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LIMA, Mayara Ingrid Sousa. Desenvolvimento de peptideos miméticos de antigenos de M.
leprae e implicacdes no diagnostico e prognostico da hanseniase. f 93. Tese (Doutorado)
— Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, 2015.

RESUMO DA TESE

O diagnéstico precoce da hanseniase representa uma contribuicdo importante para
diminuir a incidéncia da doenca. Para isso € fundamental o desenvolvimento de novas
plataformas, que incluam o mapeamento de antigenos com potencial para o
imunodiagndstico. Dentre estes destaca-se o PGL-1 e epitopos obtidos de proteinas
especificas do bacilo. Alternativamente, peptideos miméticos apresentam-se como uma
importante ferramenta, pela versatilidade em desempenhar as mesmas fun¢des que o0s
antigenos naturais proteicos e nado-proteicos. Dessa forma, nosso objetivo foi produzir
peptideos miméticos a antigenos do Mycobacterium leprae e que sejam promissores
como marcadores sorologicos, 0s quais serdo explorados em novas plataformas
diagnosticas. Para produzir os peptideos miméticos foi utilizada a tecnologia phage
display. No primeiro processo utilizou-se um anticorpo monoclonal anti-PGL-1 (CS-38)
para obter peptideos miméticos ao PGL-1. No segundo processo, 0s peptideos foram
produzidos tendo como alvo IgGs purificadas de pacientes com hanseniase. As
sequéncias dos peptideos expressos nos fagos foram sintetizadas quimicamente. Os
peptideos sintéticos foram validados por ELISA (processo 1 e 2) e imunosensor baseado
em Ressonancia Plasmonica de Superficie (processo 1). Por meio de engenharia reversa,
anticorpos scFv foram produzidos para confirmar e identificar alvos dos peptideos
mimeéticos. O peptideo PGL-1-M3 mimético ao PGL-1 nativo apresentou sensibilidade de
89,11% e especificidade de 100,00% na deteccédo de IgM, com positividade de 100% em
lepromatosos (LL), bem como titulos de IgG detectaram positividade de 60% para
tuberculdides (TT) e 39% para contatos domiciliares (HC). Com este peptideo foi montada
uma plataforma biofotdnica, que diferencia todas as formas clinicas de hanseniase
(p<0,05). O scFv anti-PGL-1-M3 reconheceu PGL-1 nativo e detectou com precisdo o M.
leprae na imuno-histoquimica. Os peptideos MPML11, MPML12 e MPML14 miméticos de
antigenos do M.leprae detectam IgG e IgA em pacientes e HC. Na deteccdo de IgG,
MPML11 apresentou positividade de 52,2% em TT e 35% em HC e também €& um
promissor marcador de reacdo tipo 2. MPML12 e MPML14 apresentaram um
comportamento muito similar ao PGL-1, tendo 100% e 92,85% de positividade em LL,
respectivamente. Os trés peptideos detectaram IgA nos soros de pacientes,
especialmente multibacilares (MBs); bem como IgA na saliva de MBs e HC cujo caso
indice era multibacilar. Os peptideos miméticos obtidos nesse trabalho foram confirmados
como miméticos verdadeiros de antigenos do M. leprae e podem ser aplicados no
diagndstico da hanseniase em diferentes plataformas.
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ABSTRACT

Early diagnosis of leprosy is an important contribution to reducing the incidence of the
disease. For its early detection, the development of new platforms that include the
mapping of antigens with potential to be used in immunodiagnostic is of great interest.
Among these antigens, the PGL-1 and epitopes derived from specific bacillus proteins
have received great attention. Alternatively, due to their versatility to perform the same
functions as the protein and non-protein natural antigens, mimetic peptides are considered
an important tool. Thus, our goal was to produce mimetic peptides of Mycobacterium
leprae antigens that are promising as serological markers, which will be explored in new
diagnostic platforms. To produce peptide mimetics, phage display technology was used. In
the first case, we used a monoclonal anti-PGL-1 (CS-38) aiming to obtain peptides that
mimics the PGL-1. In the second case, the peptides were obtained having purified IgGs
from patients with leprosy as target. The sequences of the selected peptides expressed on
the phage surface were chemically synthesized. The synthetic peptides were validated by
ELISA (case 1 and 2) and by an immunosensor based on Surface Plasmon Resonance
(case 1). Aiming to confirm and identify the targets of the mimetic peptides, scFv
antibodies were produced by reverse engineering. The PGL-1-M3 peptide that mimics the
native PGL-1 had a sensitivity of 89.11% and specificity of 100.00% in the IgM detection,
with positivity of 100% in lepromatous (LL). The IgG detection had positivity of 60% for
tuberculoid (TT) and 39% for household contacts (HC). This peptide was used in
assembling one biophotonics platform, which allowed the differentiation of all forms of
leprosy (p <0.05). The anti-scFv-M3 PGL-1 recognized native PGL-1 and accurately
detected the M. leprae in immunohistochemistry tests. The MPML11, MPML14 and
MPML12 peptides that mimics M. leprae antigens detect IgG and IgA in patients and HC.
In IgG detection, MPML11 peptide showed positivity in 52.2% of TT and 35% of HC, and is
also a promising marker of type 2 reaction. MPML12 and MPML14 peptides showed a
very similar behavior to the PGL-1, with positivity of 100% and 92.85% in LL, respectively.
The three peptides detected IgA in the serum of patients, especially multibacillary (MBs);
and IgA in saliva of MBs and HC which index case was multibacillary. Mimetic peptides
obtained in this work were confirmed as true mimetics of M. leprae antigens and can be
applied in the diagnosis of leprosy in different platforms.
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APRESENTACAO

A hanseniase, causada pelo Mycobacterium leprae, € uma doenca infecciosa
cronica, dermato/neurolégica, que acomete o tecido cutaneo e nervos periféricos, gerando
lesbes na pele, degeneragdo do nervo, anestesia e deformidades. Do ponto de vista
epidemiol6gico possui um grande impacto em saude publica, uma vez que o Brasil é o
segundo no mundo em prevaléncia da doenca. Diante disso, é fundamental a ado¢éo de
estratégias que diminuam o numero de casos da hanseniase, como por exemplo
desenvolver tecnologias que permitam um diagnéstico rapido e eficaz.

Esse trabalho de doutorado tem como enfoque desenvolver peptideos miméticos
de importantes antigenos do M. leprae e demonstrar as implicacdes destes no diagndstico
da hanseniase. Para isso, utilizou-se de maneira geral a tecnologia de phage display que
permite 0 mapeamento de peptideos, proteinas e anticorpos contra uma variedade de
alvos diferentes.

No primeiro capitulo trazemos uma revisdo bibliografica sobre Hanseniase,
destacando aspectos epidemioldgicos, ferramentas diagndésticas, classificacdo e
imunologia. Além, de explicar sobre a tecnologia de phage display tanto para producéo de
peptideos miméticos, como para desenvolvimento de fragmentos de anticorpos
monoclonais. E por fim, expomos técnicas utilizadas para validacdo de peptideos no
diagnostico da hanseniase.

No segundo capitulo apresentamos os resultados obtidos com o desenvolvimento
de peptideos miméticos ao Glicolipideo Fendlico 1, principal antigeno da parede celular
do M. leprae, que tem sido utilizado em diferentes ensaios imunoldgicos como ELISA e
ML-Flow para uma amplitude de aplicacdes na pratica clinica. Esse peptideo mimético foi
sintetizado quimicamente e acoplado numa plataforma de Ressonéancia Plasmoénica de
Superficie, uma técnica que mede interacdo antigeno e anticorpo com alta eficiéncia e
sensibilidade.

No terceiro capitulo apresentamos peptideos miméticos que reconhecem
anticorpos do tipo IgG no soro e do tipo IgA na saliva de pacientes com hanseniase e
contatos domiciliares em ensaios de ELISA, o que representa uma importante ferramenta
para o diagnéstico complementar dessa doenca.

Assim, essa tese de doutorado aponta ferramentas importantes que podem auxiliar
no diagnéstico precoce da hanseniase, utilizando plataformas eficientes, sensiveis e com

aplicacéo pratica.
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CAPITULO I:
FUNDAMENTACAO TEORICA
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1. Aspectos Gerais, Epidemiologia e Situacdo da Hanseniase no Brasil.

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica, dermato/neuroldgica, que acomete o
tecido cutineo e nervos periféricos, gerando lesdes na pele, degeneracdo do nervo,
anestesia e deformidades®* °. Tem como agente etiolégico o Mycobacterium leprae, um
bacilo &lcool-acido resistente, em forma de bastonete, parasita intracelular obrigatério de
células do sistema mononuclear fagocitario® ’. E a Unica espécie de micobactéria que
infecta células de Schwann, ligando-se ao dominio G da cadeia de laminina-a2, expressa
especialmente na lamina basal de nervos periféricos®. H4 uma dificuldade no cultivo do
Mycobacterium leprae, pois este ndo cresce em meios de cultura artificiais®.

A transmissao do M. leprae ocorre pelo contato proximo e prolongado entre individuos
suscetiveis e um paciente infectado através das vias aéreas superiores®, principalmente a
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mucosa nasal'® O bacilo &€ considerado de alta infectividade, mas de baixa

patogenicidade, pois somente 10% dos infectados efetivamente chegam a apresentar

sintomas da doenca®® *3

, apés um periodo de incubacdo que atinge em meédia, de 2 a 7
anos™.

De acordo com relatorios oficiais da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no final de
2013 a prevaléncia mundial de hanseniase foi de 180.618, demonstrando uma reducao
em relacdo a 2012 com 181.941. O numero de casos novos detectados em 2013 foi de
215 656, considerando 103 paises, 0 que representa uma taxa global de 3,81 (casos
novos) por 100.000 habitantes. A india, o Brasil e a Indonésia s&o os paises com maiores
numeros de casos novos registrados™ *°.

Atualmente, o Brasil ocupa o segundo lugar no mundo em prevaléncia da hanseniase.
Considerando as Ameéricas, dos 33.084 casos novos registrados em 2013, 31.044 foram
notificados no Brasil'®. Existe uma tendéncia de reducdo, pois em 2006 o nimero de
casos novos era de 44.436. Entretanto, o Brasil ainda ndo atingiu a meta proposta pela
OMS de menos de 1 caso para 10.000 habitantes (Figura 1), pois continua com bolsdes
de alta endemicidade.

O ultimo estudo de tendéncia realizado no Brasil revelou um periodo inicial de reducéo
nas taxas de deteccdo. Entretanto, ainda séo identificados 10 clusters (agrupamentos),
envolvendo 14 estados brasileiros, responsaveis por 51% do total de casos novos de

hanseniase notificados e 60% dos casos novos notificados em menores de 15 anos®.
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Figura 1: Mapa mundial da prevaléncia de hanseniase em 2012. Disponivel em: http://www.who.int/lep/situation
/Leprosy PR_2011.pdf?ua=1. Acessado: 15.02.2015.

As regibes Norte, Nordeste e Centro-Oeste ainda mantém taxas de deteccdo em
patamares muito elevados com 53,5% dos casos novos detectados. Essas regides
concentram 17,5% da populacao brasileira, residentes em extensas areas geograficas, o
que adiciona maior complexidade a intervencdes efetivas’®. Os estados do Maranh&o,
Para, Rondonia, Tocantins e Mato Grosso sao considerados hiperendémicos (Figura 2).

Os dados epidemiologicos reforcam que a transmissdo ativa continua ocorrendo,
mesmo com o uso da poliquimioterapia como estratégia de eliminacéo da hanseniase?.
Esta transmissdo pode ser causada pelo reservatorio permanente de M. leprae em
contatos com infec¢&o subclinica®.

Nesse sentido, a estratégia global aprimorada (2011-2015) visa reduzir a taxa de casos
novos, especialmente nos pacientes com grau 2 de incapacidade em pelo menos 35% até
o final de 2015, em comparacdo com dados de 2010. Dessa forma, havera menor
transmissdo da doenca na comunidade?®. Para atingir essa meta mundial destaca-se a
importancia do diagnostico precoce e a qualidade dos cuidados na definicdo do

atendimento de forma integrada.
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Figura 2: Coeficiente de deteccdo geral da hanseniase por estado, Brasil, 2012. Disponivel em:
http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2014/outubro/09/Mapa---Coeficiente-de-detec----o-geral-de-
hansen--ase-por-estado-2012.pdf. Acessado em: 15.02.2015

2. Classificacdo da Hanseniase

A classificacdo adequada da doenca € de fundamental importancia para o tratamento
e manejo do paciente®. Por esse motivo, varias tentativas foram realizadas a fim de
classificar a hanseniase®. O sistema de Ridley & Jopling®® é amplamente utilizado nos
dias atuais. De acordo com a escala proposta, 0os pacientes sdo agrupados em cinco
formas clinicas: lepromatoso (LL), borderline-lepromatoso (BL), borderline-borderline (BB),
borderline-tuberculdide (BT) e tuberculdide (TT). Essa classificacdo considera parametros
clinicos, imunolégicos e histopatoldgicos?®. Assim, temos duas formas polares (LL e TT) e
trés formas intermediarias (BL, BB, BT)®.

No grupo Indeterminado (1), enquadram-se aqueles pacientes nos quais 0s aspectos de
diferenciacdo da hanseniase ndo se desenvolveram, podendo evoluir para cura
espontanea ou desenvolver aspectos clinicos ap6s um periodo de incubacdo® .

As instalacfes para exames histopatolégicos da pele elou bidpsias de nervos
necessarios para classificagéo pela escala de Ridley & Jopling ndo estédo disponiveis em
todos os lugares, especialmente nos paises endémicos com poucos recursos>. Por esse

motivo, a OMS estabeleceu uma classificacdo operacional, onde o0s pacientes sao
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divididos em paucibacilares (PB) ou multibacilares (MB). Essa classificagdo é baseada no
namero de lesdes cutaneas, de modo que, os pacientes com até cinco lesées de pele sao
classificados como PB, e aqueles com mais de cinco lesdes, como MB?°. Além disso,
considerando-se a apresentacdo clinica e, na prerrogativa de evitar ineficiéncia do
tratamento, todos o0s casos com baciloscopia positiva sédo classificados como MB,
enquanto os casos com baciloscopia negativa, como PB?°.

Os pacientes PB n&do sao considerados importantes fontes de transmissao da doenca,
devido a baixa carga bacilar. Contudo, os pacientes MB constituem o grupo transmissor,

mantendo-se como fonte de infeccdo, enquanto o tratamento especifico ndo for iniciado?”.

3. Imunologia da Hanseniase

A hanseniase é considerada uma doenca espectral, cujas manifestacdes clinicas se
correlacionam com a resposta imune do hospedeiro. Em um dos polos, encontram-se 0s
pacientes com hanseniase TT que apresentam uma resposta tipica de resisténcia e
controle do crescimento do patégeno. Em contrapartida, pacientes com hanseniase LL
representam o extremo susceptivel a infeccdo pelo M. leprae. Essas apresentacdes
clinicas correlacionam-se com o grau de imunidade mediada por célula®®.

A primeira barreira a infeccdo pelo M. leprae é a imunidade inata, representada pela
integridade do epitélio, secrecées e a imunoglobulina A (IgA)°. A resposta inata é mediada
por receptores Toll-Like (TLRs) das células do hospedeiro que reconhecem padrdes
moleculares das micobactérias” #°. As lipoproteinas do M. leprae ativam os receptores
TLRs, especialmente o heterodimero TLR2-TLR1, que mediardo uma cascata celular para
provocar a morte do bacilo®.

A imunidade adaptativa na hanseniase tem como padréo a resposta TH1/TH2%. Nos
pacientes TT observa-se uma forte resposta imune celular tipica do padrédo Thl (Figura
3), com a producéo de IL-2 e interferon gama (IFNy), além de fator de necrose tumoral
alfa (TNFa), IL-12, IL-15 e |L-18%% 3% 33:34:3%:36 ' A grande quantidade de IL-2 e IFNy em
lesBes de tuberculéides contribuem para o estado de imunidade resistente®, uma vez que,
a IL-2 induz a expansao clonal de células T CD4+ ativadas e aumentam a producao de
IFNy®’. Isto induz a producdo de reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio em
macréfagos, estimulando-os a matar ou restringir a proliferacdo de micobactérias®. Além
disso, a IL-12 estimula diretamente células natural killer (NK), induzindo a producéo de
IFNy, com funcdo de potencializar a ativacdo do macréfago™®, levando a destruicdo do
bacilo. Esse modelo de imunidade se reflete em granulomas que se formam em torno dos

nervos e produzem dano neural sensorial periférico e leses de pele secundarias?®.
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Figura 3. Relacbes das formas de hanseniase, resposta imune, carga
bacteriana e lesdes cutaneas. Adaptado de Om Parkash®. FEMS Immunol
Med Microbiol 2009; 55:1-5.

Nos pacientes LL predominam os linfécitos T da populacéo Th2 (Figura 3)°. As células
T CD8+ sdo abundantes e produzem altos niveis de citocinas supressoras da atividade
dos macréfagos, como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, bem como baixos niveis de IFNy’ 33 4% 41 A
imunidade humoral exibe altos titulos de anticorpos (IGs)*, principalmente a producéo de
anticorpos IgM anti-PGL-1 (glicolipideo fendlicol), antigeno especifico do M. leprae, que
ndo oferece protecdo e permite a difusdo bacilar® **. Enquanto, o polo LL tem maior
producdo de anticorpos, nos pacientes TT sdo encontradas baixas concentracfes de
imunoglobulinas*.

A IL-4 pode contribuir para o aumento de anticorpos nos pacientes lepromatosos, pelo
seu papel na diferenciacdo de células B, bem como sua habilidade para estimular a
proliferacdo das células Th2*. J4 a IL-10 estimula células B e inibe ativacdo de
macréfago resultando em infecgdo progressiva®.

Os pacientes borderlines (BT, BB, BL) sdo imunologicamente dinamicos, ocorrendo
uma progressiva reducdo da resposta mediada por células, & medida que se evolui da
forma BT para BL. Isso, acompanhado pelo aumento no namero de lesdes, nos niveis de

anticorpos circulantes e na carga bacilar® (Figura 3).
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3.1 Papel dos anticorpos IgM, IgG, e IgA
Os anticorpos sdo produzidos em resposta a antigenos do M. leprae, tais como PGL-1,

%39 & GroES (proteina de choque térmico HSP10)*°. Durante a

LAM (lipoarabinomanana)
resposta imunoldgica diferentes tipos de citocinas podem estar correlacionadas com a
producéo de anticorpos.

Em camundongos, IL-4 induz a secrecdo de IgG1 e IgE; IL-5 aumenta a secrecao de
IgA; e IFNy aumenta a secrecdo de 1gG2a*’. Nesse mesmo modelo animal, um estudo

demonstrou uma associacdo negativa entre producéo de IgG1 e IFNy*®. Nesse sentido, as
lgGs apresentam uma fungdo imunorregulatéria intrinseca. 1lgG2a regula o aumento da
apresentacao de anticorpos para células T CD4+, pelos receptores FcyR+ das células
apresentadoras de antigenos®.

Em humanos, mais precisamente nos pacientes com hanseniase, tem-se encontrado

6 43 astando correlacionado com a

maiores niveis de IgM em pacientes Lepromatosos
disseminacdo da hanseniase®. Também em pacientes, estudos sugerem o efeito da IL-5
no incremento da secrecéo de IgM pelas células B na presenca de células T*'. Esse tipo
de citocina é encontrada nos pacientes com hanseniase onde predomina a resposta
humoral®'.

Ja para os anticorpos da classe IgG, as subclasses IgG2 e IgG4 anti-GroES sdao mais
predominantes em pacientes TT*C. Por outro lado, IgG1 anti-MSE (sonicato do extrato de
M. leprae) encontra-se com niveis mais elevados em pacientes LL*®, enquanto a 1gG3 é
mais abundante em pacientes LL com eritema nodoso lepromatoso (ELN)*. Dessa forma,
IgG1 e IgG3 estéo relacionadas com a disseminacdo da doenca, enquanto IgG2 e IgG4
com o controle.

IgA especifica anti-M. leprae tem sido relatada em secrecdes salivares de pacientes
com hanseniase®" 2. O efeito imunorregulador da IgA é mediado pelos receptores Fc de
IgA, que sdo expressos em neutrofilos, mondcitos, macréfagos teciduais, eosinofilos e
células dendriticas®’. Existe a hiptese que a IgA esteja relacionada com uma funcéo anti-
inflamatoria, agindo na supressao da quimiotaxia de neutréfilos, na neutralizacdo de
lipopolissacarideos, na down-regulacédo de espécies reativas de oxigénio e na inducdo de

antagonistas de receptores de IL-1°%°%°5,

4. Diagndéstico: marcadores e novas tecnologias
O diagnéstico clinico e epidemioldgico da hanseniase é realizado por meio da analise

da histdria e condi¢cbes de vida do individuo e pelo exame dermatoneurologico, a fim de

20



identificar lesBes caracteristicas na pele, areas com alteracdo de sensibilidade e/ou
comprometimento de nervos periféricos: sensitivo, motor ou autonémico™®.

A baciloscopia € o exame complementar mais importante na hanseniase para
identificar o agente causal, permitindo a classificacdo dos casos em PB ou MB. Dessa
forma, pacientes com baciloscopia positiva sédo classificados como MB, independente do
namero de lesdes. Entretanto, o exame baciloscOpico apresenta baixa sensibilidade,
especialmente nas formas paucibacilares®, e para sua execucdo, faz-se necessaria
infraestrutura laboratoriais e profissionais capacitados®’.

A reacdo de Mitsuda consiste na inoculacéo intradermicamente de uma suspensao de
bacilos mortos pelo calor (lepromina), a fim de avaliar o grau de resposta imune celular
caracterizada pela fagocitose dos bacilos®®. E um teste oficialmente aceito e com elevado
valor prognostico para avaliar susceptibilidade ou resisténcia as formas lepromatosas da
hanseniase® *°. No consenso geral, pacientes TT sdo definidos como Mitsuda positivos e
LL como Mitsuda negativos®, porém esse teste ndo tem valor diagnéstico.

Existe, portanto, a necessidade de utilizar testes complementares que permitam um
diagnostico mais acurado, com alta sensibilidade e especificidade, que possam auxiliar no
diagnostico precoce da doenca. Nesse contexto, destaca-se a padronizagéo de testes que
possam revelar os casos subclinicos e permitam o acompanhamento de contatos
domiciliares (HC), importantes para o0 entendimento do perfil epidemiolégico da
hanseniase. Para isso, a utilizacdo de antigenos especificos do M. leprae, que possam

ser utilizados em testes sorolégicos, tem sido alvo de pesquisas.

4.1 PGL-1 na sorologia da hanseniase

A elucidacdo da estrutura quimica do PGL-1 demonstrou que este glicolipideo é
formado por uma extremidade lipofilica e um trissacarideo Gnico ®(Figura 4), que é a
regido de grande antigenicidade da molécula®. Trabalhos tém demonstrado o
envolvimento do trissacarideo na predilecdo do M. leprae pelos nervos periféricos. O
PGL-1 liga-se especificamente & laminina-2 na lamina basal de células de Schwann®,

A comprovacdo da antigenicidade e especificidade do PGL-1%* possibilitaram grandes
inovacBes na pesquisa em hanseniase, uma vez que esse componente antigénico tem
sido explorado no diagndstico sorolégico®.

O uso do PGL-1 nativo como antigeno para o teste de ELISA é validado como um

método para deteccdo de novos casos de hanseniase e para um diagndstico precoce da
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infeccdo subclinica, uma vez que estes anticorpos refletem um sinal de estimulacédo

antigénica®* % %7,
o QCHZ—(CH 2¥m — CH—CHp —CH—(CH )4— CH—CH—R1
| |
CH3 OMe
272 o ¢ 3 ;
OMe Fendlico =0 =0
1 ¢
CH20Me HC—CHg3 HC—CH3

HO— e Me—7—0 Hy Hy
M

> 5 OMe HE—cHy| [HE—chg]

H OMe p-1" | p-1
Trissacarideo* ((':Hz)n (CHo)p'
Determinante Antigénico J:H3 Ha

Ndcleo Lipidico

Figura 4: Estrutura quimica de PGL-1 do M. leprae. Trissacarideo: 3,6-di-O-metila-3-D-glicopiranosil-(1—4)-

2,3-di-O-metila-a-L-ramnopiranosil. Adaptado de Tabouret, G et al.” Plos pathogens, 2010; 6: 1-13.

Além disso, existe uma correlacdo significativa entre os anticorpos IgM anti-PGL-1 e o
indice baciloscopico (BI), indicando que o anti-PGL-1 reflete o total da carga bacilar dos
pacientes com hanseniase e, portanto, pode ser util para o monitoramento da resposta do
paciente & quimioterapia anti-hansénica® 5% 70,

Os anticorpos anti-PGL-1 estdo presentes em grande quantidade nos multibacilares,
especialmente nos pacientes LL%, entretanto somente um pequeno nimero de pacientes
PB s&o reativos, por apresentarem baixa concentracdo de anticorpos circulantes’. Dessa
forma, os paucibacilares podem apresentar resultados negativos na sorologia para PGL-1
mesmo com diagnaostico clinico de hanseniase.

O PGL-1 nativo tem sido utilizado em ensaios de ELISA, mas também em outras
plataformas como o teste ML-Flow, um teste imunocromatografico simples que pode ser
executado sem equipamentos e fora de laboratérios’2.

Mesmo com a utilidade do PGL-1 nativo, existe uma grande limitacdo na obtencéo da
molécula nativa, restrita ao crescimento de M. leprae em tatus e camundongos’® "*. Como
alternativa, tém sido produzidas varias moléculas sintéticas como: monossacarideo-octil-
BSA (M-O-BSA), dissacarideo-BSA (D-BSA)”, dissacarideo natural-octil-BSA e natural-
octil-HSA (ND-O-BSA e ND-O-HSA)”® e trissacarideo natural-fenol-BSA (NT-P-BSA)"’.

Estas podem ser utilizadas em imunoensaios de ELISA e ML-Flow.
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4.2 Proteinas e peptideos no diagnéstico da hanseniase

Varios trabalhos tém utilizado procedimentos pos gendmicos para a descoberta de
novos antigenos que possam ser utilizados no diagnéstico da hanseniase’® "% 8 8! Estes
estudos tém explorado sequéncias de genes do M. leprae para a identificacdo de
proteinas ou peptideos que possam ser adequados ao sorodiagnostico das diferentes
formas clinicas da hanseniase.

Antes da decodificacdo do genoma do M. leprae, a disponibilidade de novos antigenos
era limitada, principalmente devido ao fato do bacilo ndo ser cultivavel em cultura
axénica®’. Todavia, com a publicacdo da sequéncia completa do genoma® novas
possibilidades foram sendo descobertas.

A andlise das sequéncias do M. leprae revelou uma reducdo draméatica de seus genes
funcionais quando comparado ao genoma de M. tuberculosis, resultando na eliminacao de
varias vias metabdlicas importantes, o que justifica o habitat intracelular e a incapacidade
do cultivo in vitro desse patdgeno®. A genémica e a protedbmica comparativa revelaram
gque dos 1.614 genes presentes no M. leprae, 1429 sdo comuns ao M. tuberculosis,
restando 165 proteinas que parecem ser especificas do M. leprae®. Essas proteinas, em
conjunto com antigenos nédo proteicos, como o PGL-1, parecem ser promissoras para o
diagndstico da hanseniase.

Os antigenos ML0405, ML2331 e ML2055, sendo os dois primeiros de funcao
previamente desconhecida e o ultimo uma proteina de membrana, foram identificados,
apresentando alta reatividade com anticorpos em soro de pacientes multibacilares LL e
BL no tratados®. Os mesmos antigenos ML0405 e ML2331 foram reconhecidos em
soros de diversas regides: Filipinas, Brasil, Japdo e Venezuela® ®. As proteinas ML0308
e ML2498, uma proteina hipotética conservada e uma enoil-CoA hidratase,
respectivamente, revelaram uma imunogenicidade humoral e celular acentuadas,
apresentando-se como fortes candidatas para diagnostico tanto da hanseniase
tuberculbide como lepromatosa®’.

Alguns desses antigenos foram utilizados na construcdo de proteinas de fusdo, como
LID-1 (MLO405 e ML2331)%® e PADL (proteinas avancadas para o diagnéstico da

8. 89 que foram acopladas a diferentes testes, como ELISA®® e plataformas

hanseniase)
guantitativas ligadas a smart phones, demonstrando aplicacbes no diagnéstico da
hanseniase®.

Muitos antigenos da parede de M. leprae pertencem a familia das proteinas de choque

térmico (HSP), como HSP10 e HSP60 analogas em estrutura e funcédo a GroEL e GroES
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de Escherichia coli, respectivamente®. As Hsp microbianas sdo produzidas em condicées
de estresse, e alvos antigénicos dominantes para imunidade celular®. Alguns trabalhos
tém demonstrado a producdo de IgG em pacientes com hanseniase, especialmente 0s

multibacilares, em resposta a essas proteinas*® %

, demonstrando o potencial das
mesmas no diagnostico sorolégico da hanseniase.

As ferramentas de bioinformética, analise de genémica e protebmica também estdo
sendo utilizadas para o mapeamento in silico de importantes alvos antigénicos do M.
leprae®. Esse tipo de andlise foi utilizada para definir um grupo de 50 potenciais
antigenos em micobactérias, sendo que alguns deles parecem ser restritos a M. leprae,
classificados como classe 1%

Além de proteinas recombinantes, peptideos derivados de proteinas especificas e
imunogénicas do M. leprae também ja foram testados em pacientes com hanseniase e
controles®™. Peptideos relacionados as proteinas de viruléncia do M. leprae foram
promissores como indicadores de exposicdo®. Peptideos sintéticos também foram
validados no diagnéstico da tuberculose®’.

Os peptideos sdo biomoléculas que contém de dois a dezenas de residuos de
aminoacidos unidos entre si através de ligacdes peptidicas, podendo ser facilmente
sintetizados quimicamente por diferentes métodos, de forma a manter as propriedades
das moléculas naturais®.

Devido ao tamanho reduzido dos peptideos, estes podem ser expressos ha superficie
de bacteriéfagos, a fim de selecionar peptideos miméticos de diferentes alvos®. Esses
peptideos miméticos podem ter importantes aplicacbes no diagnéstico da hanseniase,
podendo mimetizar antigenos como PGL-1'® ou outros antigenos naturais do M.

|eprae101; 102

4.3 Imunosensores por Ressonancia plasménica de superficie

Biossensores sdo dispositivos analiticos que envolvem um componente de
reconhecimento biolégico (antigenos, anticorpos, receptores, enzimas) em contato com
uma superficie do transdutor que converte o sinal biolégico em um sinal quantificavel®.
Uma classe especifica de biossensores sdo 0Ss imunosensores que exploram a
capacidade de um anticorpo em reconhecer seu antigeno em um meio muito complexo,
considerando a afinidade antigeno-anticorpo™®*.

Os imunosensores podem ser construidos utilizando o principio de transducéo de sinal

por Ressonancia Plasmoénica de Superficie (SPR). O principio da construcdo dos
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chamados sensores de SPR envolve um feixe luminoso que atravessa um prisma e
alcanca uma superficie metalica, geralmente de ouro, de forma a excitar os plasmons de
superficie’® (Figura 5).

Quando uma luz monocromatica atinge uma interface contendo dois meios com
constantes dielétricas diferentes (exemplo ar-agua), parte da luz é refletida e parte é
refratada, gerando um angulo de incidéncia e um angulo de refracdo’®®. Em certos
angulos de incidéncia, os elétrons livres do metal (ouro) oscilam e absorvem energia da
radiacdo incidente dando origem a um campo eletromagnético devido a formacédo de
ondas de plasmons de superficie (OPS). Quando a radiacao incidente transfere energia
para a OPS ocorre o fendmeno da ressonancia entre as mesmas'®’. O resultado da

andlise € mostrado em um grafico denominado sensorgrama (Figura 5).
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Figura 5: Esquema do principio de funcionamento de um biossensor por ressonancia
plasménica de superficie. Sensograma representativo da relacdo entre o Bspr € tempo
durante a interacdo de espécies com a superficie do filme metalico. Adaptado de Matthew
A. Cooper. Nature Reviews Drug Discovery 1, 515-528 (July 2002)".

Os imunosensores por SPR representam um grande avango para a construcao de
plataformas de diagndstico, permitindo uma analise em tempo real, guantitativa e muito
mais sensivel que os imunoensaios convencionais'®. Ja existem imunosensores para o

diagnéstico de diversas doencas infecciosas como Hepatite'®, Tuberculose!® e

Dengue™*°.
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5. Tecnologia phage display

A tecnologia de phage display® tem apresentado um grande impacto na descoberta de
farmacos, vacinas e testes diagnésticos, sendo uma ferramenta muito utili em
caracterizacdes antigénicas, por permitir uma rapida identificacdo e caracterizacdo de
peptideos ou anticorpos, envolvidos diretamente na resposta imune a agentes
infecciosos™*. Pode ser utilizada para revelar os diversos tipos de interacées que existem
entre antigeno-anticorpo, definir possiveis epitopos para anticorpos monoclonais e
selecionar substratos para enzimas™*.

Essa tecnologia é baseada no uso de um fago filamentoso (M13), um bacteri6fago que
infecta bactérias gram negativas, como Escherichia coli. A particula de fago é formada por
uma fita simples de DNA envolta por uma capa proteica constituida por cinco proteinas:
plll, pVI, pVII, pViIl e pIX**® (Figura 6).

\Q\///////////ﬂ////////////////// 2

— ( DNA fita simples )

7N R
\ p VIII, ﬂplll, g oV, \p IX,\pVII,

Figura 6: Estrutura do Bacteriéfago M13. Esquema adaptado de “M13 with enzymes”. Imagem disponivel
em: http://2011.igem.org/File:M13_with_enzymes.png. Acessado em: 22.02.2015
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A técnica utiliza o principio de que polipeptideos ou fragmentos de anticorpos podem
ser expressos na superficie desses bacteriéfagos pela insercdo de um segmento de DNA
codificante, de modo que a molécula expressa fiqgue exposta na superficie da particula
viral fusionado a uma proteina enddgena, plll ou pVIll, enquanto seu material genético
permanece no interior do fago™*.

Esta ligacdo entre o gendtipo e fendtipo permite o enriquecimento de fagos especificos,
por exemplo, usando a selecdo em alvos imobilizados. Dessa forma, fagos que exibem
um ligante que seja relevante séo retidos em virtude de sua ligacdo com o alvo, enquanto
que os fagos ndo aderentes sdo lavados''®. Esse processo de selecdo é feito

artificialmente e denominado biopanning, no qual a molécula alvo é imobilizada em um
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suporte solido, geralmente uma placa de ELISA, mas também podem ser utilizados
beads, resinas ou membranas™*®.

O fago M13 infecta naturalmente E. coli, pela ligacdo da plll ao pilus F da célula
bacteriana'*’. Esse processo tem sido utilizado para recuperar os fagos ligados ao alvo
amplificando-os na bactéria. Outra caracteristica importante é que essa metodologia
utiliza os mais rapidos protocolos de selecéo ja descritos, uma vez que o sobrenadante
das culturas infectadas pode ser utilizado diretamente para a selecdo™®,

5.1 Phage display de peptideos

As bibliotecas de phage display de peptideo consistem na fusdo de um DNA exégeno
com o DNA viral, em que as sequéncias de aminoacidos s&o expressas no fago™’. As
bibliotecas randémicas sdo geradas pela utilizacdo de oligonucleotideos degenerados,
podendo ter sete ou doze aminoacidos, em estruturas lineares ou conformacionais*®.
Enquanto, que as bibliotecas gendmicas sao construidas pela fragmentacdo do DNA de
um determinado organismo, como um patogeno, utilizando principios da engenharia
genética’®.

Durante o processo de biopanning diferentes estratégias podem ser utilizadas, com o
objetivo de selecionar os peptideos apresentados nos fagos. Para identificar peptideos
imunogénicos, anticorpos presentes nos soros de pacientes/animais podem ser
capturados e utilizados como alvos para selecdo™®® 22, Outra alternativa seria utilizar

preparacdes de anticorpos monoclonais contra patégenos™*®.
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Figura 7: Representacdo esquematica do biopanning de peptideos utilizando como alvo anticorpos
presentes no soro. Adaptado de: Kugler, J. et al.*® Viruses 2013; 5: 2531-2545.

O processo de biopanning para selecdo de peptideos envolve a incubacédo da
biblioteca com o alvo imobilizado. Remove-se particulas de fagos que nao se ligaram ou
ligaram fracamente por lavagens vigorosas. Os fagos especificos devem ser eluidos com

solucdes de baixo pH e utilizados para infec¢cado em E. coli (Figura 7).

5.2 Phage display de Anticorpos

Os anticorpos produzidos por phage display podem ser utilizados na geracdo de
anticorpos monoclonais para imunoterapia, no isolamento de anticorpos a partir de
pacientes expostos a um determinado patégeno e no mapeamento de proteinas
nativas™’.

Essa tecnologia ndo possibilita construir a molécula completa do anticorpo, mas
fragmentos que podem ser de dois tipos: fragmento de ligacdo com o antigeno (Fab ou
fragment antigen-binding) e fragmentos variaveis em cadeia Unica (scFv ou single-chain
variable fragment). Os fragmentos do tipo Fab consistem em segmentos VH-CH e VL-CL,

unidos por pontes dissulfeto e que necessitam ser montados na regido periplasmatica da
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bactéria. O fragmento menor scFv é composto apenas pelas regides VL e VH unidas por

um peptideo flexivel (adaptador) composto por 15 aminoacidos'®. (Figura 8)
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Figura 8: A. Estrutura tipica de uma molécula de IgG e seus
fragmentos; B. Estrutura genética do dominio variavel e
construgdo de uma biblioteca de phage display. VL (dominio
varidvel da cadeia leve); VH (dominio variavel da cadeia
pesada); CL (2° dominio da cadeia leve); CH1 (2° dominio da
cadeia pesada). Adaptado de Chan et al.'® International
Immunology. 2014; 26: 649-657.

As bibliotecas de anticorpos naive sdo construidas utilizando técnicas basicas de
biologia molecular, como transcri¢cao reversa de mRNA, seguida por uma série de reacdes
de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) a fim de amplificar os genes cadeias leves e
pesadas. Por clonagem molecular esses segmentos devem ser inseridos em vetores
especificos'®* (Figura 9).

Os vetores utilizados para bibliotecas de anticorpos devem ser do tipo fagomideo, que
possuem origem de replicacdo bacteriana e viral (Figura 9). Como esses vetores nao
possuem todos 0s genes necessarios para formacdo do capsideo viral, fago auxiliares
(helper) sao utilizados nas culturas de células transformadas com o fagomideo, permitindo

a construcdo da particula viral*'.
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de linfécitos de sangue periférico humano. Shukra et al."?® European
Journal of Microbiology and Immunology. 2014; 2: 91-98.

Apods a montagem das bibliotecas, deve-se proceder com o biopanning, a fim de obter
clones capazes de reconhecer determinados alvos, como peptideos e células, reduzindo
muitas milhares de sequéncias a algumas com potencial interesse biotecnolégico. Os
fagos recombinantes devem ser selecionados por afinidade a antigenos imobilizados em
suportes solidos, e a seguir ser expandidos em ciclos de crescimento em bactérias E. coli

na presenca do fago auxiliar, que permite a formacdo do capsideo viral*®,
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5.3 Aplicagbes em doencas infecciosas

Muitos trabalhos foram desenvolvidos utilizando a tecnologia de phage display na
identificagc@o de peptideos e anticorpos como ferramentas no diagnostico e terapéutica
das doencas infecciosas''® '?°. Essa tecnologia tem sido Gtil na selecdo de moléculas
especificas que sdo altamente reativos contra uma variedade de alvos biolégicos*?’.

Peptideos miméticos, obtidos por phage display, teriam aplicagcbes potenciais no
diagnéstico da tuberculose®®. Foram selecionados peptideos de glicoproteinas de
superficie celular importantes na resposta imunolégica contra o M. tuberculosis’® e
também peptideos miméticos do complexo ManLAM (lipo arabinomanana manosilada),
principal componente do M. tuberculosis™®. Mais recentemente a deteccdo de M.
tuberculosis foi realizada utilizando peptideos miméticos funcionalizados em microesferas
magnéticas acopladas a quantum dots***,

Além da tuberculose, peptideos miméticos com aplicacdes diagnosticas e vacinais
foram produzidos na Pneumonia®®?, Leishmaniose'?®, Neurocisticercose®®*, Hepatite’** e
para proteinas do virus HIV*®. Na hanseniase foram produzidos peptideos miméticos
contra o PGL-1, com pouco valor diagnéstico'®, e mais recentemente mimotopos e
peptideos sintéticos com potencial para diagnéstico sorolégico da doenca®®* %2,

Na area da veterinaria, tem-se peptideos miméticos para o diagndéstico sorologico de
Leishmaniose canina*®’ e Anaplasmose™*®. Essa tecnologia também foi empregada no
desenvolvimento de anticorpos scFv, com especificidade contra determinantes de
superficie em M. avium subsp. Paratuberculosis™®’.

Os anticorpos monoclonais conseguem se ligar com grande afinidade a proteinas dos
patégenos, que justifica o grande potencial para aplicacdes diagnosticas'®. Nesse
sentido, existem fragmentos de anticorpos scFv contra: antigeno 85 de M. tuberculosis™**;

140.
B

antigeno de superficie do virus da hepatite ; proteina TgMIC2 de Toxoplasma

gondii**! e proteina MSP-3 de Plasmodium falciparum*. Ainda, fragmentos Fab foram

3

produzidos contra glicoproteina de envelope do virus da dengue'®® e virus do Nilo

Ocidental***,

As terapias que utilizam anticorpos monoclonais sdo ainda muito incipientes no
tratamento das doencas infecciosas, porém existem varias aplicagcbes propostas para
HIV!*°, malaria’*® e tuberculose®’.

Os peptideos e anticorpos obtidos por phage display tém um potencial promissor para
terapéutica e diagnostico de doencas infecciosas, com aplicagdes ja demonstradas na

literatura.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver peptideos miméticos de antigenos do M. leprae e validar o0s mesmos como
biomarcadores para o diagndstico e prognéstico da hanseniase.
Objetivos Especificos

1. Obter um peptideo mimético ao PGL-1 nativo e valida-lo no diagndstico da

hanseniase;

2. Desenvolver uma plataforma diagnostica utilizando o PGL-1 mimético para construir

um imunosensor por ressonancia plasmonica de superficie;

3. Produzir anticorpos scFv contra o PGL-1 mimético e confirmar se este reconhece o

alvo;

4. Obter peptideos miméticos de antigenos do M. leprae reativos com IgG e valida-los

no diagnaostico e progndstico da hanseniase;
5. Avaliar se os peptideos miméticos obtidos sdo reativos com IgA,

6. Produzir anticorpos monoclonais scFv contra os peptideos miméticos a fim de

mapear antigenos nativos do M. leprae;

7. Comparar os peptideos miméticos com outros alvos por bioinformatica.
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JUSTIFICATIVA

O diagndstico precoce da hanseniase representa uma contribuicdo importante para
diminuir a incidéncia da doenca. Para isso € fundamental o desenvolvimento de novas
plataformas, que incluam o mapeamento de antigenos com potencial para o
imunodiagndstico. Nesse contexto, destaca-se a padronizacdo de testes que possam
revelar os casos subclinicos e permitam o acompanhamento de contatos domiciliares,
importantes para o entendimento do perfil epidemiolégico da hanseniase. Para isso, a
utilizacdo de antigenos especificos do M. leprae, que possam ser utilizados em testes
sorolégicos, tem sido alvo de pesquisas.

O PGL-1 é um importante antigeno que tem sido padronizado em centros de referéncia
para auxiliar no diagnostico da Hanseniase, especialmente na classificacdo operacional e
monitoramento de contatos. Diante da grande importancia dessa molécula existe a
restricdo da obtencdo da mesma em larga escala de forma a ser utilizada em um maior
numero de investigagbes em todas as regides do Brasil. Nesse sentido, nosso trabalho
produziu um peptideo sintético mimético ao PGL-1, desenvolvendo uma plataforma
biofotbénica que tras contribuicbes importantes para o diagndstico da hanseniase, com
aplicacoes reais no SUS. Essa molécula sintética ao PGL-1 tem 0 mesmo comportamento
biologico da molécula nativa e a grande vantagem da facilidade de obtencdo em
guantidade necessaria para 0 uso em larga escala. Esse peptideo foi padronizado para
imunoensaios de ELISA que podem ser disponibilizados em toda rede de laboratorios do
Sistema Unico de Saude em um protocolo de aproximadamente seis horas para o
resultado final, com a possibilidade de deteccdo de anticorpos do tipo IgG e IgM. Além
disso, utilizando como antigeno a molécula sintética ao PGL-1, foi desenvolvida uma
plataforma nanobiotecnolégica, com a constru¢cdo de um imunosensor, que trds uma
perspectiva muito promissora para serem implantados de forma simples em qualquer
regido do pais.

Esse protétipo de plataforma apresenta grande sensibilidade e especificidade, com
potencial para distinguir todas as formas clinicas da hanseniase, portanto teria uma
aplicacdo adicional para o SUS, o que representa um avanco frente aos testes
convencionais, que normalmente apenas discriminam individuos paucibacilares e
multibacilares. Essa plataforma também apresenta como novidade a quantificacdo em
tempo real, o que possibilita a determinacdo de valores de referéncia e o facil

entendimento clinico.
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Também na perspectiva diagnéstica é importante mapear outros antigenos do M.
leprae que possam complementar ou até serem mais eficientes que o PGL-1. Nesse
sentido, algumas proteinas como as de choque térmico podem ser utilizados para este
fim. De forma, a serem reconhecidas tanto por anticorpos do tipo 1gG ou IgA.

As plataformas para deteccdo de IgA sdo bem promissoras, pois utilizam amostras
menos invasivas, no caso a saliva. Ja é reconhecido que a cavidade oral representa a
primeira barreira de contato do M. leprae com o hospedeiro, e que neste ambiente ha
producdo de IgA. Assim, peptideos miméticos de proteinas do patdégeno que possam
detectar anticorpos sao eficientes para complementar o diagnostico da hanseniase e

representam uma importante ferramenta a ser explorada futuramente na pratica clinica.
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CAPITULO I

(Desenvolvimento de uma plataforma biofotonica baseada em peptideos
mimeéticos de PGL-1 para o diagnostico da hanseniase.)
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Revista: Clinical Infectious Diseases

Titulo: Desenvolvimento de uma plataforma biofoténica baseada em peptideos miméticos de

PGL-1 para o diagnostico da hanseniase.

Resumo:

Introdugéo. O PGL-1 é um glicolipideo abundante na parede celular de M. leprae e tem sido
amplamente utilizado na classificacdo operacional da hanseniase, podendo ser aplicado para
diferenciar pacientes paucibacilares e multibacilares, bem como monitorar infeccao subclinica em
contatos. Contudo, a forma de obtencdo natural desse antigeno é insuficiente para o uso na
pratica clinica. Dessa forma, nosso objetivo foi produzir peptideos miméticos ao PGL-1 que
apresentem caracteristicas e funcdo semelhantes ao glicolipideo nativo, os quais serdo explorados
em novas plataformas diagnosticas.

Meétodos. Para obtencdo dos peptideos utilizamos a tecnologia phage display (PD) tendo como
alvo um anticorpo monoclonal anti-PGL-1, CS-38. A partir dos cinco peptideos miméticos obtidos,
produzimos uma molécula sintetizada quimicamente (PGL1-M3), que foi validada por ELISA e
imunosensor baseado em Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR) em soros de pacientes com
hanseniase e contatos domiciliares. Por meio de engenharia reversa, um anticorpo scFv anti-PGL1
mimético também foi selecionado por PD, e validado por ELISA e imuno-histoquimica, afim de
confirmar se o PGL-1 nativo é de fato o alvo deste anticorpo.

Resultados. Na dosagem de IgM nas diferentes formas clinicas da hanseniase, o PGL1-M3 sintético
apresentou sensibilidade de 89,11% e especificidade de 100,00%. A positividade encontrada em
pacientes tuberculdides (TT: 34,3%), lepromatosos (LL: 100,0%) e contatos domiciliares (HC:

22,5%) foram similares ao observado para o PGL1 nativo. O imunosensor também conseguiu
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diferenciar todas as formas clinicas de hanseniase (p<0,05), sendo uma importante plataforma
diagnéstica com 100% de acuracia. Interessantemente, na deteccdo de IgG encontrou-se
positividade de 60% para TT e 39% para HC. O scFv anti-PGL1-M3 reconheceu o PGL nativo e
referendou o peptideo mimético detectando com precisdo o M. leprae na imuno-histoquimica.

Conclusdo. O peptideo mimético ao PGL-1 (PGL1-M3) foi utilizado de maneira eficaz em uma nova
plataforma biofotonica baseada em SPR para o diagndstico da hanseniase, e apresenta-se com

grande potencial para se tornar uma solugdo diagndstica de alta precisao.

Palavras Chave. Glicolipideo fendlico; phage display; M. leprae; Ressonancia Plasmonica de

Superficie.

INTRODUCAO

O glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) é um dos principais componentes da parede celular do M.
leprae[1]. Possui importante papel na patogénese e diagndstico da hanseniase[2], tendo como
determinante antigénico o trissacarideo da molécula[3]. A presenga de anticorpos anti-PGL-1 tem
sido correlacionada com o espectro clinico da doenga, indice baciloscépico (IB)[4], monitoramento
de contatos domiciliares [5-7] e sucesso da poliquimioterapia[2].

Apesar de sua importancia, a obtencdo do PGL-1 nativo é restrita ao crescimento do M. leprae
em tatus[8] e camundongos[9], pela inabilidade natural desse patégeno crescer in vitro[10]. Dessa
forma, a disponibilidade desse antigeno para pratica clinica é limitada, abrindo oportunidades
para o uso de antigenos sintéticos como ND-O-HSA e ND-O-BSA (dissacarideos)[11] e NT-P-BSA
(trissacarideo)[12] como alternativa ao PGL1 nativo. Uma possibilidade promissora é a utilizacdo
de peptideos miméticos que apresentem um comportamento similar ao antigeno natural nao

proteico, embora esta estratégia ainda ndo tenha sido realizada com sucesso. Peptideos
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miméticos ao PGL-1 foram obtidos, porém nao foi comprovada a eficacia dos mesmos para o
diagnéstico sorolégico da hanseniase[10], dai a necessidade de utilizar novas estratégias.

A tecnologia phage display tem sido amplamente utilizada para identificar ligantes de uma
infinidade de moléculas[13], como peptideos e anticorpos. Assim, é possivel obter pequenos
peptideos que imitam antigenos, pelo menos em um epitopo particular[14] ou desenvolver
biomarcadores utilizando fragmentos de anticorpos Fab (fragment antigen-binding) ou ScFv
(single-chain variable fragment) [15-17] .

Uma das grandes vantagens dos peptideos ou anticorpos obtidos por phage display é a
flexibilidade de serem utilizados em diferentes plataformas diagnodsticas, desde imunoensaios
convencionais como ELISA[18], até plataformas nanobiotecnolégicas que envolvem
imunosensores baseados no principio da ressonancia plasmonica de superficie (SPR) [19].

Imunosensores exploram a capacidade de um anticorpo em reconhecer seu antigeno com alta
afinidade e podem ser construidos utilizando a transducdo de sinal dptico por SPR, através de um
feixe luminoso que atravessa um prisma e alcanca uma superficie metdalica[20, 21]. Estes
imunosensores representam um grande avang¢o para a construcao de plataformas de diagndstico,
permitindo uma andlise em tempo real, quantitativa e muito mais sensivel que os imunoensaios
convencionais[22].

Nesse trabalho, apresentamos um peptideo mimético do PGL-1 obtido por phage display, que
foi sintetizado quimicamente e apresentou o mesmo potencial diagndstico na hanseniase. A
validacdao do peptideo mimético foi feita tanto por ensaios diretos com soros de uma populagao
de regido endémica, bem como por engenharia reversa, que inclui a producdo de um anticorpo

scFv anti-PGL-1 mimético com diversos ensaios bioldgicos confirmatdrios.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem

Todos os pacientes e contatos, bem como os controles negativos, foram recrutados conforme
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia, sob o
protocolo n® 449/10, e termos de consentimento livre e esclarecido foram obtidos de todos. Os
pacientes com hanseniase foram classificados segundo Ridley & Jopling (1966)[23] em
tuberculéide (TT), borderline-tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB), borderline-lepromatoso
(BL) e lepromatoso (LL). Para cada forma clinica foram utilizadas amostras de 20 a 35 individuos,
de acordo com cada ensaio. Todos foram submetidos a um protocolo clinico-laboratorial para
diagnéstico e classificacdo da hanseniase, que inclui realizacdo do teste intradérmico de Mitsuda,
ELISA anti-PGL-1 nativo, indice baciloscépico de esfregaco cutaneo e biopsia de lesGes de pele para
exame histopatoldgico. Também foram utilizadas 90 amostras de contatos domiciliares (HC)
devidamente acompanhados, verificando-se o numero de cicatriz vacinal pelo BCG-ID, o resultado
do ELISA anti-PGL-1 nativo e do teste de Mitsuda.

Amostras soroldgicas de recém-nascidos (n=10), sem histérico materno de hanseniase ou de
ser contactante, foram os controles verdadeiros. Para os testes de especificidade utilizou-se soros
de pacientes com comprovacao clinica e laboratorial de leishmaniose visceral (n=10) e tuberculose
pulmonar (n=10).

Phage display de peptideos

Para realizacdo da técnica foi utilizado um anticorpo monoclonal anti-PGL1, purificado de
camundongos (mAb CS-48) cedido pelo Dr. John Spencer e Dr. Patrick Brennan (Colorado State
University/USA).

No primeiro ciclo de biopanning a biblioteca de fagos Ph.D.-C7C™ (New England BioLabs" Inc.),

na ordem de 1,2x10"°, foi colocada em contato com anticorpos anti-PGL1 (500ng) imobilizados
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numa resina de agarose especifica (rProtein G Agarose, Invitrogen Life Technologies) previamente
blogueada com PBS-BSA 5%, conforme protocolo descrito por Barbas et al (2001)[24]. Nos
proximos dois ciclos os fagos utilizados eram os amplificados do ciclo anterior.

Em cada ciclo de selecdo, os fagos ligados ao anticorpo foram eluidos com tampao glicina (0,2M
pH 2,2), amplificados e titulados em cultura de Escherichia coli ER2738. Os fagos selecionados,
obtidos do 3¢ ciclo ndo amplificado, foram usados para extracdo e posterior sequenciamento do
DNA utilizando o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing juntamente com primer-96 glll (Biolabs)
no sequenciador MegaBaceTM 1000 (GE Healthcare).

Bioinformatica e design de peptideos

A deducdo in silico das sequéncias de aminoacidos foi realizada pela ferramenta online Expasy
Translate Toll[25]. No software |-TASSER[26] foi feita a modelagem do peptideo sintético e as
estruturas moleculares obtidas foram visualizadas e modificadas no PyMOL 1.5.0.4[27].

Apds a deducdo da sequéncia de aminoacidos dos peptideos expressos na superficie dos fagos
realizou-se sintese quimica comercial dos motivos proteicos (Peptide 2.0) com design especifico.
Para o design da molécula sintética utilizamos a estratégia de unir todas as sequéncias obtidas em
um unico peptideo, no qual cada motivo proteico foi intercalado com um espagador que continha
os aminoacidos PPGGGPP. O espac¢ador com duas prolinas em cada uma das bordas foi desenhado
estrategicamente para promover a formagdo de uma estrutura secundaria, aproximando os
motivos e favorecendo uma maior reatividade da molécula.

ELISA para validagao de peptideos

Os ensaios de ELISA foram realisados em placas Nunc™ MaxiSorp™ sensibilizadas com 1ug do
peptideo sintético e bloqueadas com PBS-BSA 5%. Os soros de todos os individuos testados foram
utilizados numa concentracao de 1:100. O anticorpo secundario foi anti-lgM ou anti-lgG humana

com peroxidase (Sigma-Aldrich) de acordo com o experimento especifico.
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Para deteccdo de IgM foram avaliados 90 contatos e 142 pacientes, distribuidos nas formas
clinicas TT (35), BT (32), BB (20), BL (20), LL (35). Para detecgdo de IgG, avaliou-se 10 pacientes de
cada forma clinica e 55 contatos.

Ressonancia Plasmoénica de Superficie

Os ensaios de SPR foram realizados no equipamento SPR Autolab SPRINGER e PGSTAT. Para
isso, o peptideo (0,03 pg/mL) foi imobilizado em um filme polimérico Poly(3-hydroxybenzoic acid)
2,5mM (3-HBA) depositado sobre o eletrodo de ouro através da técnica de Voltametria Ciclica
aplicada pelo Autolab PGSTAT. A superficie foi bloqueada com PBS-BSA 0,25% e os soros diluidos
1:100 foram disponibilizados nos sensores e avaliados no equipamento. Parte dos experimentos
também foi realizado no equipamento Biacore X (GE Healthcare), seguindo basicamente os
mesmos passos do protocolo citado diretamente em polimero de ouro.

Para padronizacdo da técnica foram utilizados pools de soros dos pacientes, contatos e recém-
nascidos. Posteriormente, os testes individuais foram realizados com amostras de cinco pacientes
para cada forma clinica.

Phage display de Anticorpos

A selecao de anticorpos ligantes ao peptideo sintético que mimetiza o PGL-1 foi realizada
utilizando uma biblioteca de scFV fusionada a proteina PIlI[28] e de acordo com o protocolo
descrito por Barbas et al, 2001[24].

A biblioteca combinatdria de scFv, obtida de um pool de RNAs de individuos ndo infectados,
com diversidade de 2x10%, foi amplificada com o auxilio do fago helper e devidamente titulada.
Para o biopanning, placas foram sensibilizadas com 1ug do peptideo sintético e bloqueadas com
TBS-BSA 3%. A biblioteca amplificada (7x10°) foi colocada em contato com o peptideo por 1h a

37°C. Apos sucessivas lavagens, os fagos ligantes foram eluidos com glicina (0,2M pH 2,2).
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Os fagos eluidos foram amplificados em E. coli XL1-Blue para extracdo do plasmidio que
também contém o DNA viral. A extracdo foi feita com o Kit Miniprep (Qiagen-27106), seguido da
eletroporacdo em E. coli TOP-10 F' eletrocompetente. As bactérias transformadas foram
plagueadas e cada colbnia foi inoculada em placas deepwell contendo meio SB e 2% (v/v) de
glicose 2M para obtencdo do scFv soltvel. A indugdo da expressao do ScFv na bactéria foi realizada
com 2,5 mM de IPTG (Sigma-16758). O sobrenadante contendo as moléculas de scFv na forma
soltvel foi estocado para ser utilizado em ensaios ELISA.

A partir da obtencdo do scFv mais reativo, todos os ensaios foram realizados com o anticorpo
purificado em coluna de afinidade de Niquel (Histrap HP 5ml; GE Healthcare) no HPLC
(AKTApurifier; GE Healthcare) e concentrado por liofilizag3o.

ELISA para validagdao de anticorpos

Inicialmente, realizou-se um ensaio ELISA para detectar quais anticorpos haviam sido
expressos. Para isso, a placa foi sensibilizada com o sobrenadante que continha o scFv soltuvel e
bloqueada com PBS-BSA 5%. Como anticorpo secundario foi utilizado anti-HA com peroxidase
(1:2500).

Apds a analise do ensaio ELISA de expressdo, realizou-se um novo ensaio para detectar a
interagdo com o alvo. A placa foi sensibilizada com 1ug do peptideo sintético e bloqueada com
PBS-BSA 5%. O sobrenadante contendo o scFv foi colocado em contato com a placa, seguido dos
mesmos passos utilizados no ELISA anterior.

Apds a selecdao do scFv mais reativo, outros ensaios de ELISA contra alvos especificos foram
realizados, incluindo o PGL-1 nativo, sonicado total do M. leprae, extrato proteico total de L.

chagasi e M. tuberculosis. Para estes ensaios o scFv foi purificado e concentrado a 265,8 pug/mL.
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Imuno-histoquimica

Os cortes histolégicos foram obtidos de bidpsias de pele de pacientes com hanseniase. A
montagem dos blocos foi realizada por congelamento utilizando Tissue Tec OCT compound
(Sakura) e nitrogénio liquido. Apds os cortes, as laminas foram fixadas em formol 10%. O bloqueio
da fosfatase enddégena foi realizado com acido acético 5% e dos sitios inespecificos com soro de
cabra normal 2,5%. A incubacdo com anticorpo primario scfv puro (265,8 pug/mL) foi realizada
overnight. Como anticorpo secundario utilizou-se anti-His (GE Healthcare) 1:200 e ainda um
anticorpo terciario anti-mouse biotinilado (Jackson Lab 115.065.003) 1:300. As laminas foram
entdo incubadas com complexo AB+Fosfatase alcalina (1:100) e reveladas com fast red naftol. A
contra coloracao foi feita com Hemaxotilina de Harris.

Coloragao de Ziehl-Neelsen

As laminas foram coradas com solucdo fucsina fenicada de Ziehl Neelsen e descoradas com
solucdo alcool acido (acido cloridrico fumegante e etanol 95%). A contra coloracdo foi realizada
com azul de metileno.

Analise Estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad prism versao 6. Para comparagao
entre grupos amostrais foi utilizada Two-Way ANOVA com pds-teste de Bonferroni. A
determinacao de cutoff foi feita por andlise de curva ROC, inserindo os cdlculos de sensibilidade e
especificidade e considerando dois grupos, pacientes de todas as formas clinicas da hanseniase e
como controles as amostras de recém-nascidos. Para o calculo do indice Elisa, o valor da
absorbancia original foi dividido pelo cutoff pré-estabelecido, sendo considerado positivo
individuos com Indice Elisa superior a 1,0. Foi também utilizado uma anélise de regressdo linear

para comparagdo entre diferentes testes.
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RESULTADOS

A Figura 1A apresenta as sequéncias de aminodcidos dos peptideos presentes nos seis diferentes
fagos selecionados pelo biopanning. A molécula denominada PGL1-M3 é, portanto um peptideo
guimérico construido utilizando as seis sequéncias intercaladas por espacadores (Figura 1B). O
PGL1-M3 é uma molécula com regides hidrofdbicas (Figura 1C), dessa forma apresenta
caracteristicas quimicas semelhantes ao PGL-1 nativo e também adquire uma conformacdo

tridimensional (Figura 1D) pela presenca dos espacadores e de alguns aminoacidos.

A Phage Sequence Frequency (n) ¢ D
P1 HWMLPED 8
P2 HWFLWDG 1
P3 HWCLWDG 1
P4 HWMLPGG 1
P5 SMSRYGG 1
P6 SSPIWPS 1

B

Peptide Design

PGL1-M3 NH3-P1-PPGGGPP-P2-PPGGGPP-P3-PPGGGPP-P4-PPGGGPP-P5-PPGGGPP-P6—-CONH2

Figura 1: Sequéncias e design dos peptideos. A, sequéncias dos peptideos no fago com suas respectivas
frequéncias. n (nimero de clones). B, design do peptideo quimérico PGL1-M3. C e D, estrutura tridimensional
do peptideo PGL1-M3. Rosa (regides hidrofdbicas), marrom (espacadores) e verde (sequéncias do peptideo).

A dosagem de anticorpos do tipo IgM revelou que o PGL1-M3 apresenta uma sensibilidade de
89,11% e especificidade de 100% (Figura 2B), considerando uma curva ROC com area de 0,9777
(Figura 2C). Quando se avaliou a positividade considerando todas as formas clinicas da hanseniase
foi encontrado essencialmente o mesmo comportamento esperado ao se utilizar o PGL-1 nativo,
um aumento nos niveis de anticorpos a medida que se aproxima do polo lepromatoso (Figura 2A e
2B). Isso é reforcado quando se correlaciona o PGL1-M3 com o PGL-1 nativo, onde os resultados

demonstram uma forte correlacdo entre os dois, com R® de 0,8016 (Figura 2D). No grupo dos
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contatos domiciliares a positividade foi de 22,5% em comparacdo com 12,8% do PGL-1 nativo

(Figura 2B).
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Figura 2: Detecgao de anticorpos IgM por ELISA usando o antigeno PGL1-M3. A, grafico de reatividade do
PGL1-M3 com pacientes das diferentes formas clinicas, contatos e recém-nascidos. B, sensibilidade,
especificidade e positividade por forma clinica. C, curva ROC. D, correlacdo linear entre indice ELISA no
PGL1 nativo e indice ELISA no PGL1-M3. TT (tuberculdide), BT (borderline-tuberculéide), BB (borderline-
borderline), BL (borderline-lepromatoso) e LL (lepromatoso), HC (contatos domiciliares), CNB (controle de
recém-nascido). No quadro D temos que pacientes positivos sdo aqueles com indice Elisa (Valor da
Absorbancia/ cut off) maior que 1.

A Figura 3A apresenta a reatividade do PGL1-M3 frente aos soros de pacientes com
Leishmaniose visceral (VL) e Tuberculose (TB), a fim de avaliar possibilidade de reacdo cruzada

com essas doengas. Quando comparado aos pacientes lepromatosos a média da absorbancia dos
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pacientes com VL e TB é duas vezes menor, estando abaixo do valor de corte. O mesmo

comportamento foi encontrado para o PGL-1 nativo (Figura 3B).
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Figura 3: Detecgao de anticorpos IgM em pacientes com Leishmaniose visceral e Tuberculose utilizando os
antigenos PGL1-M3 e PGL-1 nativo. LL (lepromatoso); VL+ (positivo para Leishmaniose visceral); TB+ (positivo
para Tuberculose). Pacientes positivos sdo aqueles com indice Elisa (Valor da Absorbancia/ cut off) maior que 1
(acima da linha vermelha)

Utilizando o PGL1-M3 também foi possivel dosar anticorpos do tipo IgG. Na forma clinica TT a
positividade foi de 60.0% e em LL de 100.0% (Figura 4A e 4C), com comportamento similar do que
é encontrado para IgM, ou seja um aumento gradativo dos niveis de IgG quanto mais préximo do
polo LL. A curva ROC com area 0,8977 (Figura 4B) reforca a boa sensibilidade e especificidade do
peptideo, especialmente nas formas multibacilares (MB).

Nos contatos a positividade de IgG anti-PGL1-M3 foi de 39,0%. Ressaltando, que este peptideo
teve maior reatividade em tuberculéides em comparacao a dosagem de IgM anti-PGL-1 nativo

(11,5%).
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Figura 4: Detecgdo de anticorpos IgG utilizando PGL1-M3. A, grafico de reatividade do PGL1-M3 com
pacientes das diferentes formas clinicas, contatos e recém-nascidos. B, curva ROC. C, sensibilidade,
especificidade e positividade por forma clinica.

Para melhorar a eficiéncia do diagnodstico foi construido, com o PGL1-M3, um biossensor por

SPR. Os resultados evidenciaram variagao significativa no angulo de SPR (Figura 5A), mostrando

excelente sensibilidade da técnica para detec¢dao da interagao antigeno (PGL1-M3)-anticorpo de

pacientes. Através dessa técnica foi possivel distinguir todas as formas clinicas da hanseniase,

especialmente os paucibacilares (Figura 5C a 5G). E transformar as varia¢Ges angulares em valores

absolutos (Figura 5B).
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Figura 5: Interacdo antigeno-anticorpo em pacientes com hanseniase por SPR. A e B, sensorgrama mostra associa¢ao
entre PGL1-M3 e anticorpos de contatos (HC), pacientes tuberculdides (TT), borderline-borderline (BB), lepromatosos
(LL) e controles recém-nascidos (CNB). O grafico mostra o tempo (s) e a variagdo angular (m°). C, grafico de barra
mostrando a quantificacdo absoluta da variacdo angular. ** p<0,05 e *** p<0,01. D, E, F, G, H sensograma
comparando a reatividade de cada forma clinica com controle negativo (HC-).

Para confirmacgdo que o PGL1-M3 é realmente um peptideo que mimetiza as fun¢des do PGL-1

nativo foi produzido um anticorpo scFv anti-PGL1-M3. Dos 30 clones bacterianos que foram

transformados a fim de expressarem um anticorpo scFv especifico, apenas o clone G1 conseguiu

produzir o anticorpo de forma significativa (Figura 6A). Foi demonstrado também que o anti-PGL1-

M3 G1 reconhece o alvo de forma expressiva (p<0,001) em relacdo aos outros anticorpos

expressos (Figura 6B).

62




O scFv anti-PGL1-M3 G1 reconhece ndo s6 o PGL1-M3 de forma significativa (p<0,001), como
também o PGL-1 nativo (p<0,005) e um sonicado celular total do M. leprae (p<0,001). O anticorpo
ndo apresentou interacdo significativa com extratos proteicos de L. chagasi e M. tuberculosis
(Figura 6C), comprovando que o mesmo é especifico para reconhecer o PGL1 do M. leprae. Na
estrutura do PGL-1 tem-se que o determinante antigénico é o trissacarideo presente na molécula.
A Figura 6D comprova que o scFv produzido reconhece a molécula sintética ND-O-HSA

(dissacarideo natural-octil-HSA).
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Figura 6: Anticorpo scFv anti-PGL1-M3. A, anticorpos scFv expressos em E. coli top-10. B, anticorpos expressos
gue reconhecem o PGL1-M3. C e D, interagdo do anti-PGL1-M3 com diferentes antigenos. PGL1-N (PGL-1

nativo); ND-O-HAS (dissacarideo natual octil HSA); NC-IP (controle negativo/peptideo irrelevante). ** p<0,005;
k k%
p<0,001.
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A figura 7 apresenta os resultados da imuno-histoquimica realizada em biopsias de pele de um
paciente lepromatoso, onde a presenca do bacilo foi confirmada pela coloracdo de Ziehl-Neelsen
(Figura 7A). O resultado demonstrou que houve marca¢do no tecido deste paciente (Figura 7B),
comprovando que o anticorpo reconheceu o M. leprae. O controle da reacdo (corte do paciente LL

sem scFv primario) foi negativo (Figura 7C).

Figura 7: Imuno-histoquimica de biopsias de pele utilizando o scFV anti-PGL1-M3. A, identificacdo do M. leprae utilizando
a coloragao de Ziehl-Neelsen. B, marcacdo positiva do anti-PGL1-M3. C, controle da rea¢do sem scFv. As setas vermelhas
indicam as areas com marcacgao.
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DISCUSSAO
O nosso trabalho produziu um peptideo mimético ao PGL-1, desenvolvendo uma plataforma
biofoténica que tras contribuicdes importantes para o diagndstico da hanseniase.

O PGL-1 é um importante antigeno do M. leprae, representando até 3% do peso total do
bacilo[29] e seu papel como marcador soroldgico ja foi descrito na literatura[30]. Os niveis de PGL-
1 se correlacionam com IB, sendo altamente detectado em pacientes multicabilares[31]. Além, do
PGL1 ter um importante papel no monitoramento do tratamento poliquimioterapico[2]. Em
contatos, tem sido utilizado como marcador de infeccao subclinica[3, 5-7].

O uso do PGL-1 na pratica clinica tem sido cada vez maior devido a sua importancia, porém
existe uma problematica em torno da capacidade de producdo da molécula nativa em larga escala.
Diante dessa dificuldade, surge como alternativa a producdo de peptideos miméticos que
consigam desempenhar as mesmas fungGes naturais do PGL-1 nativo. A primeira e Unica tentativa
de obter peptideos miméticos ao PGL-1 por phage display foi sem sucesso e mostrou-se ineficaz
para o diagnostico sorolégico da hanseniase[10] talvez por ter sido usado um anticorpo sem a
devida confirmacao de especificidade ao alvo.

O potencial diagndstico do peptideo mimético encontrado nesse estudo pode ser explicado
inicialmente pelas caracteristicas quimicas da molécula produzida. As regides hidrofébicas
encontradas no peptideo PGL1-M3 estariam mimetizando as estruturas lipidicas do PGL-1, esse
tipo de caracteristica foi relatada para um peptideo mimético do antigeno AMA1 de Plasmodium
falciparum, que também possui um sulco hidrofébico[32]. A insercao de prolinas nos espagadores
do PGL1-M3, foi fundamental para que esta molécula adquirisse uma estrutura conformacional,
importante para interagdo antigeno e anticorpo. Esse aminodacido possui um anel saturado que

favorece uma ligacdo peptidica forte, o que garante uma preferéncia conformacional[33].
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Assim, estamos diante de uma estrutura proteica que funcionalmente age como um
glicolipideo. Muitos trabalhos também relatam peptideos biologicamente ativos mimetizando
estruturas lipidicas[34, 35]; inclusive LAM (lipoarabinomanana) de M. tuberculosis[36] e outros
peptideos obtidos por phage display também miméticos de LAM[37].

A positividade do PGL1-M3, quando detectou-se IgM, nas formas clinicas BB, BL e LL (80, 95 e
100%) segue os mesmos padroes relatados na literatura quanto ao PGL-1 nativo[6].
Resumidamente, o PGL-1 nativo apresentou soropositividade para MB de 78%, variando de 51,2%
a 97,4%[30] e nos testes com os derivados sintéticos, a soropositividade para MBs foi de 76,36%
para o ND-O-HSA ELISA[3], 97,4% para o NT-P-BSA ML-Flow [38] e 87,2%[39], corroborando os
nosso achados com o PGL1-M3 de 92,5%.

Para o grupo PB, observa-se na literatura uma variacdao da soropositividade de 9% a 31,82%[3,
6, 39, 40] no ELISA PGL-1 nativo, enquanto que o PGL1-M3 apresentou positividade de 34,3% para
TT, muito préximo do encontrado para o ND-O-HSA ELISA[3] e ML-Flow HSA[38]. O PGL1-M3
também mostrou-se um importante marcador de infec¢do, pois detectou 22,5% dos contatos, um
indice igual ou maior do que tem sido encontrado na literatura para ELISA PGL-1 nativo, que é de
até 10% a 25%I5, 6, 41].

Os ensaios ELISA sinalizaram a grande eficiéncia do PGL1-M3 melhorando sensivelmente o
desempenho com o desenvolvimento de um biossensor utilizando a tecnologia biofotonica SPR,
gue representa uma grande inovag¢do na utilizagdo do PGL1-M3 como plataforma diagndstica. O
SPR combina a seletividade do reconhecimento molecular de biomoléculas e a alta sensibilidade
do transdutor de sinal[42], e como resultado obtém-se uma andlise em tempo real muito mais
sensivel que os imunoensaios convencionais[43)]. Por isso, foi possivel detectar anticorpos
utilizando quantidades minimas do peptideo (0,03 pg) e ainda diferenciar claramente todas as

formas clinicas da hanseniase com resultados muito promissores. A versatilidade desse tipo de
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plataforma tem permitido avaliar a interacdo de peptideos miméticos com micobactérias[22],
construir imunosensores para hepatites[44], detectar proteinas de saliva[45] e ainda caracterizar a
ligacdo de proteinas humanas com glicoproteinas do M. leprae[19]. Uma outra vantagem dessa
plataforma é a possibilidade de transformar as variagdes angulares em valores absolutos, de
simples compreensdo na pratica clinica.

Além da deteccdo de IgM, o PGL1-M3 também detectou IgG nos pacientes com hanseniase,
especialmente em TT (60%), o que poderia estar correlacionado com a resposta celular presente
nesse grupo. Trabalho anterior demonstrou que niveis de IgG eram detectados pelo PGL-1 nativo,
sendo 1gG3 encontrada em pacientes LL com eritema nodoso lepromatoso[46]. IgG1 anti-MSE
(sonicado do extrato de M. leprae) também foi encontrada com niveis mais elevados em pacientes
LL[47], o poderia justificar a deteccdo pelo PGL1-M3 de IgG em 100% desse grupo. Enquanto, 1gG2
e 1gG4 anti-GroES foram mais encontradas em pacientes TT[48]. Dessa forma, acreditamos que
IgG1 e I1gG3 estariam relacionadas com a disseminac¢do da doenca e por isso mais presentes nas
formas multibacilares, enquanto 1gG2 e IgG4 com o controle, dai a relagdo com a resposta imune
celular. Essa hipdtese estd fundamentada no mecanismo por tras da up-regulacao de anticorpos
mediada pela 1gG2, que regula o aumento da apresentagdao de anticorpos para células T CD4+,
pelos receptores FcyR+ das células apresentadoras de antigenos[49].

Nos contatos a positividade foi de 39%, semelhante ao que ocorre com outros antigenos como
LID-1, ML0O405 e ML2331[50]. Esses dados, reforcam que a dosagem dessa imunoglobulina é
importante para demonstrar exposi¢ao mais antiga ao bacilo[51].

Para confirmar se o PGL1-M3 é de fato mimético do PGL-1 nativo, realizamos a engenharia
reversa do processo de selecao, ou seja, produzimos um anticorpo contra o peptideo mimético e
verificamos se este anticorpo monoclonal tipo scFv reconheceria a molécula nativa. O uso de

phage display com bibliotecas scFv é uma poderosa ferramenta para a descoberta de ligantes
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especificos e para validar plataformas diagndsticas [14], como para tuberculose [15] e maldria
[16]. O scFv produzido interagiu ndo somente com o PGL-1 nativo, como também com antigeno
sintético ND-O-HSA, indicando que a interacdo ocorre na regido antigénica do PGL-1, que é Unica e
especifica do M. leprae [2], corroborando os resultados do mimetismo do peptideo PGL1-M3 ao
PGL-1, tanto na regido lipidica quanto no trissacarideo dessa molécula.

Os dados da imuno-histoquimica confirmam que o anticorpo ScFv reconheceu o M. leprae em
biopsias de pele, como foi demonstrado o bacilo com anti-PGL-1 monoclonal em amostras de
nervo[52]. Vale salientar que a utilizacdo de fragcGes de anticorpos produzidos por phage display
tem sido descritos na literatura em ensaios de imuno-histoquimica [17, 28, 53].

O presente trabalho apresenta uma proteina quimérica constituida por multiplos epitopos
miméticos ao PGL-1 nativo do M. leprae, com validacdo quimica e bioldgica, e com grande
potencial de aplicacdo em imunoensaios convencionais e imunosensores para o diagndstico da
hanseniase, podendo substituir o PGL-1 nativo, inclusive na classificacdo operacional. Mais
importante ainda foi a sua utilizacgdo em plataforma biofotdnica, que permitiu a deteccdo em
100% dos pacientes, indicando que novos sensores podem contribuir para um diagndstico mais

eficaz e nas politicas publicas de saude.
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Revista: Plos neglected tropical diseases

Titulo: Peptideos Miméticos que reconhecem IgG/IgA com potencial para o diagndstico e

progndstico da hanseniase

Resumo

Introdugdo

O diagnoéstico precoce da hanseniase representa uma importante ferramenta para diminuir a
incidéncia da doenga, especialmente em paises endémicos como o Brasil. Para isso é fundamental
o desenvolvimento de novas plataformas, que incluam o mapeamento de antigenos com potencial
para o imunodiagndstico. Nesse trabalho visamos identificar peptideos que mimetizam antigenos
do M. leprae e que sejam promissores como marcadores imunoldgicos, tanto para deteccdo de
IgG no soro quanto IgA na saliva.

Metodologia

Para identificar os peptideos imunorreativos foi utilizada a tecnologia de phage display tendo
como alvo IgG purificada. Os fagos obtidos foram validados por imunoensaios ELISA e aqueles
mais reativos foram selecionados. Os peptideos foram sintetizados e validados por bioinformatica
e ELISA para detecgdo de IgG (soro) e IgA (soro e saliva) de pacientes e contatos domiciliares (HC).
Para caracterizar o(s) antigeno(s) nativo(s), anticorpos scFv foram selecionados contra os
peptideos sintéticos por phage display para imunocaptura dos antigenos nativos e analise por
espectrometria de massas.

Resultados

Trés peptideos fusionados aos fagos foram selecionados com base na maior reatividade no soro de
pacientes. Os peptideos foram sintetizados quimicamente e nomeados MPML11, MPML12 e
MPML14. A andlise de bioinformatica revelou que ambos poderiam mimetizar as proteinas GroEL
e GroES. O MPML11 apresentou positividade de 52,2% em tuberculdides (TT), 35% em HC e
naqueles pacientes com reagao tipo 2, conferindo um odds ratio=8,25. Os peptideos MPML12 e
MPML14 apresentaram um comportamento muito similar ao PGL1, tendo 100% e 92,85% de
positividade em lepromatosos (LL), respectivamente. Interessantemente, detectou-se a presenga
de IgA nos soros dos pacientes, especialmente nos multibacilares (MBs), que também

apresentaram altos niveis de IgA na saliva, assim como naqueles HCs com casos indices MBs.
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Conclusao

Os peptideos MPML11, MPML12 e MPML14 s3ao marcadores promissores para o diagndstico e
progndstico da hanseniase. MPML11 pode contribuir no diagndstico de casos paucibacilares e no
progndstico para reacdo tipo 2. J& MPML12 e MPM14 detectam IgG e IgA, especialmente nas

formas MBs, e podem ser importantes no monitoramento de HC.

Sumario do Autor

A hanseniase é uma doenca que acomete milhares de pessoas em paises endémicos, como
Bangladesh, india, Etidpia e Brasil, por isso representa um grave problema de saude publica,
especialmente por que muitos dos individuos acometidos, por falta de um diagndstico precoce,
acabam tendo graves incapacidades fisicas. Para diminuir o nUmero de casos, é necessario romper
com o ciclo de transmissdo, que perpassa por identificar individuos com infeccdo subclinica que
ainda ndo desenvolveram a doenca, mas sdo participantes ativos da cadeia epidemioldgica. Por
isso, é fundamental o desenvolvimento de novas ferramentas diagndsticas que atendam as
necessidades emergenciais para o controle da hanseniase. Nesse trabalho, objetivamos identificar
moléculas a serem utilizadas na deteccdo de anticorpos como ferramentas diagndsticas.
Desenvolvemos e caracterizamos trés peptideos que imitam antigenos especificos do bacilo
causador da hanseniase, os quais podem ser utilizados no diagndstico sorolégico com alta
sensibilidade e especificidade. Para isso, utilizamos tecnologias modernas e eficientes para
descobrir novas moléculas, utilizando plataformas simplificadas que podem ser aplicadas em
qualquer centro de referéncia em regides endémicas, melhorando assim a qualidade do
diagndstico e contribuindo para aumentar a cobertura do mesmo. Como consequéncia essas
ferramentas devem auxiliar na diminuicdo do numero de casos da doenca, atendendo as metas da

Organiza¢do Mundial de Saude.
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Introducgao

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica, dermato/neuroldgica e incapacitante, que tem
como agente causal o Mycobacterium leprae[1]. Mesmo com o esforco mundial para eliminar essa
doenca como um problema de saude publica[2], o Brasil ainda ocupa o segundo lugar no mundo
em numero de casos[3]. Nesse sentido, a Organizacdo Mundial de Saude definiu como estratégia
global a redugdo na incidéncia de casos novos como prioridade[4], evidenciando a importancia do
diagnéstico precoce, que visa diminuir a transmissdo da doenca na comunidade[5], o que inclui
diagnosticar corretamente os casos com suspeita da doenca e identificar infec¢do subclinica.

Os testes imunologicos complementares, que incluem a utilizacdo de uma série de antigenos do
M.leprae, tem representado uma importante ferramenta no diagndstico da hanseniase. Os
antigenos PGL-1 (glicolipideo fendlico 1)[6] e seus derivados sintéticos, como ND-O-BSA e NT-O-
BSA[7,8], LAM (lipoarabinomanana)[9] e varias proteinas recombinantes, como ML0405 e
ML2331[10] sdo utilizados em imunoensaios ELISA[11] e em testes de fluxo lateral[12], que
também incluem plataforma semi-quantitativa acoplada a smartphone[13].

Além desses antigenos, é possivel utilizar peptideos miméticos como biomarcadores, por serem
pequenas moléculas, de facil obtencdo e sintese, que conseguem imitar antigenos naturais de
diferentes patdgenos[14], mantendo a especificidade e reatividade dos mesmos.

A tecnologia phage display[15] tornou-se uma metodologia largamente utilizada para sele¢do
de peptideos e anticorpos, representando uma alternativa promissora frente as formas classicas
de identificar proteinas imunogénicas em diferentes patdgenos[16], além de ser uma técnica
poderosa que seleciona peptideos com dominios de ligacdo especificos[17]. Por essa
caracteristica, esses peptideos conseguem detectar anticorpos circulantes formando um complexo

antigeno-anticorpo[18] como plataforma diagndstica.
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Antigenos que detectam anticorpos IgG e IgA tém sido muito importantes na hanseniase. A
deteccdo de IgG no soro tem sido relacionada como marcador de prognéstico[19], e também na
classificacdo das formas multibacilares[10]. E a deteccdo de IgA na saliva tem sido descrita em
pacientes multibacilares[20], e representa uma abordagem bastante promissora pela utilizacdo de
uma amostra menos invasiva[21].

A utilizagdao de peptideos miméticos que pudessem identificar comunicantes suscetiveis entre
os contatos domiciliares, diferenciando portadores sadios e delimitando grupos-alvo com maior
risco de desenvolver a doencga, representa uma importante estratégia de prevencdo. Além disso, o
aprimoramento do diagnédstico da hanseniase podera auxiliar em uma classificacdo clinica correta
e tratamento adequado, evitando recidivas e controlando novos focos de infeccdo[22]. Nesse
sentido, esse trabalho visa mostrar a utilizacdo de peptideos miméticos, que detectam IgG e IgA
em pacientes e contatos, como ferramenta promissora para o diagnodstico e prognodstico da

hanseniase, que podem se adequar as diferentes plataformas imunoldgicas.

Metodologia

Amostragem

Todos os pacientes e contatos, bem como os controles negativos, foram recrutados conforme
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob o
protocolo n® 449/10, e termos de consentimento livre e esclarecido foram obtidos de todos. Os
pacientes foram classificados conforme Ridley & Jopling (1966) [23] em tuberculdide (TT),
borderline-tuberculéide (BT), borderline-borderline (BB), borderline-lepromatoso (BL) e
lepromatoso (LL) foram classificadas conforme Ridley & Jopling (1966) [23]e atendidos no Centro
de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitdria e Hanseniase-CREDESH (Uberlandia, Minas

Gerais). Todos os pacientes foram submetidos a um protocolo clinico-laboratorial para diagndstico
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e classificacdo da hanseniase, que inclui realizacdo dos testes de Mitsuda, ELISA anti-PGL-1, PCR de
esfregaco dérmico e indice baciloscépico de esfregaco cutdneo e biopsias das lesdes para exame
histopatolégico. O numero de amostras de pacientes teve variagao de acordo com cada
experimento e serd descrito separadamente em cada item.

Também foram utilizadas amostras de contatos domiciliares devidamente acompanhados,
observando-se a quantidade de cicatrizes vacinais pelo BCG-ID, e exames, como ELISA, Orange Life
(NDO-LID®), PCR e reagdo intradérmica de Mitsuda. Amostras soroldgicas de recém-nascidos
(n=10), sem histérico materno de hanseniase ou de ser contato, foram os controles negativos
verdadeiros. Para os testes de especificidade, utilizou-se soros de pacientes com comprovacao
clinica e laboratorial de Leishmaniose visceral (n=10), Tuberculose (n=10) e OQutras
Micobacterioses (n=5).

Phage display de peptideos

O biopanning teve como alvo 1gG purificada de pacientes tuberculdides (n=10), lepromatosos
(n=10) e um grupo de contatos (n=10) com ELISA PGL-1, ML-Flow, PCR em tempo real para
deteccdo de M. leprae em sangue negativos e Mitsuda superior a oito milimetros. A purificagao foi
realizada utilizando uma resina anti-IgG humana-cadeia y especifica (Sigma-Aldrich), seguindo as
recomendacgdes do fabricante, a partir do pool dos soros dos pacientes, conforme a classificacao, e
contatos selecionados.

Para a selecdo dos peptideos miméticos, utilizou-se uma biblioteca Ph.D.-C7™ (New England
BioLabs® Inc.), na qual foram realizadas dois biopannings, sendo um com IgG de TT e outro com
IgG de LL, utilizando como estratégia um passo subtrativo, onde a biblioteca de fagos era exposta
as IgGs purificadas do grupo controle (contatos), seguida de uma selecao positiva, no qual os fagos

gue ndo se ligaram eram expostos as IgGs de pacientes TT ou LL.
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O biopanning liquido ocorreu na mesma resina utilizada para purificacdo das IgGs, seguindo o
protocolo descrito por Barbas et al (2001)[24]. Para isso, os anticorpos purificados (300ng) foram
colocados em contato com a biblioteca de fagos (1x10%°) no primeiro ciclo e nas selecdes
subsequentes com particulas de fagos amplificados obtidas no ciclo anterior. A mistura fago-
anticorpo foi transferida para o tubo contendo a resina previamente bloqueada (PBS-BSA 5%). Os
fagos ndo ligantes foram removidos por sucessivas lavagens, e os ligantes foram eluidos com
glicina (0,2M pH 2,2) nos trés primeiros ciclos de sele¢do, e com Mitsudina (bacilos mortos),
eluicdo competitiva, nos dois ultimos.

Em cada ciclo os fagos foram amplificados e titulados em cultura de Escherichia coli ER2738. Os
fagos selecionados, obtidos do 52 ciclo ndo amplificado, foram usados para extracdo e posterior
sequenciamento do DNA utilizando o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing juntamente com
primer - 96 glll (Biolabs) em MegaBaceTM 1000 (GE Healthcare).

ELISA com os peptideos expressos nos fagos

Nos ensaios ELISA de pré-validacao, utilizou-se pools com 10 soros de cada grupo de pacientes
TT, LL e HC. As placas de microtitulagao (Polysorp™) foram sensibilizadas com anticorpo anti-M13
(1 pg) e bloqueadas com PBS-BSA 5%. Foi entdo adicionado 50uL/pogo de sobrenadante dos fagos,
seguidos do pool de IgGs diluidos 1:100. A anti-IgG humana (1:5000) com peroxidase foi utilizada
como anticorpo secundario para a detec¢do do imunocomplexo.

Os fagos T04, V06 e V13 foram testados com 40 soros de TT, LL e HC. O procedimento foi o
mesmo seguido na pré-validacdo, com excecdo da adicdo dos fagos purificados (1X10'°) e dos
soros, onde nao foi utilizado pools, e sim amostras individuais na diluicdo de 1:100.

Bioinformatica e design de peptideos
A deducao in silico das sequéncias de aminoacidos foi realizada pela ferramenta online Expasy

Translate Tool[25]. Com a obtencdo das sequéncias dos peptideos expressos na superficie dos
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fagos foi realizada uma sintese quimica comercial dos mesmos (Peptide 2.0). Para isso foi
desenhado seis peptideos sintéticos diferentes (MPML10 a MPML15), sendo dois para cada
sequéncia dos fagos T04, V06 e V13. O primeiro design apresentava duas repeti¢cdes da sequéncias
originais intercaladas com o espacador GGGS. E o segundo, além das duas repeticdes houve o
acréscimo de oito aminodcidos da proteina Plll do fago.

No software |-TASSER[26] foi feita a modelagem dos peptideos sintéticos e as estruturas
moleculares obtidas foram visualizadas no PyMOL 1.5.0.4[27]. Para testar o alinhamento entre os
peptideos e estruturas tridimensionais de proteinas foi utilizado o programa Pepsurf[28], sendo as
estruturas visualizadas no PyMOL. A modelagem da proteina GroEL de M. leprae foi realizada no I-
Tasser e a estrutura tridimensional de GroES de M. tuberculosis[29] esta disponivel no PDB[30].
ELISA com os peptideos sintéticos

Os ensaios ELISA foram realisados em placas Nunc™ MaxiSorp™ sensibilizadas com 1ug dos
peptideos sintéticos (MPML11, MPML12 ou MPML14) e bloqueadas com PBS-BSA 5%. Os soros de
todos os individuos testados foram utilizados na concentracdo de 1:100 e a saliva diluida 1:5. O
anticorpo secundario foi anti-IgG ou anti-IgA humana com peroxidase (Sigma-Aldrich) de acordo
com o experimento especifico.

Para os trés peptideos, na deteccdo de IgG foram avaliados 55 contatos e 135 pacientes,
distribuidos nas formas clinicas TT (35), BT (25), BB (22), BL (25), LL (28). Ja para IgA, tanto na saliva
guanto no soro, avaliou-se 10 pacientes de cada forma clinica e 10 contatos.

Foi realizada uma comparagado entre os resultados de ELISA, para detecg¢do de 1gG, do MPML12
com resultados do teste Smart Reader NDO-LID® realizados previamente no laboratério de
hanseniase do CREDESH-UFU, em 5 pacientes multibacilares e 30 contatos, considerando

individuos positivos aqueles com resultados superior ao cutoff de 0,8 que foi calculado pela
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analise de curva ROC considerando uma populacdo de pacientes multibacilares e contatos
domiciliares atendidos em Uberlandia-MG.
Phage display de Anticorpos

Foram realizados trés biopannings individuais de anticorpos ligantes aos peptideos sintéticos
MPML11, MPML12 e MPML14, utilizando uma biblioteca de scFV fusionada a proteina PIII[31], de
acordo com o protocolo descrito por Barbas et al.,, 2001[24]. Resumidamente, uma biblioteca
combinatorial de scFv, com diversidade de 2x10® construida a partir de um individuo saudavel, foi
amplificada com o auxilio do fago helper e devidamente titulada. Para os biopannings, placas
foram sensibilizadas com 1ug dos peptideos sintéticos e bloqueadas com TBS-BSA 3%. A biblioteca
amplificada (7x10°) foi colocada em contato com os peptideos por 1h a 37 °C. Apds sucessivas
lavagens, os fagos ligantes foram eluidos com glicina (0,2M pH 2,2).

Os fagos eluidos foram amplificados em E. coli XL1-Blue para extracdo do plasmidio que
também contém o DNA viral. A extracdo foi feita com o Kit Miniprep (Qiagen-27106), seguido da
eletroporacdo em E. coli TOP-10 F' eletrocompetente. As bactérias transformadas foram
plagueadas e cada col6nia foi inoculada em placas deepwell contendo meio SB e 2% (v/v) de
glicose 2M para obtengao do scFv soluvel. A indugdo da expressao do scFv na bactéria foi realizada
com 2,5 mM de IPTG (Sigma-16758). O sobrenadante contendo as moléculas de scFv na forma
soluvel foi estocado para ser utilizado em ensaios ELISA.

A partir da obtenc¢do dos scFv mais reativos contra cada peptideo, todos os ensaios foram
realizados utilizando o anticorpo purificado em coluna de afinidade de Niquel (Histrap HP 5ml, GE

Healthcare) no HPLC (AKTApurifier-GE Healthcare) e concentrado por liofilizagdo.

80



ELISA para validagao de anticorpos

Inicialmente, foi realizado ensaios ELISA para detectar os anticorpos que foram devidamente
expressos. Para isso, a placa foi sensibilizada com o sobrenadante que continha o scFv soluvel e
bloqueada com PBS-BSA 5%. Como anticorpo secundario foi utilizado anti-HA com peroxidase
(1:2500).

Com o resultado do ensaio ELISA de expressdo, foram realizados novos ensaios para detectar a
interacdo com o alvo. A placa foi sensibilizada com 1pug dos peptideos sintéticos (MPML11;
MPML12 e MPML14) e bloqueada com PBS-BSA 5%. O sobrenadante contendo o scFv foi colocado
em contato com a placa, seguido dos mesmos passos utilizados no ELISA anterior.
Sequenciamento e Bioinformatica dos anticorpos

O sequenciamento das cadeias leve (primer mmb4) e pesada (primer mmb5) dos anticorpos foi
realizado utilizando o kit DyEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing em MegaBaceTM 1000
(GE Healthcare).

Para a dedugdo das sequéncias dos anticorpos anti-MPML11 (A1), anti-MPML12 (E3) e Anti-
MPML14 (G2) foi utilizado os programas IgBlast[32] e Vbase2[33]. As sequéncias obtidas foram
submetidas ao software I-Tasser[26] e Kotai Antibody Builder[34] para obtenc¢ao da estrutura 3D.
Em seguida, com o intuito de validar a afinidade da ligagdo do anticorpo anti-MPML14 com o
peptideo sintético MPML14 e a proteina GroEL, o software PatchDock[35,36] foi utilizado.
Imunoprecipita¢ao e Espectrometria de Massas para captura da proteina nativa
O anticorpo scFv anti-MPML14 foi acoplado em nanoparticulas magnéticas Ni-charged MagBeads
(GenScript) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Em seguida, o extrato proteico
total do M. leprae (1000ug/ml) foi colocado em contato com as nanoparticulas contendo o
anticorpo de interesse por 1 hora a temperatura ambiente. Apds, esse periodo foi realizada

sucessivas lavagens (10x) para remocdo das proteinas ndo ligantes. A obtencdo das proteinas

81



especificas ligadas ao anticorpo foi feita por eluicdo acida com glicina (0,2M pH 2,2). A proteina
presente no eluato foi entdo identificada por espectrometria de massas.

As andlises de espectrometria foram realizadas por reducdo e alquilacdo com DTT e
iodoacetamida, digestdo enzimdtica com tripsina e cromatografia liquida em UPLC acoplado a
eletrospray Quadrupole-Time of Flight (LC-ESI-Q-TOF). A calibracdo do equipamento foi realizado
para 10ppm de precisdo e uma resolucdo de 9300 para ion m/z 588.8692.

Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad prism versdo 6. A determinacdo de
cutoff foi feita por andlise de curva ROC, inserindo os célculos de sensibilidade e especificidade e
considerando dois grupos, pacientes de todas as formas clinicas e como controles as amostras de
recém-nascidos. Para avaliar as chances de desenvolver a doenca ou reacdo adversa, foi realizada
uma analise de contingéncia utilizando o teste Exato de Fisher com calculo de ODDS ratio e

intervalo de confianca.

Resultados

Nos dois biopanning foram obtidos 77 clones (dados ndo mostrados), sendo que destes 29 foram
utilizados na pré-validagdo com pools de soros, onde os fagos V06, V13 e T04 foram os mais
reativos (Figuras 1B e 1C) quando se comparou pacientes e contactantes (p<0.001). Estes
apresentaram peptideos expressos, que tiveram suas sequéncias de aminodcidos estimadas
(Figura 1A). As Figuras 1D e 1E, mostram que os fagos V06 e V13 reagem essencialmente com
pacientes virchovianos, ja o fago T04 tem uma tendéncia a reconhecer mais tuberculdides (Figura

1F).
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Figura 1: Reatividade dos fagos. A, sequéncia e frequéncia dos peptideos expressos nos fagos. B e C,
pré-validacao da reatividade dos fagos testando pools de soros de pacientes e contatos. D, E e F,
reatividade dos trés fagos selecionados na pré-validacao testando soros individuais. TT (tuberculdide);

LL (lepromatosos); HC (contatos domiciliares).

A partir dos resultados da reatividade dos peptideos fusionados ao fago, foram desenhados e
sintetizados seis peptideos. O MPML10 e MPML11 referentes ao fago T04 diferem entre si pela
adicdo de uma sequéncia de oito aminoacidos da proteina Plll, a mesma estratégia foi utilizada
para os peptideos referentes aos fagos V06 e V13 (Figura 2A).

Os peptideos MPML10; MPML13 e MPML15 ndo apresentaram reatividade nos ensaios de
ELISA (dados ndo mostrados), por isso foram descartados de andlises posteriores. Os peptideos
MPML11, MPML12 e MPML14 apresentaram reatividade significativa e foram selecionados para
ensaios posteriores. MPML11 e MPML14 adquiriram uma estrutura conformacional prépria em

formato globular (Figuras 2B e 2C), enquanto que o MPML12 manteve uma estrutura

tridimensional linear (Figura 2D).
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Phage Sint. Pep. Design

MPML10 NH3-YSTTLSYGGGSYSTTLSY-CONH2

104 MPML11 NH3-YSTTLSYGGGSYSTTLSYGGGSAETVESCL-CONH2
MPML12 NH3-YGVSGPTGGGSYGVSGPT-CONH2

Voo MPML13 NH3-YGVSGPTGGGSYGVSGPTAETVESCL—CONH2
MPML14  NH3-YGCLGTTGGGSYGCLGTT-CONH2

V13

MPML15 NH3-YGCLGTTGGGSYGCLGTTAETVESCL—CONH2

MPML11

MPML12

Figura 2: Design e Modelagem dos peptideos sintéticos. A, sequéncia dos peptideos
sintéticos construidos a partir do fago. B, C, D, estrutura tridimensional dos peptideos
sintéticos. Em vermelho a sequéncia do peptideo; em verde espacadores; em azul os
primeiros oito aminodcidos da proteina PlIl do fago.

Os trés peptideos MPML11, MPMP12 e MPML14 alinharam com a proteina GroEL de M. leprae
em trés regides diferentes da molécula (Figuras 3A, 3B, 3C, 3D), sugerindo que poderiam ser
miméticos desta proteina. O alinhamento também ocorreu com a GroES de M. tuberculosis,

basicamente na mesma regidao (cadeia A) para os trés peptideos (Figuras 3E, 3F, 3G, 3H).
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Figura 3: Alinhamento dos peptideos sintéticos com as proteinas GroES e GroES. A, B, C e D alinhamento com Groel
de M. leprae Br4923. E, F, G, H alinhamento com Groes de M. tuberculosis. Em verde GroEL; em amarelo GroES; em
vermelho os peptideos; em azul sequéncia da proteina Plll do fago.

O peptideo MPML11, quando avaliou-se a 1gG, apresentou uma positividade de 52,2% em TT,
81,9% em LL e 35% em HC, com especificidade de 100%, considerando que a reatividade foi basal
para os controles de recém-nascidos (Figura 4A e 4B) e reatividade inferior ao limite do cutoff para
os pacientes com Leishmaniose Visceral e Tuberculose (Figura 4C).

A positividade para o MPML11 em pacientes multibacilares com reagao tipo 2 foi maior que
pacientes sem reacdo (Figura 6), conferindo um odds ratio de 8,25 (IC: 1,37 a 49,57). Assim, este

peptideo parece ser um importante marcador de reacdo.
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Figura 4: Detec¢do de anticorpos IgG usando MPML11. A, grafico de reatividade do
MPML11 com pacientes das diferentes formas clinicas, contactos e recém-nascidos. B,
sensibilidade, especificidade e positividade por forma clinica. C, deteccdo de IgG em
pacientes com Leishmaniose Visceral (VL+) e Tuberculose (TB+). TT (tuberculdide); BT

(borderline-tuberculéide); BB (borderline-borderline); BL (borderline-virchoviano);

(lepromatosos); HC (contatos domiciliares); CNB (controle de recém-nascido).

O peptideo MPML12 teve um comportamento muito semelhante ao encontrado para outros

antigenos do M. leprae, como o PGL-1, apresentando maior titulo de IgG em pacientes

multibacilares, com positividade que variou de 11,8% para TT até 100% para LL (Figura 6A),

aumentando gradativamente nas formas intermedidrias (BT: 48%, BB: 55% e BL: 85,7%), com

sensibilidade de 73,40% e especificidade de 100% (Figura 6B). Considerando apenas os pacientes

multibacilares, a sensibilidade aumenta para 82,61%. Todos os controles, incluindo recém-

nascidos, pacientes com Leishmaniose Visceral, Tuberculose e Outras Micobacterioses foram

negativos para este antigeno (Figura 6C). Em contatos a positividade foi de 11,1% (Figura 6A).
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Figura 6: Detecgdo de anticorpos IgG usando o MPML12. A, grafico de reatividade do MPML12
com pacientes das diferentes formas clinicas, contactos e recém-nascidos. B, sensibilidade,
especificidade e positividade por forma clinica. C, deteccdo de IgG em pacientes com
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A comparagao da reatividade do MPML12 com a plataforma Smart Reader NDO-LID® mostrou
uma correlacdo de 0,7821 (p<0,001) considerando um cutoff de 0,1027 para o MPML12 e 0,8 para
o Smart Reader NDO-LID® (Figura 7A). As Figuras 7B e 7C mostram a reatividade do MPML12 e
Smart Reader NDO-LID®, respectivamente. O comportamento de ambos sdo similares, exceto para
0 grupo HC- que apresentou uma positividade maior (média acima do cutoff) para o peptideo

MPML12 (Figura 7C).
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Figura 7: Correlagao linear entre MPML12 e Smart Reader NDO-LID®. A, grafico de correlacao;
as linhas em vermelho representam o cutoff para MPML12 (0,1027) e Orange Life (0,8). B e C,
reatividade de contatos para Smart Reader NDO-LID® e MPML12, respectivamente. LL
(lepromatoso); HC+ (contatos positivos no Elisa PGL-1); HC- (contatos negativos no Elisa PGL-
1).

O peptideo MPML14 apresentou um padrdao muito parecido com o MPML12, com maiores
titulos de 1gG nos pacientes multibacilares. Em LL a positividade foi de 92,85%, menor do que a

encontrada para MPML12, porém nos grupos TT (20,59%) e BT (72,0%) o MPML14 detectou um
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maior numero de pacientes (Figura 8A), o que justifica uma positividade de 78,89% (Figura 8B). A
reatividade do peptideo em pacientes com Leishmaniose Visceral, Tuberculose e Outras
Micobacterioses foram todas abaixo da linha de cut off (Figura 8C), e nos controles de recém-

nascidos ndo houve positividade, apresentando uma especificidade de 100%.
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Figura 8: Detecgao de anticorpos IgG usando o MPML14. A, grafico de reatividade do MPML14
com pacientes das diferentes formas clinicas, contactantes e recém-nascidos. B, sensibilidade,
especificidade e positividade por forma clinica. C, deteccdo de 1gG em pacientes com
Leishmaniose Visceral (VL+) e Tuberculose (TB+) e Outras Micobacterioses (OM).

A detec¢do de IgA no soro, demonstrou para o MPML11 um comportamento muito varidvel
entre os grupos, sendo os multibacilares os mais reativos (Figura 9A). Ja os peptideos MPML12 e
MPML14 apresentaram um aumento gradativo de titulos de IgA a partir polo TT (média abaixo do
cutoff) em direcdo ao polo LL, com média trés vezes maior acima do cutoff (Figuras 9B e 9C). A IgA

na saliva foi avaliada, verificou-se um comportamento muito semelhante dos trés peptideos
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avaliados, destacando-se particularmente a alta reatividade dos pacientes lepromatosos e dos

contatos onde o caso indice é multibacilar (Figuras 9D, 9E, 9F).
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Figura 9: Detecgdo de anticorpos IgA usando MPML11, MPML12 e MPML14. A e B, deteccdo de IgA no
soro. C e D, deteccdo de IgA na saliva. TT (tuberculéide); BT (borderline-tuberculéide); BB (borderline-

borderline); BL (borderline-virchoviano); LL (lepromatosos); HC (contatos domiciliares); PB (paucibacilares);
MB (multicabilares).

Para identificar qual antigeno do M. leprae os trés peptideos (MPML11, MPML12 e MPML14)
eram miméticos, construiu-se anticorpos scFv contra os mesmos. As Figuras 10A, 10C e 10E
apresentam os clones de E. coli top-10 que expressaram scFv especificos para cada peptideo. Para
o anti-MPML11 o anticorpo A1l foi o que mais interagiu com o alvo (p<0,001); no caso do anti-
MPML12 e anti-MPML14 mais de um anticorpo expresso interagiu de forma significativa com o

alvo, sendo selecionado o mais reativo, no caso E3 (p<0,001) e G2 (p<0,001), respectivamente

(Figuras 10B, 10D e 10F).
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Figura 10: Anticorpos scFv anti-MPML11, anti-MPML12, anti-MPML14. A, C e E anticorpos scFv expressos em
E. coli top-10. B, D e F anticorpos expressos que reconhecem os peptideos MPML11, MPML12 e MPML14. ***
p<0,001.

A Tabela 11 mostra as sequéncias das cadeias leve e pesadas dos trés scFv selecionados. A
anadlise de bioinformatica do anti-MPML14 demonstra que este interage com o peptideo MPML14,
através da regido CDR1, CDR3 da cadeia pesada e FR3 da cadeia leve, indicando que existe uma
afinidade de ligacdo entre peptideo e anticorpo. Além disso, o anti-MPML14, através do CDR1 da
cadeia pesada e FR3 da cadeia leve, também apresentou ligacdo com a regido localizada entre o
aminoacido 80 a 140 da proteina GroEL de M. leprae. Esta regidao apresenta um dominio
equatorial com atividade ATPase, um dominio intermedidrio e apical envolvido na ligacdo com

substrato.
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Tabela 1: Sequéncias dos anticorpos anti-MPML11; anti-MPML12; anti-MPML14.

Antibody

Sequence

Anti-MPML11
(A1)

ELVMTQOSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLAWYQOKPGRAPKLLIYTASNLESGVPSRES
GSGSGTEFTLTISSLOPDDFATYFCQQYKNYPRTFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSVOLY
OSGARGEKARGVSEDLLKGFWIHLOLLDRPGCARCPGKAWSGWGS SILVTLIPTARPSKARSP
SQPTSPSAPPTCSGAPLRADTAMYYCARQSGPKRTMFDPWGQGTLV

Anti-MPML12
(E3)

RARADSIALGVCDPRAEGHHLLFWKQLQHREKNYCKLVPAAPRNGPKLLIYSNNQRPSGVPDRE
SGSKSGTSASLAISGLOSEDEADYYCAAWDDSLNGWVEGGGTKVIVLGGGGSGGGGSGGGGSQ
VOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGGSISSGGYYWIWIRQSPGKGLEWIGHIYYSGSTDYNPS
LKSRVTISVDTSKNQFSPEADLYDRCGHAVYYCARDTWROQLLWAVWTSGAQGPRSPSH

Anti-MPML14
(G2)

ELALTQPPSVSGSPGQSITISCTGSSRDVGDYNYVSWYQQHPGKAPKLMIYEVTNRPSGVSNR
FSGSKSGNTASLTISGLOSEDEADYYCSSYAGADNVVVEGGGTELTVLGGGGSGGGGSGGGGS
CSWLOSGRGVVQPGGSPETVLCTVLDSISLPLACNWVROSPAKGLEWLAFIWYDGGNIHYADS
VKGRFTISKDNSKHTLYLHMSGLRAEDTALYYCARDKGYYSWNWNEFDLWGRGTQVIVSS

BFR1 lcprs Mrr2 MFr3 HFr4 B Linker

Light Chain + Linker + Hight Chain

MPML14 B C

Figura 11: Bioinformatica do anti-MPML14. A, estrutura tridimensional do anti-MPML14. B, interagdo do
anti-MPML14 com peptideo MPML14; interagindo com o peptideo temos acima em rosa a regido CDR3
da cadeia pesada, na lateral esquerda em laranja a CDR1 também da cadeia pesada e na lateral direita
em purpura a regido FR3 da cadeia leve. C, interacdo do anti-MPML14 com GroEL; interagindo com a
proteina temos em laranja a regido CDR1 da cadeia pesada e em azul do lado esquerdo temos a regido
FR3 da cadeia leve, ambos préoximos aos aminoacidos de 80 a 140 da proteina.
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A figura 12 apresenta o resultado da espectrometria de massas confirmando a proteina alvo do
M. leprae que é reconhecida pelo anticorpo scFv anti-MPML14, no caso uma chaperonina de
60kDa. Esse dado confirma portanto que os peptideos obtidos por phage display sdao miméticos da
proteina de choque térmico de 60kDa.E ressalta também que o anticorpo obtido reconhece de

forma especifica essa proteina do M. leprae.

Query Observed Mr (expt) Mr (calc) Delta Miss Score Expect Rank Unique Peptide
4 470.8004 939.5862 939.5641 0.0222 0 25 8.4 3 K.DLLPLLEK.V
14 632.8120 1263.6094 1263.5870 0.0224 0 20 28 1 K.EIELEDPYEK.I
ZZ 765.4091 1528.8036 1528.7886 0.0151 0 23 12 2 K.WGAPTITNDGVSIAK.E
34 895.9402 1789.8658 1789.8330 0.0328 0 28 3.3 1 U K.DETTIVEGAGDTDAIAGR.V
37 909.4916 1816.9686 1816.9822 -0.0135 0 25 6.7 1 U R.QEAVLEEPYILLVSSK.V
53 701.0209 2100.0409 2100.0487 -0.0078 0 15 54 6 U R.NLSVGHGLNAATGEYEDLLK.A
57 725.7229 2174.1469 2174.1431 0.0038 1 17 32 1 K.KTDDVAGDGTTTATVLAQALVK .E

Figura 12: Resultado da Espectrometria de Massas. A figura apresenta a sequéncia dos peptideos obtidos
pelo espectrémetro e o alinhamento com a proteina de 60 kDa do Mycobacterium leprae.

Discussao

Nas ultimas trés décadas, houve uma grande diminui¢ao na prevaléncia da hanseniase no mundo
pelo uso da poliquimioterapia, ainda assim a estratégia global continua sendo a redugdo de casos
novos da doenca, especialmente aqueles com grau de incapacidade Il [3]. O sucesso dessa
estratégia perpassa, pelo desenvolvimento de novas plataformas que permitam diagndstico e
progndstico precoce, o que inclui novos marcadores de infeccdao, de monitoramento de contatos e
preditores de reacdo. Nesse sentido, muitos estudos visam encontrar e validar antigenos do M.
leprae que possam funcionar como marcadores com aplica¢gdes diagnodsticas [10,37-41].

Peptideos miméticos surgem como fortes candidatos a biomarcadores, pelo fato dessas
pequenas moléculas imitarem antigenos especificos de determinados patdgenos, pelo menos em

um epitopo particular [14]. Nesse sentido a tecnologia phage display é pioneira em selecionar
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esses peptideos [15] e tem provado ser util na selecdo de moléculas especificas que sdo altamente
reativas contra uma variedade de alvos bioldgicos [42]. O uso de antigenos miméticos para o
diagnéstico através da deteccdo de anticorpos circulantes tem sido relatado para Pneumonia[43],
Tuberculose[44], Neurocisticercose[45], Leishmaniose[42], Anaplasmose[46], Hepatite[47] e para
Hanseniase[48,49].

Esse trabalho teve como estratégia utilizar como alvo IgG de pacientes com hanseniase, com a
hipétese que os peptideos selecionados teriam um grande potencial de reconhecer essas
imunoglobulinas. A importancia da IgG para o diagndstico da hanseniase tem sido descrita por
diversos autores [19,41,50,51].

O sucesso da estratégia ficou evidente com a reatividade dos peptideos ainda expressos no
fago, onde foi possivel selecionar aqueles (V06 e V13) que diferenciaram LL e HC de forma clara. E
ainda aquele (T04) que era mais reativo em paucibacilares, mesmo apresentando imunoglobulinas
especificas em baixa concentracdo [11], o que justifica a grande variacdo de reatividade em PB. O
fago garante ao peptideo uma estrutura conformacional adequada, que auxilia na interacdo
antigeno-anticorpo durante o processo de selegao [17].

E importante que durante a sintese quimica a conformacio seja preservada. Uma flexibilidade
conformacional pode impedir o desenvolvimento de ligantes, tais como peptideos ou pequenas
moléculas, deixando-as com baixa afinidade de ligacdo contra seus alvos [52]. Nesse sentido, o
design dos peptideos sintéticos procurou propiciar essa conformacao, utilizando os espacadores
GGGS, os mesmos encontrados para separar o peptideo da proteina Plll no fago[24] e uma
sequéncia de aminoacidos da prdpria PIll, com o intuito de preservar a conformacao natural. Além
disso, a duplicacao da sequéncia de aminoacidos do peptideo deve amplificar o local de interacao
antigeno-anticorpo. A partir dessas estratégias MPML11, MPML12 e MPML14 preservaram a

reatividade que havia sido encontrada no fago.
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Na tentativa de caracterizar o antigeno natural de M. leprae do qual esses peptideos eram
miméticos, a bioinformatica demonstrou o alinhamento dos mesmos com as proteinas de choque
térmico (HSP) GroEL e GroES. As hsp microbianas tém sido associadas com a geracdo e inducdo de
resposta imune tipo Thl [53], sendo candidatas vacinais. Em contrapartida, GroES também induz
altos niveis de anticorpos IgG1 em pacientes com hanseniase em todos os espectros da doenca
[54]. Outro trabalho relatou, que os niveis de IgG total em resposta a GroEL e GroES sdo
significativamente altos em pacientes lepromatosos e baixos nos grupos TT, BT e BB [55]. De fato,
essas proteinas estariam relacionadas com a inducdo de anticorpos do tipo IgG, bem como nossos
peptideos sintéticos.

O MPML11 foi particularmente mais importante no grupo TT (positividade 52,2%) e HC (35,3%).
Para LID1 e outros antigenos recombinantes (ML2331, ML0091, ML163) que também detectam
IgG o que vemos é uma resposta fraca em paucibacilares [10,19]. O peptideo MPML11 apresentou
reatividade muito parecida com ML0405 que detectou 69% dos PB [10] e 36,5% de HC [19].
Provavelmente, as subclasses 1gG2 e 1gG4 devem ser as mais encontradas nesses grupos, por
estarem mais relacionadas com o controle da doenca [54].

A positividade desse peptideo (MPML11) nos grupos BB (50,0%), BL (72,0) e LL (81,9%) esta
abaixo do que se encontra na literatura quando se avalia outros antigenos, como o PGL-1 [11,22].
Porém entre os multibacilares, todos que desenvolveram reacgdo tipo Il eram positivos para este
peptideo, demonstrando que o mesmo pode ser promissor como marcador de reagdo. Outro
trabalho demonstrou que pacientes com Eritema Nodoso Lepromatoso (ENL), em tratamento com
talidomida, tiveram niveis mais elevados de anticorpos IgG1l em comparagdo com pacientes
lepromatosos sem reagao. Nestes grupos os niveis de IgM ndo apresentaram diferengas [56]. Em
pacientes com comprometimento da fun¢do neural durante a reacdo também houve aumento de

IgG contra PGL-1 e LAM [57].
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Os peptideos miméticos MPML12 e MPML14 apresentaram comportamentos muitos
semelhantes entre si, com baixa reatividade nos pacientes paucibacilares e um aumento gradativo
na quantidade de anticorpos a medida que se aproxima do polo lepromatoso. Essa caracteristica é
muito similar aquela encontrada para o antigeno PGL-1 [11] e seus derivados sintéticos ND-O-HSA
ELISA[39], NT-P-BSA e NT-P-HSA ML Flow [12,41].

O MPML12 e MPML14 detectaram 100,0% e 92,85%, respectivamente do grupo LL, enquanto
LID-1 [19], MLO405 [10], detectam 97,7% e 67,0%, respectivamente dos pacientes multibacilares.
Além disso, os dois peptideos referidos no presente trabalho ainda podem ser utilizados como
marcadores de infeccdo, pois conseguem detectar positividade em contatos (MPML12- 11,1% e
MPML14- 16,67%), nesse caso funcionando como um marcador de exposicdo antiga[58].

O MPML12 apresentou uma correlagdo positiva (R?=0,7821) com a plataforma Orange Life
(NDO-LID®). Considerando somente os MB este peptideo apresenta sensibilidade de 82,61% e
especificidade de 100%, enquanto o NDO-LID® apresentou 87,0% e 96,1% de sensibilidade e
especificidade, respectivamente [13], o que justifica a boa correlacdo entre os testes. Enquanto a
positividade em HC é 11,1% para o MPML12, no teste NDO-LID® 3,9% dos contatos foram
positivos[59].

Além da deteccdao de IgG, os peptideos MPML11, MPML12 e MPML14 foram capazes de
detectar IgA na saliva e no soros de pacientes e contatos domiciliares. A detecgdo de IgA no soro,
para os trés peptideos, foi mais evidente nas formas BB, BL, LL (média acima do cutoff). Apesar de
nao haver trabalhos que relatem a presenca de IgA contra antigenos do M. leprae, foi descrito a
importancia da detecgdo de IgA no soro para outras micobacterioses, como tuberculose [60],
doenca pulmonar (MAC-PD) causada pelo complexo M. avium [61] e M. abscessus (MAB-PD) [62].

A deteccdo de IgA na saliva tem sido descrita para o antigeno PGL-1 [20,51,63], especialmente

para os multibacilares (LL) quando comparados a controles normais [20]. Da mesma maneira,
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nosso trabalho também encontrou uma maior quantidade de IgA na saliva dos pacientes
lepromatosos (média 3 vezes acima do cutoff) para os trés peptideos analisados. O mais
interessante foi que essa alta deteccdo de IgA também foi encontrada nos HC cujo caso indice
eram pacientes multibacilares. Nossa hipdtese é que esses contatos tem uma pressao de carga
bacilar maior e, em consequéncia produzem mais IgA anti-M. leprae, haja vista que a mucosa oral
é porta de entrada para transmissdo do bacilo[64], sendo este detectado por PCR [21] e Imuno-
histoquimica [64]. Resta saber se os contatos com maiores niveis de IgA, tanto no soro quanto na
saliva, possuem maior protecdo ao bacilo, e por consequéncia maior resisténcia ou tolerancia.

A aplicacdo diagndstica e prognodstica desses peptideos miméticos na hanseniase nos remete a
necessidade de caracterizar o(s) antigeno(s) nativo(s) alvo(s). Nesse sentido, a producdo de
fragmentos de anticorpos scFv contra os peptideos MPML11, MPML12 e MPML14 foi a estratégia
adotada para mapear a molécula natural. Bibliotecas de fragmentos de anticorpos apresentadas
em bacteriéfagos tem sido aplicadas no reconhecimento de epitopos [65].

Os anticorpos produzidos anti-MPML11, anti-MPML12 e anti-MPML14 reconheceram os seus
respectivos alvos (peptideos), corroborando o resultado do sequenciamento, no qual os
anticorpos produzidos apresentavam as CDRs importantes no reconhecimento antigeno-
anticorpo. Bibliotecas sintéticas contém sequéncias de CDRs artificiais construidas com o uso de
oligonucleotideos degenerados [66], o que gera a grande diversidade das mesmas.

A bioinformdtica demonstrou que o anti-MPML14 se liga a uma regido imunogénica de GroEL,
esse resultado corrobora com a hipdtese que o peptideo MPML14 seja mimético da GroEL, uma
vez que também ocorreu um alinhamento do mesmo com essa proteina. Porém, ndao podemos
descartar a hipdtese que esses peptideos, MPML12 e MPML14 sejam miméticos de antigenos nao
proteicos, como PGL-1, especialmente quando se analisa os resultados da imunoreatividade, onde

fica evidente o comportamento similar dessas moléculas. Ensaios de imunocaptura do antigeno
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nativo demonstraram que os peptideos sdo miméticos da proteina chaperonina de 60kD, dado
confirmado pela andlise por espectrometria de massas. Esse dados corroboram os resultados
obtidos pela bioinformatica que ja demonstraram alinhamento dos peptideos com a proteina de
choque térmico GroEL de M. leprae. Assim, foi possivel confirmar tanto por bioinformatica quanto
por ensaios bioldgicos que os peptideos sdo miméticos de uma proteina imunogénica do M. leprae

e ainda que o anticorpo MPML14 reage de forma especifica com esse alvo.

Conclusao

Os peptideos miméticos obtidos nesse trabalho sdo promissores no diagndstico e progndstico da
hanseniase e devem ser utilizados na deteccdo de IgG e IgA circulantes em pacientes e contatos
domiciliares. O MPML11 foi importante no diagndstico das formas paucibacilares, no
monitoramento de contatos e na predicdo de reacdo tipo 2. Os peptideos MPML12 e MPML14
podem ser utilizados monitoramento de contatos e para o diagnostico das formas multibacilares,
especialmente na saliva.

O uso combinado dos peptideos obtidos nesse trabalho junto a outros antigenos do M. leprae
pode aprimorar o diagndstico da hanseniase e com certeza o MPML11 é o primeiro marcador para

progndstico especifico da reagdo hansénica tipo 2.
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