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RESUMO 

 

In trodução:  A Tubercu lose é  um a doença  in f ec tocon tag iosa,  que 

acomete ma is  de 9  m i lhões  de ind iv íduos a  cada  ano  em todo  o  

m undo.  Para o  con t ro le  da  tubercu lose  o  es tudo  por  métodos de  

d iagnós t icos  ma is  acurados e  o  mon i to ramento ao t ra tamento,  

t o rnam se impresc ind íve is .  Objet i vos:  i dent i f i ca r  b iomarcadores  

pe la  técn ica de  Phage d i sp lay  e  ava l i a r  a  imunor reat i v idade  dos  

c lones  se lec ionados  às  I gG ’s  de  soros  de pac ientes  com 

tubercu lose  para o  mon i to ramento do  t ra tam ento .  Métodos :  f o ram 

co le tadas amos t ras  de sangue  de 61  ind i v í duos  ma io res  de 18  

anos ,  ambos os  sexos ,  e  rea l i zada  a  p rova t ubercu l i na  (P PD) 

como cont ro le .  As  amos t ras  f o ram submet idas  ao  p rocesso de 

se leção de  c lones ,  o  B iopann ing ,  u t i l i zando  uma b ib l io teca de  12 

am inoác idos  randômicos  expressos na  reg ião da  p ro te ína  p I I I  do  

bac te r ió f ago .  Após  a  se leção  fo i  rea l i zado  o  ensa io EL ISA para  

ana l i sa r  a  im unor rea t i v idade  dos  c lones  se lec ionados .  

Resu l tados:  após as  aná l i ses  i n  s i l i co ,  observou-se que  a  

sequênc ia  do c lone  F10  (VYKTPNSTA NRW ),  possu i  s im i la r idade 

com a p ro te ína MPT64 de  m embrana  de  ba ixo  peso mo lecu la r ,  28 

a  32  K Da,  imunogên ica  do complexo  M. tubercu los is .  No  ensa io  

E L ISA o  c lone  F10  apresen tou uma rea t i v idade s ign i f i cante  

(p<0,05)  e  no  mon i t o ramento dos ind i v íduos em t ra tamento  

(p<0,005) .  Conclusão:  a  reat iv idade  do  c lone  F10 demonst rou que  

pode  ser  u t i l i zada  para o  mon i to ramento  do t r a tamento  da 

t ubercu lose ,  cont r i bu indo  para  seu  con t ro le .  

 

P a lav ras -chave :  B iomarcador .  ELISA.  Phage D isp lay .  T ra tamento.  

Tubercu lose.  

 

 

 

                                      



 
 

ABSTR ACT  

 

 

I n troduct ion :  Tubercu los is  i s  an  in f ec t i ous  d isease  tha t  a f f ec ts  

m ore  than  9  m i l l ion  peop le  each  year  wor ldwide .  For  tubercu los is  

con t ro l  methods  f o r  the  s tudy o f  more  accurate  d iagnos t ic  and 

m oni t o r ing t r eatment ,  m ake i t  essen t ia l .  Object i ves :  To iden t i f y  

b iomarkers  by P hage  d i sp lay t echn ique  and  eva lua te  t he  

immunoreac t iv i t y  o f  the  IgG 's  c lones  se lec ted  sera f rom pat ients  

w i t h  tubercu los is  t o  mon i to r  t r eatment .  M ethods :  B lood  sam ples  

were  co l l ec ted  f rom 61  ind i v idua ls  over  18  years ,  bo th  sexes,  and 

per f o rmed t he  t ubercu l i n  tes t  (PPD)  as  a  con t ro l .  The sam ples  

were  sub jec ted  t o  the  p rocess o f  se lec t i on  o f  c lones ,  t he 

b iopann ing  us ing  a  l i b ra ry  o f  random 12  am ino  ac id  reg ion  o f  t he 

p ro te in  expressed  on  the  phage p I I I .  A f t e r  se lec t ing  t he  E L ISA 

assay was  per f o rmed to  ana lyze  the  immunoreact iv i t y  o f  se lec ted  

c lones .  Resul ts :  a f te r  i n  s i l i co  ana lys is ,  i t  was  found  tha t  t he 

sequence o f  c lone  F10  (VYK TPNSTANRW ) has  s im i la r i t y  t o  t he  

m embrane  p ro te in  MPT64 low mo lecu la r  we igh t ,  28  t o  32  kDa,  

immunogen ic i t y  o f  the  M. tubercu los is  comp lex .  I n  ELISA c lone  F10 

showed reac t i v i ty  s ign i f i cant  (p  < 0 .05)  and  mon i t o r ing  o f  

i nd i v idua ls  i n  t rea tment  (p  < 0.005) .  Conclusion :  t he  reac t iv i t y  o f  

c lone  F10  dem ons t ra ted  that  i t  can  be  used  f o r  mon i t or ing  t he  

t rea tment  o f  t ubercu los is ,  con t r i bu t ing  to  i t s  cont ro l .  

 

K ey words :  B iomarker .  EL ISA.  P hage D isp lay .  Tubercu los i s .  

T rea tment .  
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1  INTRODUÇÃO  

1.1  A tuberculose  

 

     A  t ubercu lose  (TB)  é  uma doença  in f ec to  con tag iosa,  

causada  pe lo  Mycobac te r ium tubercu los is ,  que  per tence  ao M.  

t ubercu los i s  comp lexo  (MTBC) ,  ao qua l  i nc luem mais  se i s  ou t ras  

espéc ies :  M.bov is ,  M.a f r i canum,  M.mic ro t i ,  M.pnn iped i i ,  M.caprae ,  

M.cane t i ,  que acomete  ind iv íduos em todos  os  con t inen tes  do 

m undo,  p r inc ipa lmente  aque les  menos  desenvo lv idos  (MOUTINHO,  

2011) .  

            Os  casos  novos  no  m undo cor respondem a  8 ,7  m i lhões  

(W HO,  2012) .  Des tes ,  13% são  co in f ec tados  com HIV  e  1 ,4  m i lhão  

de  ind i v íduos  m orre ram.  Dos  qua is  1 ,0  m i lhão ,  são  H IV  nega t i vo  e  

430  m i l  de  HIV  pos i t i vo.  As  mu lheres  cor respondem a  300  m i l  

m or tes  ent re  o  H IV  nega t ivo  e  200 m i l  com HIV  pos i t i vo .  As  

c r ianças  m enores  de  15  anos  cor respondem a  500  m i l  casos,  

sendo  que  64  m i l  m or re ram (W HO, 2012) .  A  t ubercu lose  acomete 

m a is  hom ens ,  p r inc ipa lmente  aque les  com  idade  economicamente 

a t i va  (W HO,  2012) .  Geograf icamente  a  Á s ia  com  60% e  Áf r ica  com 

24% apresentam a  ma io r  ca rga da  doença  no  mundo (W HO,  2012) .  

             Apesar  do  aumento  no  número  de  casos  novos,  a  taxa  de  

inc idênc ia  g loba l  vem  d im inu indo  len tamente  (menos  de 1% ao  

ano) ,  sendo  es t imada uma taxa  de  139  casos  por  100.000  hab .  No 

m undo dos  3 ,7% dos  casos  novos,  es t ima-se que 20% apresentam  

res i s t ênc ia  aos  med icamentos  que  t ra tam  a  t ubercu lose  (TB-MDR)  

e  9% dos  casos  são  ind i v íduos  in f ec tados  com bac i los  res i s ten tes  

à  ma ior ia  dos  qu im io te ráp icos  ant i t ubercu lose  (TB-XDR) .  Com  a 

es t ra tég ia  do  Tratamento D i re tamente  Observado  (DOTs)  o  

sucesso  no  t ra tamento  tem mant ido e levado ,  em to rno  de  85% a  

87%,  p r inc ipa lmente  nos  ind iv íduos  com bac i l oscop ia  pos i t i va  para 

t ubercu lose  pu lmonar  que  represen ta  a  ma ior  causa (W HO,  2012) .  
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             Os  t ra tamentos  de  ind i v í duos  que  apresentam res i s t ênc ia  

a  um ou  m a is  f ármacos  an t i tubercu lose  são  mais  de  se is  meses ,  

com efe i tos  co la te ra i s  severos  e  de  cus tos  e levados (W HO,  2012) .   

             Os  inves t imentos  para  o  con t ro le  da  Tubercu lose  no 

m undo a inda  são  insuf ic ientes ,  p r inc ipa lmente  para o  d iagnós t ico  

e  t ra tamento  dos casos  MDR-TB (W HO,  2012) .  

             Em 2011 ,  o  B ras i l  no t i f i cou 69 .245  casos  novos,  

co r respondendo a  um coef ic iente  de  inc idênc ia  de  36 /100 .000 

hab i t an tes .  Des tes ,  41 .117  casos  novos  f oram bac i l í f e ros  no  

escar ro .  Es tes  i nd i cadores  co locam o  B ras i l  na  19ª  pos ição  em 

re lação  ao  número  de  casos  e  na  104º  pos ição  em re lação  ao  

coef ic ien te  de inc idênc ia  (MS/SVS,  2011) .  

             En t re tanto  há  uma var iação  da  inc idênc ia  en t re  os  

es tados,  por  exem plo,  o  Amazonas  com 62 ,6 /100mi l  hab i tantes  e  

D is t r i t o  Federa l  com 11 ,1 /100mi l  hab i t an tes  (MS/SVS,  2011) .   

             É  impor tan te  destacar  que  anua lmente  a inda  mor rem 

4 .500  pessoas  por  t ubercu lose  no B ras i l ,  mesmo sendo  uma 

doença  curáve l  e  ev i t áve l .  Em sua ma io r ia ,  os  ób i tos  ocor rem nas  

reg iões  met ropo l i t anas  e  em un idades  hosp i t a la res .  A  tubercu lose 

é  a  t e rce i ra  ma io r  responsáve l  pe los  ób i tos  por  doenças  

in f ecc iosas  e  a  p r ime i ra  ent re  i nd i v í duos  com  AIDS no  B ras i l  

(MS/SVS,  2011) .  

             A  p ropos ta  da Organ ização  Mund ia l  de  Saúde  (OMS)  

a t ravés  do  P lano G loba l  pa ra  Combate  à  Tubercu lose  (2011  a  

2015)  t em  por  ob je t ivo  é  d im inu i r  a  ca rga  da  doença  a té  2015  e  

um a das  metas  p r inc ipa is  é  reduz i r  pe la  metade ,  a  i nc idênc ia  e  a  

m or ta l i dade  por  tubercu lose ,  para  que em 2050  a  tubercu lose  se ja  

e l im inada  como prob lem a de  saúde  púb l ica  (MS/SVS,  2011) .  

 

1 . 2  P atogenia  da tuberculose 

 

             O  ind i v íduo  pode  ser  i n f ec tado  pe lo  M. tubercu los i s  e  seu 

s i s tem a imuno lóg ico  mante r  seu  o rgan ismo sem  desenvo lve r  a  
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doença ,  carac te r i zando a  t ubercu lose  in f ecção ,  podendo 

permanecer  ass im por  m ui t o  tempo.  Se  o  pa tógeno mu l t i p l i car -se  o  

bas tan te  para  romper  a  bar re i ra  imuno lóg ica  a lcançando  um ou  

m a is  ó rgãos  carac te r i za -se  a  tubercu lose  doença  (W HO,  2010) .  A  

sobrev ivênc ia  des te  patógeno  no  pu lm ão in f ec tado  e  o  seu 

desenvo lv imento,  dependerá  de  sua  v i ru lênc ia  e  da  hab i l i dade  das  

cé lu las  de  defesa do hospede i ro  (MELO et  a l . ,  2005) .  

     A  Organ ização  Mund ia l  de  Saúde (W HO,  2010)  es t ima 

que  um te rço  da popu lação mund ia l  es te ja  i n f ec tada  pe lo  bac i l o .  A  

pandemia  do  H IV e  o  con t ras te  en t re  o  aumento  da  m isér ia  das  

popu lações  menos  f avorec idas  e  o  aumento  da  sobrev ida  nas  m ais  

desenvo lv idas  f avoreceram o  aumento  da  t ubercu lose  no  mundo 

(MELO et  a l . ,  2005) .   

     O  ind i v íduo  in fec tado  pe lo  M. tubercu los is  p rovave lmente  

f i cará  i n f ec tado  por  toda  sua  v ida ,  porém apenas 10% des tes  

i nd i v í duos  desenvo lve rão  tubercu lose  (W HO,  2010) .  Aque les  

por tadores  do HIV  o  r i sco  para desenvo lverem a  doença  sobe  para 

50% (MELO e t  a l . ,  2005) .  O  bac i l o  do  M. tubercu los is  t ambém  pode  

permanecer  em uma fase  la t ente  (ULRICHS;  KAUFMA NN,  2006) .  

P odendo res i s t i r  a  um ambien te  com ba ixa  taxa  de  ox igên io  

(AKHTER et  a l . ,  2007) .  

        

  

1.2 .1  Transmissão         

        

            A  f o rma m a is  com um  de t ransmissão  do  M.tubercu los is  se  

dá  por  v ia  aerógena ,  pe la  i na lação  de  go t í cu las  contendo  bac i l os  

quando  o  doen te  com tubercu lose  pu lm onar  esp i r ra  ou  t osse,  

f azendo  des ta ,  uma v ia  de  t ransm issão ,  pe la  fac i l i dade  de 

p ropagação .  O con tág io  depende das  cond ições  de  aeração  do  

am biente ,  da  prox im idade  e  do t empo de expos ição  que  um 

ind iv í duo  es tá  su je i t o .  
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     O  apare lho  resp i ra tór io  re tém  mu i tos  bac i l os  na  por t a  de  

en t rada  a t ravés  da  depuração mucoc i l i a r ,  a lguns  bac i l os  que 

escapam des ta  bar re i ra  f í s ica ,  são  f agoc i tados pe los  macróf agos  

a l veo la res .  Ao  escapar  dos  mecanismos  de  def esa,  os  bac i l os  se 

m u l t i p l i cam,  const i tu indo  o  comp lexo  de  Gohn ,  pe lo  qua l  ocor re  a  

d i s seminação  l i n f á t i ca  e  a  i n f lam ação  dos  gângl i os  reg iona is ,  

cons t i t u indo o  complexo  p r imár io .  A  par t i r  da  v ia  hematogên ica,  

bac i l os  se  i ns ta lam em  out ros  ó rgãos ,  p rom ovendo em  a lgum as  

semanas  a  respos ta  imune adqu i r i da  ou  adap ta t iva  

espec i f i camente  d i r i g ida  con t ra  agen tes  agressores  do bac i l o  

( LAPA e S ILVA ,  2012) .  

 

1 . 2 .2  Aspectos  imunológicos  

 

     O  mecan ismo de de f esa  con t ra  o  M. tubercu los i s  é  a  

i n t e ração en t re  os  macróf agos  e  os  l i n f óc i tos  T  (FLYNN,  2001) .   

     As  cé lu las  dendr í t i cas  e  macrófagos  f agoc i tam o  bac i l o ,  

des t roem e  p rocessam os  seus  ant ígenos ,  que  serão  apresen tados  

aos  l i n fóc i t os  a t ravés  das mo lécu las  do  complexo p r inc ipa l  de 

h i s tocompat ib i l i dade  (MHC I  e  MHC I I ) .  Para apresen tação 

an t igên ica,  es tas  cé lu las  u t i l i zam mo lécu las  de  super f í c ie ,  

denominadas  de coes t imu ladoras ,  com o CD80 e  CD86 (FLORES-

BATISTA et  a l . ,  2007) .  Es ta  apresen tação ant igên ica desencade ia  

ou t ros  eventos  b io lóg icos  nos  l i n f óc i tos  como a t i vação ,  expansão  

c lona l  e  sec reção  de  c i t oc inas ,  p r inc ipa lmente  o  IFN-γ,  que  i r á  

a t i va r  out ros  macrófagos  para  se rem ma is  e f i cazes  cont ra  o  

pa tógeno,  e l im inando-o  (LAPA e  SILVA,  2012) .   

     A t ravés  de  um mecan ism o de escape,  o  M. tubercu los is  

consegue mu l t i p l i ca r -se  e  f i ca r  p ro teg ido  dent ro  do  mac rófago ,  

ev i tando  ação  de  mecanismos  ex te rnos  para  sua  e l im inação,  

f azendo  com  que  o  i nd i v íduo  apresen te  o  es tado  de  t ubercu lose 

la t en te .  Há  vár ios  m ecan ismos que  são  u t i l izados  pe los  
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m acróf agos  para  des t ru i r  o  pa tógeno de  seu  in te r io r  den t re  e les  a  

apop tose  (TE IXEIRA e t  a l . ,  2007) .  

     A  apop tose  t em s ido  desc r i ta  como um impor tan te  

m ecan ismo da  respos ta  imune do  hospede i ro  cont ra  o  pa tógeno .  

A s  cé lu las  mor tas  l i be ram vesí cu las  apop tó t i cas  para  o  me io  

ex t race lu la r  que  são  f agoc i t adas  por  out ras  cé lu las  

apresen tadoras  de  an t ígenos ,  que  par t i c ipam a t ivando l i n f óc i t os  T  

CD8+  por  m eio  de  um  processo  denominado”  apresen tação 

c ruzada”  dest ru indo  o  bac i l o  (W INAU et  a l . ,  2006) .   

     Ou t ro  mecan ism o é  a  ação  de  macróf agos  mais  a t i vados .  

Nes te  processo ocor re  a  expressão  de  vár ias  enz imas,  

p r inc ipa lm ente  a  s ín tese  de  óx ido  n í t r i co  s in te tase  ( iNOS)  

sec reto ra  de  rad ica l  l i v re  óx ido  n í t r i co ,  que  são a l t amente  tóx icos  

para o  M.tubercu los i s  (NICHOLSON e t  a l . ,1996) .  

     Para  uma respos ta  p ro te tora ,  os  l i n fóc i t os  T  CD4+  

expressam um  grande  núm ero  de  c i toc inas  f undamenta i s  para 

e l im inação  do  patógeno  enquan to  os  l i n f óc i tos  T  CD8+ pe la  ação 

c i to t óx i ca  tem efe i to  d i re tam ente  con t ra  o  bac i l o ,  e  a t ravés  de 

seus  g rânu los  c i t o tóx i cos  contendo  per f o r ina  e  g ranz ima que 

p roduzem poros  na  membrana  ce lu la r ,  a lém produz i rem c i toc inas  

(LAPA e  S ILVA,  2012) .  De  acordo  com per f i l  das  cé lu las  T  CD4+,  

as  cé lu las  Th1 sec re tam IFN-γ,  I L -2 ,  I L-12 ,  IL -18 ,  TNF-α,  TNF-β.  

A s  cé lu las  Th2  que  sec re tam IL -4 ,  I L -5 ,  IL -6 ,  I L -9 ,  I L-10 ,  IL -13 ,  

t em uma função  de  induz i r  a  d i f e renc iação  de  cé lu las  B ,  

p romovendo uma regu lação  nega t iva  do  per f i l  Th1.  As  cé lu las  que  

p roduzem IL -17  e I L -23  t e r iam uma ação  regu ladora  da  resposta  

im une na  tubercu lose .  A  p resença da  IL -10 no  s i t io  da  in f ecção 

parece  f ac i l i t a r  a  a t i vação  da t ubercu lose,  por  d im inu i r  a  ação  

bac te r ic ida  dos m acróf agos ,  desa t ivando  os  m ecan ismos  de  

p ro teção (LAPA e S ILVA et  a l . ,  2009) .  

     A  c i toc ina  TNF-α  secre tada  por  macrófagos  a t ivados  e  

por  ou t ras  cé lu las ,  ap resenta  uma f unção  p ro te to ra  e  par t i c ipa  da  

pa togen ic idade  da  tubercu lose,  pr inc ipa lmente na f o rm ação  do 
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granu loma onde  ocor rem as  ações  b io lóg icas  da  tubercu lose.  Sem 

a  f o rmação  do  g ranu loma os  bac i l os  f i cam d ispersos  numa 

nec rose  caseosa f ac i l i t ando  sua  d i ssem inação ,  o  que ocor re  em 

ind iv í duos  in fec tados  pe lo  HIV .  O  g ranu loma é  a  es t ru tura  

h i s topato lóg ica  carac te r í s t i ca  da  in f ecção  do  M.  tubercu los is .  Es ta  

es t ru tu ra  pode  var ia r  em  compos ição ce lu lar ,  tam anho e  

d i s t r i bu i ção,  apresen tando  var iações  en t re  i nd i v íduos  d i f e rentes  e  

a té  mesm o no própr io  i nd i v íduo  (KUNNATH-VELAYUDHAN,  

GENNARO,  2011) .    

             Os  an tagon is tas  do  TNF-α  f ac i l i t am  a  rea t i vação  de  

t ubercu lose  la tente  e  a  f requênc ia aumentada de  cé lu las  T  CD4+  

sec reto ras  de  TNF-α  é  um pred i t o r  do desenvo lv imento  da  

t ubercu lose  a t iva  (LAP A e S ILVA,  2012) .  

             Duran te  a  f ase a t iva  da  t ubercu lose  ocor re  o  aumento  de 

m ediadores  in t race lu la res ,  como suppressor  o f  cy tok ine  s igna l i ng  

(SOCS 1) ,  i n t e r leuk in -1  recepto r -assoc ia ted  k inase M  ( IRAK-M)  e  

ex t race lu la res  ( IL-10 ,  TGF-β  RI I ,  IL -1RN e  i ndo leamine  2 ,3-

d ioxygenase )  que podem  resu l ta r  na  menor  a t iv idade  m ic rob ic ida  

dos  mac rófagos que  expressam a  iNOS (HO et  a l . ,  2010) .  

          

 1 .2 .3  E pidemiologia          

          

             En t re  os  fa to res  de  r i sco  para  o  desenvo lv imento da 

t ubercu lose ,  es tão  os  con ta tos  i n t radomic i l i a res  com casos  

bac i l í f e ros  recém d iagnos t icados,  c r i anças  menores  de  5  anos ,  

i n f ecção  por  HIV  e  desnu t r ição  g rave  (SA NT’ANNA;HIJJAR,  2007) .    

S egundo MELO e co laboradores ,  2005,  a  i n f ecção e  doença  são  

m a is  f requen tes  en t re  os  conta tos  de  ba ixa  i dade ,  os  i dosos,  os  

por tadores  de doenças  em cond ições  imunossupressoras ,  

d iabé t icos  e  os  de  p rova t ubercu l ín i ca  (PP D)  não rea t i vos .  

             A  tubercu lose  é  um prob lem a soc ia l  re lac ionado  às  

condições  econômicas,  sendo  que  nos  pa íses  desenvo lv idos  é  

m a is  comum  em idosos ,  quando  há  a  queda  da  imun idade ,  própr ia  
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da senescênc ia ,  enquan to  que  em pa íses  em desenvo lv imento  é  

m a is  f reqüen te  no  g rupo  e tá r io  economicamente  p rodut i vo ,  en t re  

os  15  e  44  anos  (W HO,  2010) .  Os  ind i v í duos  moradores  de rua ,  

p r i vados  de  l ibe rdade  e  i nd ígenas  são  m ais  suscet í ve is  à  

t ubercu lose  (MS/SV S,  2011) .  

     A  tubercu lose é  uma doença mi lenar  que  acomete  a  

human idade ,  e  o  seu  con t ro le  a inda  represen ta  um desaf io  para  os  

governos ,  au to r idades  da  saúde  e  com unidade  que  busquem novas  

f o rmas  de  d iagnós t ico  ma is  acurado  e  em tem po hábi l ,  de  mane i ra  

que  to rne  m ais  abrangen te  e  f ac i l i t ada  a  busca  de  in f ec tados  e  

doen tes ,  ass im  como do  mon i t o ramento  do  t ra tam ento ,  de  novos  

f á rmacos  e  vac inas  ma is  prevent i vas  que  Bac i l o  de  Ca lmet te -

Guér in  (BCG)  (W HO,  2011) .  

             A  Organ ização  Mund ia l  de  Saúde  (W HO,  2011)  des taca  a  

necess idade de  ma is  es tudos  sobre  a  pa togen ia  da  t ubercu lose 

para perm i t i r  avanços  no  con t ro le  da  doença ,  que  permanece 

como um a doença neg l i genc iada.  

        

 1.2.4  O an t ígeno MP T 64 

       

             O an t í geno  MPT 64  apresen ta  de 24 a  38-KDa,  é  

sec retado  pe la  mem brana  p lasmát i ca  das  m icobac té r ias .  Na  

t ubercu lose  ex t ra  pu lmonar  es ta  p resen te  a  de 24-KDa e  na 

t ubercu lose  pu lmonar  a t iva  é  a  de  38-KDa (Rv  0934) , tam bém 

conhec ida  com o an t ígeno  5 .  Tem s ido  u t i l i zada  em d iagnóst ico  

para d i f e renc ia r  em cu l tu ras  pos i t i vas  de  escar ro  o  com plexo 

Mycobac te r ium tubercu los i s  (MTC)  das  não  m icobac té r ias  

t ubercu los i s  (NTB)  que  cor respondem a 3% das  cu l tu ras  pos i t i vas  

(HASEGAW A et  a l .  2002) .  V ár ios  casos  de  MTB com  resu l t ados  

nega t i vos  t em  s ido  repor tados .  HIRANO e  co laboradores ,  2004 ,  

ac red i tam na poss ib i l i dade  de uma mutação  den t ro  do  gene mpt64  

que  possa  p roduz i r  uma p rote ína incompleta  que  apresen ta r ia  

resu l tados  f a l sos  nega t ivos .  Nes te  caso,  t écn icas  convenc iona is  
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para o  d iagnós t ico  devem ser  recomendadas  quando  a 

s in tomato log ia  f or  sugest iva  de  t ubercu lose .  Dev ido  as  suas  

carac te r ís t i cas  imunodom inan tes ,  es tudos  recen tes  reve lam que  a 

MPT 64  é  cons iderada  cand ida ta  a  subun idade  de  vac ina con t ra  a  

t ubercu lose  (SALI  e t  a l . ,  2010) .    

  

        

1.3  Diagnóst ico  para  tuberculose 

         

             Desde  o  i so lamento  do  bac i l o  por  Rober t  Koch  em 1882 ,  

m u i tas  técn icas  vem sendo  desenvo lv idas  para o  d iagnós t ico  da  

t ubercu lose .  O  d iagnós t ico  base ia -se  nos  achados  c l í n i cos ,  

r ad io lóg icos ,  tomograf ia  computador i zada  de  t ó rax ,  exames  

bac te r io lóg icos  e  cu l t ura  do  escar ro .  A tua lmente  os  t es tes  

so ro lóg icos ,  p r inc ipa lmente  o  ELISA e  t écn icas  b iomolecu la res  

como a  reação  em cade ia  de po l imerase  (PCR)  e  a  PCR em tempo 

rea l  (RT-PCR) es tão  sendo  ap l i cadas  (KUNNATH-VELA YUDHAN e t  

a l . ,  2010) .   

             A  bac i l oscop ia  é  o  método  p r io r i tá r i o  de d iagnós t i co  e  

con t ro le  do  t ra tamento  da  t ubercu lose  (TEIXEIRA e t .a l . ,  2007) .  

A pesar  de  sua  fac i l i dade  de  execução  e  ba ixo cus to ,  t em como 

pr inc ipa l  desvantagem o f a to  de ser  nega t i va  em 30  a  50% dos  

casos  de ind iv í duos  in f ec tados  com  M. t ubercu los is ,  em par t e  

dev ido  p resença de  no  m ín imo de  5000 bac i l os /mL de  escar ro  

(TE IXE IRA et  a l . ,  2007) .    

             A  cu l t u ra  m ic rob io lóg ica  do  escar ro  é  empregada  com a 

van tagem de  perm i t i r  a  detecção  e  o  i so lamento  do bac i l o ,  bem 

como sua  iden t i f i cação .  A lém da  de te rm inação  da  sens ib i l i dade  do 

bac i l o  aos  qu im iote ráp icos  (TEIXEIRA e t  a l . ,  2007) .  

             Apesar  de  sua  im por tânc ia ,  a  cu l t u ra  do  M. tubercu los i s  é 

um  método  demorado ,  po is  o  bac i l o  apresenta  um c resc imento 

l en to  em to rno  (15-20  h ) ,  e  o  t es te  nem sempre  apresen ta  100% 

de  pos i t i v idade  (TEIXEIRA e t  a l . ,  2007) .    
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             A  p rova de  t ubercu l i na,  t am bém conhec ida  como PPD,  

rea l i zada  a  par t i r  da  ap l i cação  in t radérm ica  da  p ro te ína  pur i f i cada  

der ivada RT23,  é  ú t i l  pa ra  p rovar  a  i n fecção ,  mas não  

necessar iamente a  doença .  A  p rova  pos i t i va  para  t ubercu lose 

sugere  somente  a  expos ição  p rév ia  ao  an t ígeno ,  não  in f ecção 

a t i va ,  e ,  a inda,  se o  pac ien te  es t iver  em es tado  de 

im unossupressão não  podemos  descar t ar  a  poss ib i l i dade  de  o  

pac ien te  es ta r  i n fec tado  com tubercu lose (HORNUM e t  a l . ,  2007) .  

             Na  iden t i f i cação  de  novos  an t ígenos  que  subs t i t uam o  

PPD,  vá r ias  reg iões  do  genoma do  M. tubercu los is  f o ram def in idas  

como sendo  expressas apenas  em suas cepas ,  t o rnando  se como 

po tenc ia is  para  o  d iagnós t ico .  São  conhec idas  como reg iões  de 

d i f e rença  (RDs) ,  t endo  s ido  carac te r i zadas  16  RDs.  Na  RD1 (do  

ing lês ,  r eg ion  o f  d i f f e rence  1) ,  do  Mycobac te r ium tubercu los is ,  

ausen te  no  M.bov is  BCG,  M.av ium,  e  na  ma io r ia  das  m icobacté r ias  

am bienta i s  (ANDERSEN e t  a l . ,  2000) .   São  cod i f i cados  pe lo  m enos  

do is  an t ígenos p romissores  para  de tecção  da  t ubercu lose ,  

denominados  do  ing lês  como Ear ly  Sec re ted  Ant igen ic  Targe t  6 -

K Da (ESA T-6)  e  Cu l tu re  F i l t ra te  Pro te in  10-KDa (CFP-10) , que são  

f o r t emente  imunodominantes ,  ass im  sendo  cons ideradas  idea is  

para um método d iagnós t ico  (TEIXEIRA e t  a l . ,  2007) .  Os  

an t ígenos  expressos  no  f i l t rado  de  cu l t u ra  do  Mycobacte r ium 

tubercu los i s  submet idos  à  cond ições  de  es t resse ,  como an t í geno  

85  (Ag-85) ,  a  mala to  s in te tase  (Rv1837c) , t ambém conhec ida  por  

GLcB ou  MTB81 (SMITH et  a l . ,  2003) ,  a  MPT51 (Rv3803c)  (W i lson  

e t  a l .2004) ,  e  a  Hspx  (Pro te inas  de  choque  té rm ico)  (Rv2031c)  

(O ’TOOLE e t  a l . ,  2003) ,   f o rmam um complexo  ap l i cado  em tes tes  

de  d iagnós t i co  da  t ubercu lose.  

             O  TLR-2  reconhece  um a g rande  var iedade  de  an t í genos  

m icobacte r ianos  como as  l ipopro te ínas  de 19-KDa,  a  

l i poarab inomanana (LAM)  (BRIGHTBILL  e t  a l . ,  1999) .  São 

responsáve is  pe la  i ndução  da  nec rose  caseosa  e  parece  t e r  um 
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pape l  impor tan te  na  v i ru lênc ia  das  d i f e rentes  espéc ies  de 

m icobacté r ias  (BRIKEN e t  a l . ,  2004) .   

            Os  tes tes  so ro lóg icos  com o  ELISA tem s ido  ap l icados  

pe la  f ac i l i dade  de  execução,  ba ixo  cus to  e  rap idez,  mas  dev ido  

apresen ta r  um a l to  índ ice de  reações  cruzadas  não  é  

recomendado pe lo  O rgan ização Mund ia l  de  S aúde (W HO,  2012) .  

             As  técn icas  de  b io log ia  mo lecu la r ,  como a  Reação  em 

cadeia  da  po l imerase (PCR) e  suas  var iações,  tem  s ido  ap l icadas  

para o  d iagnós t i co  ráp ido  da t ubercu lose  (ASSIS  e t  a l . ,  2007) .  A  

t écn ica  de  Phage d i sp lay ,  pe rm i t e  iden t i f i ca r  pept ídeos  que  serão 

u t i l i zados  como b iomarcadores  para  o  d iagnós t i co ,  

desenvo lv imento de  novas  vac inas  e  novos  med icam entos  no  

es tudo  de doenças  in f ecc iosas  (MULLE N,  e t  a l . ,  2006) .   

 

1 . 3 .1  A técnica de  Phage d isplay  

        

             A  metodo log ia  do  Phage d i sp lay ,  expos ição  de  

b iomo lécu las  em f agos ,  fo i  desenvo lv ida  por  Smi th (1985) ,  ao 

consegu i r  a  expressão  da  enz im a de  res t r i ção  EcoR1 a t ravés  da 

f usão com a pro te ína  t rês  (p I I I )  do caps ídeo do f ago .   

             Os  bac te r ió f agos  ( f agos) ,  são v í rus  que  in f ec tam uma 

var iedade  de bac té r ias  Gram nega t i vas  usando  o  p i lus  sexual  

como recepto r ,  pr inc ipa lmente  a  E.co l i .  Um fago  v iáve l  expressa 

aprox imadamente 2 .700  cóp ias  da  p ro te ína  8  ou  pV I I I ,  uma 

p ro te ína  de 50 res íduos  de  aminoác idos )  e  de  3  a  5  cóp ias  da 

p ro te ina  3  ou  p I I I  com 406  am inoác idos.  Uma das van tagens do  

uso  do bac te r ió f ago  é  que  f agos  f i lamentosos  não  geram in fecção 

l í t i ca  em E.co l i ,  mas  pre fe renc ia lmente  i nduzem a um estado  no 

qua l  a  bac té r ia  i n f ec tada  p roduz  e  sec reta  par t ícu las  de  f ago  sem 

sof re r  l i se  (AZZAZY;  HIGHSMTH,  2002) .  

             A  i ncorporação  de  p ro te ínas  exógenas  na  super f í c ie  dos  

f agos  f i l amentosos  f az-se f us ionando  às  p ro te ínas  es t ru tu ra is   das  

par t í cu las  v i r a i s .  As  duas  p ro te ínas  pr inc ipa is  para  esse  f im  são  a  
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pro te ína  pV I I I  e  a  p I I I .  A  p ro te ína  3 ,  a  maio r  das  p ro te ínas  

es t ru tu ra is ,  com 42  Kda ,  tam bém  é  responsáve l  pe la  adesão  da  

par t í cu la  v i r a l  ao pi l l us  sexua l  (BRÍGIDO;  MARANHÃO, 2002) .  

             O  pep t ídeo  ou  p ro te ína  expresso  na  super f í c ie  do  f ago  

poss ib i l i t a  a  sua se leção  baseada na  a f i n idade  de  l i gação  para  

um a mo lécu la  a l vo  por  um processo de  se leção  i n  v i t ro  

denominado  B i opann ig  (PARMELEY;  S MITH,  1988) .  

             A  u t i l i zação  de amos t ras  de sangue  per i f é r i co  na  se leção  

de  pep t ídeos ,  a t ravés  da  técn ica  de  Phage d isp lay ,  é  uma 

es t ra tég ia  que  pode  ser  ap l i cada  para o  d iagnós t i co ,  

m oni t o ramento  do  t ra tamento ou  no  desenvo lv im ento  de  vac inas  

con t ra  d ive rsas  doenças ,  na  ten ta t i va  de  iden t i f i car  sequênc ias  

espec i f i cas  que  se  l igam  a  an t i corpos   p resen tes   nes tas  

am os t ras .  O  Phage  d i sp lay  pode perm i t i r  a  geração  de  compos tos  

m a is  s im p les  e  sens íve is ,  a lém do  entend imento  da  par t i c ipação 

de  an t ígenos  conhec idos,  ou  não,  nos  mecan ismos da  resposta  

im une (MA NOUTCHARIAN e t  a l . ,  1999) .  

             A  iden t i f i cação  de pept í deos  m imét icos  aos an t í genos  da 

t ubercu lose ,  bem como sua  carac te r i zação com o novos  

b iomarcadores ,  poderá  ser  po tenc ia lmente ap l i cados no  

desenvo lv imento  do  d iagnós t i co ,  m oni t o ramento  do  t r a tamento  e  

na  p rodução  de  novas  vac inas ,  ma is  aper f e içoadas  e  p ro te to ras  

do  que  a  a tua l    vac ina  do Bac i l o  de Ca lmet te -Guér in  (BCG) .   

              

 

1 . 4  T ra tamento para  tuberculose 

 

             A  O rgan ização  Mund ia l  de  Saúde  (OMS ) ,  cons iderando  a  

s i tuação  da tubercu lose  um es tado  de  emergênc ia ,  c r i ou 

es t ra tég ias  de  con t ro le  da  t ubercu lose  para reduz i r  a  mor ta l i dade,  

m orb idade  e  t ransm issão  da  doença (W HO, 2010) .  P r inc ipa lmente  

a  es t ra tég ia  STOP TUBERCULOSE (W HO,  2010) .  Para  a lcançar  os  

ob je t i vos  é  p rec i so  assegura r  o  d iagnós t ico  e  garan t i r  t r a tamento  
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e cura  para  os  doen tes .  No  B ras i l  ex i s t e  um programa de  con t ro le  

da  doença  o  P rograma Nac iona l  de  Cont ro le  da  Tubercu lose  

(PNCT)  que  é  um con jun to  de  ações  in t egradas  com par t i c ipação 

do  governo  e  comun idade  v isando  reduz i r  a  morb idade,  a  

m or ta l i dade  e  a tenuar  o  sof r imento humano causado pe la  doença .  

A  p r inc ipa l  ação  de  cont ro le  cons t i t u i - se  da  p rocura  de  casos  

novos  e  da  qu im io te rap ia  e fe t i va ,  de  modo a  reduz i r  os  f ocos  de  

in f ecção  (MELO et  a l . ,  2005) .   

     Um grande  p rob lema da  tubercu lose  é  a  duração  do  

t ra tamento,  que  por  se r  p ro longado ,  f az  com que mu i t os  pac ien tes  

des is tam do  t ra tamento  l ogo ao  desaparecerem os  s in tomas,  o  que  

leva ao  surg imento  de  t ubercu lose mu l t i  d roga  res i s t ente  (MDR) ,  

(W HO,  2010) .  Ent re  as  es t ra tég ias  c r i adas  pe la  OMS,  1993  es tão  

o  T ra tam ento  D i re tam ente  Observado  (DOT) ,  que  cons is te  na  

m oni t o ração  pe lo  s i s t ema de  saúde  ao  pac ien te ,  du ran te  o  

t ra tamento  a  f im de garan t i r  o  uso  cor re to  dos  med icamentos  e  

não  abandono do  t ra tamento  (W HO, 2010) .  Es t ima-se que  500 .000  

ind i v í duos  são  in f ec tados  por  bac té r ias  mu l t i  d roga  res i s ten te  

(MDR) ,  (W HO, 2011) .   

             A r i f amp ic ina ,  an t ib ió t i co  u t i l i zado  no  t r a tamento  da  

t ubercu lose ,  é  a  "chave"  do  esquem a te rapêu t ico ,  sendo  que  

a lguns  au to res  chamam a  a tenção  para  o  f a to  de  que  pac ien tes  

por tadores  de cepas  de  M. tubercu los is  res i s ten tes  à  r i f ampic ina  

t êm grande  chance  de  serem res is tentes  a  ou t ros  

t ubercu los tá t icos  (CARVALHO et  a l . ,  2007) .  Nas  ú l t imas  décadas  

os  p r inc ipa is  desaf ios  do  con t ro le  da  t ubercu lose  são  a  pandemia 

de  H IV/A IDS e  a  t ubercu lose  mu l t i  d rogas  res i s ten tes  (MDR-TB)  e  

a  ex tens ive ly  drug- res i s t ant  M. tubercu los is  (XDR-TB,  tubercu lose 

ex t ra r res is t ente ) ,  reve lando  a  necess idade de  novos  f á rmacos  e  

novos  p ro toco los  de  t ra tam ento  (MS/SVS,  2010) .  

             A  Tubercu lose  é  cu ráve l  em pra t icamente 100% dos  

casos  novos  desde  que  obedec idos  os  p r inc íp ios  bás icos  da  

t e rap ia  med icamentosa  e  o  acompanhamento operac iona l  do 
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t ra t amento  na  observação  da  dose  adequada,  no  t empo de  uso  

cor re to  e  na  assoc iação  dos  fá rm acos  p recon izados  para  o  

t ra tamento (MS/SVS,  2010) .  

  

 

 

2  OBJETIVOS 

 

-  Carac te r i za r  i n  s i l i co  pept í deos mimét i cos  aos  an t í genos  de 

soros  de ind iv íduos  com tubercu lose .  

       

 -  Ap l i ca r  a  técn ica  de  Phage d isp lay  como fe r ram enta  para 

i den t i f i ca r  e  carac te r i za r  pep t í deos  m imét i cos  aos an t í genos  de 

soros  de  ind i v í duos  com tubercu lose ,  para  serem u t i l i zados  no  

m oni t o ramento  do t ra tamento da tubercu lose.   

 

 

 

3  M ATERIAIS  E  MÉTODOS 

 

3 .1  T ipo de estudo 

       

            Estudo  ana l í t i co  observac iona l  do  t i po t ransversa l .  

 

 

3 . 2  Casu ís t ica 

       

             Foram conv idados  a  par t i c ipa rem des te  es tudo,  

i nd i v í duos  com d iagnós t ico  de  t ubercu lose,  ma io res  de  18  anos ,  

com bac te r io log ia  pos i t i va  ou  não  e  em t ra tamento,  a tend idos  no  

se to r  de  Molés t i as  In f ecc iosas do  Hosp i t a l  de C l í n i cas  da 

Un ivers idade f edera l  de  Uber lând ia  e  aque les  acompanhados  pe lo  



30 
 
 

 
 

P rograma Nac iona l  de  Cont ro le  da  Tubercu lose  na  c idade  de  

Uber lând ia  –  MG,  no  per íodo  de  ma io  de  2010  a  f evere i ro  de 

2012 .   

 

 

3 . 2 .1  Cr i tér ios de  inc lusão 

 

             Pac ien tes  com tubercu lose  conf i rmada segundo um dos  

c r i té r ios  da W HO, 2010 :  

  Conf i rmado bac te r io log icamente ( casos  def in idos  de  

t ubercu lose)  i nd iv í duos  com duas amos t ras :  pos i t i vas  para 

bac i l o  á l coo l -ác ido  res i s t en te  (BAAR)  em exame d i re to  ou  

cu l tu ra  pos i t i va  para  M. tubercu los is  ou  um a amost ra  pos i t i va  

para BAAR e p resença  de a l te ração  rad io lóg ica .  

  Casos  bac te r io log icamente  negat i vos  -  ind iv í duos  com exame 

d i re to  e  cu l tura  nega t i va ,  mas  que  apresen tem  à  rad iograf i a  

de  tó rax  i n f i l t rado  em lobo  super io r  com ou sem cav i tação .   

  I nd i v í duos  com h is tór ia  de  t r a tamento ante r io r  para  

t ubercu lose  que  apresenta rem a l t e rações  rad io lóg icas  

quando  comparadas  com rad iograf ias  ante r io res .   

  P ara  o  grupo de  ind i v íduos  saudáve is  como aque les  conta tos  

i n t radomic i l i a res  e  p ro f iss iona is  de  saúde  que  apresen ta ram 

a  Prova de  Tubercu l í n i ca (PPD),  nega t i va .  

 

3 . 2 .2  Cr i tér ios de  exc lusão 

 

     Foram ado tados  como c r i té r i os  de  exc lusão  ind iv íduos  em 

t ra tamento  com  drogas  imunodepressoras ,  uso  de  

cor t i cos te ró ides ,  d iabe tes ,  neop las ias ,  menores  de  18  anos,  

ges tan tes  e  HIV /AIDS.  
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3.3  Obtenção das  amostras b io lóg icas 

 

     Duran te  a  consu l ta  regu la r  no  ambu la tó r io  de Mo lés t ias  

I n fecc iosas  do  Hosp i t a l  de  C l í n i cas  da  Un ivers idade  Federa l  de  

Uber lând ia  e  acompanhado pe lo  P rograma Nac iona l  de  Cont ro le  

da  Tubercu lose da  Sec reta r ia  Mun ic ipa l  de  Saúde  de  Uber lând ia  

(Un idade  Pr i s iona l ,  UAIs ,  UBSs,  Casas  de  aco lh imento  e  

dom ic í l i os) ,  o  i nd i v íduo  f o i  conv idado  a  par t i c ipar  do  es tudo .  

A quele  que  concordou  em par t i c ipa r  f o i  ao  mesmo tempo   

encaminhado  para  a  co le ta  de m ate r ia l  b io lóg ico:  sangue  

per i f é r ico .    

     Foram  co le tados  8 ,0  m l  de sangue  per i f é r i co  em tubos  

vacu ta iner  TM,  sem an t i coagu lan te ,  para  ob tenção  do soro .  O  

m ate r ia l  co le tado  f o i  conservado  no  ge lo  por  4  horas  e  

encaminhado  para  o  Labora tó r io  de Nanob io tecno log ia  

( INGEB/UFU) .  A  separação  da  amos t ra  f o i  rea l i zada  em cen t r i f uga 

re f r i ge rada  à  4°C  sob  4 .500  rpm e  a rm azenado em f reezer  à  -

20ºC .  

     O  núm ero  to ta l  de  i nd i v íduos  f oram de 61,  ma io res  de  18  

anos ,  no  per í odo  de  ma io  de 2010  a  f evere i r o  de  2012 ,  

d i s t r i bu ídos  da  seguin te  f o rma:  i nd i v í duos  com tubercu lose  a t iva  

com zero  a  30  d ias  de  t ra tamento  = 10,  conta tos  i n t radomic i l i a res ,  

p ro f i ss iona is  de saúde (méd icos  e  enfe rme i ros )  com PPD,  

nega t i vo=18  e  PPD,  pos i t i vo= 15,  e  i nd i v í duos  com  mais  de  30  d ias  

de  t r a tamento=28.  

     Es te  es tudo f o i  ap rovado pe lo  com i tê  de Ét ica  em 

P esqu isa  (CEP)  da  Un ivers idade  Federa l  de  Uber lând ia ,  sob  o  

p rocesso  de  n°123 /10 .  Todas  as  técn icas  de  man ipu lação  de  

am os t ras  b io lóg icas  segu i ram normas  do  Cód igo  de  É t ica  em 

P esqu isa  com Humanos  (Reso lução  CNS N°196 /96)  e  das  normas  

de  b iossegurança  ap l icadas  ao labora tó r io  de  r i sco  n í ve l  2 .  

     Todos  os  i nd i v í duos  par t i c ipantes  após  l i do  o  Term o de  

Consen t imento L iv re  e  Esc la rec ido  (TCLE) ,  o  ass inaram.   
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3.4  S eleção das amostras  b io lógicas  

       

             Os  soros  f o ram descongelados  em tem peratu ra  amb iente  

por  15  m inutos ,  iden t i f i cados  e  a l i co tados  (300  uL)  para  f o rmar  

poo ls  de  so ros ,  d i s t r i bu ídos  em:  Grupo  Tubercu lose  a t iva  (TB+ ) ;  

G rupo  nega t ivo (PPD- ) ;  G rupo  Pos i t ivo (PPD+ ) .  Do  to ta l  das  

am os t ras ,  28  ind i v íduos  perm anec iam  em t ra tam ento  com 

qu im io te ráp icos  precon izados  pe lo  M in i s t é r io  da  S aúde (MS/SVS,  

2011) ,  com mais  de  30  d ias .   

     

3.5  Acoplamento e  pur i f i cação de IgG to tal  em microesferas 
magnét icas  de  pro te ína  G 

 

     Mic roesf e ras  magnét i cas  a t ivadas  com pro te ína G f o ram 

u t i l i zadas para pur i f i cação de  IgG ’s  dos  soros  dos  ind i v í duos .  

     A  pur i f i cação de IgG  a  par t i r  de  poo l  de  soros  de  

ind i v í duos  com tubercu lose  a t iva (TB+ ) ,  PPD pos i t i vo (PPD+) ,PPD 

nega t i vo (PPD- ) ,  fo i  f e i t a  por  m eio  de  m ic roes fe ras  magnét i cas  

(beads  magnét i cos )  con jugadas  a  p ro te ína  G (Dynabeads-

I nv i t rogen )  como p la ta fo rm a.  

     Para  cada  2X10 9  par t í cu las  m agnét icas  (100  uL  do  

es toque) ,  l avadas an ter io rmente  t rês  vezes  com tampão MES(0 ,1  

M pH 5 ,0 )  para  a t i va r  as  m icroesfe ras ,  ad ic ionou-se  100  uL  de  

poo l  de  so ro  de  tubercu lose  a t iva  (TB+) ,  PPD+,  PPD- ,  segu ida  da  

incubação  por  1  hora  sob ag i t ação  a  T .A .  As  m icroesferas  

adsorv idas  com ant i co rpos  f oram,  en tão ,  l avadas  novam ente  t rês  

vezes  com tampão MES  (0 ,1  M pH 5 ,0 )  com a  f i na l idade  de  re t i ra r  

os  ant ico rpos  não l i gantes .  

     Para  rea l i za r  a  l i gação  cova lente  en t re  as  m ic roes fe ras  e  

a  IgG,  o  s is t ema beads  f o i  lavado  duas  vezes  com 1 mL de  t ampão 

t r i e t ano lam ina  (0 ,2  M pH 8 ,2 )  e ,  ressuspend ido  com  1  m L de 

t ampão de  l i gação  cova len te  (20  mM de  d imet i l  p ime l in ida to  X  2  

HC l  em tampão t r ie t ano lam ina)  por  30  m inutos  sob  ag i t ação  a  T.A.  
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A  neu t ra l i zação  da  reação  da  l i gação  cova len te  f o i  f e i t a  pa la  

i ncubação  do  s i s tema beads  com 1 mL de  tam pão Tr i s (50  m M pH 

7 ,5 )  por  15 m inutos  a  T .A .  Em segu ida ,  as  m ic roesfe ras  fo ram  

lavadas  com TBS-T  0 ,1% de  Tween e  b loqueadas  por  1  hora  à  

37°C com so lução  de  b loque io (5% de  BSA em TBS -T 0,05% de  

Tween)  e  ressuspend ido  em 200 uL  de  TBS.  

     Para  ce r t i f i ca r -se  do  acop lamento ,  5  uL  de  beads  

con tendo  I gG  dos  poo l  de  soros ,  f oram incubadas por  1  hora  a  

37°C com  an t i - I gG (VH+VL da S igma)  humana d i lu í do  na  

p roporção  1 :5000  na  so lução  de  b loque io  e  com IgY na  proporção  

1 :5000  para  con t ro le  da  reação .  Após  a  i ncubação ,  os  beads  

f o ram lavados  t r ês  vezes  com TBS-Tween 0 ,1% e  reve lados  com 

subs t ra to  de t e t ram et i l benz ina  (TBM) ,  co r  azu l .  A  reação  f o i  

i n t e r romp ida  com so lução  de  ác ido  su l f ú r ico  2N e  e fe tuada  a  

l e i t u ra  a  450  nm em le i t or  de  m ic rop lacas  (Ti t e r t ek  Mu l t i skan  P lus ,  

F low Labora to r ies ,  USA.  

 

3 . 6  S eleção  de  pept ídeos recombinantes   

 

3 . 6 .1  Biopanning  

 

     Para  a  se leção  de  pep t í deos m imét icos  às  p ro te ínas  

an t igên icas  de  M. tubercu los i s  u t i l i zou-se  de b ib l i o t eca  com erc ia l  

de  pep t í deos  apresen tadas  em bac ter ió f agos  f i l amentosos  M13:  

P h.D. -12  (comp lex idade:  2 ,7  x  10 9  t rans fo rmantes ) ,  com pep t í deos  

f us ionados a  p ro te ína p I I I  (5  cóp ias  por  par t í cu la  de  f ago)  da New 

E ng land  B ioLabs,  Schwa lbach ,  A lem anha.   

     Para  se lec ionar  f agos  l i gan tes  às  I gGs  pur i f i cadas  do  

soro  de  pac ientes  i n f ec tados  com  M. tubercu los is ,  f o i  rea l i zado  

t rês  c i c los  de  se leção ,  sendo  que  para  cada  c i c lo  f o i  f e i to  uma 

incubação  sub t ra t i va  com  IgG  de ind i v í duos  con t ro les  PPD-  e  

PPD+ acop ladas no  bead  p ro te ína  G.  
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     Para  rea l i za r  a  m etodo log ia ,  p ipe tou-se  20u l  de  beads  

acop ladas  com IgG  de  ind i v í duos  con t ro les   e  i ncubou  com 100μL 

da  b ib l i o t eca  comerc ia l  d i l u ída  em 10u l  em 90μL de  TBS-T.  

A g i tou -se  por  30  m inu tos  a  t empera tu ra  amb iente  e  os  

sobrenadan te  dos  f agos  não  l i gan tes  f oram t ransfe r idos  para  os  

t ubos  con tendo  os  20uL  beads  acop lados  com IgG de  pac ien tes  

PPD+,  os  qua is  f o ram,  t ambém,  submet idos  a  ag i tação por  30 

m inutos  a  t empera tura  amb iente  (F igura  1 ) .   

     Em segu ida,  o  sobrenadante  de f agos  não  l i gan tes  f o ram 

t ransfe r idos  para um novo  t ubo  para  se rem incubados  com  20uL  

de  beads  acop lados  com  IgG de  pac ien tes  com tubercu lose  por  30 

m inutos  sob  ag i tação .  O  sobrenadan te  f o i  r emov ido ,  e  os  f agos  

inespec í f i cos  fo ram lavados  dez vezes  com TBS -T (0 ,1% Tween-

20)  nos  do is  p r im e i ros  c i c los  de se leção  e  no  te rce i ro  c i c lo  

subsequente  com TBS -T  (0 ,5% Tween-20)  para  aum enta r  a  

es t r i ngênc ia .  Em todos  os  c ic los  fo ram fe i t as  e lu i ções  ác ida com 

500u l  de G l ic ina 0 ,05M,   pH= 2,8  (F igura  1 ) .   
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F i g u r a  1 .   E s t r a t é g i a  d o  p r i m e i r o  c i c l o  d o  B i o p a n n i n g  p a r a  s e l e ç ã o  d e  

m i m e t o p o s  d o  M . t u b e r c u l o s i s .  

 

 

 

     Os  f agos  recuperados  f o ram  ampl i f i cados  em Escher ic ia  

co l i  ER2738.  A  se leção  f o i  r epet ida  usando  sempre  o  e lua to  

an te r io r  ao  c ic lo  de  se leção  em ques tão  como represen tan tes  da  

b ib l i o teca  comerc ia l  de  f agos .  Após  o  t e rce i ro  c i c lo  de  se leção,  os  

f agos  f oram esco lh idos  a lea tor iamente  e  ex t ra ído  o  DNA e  

sequenc iado  no  sequenc iador  Mega Bace T M  1000 (Mo lecu lar  

Dynamics /Amersham ).   
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3.6 .2  T i tu lação 

 

     Para  rea l iza r  a  t i t u lação,  em cada  c i c lo  de  se leção  a  

so lução  de  f agos f o i  submet ida  a  d i l u i ções  ser iadas  c rescen tes  

exponenc ia i s  sob log10  em meio  LB.   

     Para  os  e lua tos  de  f ago  de  cada  c i c lo  f o ram u t i l i zadas  

d i l u i ções de  10 - 1  a té  10 - 4 .   Para  os  e lua tos  amp l i f i cados  a  fa i xa de  

d i l u i ção  u t i l i zada  var iou  ent re  10 - 8  a  10 - 1 1 .  Em cada  d i l u ição  

ac rescentou-se  200  uL  da  cu l t ura  de  ER2738 na  f ase  m id - log  

(dens idade  óp t ica  600  nm~0,5 )  e  a  so lução f o i  ag i t ada  

rap idamente  e  incubada  por  5  m inutos  a  t empera tura  amb iente .  As  

cé lu las  bac te r ianas ,  agora  in f ec tadas ,  f o ram t ransf er idas  para  

t ubos  de  cu l t u ra  con tendo  3  mL de  Á gar -Top a  45°C e  espa lhadas  

sobre  uma p laca de  Pe t r i  con tendo m e io  LB  só l i do ,  com IPTG/Xga l  

e  te t rac i c l ina .   

     As  p lacas  fo ram  incubadas  a  37°C,  durante  16 horas  e  

após  es te  per í odo ,  f o i  f e i ta  a  contagem  das  co lôn ias  azu is  para  

ob te r  o  t í t u lo  dos fagos.   

 

3.6 .3  Ampl i f icação  dos C lones 

 

     Após  a  se leção ,  a  amp l i f i cação dos  f agos  f o i  rea l i zada  

pe la  i nocu lação  de  um me io  Lur ia -B er tan i  (LB-Tr ip tona  10g /L ,  

ex t ra to  de  levedura  5g/L ,  NaCl  10g /L ) ,  contendo t e t rac i c l i na ,  com 

um a co lôn ia  i so lada  de  Escher ic ia  co l i  da  l i nhagem ER2738.  O  

m e io  f o i  i nocu lado  sob  ag i t ação  a  37°C a té  a  f ase  ea r l y - log  (OD 

600~  0 ,3 ) .  A o  a t ing i r  es ta  f ase,  a  cu l t u ra  bacte r iana  f o i  i nocu lada 

com 500  uL  dos  e lua tos  dos  f agos  e  i ncubados  a  37°C por  4 -5  

horas  sob  fo r te  ag i tação.  

     Em segu ida,  a  cu l t u ra  fo i  cent r i f ugada  a  4°C  a  10 .000  

rpm por  10  m inutos  e  o  sobrenadan te  f o i  t rans fer ido para  um tubo 

es té r i l  contendo  uma so lução  de  PEG/NaCl  (20% de 

P o l i e t i l enog l ico l  8000  e  2 ,5  M NaCl -  so lução  es té r i l )  na 
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quant idade  1 /6  do  vo lume do  sobrenadan te .  A  so lução  f o i  

i ncubada  por  12 a  16  hs  a  4°C para  p rec ip i t ação  do  f ago  e  

pos te r io rm ente,  cen t r i f ugada  a  10 .000  rpm  por  15 m inutos  4°C 

para descar t a r  o  sobrenadan te .  O  p rec ip i tado  f o i ,  en tão,  

suspend ido  em 1  mL de  TBS e  p rec ip i t ado  com  1/6  do  vo lume de  

PEG/NaCl ,  po r  1  hora  no  ge lo .  Cen t r i f ugou-se  a  14.000  rpm por  10  

m inutos  a  4°C  o sobrenadan te  f o i  descar tado .  O  p rec ip i tado  f o i  

r essuspend ido  em 200  uL  de  TBS a 0 ,02% ,  ob tendo-se en tão  o  

e lua to  amp l i f i cado .   

 

 3 .6 .4  Extração de  DN A dos Clones 

        

             As  co lôn ias  o r iundas  das  p lacas  do  3°  c i c lo  do  

b iopann ing ,  f o ram i so ladas e  t r ans fe r idas  para  poços  de  p lacas de  

cu l tu ra  ( t i po  deepwe l l ) ,  contendo  1,2  m l  de cu l tu ra  de ER2738 em 

fase  ear l y -  l og  (OD~0,3 )  para  a  ex t ração  do  DNA  dos  f agos .  Aos  

poços  da  p laca  f oram ad ic ionas  as  96  co lôn ias  dos  fagos  das  100  

con tadas  na  d i l u ição  de  10 - 2 .  A  p laca  f o i  então  vedada com um 

ades ivo e  per f urado,  i ncubada  a  37°C,  por  24  horas ,  sob  v igorosa  

ag i t ação  250  rpm.  Para  iso lar  os  f agos  das  bac té r ias ,  as  

p lacas fo ram  cent r i f ugadas  a  3700  rpm,  a  20°C,  duran te  40  

m inutos .  800  uL  do  sobrenadan te f o ram t ransfe r idos  para  out ra  

p laca  e  i ncubados ,  por  10  m inutos ,  com 350  uL  de  PEG/NaCl .  

A pós  o  per íodo  de incubação ,  a  p laca  f o i  cent r i f ugada  a  3700  rpm,  

a  20°C,  durante  40  minu tos  para  p rec ip i t ação  dos  f agos.  Em 

seguida ,  o  sobrenadante  f o i  descar tado  e  100  uL de  t ampão 

iode to (10  mM de  T r i s -HC l  pH 8,0 ,  1  mM de  EDTA  e 4  M de  NaCl )  

f o ram ad ic ionados  aos  f agos  p rec ip i tados.  As  p lacas  f o ram 

ag i t adas  v igorosamente  por  40  segundos  e  250  uL  de  e tano l  

abso lu to  f o i  acrescen tado.  A pós  um a incubação  de  10  m inu tos ,  à  

t empera tu ra  amb ien te ,  as  p lacas  f o ram cent r i f ugadas  (3700  rpm,  

20°C,  por  10  m inu tos )  e  o  sobrenadan te  descar t ado .  O DNA dos  

f agos  f o i  l avado  com 500  uL  de  e tano l  a  70% e  cen t r i fugado  nas  
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m esmas  cond ições .  F ina lmente ,  o  DNA prec ip i tado  remanescen te 

f o i  d i l u ído  em 20  uL  de  água  Mi l l i -Q .  A  quan t idade  do  DNA  de  f i t a  

s imp les  f o i  ve r i f i cada  pe la  reso lução  e le t ro fo ré t i ca  em ge l  de 

agarose  0 ,8% e  corado  com so lução  de  b rom eto  de e t ídeo.  

 

3 . 6 .5  Sequenciamento  

 

     Na  reação  de  sequenc iamento,  f o ram ut i l i zados  500ng  de  

DNA m olde,  5  pm ol  do  p r imer - 96gI I I (5 ’ -OH CCC TCA TAG TTA  

GCG TAA  CG-3 ’ -B io lab)  e  P remix(DYEnamic  ET Dye  Termina to r  

Cyc le  K i t .  –  Amershan  B iosc iences ) .  A  reação  de 35  c i c los  f o i  

r ea l i zada  em um Termoc ic lador  de  P lacas  (Maste rCyc le r -

E ppendor f )  nas  segu in tes  cond ições :Desna tu ração  (a  95°C por  20  

segundos) ;  o  ane lamento  do  p r imer  (  a  50°C por  15  segundos )  e  

ex tensão  (a  60°C por  um m inuto ) .  A  p rec ip i tação  do  DNA  

sequenc iado  f o i  fe i to  com 1  uL  de  Aceta to  de  Amôn io  e  27 ,5  uL  de  

E tano l .  Pos ter io rmente ,  a  p laca  f o i  cent r i f ugada por  45  m inutos ,  a  

3700  rpm e  o  sobrenadan te  descar t ado .  Ad ic ionou-se  150  uL de  

E tano l  70% ao  DNA prec ip i t ado  e  cent r i f ugou-se  por  15  m inutos ,  a  

3700  rpm.  A  so lução  de E tano l  f o i  descar tada ,  a  p laca 

permaneceu inver t i da  sobre  um pape l  toa lha e  nes ta  pos ição  f o i  

pu l sada  a  800  rpm,  durante  um segundo.  A  p laca  fo i  cober t a  por  

pape l  a lumín io  e  permaneceu  em repouso  duran te  15  m inu tos  para 

evapora r  o  e tano l  remanescen te.  Os  p rec ip i t ados  resu l t an tes  

f o ram ressuspend idos  em 10  uL  do t ampão de  d i l u ição  (DYEnamic  

E T Dye  Termina to r  Cyc le  K i t  –  Amersham B iosc iences ) .  A  l e i t u ra  

do  sequenc iam ento  f o i  rea l i zada  no  sequenc iador  au tomát ico 

MegaBase  1000  (Amershan B iosc iences )  no  Labora tó r io  de  

Nanob io tecno log ia  ( INGEB/UFU) .  
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3.7  Anál i ses in  s i l i co  

 

             As  sequênc ias  de DNA ob t idas  após  o  sequenc iamento 

f o ram submet idas  à  aná l i se  i n  s i l i co  d i sponí ve is  on- l i ne .  As  

sequênc ias  dos  pept í deos  fo ram t raduz idas  u t i l i zando o  p rograma 

E xPAsy (h t t p : / /web .expasy.o rg / t rans la te ) .  O  a l i nhamento  dos  

pep t ídeos  se lec ionados  f o i  ge rado  u t i l i zando  o  p rograma CLUSTAL 

W 2 (h t t p : / /www.eb i .ac .uK /Too ls / c lus ta lw2 / index.h tm l / ) .  P ara 

ca rac te r i zação  dos  pep t í deos  ma is  rea t ivos  no EL ISA,  suas  

sequênc ias  fo ram comparadas  a  sequênc ias  conhec idas  do  banco 

de  dados  SwissProt  u t i l i zando  a f e r ramenta on- l i ne de  

a l i nhamento BLAST (Bas ic  Loca l  A l i gnment  Search  Tool )  

( h t t p : / /b las t . ncb i .n lm.n ih .gov/ ) ,  com  o  a lgor i tmo b las tp ,  l im i t ando  a  

p rocura  a  sequênc ias  do  complexo M. tubercu los is .  Para  aná l i ses  

de  s im i la r i dade  e  a l inhamento  t r id imens iona l  com pro te ínas  do 

M. tubercu los i s  f o i  ap l i cado  o  p rograma P ep i t ope  Server  

( h t t p : / /pep i t ope. t au.ac . i l / )  (MAYROSE et  a l . ,  2007)  

 

3.8  S creen ing  dos c lones com poo l  de soros  

 

             Para  ana l i sa r  a  rea t i v idade  dos  c lones às  I gGs  dos  

ind i v í duos  com  TB+(at i va) ,  PPD+,  PPD-,   fo i  rea l izado  o  ensa io  

E L ISA  em m ic rop laca  (NUNC MAXISORP)  car regada,  sens ib i l i zada  

com 40  ug /poço  de  an t i corpo  monoc lona l  an t i -M13(GE  Hea l thcare )  

sem marcação,  d i l u í do  em tampão carbona to  50  mM pH 9 ,6  por  16  

horas  a  4°C,  b loqueada  com tampão (PBS 1X +  5% de  B SA)  por  1  

hora a  37°C.  A  p laca  f o i  l avada  t rês  vezes  com PBS-T  a  0 ,05% e  

incubada  com 100  uL /poço  de  cu l tu ra  dos  f agos  se lec ionados  e  

m a is  uma cu l t ura  de  f ago  se lvagem como cont ro le ,  po r  1  hora  a  

37°C.  A  p laca  f o i  l avada  com PBS-T  0,05% por  c inco  vezes e  os  

c lones  mimét i cos  as  p ro te ínas  do M. tubercu los i s ,  f o i  i ncubada por  

1  hora  a  37°C com o  respec t i vo  poo l  de  so ro  na  concen t ração  de  

1 :500 ,  d i l u í dos  em tampão de  b loque io .  Lavada  se is  vezes  e  
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i ncubada  com ant i - I gG humana con jugada  com Perox idase (S igma)  

d i l u í do 1 :5000  em  PBS-T  0 ,05% +  5% de  BSA duran te  1  hora a  

37°C.  Lavada se is  vezes  com PB S-T  0 ,05%.  A  l i gação 

an t ígeno /ant ico rpo  f o i  de tec tada pe la  ad ição  de  tampão o r t o-

f en i l enod iam ina  (OPD)  a  1mg/mL ac resc ida  de  3% de  água  

ox igenada .  A  reação  f o i  in t e r rom pida  com so lução  de ác ido 

su l f ú r i co  2N.  A  reat iv idade  f o i  ob t i da  em le i to ra  de  p lacas  

(T i t e r tek  Mu l t i skan  P lus ,  F low Laborato r ies ,  USA )  com 

absorbânc ia  de  492  nm.  Todas as  amos t ras  f o ram tes tadas  em 

dup l i ca ta .  

 

3 . 9  E LIS A dos clones D8,  F10,  G12 com pool  de soros  

 

             Com os  c lones  D8,  F10,  G12 e  um c lone  i r re levan te  de 

câncer  de  p rós ta ta  como cont ro le  (SPLFPW L),  f o i  rea l i zado  um 

E LISA  com  100  uL  de  poo l  de  so ros  de  ind i v í duos  com tubercu lose 

(TB+) ,  i nd iv í duos  com  prova  tubercu l í n ica  pos i t i va  (PPD+ )  e  p rova 

t ubercu l í n ica  nega t iva  (PPD- ) .    

             Sens ib i l i zou-se uma p laca  de m ic ro t i tu lação  (NUNC 

MAXISORP) com 10¹° (Pfu )  dos  c lones  por  poço.  A  sens ib i l i zação  

se  deu  com 50  uL de   tampão carbona to  50  mM pH= 9,6,  por  16  

horas  a  4°C.  No  d ia  segu in te  a  p laca  f o i  b loqueada  com 300  uL  de 

t ampão (PBS 1X +  5% de  BSA )  por  1  hora  a  37°C.  Em segu ida ,  

l avou-se  t rês  vezes  a  p laca  com PBS-T  a  0 ,05% e  incubada com 

100  uL  poo l  de  soros  por  1  hora a  37°C.  A  p laca  fo i  l avada com 

PBS-T  0,05% por  c inco vezes  e  a  p laca  f o i  i ncubada  por  1  hora  a  

37°C com ant i - I gG humana con jugada  com Perox idase (S igma)  

d i l u í do 1 :5000  em  PBS-T  0 ,05% +  5% de  BSA duran te  1  hora a  

37°C.  Lavada  a  p laca  se is  vezes com PBS-T  0,05%,  a  l i gação 

an t ígeno /ant ico rpo  f o i  de tec tada pe la  ad ição  de  tampão o r t o-

f en i l enod iam ina  (OPD)  a  1mg/mL ac resc ida  de  3% de  água  

ox igenada .  A  reação  f o i  i n te r romp ida  pe la  so lução  de ác ido  

su l f ú r i co  2N.  A  rea t i v idade  f o i  obt i da  em  le i t o ra  de  p lacas  com 
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absorbânc ia  de  492  nm.  Todas as  amos t ras  f o ram tes tadas  em 

dup l i ca ta .  

     

3.10  E LIS A do  clone F10  com soros  ind ividuais :  TB a t i va  (TB+ ) ,  
PPD posi t i vo (PPD+) ,  PPD negat ivo  (PP D-)  

 

             Uma p laca  car regada  f o i  sens ib i l i zada  com  fagos  10¹ °  

por  poço  com 50  uL  de   tampão carbona to  50  mM pH= 9,6,  por  16  

horas  a  4°C .  Em seguida  a  p laca  f o i  b loqueada  com 300  uL de 

t ampão (P BS 1X +  5% de  BSA)  por  1  hora  a  37°C .  Lavou-se  t r ês  

vezes  com  PBS -T a  0 ,05% e  incubada  com  100  uL  de  soros  

i nd i v idua is  de  TB+,  PP D+,  PPD-  .  A  p laca  fo i  lavada com PBS-T  

0 ,05% por  c inco  vezes  e  i ncubada  por  1  hora  a  37°C com  an t i - IgG 

humana con jugada  com Perox idase  (S igma)  d i lu í do  1 :5000  em 

PBS-T  0,05% +  5% de  BSA duran te  1  hora  a  37°C.   Após  as  se is  

l avagens  com PBS -T 0 ,05%,  a  l i gação ant í geno/an t ico rpo  f o i  

de tec tada  pe la  ad ição  de  t ampão or to - f en i l enod iam ina  (OPD)  a  

1m g/mL ac resc ida  de  3% de  água  ox igenada .  A  reação  f o i  

i n t e r romp ida  pe la  so lução de  ác ido su l f úr ico  2N.  A  rea t i v idade  f o i  

ob t i da  em le i t o ra  de  p lacas  com absorbânc ia  de  492  nm.  Todas  as  

am os t ras  f o ram tes tadas em dup l ica ta .  

 

3.11  E LIS A do  clone F10  com soros  de ind ivíduos em 
t ra tamento   

 

             Uma p laca  car regada  f o i  sens ib i l i zada  com  fagos  10¹ °  

por  poço  com 50  uL  de   tampão carbona to  50  mM pH= 9,6,  por  16  

horas  a  4°C .  Em seguida  a  p laca  f o i  b loqueada  com 300  uL de 

t ampão (P BS 1X +  5% de  B SA)  por  1  hora  a  37°C .  Lavou-se  t r ês  

vezes  com PBS-T a  0 ,05% e  incubada com 100  uL  de  soros  dos  

ind i v í duos  em t ra tamento.  A  p laca  f o i  l avada  com PBS-T 0,05% 

por  c inco  vezes  e  i ncubada  por  1  hora  a  37°C com an t i - IgG 

humana con jugada  com Perox idase  (S igma)  d i lu í do  1 :5000  em 
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PBS-T  0,05% +  5% de  BSA duran te  1  hora  a  37°C.   Após  as  se is  

l avagens  com PBS -T 0 ,05%,  a  l i gação ant í geno/an t ico rpo  f o i  

de tec tada  pe la  ad ição  de  t ampão or to - f en i l enod iam ina  (OPD)  a  

1m g/mL ac resc ida  de  3% de  água  ox igenada .  A  reação  f o i  

i n t e r romp ida  pe la  so lução de  ác ido su l f úr ico  2N.  A  rea t i v idade  f o i  

ob t i da  em le i t o ra  de  p lacas  com absorbânc ia  de  492  nm.  Todas  as  

am os t ras  f o ram tes tadas em dup l ica ta .  

        

3.12  E xtração  da pro teína do  Mycobacter ium tubercu losis   

 

     O  ex t ra to  t o ta l  p ro te i co  do  pa tógeno  f o i  ob t i do  de  co lôn ia  

do  M.  t ubercu los i s  em cu l tu ra  de me io  Löwens te in  -  Jensen e  

f o ram submet idas  a  uma cen t r i fugação  de  8 .000  x  g  por  15  

m inutos  a  4°C,  após  lavadas  por  3  vezes  com 1 ,0  m l  de  t ampão 

con tendo  10 m M Tr is  (pH 8 .8 ) ;  3  mM NaCl ;  5 ,0  mM EDTA  ma is  1  

m M de  f l uo re to  de  a l f a- f en i lmet i l  su l f on i l a  (PMSF)  +  I sopropano l  e  

cen t r i f ugado  por  2  m in  à  3 .000  x  g .  O  prec ip i tado  f o rm ado f o i  

l i sado  com 200  uL  da  so lução :  10  mM T r is  ( ph  8 .8 ) ;  0 , 5  % p/v  

dodec i l  su l f a to  de  sód io  (SDS);  5 ,0  mM e t i l eno d iam ino  t e t ra  

ace ta to  (EDTA);  1 ,0mM PMSF.  Ao l i sado  f o i  acrescen tado  100 ,0  

m M Di th io th re i to l ,  β -mercaptanoe thano l  (DTT) .  As  am os t ras  fo ram 

fe rv idas  à  100  °C   por  3  m inutos  e  es tocadas  à  –  80°C.  A  

quan t i f i cação  das  p ro te ínas  fo i  rea l izada pe lo  m anua l  do 

f abr i cante  de  BRADFORD.  Todo  o  p rocesso  f o i  rea l izado  segu indo  

as  normas  de b iossegurança do  labora tó r io  de n í ve l  2 .  

 

3 . 13  E LIS A com ext rato pro teico do M.tuberculosis ,  soros  
individuais TB+ ,PPD+,PPD- ,  e  ind iv íduos em tra tamento 

        

             Uma p laca  car regada  f o i  sens ib i l i zada  com 2 .6  ug /ml  de 

ex t ra to  p ro te i co por  do M. tubercu los is  d i lu ídos  em tampão 

carbona to  50  mM pH= 9,6 ,  por  16  horas  a  4°C.  Em segu ida  a  p laca  

f o i  b loqueada  com 300 uL  de  t ampão (P BS 1X  +  5% de BSA )  por  1  
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hora a  37°C  e ,  pos te r iormente,   l avou-se   t rês  vezes  com PBS-T a 

0 ,05% e  incubou-a  com soros  dos  ind i v íduos  TB+,P PD+,PP D-  e   

em  t ra tamento  na  p roporção  de  1 :100 .  A  p laca  fo i ,  novamente ,  

l avada  com PBS-T  0 ,05% por  c inco vezes  e  i ncubada  por  1  hora  a  

37°C com ant i - I gG humana con jugada  com Perox idase (S igma)  

d i l u í do 1 :5000  em  PBS-T  0 ,05% +  5% de  BSA duran te  1  hora a  

37°C.   Após  as  se is  l avagens com PBS-T 0,05%,  a  l i gação  

an t ígeno /ant ico rpo  f o i  de tec tada pe la  ad ição  de  tampão o r t o-

f en i l enod iam ina  (OPD)  a  1mg/mL ac resc ida  de  3% de  água  

ox igenada .  A  reação  f o i  i n te r romp ida  pe la  so lução  de ác ido  

su l f ú r i co  2N.  A  rea t i v idade  f o i  obt ida  em  le i t o ra  de  p lacas  com 

absorbânc ia  de  492  nm.  Todas as  amos t ras  f o ram tes tadas  em 

dup l i ca ta .  

 

3 . 14  E LIS A compet i t ivo  do clone F10  com soros  de  indiv íduos 
em tra tamento e  ext ra to pro teico do M.tuberculosis  

 

     A  p laca  (NUNC MAXISORP )  f o i  sens ib i l i zada  com 50  uL  

de   f ago  na  d i lu ição  10¹ °  com tampão carbonato  50 mM pH= 9,6 ,  

por  16  horas  ove rn igh t  a  4°C .  B loqueada com 300 uL  de  t ampão 

(PBS 1X  +  5% de BSA)  por  1  hora  a  37°C.  Os  soros  de  pac ien tes  

em  t ra tamento  com qu im io te ráp ico  (30 ,  60 ,  90,  120  e  180  d ias )  

f o ram d i lu í dos  em  1 :100  em PBS-T  (0 ,005%)  -BSA 5% e  p ré -  

i ncubados  com  1 ,0  ug /m L,  7 ,5  ug /mL,  15 ,0  ug/m L de ex t ra to  

p ro te i co  do  M. tubercu los is .  A s  p lacas  f o ram lavadas  t rês  vezes  

com PBS-T  a  0 ,05% e  incubada  com a  so lução  que  con t inha  os  

so ros  i nd i v idua is  ma is  o  ex t ra to  p ro te i co  das  d i f e ren tes  

concen t rações  por  1  hora  a  37°C nas .  A  p laca f o i  lavada  com 

PBS-T  0 ,05% por  c inco  vezes ,  e  incubadas  com  an t i - I gG  humana 

con jugada  com perox idase  (S igm a)  d i l u ído  1 :5000  em  PB S-T  

0 ,05% +  5% de BSA  duran te  1  hora  a  37°C.  Lavou-se  novamente  a  

p laca  e  a  l i gação  an t ígeno /ant i co rpo  f o i  de tec tada  pe la  ad ição  de  

t ampão o r t o - f en i lenod iam ina  (OPD)  a  1mg/mL ac resc ida  de  3% de 
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água ox igenada .  A  reação  f o i  i n t er romp ida  pe la  so lução  de  ác ido  

su l f ú r i co  2N.  A  rea t i v idade  f o i  obt i da  em  le i t o ra  de  p lacas  com 

absorbânc ia  de  492  nm.  Todas as  amos t ras  f o ram tes tadas  em 

dup l i ca tas .  

 

3 . 15  Anál i ses  esta t ís t i cas  

 

     Os  dados  ob t idos  nes te  es tudo  f o ram ana l isados  pe lo  

ap l i ca t i vo  GraphPadPr i sma  ve rsão  5 .0 .  P ara  os  dados  que  

apresen ta ram d ispersão  Gauss iana  f oram u t i l i zados  t es tes  e  

aná l i se  de  var iânc ia  (ANOVA) com repet i ção (am os t ra  em 

dup l i ca tas ) .  P ara os  í nd ices  de  s ign i f i cânc ia  f o i  cons iderado  o  

va lor  de p< 0,05.  O  tes te  de  K ruska l -W al l i s  f o i  u t i l i zado  para 

comparar  os  d i f e ren tes  g rupos .  

 

 

4  RESULTADOS 

 

 4 .1  Acoplamento  das  IgG’s  nas  microesferas  de prote ína  G 

 

             A  p r ime i ra  e tapa  do  es tudo  cons is t i u  no  acop lamento  das  

I gG ’s  por  me io  de m icroesf eras  m agnét i cas  (beads  m agnét i cos )  de 

p ro te ína  G  para  quan t i f i ca r  e  ve r i f i car  a  e f i c iênc ia  do i so lamento 

dos  an t ico rpos  de  poo l  de  soros  dos  pac ientes  com tubercu lose  

a t i va  (TB+ ) ,  prova  de  tubercu l í n i ca  pos i t i va  (PPD+) ,  e  nega t iva  

(PPD- ) .  No  ensa io  beads -ELISA demonst rou  um acop lamento 

s ign i f i ca t ivo  com parado  ao  cont ro le  (F igura 2 ) .   
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F i g u r a  2 .  E n s a i o  d e  b e a d s - E L I S A  p a r a  v e r i f i c a ç ã o  d a  e f i c i ê n c i a  d o  
a c o p l a m e n t o  d e  I g G ’s  n a s  m i c r o e s f e r a s  m a g n é t i c a s  .  O  e i x o  Y  r e p r e s e n t a  a  
l e i t u r a  m é d i a  d a  a bs o r b â n c i a  a  4 9 2  n m ,  o  e i x o  X  r e p r e s e n t a  o s  d i f e r en t e s  
g r u p o s  m a i s  o  c on t r o l e  q u e  f o i  i n c ub a d o  c o m  u m  a n t i c o r p o  I g Y .  A  d i f e r e n ç a  
e n t r e  o s  g r u p o s  e  o  c o n t r o l e  f o i  e v i d e nc i a d a  p e l o  t e s t e  e s t a t í s t i c o  A N O V A  
( * p < 0 , 0 5 )  

 

 

 

4 . 2  S eleção de  pept ídeos mimét icos  

 

4 .2 .1  Biopanning  -  Seleção de pept ídeos 

 

             Para  se leção  dos  pep t ídeos  l i gan tes  aos  an t ico rpos  

po l i c lona is  de  I gG’s  dos  soros  de  ind i v íduos  com tubercu lose  a t iva  

(TB+) ,  a  espec i f i c i dade  dos  pep t ídeos  f o i  assegurada  por  do is  

p rocessos  de  sub t ração  nega t iva  cont ra  a  IgG  de  ind i v íduos  com 

prova  tubercu l í n ica  pos i t i va  (PPD+ ) ,  e  nega t i va  (PP D-) .  A  e lu i ção 

ác ida  a t ravés  da  g l i c ina ,  poss ib i l i t ou  a  se leção  espec i f i ca  dos  

f agos  l i gan tes  a  IgG ’s  de  ind i v íduos  com tubercu lose  a t i va .  A  

quan t idade  de  f agos  se lec ionados pe los  t rês  c i c los  de  se leção  f o i  

es t imada pe la  t i t u lação  dos  e lua tos  ampl i f i cados  e  não 

am pl i f i cados  do  te rce i ro  c i c lo .  Os  t í t u los  de  ent rada dos  f agos  no 

B iopann ing  f o ram sem pre  ma io res  que  os  t í tu los  de  sa ída  (Tabe la  
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1) ,  po i s  os  f agos  com ma io r  a f i n idade  aos  an t i corpos  con t ra  a  

t ubercu lose  a t i va  perm anecem l igados  às  I gG ’s  por  i n te ração  

pep t ídeo /ant ico rpo  e  o  res tan te  dos  f agos   com ba ixa  ou  sem 

af in idade  fo ram remov idos duran te  as  l avagens.  

 

T a b e l a  1 :  T í t u l o s  ( e m  p f c :  u n i d a d e s  f o r m a d o r a s  d e  c o l ô n i a s )  o b t i d o s  n o s  

t r ê s  c i c l o s  d e  s e l e ç ã o .  

 

C ic los 
Número de par t ícu las de fagos 

                            E nt rada Sa ída 

Pr imei ro  B ib l i o teca o r ig ina l    1  x  10 1 1  4 ,2  x  10 7  

Segundo Poo l  de  fagos         1  x  10 1 1   1 ,5  x  10 1 0  

Terce i ro  Poo l  de  fagos         1  x  10 1 1   1 , 0  x  10 5  

          

4 . 2 .2  Ext ração do DN A dos clones se lecionados 

 
 
             Após  o  c resc imento das  co lôn ias ,  f oram esco lh idas  96  

para ex t ração  do DNA  e  pos ter io r  sequenc iamento .  Para ana l i se  

da  qua l i dade  do  DNA fo i  rea l i zada  uma e le t ro f orese  em ge l  de 

agarose  0 ,8% e  corado  com brometo  de  e t í deo (F igura  3 ) .  Es te  

p roced imento  demonst rou  que  a  ex t ração  do  DNA fo i  e f i c ien te,  e  

com quan t idade suf i c iente  para  rea l i zação  da  reação  de  

sequenc iam ento.  Segundo p ro toco lo  u t i l i zado  no  labora tó r io  de  

Nanob io tecno log ia .  

   
 

 
 
F i g u r a  3 .  G e l  d e  a g a r o s e  0 , 8 %  c o r a d o  c o m  b r o m e t o  d e  e t í d e o  c o n t e n d o :  M ;  
D N A  d o  f a g o  M 1 3  pa d r ã o  40 0 n g ( G E )  e  ( 1 - 1 0 )  a m o s t r a s  d o  D N A  d o s  c l o n e s  
s e l e c i o n a d o s  n o  B i op a n n i n g .  
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4.2 .3 .  Sequenciamento do DNA e  aná l i se  i n  s i l i co  

   
             
 
             Foram se lec ionados  96 c lones  e  sequenc iados .  P or  
aná l i se  i n  s i l i co ,  45/96  (46 ,87%)  dos  c lones apresen ta ram 
sequênc ias  de nuc leot í deos  vá l i das .  Des tas  17/45 (37 ,77%)  são 
d i f e ren tes  en t re  s i  e  28 /45  (62 ,22%)  são  semelhantes .  A  Tabe la  2  
demons t ra  a  sequênc ia  de am inoác idos  e  a  f r equênc ia  dos c lones .    
 

 

T a b e l a  2 .  S e q u ê n c i as  v á l i d a s  d o s  a m i n o á c i d o s  d o s  p e p t í d e os  s e q u e n c i a d o s ,  
f r e q u ê n c i a s  a b s o l u t a  e  o b s e r v a d a .  

 

 

Sequências Vá l idas  
Frequência  

Absolu ta  
F requência  
Observada 

N  V  D  A  T  N  K  P  M  L  P  S  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

G  I  H  V  P  W  M  P  P  V  A  F  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

S  P  Q  A  I  W  K  L  P  N  K  T  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

N  S  N  N  A  T  L  Y  P  V  R  P  6    6 / 4 5  ( 1 3 , 3 %)  

N  V  I  S  L  R  Q  A  V  H  H  L  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

N  D  D  Q  A  K  S  D  K  M  A  L  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

K  A  H  T  P  V  T  F  G  L  T  H  2  2 / 4 5  ( 4 , 4 % )  

Y  N  Q  E  L  H  I  P  R  T  H  K  3  3 / 4 5  ( 6 , 6 % )  

E  H  M  A  L  T  Y  P  F  R  P  P  2  2 / 4 5  ( 4 , 4 % )  

H  T  L  Q  I  P  Q  H  A  T  S  F  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

V  S  S  S  A  V  V  R  F  S  L  I  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

E  A  H  V  M  H  K  V  A  P  R  P  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

Q  P  P  A  Q  T  T  R  Y  P  I  D  3  3 / 4 5  ( 6 , 6 % )  

A  I  S  S  L  S  S  Y  N  T  S  I  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

Q  S  S  H  G  L  H  V  A  G  K  S  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

S  V  S  V  G  M  K  P  S  P  R  P  4  4 / 4 5  ( 8 , 8 % )  

D  D  Y  Y  M  D  K  P  H  R  W  P  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

N  P  L  E  R  L  L  D  R  P  P  F  2  2 / 4 5  ( 4 , 4 % )  

K  H  S  Y  Q  T  S  W  H  L  N  N  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

V  Y  K  T  P  N  S  T  A  N  R  W  4  4 / 4 5  ( 8 , 8 % )  

L  L  A  D  T  T  H  H  R  P  W  T  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

G  Q  P  L  I  A  H  S  T  K  L  L  2  2 / 4 5  ( 4 , 4 % )  

H  N  L  V  P  S  H  Y  T  M  V  K  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

S  P  P  P  Q  S  T  I  Q  P  H  R  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

T  F  R  D  D  Y  T  M  Q  K  P  G  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

N  P  L  E  R  L  L  D  R  P  P  F  1  1 / 4 5  ( 2 , 2 % )  

T o t a l  4 5    
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             Os pep t ídeos  se lec ionados  por  Phage d i sp lay  f o ram 

submet idos  à  aná l i ses  de  s im i la r idade  com  p ro te ína  MPT 64 ,  

im por tante  const i tu in te  de  m embrana  do  complexo  M.tubercu los i s .   

O  p rograma P ep i tope  Server  (h t tp: / / pep i t ope. t au.ac . i l / q index.h tml )  

f o i  u t i l i zado  para  o  a l i nhamento em 3D dos  pep t ídeos  com as  

p ro te ínas ,  ev idenc iando  suas  reg iões  de  s im i la r i dades .  Dent re  as  

sequênc ias  vá l idas ,  a  que  represen ta  o  c lone  F10  

(VYKTPNSTANRW ) é  s im i la r  à  p ro te ína  de  membrana  a  MP T 64 do  

M. tubercu los i s .  Como pode  ser  v is ta  na (F igura  4a ,  4b) ,  as  

es fe ras  ve rm e lhas  ind i cam a  reg ião  de  s im i la r i dade na  p ro te ína ,  

m os t rando um potenc ia l  a l vo a  se r  es tudado .  

 
 

 

 
 
 

 

 

F i g u r a  4  ( a - b ) .  S i m i l a r i d a d e  e n t r e  o s  p e p t í d e o s  s e l e c i o n a d os  n o  B i o p a n n i n g  

e  a  p r o t e í n a  M P T  6 4  d o  c o m p l e x o  M . t u b e r c u l o s i s  u t i l i z a n d o  o  p r o g r a m a  

P e p i t o p e  S e r v e r .  A  F i g u r a  a  d e m o n s t r a  a  e s t r u t u r a  e m  3 D  d a  M P T  6 4 .  A  

F i g u r a  b  m o s t r a  e m  3 D  a  r e g iã o  d a  p r o t e í n a  q u e  a p r e s e n t a  s i m i l a r i d a d e  c o m  

o s  p e p t í d e o s  s e l e c i o n a d o s  ( e m  v e r m e l h o )  ( M A Y R O S E  e t  a l . , 20 0 6 ) .  

 
 
 



49 
 
 

 
 

4.3  V al idação  por  Phage-E LIS A dos mimetopos selec ionados 
no Biopanning 

             Os  c lones  e lu idos  do  te rce i ro  c i c lo  do  B iopann ing  f o ram 

submet idos  ao  tes te  ELISA com poo l  de  soro dos  ind i v íduos com 

tubercu lose  (TB+) ,  p rova  t ubercu l í n i ca  pos i t i va  (PPD+ ) ,  e  nega t iva  

(PPD- ) ,  com in tu i to  de ana l i sa r  a  rea t iv idade do  a l vo .  O  c lone 

se lvagem f o i  u t i l i zado  com o con t ro le  nega t ivo  de reação .  

             A  (F igura  5 )  apresen ta  um pa ine l  de  p ré -va l idação  dos  

c lones  obt idos  mos t rando  a rea t iv idade  dos  an t ico rpos  p resentes  

nos  soros  dos  ind i v í duos  con t ra  c lones  se lec ionados .  Os  c lones  

que  ob t i ve ram uma absorbânc ia  méd ia  super io r  ao con t ro le  (c lone  

se lvagem)  f o ram se lec ionados  como prováve is  m imetopos  

re lac ionados às  pro te ínas  expressas  em ind iv íduos  doen tes .  

                                               

 

 
 
F i g u r a  5 :  G r á f i c o  r ep r e s e n t a t i v o  d a s  l e i t u r a s  d a s  a b s o r b ân c i a s  a  4 9 2  n m  d o  
E L I S A  a p r e s e n t a n d o  a  r e a t i v i d a d e  do s  2 6  c l o n e s  s e l e c i o n a d o s  p e lo  
b i o p a n n i n g  r e c o n h e c i d o s  p o r  I g G ’ s  d e  p o o l  d e  s o r o s  d e   i n d i v í d u o s  c o m  
t u b e r c u l o s e  a t i v a  ( T B + ) ,  p r o v a  d e  t u b e r c u l í n i c a  p o s i t i v a ( P P D+ )  e  p r o v a  
t u b e r c u l í n i c a  ( P P D- )  c o n s i d e r a d o s  i n d i v í d u o s  s a u d á v e i s .  P a r a  c o m p a r a ç ã o ,  
o  c l o n e  s e l v a g e m  ( S e l )  f o i  s u b m e t i d o  à s  m e s m a s  c o n d i ç õ e s .  O s  c l o n e s  D8 ,  
E 8 ,  E 9 ,  F 9 ,  F 1 0 , G 2 ,  G 4 ,  G 1 2 ,  H 7 e  H 8  a p r e s e n t a r a m  m a i o r  a f i n i d a d e  q u a n do  
c o m p a r a do s  a o  s e l va g e m .  F o i  e s c o l h i d o  u m  c u t - o f f  d e  0 , 1 8 0  c o m p a r a n d o  a s  
m é d i a s  d e  T B +  e  s e l v a g e m .  
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             Para  ava l i a r  o  compor tamento  dos  c lones ma is  rea t i vos  

rea l i zou-se  o  Phage-ELISA .  Neste  exper imento  tes tou  os  c lones  

D8,  F10,  G12 e  c lone  i r re levan te  com poo l  de  soros  dos  ind i v í duos  

com tubercu lose  (TB+) ,  i nd i v í duos  com prova t ubercu l í n ica 

pos i t i va  (PPD+ )  e  i nd i v í duos  cons iderados  saudáve is  aque les  

cons iderados  p rova  t ubercu l ín ica nega t i va  (PP D- )  (F igura  6 ) .   
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F i g u r a  6 .  O  g r á f i c o  d e  b a r r a s  r e p r e s en t a  a  m é d i a  e  o  de s v i o  p a d r ã o  d a  
r e a t i v i d a d e  d o s  c l o n e s  D 8 ,  F 1 0 ,  G 1 2 ,  n a  c o n c e n t r a ç ã o  d e  1 0 ¹ ° c o m  p o o l  d e  
s o r o s  e m  r e l a ç ã o  a o  c l o n e  i r r e l e v a n t e  ( I r r )  p a r a  o  P P D+ .  O  c u t - o f f  e s c o l h i do  
f o i  d e  0 , 1 7 0  a c i m a  d o  c l o n e  i r r e l e v a n t e .  O  c l o ne  F 1 0  a p r e s e n t o u  um a  
r e a t i v i d a d e  s i g n i f i c a n t e  ( p < 0 . 0 5 )  q u a n d o  c o m p a r a d o  c o m  o s  o u t r o s  c l o n e s .  
 

 
               

             Para  ava l i a r  a  rea t iv idade  soro lóg ica  dos  pac ien tes  com 

tubercu lose  (TB+) ,  p rova  t ubercu l ín i ca  pos i t i va  (PPD+) ,  nega t iva  

(PPD- )  e  os  i nd i v í duos  em t ra tamento  (0  a  30 ,  31  a  60 ,  61  a  120 ,  

121  a  183  d ias )  fo i  r ea l i zado  um  Phage-ELISA  con t ra  o  c lone  F10  

em soros  i nd iv idua is .  O  grá f i co  de  razão  ( c lone F10  /  f ago  

i r re levante )  m os t ra  que  o  c lone  F10  apresen ta uma rea t iv idade 
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s ign i f i ca t iva  em pac ien tes  com d ias  de t ra tam ento  quando 

comparados  com pac ien tes  com TB+,  PPD+ e PPD- (F igura  7 ) .  

      

 
 

TB
+

PPD
+

PPD
-

Tra
ta

m
en

to
 T

B

0

2

4

6

8

10

TB+

PPD+

PPD-

Tratamento TB

P<0.003

P<0.05

P<0.05

Phago ELISA com soros indivíduais

R
a
zã

o
 d

a
 A

b
s
o

rv
a
n

c
ia

Tratamento TB

30
 d

ia
s

60
-1

20
 d

ia
s

12
1-

18
3 

dia
s

0

2

4

6

8

10

 

F i g u r a  7 .  R a z ã o  d a s  a b s o r b â n c i a s  d o  c l o n e  F 1 0  s o b  f a g o  i r r e l e v a n t e :  c l o n e  
F 1 0  a p r e s e n t a  d i f e r e n ç a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  i n d i v í d u o s  c o m  t u b e r c u l o s e  
( T B + )  e  o s  e m  t r a t a m e n t o  p < 0 , 0 0 3  e m  r e l a ç ã o  a o s  d e m a i s  g r up o s .  O s  
i n d i v í d u o s  e m  t r a t am e n t o  f o r a m  a s s i m  d i s t r i b u í d o s :  d e  0  a  3 0  d i a s  ( 4 / 9 ) ,  6 1  
a  1 2 0  d i a s  ( 0 2 / 9 ) ,  1 2 1  a  1 8 3  ( 3 / 9 ) .  E m  m e n o r  e s c a l a ,  en c o n t r a m - s e  a s  
r a z õ e s  d a s  a b s o r b â n c i a s  ( 4 9 2  n m )  p a r a  o  g r u p o  T r a t a m e n t o  T B  
d i s c r i m i n a d a s  p o r  p e r í o d o s  d e  t r a t a m e n t o .  

 

             

 

            A  cu rva  ROC demonst rou a  sens ib i l i dade  e  a  

espec i f i c i dade  do  c lone  F10  com re lação  aos  pac ien tes  em 

t ra tamento  quando  comparado  com os  pac ientes  PPD-.  Aque les  

pac ien tes  em t ra tamento  apresen taram uma d i f e rença  s ign i f i ca t iva  

(p=0,01119 e  á rea=0,8248)  quando  comparados  com PP D-  (F igura  

8 )  e  sens ib i l i dade de  77,78% e  espec i f i c i dade de  76,92%.   
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F i g u r a  8 .  R ep r e s e n t a  a  c u r v a  R O C  d o  c l o n e  F 1 0  c o m  i n d i v í d u o s  p r o v a  
t u b e r c u l í n i c a  ( P P D - )  c o n s i d e r a d o s  i n d i v í d u o s  s a u d á v e i s  e  e m  t r a t a m e n t o .  
C o m  u m a  á r e a  d e  0 , 8 2 4 8  ( I C  a  9 5 % d e  0 , 6 4 3 5  a  1 , 0 0 6 ) ,  e r r o  p a d r ã o  d e  
0 , 0 9 2 4 6  e  p = 0 , 0 1 1 19 .  A  s e n s i b i l i d a d e  ( 7 7 , 7 8 % )  e  e s p e c i f i c i d a d e  ( 7 6 , 9 2 %) .  

 

   

      A  ( f i gu ra  9 )  mos t ra  o  g rá f i co  de  rea t i v idade  do  t es te  

E L ISA  de  soros  dos  grupos  de t ubercu lose (TB+) ,  p rova 

t ubercu l í n ica  pos i t i va  (PPD+) ,  nega t i va  (PPD-)  e  pac ien tes  em 

t ra tamento  de  0 -180  d ias  con t ra  o  ex t ra to  p ro te i co  do  

M. tubercu los i s  na concent ração  de 2 ,6  ug/m l .  Os pac ien tes  com 

tubercu lose  apresen ta ram um a rea t i v idade  s ign i f i ca t iva  con t ra  as  

p ro te ínas  bac te r ianas  quando  comparados  aos  pac ien tes  em 

t ra tamento.  
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F i g u r a  9 .   R ea t i v i da d e  d o  t e s t e  E l i s a  e n t r e  o s  g r u p o s  T B + ,  P P D + ,  P P D -  e  
p a c i e n t e s  e m  t r a t a m e n t o  c o n t r a s  a s  p r o te í n a s  M . t u b e r c u l o s i s .  O  e i x o  x  
c o r r e s p o n d e  a o s  g r up o s  e  o  e i x o  Y  r e p r e s e n t a  a  a b s o r b â n c ia  e m  4 9 2 n m .  A  
a n á l i s e  e s t a t í s t i c a  f o i  f e i t a  p e l o  p r o g r a m a  G r ap h p a d p r i s m ,  u t i l i z a n d o  o  t e s t e  
n ã o  p a r a m é t r i c o  K r us k a l l -W a l l i s ,  p < 0 , 0 5 .  E m  m e n o r  e s c a l a ,  e n c o n t r a m - s e  a s  
a b s o r b â n c i a s  p a r a  o  g r u p o  T r a t a m e n t o  T B  d i s c r i m i n a d a s  p o r  p e r í o d o s  de  
t r a t a m e n t o .  
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             No  EL ISA compet i t i vo  do  c lone  F10 ,  ve r i f i cou-se  que  

quan to  ma ior  a  concen t ração  do  ex t ra to  pro te i co,  menor  é  a  

l i gação  do  ant i co rpo  de  pac iente  em t ra tamento  no per íodo  de  0  a  

30  d ias   ao  pept ídeo  apresen tado  pe lo  c lone ,  uma vez  que  há  uma 

d im inu ição  do  va lor  da  absorbânc ia .   No  entanto ,  essa d i f erença  

não  é  observada nos  pac ien tes  em t ra tamento  super io r  a  60  d ias .  

             A  ( f i gu ra  10)  demons t ra  que os  an t ico rpos  dos  ind i v í duos  

em  t ra tamento  no per í odo  de  0  a  30  d ias  reconhecem  uma reg ião 

an t igên ica  do  ex t ra to  pro te ico  semelhan te  ao  pep t ídeo  expresso,  

um a vez que  os  an t i co rpos  f o ram capazes  de  reconhecer  o  

pep t ídeo  apresen tado  pe lo  f ago  em menor  concent ração  do  ex t ra to  

p ro te i co,  o  mesmo per f i l  não  é  v i s t o  em ou t ros  i nd i v í duos  em 

t ra tamento.  
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F i g u r a  1 0 .  D e m o n s t r a  o  E L I S A  c o m p e t i t i v o  d o  c l o n e  F 1 0  c o m  s o r o s  de  
i n d i v í d u o s  e m  t r a t am e n t o  d a  t u b e r c u l o se  e  c o m  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a ç õ e s  d o  
e x t r a t o  p r o t e i c o  d o  M . t u b e r c u l o s i s  ( 1 , 0  u g / m l ,  7 , 5  u g / m l ,  1 5 , 0  u g /m l ) .  O  e i x o  
Y  r e p r e s e n t a  a  m é d ia  d a s  a b s o r b â n c i a s  e m  4 9 2  n m  e  n o  e i x o  X  o  t e m p o  d e  
t r a t a m e n t o  e m  d i a s .  
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5.  DISCUSSÃO 

 

             Es te  es tudo  f o i  r ea l i zado  com a  perspect iva  de  ver i f i ca r  

a  imunorea t i v idade  de  b iomarcadores  ob t idos  dos  c lones  

se lec ionados  pe la  técn ica  do  Phage d isp lay  pa ra  u t i l i zação  em 

p la ta fo rm as  de d iagnós t ico  da  t ubercu lose.  Ent re tanto  ver i f i cou-se 

que  o  b iomarcador  represen tado  pe lo  c lone  F10  f o i  m e lhor  para  o  

m oni t o ramento  do t empo de  t ra tamento  de ind iv íduos  tubercu losos  

com qu im iote ráp icos  p recon izados pe lo  M in i s té r io  de  S aúde do  

B ras i l  (MS/SVS  2011) .  Vár ios  es tudos  tem ap l icado a  técn ica  de 

P hage d i sp lay  como f e r ram enta  na  iden t i f i cação  de  b iomo lécu las  

para o  d iagnós t ico  da  t ubercu lose  (L IU  et  a l . ,2011) .   Para  o  

m oni t o ramento  do  t ra tamento como há  poucos  es tudos  sobre 

b iomarcadores  (W ALLIS  et  a l . ,  2010) ,  a  t écn ica  de Phage d isp lay  

ap resen ta -  se como um a fe r ramenta  impor tan te .   

             A  se leção  de  pep t í deos  ob t idos  neste  es tudo  f o i  

r ea l i zada  con t ra  IgG ’s  pur i f i cadas a t ravés  de  beads  magnét icos .  

V ár ias  ou t ras  técn icas  t em  s ido u t i l i zadas  para separação  de  

p ro te ínas ,  mas  os  beads  magnét icos  t em s ido  u t i l i zados  por  ser  

um a m etodo log ia ráp ida  e  e f icaz  na  ob tenção de I gG ’s  de  boa  

qua l i dade  com pequenas  amost ras  (SARAFIK;  SAFARIKOVA,  

2004) .  

             A  metodo log ia  para cap tura  de  IgG ’s  se  mos t rou  e f ic ien te  

um a vez  que  houve  uma absorbânc ia  s ign i f i cat iva  no  

reconhec imento  do  an t i - I gG aos  ant i corpos  acop lados  nos  beads  ,  

quando  comparados  ao  cont ro le .  As  absorbânc ias  do  con t ro le  

demons t ram  a  e f i c iênc ia  do  b loque io ,  ga ran t indo a  se leção  de  

m imetopos.  A  se leção  de  pep t ídeos  f o i  rea l i zada  con t ra  I gG ’s  

p roven ien tes  de  soro  de  ind i v íduos  com tubercu lose  (TB+) ,  p rova 

t ubercu l í n ica  pos i t i va  (PP D+) ,  e  p rova  tubercu l ín i ca  nega t iva 

(PPD- )  cons iderados  como saudáve is ,  a  f im  de  reduz i r  a  

poss ib i l i dade  de  l i gação  inespecí f i ca ,  fo i  r ea l i zado  um a se leção 

sub t ra t iva  com IgG’s  de  ind i v í duos  saudáve is .  Es ta  es t ra tég ia  t eve  

como propós i to  d im inu i r  a  l i gação  inespec í f i ca  e  aumenta r  a  
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se leção de  pep t ídeos  l i gan tes  de  I gG’s  assoc iadas  a  t ubercu lose 

a t i va  (TB+) .  Es ta  se leção  f o i  u t i l i zada  com sucesso  por  L IU  e 

co laboradores ,  2010 ,  para  i den t i f i ca r  pro te ína de membrana  do  

M. t ubercu los i s  em ind iv íduos  com tubercu lose.  

             O  a l i nhamento  en t re  os  45  pep t í deos  se lec ionados  f o i  

r ea l i zado  u t i l i zando  o  p rograma CLUSTAL W  versão  2 .1  e  o  c lone  

F10  apresentou  s im i la r i dade  com a  p ro te ína  MPT64,  de  ba ixo  peso  

m o lecu la r  (28 a  38-KDa ) ,  imunogên ica do  complexo 

M. tubercu los i s  e  o  seu a l i nham ento  se  deu  com uma possí ve l  

r eg ião  an t igên ica (F igura  4b  ) .  A  MP T64 que  é  um im por tante  

an t ígeno  u t i l i zado  no  d iagnós t i co  da tubercu lose ,  p r inc ipa lmente 

na  ex t ra  pu lmonar ,  en t re tan to  uma la rga  var iab i l i dade an t igên ica  e  

da  respos ta  imune gerada  nos  hospede i ros  t em to rnado  sua  

ap l i cação l im i tada (YA NG et  a l . ,  2011) .   

             O  c lone  F10  apresen tou  um a rea t i v idade  es ta t i s t i camente 

s ign i f i ca t iva  com poo l  de soros  en t re  os  dem ais  c lones  após  o  

t es te  E L ISA,  quando  com parado com  fago  i r re levante .  Por t anto  o  

c lone  F10 ,  se lec ionado  at ravés  de IgG ’s  pur i f i cadas  de  poo l  de  

so ro  de  ind iv í duos  com TB+,  PPD+,  e  PPD-,  a  par t i r  de  uma 

b ib l i o teca  com erc ia l  de  pep t í deos  randômicos,  demons t ra  se r  um 

candida to  a  b iomarcador  espec i f i co  para  o  mon i to ramento  do  

t ra tamento da  t ubercu lose.  

             Nes te  es tudo  f o i  poss íve l  ve r i f i ca r  que  es te  c lone  

apresen tou  resu l tados  f avoráve is  como b iom arcador  para  ava l i a r  

i nd i v í duos  em  t ra tam ento  da  tubercu lose  no  ensa io  ELISA,  

p r inc ipa lm ente  no t em po de  t ra tamento  de  0  a  30  d ias .  Segundo 

(W ALLIS e t  a l . ,  2010) ,  há  poucos  es tudos  sobre  b iomarcadores  

para o  mon i to ramento  do  t r a tamento  da  tubercu lose.  A  

iden t i f i cação  des tes  b iomarcadores  é  f undamenta l  pa ra  o  con t ro le  

da  t ubercu lose  no  mundo (W ALLIS e t  a l . ,  2010) .  Com o  abandono  

ao  t ra tam ento  o  ind iv iduo  com  tubercu lose  t o rna-se suscep t íve l  à   

cepas  mul t i r res is ten te  do M. tubercu los i s  (W HO,2010) .  

            Um  es tudo  rea l i zado  por  ARIAS-BOUDA e  co laboradores ,  
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2003,  para  ava l i a r  a  rea t i v idade de  an t i co rpos  aos  an t í genos  

expressos  pe lo  M. t ubercu los i s  em ind iv íduos  com tubercu lose 

an tes  e  duran te  o  t r a tamento,  em re lação  a  ou t ras  doenças  

pu lmonares ,  r e la ta  que  os  n í ve i s  de  rea t i v idade  e  de  I gG ’s  são  

m a io res  em pac ien tes  sem  t ra tamento  em re lação  ao   g rupo  de  

doenças  pu lmonares .  A  reat iv idade  ind i cou  também,  que  na  

p resença  de  s in tomas  ma is  i n t ensos  em re lação  aos  m enos  

in t ensos ,  de  que  há  uma matu ração  de  a f in idade  de  an t i co rpos  

espec í f i cos  duran te  a  t ubercu lose  a t i va ,  im pl i cando  na  

concen t ração  menor  de  IgG ’s   nes ta  f ase  cons iderada  aguda  pe la  

s in tomato log ia  da doença .  P or tan to  a  imunorea t i v idade  do  c lone  

F10  aos  pac ien tes  com tubercu lose  a t iva ,  ap resen tou  uma 

d i f e rença  s ign i f i ca t i va  em re lação aos  g rupos  con t ro les  e  em 

t ra tamento (F igura  10) .   

            A  rea t i v idade no  tes te  EL ISA dos  g rupos  com o  ex t ra to  

p ro te i co (F igura 10)  f o i  maio r  para  o  g rupo  t ubercu lose  a t iva  

(TB+)  demons t rando  que  na  p resença  de  uma p ro te ína  espec i f i ca  

(an t í geno)  houve  um aumento  na  concen t ração  de  an t i co rpos  

espec i f i cos  quando  comparado  com o  g rupo  dos  ind i v í duos  em 

t ra tamento.  A lguns  es tudos  demons t ram que  durante  o  per í odo  de  

t ra tamento  ocor re  a  l ibe ração de  an t ígenos  após  a  mor te  do  

pa tógeno porque  os  qu im io te rápicos  an t i t ubercu losos  agem  con t ra  

bac i l os  ex t race lu la res  e  os  i n t race lu la res  que  f i cam la tentes .  

P oss ive lmente  es tas  cé lu las  expressam estes  an t ígenos  e  

es t imula  a  produção  de  an t i co rpos .  Os  med icamentos  bac te r ic idas  

I son iazida  (H ) ,  Est reptomic ina  (S )  e  Pi razinami da  (Z )  são  de 

p r ime i ra  l i nha  ap l i cados  na  f ase  in i c ia l  do  t r a tamento  e l im inando  

os  bac i l os  metabo l i camente  a t i vos  e  a  Pi raz inamida  os  de  

c resc imento  l en to  (S ILVA;  A NÍSIA,  2007) .  O  Etambuto l  (E )  é  

bac te r ios tá t ico  e  u t i l i zado  em con jun to  aos ma is  po ten tes  para 

ev i ta r  os  bac i l os  mu l t i d rogas  res i s t en tes  (MDR-TB)  (MS/S VS,  

2011) .             

             O  c lone F10  no  EL ISA compet i t i vo  com ex t ra to  p ro te ico  



58 
 
 

 
 

do  M. t ubercu los is  (F igura 10)  demons t rou  que  sua espec i f i c i dade  

com os  ind i v í duos  no  in íc io  do t ra tamento  na p resença  de 

concen t ração  menor  do  an t í geno  é  mais  rea t ivo .  À  med ida  que  a  

concen t ração  aumenta ,  es ta  rea t i v idade  d im inu i .  P oss ive lmente 

i s to  se  deve  a  uma in tensa  es t imu lação  da  respos ta  humora l  por  

an t ígenos l i berados  a  par t i r  de  pa tógenos  mor tos ,  r e f l e t indo  a  

a t i v idade  bac te r ic ida dos  qu im iote ráp icos  t ubercu losos ,  l evando  à  

p rodução de ant i co rpos  de ba ixa  a f i n idade  con t ra  es tes  an t í genos  

l i be rados  (A RIAS-BOUDA et  a l . ,  2003) .  Jus t i f i ca  se  a  me lhor  

r ea t i v idade  do  c lone  F10  em re lação  ao ex t ra to  p ro te i co ,  dev ido  a  

um a abundânc ia de  an t ígenos  que  comprometem a l i gação  

an t ígeno-an t i co rpo ,  podendo resu l ta r  em sua menor  rea t iv idade .   
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6.  CONCLUSÕES 

    

-Por  me io  da  tecno log ia  de  Phage D isp lay  f o i  poss íve l  se lec ionar  

pep t ídeos imunor reat ivos  con t ra  an t ico rpos  c i rcu lan tes  em 

ind iv í duos  com tubercu lose.  

 

-Aná l ises  de  b io in fo rm át i ca  mos t ra ram s im i la r i dade  en t re  a  

p ro te ína  MPT 64 expressa  na  membra do  M.tubercu los is  com  o 

pep t ídeo  obt ido no  Biopann ing .  

 

-A  par t i r  do  ensa io  EL ISA fo i  detec tada  im unor reat i v idade  en t re  o  

c lone  F10  se lec ionado  e amost ras  de  soro de  ind i v í duos  com 

tubercu lose ,  p ré -va l i dando  um prováve l  b iomarcador  com potenc ia l  

pa ra o  mon i t o ramento do  t ra tamento  da  tubercu lose,  embora  a inda  

se jam  necessár ios  es tudos nesse  sen t ido .  

 

-Os  resu l tados des te  es tudo ind i cam que os  m imetopos  

se lec ionados  são p rom issores  no que  se  re f e re  ao  uso  para  o  

m oni t o ramento  ao t ra tamento da tubercu lose.  

 

-A  t ecno log ia  de b ib l io t eca  de  pep t ídeos  es ta  sendo ap l icada  para  

es tudos que v isam a  carac te r i zação  mo lecu lar .  
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               ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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              ANEXO 2 - ANÁLISE FINAL N°. 660/11 DO COMITÊ DE ÉTICA EM 
PESQUISA PARA O ADENDO AO PROTOCOLO REGRISTRO CEP/UFU 123/10. 
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  ANEXO 3 - SISTEMA DE INFORMAÇÃO DE AGRAVOS DE NOTIFICAÇÃO 
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