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RESUMO

A tuberculose (TB) € uma doenca bacteriana de alta mortalidade,
causada pelo Mycobacterium tuberculosis, transmitida pelo doente através das
vias respiratérias. A TB € um grave problema de saude publica. Estima-se que
um terco da populacdo mundial seja infectada com M. tuberculosis, na forma
de infeccdo latente, que pode assim permanecer por toda a vida, até que por
gueda da imunidade venha se desenvolver caracterizando a infeccéo ativa. O
Brasil, apesar da imunizacdo em massa de recém-nascidos, esta entre os 22
paises que representam 80% dos infectados. Para controlar a disseminacao e
0 avanco da doenca € necessario, além de monitorar os pacientes garantindo o
tratamento e cura, rapidez no diagnostico. Os métodos diagndsticos atualmente
utilizados nédo correspondem a necessidade quanto a agilidade e sensibilidade,
e ndo sado capazes de diferenciar infeccdo de doenca ativa. Alguns estudos
vem demonstrando a importancia de proteinas secretadas por cepas virulentas
para o uso em plataformas diagndsticas. Nas ultimas décadas, muitos autores
tem chamado a atencdo para as caracteristicas promissoras da saliva como
amostra bioldgica ideal para ensaios de diversos tipos de doencas. O objetivo
deste trabalho foi selecionar e caracterizar ligantes de alta afinidade a
Imunoglobulinas A presentes em saliva de individuos com tuberculose. Noés
utilizamos a tecnologia de bibliotecas apresentadas em fagos, phage display,
para identificar peptideos miméticos a proteinas de M. tuberculosis, a partir de
IgA de saliva de pacientes com tuberculose. Vinte clones foram selecionados e
analisados quanto a similaridade e alinhamento com proteinas depositadas em
banco de dados. Cinco apresentaram similaridade e alinharam com proteinas
antigénicas relacionadas a viruléncia de M. tuberculosis, CFP-10/ESAT-6, rpf e
familia PE de proteinas, codificadas na Regido de Diferenciacdo (RD1). Os
clones foram submetidos a testes ELISA, para avaliar a imunorreatividade
frente a IgA presente em saliva de individuos saudaveis, reativos ou ndo ao
teste tuberculinico e de pacientes com tuberculose com tempo de tratamento
variando de 0 a 6 meses. As analises estatisticas mostraram que os clones
diferenciaram significantemente as salivas positivas das negativas (p<0,05),
com sensibilidade de 100% e especificidade média de 73%. A andlise da curva

de regresséao dos valores das absorbancias em funcéo do tempo de tratamento
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mostrou uma tendéncia a declinio. Nossos clones sdo potenciais marcadores
para diagndstico e possivelmente para controle de tratamento, sendo capazes

de diferenciar infec¢ao latente e doenca ativa.

Palavras chave: Mycobacterium tuberculosis, CFP10-ESAT6, phage display,

saliva e peptideos.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a bacterial disease of high mortality, caused by
Mycobacterium tuberculosis, transmitted by the patient through the respiratory
tract. TB is a serious public health problem. It is estimated that one third of the
world population is infected with M. tuberculosis in the form of latent infection,
which may as well stay for the entire life, until a drop of immunity will develop
characterizing the active infection. Brazil, despite the mass immunization of
newborns, is among the 22 countries that represent 80% of those infected. To
control the spread and disease progression is necessary, and monitor patients
to ensuring the treatment and cure, rapid diagnosis. The diagnostic methods
currently used do not meet the need and the speed and sensitivity, and are not
able to differentiate infection from active disease. Some studies have
demonstrated the importance of proteins secreted by virulent strains for use in
diagnostic platforms. In recent decades, many authors have called attention to
the promising features of saliva as a biological sample ideal for testing various
types of diseases. The objective of this work was to select and characterize
high-affinity ligands to immunoglobulins A present in the saliva of individuals
with tuberculosis. We used the technology libraries displayed on phage, phage
display to identify mimetic peptides to proteins of M. tuberculosis, IgA saliva
from patients with tuberculosis. Twenty clones were selected and analyzed for
similarity and alignment with proteins deposited in the database. Five showed
similarity and aligned with antigenic proteins related to virulence of M.
tuberculosis, CFP-10/ESAT-6, rpf and PE-family of proteins encoded in the
Region of Differentiation (RD1). The clones were subjected to ELISA tests to
evaluate the immunoreactivity against IgA in saliva from healthy individuals, or
non-reactive with PPD and tuberculosis patients with treatment time range 0-6
months. Statistical analyzes showed that the clones differed significantly from
negative to positive salivas (p<0.05), with 100% sensitivity and specificity
averaged 73%. The analysis of the regression curve of absorbance values
versus time of treatment tended to decline. Our clones are potential markers for

diagnosis and possibly treatment control, being able to differentiate between latent

infection and active disease.



Keywords: Mycobacterium tuberculosis, CFP10-ESAT6, phage display, saliva
and peptides.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e etiologia da tuberculose

A tuberculose (TB) € uma doenca bacteriana, infecto-contagiosa,
causada pelo Mycobacterium tuberculosis. O bacilo foi descoberto em 1882
por Robert Koch, que o isolou ao conseguir o seu cultivo e reproduzir a doencga
em animais de laboratério (COLLINS et al., 1997). O M. tuberculosis € um
bacilo delgado, ligeiramente encurvado de 1,0 a 4,0 um de comprimento e 0,3 a
0,6 um de didmetro, capaz de sobreviver no interior de células fagocitarias, &
considerado um parasito intracelular facultativo, de crescimento lento, o qual se
divide a cada 16 ou 20 horas, (FLYNN & CHAN, 2001).

A tuberculose é responsavel por 2 milh6es de mortes anualmente (WHO,
2006). Ainda, segundo a OMS, a TB também é responséavel por 25% das
mortes evitaveis em adultos nos paises em desenvolvimento. O Brasil € um
pais com alta incidéncia e prevaléncia de TB, ocupando a 192 posicao entre 22
paises com 80% dos casos de TB no mundo (MS, 2010).

Estima-se que um ter¢co da populacdo mundial seja infectada pelo M.
tuberculosis. Na maioria dos individuos infectados, este patdogeno persiste em
laténcia, podendo resistir em um ambiente muito hostil, por longos periodos
com baixa nutricio (AKHTER et al.,, 2007), caracterizando a doencga
assintomatica ou infeccdo latente, onde as manifestacdes clinicas ndo sdo
evidentes e pode permanecer assim por muito tempo (WAYNE 1994). Pelo
menos 10% dos individuos com TB latente desenvolverdo a doenca ativa, este
risco em individuos coinfectados pelo HIV sobe para 50%. (WHO, 2004; MELO
et al., 2005).

A forma mais comum de transmissdo do M. tuberculosis se da por via
aerdgena, pela inalacdo de goticulas contendo a bactéria, quando o doente
com TB de pulmdo (em fase bacilifera) espirra ou tosse. Esta via de
transmissdo € de grande preocupacado, pela facilidade de propagacdo. O
contagio depende diretamente das condicbes de aeracdo do ambiente, assim
como da proximidade e do tempo de exposi¢ao, (MELO et al., 2005).

Os fatores de risco sdo o contato intradomiciliar com caso bacilifero
recém diagnosticado, criancas menores de 05 anos, infeccdo por HIV e

desnutricdo grave. Contudo, os dados epidemiolégicos da TB infantil séo
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bastante limitados, uma vez que estes sdo feitos sobre as informacdes de
baciloscopia positiva e 80% dos casos de TB infantil s&o negativos ao exame
de escarro (SANT'ANNA & HIJJAR, 2007).

A tuberculose € problema social relacionado as condicbes econdmicas,
sendo nos paises desenvolvidos, mais comum em idosos, quando ha a queda
da imunidade, propria da senescéncia, enquanto em paises em
desenvolvimento € mais frequente no grupo etario economicamente produtivo,
entre os 15 e 59 anos (MELO et al., 2005). A pandemia do HIV e o contraste
entre o aumento da miséria das populacdes menos favorecidas e 0 aumento da
sobrevida nas mais desenvolvidas favoreceram o aumento da tuberculose no
mundo (MELO et al., 2005).

Os indices de mortalidade chamam a atencdo e apontam para a
necessidade de maiores cuidados e investimentos no sentido de controlar a
doenca. Muitos esforcos vem sendo empregados para conhecer melhor esta
patologia e encontrar alternativas que possibilitem este controle.

A OMS criou estratégias de controle da TB para reduzir a mortalidade,
morbidade e transmissdo da doenca (WHO, 2004). Em todo o mundo foi
implantado um programa de monitoramento ao doente. No Brasil existe um
programa de controle da doenca PNCT (Programa Nacional de Controle da
Tuberculose) que € um conjunto acfes integradas com participacdo do governo
e comunidade visando reduzir a morbidade, a mortalidade e atenuar o
sofrimento humano causado pela doenca. A principal acdo de controle
constitui-se da procura de casos novos e da quimioterapia efetiva, de modo a
reduzir os focos de infeccéo (MELO et al., 2005).

1.2 Resposta Imunoldégica

O sucesso da infeccdo depende da eficiéncia do sistema imunologico do
individuo que inala os aerossois contendo bacilos. A sobrevivéncia deste
microorganismo no pulmdo e o seu desenvolvimento dependera de sua
viruléncia e da habilidade das células de defesa do hospedeiro (MELO et al.,
2005).

Apés a inalacdo, a micobactéria é fagocitada por macrofagos alveolares

e combatida pela resposta imune inata. Macrofagos, células dendriticas e
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outras células apresentadoras de antigenos (APCs) internalizam a bactéria
dando inicio ao processamento do patégeno e apresentacdo de antigeno. No
interior dos macroéfagos, os fagossomos, onde a bactéria permanece
aprisionada, fundem-se aos lisossomos, dando origem ao fagolisossomo onde
ha a lise bacteriana para eliminacao e apresentacdo de antigenos as células T
CD4" a fim de estimular outros componentes da resposta imune. (AHMAD,
2011; TEIXEIRA, 2007).

O M. tuberculosis desenvolve mecanismos que o permitem evadir da
resposta imune, pelos quais sdo capazes de impedir a fusdo do fago-lisossomo
e ali permanecer latente, assim como lisar os macréfagos liberando bactérias
viaveis para infectar outras células (AHMAD, 2011).

Os macrofagos ao falharem em sua funcéo, trabalham a favor do
patdogeno, e carregados de micobactérias em seu interior acabam por
desempenhar o papel de transportador do germe para outros 6rgaos, onde
poderdo futuramente desenvolver a TB extrapulmonar (MELO et al., 2005). TB
extrapulmonar (ETBP) séo classificadas de acordo com a localizacédo: 6ssea,
renal, ocular, pleural, meningoencefalia, miliar (disseminada) entre outras (MS,
2002).

Os mecanismos de escape utilizados pelo M. tuberculosis sdo mediados
por proteinas e compostos antigénicos que desempenham importante papel na
viruléncia bacteriana, alguns deles codificados geneticamente na Regido de
Diferenciacdo 1 (RD1). Esta regido gendmica esta ausente no Bacilo Calmette-
Guérin (BCG) utilizado na imunizacao contra tuberculose. No Brasil todos os
individuos sdo imunizados ao nascer com a BCG, porém esta imunizacao
somente protege das formas mais graves da doenca no periodo da infancia.
(TEIXEIRA et al., 2007).

1.3 Tratamento

A tuberculose é uma das doencas mais antigas e comuns da
humanidade, e o seu controle ainda representa um desafio para os governos,
autoridades da saude e comunidade. Um grande problema da TB € a duracdo
do tratamento, que por ser prolongado, faz com que muitos pacientes desistam

do tratamento logo ao desaparecerem 0s sintomas, 0 que leva ao surgimento
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de cepas multirresistentes. Entre as estratégias criadas pela OMS esta o DOT
(Directly Observed Treatment), que consiste no monitoramento pelo sistema de
salude ao paciente, durante o tratamento a fim de garantir o uso correto dos
medicamentos e ndo abandono do tratamento (WHO, 2004).

A resisténcia aos farmacos € um agravante no controle da TB (DUTTA et
al., 2007). A rifampicina, antibiético utilizado no tratamento da tuberculose, é a
"chave" do esquema terapéutico, mas alguns autores chamam a atengé&o para
o fato de que pacientes portadores de cepas de M. tuberculosis resistentes a
rifampicina tém grande chance de serem resistentes a outros tuberculostaticos
(CARVALHO et al., 2007).

Alguns estudos mostram a existéncia de infeccdo por cepas diferentes
quanto ao perfil de resisténcia a farmacos, tanto em individuos com infeccdo
ativa quanto com infeccéo latente (SIQUEIRA, 2009; CABRAL, 2010).

O tratamento deve ser eficaz e eficiente, e iniciado o mais rapido
possivel, visando minimizar a propagacdo do bacilo e selecdo de cepas
multirresistentes. No contexto geral, h4 uma real necessidade de maior
viabilidade técnica que permita em tempo habil avaliar a resposta ao
tratamento de maneira que permita melhor direcionamento e eficacia do

mesmo.

1.4 Diagndstico

A tuberculose é um problema de saude publica que requer atencdo
especial das autoridades da saude a fim de controlar a disseminacdo e o
avanco desta patologia (MELO, 2005). Para alcancar este objetivo, além de
monitorar os pacientes durante o tratamento, é necessario uma abrangéncia
maior e mais facilidade na busca de casos novos, assegurando rapidez e
acuracia no diagnostico (WHO, 2006)

Desde a descoberta do organismo por microscopico em 1882, muitas
técnicas vem sendo testadas, objetivando o aprimoramento das ferramentas
diagnoésticas. Existem limitacbes diagnosticas quanto a sensibilidade e
agilidade, uma vez que a definicho de um caso de TB é feita a partir da
baciloscopia positiva, 0 exame direto do escarro, que s é aplicavel ao doente

gue estiver com sintomas respiratorios.
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Os métodos atuais de diagnostico se baseiam em métodos
radiograficos, cultura, microscopia, amplificagdo de &cidos nucléicos e
sorologia (TABELA 01). O isolamento do M. tuberculosis por cultura € um teste
de diagnostico definitivo, mas demanda tempo. A radiografia por raios-X requer
equipamento especializado, além de possuirem baixa especificidade
principalmente quando correlacionado com outras infecgbes, como em
individuos co-infectados com HIV. A microscopia € o método mais barato, tem
otima especificidade, mas é pouco sensivel. A cultura, considerada padréo-
ouro, é altamente especifica, permite determinar suscetibilidade a drogas, mas
é demorada, semi-quantitativa, e também requer equipamentos e infra-
estrutura adequada e especializada (WHO, 2006; MS, 2010].

A deteccao de acidos nucléicos é altamente especifica e sensivel, mas
requer condicbes laboratoriais adequadas e possui maior custo, além do que
dificilmente pode ser usada em condi¢cbes de campo, onde apresenta grande
proporc¢éo de falso-positivos. Quanto a sorologia, € o método mais pratico, mas
0sS antigenos atuais ndo permitem distinguir a tuberculose ativa da infeccéo
latente. Os testes diagnosticos atualmente utilizados deixam a desejar o que
dificulta o rastreamento do doente e o monitoramento da evolucao clinica
(WHO, 2006; MS, 2010).

A caréncia de um diagnostico preciso e rapido € agravada pela grande
amplitude de manifestacdes clinicas da doenca, influenciadas pela idade, co-
morbidades, 6rgaos afetados (como linfonodos, sistema nervoso central,
pulmdes, 0ssos e sistema urinario), além da severidade a doenca. Diante deste
contexto, a grande preocupacao em nivel mundial continua a ser a falta de um
diagnéstico que atenda estas necessidades e de facil utilizacdo em campo
(“point-of-care”) para a tuberculose ativa (WHO, 2006; MS, 2010).

O teste da tuberculina, também conhecido como PPD, feito a partir da
aplicacédo intradérmica de proteina purificada derivada Rt23, é (til para provar a
infeccdo, mas ndo necessariamente a doencga. O teste positivo para TB indica
somente a exposi¢ao prévia ao antigeno, mas ndo implica em infeccao ativa, e,
ainda, se o paciente estiver em estado de imunossupressao e o teste para TB
der negativo, ndo podemos descartar a possibilidade do paciente estar
infectado com tuberculose (WHO, 2004).
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TABELA 01: Sensibilidade e especificidade de métodos diagndsticos versus
limitacdes.

Método Sensibilidade Especificidade Limitacdes

Radiografia Satisfatoéria Baixa Equipamento especializado

Microscopia Baixa Alta Representatividade amostral

Cultura Alta Alta Servico  especializado e
tempo

PCR Alta Alta Custo Elevado e Infra-
estrutura

Sorologia Baixa Variavel Disponibilidade de antigenos

PPD Baixa Baixa Detecta apenas a infec¢ao.

1.5 Proteinas antigénicas e viruléncia

O sucesso do processo infeccioso, e da reativacdo da doenca também
se deve a acao de proteinas secretadas pelo M. tuberculosis que interferem na
regulacdo da resposta imune do hospedeiro, algumas destas proteinas sao
codificadas na regido genbmica de Mycobacterium sp, considerada a
responsavel por parte da viruléncia bacteriana - RD1. Grandes esforcos vem
sendo empregados em estudos que busquem compreender melhor o papel
destas proteinas com o interesse em desenvolver testes eficazes para o
diagnéstico e dentre estas os alvos tém sido: ESAT-6 (6 kDa Early Secretory
Antigen Target) and CFP-10 (10 kDa Culture Filtrate Protein), Ag85 A, B e C,
Rv3872, Rv3878, Rpf (PYDI et al., 2011; BELAY et al., 2011; MUKHERJEE et
al., 2007; HETT et al., 2007; ZHANG, 2007).

1.6 Saliva e biomarcadores

Os espécimes clinicos usados em testes diagnosticos ja padronizados
sdo limtados e nao oferecem aos testes sensibilidade satisfatéria
(POTTUMARTHY et al, 2000). Alguns pesquisadores chamam a atencéo para

o fato do fluido salivar, apresentar excelente potencial diagnéstico por conter
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numerosas proteinas, fragmentos protéicos e anticorpos, que conferem a este
fluido importante valor analitco (LAWRENCE, 2002; TABAK, 2001,
STRECKFUS & BIGLER, 2002; RIBEIRO et al., 2010; LARREA et al., 2006 )

A saliva pode ser considerada a amostra ideal tanto para o diagnostico
de doencas infecciosas quanto para o0 monitoramento da evolucdo do
tratamento por ndo ser invasiva e por sua producdo continua, evidenciando
mais precisamente o estado atual do organismo ( LAWRENCE, 2002).
Portanto, identificar biomarcadores presentes na saliva pode contribuir para o
monitoramento de tuberculose.

Optar pela utilizacdo dessa amostra biolégica como ferramenta
diagnostica possui diversas vantagens, por ser um fluido continuamente
produzido, excretado e renovado, reflete o estado atual do organismo, além
disso, deve-se considerar a coleta, que € um procedimento simples, nao
invasivo, e que néo requer habilidades e nem equipamentos especiais e pode
ser conduzida em qualquer ambiente (WONG, 2011). Porém a busca por
marcadores reativos neste fluido biolégico ainda € restrita, mas com
perspectivas extremamente interessantes.

A obtencdo de biomarcadores que sirvam tanto como alvo diagnéstico
como alvo terapéutico para a tuberculose pode melhorar significativamente a

qgualidade de vida dos pacientes portadores dessa patologia.

1.7 Phage Display

Phage display € uma técnica eficiente para identificar peptideos ou
proteinas que se ligam a outras moléculas com diversas finalidades, como
mapeamento de epitopos reconhecidos por anticorpos. A tecnologia é baseada
no principio de que polipeptideos podem ser expressos na superficie de
bacteriofagos filamentosos pela insergcdo de um segmento de DNA codificante
no genoma dos mesmos, de modo que o peptideo ou proteina expressado
figue exposto na superficie da particula viral fusionado a uma proteina viral
naturalmente expressa no bacteriéfago.

A possibilidade de expressao de uma proteina de fuséo no capsideo de
bacteriéfagos, de maneira acessivel ao reconhecimento por um ligante,

demonstrada em 1985 por Smith, abriu caminho para a construgdo de
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bibliotecas conformacionais apresentadas na superficie destas particulas virais
(SMITH, 1985), um bacteriéfago que infecta uma variedade de bactérias gram-
negativas, frequentemente a Escherichia coli do género masculino (BENHAR,
2001).

Os bacteriéfagos M13 sdo formados por uma fita simples de DNA
envolta por uma capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVl, pVII,
pVIll e pIX) (FIGURA 1). Destas cinco proteinas existem aproximadamente
2.800 copias da pVlll e cinco copias da plll. Neste sistema, o gene codificador
do peptideo ou proteina de interesse é geralmente fusionado a um dos genes
destas duas proteinas da capa protéica do fago (PHIZICKY & FIELDS, 1995;
BARBAS, 2001; BRIGIDO & MARANHAO, 2002).

pIX pVII

FIGURA 1 - Esquema representativo de um bacteriéfago filamentoso ilustrando as
proteinas do capsideo viral: pIX, pVII, pVIII, pVI e plll (ARAP, 2005).

Uma das vantagens do uso do bacteri6fago é que eles ndo geram uma
infeccéo litica em Escherichia coli, mas preferencialmente induzem um estado
no qual a bactéria infectada produz e secreta particulas de fago sem sofrer lise.

Bibliotecas de peptideos geradas por phage display sdo extensivamente
aplicadas na descoberta de uma grande variedade de polipeptideos incluindo
anticorpos, receptores e enzimas (HAARD et al, 1998). Epitopos ou
determinantes antigénicos, regides de reconhecimento do antigeno pelos
anticorpos, podem também ser identificados através desta metodologia de
apresentacdo de peptideos em fagos (STEPHEN et al, 1995), a qual tem sido
extremamente importante para a identificacdo e caracterizacdo de novos
ligantes de alta afinidade e seus receptores de uma infinidade de doencas,

incluindo céncer, doencas infecciosas, cardiovasculares e autoimunes.
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A selecao de sequiéncias baseada na afinidade de ligacdo do fago a
uma molécula alvo é feita por um processo de selecdo “in vitro” denominado
biopanning (PARMLEY & SMITH, 1988). O biopanning consiste na incubacéo
da biblioteca de peptideos expostos em fagos contra o alvo. Os fagos nao
ligantes ou menos especificos sdo eliminados por lavagens sucessivas e 0s
fagos especificos permanecem ligados para posterior eluicdo. O pool de fagos
especificos é amplificado para os ciclos posteriores de selecdo. Apés trés ou
quatro ciclos de selecdo os clones individuais sédo caracterizados por
sequenciamento de DNA, Western Blotting ou ELISA (SMITH, 1985).
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi selecionar e caracterizar peptideos
miméticos de antigenos de Mycobacterium tuberculosis por phage display; e
avaliar sua aplicacdo em processos nanobiotecnoldgicos para deteccdo de

anticorpos associados a tuberculose.
2.1 Objetivos especificos

1- Selecionar e identificar peptideos miméticos aos antigenos
reconhecidos por IgA de individuos com tuberculose utilizando a tecnologia de

phage display.

2- Fazer a caracterizacdo molecular de mimetopos selecionados por

ferramentas de bioinformética.

3- Avaliar a possibilidade de utilizacdo de peptideos miméticos em

ensaios imunoenzimaticos com fins diagndsticos.
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3. Material e Métodos

3.1 Obtencéo das amostras biolégicas

As amostras de saliva foram obtidas de individuos, maiores de 18 anos,
mediante autorizacdo dos mesmos e assinatura do TCLE - Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A). A selecdo dos individuos com
diagnéstico de tuberculose foi realizada pela equipe médica do departamento
de Moléstias Infecciosas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC/UFU), e junto a Secretaria Municipal de Controle da
Tuberculose em Uberlandia mediante a notificacdo de casos atendidos na rede
municipal de saude. Os individuos controles saudaveis foram selecionados de
acordo com resultado do teste tuberculinico (PPD), realizados pelo PNCT.

Este trabalho foi aprovado pelo setor interno de avaliagdo de projetos
Secretaria Municipal de Controle da Tuberculose em Uberlandia (Anexo B1) e
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFU (CEP/UFU) sob o processo
n°123/2010 (Anexos B2, B3 e B4) e todas as técnicas de manipulacdo dos
materiais biol6gicos seguiram normas do Codigo de Etica em Pesquisa com
Humanos (Resolugdo CNS N° 196/96).

Para a coleta da saliva, os pacientes foram orientados a enxaguar a
boca repetidamente com agua potavel. Posteriormente, o fluxo salivar foi
coletado sem estimulacdo prévia utilizando-se tubos Salivettes. Durante a
coleta, os pacientes permaneceram com um swab de algoddo (1 cm de
diametro, 2,5cm de comprimento) dentro da cavidade bucal por 3 minutos, ou
até encharcar o swab, alternando-o cuidadosamente de um lado para o outro
da bochecha evitando morder o mesmo. Posteriormente, o swab de algodao foi
acondicionado dentro tubo Salivette mantido em gelo por tempo minimo, até a
centrifugacdo para a obtencdo da amostra em si, que foi armazenada

imediatamente a -20°C.

3.2 Purificagdo de IgA com microesferas magnéticas

A purificagcdo de IgA das amostras salivares foi obtida utilizando-se

microesferas magnéticas (beads magnéticos) conjugadas a proteina G
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(Dynabeads- Invitrogen) acopladas a um anticorpo IgG, especifico a IgA

humana produzida em cabra (KPL).

3.3 Acoplamento de microesferas magnéticas a Anti-IgA

Para cada 2x10° particulas (100pl do estoque), lavadas anteriormente
trés vezes com tampéao citrato-phosphato (pH=5,0) para ativar as microesferas,
adicionou-se 100uL anti-lgA, correspondente a 100ug de Anti-IgA, agitando
gentilmente por 40 minutos a temperatura ambiente (T.A). As microesferas
adsorvidas com anticorpos foram, entdo, lavadas novamente trés vezes com
tampdao citrato-phosphato (pH=5,0) com a finalidade de retirar os anticorpos
nao ligantes.

Para realizar a ligacdo covalente entre a microesfera e os anticorpos, o
sistema beads-anticorpo foi lavado duas vezes com 1ml de tampéo
trietanolamina (0,2M pH 8,2) e, ressuspendido e 1mL de tampéo de ligagéao
covalente (20mM de dimetil pimelinidato x 2HCI em tampao trietanolamina —
0,2 M, pH 8,2) por 30 minutos sob agitacdo leve a T.A. A neutralizacdo da
reacdo da ligacdo covalente foi feita pela incubacdo do sistema beads-
anticorpos com 1mL de tampéo Tris (50mM pH=7,5) por 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as microesferas foram lavadas com TBS-T
0,1% de tween e incubadas com a solucéo de bloqueio (5% de BSA em TBS-T
0,05% de tween) overnight a 4°C, e ressuspendidas em 200ul de TBS.

Para purificacdo e IgA, 100uL de pools de salivas do grupo PNTe grupo
NP-, foram separadamente adicionados a 100uL do complexo bead-anti-IgA, e
incubadas 1 hora a 37°C, sob agitacdo leve. Observou-se aglutinacdo da
suspensao, sugerindo a formagdo de uma cadeia em fungdo do
reconhecimento de varias partes da IgA pela anti-IgA, ndo sendo esta Ultima
especifica da cadeia alfa. Esta observacdo possibilitou certificar o
funcionamento do acoplamento dos beads e consequente purificagdo de IgA.
Foram realizadas 5 lavagens sucessivas, e em seguida, eluicdo acida com
Glicina (0,2M) pH 2,2 para liberacdo das IgAs e o pH neutralizado com Tris HCI
pH 9,1.
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3.4 Obtencao de Extrato Protéico de Mycobacterium spp

O extrato protéico de micobactérias foi obtido a partir de cepas de
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium sp (ndo tuberculosis), cultivadas
em meio MB BacT® (BioMerieux), no setor de micologia do Laboratério de
Andlises Clinicas. As cepas foram mortas por choque térmico com 3 ciclos de
fervura por 15 min e banho em gelo por 5 min. Foi realizado um controle para
testar a eficiéncia deste procedimento antes da abertura do frasco, inoculando
novamente em outro frasco estéril e incubando por 60 dias a 37°C sob agitacao,
nestas condi¢Bes néo foi detectado crescimento bacteriano.

Os frascos contendo as células inativadas foram armazenados a -20°C,
até a liberacdo do controle negativo. O conteudo deste frasco foi transferido
para tubo Falcon para sedimentacdo das células por centrifugacdo, as quais
foram ressuspensas em 1,5 mL de Tampao Salino Fosfato (PBS), e submetidas
a sonicacgéao (20 ciclos de 5 min) com resfriamento em gelo. Esta suspensao foi
centrifugada a 10.000 g por 17 min a 4°C, o sobrenadante contendo proteinas
soluveis foi transferido para outro tubo e armazenado a -80°C e o sedimento foi
novamente ressuspenso em 1,0 mL de PBS, e centrifugado a 1.000 g por 10
min a 4°C, o sobrenadante foi transferido para outro tubo e o sedimento
ressuspenso em 500uL de PBS, ambos armazenados a -80°C.

A quantificacdo das proteinas de M. tuberculosis e Imunoglobulinas A
foram determinadas por densidade Optica em espectrofotdbmetro
(Spectrophotometer ND 1000).

3.5 Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada segundo Barbas et al. (2001), a concentracéo
do gel foi de 16% (p/v). As amostras foram diluidas em 10uL de tampao de
amostra (12mL de SDS a 10%, 6mL de Glicerol, 1mL de Tris-HCI 1M pH 6,8) e
aplicadas em cada poco do gel. Foi utilizado um marcador de peso molecular
(SIGMAMARKER™, Wide Molecular Weight Range) para determinar o
tamanho das proteinas no gel. Foram utilizados dois tampdes de corrida: &nodo
(Tris-HCI 0,2M pH 8,9) e catodo (Glicina 0,1M; Tris 0,1M; 0,1% de SDS). A

corrente foi fixada em 120V e a corrida foi realizada por 2 horas.
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Para a visualizacdo das proteinas resolvidas no gel utilizou-se o

procedimento de coloracdo coomassie-blue.
3.6 Coloracao de gel com Coomassie-blue

Apbs a eletroforese o gel foi retirado do aparato e imerso em solucao
corante (0,2% de coomassie-blue R-250, 50% de metanol, 10% de &cido
acético e 40% de H20) por aproximadamente 10 minutos e lavado uma vez.
Em seguida, para visualizacdo das proteinas, adicionou-se solucdo descorante
de gel (30% de etanol, 10% de &cido acético e 60% de H20), que foi trocada
diversas vezes até que o gel adquirisse contraste suficiente para visualizacao

das bandas equivalentes as proteinas resolvidas.
3.7 Selecdo de peptideos recombinantes
3.7.1 Biopanning (selecédo de fagos)

Para selecdo de fagos ligantes as IgAs de saliva de individuos com
tuberculose foram utilizadas 10uL (2x10*! particulas virais) de uma biblioteca
comercial de peptideos randémicos fusionados no capsideo de fagos (Ph.D.-12
da NEW ENGLAND BioLabs®Inc.). A biblioteca consistia de 12 aminoacidos
randdémicos entre duas seqiéncias espacadoras curtas fusionados a regiao N-
terminal da Proteina Il (plll) de bacteriéfagos filamentosos M13. Todas as
cinco coépias da plll dos fagos continham peptideos recombinantes. Foi
utilizado para eluicdo dos fagos a solucdo de proteinas sollveis descritas no
item 3.4.

Foram realizados trés ciclos de selecdo. Cada ciclo de selecédo foi
realizado utilizando uma placa de microtitulacdo (Nunc Immuno MaxiSorp,
Roche Diagnostics), em que sensibilizou-se 5 po¢cos com 150 pL/poco (1
Mag/poco) das IgA purificadas, 3 com IgA de individuos negativos (IgA-), e 2 com
IgA de individuos positivos para TB (IgA+), a 70 uyg/mL em tampao bicarbonato
0,1 M (pH 8,6) e incubada overnight a 4°C, sob agitacdo leve, bloqueada com
250 pL de tampéo de bloqueio (5% de Soro Albumina Bovina, BSA, em PBS)

por uma hora a 37°C; e lavada seis vezes com PBST (PBS contendo 0,1%
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Tween-20). Acrescentou-se no primeiro poco da placa, contendo IgA-, 10uL da
biblioteca diluidos em 100uL de PBST (passo 01A) agitando-se por 40 min a
temperatura ambiente (TA). Fagos nao ligantes foram transferidos para outro
poco contendo IgA- (passo 02), repetindo-se este procedimento por mais uma
vez (passo 03), fagos nao ligantes do 3° poc¢o foram transferidos para o 4° poco
contendo IgA+ (passo 04), para a selecdo positiva, prosseguindo com
incubacéo por 40 min a TA sob agitacdo, em seguida acrescentou-se 15,0ug
extrato protéico de Mycobacterium sp (ndo tuberculosis) agitando por 40 min a
TA, o que ficou em suspenséao foi descartado (passo 05), fez-se 10 lavagens
com PBST para eliminar os ligantes inespecificos, e acrescentado 15,0ug
extrato protéico de Mycobacterium tuberculosis (passo 06), incubando-se a TA,
por 40 min sob agitacao, o eluato foi transferido para outro po¢co contendo IgA+
(passo 07) repetindo-se o procedimento para selecéo positiva (passos 08 e 09)
(FIGURA 02).

. 01A: 1°ciclo;
Ph.D.-12 Proteina ms 01B: 2° ciclo:
IgA - Proteina mt 01C: 3°ciclo

FIGURA 2: Biopanning (trés ciclos A, B e C): biblioteca sendo submetida a trés
subtracdes negativas (1, 2 e 3) com IgA (-) pra tuberculose. O remanescente em dupla
triagem com IgA (+) para tuberculose (4 e 7) por eluicdo negativa com proteina de
Mycobacterium sp (5 e 8) e eluigdo positiva com M. tuberculosis (6 e 9). Amplificacdo
(11) e titulacdo (12) do eluato final (10).
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Pequenas aliquotas do eluato final (passo 10) de cada ciclo foram
utilizadas para a titulagédo (passo 12). O eluato remanescente foi amplificado
(passo 11) da seguinte maneira: inicialmente retirou-se uma colbnia (isolada)
de Escherichia coli linhagem ER2738 previamente crescida em meio LB (0,29
LB + 20mL de agua destilada e posterior esterilizacdo) com tetraciclina, sob
agitacdo a 37°C até a fase early-log (ODgoo~ 0,3) e acrescentando o eluato
incubou-se a 37°C por 4-5 horas sob forte agitacdo. A cultura foi submetida a
centrifugacédo a 12300g por 10 min a 4°C e novamente centrifugada para total
separacao das bactérias. Logo apos, o sobrenadante foi transferido para um
tubo esterilizado e adicionou-se 1/6 do volume de PEG/NaCl (20% de
polietilenoglicol 8000 e 2,5M de NaCl — solucdo estéril) incubando-se por 12-16
horas a 4°C.

Para a sedimentacdo dos fagos, centrifugou-se a solucdo a 12300g por
15 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e centrifugou-se, brevemente uma
outra vez para remocéo de sobrenadante residual. O precipitado foi suspendido
em 1mL de PBS e precipitou-se novamente com 1/6 do volume de PEG/NaCl
incubando em gelo por 1 hora. Centrifugou-se a 14000g por 10 minutos a 4°C
descartando o sobrenadante e repetiu-se a centrifugagcdo brevemente para
remocdo de sobrenadante residual com a pipeta. O precipitado foi
ressuspendido em 200uL PBS, obtendo-se entdo o eluato amplificado, que foi
posteriormente titulado (passo 12) e armazenado a 4°C, sendo parte deste

utilizado no ciclo seguinte.

3.7.2 Titulacbes

A titulacdo foi realizada para determinar o numero de entrada e saida
das particulas virais durante os ciclos do biopanning.

A solucao de fagos a ser titulada foi submetida a diluicdes seriais de 10
vezes em meio LB. Para eluatos ndo amplificados foram utilizadas as diluicdes
de 10* até 10 e as solugcdes com fagos amplificados a faixa de diluicdo
utilizada foi de 10® a 10™**. Cada diluigdo foi acrescida de 200uL da cultura de
ER2738 na fase mid-log (ODgoo ~ 0,5). Esta mistura foi agitada brevemente e
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. As células, agora infectadas,

foram transferidas para tubos de cultura contendo 3mL de agarose top a 45°C
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e espalhadas sobre uma placa de Petri contendo meio LB soélido com
IPTG/Xgal e tetraciclina. Para cada diluicdo foi confeccionada uma placa.

As placas foram incubadas a 37°C, durante 16 horas. Apos este periodo,
contou-se as Unidades Formadoras de Placas (coldnias azuis) multiplicando o

namero pelo fator de diluicdo de cada placa para obter o titulo dos fagos.

3.8 Extrac&o de DNA de fagos

Para a extracdo do DNA dos fagos, 96 clones de fagos foram coletados
aleatoriamente e transferidos individualmente para pocos de 2mL de placas de
cultura tipo deepwell, contendo 1,2mL de cultura de ER2738 em fase early-log
(ODgoo ~ 0,3). A placa foi vedada com um adesivo proprio e incubada a 37°C,
por 24 horas, sob vigorosa agitacao (250 rpm).

Para isolar os fagos das bactérias, as placas foram centrifugadas a
21279, a 20°C, durante 10 minutos. Apenas 800uL do sobrenadante da
centrifugacéo foram transferidos para novas placas e incubados por 10 minutos
com 350uL de PEG/NaCl. Apds o periodo de incubacdo, as placas foram
centrifugadas a 2127g, a 20°C durante 40 minutos para precipitacdo dos fagos.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e a placa invertida sobre papel
absorvente e deu-se um pulso na placa invertida (a 99g) para eliminar o
excesso de liquido, logo apds adicionou-se 100uL de Tampao lodeto (10mM de
Tris-HCI pH 8,0; 1mM de EDTA e 4M de Nal) ao precipitado de fagos.

As placas foram agitadas vigorosamente e, em seguida, acrescentou-se
250uL de etanol absoluto. Apés uma incubagao de 10 minutos, a TA, as placas
foram centrifugadas a 2127g, 20°C, 10 minutos e o sobrenadante descartado.
O precipitado de fagos foi lavado com 500uL de etanol 70% e novamente
centrifugado a 21279 por 10min, a 20°C. O precipitado remanescente foi diluido
em 30pl de agua Milli-Q. A qualidade do DNA fita simples foi verificada pela
corrida eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com solucdo de brometo

de etideo.
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3.9 Phage-ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) contra proteinas

de Mycobacterium sp

Um screening foi realizado para avaliar a reatividade dos clones
selecionados frente ao alvo. Pocos de uma Microplaca (Nunc Immuno
Maxisorp) foram sensibilizados com 50uL de tampédo Carbonato-Bicarbonato
(50mM pH 9,6) contendo 1,0ug de extrato protéico de M. tuberculosis por poco,
mantidos em repouso a 4°C, overnight, bloqueados com PBS acrescido de 5%
de Soro Albumina Bovina, BSA, (PBS-BSA 5%) a 37°C por duas horas, lavados
em seguida com PBST 0,1% (PBS acrescido de 0,1% de Tween 20).
Acrescentou-se 100uL de sobrenadante da cultura de fagos, incubou-se a 37°C
por 01 hora, em seguida lavou-se 6X com PBST 0,1%. Acrescentou-se 50uL de
anticorpo monoclonal anti-M13 conjugado com peroxidase (GE Healthcare) na
diluicdo de 1:5000 em PBS-BSA 5% e incubou-se por 01 hora a 37°C, em
seguida lavou-se por 6X com PBST 0,1%. A reatividade foi obtida pela adi¢ao
de 50 pL do substrato composto por tampao citrato-fosfato 0,5 M, peréxido de
hidrogénio (H,0,) 0,03%, e orto-fenilenodiamina (OPD) a 1mg/mL. A reacéao foi
interrompida pela adicdo de 25puL &cido sulfurico 2N. A leitura da absorbancia

foi realizada a 492nm em leitora de microplacas (Thermoplate).

3.10 Sequenciamento

Na reacdo de sequenciamento foram utilizados 500ng de DNA molde,
5pmol do primer -96 glll (5-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG -3’ - Biolabs)
e Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences).

A reagédo de 35 ciclos foi realizada em um termociclador de placas
(MasterCycler - Eppendorf) nas seguintes condicdes: desnaturacao (a 95°C por
20 segundos), anelamento do primer (a 58°C por 15 segundos) e extenséao (a
60°C por um minuto). O DNA a ser sequenciado foi precipitado com 1uL de
acetato de amonio e etanol, homogeneizando a placa com leves batimentos.
Entdo, foram acrescentados 27,5uL de etanol absoluto, em seguida, a placa foi
centrifugada por 45 minutos, a 2127g. O sobrenadante foi descartado.

Adicionou-se 150uL de etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se

por 10 minutos, a 2127g. A solucdo de etanol foi descartada, a placa
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permaneceu invertida sobre um papel toalha e nesta posicao foi pulsada a 99g,
durante um segundo. A placa foi coberta por um papel aluminio durante cinco
minutos para evaporar o etanol remanescente. Os precipitados resultantes
foram ressuspendidos no tampé&o de diluicdo (DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Kit — Amersham Biosciences).

A leitura do sequenciamento foi realizada em um sequenciador
automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) no laboratério de
Genética Molecular (UFU).

3.11 Anédlise in silico

ApOs 0 sequenciamento, as sequencias dos insertos foram obtidas por
busca simples e manual das sequencias inicial e final do vetor, no caso o
bacteriofago M13. A predicdo das sequencias de aminodcidos foi realizada
utiizando o programa de bioinformatica Expasy disponivel em

(http://web.expasy.org/translate/). A  similaridade entre o0s peptideos

selecionados e as proteinas depositadas foi realizada utilizando a ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel em
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). BLAST é um conjunto de programas que

comparam (alinham) as seqUéncias a serem investigadas com todas as
depositadas nos bancos de dados de acidos nucléicos e proteinas
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Dentro do Blast a busca foi realizada no
“Protein blast” utilizando como database o “Protein Data Bank proteins (pdb)”,
algoritmo - blastp (protein-protein BLAST) e restrita a Mycobacterium
tuberculosis (taxid: 1773). Para o alinhamento tridimensional utilizou-se a
ferramenta PEPITOPE SERVER em (http://pepitope.tau.ac.il/).

3.12 Phage-ELISA contra IgA de saliva

Apds 0 sequenciamento e a caracterizacdo molecular dos clones, cinco
(G01, C10, EO7, E11 e H11) considerados relevantes devido a similaridade a
proteinas antigénicas de M. tuberculosis, foram selecionados para a avaliacdo
guanto a imunorreatividade de cada um contra IgA presente na saliva, por meio
de testes ELISA.
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Para controle negativo, utilizou-se um clone irrelevante, selecionado
para outros fins, totalizando seis clones foram re-amplificados, e precipitados
com PEG/NaCl. Pocos de microplacas (Nunc Immuno Maxisorp) foram
sensibilizados com 50 pL de tamp&o Carbonato-Bicarbonato contendo 10™° ufp
de clones dos fagos purificados por poco. As microplacas foram mantidas em
repouso overnight a 4°C, decorrido este periodo, os pocos foram lavados com
PBST 0,1% e bloqueados com PBS-BSA 5% por 02 horas a 37°C. Em seguida
foram novamente lavados por 6X com PBST 0,1% e acrescentou-se 50 pL de
saliva diluida 1:10 em PBS-BSA 5%, incubou-se a 37°C por 01 hora, lavou-se
por 6X com PBST 0,1% acrescentando, em seguida, 50 pL de anti-IgA humana
conjugada com peroxidase, especifica de cadeia alfa, diluidas a 1:1000 em
PBS-BSA 5%, incubou-se por 01 hora a 37°C, e depois lavadas 6 X com PBST
0,1%. A reatividade foi obtida pela adicdo de 50 pL do substrato composto por
tampdo Citrato-Fosfato, Peroxido de Hidrogénio (H,O,) e orto-fenilenodiamina
(OPD) a 1mg/mL. A reacédo foi interrompida pela adicdo de 25 pL &cido
sulfarico 2 N. A leitura da absorbancia foi realizada a 492 nm em leitor de

microplacas (Thermoplate).
3.13 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism para
Windows, versdo 5.0 (GraphPad Software Inc.). Foram realizados os testes

Kruskal-wallis (One-way ANOVA), Kolmogorov-Sminov with Dallal-Wikinson-

Lilliefor P value (Column statistics) para verificar a normalidade dos dados.
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4. Resultados
4.1 Caracterizacdo das amostras

As amostras foram coletadas em um periodo de 15 meses e totalizaram
55 amostras, que foram agrupadas de acordo com o diagnéstico para TB,
tempo de tratamento e reatividade ao teste tuberculinico, conforme a TABELA

02.

TABELA 02: Distribuicdo das amostras segundo critério de diagndstico tempo de
tratamento

PNT Diagnostico positivo para tuberculose primaria ou recidiva, virgem
de tratamento (de O a 30 dias de tratamento).

PT Diagnostico positivo para tuberculose, em percurso de tratamento
(01 a 06 meses de tratamento)

NP+ |ndividuos aparentemente saudaveis, reativos ao PPD

NP-  Individuos aparentemente saudaveis, néo reativos ao PPD.

Na TABELA 03 esta representada a caracterizacdo das amostras quanto

aos dados epidemiologicos e forma da doenca

TABELA 03: Dados epidemiolégicos das amostras

Idade Sexo (%) Forma da Doencga
Média F M TBP*  ETBP*
PNT 14 48 50 50 9 5
PT 17 54 35 65 12 5
NP+ 11 45 18 82 - -
NP- 13 43 23 77 - -
Total 55 49 33 67 21 10

* TBP: Tuberculose Pulmonar; ETBP: Tuberculose Extrapulomonar.

4.2 Purificacéo de IgA

Saliva de 07 individuos do grupo PNT e de 07 do grupo NP- foram
utilizadas para a purificacdo de IgA, por imunoprecipitacdo com microesferas

magnéticas ativadas com proteina G, acopladas a um anti-IgA humana.
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A utilizacdo de microesferas magnéticas foi importante, pois trata-se de
uma metodologia rapida e eficaz na obtencdo de imunoglobulinas de boa
qualidade e excelente grau de pureza utilizando-se pequeno volume da

amostra bioldgica.
4.3 Biopanning e Titulacdes

A selecdo dos peptideos ligantes aos anticorpos anti-proteinas de M.
tuberculosis foi realizada utilizando uma biblioteca de 12 peptideos expressos
na superficie de fagos filamentosos M13. A especificidade dos peptideos foi
assegurada pelas trés subtracdes negativas utilizando IgA de individuos
saudaveis, e também pelas duas eluicbes negativas utilizando extrato protéico
de Mycobacterium sp (ndo tuberculosis) descartando possiveis ligantes néo
relacionados a tuberculose, finalizando o processo com a elui¢do positiva com

extrato protéico de Mycobacterium tuberculosis

A guantidade de fagos selecionados durante os trés ciclos de selecéo foi
estimada pela titulacdo dos eluatos amplificado e ndo amplificado de cada ciclo
(TABELA 04). Os titulos de entrada dos fagos no “biopanning” foram sempre
maiores que os titulos de saida, pois os fagos com maior afinidade ao alvo
permaneceram ligados por interacdo peptideo/anticorpo e o restante dos fagos
com baixa ou sem afinidade foram removidos durante as lavagens. Os titulos

de entrada e saida indicam a eficiéncia do processo de amplificagdo e selecao.

TABELA 04: Titulos de fagos de entrada e saida do Biopanning

Selecédo para Mycobacterium tuberculosis

Numero de particulas

Ciclo/Estrigéncia

Entrada Saida
1° Ciclo/ 0,1% tween 2,0 X 10 3,0 X 10*
2° Ciclo/ 0,1% tween 2,0 X 10" 2,0 X 10°
3° Ciclo/ 0,1% tween 1,2 X 10* 8,0 X 10"

41



4.4 Extracao de DNA de fagos

Uma amostra de DNA extraido dos fagos foi submetido a eletroforese
em gel de agarose 0,8%, para verificar sua qualidade e estimar sua
quantidade, comparando a intensidade das bandas das amostras com a
intensidade da banda do DNA padréao, o qual continha uma massa de 200ng
(FIGURA 03). Em seguida o DNA foi sequenciado e analisado.

C 01 02 03 04 05 06 o0r 08 09 10 11

FIGURA 03: Eletroforese em gel de agarose 0,8% de 12 amostras de DNA extraido de
fagos (1-12) aleatoriamente escolhidos e de 200ng de DNA controle (C) com 7249pb.

4.5 Sequenciamento

Quarenta e oito clones mais reativos no phage-ELISA foram escolhidos
para o sequenciamento, obtendo-se 20 sequencias validas, isto €, sem erro de
sequenciamento, sendo 16 distintas entre si. Apds a traducdo e analise de
similaridade linear e alinhamento tridimensional dos peptideos pelos programas
Expasy, Blast e Pepitope Server, 09 peptideos apresentaram similaridade e
alinhamento com proteinas de importante valor analitico. Sobretudo, cinco
sequencias alinharam com proteinas conhecidas por seu papel na viruléncia e
patogenia do M. tuberculosis, codificadas na Regiédo de Diferenciacéo (RD1) de
Mycobacterium sp . (TABELA 05). O alinhamento tridimensional para trés
clones esta representado em vermelho nas estruturas proteicas 3D; clone GO1
(Fig. 4A), C10 (Fig. 4B) e E11 (Fig. 4C). Para os clones EO7 e H11 né&o foi
possivel a visualizacdo do alinhamento 3D, em virtude de ndo haver estruturas

tridimensionais resolvidas em bancos de dados.
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TABELA 05: Frequencia das sequencias peptidicas e alinhamento com proteinas
antigénicas de M. tuberculosis.

Peptideo  Freqliéncia Provavel proteina Identidade  Score

Solution Structure Of The Cfp-10. Esat-

6 Complex.
Go1 5/20 P 47 (57%) 18

Major  Virulence Determinants  Of
Pathogenic Mycobacteria

Structure Of The Cfpl0-Esat6 Complex

C10 1/20 ) ) 5/7 (71%) 33
From Mycobacterium tuberculosis

E07 1/20 PE PGRS famlly protein 7110 (70%) 45
[Mycobacterium tuberculosis CDC1551]

E11 1/20 Resusmtatlo'n-promotlng .factor rpfE 414 (100%) 35
[Mycobacterium tuberculosis SUMu001]

H11 1/20 PE-PGRS family protein 6/8 (75%) 45

[Mycobacterium tuberculosis T92]

FIGURA 04: Alinhamento tridimensional; A) estrutura molecular do complexo Cfp-
10/Esat-6 com destaque para a regido de similaridade com o clone GO1; B1) estrutura
molecular do complexo Cfp-10/Esat-6 com destaque para a regido de similaridade com
0 clone C10; B2) visdo em angulo de 180° da estrutura demonstrada em B1; C)
estrutura molecular do Resuscitation-promoting factor com destaque para a regido de
similaridade com o clone E11.
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4.6 Imunorreatividade

Os cinco clones de maior interesse, devido as caracteristicas de
similaridade das moleculas, descritos na TABELA 05, e um clone irrelevante
foram avaliados quanto a reatividade em testes ELISA frente a IgA de saliva.
Os niveis de IgA presente nas salivas foram mensuradas pela absorbancia
(OD4g2) e estdo demonstrados na FIGURA 05, foram consideradas amostras
individuais dos quatro grupos de individuos: PNT, PT, NP+ e NP-.

Todos o0s peptideos selecionados foram capazes de discriminar
significativamente as salivas positivas de negativas para tuberculose (P<0,05,
com maior énfase para o clone C10 que apresentou melhor reatividade. Os
valores obtidos no calculo da area das curvas ROC, representada nos gréaficos
da FIGURA 06, foram maiores que 0,9. sugerindo que o0s peptideos

discriminam satisfatoriamente os individuos positivos dos negativos para a TB.

C10 G01 H11
0.59 0.59 0.59

044 E

£ 1 £
c c c
N N N
o o o _
¥ Cut off = 0,282 N Y 03 e ernreennnn, QUL Off 2 0,204
o O L ONTRA o o
5 S Cut off = 0,234 S
E EREN - Rt b tost o | L
g g g 0.2
S S 5
2 2 2 l
< < < 01}
2 ; T T T 001t
NP+ NP NP+ NP- PNT PT NP NP
Individuos Individuos Individuos
EOQ7 E1l Irrelevante
0.5 0.5 0.5

0.4 0.4

0.34 Cut off = 0,273 0.34

Cut off = 0,220
0.2

0.2 0.24 Cut off = 0,143

RE W e

0.1

Absorbancia 492nm
Absorbancia 492nm
Absorbancia 492nm

oL L Kook = 0.0 e
PNT PT NP+ NP- PNT PT NP+ NP-

Individuos Individuos Individuos

FIGURA 05: Avaliacdo em phage-ELISA da reatividade dos clones selecionados frente
a saliva de pacientes doentes nao tratados (PNT), doentes em tratamento (PT),
individuos sadios PPD+ (NP+) e individuos sadios PPD- (NP-).

44



A ROC of C10 B ROC of GO1 Cc ROC of H11
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FIGURA 06: Representacao das curvas ROC geradas a partir do phage-ELISA, com o
valor da area obtida por cada clone e seus respectivos valor de P.

Os testes apresentaram sensibilidade de 100% para os cinco clones e
especificidade de 77% para os peptideos C10, EO7 e H11 e de 69% para 0s
clones GO1 e E11, como mostra a TABELA 06

TABELA 06 : Valores de sensibilidade e especificidade obtidos nos testes ELISA na
deteccao de anticorpos IgA anti-Mycobacterium tuberculosis em amostras de saliva.

Clones Sensibilidade (%) Especificidade (%)
C10 100 76,9
GO01 100 69,2
H11 100 76,9
EOQ7 100 76,9
E1ll 100 69,2

A andlise de regressao linear que avaliou o perfil de respostas dos
individuos positivos tratados e nao tratados, grupos PT e PNT, em funcdo do
tempo de tratamento, mostrou uma tendéncia a declinio nos valores da

absorbéancia (FIGURA 07). O maior declinio foi observado no clone C10.
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FIGURA 07: Analise da regressdo linear e do coeficiente de determinacdo da
reatividade dos clones em fung&o do tempo de tratamento.
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5. Discussao

A tecnologia de phage display € uma importante ferramenta, que tem
sido amplamente usada para selecéo de diversificados ligantes para diferentes
finalidades (BRATKOVIC, 2009; KALANTRI, 2005). Os resultados obtidos por
esta tecnologia, demonstrados em pesquisas realizadas por outros
pesquisadores e também neste trabalho evidenciam a eficiéncia metodologica
(BARENHOLZ et al., 2007; SHARMA et al., 2006; GEVORKIAN et al., 2005). A
tecnologia de phage display representa, sem davida, um grande avanco para a
comunidade cientifica (BRATKOVIC, 2009)

A estratégia utilizada no biopanning se mostrou eficiente para selecéo de
clones de alta afinidade. As possibilidades de selecdo de peptideos
inespecificos, caracteristicos de outras patologias e micobacterioses atipicas
foram minimizadas pelo acirramento do processo de selecdo em cada etapa
dos ciclos. Esta realizada a partir de IgA de saliva de individuos com
tuberculose, com sucessivas subtracfes negativas utilizando amostras
negativas para tuberculose, e ainda dupla eluicdo negativa com extrato protéico
de Mycobacterium sp (néo tuberculosis) e dupla eluicdo positiva com extrato
protéico de M. tuberculosis o que permitiu garantir de especificidade de
maneira eficaz.

Deve-se considerar também a importancia dos critérios de triagem de
amostras para a realizacdo do biopanning, as quais foram caracterizadas a
partir de um diagndstico bem definido e agrupadas com a finalidade de
obtencdo de um padrédo homogéneo quanto a forma da doenca e auséncia de
tratamento para as amostras positivas e auséncia de qualquer sintoma clinico e
nao reatividade ao teste tuberculinico (PPD) para as amostras negativas.

A saliva foi escolhida, neste ensaio, por suas caracteristicas fisico-
quimicas favoraveis, das quais podemos enumerar a representatividade
peculiar da saliva do real estado do organismo, conferido pela atividade
constante das glandulas salivares; a disponibilidade de Imunoglobulinas A em
niveis satisfatorios para a realizacdo dos testes propostos; a viabilidade de
coleta ndo invasiva; o risco biolégico menor quando comparado a outros
espécimes clinicos (LAWRENCE, 2002; TABAK, 2001). Até o0 momento nao ha
descricéo de outro trabalho similar utilizando IgA de saliva contra miméticos de
M. tuberculosis por phage display.
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Foram obtidos 20 clones com sequéncias validas e similares a proteinas
de M. tuberculosis de interesse diagnéstico, 16 distintas entre si. Dentre as
sequéncias validas nove se alinharam com componentes da célula
micobacteriana, que o0s caracterizam como peptideos com potencial valor
diagnéstico, entretanto, apenas cinco sequéncias se alinharam com proteinas
ja conhecidas por sua antigenicidade e por conferirem maior viruléncia
bacteriana.

A escolha destes clones se baseou no fato de serem similares a
proteinas codificadas na Regido de Diferenciacdo RD1, ausente no Bacilo de
Calmette Guérin (BCG), Cfp-10/Esat-6 e PE-family protein, e ao resuscitation-
promoting factor, de forma a garantir a busca mais utilitaria de dados que
melhor caracterizassem a TB ativa, afastando a possibilidade de infeccao
latente e a ndo infeccéo.

Os testes ELISA, que avaliaram a reatividade destes clones contra IgA
em saliva de cada individuo, apresentaram diferencas significativas
comparando-se amostras positivas e negativas, além de apresentarem
diferenca gradativa entre os pacientes com tuberculose relacionando-os entre
si em funcdo do tempo de tratamento, sugerindo que estes clones sé&o
potenciais marcadores de tratamento, como se pode observar nas linhas de
tendéncia na FIGURA 07.

Embora os clones GO1 e C10 sejam similares a regides distintas do
mesmo complexo antigénico, Cfp-10/Esat-6, C10 apresentou melhores
resultados em relagédo a GO1, ambos com excelente desempenho medido pelo
valor da area da curva ROC, maior que 0,9 (FIGURA 06), discriminando
satisfatoriamente individuos positivos de negativos, valor de p < 0,05.
Comparando os dois clones, verifica-se que a diferenca na reatividade pode
estar diretamente relacionada ao percentual de identidade, C10 71% e GO1
57% (TABELA 05), e também a superficie de ligagdo, em que o mimetopo C10,
conforme demonstrado nas FIGURAS 4A, 4B1 e 4B2 apresenta maior
exposicao ao anticorpo, tanto pela regiao de localizagdo no complexo proteico,
quanto pela disposicéo da superficie.

Cfp-10/Esat-6 sdo proteinas altamente antigénicas secretadas pelo M.
tuberculosis que com a alteracéo de pH se dissociam e atuam nos mecanismos

de escape da resposta imune. Dissociada a molécula Esat-6 é capaz de
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romper a membrana citolitica, desestabilizar e lisar os lipossomos através de
associacdo com colesterol e desta forma impedir a maturacéo do fagossomo,
lisar a membrana de macrofagos pela formacao de poros ou pela sua insergao
na bicamada lipidica (BEHAR, 2008; TAN, et al., 2006; DE JONGE, et al.,
2007).

Os resultados obtidos com os cinco clones sugerem a importancia da
aplicacdo destes mimetopos em plataformas diagndsticas, capazes de
distinguir individuos vacinados né&o infectados, individuos infectados e
individuos com TB ativa.

O clone E11 apesar de apresentar 100% de identidade quanto a
similaridade essa identidade corresponde a apenas 4 aminoacidos (TABELA
5), diminuindo a superficie de interacdo com 0 anticorpo e como pode se
observar na FIGURA 4C a regido mimética exposta € restrita. Os clones H11 e
EO7 apresentaram maior intervalo de aminoacidos similares e maior percentual
de identidade. Os trés clones apresentaram Otimo desempenho quanto
imunorreatividade e podem discriminar com precisdo individuos positivos de
negativos, apresentando uma area sob a curva ROC com valores maiores que
0,9 e P<0,05 (FIGURA 06).

Os testes atualmente utilizados, embora tenham boa especificidade, nao
atendem satisfatoriamente quanto a sensibilidade, e dependendo da qualidade
da amostra biolégica a sensibilidade pode ser ainda menor (JULIA et al., 2004;
GOLETTI et al, 2006). Embora cres¢ca o interesse em buscar testes
sorolégicos, utilizando diversos tipos de antigenos de M. tuberculosis, em
especial aqueles capazes de diferenciar as cepas virulentas, os resultados
indicam baixa sensibilidade e especificidade relativa (SENOL et al., 2007;
SHARMA, et al.,, 2006; TAVARES et al.,, 2006; HOUGARDY et al., 2007;
JULIAN et al., 2002). Os clones selecionados apresentaram sensibilidade de
100% com uma especificidade de 77% para os clones C10, EO7 e H11 e 69%
para os clones GO1 e E11, atendendo a recomendacgédo (acima de 60%) da
Organizacdo Mundial de Saude para testes de screening inicial (WHO, 2006),
reforcando que nossos clones sdo potenciais marcadores de diagndéstico
rapido, viavel economicamente, sensiveis e especificos, e também poderao ser

utilizados como marcadores de resposta ao tratamento.
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Os valores do coeficiente de determinacéo e a tendéncia ao declinio nos
valores da reta sugerem que os clones, especialmente os C10, GO1 e H11,
merecem maior atencdo e avaliagdo minuciosa com um numero maior de
amostras de forma a testar sua aplicacdo como marcadores de resposta ao
tratamento. Ao analisar os valores de r* é importante considerar que existem
diferentes formas da doenca, aliada a divergéncia da resposta ao tratamento
inerente a cada individuo, além da alta probabilidade da ocorréncia de cepas
resistentes aos farmacos que nao foram devidamente avaliadas
laboratorialmente, sugerindo um acompanhamento mais detalhado da resposta

frente ao tratamento e identificacdo das cepas, num estudo de “coorte”.
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6. Conclusdes e Perspectivas

Cinco mimetopos foram selecionados por phage display com alta
reatividade a IgA da saliva de pacientes com TB, mimetizado provavelmente o
complexo CFP10-ESAT6 da regido de viruléncia RD1 da bactéria M.

tuberculosis.

Estes clones foram utilizados diretamente como reagentes em ensaios
ELISA com sensibilidade de 100% e especificidades acima de 69%, indicando

sua utilizacao potencial como biomarcadores de TB ativa.

Este € o primeiro trabalho que identifica potenciais biomarcadores para
o diagnostico na saliva de pacientes com TB, e conseguem distinguir com
sucesso a TB ativa da infeccdo latente, além da possibilidade de seu uso no
monitoramento do tratamento. Estes biomarcadores poderéo ser otimizados em
diferentes plataformas diagnésticas para testes rapidos no screening de

pacientes com tuberculose.
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ANEXO A
' Universidade Federal de Uberlandia

Instituto de Genética e Bioquimica
Laboratdrio de Nanobiotecnologia

Campus Umuarama — Bloco 2E, Sala 24
38400-902 - Uberlandia-MG - FONES: (034) 3218-2478 — ueira@ingeb.ufu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Seleg¢ao e
Caracterizagcdo Molecular e Imunolégica de Biomarcadores Aplicados em
Processos Nanotecnolégicos no Diagnéstico da Tuberculose”, sob a
responsabilidade dos seguintes pesquisadores: Dr. Marcelo Simao Ferreira, Dr. Aércio
Sebastido Borges, Prof. Dr. Carlos Ueira Vieira.

O projeto refere-se ao estudo de peptideos ligantes e na possivel obtencéo
de biomarcadores que possam identificar anticorpos envolvidos na resposta imune
contra tuberculose (TB). A obtencdo de biomarcadores que sirvam tanto como alvos
diagnésticos quanto alvos terapéuticos para tuberculose podem melhorar
significativamente a qualidade de vida dos individuos portadores dessa patologia.

O paciente podera encaixar-se em um dos dois grupos seguintes: casos
(diagnéstico confirmado para TB) e controles (auséncia da infeccdo e doencga). Para
realizacdo dos exames laboratoriais, serd necessaria a coleta de uma amostra de
sangue (8 mL), uma amostra de saliva (2 mL). Esse procedimento serd realizado
conforme recomendacéo clinica e ndo serda de forma alguma alterado para a
realizacdo desta pesquisa. As amostras de sangue e saliva serdo utilizadas somente
para a pesquisa, e trata-se de um procedimento de coleta seguro que sera realizado
por um profissional experiente da equipe de pesquisadores.

N&o havera, portanto, risco ao paciente. O material coletado sera enviado
ao Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia, onde
serdo realizadas extragfes de DNA e proteinas.

As responsaveis pela coleta do material serdo: a aluna de doutorado
Fabiana de Almeida Araljo Santos e os alunos de mestrado Léa Duarte da Silva
Morais, Sebastiao Marcos Tafuri. Estes também ficardo responsaveis pela aplicacdo
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os resultados da pesquisa serdo publicados, mas em nenhum momento as
pessoas que participarem da pesquisa serdo identificadas. Ndo havera gasto
financeiro para quem aceitar participar, nem direito a pagamento pela sua
participacao.

E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da
pesquisa, destino do material coletado e resultado dos exames realizados.
Informagdes adicionais poderédo ser obtidas no seguinte endereco: Av. Amazonas, s/n,
Bloco 2E, Sala 24, Campus Umuarama — Telefone: 3218-2478 (falar com Prof. Dr.
Carlos Ueira Vieira).

Os pacientes que concordarem em participar da pesquisa poder&o desistir
de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo proprio e com a
garantia de que seu material biol6gico sera descartado.
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Pelos presentes termos apresentados por este documento, concordo em
colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos.

Uberlandia, ...... de v de 20.......

Pesquisador responsavel pela coleta do Termo de Consentimento

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido

devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa ou representante legal
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ANEXO B1

PﬁEFEﬂUMPEm o
GESTAO DE PESSOAS somwens | UBERLANDI

£ EDUCAGAO EM SAUDE AUDE NOSSA CIDADE CADA VEZ MELHOR

PROJETO DE PESQUISA NA REDE DA SMS

Formuldrio de Solicitagédo

Nome do Projeto: Selegdo e Caracterizagdo Molecular e Imunolégica de Biomarcadores
Aplicados em Processos Nanotecnolbgicos no Diagnéstico da Tuberculose.

Area da Pesquisa: Ciéncias da Saude
Instituigdo Responséavel: Universidade Federal de Uberlandia
Orientador {a): Prof. Dr. Carlos Ueira Vieira

Pesquisadores: Léa Duarte da Silva Morais
Sebastido Marcos Tafuri

Orgdo (s) da Secretaria Municipal de Satde onde ser4 realizada a Pesquisa: Programa de
Tuberculose

Aprovagéo pelo Setor no Sim @ Nao D Assinatura: o CIA D Eﬂm‘z
qual sera realizada a O D de Gestho de ru%:
pesquisa. Data: 1/ 08 1 .%"u'f.’u Handlg. ‘
ﬁ

Aprovagéo pelo Setor de Sim Nao D Assinaturar 2 0 ’M‘%m
Estégios e Pesquisas. {A DE ESTAGIOS

* | Data: D?q /(\(? ; ‘,.DGE Naouﬂodnr_uu:o.

Sadde / 8M8 - Uberiandia - G

A liberag&o da realizagdo do projeto nas Unidades do Servigo Municipal de Saude esta condicionada:

¢ Doagéo de um exemplar do trabalho finalizado para o Centro de Documentagéo — SMS;
»  Participag&o no Forum de Projetos e Pesquisas realizado na rede SUS Municipal;
* Ao término do projeto, informar 4 Diretoria de Gest&o de Pessoas a conclusdo do mesmo.

A Pesquisa «6 podera ser inicia ap6s aprovagdo na Comissio de Etica em Pesquisa - CEP.

Assinatura do pesquisador: / -~ . \ . D

Data: / /
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ANEXO B2

@LWMU da Uderiindia

A6 QM&NMI?
COMITE DE ETICA EM PESOUISA - CEF
Avonidz Jodo Naves co Avila, 1. 2160 - Boco J - Campes Sarta Winica - Uderiindis NG -
CEP 32400080 - FONEFAX (34) 32304931 ; o-mal 2o arocg L8 e wiww ombsenas orono iy b

AN‘L&MN’.HWONMEETGAEUE?XHPAHAOWOC&OEG&SMCGRW
1231

Pesquisa: Sobohommmdnhommbbmwu
M pProcasso da Tubcrodose.

Posgusader Responsaval: Carlos Usra Viera

Do acordo com as atnbuigbos dofinidas na Hesolugao CNS 156/98, o CEP mansestaso pola
3provagan do projeto do posquUisa Froposto.

O protocoio ndo aproesenta problomas do Sica nas condutas do pasquisa com saros humanos,
nos limites da redagao o da motodologia aproscntadas.

O CEPIUFU lombra que:
rn@uﬂoaw1ww.ommwmmcw5mom&
pos:pnoosTm Consentimeonto Livro o Esclarecido, assinados polo sujeito do
EMWMMMOWMW&&&MO
dooumaentagdo portinents a0 projato. )

o a Pprovagdo do protocok da pasgusa palo CEP/UFU di-so am decorméncia do atendimento
a Hosolugao 198'86/CNS, ndo implcando na qualidade cientidica do mesmo.

Data deo entrega do relatirio parcial: Agosto do 2011.
Data de entrega do refatéeio final: Dazembro do 2012,

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO

QES: O CERUFU LEMESA OUE QUALOUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDITAMENTE AQ CEF PARA FINS DE ANALISE £ APROVAGAD DA MESMA.

Ubertandia, 23 de jutho de 2010

f A ot '},.,.A.au

;v,{\,,fl.-\ J :;- L

Profa. Dra. Sandra Terozinha do Farias Furtado
Coordenadors CEFUIU
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ANEXO B3

Uberlandia, 21 de setembro de 2011.

liIma. Coordenadora do CEP/UFU

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado

Prezada Professora:

Vimos pela presente solicita-la um adendo ao projeto de pesquisa de n.o
123/10 aprovado em 23/07/2010 , relativo ao Item 2.2, que trata dos locais
de coleta de amostras bioldgicas (Sangue e Saliva) inclusos na casuistica do
projeto. Pretende-se estender a coleta de amostras as Unidades do Servico
Municipal de Saude da Prefeitura Municipal de Uberlandia que atende aos
pacientes inclusos no Programa de Nacional de Controle a Tuberculose
(PNCT) tais como: UBS, UAI, PSF, Penitenciarias e Residéncias
acompanhados dos executores do programa (Médicos, Enfermeiros,
Servigo Social).

Justificamos tal adendo pelo numero insuficiente de pacientes com
tuberculose ativa atendidos no departamento de Moléstias Infecciosas do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC).

Na certeza de sermos compreendidos e atendidos, aguardamos vosso
manifesto.

Pesquisadores responsaveis pela coleta: Léa Duarte da Silva Morais e
Sebastido Marcos Tafuri.

Desde ja agradecemos.

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Carlos Ueira Vieira
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ANEXO B4

Unversichcis Fodersd da Uterlands
Pro-fistonts de Pascuise &
COMITE DE ETICA EM PESOUISA - CEF
Ax. Jolo Nwves de Avig o 2121 - Blocs A = sade 224 - Cerpuos Sects Waaics - Lbadindhe-Wa —
CEP 35408144 - FONEFAX |34) W15

ANALISE FINAL W 85011 DO COMITE DE ETICA EM PESOUSA PARA © ADENDO AD PROTOCCLO REGISTRO
CEMUFL 129

Frojeto Pesquiza: “Seleglo e caracterizaglo molecular ¢ imuncidgica de blomarcadores
apicados em processo manotecnologicos no dagndstco da Tubercuicse”.

Fesquisador Responsavet Carios Uera Viera

De acordo com as atribuigies defnidas na Resoiugdo CNS 196/95, o CEP mantesta-ze peid
aprovagdo do adendo 3o protocoio de pesquisa proposio.

© adendo a0 protocoio ndo apresenta problemas de &tica nas condutas de pesquisa com seres
rumancs, nos limtes da redacic e da metodoiogla apresentadas.

O CEFNFU jlembra que:

& zegundo 3 Resciugdo 196/3€, o pesquizador devera arguivar por S amos o relatério da
pesquiza ¢ 03 Termos de Consentimentc Livre e Esclarecido, a3s5nados pelo sujelio de
pesquisa.

b~ poders, por escolha alextdra, visitar © pesquisador para conferéncia do relatério e
dotumentacic pertnente ao projeto.

c- a aprovaclo do protocolo de pesquisa peic CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
3 Resolucdo 135/56/CN2, ndo mpicando na qualdads clentica do mesmo.

2ITUACAD: ADENDO AOQ PROTOCCOLO AFROVADD

OES.- O CERURU LEMBRA QUE QUALOUER MUDANCA NO P! O DEVE SER INFORMADA
WEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROV DA MESMA.

Uberkindia, 21 de outsbeo de 2011

.

/ / e
f ‘[.{' < /(
i wie .,",.'-“ -4 e .'ln- o Lol

Frofa. Dra. Sandra Terezinha de Faras Furtado
Cooedenadoes do CEFURU

63



