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RESUMO GERAL

IDENTIFICACAO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES LIGANTES A
ANTICORPOS POLICLONAIS (IgG) PROVENIENTES DE PACIENTES COM

LEISHMANIOSE VISCERAL VIA “PHAGE DISPLAY”

O protozoario causador da leishmaniose visceral (LV) nas Américas & um
parasita intracelular obrigatorio, da familia Trypanosomatidae, género e
subgénero Leishmania e espécie chagasi — L. (L). chagasi. Dentre as doencas
causadas por este protozoario, a LV é de grande importancia, pois pode ser fatal
nos casos nao tratados.

A tecnologia de exposigéo de biomoléculas em fagos (“Phage Display”) tém
sido amplamente utilizada no mapeamento de epitopos de diversas proteinas
antigénicas, constituintes de varios agentes causadores de doencas.

O presente trabalho, utiliza este método na identificacdo de peptideos
sintéticos ligantes a anticorpos policlonais (IgG) de pacientes acometidos pela
Leishmaniose. Os fagos selecionados foram confirados por testes
imunoenzimaticos, sendo posteriormente seqlienciados e analisados por
bioinformatica. Foi possivel identificar dominios protéicos comuns entre os

peptideos recombinantes, que puderam ser relacionados com antigenos de

Leishmania chagasi de importancia particular na resposta imunoldgica
desencadeada. Além disso, as seqiiéncias peptidicas reveladas neste trabalho
podem ser consideradas como provaveis constituintes de epitopos.

Testes subseqilentes fazem-se necessarios para melhor caracterizacdo

destes peptideos e suas possiveis utilizages na identificacao de anticorpos anti-

Leishmania circulantes.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmania, Leishmaniose Visceral, anticorpos policlonais,

“Phage Display”.
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LEISHMANIOSES

Epidemiologia, Sintomatologia e Clinica na Leishmaniose.

O resultante complexo de doencas, ou leishmanioses, causadas por

protozoarios do género Leishmania, afeta mais de 12 milhGes de pessoas em

todo o mundo. Estima-se qué dois milhdes de individuos sdo infectados

anualmente e que 350 milhdes vivem em area de risco de aquisicdo dessas

protozoonoses. As leishmanioses ocorrem em 5 continentes e sdo endémicas em

regides tropicais e subtropicais de 88 paises (World Health Organization — WHO,
1998, 1990). Ainda, segundo a Organizagao Mundial de Salde, mais de 90% dos
casos de leishmanioses cutineas ocorrem no Ira, Afeganistéo, Siria, Arabia
Saudita, Brasil e Peru e mais de 90% dos casos de leishmanioses visceral

ocorrem em Bangladesh, Brasil, india e Sudao

(http://www.who.int/tdr/diseases/leish.htm).
Os parasitos do género Leishmania sdo protozoarios digenéticos

pertencentes a familia Trypanosomatidae, € apresentam-se sob duas formas:

uma flagelada, denominada promastigota com dimensoes entre 14 e 20 um de

comprimento por 1,5 a 4 pm de largura, que possui nticleo situado no tergo medio

da célula e cinetoplasto em posicao mais anterior; outra nao flagelada

denominada amastigota, presente em hospedeiros vertebrados, inclusive o

homem, de forma esférica, com didm
célula e cinetoplasto adjacente ao mesmo

etro variando de 2,5 a 5 um, com o nucleo

ocupando a posicao central da

(Molineux e Killick-Kendrick, 1987).

Existem 30 espécies de | eishmania das quais 10 ocorrem no Velho Mundo

e 20 no Novo Mundo. Todas as espécies do Velho Mundo pertencem ao

subgénero Leishmania € 7 sdo conhecidas por infectar o homem. Existem

também 11 espécies do mesmo subgénero no Novo Mundo, das quais cinco nao

si0 encontradas no homem. Parasitas do subgénero Viannia ocorrem somente no

Novo Mundo e das nove espécies conhecidas, oito infectam o homem (Shaw,

1994).
As leishmanias s3o heteroxénicas, parte do seu ciclo de vida acontece no

intestino de um mosquito, onde assume a forma promastigota, o restante do ciclo



de vida é completado em tecidos de hospedeiros vertebrados, onde somente

formas amastigotas sdo encontradas (Schmidt e Roberts, 1996). Ver Figura 1.

Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania. A parte superior da figura (azul) mostra
o desenvolvimento das formas promastigotas no trato digestivo do mosquito e
sua transmissao aos hospedeiros vertebrados. A parte inferior mostra a fase de
desenvolvimento das formas amastigotas no homem, ou em outros
reservatorios vertebrados. Em destaque, as formas visceral e cutanea
humanas, do lado esquerdo e direito da figura, respectivamente.
www.who.int/tdr/diseases/ leish/lifecycle.htm

A Leishmania é transmitida aos hospedeiros vertebrados susceptiveis

através da picada de mosquitos; fémeas infectadas inoculam formas

promastigotas na corrente sanguinea enquanto se alimentam nos capilares
dermais. Apoés o contato com o0 sangue, 0S promastigotos sdo opsonizados
fatores do soro dos hospedeiros, que engatilham a ativacdo do complemento e
deposicao de C3 nos parasitas. Promastigotos sdo subseqiientemente lancados a
leucocitos aceptores € 0s parasitas associados a C3 sdo endocitados por
fagocitos e mondocitos polimorfonucleares. Dentro dos fagolisossomos dos

leucocitos  permissivos, —promastigotos ~ diferenciam-se em  amastigotos

disseminando-se para 6rgaos e tecidos (Handman, 2000).
As leishmanioses apresentam um amplo espectro de manifestacées

clinicas: leishmaniose tegumentar, variando da forma cutanea a mucocutanea (LC




e LMC), representando o polo responsivo, para a leishmaniose cutanea difusa
(LCD) que representa O pélo ndo responsivo e leishmaniose visceral (LV)

abrangendo forma subclinica e a doenca fatal (Oliveira et al., 2004). Ver Tabela

1.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas da Leishmaniose Humana — Modificado de
Oliveira et al., 2004

Caracteristica Mucocutanea Cutanea Visceral
Destruicao ulcerativa Lesdes ulceradas com
Lesdes o s% o nasal bordas elevadgs e Orgaos internos
Y centro necroético
i . Reagdes Resposta inflamatoria I:iﬂ:ﬁaada';f)rohferagao
nﬁr:lstopaatologlg_fos granulomatosas com  cronica com namero parasitig:r?oagr?qsé :g[te
ero de parasi it ; ; aos
o poucos parasitas moderado de arasitas e
muito p p p hematopoiéticos
Niveis de anticorpos Baixo Baixo Alto

anti-Leishmania

Parasitas que causam a LC no Novo Mundo sao agrupados nos complexos

L. braziliensis e L. mexicana, enquanto os que causam LV sdo agrupados no

complexo Leishmania donovani (Oliveira et al., 2004). O protozoario causador da

LV nas Américas € um p
Leishmania e espécie chagasi
(Lainson e Shaw, 1987).

A transmissdo € associ
habitos alimentares ecléticos, e 0s caes domésticos agem como maior fonte de

arasita intracelular obrigatorio, género e subgénero

— L. (L). chagasi, da familia Trypnosomatidae,

ada com o mosquito Lutzomia longipalpis, de

infecgao (Marzochi e Marzochi, 1994).

A leishmaniose brasileira se comportava como uma antropozoonose rural

até recentemente, mas, apos a década de 80, observou-se sua expanséo também

para as regioes periurbanas de grandes cidades. Mudangas ambientais causadas

pelos humanos tém modificado O pe
lacionada com a vida selvagem, assim como em areas onde a

rfil epidemiologico das leishmanioses em

areas onde é re

transmissao é em areas rurais periurbanas ou vizinhanga urbana e areas em volta

das casas. Em cada area, a transmissao depende da adaptac&do das espécies de

mosquito (potenciais vetores) a estes ambientes e envolve animais domésticos (L.

chagasi, causando a forma visceral da leishmaniose, e L. braziliensis, causando a



forma cutanea e mucosa) (Tolezano ef al., 1980; Lainson, 1989; Marzochi, 1992:
Marzochi, e Marzochi, 1994).

Marzochi e Marzochi (1994), consideram a seguinte definicdo clinica para a
Leishmaniose visceral: forma subclinica, caracterizada pela auséncia de

manifestagdes clinicas (sinais e sintomas), presenga de anticorpos para
Leishmania efou teste de hipersensibilidade positivo; forma branda,
caracterizada pela auséncia de sintomas (individuos sem queixas clinicas), ou
quando estes ocorrem ocasionalmente (oligosintomaticos), sdo esporadicos e
dificeis de associar com a LV; forma moderada, caracterizada por histéria clinica
duradoura por semanas ou poucos meses com febre varidvel, episédios de
diarréia e ocasionalmente, outras manifestagdes; e forma séria, caracterizada por
progressdo de um diagnostico tardio em que o paciente se refere a histéria de
meses ou anos da doenca, levando progressivamente a uma condigéo tisica, com
febre, palidez, perda de peso, aumento do volume abdominal, episédios de
hemorragia e diarréia, titulos de anticorpos sao extremamente altos dentre outras
manifestagbes, que culminam, muitas das vezes, na morte do paciente,
geralmente causada por septicemia ou hemorragia.

O diagnestico diferencial para leishmaniose visceral inclui malaria,
sindrome da esplenomegalia tropical, esquistossomose ou cirrose com
hipertensao portal, tripanossomose africana, tuberculose, brucelose, febre tifdide,
desnutricdo, linfoma e leucemia. Parasitas podem ser visualizados em laminas,
cultura de bidpsia ou aspirado tecidual (baco, medula ou linfonodos). A
sensitividade para aspirados do baco é alta (maior que 98% quando comparado
com outros érgaos <90%), porém, existe o risco de hemorragia (Herwaldt, 1999).

O medicamento mais comumente usado, desde a década de 50, ¢ o
antimoniato N-metil Giucamina (Glucantime®) e permanece como método de
escolha para o tratamento inicial, que apresenta resisténcia em 10% dos casos.
Nessa circunstancia, pode-se utilizar da Anfotericina B, que foi recentemente
associada a particulas de lipossomos (particulas lipidicas artificiais), reduzindo os
efeitos sistémicos provocados pelo tratamento (Berman, 1997; Lee e Gilbert,
1999).

A imunorregulagdo das leismanioses esta sendo estudada para melhorar o

entendimento da resposta imune para patégenos intracelulares em geral e



e

Leishamania em particular, para encontrar se as manipulagdes do sistema imune
podem ser terapéuticas, e racionalizar o desenvolvimento de vacinas (Herwaldt,
1999).

Varios tipos de vacinas (ex: parasitas completos mortos oy atenuados,
peptideos recombinantes ou sintéticos, ou vetores recombinantes), com ou sem
citocinas ou adjuvantes, estdo sendo investigados, mas nenhuma vacina esta
pronta para o uso geral na prevengao das leishmanioses (Modabber, 1995).

O nimero de pessoas infectadas assintomaticas é mais alto que o nimero de
pessoas infectadas que apresentam sintomas da doenca. Por esta razao, é
importante saber como pessoas infectadas vao desenvolver a doenga e como
elas podem ser diagnosticadas antes de mostrarem as manifestagées clinicas

(Singh et al., 2002).

Caracterizagao Antigénica do Parasita

Chang e McGwire (2002), referem-se as moléculas, Glicosilfosfatidilinositol
(GPI), Glicosilfosfolipidios (GIPL), Lipofosfoglicanos (LPG), Fosfoglicanos (FG),
Proteofosfoglicanos (PPG), Leishmaniolisina (gp63) e Cisteina Proteases (CPs),
dentre outras, como determinantes invasivos/evasivos que auxiliam a Leishmania
no parasitismo intracefular, seguindo os eventos: evasédo dos fatores iiticos
humorais, fixacdo dos parasitas aos macréfagos seguido de sua internalizacao
dentro destes fagdcitos, sobrevivéncia intracelular dos parasitas endocitados,
diferenciagdo de promastigotos em amastigotos e replicagdo dos amastigotos.
Segundo estes autores, tais determinantes sao cruciais para a infeccao, mas nao
produzem nenhuma patologia no hospedeiro.

As Proteinas de Superficie de Promastigotos (PSP), também conhecidas
como gp63, sdo glicoproteinas de superficie de membrana que possuem
atividade proteolitica. Elas sao glicosiladas e ligantes de Concavaling A (Con A),
devido a presenga de sitios de manose em sua arquitetura. Além de moléculas de
manose, sua estrutura também possui sitios de N-acetilglicosamina e N-
acetilglicosamina. A gp63 ¢ muito abundante, contribuindo com cerca de 1% de
toda a constituicdo protéica da célula. Essas glicoproteinas sao reconhecidas por
anticorpos no plano externo da membrana do parasito, de onde s3o secretadas,



liberando o complexo imune (anticorpo + gp63) nos arredores. As PSP também
possuem sitios de ligagao para o fragmento do complexo C3bi, sendo importantes
em auxiliar o reconhecimento por macréfagos. A gp63 é altamente imunogénica,
apresentando reatividade cruzada entre as diferentes espécies de Leishmania,
embora os anticorpos produzidos por essa molécula nao sejam efetores no
controle da infecgdo (Mood, 1993; Wright e El Amim, 1989).

Ramamoorthy e colaboradores (1992), demonstraram g expressio

diferencial dos genes gp63, que resulta em diferentes quantidades da proteina
gp63 o desenvolvimento in vifro das formas promastigotas para a forma
infecciosa.
Glicoconjugados ligantes de Fucose-Manose (FML) constituem um complexo de
proteinas antigénicas de formas promastigostas de L. (L.) donovanij que sdo
utilizados em testes sorolégicos para diagnostico, avaliagdo do progndstico e
controle do calazar humano, além de serem propostos em triagens de doadores
de sangue de regides endémicas de calazar (Otero et al., 2000; Palatnik et al.,
1995). O principal componente imunoprotetor da FML é a fragao glicoprotéicas
designada GP36 (Paraguai et al., 2001), reconhecido unicamente por soros de
pacientes com calazar humano (Palatinik ef al., 1996).

Santana e colaboradores (2002), isolaram o gene codificante da
nucleosidio hidrolase de L. (L.) donovani, que é um componente do antigeno
GP36, e demonstraram que LdNH recombinante é util no diagnéstico de calazar
em cdes uma vez que reage preferencialmente com IgG subtipo 1 de
imunoglobulina que é aumentado em céaes susceptiveis ao calazar e na doenca
avancada.

A clonagem molecular, caracterizagdo e expresséo dos antigenos K9 e K26
(Bathia ef al, 1999), mostrou que o K26 (proteina hidrofilica de 247 aminoacidos,
contendo 11 repetigbes de 14 aminoacidos, 64% da proteina total) é um marcador
diagnéstico altamente especifico para avaliar a infecgdo no soro de individuos
com leishmaniose visceral.

Trujillo et al., (1999) demonstraram que o antigeno denominado KMP-11
(principal determinante protéico de membrana de protozodrios kinetoplastideos)
parece ser antigénico e mostra uma resposta de anticorpos relativamente forte
durante o curso natural das leishmanioses de doenga de Chagas. A observagso



de reagao imunoldgica cruzada em infecgées causadas por Leishmania e T.cruzj
€ particularmente importante, contradizendo estudos anteriores que relataram a
alta sensibilidade da detecgéo destes anticorpos em pacientes com leishmaniose.
O mapeamento de determinantes antigénicos em KMP-11 por estes autores,
utilizando peptideos sintéticos revelou a existéncia predominante de epitopos
conformacionais nas infecgées de Leishmania.

De maneira geral, os glicoconjugados presentes na superficie de
Leishmania estao envolvidos na sobrevida destes organismos, protegendo-os da
protedlise (Karlsson, 1991), como, associados com a infectividade dos mesmos,
propiciando o reconhecimento de sitios ligantes especificos em células
hospedeiras (Fergunson e Homans, 1998; Verbet, 1994).

Até o presente, nao € conhecido o papel biolégico desempenhado pelos
anticorpos anti-carboidratos IgG e IgE no relacionamento hospedeiro-Leishmania
nem os fatores que influenciam a sua produgéo. Entretanto, o envolvimento deles,
com a interagdo da Leishmania com receptores celulares e nos possiveis
mecanismos de regulagdo negativa de enzimas como a gp63 devem ser

investigadas (Atta, 2004).
Burns et al., (1993), identificaram um antigeno de Leishmania chagasi,

LeKin, com homologia & superfamilia de proteinas motoras (kinesinas). Este

antigeno, predominante em amastigotos, contém um dominio repetitivo extenso
altamente relacionado entre as espécies de L. chagasi e L. donovani. Altos titulos
de anticorpos foram encontrados para o antigeno rk39, que contem varias
repetices de 39 aminoacidos, demonstrando a conservacéo da regido repetitiva
entre as espécies mencionadas.

Com a descoberta deste antigeno, muitos pesquisadores tém testado g sua
viabilidade em diferentes testes diagnosticos para a Leishmaniose Visceral, a
maioria deles mostrando resultados altamente promissores, na tentativa de
utilizagcdo de métodos diagnésticos menos invasivos e economicamente vidveis
para a populagao.

A deteccdo de anticorpos IgG para este antigeno tem sido encontrada
como sendo extremamente sensivel e especifico no diagnoéstico da Leishmaniose
Visceral, embora seja dificil apontar alguma fungdo protetora para estes



anticorpos especificos de tado altos titulos produzidos contra este e outros
antigenos similares (Carvalho ef al., 2003; Chang e McGwire, 2002).

Os titulos de anticorpos IgG anti-rK39 tém um pico entre 6 e 9 meses e
anticorpos IgA anti-rK39 tém um pico entre 3 e 6 meses. Os niveis de anticorpos
tornam-se indetectaveis depois de 6 meses de tratamento com sucesso, enquanto
os titulos de anticorpos IgG comeg¢am a declinar depois de 3 meses de
tratamento, tornando-se indetectaveis depois de 2 anos. A presenca ou
persisténcia de anticorpos anti-rK39 detectaveis por mais de 4 anos indica a falha
no tratamento ou recorréncia (Singh ef al, 2002).

Varios autores apontam a viabilidade de testes diagnoésticos utilizando o
antigeno rk39 em diferentes metodologias. A especificidade e sensibilidade sao
na maioria dos casos muito promissoras.

Singh et al., (2002), testaram 228 casos parasitologicamente confirmados
utilizando rK39 em ELISA (IgG) e teste imunocromatrografico (dipstick test), os
resultados apontaram 100% de sensibilidade e especificidade para ambos os
casos. Resultados similares foram obtidos por Carvalho et al, 2003, mostrando a
sensibilidade do antigeno rK39 ‘“strip test” e ELISA de 90% e 89%,
respectivamente, enquanto a especificidade foi de 100% e 98% respectivamente.

Schallig ef al., 2002, analisaram a eficacia do antigeno rkK39 em Testes de
Aglutinacao Direta - DAT (100% de sensibilidade e especificidade) e dipstick test
(85,7% de sensibilidade e 82% de especificidade).

Analises semelhantes foram feitas para os testes de ELISA (Salotra et al.,
2003; Maalej et al., 2003; Sreenivas et al., 2002; Braz et al., 2002; Singh et al.,
1995: Qu et al., 1994; Kumar et al., 2001; Ozensoy et al., 1998; Zijlstra et al,
1998: Medrano et al., 1998; Badaré R et al., 1996) e Imunocromatrografia (Sarker
et al., 2003; Carvalho et al., 2003; Boelaert et al., 2004; Chappuis et al., 2003;
Veeken et al., 2003: Qu et al., 2000; Delgado et al., 2001; Berm et al., 2000;
Zijlstra et al., 2001).

Um antigeno de L. major, designado LACK (Leishmania homologue of
receptor for activated C kinase), foi identificado depois de uma busca por
antigenos reconhecidos por um clone Th1 protetor derivado do bago de
camundongo BALB/c que tinha sido infectado com um extrato sollivel de

promastigotos de L. major. A seqiiéncia de aminodcidos deduzidas deste
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antigeno tem homologia substancial com os receptores intracelulares para Kinase
C ativada (RACKs) e apresenta alta homologia entre L major e L. chagasi
(Mougneau et al., 1995). Tem sido sugerido que a proteina LACK contém um

epitopo imunodominante que representa o alvo da resposta imune inicial

(Requena et al., 2000).
O antigeno LACK tem sido usado para avaliar vacinas de DNA codificando

este e outros antigenos (ex: LmSTIl e TSA). A combinagao desses antigenos tem

conferido protegdo durdvel e completa contra o desenvolvimento de lesdes

cutaneas (Méndez et al., 2002).

Ramiro et al., (2003), descrevem a efetividade da estratégia de vacinagéo
utilizando plasmideos codificando DNA na indugéo da protec&o na leishmaniose
visceral em caes. Estes autores analisaram o padréo de produgéo de anticorpos
especificos e citocinas em animais imunizados, comparados com controles. Os
animais vacinados mostraram altos niveis de anticorpos anti-LACK especificos e
um aumento de IgG2 sobre IgG1 sugerindo uma resposta imune mediada por

células T Th1, demonstrando que este regime de vacinagdo engatitha um alto

nivel de protegdo contra a leishmaniose visceral.
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“PHAGE DISPLAY”

Desde a sua descricdo por Smith em 1985, a tecnologia de “Phage
Display”, exposicdo de biomoléculas em fagos, tém apresentado uma utilizagdo
Ccada vez mais crescente em diversas areas das ciéncias. Este autor foj O pioneiro
a conseguir a expresséo da enzima de restricdo Eco Rl como uma fusdo da
proteina trés (plil) do capsideo do fago.

Bacteriéfagos, ou simplesmente fagos, s&o virus que infectam uma
variedade de bactérias Gram-negativas usando o pilus sexual como receptor. As
Particulas de fagos filamentosos (linhagens M13, f1 e fd), que infectam E coli via
pilus F consiste de um DNA de fita simples incluso em uma capsula protéica. Um
fago viavel expressa aproximadamente 2.700 cépias da proteina gene 8 (g8 ou
pVIil, uma proteina de 50 residuos de aminoacidos) e 3 a 5 copias do gene i
(p3p ou plll, proteina de 406 aminoacidos) (Russel, 1991).

As duas principais proteinas utilizadas para este fim s&o a proteina plil e a
pVIll (Brigido e Maranh&o, 2002), a proteina 3 € responsavel pela adesio da
particula viral ao pilus sexual. O produto do gene Il dos fagos filamentosos
corresponde & maior das proteinas estruturais, com uma massa molecular de
cerca de 42 KDa na sua forma madura (Makowski, 1993). S&o também usadas as
proteinas piV, pVI ou pVIll (Benhar, 2001), ver Figura 2.

Em sistemas onde todas as plll ou pVIll séo utilizadas, o tamanho da
proteina inserida no vetor & limitado, pois grandes proteinas interferem nas
fungbes das proteinas do capsideo, tornando o fago pouco infectivo. Este sistema
“Phage display” foi criado para a exposigéo de bibliotecas de pequenos peptideos
(no maximo 30 aminoacidos) (Phizicky e Fields, 1995).

A exposicéo em fagos filamentosos € baseada na clonagem de fragmentos
de DNA codificantes de milhdes de variantes de certos ligantes (Benhar, 2001),
como proteinas, incluindo anticorpos, ou peptideos. As seqiiéncias de DNA de
inferesse sdo inseridas em uma localizagdo no genoma de bacteriéfagos
filamentosos, de modo que a proteina codificada € expressa na superficie do fago
filamentoso como um produto de fusdo a uma das proteinas da superficie do fago

(Azzay e Highsmith, 2002).
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A conexdo entre genotipo e fenétipo, permite o enriquecimento de fagos

especificos, como por exemplo, usando a sele¢cdo em um alvo imobilizado

(Benhar, 2001).

Seqiiéncia codificante da
DNA de fita simples resisténcia a tetraciclina

Proteina de
inte .
fusionada a g3p

Peptideo g&p
espagador
Seqiiéncia codificante da proteina de interesse
5 § 3

f f

Peptideo sinal da g3p Sequéncia codificante do Seqiiéncia codificante da g3p
ep G

peptideo e spacador

. . 5 utural de um fago filamentoso. A proteina de
4l 2.’Rfezifr?aecr;;a%ac;xtersetr;idade amino-terminal da g3p (plll). O gene do
|nter§-dsse : irt:serido entre as sequéncias codificantes do pfzptldeo sinal e a
pep;tn,eo 63 (plll) do capsideo do fago fd-tet. Na morfogénese do fago, a
g:gtg;zg gappresentada na superficie (Figura modificada de Fernadez-Gacio et

al., 2003).

O “Biopanning” ou procedimento de selecédo é feito pela incubagédo da

biblioteca de peptideos expostos em fagos contra o alvo. Na maioria das vezes, o
alvo & retido em placas d

membranas. Os fagos nao ligantes ao . )
especificos permanecem ligados para posterior eluigéo. O

e ELISA, mas também se utiliza “beads”, resinas e

alvo sao eliminados por lavagens

sucessivas, e os fagos
pool de fagos especificos € amplifica b
biolégica ou “biopanning” (ciclos de ligagdo, eluicdo e amplificagdo) para o

enriquecimento do conjunto de fagos com seqiiéncias especificas contra o alvo.

do para os ciclos posteriores de selecao
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Apbs trés ou quatro passagens, os clones individuais séo caracterizados por
seqiienciamento de DNA, “Western Blot” ou ELISA (Smith, 1985). Ver figua 3.
Como alternativa ao “panning” contra um alvo imobilizado em uma
superficie, a biblioteca pode ser reagida com um alvo em solugéo, dada pela
afinidade de captura do complexo alvo-fago em uma matriz de afinidade (bead)
especifica para a proteina alvo. O experimento requer substancialmente menos
alvo por experimento que o “panning” em superficie, podendo resultar em uma
maior acessibilidade do sitio ligante para os peptideos expressos nos fagos,
assim como evita a desnaturagao parcial do alvo na superficie plastica (Barbas,

1992).

__> Crescimento o
} p de E.coli com r 1

N fagos : 3
M 1 3KU7 '| g / Y
3Ry } - ;N
_ [ . l X £
Superinfeclion p I { { @ )
with helper phage f{ "\' Sy Amplificagao dos
?.{'__- FE=n -.f'z‘ * fagos selecionados
fo_ @D A »
Produgdgode  { @@ <
particulas de e
fagos i
¥
."{ o ‘."\‘
T e X
, ( _chf‘: _ \)
Incubagéo | ? (s )
dos fagos > { p o e
com ligantes 7
om lig / Infecgéo de E. coli

Eluigao dos fagos
ligantes

Figura 3: Ciclo de “Biopanning” (Selegao) em solugao. Em cada ciclo os
fagos reativos com o alvo sao selecionados por lavagens sucessivas, sendo
os demais descartados. Os fagos remanescentes sao entao amplificados e
seguem um novo ciclo para a maturagao da afinidade de_: ligacdo ao alvo
especifico http://ymbc.ym.edu.tw/proteomellnteract/phage_dlsplay.htm
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Oligonucleotideos sintéticos com um comprimento constante, mas com
cédons nao especificados, randomizados por mutagénese sitio-dirigida, usando
deoxinucleotideos degenerados, sao clonados como fusdo a uma das proteinas
do capsideo de fagos M13, onde sdo expressos como proteinas de fusao ligadas
ao capsideo. Peptideos ligados aos fagos exibem um grande potencial mimético a

epitopos lineares, conformacionais ou nao protéicos (Smith, 1991; Smith et al.,

1993).
Vetores virais como o fago lambda (Sternberg e Roess, 1995),

bacteriofagos T4 € P4 (Houshmand et al., 1999; Lindqvist e Naderi, 1995), alem

dos virus de eucariotos, tais como baculovirus, também podem ser utilizados

neste processo (Boublik et al., 1995).

Bibliotecas de peptideos fusionadas em fagos tém sido muito utilizadas no

estudo das interagdes entre antigenos e anticorpos (Coretese et al., 1994; Birch-

Marchin et al., 2000; Christopher et al., 1999), estes trabalhos demonstram a

obtengdo de peptideos especificos pela selegao das bibliotecas de fagos com

anticorpos monoclonais € policlonais, epitopos lineares, tanto quanto mimetopos,

os que imitam antigenos lineares, descontinuos, conformacionais e até mesmo

epitopos n&o peptidicos de antigenos.
Peptideos selecionados contra um alvo particular que tem sequéncia

similar tem um papel na identificagdo do motivo necessario para ligagdo (Stephen

e Lane, 1992). Nos casos em que 0S peptideos selecionados nao se assemelham

ao peptideo ligante natural, foram denominados mimetopos (Geysen et al., 1986;

Smith e Scott, 1993). Sequéncias peptidicas identificadas por phage display tém

sido mostradas como agonistas ou antagonistas de receptores (Doobar e Winter,

1994).

Peptideos
gnosticos ou usados como agentes terapéuticos controlando

que neutralizam imunoglobulinas podem ser empregados como

reagentes dia

doengas autoimunes (Blank et al., 1999). Bibliotecas de peptideos randémicos

podem ser usadas para mapear epitopos de anticorpos policlonais e monoclonais,

identificando peptideos ligantes, € desenvolvendo fagos que definem sitios para

diferentes enzimas (Mattheus € Wells, 1993; Ohkubo et al, 2001).
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Fagos que expressam epitopos ou mimetopos podem emergir como uma

ferramenta util para o desenvolvimento de vacinas efetivas ou podem servir como

veiculos de entrega de vacinas por si proprios (Benhar, 2001).
A apresentagdo de pequenos peptideos na superficie de particulas viral

pode aumentar sua imunogenicidade e conseqientemente seu potencial como
candidatos a vacinas. A resposta imunogénica a fagos M13 é dependente de

células T e nao requer adjuvante (Azzay e Highsmith, 2002).

Até o presente momento, ndo existem evidéncias na literatura revelando

experimentos utilizando a técnica de “phage display” no estudo das interagbes

antigeno-anticorpo com 0 protozoario Leishmania. Entretanto, varios autores

relatam a utilizagdo desta técnica no entendimento de doencgas provocadas por

virus, bactérias, protozoarios € a interacdo entre seus antigenos e a resposta

imune do hospedeiro, na busca mapear epitopos ou desenvolvimento de vacinas.

De la Cruz et al, 1988, mostraram que a clonagem de regides repetitivas do
gene da proteina do circumsporozoito de Plamodium falciparum no gene plil de
fagos filamentosos resulta na exposigao de proteinas recombinantes na superficie
do fago. Os fagos foram antigénicos e imunogénicos quando injetados em
coelhos.

Willis et al.,
ozoito do parasita causador da malaria, P. falciparum em multiplas

circumspor
copias na pVIil de fagos Fd. Os epitopos peptidicos do fago hibrido foram
extremamente imunogénicos em quatro diferentes linhagens de camundongos

uso de adjuvantes externos, € 0S anticorpos foram altamente especificos

1993, expondo determinantes antigénicos da proteina do

sem O

aos epitopos individuais.
Gazarian et al, 2000, mapearam epitopos da regido N-terminal da TPmy

(Paramiosina de T.solium), que sao altamente imunogénicos nesta molecula.

Utilizando diferentes métodos de selecio e eluigao, identificaram peptideos com

homologia a proteina em questao, sugerindo a identificacdo de um epitopo linear

e descontinuo, com provaveis propriedades de determinantes imunodominantes,

reveladas por analises computacionais de antigenicidade.
Cui e colaboradores (2003), identificaram residuos importantes na primeira
regido hidrofilica principal da proteina do virus da doenga infecciosa da bursa

(VP2), para isto, foram construidos fagos filamentosos contendo o gene da regiao
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varidvel da VP2 da IBDV (Infeccious Bursal Disease Virus). Anticorpos
neutralizantes anti-VP2, foram usados para se ligar aos fagos contendo a regiao
variavel original da VP2, os fagos nao ligantes foram também avaliados, na

tentativa de localizar mutages.

Dada a viabilidade da tecnologia acima descrita, torna-se importante
ressaltar que essa técnica complementa a atual onda de projetos gendmicos,
onde se gera um grande volume de informag&o, mas com pouca informacéo a
nivel fenotipico. Com a técnica de apresentagdo em fagos, podemos agora testar
genes de interesse em grande escala, na busca de um conjunto de proteinas que
interagem, e que vem sendo chamado de interatoma. A busca desses interatomas
promete expandir os limites criados com os projetos genémicos e permitem agora
inferir acerca de como esses genes se relacionam, explicando o individuo

fenotipicamente (Brigido e Maranh&o, 2002).
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OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos principais do presente trabalho foram:

1. ldentificar peptideos ligantes a anticorpos policlonais de pacientes
positivamente diagnosticados para Leishmaniose Visceral, a partir de
bibliotecas de peptideos recombinantes, “Phage Display”.

2. Confirmar a imunorreatividade dos fagos recombinantes selecionados por
métodos imunoenzimaticos e caracteriza-los por seqiienciamento e

bioinformatica, determinando os antigenos potenciais mais imunogénicos e

seus provaveis dominios funcionais (epitopos).
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CAPITULO UNICO

IDENTIFICAGAO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES LIGANTES A
ANTICORPOS POLICLONAIS (IgG) PROVENIENTES DE PACIENTES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL VIA “PHAGE DISPLAY”

30



) RESUMO

Leishmania chagasi € um parasita intracelular obrigatério que causa a
Leishmaniose Visceral nas Américas, doenga na qual uma alta mortalidade &
observada em pacientes nao tratados. Neste trabalho, utilizamos a tecnologia de
exposicido em fagos “phage display”, no intuito de identificar peptideos
recombinantes com afinidade aos anticorpos (IgG) gerados por pacientes
acometidos por esta doenga. A selegdo foi realizada em solugdo, mostrando
enriquecimento da biblioteca a favor do alvo, com titulos de saida variando de 5,8
x 10° no primeiro ciclo a 4,6 x 10° no quarto ciclo. Os fagos obtidos a partir deste
Gltimo ciclo de selegao foram submetidos a testes de ELISA apresentando
64,13% e 55,43% de positividade para ensaios contra soro total e anticorpos
purificados, respectivamente. A partir de seqtienciamento de DNA e analises de
bioinformatica, foi possivel identificar 24 clones com seqiiéncias peptidicas
distintas. Os alinhamentos gerados pelos programas T-Coffee e CLUSTAL W
(18.1), mostraram a presenca das sequéncias consenso HKLAGLNLR (trés
clones com homologia total) e ATPRS (13 clones consenso, com homologia
parcial ou total), que apresentam homologia com proteinas imunogénicas de
Leishmania chagasi tais como: K39 — LcKin, antigeno tipo kinesina (K+ LNLR,
497-504); GP46 - Proteina de superficie de membrana (LA L+LR, 184-190 - LA
LNL, 304-309); Proteina gp63 (RL+LG, 416-420) e antigeno LACK (AT RS, 253-

257), dentre outras. A sequéncia RDQ, encontrada em 4 dos 28 clones

seqiienciados, quando invertida mostra similaridade no dominio repetitivo da k39
(rk39), sendo uma regido de alta hidrofilicidade, com elevado indice antigénico em

provavel regido de superficie, segundo o programa Potean 4.0. Os clones
contendo estes principais dominios mostraram reatividade diferenciada em testes
de ELISA contra anticorpos de pacientes positivos e negativos para
Leishmaniose. indices de antigenicidade foram gerados isoladamente para cada
um dos 24 clones, mostrando picos para as regides dos dominios ATPRS e RDQ,
fato que pode estar indicando, juntamente com os alinhamentos prévios, que
estas regides possam fazer parte de epitopos imunogénicos das proteinas com as

quais se relacionam, o que pode fazer deles ferramentas UGteis para o diagndstico

da Leishmaniose Visceral.
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ABSTRACT

Leishmania chagasi is an intracellular obligatory parasite that causes
American Visceral Leishmaniasis (VL), illness in which a high mortality is observed
in non-treated patients. The present study used phage display to identify
recombinant peptides with affinity to the antibodies (IgG) produced by VL patients.
The selection was carried out by solution biopanning, which enriched the library
for the target, with phage titer varying after selection from 5,8 x 10°, in the first
round, to 4,6 x 10%, in the fourth round. The phages obtained in this last cycle
were submitted to ELISA tests against total serum and purified antibodies, and
presented 64.13% and 55.43% of positivity, respectively. After DNA sequencing
and bioinformatic analyses, 24 clones with distinct peptide sequences were
identified and annotated. The alignments generated by T-Coffee and CLUSTAL W
(18.1) softwares have detected two consensus sequences, HKLAGLNLR (three
clones with total homology) and ATPRS (13 clones, with partial or total homology),
that presented homology with immunogenic proteins of Leishmania chagasi, such
as: k39 - LcKin, Kinesin-like antigen (K+ LNLR, 497-504); gp46 - membrane
surface glycoprotein of 46 kDa (LA L+LR, 184-190 - LA LNL, 304-309); protein
gp63 (RL+LG, 416-420) and the antigen LACK (AT RS, 253-257), among others.
The motif RDQ, found in 4 out of 28 clones sequenced, when inverted, shows
great similarity with the repetitive domain of k39 (rk39), a region of high hidrofilicity
and antigenic index, with a putative surface exposure, according to calculations
using the Lasergene 4.0 (Protean) software. Clones that contain these main
domains showed differential immunoreactivity in ELISA tests against antibodies of
positive and negative patients for f eishmaniasis. Antigenic indexes were
generated separately for each of the 24 clones, and the higher indexes were
obtained at the ATPRS and RDQ domains. These results associated to the
previous alignments suggest that these regions may be part of important
immunogenic epitopes of the parasite proteins, which could be useful tools for the

diagnosis of the Visceral Leishmaniasis.
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INTRODUCAO

O protozoario causador da Leishmaniose Visceral nas Américas & um
parasita intracelular obrigatorio, género e subgénero Leishmania e espécie
chagasi — L. (L). chagasi, da familia Trypanosomatidae (Lainson e Shaw, 1987).
Esta doenga gera um amplo espectro de manifestagdes clinicas. A infecgéo
permanece assintomatica em alguns casos, ou pode seguir para um curso agudo,
subagudo ou crénico (Herwaldt, 1999), levando progressivamente a uma condicao
tisica, com febre, palidez, perda de peso, aumento do volume abdominal,
episédios de hemorragia e diarréia, titulos de anticorpos sdo extremamente altos
dentre outras manifestagbes, que culminam, muitas das vezes, na morte do
paciente (Marzochi e Marzochi, 1994).

A tecnologia de “Phage Display” (Smith, 1985), tém sido amplamente
utilizada desde sua descri¢éo. Bibliotecas de peptideos randémicos expostos em
fagos sdo uteis na identificacdo de epitopos lineares ligantes a anticorpos
monoclonais por ser possivel selecionar um grupo de peptideos expostos em
fagos e entdo obter seqiiéncias consenso homdlogas & seqiliéncias de
aminoacidos de epitopos originais (Sibille e Strosberg, 1997).

Nao ha relatos na literatura de trabalhos utilizando a tecnologia de “Phage
Display” para a identificagdo de epitopos imunodominantes de Leishmania,
portanto, muitos autores tém demonstrado a aplicagéo desta técnica no estudo
das relagdes antigeno-anticorpo para os agentes causadores de muitas doencas
e desenvolvimento de vacinas. Como por exemplo, em Plamodium falciparum (De
la Cruz, et al., 1988, Willis et al., 1993), Taenia solium (Gazarian et al, 2000),
Virus da Doenga Infecciosa da Bursa (Cui, 2003), dentre outros.

Nosso grupo tem utilizado estas bibliotecas para selecdo de peptideos
contra soro policlonal anti-neuwiedase da pegonha bruta de Bothrops neuwied
pauloensis (Cardoso, 2004), na identificagdo de peptideos reconhecidos por
imunoglobulinas Y policlonais anti-proteinas totais de larvas de Boophilus
microplus (Prudéncio ef al., 2003) e construgéo de biblioteca combinatorial de
anticorpos (Lino et al., 2003).

Dentro desta linha de pesquisa, propomos neste estudo a identificacdo de

peptideos recombinantes ligantes a pacientes com leishmaniose visceral, e g
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caracterizagdo necessaria para a confirmagdo de reatividade e determinacéao de

epitopos funcionais no reconhecimento de anticorpos para esta doenga.

34




MATERIAL E METODOS

Purificacao de anticorpos

Soros de pacientes diagnosticados positivamente para Leishmaniose
Visceral foram cedidos pelo Laboratério de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Uberlandia, onde foram caracterizados.

A purificagdo de imunoglobulinas foi realizada por imunocromatrografia a
partir de um pool destes soros, utilizando coluna de proteina A sepharose. A
coluna foi equilibrada com 10 volumes de tampéo fosfato (0,1 M, pH 8,0). As
amostras de soro diluidas (volivol) foram acrescentadas a resina e incubadas por
30 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubacgao, a coluna foi lavada com
tampéo fosfato, sendo a absorbancia a 280 nm monitorada em espectrofotdémetro
(Ultrospec 1100 pro — Amersham Biosciences) até igualar-se a zero. Cada
amostra foi eluida com tampao glicina (0,1 M pH 2,7), sendo coletada fragdes de
1 mL que foram também monitoradas por leitura espectrofotométrica. As fragdes
com maiores leituras foram reunidas e o pH neutralizado com NaCH 0,1 M.
Assim, foram transferidas para membrana de didlise, concentradas em agticar

comercial (1h, 4°C) e em seguida dialisadas em 3L de tampéo fosfato durante

toda a noite em camara fria a 4°C.

A quantidade de anticorpos obtida foi estimada pelo método de detecgéo e

quantificagdo de proteinas descrito por Johnstone e Thorpe (1987), onde a

Concentracdo da Amostra = Absorbancia a 280nm / coeficiente e extingdo a 280
nm (13,6 para IgG) x 10 mg/mL. A visualizagdo das amostras foi realizada por

SDS PAGE 16%.
O mesmo procedimento foi realizado para a purificagdo de anticorpos de

um paciente com sorologia negativa para a mesma doenca.

Selegao de peptideos — “Bjopanning” em solugao

Para a selecdo dos peptideos sintéticos (expressos na proteina i do
capsideo de fagos filamentosos), reativos com os anticorpos acima descritos,
utilizou-se uma biblioteca randémica de peptideos de 12 aminoacidos (“Ph.D — 12
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mer — New England Biolabs”). O procedimento de sele¢do foi realizado em
solugdo, de acordo com as recomendagdes do fabricante, com algumas
modificagdes.

Como substrato para a realizagéo deste processo, foram utilizados 50 pL
de proteina G agarose em 50% de solugdo aquosa (recombinat Protein G
Agarose — Invitrogen™), que foram lavados por ressuspensio em microtubo com
1mL de TBS-T (Tris-HCI 50 mM - pH 7.5, NaCl 150 mM — Tween 20 0,1%), o
sobrenadante foi retirado cuidadosamente apos centrifugag&o & 4.000 rpm por 30
segundos em centrifuga refrigerada. Em seguida, a resina foi bloqueada por uma
hora com tampé&o de bloqueio (NaHCOs 0,1M, pH 8,6; BSA 5mg/mL; NaNs 0,02%)
a 4°C, sendo misturada de 15 em 15 minutos. Apds a incubagdo, a mesma foi
lavada por quatro vezes, conforme descrito anteriormente, para entdo receber a
mistura de 300 ng de anticorpo purificado, juntamente com 1,5 x 10" particulas
virais em um volume final de 200 uL de TBS-T 0,1%, previamente incubados a
temperatura ambiente por 20 minutos.

A mistura resina — anticorpo — fago foi misturada por 3 vezes durante os 15
minutos de incubagdo a temperatura ambiente € em seguida lavada por mais 10
vezes com 1 mL de TBS-T 0,1%, preparando-a para a eluicao dos fagos ligantes
feita com 1 mL de tampao de eluigdo (Glicina-HCI 0,2 M, pH 2,2; 1mg/mL de BSA)
por 10 minutos a temperatura ambiente. Esta mistura foi centrifugada por 1 minuto
a 4.000 rpm, o eluato foi transferido para um novo tubo e imediatamente
neutralizado com 150 pL de Tris-HCI (1 M, pH 9,1).

Uma pequena amostra deste eluato (10 pL) foi titulada e o restante foi
utilizado para reamplificagéo, realizada em 20 mlL de cultura contendo tetraciclina
de E. coli (ER 2738) em fase inicial de crescimento (ODgoo< 0,3) e incubada por
4.5 horas em agitador com temperatura controlada a 37°C, antes do procedimento
de precipitacdo dos fagos e posterior titulagao.

A cultura foi transferida para um tubo de centrifuga e centrifugada (10 min,
4.000 rpm). As células residuais foram descartadas e o sobrenadante transferido
para um tubo limpo e re-centrifugado. Foi pipetado 80% do sobrenadante superior
para um tubo limpo, onde foi adicionado 20% do volume de PEG-NaCl (20%

peso/volume de polietileno glicol-8000; NaCl 2,5 M) e a mistura permaneceu em
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repouso durante toda a noite a 4°C. No dia seguinte, a precipitagdo foi
centrifugada (15 min, 10.000 rpm, 4°C). O sobrenadante foi descartado e o tubo
foi novamente centrifugado, nas mesmas condi¢cdes anteriores por mais 5 minutos
para que o sobrenadante residual pudesse ser removido. O “pellet” de fagos foi
ressuspendido em 1 mL de TBS 1X, que foi transferido para um microtubo e
centrifugado (5 min, 10.000 rpm, 5 min) para retirada das células residuais. O
sobrenadante foi transferido para novo microtubo, para a adigdo de PEG-NaCl
(1/6 do volume). A mistura foi incubada por 1 hora em gelo e entéo centrifugada
(15 min, 14.000 rpm, 4°C). O sobrenadante foi descartado e o tubo re-
centrifugado por mais 5 minutos para retirada do sobrenadante residual. O “pellet”
foi ressuspendido em 200 uL de TBS 1X, estando prontos para a titulagéo.

Os fagos reamplificados a partir do primeiro ciclo de selecdo foram
utilizados em um segundo ciclo (2,0 x 10" ufc) e assim subseqiientemente por um
total de quatro ciclos, sendo que a partir do segundo ciclo a estringéncia do
tampao de lavagem foi aumentada de 0,1% para 0,5%, utilizando-se entao, 0,5%
de Tween-20 em todas as lavagens.

Paralelamente, apds o terceiro ciclo do procedimento acima descrito,
realizou-se uma selegdo negativa, utilizando para isto, anticorpos purificados de
paciente negativo para leishmaniose, sendo os fagos nao ligantes recuperados
apos a incubagdo resina — anticorpo — fago, com o intuito de desprezar fagos
selecionados especificos para moléculas comuns entre pacientes sadios ou néo,
sendo assim, nao especificos para a doenga em questao.

Para todas as titulagdes foram utilizados 10 pL dos fagos, diluidos em 90
uL de meio de cultura LB. As diluigoes (10" & 10%, para eluato nao amplificado e
de 108 a 10", para fagos amplificados e purificados) foram incubadas com 200 pL
de E. coli (ER2738) em fase de crescimento inicial por 5 minutos e plaqueadas
em meio LB contendo IPTG (0,5mM) e X-gal (40 pg/mL), juntamente com 3 mL de
Agarose Top (10 g de Bacto-Triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 gde NaCl, 1 g
de MgCl, . 6H20 / litro).

Ap6s incubagdo em estufa por toda a noite a 37°C, as colbnias azuis

(resultantes do sistema de a-complementagao do vetor) foram contadas para a
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obtencéo dos titulos de entrada e saida para todos os ciclos de selec¢do (ntimero

de col6nias azuis x fator de diluigéo).

Caracterizagio dos clones

As colbnias que apresentaram coloragéo azul, demonstrando a quebra do
Substrato X-Gal e a expressédo do gene da B-galactosidase dos fagos pelas
bactérias ER2738, foram reamplificadas separadamente em placas “Deep-Well”
para o armazenamento dos clones selecionados. Para isso, as colénias isoladas
foram adicionadas a 1 mL de meio de cultura contendo E. coli (ER2738) em fase
de crescimento inicial, apds a incubagdo por 5 horas a 37°C sob agitagao
vigorosa, a placa foi centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos, para a retirada do
sobrenadante da cultura, que foi armazenado juntamente com o mesmo volume
de glicerol 50%. Noventa e dois clones, juntamente com 4 controles negativos (3
fagos selvagem e cultura de bactérias n&o infectadas) foram devidamente

identificados, foram utilizados para os processos de caracterizacdo descritos

abaixo.
ELISA (“Enzimed Linked Immusorbent Assay”) Pré — Seqiienciamento

Testes de ELISA foram realizados como rastreamento prévio quanto a
reatividade dos peptideos sintéticos (expressos nos fagos selecionados), com os
anticorpos presentes no soro de pacientes acometidos pela Leishmaniose. Parg
isto foi realizado um sistema de captura, utilizando como antigeno as particulas
virais dispersas em solugdo no meio de cultura de todos os clones acima
mencionados. Os anticorpos foram provenientes de soro total oy purificado
(IgGs).

Placas de alta afinidade (NUNC), foram sensibilizadas com 1 ug/well de
anticorpo monoclonal anti-proteina pVill de fago (Amersham Biosciences),
diluidos em 100 pL de tamp&o carbonato e incubadas durante toda a nojte sob
agitagdo a temperatura de 4°C.

Apos 3 lavagens com PBS-Tween 20 0,05%, foram adicionados 200 pl
tampao de bloqueio PBS-Tween 20 0,05% - BSA 3%, sendo a placa incubada por
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Mais 1 hora a 37°C. A placa foi entdo lavada por mais 3 vezes e 100 pL de meio
de cultura contendo fagos foram adicionados. Apds a incubag&o por 1 hora g
37°C, realizou-se mais 6 lavagens para a adigdo do soro, diluido 1:50 (soro: PBS-
T-BSA 3%) no primeiro ensaio, ou, anticorpo purificado 0,5 ug/pogo (diluido em
PBS-T-BSA 3%) no segundo ensaio, sendo a placa incubada por 1 hora a 37°C,
Em sequida, a placa foi lavada por 6 vezes para adigdo do anticorpo conjugado,
anti-IlgG humana (IgG, Fe HRP ~ USBiological), diluidos 1:5000 em PBS.T gsa
3%, com incubagao & 37°C por 1 hora. Apés 6 lavagens a reagao foi revelada
utilizando-se OPD (O - Phenylenediamine dihydrochrloide — Sigma Chemical),
num volume final de 100 pl de tamp&o apropriado contendo H,0,, e interrompida

pela adicdo de 10 ul de H2SO, 4M. A leitura da absorbancia foi feita em leitor

Multiscan Plus Versao 2.03, com filtro de 492 nm.
O Indice ELISA (IE) foi calculado utilizando-se a média das trés amostras

negativas contendo fago Selvagem (fago sem peptideo sintético). (IE = Densidade
6tica de cada amostra / cut off do helper = média + 3 x Desvio Padrao). Foram

entao consideradas positivas as amostras com IE>1.

Obtencao e seqgiienciamento do DNA

Para a obtengdo de DNA dos fagos, 30uL dos fagos previamente
armazenados foram adicionados a 1 mlL de cultura de ER2738 em fase de
crescimento inicial em tubos FALCON de 15 mL, onde permaneceram sob
agitacdo vigorosa por 6 horas a 37°C. Apds o crescimento as culturas foram
transferidas para microtubos para a sedimentagdo das bactérias (10 minutos,
14000 rpm), 500 uL do sobrenadante foram utilizados para precipitagdo com
PEG/NaCl (20% de polietileno glicol-8000, NaCl 2,5 M), seguido da adicio de
lodeto de Sédio (Tris-HCI 10 mM pH:8,0, EDTA 1mM e Nal 4M), precipitacdo de

acido nucléico com Etanol Absoluto e lavagem com etanol 70%, conforme

descrito por Barbas et al., 2001.
A qualidade e quantidade do DNA presente nas amostras foi avaliada por

amostragem em gel de agarose 0,8% e leitura espectrofotométrica 3 260 nm,

respectivamente.
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A reacdo de seqiienciamento foi realizada utilizando-se o kit “Big Dye
Terminator” (Pharmacia), 1,5uL (~ 500 ng) do DNA obtido e 10 pMoles de “primer”
universal (96 M13 - 5 yoCCCTCATTAGTTAGCGCGTAACG 3’ — Amersham
Biosciences), que amplifica a regido dos aminoacidos codificantes dos peptideos
randémicos fusionados nos fagos M13 recombinantes.

A reacdo de amplificagdo aconteceu em termociclador (Eppendorf). A
precipitagdo do material amplificado foi feita acrescentando-se Acetato de Amdnio
4M e Etanol absoluto as amostras, seguido de centrifugagéo por 45 minutos a
14.000 rpm em centrifuga refrigerada e lavagem com etanol 70% com

centrifugagdo por 10 minutos nas condigbes anteriores. A diluigéo foi feita com

tampao de corrida apropriado (“Loading buffer”).
O seqienciamento foi realizado utilizando-se o sequenciador automatico

“MegaBace 1000” (Amersham Biosciences).

Analise de dados

As seqiiéncias de DNA geradas pelo segienciamento foram analisadas
utilizando-se programas de bioinformatica disponiveis on-line.

Para a tradugdo das seqiiéncias de aminoacidos utilizou-se o programa
DNA2PRO12, especifico para seqiéncias de bibliotecas da “New England
Biolabs” (http://relic.bio.anl.gov/dna2pro12.aspx).

Para analise dos motivos protéicos e alinhamento dos peptideos foram
utilizados os programas T-COFEE (http://ch.embnet.org/software/Tcoffee.html) e
Clustal W versdo 18.1 (hitp://services.bioasp.nl/blast/cgi-bin/clustal.cg).

Os motivos protéicos consenso gerados foram analisados quanto a
homologias com proteinas de Leishmania chagasi depositadas no “GENEBANK”
pelo programa BLAST - Basic Local Alignment Search - Tool
(http://www.ncbi.nim.nih.gow/BLAST).

Os parametros de antigenicidade foram determinados pelo software
DNAStar 4.0 (subprograma Protean'™). O alinhamento dos peptideos na estrutura
secundaria das proteinas foi feito pelo programa Cn3D versao 4.1

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtmi).
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ELISA (“Enzimed Linked Immusorbent Assay”) Pés - Seqlienciamento

Apds a obtencdo das seqiiéncias de DNA dos clones selecionados por
seqlienciamento e suas analises por bioinformatica, foi realizado o teste de ELISA
com os clones considerados mais relevantes, devido a presencga repetida de
dominios consenso na populagao de fagos.

O procedimento seguiu em linhas gerais, 0s mesmos parametros
mencionados para os ensaios anteriores, portanto, os clones foram reamplificados
e precipitados com PEG/NaCl, para limpeza do meio de cultura. Cada um destes
clones foi utilizado em duplicata, assim como o controle negativo (Fago

Selvagem).
Os anticorpos utilizados foram provenientes dos soros purificados, positivos

e negativos para Leishmaniose Visceral na concentragéo de 0,5 pg/pogo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Purificagao dos Anticorpos

A purificagédo de anticorpos (IgGs) por imunocromatrografia mostrou-se

eficiente, exibindo o perfil demonstrado na Figura 4, que demonstra todo o
processo de purificagao dos anticorpos. No ponto zero do grafico observamos o
a incubacgéo do soro, mostrado pelo decréscimo

inicio da limpeza da coluna apos

da DO nas fracdes coletadas. O lado direito do grafico mostra os picos da leitura

no momento da eluigéo das imunoglobulinas pela queda do pH, dada pelo tampéo

Glicina. O rendimento protéico das fracbes de maior leitura oOtica apods
concentracao e didlise foi de 11,8 pg/pL e 6,87 pg/ul para as amostras de soros

de pacientes com sorologia positiva € negativa para Leishmaniose

respectivamente.
Estas fragoes

demonstrando estar parcialmente livres d

procedimento de selegdo de peptideos re

utilizacdo de anticorpos impuros, conten

foram analisadas quanto ao perfil eletroforético
e impurezas que pudessem prejudicar o
combinantes, como mostra a Figura 5. A
do outros derivados do soro como a

albumina, poderiam direcionar a selegao dos peptideos para outros alvos.
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Figura 4: Perfil imunocromatografico da purificagdo de IgGs
totais de soros de pacientes com Leishmaniose Visceral e

Negativo. Fragoes de 1-30: lavagem, 30-50: Eluicéo.
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116 150

Figura 5: Perfil eletroforético (SDS PAGE 16%) da purificacdo de
IgGs totais (150KDa) de soros de pacientes com Leishmaniose
Visceral (Canaleta 1 - soro total, 2 e 3 - soro purificado) e Negativo
(Canaleta 4 — soro total 5 e 6 — soro purificado). M representa o

padréo de peso molecular.

Selegio dos Peptideos Recombinantes

As titulagoes realizadas foram eficientes em todos os ciclos de selegcéo de
peptideos, as colénias apresentaram coloragéo azulada, demonstrando a quebra
do substrato X-Gal, e a expressao do gene da p - galactosidase dos fagos pelas

bactérias ER2738, como mostrado na Figura 6. Nao foi observado nas titulagées,

colénias sem coloragdo (transparentes), resultado da auséncia de bactérias nao

infectadas ou infectadas com fagos selvagens (nao carreadores do gene Lac 2)

(Barbas et al., 2001).
tilizadas para contagem, as placas com um numero aproximado de

Foram u
100 colénias. Apos a contagem € multiplicagdo pelo devido fator de diluigao,
foram obtidos os titulos de entrada e saida para cada ciclo.

Os titulos de entrada dos fagos no “Biopanning” sé@o sempre maiores que
os titulos de saida, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos ficam
ligados a estes pela interagcao paratopo/mimetopo e o restante dos fagos com
baixa ou sem afinidade ao anticorpo séo lavados (removidos). Nas amplificagées

ocorre o inverso, indicando a eficiéncia deste processo.
Os titulos de entrada e saida obtidos neste experimento sdo mostrados na

Tabela 2, onde se pode notar o enriquecimento dos clones mais reativos durante
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os ciclos de selecao, o que demonstra o enriquecimento a favor do alvo. Dos 1,5 x
10" fagos usados no primeiro ciclo de selegéo, 5,8 x 10° foram recuperados. No
segundo ciclo, foi recuperada uma amostra de 3,8 x 10° fagos, mostrando um
enriquecimento de aproximadamente 100 vezes neste ciclo e de 10 vezes do
segundo para o terceiro ciclo e a partir dai o titulo foi estabilizado, em
concordancia com os dados de Manoutcharian et al., (1999).

Segundo Lowman e Wells (1993), a cada procedimento de selegao, formas
mais afins do peptideos exégeno séo obtidas, ocorrendo o processo chamado de
maturagao da afinidade.

A eficiéncia do processo de amplificagdo pode ser observada pela
manutencgao dos titulos dos eluatos pés-amplificagdo, que se mantiveram em

torno de 10'" durante todas as passagens.

Figura 6: Exemplo de titulagdo. As coldnias azuis
representam a infecgdo das bactérias E. coli (ER2738)

com fagos M13 carregando o gene da pB-Galactosidase.
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Tabela 2: Selegao de peptideos ligantes a anticorpos policlonais de pacientes
com Leishmaniose Visceral. Titulos obtidos (ufc) nos quatro ciclos de seleczo.

Selecio para leishmaniose visceral

Numero de particulas de fagos (90 L)

Ciclo / Estringéncia
Entrada Saida
Primeiro / 0,01% 1,5 x 10" 58 x 10°
Segundo / 0,05% 9,8x 10" 3.8 x 10°
Terceiro / 0,05% 6,6 x 10" 3.3 x10°
Quarto / 0,05% 7.1 x 10" 4.6 x 10°

ELISA Pré — Seqgiienciamento

Com a realizagdo dos testes de ELISA, foi possivel observar que 64,13%
(primeiro ensaio utilizando soro total de pacientes com leishmaniose) e 55,43%
(segundo ensaio que se utilizou IgGs purificados dos mesmos pacientes) dos
clones apresentaram reatividade acima do Indice ELISA (IE) calculado, sendo
este 0,169 para o ensaio (Tabela 3) e 0,087 para o (Tabela 4). As tabelas
mostram em vermelho os clones positivos ( I[E>1), em azul os controles negativos

(fago selvagem), em verde 0 controle com bacteérias nao infectadas e em negrito

os clones com seqiéncias integras apés O seqlienciamento descrito

posteriormente.
Em ambas as tabelas, os clones mostrados nas colunas 9, 10, 11 e 12,

exceto os controles negativos, sao provenientes da sele¢do negativa descrita
anteriormente; estes resultados revelam uma menor proporgdo de fagos reativos
aos anticorpos de pacientes com leishmaniose quando comparado com a selegio
positiva, fato este que necessita ser melhor avaliado pois contradiz o resultado
esperado, onde os clones provenientes da selecdo negativa seriam reativos,

devido a exclusdo dos fagos nao reativos pela reagéo destes com anticorpos de

pacientes sadios.
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Tabela 3: ELISA de captura para teste de imunorreatividade dos clones

Selecionados* contra soro total de pacientes positivos para Leishmaniose Viscera|

{150y

Selegao Positiva para L. Visceral Selegio M
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

0,122 0296 0,357 0,365 0,117 0,303 0,231 0,184 (0,101 0,067 -0,065 0,213
0,394 0,329 0,166 0271 0307 0206 022 0,248)0,278 0,057 0,187 0,012
0,089 0,237 0,332 0,076 0294 0315 031 0302(0,108 0,05 0,146 0,003
0,341 0,298 0,334 0283 0294 0,388 0,154 0,224|0,202 0222 (277 0,279
0,141 0,119 0,261 0,251 0,349 0,366 0,378 0,303( 0,1 0,061 0107 0,307
0,35 0294 0,349 0,291 0,334 0,124 0,349 0,308 0,097 0,087 0 068 0,049
0,342 0,312 0,33 0268 0324 0,329 0,306 0,338)0,102 019 (0,04 0,098
0341 0,327 0,147 0,368 0,289 0,322 0,351 0,129 0,062 0,071 002 0,000
* Os clones foram selecionados a partir do quarto ciclo de selecdo contra soro
infectado por LV (selegéo positiva) e soro normal (selegdo negativa).

** Os clones identificados em numeros vermelhos apresentam IE>1; os clones em
cor azul representam os control_es negativos (fago selva’ngem); a cor verde
representa a cultura de bactérias sem fagos e os nimeros em negrito

representam os clones que foram seqiienciados.

Tabela 4: ELISA de captura para teste de imunorreatividade dos clones

Selecionados* contra anticorpos purificados de pacientes positivog para

Leishmaniose Visceral (0,5 pg/’pogo”)**.

Selegdo Positiva para L. Visceral Selegio Negativa

4 g 3 4 & 8 ¥ 88 M "
0,025 0,101 0,079 0,132 0,017 0,09 0,077 0,052(0,002 0,015 -0,018 0 022
0,064 0,015 0,143 (0231 0,004 0,059 0 025

0,156 0,032 0,063 0,105 0,155
0,073 0,097 0,116 0,034 0,104 0,098 0,090 0,102 (0,015 0,026 0,079 0,026

0,241 0,145 0,198 0,140 0,103 0,041 0,020 0,150 (0,097 0,149 0,135 0,093
0,163 0,069 0,167 0,131 0,116 0,156 0,123 0,088 0,036 0,076 0,062 0,185
0,130 0,111 0,123 0,141 0,083 0,003 0,019 0,091 0,025 0,021 0,004 0,042
0,143 0,093 0,104 0,094 0,113 0083 0,064 0,061(0,014 0,071 -0,013 -0 01g
0,125 0,106 0,030 0,048 0,068 0,092 0,091 0,002 0,012 -0,002 -0,006 0 00p
* Os cldnes foram selecionados a partir do quarto ciclo de sele¢io contra Soro
infectado por LV (selegédo positiva) e soro normal (sele¢do negativa).

** Os clones identificados em numeros vermelhos apresentam IE>1 ; 0s clones em
cor azul representam os controles negativos (fago selvggem); a cor verde
representa a cultura de bactérias sem fagos e os nimeros em negrito

representam os clones que foram sequenciados.

TOTmoow>»
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Em 87% dos casos (80 em 92 clones), notamos consisténcia entre os

resultados obtidos em a
mostrado alta reatividade

Este fato pode estar vin
o crescimento ndo homogéneo dos fagos ou falhas no

mbos os ensaios, embora, alguns clones (12) tenham
no primeiro ensaio, e baixa no segundo, ou vice-versa.

culado com varios fatores inerentes a execug¢do do

experimento, tais como

processo de manipulagao.

Seqiiéncias e Analise de Dados

A quantificagdo espectrofotométrica por amostragem do DNA obtido,

demonstrou uma média de 245 ng/ul de DNA de fita simples para cada um dos

clones, quantidade suficiente para a realizagdo da reagdo de seqiienciamento.

troforética do mesmo material mostrou a auséncia de degradagéo ou

antes, tais como RNA bacteriano (dados nao mostrados).
quéncias de DNA geradas foram visualizadas pelo programa
o destas seqiiéncias de DNA em

Analise ele
de contamin

As se

nalyzer (“MegaBace”). A traduca

Sequence A
012 (RELIC Softwares), especifico

aminoacidos foi feita pelo programa DNA2PR
as de 12 peptideos da «“New England Biolabs”. Este software gerou

o 24 distintas entre si. A seqiiéncia
KLAGLNLRDAQL por trés vezes e

abela 5 mostra as seqiiéncias de

para bibliotec

28 seqiiéncias de aminoacidos integras, send

ATLRNWIPPSST repetiu-se por duas vezes, a H
a TSAATMRLLKSD também por duas Vezes. AT

aminoacidos obtidas juntamente com a freqiién
ar a variabilidade dos clones selecionados pelos quatro ciclos.

diversidade de sequéncias entre

cia de cada uma delas, onde

podemos observ
kay et al., (2001), para manter a

s, ndo se deve fazer mais que gua

Segundo
tro ciclos de selegao. Ciclos de

os fagos ligante

podem comumente selecionar fagos que crescem, infectam ou

selecdo adicionais
s do que fagos que ligam melhor aos seus alvos.

eluem melhor, mai
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Tabela 5: Seqiéncia de aminoacidos dos peptideos expressos nos fagos
selecionados a partir do quarto ciclo de selegéo e suas respectivas freqiéncias,

na populagao de 28 peptideos traduzidos.

ID PEPTIDEOS FREQ
Seq1/A8 AFTDKASARPKA 1/28
Seq2/C12 ATEAHPTTLARK 1/28
Seq 3/ H7 ATLRNWIPPSST 2/28
Seq 4 /H6 ATPDRSRIESRL 1/28
Seq5/F8 ATPRSHMLASSS 1/28
Seq 6 / A4 ATPRSLSTVISI 1/28
Seq7/G5 ATPRSMHPLPDL 1/28
Seq 8/G7 ATPRSMIAPPTA 1128
Seq9/H2 ATPRSSLPQSQI 1/28
Seq 10/ B1 ATPRSVHSTAQP 1/28
Seq 11/F7 FALKEDAQSSLS 1/28
Seq 12/D2 GLHKLAGLNLRS 1/28
Seq 13/F3 HKLAGLNLRDHL 1/28
Seq 14/ E7 HKLAGLNLRDQL 3/28
Seq 15/ H4 LPMHESPKRDQP 1/28
Seq 16/ E4 PNAATLRTLKQI 1/28
Seq 17/C10 SVSVGMKPSPRP 1/28
Seq 18 /D6 TPSSASSVATLR 1/28
Seq 19/ G3 TSAATMRLLKSD 2/28
Seq 20/ D3 TTPRSEIPYPII 1/28
Seq21/H5 VCFCGYETESQE 1/28
Seq 22/ G1 VQSATLRNWIAS 1/28
Seq 23/D8 YAATPRSHLTEL 1/28
Seq24/C2 YAATPRSHLTGP 1/28

A Figura 7, gerada pelo programa T-Coffee, mostra o alinhamento dos 28
clones selecionados, permitindo notar a presenca de seqliéncias de aminoacidos
comuns, sendo consideradas como motivos protéicos repetidos, ou consenso.

Segundo Cortese et al., (1995), a presenga de motivos protéicos pode ser
relacionada com a selecdo a favor do ligante, pela indicagdo de que estes

aminoacidos poderiam ser cruciais para o reconhecimento dos peptideos pelo

paratopo.
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seql AFT-IIA——S ------------- AR----- T
seq2 o -l -Hupfl---------¢ B E— B-----
gRgl  aeeemamemmosSEEEEEOs ATL--R--NHIE--BSET---
gofd = =wm-messsmosmEsEEmes ATL--R--NWIE--PSsST---
gapl & wemmEwemm s SR ATP-IR--sn:.SRL__‘_‘___
gagh | Foessom-mmes=omREE ATP- -R--SHMLAH - - -EN - -
gagl  =memwemssmssmmEEEETT ATP--FE--8--LETV-E5T - -
pegl  mesessemomosmEEEE T atp--r--cH-H-PL- 25 - -
gegl  mE-omEEToooREEITTSC RTP"R"SM'IAE—-PTA--
segl0  ~""777 - EEEL St TP--R—-E-SLP;---QS,.I;__
geqll  ---tto=TTTTTT TR ATp--R--58-ls- - - -EHor
gseqgl2  -~"°7 IA -------- L-K- -8 --cEl----- - mey
gEgLs  essmsemSRETEET lTJHKLAGLNLR--s ____________
gpygld  wEmemomEEETETITl HKLAGLNLR--DHL----------
gl  =emsmmmsTesEEETC HXLAGLNLE - -B@L- ---------
gaglf  memmmEmETmEEETO HKLABLNLR - -B8L - ---------
guglT & mweeEEE o TEREET HELAGLNLE - -B@L- ---------
el  weemsEeomAEE TR R~-E5= P——lHn?s—--pl_g.-____
seqgl?9 _--FR-B---------~-"-- BTL------ B--T-vxll---
geq20  ~Too-2l T Sl- ----lP ————— &--BE-R--P----
segq2l -—TPSB}A-—S--S]’-- . . ettt
seqg22 - - - - - - - T T TM--R----- il - -kl - - -
s=g22 -G -------"-"""" TM--R----- L--LKSH- - -
seg24 -t 7T T T o -.Tp--R--cEEE---H=l- -
gagas « —FRLeos T IC —--IT ————— B;SQ. __________
seq26 ---e--------"""7" ATL--R-—N‘H‘IA:'-—--.S____
5eq27 ——~!IA ------------ ATP"R--SH-L-T——~I_-_
weq28 == "F B - - mEE ATP--E--SH-L-TH-P----
Coneg l - |

Figura 7: Alinhamento dos 28 peptideos selecionados pelo

programa T-Coffee.

Os peptideos acima mencionados foram alinhados também pelo programa

CLUSTAL W (18.1), utilizando 2 matriz ID (Identi
visualizagao de dois motivos protéicos repetidos entre 0s clones selecionados,

sendo definidos: HKLAGLNLR (
vermelho e ATPRS (8 clones consenso, com homologia total e 8 clones com

em azul na Figura 8, basea

dade), possibilitando a melhor
5 clones com homologia total) mostrado em

homologia parcial) da na sequéncias de peptideos
enumerada na Tabela 5.

ado, segundo protocolo do fa
e demonstrou a probabilidade de que a biblioteca

Foi calcul bricante, a representacio destes

motivos na biblioteca, 0 qu
contenha tais motivos € de 0,005 e 1 para 0S motivos HKLAGLNLR e ATPRS
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respectivamente. Devido a baixa probabilidade do primeiro dominio ser

encontrado na biblioteca original, a presenca de 5 copias sugere que o clone

tenha uma importancia particular.

seql3 -——HKLAGLNLRDHL—-=---
seqld ———-HKLAGLNLRDQL——--—
seql2_ -GLHKLAGLNLRS——~=~—~—
seq3 TTTTTTTo ATLRINWPPSST
seq22_  TTTTT VOQSATLRNWIAS-—-
seql6_  —T77T PNAATLRTLKQI---
seql9  TTT77 TSAATMRLLKSD—--~-
seq23 .  TTTTT YAATPRSHLTEL--
gegq2d = 2 =TT YAATPRSHLTGP-~
seqs_ TmmmmC ATPRSHMLASSS
seq6_  TTTTTTTT ATPRSLSTVISI
seq9 TTTTTTTT ATPRSSLPQSQI
gaglly 1= @ 7 S ATPRSVHSTAQP
gEgy =000 e ATPRSMHPLPDL
seqg8 TTTTTTTT ATPRSMIAPPTA
seglh @~ = = mmm—mems TTPRSEIPYPII
seql8 TPSSASSVATLR-——————~-
pegd 202 ATPDRSRIESRL
seqd AT ATEAHPTTLARK
gegll = FUTTUTO FALKEDAQSSLS—-
seql -——-AFTDKASARPKA--——~—
seql7 —QVSVGMKPSPRP~———==~
seql5 ———-LPMHESPKRDQP~-~-~-
seq2l —--VCFCGYETESQE—-————-

Figura 8: Alinhamento dos 24 peptideos selecionados.
pelo programa CLUSTAL W (18.1). As cores

Dados obtidos
azul e vermelho indicam as seqiéncias consenso

selecionadas.

O indice de antigenicidade (Jameson-WoIf) foi calculado para cada um

dos peptideos pelo programa Protean 4.0, gerand
pode observar indices que variam de 1,7 a —1,7 para os

o os graficos que sdo mostrados

na Tabela 6, onde se
maiores e menores indices de antigenicidade, respectivamente.
O indice de antigenicidade de Jameson-Wolf prediz determinantes
antigénicos potenciais combinan
Os resultados s&o mostrados como picos -

do métodos de predigdo estrutural de proteinas

(Jameson e Wolf, 1988).
determinantes antigénicos potenciais. O algoritmo pode ser usado para predizer

as caracteristicas topologicas da proteina, diretamente a partir da seqiiéncia
primaria de aminoacidos. O programa gera valores para pardmetros de
acessibilidade, combina os valores obtidos para regides flexiveis e prediz a
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estrutura secundaria, criando um perfil linear do contorno da proteina. A maioria
dos sitios antigénicos das proteinas estao localizados nas suas regides expostas,
o programa oferece meios de predizer determinantes antigénicos potenciais.
Notamos que os peptideos contendo os dominios ATPRS apresentam
maiores indices que os demais, incluindo aqueles com dominios HKLAGLNLR,
nota-se também, que os clones (seq. 14 e 15) com a sequéncia QDR (ou RDQ),
destacadas em verde apresentam indices elevados de antigenicidade na regido
correspondente a estes aminoacidos. Clones individuais também apresentam
indices altos, como por exemplo, o clone de sequéncia 4, estes devem ser

levados em consideragdo, pois baseados nestes indices, podem apresentar

potencial para o desenvolvimento de resposta imune.

Tabela 6: indice de antigenicidade (Jameson-Wolf) para os peptideos
selecionados. Dados gerados pelo programa Protean 4.0. Em destaque os
peptideos com dominios selecionados. Os numeros de 1 a 12 representam a

seqiiéncia de aminoacidos dos peptideos mencionados a esquerda.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PEPTIDEOS
17
SEQ 13 O IEXIEIIIIIIIIIIIY)
HKLAGLNLRDHL A
17
SEQ 14 ¢ ETIIIIIIIIIER 0 2 S ST LLE LS LS SIS LSS S A AT
HKLAGLNLRDOL
17
SEQ 12 i -
— G
GLHKLAGLNLRS | © T

SEQ 3 "\ v, e )50

ATLRINWPPSST

SEQ 22 . o
VOSATLRNWIAS

Wm
SEQ 16 R P

PNAATLRTLKQI

SEQ 19
TSAATMRLLKSD

SEQ 23
YAATPRSHLTEL
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‘ 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11
PEPTIDEOS 12
T2 R
SEQ 24 5 T i
YAATPRSHLTGP ]
AT
17 s .;;'/,39.;;-'{,%;};;4’/51‘%3/'{4-"_ ]
SEQ 5 ¢ ﬁ;ﬁéé/:/%{%ﬁé{?/g{?ﬁ%/Vf//ﬂ///ﬁz///
ATPRSHMLASSS .
1.7 - ~ 1 //,/AZ///K%-’A;—GW"/;%'// ;t,;x/ :
SEQ 6 d )%
ATPRSLSTVISI
AT
" 77
SEQ 9 i 0000 %
ATPRSSLPQSQI
17
7 . R, AL /f;
SEQ 10 : 7 ...,
ATPRSVHSTAQP
-7
17 gt i
SEQ 7 N g i
ATPRSMHPLPDL
-7
SEQ 8 A )
ATPRSMIAPPTA -
1.7 P / s /
SEQ 20 ¢ M*’////g//// s
TTPRSEIPYPII |,r
- T i
SEQ 18 & % //ﬁ’:{/’////ﬁ’ff/ﬂfﬂﬂz v
TPSSASSVATLR |7
e e
SEQ 4 . G
ATPDRSRIESRL i
iTr
SEQ 2 o R
ATEAHPTTLARK | ,;
1
SEQ 11 e bk I . e e e s e
FALKEDAQSSLS | ,,
SEQ 1 v T
AFTDKASARPKA
-7
17
SEQ 17 [
SVSVGMKPSPRP |,
SEQ 15 ¢ e I
LPMHESPKIDOP | .
ol s
SEQ 21 ¢ A o e e
VCFCGYETESQE | .r

As seqiiéncias consenso identificadas HKLAGLNLR e ATPRS, juntamente
com seus parametros invertidos (RLNLGALKH e SRPTA), foram alinhadas com
proteinas depositadas em banco de dados (BLAST), sendo a pesquisa restrita a
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proteinas de Leishmania chagasi. Estes motivos foram invertidos para o
alinhamento, pois as interagbes protéicas com o peptideo de 12 residuos
independem do sentido de leitura.

O resultado destes alinhamentos mostrou que estes peptideos apresentam
similaridade com diversas proteinas relacionadas as Leishmanias, previamente
depositadas em bancos de dados, algumas delas descritas como antigenos

importantes, comumente utilizados para o diagnéstico das Leishmanioses.
Optamos pela analise baseada nos dominios repetidos, pois og clones

quando alinhados individualmente originam uma enorme quantidade de dados,

Que dificuitam a analise dos resuitados. O resumo dos alinhamentos & mostrado

na Tabela 7.

Observando os
similaridade do dominio HKLAGLNLR (K+ LNLR) com a proteina LeKin; antigeno

de 230 kDa de Leishmania chagasi, com homologia a superfamilia Kinesina de

resultados acima mencionados, observamos g

Proteinas motoras. LcKin € predominante em amastigotos, estad presente em
diversas espécies de Leishmania, contém um dominio repetitivo extenso, K39,
altamente relacionado com L. chagasi e L. donovani, além de que pacientes de
diferentes regides geograficas com Leishmaniose Visceral apresentam altos

titulos de anticorpos anti-K39 (Burns et al., 1993).
As regibes dos clones com o dominio K+ LNLR, ndo apresentam indices

de antigenicidade altos, provavelmente porque este esta localizado na regiiao nio
repetitiva da proteina (497-504), diferentemente das que contém os aminoacidos
RDQ, presentes em 4 dos 28 clones seqgiienciados (clones de seqliéncia 14 e 15),
que quando invertidos (QDR), apresentam similaridade dentro do dominio
repetitivo da k39 (rk39). Além disso, os clones que contém este dominio
apresentam, em sua maioria, altos IEs nos ensaios mostrados anteriormente, o
Que nos leva a considerar a possibilidade de que este dominio seja uma provavel
Parte de um epitopo linear, como mencionado por Gazarian ef al,, (2000) visto
que epitopos lineares s&o raros ou n&o existentes e que anticorpos s3o Capazes
de selecionar peptideos miméticos contendo somente partes lineares de epitopos

descontinuos.
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Tabela 7: Resumos dos alinhamentos entre os dominios consenso e proteinas de

Leishmania chagasi. Os nimeros entre parénteses representam os valores de

Score e E Value, respectivamente.

Consenso Proteinas Similaridade
. K+ LNLR
qil422266|pirlA47334 K39 - LcKin — Antigeno tipo kinesina 497-504
[Leishmania chagasi] (fragmento). (Burns et al., 1993). (16.8/2.3)
qi|2232357qulAAB62271-,11 GP46 - Proteina de superficie de LA L+LR
membrana [Leishmania donovani chagasi]. (Beetham ef al., 184-190
1997) (15.5/5.6)
qi[38146297|ablAAR11511.1] GP46 - Antigeno de superficie de LA LNL
HKLAGLNLR | promastigoto [Leishmania donovani chagasi]. (Beetham ef al., 304-309
1997) (15.5/5.6)
m4839435|q_b|AAS4835341 Nucleosideo hidrolase nao- GLNL
especifico [Leishmania donovani chagasi]. (Santana et al., 190-193
2002) (15.1/7.5)
_ LAGL
qil5852143]emb|CAB55505.1] Molécula tipo Kinesina 12761282
[Leishmania major]. (Ivens et al., 1998). (14.2114)
RL+LGA
0il308890/gblAAA53687.1] Proteina gp63 - Glicoproteina 63— .
Leishmanolisina [Leishmania chagasi]. (Roberts et al., 1993). (17.6/1.3)
] . GALK
gig2121984lqblAAM8857641 dhfr-ts [Leishmania donovani 470.473
chagasi] (14.2/14)
_ NL AL
gﬂ§852143lemblCAB55505.ﬂ Molécula tipo kinesina 733737
RLNLGALKH [Leishmania major]. (Ivens et al., 1998). (14.2114)
] . RLLAL
gﬂ3_8146297|qb|AAR1 1511.1] GP46 - Antlger‘w de superficie de 299405
membrana [Leishmania donovani chagasi]. (Lincoln et al., 2004). (13.4124)
. . NL LK
qi[6453822|gblAAC05295.2] DNA topoisomerase Il [Leishmania 476481
chagasi] (9.5/345)
AT RS
qil1276475]gblAAA97576.1] LACK — Antigeno LACK. 253-257
ATPRS (Mougneau et al, 1995). (12.5024)
SRTPA Nenhuma similaridade -
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O dominio QDR, representado pelos aminoacidos de nimeros 31 a 33,
Na andlise dos parametros bioquimicos (antigenicidade, hidrofilicidade e
probabilidade de superficie exposta ) da estrutura da k39, é mostrado entre
barras na Figura 9, gerada pelo programa Proteé.n.4.0, que apresenta uma
localizagao especialmente em regido de alta hidrofl’hc.:ldade (azul), com elevado
indice antigénico (rosa) em provavel regido de superficie (amare.lo)_

O fato da alta antigenicidade da rK39, obs.erv.ada na’ F.lgura 9, fez de'sta
proteina um antigeno de grande valor no diagnéstico |munolog.|co da LY. Muitos
autores tém testado a viabilidade deste antl’gf‘an.o fam dl\:ersos tipos de
diagnosticos para esta doenga, como por exemplo: “dipstick test .(Boelae.'rt et al.,
2004; Chappuis et al., 2003; Veeken et al., 2003.;' Qu et al,, 20001,.Ssch£:(lllg e: a//.,
2002; Delgado et al., 2001; Berm et al., 2000; Zijlstra ef a/:, 200 i arker et a
2003; Carvalho et al., 2003) e ELISA (Salotra et al., 200.3, Maalej et a/.i 2.003,
Sreer;ivas et al., 2002; Braz et al., 2002; Singh et al., 1 995,. Qli et al., 1994; Smgl?
et al., 2002; Kumar et al., 2001; Ozensoy et al., 1998: Zijlstra et al., 1998:

(] 7 1

oh display pode levar a sua utilizagdo em métodos diagnéstlcos, ou a
age disp

roducao de vacinas.
p G QDR

13233 34 35 36 37 38
1314 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3 WAlpha, Regions - Gamier-Robson
1112
12345678910

— W Alpha, Regions - Chou-Fasman

M Beta, Regions - Gamier-Robson

W Beta, Regions Chou-Fasman
W Tum, Regions - Gamier-Robson
W Tum Regions - Choy-f man
OCoil, Regions - Gamier-Robson

-—i—«mm>>

.Hydrophmcuy Plot - Kyte-Doolittle

A
S o 4

!

W Alpha, Amphipathic Regions - Eisenber

A
4]

W Beta, Amphipathic Regions - Eisenberg
B Flexible Regions - Karplus-Schulz

B Antigenic Inde - Jameson-Wolf

OSurface Probabnny Plot - Eminj

| | . ~' y erada pelo programa Protean (I__a_sergene
Figura 9: Predlgoes F;a(; Z ;’_(;g rgpresentam 0s a'rpinoéCldos: constituintes do
S°ﬁ‘f""’."efg£§t,-'\’,‘;rgzrﬁ3g. As barras indicam a regido do dominio QDR
ominio
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O mesmo dominio HKLAGLNLR (nas posicées LA L+LR, 184-190 e LA
LNL, 304-309), mostra similaridade com a proteina GP46, que é uma abundante
glicoproteina de 46 kDa na superficie de formas promastigotas da maioria das
especies de Leishmania, com niveis de expressdo varidveis durante o
desenvolvimento de promastigotos (Beetham et al,, 1997) e também com a
proteina Nucleosideo hidrolase (NH) n&do-especifica (GLNL 190-1 93). Santana et
al., 2002, descreveram o isolamento do gene da NH e demonstraram g molécula
recombinante é (til para o diagndstico da Leishmaniose Visceral clinica em cies

ja que reage preferencialmente com IgG1 que é aumentado em caes susceptiveis

€ na doenga avangada.
O dominio HKLAGLNLR quando invertido (RLNLGALKH) apresentoy

similaridade principalmente com a proteina gp63 ou leishmanolisina (RL+LG 416-
420) (Roberts et al, 1993), que é o maior componente da Superficie de

Promastigotos (~ 5 x 10° moléculas/célula), onde é enzimaticamente ativg contra

Substratos polipeptidicos (Etges ef al., 1986).

O consenso ATPRS, o mais comum na populacdo de peptideos,
apresentou similaridade Gnica com a proteina LACK (Leishmania homologue of
receptors for activated C kinase), antigeno de 16 kDa altamente conservado entre
as espécies de Leishmania, expressa em ambos 0s estagios do parasita,
incluindo Leishmania chagasi (Mougneau et al., 1995; Courret et al, 1999). Este

fato sugere uma grande afinidade dos peptideos contendo este dominio com os
anticorpos presente no soro dos pacientes com LV utilizados neste estudo, fato

Marcado pela variabilidade apresentada na regido variavel dos peptideos com

dominio ATPRS.
Coelho et al., 2003, investigaram o efeito protetor da vacinagido com

LACK recombinante (rLACK) e algumas associagbes, seus achados nao
demonstraram protegdo significante em camundongos imunizados com rLACK,
porém, os niveis de anticorpos (IgG1 e 19G2) especificos para rLACK presente no
soro dos camundongos foram altos, sugerindo a possibilidade de que estes altos
titulos de anticorpos pudessem estar contribuindo para a progressao da doenga
nestes animais.

O dominio em questédo encontra-se localizado entre os aminoacidos 253-

257 da proteina LACK, nao incluso na regido descrita como um epitopo
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imunodominante desta proteina, que é altamente conservada (Melby, 2001;
Mougneau, 1995) o que pode estar indicando a presenga de um epitopo isolado

ou outra regido de importancia imunoldgica.
O antigeno LACK tem sido usado em vacinas de DNA carreada por

vetores plasmidiais (Méndez, 2002; Ramiro 2003), mostrando resuitados
contraditérios na efetividade deste antigeno e no tipo de resposta imune mediada
por ele. Por este motivo, faz-se necessarios estudos mais elaborados para avaliar
a possibilidade dos clones contendo o dominio desta proteina serem utilizados
como imundgenos ou na deteccédo de anticorpos no diagnéstico da leishmaniose
visceral, pois o fato de estar tdo representado na populacdo de peptideos

selecionada neste trabalho nos alerta sobre a sua importancia na progressao da

doenga.
Além das similaridades encontradas para os consensos, encontramos

também seqiiéncias isoladas que alinham com proteinas importantes, como
LTEL, semelhante a k39 (593-597) e a DNA Topoisomerase |l de Leishmania
chagasi (1098-1101); LSTV relacionado com gp63 (Glicoproteina 63) em varias
posicdes da molécula (275-278, 269-272, 121-124, 270-273, 268-271, 539-542,
540-543); SLST apresenta similaridade com a proteina de 43.7 KDa de Lutzomya
longipalpis (54-57) e com antigeno de superficie de promastigoto — GP46 (327-
330). A seqiiéncia TLKQ também apresenta semelhanga com GP46 (255-258) e

RTLK com o antigeno LACK (188-191), dentre outros ndo mencionados.
Schlagenhauf et al., (1998) apresentaram a estrutura cristalografica da

Leishmaniolisina como uma molécula compacta, contendo predominantemente,
estruturas secundarias p-sheet. Com a utilizagdo do programa Cn3D 4.1,

obtivemos alinhamento da molécula gp63 (leishmaniolisina), com os peptideos a
elas relacionados, RL+LG e LSTV, ambos localizados no dominio C-terminal da

molécula, em estrutura B-pregueada e alcas (“coil”), respectivamente, como

mostra a Figura 10.
Através do programa Cn3D versdo 4.1 pudemos observar que os

peptideos encontrado que possuem homologia com essa proteina encontram-se
localizados na regido externa da molécula, regido esta estratégica para a

localizagao de epitopos.

57

e



Figura 10: Estrutura terciaria da proteina gp63 (leishmaniolisina),
gerada pelo programa Cn3D. Em amarelo, a localizacdo dos
peptideos, RL+LG indicado pela seta azul e LSTV pela seta

vermelha.

ELISA Pés - Seqiienciamento

Foram testados 11 clones contendo os dominios mencionados
anteriormente. A média de cada um deles tanto para soro positivo para

Leishmaniose Visceral como para soro Negativo séo mostradas na Figura 11,
No grafico, as colunas 1 e 2 mostram os clones contendo o dominio KLAGLNLR

Seéndo eles: E7 e F3, respectivamente. As colunas de niimeros 3 3 9 indicam os

Clones com dominio ATPRS que sé&o os seguintes: A4, D8, H2, F8, E4, D9, G5 e
A4. As colunas 10 e 11 mostram os clones com dominio RDQ (QDR), C11 e H4,

'€Spectivamente. A coluna 12 representa o controle negativo utilizando Fago

Selvagem.
Podemos notar diferenga significativa entre os soros positivos e negativos

Para todos os clones em questdo, com média de Densidade Otica de 0,25 para
SOro positivo e de 0,16 e Desvio Padrao de 0,047 e 0,018 para anticorpos
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positivos e negativos e p=0,0001, sendo que o clone F8 (coluna 6), portador do

dominio ATPRS foi o que apresentou maior diferenga entre as médias seguido

pelo clone C11 (coluna 11), com o dominio QDR.

0,35

nm
o
w

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Densidade Otica - 492

Clones

f Positivo H Neg'atiivorll

Figura 11: ELISA de captura para os clones contendo os principais
epitopos identificados. Colunas 1-2: KLAGLNLR; colunas 3-9:
ATPRS: colunas 10-11: QDR; coluna 12: Controle Negativo — Fago
selvagem. * Clone com a maior diferenga entre as meédias.

O fato de estes fagos reagirem também com os pacientes negativos,
mesmo que em menor propor¢do que os positivos, € minimizado pela reacao
observada para o controle negativo, que demonstra a reagéo dos fagos com os
anticorpos mesmo que eles ndo exibam peptideos recombinantes e portanto
reagem, com outras moléculas da superficie viral. Estes dados demonstram que
Os clones testados possuem realmente, reatividade com anticorpos presentes nos
soros de pacientes positivos para Leishmaniose Visceral, caso contrario teriam
reatividade semelhante para ambos os soros, levando em consideragéo tanto a

reatividade dos fagos, quanto quaisquer artefato dos ensaios de ELISA.
Estes dados, juntamente com os demais apresentados neste trabalho,

demonstraram a viabilidade da técnica de “Phage Display” na selegéo de
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peptideos especificos aos anticorpos de pacientes acometidos pela leishmaniose.
Dispondo da diversidade de utilizagdo destes peptideos, tanto em exposicao na
superficie viral quanto sintetizado individualmente, serdo realizados em futuro

proximo, todos os testes necessarios a aplicabilidade destes no diagnéstico da

leishmaniose visceral.
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CONCLUSOES

A tecnologia de “Phage Display” mostrou-se eficiente para a selegédo de

peptideos recombinantes reativos com anticorpos policlonais de pacientes

com Leishmaniose Visceral.

Por meio das tecnologias de ELISA, seqiienciamento e bioinformatica, foi
possivel determinar epitopos altamente reativos contra anticorpos de
pacientes com Leishmaniose Visceral, que estédo associados aos antigenos
K39 — antigeno tipo kinesina (motivos: QDR); GP46 - Proteina de superficie
de membrana (motivos: LA L+LR; LA LNL); Proteina gp63 (motivo: RL+LG)

e antigeno LACK (motivo: AT RS, 253-257), dentre outras.

O peptideo relacionado ao antigeno LACK (AT RS), o mais comum ha
populagao de clones, pode representar a identificagdo de uma nova regiao

imunogénica desta proteina, relacionada a Leishmania chagasi.

Os resultados obtidos neste estudo sdo promissores no sentido da
utilizacédo destes fagos para a identificagéo de anticorpos no diagnostico da

doenca e em testes de imunizagao para avaliagdo do efeito protetor dos
fagos contendo 0s epitopos encontrados, ambos em fase de avaliagdo em

novo estudo.
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