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RESUMO 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica, causada pelo Mycobacterium leprae, que apresenta 

manifestações clínicas variadas. Essas variações refletem em diferenças que vão de uma forte resposta 

imune celular com controle do crescimento do bacilo, no pólo tuberculóide, a uma anergia em resposta 

celular, no pólo virchoviano. A caracterização do perfil antigênico do M. leprae frente a esse quadro 

de múltiplos aspectos clínicos representa uma ferramenta fundamental para o desenvolvimento de 

novas plataformas para um diagnóstico diferencial mais sensível e/ou desenvolvimento de unidades 

vacinais. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi selecionar e caracterizar peptídeos miméticos de 

antígenos do M. leprae reativos contra IgGs totais purificadas de pacientes com hanseníase. Para a 

seleção foi utilizada a tecnologia de phage display, usando bibliotecas randômicas de peptídeos 

expressos em fagos filamentosos. Foi realizada uma seleção com IgGs de pacientes Tuberculóides e 

outra com IgGs de pacientes Virchovianos. A validação dos peptídeos foi realizada utilizando o 

imunoensaio ELISA, o teste de redução de colônias e análise de bioinformática. Após a pré-validação 

e sequenciamento foram encontradas 17 mimotopos para o pólo Vichorviano e 12 no pólo 

Tuberculóide. Foram validados 4 peptídeos, sendo 2 do pólo Tuberculóide (T03, T04) e 2 do pólo 

Virchoviano (V06 e V13). Os peptídeos TALFPWL (T03) e YSTTLSY (T04) foram imunorreativos 

em soros de pacientes paucibacilares, bem como em pacientes Virchovianos, além de terem alinhado 

com proteínas de membrana do M. leprae com potencial antigênico. O peptídeo V06 apresentou 

especificidade de 100% e sensibilidade de 94,74%, o que se complementa com os dados do teste de 

redução da pIII, o qual obteve uma taxa de redução de 82% em soros Virchovianos. O peptídeo V13 

também foi reativo e apresentou similaridades com chaperonas e proteínas de membrana. Este estudo 

aponta perspectivas para a identificação de novos antígenos, propiciando a descoberta de novos alvos 

biológicos com potencial diagnóstico e/ou terapêutico. 
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ABSTRACT 

 

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, which has varied 

clinical manifestations. These variations reflect differences that spans from a strong cellular 

mediated immunity and bacili growth control the tuberculoid pole to a poor T cell immunity 

at the lepromatous pole. The antigenic profile characterization in both clinical forms 

represents a fundamental tool for the development of new platforms for a differential 

diagnosis more sensitive and/or development of vaccine units. Thus, the objective was to 

select and characterize mimetics peptides antigens of M. leprae reactive against total IgG 

purified from leprosy patients. The phage display technology was used for selection using 

random peptides libraries expressed on filamentous phages. A selection was performed with 

IgGs from tuberculoid patients and other IgGs of lepromatous patients. Peptides validation 

was performed using the ELISA immunoassay, the plaque reduction test and bioinformatics 

analysis. After the pre-validation and sequencing were found 17 valid sequences for the 

lepromatous pole and 12 tuberculoid pole. Four peptides were validated, two of tuberculoid 

pole (T03, T04) and two lepromatous pole (V06 and V13). The peptides TALFPWL (T03) 

and YSTTLSY (T04) were imunoreatives in sera from paucibacillary patients and in 

lepromatous patients. They had alignment with membrane proteins of M. leprae antigenic 

potential. The V06 peptide showed 100% specificity and 94.74% sensitivity, which is 

supplemented with the plaque reduction test, who obtained a reduction rate of 82% in 

lepromatous sera. The V13 peptide was also reactive and showed similarities with chaperones 

and membrane proteins. This study presents insights for new antigens identification, leading 

to discovery of new biological targets with potential diagnostic or therapeutic. 

Keywords: Leprosy, Filamentous phage M13, peptides 
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SDS   Dodecil Sulfato de Sódio 

TBS   Tampão Tris-HCl e Sódio 

TBST   Tampão Tris-HCl e Sódio com tween 20 

Tris  Tri-hidroxi-metil-aminometano 

WHO  Organização Mundial de Saúde 

X-gal   5-Bromo-4-cloro-3indolil- a-D-galactosideo  
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1.1 Aspectos Gerais, Epidemiologia e Situação da Hanseníase no Brasil 

 A hanseníase é uma doença infecciosa crônica, causada pelo Mycobacterium 

leprae, com acometimento do tecido cutâneo e nervos periféricos, que gera lesões na 

pele, degeneração do nervo, anestesia e deformidades (GELUK et al, 2009). O M. 

leprae é um bacilo álcool-ácido resistente, em forma de bastonete, sendo parasita 

intracelular obrigatório de células do sistema mononuclear fagocitário (FOSS, 1997; 

GOULART et al, 2002). É a única espécie de micobactéria que infecta nervos 

periféricos, especificamente células de Schwann, e não cresce em meios de cultura 

artificiais, ou seja, in vitro (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). 

O bacilo é considerado de alta infectividade por ser capaz de contaminar um 

grande número de indivíduos, mas de baixa patogenicidade, pois somente 10% dos 

infectados efetivamente chegam a apresentar sinais da doença após um período de 

incubação que atinge em média, de 2 a 7 anos (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2002).  

De acordo com relatórios oficiais da Organização Mundial de Saúde (WHO), no 

primeiro trimestre de 2010, em 141 países e territórios, a prevalência mundial da 

hanseníase registrada foi de 211.903 casos, enquanto que o número de casos novos 

detectados em 2009 foi de 244.796 (excluindo o pequeno número de casos na Europa). 

Importantes avanços para eliminação da hanseníase foram alcançados na década 

de 80, com a introdução do sistema de poliquimioterapia (rifampicina, dapsona e 

clofazimina), que representou a base do esforço da Organização Mundial de Saúde para 

eliminar a hanseníase como problema de saúde pública, ou seja, atingir uma prevalência 

global de menos de 1 caso por 10. 000 habitantes até o ano 2000 (GELUK et al, 2009). 

Apesar das várias campanhas realizadas, a incidência de hanseníase, que é estimada pela 

detecção de casos novos, permanece alta em alguns países endêmicos. (GROATHOUSE 

et al, 2006). 

No início de 2007, o Brasil, o Nepal, a República Democrática do Congo, a 

Índia e Moçambique eram os únicos países que ainda não haviam atingido a meta 

proposta de menos de 1 caso de hanseníase/10.000 habitantes (WHO, 2007). Ainda em 

2007, tanto a República Democrática do Congo quanto Moçambique atingiram a meta 

proposta pela Organização Mundial de Saúde, e, em 2009, o Nepal também atingiu esta 

fase importante. No entanto, bolsões de alta endemicidade ainda permanecem em 

algumas áreas em Angola, Brasil, República Centro Africano, Índia, Madagáscar, e 
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República Unida da Tanzânia. Estes países continuam altamente empenhados em 

eliminar a doença, e continuarão a intensificar suas atividades de controle da hanseníase 

(WHO, 2010). 

O Brasil ocupa o segundo lugar no mundo em casos de hanseníase, com taxa de 

prevalência de 3,76 casos por 10 mil habitantes. Dos 40.474 casos novos registrados em 

2009 nas Américas, 37.610 foram notificados no Brasil (WHO, 2010).  

O último estudo de tendência realizado no Brasil revelou uma indicação de um 

período inicial de redução nas taxas de detecção (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2008a). Entretanto, ainda são identificados 10 clusters (agrupamentos), envolvendo 14 

estados brasileiros, que são responsáveis por 51% do total de casos novos de hanseníase 

notificados e 60% dos casos novos notificados em menores de 15 anos (BRASIL, 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008b). 

 As regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste ainda mantém taxas de detecção em 

patamares muito elevados, com 53,5% dos casos detectados em apenas 17,5% da 

população brasileira, residentes em extensas áreas geográficas, sede de muitas tensões, o 

que adiciona maior complexidade a intervenções efetivas. Somente o Nordeste 

apresenta três clusters, sendo um deles de hiperendemia, que envolve os estados do 

Maranhão e Piauí (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009).  

Os dados epidemiológicos demonstram que a transmissão ativa está ocorrendo, 

mesmo com o uso da poliquimioterapia como estratégia de eliminação da hanseníase. 

Esta transmissão pode ser causada pelo reservatório permanente de M. leprae em 

contatos infectados e pessoas com hanseníase subclínica (GELUK et al, 2009). 

 

1.2 Classificação da Hanseníase 

 A classificação adequada da doença é de fundamental importância para o 

tratamento e manejo do paciente (PARKASH, 2009). Por esse motivo, ao longo dos 

anos, várias tentativas foram realizadas para classificar a hanseníase (DHARMENDRA, 

1985), sendo que o sistema de classificação mais amplamente utilizado, e que se 

mantém até os dias de hoje, é o relatado por Ridley & Jopling em 1966. De acordo com 

a escala proposta, que considera parâmetros imunológicos, histopatológicos e de carga 

bacilar, os pacientes com hanseníase são agrupados em: virchovianos (VV), dimorfo-

virchovianos (DV), dimorfo-dimorfo (DD), dimorfo-tuberculóides (DT) e tuberculóides 

(TT) (RIDLEY & JOPLING, 1966).  
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Existe ainda o grupo Indeterminado (I), onde se enquadram aqueles pacientes 

nos quais os aspectos de diferenciação da hanseníase não se desenvolveram, podendo 

evoluir para cura espontânea ou desenvolver aspectos clínicos após um período de 

incubação (YAWALKAR, 2002; GOULART et al, 2002). 

Como as instalações para exames histopatológicos da pele e/ou biópsias de 

nervos necessários para classificação pela escala Ridley & Jopling não estão disponíveis 

em todos os lugares, especialmente nos países endêmicos com poucos recursos 

(PARKASH, 2009), a Organização Mundial de Saúde (1982) estabeleceu uma 

classificação operacional, na qual os pacientes são divididos em paucibacilares (PB) ou 

multibacilares (MB). Essa classificação é baseada no número de lesões cutâneas, de 

modo que, os pacientes com até cinco lesões de pele são classificados como 

paucibacilares, e aqueles com mais de cinco lesões, como multibacilares (BRASIL, 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). Além disso, considerando-se a apresentação clínica 

e, na prerrogativa de evitar ineficiência do tratamento, todos os casos com baciloscopia 

positiva são classificados como multibacilares, enquanto os casos com baciloscopia 

negativa, como paucibacilares (WHO, 1988).  

 

1.3 Imunologia da Hanseníase 

A hanseníase é uma doença considerada espectral, na qual as manifestações clínicas 

se correlacionam com a resposta imune do hospedeiro ao patógeno. Em um dos pólos 

desse espectro, encontram-se os pacientes com hanseníase tuberculóide apresentando 

uma resposta típica de resistência e controle do crescimento do patógeno. Em oposição, 

pacientes com hanseníase virchorviana representam o extremo susceptível à infecção 

pelo M. leprae. Essas apresentações clínicas correlacionam-se com o grau de imunidade 

mediada por células (MODLIN, 1994). 

Nos pacientes tuberculóides observa-se uma forte resposta imune celular típica do 

padrão Th1, com a produção de interleucina 2 (IL-2) e interferon γ (IFNγ), além de IL-

7, IL-12, IL-15 e IL-18 (CHER & MOSMANN, 1987; SIELING et al,1994; MODLIN, 

1994; JULLIEN et al, 1997; GARCÍA et al, 1999, MONTOYA et al, 2009). A 

abundância de IL-2 e IFNγ em lesões de tuberculóides devem contribuir para o estado 

de imunidade resistente nesses pacientes (GOULART et al, 2002), uma vez que, a IL-2 

induz a expansão clonal de células T imune ativadas e aumenta a produção de IFNγ 

(KASAHARA et al, 1983), que por sua vez é bem conhecido por sua atividade em 
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aumentar a produção de reativos intermediários de oxigênio e nitrogênio por 

macrófagos, estimulando-os a matar ou restringir a proliferação de micobactérias 

(NATHAN et al, 1983). Além disso, a IL-12 estimula diretamente a célula NK, 

induzindo a produção de IFNγ, com função de potencializar a ativação do macrófago 

(FOSS, 1997), levando a destruição do bacilo. Esse modelo de imunidade é refletido em 

granulomas que se formam em torno dos nervos e produzem dano neural sensorial 

periférico e lesões de pele secundárias (YAWALKAR, 2002). 

 Nos pacientes do pólo virchoviano predominam os linfócitos T da população Th2 

que produzem IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 (SIELING et al, 1993; MENDONÇA et al, 2008), o 

que é uma característica da resposta humoral, a qual exibe altos títulos de anticorpos 

(STEVENS et al, 1988), principalmente os anticorpos específicos da classe IgM anti-

PGL-1, associado com a depressão da imunidade celular, e anti-LAM (FOSS, 1997). A 

IL-4 pode contribuir para o aumento de anticorpos anti-PGL-1 nesses pacientes, pelo 

seu papel na diferenciação das classe de imunoglobulinas de células B, bem como sua 

habilidade para estimular proliferação das células Th2 (SIELING et al, 1993). O M. 

leprae parece induzir a produção de IL-10, o qual inibe a proliferação de células T e a 

liberação de citocinas com propriedades antibacterianas (SIELING & MODLIN, 1994). 

Além das imunoglobulinas do tipo IgM, o aumento de IgG sérica na hanseníase 

é condizente com o observado em outras infecções crônicas, nas quais o sistema 

imunológico se encontra sujeito a estímulo constante e por tempo prolongado (BRASIL, 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002). Mesmo no pólo tuberculóide, são encontradas 

imunoglobulinas específicas, embora em baixas concentrações (BUHRER-SEKULA et 

al, 1998; MOURA et al, 2008). 

 Alguns autores postulam que as diferentes subpopulações de linfócitos T seriam 

ativadas por epítopos específicos do M. leprae (MEHRA et al, 1992). Dessa forma, 

alguns componentes desse patógeno poderiam desempenhar um importante papel no 

desenvolvimento de uma resposta protetora mediada por células. Recentemente, foram 

feitos progressos na busca de antígenos que possuem um potencial imunogênico 

promissor para desenvolver a imunidade protetora no hospedeiro (DUTHIE et al, 2008), 

podendo ser utilizado como possíveis unidades vacinais. E, ainda, aumentou-se a 

possibilidade de encontrar antígenos específicos do M. leprae que permitam um 

diagnóstico precoce nas formas paucibacilares (DUTHIE et al, 2007a; DUTHIE et al, 

2008). 
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1.4 Diagnóstico da Hanseníase e Tecnologias Pós-Genômicas. 

O diagnóstico da hanseníase é essencialmente clínico e epidemiológico, realizado 

por meio da análise da história e condições de vida do paciente e do exame 

dermatoneurológico, para identificar lesões ou áreas da pele com alteração de 

sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos: sensitivo, motor e/ou 

autonômico (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009). 

A baciloscopia da pele é o exame complementar mais importante na hanseníase para 

identificar o agente causal, permitindo a classificação dos casos em paucibacilares ou 

multibacilares. Dessa forma, pacientes com baciloscopia positiva são classificados 

como MB, independentemente do número de lesões. Entretanto, o exame baciloscópico 

apresenta baixa sensibilidade, especialmente nas formas paucibacilares (ILA, 2002) e 

para sua execução, faz-se necessária infra-estrutura laboratorial e profissionais 

capacitados (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002; BRASIL, MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2009).  

Existe, portanto, a necessidade de utilizar testes complementares que permitam um 

diagnóstico mais acurado, com alta sensibilidade e especificidade, que possam auxiliar 

no diagnóstico precoce da doença. Nesse contexto, destaca-se a padronização de testes 

que possam revelar os casos subclínicos e permitam o acompanhamento de contatos 

intradomiciliares, importantes para o entendimento do perfil epidemiológico da 

hanseníase. Para isso, a utilização de antígenos específicos do M. leprae, que possam 

ser utilizados em testes sorológicos, tem sido alvo de pesquisas.  

A elucidação da estrutura química do glicolipídeo PGL-1, específico do M. leprae 

(HUNTER & BRENNAN, 1981) e a comprovação da sua antigenicidade (PAYNE et al, 

1982), possibilitaram grandes inovações na pesquisa em hanseníase (MOURA et al, 

2008), uma vez que esse componente antigênico tem sido explorado no sorodiagnóstico 

por ELISA e ML-Flow (MOET et al, 2004).  

O ML Flow é um teste imunocromatográfico que detecta anticorpos IgM contra 

PGL-1 e, por refletir a carga bacilar, auxilia na classificação operacional dos pacientes 

em paucibacilares ou multibacilares, para fins de tratamento. Trata-se de um teste 

simples, de baixo custo e fácil execução, que pode ser usado diretamente pelos 

profissionais de saúde, não necessitando de laboratório e equipamentos. Os reagentes 
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são altamente estáveis e podem ser armazenados em temperatura ambiente (BUHRER-

SEKULA et al, 2003).  

O uso do PGL-1 como antígeno para o teste de ELISA pode ser validado como um 

método para detecção de novos casos de hanseníase e para um diagnóstico precoce da 

infecção subclínica, uma vez que estes anticorpos refletem um sinal precoce de 

estimulação antigênica (STEFANI et al, 1998; ZENHA & FOSS, 2009). Além disso, 

existe uma correlação significativa entre os anticorpos IgM anti-PGL-1 e o índice 

baciloscópico (BI), indicando que o anti-PGL-1 IgM reflete o total da carga bacilar dos 

pacientes com hanseníase e, portanto, pode ser útil para o monitoramento da resposta do 

paciente à quimioterapia anti-hansênica (CHO et al, 1983; BURGESS et al, 1988).   

Entretanto, ainda que anticorpos contra PGL-1 estejam presentes em mais de 90% 

de pacientes virchovianos não tratados, somente um pequeno número de pacientes 

paucibacilares são reativos, por apresentarem baixa concentração de anticorpos 

específicos circulantes (MOET et al, 2004). Dessa forma, os casos paucibacilares, assim 

como na baciloscopia, podem apresentar resultados negativos mesmo com diagnóstico 

clínico de hanseníase. 

 Vários grupos têm utilizado procedimentos pós-genômicos para a descoberta de 

novos antígenos que possam ser utilizados no diagnóstico da hanseníase ou como 

unidades vacinais (SPENCER et al, 2004; SPENCER et al, 2005; REECE et al, 2006; 

ARAOZ et al, 2006, DUTHIE et al, 2008). Estes estudos têm explorado sequências de 

genes do M. leprae para a identificação de proteínas ou peptídeos que possam ser 

adequados ao sorodiagnóstico das diferentes formas clínicas da hanseníase. 

 Antes da decodificação do genoma do M. leprae, a disponibilidade de novos 

antígenos era limitada, principalmente devido ao fato do bacilo não ser cultivável em 

cultura axênica (STEFANI, 2008). Entretanto, com a publicação da sequência completa 

do genoma dessa micobactéria, em 2001 (COLE et al, 2001), novas possibilidades 

foram sendo descobertas.  

 A análise da sequência completa do M. leprae revelou uma redução dramática de 

seus genes funcionais quando comparado ao genoma de M. tuberculosis (EIGLMEIER 

et al, 2001), resultando na eliminação de várias vias metabólicas importantes, o que 

justifica o habitat intracelular e a incapacidade do cultivo in vitro desse patógeno 

(COLE et al, 2001). A genômica e a proteômica comparativa revelaram que dos 1.614 

genes presentes no M. leprae, 1429 são comuns ao M. tuberculosis, restando 165 
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proteínas que parecem ser específicas do M. leprae (STEFANI, 2008). Essas proteínas, 

em conjunto com antígenos não protéicos, como o PGL-1, parecem ser promissoras 

para o diagnóstico da hanseníase. 

 Diversos antígenos em potencial já foram caracterizados, como proteínas 

reguladoras, de membrana, chaperonas e de transporte (OLIVEIRA, 2007).  Os 

antígenos ML0405, ML2331 e ML2055, sendo os dois primeiros de função previamente 

desconhecida e o último uma proteína de membrana, foram identificados, apresentando 

alta reatividade com anticorpos em soro de pacientes multibacilares virchovianos e 

dimorfo-virchovianos não tratados (REECE et al, 2006). Os mesmos antígenos ML0405 

e ML2331 foram reconhecidos em soros de diversas regiões: Filipinas, Brasil e Japão 

(DUTHIE et al, 2007a). As proteínas ML0308 e ML2498, uma proteína hipotética 

conservada e uma enoil-CoA hidratase, respectivamente, revelaram uma 

imunogenicidade humoral e celular acentuadas, apresentando-se como fortes candidatas 

para diagnóstico tanto da hanseníase tuberculóide como virchoviana (ARAÓZ et al, 

2006). 

As ferramentas de bioinformática e análise de genômica comparativa também 

estão sendo utilizadas para o mapeamento in silico de alvos antigênicos importantes, 

tanto de M. leprae como de outras micobactérias. Esse tipo de análise foi utilizada para 

definir um grupo de 50 potenciais antígenos em micobactérias, sendo que alguns deles 

parecem ser restritos a M. leprae, classificados como classe I (ARAÓZ et al, 2006). 

Muitos antígenos da parede de M. leprae pertencem à família das proteínas de 

choque térmico-HSP, tendo interesse especial como antígenos as proteínas de 18, 65 e 

70 kDa (MISTRY et al, 1992; MUSTAFA et al, 1993). No hospedeiro em condições de 

estresse, os microrganismos produzem proteínas de choque térmico e, por isso, elas são 

com frequência o alvo antigênico dominante para a imunidade celular e humoral 

(BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002). 

 A tecnologia dos microarranjos representa uma outra estratégia para identificar 

novos antígenos com valor diagnóstico. Arranjos com proteínas isoladas da parede 

celular ou da membrana do M. leprae ou com proteínas recombinantes identificaram 

diferentes padrões de resposta imune humoral entre pacientes tuberculóides e 

virchovianos (GROATHOUSE et al, 2006). 

 Por outro lado, vem sendo desenvolvido estudos que permitam a avaliação da 

resposta imune celular, especialmente utilizando antígenos que tenham a capacidade de 
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induzir in vitro a produção de citocinas em células T, especialmente IFNγ, visto que os 

pacientes paucibacilares desenvolvem forte resposta imune celular ao M. leprae.  

A avaliação da imunogenicidade de 17 proteínas recombinantes em células 

mononucleares de sangue periférico de 127 brasileiros evidenciou que cinco antígenos 

(ML0576, ML1989, ML1990, ML2283 e ML2567) induziram de forma significante a 

produção de IFNγ em pacientes paucibacilares, pacientes com episódios reacionais e 

controles sadios, mas não houve indução da citocina na maioria dos pacientes 

multibacilares, em pacientes com tuberculose ou controles endêmicos (GELUK et al, 

2005). 

Além de proteínas recombinantes, vários peptídeos sintéticos derivados de 

proteínas específicas e imunogênicas do M. leprae também já foram testados em 

pacientes com hanseníase e controles (SPENCER et al, 2005; GELUK et al, 2008). As 

proteínas recombinantes induzem concentrações mais altas de IFNγ do que os peptídeos 

sintéticos, entretanto aumentam as chances de reatividade cruzada (GELUK et al, 2005). 

 Com o bom mapeamento dos epítopos de proteínas imunogênicas, será possível 

entender detalhadamente a resposta imune frente ao M. leprae e, principalmente, 

promover um adequado direcionamento no desenvolvimento de testes 

imunodiagnósticos e/ou vacinas. 

 

1.5 Hanseníase e Phage display 

 A tecnologia de phage display (SMITH, 1985) tem apresentado um grande 

impacto na imunologia, biologia celular, descoberta de fármacos, vacinas e testes 

diagnósticos em geral, sendo uma ferramenta muito útil em caracterizações antigênicas, 

por permitir uma rápida identificação e caracterização de peptídeos ligantes para uma 

variedade de moléculas, como por exemplo, as imunoglobulinas, que estão envolvidas 

diretamente na resposta imune a agentes infecciosos (BLANK et al, 1999). Pode ser 

utilizada para revelar os diversos tipos de interações que existem entre antígeno-

anticorpo, definir possíveis epítopos para anticorpos monoclonais, e selecionar 

substratos para enzimas (KAY et al, 1996). 

 Essa tecnologia é baseada no uso de um fago filamentoso (M13), um 

bacteriófago que infecta bactérias gram negativas, como Escherichia coli. A partícula 

de fago é formada por uma fita simples de DNA envolta por uma capa protéica 
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constituída por cinco proteínas: pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX conforme ilustrado na 

figura 1 (HOUSHMAND et al, 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A técnica utiliza o princípio de que polipeptídeos podem ser expressos na 

superfície desses bacteriófagos pela inserção de um segmento de DNA codificante no 

genoma dos mesmos, de modo que o peptídeo ou proteína expressado fique exposto na 

superfície da partícula viral fusionado a uma proteína endógena, pIII ou pVIII 

(BARBAS et al, 2001), enquanto seu material genético permanece no interior do fago 

(BENHAR, 2001). 

A perfeita exposição de um peptídeo na superfície do fago possibilita a sua 

atuação como um ligante, uma enzima, um imunógeno ou desempenhando qualquer 

Figura 1: Fago filamentoso. A) Composição do gene III, 

mostrando o sítio de ligação de clonagem para 

introdução do gene adicional; B) Partícula viral com as 

proteínas pIII, pVI, pVII, pVIII e pXI; C) 

Cristalografia dos domínios D1 e D2 da proteína III 

(HOLLIGER & WILLIAMS, 1999). 
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outra atividade em processos biológicos. A inserção de oligonucleotídeos degenerados e 

subsequente construção de bibliotecas de peptídeos tornam possível a seleção de 

proteínas com atividades ou afinidades específicas (MAKOWSKI, 1994).  

Esta ligação entre o genótipo e fenótipo permite o enriquecimento de fagos 

específicos, por exemplo, usando a seleção por um alvo imobilizado. Dessa forma, 

fagos que exibem um ligante que seja relevante são retidos em virtude de sua ligação 

com o alvo, enquanto que os fagos não-aderentes são lavados (BENHAR, 2001). Esse 

processo de seleção é feito artificialmente e denominado biopanning, no qual a 

molécula alvo é imobilizada em um suporte sólido, geralmente uma placa de ELISA, 

mas também podem ser utilizados beads, resinas ou membranas (Figura 2). 

O fato do fago M13 ter a capacidade de infectar E. coli, pela ligação da pIII ao 

pilus F da célula bacteriana (AZZAZY & HIGHSMITH, 2002), é utilizado para 

recuperar os fagos ligados ao alvo pela amplificação em E. coli (BARBAS et al, 2001). 

As novas partículas de fago são montadas no espaço periplasmático da bactéria 

(BENHAR, 2001). O gene lacZ no bacteriófago M13 permite a distinção entre colônias 

bacterianas infectadas com fagos que carregam sequências exógenas, representadas pela 

coloração azul, e colônias não infectadas por partículas virais que permanecem brancas 

(MESSING, 1983). 

Outra característica importante é que essa metodologia utiliza os mais rápidos 

protocolos de seleção já descritos, uma vez que o sobrenadante das culturas infectadas 

pode ser utilizado diretamente para a seleção. Esta utilização dispensa a transferência 

para membranas que, além de limitar o número de clones, é um processo extremamente 

trabalhoso (BRÍGIDO & MARANHÃO, 2002). 

Muitos trabalhos foram desenvolvidos utilizando a tecnologia de phage display 

para o estudo de micobactérias. Na área da veterinária, essa tecnologia foi empregada 

no desenvolvimento de anticorpos de cadeia única (scFv), com especificidade contra 

determinantes de superfície em M. avium subsp. paratuberculosis com potencial 

diagnóstico na paratuberculose ou doença de Johne (BERGER et al, 2006; BERGER et 

al, 2007).  

Um estudo demonstrou que peptídeos miméticos de antígenos conhecidos e 

desconhecidos, isolados por phage display, teriam aplicações potenciais em áreas como 

o diagnóstico e imunoterapia da tuberculose (SHARMA et al, 2006). Utilizando a 

mesma técnica foram encontrados peptídeos miméticos de glicoproteínas de superfície 
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celular importante na resposta imunológica contra o M. tuberculosis (GEVORKIAN et 

al, 2005).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O trabalho de Barenholz et al (2007) descreve um peptídeo mimético do 

complexo lipoglicano ManLAM (lipo arabinomanana manosilada), principal 

componente do M. tuberculosis, com potencial promissor para o diagnóstico clínico da 

tuberculose. 

O trabalho de Oliveira (2007) descreve a obtenção de quatro peptídeos 

específicos de M. leprae, sendo dois para o pólo virchoviano e dois para o tuberculóide, 

ambos selecionados por IgM de pacientes com hanseníase, que podem ser úteis no 

desenvolvimento de novas estratégias diagnósticas e terapêuticas. 

Figura 2: Esquema representativo do processo de “biopanning”: (A) a 

biblioteca de fagos é incubada com um alvo imobilizado; (B) fagos não 

ligantes são lavados; (C) os fagos ligantes são eluídos; (D) fagos 

eluídos são semeadas em bactérias; (E) amplificados em meio líquido e 

submetido a novas rodadas de seleção in vitro; (F) sequenciamento dos 

fagos ligantes. Retirado de BRATKOVIC, 2010. 
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A utilização de novos antígenos imunodominates que pudessem diferenciar entre 

exposição e infecção precoce tornariam possível identificar comunicantes suscetíveis 

entre os contatos domiciliares, diferenciando os portadores sadios, delimitando grupos-

alvo com maior risco de desenvolver a doença, o que representa uma nova estratégia de 

prevenção. Além disso, o aprimoramento do diagnóstico da hanseníase auxiliaria em 

uma classificação clínica correta e tratamento adequado, evitando recidivas e 

controlando os focos de infecção. 

 Com a caracterização antigênica do M. leprae, frente a um quadro com múltiplas 

manifestações clínicas e imunológicas, será possível entender mais detalhadamente a 

evolução da doença e, principalmente, promover um adequado direcionamento no 

desenvolvimento de um diagnóstico mais preciso e/ou desenvolvimento de unidades 

vacinais.  
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                                                                          2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo Geral 

 

 Selecionar e validar peptídeos miméticos funcionais de antígenos do Mycobacterium 

leprae com IgG total purificada de pacientes com hanseníase utilizando a tecnologia de phage 

display. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

I- Caracterizar peptídeos miméticos de antígenos do M. leprae reativos contra IgG 

total purificada de pacientes com hanseníase, tanto da forma tuberculóide quanto da forma 

virchoviana.  

 

II- Verificar a reatividade dos clones obtidos contra imunoglobulinas IgG em soros 

individuais de pacientes com hanseníase tuberculóide e virchoviana, bem como de contatos 

intradomiciliares.  

 

III- Verificar a sensibilidade e especificidade de imunoensaios com os peptídeos 

testados em soros individuais de pacientes com hanseníase tuberculóide e virchoviana, bem 

como de contatos intradomiciliares.  

 

IV- Comparar as sequências dos peptídeos com as proteínas de M. leprae disponíveis 

em bancos protéicos online. 
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                                                         3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Delineamento do estudo  

 O presente trabalho faz parte de um projeto multicêntrico, financiado pelo CNPq, que 

envolve pesquisadores da Universidade Federal do Maranhão, Universidade Federal de 

Uberlândia e Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz, e tem como finalidade utilizar tecnologias 

moleculares, imunológicas e de geoprocessamento para a caracterização epidemiológica, 

diagnóstico e monitoramento da hanseníase em área hiperendêmica do Maranhão, 

contemplando em um de seus objetivos a Validação de Novos Marcadores Sorológicos de 

Risco de Adoecimento utilizando a tecnologia de phage display. O mesmo foi aprovado pelo 

comitê de ética em pesquisa (processo nº 23.115-003005/2009-36) da Universidade Federal 

do Maranhão, onde se concentra as atividades principais do estudo.  

 A estratégia utilizada no estudo compreendeu etapas específicas: 1- Seleção e 

caracterização dos peptídeos miméticos no Laboratório de Nanobiotecnologia da 

Universidade Federal de Uberlândia; 2- Pré-validação dos peptídeos, utilizando testes 

sorológicos, em pacientes atendidos no Centro de Referência Nacional em Dermatologia 

Sanitária e Hanseníase da Universidade Federal de Uberlândia; 3- Validação dos peptídeos 

por testes sorológicos, utilizando soros individuais de pacientes e contatos (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Obtenção e seleção das amostras 

Para realização do biopanning foram utilizadas amostras de soro de 20 pacientes com 

hanseníase, sendo 10 tuberculóides (TT) e 10 virchovianos (VV), além de 10 contatos 

Figura 3: Delineamento experimental do estudo. 
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intradomiciliares (CT) sadios como grupo controle. Todos foram atendidos no Centro de 

Referência Nacional em Dermatologia Sanitária e Hanseníase (CREDESH), Hospital das 

Clínicas, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Uberlândia (HC/UFU), em suas 

duas Unidades, Ambulatório Central e Centro de Saúde- Escola (CSE) - Jaraguá. 

 

Tabela 1: Grupo de pacientes e contatos, com suas respectivas formas clínicas e os resultados para 

os testes ML-Flow, ELISA PGL-1, Mitsuda, Índice Baciloscópico e BCG. 

GRUPO FC
4
 ML-FLOW 

ÍNDICE 

ELISA MITSUDA IB
5
 

 

BCG
6
 

 VV
1
 

  

  

  

VV ++++ 21,9 0 5,1 NA
7  

VV ++++ 11,4 0 6 NA  

VV ++++ 9 0 5,3 NA  

VV ++++ 14,6 0 4,4 NA  

VV ++++ 21,5 0 4,3 NA  

VV ++++ 9,8 0 4,0 NA  

VV ++++ 9,0 0 5,28 NA  

VV ++++ 16,8 0 6,0 NA  

VV ++++ 11,4 0 6,0 NA  

VV ++++ 21,9 0 5,1 NA  

  

  

  

  

TT
2
 

  

  

  

  

  

TT 0 0,7 12 0 NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

 

TT 0 0,7 10 0 

TT 0 0,6 12 0 

TT 0 0,7 10 0 

TT 0 0,4 8 0 

TT 0 1 9 0 

TT 0 1,6 12 0 

TT 0 0,3 7 0 

TT 0 0,5 6 0 

TT 0 0,3 7 0 

  

  

  

CT
3
 

Sadios 

  
  

  

  

  

  

Contato de TT 0 0,7 8 NA 3* 

Contato de TT 0 0,7 9 NA 1 

Contato de TT 0 0,4 9 NA 1 

Contato de TT 0 0,8 11 NA 1 

Contato de TT 0 0,6 9 NA 1 

Contato de TT 0 0,7 12 NA 0 

Contato de TT 0 0,8 17 NA 2 

Contato de TT 0 0,7 12 NA 2 

Contato de TT 0 0,2 11 NA 1 

      
1
VV- Virchoviano; 

2
TT- Tuberculóide; 

3
CT- Controles; 

4
FC- Forma Clínica, 

5
IB- Índice Baciloscópico, 

6
BCG- Bacillus Calmette-Guérin; 

7
NA- Não Avaliado; * Número de marcas da vacina BCG. 
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Os pacientes foram submetidos a um protocolo clínico-laboratorial para diagnóstico e 

classificação da hanseníase, seguindo os critérios de Ridley & Jopling (1966) incluindo a 

realização dos testes: Mitsuda, ML-Flow, ELISA para PGL-1, índice baciloscópico de 

esfregaço cutâneo e biópsias das lesões para exame histopatológico. Os contatos também 

foram acompanhados, verificando-se a quantidade de marcas da vacina BCG, como 

recomendado pelo Ministério de Saúde do Brasil, além da realização de exames 

complementares como ML-FLOW, ELISA para PGL-1 e Mitsuda (Tabela 1). Foram 

considerados para formar o grupo controle, portanto, somente contatos que apresentassem 

ELISA e ML-FLOW negativos, com Mitsuda superior a oito milímetros. 

 

3.3 Seleção dos peptídeos recombinantes 

3.3.1 Purificação de IgG 

A purificação de IgG total dos pacientes com hanseníase tuberculóide, virchoviana e 

os controles foi realizada utilizando uma suspensão salina de resina anti-IgG humana-cadeia γ 

específica com capacidade de ligação de 2 mg/mL. A resina foi lavada com TBS-tween 0,1% 

sendo “peletizada” por centrifugação. Em seguida, o pool de soro, diluído em TBS-tween 

0,1%, foi adicionado à resina pré-lavada e incubado em temperatura ambiente por 2 horas.  

 A mistura (resina+soro) foi lavada com TBS-Tween 0,1 % para remoção de produtos 

não ligantes. As IgGs ligadas à resina foram eluídas com tampão glicina (0,1 M pH 2,2 1,0 

mg/mL BSA), recuperadas e neutralizadas com tampão Tris (1,0 M pH 9,1).  

 Para quantificação das amostras foi utilizado espectrofotômetro com filtro para luz de 

280 nm. O cálculo da concentração para cada IgG purificada foi realizado a partir da seguinte 

fórmula: concentração de IgG= leitura de absorbância a 280 nm / 11,8 (coeficiente de 

extinção para IgG a 280 nm). 

3.3.2 Biopanning líquido (seleção de fagos)  

 Para seleção dos peptídeos miméticos foi utilizada uma biblioteca Ph.D.-C7C
TM 

(NEW 

ENGLAND BioLabs
® 

Inc.) de peptídeos randômicos fusionados à proteína pIII de 

bacteriófagos filamentosos M13. A biblioteca consiste de 7 aminoácidos randômicos entre 

duas sequências espaçadoras curtas fusionados à região N-terminal da proteína III (pIII) de 

bacteriófagos M13. Todas as cinco cópias da pIII dos fagos continham peptídeos 

recombinantes.  
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Foram realizados dois biopanning, sendo um com IgG de pacientes do pólo 

tuberculóide e outro com IgG de pacientes do pólo virchoviano, utilizando como estratégia 

uma subtração negativa, onde a biblioteca de fagos era exposta ao pool de IgGs purificadas do 

grupo controle, seguida de uma seleção positiva, no qual os fagos que não se ligaram nas IgGs 

dos controles eram expostos às IgGs de pacientes tuberculóides ou virchovianos (Figura 4).

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foram realizados cinco ciclos de seleção de fagos com anticorpos humanos (IgG 

total), onde a biblioteca de fagos Ph. D.-C7C foi utilizada em biopanning líquido com resina 

anti-IgG humana-cadeia γ específica, a mesma utilizada para purificação das IgGs, seguindo 

as instruções do fabricante e o protocolo descrito por Barbas et al (2001).  

Inicialmente, a resina foi lavada 1 vez com TBS-tween 0,1% e bloqueada por 1 hora 

em tampão bicarbonato (0,1M NaHCO3 pH 8,6; 5.0 mg/mL de BSA) a uma temperatura de 

4ºC. A resina bloqueada foi, então, lavada 4 vezes com TBS-tween 0,1%. Uma quantidade de 

Figura 4: Delineamento para realização do biopanning com IgGs purificadas de 

pacientes com hanseníase tuberculóide e virchoviana. OBS: Esquema ilustrativo de 

biopanning em placas. 
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300 ng do anticorpo purificado de cada grupo foi incubado em TBS-tween 0,1% com 1,2 X 

10
10

 pfu da biblioteca de fagos Ph.D.-C7C no primeiro ciclo de seleção e nos ciclos 

subsequentes com partículas de fagos amplificados obtidas no ciclo anterior. 

A mistura fago-anticorpo foi transferida para o tubo contendo a resina bloqueada e 

lavada, incubando-os por 15 minutos em temperatura ambiente. Os fagos não ligantes foram 

removidos por dez lavagens com TBS-tween 0,1% no primeiro ciclo de seleção e nos ciclos 

subsequentes com TBS-tween 0,5%. Os fagos ligantes foram eluídos com tampão glicina (0,2 

M, pH 2,2; 1 mg/mL de BSA) até o 3º ciclo de seleção. A partir do 4º ciclo, os fagos foram 

eluídos (eluição competitiva) com Mitsudina, uma suspensão de bacilos do M. leprae mortos 

pelo calor (12 x 10
4
 do bacilo em 500 μL de TBS), por incubação de 1 hora, com inversões do 

tubo a cada 5 minutos. A resina foi precipitada e o sobrenadante recuperado foi neutralizado 

com Tris-HCl (1 M, pH 9,1). Algumas alíquotas do eluato de fagos recuperado foram 

armazenadas para serem utilizadas na titulação e o restante foi amplificado. 

 Os fagos recuperados em cada ciclo, não amplificados e amplificados, foram titulados 

em cultura de Escherichia coli ER2738 com o intuito de acompanhar o enriquecimento dos 

fagos selecionados durante os ciclos de seleção. Os clones individuais dos eluatos não 

amplificados do 5º ciclo foram usados para processo de amplificação, extração e 

sequenciamento do DNA de cada fago selecionado. 

 

3.3.3 Titulações  

 Os eluatos foram submetidos a diluições seriadas exponenciais (log10) crescentes em 

meio LB, sendo as diluições de 10
-1

 até 10
-4

 para eluatos não amplificados e de 10
-8

 a 10
-11

 

para eluatos amplificados. A cada diluição foram acrescidos 200 µL da cultura de E. coli 

ER2738 na fase mid-log (OD600 ~0,5). Após a infecção, a cultura foi transferida para tubos 

contendo 3mL de Ágar-Top (10g de Bacto-Triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl, 

7g de agarose normal, 1 g de MgCl2.6 H2O / litro) e espalhadas sobre uma placa de Petri 

contendo meio LB sólido, com IPTG (0,5 mM) / Xgal (40μg/mL) e tetraciclina (20 mg/mL). 

Para cada diluição foi confeccionada uma placa. As placas foram incubadas à 37ºC por 16 

horas. Após este período, as colônias que se apresentavam azuis e bem individualizadas foram 

contadas manualmente. Para estimar os valores dos títulos, multiplicou-se o número total de 

colônias pelo fator de diluição em cada placa. 
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3.3.4 Amplificação e purificação de fagos. 

 Para a amplificação, distribuiu-se 1 mL da cultura de E. coli ER2738 em fase early-log 

(OD600nm~0,3) em cada poço de uma placa Deepwell. Com palitos de dente esterilizados, 

colônias azuis foram retiradas da placa de Petri (ciclos não-amplificados) e transferidas para a 

Deepwell. A cada poço foi adicionado apenas uma colônia de fago, totalizando 96 colônias 

em cada Deepwell. A placa foi vedada e incubada por 5 horas sob agitação a 37
o
C.  

 Após a incubação, a placa foi centrifugada por 20 minutos a 2250 g, transferindo o 

sobrenadante para outra Deepwell. A esta segunda placa foi adicionado PEG/NaCl (um sexto 

do volume total do sobrenadante), sendo incubada por 14 horas a 4
o
C. Após esse tempo a 

placa foi centrifugada por 1 hora, o sobrenadante foi dispensado e o precipitado foi 

ressuspendido em PBS 1X (0,15M de salina tamponada com fosfato). 

3.3.5 Extração de DNA  

 Na extração de DNA dos fagos, colônias azuis provenientes do 5
o
 ciclo de seleção 

(eluato não-amplificado), foram transferidas para placas Deepwell contendo cultura de E. coli 

ER2738, sendo então incubadas. Após o tempo de incubação, seguiram-se os mesmos 

procedimentos da amplificação (descrito no item 3.3.4) até a última centrifugação de 1 hora, 

onde foi acrescentado ao precipitado tampão iodeto (10 mM de Tris-HCl pH 8,0; 1mM de 

EDTA e 4 M de NaI). As placas foram agitadas vigorosamente e, em seguida, adicionou-se 

etanol absoluto. Após uma incubação de 10 minutos, as placas foram centrifugadas (2250 g, 

4ºC, 10 minutos) e o sobrenadante descartado.  

O precipitado de DNA foi lavado com 500 µL de etanol a 70% e recentrifugado.  

Finalmente, o DNA foi diluído em 20 µL de água ultrapura e sua qualidade foi verificada pela 

corrida eletroforética em gel de agarose a 0,8% corado com solução de brometo de etídeo (10 

mg/mL). 

  

3.3.6 Sequenciamento 

A reação de sequenciamento foi realizada com 500 ng de DNA molde dos fagos 

selecionados no biopanning, 5 pmol do primer- 96 gIII (5’-OH CCC TCA TAG TTA GCG 

TAA CG-3’ - Biolabs) e o pré-mix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit.- Amersham 

Biosciences). A reação de 35 ciclos ocorreu em um termociclador de placas nas seguintes 
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condições: desnaturação a 95ºC por 20 segundos, anelamento a 58ºC por 15 segundos e 

extensão a 60ºC por 60 segundos.  

Os amplicons gerados da reação de sequenciamento foram precipitados com 1 μL de 

acetato de amônio e 27,5 μL de etanol absoluto. A placa foi centrifugada por 45 minutos a 

2432 g e o sobrenadante descartado. Adicionou-se ao pellet 150 μL de etanol a 70%, 

centrifugando-o por 10 minutos, a 2432 g, descartando posteriormente o sobrenadante. A 

placa permaneceu invertida sobre um papel toalha e nesta posição foi centrifugada a 486 g, 

durante 1 minuto. Em seguida, a placa foi coberta com papel alumínio, ficando assim por 

cinco minutos para evaporar o etanol remanescente. O precipitado resultante foi 

ressuspendido no tampão de diluição (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. - Amersham 

Biosciences) e a leitura foi realizada em um sequenciador automático MegaBace 1000 

(Amersham Biosciences). 

3.4 Bioinformática 

 A dedução in silico das sequências de aminoácidos foi realizada pelo programa 

DNA2PRO12, que é designado para dedução de sequências de insertos tanto de bibliotecas da 

New England Biolabs (Ph.D.-12
TM

 ou Ph.D.-C7C
TM

) quanto de outras bibliotecas de interesse 

que contiverem as sequências inicial e final do vetor. O programa automaticamente localiza a 

posição do inserto, traduz o mesmo e indica os possíveis erros na tradução (tais como códons 

inesperados ou erros na sequência próxima). As sequências que não puderam ser traduzidas 

pelo programa foram analisadas manualmente. 

 As similaridades entre os peptídeos selecionados para as duas formas clínicas foram 

testadas utilizando o programa CLUSTAL W versão 1.83 (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). 

Os peptídeos foram alinhados com proteínas depositadas no NCBI/BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool), que consta de um conjunto de programas que buscam similaridades 

entre diferentes sequências. O alinhamento das sequências investigadas foi realizada com o 

bancos de dados de ácidos nucléicos e/ou proteínas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

Dentro do BLAST a busca foi realizada no “Protein blast” utilizando como database o 

“swissprot protein sequence (swissprot)”, algoritmo - blastp (protein BLAST) e a pesquisa foi 

restrita ao M. leprae (taxid: 1769). Para obter informações detalhadas sobre as proteínas que 

alinharam com os peptídeos selecionados foi utilizado o banco de dados UniProtKB Swiss-

Prot (http://www.uniprot.org/).  
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Para identificar possíveis epítopos antigênicos lineares foi utilizado o programa 

Bepipred (http://www.cbs.dtu.dk/services/bepipred), visando avaliar se os alinhamentos 

fornecidos pelo programa blast predizem com uma possível região estimuladora na produção 

de anticorpos. O programa usa métodos que utilizam uma escala de tendências como estrutura 

secundária, hidrofilicidade, acessibilidade, randomicidade, dando valores para cada 

aminoácido.  

 A estratégia de testar o alinhamento dos peptídeos com proteínas específicas do M. 

leprae também foi realizada utilizando o programa Pepsurf (MAYROSE et al, 2007). Este 

programa tem como entrada um conjunto de proteínas no formato PDB. O algoritmo procura 

agrupar um subconjunto dos peptídeos para identificar uma região na proteína alvo que 

potencialmente é mimetizada por aquele grupo de peptídeos específicos.   

 

3.5 Pré-validação com ELISA 

 Nos ensaios de ELISA para a pré-validação, foram utilizados uma mistura (pools) com 

10 soros de pacientes tuberculóides, virchovianos ou controles. A seleção dos soros para 

formação dos pools atendeu os mesmos critérios para selecionar os soros utilizados no 

biopanning (item 3.2). Todos os fagos foram testados em duplicata. 

 No primeiro ensaio de ELISA testaram-se os fagos selecionados com soros 

específicos. Assim, clones de TT foram testados com soros de pacientes tuberculóides e 

clones de VV com soros de virchovianos. Posteriormente, os clones mais reativos obtidos a 

partir do 1º ensaio foram testados com soros das duas formas clínicas: tuberculóides, 

virchovianos e também com os contatos, a fim de verificar a especificidade dos clones para a 

forma clínica ao qual foram selecionados.     

 No ensaio de ELISA, placas de microtitulação (Polysorp™) foram sensibilizadas com 

1 μg/poço de anticorpo anti-M13 diluído em tampão carbonato (50mM; pH 9,6) sendo 

incubado por 16 horas a 4ºC. Decorrido o tempo de incubação, as placas foram lavadas três 

vezes com TBS-Tween 0,5% e bloqueadas por 1 hora em tampão de bloqueio (TBS 

suplementado com 5% de leite em pó desnatado) em temperatura de 37ºC.  

 As placas foram lavadas por seis vezes com TBS-Tween 0,5% e incubadas por 1 hora 

a 37°C com 50 μL/poço de sobrenadante dos fagos. Como controles da reação, foram 

utilizados o fago selvagem (fago que não expressa nenhuma proteína exógena) e meio de 

cultura sem fago em alguns poços da placa. Posteriormente, as placas foram novamente 
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lavadas por seis vezes com TBS-Tween 0,5% e incubadas a 37ºC por 1 hora com a mistura de 

soros de pacientes ou contatos na concentração de 1:100, diluídos em TBS 0,5% 

suplementado com 5% de leite desnatado.  

Após este período, as placas foram lavadas seis vezes e incubadas com anti-IgG 

conjugado com peroxidase (Sigma/Aldrich), diluído 1:5000 em TBS suplementado com 5% 

de leite em pó desnatado por 1 hora a 37°C. Depois desse período de incubação, as placas 

foram novamente lavadas e a ligação antígeno/anticorpo foi detectada pela adição do tampão 

orto-fenilenodiamina na concentração de 1 mg/mL. A reação foi interrompida pela adição de 

ácido sulfúrico a 4N.  

 A reatividade foi medida pelos valores de absorbância obtidos em leitor de placas 

(Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, EUA) com leitura no comprimento de onda de 

492 nm.  

3.6 Validação dos peptídeos 

3.6.1 Validação por ELISA com soros individuais  

A validação com soros individuais foi realizada somente com os 4 fagos mais reativos, 

sendo 2 para forma tuberculóide (T03 e T04) e 2 para forma virchoviana (V06 e V13). Todos 

os fagos foram testados em triplicata. 

Para verificar a reatividade, os clones V06 e V13 foram testados com 76 soros de 

pacientes não tratados, sendo 38 da forma tuberculóides e 38 virchoviana, além de 38 soros do 

grupo controle. Já os fagos T03 e T04 foram testados com 54 soros de pacientes, sendo 27 da 

forma TT e 27 pacientes VV, além de 27 controles. 

 O procedimento experimental foi o mesmo seguido na pré-validação (descrito no item 

3.5), com exceção da adição dos fagos purificados (entrada com 10
10

 partículas de fagos/μL) e 

dos soros, onde não foi utilizado misturas de soros, e sim amostras individuais de pacientes e 

contatos.  

 

3.6.2 Teste de bloqueio da pIII (redução de colônias)  

 O teste de redução de colônias proposto por Yang & Shiuan (2003) baseia-se na 

neutralização da proteína pIII presente nos fagos pela adição do soro contendo anticorpos que 

se ligam aos peptídeos expressos na região da pIII, impedindo assim que os bacteriófagos 

consigam infectar E. coli. 
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 Os clones foram diluídos (1 μL de fago em 9 μL de meio de cultura LB) até o fator 

que correspondesse à formação de aproximadamente 500 colônias azuis, havendo uma 

variação de 10
-6

 a 10
-8 

entre os fagos testados (T03, T04 e V06). Um volume de 10 µL da 

diluição foi misturado com 8 uL dos soros (misturas de 10 soros) de pacientes e controles, nas 

diluições de 1:8 e 1:256 e incubados por 1 hora a uma temperatura de 37ºC. 

 Após esse intervalo, a mistura fago-soro foi utilizada para infectar 200 μL de cultura 

de E. coli ER2738 em fase early-log (OD600nm~0,5), por incubação à temperatura ambiente 

por 5 minutos. A cultura foi misturada com 3 mL de Ágar-Top, plaqueada em meio LB sólido 

contendo IPTG/Xgal e incubada a 37ºC durante a noite. 

 As colônias de fagos produzidas em cada placa foram contadas e comparadas com 

uma placa controle, onde foi realizada uma titulação normal do fago sem a incubação com 

soro, de forma que a possível redução fosse demonstrada.  

3.7 Análise estatística  

 Para verificar se houve diferenças estatisticamente significativas na reatividade dos 

fagos, avaliados pelo ELISA, comparando os soros de controles com os soros de pacientes 

tuberculóides e virchovianos, foi utilizado o teste ANOVA, seguido do pós-teste de 

Bonferroni, com intervalo de confiança de 95%. 

 O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar diferenças entre os índices de 

positividade para os fagos T03, T04, V06, V13 testados com soros individuais. O mesmo teste 

também foi utilizado para medir a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor 

preditivo negativo e odds ratio nesses fagos.  

 O valor de corte, cut off, foi calculado a partir da equação que considera a média de 

absorbância do fago selvagem (bacteriófago controle que não expressa em sua superfície os 

polipeptídeos inseridos em proteínas endógenas), testados em triplicata, mais duas vezes o 

desvio padrão desses valores (cut off = Média + 2X Desvio padrão do fago selvagem). Os 

valores de absorbância que estavam acima do cut off foram considerados como positivos e 

abaixo desse valor foram considerados como negativos. 

 Todas as análises e gráficos foram realizados pelo software estatístico GraphPad 

Prism 4.0, assumindo-se que exista significância estatística quando p<0,05. 
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4.1 Biopanning 

 Após os 5 ciclos de seleção, foram obtidas duas placas, a primeira contendo 96 

clones selecionados contra IgG purificada de pacientes com hanseníase tuberculóide e a 

outra com 96 clones selecionados contra IgG de pacientes virchovianos. 

 A titulação dos eluatos amplificados e não amplificados, a partir do 3º ciclo de 

seleção, foi utilizada para estimar a quantidade de fagos selecionados nos três últimos 

ciclos (Tabela 2). Os títulos de entrada dos fagos durante a seleção foram sempre maiores 

que os títulos de saída, pois os fagos com maior afinidade pela IgG do soro ficam ligados a 

estas por interação peptídeo/anticorpo e o restante dos fagos com baixa ou sem nenhuma 

afinidade foram removidos durante as lavagens.  

 

Tabela 2: Seleção dos fagos com peptídeos ligantes a IgG 

purificada de pacientes com hanseníase tuberculóide e 

virchoviana. Título obtido (pfu) no processo de seleção dos 

fagos por imunoafinidade. TT- Tuberculóide; VV- 

Virchoviano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Pré-validação antes do sequenciamento. 

 Inicialmente a reatividade dos fagos foi testada pelo ensaio de ELISA, onde os 

clones eram expostos contra os soros específicos da forma clínica para o qual foram 

selecionados, apresentando os resultados expostos nas Tabelas 3 e 4. Os fagos mais 

reativos que tiveram valor de absorbância superior ao cut off (0, 112) estão destacados em 

cinza nas tabelas. 

 

Número de partículas de fago 

Ciclos Entrada Saída 

TT 

  3º Ciclo 2x10
11

 5,6 x 10
10

 

4º Ciclo 2x10
11

 7,2 x 10
4
 

5º Ciclo 2x10
11

 1,18 x 10
4
 

VV 

  3º Ciclo 2x10
11

 7,0 x 10
10

 

4º Ciclo 2x10
11

 3,8 x 10
5
 

5º Ciclo 2x10
11

 5,2 x 10
5
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Tabela 4: ELISA com clones selecionados 

contra soros de pacientes com a forma 

virchoviana da hanseníase sendo testado com 

pool de soros de pacientes virchovianos. 

 

 

 

 

Os fagos mais reativos no primeiro teste ELISA foram então expostos aos soros de 

pacientes tuberculóides, vichorvianos e controles. Foi observado que dos 28 clones de 

tuberculóides testados, apenas os fagos A3, A11, B3, B10, D11 reagiram mais com soros 

de pacientes tuberculóides em relação aos virchovianos e controles (Tabela 5). Todos os 

outros tiveram absorbâncias maiores com soros de pacientes virchovianos, não sendo, 

  ABS   ABS   ABS   ABS 

A1 0,413 C1 0,144 E1 0,170 G1 0,100 

A2 0,485 C2 0,128 E2 0,128 G2 0,114 

A3 0,405 C3 0,250 E3 0,127 G3 0,102 

A4 0,183 C4 0,152 E4 0,113 G4 0,237 

A5 0,285 C5 0,135 E5 0,147 G5 0,106 

A6 0,179 C6 0,203 E6 0,072 G6 0,113 

A7 0,186 C7 0,140 E7 0,108 G7 0,107 

A8 0,172 C8 0,091 E8 0,096 G8 0,125 

A9 0,092 C9 0,085 E9 0,095 G9 0,026 

A10 0,138 C10 0,107 E10 0,102 G10 0,217 

A11 0,277 C11 0,191 E11 0,163 G11 0,089 

A12 0,189 C12 0,110 E12 0,094 G12 0,024 

B1 0,167 D1 0,148 F1 0,098 H1 0,073 

B2 0,207 D2 0,085 F2 0,145 H2 0,141 

B3 0,395 D3 0,107 F3 0,124 H3 0,081 

B4 0,178 D4 0,088 F4 0,088 H4 0,058 

B5 0,180 D5 0,132 F5 0,117 H5 0,074 

B6 0,148 D6 0,197 F6 0,100 H6 0,060 

B7 0,163 D7 0,118 F7 0,100 H7 0,050 

B8 0,254 D8 0,149 F8 0,072 H8 0,057 

B9 0,113 D9 0,095 F9 0,053 H9 0,058 

B10 0,276 D10 0,204 F10 0,126 H10 0,076 

B11 0,137 D11 0,238 F11 0,184 H11 0,207 

B12 0,141 D12 0,136 F12 0,075 H12 0,038 

  ABS   ABS   ABS   ABS 

a1 0,149 c1 0,601 e1 0,552 g1 0,420 

a2 0,102 c2 0,437 e2 0,255 g2 0,413 

a3 0,355 c3 0,067 e3 0,362 g3 0,379 

a4 0,410 c4 0,187 e4 0,592 g4 0,193 

a5 0,277 c5 0,316 e5 0,068 g5 0,314 

a6 0,312 c6 0,276 e6 0,193 g6 0,066 

a7 0,083 c7 0,526 e7 0,109 g7 0,305 

a8 0,219 c8 0,088 e8 0,151 g8 0,161 

a9 0,210 c9 0,197 e9 0,029 g9 0,135 

a10 0,067 c10 0,219 e10 0,076 g10 0,293 

a11 0,202 c11 0,108 e11 0,164 g11 0,216 

a12 0,195 c12 0,047 e12 0,045 g12 0,044 

b1 0,420 d1 0,516 f1 0,127 h1 0,400 

b2 0,342 d2 0,501 f2 0,185 h2 0,363 

b3 0,213 d3 0,082 f3 0,353 h3 0,392 

b4 0,414 d4 0,194 f4 0,304 h4 0,184 

b5 0,164 d5 0,186 f5 0,474 h5 0,362 

b6 0,334 d6 0,086 f6 0,187 h6 0,091 

b7 0,084 d7 0,173 f7 0,271 h7 0,321 

b8 0,146 d8 0,167 f8 0,145 h8 0,156 

b9 0,099 d9 0,163 f9 0,296 h9 0,087 

b10 0,201 d10 0,087 f10 0,082 h10 0,130 

b11 0,227 d11 0,042 f11 0,123 h11 0,046 

b12 0,079 d12 0,299 f12 0,038 h12 0,015 

ABS: absorbância medida no comprimento de onda 

de 492 nm. Os valores de absorbância destacados em 

cinza foram superiores ao cut off = 0,112. 

 

ABS: absorbância medida no comprimento de onda 

de 492 nm. Os valores de absorbância destacados em 

cinza foram superiores ao cut off = 0,112. 

 

Tabela 3: ELISA com clones selecionados 

contra soros de pacientes com a forma 

tuberculóide da hanseníase sendo testado com 

pool de soros de pacientes tuberculóides. 
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portanto bons marcadores para diferenciação da forma clínica da doença. Não houve 

diferença estatisticamente significativa quando comparado a reatividade com soro de 

tuberculóides e virchovianos em relação aos controles em nenhum dos clones selecionados 

para a forma tuberculóide.     

Tabela 5: Resultado do teste ELISA, com valores de absorbância, para os clones 

selecionados da forma tuberculóide e virchoviana submetidos a três tipos de soros 

diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 
Soro TT: Soro de tuberculóide; 

2
 Soro VV: Soro de virchoviano; 

3
 Soro CT: Soro de controle. 

* 
p< 0,05; 

**
 p<0,01; 

***
 p<0,001 pelo Teste ANOVA 2 critérios com pós teste de Bonferroni 

quando se comparou diferenças estatisticamente significativas entre a reatividades dos clones 

com pools (mistura) de soros de virchovianos e controles. Todos os outros clones também 

foram testados, porém não apresentaram diferenças estatisticamente significativas.
  

Clones contra IgG de pacientes 

tuberculóides 

Clones contra IgG de pacientes 

virchovianos 

Clones Soro TT
1
 Soro VV

2
 Soro CT

3
 Clones Soro TT

1
 Soro VV

2
 Soro CT

3
 

A1 0,051 0,083 0,075 a3 0,029 0,225
**

 0,014 

A2 0,110 0,092 0,101 a4 0,065 0,254
***

 0,017 

A3 0,092 0,079 0,050 a6 0,038 0,132 0,000 

A4 0,018 0,039 0,048 b1 0,042 0,146 0,003 

A5 0,022 0,041 0,036 b2 0,028 0,098 0,000 

A6 0,020 0,070 0,047 b4 0,042 0,155 0,020 

A7 0,033 0,075 0,062 b6 0,042 0,172 0,027 

A8 0,050 0,104 0,073 c1 0,034 0,172 0,024 

A11 0,087 0,065 0,067 c2 0,062 0,244
**

 0,036 

A12 0,046 0,064 0,078 c5 0,075 0,279
***

 0,048 

B1 0,000 0,055 0,054 c7 0,052 0,325
***

 0,025 

B2 0,018 0,051 0,052 d1 0,036 0,243
**

 0,019 

B3 0,081 0,053 0,056 d2 0,056 0,216
*
 0,024 

B4 0,021 0,061 0,044 e1 0,044 0,303
***

 0,047 

B5 0,026 0,040 0,051 e3 0,041 0,119 0,033 

B10 0,118 0,080 0,068 e4 0,034 0,232
**

 0,033 

B7 0,035 0,062 0,082 f3 0,059 0,289
***

 0,037 

B8 0,096 0,095 0,073 f4 0,077 0,330
***

 0,048 

C3 0,063 0,087 0,038 f5 0,056 0,231
**

 0,029 

C6 0,028 0,043 0,053 f9 0,041 0,302
***

 0,020 

C11 0,031 0,043 0,039 g1 0,037 0,185 0,038 

D6 0,038 0,055 0,034 g2 0,031 0,194 0,084 

D10 0,035 0,052 0,092 g3 0,028 0,127 0,066 

D11 0,112 0,094 0,075 g5 0,022 0,194 0,051 

E1 0,039 0,017 0,062 g7 0,066 0,207 0,060 

F11 0,048 0,076 0,086 h1 0,049 0,212 0,065 

G4 0,060 0,080 0,061 h2 0,014 0,200 0,072 

H11 0,080 0,067 0,088 h3 0,006 0,171 0,040 

    
h5 0,003 0,212 0,087 

    
h7 0,012 0,187 0,049 
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 Por outro lado, entre os clones selecionados para forma virchoviana, 100% 

reagiram mais com o soro específico de sua seleção, havendo diferença estatisticamente 

significativa quando se comparou os soros de virchovianos e controles nos fagos 

destacados na Tabela 5. 

 Com os resultados obtidos nessa pré-validação, os 48 clones mais reativos de cada 

forma clínica (Tabela 3, 4 e 5) foram selecionados para o sequenciamento. 

4.3 Sequenciamento dos fagos. 

 Dos 48 clones sequenciados para cada forma clínica obteve-se 37 sequências 

válidas (não tiveram erros durante o sequenciamento) para os clones selecionados contra 

soros de pacientes vichorvianos e 40 para os clones contra soros de pacientes tuberculóide, 

sendo as sequências YSTTLSY, TALFPWL e GIENAIM as mais frequentes entre os 

clones para forma tuberculóide e KVLPVHA entre os clones para forma virchoviana 

(Tabela 6 e 7). Não houve nenhum peptídeo que fosse comum às duas formas clínicas.   

Tabela 6: Relação dos peptídeos obtidos 

contra IgG purificada de pacientes 

tuberculóides após o sequenciamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*
Frequencia: Número de clones com a 

sequência/ Total de sequências válidas. 

 

 

Peptídeos da placa Tuberculóide 

Clone Sequência Frequencia
*
 

T01 GIENAIM 8/40 

T02 QLHLNFT 4/40 

T03 TALFPWL 10/40 

T04 YSTT LSY 9/40 

T05 LPPMRVS 2/40 

T06 LQRPVPA 1/40 

T07 MRLVDPP 1/40 

T08 SPCRVCL 1/40 

T09 LRLIDWP 1/40 

T10 LDRPIPT 1/40 

T11 GIEHASY 1/40 

T12 NPVETLL 1/40 
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Das sequências consideradas válidas, somente 17 entre os peptídeos selecionados 

para forma virchoviana e 12 para forma tuberculóide eram diferentes (Tabela 6 e 7). Essa 

redução no número final de sequências deve-se ao fato que diferentes clones apresentaram 

os mesmos aminoácidos, por isso os fagos foram renomeados, sendo que os de sequência 

idêntica foram agrupados como um único clone. Os clones A3, A11, B3, B10, D11 para 

forma tuberculóide, que foram os mais específicos durante a pré-validação apresentavam, 

por exemplo, uma mesma sequência YSTTLSY (T04). 

 

Tabela 7: Relação dos peptídeos obtidos 

contra IgG purificada de pacientes 

virchovianos após o sequenciamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
 

*
Frequencia: Número de clones com a 

sequência/ Total de sequências válidas. 

 

Peptídeos da placa Vichorviana 

Clone Sequência Frequencia* 

V01 GVSVCMR 1/37 

V02 LQVSTGR 2/37 

V03 APHDPAW 2/37 

V04 HPPDPAW 1/37 

V05 DLPCVMR 1/37 

V06 YGVSGPT 2/37 

V07 KPPNPKP 1/37 

V08 NLQEFLF 1/37 

V09  FSWDAML 1/37 

V10  KVLPVHA 10/37 

V11  QSAGSCL 1/37 

V12  AVSGPTL 5/37 

V13 YGCLGTT 1/37 

V14 SPPDPAW 5/37 

V15 GVSGPTY 1/37 

V16 HRYASYV 1/37 

V17 GVSGPTV 1/37 
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4.4 Análise de Bioinformática 

 O alinhamento das sequências obtidas pelo Clustal W é apresentado na Tabela 8. 

Os peptídeos obtidos na seleção para a forma tuberculóide não formaram consensos, 

entretanto as sequências obtidas para forma virchoviana apresentaram dois consensos 

principais envolvendo oito do total de 17 peptídeos encontrados.    

  

  

Tabela 8: Alinhamento dos peptídeos para a forma 

virchoviana pelo programa Clustal W. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A identificação de possíveis epítopos lineares foi realizada pelo BLAST, com o 

banco de dados de sequências de proteínas Swissprot restrito a M. leprae. Todos os 

peptídeos obtidos no sequenciamento foram avaliados, entretanto, apenas os principais 

resultados encontrados para quatro peptídeos estão sendo apresentados no Quadro 1, sendo 

Clones Alinhamento pelo Clustal W 

VV01         GVSVCMR 7 

VV13        YGCLGTT  7 

VV06        YGVSGPT  7 

VV15 GVSGPTY 7 

VV17 GVSGPTV 7 

VV12 AVSGPTL 7 

1º Consenso        YGVSGPT 

VV04 HPPDPAW 7 

VV14 SPPDPAW 7 

VV03 APHDPAW 7 

2º Consenso         *P*DPAW 

Peptídeos Sem Consenso 

VV07 KPPNPKP 7 

VV02         LQVSTGR 7 

VV08         NLQEFLF 7 

VV11         QSAGSCL 7 

VV10         KVLPVHA 7 

VV05 DLPCVMR 7 

VV16 HRYASYV 7 

VV09         FSWDAML 7 
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dois da forma tuberculóide e dois da virchoviana, além da análise feita para o consenso 

obtido no alinhamento pelo Clustal W.  

Foi observado que algumas sequências alinharam com proteínas de choque térmico, 

antígenos extracelulares conhecidos do M. leprae e proteínas de membrana. Os dados 

obtidos pelo programa Bepipred, demonstram que as regiões de alinhamento dos peptídeos 

coincidem com a predição feita por este programa para as possíveis regiões antigênicas 

dessas proteínas.   

 

Peptídeo/ 

Consenso 

Proteína Swissprot Alinhamento E-

Value 

Provável 

Região 

Antigênica 

 

YGCLGTT 

(V13) 

Proteína de choque 

térmico dnaK/ 

Antígeno HSP 70 kDa 

P19993.5 Query  4  LGTT  7 

          LGTT 

Sbjct  9  LGTT 12 

14.6 22 a 41 

YGCLGTT 

(V13) 

 

Chaperonas DNAJ 2 

Q49762.1 Query  1  YGCLG  5 

          YG LG 

Sbjct  6  YGLLG  10 

9.1 33 a 43 

YGVSGPT 

(V06) 

Proteína candidata de 

membrana mmpL11 

O06079.1 Query  1  YGVS  4 

          YGVS 

Sbjct 117 YGVS  120 

15.5 101 a 122 

YGVSGPT 

(V06) 

Antígeno MTB12 de 

baixo peso molecular 

Q49771.2 Query 3   VSGP 6 

          VSGP 

Sbjct 130 VSGP 133 

14.6 119 a 147 

  

*P*DPAW 

Antígeno 85-B/ Alfa-

Antígeno 

extracelular/Ligante de 

Fibronectina 

P31951.2 Query  2  PHDPAW  7 

          P+DPAW 

Sbjct 221 PNDPAW 226 

21.4 210 a 226 

  

*P*DPAW 

Antígeno 85-C/ 

Fibronectin-binding 

protein C 

Q05862.1 Query  4  DPAW  7 

          DPAW 

Sbjct 229 DPAW  232 

18.0 213 a 239 

 

 *P*DPAW 

Proteína candidata de 

membrana mmpL3 

O06081.1 Query  4  DPAW  7 

          DPAW 

Sbjct  83 DPAW  86 

18.0 77 a 93 

YSTTLSY 

(T04) 

Proteína candidata de 

membrana mmpL10 

Q49619.1 Query  3  TTLS  6 

          TTLS 

Sbjct 809 TTLS  812 

14.6 803 a 811 

YSTTLSY 

(T04) 

ATPase transportadora 

de Ca, com localização 

transmembrânica 

P46839.2 Query  2  STTL  5 

          STTL 

Sbjct 519 STTL  522 

 

14.6 513 a 522 

TALFPWL 

(T03) 

Proteína não 

caracterizada ML0115 

Q9CD99.1 Query  1   TALF  4 

           TALF 

Sbjct 134  TALF  137 

15.5 154 a 173 

Quadro 1: Alinhamento das sequências e dos consensos, mostrando as similaridades encontradas com as proteínas 

anotadas no banco de dados do GeneBank pelo BLAST, com os números de acesso no Swissprot, o respectivo 

alinhamento, o valor do escore e a provável região antigênica das proteínas por bepipred. 
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O quadro 2 mostra o alinhamento dos peptídeos com proteínas do M. leprae 

disponíveis no PDB (Protein Data Bank), ressaltando as funções das proteínas selecionadas 

e o mapeamento tridimensional das estruturas miméticas. As proteínas que tiveram 

alinhamento com os peptídeos foram algumas enzimas do M. leprae, especialmente 

transferases com localização citoplasmática. 

 

 
Quadro 2: Mapeamento dos peptídeos em estruturas protéicas catalogadas no PDB. 

Alinhamento dos peptídeos selecionados contra IgG de pacientes tuberculóides 

 

Estrutura protéica no 

PDB 

Mapeamento tridimensional 

das estruturas miméticas 

Peptídeos 

 Alinhados 

 

Cód.: 2UYO- Cadeia A;  

 

Nome: Proteína hipotética 

do M. leprae ML2640; 

 

Função: Transferase; 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cluster 1 (em vermelho): 

 TALFPWL; QLHLNFT; YSTTLSY; 

GIEHASY 

Cluster 2 (em azul): 

LQRPVPA; MRLVDPP 

LDRPIPT; NPVETLL 

Cluster 3 (em rosa): 

LRLIDWP 

Cód.: 2NTV- Cadeia A; 

 

Nome: Enol-[ACP]; 

 

Função: Redutase. 

 

 

 

 Cluster 1 (em vermelho):  
LPPMRVS; LQRPVPA; MRLVDPP 

LRLIDWP; LDRPIPT 

Cluster 2 (em azul): 

GIENAIM; NPVETLL 

Cluster 3 (em rosa): 

TALFPWL 

Cód.: 2CKD- Cadeia A;  

 

Nome: Proteína hipotética 

do M. leprae ML2640;  

 

Função: Metiltransferase  

 

 

 

 

 

 

 

Cluster 1 (em vermelho):  
GIENAIM; TALFPWL; LQRPVPA 

MRLVDPP; LRLIDWP; LDRPIPT 

Cluster 2 (em azul): 

QLHLNFT; YSTTLSY; GIEHASY 

Cluster 3 (em rosa): 

LPPMRVS; NPVETLL 

Alinhamento dos peptídeos selecionados contra IgG de pacientes virchovianos 

 

Cód.: 2UYO- Cadeia A;  

 

Nome: Proteína hipotética 

do M. leprae ML2640; 

 

Função: Transferase; 
 

 Cluster 1 (em vermelho):  

GVSVCMR; LQVSTGR; KVLPVHA 

AVSGPTL; YGCLGTT; GVSGPTY 

HRYASYV 

Cluster 2 (em azul): 

APHDPAW; DLPCVMR; 

 NLQEFLF; YGVSGPT 

Cluster 3 (em rosa): 

KPPNPKP; SPPDPAW 
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Estrutura protéica no 

PDB 

Mapeamento tridimensional 

das estruturas miméticas 

Peptídeos 

 Alinhados 
1
Cód.: 2NTV- Cadeia A; 

 

Nome: Enol-[ACP]; 

 

Função: Redutase. 

 

 Cluster 1 (em vermelho):  
APHDPAW; YGVSGPT; FSWDAML 

KVLPVHA; AVSGPTL; SPPDPAW 

GVSGPTY; HRYASYV; GVSGPTV 

Cluster 2 (em azul): 

HPPDPAW; DLPCVMR; KPPNPKP 

Cluster 3 (em rosa): 

GVSVCMR 

Cód.: 2CKD- Cadeia A;  

 

 

Nome: Proteína hipotética 

do M. leprae ML2640;  

 

 

Função: Metiltransferase 

 

 Cluster 1 (em vermelho):  
GVSVCMR; APHDPAW; HPPDPAW 

DLPCVMR; YGVSGPT; NLQEFLF 

FSWDAML; YGCLGTT 

Cluster 2 (em azul): 

LQVSTGR; QSAGSCL; GVSGPTY 

HRYASYV; GVSGPTV 

Cluster 3 (em rosa): 

KPPNPKP; AVSGPTL  

Cód.: 2UYQ- Cadeia A;  

 

 

Nome: Estrutura cristalina 

de M. leprae ML2640; 

 

 

Função: Formar complexos 

com Adenosil metionina.  

 

 Cluster 1 (em vermelho):  
GVSVCMR; LQVSTGR; APHDPAW 

DLPCVMR; YGVSGPT; FSWDAML 

AVSGPTL; YGCLGTT; HRYASYV 

GVSGPTV 

Cluster 2 (em azul): 

HPPDPAW; KPPNPKP; SPPDPAW 

Cluster 3 (em rosa): 

QSAGSCL; GVSGPTY 

*As sequencias destacadas em vermelho são dos peptídeos selecionados para validação com soros individuais;  
1
Cód.: Código 
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4.5 Pré-validação após o sequenciamento 

 Para verificar a possibilidade de existir reação cruzada com soros de virchovianos e 

controles foi realizado o teste de ELISA com os 12 peptídeos da forma tuberculóide. 

Somente o clone T04 teve diferenças estatisticamente significativas quando se comparou a 

reatividade do mesmo com o pool de soros de tuberculóides, virchovianos e controles 

(p<0,01) (Figura 5). É importante ressaltar que T04 tem a mesma sequência dos cinco 

clones mais reativos avaliados durante a pré-validação feita antes do sequenciamento 

(Tabela 5).  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

Os peptídeos selecionados contra soros de pacientes da forma virchoviana foram 

mais reativos com pool de soros de pacientes com a mesma forma clínica para o qual 

foram selecionados. A figura 6 demonstra que dos 17 peptídeos selecionados, 16 

apresentam absorbâncias superiores no pool (mistura) de soros virchovianos, quando 

comparados aos pacientes tuberculóides e controles.  

Os clones V01, V06, V08, V09, V11, V12, V13, V14 apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas quando se comparou a reatividades desses peptídeos com 

Figura 5: Média das absorbâncias mostrando a reatividade dos clones contra IgG purificada de 

pacientes com hanseníase Tuberculóide com pools de diferentes tipos de soros: tuberculóides - TT, 

virchovianos - VV e controles - CT. A escala no eixo y mostra a absorbância a 492 nm correspondente 

aos fagos ligantes. Os dados estão representados pela média ± desvio padrão. ** significa valor de p<0,01 

avaliado pelo teste ANOVA com pós teste de Bonferroni, quando se comparou diferenças 

estatisticamente significativas entre as reatividades dos clones com soros de tuberculóides, virchovianos 

e controles.  
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soros de virchovianos e controles. Dentre esses, os clones V06 e V13, além de terem sido 

os mais reativos, foram os que tiveram o menor desvio padrão entre as repetições das 

leituras de absorbância realizadas. 

 

 

 

4.6 Validação com soros individuais 

 A partir da pré-validação foram selecionados dois clones de cada forma clínica. 

Entre os peptídeos da forma virchoviana foram escolhidos os clones V06 e V13 por terem 

sido os mais reativos. Entre os peptídeos da forma tuberculóide utilizou-se dois critérios, o 

clone T04 foi escolhido por ter sido o mais reativo e o clone T03 por ter sido o mais 

frequente. 

Os peptídeos V06 e V13 foram reativos com soros de pacientes virchovianos, 

apresentando diferenças estatisticamente significativas (p<0, 001) ao compararmos aos 

soros de pacientes tuberculóides e controles. A média da absorbância foi de 0,26 e 0,31 

Figura 6: Média das absorbâncias mostrando a reatividade dos clones contra IgG purificada de pacientes com 

hanseníase virchoviana utilizando diferentes tipos de soros: tuberculóides - TT, virchovianos - VV e controles - 

CT. A escala no eixo y mostra a absorbância a 492 nm correspondente aos fagos ligantes. Os dados estão 

representados pela média das triplicadas ± desvio padrão. **Valor de p<0,01 pelo teste ANOVA com pós teste 

de Bonferroni quando se comparou diferenças estatisticamente significativas entre as reatividades dos clones 

com soros de virchovianos, tuberculóides e controles. 
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com soros vichorvianos, 0,09 e 0,093 com soros tuberculóides e de 0, 094 e 0, 083 em 

controles, respectivamente (Figura 7 e 8).  

Em relação ao peptídeo V06, foi observado que, dos 38 soros de pacientes 

virchovianos testados, 36 foram positivos para o teste ELISA, enquanto que ao testar o 

mesmo clone com os soros de tuberculóides e contatos observou-se que apenas 1 soro foi 

positivo para o tuberculóide e nenhum entre os contatos (Tabela 9), isso representa uma 

sensibilidade de 94,7% e especificidade de 100,0% (Tabela 10). 

Para o peptídeo V13, a positividade com os soros de virchovianos foi de 33 dos 38 

soros testados. Entre os soros de controles não foi observado nenhuma positividade. A 

sensibilidade e especificidade desse clone foi de 86,8% e 100,0%, respectivamente para os 

soros de virchovianos (Tabela 9 e 10). 

  

 

Tabela 9: Frequência de pacientes positivos para o teste ELISA nos quatro clones sobre o valor total de 

pacientes diagnosticados. 

  T03* T04 V13* V06** 

  (Positivo/ total) (Positivo/ total) (Positivo/ total) (Positivo/ total) 

Virchoviano 12/25 11/27 33/38 36/38 

Tuberculóide 16/26 7/26 8/38 1/36 

Controle 3/26 5/27 0/38 0/38 

* valor de p< 0,01 pelo teste exato de Fisher para os clones com diferenças estatisticamente significativas entre a 

positividade tanto para os soros de virchovianos quanto tuberculóides em relação aos Controles; ** valor de p< 

0,01 pelo teste exato de Fisher para os clones com diferenças estatisticamente significativas entre a positividade 

para os soros de virchovianos em relação aos controles. 
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FAGO V06 

V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V11 V12 V13 V14 V15 V16 V17 V18 V20 V21 V22 V23 V24 V25 V27 V28 V29 V39 V40 V41 V42 V43 V44 V45 V47 V19 V26 V46 Sel
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

Soros de Virchovianos

O
D

 4
9
2
n
m

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21 T22 T23 T24 T25 T26 T27 T28 T29 T30 T31 T32 T33 T34 T35 T36 Sel
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0.1
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D
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n
m

C4 C12 C13 C15 C19 C20 C21 C22 C26 C29 C30 C31 C32 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C16 C28 C48 C49 C50 C51 C52 C53 C54 C55 C56 C57 C58 C59 C60 C61 C62 C63 C64 Sel
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Figura 7: Reatividade de 38 soros de pacientes com hanseníase tuberculóide- TT, 

vichorviana- VV e controles- CT com o peptídeo V06. A linha em vermelho representa o 

valor do cut off. Valores acima dessa linha são considerados positivos e abaixo são 

negativos. 

Figura 8: Reatividade de 38 soros de pacientes com hanseníase tuberculóide- TT, 

vichorviana- VV e controles- CT com o peptídeo V13. A linha em vermelho representa o 

valor do cut off. Valores acima dessa linha são considerados positivos e abaixo são 

negativos. 
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 As figuras 9 e 10 apresentam a reatividade de 27 soros de pacientes 

tuberculóides, virchovianos e controles para os peptídeos T04 e T03. Entre os peptídeos 

da forma tuberculóide foi observado que com o clone T03 houve diferença 

estatisticamente significativa na positividade quando comparados tanto com os soros de 

tuberculóides quanto de virchovianos em relação ao controle. Por outro lado, para o 

peptídeo T04 essa diferença estatística não foi observada. Entretanto, é importante 

destacar que para esse clone a reatividade, medida pelo valor da absorbância, em alguns 

pacientes tuberculóides foi superior a 0,15 sendo, portanto superior que a média dos 

controles.  

 Dos 26 soros de pacientes tuberculóides testados com o peptídeo T03, 16 foram 

positivos. Com os soros de virchovianos e controles a positividade foi de 12/25 e 3/26 

respectivamente. Dessa forma, a sensibilidade e especificidade desse clone com soros 

de tuberculóides foi 61,5% e 88,4%, respectivamente (Tabela 9 e 10). 

 O peptídeo T04 apresentou os menores valores de sensibilidade e especificidade, 

para os soros de tuberculóides a sensibilidade foi de 26,9% e especificidade de 81,5%, 

enquanto com os soros de virchovianos a sensibilidade foi de 40,7% (Tabela 10), isso se 

deve ao fato de que somente 7 dos 26 soros testados foram positivos entre os 

tuberculóides e 11 de 27 entre os virchovianos. Nos controles, 5 soros foram positivos, 

sendo estes contatos intradomicilares de casos índices multibacilares (Tabela 9). 

 

Tabela 10: Comparação de dados estatísticos epidemiológicos entre os peptídeos V06, V13, T03, T04 e os 

soros de pacientes virchovianos e tuberculóides. 

 T03* T04 V13* V06** 

 Virchov./ Tuberc. 
1
 Virchov./ Tuberc.

 1
 Virchov./ Tuberc.

1
 Virchov./ Tuberc.

1
 

Risco Relativo 2,2/ 2,8 1,6/ 1,2 8,6/ 17,0 20,0/ 2,1 

Odds Ratio 7,1/ 12,3 3,0/ 1,6 469,0/ 17,0 1124,0/ 3,2 

Sensibilidade 48,0%/ 61,5% 40,7%/ 26,9% 86,8%/ 17,4% 94,7%/ 2,8% 

Especificidade 88,5%/ 88,5% 81,5%/ 81,5% 100,0%/ 100,0% 100,0%/ 100,0% 

VPP
2
 80,0%/ 84,2% 68,7%/ 58,3% 100,0%/ 100,0% 90,2%/ 100,0% 

VPN
3
 63,9%/ 69,7% 57,9%/ 53,6% 88,4%/ 50,0% 95,0%/ 52, 0% 

1 
Virchoviano/ Tuberculóide; 

2
 VPP- Valor preditivo positivo; 

3
 VPN- Valor preditivo negativo; * valor de p< 0,01 

pelo teste exato de Fisher para os clones com diferenças estatisticamente significativas entre a positividade tanto 

para os soros de virchovianos quanto tuberculóides em relação aos controles; ** valor de p< 0,01 pelo teste exato de 

Fisher para os clones com diferenças estatisticamente significativas entre a positividade para os soros de 

virchovianos em relação aos controles. 
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Figura 10: Reatividade de 27 soros de pacientes com hanseníase tuberculóide- TT, 

vichorviana- VV e controles- CT com o peptídeo T03. A linha em vermelho representa o 

valor do cut off. Valores acima dessa linha são considerados positivos e abaixo são 

negativos. No gráfico referente aos soros de contatos, os cinco primeiros são contatos de 

pacientes paucibacilares e todos os outros de multibacilares. 

Figura 9: Reatividade de 27 soros de pacientes com hanseníase tuberculóide- TT, 

vichorviana- VV e controles- CT com o peptídeo T04. A linha em vermelho representa o 

valor do cut off. Valores acima dessa linha são considerados positivos e abaixo são 

negativos.  No gráfico referente aos soros de contatos, os cinco primeiros são contatos de 

pacientes paucibacilares e todos os outros de multibacilares. 
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4.7 Teste de bloqueio da pIII  

 Esse teste foi realizado com os clones T03 e T04. O primeiro por ter sido o mais 

frequente no sequenciamento e o segundo por ter sido o mais reativo nos ensaios do ELISA 

contra soros de pacientes tuberculóides. O clone V06 também foi testado por ter apresentado 

alta reatividade e sensibilidade com os soros de pacientes virchovianos no ELISA. 

 O clone T04 não apresentou redução no número de colônias com nenhum dos tipos de 

soros testados. Entretanto, com o clone T03 houve redução no número de colônias nos soros 

de tuberculóides e virchovianos em ambas as diluições, sendo que à medida que o soro 

apresenta-se mais diluído essa redução diminui. Nos soros de controles na diluição de 1:256 a 

redução foi nula (Tabela 11 e Figura 11). 

 O clone V06 novamente demonstrou grande sensibilidade, pois a taxa de redução no 

número de colônias foi de 82% no pool de soros de pacientes virchovianos para 8% e 10% 

nos grupos tuberculóides e controles, respectivamente, sendo que essa taxa de redução atinge 

a nulidade na diluição de 1:256 (Tabela 11 e Figura 11).    

 

 

 

 

Tabela 11: Teste de bloqueio da PIII indicado pelo número de colônias (pfu) com pool de soros dos grupos 

tuberculóide, virchoviano e contatos para os clones T03, T04 e V06. 

     Fator de diluição dos soros    

  Soro de TT Soro de VV Soro de CT Sem soro 

Clone 1:8 1: 256 1:8 1: 256 1: 8 1: 256   

T03 (TALFPWL) 105(64%)* 248 (15%) 111 (62%) 181 (38%) 148 (49%) 315 (0%) 292 (0%) 

 

T04 (YSTT LSY) 670 (0%) 720 (0%) 624 (0%) 640 (0%) 523 (0%) 615 (0%) 510 (0%) 

 

V06 (YGVSGPT) 265 (8%) 383 (0%) 51 (82%) 192 (34%) 261 (10%) 298 (0%) 290 (0%) 

*A porcentagem de redução de placas está indicada entre parênteses. O valor foi determinado pela equação [(pfu sem soro- 

pfu com soro adicionado) / (pfu sem soro)]x100.  
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Figura 11: Teste de Redução de Colônias: em A- Fago V06; a placa da 

esquerda está sem soro e a da direita com pool de soro de pacientes 

virchovianos na diluição 1:8; em B- Fago T03, a placa da esquerda está sem 

soro e a da direita com pool de soros de pacientes virchovianos na diluição 1:8; 

C-Fago T04, na esquerda placa sem soro e na direita placa com pool de soro de 

pacientes tuberculóides na diluição 1:8 
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Apesar da diminuição da prevalência de hanseníase no mundo pelo uso da 

poliquimioterapia, a detecção de casos novos permanece alta, demonstrando que o ciclo de 

transmissão ativa da doença continua ocorrendo (GELUK et al, 2009). Dessa forma, existe a 

real necessidade do desenvolvimento de novas plataformas que possam ser utilizadas como 

biomarcadores de risco de adoecimento, no diagnóstico precoce, ou até mesmo no 

desenvolvimento de uma vacina eficaz para ser aplicada, especialmente nos países de alta 

endemia e hiperendemia. Nesse sentido, muitos estudos visam encontrar proteínas e/ou 

peptídeos do M. leprae que possam funcionar como unidades antigênicas específicas e que 

tenham aplicações na abordagem diagnóstica e/ou terapêutica (DOCKRELL et al, 2000; 

REECE et al, 2006; DUTHIE et al, 2007a; DUTHIE et al 2007b; DUTHIE et al, 2008; GELUK 

et al, 2009).  

A obtenção da sequência completa do genoma do M. leprae permitiu a utilização de 

ferramentas pós-genômicas para o mapeamento, identificação e caracterização de possíveis 

antígenos específicos dessa micobactéria. Nesse sentido, o uso de bibliotecas randômicas de 

peptídeos apresentados em fagos representa uma ferramenta para os estudos de interações 

existentes entre antígeno e anticorpo, tornando possível a caracterização de mimetopos com 

potencial antigênico e auxiliando na elucidação de mecanismos básicos da regulação da 

resposta imune para diversas doenças (OLIVEIRA, 2007), como meningite (GROTHAUS et 

al, 2000), câncer (MINTZ et al, 2003), AIDS (MARCHIÓ et al, 2005), pneumonia (YANG et 

al, 2005), tuberculose (GEVORKIAN et al, 2005), doença de Parkinson (EMADI et al, 2007), 

dengue (GOULART et al, 2010) e neurocisticercose (RIBEIRO et al, 2010), dentre outras 

doenças.  

 No presente estudo, a tecnologia de phage display foi empregada adequadamente, uma 

vez que o enriquecimento dos fagos foi observado a cada ciclo de seleção, comprovando o 

sucesso do biopanning. A utilização de antígenos de mitsudina no dois últimos ciclos de 

seleção permitiu uma eluição antígeno específica, que naturalmente reduz o número de clones 

obtidos, como observado por Oliveira (2007), mas que aumenta a probabilidade dos clones 

serem mais específicos ao alvo selecionado e, por, consequência, mais reativos.  

 A opção de utilizar uma biblioteca de peptídeos conformacionais composta de sete 

aminoácidos flanqueados por dois resíduos de cisteínas (New England Biolabs, Ph.D.-C7C) 

gera uma estrutura secundária devido à formação de pontes dissulfeto entre as cisteínas das 

extremidades. Alguns estudos tem demonstrado que a reação de IgGs com peptídeos que 
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incorporam características conformacionais seria melhor que a dos peptídeos lineares 

(SUNDARAM et al, 2004; DAKAPPAGARI et al, 2005). Os trabalhos de Bukawa et al 

(1995) e Cabezas et al (2000) descreveram o uso de epítopos conformacionais do vírus de 

imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) para estudar as respostas dos anticorpos específicos 

ao vírus e demonstraram que a conformação do peptídeo V3 e V5 da glicoproteína gp120 foi 

capaz de provocar uma resposta imune, diferentemente do epítopo linear.   

 A abordagem utilizada neste trabalho de realizar imunoensaios de ELISA como um 

pré-screnning antes do sequenciamento, no qual todos os fagos obtidos previamente no 

biopanning foram expostos aos soros de pacientes da forma clínica específica para o qual 

foram selecionados, representou uma estratégia de seleção. Dessa forma, fagos que tivessem 

sido selecionados de forma inespecífica poderiam ser eliminados e somente os fagos mais 

reativos foram sequenciados, o que representa uma economia de recursos e tempo, além de 

ser mais uma garantia da especificidade dos fagos.  

 Os resultados encontrados para os 12 peptídeos obtidos no pólo tuberculóide reforçam 

dados da literatura que demonstram uma anergia de resposta humoral nesse espectro clínico 

da doença (MODLIN, 1994; GOULART et al, 2002), apresentando imunoglobulinas 

específicas em baixa concentração (BUHRER et al, 1998; MOURA et al, 2008), o que explica 

a pouca reatividade da maioria dos soros de pacientes tuberculóides.  

Muitos trabalhos que testaram a reatividade de outros peptídeos e/ou proteínas nessas 

formas paucibacilares também tiveram resultados semelhantes, como o que ocorre com o 

antígeno PGL-1, que é pouco reativo em pacientes tuberculóides, por apresentarem baixa 

quantidade de anticorpos específicos circulantes (MOET et al, 2004).  Os antígenos ML0405 

e ML2331 também foram testados em pacientes tuberculóides, não ocorrendo atividade 

sorológica significativa (REECE et al, 2006). Esses mesmos antígenos foram testados em 

pacientes brasileiros das cidades de Goiânia e Salvador, onde pouquíssimos pacientes PB das 

duas cidades puderam ser diagnosticados pela reatividade com a proteína ML0405, e somente 

alguns pacientes PB da cidade de Salvador foram reativos para o antígeno ML2331. O 

antígeno ML1556c somente foi reconhecido em poucos pacientes tuberculóides (DUTHIE et 

al, 2007).  

 Esses trabalhos ratificam a dificuldade que existe em encontrar antígenos e/ou outros 

marcadores que apresentem alta sensibilidade para as formas paucibacilares da hanseníase. 

Apesar disso os resultados obtidos neste estudo, com os peptídeos TALFPWL (T03) e 
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YSTTLSY (T04), demonstram que os mesmos conseguem ser reconhecidos por anticorpos de alguns 

pacientes paucibacilares, bem como por anticorpos de pacientes virchovianos. O peptídeo T04, quando 

avaliado com pool de soros, foi bastante reativo, apresentando inclusive diferenças estatisticamente 

significativa entre tuberculóides e controles, enquanto que em soros individuais foi reconhecido por 

aproximadamente 27% dos pacientes tuberculóides. As diferenças encontradas, quando se utilizou o 

pool ou soros individuais, podem ser explicadas por um possível efeito de imunodominância de alguns 

soros presentes no pool durante essa primeira fase de pré-validação. 

O peptídeo T03 reagiu de maneira semelhante, tanto nos ensaios de ELISA quanto no 

teste de bloqueio da pIII, reforçando que as duas estratégias podem ser utilizadas para 

validação de fagos obtidos por phage display, além de corroborar com a hipótese de que esse 

peptídeo parece ser um mimético de um antígeno para o M. leprae. Esses fatos são 

demonstrados ao verificarmos que os valores de sensibilidade desse peptídeo para pacientes 

tuberculóides foram praticamente os mesmos, sendo 61,5% e 64,0% nos testes de ELISA e 

bloqueio da pIII, respectivamente. Mesmo em pacientes virchovianos o peptídeo T03, 

conseguiu ser reconhecido em 48% dos pacientes. A descoberta de antígenos que estimulem 

resposta imune nos dois pólos é interessante quando se pensa em desenho de vacinas, pois 

uma subunidade vacinal deve disparar resposta imune celular no indivíduo para que a 

imunização seja efetiva contra todos os espectros clínicos da doença, apresentando, dessa 

forma, viabilidade imunoprofilática (OLIVEIRA, 2007). 

A Índia realizou os estudos pioneiros com a abordagem do desenvolvimento de 

vacinas para hanseníase. Diversos tipos de vacinas já foram testadas e duas são adotadas, 

obtidas a partir de Mycobacterium avium e Mycobacterium w, sendo utilizadas como 

coadjuvantes no tratamento poliquimioterápico. Os resultados dessa utilização demonstram 

avanços no sentido de acelerar a regressão clínica, diminuir o tempo de tratamento e 

promover a positividade no teste de Mitsuda (MOSCHELLA, 2004).  

Outros estudos tem utilizado M. bovis, modificados geneticamente, no BCG (WALIA 

et al, 1993; CHO et al, 1999; GORMUS et al, 2000; OHARA et al, 2001; SHARMA et al, 

2005).), pois o efeito protetor oferecido dessa vacina para hanseníase precisa ser reforçado 

(SETIA et al, 2006; ZODPEY, 2007). O trabalho de Maeda et al (2009) demonstrou a 

capacidade de uma cepa recombinante de M. bovis que secreta a maior proteína de membrana 

(MMP-II) do M. leprae (BCG-SM) em inibir a multiplicação do patógeno na pata de 

camundongos C57BL/6J.  
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A utilização do antígeno ML0276, como subunidade vacinal, conseguiu estimular a 

produção de interferon gama (IFNγ) durante a infecção experimental pelo M. leprae, 

apresentando-se como adjuvante potente para estimular uma resposta Th1 (RAMAN et al, 

2009). A avaliação da imunogenicidade de 17 proteínas recombinantes em células 

mononucleares de 127 brasileiros mostrou que cinco antígenos (ML0576, ML1989, ML2283 

ML1990 e ML2567) induziram aumento nas quantidades de interferon gama em pacientes 

paucibacilares, pacientes com hanseníase reacional e em contatos saudáveis, mas não tiveram 

efeito para maioria dos pacientes com hanseníase multibacilar (GELUK et al, 2005). Esse tipo 

de abordagem representa uma perspectiva para o nosso trabalho, onde os peptídeos validados 

podem ser avaliados quanto a sua capacidade em estimular células mononucleares de sangue 

periférico de pacientes com hanseníase e seus contatos domiciliares na produção de citocinas 

importantes dentro da resposta imunológica da hanseníase. 

Os dados de bioinformática demonstraram associações interessantes dos peptídeos 

T03 e T04 com proteínas do M. leprae, como por exemplo, a proteína de membrana Mmpl10 

(grandes proteínas da membrana micobacteriana) que já foi descrita com potencial antigênico 

(COLE et al, 2001), sendo que a região de alinhamento do peptídeo T04 coincide justamente 

com uma provável região antigênica dessa proteína. A família Mmpl pertence a uma classe de 

proteínas denominadas RND (resistência, nodulação e divisão celular) permeases. Estas 

proteínas representam uma família de bombas de resistência a múltiplas drogas, que 

reconhecem e mediam o transporte de uma grande diversidade de cátions, compostos 

aniônicos, incluindo várias drogas e metais pesados (PAULSEN et al, 1996; PUTMAN et al, 

2000). Vale ressaltar também que a proteína não caracterizada do M. leprae ML0115 apresentou 

um alinhamento com o peptídeo T03, também em uma região onde provavelmente existe atividade 

antigênica.  

Para os peptídeos selecionados contra soros de pacientes virchovianos, observou-se 

uma reatividade elevada com os soros de pacientes VV, e pouca ou nenhuma reatividade com 

soros de tuberculóides e controles. Esses resultados são particularmente interessantes, pois 

encontrar mimetopos com boa reatividade na hanseníase virchoviana pode fornecer uma 

ferramenta de diagnóstico para esse espectro clínico da doença.  

A utilização de antígenos que detectem anticorpos circulantes do tipo IgM na 

hanseníase virchoviana, especialmente, o PGL-1, é bem reconhecida na literatura (CHO et al, 

1983; YOUNG et al, 1984; CHO et al, 2001; YOUN et al, 2004; CARDONA-CASTRO et al, 
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2005), entretanto esse trabalho identificou antígenos reativos capazes de detectar anticorpos 

do tipo IgG. O aumento de IgG, IgE e linfócitos B no sangue periférico são relatados na 

resposta humoral em pacientes virchovianos (GOULART et al, 2002).  

O estudo de Duthie et al (2009) comparou três novos antígenos recombinantes: 

ML0405, ML2331 e LID1 (compreendendo as regiões críticas do ML0405 e ML2331), que 

reconhecem imunoglobulinas G, em comparação e em combinação ao PGL-I, demonstrando 

um índice de positividade de 67%, 62%, 65% e 76% para LID1, ML0405, ML2331 e PGL-I, 

respectivamente, enquanto a combinação LID1 e antígenos PGL-1 apresentou uma 

positividade de 80%.  

 Os 17 peptídeos selecionados no pólo virchoviano apresentaram potencial para serem 

validados em soros individuais de pacientes pelo imunoensaio de ELISA, entretanto por 

questões operacionais optou-se por selecionar somente os dois peptídeos mais reativos 

durante a pré-validação, YGVSGPT (V06) e YGCLGTT (V13). Ressalta-se a importância da 

realização de trabalhos posteriores que possam validar todos os outros peptídeos que também 

se revelaram com alta reatividade, tendo papel promissor no diagnóstico da hanseníase. Os 

peptídeos V06 e V13 mantiveram o mesmo comportamento encontrado durante a pré-

validação, ou seja, uma maior reatividade com anticorpos dos soros virchovianos. Aráoz et al 

(2006) ao analisarem as respostas das células B em pacientes com hanseníase e controles para 

MLP (proteínas com potencial antigênico) descobriram que cinco dessas proteínas (ML0678, 

ML0757, ML2177, ML2244 e a ML2498) eram fortemente reconhecidas por anticorpos 

circulantes em pacientes com hanseníase multibacilar.  

  Os resultados encontrados no teste de ELISA, com especificidade de 100,0% e 

sensibilidade de 94,7% para o peptídeo V06, complementam os dados do teste de redução da 

pIII, no qual foi obtida uma taxa de redução de 82%, reforçando a validação desse peptídeo 

como mimético de uma molécula do M. leprae. A utilização do método de redução em placas 

é um critério para se estimar a especificidade da resposta ao anticorpo, pela determinação das 

titulações em laboratório (YANG & SHIUAN, 2003).  

A alta taxa de redução de colônias verificada no soro de pacientes virchovianos, bem 

como a elevada reatividade avaliada tanto em pools de soros quanto em soros individuais para 

o peptídeo YGVSGPT (V06), pode ser explicada pelo fato deste mimetopo apresentar 

identidade com uma proteína de membrana Mmpl11, que contem regiões antigênicas (COLE 

et al, 2001), o que possibilita o envolvimento na resposta imunológica ao M. leprae. 
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O peptídeo V13 também apresenta similaridades importantes com proteínas de choque 

térmico, dnaK de 70 kDa e DNAJ 2. As proteínas de choque térmico (hsp) são antígenos 

imunodominantes de vários microorganismos, inclusive micobactérias, sendo alvos comuns 

de reconhecimento de células T. As hsp microbianas têm sido associadas com a geração e 

indução de resposta imune tipo Th1 (RHA et al, 2002). As proteínas hsp de especial interesse 

como antígenos são as de 18, 65 e 70 kDa (MISTRY et al, 1992; MUSTAFA et al, 1993). 

Outro fator importante é que as prováveis regiões antigênicas dessas proteínas alinharam-se 

com os peptídeos, VO6 e V13, reforçando que os peptídeos provavelmente mimetizam 

proteínas de interesse imunogênico. 

 Os resultados promissores encontrados com os peptídeos V06 e V13 reforçam a 

hipótese de que a utilização de um peptídeo sintético que apresente as duas sequências 

validadas nesse trabalho possam acentuar ainda mais a reatividade dos mesmos, abrindo a 

possibilidade da utilização simultânea desses possíveis antígenos. É importante, portanto, que 

todos os peptídeos validados nesse estudo sejam posteriormente sintetizados quimicamente 

para que sejam utilizados em outros testes confirmatórios. 

A utilização de peptídeos que sejam epítopos de proteínas com potencial diagnóstico 

e/ou terapêutico responde a muitas críticas que tem sido levantadas contra o uso de extratos 

bacterianos ou conjunto de proteínas recombinantes. Ao focar em um único epítopo, evita-se a 

possibilidade de utilizar regiões antigênicas e não-antigênicas em uma mesma proteína. Eles 

também são produzidos de forma mais barata e com alta qualidade, além de serem facilmente 

controlados quimicamente para o uso no teste de ELISA ou outras reações sorológicas. 

É possível observar com este estudo que a caracterização e validação de peptídeos 

recombinantes que mimetizam os antígenos de M. leprae podem fornecer pistas importantes 

para um melhor entendimento da interação patógeno e hospedeiro na hanseníase, bem como a 

descoberta de novos alvos biológicos que sirvam como estratégias diagnósticas e/ou 

terapêuticas.
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 Por meio da tecnologia de phage display foi possível selecionar peptídeos 

imunorreativos contra os anticorpos circulantes do tipo IgG em pacientes com 

hanseníase, apresentando baixa reação cruzada com controles saudáveis; 

 

 Foi possível encontrar peptídeos especificamente selecionados contra soros de 

pacientes das formas clínicas tuberculóide e virchoviana da hanseníase, sendo 

validados os dois peptídeos para cada: T03, T04 e V06, V13 respectivamente; 

 

  Os peptídeos V06 e V13 apresentaram elevada sensibilidade e especificidade para 

diagnosticar pacientes com hanseníase virchoviana; 

 

 O alinhamento dos peptídeos com proteínas de membrana do M. leprae, que 

apresentam regiões potencialmente antigênicas e algumas proteínas de choque 

térmico, reforçam a possibilidade dos peptídeos selecionados mimetizarem epítopos 

antigênicos importantes do M. leprae. 
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