 45 kDa in agreement with the one expected for MtbHisD (45,346.10 Da). SDS-
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PAGE protein band densitometric quantification analysis showed that MtbHisD constitutes
approximately 9% of total protein present in the soluble cell extract under the experimental
conditions used.

It should be pointed out that the recombinant protein overexpression was achieved
with no addition of the inducer. The pET system makes use of a highly processive T7 RNA
polymerase under control of the IPTG-inducible /acUVS5 promoter for the transcription of
target genes of interest [35]. Recent reports have demonstrated that high levels of protein
production can be obtained in the stationary phase of cell growth in the absence of IPTG
[36-38]. It has been proposed that leaky protein expression occurs for /ac-controlled
systems when cells approach stationary phase in complex medium and that cyclic AMP,
acetate and low pH are required to effect expression in the absence of IPTG induction [39].

Enzyme activity measurements demonstrated a 612-fold increase in Histidinol
dehydrogenase specific activity in soluble protein cellular extracts expressing the
recombinant M. tuberculosis hisD gene product as compared to control cell extracts (Table
1). Furthermore, measurements of steady-state velocity of MtbHisD showed a linear
dependence on cell extract volume added to the reaction mixture (Fig. 4).

Isolation of histidine-requiring auxotrophs of M. smegmatis (a fast-growing
mycobacterial species) and complementation studies allowed identification of the start of
an operon containing the hisD and part of the hisC gene [40]. However, no experimental
evidence has been presented to show that this gene codes for a histidine dehydrogenase
activity. To the best of our knowledge, the results presented here represent the first report
of cloning, sequencing, and expression of soluble and active histidinol dehydrogenase from
M. tuberculosis. The development of a purification protocol for MtbHisD should provide

sufficient homogeneous protein for kinetic studies, enzyme immobilization on colloidal
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gold support for interaction studies with plant extract components (Plasmon Surface
Resonance), and crystallization trials aiming at structure determination by X-ray
diffraction. The three-dimensional structure of E. coli HisD has been determined by X-ray
diffraction in the apo state as well as complexes with substrate, Zn"* and NAD" at 1.70 A
resolution [41] may be used as template for MtbHisD structure determination. Structural
and enzymological studies should provide a framework on which to base the rational

design of inhibitors of MtbHisD enzyme activity to be tested as antimycobacterial agents.

59



ACKNOWLEDGMENTS

Financial support for this work was provided by Millennium Initiative Program
MCT-CNPq, Ministry of Health-Secretary of Health Policy (Brazil) to D.S.S. and L.A.B.
D.S.S. and L.A.B. also acknowledge grants awarded by CNPq, FINEP and DECIT-MS.
D.S.S. (CNPq, 304051/1975-06) and L.A.B. (CNPq, 520182/99-5) are researchers
awardees from the National Council for Scientific and Technological Development of
Brazil. We thank Giancarlo Pasquali for his important assistance in nucleotide sequence

analysis.

60



REFERENCES

[1] World Health Organization, Fifty-third World Health Assembly, Stop Tuberculosis

Initiative, Report by the Director General, A53/5, 5 (2000).

[2] World Health Organization, Global Tuberculosis Control, WHO Report 2004, Geneva,

Switzerland, WHO/HTM/TB/2004.331.

[3] D.A. Enarson, J.F. Murray, Global epidemiology of tuberculosis, in: W.M Rom and S.

Garay (Eds.) Tuberculosis, Little, Brown and Co., Boston, MA, 1996, pp. 57-75.

[4] World Health Organization, Global Tuberculosis Control, WHO Report 1998,

WHO/TB/98.237.

[5] D.B. Young, Blueprint for the white plague, Nature 393 (1998) 515-516.

[6] B.R. Bloom, C.J.L. Murray, Tuberculosis: commentary on a reemergent killer, Science

257 (1992) 1055-1064.

[7] L.A. Basso, J.S. Blanchard, Resistance to antitubercular drugs, Adv. Exp. Med. Biol.

456 (1998) 115144

[8] WHO Global tuberculosis programme — Tuberculosis Fact Sheet, 1998.

[http://www.who.int/gtb/publications/index.htm#Reports].

61



[9] World Health Organization, World Health Organization press release: drug resistant
tuberculosis levels ten times higher in Eastern Europe and Central Asia, Saudi. Med. J. 25

(2004) 1139-1140.

[10] B. Petrini, S. Hoffner, Drug-resistant and multidrug-resistant tubercle bacilli, Int. J.

Antimicrob. Agents 13 (1999) 93-97.

[11] G.A. Colditz, T.F. Brewer, C.S. Berkey, M.E. Wilson, E. Burdick, H.V. Fineberg, F.
Mosteller, Efficacy of BCG vaccine in the prevention of tuberculosis: meta-analysis of the

published literature, J. Am. Med. Assoc. 271 (1994) 698-702.

[12] M.E. Winkler, Biosynthesis of Histidine, in: F.C. Neidhardt (Ed.), Escherichia coli

and Salmonella: Cellular and Molecular Biology, ASM Press, Washington, DC, 1996, pp.

485-505.

[13] E. Adams, The enzymatic synthesis of histidine from histidinol, J. Biol. Chem. 209

(1954) 829-846.

[14] E. Adams, L-Histidinal, a biosynthetic precursor of histidine, J. Biol. Chem. 217

(1955) 325-344.

[15] J.C. Loper, E. Adams, Purification and properties of histidinol dehydrogenase from

Salmonella typhimurium, J. Biol. Chem. 240 (1965) 788-795.

62



[16] A. Nagai, E. Ward, J. Beck, S. Tada, J.Y. Chang, A. Scheidegger, J. Ryals, Structural
and functional conservation of histidinol dehydrogenase between plants and microbes,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991) 4133-4137.

[17] S.Y. Lee, C.T. Grubmeyer, Purification and in vitro complementation of mutant

histidinol dehydrogenases, J. Bacteriol. 169 (1987) 3938-3944.

[18] A. Nagai, K. Suzuki, E. Ward, M. Moyer, M. Hashimoto, J. Mano, D. Ohta, A.
Scheidegger, Overexpression of plant histidinol dehydrogenase using a baculovirus

expression vector system, Arch. Biochem. Biophys. 295 (1992) 235-239.

[19] C. Grubmeyer, M. Skiadopoulos, A.E. Senior, L-histidinol dehydrogenase, a Zn*'-

metalloenzyme, Arch. Biochem. Biophys. 272 (1989) 311-317.

[20] D. Voet, J.D. Voet, Amino acid metabolism, in: D. Voet, J.D. Voet (Eds.),

Biochemistry, John Wiley & Sons, Inc., USA, 1995, pp. 727-784.

[21] S.T. Cole, R. Brosch, J. Parkhill, T. Garnier, C. Churcher, D. Harris, S.V. Gordon, K.
Eiglmeier, S. Gas, C.E. Barry III, F. Tekaia, K. Badcock, D. Basham, D. Brown, T.
Chillingworth, R. Connor, R. Davies, K. Devlin, T. Feltwell, S. Gentles, N. Hamlin, S.
Holroyd, T. Hornsby, K. Jagels, B.G. Barrel, Deciphering the biology of Mycobacterium

tuberculosis from the complete genome sequence, Nature 393 (1998) 537-544.

63



[22] T. Parish, Starvation survival response of Mycobacterium tuberculosis, J. Bacteriol.

185 (2003) 6702-6706.

[23] C.M. Sassetti, D.H. Boyd, E.J. Rubin, Genes required for mycobacterial growth

defined by high density mutagenesis, Mol. Microbiol. 48 (2003) 77-84.

[24] T. Parish, B.G. Gordhan, R.A. McAdam, K. Duncan, V. Mizrahi, N.G. Stoker,
Production of mutants in amino acid biosynthesis genes of Mycobacterium tuberculosis by

homologous recombination, Microbiology 145 (1999) 3497-3503.

[25] S.A. Lesley, P. Kuhn, A. Godzik, A.M. Deacon, I. Mathews, A. Kreusch, G.
Spraggon, H.E. Klock, D. McMullan, T. Shin, J. Vincent, A. Robb, L.S. Brinen, M.D.
Miller, T.M. McPhillips, M.A. Miller, D. Scheibe, J.M. Canaves, C. Guda, L. Jaroszewski,
T.L. Selby, M.A. Elsliger, J. Wooley, S.S. Taylor, K.O. Hodgson, I.LA. Wilson, P.G.
Schultz, R.C. Stevens, Structural genomics of the Thermotoga maritime proteome
implemented in a high-throughput structure determination pipeline, Proc. Natl. Acad. Aci.

USA 99 (2002) 11664-11669.

[26] R. Vicentelli, C. Bignon, A. Gruez, S. Canaan, G. Sulzenbacher, M. Tegoni, V.

Campanacci, C. Cambillau, Medium-scale structural genomics: strategies for protein

expression and crystallization, Acc. Chem. Res. 36 (2003) 165-172.

64



[27] K.S. Lundberg, D.D. Shoemaker, M.W. Adams, J.M. Short, J.A. Sorge, E.J. Mathur,
High-fidelity amplification using a thermostable DNA polymerase isolated from

Pyrococcus furiosus, Gene 108 (1991) 1-6.

[28] J. Cline, J.C. Braman, H.H. Hogrefe, PCR fidelity of Pfu DNA polymerase and other

thermostable DNA polymerases, Nucleic Acids Res., 24 (1996) 3546-3551.

[29] J. Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis, in: Molecular Cloning: A Laboratory Manual,

Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1989, p. A.1.

[30] U.K. Laemmli, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of

bacteriophage T4, Nature 227 (1970) 680—685.

[31] M.M. Bradford, R.A. McRorie, W.L. Williams, A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the principle of protein—dye

binding, Anal. Biochem. 72 (1976) 248-254.

[32] A. Kheirolomoom, J. Mano, A. Nagai, A. Ogawa, G. Iwasaki, D. Ohta, Steady-state

kinetics of cabbage histidinol dehydrogenase, Arch. Biochem. Biophys., 312 (1994) 493-

500.

[33] P.R. Winship, An improved method for directly sequencing PCR amplified material

using dimethyl sulphoxide, Nucleic Acids Res. 17 (1989) 1266.

65



[34] G. Hannig, S.C. Makrides, Strategies for optimizing heterologous protein expression

in Escherichia coli, Trends Biotechnol. 16 (1998) 54-60.

[35] K.C. Kelley, K.J. Huestis, D.A. Austen, C.T. Sanderson, M.A. Donoghue, S.K.
Stickel, E.S. Kawasaki, M.S. Osburne, Regulation of CD4-183 gene expression from

phage-T7-based vectors in Escherichia coli, Gene 156 (1995) 33-36.

[36] J.S. Oliveira, C.A. Pinto, L.A. Basso, D.S. Santos, Cloning and Overexpression in
Soluble Form of Functional Shikimate Kinase and 5-Enolpyruvylshikimate 3-Phosphate
Synthase Enzymes from Mycobacterium tuberculosis, Protein Express. Purif. 22 (2001)

430-435.

[37] M.L. Magalhaes, C.P. Pereira, L.A. Basso, D.S. Santos, Cloning and expression of
functional shikimate dehydrogenase (EC 1.1.1.25) from Mycobacterium tuberculosis

H37Rv, Protein Express. Purif. 26 (2002) 59—-64.

[38] R.G. Silva, L.P. Carvalho, J.S. Oliveira, C.A. Pinto, M.A. Mendes, M.S. Palma, L.A.
Basso, D.S. Santos, Cloning, overexpression, and purification of functional human purine

nucleoside phosphorylase, Protein Express. Purif. 27 (2003) 158—-164.

[39] T.H. Grossman, E.S. Kawasaki, S.R. Punreddy, M.S. Osburne, Spontaneous cAMP-

dependent derepression of gene expression in stationary phase plays a role in recombinant

expression instability, Gene 209 (1998) 95-103.

66



[40] S. Hinshelwood, N.G. Stoker, Cloning of mycobacterial histidine synthesis genes by
complementation of a Mycobacterium smegmatis auxotroph, Mol. Microbiol. 6 (1992)

2887-2895.

[41] J.A. Barbosa, J. Sivaraman, Y. Li, R. Larocque, A. Matte, J.D. Schrag, M. Cygler,

Mechanism of action and NAD+-binding mode revealed by the crystal structure of L-

histidinol dehydrogenase, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99 (2002) 1859-1864.

67



FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. HisD catalyzes the NAD'- and Zn"-dependent conversion of L-histidinol to L-
histidine through an L-histidinaldehyde intermediate [13-15], with the concomitant

reduction of 2 moles of NAD".

FIGURE 2. Agarose gel (1.0%) electrophoresis of PCR product amplified from M.
tuberculosis H37Rv genomic DNA. Lane 1: molecular marker $X174 RF DNA/Haelll

Fragments (Invitrogen); Lane 2: PCR amplification product (~1317 bp).

FIGURE 3. 12% SDS-PAGE analysis of soluble protein fraction of crude extracts.
Expression of MtbHisD after 18 hours of cell growth (additional time after ODgponm value
ranging between 0.4 and 0.6) in 200 mL LB medium (50 ug mL™ carbenicillin) without
addition of IPTG. 25 ng of total protein were loaded into each lane. Lane 1: MW marker
“High range” (Gibco BRL); Lane 2: E. coli BL21(DE3) [pET-23a(+)] (control); Lane 3: E.

coli BL21(DE3) [pET-23a(+)::hisD].

FIGURE 4. Linear dependence of MtbHisD activity on soluble cellular extract volume.

The rates of enzyme activity were carried out in the forward direction by continuously

monitoring NAD" reduction through the increase in absorbance at 340 nm.
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Table 1

Measurements of M. tuberculosis histidinol dehydrogenase enzyme activity

Specific activityb

Soluble cellular extract (SA, Umg™) SA cloned/SA control
Control 0.0001254 1.00
HisD 0.0768 612.44

* Crude cellular extract in 10 mM Tris-HCI (pH 8.0)

®UmL"/mg mL"
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4. DISCUSSAO

Baseando-se nos objetivos especificos propostos e nos resultados obtidos
(supracitados no manuscrito), podemos afirmar que a primeira etapa deste projeto foi
concluida com éxito. O provavel gene estrutural hisD de M. tuberculosis H37Rv foi
amplificado a partir do DNA gendmico por meio de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Figura 8 - Figura 2 do manuscrito na pagina 65), fazendo-se necessaria a adigdao de 10%
de dimetilsulfoxido (DMSO) a mistura de reacdo. Este co-solvente auxilia em sobrepujar
as dificuldades de extensdo da polimerase resultantes de estruturas secundarias de DNA e
otimiza a desnaturacdo de seqiiéncias ricas em GC (WINSHIP, 1989), o que ¢ coerente
com as propriedades gendmicas desta cepa micobacteriana (COLE et al., 1998). O produto
de PCR foi clonado em vetor de expressdao pET-23a(+) entre os sitios de restricdo para
Ndel e Hindlll. O seqiienciamento do fragmento clonado confirmou a identidade do inserto
como a seqiiéncia do gene estrutural hisD de M. tuberculosis (1317 pb) e demonstrou que
ndo houve a introdu¢ao de nenhuma mutagao a partir do passo de amplificagao por PCR.

A enzima HisD de M. tuberculosis H37Rv foi superexpressa em células
eletrocompetentes de E. coli BL21(DE3) transformadas com o plasmideo recombinante
pET-23a(+)::hisD. Visando avaliar a expressdo da enzima recombinante micobacteriana
em funcdo do tempo, foram testados diferentes intervalos de tempo dentro do periodo de
48 horas de crescimento celular a 37°C tanto na presenga como na auséncia de indugao por
adi¢do de isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) ao meio de cultura. A partir das
analises por SDS-PAGE das amostras coletadas no periodo experimental, pdde-se
identificar um maior rendimento de proteina recombinante soluvel expressa em 18 horas na

auséncia de indutor (Figura 9 - Figura 3 do manuscrito na pagina 66). Ainda que uma
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grande quantidade de proteina recombinante estivesse presente na fracao soluvel, existe
uma consideravel porcentagem da mesma na fracdo insolivel; entretanto, o investimento
em estratégias de solubilizagdo como a reducdo da temperatura de cultivo (HANNIG &
MAKRIDES, 1998) ndo aumentaram sua solubilidade. De qualquer forma, evidenciou-se
que os extratos celulares soluveis continham uma quantidade significante de proteina
recombinante com uma massa molecular de subunidade de aproximadamente 45 kDa,
valor coerente com o esperado para a enzima HisD de M. tuberculosis (45.346, 10 Da). A
quantificagdo densitométrica da expressdo diferencial demonstrou que esta enzima
constitui aproximadamente 9% do total de proteinas presentes no extrato bruto. O ensaio
de atividade enzimatica revelou um aumento de 612 vezes na atividade especifica da
enzima recombinante expressa em relacdo ao controle negativo (Tabela 1 - Tabela 1 do
manuscrito na pagina 68), e a analise da velocidade de reacdo em estado estacionario
demonstrou uma dependéncia linear de volume de extrato celular adicionado a mistura de
reacdo (Figura 10 - Figura 4 do manuscrito na pagina 67).

Cabe salientar que a superexpressdo da proteina recombinante foi obtida sem a
adi¢ao de indutor. O sistema pET utiliza uma T7 RNA polimerase com alta processividade
que encontra-se sob controle do promotor induzivel por IPTG lacUVS5 para transcrever
genes alvos de interesse (KELLEY et al., 1995). Trabalhos recentes do nosso grupo de
pesquisa tém demonstrado que podem ser obtidos altos niveis de producao protéica na fase
estacionaria do crescimento celular na auséncia de IPTG (OLIVEIRA et al, 2001;
MAGALHAES et al., 2002; SILVA et al., 2003). Tem sido proposto que ocorra a
expressao protéica em nivel basal em sistemas controlados por lac quando células atingem
a fase estacionaria em meios de cultura complexos e que adenosina monofosfato ciclica,

acetato e baixo pH sdo necessarios para permitir a expressao na auséncia de inducdo por

75



IPTG. Apesar de este efeito ser baixo, qualquer estimulo passa a ser amplificado, uma vez
que o gene de interesse encontra-se em um plasmideo multicopia que € transcrito de forma
eficiente pela T7 RNA polimerase (GROSSMAN et al., 1998).

Apesar de o gene hisD ja ter sido identificado em M. smegmatis (HINSHELWOOD
& STOKER, 1992), uma espécie micobacteriana nao patogénica, ndo havia evidéncia
experimental atribuindo ao gene a codificagdo de uma HisD. Portanto, os resultados
obtidos neste trabalho sdo inéditos e vem por sua vez confirmar a regido de homologia do
gene hisD como sendo responsavel pela codificacdo da proteina HisD em M. tuberculosis.
O estabelecimento de um protocolo de purificagio da enzima recombinante expressa
provera proteina em estado homogéneo suficiente para realizacdo de estudos cinéticos,
imobilizacdo enzimologica em superficie de ouro coloidal para estudos de interagdo com
compostos de extratos vegetais (Plasmon Surface Resonance), ¢ testes de cristalizagdo para
determinagdo de estrutura tridimensional por difragdo de raios-X. Uma vez que a estrutura
da enzima HisD de E. coli foi determinada (em 1,70 A de resolugio) tanto no estado apo
como complexada com Zn™* e NAD™ (BARBOSA et al., 2002) e apresenta mais de 30% de
identidade de seqiiéncia de aminoacidos com a enzima de M. tuberculosis, a primeira pode
ser utilizada como molde para determinag¢do da estrutura da enzima micobacteriana por
substitui¢do molecular.

A combinacdo entre a crescente lista de genomas seqiienciados e a utilizagdo da
bioinformatica possibilitou trilhar novos caminhos no descobrimento de novos alvos e no
desenho racional de drogas. A disponibilidade de estruturas tridimensionais de uma
biomacromolécula introduz a possibilidade de desenhar drogas baseado em um modelo
detalhado do sitio de ligagao do alvo. A modelagem molecular é necessaria para usar esta

informagdo para o desenho de drogas. O desenho racional de novos agentes, utilizando
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modelagem molecular, baseado na estrutura das enzimas envolvidas nesta rota
biossintética, ¢ uma alternativa promissora para o desenvolvimento de drogas contra a TB.
As drogas atualmente disponiveis no combate a TB foram identificadas a partir de
prospeccdo tradicional, ao acaso. Considerando que a cristalografia de raios-X pode
determinar a estrutura cristalina em resolugdo quase atdmica para qualquer proteina de
interesse terapéutico, o conhecimento da proteina alvo do tipo selvagem e mutante em
detalhes até atdmicos, pode auxiliar no desenho de um novo ligante para o sitio de ligagao

do receptor que bloqueie a sintese de histidina em linhagens sensiveis e resistentes.
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