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RELATORIO DESCRITIVO

PEPTIDEO ENGENHEIRADO P.MI.85B.1 E METODO PARA DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DE HANSENIASE

Campo da Invencao

[001]. A presente invencdo reivindica o peptideo P.MI.85B.1 (SEQ.
ID. NO:1 para aplicacdo no diagndstico soroldgico de hanseniase.
Incluindo a sequéncia de aminodcido do antigeno e o uso deste em

meétodos soroldgicos para diagndstico de hanseniase.

Fundamentos da Invencdo e Descricdo do Estado da Técnica

[002]. A hanseniase € uma doenca croénica infecciosa, tfambém
conhecida como doenca de Hansen, devido ao descobridor do
microrganismo que causa a doenca. A infeccdo é causada pelo
Mycobacterium leprae, um bacilo dlcool dacido resistente, de
multiplicacdo lenta e ndo cultivadvel em condicdes de laboratdrio. A
doenca é considerada endémica em paises tropicais e um desafio para
a saude publica mundial. O Brasil € o 2° pais com maior prevaléncia,
depois da india, com aproximadamente 17.979 dos 127.396 novos casos
no mundo em 2020. Ela representa 8,49 casos por cada 100.000
habitantes, com maior nUmero de casos nas regides Nordeste, Centro-
Oeste e Norte (Ministério da Saude, BRASIL. Boletim Epidemioldégico de
Hanseniase. Brasilia: Secretaria de Vigildncia em Saude, Departamento
de Doencas de Condicoes Cronicas e Infeccdes Sexualmente
Transmissiveis — DCCI. 2022. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-
br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos
/especiais/2022/boletimepidemiologico-de-hanseniase-_-25-01-2022.pdf.
Acessado 21/03/2023).

Peticaio 870240096419, de 11/11/2024, pég. 27/65



2/22

[003]. A principal forma de infecgcdo do bacilo da-se por contato
direto com individuos acometidos pela hanseniase multibacilar. A via de
entrada do microrganismo dd-se pelas vias aéreas e sua disseminacdo
pela via hematogénica e posteriormente para pele, mucosas, nervos
periféricos e outros tecidos. Existe evidéncia de individuos com maior
suscetibilidade que outros dado por condicdes genéticas, ambientais e
comportamentais, considerando que a incubacdo pode demorar até 20
anos ou mais (ZIHAO M.L., LIU H., ZHANG F. Advances in the Immunology
and Genetics of Leprosy. Frontiers in Immunology 11. 2020).

[004]. A doenca apresenta uma ampla variacdo de
manifestacdes clinicas, sendo que de um exiremo possui uma forte
reacdo imune celular, poucas lesdes visiveis na pele, quantidade de
bacilo de M. leprae baixo ou indetectdvel;, e do outro extremo tem
pacientes que apresentam altas cargas de M. leprae, multiplas lesdes na
pele, alta resposta imune humoral, acometimento do trato respiratdrio
superior, olhos, nddulos linfaticos, testiculos, érgdos internos, neuropatia
que pode causar disfuncdo e incapacidade grave (Chen KH., Lin C, Shih-
Bin Su, Kow-Tong Chen. Leprosy: A Review of Epidemiology, Clinical
Diagnosis, and Management. Journal of Tropical Medicine. 2022).
Podendo existir formas intermedidrias de apresentacdo clinica. A primeira
classificacdo da doenca foi dada por Ridley-Jopling em 1966 com cinco
formas clinicas. Atualmente usa-se a classificacdo dada pela
Organizacdo Mundial da Saude em 1987, que abrevia os critérios de
classificacdo em dois formas: Paucibacilar (PB), quando apresenta entre
1 e 5lesdes cutdneas, e Multibacilar (MB), quando apresenta mais do que

5 lesdes (World Health Organization). Estratégia Global de Hanseniase

2021-2030: Rumo 4G zero hanseniase. 2021. Disponivel em:
https://www.who.int/pt/publications/i/item/978%9290228509, acessado
21/03/2023).
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[005]. O diagndstico de hanseniase é feito principalmente pelos
achados clinicos no exame das lesdes cutdneas, avaliacdo do
envolvimento neural e capacidade de mobilidade. Em casos de dificil
resolucdo é feito um exame bacteriolégico com esfregaco de pele, e é
recomendado uma biopsia de pele para estudo histopatoldgico e teste
molecular por reacdo da cadeia da polimerase, mas esses exames
requerem a disponibilidade de estrutura para pesquisa (ALBAN SM, SELLA
SRBR, MIRANDA RN, MIRA MT, THOMAZ-SOCCOL V: PCR-Restriction
Fragment Length Polymorphism analysis as a tool for Mycobacterium
species identification in lepromas for lepromin production. Lepr Rev. 2009,
80: 129-142).

[006]. Os testes de sorologia disponiveis contam com limitada
utiidade, tendo em vista que individuos sauddveis podem apresentar
resultado positivo provavelmente em resposta a presenca de outros
microrganismos relacionados ao género Mycobacterium, como M.
fuberculosis. No entanto, casos confirmados, especialmente para PB,
podem apresentar resultado negativo provavelmente relacionado &
grande variabilidade de fatores genéticos e ambientais da resposta
imunoldgica. No entanto, o teste soroldgico apresenta alta sensibilidade
para casos MB (ALBAN, S.M., MOURA, J.F., MINOZZO, J.C.eft
al. Identification of mimotopes of Mycobacterium leprae as potential
diagnostic reagents. BMC Infect Dis 13, 42, 2013; Ministério da Saude,
BRASIL, Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Hanseniase -PCDT.
Brasilia: Secretaria de Ciéncia, Tecnologia, Inovacdo e Insumos
Estratégicos em Saude - SCTIE, Departamento de Gestdo e
Incorporacdo de Tecnologias e Inovacdo em Saude - DGITIS. 2022.
Disponivel em:
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/protocolo_clinico_diretrizes

terapeuticas_hanseniase.pdf, acessado 21/03/2023; MAYMONE MBC.,
LAUGHTER M., VENKATESH S., ef al., 2020. Leprosy: Clinical aspects and
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diagnostic  techniques. Journal of the American Academy of
Dermatology 83, 1, 1-14)

[007]. O tratamento da doenca é feito por poliquimioterapia com
uso de antibidticos durante seis meses para apresentacdo da doenca PB,
e de 12 meses para MB, que resultfam na eliminacdo eficiente do
microrganismo no paciente. Apesar de ser uma das primeiras doencas
de que se tem relato na histéria da humanidade, ainda enfrenta muitos
desafios para ser erradicada. Entre os desafios que ainda enfrenta a
erradicacdo da doenca estdo: o desconhecimento do mecanismo de
patogenicidade do microrganismo para invadir o corpo do paciente
escapando ao sistema imune; longo periodo de incubacdo do
microrganismo dentro do organismo antes de evidenciar sinais clinicos;
estigma social e discriminacdo das pessoas, familias e até populacdes
infectadas; e dificuldades no diagndstico precoce devido a falta de
testes eficientes, rdpido e de custo acessivel.

[008]. O nosso grupo de pesquisa vem trabalhando desde 2006
com abordagens para hanseniase além de outras doencas infecciosas,
com o uso de técnicas moleculares de diagndstico (ALBAN SM, SELLA
SRBR, MIRANDA RN, MIRA MT, THOMAZ-SOCCOL V: PCR-Restriction
Fragment Length Polymorphism analysis as a tool for Mycobacterium
species identification in lepromas for lepromin production. Lepr Rev. 2009,
80: 129-142),_a identificacdo de mimotopos aleatdrios (ALBAN, S.M., DE
MOURA, J.F., MINOZZO, J.C. et al. Identification of mimotopes of M. leprae
as potential diagnostic reagents. BMC Infect Dis 13, 42, 2013), uso de
phage-display para testes seroldégicos (ALBAN SM, DE MOURA JF,
THOMAZ-SOCCOL V, SEKULA SB, ALVARENGA LM, MIRA MT, et al. (2014)
Phage Display and Synthetic Peptides as Promising Biotechnological Tools
for the Serological Diagnosis of Leprosy. PLoS ONE 9(8): e€106222),
desenvolvimento de testes com imunosensores (DE SANTANA JF., DA
SILVA M.R.B, PICHETH G., YAMANAKA, I. Engineered biomarkers for leprosy
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diagnosis using labeled and label-free analysis. Talanta 187, 165-171
(2018)) e uso de imunoinformdtica para mapeamento de epitopos
(SOARES B.A., TEIXEIRA K. N., DE SANTANA JF., ASSIS B.L.M., et al., Epitope
mapping from Mycobacterium leprae proteins: Convergent data from in
siico and in vitro approaches for serodiagnosis of leprosy. Molecular
Immunology 138, 48-57 (2021)), demonstrando ampla abrangéncia no
desenvolvimento em métodos diagndsticos.

[009]. Em andlise do estado da técnica foram encontrados artigos
e patentes sobre o tema. A patente no. BR 10 2018 075075 5 A2, trabalha
com diagndstico em biologia molecular e reivindica iniciadores, kit e
método para diagndstico de hanseniase (ASSUNCAO, C. B.; MACHADO,
A. S.; CALIGIORNE, R. B.; CARVALHO, J. B. F. INICIADORES, KIT E METODO
PARA DIAGNOSTICO MOLECULAR DE HANSENIASE, E USOS. Depositante:
Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte. BR1020180750755. Depdsito
em: 03 dez. 2018). O diagndstico por técnicas associadas a
espectrometria de massas identificando biomarcadores foram também
exploradas em documentos patentdrios (PONTAROLO, R.; TORRES, R. T.;
FRANCISCO, T. M. G. Processo de identificacdo da hanseniase através de
fluidos biolégicos em humanos e animais. Depositante: Universidade
Federal do Parand. BR1020170043266. Depdsito em: 03 mar. 2017; ESTEVES,
C. Z.; OLIVEIRA, D. N.; MACEDQO, C. S.; NERY, J. A. C.; PESSOLANI, M. C. V;
SARNO, E. N. Método de deteccdo e identificacdo de biomarcador(es)
lipidico(s) especifico(s) para hanseniase. Depositante: Universidade
Estadual de Campinas. BR1020150216726. Depdsito em: 04 set. 2015.
Concessao em: 09 mar. 2021). Estas patentes se diferenciam do presente
invento por ndao se tratar da mesma metodologia de uso e pelas
sequéncias dos antigenos sintéticos aqui reivindicados serem diferentes.

[010]. Com relacdo aos diagndsticos sorolégicos para
hanseniase as patentes que usam proteina recombinante e sdo

reivindicadas para diagnostico e vacina temos a patente BR 10 2018
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073883 6 A2 (MARCHIORO, S. B.; SIMIONATTO, S.; BORSUK, S.; BARBOSA, M.
S.; MOTTA, M. L. L; GRASSMANN, A. A. Polipeptideo recombinante de
epitopos de Mycobacterium leprae. Depositante: Universidade Federal
da Grande Dourados. BR1020180738836. Depdsito em: 21 nov. 2018). No
entanfo, os anfigenos diferem dos aqui reivindicados no invento pelas
sequéncias aqui apresentadas serem diferentes.

[011]. Também foram encontradas patentes para diagnodsticos
soroldgicos com peptideo sendo usados como antigeno para
hanseniase. Dentre elas citam-se: P1 1106311-4 A8 (THOMAZ-SOCCOL, V.;

MOURA J.F. Uso de peptideos miméticos de Mycobacterium leprae para

diagndstico e vacinas. Depositante: Universidade Federal do Parand.
PI11063114. Depdsito em: 03 maio 2011), frata-se de peptideos obtidos
pela técnica de phage display com potencial para diagndstico
soroldgico. Todavia, as sequéncias dos peptideos diferem das do
presente evento. A patente BR 10 2014 003636 9 (NAHAS, A. A.; LIMA, M.
IS.; CAPPARELLI, F.E.; LOBATO, J.; OLIVEIRA, J.D.D. Pepftideos

recombinantes miméticos a antigenos da M. leprae e suas aplicagcoes

diagndsticas e imunogénicas. Depositante: Universidade Federal de
Uberl@ndia. Depdsito em: 14 fev. 2014. Concessdo em: 06 dez. 2022). Usa
peptideos como antigenos para diagndstico soroldgico, mas a
comparacdo das sequéncias ndo é idéntica. Na busca feita usando a
ferramenta Blast ndo foram encontrados documentos que antecipassem
os peptideos aqui descritos (P.MI.LSR2.1; P.MI.10Kda chaperonin.l1;
P.MI.18Kda.1; P.MI.85B.1; P.MI.85B.2).

[012]. Foram também encontrados o uso de peptideo para
diagndstico imunoeletroquimico (MOURA, J.; FARIA, R. C.; ALMEIDA, S. V.;
RIBEIRO, C. Z. Dispositivo microfluidico para diagndstico soroldgico de
hanseniase e método para magneto-imunoensaio eletroquimico
baseado no uso de mimotopo da Mycobacterium leprae para

diagnostico soroldgico de hanseniase. BR1020210149205. Depositantes:
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Fundacdo Universidade Federal de Sao Carlos e Universidade Federal do
Parand. Depdsito: 28 jul. 2021). Patentes aplicando peptideo epitopo
linear modificado com tag (MOURA, J.; ALVARENGA, L.M.; / SANTANA, J.
F.; SOARES, B. A. Sequéncias peptidicas sintéticas de epitopos lineares de
proteinas de M. leprae e seu uso. BR1020200090801.Depositante:
Universidade Federal do Parand. Depdsito: 07 maio 2020). Também
peptideo epitopo linear modificado com tag para adsorcdo em
superficie metdlica aplicado a diagndstico soroldgico (SILVA, M. B. R.;
ALVARENGA, L. M.; FREITAS, R. A.; MOURA, J. F.; THOMAZ-SOCCOL, V.;
PICHETH, G. F.; ALLBAN, S. M.; SANTANA, J. F. Sequéncia peptidica
mimética de anfigeno de M. leprae com maior anfigenicidade se
adsorvida a superficie metdlica. BR1020150047800. Depositante:
Universidade Federal do Parand. Depdsito em: 04 mar. 2015. Concessdo
em: 04 maio 2021). No entanto, ndo foram encontrados documentos que
antecipassem os peptideos aqui reivindicados e obtidos por uma
plataforma que envolveu andlise in silico, imunodeteccdo e teste ELISA
para aplicacdes no diagndstico da hanseniase para pacientes pauci e

multibacilares.

Descricdo da abordagem do problema técnico

[013]. A problemdtica da hanseniase para o sistema de saude, na
grande maioria das vezes, € o diagndstico que geralmente é baseado
em sinais e sinftomas clinicos. Por vezes € acompanhado por exame
baciloscopico, dada a dificuldade de acesso as metodologias mais
recentes pelos pacientes acometidos da doenca. Estudiosos do assunto
defendem que, além da baciloscopia, outros testes diagndsticos como a
histopatologia, técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
ensaios imunoldgicos (resposta humoral e celular) deveriam ser
empregados concomitantemente ao exame clinico (ASEFFA A. et al.

Lepr. Rev., 76: 147-159, 2005). A avaliacdo da resposta imune celular do
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individuo frente a M. leprae é realizada pelo teste de Mitsuda (GODALT.
Prog. Allergy, 25: 211-242, 1978). O teste consiste na aplicagcdo
infradérmica da mitsudina, também chamada de lepromina, na face
anterior do antebraco (TOMIMORI-YAMASHITA J. et al. An. Bras. Dermatol.,
71: 343-349, 1996). A reacdo de Mitsuda positiva esta associada a forma
tuberculdide (resisténcia ao M. leprae), e a reacdo negativa a forma
lepromatosa da doenca (susceptibilidade ao M. leprae) (OPROMOLLA
D.V.A. Classificacdo. In: Opromolla D.V.A. Nocdes de hansenologia.
Bauru: Centfro de Estudos Dr. Reynaldo Quagliato, 2000. p. 47-50). A
mitsudina € uma suspensdo de bacilos inativados obtidos de biopsia de
pacientes que se encontram na forma clinica lepromatosa ou de tatus
(Dasypus novemcinctus) infectados experimentalmente (BEIGUELMAN B.
Cien. Saude Colet., 7: 117-128, 2002), uma vez que o M. leprae ndo é
cultivavel in vitro (Scollar D. M. et al. Clin. Microbiol. Rev., 19: 338-381,
2006).

[014]. A mitsudina ndo pode ser mais utilizada como diagndstico,
pois contém muitos determinantes antigénicos comuns a outras espécies
de micobactérias, o que resulta em inespecificidade (GELUK A. et al.
Infect. Immun., 70: 2544-2548, 2000) e em resultados falso-positivos em
individuos sauddveis (BRAHMBHATT S. et al. Clin. Exp. Immunol., 128: 140-
148, 2002).

[015]. O Unico teste para o diagndstico imunoldégico disponivel
para € a deteccdo de anticorpos anti-PGL-l (glicolipidio fendlico 1) por
teste ELISA, teste dipstick ou teste de fluxo lateral (ML Flow Test) (OSKAM
L., SLIM E., BUHRER-SEKULA S. Lepr. Rev., 74: 196-205, 2003; Aseffa A. et al.
Lepr. Rev., 76: 147-159, 2005). O ensaio pode detectar anticorpos na
maioria dos pacientes multibacilares, mas tem valor limitado na
identificacdo de pacientes paucibacilares e seus contatos (GELUK A. et
al. Infect. Immun.,73: 5636-5644, 2005).

[016]. O desenvolvimento de insumos que permitam o diagnodstico
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precoce da hanseniase com maior sensibilidade e acurdcia é
extremamente desejado. Pois, pacientes diagnosticados e tratados
tardiamente podem apresentar incapacidades fisicas e deformidades
que podem levar a diminuicdo da capacidade de frabalho, limitacdo
da vida social e problemas psicoldgicos. Além disso, o diagndstico
precoce intferrompe a transmissdo do microrganismo, fazendo com que
seja possivel melhor controle da doenca. Aqui sdo descritas novas
sequéncias antigénicas e que foram capazes de diferenciar individuos

negativas de positivas para hanseniase por imunodiagndstico.

Descricdo detalhada da Invencdo

[017]. A presente invencdo descreve peptideos sintéticos
selecionados por andlise in silico e in vitro.
[018]. Os exemplos apresentados abaixo demonstram a obtencdo

do antigeno e sua validacdo e seu uso em hanseniase:

Exemplo 1: Obtencdo de antigenos peptidicos in silico

[019]. Novos antigenos peptidicos de M. leprae foram obtidos
utilizando ferramentas in silico, avaliaondo proteinas conhecidamente
imunogénicas de M. leprae. Para isto, foram identificadas proteinas
antigénicas publicadas na base de dados da plataforma IEDB, Immune
Epitope Database (VITA R, MAHAJAN S, OVERTON JA, DHANDA SK,
MARTINI' S, CANTRELL JR, WHEELER DK, SETTE A, PETERS B. The Immune
Epitope Database (IEDB): 2018 update. Nucleic Acids Res. 2018). Regides
antfigénicas nestas proteinas foram mapeadas utilizando epitopos
conhecidos e preditos por metodologia in silico. Apds a selecdo dos
peptideos anfigénicos uma sequéncia de aminodcidos foi adicionada
para conferir hidrofilicidade e sitio de ligacdo. Apds a selecdo os

peptideos foram sintetizados quimicamente, quantificados e validados.
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[020]. No banco de dados da plataforma IEDB foram buscados
epitopos provenientes do organismo M. leprae e que apresentassem
resultados in vitro/in vivo positivos para ensaios relacionados a linfécitos B
com amostras provenientes de humanos. Ao todo, sete proteinas se
destacaram com antigenos: LSR2 (34 epitopos); 10 kDa chaperonin (30
epitopos); 18 kDa anfigen (23 epitopos); Antigen 85-B precursor (16
epitopos); 65 kd antigen (7 epitopos); ESAT-6-like protein esxB (4 epitopos);
e heat shock protein 70, hsp70A2 (2 epitopos). As proteinas com mais de
10 epitopos positivos foram selecionadas (LSR2, 10 kDa chaperonin, 18
kDa antigen e Anfigen 85-B precursor). Os epitopos identificados na
plataforma (epitopos conhecidos) foram mapeados ao longo da
sequéncia de aminodcido de cada proteina.

[021]. A partir da sequéncia de aminodcidos de cada proteina
foram realizadas predicdo de epitopos utilizando as ferramentas in silico
para predicdo de acessibilidade, anfigenicidade (Bepipred 2.0 e
ABCpred), hidrofilicidade e epitopos descontinuos (DicoTope e EliPro).
Para andlise de epitopos descontinuos foram primeiramente
determinadas as estruturas secunddrias e terciarias das proteinas através
da ferramenta de modelagem molecular SWISS-Model [WATERHOUSE, A.,
BERTONI, M., BIENERT, S., et al., SWISS-MODEL: homology modelling of
protein structures and complexes. Nucleic Acids Res. n 46, 2018].

[022]. Pontuacdes foram atribuidas individualmente para cada
aminodcido ao longo das proteinas quanto a auséncia (0) ou presenca
(1) de: epitopos conhecidos identificados no IEDB; em cada andlise de
predicdo in silico; e epitopos presentes em peptideos identificados
previamente pela técnica de Phage Display no mesmo grupo de
trabalho. A soma da pontuacdo para cada aminodcido gerou um
ranking de sequéncias curtas com maiores pontuacdes. Ou seja, com
maiores chances de serem antfigénicas considerando a estratégia

utilizada. Peptideos foram desenhados baseados nessas sequéncias
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identificadas como antigénicas. Os peptideos foram selecionados
quanto aos que apresentassem maior especificidade para M. leprae em
andlises de homologia (BLASTp). Ao todo cinco peptideos foram
selecionados, sendo dois provenientes da proteina 85-B e um de cada
uma das outras trés proteinas selecionadas. Os peptideos foram
denominados P.MILSR2.1, P.ML.10Kdachaperonin.1,  P.MIL.18Kda.1,
P.MI.85B.1 e P.MI.85B.2. A Figura 1 mostra a conformacdo fridimensional
dos peptideos desenhados.

[023]. Para garantir solubilidade dos peptideos foram adicionadas
sequéncias de lisina-lisina-glicina (KKG) no N-terminal de cada peptideo.
Além da adicdo de um aminodcido cisteina (CKKG) para conferir um
grupo funcional sufidril (-SH) nos peptideos, possibilitando futura
conjugacdo dos mesmos em moléculas carreadoras.

[024]. As sequéncias de aminodcidos dos pepfideos foram
avaliadas quanto a similaridade com sequéncias apresentando
protecdo patentdria (Tabela 1) e sequéncias de organismos do
complexo M. tuberculosis (Tabela 2). A ferramenta de homologia BLASTp
disponivel na plataforma do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) foi utilizada para a andlise de similaridade (ALTSCHUL, S. F.;
MADDEN, T. L.; SCHAFFER, A. A.; et al. Gapped BLAST and PSI-BLAST: A new
generation of protein database search programs. Nucleic Acids
Research. 1997). A busca foi realizada nos bancos de dados de patentes
e de sequéncias ndo redundantes. Nado foram encontradas patentes
onde hd a protecdo dessas sequéncias, a maior similaridade foi
encontrada para o peptideo P.MIL85B.1. N&o foram encontradas
sequéncias homodlogas (100% cobertura e 100% identidade)
comparando com sequéncias do complexo M. tuberculosis, a maior

similaridade encontrada foi para o peptideo P.MI.18Kda.1.
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[025]. Tabela 1 - Andlise de similaridade com sequéncias
protegidas
i Cobertura Patente
Peptideo
(%) mais similar
P.MI.LSR2.1 71 US7538206
P.MI.10Kda
66 US9340577
chaperonin.1
P.MI.18Kda.1 71 W0O8905825
P.MI.85B.1 83 US6506389
P.MI.85B.2 71 US6506389

[026]. Tabela 2 — Andlise de similaridade com sequéncias de

organismos do complexo M. tuberculosis (tax ID 77643)

Peptideo Cobertura (%) | Identidade (%)
P.MI.LSR2.1 90 88,89
P.MI.10Kda
100 75,0
chaperonin.1
P.MI.18Kda.1 100 90,0
P.MI.85B.1 100 85,71
P.MI.85B.2 100 80,0

[027]. As sequéncias de peptideos selecionados e modificadas
foram sintetizadas quimicamente aplicando-se o método de sintese de
peptideos ancorados em uma matriz sélida (MERRIFIELD, R. B. Solid Phase
Peptide Synthesis. I. The Synthesis of a Tetrapeptide. Journal of the
American Chemical Society, v. 85, n. 14, p. 2149-2154,1963). Utilizou-se a
resina rink amine resin e aminodcidos apresentando grupo protetor Fmoc
para sintese em um sintetizador semiautomdatico de peptideos (ResPep

SL, Intavis Bioanalytical Instruments) em escala de 5 umol.
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[028]. Apds a sintese, os peptideos foram clivados do suporte da
matriz e desprotegidos quimicamente por incubacdo a temperatura
ambiente durante 4 h sob agitacdo com solucdo de dcido
trifluoroacético (TFA) 92,5% (v/v), dgua ultrapura 2,5% (v/v), tri-
isopropilsilano 2,5% (v /v) e B-Mercaptoetanol 2,5% (v/v). Os peptideos
solUveis foram entdo recuperados passando por um filtro de seringa para
reter o a resina. As solucdes de peptideos foram purificadas por
precipitfacdo em solvente, aplicando 1rés ciclos repetidos de
ressuspens@o em éter terc-butil-metilico frio (-20 °C) (20 mL cada) e
centrifugacdo (30 min, 4000 g, a 4 °C). Os peptideos foram deixados para
secar (cerca de 5 min) a temperatura ambiente e ressuspensos em agua
ultrapura esterilizada (1-2 mL). As solucdes aquosas de peptideos foram
congeladas a -80 °C durante a noite e liofilizadas por 24 h. Os peptideos
foram solubilizados em dgua ulirapura esterilizada, esterilizados por
filtracdo por membrana (poro de 0,22 um, material PES) e armazenados

em aliquotas a -20 °C.

Exemplo 2: Padronizacdo da aplicacdo dos antigenos em método

diagnodstico por teste ELISA

[029]. Uma vez obtidos os novos antigenos, foi requisitado ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Parand a
utilizacdo de um banco de soros pré-existente de projetos anteriores para
serem aplicados no estudo dos novos antigenos aqui propostos. O
pedido foi aceito e protocolado sob o nUmero CAAE
37297320.4.0000.0102 e parecer 4.421.856.

[030]. Os cinco peptideos solubilizados foram quantificados
quanto a proteina total (Tabela 3). Em seguida, os peptideos foram
avaliados quanto a sua capacidade de reconhecer antficorpos contra

M. leprae em teste soroldgico utilizando a técnica de ELISA.
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[031]. Tabela 3. Nomeacdo e concentracdo proteica dos peptideos

sintéticos.
Peptideo Nome Concentragdo
(mg/ml)

Pepl P.MI.LSR2.1 4,54

Pep2 P.MIl.10Kdachap.1 1,65

Pep3 P.Ml.18Kda.1 3,34

Pep4 P.MI.85B.1 4,09

Pep5 P.MI.85B.2 2,53

Padronizacdo de teste imunoensaio (ELISA)

[032]. A reatividade dos peptideos foi avaliada usando teste
sorolégico como ELISA indireto frente a um pool de soro de pacientes
hansenianos e a outro de individuos sauddveis. Foram padronizadas as
melhores condicdes para o teste variando os pardmetros de
concentracdo de antigeno, concentracdo de solucdo de blogueio,
diluicdo de soro, diluicdo de conjugado e de Neutravidin®, como
apresentado na Tabela 4.

[033]. Com o objetivo de avaliar os efeitos dos fatores
experimentais e as interacoes entre as diversas varidveis no teste de ELISA,
foi utilizado o desenho experimental (DoE, design of experiments) fatorial
completo (2°%) V, tendo como varidvel resposta a relacdo entre a
absorbdncia da amostra positiva e da amostra negativa.

[034]. De acordo com as andlises a melhor condicdo obtida foi
com antigeno na concentracdo de 150 ng/poco, bloqueio com BSA a
3% m/v, soro em diluicdo de 1:50, anticorpo secunddrio conjugado em
diluicdo de 1:7500, e Neutravidin® em diluicdo de 1:7500.

[035]. Tabela 4. Varidveis avaliadas por delineamento experimental

(varidveis independentes) para a padronizacdo do teste ELISA.
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Nivel Antigeno | Bloqueio | Soro Anticorpo Neutravidin®

ng/pogo (% BSA) diluicdo |[secunddrio [(dilvigdo

dilvicao
-1 30 3 1:100 1:7500 1:7500
0 75 4 1:200 1:10000 1:10000
1 120 5 1:300 1:12500 1:12500

[036]. As absorbdancias obtidas para os soros positivos variaram de
0,950 até 1,0364, enquanto que os soros negativos variaram de 0,072 até
0,106. A razdo dos valores entre positivos e negativos variou de 10,19 a
18,94. A identificacdo de reatividade dos peptideos na interacdo com
IgG, resultou em valores de 10 até 18 vezes na relagdo dos valores

positivos frente aos controles (Tabela 5).

[037]. Tabela 5. Avaliacdo dos peptideos usando as condicoes

ideais determinadas pelo desenho experimental fatorial completo V

Peptideo |Positivo [Negativo |Diferenca |Razdo
Pep] 0,989 0,097 0.89 10,19
Pep2 1,100 0,106 0,99 10,38
Pep3 1,097 0,101 0,99 10,86
Pep4 1,364 0,072 1,29 18,94
Pep5 0,950 0,091 0,86 10,44

[038]. Os peptideos foram avaliados por teste imunoldgico pela
reacdo de ligacdo de antigeno/anticorpos especificos para pacientes
com a doenca diagnosticada como hanseniase multibacilar. Soros de 21
pacientes com diagnodstico clinico foram inseridos no experimento e 21
individuos sauddveis e ndo tendo contato com pacientes diagnosticado
com hanseniase foram inseridos para calcular a sensibilidade,

especificidade, exatiddo do teste, Razdo de verosimilhanca negativa
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(RVN), e Razdo de verosimilhanca positiva (RVP) (tabela 6). O peptideo 5

ndo foi avaliado nesta etapa.

[039]. Tabela 6. Avaliacdo dos peptideos frente ao painel de soros.

::j;g::;qr Pepl Pep2 Pep3 Pep4
Sensibilidade (%) 87,50 85,71 85,71 95,24
Especificidade 86,36 85,71 80,95 90,48
(%)

Exatidao (%) 80,95 85,71 83,33 92,86
RVP 0,08 0,17 0,18 0,06
RVN 9,72 6,00 4,49 9,50

[040]. Para a continuidade foi realizado o DoE, foi obtido o
diagrama de Pareto (Figura 2) e analisada a interacdo das varidveis no
teste ELISA. Os par@metros estabelecidos para os diferentes fatores a
serem usados no teste ELISA sdo planejados com experimento fatorial

para o uso do peptideo Pep4 em teste ELISA (Figura 2).

Amostras de soros para validacdo de teste ELISA com o antigeno
P.MI.85B.1

[041]. Para validar o teste ELISA indireto foram utilizados soros de

pacientes hansenianos multibacilares (MB) e paucibacilares (PB), contra
soros de individuos sauddveis, e portadores de outfras doencas. Foram
usados soros de pacientes com tuberculose e leishmaniose por se
tratarem de doencas causadas por organismos que infectam células do
sistema fagocitico mononuclear. Também foram adicionados soros de
individuos contactantes de pacientes hansenianos por morar na mesma
residéncia (contatos). Para detalhes o nUmero de soros por categoria

estd listado na Tabela 7.

[042]. Tabela 7. Amostras de soros utilizados em teste ELISA para

avaliacdo dos peptideos.
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Quantidade Amostra de soro
21 Positivo para hanseniase MB
24 Positivo para hanseniase PB
10 Contato com hanseniase
22 Positivo para tuberculose (TB)
8 Positivo para leishnmaniose (LM)
15 Negativo (saudavel)

Exemplo 3: Determinacdo de sensibilidade, especificidade e

eficdcia do método de diagndstico soroldqico por teste ELISA aplicando

0s antigenos peptidicos de M. leprae

[043]. Exemplo do desenho experimental, e determinacdo da

sensibilidade e especificidade do teste sGdo dados a seguir.

Delineamento experimental

[044]. Foi realizado o teste ELISA com avidez, utilizando ureia 6M,
para avaliar a forca das ligacdes, em relacdo ao teste sem avidez.

[045]. Para estimar sensibilidade e especificidade do teste para o
Pep4, foram utilizadas as condi¢coes previamente determinadas para o
teste ELISA. Os dados foram analisados no software MedCalc Version 18.2
usando o indice J de Youden, a sensibilidade e a especificidade, e a
distribuicdo dos resultados € mostrada utilizando o programa GraphPad

Prism version 8.0.0.

Determinacdo de sensibilidade e especificidade
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[046]. No teste ELISA com avidez foi obtida uma avidez média de
39% para o Pep4, sendo que para MB foi de 48% e para PB foi de 31%,
indicando uma forca de ligacdo fransiente.

[047]. Os resultados permitiram obter valores de sensibilidade de
80% quando fixada a especificidade a 95%, e de especificidade a 90%
quando a sensibilidade é fixada a 87%, em teste com avidez, como
mostrado na Figura 2.

[048]. A curva Receiver Operator Characteristic Curves (Curvas
ROC) das estimativas de sensibilidade e especificidade de reacdo do
anfigeno Pep4 com amostras de soro com hanseniase multibacilar (MB)
e paucibacilar (PB) em teste ELISA sem avidez (Figura 3.A) e com avidez

(Figura 3.B) sGo apresentadas na figura 3.

Avaliacdo da reacdo cruzada

[049]. A dispersdo dos valores das absorbdncias dos soros positivos
e negativos testados indicaram baixa probabilidade de falsos positivos e
falsos negativos no teste ELISA, como observado na Figura 3. A resposta
foi mais alta para positivos com a doenca classificada em hanseniase
paucibacilar (PB). No entanto, a resposta observada para os pacientes
com a doenca classificada em hanseniase multibacilar (MB) pode
depender mais daresposta altamente varidvel do hospedeiro do que dos

antigenos (Figura 4).

Descricdo das Figuras

[050]. Figura 1 — Representa a modelagem in silico do peptideo
P.MI.85B.1 SEQ. ID. NO:1 localizando sua posicdo na proteina (cores em
marron e azul) que o originou. A), P.MI.85B.1.

[051]. Figura 2 — O grafico mostra os efeitos dos fatores principais

(antigenos, solucdo de bloqueio, anticorpos e anticorpo secunddrio)
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para o uso do peptideo Pep4 em teste ensaio imuno-enzimdtico ELISA
para diagndstico da hanseniase.

[052]. Figura 3 - Receiver Operator Characteristic Curves (Curvas
ROC) das estimativas de sensibilidade e especificidade de reacdo do
anfigeno Pep4 com amostras de soro com hanseniase multibacilar (MB)
e paucibacilar (PB) em teste ELISA A) sem avaliacdo de avidez, e B) com
teste de avidez, usando ureia.

[053]. Figura 4. Reatividade dos soros positivos e negativos frente
ao peptideo Pep4 (antigeno) com as condicdes estabelecidas para o
teste ELISA.

[054]. Figura 5. A figura apresenta o peptideo 4 testado em ELISA
de avidez para IgG a fim de selecionar se ele induzia anticorpos de alta
avidez. Em comparacdo com soros de portadores de outras doencas o
Pep P.MI.85B.1 (SEQ. ID.1) apresentou alta avidez (Figura 5) para
pacientes paucibacilares e multibacilares, diferindo de doentes com TB,

leishmaniose e individuos sauddveis.
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REIVINDICACOES

1. Peptideo sintético P.MI85B.1 de Mycobacterium leprae

caracterizado por consistir na Sequéncia ID N° 01,

2. Peptideo sintético P.MI.85B.1 de Mycobacterium leprae, Sequéncia

ID N° O1, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por ser

um antigeno para imunodiagndsticos in vifro da hanseniase pela
deteccdo da presenca de anticorpos circulantes ou ouftras
moléculas ligantes.

3. Método de diagndstico usando o peptideo P.MI.85B.1, Sequéncia

ID N° 01, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2 caracterizado por

compreender as etapas de:

a. colocar amostras de fluidos corporais, como soro, saliva,
urina, sangue, plasma, do paciente que contenha
anficorpos confra M. leprae em contato com antigeno
P.MI85B.1, Seq. ID N°O1;

b. detectar areacdo entre componentes de fluidos corporaise
o referido peptideo P.MI.85B.1, Seq. ID N° 01, por métodos
que possibilitem a deteccdo de anticorpos,
imunocomplexos, proliferacdo celular e producdo de
citocinas.

4. Método de diagndstico usando o peptideo P.MI.85B.1, Seq. ID N° 01

de acordo com as reivindicacdes 1, 2, 3 e 4 caracterizado pela

deteccdo ser feita por ensaios imunologicos, como por exemplo,
testes imunoenzimdaticos (ELISA, Western Blot, imunohistoquimica),
testes por imunoaglutinacdo (exemplo fluxo lateral e outros),
biosensores (sensores eletroquimicos, sensores Opfticos por
ressondncia plasmoénica de superficie, ou utilizacdo de quantum
dots, microscopia de forca atdbmica, espectroscopia de
fluorescéncia e outros) ou de qualquer outra forma de deteccdo
relacionada direta ou indiretamente em amostras de fluidos

corporais.

Peticao 870260013106, de 10/02/2026, pag. 4/10



5. Métodos de imunodiagndstico usando como antigeno o peptideo
P.MI.85B.1, SEQ ID N° 1, de acordo com a reivindicacdo 1 a 5,

caracterizado por compreender a etapa de incubacdo com

solucdo desnaturante, podendo ser esta uma solucdo de Ureia a 6
M.

6. Método para imunodiagndéstico de hanseniase de acordo com as
reivindicacdes 4 a 6, caracterizado pela etapa (a) ser realizada
mediante o uso do peptideo P.MI.85B.1, SEQ ID N° 1, na faixa de

concentfracdo de 10a 500 ng/poco e apdsincubacdo do antigeno
o0 bloqgueio ser realizado mediante o uso de solucdo de albumina
bovina (BSA) variando de 1 a 5%;

7. Método para imunodiagndstico de hanseniase de acordo com as

reivindicacdes 4 a 6, caracterizado pela etapa (b) ser realizada

mediante a diluicdo do fluido bioldgico em tampdo de incubacdo
(caseina em concentracdo entre 1,6 e 4,4% (m/v) em solucdo
tampdo fosfato-salina pH 7,4 na faixa de 1:50 a 1:400; e a etapa de
diluicdo do anticorpo secunddrio de 1:1000 até 1:30000 em tampdo

de incubacdo.
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DESENHOS

Figura 1
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Resposta Media

Figura 2
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Figura 3
TESTE ELISA
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Figura 4

A — Pacientes Multibacilares
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90 52,61 21,74 t0 95,65 : >0,3058 80 __
95 43,48 17,3910 73,91 = >0,28285 N
97,5 30,43 4,35t0 52,17 | >0,216575 ) 60
99 30,43 4,35t0 52,17 | =>0,21563 :f I
Estimada e especificidade e fixada a sensibilidade % 40
@ »
Especificidade | Sensibilidade 95% Cl @ Critério Abs “ I
20
80 71,43 46,3310 85,71 . =>0,4812 1 AUC = 0,866
90 71,43 42,861090,48 >0,5198 ol P < 0,001
M BRI B B R
95 71,43 4762 t090,48 @ =0,5461 0 20 40 60 80 100

? BC, bootstrap intervalo de confianga (1000 interagdes;

niimero aleatério: 978 100 - especificidade

B - Pacientes Paucibacilares

Estimada a sensbilidade com especificidade fixada

Sensibilidade | Especificidade 95% C| ? Critério Abs
80 63,64 22,76 to 95,45 >0,3312 100 Lo
90 45,45 9,09 to 72,73 >0,2901 I
95 45 45 909t07273  >0,28605 80 -
97,5 45,45 9,09 to 72,73 >0,284025 3 :_
Estimada e especificidade e fixada a sensibilidade 2 60
Especificidade | Sensibilidade 95% Cl # Critério Abs E
E 4o
80 77,78 44,44 to 100,00 >0,4554 A [
90 66,67 22,22 to 100,00 >0,5052 20 [
- : AUC = 0,869
95 66,67 33,33 to 100,00 >0,5226 I SRR P < 0,001
# BC, bootstrap intervalo de confianga (1000 interagdes; U T RN T s s e
nimero aleatdrio: 978 0 20 40 60 80 100

"100-especificidade
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Figura 5
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