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Resumo

Mycobacterium bovis é o agente causador da tuberculose bovina,
uma doenca infecciosa crénica que pode afetar gado, outras espécies
domeésticas, animais selvagens e seres humanos, com prejuizos
econdmicos expressivos em escala mundial. Duas cepas de M. bovis
foram sequenciadas recentemente utilizando plataformas WGS de
ultima geracdo. Uma das cepas foi isolada a partir de um javali (04-
303) e a outra foi isolada a partir de um bovino (534), ambas na
Argentina. Estudos anteriores demonstraram que o isolado 04-303
induziu 100% de mortalidade em camundongos 6 semanas apds a
infeccao, ao passo que o isolado 534 nao induziu alto percentual de
mortalidade mesmo apds 4 meses de infeccdo, com danos teciduais
limitados. Objetivou-se neste trabalho comparar um repertério de
genes de viruléncia presentes nesses genomas. Trezentos e quarenta
e cinco genes de viruléncia foram analisados por Blastn e Blastx,
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utilizando o genoma M. bovis AF2122/97 como genoma de referéncia.
Mutacdes nucleotidicas foram encontrados em 11 genes de viruléncia
no isolado 04-303: 3 mutacdes synonymous ou silenciosas (auséncia
de alteracdo de aminoacido) e 8 mutacGes non-synonymous missense
(troca de aminoacidos). Em relacao ao isolado 534, mutacdes
nucleotidicas foram encontrados em 15 genes de viruléncia: 6
mutagbes synonymous e 9 mutacoes non-synonymous missense.
Cinco destas mutacoes foram comuns em ambos os genomas. Sete
genes apresentaram mutacoes nucleotidicas com substituicdao preditiva
da classe de aminodacidos: hrcA, hpx e esat6 em M. bovis 04-303; irtA,
pks10, clgR e tetR em M. bovis 534. As mutacdes encontradas nos
genes de viruléncia estdo em concordancia com o fenétipo atenuado
do isolado M. bovis 534. Estas mutacdes sdo apenas parcialmente em
consonancia com o fendtipo virulento do isolado 04-303.

Termos para indexacao: Mycobacterium bovis; genes de viruléncia;
genoma.
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Abstract

Mycobacterium bovis is thecausative agent of bovine tuberculosis, a
chronic infectious disease that can affect cattle, other domesticated
species, wild animals and humans, with expressive economic losses on
a worldwide scale. Two M. bovis strains have been recently sequenced
using next-generation WGS platforms. One of the strains was isolated
from a wild boar (04-303) and the other was isolated from cattle (634),
in Argentina. Previous studies have shownthat 04-303 strain induced
7100% mortality in mice 6 weeks after infection, whereas 534 strain
led to a higher survival after 4 months of infection, with limited tissue
damage. The aim of the present study was to compare a repertoire of
virulence-related genes present in these genomes. Three hundred and
forty-five virulence genes were analyzed by Blastn and Blastx, using
AF2122/97 as areference genome. Nucleotide mutations were found
in 11 genes of 04-303: 3 silent mutations (no amino acid changes)
and 8 missense mutations (amino acid replacement).Concerning the
534 strain, nucleotide mutations were found in 15 genes: 6 silent and
9 missense mutations. Five of these mutations were common in both
genomes. Seven genes exhibited nucleotide mutations with a predictive
replacementof amino acid class: hrcA, hpx and esat6 were detected
for M. bovis 04-303; irtA, pks10, clgR and tetR were detected for M.
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bovis 534. Mutations found in virulence genes are in concordance with
the attenuated phenotype of the M. bovis strain 5634. These mutations
are only partially in consonance with the hyper-virulent phenotype of
the 04-303 strain.

Index terms: Mycobacteriumbovis; virulence genes; genome.
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Introducao

Mycobacterium bovis (M. bovis) é o agente causador da tuberculose
bovina (TB), uma doenca infecciosa cronica que esta disseminada em
todo o mundo e que afeta principalmente bovinos, embora possa afetar
também outras espécies domésticas, animais selvagens e seres humanos
(GUTIERREZ et al., 1998; WOBESER, 2009; MICHEL et al., 2011).

M. bovis pertence ao Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC),
tradicionalmente composto por M. tuberculosis, o principal agente

da tuberculose humana, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
microti, Mycobacterium canettii, M. bovis, Mycobacterium caprae,
Mycobacterium pinnipedii, e recentemente incorporado as espécies
Mycobacterium suricattae, Mycobacterium mungi e Mycobacterium
orygis (FABRE et al., 2004; SMITH et al., 2006; ALEXANDER et al.,
2010, VAN INGEN et al., 2012; PARSONS et al., 2013). Todas estas
espécies sao geneticamente muito semelhantes (FORRELLAD et al.,
2013). Tem sido sugerido que os membros do MTBC evoluiram a partir
de um ancestral comum por meio de sucessivas delecdes/insercoes

de DNA, resultando na presente especiacdo e em suas diferencas de
patogenicidade (FABRE et al., 2004).

Apesar da elevada relacdo genética global, as espécies do MTBC exibem
uma grande variedade de fendtipos e gama de hospedeiros. A delecao
da informacao genética, juntamente com a presenca de polimorfismos
de um Unico nucleotideo (SNPs) ao longo do cromossoma das espécies
do MTBC, provavelmente explica a diferenca na gama de hospedeiros,
viruléncia e imunopatologia encontrados entre estas espécies.

A cepa M. bovis 04-303 foi isolada de um javali na provincia de La Pampa,
Argentina em 2004. Esta cepa foi caracterizada com o espoligotipo SBO140
e padrao de MIRU 232224263322. A cepa M. bovis 534 foi isolada de um
bovino de leite na provincia de Santa Fé, Argentina em 1997 e foi carac-
terizada com o espoligotipo SB0140, e padrdao de MIRU 232224163322.
Estas cepas foram utilizadas no modelo murino experimental BALB/c de
tuberculose pulmonar progressiva, tal como descrito por Aguilar Ledn et al.
(2009). Neste estudo, os camundongos infectados com o isolado 04-303
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apresentaram mortalidade elevada. Esses animais desenvolveram uma res-
posta inflamatdria leve seguida de pneumonia suibita, com extensa necrose
pulmonar. Camundongos infectados com o isolado 534 apresentaram taxa
de sobrevivéncia elevada e dano tecidual limitado. Este isolado induziu ex-
pressao progressiva de INF-y, bem como elevada expressao de IL-4, TNF-a
e iINOS. Por outro lado, o isolado 04-303 induziu uma expressao significa-
tivamente mais baixa e estavel destas citocinas. Com base nestes resulta-
dos, o isolado M. bovis 04-303 foi caracterizado como um isolado virulento
enquanto o isolado 534 foi caracterizado como um isolado atenuado.

Blanco et al. (2009) definiu as diferencas de transcriptoma entre M. bovis
04-303 e M. bovis 534. Um total de 49 genes foram diferencialmente
expressos entre ambas as estirpes, 35 deles em niveis mais elevados em
M. bovis 04-303, enquanto que 14 genes tiveram uma expressao mais ele-
vada para M. bovis 534. Resultados de microarray e RT-gPCR mostraram
a expressao acentuada dos genes mce4D, Mb2607/Mb2608 na estirpe
virulenta 04-303 enquanto alkB, Mb3277c e Mb1077 foram expressos em
niveis mais elevados na estirpe atenuada 534. Em relacao aos 35 genes di-
ferencialmente expressos, a expressao desses mudou drasticamente entre
ambas as estirpes durante o cultivo /in vitro, exibindo um comportamento
semelhante aos macréfagos em bovinos. A andlise em nivel de nucleoti-
deos revelou que estes genes foram conservados em ambas as estirpes,
sugerindo que a diferenca de expressao pode ser atribuida a alteracoes tais
como delecdes ou mutacdes em regides de regulacao da expressao génica.

Um conhecimento mais aprofundado dos fatores de viruléncia pode ser
essencial para o desenvolvimento de novas vacinas e medicamentos
para ajudar a controlar a doenca e avancar para um mundo livre de tu-
berculose. Tendo em conta os fendtipos extremos patogénicos atribuidos
aos isolados M. bovis 04-303 e M. bovis 534, lancamos a hip6tese de
que as diferencas de viruléncia entre esses isolados podem ser atribuidas
a mutacodes nos genes de viruléncia. Com base nos diferentes fendétipos
de expressdo génica e de viruléncia observados, a andlise genémica
comparativa foi realizada a fim de identificar um repertério de genes que
podem desempenhar papel na viruléncia.
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Material e métodos
Isolados bacterianos analisados

Os isolados M. bovis 04-303 e M. bovis 534 foram obtidos de um
javali em um campo aberto e em um bovino, gado de leite, na regiao
Umida dos Pampas, respectivamente, ambos na Argentina. Em um es-
tudo anterior, estes isolados foram caracterizados em modelo murino
de tuberculose pulmonar progressiva, concluindo que 04-303 foi mais
letal, causando pneumonia repentina com extensa area de necrose
pulmonar. Em contraste, o isolado 534 foi menos virulento, com
taxas de sobrevivéncia elevadas mesmo apds 4 meses de infeccao e
ocasionando danos teciduais limitados (AGUILAR LEON et al., 2009).

Purificacdo de DNA gendmico

O DNA dos isolados foi purificado, tal como descrito por Van Embden
et al. (1992).

Sequenciamento do genoma e anotacéo

Os genomas de M. bovis 04-303 (NISHIBE et al., 2013) e 534 foram
sequenciados utilizando MiSeq (/lumina) e/ou tecnologia de /on Tor-
rent (Applied Biosystems). Esses projetos de sequenciamento, monta-
gem e anotacdo de todo o genoma foram depositados no DDBJ/EMBL/
GenBank, sob os nimeros de acesso GenBank: AVSWO01000000 e
GenBank: JQEMOOOOOO0OQO, respectivamente. A montagem do geno-
ma apontou um total de 169 contigs (cobertura média de 27,3 x) para
o isolado M. bovis 04-303 e 72 contigs (cobertura média de 50,5 x)
para o isolado M. bovis 534.

A fim de avaliar a qualidade dos sequenciamentos genémicos rea-
lizados, utilizamos o programa CheckM, um método automatizado
que utiliza um conjunto amplo de genes marcadores especificos para
determinada posicao dentro de um genoma de uma arvore genémica
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de referéncia e também informagdes sobre a colocacado destes genes.

De acordo com os limites descritos no CheckM, ambos os conjuntos
apresentam boa qualidade. Codificacdo de densidade de ambos os
genomas estao dentro da faixa esperada em genomas bacterianos.
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Genes de viruléncia analisados

Trezentos e quarenta e cinco genes de viruléncia do MTBC, como
revisto por Forrellad et al. (2013) e/ou listados no banco de dados
Tuberculist (http://genolist.pasteur.fr/Tuberculist), foram anali-
sados por Blastn e Blastx, utilizando os isolados M. bovis 04-303
e M. bovis 534 em comparacdo com o genoma de referéncia M.
bovis AF2122/97 (nimero de acesso NC_002945). Os SNPs foram
classificados como synonymous ou non-synonymous (missense ou
non-sense).

Resultados

Mutagdes nucleotidicas foram encontradas em 11 genes de viruléncia
para o isolado M. bovis 04-303 (Tabela 1), quando comparado com o
genoma referéncia M. bovis AF2122/97. Mutacdes synonymous foram
encontradas em trés genes: PE-79 (Mb1819), mmpL7 (Mb2967) e
dppD (Mb3687c). E ainda, oito genes apresentaram mutacdes non-
synonymous missense: pknE (Mb1772), eccD5 (Mb1823), uppP
(Mb2160c), hrcA (Mb2395¢), hpx (Mb3196¢), bphC (Mb3599c),
mmpL8 (Mb3853c) e esat6 (Mb3905).

Para o isolado M. bovis 534, foram encontradas mutacdes nucle-
otidicas em 15 genes de viruléncia (Tabela 1), quando comparado
com o genoma referéncia M. bovis AF2122/97. Mutacdes synony-
mous em seis genes: yrbE1B (Mb0O174), vapB2 (Mb0308), PE-19,
usp (Mb2019), mmpL7 (Mb2967), e mce4D (Mb3526¢); e mutacoes
non-synonymous missense em nove genes: vapC29 (Mb0634), irtA
(Mb1383), pks70 (Mb1688), pknE, eccD5, uppP, clgR (Mb2765),
tetR (Mb3277c) e bphc.

Cinco mutacoes foram idénticas em ambos os isolados, M. bovis 04-
303 e 534, localizadas nos genes pknE, PE-19, eccD5, uppP e bphc
(Figura 1).
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Figura 1: Diagrama de Venn ilustrando os genes de viruléncia compartilhados e exclusivos apre-
sentando mutacdes nos isolados de M. bovis cepas 534 e 04-303 utilizando o genoma M. bovis
AF2122/97 como referéncia.

Discussao

Como mostrado anteriormente, M. bovis 04-303 é uma cepa virulen-

ta, ao passo que M. bovis 534 é uma cepa atenuada (AGUILAR LEON
et al., 2009, BLANCO et al., 2009). Tendo em conta estes fendtipos
extremos, hipotetisa-se que as diferencas de viruléncia entre essas duas
cepas pode ser atribuida a mutacoes presentes em genes de viruléncia.
Neste contexto, a discussao é focada sobre os genes que exibiram muta-
coes non-synonymous em M. bovis 04-303 ou em M. bovis 534, quan-
do em comparacdo com o genoma referéncia M. bovis AF2122/97.

Considerando M. bovis 04-303, trés genes exibiram mutacdes non-
sinonymous exclusivas com mudanca preditiva de aminoacidos: hrcA,
hpx e esat6. No que diz respeito a M. bovis 534, os genes irtA, pks10,
clgR e tetR exibiram mutac6es non-sinonymous, com mudanca prediti-
va de aminoacido.
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Um importante conjunto de proteinas que tem sido classificado en-

tre os membros do MTBC é a familia de proteinas de choque térmico
(heat-shock proteins). Estas proteinas sdo altamente conservadas e sao
induzidas tanto no patégeno quanto no hospedeiro durante o processo
de infeccdo, ajudando a manter a integridade celular, contribuindo para
a sinalizacao imune (ASEA et al., 2000) e o reconhecimento do patdge-
no (CASTELLINO et al., 2000). O gene Rv2374c (hrcA) codifica a pro-
teina de choque térmico hrcA, que atua como repressor transcripcional
para membros envolvidos na resposta Hsp60 (GroE) em M. tuberculosis
(STEWART et al., 2002).

Stewart et al. (2001) demonstraram que a ruptura parcial da regulacao
do choque térmico em M. tuberculosis tem um impacto importante na
viruléncia, prejudicando a capacidade da bactéria de persistir durante

a fase cronica da infeccao. Além disso, as proteinas de choque térmi-
co desempenham um papel importante na apoptose (STUART et al.,
1998; LANG et al., 2000; WANG et al., 2002); e no mecanismo impli-
cado na patogénese dos granulomas da tuberculose (RUTHERFORD et
al., 2001; STRIDH et al., 2002; XAUS et al., 2003). Postulou-se que o
equilibrio entre fatores pré-apoptéticos e anti-apoptéticos influenciam
na resolucao do processo inflamatério ou no desenvolvimento da doen-
ca (DUBANIEWICZ et al., 2006). No presente estudo, o isolado virulen-
to M. bovis 04-303 apresentou uma mutacao non-synonymous mis-
sense em hArcA (G por A, posicdo 232), quando comparado com o seu
gene ortélogo em AF2122/97 (Mb2395c), com uma alteracao preditiva
desfavoravel de aminoéacido na posicao 78. Esta alteracdo ocorreu a
partir de um aspartato, um aminodacido polar de cadeia lateral negativa,
por uma asparagina, um aminodacido polar de cadeia lateral neutra (nédo
carregada). A mutacao no gene hrcA encontrada em M. bovis 04-303,
um repressor da transcricdo de proteinas de choque térmico, poderia
conduzir a uma super expressao dessas proteinas que consequente-
mente estdo associadas a viruléncia.

A familia de proteina ESAT-6 compreende 23 proteinas pequenas
(aproximadamente 100 aminoacidos). Os primeiros membros desta
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familia a serem descritos sao codificadas pelos genes adjacentes
esxA e esxB, que estao localizadas no locus esx-7 (SORENSEN et
al., 1995). ESAT-6 (Mb3905) de M. bovis tem sido descrita junto

a outras pequenas proteinas denominadas CFP-10 (Mb3904) como
forte estimulador da imunidade mediada por células (JONES et al.,
2010) e uma vez que estdo ausentes nas micobactérias nao pato-
génicas (WATERS et al., 2004), incluindo a cepa vacinal M. bovis
BCG, elas sao consideradas antigenos especificos para o diagndstico
da tuberculose bovina (POLLOCK et al., 1997; VORDERMEIER et al.,
2001).

Recentemente, a regulacdo da resposta imune foi descrita em M.
tuberculosis com a participacdo de ESAT-6, isolada ou no complexo
com a proteina chaperona CFP-10 (ESAT-6:CFP-10). Verificou-

se que ESAT-6/ESAT-6:CFP-10 pode sequestrar a proteina do
hospedeiro beta-2-microglobulina (b2M) inibindo a expressédo na
superficie celular de MHC-I-b2M, prejudicando assim a reposta
imune adaptativa do hospedeiro e consequentemente levando ao
estabelecimento de uma infeccao bem sucedida (SREEJIT et al.,
2014). Foi também demonstrado que ESAT-6 provoca lise celular
através da formacao de poros na membrana (SMITH et al., 2008).

No presente estudo, uma unica mutacao (A por G) foi encontrada

no gene esat6 (esxA) para o isolado M. bovis 04-303, resultando

na substituicado preditiva de uma treonina, um aminoacido polar com
cadeias laterais neutras, por uma alanina, um aminoacido com uma
cadeia lateral hidrofébica (neutra). Uma vez que o papel de ESAT-6 na
interacdao patégeno-hospedeiro durante a infeccao por M. tuberculosis
foi claramente estabelecida, é possivel que alterac6es em determina-
dos dominios da proteina ESAT-6 possa aumentar sua propriedade de
viruléncia. Na verdade, a principal causa da atenuacdo da cepa BCG é
a auséncia dos genes codificadores de CFP10 e ESAT6. Assim, dada
a relevancia de ESAT-6 na patogénese da infeccdo, uma mutacao
desfavoravel como esta que foi detectada no isolado 04-303 poderia
ter implicacdes para o fendtipo virulento.
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O gene hpx é uma possivel ndo-heme haloperoxidase necesséria

para o crescimento de micobactérias em colesterol (GRIFFIN et al.,
2011). No gene Apx, uma Unica mutacao (A por G, na posicao 20,
non-synonymous missense) foi detectada para o isolado M. bovis
04-303, quando comparado com o seu ortélogo em AF2122/97
(Mb3196c). Esta mutacao resulta na substituicdo preditiva de um
aspartato (aminoacido polar carregado negativamente) por uma glicina
(aminodacido nao polar, alifatico). Mais estudos sdo necessarios para
entender a relevancia desta mutacado, dado que poucos estudos tém
abordado o papel de Apx na viruléncia desta micobactéria.

Mmpl8 é necessario para a completa montagem dos sulfoglicolipideos
tetra-acilados (Ac4SGL) (LAYRE 2011), que representa um importante
lipideo de parede celular de micobactérias patogénicas. Brodin et al.
(2010) sugeriram que Ac4SGL aceleram a maturacdo do fagossoma,
favorecendo o trafico interno do fagossoma que contém a micobactéria
M. tuberculosis para compartimentos mais acidos. Relatou-se também
que a formacao de fagolisossomas 4acidos facilita o aparecimento de
antigenos de M. tuberculosis e a eliminacao da bactéria. Portanto,
pode-se especular que a mutacao do gene mmpl/8 afeta negativamente
a producao de Ac4SGL no isolado M. bovis 04-303, aumentando assim
a persisténcia da cepa no interior de macréfagos do hospedeiro e evi-
tando assim a apresentacdo antigéncia pelo sistema imune.

O genoma de M. bovis revelou uma variedade notavel de policetideos
sintases (PKS). A maioria dos genes pks estao implicados na biossin-
tese de lipideos complexos, especialmente no dcido mycocerosideo,
que é encontrado no envelope de M. bovis (ROUSSEAU et al., 2003).
No presente estudo, o gene pks70 exibiu uma uUnica mutacao (A por G,
posicdo 988, non-synonymous missense) para o isolado M. bovis 534,
quando comparado com o seu ortélogo em AF2122/97 (Mb1688). Esta
mutacao resultou na substituicdo preditiva desfavoravel de uma seri-
na (aminodacido polar nao carregado) por uma glicina (aminoacido nao
polar, alifatico). Um mutante pks70 de M. tuberculosis foi detectado
como defeituoso na sintese de phthiocerol dimycocerosate (PDIM), um



18

Comparacdo de genes de viruléncia de duas cepas de Mycobacterium bovis com
perfis patogénicos contrastantes

dos principais lipideos de superficie de micobactérias patogénicas. Este
mutante pks 70 também foi atenuado de forma significativa no cresci-
mento em camundongos (SIRAKOVA et al., 2003). Assim, as enzimas
envolvidas na biossintese de PDIM representam alvos potenciais que
podem afetar a patogénese de micobactérias e o fendtipo de viruléncia,
parecendo ser compativel com o fendétipo atenuado do isolado 534.

TetR é uma grande familia de reguladores da transcricao que servem mui-
tas vezes como repressores e sao largamente distribuidos entre as bacté-
rias (YANG et al., 2012). Em M. tuberculosis, EthR regula a expressao de
um gene de mono-oxigenase que catalisa a ativacdo da etionamida, um
antibiético utilizado no tratamento da TB (DOVER et al., 2004). Em M. bo-
vis, a proteina TetR é um regulador transcricional putativo codificado pelo
operon Mb3277¢/Mb3280c¢ (BLANCO et al., 2009; LIU et al., 2014.). No
isolado M. bovis 534, uma mutacao no gene tetR (T por C, posicao 396,
non-synonymous missense) foi detectada, em comparacao com o seu
ortélogo em AF2122/97 (Mb3277c), o que resulta na substituicdo desfa-
voravel preditiva de uma serina, uma aminodcido polar com cadeia lateral
neutra, por uma prolina, um aminoéacido nao-polar. Blanco et al. (2009)
demonstraram que os genes mb7077c e mb3277c, que codificam fatores
reguladores putativos, foram regulados negativamente (supressao) no iso-
lado virulento 04-303. Isto sugere que estes reguladores podem controlar
negativamente a expressao de proteinas que sao relevantes para a infec-
cao de M. bovis em camundongos. Portanto, é possivel especular que a
mutacao em tetR aqui encontrada pode ter interferido na expressao deste
gene, contribuindo para a atenuacao do isolado M. bovis 534.

Mb0634 ou vapC29 (Rv0617 em M. tuberculosis) é uma toxina-anti-
toxina (TA), que forma um operon com o gene RvO616A. Genes que
codificam TA sao dispostos em um unico operon (ANANTHARAMAN E
ARAVIND, 2003), e codificam uma toxina estavel e uma antitoxina labil:
os alvos da toxina podem ser diversos processos celulares enquanto a
antitoxina restringe a acao da toxina (GERDES, 2000). Em condi¢cées de
estresse e,ou privacao de nutrientes, proteases celulares degradam anti-
toxinas e, assim, permitem que toxinas livres retardem o crescimento da



Comparacédo de genes de viruléncia de duas cepas de Mycobacterium bovis com
perfis patogénicos contrastantes

célula ou mesmo a destrua (HAYES, 2003). VapC29 contém um dominio
PIN de ribonuclease. Ahidjo et al. (2011) demonstraram que a protei-

na codificada pelo gene Rv0617 exibe atividade de ribonuclease. Em
contraste com o complexo M. tuberculosis que apresenta varios pares de
TA, Mycobacterium smegmatis, uma cepa nao patogénica, contém ape-
nas um loci codificante. Além disso, demonstrou-se que a supressao das
ribonucleases MazF, membro da familia TA, reduz a viruléncia (TIWARI
et al., 2015). O papel de vapC29 no complexo M. tuberculosis ainda nao
esté claro e assim o impacto da mutacdo em vapC29 sobre o isolado
atenuado M. bovis 534 merece maior investigacao.

Um dos principais mecanismos através do qual as bactérias obtém nu-
trientes essenciais a partir de seu hospedeiro € o mecanismo de aqui-
sicdo de ferro. O ferro pode ser adquirido pelo contato direto entre as
bactérias e as moléculas carreadoras de ferro do hospedeiro, seguida
da sua remocao por reducao e subsequente absorcao. Alternativamen-
te, as micobactérias liberam moléculas sequestrantes de ferro de baixo
peso molecular chamadas de sider6foros. Neste método alternativo,
trés proteinas estao envolvidas na importacao e exportacao de side-
réforos através da membrana e consequente absorcao de ferro. IrtA é
uma proteina exportadora de sider6foros enquanto as duas proteinas do
sistema IrtB sdo importantes importadoras de sideré6foros (FARHANA et
al., 2008). Uma unica mutacao no gene irtA (G por T, posicao 1685,
non-sinonymous missense) foi detectado para o isolado M. bovis 534,
quando comparado com o seu ortélogo em AF2122/97 (Mb1383),
conduzindo a substituicao preditiva desfavoravel de uma arginina (ami-
noéacido polar carregado positivamente) por uma leucina (aminoacido
ndo-polar, alifatico). Farhana et al. (2008) demonstraram que mutacao
no complexo irtA/irtB em Mycobacterium smegmatis fez com que esta
micobactéria apresentasse crescimento extremamente reduzido devido
a absorcao incompleta de ferro. Sabe-se que em agentes patogénicos
intracelulares, a assimilacdao de ferro é essencial, a fim de contornar a
sua escassez /in vivo e, tal como fator determinante de viruléncia. Por-
tanto, a mutacao no gene irtA poderia ter contribuido para o fenétipo
de atenuacao do isolado M. bovis 534.
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O gene c/gR codifica uma proteina que desempenha um papel impor-
tante na resposta ao stress redox, e € um dos aproximadamente 100
genes que participam na resposta de reaeracdo, o mecanismo pelo qual
as micobactérias retornam a um estado de replicacdo apds re-exposicao
a condicoes favoraveis (SHERRID et al., 2010, MCGILLIVRAY et al.,
2014). Uma Unica mutacao no gene c/gR no isolado M. bovis 534 foi
detectada (C por A, posicao 457, non-synonymous), quando comparada
com o seu ortélogo em AF2122/97 (Mb2765), conduzindo a substitui-
cao preditiva negativa de uma asparagina (aminoéacido polar neutro) por
um &cido aspartico (aminoacido polar com carga negativa). Sherrid et

al. (2010) simularam um modelo /in vitro para avaliar os mecanismos de
reativacao de M. tuberculosis. O estudo demonstrou que a protease CIgR
é regulada positivamente durante a transicdo de M. tuberculosis a partir
de bacteriostase para o crescimento. Além disso, como demonstrado por
McGillivray et al. (2014), um mutante isogénico Mtb:vRv2745¢c se mos-
trou mais sensivel ao stress redox no modelo /in vitro gerado por diamida.
Assim, a mutacao detectada no gene c/lgR também pode ter contribuido
para a atenuacao do isolado M. bovis 534.

Conclusao

Diferentes tipos de mutacoes foram identificados nos dois isolados
que diferem no fendtipo de viruléncia. Todos elas estdo situadas em
genes que haviam sido descritos anteriormente como codificadores
de proteinas, com implicacdes na patogénese de M. tuberculosis ou
M. bovis. No entanto, o impacto desses polimorfismos no fenétipo
de viruléncia devem ainda ser estabelecido em uma demonstracao
experimental.

Nota: Neste artigo, focamos nossa atencao sobre as mutacoes non-
synonymous, porque alteram a sequéncia primaria de aminoéacidos na
proteina mutante. No entanto, mutacdes synonymous podem criar co-
dons raros que podem conduzir a uma traducao inexpressiva de genes
mutantes. Além disso, codons raros podem ser convertidos em codons
mais frequentes, favorecendo assim a traducao proteica.
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