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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma antropozoonose considerada como uma
importante doenca tropical em varios paises no mundo. Como a apresentacao
clinica da LV néo possui alta especificidade, dificultando seu diagndéstico, testes
laboratoriais sdo necessarios para a confirmacdo da infeccdo e o
estabelecimento do tratamento adequado. Seu diagnéstico deve possuir alta
sensibilidade e especificidade, uma vez que a LV é fatal quando aguda e nao
tratada e porque o tratamento atualmente disponivel apresenta elevada
toxicidade e/ou alto custo. Os métodos soroldgicos utilizados para diagnosticar
LV séo considerados minimamente invasivos, mas as limitagcdes incluem a
identificacdo de anticorpos em pacientes tratados e curados, mesmo apos
longos periodos de tempo, reacdes cruzadas com outras doencas relacionadas
a LV e baixa sensibilidade em pacientes assintomaticos. Assim, a busca por
novos antigenos capazes de superar tais limitacdes nos testes sorologicos é
necessaria. Portanto, o objetivo deste trabalho foi selecionar epitopos fundidos
com bacteriéfagos (mimotopos) para serem utilizados no sorodiagnéstico da
LV. Para tal, foram selecionados clones de bacteri6fagos que expressam
peptideos exdgenos de interesse contra anticorpos de individuos saudaveis

que vivem em &reas endémicas e ndo endémicas de LV, de pacientes com
doenca de Chagas e de pacientes com LV. Oito clones de fagos expressando
mimotopos de interesse foram selecionados apés os ciclos de bio-panning, e
sua reatividade contra um painel soroldgico foi avaliada em um teste de fago-
ELISA. Um fago tipo selvagem, sem o péptido exdébgeno e o0 teste
imunocromatogréafico baseado na proteina recombinante K39 foram utilizados
como controles. Os resultados demonstram que os oito clones apresentaram
excelente desempenho para identificar sorologicamente pacientes com LV,
apresentando elevado grau de sensibilidade e especificidade. Portanto, o
presente trabalho apresenta novos antigenos que podem vir a ser utilizados no

sorodiagnaostico especifico e sensivel da LV humana.

Palavras-chave: Fago-ELISA; mimotopos; sorodiagnoéstico; leishmaniose

visceral; Phage display; especificidade.



ABSTRACT
Visceral Leishmaniasis (VL) is an anthropozoonosis that represents one of the
biggest public health problems in the world. As the clinical presentation of VL
lacks specificity, laboratory testing is necessary for confirmation of infection and
establishment of appropriate treatment. Its diagnosis must have a high
sensitivity and specificity (> 95%) as VL is fatal and because the treatments
currently available present a high toxicity. The serological methods used to
diagnose VL are minimally invasive, but currently available limitations include
identifying antibodies in treated patients even after long periods of time and not
identifying patients with relapses. Thus, the search for new antigens capable of
overcoming the limitations of current serological tests is relevant. Thus, the
objective of this study was to select fused epitopes with bacteriophages to be
used in the serodiagnosis of human VL. In this work, clones of bacteriophages
expressing exogenous peptides of interest were selected against antibodies
from healthy individuals living in endemic and non-endemic areas for VL, from
patients with Chagas' disease and from people with active VL. Eight phage
clones were selected after the cycles of bio-panning, and their reactivity against
a human serological panel was evaluated in a phage-ELISA assay. The wild-
type phage (without the exogenous peptide) and the immunochromatographic
test based on the K39 recombinant protein were used as controls. The results
demonstrate that all eight clones showed an excellent performance to
serologically identify patients with VL of the other groups analyzed. Therefore,
new antigens potentially capable of being used in a highly specific and sensitive

serodiagnosis for VL were found.

Keywords: Phage-ELISA; mimotopes; serodiagnosis; human visceral

leishmaniasis; Phage display; specificity.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por
protozoarios parasitos do género Leishmania. Elas sao distribuidas pelo mundo
em regides tropicais e subtropicais em 98 paises, sendo que 90% dos casos
relatados ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil,
Colémbia, Etiopia, india, Ird, Peru, Suddo, Suddo do Sul e Siria. As
leishmanioses estdo divididas de acordo com a sua manifestacdo clinica nas
formas tegumentar e visceral (WHO, 2016; Chappuis, et al, 2007). Em ambas
as formas da doenca, os protozoarios infectam células do sistema fagocitico
mononuclear, sendo que as espécies L. infantum e L. donovani sdo os
principais agentes etiolégicos da leishmaniose visceral (LV), sendo
encontrados parasitando macréfagos do figado, baco, medula o6ssea e
linfonodos dos pacientes, enquanto que a leishmaniose tegumentar (LT) é
causada principalmente pelas espécies L. braziliensis, L. guyanensis e L.
amazonensis nas Américas, e se reproduzem dentro de macrofagos residentes
na pele e/ou da mucosas da nasofaringe. Todas as espécies de Leishmania
sdo transmitidas ao ser humano pela picada do inseto vetor fémea da familia
Phlebotomidae (De Pablos, et al, 2016; Harhay, et al, 2011; Kaye & Scott,
2011).

Dentre as leishmanioses, a LV é a que apresenta maior mortalidade
sendo considerada como a forma mais grave da infeccdo. Na América Latina,
onde o agente etiologico é a L. infantum, o nimero de casos a despeito das
acOes de controle tem aumentado nos ultimos anos. De acordo com o ultimo
boletim para as leishmanioses nas Américas da Organizacdo Mundial da
Saude (2017), entre 2001 e 2015, 52.176 casos de LV foram registrados no
Continente, com uma média de aproximadamente 3.478 casos por ano. O
Brasil, onde a transmissdo da LV se encontra em expansao, é responsavel por
96% de todos os casos reportados. Em 2015, 3.289 foram relatados em nosso
pais. O Paraguai estd em segundo lugar, com 92 registros de LV em 2015. Na
Venezuela e Honduras, houve aumento de até quatro vezes no numero de

casos entre 2014 e 2015. A taxa de mortalidade para a LV também tem
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aumentado nos ultimos anos, em 2012 era de 6.5%, cerca de 180 mortes,
passando, em 2015, para 7,7%, 268 mortes, destas 251 ocorreram no Brasil, 9
na Venezuela e 8 no Paraguai (WHO/PAHO, 2017).

Dado o panorama da LV nas Américas, o estabelecimento de medidas
eficientes para o controle da transmissdo do parasito, a identificacdo e o
tratamento das pessoas infectadas sdo condicbes necessarias para se reverter
tal quadro epidemiolégico. Apesar das melhorias na capacitacdo dos agentes
de saude com cursos sobre a LV e a implementacao de novas tecnologias para
o tratamento da doenca e melhoria dos testes diagndsticos rapidos, tais aces
ainda n&o se apresentam eficazes para controlar a disseminacdo da doenca
em nosso pais. Sendo assim, novas estratégias e acdes especificas devem ser
desenvolvidas, de modo que os profissionais de salde estejam aptos a
identificar os casos aos primeiros sinais clinicos e realizar o diagnostico de
forma rapida, precisa, evitando assim maiores complicacdes.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo buscar melhorias
nas condi¢des diagnosticas da LV no Brasil, por meio da identificacdo de novos
antigenos, representados por peptideos expressos na superficie de clones de
bacteriéfagos, que foram reconhecidos com alta sensibilidade e especificidade
por anticorpos presentes nos soros de pacientes com LV por meio da
tecnologia do Phage display, para serem utilizados no diagnéstico laboratorial
da doenca. Os fagos com peptideos capazes de ser reconhecidos de maneira
especifica por anticorpos de pacientes com LV foram triados por meio de ciclos
de bio-panning, isolados e usados por meio de uma técnica de fago-ELISA
como antigenos frente a diferentes classes de soros (Costa, et al.,2017;
Coelho, et al., 2015; Costa, et al.,2014). A partir dessa técnica, encontramos
oito sequéncias de aminoacidos, denominadas de mimotopos, com potencial
para serem usados na confec¢do de um teste rapido de sorodiagndstico da LV

com alta sensibilidade e especificidade.
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REVISAO DE LITERATURA

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral (LV) é uma doencga parasitaria causada por
infeccdo pelo complexo Leishmania donovani em paises tropicais e
subtropicais do mundo. A forma promastigota do parasito € transmitida ao
hospedeiro mamifero, como humanos e cées, pela picada do inseto fémea do
género Phlebotominae (WHO, 2016; Chappuis, et al, 2007). Uma vez
inoculados, os parasitos podem ser internalizados por fagocitos mononucleares
onde se multiplicam como formas amastigotas. Eles rompem a célula
hospedeira e infectam outras células, espalhando-se através dos sistemas
vascular e linfatico, infiltrando o baco, figado, linfonodos e medula dssea.
Parasitos sao entdo ingeridos pelo inseto vetor durante o repasto sanguineo,
onde as amastigotas se transformam em formas promastigotas, desenvolvem-
se no intestino médio e migram para a probdscide do inseto, onde sé&o
injetadas novamente em outro hospedeiro mamifero (Fig. 1) (De Pablos, et al,
2016; Harhay, et al, 2011; Kaye & Scott, 2011; Chappuis, et al, 2007;
Handman, et al 2001).

No Brasil, a LV é uma antropozoonose considerada uma doenca tropical
negligenciada e causada por L. infantum. S&o descritos dois ciclos de LV, um
silvestre e outro doméstico, e a transmissdo para raposas selvagens, caes e
humanos é realizada pelas espécies de vetores Lutzomyia longipalpis e Lu.
cruz (Laison & Rangel, 2005; Laison,1983).

Como relatado por Conti e colaboradores, em 2016, o ciclo doméstico e
urbanizacdo da LV se tornaram evidentes e um grave problema de saude
publica no Brasil durante a década de 1950, com o movimento de imigracao
das populagbes rurais para areas urbanas. Essas populacdes se
estabeleceram em regides com poucas condicdbes de saneamento,
favorecendo o estabelecimento do ciclo da doenca nas médias e grandes
cidades. Aliado a este fato, politicas publicas visando o controle da doenca
foram ineficazes, tornando a LV um grave problema social e de saude em

nosso pais. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, em 2014, 3.453
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casos de LV foram relatados no Brasil e a taxa de mortalidade foi de 7%, a
maior entre os 25 paises pesquisados pela organizacdo. No mesmo relatério,
43% da populacdo do pais estavam sob o risco de infeccdao (WHO, 2017-
2016). Além desses dados, vale a pena mencionar que a presenca de um
parente com a forma ativa de LV esta associada a um aumento no ndmero de
pessoas com sorologia positiva para Leishmania (Dupnik, et al, 2011) e que as
populacdes que vivem nas mesmas condicdes de habitacdo, saneamento e
ambientais como aquelas com LV apresentam uma alta porcentagem de
reatividade aos antigenos parasitarios (Moura, et al,2012).

Proliferation in the midgut
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Figura 1. O ciclo biolégico do parasito Leishmania. As formas promastigotas proé-ciclicas de
Leishmania sofrem diferenciacéo, no interior do inseto vetor, em promastigotas metaciclicas
infectantes. Durante a alimentacéo do sangue, o vetor regurgita as promastigotas metaciclicas.
Elas sdo fagocitadas por um dos varios tipos de células possiveis que sdo encontrados no
ambiente local. ApGs se estabelecer no interior celular, as promastigotas metaciclicas se
transformam em amastigotas, formas sem flagelo aparente. As amastigotas sofrem replicagédo
dentro das células hospedeiras, que se rompem quando h& muitos parasitos presentes,
permitindo a reinfeccdo de fagécitos locais. O ciclo da transmissédo estd completo quando os
fagocitos infectados séo ingeridos por outro inseto juntamente com o sangue. As amastigotas
ingeridas se transformam em promastigotas no intestino médio do vetor. Fonte: Kaye & Scott,
2011.
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2.2 PATOLOGIA

Quando da infeccéo por Leishmania infantum, as formas promastigostas
metaciclicas séo fagocitadas pelas células do sistema fagocitico mononuclear,
tais como mondcitos, neutréfilos e células dendriticas. Nos neutrdéfilos, primeira
célula do sistema inume a chegar no local da inoculacdo, o parasito
desencadeia a apoptose celular e € ingerido por macréfagos. A fagocitose de
neutrofilos apoptdticos infectados ndo produz ativagdo dos macréfagos, e o
parasito encontra no fago lisossomo um local para se diferenciar em
amastigota e iniciar sua replicacao por divisdo binaria. Essa acdo do neutrofilo
como um “cavalo-de-troia” levando o protozoario para o interior do macrofago
esta relacionada a transferéncia da carga parasitaria da primeira célula para a
ltima, além disso, a fagocitose da Leishmania impede a lise dela pelo sistema
do complemento (Kaye & Scott, 2011;Thalhofer et al., 2011; Peters & Sacks,
2009).

Os fatores que influenciam na sobrevivéncia do parasito no interior do
vacuolo fagocitico ainda ndo sdo totalmente esclarecidos. Porém, pode-se citar
alguns fatos relacionados. A utilizacdo do receptor do complemento 3 (CR3)
para a internalizagcdo no macrofago resulta no desarmamento da ativacdo na
célula hospedeira (Ueno et al.,, 2009). O maior tamanho do fagolisossomos
abrigando espécies de Leishmania encontradas nas Américas pode reduzir o
efeito dos agentes leishmanicidas sobre o parasito. O tamanho do vacuolo esta
relacionado com a quantidade de regulador de transito lisossomal (LYST),
guanto maior a expressao dessa proteina, menor sera o tamanho do vacuolo e
mais susceptivel o protozodrio € a acdo de radicais livres de oxigénio (Kaye &
Scott, 2011).

Parte da populacdo pode ser infectada e ndo desenvolver a doenca,
mesmo apresentando sorologia positiva para antigenos de Leishmania (Moura,
et al,2012; Dupnik, et al, 2011). Cerca de 20% da populacdo infectada
desenvolve sintomas de infeccédo sistémica como febre, cansaco, perda de
apetite, emagrecimento, anemia, evoluindo para um quadro de distensdo
abdominal com hepatoesplenomegalia (WHO, 2016). Esses sintomas sdo em
decorréncia do descontrole da replicacdo das amastigotas no interior dos
macrofagos infectados. Assim, as ceélulas parasitadas sé&o levadas a orgaos

linfoides, via vasos linfaticos e sanguineos, onde sofrem lise e liberam os
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protozoarios no meio intracelular de 6rgdos como figado e baco onde seréo
fagocitados pelos macréfagos residentes, células de Kupffer, no primeiro,
marginal zone (MZM) e marginal metallophilic macrophages (MMM) no
segundo. O processo de estabelecimento da infecgcdo nesses 6rgédos leva a
uma alteracdo na morfologia e funcdo dos tecidos acometidos provocando o
aumento desses 6rgaos (Rodrigues et al, 2016; Nylén & Sacks, 2007; Stanley,
Engwerda, 2007).

Como mencionado anteriormente, estudos epidemiolégicos em &reas
endémicas demonstraram que um grande contingente de individuos esta
infectado com o parasito e ndo tem manifestacdo clinica aparente da doenca
(Moura, et al,2012; Dupnik, et al, 2011). Esses casos estdo associados a uma
resposta imune celular de células T CD4+ Thl ativada pela producdo de
interferon-gama (IFN-y) e interleucina-12 (IL-12) por células dendriticas durante
a apresentacdo de antigenos. As células Thl séo capazes de ativar
macrofagos infectados a produzir radicais livres de oxigénio levando a morte do
parasito (Rodrigues, et al., 2016). Em pacientes com LV, a incapacidade de
controlar a infecgdo por L. infantum esta relacionada a uma falta de resposta
das células T aos antigenos do parasito ou na sua diferenciacdo em células T
CD4* regulatérias. Esse fato desencadeia a producdo de citocinas como
interleucina-4 (IL-4) e de interleucina-10 (IL-10), resultando no desenvolvimento
de doenca sintoméatica. Esse processo ocorre no baco por meio a regulacdo
positiva de IL-10, que diminui a migracdo de células dendriticas e de linfocitos
T para regibes de apresentacdo de antigeno no 6rgdo além de causar a
diferenciacdo de células produtoras de IL-10. Estes casos, quando nao
tratados, podem levar o paciente a morte (Kaye & Scott, 2011; Nylén & Sacks,
2007; Chappuis, et al, 2007, Stanley & Engwerda, 2007).

Na medula 6ssea, também acometida pela infeccdo, ocorre um aumento
da diferenciacdo e liberagdo de mondcitos imaturos em resposta a alta
concentracdo de IL-10 produzida no o6rgdo. Essas células imaturas funcionam
como um reservatorio onde as formas amastigotas passam a se reproduzir
intensamente. Além disso, o aumento do numero de mondcitos reduz a
producdo de reticulécitos resultando no desenvolvimento de anemia em

pacientes com LV (Stanley & Engwerda, 2007).
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Considerando a alta taxa de letalidade em pacientes com LV ativa, por
terem uma resposta imune com elevada producéo de IL-10 e, por conta disso,
serem incapazes de controlar a replicacdo do parasito, o tratamento contra a
doenca é impreterivel para diminuir a carga parasitéria, eliminar os sintomas e
consequentemente, restaurar a salude nesses individuos. O Brasil disponibiliza
o diagndstico e tratamento de forma gratuita pelo Sistema Unico de Salde
(SUS). As drogas disponiveis para rede publica sdo o antimonial penta valentes
(Glucantime®, Aventis), a anfotericina B livre e lipossomal (Ambisome®, Gilead),
dentre outros. Uma vez diagnosticada, o tratamento da LV dever ser iniciado o
mais rapido possivel, em alguns casos ele demanda internacdo. O farmaco de
escolha deve ser determinado pelo médico de acordo com o quadro clinico do
paciente e baseando-se na recomendac¢do do Ministério da Saude. A escolha é
determinada levando-se em consideracdo a idade, a presenca de insuficiéncia
renal e/ou hepatica e arritmias cardiacas, devido as variagdes no grau de

toxicidade e eficacia de cada droga (Ministério da Saude do Brasil, 2011).

2.3 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

O diagndstico parasitolégico da LV é considerado complexo e invasivo,
sendo o padrao-ouro baseado na demonstracdo de formas de amastigotas do
parasito por meio do exame direto no microscopico de aspirados do baco,
linfonodos e/ou medula 6ssea dos pacientes (Srividya, et al, 2012). Sua
especificidade é alta; no entanto, a sensibilidade é variavel de acordo com a
amostra coletada, sendo maior no baco (93 a 99%) do que na medula éssea
(53 a 86%) ou nos linfonodos (53 a 65%) (Siddig, et al, 1988). Isto deve se
principalmente a experiéncia técnica e qualidade das laminas e reagentes
preparados, que muitas vezes nao estdo disponiveis para estudos de campo.
Assim, um técnico bem treinado e um efetivo controle de qualidade sé&o
necessarios para o diagndéstico preciso da doenca (Srividya, et al, 2012).

A intradermorreacdo de Montenegro nao é utilizada para o diagnéstico
de LV. Por estar relacionado com a resposta imune celular do hospedeiro, esse
exame é sempre negativo em pacientes sintomaticos antes do tratamento e
positivos apos a cura do mesmo (Ministério da Saude, 2005).

Técnicas sorologicas que pesquisam em amostras de sangue/soro dos

pacientes anticorpos reativos contra antigenos de L. infantum, como ELISA,
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IFAT, imunotransferéncia e teste de aglutinagéo direta (DAT), com base no uso
de extratos de parasitos ou proteinas recombinantes derivadas deles, s&o
técnicas utilizadas para o diagnéstico sorolégico de LV. Nestes casos, existe
uma vantagem na melhoria dessa condi¢cdo diagnostica, uma vez que a coleta
das amostras se baseia na pungdo venosa para remover uma pequena
aliquota de sangue, sendo considerada menos invasiva € com menos riscos
para 0s pacientes quando comparada as biopsias. Entre os antigenos
recombinantes mais conhecidos, a proteina recombinante K39 foi o antigeno
mais promissor para detectar sorologicamente pacientes com LV aguda. Tal
proteina € codificada pelo gene relacionado com a kinesina e contém
sequéncias repetitivas de 39 residuos de aminoacidos. A proteina rK39 de L.
infantum provou ser um excelente marcador para o diagnéstico de LV usando a
técnica ELISA, sendo reativa com cerca de 98% dos pacientes analisados
(Badaré et al.,, 1996). Esta proteina é, atualmente, utilizada para o
sorodiagnostico da LV em diversos paises ao redor do mundo, com uma
sensibilidade variando entre 95 e 100% (Singh et al., 2010). O kit comercial
(Dipstick rK39®) é um teste rapido para a deteccédo de LV e é recomendado
pela OMS. No entanto, sua validacéo para a deteccéo de casos de infeccao por
L. infantum variou de acordo com a cepa e a cultura dos parasitos, a producao
da proteina recombinante e a variabilidade clinica e soroldgica dos pacientes,
além da variabilidade genética observada entre diferentes estirpes da mesma
espécie, especialmente ao avaliar cepas isoladas de locais distantes (Zijlstra et
al., 2001).

Os avancos tecnologicos levaram as melhorias no desenvolvimento de
novas metodologias e ferramentas de diagnostico, sendo considerados Uteis
para uma avaliacdo rapida e precisa, além de permitir o desenho racional de
estratégias efetivas de controle de doencas. A necessidade de desenvolver
ferramentas de diagnoéstico que possam identificar e distinguir pacientes com
doenca assintomatica, daqueles com a doenca ativa ou individuos curados, e
pacientes com outras infec¢des, continua a ser a principal busca para melhorar
o diagndstico da LV (Boelaert et al., 2008).

Assim, um teste soroldgico ideal para o diagndéstico de LV deve basear-
se no uso de antigenos reconhecidos por amostras de soros dos pacientes

infectados, independentemente dos sintomas clinicos e n&o reconhecidos por
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individuos nao infectados pelo parasito. No entanto, o principal problema do
uso de tais antigenos tem sido a sua reatividade continua por longos periodos
de tempo mesmo apds o término do tratamento e a cura dos pacientes,
portanto, ndo distinguindo os individuos com infeccbes agudas ou
assintomaticas dos curados. Além disso, ha problemas associados a
reatividade cruzada com soros de pacientes com outras doencas infecciosas e
parasitarias, como maléaria, doenca de Chagas, entre outras, reduzindo assim a
especificidade diagnostica (Abass et al., 2013). No caso de pacientes com LV
co-infectados com o virus do HIV, os testes sorologicos apresentam problemas
relacionados a sua sensibilidade, uma vez que muitos pacientes tém titulos
baixos de anticorpos anti-Leishmania, comportando-se como falsos negativos
na triagem sorolégica. Estima-se que cerca de 40% dos pacientes co-
infectados estdo nesta situacao e, quando o teste de antigeno rK39 é utilizado,
ha relatos de valores de sensibilidade variando de 20 a 22% (Deniau et al.,
2003)

2.4 PHAGE DISPLAY

Phage display € uma tecnologia baseada na expressdo de peptideos,
proteinas ou fragmentos de anticorpos associados a proteinas presentes na
superficie externa do bacteriéfago recombinante. A sequéncia de nucleotideos
gue codifica os peptideos é geneticamente fundida a uma sequéncia que
codifica algumas proteinas de bacteriéfagos, dando origem a um produto
hibrido, que é entdo exposto na superficie externa das particulas virais. As
bibliotecas de bacteri6fagos que expressam peptideos exdgenos tém sido
utiizadas na identificacdo de varios receptores celulares, facilitando a
identificacdo de moléculas pequenas que se ligam com alta afinidade e imitam
a interacdo com seus ligantes naturais, bem como na identificacdo de
peptideos que interagem com anticorpos sem conhecimento prévio da regiao
antigénica reconhecida pelo anticorpo (Smith, 1985).

A selecdo de moléculas de alta afinidade em relacdo a um determinado
receptor alvo aderido a uma superficie sélida é realizada por etapas de
selecéo consecutivas chamadas ciclos de bio-panning. O niumero de ciclos de
bio-panning realizados na exibicAdo de fagos determina o grau de

enriquecimento dos fagos que se ligam a um receptor alvo. Uma populagao de
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clones de fago com alta afinidade para um determinado receptor pode ser
obtida através da realizacédo de 3 a 5 ciclos de bio-panning (Crameri & Suter,
1993).

A possibilidade de triagem de sequéncias distintas e especificas de
peptideos frente a uma infinidade de antigenos é a grande vantagem da
técnica de Phage display, pois possibilita a identificacdo de uma sequéncia
com alta afinidade entre milhares de outras (Ebrahimizadeh & Rajabibazl.
2014, Loset, et al., 2011). Isso permite a utilizacdo das bibliotecas de fagos
frente as mais variadas proteinas e com diversos propositos, como a
vacinacdo (Kumar & Engwerda, 2014), o tratamento de infec¢des bacterianas
(Filippov, et al., 2012; Drulis-Kawa, et al., 2012), o diagndéstico da LT (Costa, et
al., 2017) e a identificacao de alvos para o diagndstico e tratamento do cancer
(Le Joncour & Laakkonen, 2017).

O Subcomité de Virus Procariotos, entidade ligada ao Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), estabeleceu a sistematizacao da
taxonomia de fagos por meio de andlises morfoldgicas (aspecto do capsideo e
envoltério lipidico ou lipoproteico) e gendmicas (tipo de material genético, fita
dupla ou simples). Dentre a grande diversidade de fagos conhecida, o fago
utilizado nesse trabalho foi o Escherichia virus M13 (M13) pertencente a
Ordem Unassigned, Familia Inoviridae, género Inovirus caracterizado como
fago filamentoso (Salomond & Fineran, 2015).

Esses fagos possuem um DNA circular pequeno e séo secretados sem
gue haja lise da sua bactéria hospedeira (Escherichia coli). A partir de uma
biblioteca de sequencias de acidos nucleicos, pequenos conjuntos randémicos
destes nucleotideos sao ligados ao DNA dos M13 na regido que codifica
proteinas do capsideo viral. Uma vez com esse material exdgeno dentro do
seu DNA um fago ira originar milhdes de clones com a mesma sequéncia
sempre gue realizar seu ciclo de reproducdo em E. coli (Salomond & Fineran,
2015; Rakonjac, et al.,2011).

A interacao entre fago e bactéria € especifica e esta relacionada com o
reconhecimento pelos receptores de superficie do hospedeiro das proteinas
do capsideo viral. Uma vez estabilizada essa ligacdo ocorre, a passagem do
genoma do fago para o interior do procarioto e sua insercdo dentro do DNA
hospedeiro. Esse enxerto viral € chamado de protofago, sera duplicado e
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transferido para as proximas geracdes da bactéria, sempre que essa se
reproduzir, e transcrito pelo proprio metabolismo do procarioto formando
assim, proteinas virais e produzindo novos fagos geneticamente idénticos.
Esses fagos filamentosos formados pela E. coli infectada serdo secretados
para 0 meio extracelular, sem que para isso a bactéria sofra lise. O nome
dado para esse processo reproducdo é de ciclo lisogénico (Rakonjac, et al.,
2011). Portanto, a infeccdo de uma bactéria por um fago € uma ferramenta
poderosa dentro da biotecnologia podendo ser aplicada no tratamento de
infeccdes bacterianas, uma vez que os fagos sdo hospedeiro-especifico e por
meio da possibilidade de produzir uma enzima a partir do enxerto viral capaz
de desestabilizar a bactéria ou biofilmes ou de conferir susceptibilidade a uma
populacdo a um farmaco (Rokonjac, et al., 2011; Lu &Collins, 2009).

A técnica de Phage display consiste no uso desses clones de fagos
com peptideos expressos sobre o capsideo para a prospeccao de proteinas
alvos. Uma vez estabelecida a ligacdo do clone com seu alvo, o fago pode ser
isolado e replicado (selecéo positiva), enquanto os clones nao reconhecidos
sdo retirados por lavagem (selecdo negativa). O Phage display apresenta
diversas aplicacdes, pois permite a identificacdo de um peptideo especifico ao
alvo de interesse, criando assim moléculas que podem ser usadas na
confeccao de nanoparticulas de entrega de drogas direcionando-as para a
célula alvo, no desenvolvimento de testes diagnosticos (Rokonjac, et al.,
2011). Outro uso promissor dessa tecnologia foi descrito em 2016, por Rhaiem
e Houimel, e consistiu na identificacdo de peptideos a partir de uma biblioteca
de fagos capazes de se ligar a proteina gp63 de L. major, diminuindo a carga
parasitaria em camundongos infectados e tratados com esses peptideos.

Com a técnica de prospeccdo de peptideos especificos apresentados
por fagos e selecionados negativa e positivamente com IgG acoplados em
microesferas magnéticas ja foram identificados sequencias capazes de
identificar com 100% de acuracia soros de cées infectados com L. infantum
dos soros de cades saudaveis, vacinados ou infectados pelo Trypanosoma
cruzi (Costa, et al, 2013) e de promover uma resposta imune protetora em
modelos murinos desafiados com L. infantum e L. amazonensis (Costa, et al.,
2015; Coelho, et al., 2015; Costa, et al., 2014;). Essa técnica também ja foi
empregada para a deteccdo de anticorpos de soros de pacientes com LT,
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sendo encontrados seis clones distintos capazes de diferenciar esses de
soros de pacientes com LV, doenca de Chagas, residentes de area endémica
e ndo endémica, sendo que quatro desses clones conseguiam agrupar oS
soros de LT de acordo com a forma clinica em cutanea, que apresentaram
menor absorbancia e em mucosa com maior (Costa et al., 2016).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo a identificacdo de
novos mimotopos de proteinas de L. infantum para o sorodiagnéstico da LV

por meio da técnica do Phage display.
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OBJETIVO
3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e validar novos alvos para o diagnéstico sorolégico da

leishmaniose visceral humana utilizando a tecnologia de Phage display.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Selecionar o0s clones de bacteriofagos com peptideos de
superficie reativos com IgG de soros de pacientes com leishmaniose visceral,

por meio de selecao negativa e positiva.

Il. Identificar as sequéncias de aminoacidos expressas nos clones

selecionados.

Il. Selecionar os melhores clones capazes de identificar as amostras
de soros de pacientes com LV e diferenciar estes de soros de pacientes com
Doenca de Chagas e individuos néo infectados de regides distintas.

V. Identificar as proteinas nativas da Leishmania spp. que

expressam 0s mesmos peptideos dos clones previamente selecionados.

V. Avaliar os valores de sensibilidade e especificidade dos fagos

frente a diferentes soros de pacientes com LT e DC.
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MATERIAIS E METODOS
4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo envolveu a participagdo de pesquisadores da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), através de uma parceria cientifica, visando a padronizacdo
de técnicas moleculares, exibicdo de fagos, com vistas a melhoria da LV
sorodiagnostico. A delimitacdo experimental compreende as etapas mostradas
na Fig. 2, comecando com a definicdo da estratégia utilizada nos ciclos de bio-
panning das analises soroldgicas por fago-ELISA, a selecao e identificacdo dos
peptideos expressos nas capsideos dos clones de bacteriéfagos selecionados
foram realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia da UFU e a validacéo
dos clones para o sorodiagnostico para LV usando as amostras individuais de
soro para cada grupo foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia
Aplicada no Estudo de Leishmaniose, no Setor de Patologia Clinica da
COLTEC e no Laboratério do Programa de Pds-Graduacdo em Infectologia e
Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG.

' Bio-panning I

Infecgdo da E. coli com os fagos selecionados
positivamente

' Titulagdo das bactérias para isolamento dos fagos \

1
' Extracdo de DNA | ' Fago- ELISA \

Sequenciamento dos
fagos selecionados

Leishmaniose
Visceral

Leishmaniose Doenga de

N&o infectados

Tegumentar Chagas

Identificagdo das porteinas de Leishmania

infantum com os peptideos identificados Areas Areas nio

endémicas endémicas

Figura 2. Fluxograma mostrando as principais etapas do trabalho.
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4.2 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Minas Gerais (COEP/UFMG, protocolo CAAE-32343114.9.0000.5149), Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil, e foi conduzido de acordo com os principios da
Declaracdo de Helsinque. Foi obtido um consentimento informado e
esclarecido de todos os pacientes, que receberam uma copia individual da

politica do estudo, que foi revisada por uma pessoa independente.

43 PREPARACAO DO EXTRATO SOLUVEL DE
LEISHMANIA INFANTUM

Foi utilizada a linhagem L. infantum (MHOM/BR/1970/BH46). As formas
promastigotas de fase estacionaria dos parasitos foram cultivadas a 24°C no
meio completo de Schneider (Sigma, St. Louis, MO, EUA), que foi composto
pelo meio de Schneider suplementado com 20% de soro de bovino fetal
inativado (FBS, Sigma), 20 mM de L-glutamina, 200 U / mL de penicilina e 100
Mg / mL de estreptomicina, a pH 7,4. O extrato antigénico solavel de L. infantum
(SLA) foi preparado conforme descrito (Coelho et al, 2003) e a concentragéo de
proteinas foi estimado pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

4.4 AMOSTRAS DE SORO

Foram utilizadas amostras de soros de pacientes com LV sintomatica
(n=30, incluindo 17 homens e 13 mulheres, com idades variando de 22 a 58
anos). A infeccéo foi confirmada por técnica de PCR visando o kDNA de L.
infantum em aspirados do bagco e/ou medula 6ssea dos pacientes. Nenhum
deles foi previamente tratado com drogas antileishmanial antes da coleta das
amostras. Todos os pacientes foram selecionados de uma area endémica de
doenca (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil). O grupo de controle consistiu
em individuos saudaveis, que viviam em area endémica (Belo Horizonte, n=27,
incluindo 15 do sexo masculino e 12 do sexo feminino, com idades entre 17 a
42 anos) ou ndo endémicas para LV (Pocos de Caldas, Minas Gerais, Brasil;

n=30, incluindo 18 homens e 12 mulheres, com idades variando de 19 a 48
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anos), e nenhum deles apresentou sinais clinicos ou suspeitos de
leishmaniose. As amostras de soro de pacientes com doenca de Chagas
(n=15, incluindo 9 do sexo masculino e 6 do sexo feminino, com idades
variando de 27 a 55 anos) foram utilizadas nos ciclos de bio-panning, com o
objetivo de excluir os clones de fagos de reagdo cruzada. A infeccéo foi
confirmada por hemocultura e pelo teste de ELISA v. 3.0 de Chagatest
recombinante ou teste de inibicdo de hemoaglutinacdo de Chagatest (HAI)
(Wiener Lab, Argentina). Amostras de soro de pacientes com LT
desenvolvendo a forma mucosa (ML; n=34, incluindo 23 homens e 11 mulhes,
com idades entre 22 e 62 anos) ou cutanea (CL; n=10, incluindo 6 do sexo
masculino e 4 do sexo feminino, com idades variando de 18 a 47 anos),
também foram empregadas nos ensaios de fago-ELISA. O diagndstico foi
confirmado quando os parasitos foram visualizados em esfregagos corados
com Giemsa obtidos a partir de fragmentos mucosos ou bidpsias cutaneas,
respectivamente. A positividade das amostras foi também confirmada pela
presenca de KDNA de L. braziliensis através da técnica de PCR e por uma
reagdo de SLA L. braziliensis-ELISA (dados ndo mostrados).

4.5 PURIFICACAO DOS ANTICORPOS IgGs

A purificacdo de anticorpos IgGs foi realizada acoplando-os em
microesferas magnéticas conjugadas com a proteina G (Dynabeads,
Invitrogen), conforme descrito (Costa et al, 2014). Resumidamente, 2 x 10%°
particulas das microesferas foram lavadas trés vezes em 1 mL de acido [2- (N-
morfolino) etanosulfénico de tampédo MES 0,1 M] pH 5,0 e 350 uL de grupo de
soro de individuos saudaveis ou de pacientes que desenvolveram doenca de
Chagas ou LV (n=5, por grupo) foram adicionadas as microesferas e
submetidas a uma incubacdo de 40 min, a temperatura ambiente e sob
agitacdo constante. As microesferas acopladas a IgG foram lavadas quatro
vezes em 1 mL de tampdo MES 0,1 M, com o objetivo de remover o0s
anticorpos nao aderidos. O complexo de pérolas-anticorpo foi lavado trés vezes
em 1 mL de tampéo de trietanolamina 0,2 M pH 8,0 e ressuspenso em 1 mL de
tampdao de acoplamento covalente (pimelimidato de dimetilo 20 mM/HCI diluido
em tampao de trietanolamina) durante 30 minutos a temperatura ambiente e

sob agitacdo constante. A neutralizacdo dos locais reativos nao ligados foi
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realizada usando 1 mL de Tris-base 50 mM pH 7,5, durante 15 min e a
temperatura ambiente. As microesferas foram lavadas duas vezes em 1 mL de
tampédo TBS-T (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,1% Tween 20),
blogueados com uma solugdo de bloqueio de 2 mL (5% de BSA diluido em
TBS-T) por 1 h a 37°C e ressuspensa em 200 pl de tampéo TBS (Tris-HCI 50
mM, pH 7,5 e NaCl 150 mM). Para verificar o acoplamento, incubaram-se 5 uL
das nano esferas acopladas a IgG com um anticorpo anti-lgG humana de
peroxidase, durante 1 h a 37°C (diluicdo 1: 10000) e lavou-se duas vezes com
1 mL de TBS-T e a reac¢do foi desenvolvida usando o substrato TMB. Apés 30
min, foi interrompido pela adicdo de 25 uyL de H2SO4 2 N, e os valores de
densidade Optica (OD) foram avaliados em um espectrofotbmetro de

microplacas ELISA (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada), a 450

nandmetros.
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Figura 3: Metodologia de acoplamento das microesferas magnéticas com anticorpos IgGs de
soros de paceintes saudaveis e com infeccdoes distiantas. As beads (circulos amarelos)
foram divididas igualmentes em trés grupos e cada um foi colocado com IgG (laranja) de
soros de pacientes saudaveis (I), com Doenga de Chagas (Il) e com Leishmaniose visceral
(1. O anti-lgG humano aclopado com peroxidase (em verde e amarelo, respectivamente) foi
utilizado para confirmar o acoplamento juntamente com substrato TMB (roxo).

4.6 PHAGE DISPLAY

Para realizar o processo de selecdo dos substratos exibidos pelos fagos,
2 x 10 particulas virais de uma biblioteca de exibicdo de fago contendo
peptideos aleatoriamente fundidos a proteina de revestimento plll de fagos
filamentosos M13 (biblioteca Ph.D.-C7C, New England BioLabs, USA) foram
diluidos em 190 pL de tampéo TBS-T. A mistura foi incubada durante 30 min, a
temperatura ambiente, com as microesferas acopladas aos anticorpos IgG de
individuos saudaveis, que foram capturados magneticamente (suporte Dynal

Biotech, 12020). O sobrenadante contendo clones foi recuperado e transferido
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para um novo tubo, e o procedimento foi repetido duas vezes. Uma segunda
selecdo negativa foi realizada usando esferas magnéticas acopladas a IgG de
pacientes com doenca de Chagas e os clones nao ligados foram recuperados e
transferidos para um novo tubo, quando o procedimento também foi repetido
duas vezes. Para a selecédo positiva, os fagos recuperados ao sobrenadante
foram submetidos a uma incubacdo usando as microesferas acopladas a IgG
derivadas de pacientes com LV, que foram incubadas durante 30 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e os fagos unidos foram
lavados cinco vezes em 1 mL de tampao TBS-T, depois foram eluidos em 500
pL de tampéo de glicina 0,2 M, pH 2,0. Em seguida, adicionaram-se 75 uL de
base de Tris 1 M pH 9,0 para neutralizar o pH acido da solucao.
Posteriormente, os clones recuperados foram transferidos para um novo tubo e
o procedimento foi repetido duas vezes, quando os fagos foram recuperados e
titulados. Para isso, os clones obtidos na terceira rodada de selecdo de bio-
panning foram diluidos usando uma diluicdo de 10! a 10*? em 500 yL de
tampdo de TBS, misturado com a estirpe E. coli ER3728 (New England
BioLabs, USA), cultivada em meio liquido até atingir a densidade 6ética (OD) de
600nm e plagueados em placas de agar LB contendo 1 mL de IPTG/X-gal (1,25
g de IPTG, 1 g de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactésido e 25 mL de
DMSO). Em seguida, a titulacdo foi realizada contando o nimero de coldnias
em cada placa.
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Figura 4: Representacdo do processo de hio-panning. A partir de uma biblioteca de fagos com
peptideos exdgenos realizou-se a sele¢do negativa separando os fagos capazes de reconhecer
soros de IS (individuos saudaveis) e com DC (doenca de chagas), dos ndo capazes. Com 0s
fagos obtidos da selecé@o negativa realizou-se a selecdo positiva, com soro de LV (Leishmaniose
Visceral), eluindo-se apenas os clones que reconhecem o IgG dos pacientes com LVH para
isolamento deles.

47 EXTRACAO DE DNA E SEQUENCIAMENTO DOS
CLONES SELECIONADOS

Noventa e seis coldnias foram individualmente colhidas e amplificadas
em 250 pyL de meio LB em uma microplaca de cultura estéril (BD Falcon TM
clear, 96-well microtest TM plate), que foi selada e incubada durante 6 h a 37°C
sob agitacdo constante. Apés a incubacéo, a placa foi centrifugada durante 20
minutos em 2.500 x g e o sobrenadante foi transferido para uma nova placa, na
qual foi adicionada uma solucdo de PEG/NaCl (20% de PEG 8000 e 2,5 M de
NacCl) (1/6 do total volume). Em seguida, a placa foi incubada durante 18 h a
4°C e centrifugada durante 1 h. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi
ressuspendido em 500 yL de tampédo TES (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM
EDTA e 4 M Nal). Em seguida, a placa foi vigorosamente agitada durante 5
minutos, quando foram adicionados 300 pL de uma solugéo de etanol a 70%. A
reacao foi incubada durante 10 min e o DNA foi precipitado por centrifugacéo
em 2.500 x g durante 10 min, a 4°C. Ap6s o descarte do sobrenadante, o
sedimento de cada clone foi lavado em 500 pL de etanol a 70%, seco e diluido
em 20 uL de agua ultra-pura. A pureza do DNA foi avaliada num gel de agarose
a 1%, que foi corado com brometo de etidio (10 ug/mL). A sequenciamento foi
realizada por eletroforese capilar no equipamento ABI 3130, usando o BigDye v

3.1 e o polimero POP7 (Myleus Biotechnology®, Belo Horizonte, Minas Gerais,
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Brasil). Para andlises de arquivos de saida AB1, o software de varredura de

sequéncias (Applied Biosystems) foi empregado.

4.8 BIOINFORMATICA

As sequéncias de DNA foram analisadas por bioinformatica usando
servidores on-line. A biblioteca de Phage display restrita e utilizada para a
selecdo apresenta peptideos conformacionais com cisteinas nas bordas,
portanto, as analises de peptideos foram realizadas com a sequéncia peptidica
de 7-meros e as sequéncias de aminoacidos (AC-xxxxxxx-CGGGS) contidas
na fusdo com a proteina plll do capsideo do bacteriéfago, como anteriormente
descrito (Alves, et al,2014). As sequéncias de aminoacidos foram deduzidas
com base nas sequéncias de nucleotideos através do programa Expasy
(http://web.expasy.org/translate/) e  foram  analisadas por  BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast .cgi) contra proteinas e motivos da base de
dados GenBank. A funcéo de proteina putativa foi prevista pelo alinhamento de
busca BLAST no servidor UNIPROT (http://www.uniprot.org/). As propriedades
fisico-quimicas dos peptideos, como o peso molecular e o ponto isoelétrico,
foram preditas usando a ferramenta: Compute pl / Mw no Expasy Server
(http://web.expasy.org/compute pi /). A hidrofobicidade e a carga liquida dos
peptideos foram preditas usando o servidor de banco de dados de peptideos
antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP/prediction/predictionmain.php),

conforme descrito (Wang, et al, 2009).

4.9 FAGO-ELISA

Os clones de fagos isolados a partir da terceira rodada de bio-panning
positiva foram avaliados em uma técnica de fago-ELISA, e SLA L. infantum foi
utilizado como controle. Para estes ensaios, as placas foram revestidas
individualmente com 1 x 10° fagos ou SLA (1 ug por poco) e incubadas com um
conjunto de soros (1:100 diluidos em tampédo TBS) de cada grupo de pacientes
e controle. Os soros testes usados para a purificacdo de IgG foram utilizados
nestas analises soroldgicas. Foi utilizado um anticorpo conjugado de

peroxidase de IgG anti-humano (1:10.000 diluido em tampdo de TBS,
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catalisador de SAB3701282, Sigma-Aldrich, USA) como um anticorpo
secundario e a reacédo foi desenvolvida apos incubacédo durante 30 min, com
H202, orto-fenilenodiamina e tamp&o citrato-fosfato, pH 5,0. A reacdo foi
interrompida pela adigdo de H2S0O4 2N, e os valores de DO de cada amostra
foram obtidos num espectrofotometro de microplaca ELISA, a 492 nm.

4,10 ELISA PARA SORODIAGNOSTICO DA LV HUMANA

Os clones de fago selecionados no passo anterior foram testados quanto
ao sorodiagnostico da LV usando um painel sorolégico. Antes, as curvas de
titulacdo foram realizadas para determinar a concentracdo mais adequada dos
antigenos e diluicbes de anticorpos a serem utilizadas. Placas de micro
titulacdo flexiveis (Jet Biofil®, Belo Horizonte) foram revestidas com os clones
de fago selecionados (1 x 10° fagos por poco). Além disso, um clone de fago
M13 de tipo selvagem (WTP, 1 x 10° fagos por poco) foi usado como controle
negativo, enquanto que L. infantum SLA (1,0 ug por poco) foi usado como um
controle positivo. Os antigenos foram diluidos em 100 yL de tampéo de
revestimento (tamp&o de carbonato 50 mM) pH 9,6 e incubados durante 16 h a
4°C. Depois, os locais de ligacao livre foram bloqueados usando 200 uL de
uma solucédo de bloqueio (5% albumina bovina ultrapura diluida em TBS-T),
durante 2 h a 37°C. Ap@s, as placas foram lavadas cinco vezes com TBS-T,
foram adicionados 100 yL de amostras de soro humano (1:100 diluidas em
TBS) e incubadas durante 1 h a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas
cinco vezes com TBS-T e incubadas com anticorpo anti-lgG humano conjugado
com peroxidase (1: 10 000 diluido em TBS, Sigma-Aldrich), durante 1 h a 37°C.
Apos a lavagem de placas cinco vezes com TBS-T, a reacgéo foi desenvolvida
pela incubacdo com H202, orto-fenilenodiamina e tampao citrato-fosfato pH 5,0,
durante 30 min e no escuro. Em seguida, a reacao foi interrompida adicionando
25 pyL de H2S04 2N, e os valores de OD foram obtidos utilizando um
espectrofotometro de microplaca ELISA, a 492 nm.

411 TESTE RAPIDO KALAZAR DETECT™
O teste Kalazar Detect™ para o sorodiagnéstico da LV € um método

imunocromatografico usado para detectar a presenca de anticorpos especificos
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para rK39 em amostras de soro humano. O protocolo técnico foi desenvolvido

de acordo com as instru¢des do fabricante (InBios International, USA).

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism
(versao 6.0 para Windows e Microsoft Excel (versado 10.0). Os valores de corte
para cada antigeno foram determinados usando andlise de caracteristica
operacional do receptor (ROC) e a sensibilidade maxima foi calculada
estabelecendo uma especificidade de 100% para todos os antigenos. Em
primeiro lugar, as curvas ROC foram tracadas com os valores de amostras de
soro de pacientes com LV sintomética versus os controles saudaveis de uma
area endémica de leishmaniose. Em segundo lugar, as curvas ROC foram
tracadas com valores de pacientes com doenca de Chagas versus aqueles de
pacientes com LV, bem como com valores de controles saudaveis que vivem
em uma area ndo endémica de pacientes com LV versus LV e valores de TL
versus LV. Os valores de corte para cada clone de fago foram os obtidos por
meio dessa analise. As tabelas de contingéncia e o teste exato de Fisher (P
<0,05) foram utilizados para comparar o desempenho diagnostico dos
antigenos. Isso foi estimado pela avaliacdo de sensibilidade, especificidade,
intervalo de confianca de 95% (IC 95%), relacdo de similaridade positiva (LR +)
e relacao de similaridade negativa (LR-). A precisado foi avaliada de acordo com
a area sob a curva (AUC) em relacao a curva ROC (IC 95%). O acordo além do
acaso foi avaliado usando o coeficiente kappa (k) (IC 95%) e interpretado de
acordo com a seguinte escala: 0,00 a 0,20 (insignificante), 0,21 a 0,40 (fraco),
0,41 a 0,60 (moderado), 0,61 a 0,80 (bom) e 0,81 a 1,00 (excelente).
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RESULTADOS
S RESULTADOS

51 SELECAO E |IDENTIFICACAO DOS PEPTIDEOS
ESPECIFICOS

Inicialmente, uma selecdo de peptideos expressos nos fagos foi
realizada. Para isso, desenvolveu-se uma selecdo negativa e consistiu na
exclusdo dos fagos apresentando reatividade cruzada com anticorpos isolados
de soro de individuos saudaveis ou pacientes com doenca de Chagas. Depois,
realizou-se uma selecdo positiva consistindo em manter os clones especificos
para interagir com anticorpos em soro de pacientes com LV. Apés trés rodadas
de selecdo positiva, 96 clones de fago foram isolados e avaliados por uma
técnica de fago-ELISA. Somente foram selecionados e analisados
individualmente aqueles que foram altamente reativos com soros de pacientes
com LV (soros positivos), mas apresentaram baixa ou falta de reatividade com
soros de controle (soros negativos).

Os resultados foram comparaveis aos obtidos utilizando SLA de L.
infantum como antigeno. Os valores individuais de DO para cada clone foram
utilizados para calcular a proporcdo entre as amostras de soro positivo e
negativo, e foram selecionados valores de OD superiores aos obtidos para SLA
(1,9). Como consequéncia, 42 clones de fagos foram selecionados e seu DNA
foi extraido e sequenciado, visando identificar os peptideos exdgenos
especificos. Os resultados permitiram a caracterizacdo de oito peptideos: A3
(FLCSHSN), A5 (TFLFFPA), A8 (TFLVPLQ), A1l (RYVSVAS), B2 (FLSDVGE),
B9 (TFFLRVR), H11 (INRSIKG) e G12 (LIKISTK). As andlises de alinhamento
foram realizadas utilizando as sequéncias peptidicas e os motivos de consenso
foram determinados entre as sequéncias selecionadas (Tabela 1). Além disso,
a carga liquida, hidrofobicidade e peso molecular estimado dos oito peptideos

selecionados também sdo mostrados.
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Tabela 1: Caracterizacao dos peptideos selecionados derivados dos antigenos de Leishmania
infantum selecionados pela tecnologia de exibicao de fagos. Abreviaturas: PM: peso molecular.

Clone Sequéncia peptidica I(i:cﬂi?jz Hidrofobicidade PM
A3 AC-FLCSHSN-CGGGS 0 42% 1342.501
A5 AC-TFLFFPA-CGGGS 0 57% 1371.61
A8 AC-TFLVPLQ-CGGGS 0 53% 1259.523
All AC-RYVSVAS-CGGGS +1 42% 1316.483
B2 AC-FLSDVGE-CGGGS -2 42% 1301.423
B9 AC-TFFLRVR-CGGGS +2 50% 1473.746
G12 AC-INRSIKG-CGGGS +2 35% 1322.53
H11 AC-LIKISTK-CGGGS +2 42% 1337.621

Foi realizada uma andlise de alinhamento e um motivo de consenso foi
determinado entre sequéncias peptidicas selecionadas (Tabela 2). Uma analise
de BLAST para os péptidos selecionados e o motivo de consenso combinados
com proteinas parasitarias putativas, como uma proteina hipotética
(XP_001469726. 1), transportador de ABC-thiol (XP_001465706.1) e cisteina
peptidase de calpaina (XP_001468417.1); e a maioria deles esta
estruturalmente relacionada com proteinas de membrana do parasito (Tabela
3). A analise de péptidos individuais e a maior homologia para proteinas de
alvos também ¢é apresentada (Tabela 4). Em seguida, os clones de fago
selecionados que expressam o0s péptidos antigénicos foram avaliados
individualmente em novas analises soroldgicas para o serodiagnostico da LV

humana.
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Tabela 2: Alinhamento de seqiiéncia de péptidos selecionados por tecnologia de exibicao de
fagos empregada para o serodiagnéstico da leishmaniose visceral.

Clone Sequencias peptidicas
A5 ACTFLFF--PA—CGGGS
A8 ACTFL---VPLQ-CGGGS
B9 ACTFLR—-VR---CGGGS
B2 AC-FL-SDVGE—CGGGS
A3 AC-FLCSH—-SN-CGGGS

All ACRYVRS-V-5—CGGGS
G12 ACIN-RSI-KG—CGGGS
H11 AC--LIKI—STKCGGGS

Motivo consenso

ACTFLRSIVPS—CGGGS

Tabela 3: Alinhamento local basico (BLASTp-NCBI) para o epitopo de consenso com o banco
de dados de proteinas de espécies de Leishmania infantum. a) Nome da proteina identificada.
B) Porcentagem da sequéncia peptidica em relagdo a proteina identificada. ¢) A probabilidade
do alinhamento de aminoacidos ocorreu aleatoriamente. d) Percentual encontrado de
similaridade entre as sequéncias peptidicas e as proteinas no banco de dados. €) Nimeros de
acesso de acordo com NCBI. f) Fun¢do conhecida da proteina identificada.

] Query E- Identity Namero de ~
Proteina? cover c q o Funcao
b value (%) acesso
(%)
Hypothetical protein 68 6.7 100 XP—OngA' 6450 Unknown
ATP-binding cassette
i . XP_00146570 -
protein subfamily C, 75 14 67 - 11 ATPase activity
member 2 '
Putative coato_mer beta 37 20 83 XP_00146526 Structural
subunit 8.1
Katanin-like protein 50 28 100 XP_081146438 ATP binding
. XP_00146570 Transmembrane protein:
ABC-thiol transporter 75 14 67 61 ATP binding
Metallo-peptidase, 31 57 100 XP_00146675  Metallopeptidase, zinc
Clan MA(E), Family M1 2.1 ion binding
- . Calcium-dependent
Cal -lik t XP_00146841 .
aipain-ike cysieine 43 82 100 - cysteine-type

peptidase

1 endopeptidase?!
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Tabela 4: Alinhamento local basico (BLASTp-NCBI) para cada epitopo dos clones selecionados com o
banco de dados de proteinas de espécies de Leishmania infantum. a) Nome da proteina identificada.
b) Porcentagem da sequéncia peptidica em relacdo a proteina identificada. ¢) A probabilidade do
alinhamento de aminoacidos ocorreu aleatoriamente. d) Percentual encontrado de similaridade entre
as sequéncias peptidicas e as proteinas no banco de dados. e€) NiUmeros de acesso de acordo com
NCBI. f) Fung&o conhecida da proteina identificada.

uer . .
Clone? Protein® chovegl E- |dentity Accession Function?
(%)° valued (%0)° Numberf
Hypothetical protein 78 3.4 86 XP_02114 6972 Unknown
A3 I uaca. Cystathionine beta-lyase
C_Zystathlopme beta-lyase 64 17 64 XP_00146423 activity: pyridoxal
like protein 0.2 -
phosphate binding
Katanin-like protein 35 20 100 XP—081146438 ATP binding
A5 '
Putative Tob55 35 6.8 100 XP—08114 6670 Unknown
AUT2/APG4/ATGA 78 24 63 XP_00146349 Cysteine-type peptidase
A8 cysteine peptidase ' 41 activity
Katanin-like protein 35 20 100 XP—081146438 ATP binding
ATP-binding cassette ATPase activity; ATP
protein subfamily A, 85 3.4 100 XP—Oglf 6658 binding; transporter
All  member 10 ' activity
Transport protein Sec31, 57 97 100 XP_00146391 Unknown
partial ' 3.2
. Copper ion binding;
Cytoghrome G oxidase 42 4.8 100 XP_00339218 cytochrome-c oxidase
protein 1.1 -
2 owity
rotein tyrosine/serine
Phophatase-like protein 57 4.9 86 XP_02114 6303 threonine phosphatase
' activity
. Inositol-1,4,5-
Ir_105|tol _polyphos_phate 57 4.8 88 XP_00146421 trisphosphate 3-kinase
kinase-like protein 7.1 activity
B9 ATP-binding cassette XP 00146658 ATPase activity; ATP
protein subfamily A, 57 59 67 T3 1] binding; transporter
member 10 ' activity
Hypothetical protein 78 4.8 88 XP—O(7)114 6542 Unknown
Gl12 Endonuclease/exonuclease/ 42 14 100 XP_00147013 Endonuclease activity;
phosphatase-like protein 0.1 exonuclease activity
Hypothetical protein 42 59 83 XP_02114 6726 Zinc ion binding
H10 : . .
. XP_00147008 Muicrotubule-severing
Katanin 50 122 1 2.1 ATPase activity
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5.2 DESEMPENHO DIAGNOSTICO DOS CLONES SELECIONADOS

O desempenho diagnéstico dos clones de fago selecionados foi
investigado avaliando sua reatividade soroldgica por meio de uma técnica de
fago-ELISA, utilizando amostras de soro humano de um painel sorolégico. Nos
resultados, os oito clones especificamente discriminaram pacientes com LV de
individuos saudaveis, sem apresentar nenhum resultado falso positivo (Tabela
5). Destaca-se que uma amostra de soro entre individuos saudaveis
apresentou um valor de OD semelhante (0,663) ao valor de corte calculado
(0,665). Por essa razao, foi considerado negativo. Além disso, os oito clones
apresentaram curvas ROC altamente precisas (AUC = 1,0), indice kappa
(1.000) e valores estatisticamente significativos (P<0.0001), quando analisados
pelo teste exato de Fisher. As curvas ROC foram construidas fixando a
especificidade em 100%, e os valores de sensibilidade para todos os clones
atingiram 100%, ao passo que o clone WTP e SLA L. infantum mostraram
valores de sensibilidade de 22% e 55%, respectivamente.
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Tabela 5: Avaliagdo diagnéstica de clones de fago selecionados para diferenciar entre
pacientes com leishmaniose visceral dos individuos saudaveis. O teste de fago-ELISA foi
realizado utilizando amostras de soro de pacientes com leishmaniose visceral (n=30) e soros
de individuos saudaveis que vivem em uma area endémica de leishmaniose (n=27). A
significancia estatistica de acordo com o teste exato de Fisher. Abreviacbes: ADC: area
debaixo da curva; N: nimero total de soros avaliados; CI95%: intervalo de confianca; VP:
verdadeiro positivo (pessoas doentes identificadas corretamente como doentes); VN:
verdadeiro-negativo (pessoas saudaveis identificadas corretamente como saudaveis); FP: falso
positivo (pessoas saudaveis identificadas incorretamente como doentes); FN: falso negativo
(pessoas doentes erroneamente identificadas como saudaveis); WTP: fago de tipo selvagem;
NS: sem significancia.

Clone ADC CI9%% VP VN FP FN N° P-value® Kappa Cl 95% LR+ LR-

A3 1.000 11'%%%' 30 27 0 0 57 P<0.0001 1.000 11'%%%' o 0
A5 1.000 11'%%%' 30 27 0 0 57 P<0.0001 1.000 11'%%%' ° 0
A8  1.000 11'%%%' 30 27 0 0 57 P<0.0001 1.000 11'%%%' o 0
A1l 1.000 11'%%%' 30 27 0 0 57 P<0.0001 1.000 11'%%%' o 0
B2  1.000 11'%%%' 30 27 0 0 57 P<0.0001 1.000 11'%%%' o 0
B9  1.000 11'%%%' 30 27 0 0 57 P<0.0001 1.000 11'%%%' o 0
H11  1.000 11'%%%' 30 27 0 0 57 P<0.0001 1.000 11'%%%' o 0
Gl2  1.000 11'%%%' 30 27 0 0 57 P<0.0001 1.000 11'%%%' ° 0
WTP 0576 %"‘;22‘;’3' 6 27 0 24 57 NS 0231 %%g‘g 0.020 0
SLA  0.960 ?(')%3(‘)' 18 27 0 12 57 P<00001 0587 39.877.60 -22° O

Os oito clones de fagos mostraram um excelente desempenho para
diferenciar sorologicamente os pacientes com LV da doenca de Chagas ou
pacientes com TL, bem como de individuos saudaveis que vivem em uma area
nao endémica de LV, apresentando 100% de sensibilidade. Pelo contrario, o
clone WTP mostrou valores de sensibilidade de 40%, 13,3% e 60%,
respectivamente, enquanto que SLA L. infantum apresentou valores de
sensibilidade de 56%, 52% e 100%, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6: Desempenho diagndstico de clones de fago selecionados usando diferentes
amostras de soro humano. Amostras de DC (n = 15), ML (n = 34), CL (n = 10) ou LV (n = 30),
bem como soros de IS que vivem em um nao endémico (n = 30) area de leishmaniose foi
utilizada em um fago-ELISA. As curvas ROC foram utilizadas para determinar a sensibilidade
ELISA (Se), especificidade (Sp) e Area debaixo da curva (ADC). Abreviaturas e simbolos: ML:

leishmaniose mucosa; CL: leishmaniose cutanea; LV: leishmaniose visceral; x: versus.

Clone DC X LV IS X LV TLX LV
Se(%) Sp ADC  Se(%) Sp ADC Se Sp(%) ADC
(%) (%) (%)
A3 100 100 1.0 100 100 1.0 100 100 1.0
A5 100 100 1.0 100 100 1.0 100 100 1.0
A8 100 100 1.0 100 100 1.0 100 100 1.0
A1l 100 100 1.0 100 100 1.0 100 100 1.0
B2 100 100 1.0 100 100 1.0 100 100 1.0
B9 100 100 1.0 100 100 1.0 100 100 1.0
H11 100 100 1.0 100 100 1.0 100 100 1.0
G12 100 100 1.0 100 100 1.0 100 100 1.0
WTP 40.00 100  0.644 60 100 0.898  13.33 100 0.617
SLA 56.00 100  0.875 100 100 1.0 52.00 100 0.924
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Além disso, os valores individuais de OD para cada amostra de soro em
relacdo aos oito clones de fago sdo mostrados (Fig. 5). A sensibilidade desses
clones foi comparada com os resultados obtidos utilizando o kit disponivel
comercialmente para o sorodiagnostico LV humano (Kalazar Detect™ Rapid
Test). Quando este teste foi empregado, a positividade em 24 de 30 amostras
de soro de pacientes com LV foi encontrada (com 20% de resultados falso-
negativos). Por outro lado, todas as amostras de soro de individuos saudaveis
que vivem em uma é&rea nao endémica de LV (n=30) mostraram resultados
negativos para o teste imunocromatografico. No entanto, sete de 27 soros dos
individuos saudaveis que vivem em uma area endémica da doenca
apresentaram resultados positivos (representando 25% dos resultados falso-
positivos). Como consequéncia, o0 desempenho moderado deste teste
comercial, com diagndstico errado significativo de LV e amostras de controles
saudaveis, demonstra a necessidade urgente de melhorar os testes de

diagnésticos atualmente disponiveis.
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Figura 5: Reatividade dos clones de fago por um fago-ELISA contra amostras de soro
humano. A densidade 6ptica individual de cada amostra de soro em relacao aos clones
individuais é mostrada. Doentes da doenca de Chagas (CD, n = 15), CL (n = 10), ML (n
= 34) ou LV (n = 30); Além dos soros derivados de individuos saudaveis que vivem em
uma area endémica (n = 27) ou ndo endémica (n = 30) da leishmaniose foram
utilizados. Os valores de corte (linhas pontilhadas) foram calculados usando curvas
ROC. Abreviag8es: HEA: sujeitos saudaveis que vivem em uma area endémica; HNEA:
individuos saudaveis que vivem em uma area ndo endémica; CD: doenca de Chagas;
ML: leishmaniose mucosa; CL: leishmaniose cutanea; LV: leishmaniose visceral.
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DISCUSSAO

6 DISCUSSAO

Os meétodos imunoldgicos foram empregados como uma estratégia
importante para o0 diagnostico de LV, devido as suas vantagens em
comparacdo com métodos parasitologicos, apresentando uma sensibilidade e
especificidade melhoradas e sendo considerados menos invasivos do que 0s
aspirados necessarios para os exames parasitologicos (Mohebali, et al, 2010).

Neste contexto, no presente estudo, por meio da tecnologia de exibi¢do
de peptideos na superficie de bacteri6fagos, uma estratégia de selecao
rigorosa para a identificacdo de novos alvos especificos foi utilizada para o
sorodiagnostico da LV. Esta tecnologia tem sido empregada para identificar
novos candidatos bioldgicos a serem aplicados em outras doencas parasitarias,
como a lepra (Alban, et al, 2014), Strongyloidiasis (Alves, et al, 2014) e
anaplasmose bovina (Suo, et al, 2015).

A identificacdo de oito sequencias peptidicas e a inédita aplicacao delas
para a diferenciacédo de soros de LV dos negativos foi depositada como patente
(Anexo 2). Esse fato se deve ao encontro de 100% de sensibilidade e
especificidade nos testes aqui realizados. A sensibilidade de um teste esta
relacionada com a capacidade do mesmo de encontrar o positivo dentre o
negativo, no caso dos antigenos selecionados neste trabalho, estes foram
capazes de diferenciar os soros de LV ativa dos de pessoas nao infectadas
residentes em areas endémicas e ndo. Essa caracteristica pode ser
relacionada a eficiéncia da técnica de Phage display de selecionar
negativamente antigenos por meio da retirada dos fagos reconhecidos pelo
anticorpo presente em pool de soros de pessoas saudaveis. A especificidade
esta relacionada com a diferenciacdo dos soros dos pacientes com LV
daqueles com infecgbes de organismos proximos filogeneticamente da L.
infantum e esta relacionada ndo apenas com a selecdo negativa dos fagos
reconhecidos por soros de infectados pelo Trypanosoma cruzi, como também a
realizacdo do bio-panning positivo com soros de LV em 3 ciclos consecutivos
para aumentar a especificidade da ligacéo entre fagos e anticorpo. Portando,

os resultados demonstram a eficiéncia da técnica do Phage display no sentido

-45 -



de revelar um peptideo altamente especifico dentre milhares de outros (Rhaiem
& Houimel, 2016; Salmond & Fineran, 2015).

A estratégia deste trabalho resultou na identificacdo de antigenos a base
de epitopos, chamados mimotopos, que foram bem avaliados para o
sorodiagnodstico da LV humana. Estes clones de fagos foram capazes de
distinguir os pacientes com LV dos individuos saudaveis que vivem em areas
endémicas ou ndo endémicas de LV, bem como de pacientes com doenca de
Chagas. Esta acuracia é muito importante, uma vez que a reatividade cruzada
foi relatada quando outras moléculas séo usadas para identificar pacientes com
LV, apresentando problemas com sua especificidade, bem como de
sensibilidade quando os pacientes apds os tratamentos sdo avaliados (
Chappuis et al, 2007; Sundar & Rai, 2002). Embora nossos mimotopos nao
tenham sido investigados nessa situacdo, é certamente uma perspectiva futura
a ser desenvolvida.

Para LV canina, Costa et al. (2014) usaram uma selecdo sequencial de
peptideos exibidos em fagos e antigenos identificados que atingiram valores de
sensibilidade e especificidade de 100%, sem mostrar resultados falso-positivos
para caes infectados com T. cruzi ou Ehrlichia canis, bem como para animais
saudaveis mas imunizados com vacinas comerciais Leishmune® ou Leish-Tec®.
Para LT, Costa, et al. (2016), utilizando a mesma técnica aqui descrita,
demonstrou 6 sequencias altamente especificas, capazes de diferenciar soros
de pacientes com LT dos com LV e doenca de Chagas. Esses estudos
corroboraram com os resultados aqui apresentados, onde se identificou novos
mimotopos para o sorodiagnostico da LV que ndo apresentava reatividade
cruzada com anticorpos de pacientes com doenca de Chagas ou com agueles
obtidos de individuos saudaveis. Os oito clones selecionados foram capazes de
discriminar sorodiagndstico os pacientes infectados com L. infantum, com
100% de sensibilidade e valores de especificidade, através de uma técnica de
fago-ELISA. Outra técnica descrita para o diagnoéstico da LV é o uso do kit
Kala-zar latex aggutination test (KAtex) para a avaliagdo de anticorpos na urina
dos pacientes com LV caracterizando uma forma nao invasiva de coleta de
amostra do paciente. O KAtex apresentou especificidade de 100%, porém a
sensibilidade foi de 75%, pois das 36 amostras totais positiva para LV, 9 delas
foram apresentadas como negativas pelo teste (Salam, et al., 2011). Esse
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resultado demonstra que a dosagem de anticorpos utilizando a urina dos
pacientes pode ser um método promissor para diagnostico da LV e a avaliacéo
da capacidade dos fagos aqui descritos em reconhece anticorpos a urina se
mostra como uma possibilidade factivel, podendo aprimorar a sensibilidade de
um exame nao invasivo.

Os testes soroldgicos para a LV atualmente utilizados, como o rK39
(com sensibilidade de 93.9% e especificidade de 95,3%), apresentam
limitacbes importantes, como a nédo identificagdo de recidivas, a né&o
diferenciacdo de pessoas infectadas assintomaticas das com sintomas, baixa
reatividade em pacientes co-infectados pelo HIV (Chappuis, et al., 2007;
Chappuis, et al.,2006). Portanto, a superacao delas impactara diretamente na
taxa de mortalidade uma vez que o diagnéstico preciso e rapido garante o
inicio do tratamento correto em tempo habil. Conforme descrito anteriormente
(Sivakumar, et al, 2006; Takagi, et al., 2007), foram avaliados os antigenos
recombinantes para o sorodiagndéstico da LV humana, e a maioria deles é
detectada por soro de pacientes infectados e desenvolvendo a doenca ativa. A
proteina rk39 foi considerada um dos marcadores de diagnostico mais eficazes
para LV, com sensibilidade préxima a 98% (Mohapatra, et al, 2010).

No Brasil, os valores de sensibilidade e especificidade variaram entre 82
e 100% (Badaro, et al, 1996; Carvalho, et al, 2003; Assis, et al, 2011; Gadisa,
et al, 2012; Skhal, et al, 2012 Cunningham, et al, 2012; Peruhype-Maganhéaes,
et al, 2012; Abass, et al, 2013; Boelaert, et al, 2014), mas reatividade cruzada
com os soros de pacientes com doencgas relacionadas com LV, bem como com
aqueles de individuos saudaveis que vivem em areas endémicas de LV,
levaram a resultados falso-positivos nos ensaios seroldgicos (Sundar, et al,
2002; Chappuis, et al, 2007). Maia e colaboradores, em 2012, realizaram uma
meta analises para avaliar a eficiéncia do uso da rK39 no diagnéstico da LV e
concluem sugerindo que para areas endémicas, uma vez constatada a
impossibilidade de realizar a demonstracdo da Leishmania por meio de
biopsias, o diagnostico deve feito com o uso da rK39 e teste de aglutinacao
direta (DAT) antes do inicio do tratamento devido a variacdo da especificidade
e sensibilidade desses testes demonstrada na literatura.

Em nosso estudo, todos os pacientes com LV apresentaram resultados

de PCR positivo para L. infantum, mas seis deles nédo foram detectados quando
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o teste imunocromatogréfico rK39 foi aplicado. Em contraste, os oito clones
foram reconhecidos corretamente pelos pacientes com LV. Além disso, n0ssos
clones de fago mostraram um alto desempenho quando um ensaio de fago-
ELISA foi desenvolvido, sugerindo que esses antigenos empregados neste
imunoensaio poderiam se tornar uma ferramenta importante para desenvolver
uma plataforma soroldgica para o diagnostico de LV.

Em relacdo a sensibilidade e especificidade, o desempenho dos clones
foi compativel com os parametros diagndsticos descritos para o
sorodiagnéstico da LV canina (Costa, et al, 2014) e melhorou em relacdo a
outros antigenos recombinantes, como rA2 (Ghedin, et al, 1997; Carvalho , et
al, 2002, Farahmand, et al, 2011; Akhoundi et al, 2013), rHSP83 (Celeste, et al,
2014) e rLiHypl (Martins, et al, 2013), que nao foram avaliados ou ndo foram
capazes para distinguir entre as diferentes formas clinicas da doenca.

A antigenicidade é definida como a capacidade de um peptideo ou
antigeno inteiro ser reconhecido por um anticorpo especifico (Goulart, et al,
2010). Grandes repertorios de sequencias aleatdrias exibidas na capside do
bacteriéfago oferecem a vantagem de que um grande numero de sequencias
pode ser rastreado em um tempo relativamente curto. Os peptideos exibidos
em fagos apresentam vantagens como uma antigenicidade efetiva
(Manoutcharian, et al, 1999), amplificagcdo simples e econdmica, e o produto
final € composto por um grande numero de bacteri6fagos que expressam
mimoétopos em sua superficie externa.

No nosso estudo, os fagos filamentosos de classe M13 foram utilizados
para selecionar os clones antigénicos. Estes fagos pertencem a uma classe
ndo litica, na qual as bactérias ndo sdo lisadas durante processo de
purificacdo; como consequéncia, uma baixa presenca de endotoxinas
contaminantes pode ser detectada e, além disso, pode ser removida usando
kits comerciais (Danner, et al, 2001). Neste contexto, nossas moléculas podem
ser consideradas como tendo uma pureza satisfatéria a ser utilizada como
antigenos num ensaio de fago-ELISA. Além disso, os clones de fagos também
apresentam vantagens, como a exclusdo potencial de sinais confusos de
outros determinantes ndo diagndésticos, e as preparagfes purificadas podem
ser armazenadas em tampdes otimizados por meses a anos (Skurnik, et al,
2007).
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Considerando-se trabalhos que demonstraram a capacidade de fagos
selecionados por pela técnica do Phage display em promover uma resposta
satisfatoria como agente imunogénico em modelos murinos (Costa, et al., 2017;
Costa, et al., 2015; Coelho, et al., 2015; Costa, et al., 2014) os fagos triados
pelo bio-panning neste trabalho foram testados na imunizagdo de
camundongos frente a infeccdo pela Leishmania infantum com resultados
promissores resultando na defesa de uma dissertacdo pelo programa de
Infectologia e Medicina Tropical, UFMG (Ramos et al., em processo de
publicacao).

Costa et al. (2017) avaliaram mimotopos de fagos selecionados em bio-
panning frente aos soros de caes com LV sintoméatica utilizados com agente
imunogénico para a LV (Costa, et al.,2014), como potenciais antigenos no
diagnostico sorolégico de cdes e humanos resultados promissores o que
justifica a avaliacdo dos oito clones deste trabalho como potencial antigenos
para o diagndéstico da LV canina.

Também é interessante notar que pelo menos dois residuos de
aminoacidos dentro dos sete peptideos motivos foram compartilhados entre os
oito clones selecionados, que levaram ao motivo de consenso TFLRSIVPS.
Esta sequéncia estd estruturalmente relacionada com as proteinas da
membrana de L. infantum (Fig. 5), com 0 maior sucesso para uma proteina
hipotética (XP_001464507.2), sugerindo também uma possivel explicacédo para
a reatividade ELISA encontrada quando os soros dos pacientes LV ativos
foram avaliados, porém a avaliacdo empirica dessa proteina hipotética como
antigeno para o sorodiagnostico da LV deve ainda ser realizada.

Vale ressaltar também que proteinas de membrana do protozoério ja
foram descritas com potenciais agentes imunogénicos como a proteina de
superficie acilada hidréfila B (HASPB) também reconhecida por anticorpos nos
soros de individuos com as formas tegumentar e visceral da doenca
(Mortazavidehkordi,et al., 2016; Mohapatra, et al.,2010). A proteina aqui
identificada apresenta baixa similaridade quando tem sua sequéncia
comparada com sequencias de proteinas presentes em protozoarios da familia
Trypanosomatidae, possuindo um indice de identidade variando ente 56 a 30%
entre esses organismos. Esse fato reforca a hipotese da predicdo por

bioinformatica do mimotopo consenso uma vez que 0s antigenos usados nao
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apresentaram reatividade cruzada para soros positivos DC demonstrando
como a selecdo negativa frente a DC foi eficiente.

O baixo numero de amostras de soro de pacientes com LV, a auséncia
de populacdes de coortes independentes, incluindo outras doencas
relacionadas com LV, como a maléria, bem como a auséncia de um
acompanhamento serologico dos pacientes tratados, podem ser considerados
fatores limitantes do presente estudo. No entanto, qualquer antigeno
diagnostico descrito na literatura ndo mostrou o desempenho diagndstico
perfeito como o observado neste trabalho quando os oito clones de fago foram
avaliados, principalmente usando controles saudaveis endémicos e nao

endémicos distintos.
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CONCLUSAO

7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados sugerem que oito mimotopos antigénicos
selecionados por meio da tecnologia de Phage display devem ser investigados
em estudos futuros visando sua aplicacdo para um sorodiagnostico sensivel e

especifico da LV humana.
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PERSPECTIVAS

8 PERSPECTIVAS

O presente trabalho demonstrou que novas sequencias peptidicas
capazes de se ligarem a anticorpos presentes nos soros de pacientes com LV
de maneira especifica e propdem uma sequéncia consenso. Essas sequéncias
serdo sintetizadas e utilizadas, juntamente com os fagos que expressam cada
uma delas, para novos ensaios de ELISA com um painel soroldgico mais
abrangente.

As proteinas da L. infantum identificadas nessa tese que possuirem 0s
peptideos com maior sensibilidade e especificidade seréo clonadas, expressas,
purificadas e utilizadas como antigenos frente ao mesmo painel sorolégico para
sua avaliacdo comparativa no diagnostico da LV.

Como o0 objetivo de comprovar a predicdo de bioinformatica sera
realizado um Phage display utilizando os fagos relatados como alvos frente a
uma biblioteca de fagos naive. Esse método permitird a identificacdo das
sequéncias peptidicas ligantes as aqui descritas e, consequentemente, a
producdo de anticorpos que apresentem esses peptideos. Esses anticorpos
monoclonais serdo usados para a identificacdo das proteinas do protozoario
que apresentem 0s mimotopos descritos neste trabalho por meio da
imunofluorescéncia.

Portanto, espera-se encontrar um alvo ideal que possa ser produzido e
testado em larga escala em uma plataforma de bioimpedancia para teste rapido

da LV humana.
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ANEXOS

10 ANEXOS

10.1 REGISTRO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UFMG

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 134 / 2013, relativo ao projeto intitulado “Biotecnologia de phage display aplicada no
desenvolvimento de vacinas e diagnéstico da leishmaniose visceral canina®, que tem como responsavel EDUARDO ANTONIO
FERRAZ COELHO, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 11/07/2013. Este certificado espira-se em 11/07/2018.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 134 / 2013, related to the Project entilted “Phage display biotechnology employed in the
development of vaccines and in the diagnosis of canine visceral leishmaniasis®, under the supervision of EDUARDO ANTONIO
FERRAZ COELHO, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 11/07/2013. This certificates expires in 11/07/2018.

FRANCISNETE GRACIANE ARALJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 11/07/2013.

Atenciosamente.
Sistema CEUA-UFMG
https//www.ufmg br/bioetica/cetea/ceva/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 ~ Campus Pampulha

PLATER - Comunicado de Inicio de Projeto

Equipe Brasil il br: Jan 3 em 2:10 AM
Para EDUARDO ANTONIO FERRAZ COELHO

Sr. (a) Pesquisador (a),

O projeto Avaliagio do Perfil Imunolégico de Pacientes com Lei: iose Visceral na Santa Casa Miseri ia de Belo Horizonte com ndmero CAAE 60802116.1.0000.5138, tem data de inicio prevista para
18/09/2016. Esta mensagem é meramente informativa e baseada na data da primeira etapa descrita no cronograma aprovado. Por favor, ignore-a se ndo fizer sentido para a corrente situagdo do projeto de pesquisa.
Atenciosamente,

Plataforma Brasil

wrw saude.gov.br/plataformabrasil

plataformabrasil@saude.gav.br

Esta é uma mensagem automatica. Favor ndo responder este e-mail.

Esta mensagem pode conter hagae efou for o1 5 pessos sutorizada o receber #5ta mENEagem, NS0 pode ular, copiar ou divulgar s informagdet nela contidas ou tomar qualquer 550
baseada nessas informagdes. Se vock recebeu esta mensagem por engano. por faver avi remetente. & e-mail & em sepuida apague-o.
- - atodos = i e Mais
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 32343114.9.0000.5149

Interessado(a): Prof®. Denise Utsch Gongalves
Depto. de Oftalmologia e Otorrinolaringologia
Faculdade de Medicina- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 02 de setembro de 2014, o projeto de pesquisa intitulado
"Avaliagdo longitudinal clinica e imunolégica de pacientes com
leishmaniose cutineo-mucosa da regido metropolitana de Belo
Horizonte" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

Tibng (o YOu/&/LOS %@mﬁ

Prof®. Dr’. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br
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10.2 REGISTRO DE PATENTE DEPOSITADA DOS MIMOTOPOS

https://gru.inpi.gov.br/pePl/servlet/PatenteServietController c Q, Pesquisar ﬂ’ B #
BRASIL Acesso a informacéo E

Instituto Nacional da

Propriedade Industrial

Ministério do Desenvolvimento, Indistria e Comércio Exterior
Consulta & Base de Dados do INPI
[ Inicio | Ajuda? ]

RESULTADO DA PESQUISA (22/11/2016 as 12:33:13)

Pesquisa por:

Ne Pedido: 'BR1020150318626' \Todas as palavras: "(PATEMTE NACIONAL) PEPTIDEQS SINTETICOS, METODO E KIT PARA DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL HUMANA, E USO™ no Titulo' \

AVISO: N° Pedido: ' BR1020150318626" \Todas as palavras: ""(PATENTE NACIONAL) PEPTIDEOS SINTETICOS,
METODO E KIT PARA DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA. E USO™ no Titulo' \ consta
em nosso banco de dados. Por favor, acesse regularmente a Revista da Propriedade Industrial (RPI), a fim de
acompanhar as publicagdes relativas ao pedido em questio.

0O INPI disponibiliza ferramenta acessoria de acompanhamento de processos. Caso deseje acompanhar publicages
relativas a este pedido, a partir de hoje, siga os seguintes passos:

1° Retorne a pagina inicial da ferramenta de busca;

2° Entre com seu login e senha;

3° Busque novamente pelo processo; e

4° Cligque em Meus pedidos.

O login e a senha sdo 0s mesmos utilizados para emitir Guias de Recolhimento da Unido. Mantenha o seu e-mail
atualizado no cadastro do INPI

Dados atuslizados até 22/11/2016 - N® da Revista: 2394

-
Rua Mayrink Veiga, 9 - Centro - RJ - CEP: 20090-910 Rua Séo Bento, 1 - Centro - RJ - CEP: 20090-010 Fab(D
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10.3 ARTIGO PUBLICADO COM OS DADOS DA TESE

apmortic Micoahinkogy and infectios Disease BT [HIVT) 219225
‘Contents lists available at SoenceDiect

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

journal homepage: www_elsevier. com/locatel/diagmicrobio

Leishmania infantum mimotopes and a phage-ELISA assay as tools for a
sensitive and specific serodiagnosis of human visceral leishmaniasis

Beatriz C5. Salles *', Lourena E. Costa ', Patricia T. Alves ", Ana C5. Dias ", Emilia R. Vaz ",
Daniel Menezes-Souza ™, Fernanda F. Ramos 2, Mariana C. Duarte ™, Bruno M. Koalt ©,
Miguel A. Chivez-Fumagalli %, Carlos AP, Tavares ¥, Denise 11, Gongalves *, Regina L. Rocha #,
Luiz k. Goulart ™=*2 Eduardo AF. Coelho *5**2

* Progroma de Pis Groduage em Cncies Sadde: iglrologia £ Medicing Tropiol, Facuisod de Medichne, Usrversidade Federal de Mimas Gerats, Av., Al Corlos, #5627, 30030 190,
B Havizmare, Minde Canais, Bracil
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ARTICLE IMFO ABSTRACT

Serpbrgical methodks weed 10 dRagnose visceral kesbmariasis (VL) are comsdered minimally wmvasive, bol they
preseni problems related with their sensibaty amdior specificity. In thes study, 2 sebiractvee seledbion using
th: phage display rechinalogy againet ancibodies from bealiby subjeors Bving in endemic and non-emdemic
aveas of dlissae, a5 well as Toom Chagas disease paticnns and those develaping active VI, was deviloped,

Auallible aniine 17 Hovemiter 2018 Thee aims of this study was i sebert. hacteriophage-fused epilopes Lo be wed in ibe serodgss of
[r— hurman VL Eight phage clones were selecied after the bio-panning roemsds, and their rescivi by was evalsabed
L ——— in 3 phage-FUSA socy apaiet 3 buman serobopical panel A wild-fype dione and the: recombinant K39-based
Serndagnesis i bt iogragis TSk waere ased an contols, T the nesalis, it was shos Dt all chomses shewed an
Mg amredlent perivrmance o serokerically idenlilfy VL patients, demonstrating the feasibality off Uhe isolebied phupes:
Py shregilany for developing a speaific and snstive: semdizpnosis of buman VL

Phiage ELISA 0 ANE Elsevier inc ANl rights resereed.
Sprecifiaicy

1. Ivtrosdiuciion Thee: hsman indection ouboomes varkss from an asympoomatic and for

Leishumanissis is 4 parasitic disease complex ooourtie in tropical and
suldropical countries worklwide (World Health Organization, 20100
Among the 2 million of cases of the human beishmaniasis, between
200,04 amdl SO0000 correspond 1o cases from visceral beishmaniasis
(Wi}, calminating in approodmatehy 20,000 to B0L000 deaths anmally
[Abvar ot al., 2002; Desjeu, SNM), Leishminia parasites are distribated
im the warkd, and in snme geographic areas, more than one species can
b2 foaund causing distinct clinlcal manfestations of the disease. In the
Americas, Brazll ks responsible by 50% of the cases registered of VI,
and Leishrramsia infunium species is the most comimon parsite reponsible
oy thiss clisesases i Biraceilican chergs anel husrrsarss | Abvar e al 302).

* Corregurding sither, Tiel: § 555 005-R40

it e ol org”1 0. DV ol 20 6.1 LD 1
PEL- BRI HNE Plarees e, Al sl nrsarved,

subclinical disease to the acute symptomatic disease. While mfected
subjects developing asymplomatic VL present apparently Bo impsct
o Eheir healthy state, symplomatic patients usually develop diverse
:hmimmﬂmmhmm
amnd splemomegaly (Michel et al, 200 1; Sumdar amd
Dnhmrl]nmﬂlﬂmuhuﬂmh'“ has heen hased on
administration af pentavalent antimaonials, but several side

effcts sch as anorexia, myalgia, fever, urticaria, and arthralgia, besides
tohcity In the liver, spleen, and kidneys, have been registensd in the
patienits | Chiver-Fumagalll et al. 2015; Moore and Lockwoodm, 2010),
A precee diagnosis of VL may allow 0o a Bster amd mwoce effective
treatment agains the disease, which increases the possibility of cure,
as well as o induee less e efecls dee 1o a ower Lime exposilion
fior the chemotherapewtics. Iluum.ler Ihe p:lrmlnkg;l:l diagnosic

it theedr use (Srividya et al, 2002; Tavares et al, 2003). Altheugh the
detection of Leishmanio DNA by polymerase chain reaction (PFCR)
technigee possesses high specilicity, its sensitivity remaims variabile
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