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DESCRICAO

ANTIGENE DESATURASE DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A tuberculose e a lepra, causadas pelos bacilos do complexo
Mycobacterium tuberculosis e M leprae, respectivamente, sédo
as duas principais doencas micobacterianas. As
micobactérias patogénicas tém a capacidade de sobreviver
dentro de células fagocitdrias do hospedeiro. Das
interacgdes entre o hospedeiro e as bactérias resulta a
patologia da infecgcdo tuberculosa através dos danos nos
tecidos causados pela resposta imunitdria do hospedeiro
(Andersen & Brennan, 1994). Alternativamente, a proteccao
do hospedeiro depende também das suas interacgdes com

micobactérias.

A identificacdo dos antigenes bacterianos envolvidos nestas
interacgdes com o sistema imunitdrio é essencial para a
compreensdo dos mecanismos patogénicos de micobactérias e
da resposta imunoldégica do hospedeiro em relacdo a evolucédo
da doenca. E também de grande importédncia para a melhoria
das estratégias de controlo da doenca micobacteriana

através da vacinacdo e imunodiagnédstico.

Ao longo dos anos, seguiram-se varias estratégias para

identificar antigenes micobacterianos. Ferramentas
bioquimicas para fraccionar e analisar proteinas
bacterianas permitiram o) isolamento de proteinas

antigénicas seleccionadas pela sua capacidade de provocar

respostas celulares B ou T (Romain et al., 1993, Sorensen



et al., 1995). O recente desenvolvimento de métodos de
genética molecular para micobactérias (Jacobs et al., 1991;
Snapper et al., 1990; Hatful, 1993; Young et al., 1985)

permitiu a construcdo de bibliotecas de expressdo de ADN

tanto de M. tuberculosis como de M leprae no vector ygt 11 e
a sua expressao em E. coli. A triagem destas bibliotecas
recombinantes usando anticorpos policlonais ou monoclonais
de murino e soros de pacientes conduziram a identificacéo
de numerosos antigenes (Braibant et al., 1994; Hermans et
al., 1995; Thole & wvan der Zee, 1990). No entanto, a maior
parte deles passaram a pertencer ao grupo de proteinas de
chogque térmico altamente conservadas (Thole & wvan der Zee,

1990; Young et al., 1990).

A observacdo em modelos animais de que a proteccgao
especifica contra a tuberculose era conferida apenas por
administracdo de wvacina BCG wviva sugeriu que proteinas
micobacterianas segregadas devem desempenhar um papel
importante na inducdo de imunidade protectora. Estas
proteinas mostraram induzir respostas imunitdrias mediadas
por células e imunidade protectora em cobaias ou modelos
murideos de tuberculose (Pal & Horwitz, 1992; Andersen,
1994; Haslow et al., 1995). Recentemente, adaptou—-se uma
metodologia genética para a identificacdo de proteinas
exportadas com base em fusdes de gene PhoA a micobactérias
por Lym et al. (1995). 1Isso permitiu o isolamento de
fragmentos de ADN de M. tuberculosis codificando proteinas
exportadas. Entre elas, a ja conhecida lipoproteina de 19
kDa (Lee et al., 1992) e a proteina ERP similar ao antigene

de 28 kDa de M leprae (Berthet et al., 1995).



SUMARIO DA INVENCAO

Caracterizéamos uma nova proteina exportada de M.
tuberculosis, designada DES, identificada usando
metodologia de fusdao de gene PhoA. O gene des, gue parece
conservado entre espécies micobacterianas, codifica uma
proteina antigénica altamente reconhecida por S0ros
humanos, tanto de pacientes de tuberculose como de lepra,
mas nao por soros de bovino tuberculoso. A sequéncia de
aminodcido da proteina DES contém dois conjuntos de motivos
que sao caracteristicos dos locais activos de enzimas da
familia de proteina di-ferro-oxo de classe II. Entre esta
familia, a proteina DES apresenta homologias significativas

em relacdo desaturases de estearoil-ACP soluveis.

Deve compreender—-se que tanto a descricdo geral precedente
como a descricao detalhada seguinte sao apenas
exemplificativas e explicativas e nado restritivas da

invengdo, como se reivindica.

Os desenhos anexados, que estdo incorporados nesta, e
constituem parte desta, especificacéo, ilustram véarias
formas de realizacdo da invencdo e, Jjuntamente com a

descricédo, servem para explicar os principios da invencéao.

DESCRIQAO DAS FORMAS DE REALIZAQAO PREFERIDAS

A invencdo sera ainda clarificada pelos exemplos seguintes,

que pretendem ser puramente exemplificativos da invencéo.



Bactérias, meio e condigdes de crescimento

Os plasmideos e estirpes bacterianas usados neste estudo
estdo listados na Fig. 8. Culturas de E. coli DHS5a de BL21
(DE3)pLysS sao feitas crescer de forma padronizada em meio
Luria B (Difco) a 37°C. Culturas de Micobactéria sdo feitas
crescer em meio Middlebrook 7H9 (Difco) suplementado com
Tween 0,05%, glicerol (0,2%) e ADC (glucose, 0,2%; fraccao
V de BSA, 0,05% e NaCl, 0,085%) a 37°C. Quando requeridos,

os antibidticos sédo adicionados nas seguintes
concentracgdes: ampicilina (100  pg/ml), canamicina (20
ug/ml) .

Soros humanos e bovinos

Obtiveram-se espécimes de soro de 20 individuos com
tuberculose pulmonar ou extra-pulmonar (infectados com M.
tuberculosis) do sanatdério de Bligny (Francga). Obtiveram-se
6 soros de pacientes tuberculosos humanos infectados com M.
bovis e 24 soros de pacientes vacinados com BCG sofrendo de
outras patologias, respectivamente do Instituto Pasteur
(Madagdscar) e do Centro de Biologia Médica especializada
(CBMS) (Instituto Pasteur, Paris). Obtiveram—-se soros de
bovinos tuberculosos (infectados com M. bovis) de CNEVA

(Maison Alfort).

Procedimentos de sub-clonagem

Adguiriram-se enzimas de restrigcdo e ligase-ADN T4 em

Gibco/BPL, Boehring Mannheim e New England Biolabs. Todas

as enzimas foram usadas de acordo com as recomendacgdes do



fabricante. Uma escala de 1 kb de marcadores de massa
molecular de ADN era de Gibco/BPL. Os fragmentos de ADN
usados nos procedimentos de clonagem foram purificados em
gel wusando o kit Geneclean II (BIO 101 1Inc., La Jolla,
Calif.). Isolaram—-se cosmideos e plasmideos ©por lise
alcalina (Sambrook et al., 1989). Converteram-se estirpes
bacterianas por electroporacdo usando a unidade Gene Pulser

(Laboratdérios Bio—-Rad, Richmond, Calif.).

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Fig. 1 é um mapa de restrigcdo do fragmento EcoRV de 4,5

kb que codifica o gene des de M. tuberculosis.

A Fig. 2 mostra as sequéncias de nucledtidos e de

aminodcido derivadas do gene des de M. tuberculosis.

A Fig. 3 mostra uma analise de sequéncia comparativa das
proteinas di-ferro-oxo de classe II e da proteina Des de M.
tuberculosis. Os residuos sombreados indicam ligandos
“cluster” de ligandos de ferro plausiveis na proteina Des
de M. tuberculosis. As letras a negro, emolduradas e nao
sombreadas, sdo residuos plausiveis envolvidos na rede de
ligacgdes de hidrogénio ao “cluster”. Outras letras a negro
indicam residuos conservados que se acredita participarem
no local de 1ligacdo O,. O0s intervalos introduzidos na
sequéncia de DES sdo indicados por pontos. Os numeros de
ordem sdo como se segue: V0155, redutase ribonucledétida de
virus Epstein-Barr; M58499, hidrolase metano-monooxigenase
de Methylococcus capsulatus, M60276, polipéptido dmpN fenol
hidrolase de Pseudomonas sp. estirpe CF 600; M59857,



estearoil-ACP desaturase de Ricinus communis e D38753,

estearoil-ACP desaturase de 0. sativa.

A Fig. 4 é uma andlise Southern blot da distribuicdo do
gene des noutras espécies micobacterianas. O ADN de véarias
estirpes micobacterianas foi digerido com Pstl, sofreu
electroforese, foil transferido para uma membrana de nylon
por técnica Southern Dblot e hidrolisado wusando sonda B,

como se mostra na Fig. 1.

A Fig. 5 mostra um gel SDS-PAGE de extractos, soluveis e
insoluveis, de E. coli. expressando a proteina DES no

plasmideo pETdes (I-1718).

A Fig. 6 mostra os resultados de ELISAs da sensibilidade da
resposta de anticorpos ao antigene DES de pacientes humanos

tuberculosos e nao tuberculosos.

A Fig. 7 mostra a sequéncias de nucledtidos e de aminoacido
derivada do gene des de Mycoplasma tuberculosis. As
sequéncias sublinhadas correspondem as caixas -35 e -10 do
promotor e uma sequéncia Shine Dalgamo gque corresponde ao
suposto local de 1ligacdo ribossdmica, respectivamente. A
adenosina marcada “+1” corresponde ao local de iniciacado da

transcricéo.

A Fig. 8 é uma tabela dos plasmideos e estirpes bacterianas

usados nesta aplicacao.

A Fig. 9 é um Western blot que mostra o reconhecimento da
proteina DES purificada por anticorpos de bovinos e de

humanos infectados com M. bovis e M. tuberculosis.



Analise Southern blot e hibridacdo em coldnia

Separaram-se fragmentos de ADN para radiomarcacao em géis
de agarose a 0,7% (Gibco BRL) num sistema tampdao Tris-
borato-EDTA (Sambrook et al., 1989) e isolaram-se do gel
usando Geneclean II (BIO 101). Realizou-se a radiomarcacao
com o kit de marcacgdo com base em amplificagcdo aleatédria
Megaprime (Amersham) com 5 pCi de (0—"?P)dCTP e a marca néo
incoporada foi removida por passagem através de uma Coluna
Nick (Pharmacia). Realizou-se andlise Southern blot em NaOH
0,4 M com membranas de nylon (Hybond-N+, Amersham) de
acordo com a técnica Southern (Southern, 1975), realizou-se
pré-hibridacéo e hibridacéo como recomendado pelo
fabricante usando tampdo RHB (Amersham). A lavagem a 65°C
foi como se segue: duas lavagens com 2XSSPE (NaCl+ 150 mM,
NaH,PO, 8,8 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) - SDS 0,1% de 15 minutos
cada, uma lavagem com 1XSSPE-SDS 0,1% durante 10 minutos,
duas lavagens com 2XSSPE-SDS 0,1% de 15 minutos cada.
Prepararam—-se auto-radiografias por exposicdo com pelicula
de raios X (Kodak X-Omat AR) a -80°C durante a noite.
Realizou-se hibridacdo em coldénia usando discos de membrana
de nylon (Hybond-N+ 0,45 um, Amersham). Coldénias de E. coli
absorvidas nas membranas foram lisadas numa solucdo (NaOH
0,5 M, NaCl 1,5 M), antes de serem colocadas por um minuto
num forno microondas para fixar o ADN. Realizaram-se a
hibridacdo e as lavagens como descrito para a andlise

Southern Blot.

Sequenciacdo e andlise de ADN



Determinaram—-se sequéncias de ADN plasmideo Dbicatendrio
pelo método de terminacdao de cadeia dideoxi (Sanger et al.,
1977) usando o Kit de sequenciacdo Tag Dye Deoxy Terminator
Cycle (Applied Biosystems) num sistema GeneAmp PCR 9600
(Perkin Elmer) e passagem num Sistema de Andlise de ADN por
estiramento Modelo 373 (Applied Biosystems). A sequéncia
foi reunida e processada usando ADN Strider™ (CEA, Franca)
e o0s pacotes de programas de Genetics Computer Group da
Universidade do Wisconsim (UWGCG) Usou-se o algoritmo BLAST
(Altschul et al., 1990) para procurar semelhangca em bases

de dados de proteinas.

Expressdo e purificacgdo da proteina DES em E. coli

Amplificou-se por PCR um fragmento 1043 bp Ndel-BamHI do

gene des usando nucledétidos JD8 (57—
CGGCATATGTCAGCCAAGCTGACCGACCTGCAG-3") e JD9 (57—
CCGGGATCCCGCGCI-CGCCGCIUTGCATOGTOG-3") e clonou-se em

locais Ndel-BamHI de pETl4b (Novagen) para gerar pET-des.
Realizaram—-se amplificacgdes PCR num cycler térmico de ADN
(Perkin Elmer), usando polimerase Tagq (cetus) de acordo com
as recomendacgdes do fabricante. A PCR consistiu num ciclo
de desnaturacao (95°C, 6 min) seguido de 25 ciclos de
amplificacdo consistindo em desnaturacadao (95°C, 1 min),
recozimento (57°C, 1 min) e extensao do iniciador a (72°C,
1 min). No vector pET-des, a expressdo do gene des estd sob
controlo do bacteriéfago T7 e o antigene DES é expresso
como uma proteina de fusdo contendo seis residuos
histidina. A expressdo do gene des foi induzida por adicéo
de IPTG 0,4 mM no meio de cultura. Purificou-se a proteina
DES usando uma resina de afinidade por niquel gquelatado, de

acordo com as recomendacdes do fornecedor (Qiagen,



Chatsworth, Calif.). Associada a localizacdo da proteina
DES em corpos de inclusdo citopldsmica, realizou-se a
purificacédo sob condigdes de desnaturacdo em tampdes de
hidrocloreto de guanidina. A proteina foi eluida em tampao
A (hidrocloreto de guanidina 6 M, NaH,PO, 0,1 M, Tris 0,01
M, pH 8) contendo EDTA 100 mM. A proteina purificada foi
mantida e usada em tampdo A ja que todas as tentativas de a

solubilizar noutros tampdo foram mal sucedidas.

SDS—-PAGE e immunoblotting

Realizou-se electroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil-sulfato de sdédio (SDS-PAGE) como descrito por
Laemmli (12970) . Para ensaios de Western blot
(immunoblotting), usaram-—-se aproximadamente 10 ug de
proteina DES purificada num gel de poliacrilamida-SDS e
transferiu-se para membranas de nitrocelulose (Hybond C
extra, Amersham) usando um dispositivo Bio—-Rad mini
transblot de acordo com as recomendacgdes do fabricante
(Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif.). Visualizou-se o
rendimento da transferéncia por formacao de mancha
transitéria com Ponceau Rouge. Incubou—-se a membrana com
soro humano ou bovino diluido 1/200° a 37°C durante 1 hora
com um anticorpo secundario conjugado com fosfatase
alcalina de caprino anti-humano (Promega) ou de coelho
anti-bovino (Byosys)IgG diluido 1/2500° durante 30 minutos a
37°C. A cor da reaccdo foil revelada por adicdo de 5-bromo-
4—cloro-3-indolilfosfato (0,165 mg/ml) toluidino nitroazul

de tetrazdlio (0,33 mg/ml) como substratos.

ELISA



Os soros humanos ou bovinos foram testados em relacao a
anticorpos contra DES por ensaio de imuno—-absorcéo
enzimdtica (ELISA). Revestiram—-se as ©placas de micro
titulagdo de 96 cavidades com 0,1 png (por cavidade) de
proteina DES purificada em tampdao A de hidrocloreto de
guanidina (hidrocloreto de guanidina 6 M, NaH,PO, 0,1 M,
Tris 0,01 M, pH 8) (1 h a 37°C e 16 h a 4°C). Apds trés
lavagens, saturaram—-se as cavidades com albumina de soro
bovino a 3% em solucao salina com tampao fosfato (PBS)
durante 30 min a temperatura ambiente. Apds trés lavagens,
adicionaram-se as cavidades soros diluidos de 1/50° a
1/3200° em tampdo (PBS, Tween 20 a 0,1%, albumina de soro
bovino a 1%) durante 2 h a 37°C. Apdés trés lavagens,
trataram—-se as cavidades com conjugado caprino anti-humano
IgG e fosfatase alcalina (Promega) diluido 1/4000° durante 1
h a 37°C. Depois, adicionaram-se 4 mg de P-
nitrofenilfosfato por ml como substrato. Apds 20 min de
incubacdo a 37°C, leram-se as placas fotometricamente a uma
densidade ¢ptica de 405 nm em Autoreader micro-ELISA

(Dynatech, Mames la Coquette, Franca).

Estatistica

A resposta de anticorpo dos diferentes soros testados foi

comparada wusando teste t de student. A P > 0,05 foi

considerada insignificante.

Sequéncia de nucledtidos e numero de ordem
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As sequéncias de nucledtidos de des foram depositadas na
Base de Dados de Sequéncia Gendmica (GSDB) com o numero de

ordem U49839.

Clonagem do gene des

A construcado de uma biblioteca de fusdes de ADN gendmico de
M. tuberculosis ao gene phoA e a sua expressdao em M.
smegmatis, descrita por Lime et al. (1995), conduz ao
isolamento de varios clones PhoA’. O pExp42l é o plasmideo
ancorado por um dos clones PhoA" seleccionado dessa
biblioteca. A deteccéo de fosfatase alcalina
enzimaticamente activa indica que a insercdo pExp421 contem
sinais de exportacdo e de expressdo funcional. A andlise de
restricdo mostrou que pExp42l1 contem uma insercdao de 1,1
kb. A determinacdo parcial da sua sequéncia identificou um
ORF de 577 bp, designado des, fundido em estrutura ao gene
phoA e apresentando dois motivos, de 9 e 14 aminoéacidos,
conservados com desaturases de estearoil-acilo
transportador de proteina (ACP) solaveils (Lime et al.,

1995).

Para isolar todo o comprimento do gene des, a biblioteca de
cosmideo gendémico de M. tuberculosis H37Rv pYUB1S8 (Jacobs
et al., 1991) foi analisada por hibridacdo em coldénia com a
sonda de 1,1 kb (sonda A, ver Fig. 1). Foram seleccionados
dois cosmideos de hibridacdo designados C; e Cy, para
posterior isolamento do gene. Os cosmideos C; e C, foram
cindidos com diversas enzimas de restricdo e sujeitos a
andlise Southern blot usando o fragmento de 1,1 kb como uma

sonda.
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O perfil de restricdo de EcoRV revelou um unico fragmento
de restricdo de 4,5 kb que foi sub-clonado em pBluescrit

KS’ (Stratagene) para dar plasmideo pBS-des.

Caracterizacdo do gene des

Determinou—-se a sequéncia de ADN da ORF de des completa
(Fig. 2). Verificou-se que o gene des cobre uma regido de
1017 bp, codificando uma proteina de aminocdcido 339 com uma
massa molecular calculada de 37 kDa. A ORF comega com um
coddo de partida ATG potencial na posicdo 549 e termina com
um coddo stop TAG na posicdo 1565. Existe um motivo Shine-
Dalgamo potencial (GGAGG) na posicdo -8 a montante do ATG.
O contetdo G+C da ORF (62%) é consistente com o conteudo GC
observado em genoma micobacteriano. As sequéncias de
nucleétidos e de aminocdcidos deduzidos do gene des foram
comparadas com sequéncias em bases de dados. Mostraram
homologias muito elevadas em relacdo ao gene aadX de M.
leprae localizado no cosmideo B2266, depositado no GenBank
como parte do projecto de sequenciacdo gendmica de M.
leprae (numero de ordem no GenBank n° Ul5182). Dentro da
regido codificante, as sequéncias de ADN eram 79% idénticas
enquanto que as sequéncias codificadas eram 80% idénticas
(88% incluindo os residuos conservados). O gene des pontuou
significativamente contra desaturases de estearoil-ACP
soltveis: 44% de identidade ao nivel do nucledtido, 30% de
identidade (51% incluindo os residuos conservados) ao nivel
de aminodcido, em relacdo & estearoil-ACP desaturase de

Orysa sativa (numero de ordem n° D38752).

Apesar da deteccdo de uma actividade enzimdtica phoA no

clone M. smegmatis ancorando o pExpd4l2 sugerir que a
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proteina DES & exportada, ndo se encontraram semelhantes
estruturais entre a proteina DES de aminodcido N-terminais
e sequéncias sinais de proteinas exportadas Dbacterianas

(Izard & Kendall, 1994).

Tal como no genoma de M. leprae, foi localizado uma segunda
ORF apresentando homologias elevadas em relacdo ao suposto
gene NtrB de M. leprae (cosmideo B2266) a jusante do gene
des em M. tuberculosis, Fig. 2. De forma interessante, as
duas ORF, des e “NtrB”, estdo separadas em M. tuberculosis
por duas repeticdes directas de 66 nucledétidos sobreponde-—
se em 9 nucledtidos (Fig. 2). Apesar de M. leprae e M.
tuberculosis parecerem partilhar a mesma organizacao
genética nesta parte do cromossoma, estas repeticdes estéo

ausentes do genoma de M. leprae.

A proteina des apresenta os motivos aminodcido conservados

das proteinas di—-ferro-oxo de classe II

Andlises posteriores da sequéncia de aminodcido da proteina
DES revelaram a presenga de motivos conservados encontrados
apenas nas proteinas di-ferro-oxo de classe II (Fox et al.,
1994) (Fig. 3). Estas proteinas sédo proteinas que contém
clusters di-ferro 1ligados por pontes oxo (Fe-O-Fe). Elas
possuem na sua estrutura secunddria hélices 4-alfa
envolvidas nos ligandos cluster derivados de proteina. Como
revelado em estudos de estrutura por raios X, nestas
proteinas, o eixo di-ferro estd orientado paralelamente ao
longo do eixo das quatro hélices 1ligadas aos ligandos
decorrentes das quatro hélices descontinuas, B, C, E e F. A
proteina DES de M. tuberculosis parece ter 0SS mesmos

residuos com locals activos das enzimas di-ferro-oxo de

13



classe II. Isto inclui residuos Glu e His (Eig7 e Hiip na
hélice C, Eigs7 € Hzoo na hélice F) que sao ligandos para os
atomos de ferro, residuos Asp, Glu e Arg (Eips © Rigs na
hélice C, Dig¢ na hélice F) que estdao envolvidos numa rede
de ligagdes de hidrogénio ao cluster e residuos IIe e Thr
que podem fazer parte do local de ligacdo Oz (Ti70 na hélice
E, Ii93 na hélice F). Assim, a proteina DES de M.
tuberculosis contém na sua sequéncia primdria dois motivos

conservados D/E(ENXH) separados por 85 aminodcidos.

Esta familia de proteinas di-ferro-oxo de classe II contém
até a data redutases ribonucledétido, hidroxilases
hidrocarboneto (metano-monooxigenase, tolueno—-4-mono-
oxigenase e fenol-hidroxilase) e desaturases ACP soluveis.
Em todo o alinhamento de sequéncia, a proteina DES
apresenta maior homologia com desaturases de estearoil-ACP
soluveis do que com redutases ribonucledétido ou
hidroxilases Dbacterianas. A percentagem de identidade ao
nivel de aminodcido da proteina DES considerou-se ser de
305 com a desaturase de estearoil-ACP de Oryza sativa,
enquanto é apenas de 17% com a metano-monooxigenase de
Methylococcus capsulatus (numero de ordem n° M58499), 17,5%
com a fenol-hidroxilase de Pseudomonas sp CF 600 (numero de
ordem n° M60276) e 17,7% com a redutase ribonucledtido de
Epstein Barr (numero de ordem n° V015555). As homologias em
relacgdao as desaturases A9 soluveis dizem respeito
maioritariamente aos aminodcidos localizados dentro do

local activo em hélices C, E e F (Fig. 3).

Distribuicdo do gene des noutras espécies micobacterianas
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Analisou-se a presenca do gene des em ADN cromossdémico
PstI-digestrA de varias estirpes micobacterianas pelo
método Southern blot (Fig. 4). A sonda usada (sonda B) é um
produto de amplificagdo PCR correspondendo aos nucledtidos
572 a 1589 (ver Fig. 1). A sonda sofreu hibridagdo em todo
0o ADN micobacteriano testado. Detectaram-se sinais fortes
em M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. Africanum e
M. avium. Foram visivels sinais fracos em M. microti, M.
xenopi, M. fortuitum e M. smegmatis. Assim, o gene des
parece estar ©presente em cdpia Unica pelo menos no
crescimento lento de M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis
BCG, M. Africanum, M. avium e M. xenopi, bem como no

crescimento rdpido de M. smegmatis.

Expressdo do gene des em E. coli

Com vista a sobre-expressar a proteina DES, o gene des foi
sub-clonado em vector de expressdao pET 14b (Novagen) com
base no promotor bactecridéfago T7. Foi clonado um produto
de amplificacdo PCR do gene des (ver materiais e métodos)
em locais NdeI-BomHI do vector, conduzindo ao plasmideo
pPET-des. Na indugdo IPTG de células E. coli BL21 DE3 pLysS
ancorando o plasmideo pET-des foi produzida em excesso uma
proteina de cerca de 40kDa. O tamanho da proteina produzida
em excesso estd de acordo com a massa molecular calculada a
partir do polipéptido deduzido. Como se mostra na Fig. 5, a
grande maioria da proteina DES produzida em excesso esta
presente na matéria insoltvel de células E. coli. 1Isto
resulta provavelmente da precipitacdo da proteina super
concentrada em citoplasma E. coli formando assim corpos de
inclusédo. Para ser capaz de dissolver a proteina, realizou-

se a purificacdo usando uma resina de afinidade por niquel
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quelatado sob condigdes de desnaturacdo em tampdes de
hidrocloreto de guanidina. Entre todas as condicdes
testadas (pH, detergentes...), a uUnica condi¢do na qual a
proteina pode ser eluida sem precipitacdao na coluna e
permanecer soluvel foi num tampdo contendo hidrocloreto de

guanidina 6M.

Imunogenicidade da proteina DES apds infecgdo

Testaram-se 20 amostras de soro de pacientes humanos
infectados com M. tuberculosis (4 com tuberculose extra-
pulmonar, 15 com tuberculose pulmonar e 1 com ambas as
formas da doenca), 6 soros de pacientes humanos infectados
com M. bovis e 4 soros de bovino infectado com M. bovis
tanto em mistura como tomados individualmente em ensaios
immunoblot para determinar a frequéncia de reconhecimento
da proteina DES purificada por anticorpos a partir de
bovinos ou humanos infectados. Vinte dos 20 soros de
pacientes humanos infectados com M. tuberculosis e 6 dos 6
soros de pacientes humanos infectados com M. bovis
reconheceram o antigene recombinante como mostrado pela
reacgdo com a banda de 37 kDa (Fig. 9). Além disso, uma
pool de soros de pacientes humanos com lepra lepromatosa

também reagiu contra o antigene DES.

Em contraste, a pool de espécimes de soro de Dbovino
infectado com M. bovis nado reconhece a proteina DES. Estes
resultados indicam gque a proteina DES é altamente
imunogénica em pacientes humanos tuberculosos. Ambos 0s
pacientes com tuberculose pulmonar ou extra-pulmonar

reconhecem o antigene.
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Dimensdo da resposta de anticorpo de pacientes humanos

Usou-se um ensaio de imuno-absorcdo enzimdtica (ELISA) para
comparar a sensibilidade das diferentes amostras de soro de
20 pacientes tuberculosos (15 infectados por M.
tuberculosis e 5 infectados por M. bovis) ao antigene DES.
Realizou—-se a mesma técnica para comparar a sensibilidade
da resposta de anticorpo ao DES de 20 pacientes
tuberculosos a da resposta de 24 pacientes (vacinados com
BCG) sofrendo de outras patologias. Como se mostra na Fig.
6, pacientes que sofrem de outras patologias que néao
tuberculose reagem pouco ao antigene DES (média ODggs=0,17
para uma diluicdo de soro de 1/100°). A resposta de
anticorpo média dos pacientes tuberculosos infectados por
M. tuberculosis ou M. bovis contra o mesmo antigene é muito
mais sensivel (ODyos=0,32 e ODye5=0,36, respectivamente, para
uma diluicdo de soro de 1/100°). Esta diferenca na
sensibilidade da resposta imunoldégica é em termos
estatisticos altamente significativa em todas as diluicdes
de 1/50° a 1/3200° como se mostra por um teste t de student
(tos=5,18; 6,57; 6,16, 5,79; 4,43; 2,53 e 1,95, em diluigdes
de soro de 1/50%, 1/100°, 1/200°, 1/400°, 1/800%, 1/1600° e

1/3200°, respectivamente).

Ndo se detectaram diferencas na sensibilidade da resposta
de anticorpo entre paciente sofrendo de tuberculose

pulmonar ou extra-pulmonar.
A metodologia de fusédo de gene PhoA  permitiu a

identificacdo de uma nova proteina antigénica exportada de

M. tuberculosis.
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Esta proteina de 37 kDa contém residuos aminodcido
conservados que sao caracteristicos das proteinas di-ferro-
oxo de classe II. As proteinas desta familia sd&o todas
enzimas que requerem ferro para a sua actividade. Elas
incluem redutases ribonucledtido, hidroxilases
hidrocarboneto e desaturases de estearoil-ACP. A proteina
DES de M. tuberculosis sbé apresenta homologias
significativas em relacdo a desaturases de estearoil-ACP de
plantas (44% de identidade ao nivel de nucledtido e 30% de
identidade ao nivel de aminodcido) que sdo também enzimas
exportadas quando sdao deslocadas através das membranas
cloropldsticas (Keegstra & Olsen, 1989). Este resultado
sugere que a proteina DES pode estar envolvida na bio-
sintese de 4dcido gordo micobacteriano. Além disso, a
localizacao da proteina fora do citoplasma seria
consistente com o seu papel no metabolismo de lipido, uma
vez que os lipidos representam 60% dos constituintes da
parede celular e que parte da bio-sintese de 4cidos
micélicos wvolumosos contendo 60 a 90 4&dtomos de carbono
ocorre fora do citoplasma. Entre todos os diferentes passos
do metabolismo de lipido, as reacgdes de desaturacdo tém
especial 1interesse, primeiro porgque muito frequentemente
ocorrem nos passos iniciais da bio-sintese de 1lipidos e
segundo porque, através do controlo que tém na taxa de
insaturacdo de membranas, contribuem para a adaptacdo de
micobactérias ao seu ambiente (Wheeler & Ratledge, 1984).
Caracterizou-se biogquimicamente um sistema enzimdtico que
envolve uma desaturase de estearoil-Coenzima A (andloga as
desaturases de esteroil-ACP de ©plantas), que catalisa
desaturacdo oxidativa dos derivados CoA de 4cido estedrico

e plamitico para os correspondentes 4acidos gordos mono-—

insaturados A9, em Mycobacterium phlei (Fulco & Bloch,
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1962; Fulco & Bloch, 1964; Kashiwabara & al., 1975;
Kashiwabara & Sato, 1773). Verificou-se gue este sistema
estava firmemente ligado a uma estrutura membranosa (Fulco
& Bloch, 1964). Assim, espera-se que a desaturase de
estearoil—-Coenzima A de M. tuberculosis (desaturase A9)
seja uma enzima exportada. Testaram-se extractos de
sonicacdo de E. coli expressando a proteina DES em relacdo
a actividade de desaturacdo A9 de acordo com o método
descrito por Legrand e Besadoun (1991), wusando (estearoil-
CoA) Yc  como substrato. No entanto, nao se conseguiu
detectar nenhuma actividade de desaturacdo A9. Este
resultado estéd provavelmente associado ao facto dos
Sistemas de desaturacéao serem complexos multi-enzima
envolvendo cadeias de transporte de electrdes e numerosos
co-factores, frequentemente dificeis de tornar funcionais
in vitro. Sendo E. coli e micobactéria muito diferentes do
ponto de vista do metabolismo lipidico, a desaturase A9
recombinante de M. tuberculosis pode ndo dispor em E. colil
de todos o0s co-factores e enzimas associadas requeridos
para a actividade ou pode nao interagir adequadamente com
eles. Além disso, nem todos os co-factores envolvidos no
processo de desaturacdao de micobactérias sao conhecidos e
podem estar ausentes no meio de incubacéo.

No entanto, se a proteinas DES codifica uma desaturase A9,
uma questdo surpreendente diz respeito a sua sequéncia
primaria. De facto, todas as desaturases animais, fungicas
e as duas unicas A9 Dbacterianas sequenciadas até a data
(Sakamoto et al., 1994) sdo proteinas de membrana integral
que foram classificadas numa terceira classe de proteinas
de di-ferro-oxo com base nas suas sequéncias primdrias

envolvendo residuos histidina conservados (Shanklin et al.,
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1994). As desaturases A9 de plantas sdo as Unicas
desaturases a possuir o tipo de sequéncia primdria das
proteinas de di-ferro-oxo de classe IT (Shanklin &

Somerville, 1991). Ainda nao foram encontradas bactérias

que tenham uma desaturase A9 do tipo da das plantas.

Como foi mostrado em ensaios 1immunoblotting e ELISA, a
proteina DES é um antigene altamente imunogénico que motiva
resposta celular B em 100% dos pacientes humanos
tuberculosos infectados por M. tuberculosis ou M. bovis
testados, independentemente da forma da doenca (extra-
pulmonar ou pulmonar). Ela provoca também uma resposta de
anticorpo em pacientes com lepra lepromatosa. De forma
interessante, apesar de precisarem de ser testados mais
S0ros, bovinos tuberculosos ndo parecem reconhecer o
antigene DES. Além disso, os ensaios ELISA mostraram que é
possivel distinguir pacientes tuberculosos de pacientes que
sofrem de outras patologias com base na sensibilidade da
sua resposta de anticorpo ao antigene DES. O antigene DES é
portanto um bom candidato a ser usado para diagndstico em
soro de tuberculose em pacientes humanos. A razao porgue o0s
pacientes nao tuberculosos testados reconhecem num baixo
nivel a proteina DES pode dever—-se ao facto de serem todos
individuos wvacinados com BCG (em que a BCG expressa a
proteina) ou a uma reactividade cruzada da sua resposta de
anticorpo com outros antigenes bacterianos. Seria agora
interessante conhecer se o antigene DES possuil epitotos
juntamente com a sua célula B. Os epitotos celulares T que
sao 0s Unicos protectores na resposta imunoldgica do
hospedeiro contra micobactérias patogénicas. Se a proteina

DES for também um bom estimulador da resposta celular T na
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maioria dos pacientes tuberculosos, ela pode ser usada
tanto individualmente como fazendo parte de um “cocktail”
de antigenes no projecto de uma vacina sub-unitdria contra

a tuberculose.
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Gly

140

Leu

Ile

Gln

Tyr

Met

220

Val

Tyr

Lys

Arg

Asp

125

Phe

Thr

Ser

Leu

Arg

205

Lys

Pro

Asp

Trp

His

110

Pro

Ser

Asp

His

Met

190

Asp

Ser

Glu

Pro

Cys
270

Gly

Val

Pro

Ser

Arg

175

Ala

Val

Leu

Phe

Arg

255

Ile

Ile

Glu

Gly

Val

160

Asn

Lys

Ser

His

Arg

240

Ile

Phe



Glu Arg Glu Asp Phe Thr Gly Glu Gly Ala Lys Leu Arg Asp Glu Leu
275 280 285

Ala Leu Val Ile Lys Asp Glu Leu Ala Cys Asp Lys Phe Glu Val Ser
290 285 300

Lys Gln Arg Gln Leu Asp Arg Glu Ala Arg Thr Gly Lys Lys Val Ser
305 310 315 320

Ala His Glu Leu His Lys Thr Ala Gly Lys Leu Ala Met Ser Arg Arg
325 330 335

<210> 5

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

Glu Phe Tyr Lys Phe Leu Phe Thr Phe Leu Ala Met Ala Glu Lys Leu
1 5 10 15

Val Asn Phe Asn Ile Asp Glu Leu Val Thr Ser Phe Glu Ser His Asp
20 25 30

Ile Asp Bis Tyr Tyr Thr Gilu Gln Lys Ala Met Glu Asn Val His Gly
35 40 45

Glu Thr Tyr Ala
50

<210> 6

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

31



<223> Sequéncia da figura 3

<400> 6

Ile Phe Ile Ser Asn Leu Lys Tyr Gln Thr Leu Leu Asp Ser Ile Gln
1 5 10 15

Gly Arg Ser Pro Asn Val Ala Leu Leu Pro Leu Ile Ser Ile Pro Glu
20 25 30

Leu Glu Thr Trp Val Glu Thr Trp Ala Phe Ser Glu Thr Ile His Ser
35 40 45

Arg Ser Tyr Thr
50

<210> 7

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 7

Glu Thr Met Lys Val Val Ser Asn Phe Leu Glu Val Gly Glu Tyr Asn
1 5 10 15

Ala Ile Ala Ala Thr Gly Met Leu Trp Asp Ser Ala Gln Ala Ala Glu
20 25 30

Gln Lys Asn Gly Tyr Leu Ala Gln Val Leu Asp Glu Ile Arg His Thr
35 40 45

His Gln Cys Ala
50

32



<210> 8
<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 8
Glu Thr Met Lys Val Ile Ser Asn Phe Leu Glu Val Gly Glu Tyr Asn
1 5 10 15
Ala Ile Ala Ala Ser Ala Met Leu Trp Asp Ser Ala Thr Ala Ala Glu
20 25 30
Gln Lys Asn Gly Tyr Leu Ala Gln Val Leu Asp Glu Ile Arg His Thr
35 40 45
His Gln Cys Ala
50
<210> 9
<211> 52
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 9

33



Asn Ala Leu Lys Leu Phe Leu Thr Ala Val Ser Pro Leu Glu Tyr Gln
1 5 10 15

Ala Phe Gln Gly Phe Ser Arg Val Gly Arg Gln Phe Ser Gly Ala Gly
20 25 30

Ala Arg Val Ala Cys Gln Met Gln Ala Ile Asp Glu Leu Arg His Val
35 40 45

Gln Thr Gln Val
50

<210> 10

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 10

Ser Thr Leu Lys Ser His Tyr Gly Ala Ile Ala Val Gly Glu Tyr Ala
1 5 10 15

Ala Val Thr Gly Glu Gly Arg Met Ala Arg Phe Ser Lys Ala Pro Gly
20 25 30

Asn Arg Asn Met Ala Thr Phe Gly Met Met Asp Glu Leu Arg His Gly
35 40 45

Gln Leu Gln Leu
50

<210> 11
<211> 54
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

34



<220>
<223> Sequéncia

<400> 11

Leu Val Gly Asp
1

Met Leu Asn Thr
20

Thr Ser Trp Ala
35

His Gly Asp Leu
50

<210> 12

<211> 54

<212> PRT
<213> Sequéncia
<220>

<223> Sequéncia

<400> 12

Leu Val Gly Asp
1

Met Leu Asn Thr
20

Thr Pro Trp Ala
35

His Gly Asp Leu
50

da figura 3

Met Ile Thr Glu Glu Ala Leu Pro Thr Tyr Gln Thr

10 15

Leu Asp Gly Val Arg Asp Glu Thr Gly Ala Ser Pro

25

30

Ile Trp Thr Arg Ala Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg

40

Leu Asn

artificial

da figura 3

45

Met Ile Thr Glu Glu Ala Leu Pro Thr Tyr Gln Thr

10 15

Leu Asp Gly Val Arg Asp Glu Thr Gly Ala Ser Pro

25

30

Ile Trp Thr Arg Ala Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg

40

Leu Asn

35

45



<210> 13

<211> 54

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 13

Leu Val Gly Asp Met Ile Thr Glu Glu Ala Leu Pro Thr Tyr Gln Thr
1 5 10 15

Met Leu Asn Thr Leu Asp Gly Val Arg Asp Glu Thr Gly Ala Ser Leu
20 25 30

Thr Pro Trp Ala Val Trp Thr Arg Ala Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg
35 40 45

His Gly Asp Leu Leu His
50

<210> 14

<211> 54

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 14

36



Leu Val Gly Asp Met Ile Thr Glu Glu Ala Leu Pro Thr Tyr Gln Thr
1 5 10 15

Met Leu Asn Thr Leu Asp Gly Ala Lys Asp Glu Thr Gly Ala Ser Pro
20 25 30

Thr Ser Trp Ala Val Trp Thr Arg Ala Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg
35 40 45

His Gly Asp Leu Leu Asn
50

<210> 15

<211> 54

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 15

Leu Val Gly Asp Met Ile Thr Glu Glu Ala Leu Pro Thr Tyr Gln Thr
1 5 10 15

Met Leu Asn Thr Leu Asp Gly Val Arg Asp Glu Thr Gly Ala Ser Pro
20 25 30

Thr Ser Trp Ala Ile Trp Thr Arg Ala Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg
35 40 45

His Gly Asp Leu Leu Asn
50

<210> 16

<211> 54
<212> PRT

37



<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Sequéncia da figura 3

<400> 14

Leu Ile Gly Asp Met Ile Thr Glu Glu Ala Leu Pro Thr Tyr Gln Thr
1 5 10 15

Met Ile Asn Thr Leu Asp Gly Val Arg Asp Glu Thr Gly Ala Thr Val
20 25 30

Thr Pro Trp Ala Ile Trp Thr Arg Ala Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg
35 40 45

His Gly Asp Leu Leu Asn
50

<210> 17

<211> 54

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 17

38



Leu Val Gly Asp

1

Met Leu Asn Thr

20

Thr Pro Trp Ala

35

His Gly Asp Leu
50

<210>
<211>

18
54

<212> PRT

<213>
<220>
<223>
<400>

Leu

1

Met

Thr

His

<210>
<211>

Sequéncia

Sequéncia

18

Val Gly Asp

Leu Asn Arg
20

Ser Trp Ala
35

Gly Asp Leu
50

19
54

<212> PRT

Met Ile Thr Glu Glu Ala Leu Pro Thr Tyr Gin Thr

5

15

Leu Asp Gly Val Arg Asp Glu Thr Gly Ala Ser Leu

30

Ile Trp Thr Arg Ala Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg

40

Leu Asn

artificial

da figura 3

45

Met Ile Thr Glu Glu Ala Leu Pro Thr Tyr Met Ser

5

15

Cys Asp Gly Ile Lys Asp Asp Thr Gly Ala Gln Pro

30

Thr Trp Thr Arg Ala Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg

40

Leu Asn

39

45



<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Sequéncia da figura 3

<400> 19

Ser Asp Val Ala Gln Val Ala Met Val Gln Asn Leu Val Thr Glu Asp
1 5 10 15

Asn Leu Pro Ser Tyr His Arg Glu Ile Ala Met Asn Met Gly Met Asp
20 25 30

Gly Ala Trp Gly Gln Trp Val Asn Arg Trp Thr Ala Glu Glu Asn Arg
35 40 45

His Gly Ile Ala Leu Arg

<210> 20

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 20

Glu Lys Ile Leu Val Phe Leu Leu Ile Glu Gly Ile Phe Phe Ile Ser
1 5 10 15

Ser Phe Tyr Ser Ile Ala Leu Leu Arg Val Arg Gly Leu Met Pro Gly
20 25 . 30

40



Val Cys Leu Ala Asn Asn Tyr Ile Ser Arg Asp Glu Leu Leu His Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser
50

<210> 21

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 21

Leu Cys Leu Met Ser Val Asn Ala Leu Glu Ala Ile Arg Phe Tyr Val
1 5 10 15

Ser Phe Ala Cys Ser Phe Ala Phe Ala Glu Arg Lys Leu Met Glu Gly
20 25 30

Asn Ala Lys Ile Ile Arg Leu Ile Ala Arg Asp Glu Ala Leu His Leu
35 40 45

Thr Gly Thr Gln
50

<210> 22

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 22

41



Cys Ser Leu Asn Leu Gln Leu Val Gly Glu Ala Cys Phe Thr Asn Pro
1 5 10 15

Leu Ile Val Ala Val Thr Glu Trp Ala Ala Ala Asn Gly Asp Glu Ile
20 25 30

Thr Pro Thr Val Phe Leu Ser Ile Glu Thr Asp Glu Leu Arg His Met
35 40 45

Ala Asn Gly Tyr
50

<210> 23

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 23

Cys Ser Val Asn Leu Gln Leu Val Gly Glu Ala Cys Phe Thr Asn Pro
1 5 10 15

Leu Ile Val Ala Val Thr Glu Trp Ala Ser Ala Asn Gly Asp Glu Ile
20 25 30

Thr Pro Thr Val Phe Leu Ser Val Glu Thr Asp Glu Leu Arg His Met
35 40 45

Ala Asn Gly Tyr
50

<210> 24

<211> 52
<212> PRT

42



<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Sequéncia da figura 3

<400> 24

Phe Leu Thr Ala Val Ser Phe Ser Phe Glu Tyr Val Leu Thr Asn Leu
1 5 10 15

Leu Phe Val Pro Phe Met Ser Gly Ala Ala Tyr Asn Gly Asp Met Ala
20 25 30

Thr Val Thr Phe Gly Phe Ser Ala Gln Ser Asp Glu Ala Arg His Met
35 40 45

Thr Leu Gly Leu
50

<210> 25

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 25

Val Ala Ile Met Leu Thr Phe Ser Phe Glu Thr Gly Phe Thr Asn Met
1 5 10 15

Gln Phe Leu Gly Leu Ala Ala Asp Ala Ala Glu Ala Gly Asp Tyr Thrx
20 25 30

Phe Ala Asn Leu Ile Ser Ser Ile Gln Thr Asp Glu Ser Arg His Ala
35 40 45

Gln Gln Gly Gly
50

43



<210> 26

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 26

Tyr Leu Gly Phe Ile Tyr Thr Ser Phe Gln Glu Arg Ala Thr Phe Ile
1 5 10 15

Ser His Gly Asn Thr Ala Arg Gln Ala Lys Glu His Gly Asp Ile Lys
20 25 30

Leu Ala Gln Ile Cys Gly Thr Ile Ala Ala Asp Glu Lys Arg His Glu
35 40 45

Thr Ala Tyr Thr
50

<210> 27

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 27

Tyr Leu Gly Phe Ile Tyr Thr Ser Phe Gln Glu Arg Ala Thr Phe Ile
1 5 10 15

Ser His Gly Asn Thr Ala Arg Leu Ala Lys Glu His Gly Asp Ile Lys
20 25 30

44



Leu Ala Gln Ile Cys Gly Thr Ile Thr Ala Asp Glu Lys Arg His Glu
35 40 45

Thr Ala Tyr Thr
50

<210> 28

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 28

Tyr Leu Gly Phe Ile Tyr Thr Ser Phe Gln Glu Arg Ala Thr Phe Val
1 5 10 15

Ser His Gly Asn Thr Ala Arg His Ala Lys Asp His Gly Asp Val Lys
20 25 30

Leu Ala Gln Ile Cys Gly Thr Ile Ala Ser Asp Glu Lys Arg His Glu
35 40 45

Thr Ala Tyr Thr
50

<210> 29

<211> 53

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 29

45



Tyr Leu Gly Phe Val Tyr Thr Ser Phe Gln Glu Arxg Ala Thr Phe Val
1 5 10 15

Ser His Gly Asn Ser Ala Arg Leu Ala Lys Glu His Gly Asp Leu Lys
20 25 30

Met Ala Gln Ile Cys Gly Ile Ile Ala Ser Asp Glu Lys Arg His Glu
35 40 45

Thr Ala Tyr Thr Lys
50

<210> 30

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 30

Tyr Leu Gly Phe Ile Tyr Thr Ser Phe Gln Glu Arg Ala Thr Phe I1le
1 5 10 15

Ser His Gly Asn Thr Ala Arg Gln Ala Lys Glu His Gly Asp Leu Lys
20 25 30

Leu Ala Gln Ile Cys Gly Thr Ile Ala Ala Asp Glu Lys Arg His Glu
35 40 45

Thr Ala Tyr Thr
50

<210> 31
<211> 52
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

46



<223> Sequéncia da figura 3

<400> 31

Tyr Leu Gly Phe Val Tyr Thr Ser Leu Arg Lys Gly Val Thr Phe Val

1

5 10 15

Ser His Gly Asn Thr Ala Arg Leu Ala Lys Glu His Gly Asp Met Lys

20 25 30

Leu Ala Gln Ile Cys Gly Ser Ile Ala Ala Asp Glu Lys Arg His Glu

35 40 45

Thr Ala Tyr Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

50

32
52
PRT

Sequéncia artificial

Sequéncia da figura 3

32

.‘ Tyr Leu Gly Phe Ile Tyr Thr Ser Phe Gln Glu Arg Ala Thr Phe Ile

5 10 15

Ser His Gly Asn Thr Ala Arg Leu Ala Lys Asp His Gly Asp Met Lys

20 28 30

Leu Ala Gln Ile Cys Gly Ile Ile Ala Ala Asp Glu Lys Arg His Glu

35 40 45

Thr Ala Tyr Thr

50

47



<210> 33

<211> 52

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 33

Tyr Met Gly Phe Ile Tyr Thr Ser Phe Gln Glu Arg Ala Thr Phe Ile
1 5 10 15

Ser His Ala Asn Thr Ala Lys Leu Ala Gln His Tyr Gly Asp Lys Asn
20 25 30

Leu Ala Gln Val Cys Gly &sn Ile Ala Ser Asp Glu Lys Arg His Ala
35 40 45

Thr Ala Tyr Thr
50

<210> 34

<211> 49

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Sequéncia da figura 3

<400> 34

Thr Asp Ser Val Leu Tyr Val Ser Phe Gln Glu Leu Ala Thr Arg Ile
1 5 10 15

Ser His Arg Asn Thr Gly Lys Ala Cys Asn Asp Pro Val Ala Asp Gln
20 25 30

48



Leu Met Ala Lys Ile Ser Ala Asp Glu Asn Leu His Met Ile Phe Tyr
35 40 45

Arg

05-08-2008
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REIVINDICAGOES

1. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um polipéptido

tendo a sequéncia:

M S A KL TOUDTUL QL L HETULTE ®PUVVEZ KTYLUNRARAB
L S M H K P W N P UHD Y I PW S DGZKNWNYTYDBATILSGG
Q D w o P D Q § KL S DV AQV A MV QNTL VT ED
N L P S Y HRETI AMUSNNMGMDGA ATWSGOG WV NI RUY
T A EENRUHGTIATILTZ RTUDT YLV V TR RS VDPVETL
E K L R L EV V NURGTF S PG QNUHOQGHTYF AE S
L TD SV L YV S FQETLA AT RISUHERINTGTE KA ATC
N D PV AaDOGLMAIKTISADEN NILUHEMTITPVYRDYV
S EAA FDIL V P N OQAMEKSTILHTITULSHTFEFOQMZ®PG
F Q vV PE FRREKA AV V I AV 66V ¥YDUPUZRTIUHEILTD
EV VY M P V L K K WC I FEREDTFTGEGA K L R
P EL AL Y I X DETULA ATCDTEKTFTETV S K QR QL DR
E AR TG KKV S A HETULUBHTE KT AGTI KTILBAaAMS SRR
2. Uma composicao farmacéutica compreendendo um péptido

tendo parte da sequéncia de aminocdcido do polipéptido de
acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizada por o referido
péptido ser reconhecido por anticorpos presentes nos soros de

pacientes infectados por bactérias da espécie Mycobacterium.

3. Uma composicao farmacéutica de acordo com a
reivindicacdao 2, caracterizada por o referido péptido ser
reconhecido por anticorpos presentes nos soros de pacientes

infectados pela Mycobacterium tuberculosis.

4, Uma composicao farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizada por o referido péptido ser
reconhecido por anticorpos presentes nos soros de pacientes

infectados pela Mycobacterium bovis.

5. Uma composicao farmacéutica de acordo com a

reivindicacdao 2, caracterizada por o referido péptido ser



reconhecido por anticorpos presentes nos soros de pacientes

infectados pela Mycobacterium leprae.

6. Um anticorpo policlonal ou monoclonal que reconhece um
polipéptido ou um péptido de acordo com uma qualguer das

reivindicacdes 1 a 4.

7. Um processo para a deteccao de uma resposta de anticorpo
a uma infeccdo com uma bactéria da espécie Mycobacterium numa
amostra bioldégica de um paciente humano, caracterizado por

compreender os passos de:

a) pbr em contacto um polipéptido purificado de acordo
com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 5 com a amostra
bioldgica;

b) detectar complexos formados entre o polipéptido e os

anticorpos presentes na amostra bioldgica.

8. 0 processo de acordo com a reivindicacao 7,

caracterizado por a bactéria ser Mycobacterium leprae.

9. 0 processo de acordo com a reivindicacéao 7,

caracterizado por a bactéria ser Mycobacterium tuberculosis.

10. O processo de acordo com a reivindicacao 7,

caracterizado por a bactéria ser Mycobacterium bovis.

05-08-2008



1/10

A H X X S £
T E—— Ly ]

g : des g ekt 1147

Sonudz & ' ' -

Ersimas o Restrighe
A~ dpal '
E. EcaRV

H- Hindlli

5 Bael

X Xhal

FIS. t



71

341

211

281

351

421

451

561

631

701

771

841

911

981

1081

1121

1191

1261

1331

1401

1471

1541

2/10

GATCAIC&T&GGCCGGCTG&CGCGCAGGGéGCCGACACC&GCGAGTGCG&GCGCGAGGA%CGGCCCCCA&
CAGTTCGGCAGCTGCGTGT&GATGCGCTC&ACAATCCCGéGAAACAGCT&GACCATTAC&TCCTCAATA&
GAGCCTCGAAAAACTTGCC&CTGTGCGCGéCGTCGTGGTéAGCGCACACAACAACTGTTAGCTGACCAG&
AGGATCGGC&CTCTTACCG&TCTGTTCAC&GCATATCTGAACGGACGGCéGGGAGCCACéCGCAAGCAAf
TCATCGACTACTGCGTCAA&ATGTTGCTCAGCACCGCCG&CACCTACGCACCGCACCGCéAGCGGGGAGA
ATCCGAACA&TCCATCCCAéCCGGGCCGCACAACTGAGGACGACTGGGG&TCACCCCACéCGGCCACCGé
GGCCCGCCGATGCCAGCAT&CTGCCCGCTéCTGGCAGCTéAACATGCCGéGCGAAGCCCAAACTTGATGé

TACCGAGAGACACAGATATATTGACTGCAACCATTAGACACAGATAACTGGAGGCGCCATGTCAGCCARG
M § A K

CTGACCGACCTGCAGCTGCTGCACCGAACTTGAACCGGTCGTCGAGAAGTACCTGAACCGGCACCTGAGCA
L T P L L L HEBELEUPV V E K Y L NRHUL S M

TGCACAAGCCCTGGAACCCGCACGACTACATCCCGTGGTCGGACGGGAAGARCTACTALGCGLTCGELGS
H K P W N P H D Y I P W S D G K N Y ¥ &5 L G G

GCAGGATTGGGACCCCGACCAGAGCAAGCTTTCTGATGTCGCCCAGGTGGCGALbbLbLAGAACLibblé
Q D W D P D Q S KL 8DV a Q V aMVv Q N L V

ACCGAGGACARACCTGCCGTCGTATCACCGCGAGARTCGCGATGAACATGGGCATGGACGGCGUETGGEGGEE
T E DN L P S Y HR EI A M©NMOGMDGAUWG Q

AGTGGGTCAACCETTGGACCGCCGAGGAGARTTGGCACGGCATCGCGCTGCGCEACTACCTGGTGGTGAC
W VvV N R W TAEENIRUHKGTIAULRDY LV VT

CCGATCGRTCGACCCTETCGACTTRGAGAAACTTCGCCTCGAGGTAGTCAACCGGGGCTTCAGCCCAGGE
R &8 v D P V E L E XK L R L BE V VN RGVF 8§ P G

CARARCCACCAGGGCCACTATTTCGCEGAGAGCCTCACCGACTCCGTCCTCTATGTCAGTTTCCAGGAAC
Q N H Q G H Y F A E S L TD S V L Y V S F Q E L

TGGCAACCCGGATTTCGCACCGCAATACCGGCAAGGCATGTAACGACCCOGTCGUCGACCAGCTCATEGET
A T R I 8§ H R NTG KA CND P V¥V A D Qg L M A

CAAGATCTCGGCAGACGAGAATCTGCACATGATCTTCTACCGCCGACGTCAGCGAGGCCGLGTTCGACCTS
K I §$ A D ENILHM I F Y R DV 8 EAMATF D L

GTGCCCAACCAGGCCATGAAGTUGCTGCATCTGATTTTGAGCCACTTCCAGATGCCCGGCTTCCAAGTAC
vV P N Q A M K S L HL I L 8 B F QM P G F Q VP

CCGAGTTCCGGCGCARAGCCCTGETCATCGLOGTCCGGGETGTCTACGACCCGCGCATCCACCTCGACGA
E F R R X A V VvV I AV G G V ¥Y D P R TI K UL D E

AGTCGTCATGCCGGTACTCGAAGAAATCETGTATCT TCGAGCGCGAGGACTTCACCGGCGAGSEGGECTAMG
VvV VM PV L K KW CI F EREWDVFTGEG A K

CTGCGCGACGAGCTGGCCCTGETEATCAAGGACCTCGAGCTGGCCTGCGACAAGTTCGAGCTGTCCAAGT
LR DEILAILV I KDULEUL®AOCDIKFE V S K Q

AACGCCAACTCGACCGGGAAGCCCGTACGGGCAAGAAGGTCAGCGCACACGAGLCTGCATARAACCGCTGG
R @ L D REA ARTUGI XK KV 8 A KEULUHIKTBHA C

CARACTGGCGATGACCCETCGTTAGCCCGGCGACGRTGCACGAGCGCGCAGCGCGATGAGCACGAGGCGES
K L. A M S R R *

FIG. 2A
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1611 CAATCCRACCCAGCCCGGCGACGATGCAGAGCGCGCAGCCCCATGAGCAGGAGGTCGGCARTCCAACCCA

1881 GCCCGGCETTG

FI1G. 2B
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ELISA do antigene DES
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Estirpe ou plasmideo

Caracteristicas relevantes

E. coliDH5a

E. coliBL21(DE3)pLysS

M. smegmatis mc*155
M. tuberculosis H37Rv

pBluescript KS
pYUB18

pJEM11
pET14b
pExp421
pBS-des

pET-des

F/endA1 hsoR17(rmy) supE44 thi1 recAl gyrA (Nal') relA1 A(JacZYA-
argF)U169 deoR (®80d/acA(lacZ)M15)

F" ompT hsdSg(rs-ms-; uma estirpe B de E. coli) com profago A transportando o
gene polimerase ARN T7

Elevada transformagao mutante de M. smegmatis ATCC607

Estirpe virulenta de micobacterium isolada originalmente a partir de paciente
tuberculoso

Fagomideo derivado do vector de clonagem pUC19

Vector transportador (Km)R usado para a construgdo de uma biblioteca de
cosmideos de M. tuberculosis

Vector transportador E. coli-micobacterium transportando um gene phoA truncado
Derivado pBR322 contendo um promotor T7 para expresséo de ADNs alvo

Vector pJEM11 transportando a insergao de 1,1 kb da fusdo des-PhoA

Vector pBluescript KS™ transportando a insergéo de 4,5 kb EcoRV contendo o

gene des

Vector pET14b transportando o produto de amplificagdo PCR (JD8-JD9)des

FIG. 8
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Fool de soros de bowing tubercuioso

Pool de sorns de pacientes com lepra lepromatosa
Some mdkiduals de pacientes tubsrcolozos infectados por M. bowis

Suros individuals de pacientss tubsrculosos infectadas por M. tubercalosis
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