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RESUMO

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa que afeta populagdes de
diferentes partes do mundo. A taxa de infeccdo por 100 mil habitantes varia de
um pais a outro, sendo que os paises com maior incidéncia estdo no continente
africano e em partes da Asia, seguidos de alguns paises da América. Dentre os
métodos de controle estdo o diagndstico e tratamento precoces para evitar a
disseminagdo do Mycobacterium tuberculosis. Os métodos diagndsticos
preconizados sdo o exame clinico, bacterioscopico e os métodos laboratoriais
complementares. Dentre eles estdo os métodos imunologicos e moleculares.
Todavia, todos possuem vantagens e desvantagens e por esta razdo os 6rgaos
responsaveis pela saude estdo sempre incentivando a inovagdao na area
diagndstica. Este trabalho teve como objetivo a pesquisa de novos antigenos
candidatos para testes sorolégicos, menos invasivos, e para 0s quais a
estrutura laboratorial da rede publica ja tem disponibilidade de equipamentos.
Para selecao dos antigenos foi usada a técnica de phage display. Para
avaliacdo da imunogenicidade dos mesmos foram usadas as técnicas de
imunodeteccdo em membrana, avaliagdo in silico e teste ELISA. Quatro
peptideos (P.Mt. PD 4, P.Mt. PD 6, P.Mt. PD 7, P.Mt. PD 8) se mostraram
reagentes na membrana e na analise de bioinformatica apresentaram scores
que variaram de 0,5338 a 0,9341. Na padronizagdo dos parametros
concentracao de antigenos, diluicdo de soros, e diluigdo de conjugado o
peptideo P.Mt. PD 8 apresentou melhor resposta ao diferenciar soros de
pacientes positivos de soros negativos. Finalmente a validagdo deste antigeno
frente a soros de pacientes com tuberculose ativa e individuos negativos
apresentou sensibilidade e especificidade de 100%. O teste de avidez usado
em ensaio imunoenzimatico foi realizado para avaliar a forca de ligagdo do
anticorpo com o antigeno e foi obtido um indice de 85,72%, mostrando que o
peptideo P.Mt. PD 8 é um excelente candidato ao diagndéstico da tuberculose
por ter alta sensibilidade, alta especificidade e alta avidez.

Palavras-chave: Tuberculose. Mycobacterium. Phage display. Peptideos.

Antigenos. Diagnéstico.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious and contagious disease that affects people
in different parts of the world. The infection rate per 100,000 inhabitants varies
from country to country with the highest incidence being in the African continent
and in parts of Asia, followed by some countries in America. Control methods
include early diagnosis and treatment to prevent the spread of Mycobacterium
tuberculosis. The early diagnostic procedures are clinical, bacterioscopic and
complementary laboratory methods which include immunological and molecular
methods. However, these methods have advantages and disadvantages that
make health organizations to encourage research and innovation in the
diagnostic field. The aim of this work was the research of new candidate
antigens for serologic tests which are less invasive and for which the public
health network already has laboratory structure and equipment available. For
the selection of antigens, the phage display technique was used and to assess
their immunogenicity the techniques of membrane immunodetection, in silico
evaluation and ELISA test were used. Four peptides (P.Mt. PD 4, P.Mt. PD 6,
P.Mt. PD 7, P.Mt. PD 8) showed to be reagent on the membrane and, in the
bioinformatics analyses, presented scores from 0.5338 to 0.9341. The peptide 8
showed better response in differentiating positive from negative sera during the
standardization of the parameters antigen concentration, serum dilution and
conjugate dilution. Finally, the validation of this antigen against sera obtained
from patients with active tuberculosis and negative individuals showed
sensitivity and specificity of 100%. The avidity test used in an enzyme
immunoassay was carried out to assess the binding strength of the antibody
with the antigen and presented an index of 85.72%, showing that peptide 8 is
an excellent candidate for the diagnosis of tuberculosis due to its high
sensitivity, high specificity and high avidity.

Keywords: Tuberculosis. Mycobacterium tuberculosis. Phage display. Peptide.
Antigen.Diagnosis.
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13

1 INTRODUGAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa, causada por varias
especies de bactéria do género Mycobacterium, especialmente as do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTB) (LIMA, et al. 2017). A doenca é considerada
emergéncia de saude publica mundial, o que demonstra sua importancia ainda
na atualidade. O Brasil esta na lista dos paises prioritarios para o controle da
tuberculose (OMS, 2019).

A prevaléncia da TB se da principalmente em locais com alta
concentracao populacional e precarias condigdes socioecondmicas e sanitarias
(WHO, 2019). Quando se apresenta na forma ativa, a bactéria & transmitida
pela inalagdo de goticulas dispersas no ar contendo o agente patogénico, que
sao expelidas pela tosse, espirro e fala de pacientes infectados (KOZAKEVICH,;
SILVA, 2015).

Como acgdes de enfrentamento para evitar a disseminagdo da doenca,
ha o tratamento correto e o diagndstico precoce, visando promover a
interrupcao do ciclo de transmissao de M. tuberculosis resistente e identificar
rapidamente os casos clinicos ativos. Tais ag¢des de enfrentamento sao
preconizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), especialmente em
paises do bloco econémico BRICS (Brasil, Russia, india, China e Africa do Sul)
(OMS, 2019).

De acordo com recomendag¢des do Ministério da Saude (MS), para o
diagnostico da tuberculose deve-se primeiramente avaliar o quadro clinico do
paciente. Para confirmacado, sado indicados os exames laboratoriais teste
Xpert® MTB/RIF, prova tuberculinica (PPD), teste microbiolégico (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020). Estes testes, no entanto, apresentam algumas
desvantagens, uns por demandarem tempo para emissao do laudo diagnéstico,
0 que permite ao portador disseminar o patdgeno para outras pessoas; outros
por apresentarem reagao cruzada com a vacina de BCG e, no caso do teste
molecular, ser de alto custo. Frente a esse panorama, sao necessarias novas
alternativas de diagnostico para a doenga. Uma alternativa apresentada sao os

testes soroldgicos, tecnologia ja existente no mercado, que possuem baixo



custo, podem ser aplicados para grandes quantidades de amostras e
apresentam resultados que podem ser facilmente visualizados por reagdes de
cor.

Baseando-se nessa tecnologia, esse trabalho visou utilizar peptideos
sintéticos obtidos pela técnica de phage display e sequencialmente os
resultados foram avaliados utilizando a plataforma de teste ensaio
imunoenzimatico (ELISA), viabilizando-os para uso como antigenos. Os
antigenos obtidos que apresentaram alta sensibilidade e especificidade foram
empregados em teste diagnostico sorolégico para avaliagdo da presenga de

anticorpos contra M. tuberculosis presentes no soro de pacientes.



1.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar antigenos, padronizar e validar teste diagndstico soroldégico
para tuberculose humana a partir de peptideos sintéticos obtidos por phage

display em plataforma de imunoensaio.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar potencial antigénico de peptideos obtidos pela técnica de phage
display para uso em diagndstico de tuberculose;

- Realizar a padronizacao das condicdes da reacao do teste ELISA utilizando o
peptideo selecionado como antigeno para tuberculose;

- Determinar a sensibilidade, especificidade e avidez do peptideo utilizado

como antigeno em teste ELISA para diagndéstico de tuberculose.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

A tuberculose ainda hoje é considerada um problema de saude publica
mundial, e esta entre as dez principais causas de morte em seres humanos. A
taxa de incidéncia da doenga no mundo, por 100.000 habitantes/ano, varia de
um pais a outro (Figura 1). Em 2019, foram contabilizados aproximadamente
10 milhdes de novos casos de tuberculose no mundo, e 1,4 milhdo de mortes
(Organizagéo Mundial da Saude - OMS, 2020).

Figura 1- Estimativa mundial de incidéncia por 100.000 habitantes/ano de Tuberculose em
2019.

incidence per 100 000
populatian per year
G-a9

Fonte: OMS, 2020.

Considerada uma doenga negligenciada, a tuberculose afeta
principalmente paises de baixa renda e com alta concentragdo populacional
(Figura 1). Os paises com maior incidéncia estdo no continente africano e em
partes da Asia, seguidos de alguns paises da América (OMS, 2019).

O Brasil, segundo a classificagdo da OMS (2019), encontra-se entre os

30 paises com maior taxa de infec¢des de tuberculose do mundo, e esta entre



0s paises prioritarios que devem tomar medidas para controle da doencga.
Foram registrados, em 2019 no pais, 73.864 novos casos de tuberculose,
gerando um coeficiente de incidéncia de 35 casos a cada 100 mil habitantes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020), que varia conforme o estado e regido do pais
(Figura 2).

Figura 2- Distribuicao da tuberculose no Brasil em 2019.

Casos por 100 mil hab,

10 -30
B 31 -50

.51 -73 500 L0 km

Fonte: Ministério da Saude, 2020.

A variabilidade na incidéncia de casos pode ser observada conforme as
regides. Estados da Regido Norte e o Rio de Janeiro sdo os mais afetados
pela doencga, com coeficiente variando de 51 a 75 casos por 100 mil habitantes.
No Parana, em 2019, foram notificados 2209 novos casos e 269 6bitos pela
doenca. (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).



2.2 AGENTE ETIOLOGICO

A tuberculose € wuma doenca causada principalmente pelo
Mycobacterium tuberculosis, também conhecido como bacilo de Koch. Foi
identificado por Robert Koch, em 1882 (COHEN, et.al. 2017). Este bacilo
pertence ao Complexo M. tuberculosis (MTBC) (SILVA et al. 2018), que inclui
outras espécies de Mycobacterium capazes de causar tuberculose, como M.
bovis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedi, M. caprae e M. canettii (SATO et
al. 2018).

Os micro-organismos do complexo MTBC sao classificados como
actinomicetos, tem a caracteristica de ser alcool acido resistentes (retém
fucsina basica em sua parede celular, mesmo na presenga de alcool e acido) e
aerobicos. Se multiplicam de forma lenta, levando semanas para formar
colénias visiveis em cultivo. No organismo do hospedeiro sao micro-
organismos intracelulares que infectam e proliferam-se no interior de
macréfagos (PALMER, 2001).

2.3 ADOENGCA

O agente patogénico é transmitido por goticulas contendo o bacilo, que
sdo expelidas por pacientes baciliferos. Quando ocorre a inalagdo da goticula
infectada, o sistema imunolégico pode inibir a multiplicagdo da micobactéria,
levando ao quadro de tuberculose latente. Todavia, quando o sistema imune
nao consegue conter o bacilo, ele se multiplica levando ao desenvolvimento da
tuberculose ativa (FOGEL, 2015).

Frequentemente a infec¢cdo por M. tuberculosis atinge os pulmdes, mas
a disseminagao pode ocorrer para qualquer parte do corpo, resultando em
tuberculose extrapulmonar (PEIRSE, HOUSTON, 2017). Os 6rgaos mais
atingidos pela forma extrapulmonar séo a pele, sistema linfatico, rins, intestino,
sistema nervoso central, pericardio e sistema pleural (LOPES, et al. 2006).

Os principais sintomas da doenca séo tosse produtiva e expectoracao,

que se iniciam de forma lenta e podem se estender por mais de duas semanas.



O individuo também pode apresentar perda de peso, sudorese noturna,
hemoptise e febre (SANTOS, 2012), além de fraqueza e dor toracica
(SIQUEIRA, 2012).

Como sao sintomas inespecificos, recomenda-se realizar uma busca
ativa para casos de tuberculose em pessoas com maior risco. Que sao aquelas
que tiveram contato com pessoa infectada, residentes de comunidades com
alta prevaléncia de tuberculose, pacientes soropositivos, alcodlatras, fumantes,
pessoas em situagcdo de rua, detentos, diabéticos e profissionais de saude
(SIQUEIRA, 2012).

2.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA.

Apos a infecgdo do individuo pelas goticulas baciliferas, inicia-se a
resposta inflamatoria contra a micobactéria. O bacilo inalado é fagocitado por
macrofagos que produzirdo um fagossomo e podem fundir a vesicula formada
aos lisossomos. Nesse processo de fagocitose sao produzidas citocinas e
quimiocinas que fardo a sinalizagao da presenga do patdégeno ao sistema
imune. O que atrai para o local de infecgado, neutréfilos, mondcitos e linfocitos
(KOZAKEVICH. SILVA. 2015). Essas células se acumulam no local, formando
um granuloma, que age como barreira fisica e imunolégica (LOXTON, 2019).

Se esse processo falhar, os bacilos podem se multiplicar e causar a
sinalizagao da producao de IL-1-a, IL-1B e outras citocinas pro-inflamatoérias do
hospedeiro (FOGEL, 2015). Nesta etapa da resposta inflamatéria, a
micobactéria comeca a proliferar, aproveitando-se da auséncia de uma
resposta imunoldgica especifica, causando a doenga ativa (KOZAKEVICH.
SILVA. 2015).

2.5 DIAGNOSTICO

Segundo recomendagbes do Ministério da Saude (MS), para se

diagnosticar a tuberculose, avalia-se o quadro clinico do paciente. Apés isso, é



realizada a confirmacédo por exames bacterioldgicos (baciloscopia e cultura),
teste radioldgico e testes moleculares (BRASIL, 2019).

Estdo disponiveis para diagndstico varios métodos, que possuem
vantagens e desvantagens. As principais dificuldades encontradas sé&o
possibilidade de exames falso-negativo, tempo para obtencao de resultado, e,
no caso dos métodos moleculares, alto custo. As principais caracteristicas de

cada método estdo resumidas na tabela 1.

Tabela 1- Métodos diagnosticos de tuberculose disponiveis na atualidade — vantagens e

desvantagens.
METODO DESCRIGCAO VANTAGENS DESVANTAGENS
-Facil coleta -
. = -Necessario ao menos
Contagem de bacilos (ndo 5000 bacilos/ml:
Baciloscopia por campo invasivo); -Possibilidade de félso
microscopico -Baixo custo; negativo
-Répido. gatvo.
-10a 100
Cultivo de bacilos bacilos / ml; -Moroso (40 dias para
Cultura o -Testa
viaveis e obter resultado).
sensibilidade

a antibioticos.

Radiolégico

Exame de imagem

-N&o invasivo

-Apenas para
tuberculose pulmonar;
-Método auxiliar de
diagnéstico.

-Possibilidade de falso
negativo em pacientes

P Inoculagdo com PPD, | -Baixo custo; TB-HIV; Possibilidade
rova . o e o
- Hipersensibilidade do -Facil de reagdo cruzada com
tuberculinica . . L
tipo tardia realizagéo. BCG
-lImportado
-Deteccédo do
gene MTB e -Alto custo;
Testes resisténcia a -Necessita de estrutura
moleculares Xpert MTB/RIF rifampicina elétrica estavel;
-Resultado -Necessidade de
em duas equipamento especifico.
horas.
-Baixo custo;
-Facilidade na
Presenca de a?g)::;ﬁzo; -Possibilidade de
Sorolégico molécula em . ~ reagao cruzada com
o aplicagao em
amostras bioldgicas BCG.
grande
numero de
amostras.

Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE (2019); TEIXEIRA, ABRAMO, MUNK
(2006); BOMBARDA, et.al. (2001); ABBAS; LICHTMAN; PILLAL (2012); LIMA, et.al. (2017);
SILVA (2014).



2.5.1 Baciloscopia

O método de baciloscopia, ou exame direto, € um exame
semiquantitativo, no qual se realiza a contagem de bacilos por campo
microscopico (KRITSKI, CONDE, SOUZA, 2000). O exame detecta a presenca
do bacilo pela coloracdo com base na caracteristica alcool-acido resistente do
micro-organismo. Pode ser coloragdo de carbolfucsina (coloragdo de Ziehl-
Neelsen, Kinyoun e Ziehl-Gabbet) ou coloracédo de fluorocromos (auramina)
(KONEMANN, 2001). No Brasil, normalmente utiliza-se a coloragdo de Ziehl-
Neelsen. Nela, os bacilos apresentam-se como bastonetes delgados,
ligeiramente curvos, isolados, aos pares ou em grupos, corados em vermelho
(pela agao da fucsina basica) sobre um fundo azul (BARRETO, et al. 2006).

Para apresentar resultado positivo € necessaria a presencga de bacilo no
campo microscopico. Para isso, o material biolégico deve possuir pelo menos
5.000 bacilos por mililitro, e o profissional deve ser bem treinado para avaliacéo
da lamina (COELHO, et al. 2008). A sensibilidade da técnica varia entre 33 a
80% para casos de tuberculose pulmonar (PADMAPRIYADARSINI;
NARENDRAN; SWAMINATHAN, 2011).

2.5.2 Cultura

A cultura € o método de cultivo da micobactéria para verificagao da
presenca de bacilos viaveis. Pode ser realizada em meio Lowenstein-Jensen
(LJ), a base de ovo, com glicerol como fonte de carbono e asparagina como
fonte de nitrogénio, ou meio Middlebrook, sdlido ou liquido, a base de agar
(BARRETO, 2006). Esse método requer menor numero de bacilos no material
examinado para ser positivo (10 a 100 bacilos viaveis por mL), se comparado
com a baciloscopia. Permite identificar a espécie da micobactéria e testa a
sensibilidade aos quimioterapicos. Todavia, a principal desvantagem da técnica

€ a obtencdo do resultado, que leva até 40 dias. Em contrapartida, a



sensibilidade do teste estd entre 80 e 85%, com especificidade de 98%
(TEIXEIRA, ABRAMO, MUNK, 2006).

2.5.3 Exame radioldgico

O exame radioldgico é considerado um método diagnéstico auxiliar. E o
método de escolha para a avaliacdo inicial do paciente, utilizado para
diagnostico de pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar (LACHI,
NAKAYAMA. 2015). Esses pacientes apresentam alteragdes caracteristicas na
radiografia, como um infiltrado no lobo médio ou inferior do pulmao. As
alteracbes encontradas em pacientes com tuberculose sdo cavidades de
paredes espessas, nodulos centrolobulares, consolidagbes, espessamento de
paredes brdnquicas, espessamento bronquiolar, bronquiectasias e massas
(BOMBARDA, et al. 2001).

2.5.4 Prova tuberculinica

A prova tuberculinica (PPD - Purified Protein Derivative), teste de
Mantoux ou de hipersensibilidade do tipo tardia € considerado um método
diagndstico auxiliar. Consiste na aplicagdo de um derivado de proteina
purificada no antebragco do paciente (0,1 mL), a fim de avaliar a sua reacao
imune celular (BRANCO, ROCHA. 2012). O derivado de proteina purificada &
constituido de componentes soluveis fracionados do cultivo de M. tuberculosis,
produzidos por crescimento em meio liquido. Apds ser injetada no paciente, a
resposta esperada é a hipersensibilidade do tipo tardia. Quando ocorre, produz
uma area de enduracdo e tumefacdo ao redor da aplicacédo, que é
dimensionada com o auxilio de régua milimetrada (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAIL 2012).

O teste tem sensibilidade diminuida em pacientes imunocomprometidos,

pessoas recentemente infectadas e criangas muito jovens. A especificidade é



baixa, pois o PPD contém diversos antigenos amplamente compartilhados
entre diferentes espécies de micobactérias, como as micobactérias do
ambiente, M. tuberculosis, M. bovis e M. bovis (BCG). Outra dificuldade é a
producao limitada a poucos fabricantes, causando dependéncia de importagao
e dificultando o acesso (TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK. 2006).

2.5.5 Teste molecular Xpert® MTB/RIF

O teste molecular Xpert® MTB/RIF é baseado na reagdo em cadeia da
polimerase. Detecta o DNA de M. tuberculosis e a resisténcia a rifampicina,
através das mutagdes do gene. O resultado do teste é obtido em duas horas, e
possui alta sensibilidade e especificidade (CASELLA, et al. 2018).

O Xpert® MTB/RIF é utilizado para diagnostico no Brasil em areas com
maior incidéncia da tuberculose desde 2013. No entanto, encontram-se
dificuldades devido a estrutura dos laboratérios de saude publica, pessoal
capacitado para essa nova metodologia diagnostica, além do alto custo
(LOPES, et al. 2020).

2.5.6 Teste sorolégico

Testes sorologicos baseiam-se no estudo dos anticorpos e suas reagdes
com antigenos. Para tuberculose, estdo disponiveis no mercado dois testes
sorologicos. O QuantiFERON-TB, aprovado pela agéncia norte-americana
Food and Drug Administration (FDA, Administragdo de Alimentos e
Medicamentos), em 2001, e QuantiFERON-TB-Gold, aprovado em dezembro
de 2004 (TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2006).

No QuantiFERON-TB, uma amostra do sangue periférico é cultivada em
placas previamente preparadas e o sobrenadante é analisado por teste
imunoenzimatico (ELISA). No entanto, utiliza o PPD como antigeno principal, e
apresenta os mesmos problemas de especificidade que o teste cutdneo com o
PPD. Este teste foi substituido pelo QuantiFERON-TB-Gold, que emprega



proteinas recombinantes (ESAT-6 e CFP-10) no lugar de PPD. Esse novo
ensaio imunoldégico foi aprovado pelo FDA em dezembro de 2004 (TEIXEIRA;
ABRAMO; MUNK, 2006).

2.5.6.1 Teste Imunoenzimatico (ELISA)

O teste imunoenzimatico (ELISA) é um teste sorolégico amplamente
utilizado no diagnoéstico em varias doencas. Esta técnica se baseia na ligacao
de um antigeno contra o anticorpo especifico, para deteccéo e quantificagcao de
substancias pela geracdo de coloracdo mensuravel (SILVA, 2014). A técnica
de ELISA é de facil visualizagdo, em que os resultados positivos e negativos
sdo faciimente diferenciados (TORTORA;CASE; FUNKE, 2017). E um teste
quantitativo, com leitura baseada na intensidade de luz absorvida por
espectrofotometria (EMBRAPA, 2015).

Existem variagcdes na técnica, e os principais métodos de ELISA sdo o
direto, indireto e sanduiche. Os métodos se diferenciam com base no material
adsorvido ao suporte solido (antigeno ou anticorpo) e ao material testado
(EMBRAPA, 2015). Os métodos estao descritos na tabela 2.

Tabela 2- Métodos de ensaio Imunoenzimatico - Caracteristicas

METODO CARACTERISTICAS

ELISA DIRETO e Meétodo de marcagdo do anticorpo;
e Placas revestidas com antigeno-alvo;
e Aligacao é identificada por colorimetria,
quimioluminescéncia ou fluorescéncia de ponto
final.
e Na&o ha etapa de anticorpos secundarios.

ELISA INDIRETO e Anticorpo secundario marcado para detecgao;
e Placas revestidas com antigeno;
e Utiliza-se conjugado enzima-anticorpo de alta
atividade especifica.

ELISA SANDUICHE e O mesmo componente da reag&o, anticorpo, é
utilizado como agente insoluvel e reagente
marcado com enzima;o antigeno da amostra
forma ponte entre os dois reagentes.

Fonte: Adaptado de SOARES et al. (2012).



No presente trabalho, o teste ELISA indireto foi o0 método empregado
para o teste diagndstico. Esta variagdo da técnica € utilizada quando uma
amostra deve ser analisada para um antigeno especifico. O resultado é

avaliado de acordo com a concentragéo de anticorpo presente no soro, que se

relaciona diretamente com a intensidade da cor obtida (GAN, PATEL. 2013).

2.6 PHAGE DISPLAY

A tecnologia do Phage display foi introduzida pela primeira vez por
George Smith em 1985 (KUMAR et al. 2019), e permite a identificacdo e
isolamento de peptideos com alta afinidade e especificidade para o alvo de
interesse (MIMMI et al. 2019). Os peptideos obtidos podem ser aplicados como
antigenos, para uso em diagnostico ou como reagentes preventivos
(imunoterapicos ou imunoprotegdo). A selecdo dos fagos que expressam
mimotopos especificos para uma doencga é realizada através da incubacdo com
amostras de soro de pacientes infectados com (MOURA; ALVARENGA,;
THOMAZ-SOCCOL, 2017).

O principio da técnica envolve a expressdo de sequéncias de
aminoacidos no capsideo de um bacteriéfago, selecionados através da ligacao
com anticorpos. A partir disso, sequéncias de aminoacidos podem ser
selecionadas para ser aplicadas como peptideos antigénicos. As sequencias
selecionadas compde bibliotecas de fagos. A preparagao dessas bibliotecas &
a primeira etapa do procedimento de biosselecdo (biopanning). Para a
realizacao do biopanning, incuba-se uma biblioteca de peptideos exibidos em
fagos em uma placa, onde, apdés a lavagem, apenas os fagos ligados
especificamente permanecem. Esses fagos séo eluidos e amplificados (MIMMI
et al. 2019), pela infeccdo de células hospedeiras (normalmente Escherichia
coli) com esses fagos. Apdés a amplificagcdo, esses fagos sdo submetidos a
novos ciclos de selecdo. S4o necessarios trés a cinco ciclos para selecionar os
clones de fagos especificos (MOURA; ALVARENGA; THOMAZ-SOCCOL, 2017).



2.7 TRATAMENTO

Geralmente, o tratamento para tuberculose envolve um coquetel de
drogas, com uma fase inicial intensiva de 2 meses seguida por uma fase de
continuacao de 4 a 6 meses (FOGEL, 2015). Alguns fatores influenciam o
tratamento, como idade, comorbidades e estado imunoldégico do paciente,
viruléncia do bacilo, susceptibilidade da cepa e aderéncia ao tratamento
(RABAHI et al. 2017). No Brasil, o fornecimento dos medicamentos
antituberculose é gratuito, através do Programa Nacional de Controle
da Tuberculose (PNCT). Os principais medicamentos utilizados para o
tratamento sao isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida (PZA)
e etambutol (EMB) ou estreptomicina (SM) (RABAHI et al. 2017). O tratamento
correto da tuberculose esta incluido na Estratégia do Fim da Tuberculose,
promovida pela OMS. Deve-se priorizar o uso racional dos medicamentos, pois
quando utilizadas concentragdes subterapéuticas dos medicamentos, pode
causar o fracasso do tratamento, recidiva, resisténcia adquirida e até a morte
(SILVA; MIGLIORI; MELLO. 2019).

O principal tipo de resisténcia é aos farmacos rifampicina e isoniazida, o
que caracteriza um tipo de tuberculose chamado multidrogarresistente. Com
isso se faz necessaria a utilizagdo de medicamentos menos eficazes e mais
toxicos, ocasionando  maior  ocorréncia de  efeitos  adversos.
Consequentemente, o tratamento se torna mais longo e com maior custo
(BALLESTERO et al. 2019).

2.8 PREVENGAO

A meta da OMS ¢é atingir 30 milhdes de pessoas com tratamento
preventivo de TB no periodo de 2018-2022. No entanto, a unica vacina
licenciada para prevencdo é a produzida com a cepa de M. bovis bacilo
Calmette—Guérin (BCG) (WHO, 2019).



A vacina foi desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin no inicio
de 1900. Foi produzida utilizando cepa atenuada de M. bovis. Atualmente, a
recomendagao da OMS é que seja administrada uma dose de BCG nos bebés
logo apds 0 nascimento nos paises onde a incidéncia de tuberculose é alta.
Paises com baixa incidéncia restringem a vacina apenas para bebés de alto
risco (FRITSCHI, CURTIS, RITZ, 2020).

A vacina so0 é eficiente nos casos graves até cerca de 14 anos, e apoés
isso, a eficiéncia é variavel. Isso pode estar relacionado a exposicdo a
micobactérias do meio ambiente, a variagbes genéticas na populagéo alvo ou
nas cepas vacinais e a existéncia de co-infecgées (TEIXEIRA, ABRAMO,
MUNK. 2006).



3 MATERIAL E METODOS

As etapas de selegdo do antigeno e o desenvolvimento do teste
diagndstico foram realizados em oito etapas, conforme Figura 3.

Figura 3 - Fluxograma: Etapas do estudo.
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3.1 PHAGE DISPLAY

Os peptideos utilizados para a produgdao do teste diagndstico foram
identificados por phage display. Para isso, os anticorpos anti- M. tuberculosis
foram obtidos de 30 pacientes tuberculosos com diagndstico confirmados pelos

servigos especializados. As coletas foram realizadas na cidade de Curitiba e



Lapa, estado do Parana, no Centro Regional de Especialidades - Bardo e no
Hospital Regional da Lapa Sao Sebastido, respectivamente. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na Universidade Federal do
Parana (registro CEP/SD:428.108.07.10) e pelo Comité em Pesquisa Com
Seres Humanos da Secretaria de Estado da Saude do Parana (processo no.
002/2008).

Quatro bibliotecas de peptideos apresentadas em fagos (X15, X8CXS8,
XCX4CX e XCX8CX) foram utilizadas para identificagdo de mimotopos de
antigenos micobacterianos. As bibliotecas foram obtidas de J. Scott, Simon
Fraser University, Burnaby BC, Canada (BONNYCASTLE et al. 1996).

A biosselecéao foi realizada conforme descrito por Villard et al. 2003.
Resumidamente, um imunotubo (Nunc) foi sensibilizado com 5 ug/1,5mL de
imunoglobulina anti-M. tuberculosis em 100 mM NaHCOs, pH 8,6 e incubado
overnight a 4°C. O imunotubo foi lavado com TBST-0,05% (TBS Tween20-
0,05%), preenchido com uma solugdo de bloqueio (TBST-0,05%, BSA a 3%)
e incubado durante duas horas a 37 °C. Apos a lavagem, o imunotubo foi
incubado com fagos de cada uma das bibliotecas, em titulo correspondente a
100 vezes a complexidade da biblioteca em TSBT-0,05%. Apds lavagens com
TBST a 0,5% e seguido de lavagens com TBST-0,05%, os fagos ligados foram
eluidos com 1,5 mL de 0,1 M de glicina pH 2,2 e 1 mg/mL de BSA. Apds a
neutralizaggo com 2 M de tris HClI (pH 9) os fagos eluidos foram
amplificados por infeccdo em cultura de E.coli K91. Foi realizada nova
incubacédo overnight a 37 °C, o sobrenadante foi obtido e precipitado com
Poli(etileno glicol) (PEG) /NaCl. Quatro ciclos de selecao foram realizados e
nos demais ciclos 2,0 x 10" fagos amplificados do ciclo anterior foram
incubados com IgG anti-M. tuberculosis. Os procedimentos foram iguais
aqueles aplicados ao primeiro ciclo, exceto para a massa do anticorpo
imobilizado no imunotubo que foi 1,5e 0,5 ug no segundo e subsequentes
ciclos, respectivamente.

Apo6s o quarto ciclo de selecao, clones de fagos foram isolados e avaliados
quanto a capacidade de ligacdo a imunoglobulinas IgG anti-M. tuberculosis.
Para tanto, placas de ELISA foram revestidas com 50 yL de anticorpo anti-
bacteriéfago (Sigma-Aldrich, EUA) a 1:800 em tampao NaHCO3 100 mM, pH

8,6 e mantidas overnight a 4 °C. As placas foram lavadas trés vezes com



PBS% Tween-20-0,05 (PBST-0,05%) e em seguida bloqueadas com leite em
po desnatado a 2% em PBST-0,05% por uma hora em temperatura de 37 °C. O
sobrenadante (50 mL) da cultura de cada um dos clones isolados foi
adicionado a um diferente pogo da placa e incubado por 2 horas a 37°C. Apos
a lavagem, as placas foram incubadas com 100 ug/mL de imunoglobulinas IgG
total de pacientes tuberculosos em solugao de bloqueio por uma hora a 37 °C.
Nova lavagem foi realizada e adicionou-se anticorpo anti-lgG humana Fc-
especifica conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) diluido 1:10000 em
solugdo de bloqueio e incubado por uma hora a 37 °C. Apds novas lavagens, a
reacao foi revelada pela adicao da solugdo substrato (0,2 mg/mL de OPD)
(Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampéo citrato pH 5,0 contendo 0,2 uL/mL de
H202 a 30%. As placas foram incubadas a temperatura ambiente e no escuro
por 15 minutos e a reagao foi interrompida por adicdo de 10 uL de H2S0O4 1:20.
A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 492 nm. Os clones mais reativos foram selecionados para o
sequenciamento do DNA.

O DNA de cada clone de fago reagente foi extraido usando o kit QlAprep
Spin M13 (Qiagen, Alemanha). A metodologia foi realizada conforme descri¢cao
do fabricante. As reagcbes de sequenciamento foram realizadas com o kit
BigDye Terminator v3.1(Applied Biosystems, EUA) e em sequenciador
automatico ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, EUA). O primer 5-TCG GCA
AGC TCT TTT AGG-3' foi usado para anelamento. As condicbes de
sequenciamento foram um minuto a 96 °C para desnaturagao inicial do DNA
seguidos de 35 ciclos de desnaturagao a 96 °C por 10 segundos, anelamento a
50 °C por cinco segundos e extensao por quatro minutos a 60 °C. Apods
homogeneizagédo e incubagdo com isopropanol por 20 minutos a temperatura
ambiente os tubos foram centrifugados a 15.000 g por 25 minutos., O
isopropanol foi removido por inversao e adicionou-se alcool 70%. Nova
centrifugacédo a 15.000 g por 10 minutos e remogao do etanol por inversao. A
secagem do DNA foi feita em estufa a 37 °C e o armazenamento até seu uso
foi a -20 °C. A analise da sequéncia obtida foi realizada no software do
equipamento. Apds a identificacdo do DNA viral, as sequéncias foram
avaliadas no programa proteomics tools disponivel em http://expansy.ch. Foi

utilizada opgao de leitura tools-DNA-Proteins-Translate, 3'>5’, utilizando-se a



primeira janela de leitura-frame), para obteng¢ao da sequéncia dos aminoacidos
codificada pelo segmento de DNA inserido no fago. As sequéncias dos
peptideos obtidas foram analisadas quanto a similaridade com outras
sequéncias ja registradas no GenBank.

Apos obtencao do peptideo, o mesmo foi avaliado quanto a capacidade
de reacdo com anticorpos de soro de pacientes portadores de tuberculose,
utilizando o teste ELISA previamente padronizado.

A avaliagdo quanto a similaridade com peptideos ja explorados e com
proteinas presentes na vacina BCG foram realizados para evitar falsos-

positivos. A avaliacao foi realizada por ferramentas de bioinformatica.

3.2 ANALISE IN SILICO

As sequéncias dos peptideos propostos foram avaliadas utilizando a
ferramenta Blast-p (ALTSCHUL et al. 1998), para verificar a identidade e
cobertura com os organismos: M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. terrae, M.
avium, M. smegmatis e M. leprae. Verificou-se ainda, se possuem cobertura e
identidade com humanos (Homo sapiens, taxid:9606). As propriedades fisico-
quimicas dos peptideos foram avaliadas utilizando o software PepCalc
(PepCalc.com, 2015). Utilizando os programas VaxiJen v2.0 (DOYTCHINOVA;
FLOWER, 2008) e Immune Epitope Databasel (IEDB) (CALIS et al. 2013), foi

determinada a antigenicidade dos epitopos. O programa VaxiJen faz a analise

baseado em valor de corte de 0.5, sendo considerados antigénicos os epitopos

que alcangassem este valor, segundo a predigao.

3.3 SINTESE QUIMICA EM MEMBRANA DE CELULOSE E
IMUNODETECCAO

Os peptideos obtidos por phage display e selecionados por

bioinformatica foram sintetizados utilizando a metodologia de spot sintese



numa membrana de celulose com a protegcao 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc) em um sintetizador automatico (Intavis Bioanalytical Instruments,
Alemanha) (FRANK et al. 1991), para a realizacdo da técnica de
imunodeteccgao.

Para o ensaio de imunodeteccdo em membrana de celulose com os
peptideos sintetizados, a membrana foi incubada primeiramente com metanol
durante dois minutos, e depois lavado com a solugado tampao TBS-T (NaCl,
KCI, Tris(hidroximetillaminometano e Tween 20 — 0,05%, a pH 7,0) com uma
incubagédo por 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir o bloqueio foi
efetuado com a solucdo tampao de bloqueio (caseina hidrofilica 3% m/v,
sacarose 0,5% m/v, Tween 20 0,1% v/v e TBS) mantida a 4 °C sob agitacéo
overnight. Em seguida, a membrana foi lavada com o tampao de lavagem
(TBS-T 0,1%) durante 10 minutos sob agitacdo. A membrana foi entédo
submetida a incubacdo com solugao diluida do soro humano (37 °C por 90
minutos) provenientes de pacientes comprovadamente positivos para
tuberculose por teste de baciloscopia diluidos na proporcao 1:400 em tampao
de bloqueio.

A membrana foi novamente lavada com a solugdo tampao TBS-T e
incubada com anticorpo secundario anti-lgG-biotina (1:7.500) diluido em
tampao de bloqueio durante 60 minutos a 37°C, seguido de uma etapa de
incubagdo com Streptavidin (1:7.500) diluido em tampao de bloqueio durante
60 minutos a 37°C. Apods trés lavagens com o tampao de lavagem, foram
visualizadas spots positivas pelo sistema ECL™ Start Western Blotting
Detection Reagent (Healthcare Amersham™, Alemanha) em um filme

Hyperfilm™ ECL™ (Healthcare Amersham™, Alemanha).

3.4. SINTESE QUIMICA DE PEPTIDEOS SELECIONADOS

Os peptideos selecionados por ensaio de imunodeteccdo e analisados
por ferramentas bioinformaticas foram quimicamente sintetizados, de acordo
com o protocolo padrao pela estratégia Fmoc, usando uma resina como

suporte solido insoluvel (MERRIFIED, 1963). Também foi usado um



sintetizador automatico de peptideos MultiPep RS (Intavis Bioanalytical

Instruments, Alemanha), conforme Alban (2014).

3.5 PADRONIZAGAO DO TESTE ELISA

3.5.1 Delineamento experimental

Para a padronizacao das condicbes do teste ELISA foi realizado um
desenho experimental fatorial completo em V, incluindo também pontos
centrais para a modelagao da curvatura (Tabela 4). Foram selecionados cinco
fatores para o desenho experimental: concentracdo de antigeno (peptideos),
porcentagem de soro albumina bovina (BSA) no tampao de bloqueio, diluigao
do soro, diluicdo do conjugado (anticorpo secundario anti-lgG-biotina) e diluicdo
da neutravidina-HRP (NeutrAvidin Protein, HRP, Thermo Scientific™). A
variavel de resposta € definida como a razéo entre o valor da absorbancia da

amostra positiva e o valor da absorbancia da amostra negativa (Eqg.1).

., Valor absorbancia soro positivo
variavel resposta = = TP TU TR Eq. 1
Valor absorbancia soro negativo

Tabela 4— Variaveis testadas por delineamento experimental (variaveis independentes) para
padronizacéo de teste ELISA

Nivel Soro Antigeno (ng/ Bloqueio Streptavidina Neutravidina
Diluicao poco) (%) diluicao diluicao
-1 1:100 30 2 1:10000 1:6000
0 1:200 75 3 1:12000 1:8000
+1 1:300 120 4 1:14000 1:10000

Fonte: A autora (2021)

Para a correta modelagao da curvatura, se fez necessaria a inclusdo de
novos pontos com base no desenho composto central 3*k, e na equacao de

regressao em unidades nao codificadas, calculada pela média dos blocos.



O resultado foi analisado utilizando o Minitab© Statistical Software V.
18.1 (2017 Minitab, Inc.).

3.5.2 REALIZACAO DO TESTE ELISA

A técnica de ELISA foi realizada em placas de poliestireno (Costar 3690,
Corning) de 96 pogos.

O antigeno em teste foi diluido em tampao de cobertura (coating buffer)
(solugdo tampao carbonato, Na2COs 0,16%, NaHCOs 0,29%, pH 9,6) nas
condicbes definidas pela padronizagdo. A placa foi sensibilizada com 100 pL
dessa solugado por poco e incubada overnight a 4 °C. ApOs esta etapa, para
remocgao do antigeno nao fixado no poco, a solucao foi descartada e os pocos
lavados quatro vezes, com solugdo de lavagem (NaCl 0,9% - Tween 20
0,05%).

O bloqueio dos pocos foi realizado, adicionando-se 120 pyL de solugao
de bloqueio (BSA em PBS pH 7,4) por pogo e incubado por uma hora a 37°C.
Apos incubagao, mais quatro lavagens foram realizadas.

Os soros, foram diluidos em tampao de incubacao (0,25% de caseina
em PBS pH 7,4 - Tween 20 0,05%), entdo foram adicionados (100 yL) a cada
poco e incubados em estufa a 37 °C por uma hora. Foram entido realizadas
novas etapas de lavagem, por seis vezes, para a remogao dos anticorpos nao
ligados.

Em seguida foram adicionados 100 pL por pog¢o do anticorpo secundario
(conjugado Anti-lgG humano-biotina) diluido em tamp&o de incubacéo e as
placas foram incubadas por uma hora a 37 °C. As placas foram lavadas quatro
vezes e 0 conjugado neutravidina-peroxidase foi adicionado. Submeteu-se a
nova incubagao por uma hora a 37 °C.

Apos quatro lavagens, adicionou-se o substrato 3, 3',5 ,5'- tetrametil
benzidina (TMB) (Invitrogen™, USA). Ap6s 30 minutos ao abrigo de luz, foi
efetuada a parada da reacao adicionando-se 25 uL de solugdo de acido
sulfurico 5%. A leitura da absorbéancia foi entdo realizada em espectrofotébmetro

no comprimento de onda de 450 nm.



3.6 DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE E NiVEL DE
CORTE DA REACAO

Apods a selegcao do melhor peptideo candidato a antigeno e obtengao das
melhores condigdes para o teste, foi realizada a determinagao do nivel de corte
(cut-off) do teste, entre soros positivos e negativos. A amostragem consistiu de
50 soros humanos de pacientes portadores de tuberculose ativa e 50 pessoas
saudaveis, representando o grupo de controle negativo. Estes dois grupos
serviram para a validacdo do teste e determinacdo da sensibilidade e
especificidade da reagao.

A sensibilidade e especificidade da reagao entre soro positivos e soros
negativos foram determinadas pelo software MedCalc (Windows, versédo 15.0),
com os resultados dos testes de ELISA realizados utilizando o peptideo

produzido como antigeno.

3.7 TESTE DE AVIDEZ

Para realizagdo do teste de avidez, o antigeno da reagéao foi diluido em
tampao de cobertura (coating buffer) (solugdo tampao carbonato, Na2COs3
0,16%, NaHCOs 0,29%, pH 9,6) na condicdo de 30 ng/pogo. A placa foi
sensibilizada com 100 pL dessa solugao por pogo e incubada overnight a 4 °C.
Apos esta etapa, para remocgao do antigeno nao fixado no poco, a solugao foi
descartada e os pogos lavados quatro vezes com solugdao de lavagem (NaCl
0,9% - Tween 20 0,05%).

O bloqueio realizado pela adicao de 120 pyL de solugdo de bloqueio
(BSA 2,3% em PBS pH 7,4) por pogo e incubando-se por uma hora a 37 °C.
Apos incubagao, mais quatro lavagens foram realizadas.

Os soros, positivos e negativos, foram diluidos na propor¢céo 1:100 em
tampéao de incubacéao (0,25% de caseina em PBS pH 7,4 - Tween 20 0,05%).
Em seguida foram adicionados 100 pyL a cada pogo e incubou-se em estufa a
37 °C por uma hora. Foram entdo realizadas novas etapas de lavagem, por

seis vezes.



Na proxima etapa, foram adicionados 100 yL por pogo de solugao de
ureia (6 M), incubando-se a 37°C por quinze minutos. Apos lavagem, foram
adicionados 100 pL por pogo do anticorpo secundario (conjugado Anti-IgG
humano-biotina) diluido em tampéao de incubacéao e as placas foram incubadas
por uma hora a 37 °C. Novas lavagens (quatro) foram realizadas para adi¢cao
do conjugado neutravidina-peroxidase, diluido em tamp&o de incubacéo.
Submeteu-se a nova incubagao por uma hora a 37 °C.

Apods quatro lavagens, adicionou-se o substrato TMB. Apds 30 minutos
ao abrigo de luz, foi efetuada a parada da reagado adicionando-se 25 uL de
solucao de acido sulfurico 5%. A leitura da absorbancia foi entdo realizada em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 450 nm.

3.8 ESTATISTICA

O resultado obtido no delineamento experimental foi analisado utilizando
o Minitab© Statistical Software V. 18.1 (2017 Minitab, Inc.). O resultado de
sensibilidade e especificidade do teste foi analisado utilizando o software

MedCalc (Windows, versao 15.0), através da curva ROC.

Para analise do resultado do teste de avidez foram utilizados métodos

numéricos para determinacdo de média e desvio padrao.



4 RESULTADOS

4.1 ANALISE IN SILICO

Apos realizar cinco ciclos de selegao frente as IgG totais de pacientes
tuberculosos, a selegdo dos fagos reagentes por teste ELISA frente ao
antigeno de M. tuberculosis (dados nado mostrados); vinte e trés clones
reagentes foram reconhecidos por ligacdo a anticorpos. Estes clones foram

sequenciados e quatro sequéncias diferentes foram obtidas (Tabela 5).

Tabela 5 — Sequéncia de aminoacidos dos peptideos obtidos por phage display, testados para
uso como antigeno em teste diagndstico.

Antigeno Sequéncia

P.Mt.PD 4 15 aminoacidos
P.Mt.PD 6 15 aminoacidos
P.Mt.PD 7 13 aminoacidos
P.Mt.PD 8 15 aminoacidos

*Sequéncias em processo de protegao patentaria.
Fonte: A Autora (2021).

As referidas sequéncias foram analisadas in silico quanto a
imunogenicidade, identidade e similaridade com sequéncias patenteadas e
com sequéncias de outros micro-organismos do complexo Mycobacterium (M.
bovis, M. leprae, M. avium, M. terrae, M. smegmatis) (Tabela 6), utilizando o
programa Blast-p. Além disso, foram também avaliados em comparagdo com
Homo sapiens, que nao apresentou similaridade e cobertura significativas. O
peso molecular dos peptideos obtido pelo software Pepcalc estdao descritos

também na tabela 6.

A cobertura e identidade das sequéncias, quando comparadas com
micro-organismos do grupo MTBC, apresentaram resultados entre 42 a 80%

para cobertura, e 71 a 100% para identidade. As sequéncias foram preditas



para avaliar sua antigenicidade utilizando os programas Vaxiden e IEDB. Os

resultados encontrados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 6 — Cobertura e identidade das sequéncias obtidas pelo Phage display com sequéncias

Peptideo

Sequéncia
(Numero de
Aminoacidos)

do gru,

Massa
(g/mol)

po MTBC

Cobertura
(%)

Identidade
(%)

Proteinas
homdlogas

P.Mt.PD. 4

15
aminoacidos

1832,1

58

85,71

Proteina do
capsideo
principal da
familia L1
(M.tuberculosis)

58

85,71

Proteina
hipotética
M.avium

P.Mt.PD. 6

13
aminoacidos

1325,48

70

71,43

Piruvato,
fosfato
diquinase
(M.avium)

70

87,71

Proteina
hipotética
DIJ64_09630
(M.leprae).

50

100

NADH
desidrogenase,
subunidade G
(M.tuberculosis)

P.Mt. PD. 7

15
aminoacidos

1547.7

80

75

regulador de
transcricao da

familia araC
(M.tuberculosis)

50

100

ligante de zinco
desidrogenase
(M.avium)

P.Mt. PD 8

15
aminoacidos

1976.2
g/mol

42

100

Regulador
transcricional
da familia TetR
(M. avium)

42

Fonte: A Autora (2021).

100

Proteina
hipotética
CAB90_03877
(M.tuberculosis)



Tabela 7 - Antigenicidade dos peptideos obtidos por Phage display, para uso em diagndstico
de Tuberculose, obtidas pelos soffwares Vaxijen e IEDB.

Sequéncia Antigenicidade
VaxiJen IEDB
P.Mt. PD 4 0,5338 1,046
P.Mt. PD 6 0,5730 1,044
P.Mt. PD 7 0,9341 1,062
P.Mt.PD 8 0,7588 1,053

Fonte: a Autora (2021)

O programa Vaxiden considera que peptideos com resultado acima de
0,5 possuem potencial antigénico. Quando se utiliza o IEDB, quanto maior o

resultado obtido, maior o potencial antigénico do peptideo.

4.2 IMUNODETECCAO

A avaliacéo da afinidade aos anticorpos contidos no soro foi identificada
apos revelacdo da membrana, pela sua localizagao em filme fotografico (Figura
4).

Figura 4 — Imunodeteccéo dos peptideos selecionados por phage display frente a soros de
pacientes com tuberculose ativa — Revelagao em filme fotografico

Fonte: A Autora (2021)

Os peptideos estudados apresentaram reagcdo com o pool de soros

positivos (Figura 4). Quando a analise em questéo foi realizada utilizando soros



negativos, os peptideos ndo apresentaram reatividade (dados ndo mostrados).
Isso € uma indicagdo de que os peptideos sao bons candidatos para serem

testados para uso no diagndstico da tuberculose.

4.3 PADRONIZACAO DO TESTE ELISA

4.3.1 Delineamento experimental para padronizagao do teste ELISA

Para a realizagdo do delineamento experimental dos peptideos, um total
de 51 combinagdes foram avaliadas. Foram estudadas cinco variaveis, sendo
elas: diluigdo de soro, concentragdo de antigeno, concentragdo de BSA no
tampdo de bloqueio, diluigdo do conjugado anti-humano IgG conjugado a
biotina e diluigdo da Neutravidin®. A figura 5 mostra o diagrama de pareto e
como as variaveis avaliadas individualmente e a sua combinacao influéncia na

variavel de resposta, para cada um dos peptideos avaliados.

A partir dos resultados do delineamento experimental € possivel criar
uma equagao de modelagao de resposta e deduzir quais seriam as condi¢cdes

ideais para maximizar a resposta.

Para os peptideos P.Mt.PD.4, P.Mt.PD. 6, P.Mt.PD.7 e P.Mt.PD.8, a
equacdes de modelagao da resposta (tabela 8) foi capaz de explicar 86,05;
79,06; 67,39 e 97,28% do comportamento da variavel de resposta,
respectivamente. Com base nesta equagao podemos obter as condi¢des ideais
para o teste ELISA usando cada um dos peptideos. as condi¢cbes ideais sao
mostradas na tabela 11, e obtemos um valor preditivo da relagéo entre positivo

e negativo 2,58; 3,03; 2,23 e 4,45 respectivamente.

Os resultados obtidos na padronizacao dos peptideos, utilizando as
melhores condi¢cdes encontradas estdo expressos na figura 6. A diferenca entre
as absorbancias dos soros positivos e negativos foi visivel para todos os
peptideos. No entanto, a relagdo entre soros de pacientes infectados com o

micro-organismo e soros de individuos sadios foi melhor para o peptideo



P.Mt.TB 8, sendo que os soros positivos apresentaram uma diferenca de 4,3

vezes superior aos individuos sadios.

Figura 5 — Diagrama de pareto das padronizagbes dos peptideos P.Mt.PD.4, P.Mt.PD. 6,
P.Mt.PD.7 e P.Mt.PD.8, que avalia as condigbes 6timas paraa o teste. Onde: A: soro, B:
antigeno, C: tampéo de bloqueio com BSA, D: Conjugado anti-human IgG conjugado a biotina,
E: Neutravidin®
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Tabela 8 - Equagdes de modelagao da resposta a partir do planejamento experimental. Onde:
S — Soro, A — Antigeno, B — Bloqueio, Bi — Biotina, N — Neutravidina

Resposta = 28,52 - 0,01503*S+ 0,0019*A + 0,267*B- 0,003521"Bi - | Eq. 2
0,001219*N + 0,000023*S*S + 0,000015*A*A - 0,1019*B*B+ 0,000000*Bi*Bi

+ 0,000000*N*N - 0,000001*S*A - 0,000332*S*B + 0,000000*S*Bi

+ 0,000000*S*N - 0,001860*A*B + 0,000000*A*Bi - 0,000000*A*N

+ 0,000019*B*Bi + 0,000041*B*N- 0,000000*Bi*N

Resposta = 10,32 +0,00415*S- 0,0030*A +0,237*B-0,00128"Bi - | Eq. 3
0,000244*N + 0,000009*S*S + 0,000117*A*A -0,041*B*B + 0,000000*Bi*Bi
+ 0,000000*N*N + 0,000054*S*A - 0,000850*S*B - 0,000001*S*Bi - 0,000000*S*N
+0,00106*A*B - 0,000002*A*Bi - 0,000001*A*N + 0,000021*B*Bi - 0,000004*B*N-
0,000000*Bi*N

Resposta = -2,32- 0,00833*S - 0,0072*A*0,340"B + 0,000534*Bi | Eq. 4
+0,000438*N + 0,000019*S?+ 0,000141*A? - 0,0155*B2- 0,000000*Bi?-




0,000000*N2- 0,000004*S*A + 0,000039+S*B+ 0,000000*S*Bi - 0,000000*S*N
+0,001557*A*B - 0,000002*A*Bi + 0,000000*A*N- 0,000016+B*Bi -
0,000020+B*N+ 0,000000+Bi*N

Resposta = 6,54 - 0,0299S- 0,02112 A + 0,612 B- 0,000450 Bi | Eq. 5

+ 0,000092N + 0,000057 S*S + 0,000097 A*A- 0,0943 B* B + 0,000000 Bi*Bi

- 0,000000 N*N + 0,000004 S*A+ 0,000475 S*B + 0,000000 S*Bi - 0,000000 S*N
- 0,000007 A*B + 0,000000 A*Bi+ 0,000000 A*N - 0,000004 B*Bi- 0,000010 B*N -
0,000000 B*N.

Tabela 9 — Melhores condi¢des de variaveis para uso em teste ELISA para diagndstico

de Tuberculose, obtidas apds delineamento experimental

Peptideo Diluicdo  Concentragao Tampao de Conjugado Neutravidina
de Soro de Antigeno Bloqueio com anti-humano
(ng/pogo) BSA (%) IgG ligado a
biotina
P.Mt.PD.4 1:100 30 4% 1:14000 1:10000
P.Mt.PD.6 1:100 30 2% 1:10000 1:10000
P.Mt.PD.7 1:300 120 4% 1:10000 1:6000
P.Mt.PD.8 1:100 30 2,63% 1:10000 1:10000

Fonte: A autora (2021)

Figura 6— Representagéo grafica dos resultados obtidos na padronizacao dos peptideos como
antigenos em teste diagndstico para tuberculose - avaliando concentragéo do antigenos,
diluicdo do soro, diluicdo do anticorpo secundario
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Fonte: A autora (2021)



A melhor resposta foi apresentada pelo peptideo P.MT.PD 8, assim, os
graficos da Figura 7 detalham as condi¢des otimas previstas pelo modelo

experimental, de acordo com a influéncia de cada variavel no resultado final.

Figura 7- Condigbes 6timas e influéncia das variaveis para o resultado do teste ELISA,
previstos no modelo experimental, utilizando o Peptideo P.MT.PD 8 como antigeno da reagao.

Configuragdo e Sensibilidade para a Solugdo Ideal

000 anfageng B éogacio i biotina nestrEwidin.

4 ¥, /_\

= 2 = 2 > e ip@ ,;F *@n#} #ﬂ #é'
Fonte: A autora (2021).

As linhas tracejadas representam o ajuste ideal do teste. Desta forma, a
relacdo entre amostras positivas e amostras negativas esta prevista, em 95%
de confianga, de 2,46 (2,27 — 2,65). As condi¢gdes padronizadas pelo modelo
foram utilizadas para determinacdo de sensibilidade e especificidade do teste

desenvolvido.

4.4 DETERMINACAO DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

A sensibilidade e especificidade do teste utilizando o Peptideo P.MT.PD
8 como antigeno foram avaliadas através de teste ELISA e soros de uma
populacao de 50 pacientes e 50 individuos sadios. Seguiram-se as condigdes

de teste determinadas pelo modelo experimental seguida da padronizagéao.

O gréafico da figura 8 representa a dispersdo dos valores das
absorbancias dos soros positivos e negativos testados. Os valores nédo se
sobrepde, indicando baixa probabilidade de falsos positivos ou falsos negativos

no teste.



Figura 8 — Representagao grafica mostrando a diferencga de reatividade entre soros positivos e
negativos, utilizando condigdes da padronizagéo final do teste, utilizando o Peptideo P.MT.PD
8 como antigeno da reacéo.
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Fonte: A Autora (2021).

Os resultados das absorbéncias dos 50 soros positivos e 50 soros
negativos e a anadlise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic)
mostraram 100% de sensibilidade e especificidade (Figura 9) para o teste

padronizado, utilizando como antigeno o peptideo P.Mt.PD.8.

A area sob a curva (AUC) obtida para o teste foi de 1,000.



Figura 9 — Curva ROC do teste ELISA para uso em diagnéstico de tuberculose, utilizando o
Peptideo P.MT.PD 8 como antigeno da reagéo.
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Fonte: A autora (2021)

A tabela 10 apresenta os valores obtidos para o indice de Youden do

teste (1), e seu intervalo de confiancga.

Tabela 10- Intervalo de confianga
Indice de Youden

indice de Youden (J) 1
95% Intervalo de 1,0000 a 1,0000
confianga
Critério asociado >0,34
95% Intervalo de >0,335 to >0,34
confianga
Sensibilidade 100
Especificidade 100

Fonte: A autora (2021)



4.5 TESTE DE AVIDEZ

O teste de avidez foi realizado utilizando soros de pacientes positivos

para tuberculose. Os mais reativos estdo com os resultados representados no

grafico da Figura 10.

Figura 10 — Teste de avidez do peptideo 8
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Fonte: A autora (2021)

A média e desvio padrao de todas as amostras estdo representados no

grafico da figura 11. Os testes realizados sem ureia e com ureia nao diferem

estatisticamente.

Figura 11 — Média e desvio padrdo, amostras utilizadas para determinagéo do indice de avidez
do Peptideo P.MT.PD 8
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Fonte: A autora (2021)

O indice de avidez obtido para o peptideo 8 foi de 85,72%.



5 DISCUSSAO

A tuberculose é considerada uma emergéncia de saude publica desde a
década de 1990 (FURIN J, COX H, 2019; MASCHIO, et al. 2017). Assim, um
método diagndstico para a identificagao rapida de casos clinicos ativos € uma
das agbes preconizadas pela OMS para conter o avango da doenga (OMS,
2020).

A proposta de antigeno e método soroldégico aqui desenvolvido mostrou-se
altamente sensivel e capaz de diferenciar individuos doentes de saudaveis. O
meétodo desenvolvido apresenta vantagens com relagao aos métodos utilizados
para diagnostico atualmente. Como exemplos, cita-se a baciloscopia, que
apesar de possuir baixo custo e facilidade de execugao, s6 € positiva quando
ha grande numero de bactérias no material observado, o que pode levar a
resultados falso-negativo (COELHO et al. 2008). A cultura da bactéria, tem a
desvantagem de ser um método demorado, que precisa em média 40 dias para
obter o resultado. O teste cutdneo, ou teste da hipersensibilidade tardia, avalia
o contato prévio do organismo com antigeno da bactéria (GUILLEN, 2011) e
apesar do baixo custo, € um teste importado, apresentando dificuldades para
obtencao (LIMA et al. 2017).

Os testes sorologicos, objetivo desse trabalho, sdo métodos atrativos
devido a facil realizacéo e possibilidade de aplicagao na fase inicial da doenca.
Além disso, podem ser aplicados a uma grande quantidade de amostras. Tais
testes detectam anticorpos especificos no soro, sendo rapido e robusto o
suficiente para ser implementado em condigbes adversas, como em paises em

desenvolvimento.

A técnica utilizada para obtencdo do antigeno utilizado para o teste
demonstrou resultados satisfatorios, pois o phage display € uma excelente
ferramenta para selecionar peptideos ou proteinas com ligagado especifica e
com propriedades de um grande numero de variantes. Um ponto positivo a se
considerar € a enorme diversidade de proteinas variantes que podem ser

apresentadas. Além disso, fornece meios de rastrear rapidamente um grande



numero de proteinas contra potenciais parceiros de ligagdo, com alto
rendimento (WILLATS et al. 2002).

Os resultados das sequéncias dos peptideos e as condi¢cdes do teste
foram comparados com patentes e pedidos de patentes disponiveis na
literatura. O peptideo P.MT.PD 8 nao tem nenhuma sequéncia similar
patenteada. Quanto a padronizagcdo do teste ELISA, na invengao
W02012088577A2, por exemplo, utilizou-se conjugado peroxidase na diluicao
1:1000 (mais concentrado, impactando no custo do teste) e soro 1:20
(necessidade de mais amostra biologica) (OLIVEIRA et al. 2011). A invengao
US5916558A, trabalha com antigeno na concentracdo 400 ug/uL e conjugado
peroxidase na diluicdo 1:1.200 (VAN-VOOREN, 1999). Demais pedidos de
patentes analisados apresentam invencdes com proteinas recombinantes como

antigenos, o que aumenta o custo do teste, mas néo se aplica ha comparagéo.

5.1 ANALISE IN SILICO

A analise in silico (bioinformatica), umas das metodologias utilizadas
para confirmacao dos peptideos, permite a extracdo de resultados uteis a partir
de grandes quantidades de dados, reduzindo o numero de experimentos e,
consequentemente, o custo (VERLI, 2014).

A comparacgao das sequéncias quanto sua similaridade foi realizada para
verificar se possuem sequéncias em comum com micro-organismos do
complexo MTBC. Como demonstrado na tabela, as sequéncias apresentaram
valores aproximados de 42% de cobertura e 100% de identidade M.
tuberculosis, o que significa que podem ser utilizadas para um exame
diagnostico, pois provavelmente apresentara alta especificidade. Nao
apresentaram cobertura e identidade com M. bovis, reduzindo
significativamente o risco de resultados falsos positivos, principalmente em
pessoas vacinadas com a vacina BCG (cepa de M. bovis). Quando
comparados com a sequéncia de Homo sapiens, nao apresentaram
similaridade e cobertura significativa, resultado importante, pois se tivesse

similaridade poderia gerar resultados insatisfatérios para o teste.



Quando comparadas com as sequéncias dos outros micro-organismos
do complexo Mycobacterium, os peptideos ndo apresentaram mais que 87% de
identidade. Ja, quando comparadas com a sequéncia do M. tuberculosis,
apresentaram resultados de 90 a 100% de identidade. Esse resultado indica
que os peptideos podem ser aplicados em teste diagndstico para pessoas
infectadas com MTB.

Quando avaliada a antigenicidade dos peptideos, os quatro se
apresentaram como potenciais antigenos. A antigenicidade de um peptideo se
refere a sua de interacdo com o sitio de ligacdo do anticorpo. Assim, uma
proteina ou peptideo considerados antigénicos € aquele capaz de ser
reconhecido com alta sensibilidade e especificidade por soro de pacientes
infectados (DIAS et al. 2017).

A antigenicidade das sequéncias em estudo variaram de 0,5338 a
0,9341 pelo software VaxiJen. Essa plataforma se baseia em um valor de corte
de 0,5, sendo assim, em ordem crescente, os peptideos 4, 6, 8 e 7 se
apresentaram como potenciais antigenos. Quando avaliados pelo programa
IEDB, os resultados apresentados variaram entre 1,044 a 1,062. Interpreta-se
esse resultado como quanto maior o valor obtido para o peptideo, maior a
chance de se apresentar como provavel antigeno. Por essa ferramenta, o

peptideo com maior potencial antigénico seria o 7, seguido do peptideo 8.

5.2 IMUNODETECCAO

Para determinar a especificidade da ligagdo do peptideo frente aos
anticorpos primarios especificos, foi utilizado pool de soros de pacientes
expostos previamente a M. tuberculosis em analise de imunodetecgao em
membrana.

ApoOs revelacdo da reacdo na membrana, verificou-se que os quatro
peptideos apresentaram reacdo com o pool de soros. Os peptideos 4 e 8
apresentaram reacao nas trés réplicas da reacdo. Os peptideos 6 e 7

apresentaram reagdo em duas e uma réplica, respectivamente.



Quando avaliados com soros de individuos saudaveis, os peptideos nao
apresentaram reacgao, indicando ser bons candidatos para uso em teste

diagnostico e diferenciagao entre individuos doentes e saudaveis.

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O diagrama de pareto apresentado na Figura 5 avalia qual variavel
usada no teste ELISA apresenta maior influéncia na resposta. As barras azuis
representam as variaveis com maior influéncia, e as linhas tracejadas a
condicdo ideal para o teste.

Para o Peptideo 4, a variavel com maior influéncia foi a diluigdo do soro
utilizado, seguida diluicdo do anticorpo secundario (anti IgG humano conjugado
a biotina). A variavel com maior influéncia para o Peptideo 6 foi a diluicao do
anticorpo secundario, seguida da diluigdo do soro e concentragdo do antigeno.
Para o Peptideo 7, da mesma forma, a variavel com maior influéncia foi a
diluicdo do anticorpo secundario, seguida da concentracdo do antigeno. A
variavel com maior influéncia na resposta do Peptideo 8 foi a diluicdo de soro
seguida da concentracdo de antigeno. Apesar de serem as variaveis que mais
influenciam, é possivel observar que todas as variaveis testadas tém influéncia
no resultado final dos testes.

Utilizando as condi¢des ideais determinadas pelo diagrama, foram
realizados testes ELISA com pool de soros de pacientes com tuberculose (C+)
e soros de individuos sadios (C-). A partir da relagao entre C+ e C-, foi
determinado qual peptideo apresentou melhor resposta (resultados
representados no grafico da Figura 6). O peptideo 8 apresentou relagéo de 4,3
vezes entre resultados de C+ e C-, mostrando-se superior aos demais
peptideos. Assim, foi o peptideo de escolha para uso como antigeno no teste
diagnostico, e determinagdo de sensibilidade, especificidade e indice de
avidez.

As condicdes ideais determinadas para o teste estdo representadas nos
graficos da figura 7. A concentracdo de antigeno para o teste apresentar

melhor resposta possivel € de 30ng/poc¢o, concentragdo de BSA na solugao de



bloqueio 2,63%, diluicdo de soro 1:100 e diluicdo do conjugado e neutravidina
1:10000. As condigbes determinadas necessitam de baixas concentragdes de
reagente, impactando diretamente no custo do teste desenvolvido.

Essas condi¢des foram utilizadas para a analise utilizando amostragem
de 50 soros de pacientes com tuberculose e 50 individuos sadios. Observa-se,
no grafico apresentado na Figura 8, que os resultados positivos e negativos
nao se sobrepdem. Esse resultado representa um ponto positivo, visto que um
teste diagnostico deve possuir capacidade de discriminar devidamente
individuos doentes e sadios (MALACARNE et al. 2019).

5.4 TESTE DE INDICE DE AVIDEZ

O teste de avidez é realizado para avaliar a forca de ligagdo do
complexo antigeno-anticorpo formado. O valor de avidez € considerado alto
quando é igual ou superior a 60,0% (SAO PAULO, 2021). A andlise é realizada
com adicdo de ureia como agente dissociante, para a dissociacdo dos
anticorpos de baixa avidez.

Observando-se o grafico da Figura 10, é possivel observar que a ureia
diminuiu o indice de absorbancia das amostras testadas. Essa condi¢céo €
explicada deduzindo-se que houve a quebra de ligagbes fracas ou de
anticorpos de baixa avidez. A média e desvio padrdo das amostras testadas
estdo apresentadas no grafico da Figura 11, assim como o indice de avidez
obtido, que foi de 85,75%. O peptideo 8 pode entdo ser considerado um
peptideo de alta avidez, o que significa que apresenta fortes liga¢gdes quando

se liga ao anticorpo, boa caracteristica para aplicagdo em teste diagnostico.

5.5 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

De acordo com SOARES et al. (2012) sensibilidade é definida pela

propor¢ao de individuos doentes que testam positivo. Especificidade sao os



individuos saudaveis que testam negativo. Para determinagéo desse resultado,
foi construida a curva ROC do teste, que auxilia a verificar o poder
discriminativo de um teste (BORGES, 2016). Com base na curva ROC obtida, o
teste é considerado altamente sensivel (100%) e especifico (100%) (Figura 10
e tabela 11).

Os valores obtidos para sensibilidade e especificidade sao promissores.
Comparando-se com os testes utilizados atualmente, como o Xpert MTB/RIF,
que apresenta a sensibilidade variando entre 72,5 e 98,2% nas amostras com
baciloscopia negativa e positiva, respectivamente, e a especificidade de 99,0%
(MALACARNE, et.al. 2019), baciloscopia com sensibilidade entre 40 e 60% e
cultura 80 a 85% (BRASIL, 2020), o teste desenvolvido utilizando o peptideo 8
como antigeno apresentou maior sensibilidade e especificidade.

Ainda, foi determinada a AUC, que avalia a precisdo de como ocorre a
separagao entre os resultados de absorbancia dos soros dos individuos
doentes e nao doentes. Uma area igual a 0,5 representa que o teste ndo €
discriminativo (BORGES, 2016), e area igual a 1 representa um teste 6timo
(VAZ, 2009). O indice de Youden avalia a precisdo do teste diagndstico, e o
resultado igual a 1 representa o melhor teste (BORGES, 2016). O teste em
questdo apresentou AUC e indice Youden igual a 1. Avaliando-se oS
resultados obtidos, & possivel afirmar que o Peptideo 8 ( P.Mt.PD 8) & um
excelente candidato para uso como antigeno em teste diagndstico. Atinge o
objetivo de desenvolver um teste acessivel e de baixo custo, além de altamente

sensivel e especifico.



6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os peptideos obtidos pela técnica de phage display avaliados
apresentaram bom potencial antigénico. O uso dos peptideos como antigenos
foi padronizado por meio de delineamento experimental, para obtencdo das
melhores condi¢des para aplicagdo em teste diagnostico utilizando a
plataforma ELISA, o que determinou a utilizagdo de baixa quantidade de
reagentes, impactando diretamente no custo do teste. Um teste que utiliza
menor concentragdo de reagentes fica mais acessivel, atingindo o objetivo
proposto de um diagndstico rapido e de facil acesso.

Dentre os peptideos testados, o peptideo P.Mt.PD.8 apresentou os
melhores resultados na diferenciacao entre soros de pacientes positivos e
individuos negativos para tuberculose, se mostrando melhor candidato para
uso em teste diagndstico. Esse peptideo foi entdo o de escolha para a
determinacao de sensibilidade, especificidade e indice de avidez em teste
ELISA.

Os resultados dos testes de sensibilidade e especificidade indicaram que
0 peptideo em questdo apresenta boa capacidade de diagnosticar
corretamente soros positivos para tuberculose. O peptideo P.Mt.PD.8
apresentou 100% de sensibilidade e 100% especificidade. O método descrito
nessa dissertagdo apresentou resultados com maior sensibilidade e
especificidade se comparado com os métodos utilizados atualmente para
diagndstico laboratorial da tuberculose.

Para proximos trabalhos, sugere-se validagdo do teste com maior
amostragem de soros, para possibilitar introducdo do teste no mercado.

Sugere-se também a padronizagao e validagcao dos peptideos 4,6 e 7.
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