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(Cristina Yang — Grey’s anatomy)
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RESUMO

O Maranhdo é um dos estados brasileiros com maior indice de prevaléncia e casos
novos da hanseniase, sendo considerado uma regido hiperendémica. Nesse sentido,
torna-se urgente reduzir o nimero de casos novos, como estratégia de controle. 1sso
perpassa pelo desenvolvimento de métodos diagnosticos rapidos e eficientes. Diante
disso, tém sido mapeados antigenos do Mycobacterium leprae como o PGL-1
(glicolipideo fendlico) e proteinas da parede celular como a chaperonina GroEL, que
podem ser nativos ou sintéticos. Alternativamente, esses antigenos podem ser
mimetizados por peptideos, que sdo facilmente sintetizados e acoplados em diferentes
plataformas sendo, portanto, uma ferramenta promissora no diagndstico precoce da
hanseniase. Assim, avaliamos o potencial imunodiagnostico de trés peptideos
miméticos, MPML14 (mimético da chaperonina GroEL), PGL1-M3 e PGL1-M3R
(miméticos do glicolipideo fendlico-1) em amostras de Imperatriz, Acailandia e Sao
Luis, por meio de ensaios de ELISA para a deteccdo de IgG e IgM em amostras
sorologicas e IgA na saliva. Além de, fazer a predigdo molecular, tracar o perfil de
hidrofobicidade destas moléculas e verificar a interagdo dos peptideos com anticorpos
anti-M. leprae. Nossos resultados mostram que os trés peptideos apresentam
especificidade de 100% e sensibilidade variando de 68% a 89% quando se considera
todas as formas clinicas, porém nos multibacilares virchovianos a sensibilidade foi de
100%. Considerando os paucibacilares do grupo Tuberculdide a positividade variou de
53% a 92%, muito superior ao que estd descrito na literatura. O grupo dos contatos
domiciliares também apresentam positividade de 35,8% (MPML14), 73% (PGL1-M3) e
80,5% (PGL1-M3R) demostrando que em regido hiperendémica estes indices sdo
maiores que em outras aéreas devido a alta exposi¢cdo desse grupo ao bacilo. As analises
in silico demonstram que esses peptideos apesar de serem pequenos adquirem uma
conformacdo espacial que justifica a sua imunogenicidade, e a alta hidrofobicidade
reforca que estas moléculas sdo de fato miméticas de lipideos. Além disso, o
atracamento molecular confirma a interacdo dos peptideos com anticorpos anti- M.
leprae. Assim, concluimos que MPML14, PGL1-M3 e PGL1-M3R apresentam um
papel promissor na confirmagdo da classificacdo dos pacientes com hanseniase,
especialmente nas formas paucibacilares em regides hiperedémicas e tambem podem ser
utilizados para monitoramento de contatos, podendo substituir os antigenos nativos de
dificil obtencao.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae; biomarcadores; diagnéstico; Maranhéo.



ABSTRACT

Maranh&o is one of the Brazilian states with the highest prevalence rate and new cases
number of leprosy, being considered a hyperendemic region. In this sense, it is urgent to
reduce the number of new cases as a control strategy. For this purpose, fast and efficient
diagnostic methods need to be developed. Therefore, Mycobacterium leprae antigens
such as PGL-1 (phenolic glycolipid) and cell wall proteins such as GroEL chaperonin,
which may be native or synthetic, have been mapped. Alternatively, these antigens can
be mimicked by peptides, which are easily synthesized and coupled on different
platforms, being a promising tool in the early leprosy diagnosis. Hence, we evaluated
the immunodiagnostic potential of three mimetic peptides, MPML14 (GroEL
chaperonin mimetic), PGL1-M3 and PGL1-M3R (phenolic-1 glycolipid mimetics) in
Imperatriz, Acailandia and Sao Luis samples through ELISA assays for the detection of
IgG and IgM in serological samples and IgA in saliva. Additionally, we performed
molecular prediction, traced the hydrophobicity profile of these molecules and verified
the interaction of the peptides with anti-M. leprae antibodies. Our results show that the
three peptides have 100% of specificity and sensitivity ranging from 68% to 89% when
considering all clinical forms, but in the multibacillary Lepromatous the sensitivity was
100%. Considering the paucibacillary of the Tuberculoid group, the positivity ranged
from 53% to 92%, which is much higher than what is described in the literature. The
group of close contacts also presented positivity of 35.8% (MPML14), 73% (PGL1-M3)
and 80.5% (PGL1-M3R), demonstrating that in hyperendemic region these rates are
higher than in other areas due to high exposure of this group to the bacillus. In silico
analyzes show that these peptides, despite being small, acquire a spatial conformation
that justifies their immunogenicity, and the high hydrophobicity reinforces that these
molecules are in fact mimetics of lipid. In addition, molecular docking confirms the
interaction of peptides with anti-M. leprae antibodies. Therefore, we conclude that
MPML14, PGL1-M3 and PGL1-M3R play a promising role in confirming the
classification of patients with leprosy, especially in paucibacillary forms in hyperedemic
regions, and can also be used for contact monitoring and replace native antigens that are
difficult to obtain.

Key-words: Mycobacterium leprae; biomarkers; diagnostic; Maranh&o.
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1.0 INTRODUCAO
1.1 O Mycobacterium leprae

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa cronica, dermato-neuroldgica causada
pelo Mycobacterium leprae (SHEPARD; MCRAE, 1965). A doenca acomete pele e
nervos periféricos, apresentando como caracteristica a progressdo lenta dos sintomas,
lesGes cutaneas e degeneracdo neural, podendo gerar incapacidades motoras severas
(ROGERS; WALDRON, 1989).

O agente etioldgico da hanseniase € um bacilo alcool-acido resistente — por
corar-se em vermelho pela fucsina e ndo se descorar com solugdo alcool-acido — em
forma de bastonete (REES; VALENTINE; WONG, 1960). O M. leprae foi identificado
e primariamente descrito em 1873 por Gerhard Armanuer Hansen (dai a origem do
nome hanseniase e/ou bacilo de Hansen), sendo a sua descoberta obtida a partir de

observacdes de bacilos em lesdes de individuos afetados pela lepra (HANSEN, 1874).

Quanto a taxonomia, o M. leprae pertence ao género Mycobacterium, que
engloba espécies como o Mycobacterium tuberculosis, M. ulcerans e M. bovis,
representantes de alguns dos agentes microbiologicos mais potentes contra 0 homem
(AHMED et al., 2007). Esse fato é evidenciado pelas espécies de M. tuberculosis e 0
préprio M. leprae, que provocam doencas severas e grandes problemas de saude publica
ao redor do mundo (PINHO, 2013). Para além, a adicdo de outras micobactérias
oportunistas constituem a principal causa de morte de hospedeiros imunologicamente
deficientes, especialmente individuos com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(HIV) (AHMED et al., 2007). O género ainda apresenta particularidades como porcao
gendmica reduzida — tendo o bacilo de Hansen o menor tamanho gendmico, apenas 3,27
pares de megabases (Mb), sendo grande parte constituido por genes inativados ou
pseudogenes (HAN; SILVA, 2014).

O M. leprae apresenta, em relacdo ao crescimento, um ciclo de duplicacdo de
aproximadamente 14 dias, considerado lento quando comparado a outras bactérias
patogénicas (SHEPARD, 1962). Ainda associado as principais caracteristicas do bacilo,
as inumeras tentativas de cultivo desta micobactéria, reafirmam que ainda ndo existe um

meio de cultivo que permita o crescimento desta espécie (FRANZBLAU, 1989;
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LASTORIA; ABREU, 2014). Nesse sentido, ha a possibilidade de propagacédo do bacilo
em coelhos e tatus sem que estes desenvolvam sinais clinicos, importantes no
isolamento e elucidacdo de mecanismos das bactérias a partir de estudos bioquimicos e
fisioldgicos (STORRS, 1971; RIVOIRE et al., 2014). Por conta disso, a rota metabolica
do M. leprae é muito bem descrita, evidenciando a auséncia de diversas vias
biossintéticas, apontadas como as principais responsaveis pela sua inabilidade de
crescimento in vitro (DAFFE; DRAPPER, 1998).

O M. leprae é um parasita intracelular obrigatério das células do sistema
mononuclear fagocitario e possui a capacidade de invadir o sistema nervoso periférico,
através das células de Schwann (GOMES et al., 2005; MAGALHAES et al., 2007). O
tropismo por esse tipo de tecido acontece por meio de uma ligacdo no dominio G da
laminina-o2, expressa na lamina basal dos nervos periféricos (SHIMOJI, 1999).
Exatamente por esse motivo, a predilecdo por essas células é a principal caracteristica
de dano neural associada a hanseniase, responsavel por causar sequelas graves, como a
neuropatia periférica, nos pacientes acometidos pela doenca (RIDLEY; JOB, 1985;
LOBATO, 2011).

Sobre os aspectos morfologicos, o envoltério celular do bacilo é composto por
trés camadas: a membrana plasmatica, a parede celular e a capsula, onde se encontram o
maior numero de componentes lipidicos. Esta Ultima, por sua vez, compreende
moléculas como a Lipoarabinomanana (LAM), lipomanana, fosfatidilinositol
manosideo, monomicolatos de trealosa (TMN), 1-ftioceroldimicocerosato e,
principalmente, o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1), em maior quantidade (SCOLLARD
et al., 2006; BUHRER — SEKULA, 2008) e ainda, mais recentemente a descoberta de
proteinas de choque térmico, associadas a especificidade imunoldgica (WIKER;
TOMAZELA; DE SOUZA, 2011) (Figura 01).

Por esse motivo, uma das principais caracteristicas do M. leprae é a presenca de
uma gama de moléculas antigénicas, como os glicolipideos que constituem sua parede
celular. Atualmente, estudos bioquimicos e genémicos tém-se voltado para a
importancia do aparato lipidico do bacilo e estima-se que existam 1.604 proteinas ou

antigenos localizados em sua capsula (HOLROYD et al., 2011).
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Figura 1. Principais moléculas presentes na capsula do M. leprae. Vissa &
Brennan, 2001. Disponivel em;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC138955/

1.2 Aspectos Epidemiolégicos

Ha milénios a hanseniase tem sido documentada em paises como Japao, China e
india (HAN; SILVA, 2014). So detectados cerca de 210.00 novos casos por ano ao
redor do mundo (ARAUJO, 2003; BRASIL, 2008). Nesse cenario, india, Brasil e
Indonésia sdo os paises que lideram as maiores taxas de numeros de novos casos
registrados (GLOBAL LEPROSY, 2013). A alta incidéncia da doenca e a prevaléncia
de novos casos nesses paises fez com que a hanseniase fosse classificada pela
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) no grupo das doencas negligenciadas,
constituindo um severo problema de saude publica, acrescentando pontos ao quadro de

desigualdades sociais dos paises subdesenvolvidos (MATOS et al., 2016).

O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundial de prevaléncia da
hanseniase, sendo a india o pais com a maior taxa de prevaléncia da doenca (WHO,
2015) (Figura 02). De acordo com os dados epidemioldgicos disponibilizados pelo
Ministério da Salde, foram registrados 28.761 novos casos no ano de 2015
(SINAN/SVS-MS, 2016). Embora haja uma diminui¢do no nimero de casos detectados,
o Brasil ndo atingiu a proposta de redugdo dessas taxas para menos de 1 caso para
10.000 habitantes, pois continua apresentando regides de alta endemicidade (WHO,
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2015). A regido Nordeste concentra 0 maior nimero de novos casos registrados,
apresentando 12.848 registros de pacientes com hanseniase no ano de 2015. Esse
namero é dividido principalmente entre os estados do Maranh&o, Bahia e Pernambuco
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
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Figura 2. Mapa mundial da prevaléncia da hanseniase em 2015. Disponivel em:
htpp://www.who.int/lep/epidemiology/en.

Os dados revelam que o Maranhdo possui uma taxa de 3.540 novos casos
registrados, distribuidos em uma populacdo de 6.904.241, classificando-o como o
estado nordestino com o maior percentual de novos casos. Além disso, o Maranhdo
permanece como 0 estado brasileiro com um dos maiores indices de prevaléncia da
doenga (3,76) (SINAN/SVS-MS, 2016) (Figura 03).
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Figura 3. Taxa de prevaléncia da hanseniase em 2015 nos estados brasileiros.
Disponivel em: htpp://www.portalarquivossaude.gov.br
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No ranking nacional, em relacdo aos numeros de novos casos detectados, o
estado ocupa o terceiro lugar, classificado atrds do Mato Grosso e Tocantins (Figura
04). Por tudo isso, o Maranh@o é considerado um estado hiperendémico, segundo a
classificacdo atual do Ministério da Saude, compondo o cluster 1 de hiperendemia —
sendo, os clusters, areas que apresentam maiores riscos de infec¢do e onde ha a maioria
dos casos da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
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Fonte: SINAN/SVS/MS 31/05/2016 Taxa por 100.000 habitantes

Figura 4. Taxa de deteccdo geral de novos casos de hanseniase em 2015 nos
estados brasileiros. Disponivel em: htpp://www.portalarquivossaude.gov.br

De acordo com a Secretaria de Salude do Maranhdo, as cidades de Imperatriz,
Acailandia e Sdo Luis apresentam indices elevados de casos de hanseniase e estdo entre
0S municipios prioritarios para tratamento e controle da doenca (SES-MA, 2010). Nos
anos de 2010, a capital registou 60,1 casos para 100.000 habitantes, e uma taxa de
prevaléncia 91,5 casos por 100.000 habitantes em 2009; enquanto que Imperatriz
apresentou, no mesmo ano, um coeficiente de deteccdo de 137,5 casos para cada
100.000 habitantes (PINHO et al., 2015). Esses dados epidemioldgicos reforcam a
importancia do controle da hanseniase no estado do Maranhdo e uma das formas mais
efetivas de estratégias de controle consiste em propiciar um diagnostico rapido e que

atinja um amplo espectro populacional.

1.3 Transmissao do bacilo

Apesar de apresentar baixas taxas de patogenicidade, o bacilo possui alto poder
de infeccdo e sua transmissdo da-se por meio do contato prolongado entre individuos
infectados e pessoas susceptiveis a infeccdo, também chamados de contatos
domiciliares (ROTBERG, 1989; BARRETO, 2014). Dessa forma, as vias aéreas
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superiores, mucosa nasal e oral, sdo as principais formas de transmissdo do bacilo
(GOULART; PENA; CUNHA, 2002; JOB et al., 2008; MOURA, 2014).

Assim, a liberacdo do M. leprae por individuos infectados subclinicamente
atuam na dispersdo do bacilo, comumente encontrados em swab bucal e nasal de
contatos domiciliares de pessoas acometidas pela hanseniase na forma multibacilar
(YAWALKAR, 2002). Portanto, o espaco domiciliar é importante na transmissao da
doenca, aumentando a probabilidade de contagio das pessoas que moram no local
(MOET et al., 2006).

Assim, o contato domiciliar € um grupo de alto risco e agrupa todos os
individuos que convivem ou conviveram com 0 paciente por pelo menos cinco anos
(BRASIL, 2009). Além disso, € importante ressaltar que este grupo ndo esta restrito
somente aos familiares, como também diversos contatos sociais, classificados como
contatos extradomiciliares (MOET et al., 2004).

Consiste na literatura que os contatos de pacientes acometidos pela doenca que
possuem positividade para o teste de ELISA anti-PGL-1 nativo apresentam o risco
aumentado de até seis vezes de desenvolver hanseniase (GOULART et al., 2007;
PINHO et al.,, 2015). E, ainda nesse cendrio, existe a probabilidade de contatos
saudaveis, porém portadores do M. leprae estarem inclusos na rede de transmissdo do
bacilo, uma vez que sequéncias de DNA especificas para a espécie foram detectadas em
swab oral e nasal desses individuos (MARTINS et al., 2009; MARTINEZ et al., 2011).

Né&o existe uma vacina utilizada como medida profilatica para a erradicacéo da
doenca. No caso dos contatos, o Ministério da Salde assegura a aplicacdo da vacina
Bacillus Calmette-Guérin (BCG), independente da presenca ou auséncia de sinais
clinicos e da classificacdo operacional do doente (MS, 2009). Contudo, a vacina¢do nédo
é capaz de barrar a infeccdo, mas atua como um agente protetor, melhorando a resposta
imunologica do hospedeiro frente ao patégeno (MATOS et al., 1999). Assim, é
importante 0 mapeamento desses contatos, essenciais para o controle e erradicagéo da

hanseniase.
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1.4 Classificacdo da hanseniase

A hanseniase apresenta diagnostico clinico e baseado em anamnese, por esse
motivo a classificacdo correta da doenca é essencialmente importante para o seu
diagnostico e tratamento (SHEPARD; MCRAE, 1968). Atualmente, dois sistemas séo
utilizados para classificacdo da doenca: o sistema de Ridley e Jopling e uma

classificacdo operacional proposta pela OMS.

O sistema Ridley e Jopling é largamente utilizado e € caracterizado pela divisao
dos grupos de pacientes em formas clinicas determinadas: lepromatoso (LL),
borderline-lepromatoso (BL), borderline-borderline (BB), borderline-tuberculdide
(BT) e tuberculéide (TT). Os grupos sdo divididos entre as formas polares (TT e LL) e
intermediérias (BT, BB e BL), considerando aspectos clinicos, histopatoldgicos e
imunoldgicos. Ha, ainda, o grupo Indeterminado (1), onde os pacientes ndo demonstram
diferenciacdo hansénica e, portanto, a doenca pode evoluir para cura ou desenvolver
aspectos clinicos ap6s o periodo de incubacdo (RIDLEY; JOPLING, 1966).

Como essa classificagdo necessita de exames clinicos e histopatoldgicos e nem
sempre estes parametros estdo disponiveis nos hospitais e laboratérios, principalmente
nos paises onde ha baixa disponibilidade de recursos médicos e financeiros
(MITSUDA, 1953; PENNA; PEREIRA; MOREIRA, 2002; ARAUJO, 2003) a
Organizagdo Mundial da Saude desenvolveu uma classificagdo operacional, de modo
que os pacientes sdo agrupados de acordo com o numero de lesdes cutdneas na pele.
Dessa forma, os individuos sdo considerados paucibacilares (PB) se apresentarem até
cinco lesBes de pele e/ou baciloscopia negativa e multibacilares (MB) se apresentarem
mais que cinco lesdes e/ou baciloscopia positiva (LEPROSY, 1988).

Atualmente, o Ministério da Salde determina que o tratamento quimioterapico é
embasado na classificacdo operacional da hanseniase, importante para determinar que
espécies de esquema de tratamento sera mais eficaz para 0s pacientes pauci e
multibacilares (PENNA; PEREIRA; MOREIRA, 20012).

1.5 Imunologia da hanseniase

A hanseniase € uma doenca espectral, uma vez que as manifestacdes clinicas

estdo diretamente relacionadas com a resposta imune do hospedeiro (SCOLLARD et al.,
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2006). Grande parte dos individuos infectados desenvolvem uma resposta imunolégica
capaz de destruir os bacilos em pequenas quantidades no organismo. Porém, alguns
individuos evoluem para os polos extremos da doenca, como o lepromatoso ou
tuberculoide (BOBOSHA, 2014).

A imunidade inata € a primeira barreira a infeccdo pelo M. leprae, representada
pelo epitélio, secrecbes e pela excrecdo da imunoglobulina A (IgA) (LASTORIA;
ABREU, 2014). O inicio da resposta acontece por meio dos receptores Toll-like (TLRS)
da célula do hospedeiro, que sdo o0s principais mediadores da resposta inata,
responsaveis pelo reconhecimento dos padrGes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) (BRIGHTBILL, 1999). Além disso, o inicio da resposta imunoldgica esta
atrelado a secre¢do de interleucina 12/23 (IL 12/23) e a diferenciacdo dos macrofagos e
celulas dendriticas (PANNIKAR, 1982; KRUTZIK et al., 2005). Os receptores TLRs
sdo ativados pelas lipoproteinas presentes no M. leprae, principalmente o heterodimero
TLR2-TRL1, responsavel pelo inicio de uma cascata celular direcionada a morte do
bacilo (BRIGHTBILL et al., 1999; MENDONCA, et al., 2008).

A resposta adaptativa também é essencial no combate ao patégeno. As células T,
por exemplo, mantém um papel na resisténcia contra o M. leprae (NATH; SAINI;
VALLURI, 2015). As citocinas como IL-2 e IFN-y sdo encontradas em lesdes de
pacientes PB e em baixissimos niveis em pacientes MB. Enquanto que as citocinas IL-4,
IL-5 e IL-10 sdo mais abundantes em lesGes lepromatosas do que nos polos
tuberculdides (RIVOIRE et al., 2014). Essas resolucbes foram importantes para
determinar dois padres atualmente bem estabelecidos na imunologia da doenca
(OLIVEIRA, 2007). Se por um lado as citocinas importantes da resposta Thl estdo
presentes nos pacientes PB, por outro, as citocinas correspondentes a resposta imune
tipo Th2 estéo correlacionadas com as lesdes MB que apresentam grande quantidade de
bacilos circulantes (VERHAGEN et al., 1998). Portanto, dependendo da populacéo de
células T havera mecanismos de defesa ou disseminacdo da doenca, como observado
nas formas tuberculdide e virchoviana (FOSS, 1999). E interessante descrever que o
perfil das citocinas nos pacientes TT e LL refletem a associacdo das respostas Thl e
Th2 relacionadas tanto a resisténcia quanto a susceptibilidade a doenca (YAMAMURA,
1991).
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Os anticorpos sdo produzidos contra os antigenos do M. leprae, como o PGL-1,
LAM e GroES (FOSS, 1997; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; HUSSAIN et al.,
2004). A secrecdo de IgM ocorre pela acdo da IL-5 pelas células B na presenca de
células T (OCHOA et al., 2010). Altos niveis de IgM sdo detectados nos pacientes com
hanseniase LL e nos pacientes onde a resposta humoral é predominante (SIELING;
MODLIN, 1994; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; OLIVEIRA et al., 2008). A
classe de anticorpos IgG também é predominante em pacientes LL e TT, porém
apresentam diferencas entre as subclasses detectadas, onde 1gG2 e IgG4 anti-GroES séo
mais abundantes em pacientes TT e IgGl e 1gG3 em pacientes LL
(DHANDAYUTHAPANI et al., 1992; GETAHUN et al., 1998; HUSSAIN et al., 2004).
As duas classes de anticorpos sdao amplamente utilizadas para diagndstico da doenga,
pois 0s anticorpos estdo em altas concentracbes nos soros dos pacientes do polo

lepromatoso.

Consiste na literatura que a producao de anticorpos em pacientes tuberculoides e
dimorfos-tuberculoides é semelhante as cargas de anticorpos em contatos domiciliares
(QUEIROZ, 2012). Porém, tem sido relatado em estudos que comparam areas
endémicas e hiperendémicas que os padrdes de titulacdo humoral podem ser maiores
nas infeccBes subclinicas em areas com grande numero de casos da doenca (CUNHA et
al., 2012). Assim, a positividade de pacientes paucibacilares originarios dessas areas
pode variar, bem como a especificidade e sensibilidade dos testes utilizados (BRITO et
al., 2015).

Ainda h& uma terceira classe de anticorpos secretados contra o Mycobacterium
leprae. A IgA apresenta efeito imunorregulador mediado por receptores Fc, expressos
em diversas células, tais como neutrofilos, mondcitos, macréfagos, eosindfilos e células
dendriticas (OCHOA et al., 2010). Além disso, altas concentracdes de IgA tém sido
detectadas em amostras salivares desses pacientes, demonstrando um aspecto
importante para o diagndéstico através de conteudo salivar (NAGAO-DIAS et al., 2007,
CABRAL et al., 2013).

1.6 Diagnostico da doenca: a classe de exames convencionais

O diagnostico da hanseniase estad sob responsabilidade da atencdo bésica de

salde e é baseado na anamnese do paciente, exame dermato-neurolégico com a
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finalidade de identificar lesbes na epiderme (manchas de cor variavel entre vermelhas e
hipopigmentadas), areas com modificagbes na sensibilidade e comprometimento motor
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A classe de exames realizados inclui, especialmente, a analise dos indices de
baciloscopia, que permite a classificacdo operacional dos pacientes. O teste consiste no
esfregaco dérmico de sitios, como os I6bulos auriculares (LO), cotovelo (C) e lesGes (L)
(MS, 2009). O exame apresenta eficacia quando associado a aspectos clinicos. Porém, a
baciloscopia € um exame que apresenta baixos indices de sensibilidade, além de
necessitar de infraestrutura laboratorial adequada e profissionais capacitados, nem

sempre disponivel nas regides hiperendémicas (ASSOCIATION, 2002).

A Reacdo de Mitsuda, teste que utiliza uma suspensdo de bacilos mortos por
calor (lepromina) inoculados de forma intradérmica para analisar a resposta celular
tardia dos pacientes. Normalmente, pacientes TT sdo considerados Mitsuda positivos e
LL negativos e, embora o teste possua alto valor prognéstico na avaliacdo de
susceptibilidade as formas lepromatosas da doenca, a reacdo de Mitsuda ndo possui
valor diagndstico (MITSUDA, 1953).

Diversos testes soroldgicos podem ser realizados para diagnosticar a hanseniase,
dentre estes, os mais utilizados e bem padronizados sdo o ELISA e o ML-Flow. Este
ultimo foi desenvolvido por Burker-Sékula e colaboradores em 2013 e consiste num
teste imunocromatografico semi-quantitativo capaz de detectar anticorpos da classe IgM
anti-PGL-1 (BURKER-SEKULA et al., 2013). A inovacéo da técnica da-se pela rapidez
de deteccéo, barateamento de custo, simples manuseio e uso de amostras como soro ou
sangue total. A desvantagem consiste na baixa sensibilidade a amostras de pacientes
infectados subclinicamente e controle de contatos domiciliares, sendo mais robusto

somente para os pacientes multibacilares (COUTIN et al., 2011).

Ja 0 ELISA do anti-PGL-1 consiste num teste quantitativo também baseado na
resposta dos anticorpos da classe IgM e, mesmo sendo amplamente utilizado para
auxilio no diagnostico e monitoramento de contatos, o0 mesmo carece de mao-de-obra
laboriosa e equipamentos especificos nem sempre disponiveis. Além disso, € necessario
que haja padronizagdo dos indices de positividade das formas clinicas que podem variar

intensamente de uma area para outra.
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Dentre essas classes de exames ha ainda os testes moleculares, como a reacdo
em cadeia da polimerase (PCR), método capaz de multiplicar sequéncias préprias do
DNA do M. leprae. A técnica, além de dispensar uso de cultura, tem sido aplicada para
as doencas infecciosas em geral, e pode ser utilizado sangue e swabs oral e nasal no
procedimento (GOULART & GOULART, 2008).

Também existe a possibilidade de deteccdo do bacilo pela técnica de PCR em
tempo real (TagMan), que garante confiabilidade maior que os resultados obtidos pela
convencional (MARTINEZ et al, 2006). Porém, mesmo com todas as qualidades, esta
metodologia permanece somente como ferramenta de pesquisa, principalmente devido

ao seu alto custo, que inviabiliza a utilizacdo em larga escala (BANERJEE et al, 2010).

Diante disso, existe a necessidade de utilizar metodologias que sejam capazes de
determinar um diagndstico mais preciso, incluindo sensibilidade e especificidade,
atuando na deteccdo precoce da doenca (PINHO, 2013). Portanto, estudos que
padronizem testes capazes de revelar casos subclinicos e que permitam o
acompanhamento dos contatos domiciliares (HC), sdo de extrema importancia na
elucidacdo do perfil epidemioldgico da hanseniase (MOET et al., 2004).

1.7 A hanseniase e um novo cenario de diagndstico: tratados de salde e novas
tecnologias

Atualmente, o diagnoéstico da hanseniase apresenta pouca especificidade e quase
nenhuma funcéo progndstica. Uma das maiores dificuldades da deteccdo da doenca esta
atrelada ao fato de que a maioria desses marcadores ndo é capaz de diferenciar as
formas clinicas da hanseniase (LIMA, 2015). Diante deste paradigma, o

desenvolvimento de novos alvos é necessario para o controle adequado dessa doenga.

A partir do diagnostico rapido e correto é possivel se fornecer uma terapéutica
precoce, que vai contribuir de forma efetiva para o monitoramento da hanseniase
especialmente em regides hiperendémicas como o estado do Maranh&o, que aglomera
grande numero de casos e representa uma area estratégica para implementacéo de novas
ferramentas diagnosticas para 0 monitoramento de contatos domiciliares e individuos

com infecgdo subclinica (MS, 2016).
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As tecnologias disponiveis na atualidade s@o laboratoriais, caras e nem sempre
precisas, e dependem da devida coleta da amostra (normalmente bidpsias invasivas),
manuseio, acomodacéo, transporte e analise em laboratdrio. Além da necessidade de
tempo de resposta demorado, o que dificulta propor estratégias de monitoramento

adequados aos programas de saude publica (WHO, 2016).

Por essa razdo, a OMS promulgou em 2016 uma estratégia global para a
hanseniase intitulada “Aceleragdo rumo a um mundo sem hanseniase” em consonancia
com o Roadmap for Neglectes Tropical Diseases (Guia das Doencas Negligenciadas). A
proposta, que visa controle e erradicacdo da doenca até meados de 2020, tem como
pilares o combate a discriminacdo e preconceito contra doenca, promocao da inclusdo
social, desenvolvimento tecnoldgico voltado para a deteccdo precoce da doenca antes do

surgimento de incapacidades.

Além da reducdo da transmissdo e incapacidades motoras em pacientes
pediatricos; deteccdo eficaz em grupos de riscos localizados em é&rea se
hiperendemicidade e planos nacionais que garantam o acompanhamento e exames

médicos de contatos intradomiciliares.

Para que esse combate seja eficaz, é necessario o fortalecimento de pesquisas e
obtencdo de testes soroldgicos e salivares competentes e principalmente de baixo custo,
facilitando o uso em larga escala. Por esse motivo, 0 uso de antigenos especificos do M.
leprae que sejam utilizados em testes soroldgicos e salivares, tem sido ponto central de

pesquisas.
1.7.1 PGL-1 na sorologia da hanseniase

Muitas pesquisas tém utilizado antigenos naturais do M. leprae para o
imunodiagndstico da hanseniase (GELUK et al, 2009). Um exemplo disto é o uso de
antigenos especificos como o Glicolipideo Fenolico-1 (PLG-1) (ARAUJO, 2003).

O PGL-1 foi um dos primeiros antigenos especificos do M. leprae a ser isolado e
¢ o principal glicolipideo antigénico do bacilo (HUNTER; BRENNAN, 1981;
ARAUJO, 2003). A partir desse aspecto, trabalhos tem demonstrando a ligacdo do
trissacarideo (uma das extremidades do PGL-1) na predilecdo do M. leprae pelos nervos
periféricos (HUNTER; BRENNAN, 1981) (Figura 05).
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Figura 5. Estrutura da molécula do PGL-1. Fonte: Adaptado de Tabouret, G et al.2 Plos pathogens,
2010; 6: 1-13.

A utilizagdo do PGL-1 como antigeno para o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay — ensaio de imunoabsorcdo enzimatica) e teste de fluxo lateral
ML-Flow (Mycobacterium leprae-flow) pode ser confirmado como um método capaz de
detectar casos de hanseniase, além da possibilidade de preconizacdo do diagnostico,
visto que os anticorpos refletem ao sinal antigénico de estimulacdo (BAZAN-FURINI et
al., 2011; CABRAL et al., 2013). Esses dados revelam que o glicolipideo apresenta

diversas aplicacfes na pratica clinica.

Porém, mesmo com a ampla utilizacdo de anticorpos contra 0 PGL-1 em
pacientes virchovianos ndo tratados, 0s pacientes paucibacilares naturalmente
apresentam baixa concentracdo de anticorpos. Por esse motivo, alguns desses pacientes
apresentam resultados negativos frente ao diagndstico, mesmo manifestando sinais
clinicos positivos (MOET et al., 2004).

Mesmo com a utilidade do PGL-1 nativo, existe uma grande limitacdo na
obtencdo da molécula nativa, restrita ao crescimento do M. leprae em tatus e
camundongos (BUHRER-SEKULA et al., 2003; MOET et al., 2004). Como alternativa,
tém sido produzidas véarias moléculas sintéticas como: monossacarideo-octil-BSA (M-
O-BSA), dissacarideo-BSA (D-BSA), dissacarideo natural-octil-BSA, natural-octil-
HSA (ND-O-BSA e ND-O-HSA), trissacarideo natural-fenol-BSA (NT-P-BSA)
(KIRCHHEIMER; STORRS, 1971; GIGG, et al., 1985), e mais recentemente a

possibilidade de utilizar peptideos miméticos.
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1.7.2 Chaperonina GroEL como proteina imunogénica no diagnostico da
hanseniase

A decodificacdo do genoma do M. leprae proporcionou a descoberta de novos
antigenos com potencial de diagndstico como as chaperonas (proteinas de choque),
proteinas reguladoras e proteinas transportadoras (OLIVEIRA, 2007).  Alguns
antigenos da parede do M. leprae sdo pertencentes a familia das proteinas de choque
térmico (HSP), mostrando-se analogas as proteinas GroEL e GroES (YOUNG, 1990). A
proteina GroEL, também chamada de HSP65 ou MLO0317, é responsavel pelo
enovelamento das proteinas e modulacdo da resposta imune inata e adquirida, sendo
classificada como o principal alvo para a resposta imune dos patdégenos (YOUNG et al.,
1988).

Esses antigenos sdo produzidos em condicdes de estresse (WIKER;
TOMAZELLA; SOUZA, 2011). Além disso, essas proteinas estdo relacionadas a
alteracdo do reconhecimento e a apresentacdo de antigenos. Alguns estudos tém
relatado que a GroEL (ML0317) e GroES (ML0380) séo as proteinas mais abundantes
no M. leprae, sendo reconhecidas por precursores das células T, especificas desse
patégeno (MEHRA et al., 1992; WIKER; TOMAZELA; DE SOUZA, 2011).

Devido a correlagdo entre a producdo de IgG em pacientes multibacilares em
resposta a essas proteinas, este antigeno demonstra um potencial para diagnéstico da
doenga (MEHRA et al., 1992; DUTHIE et al., 2011). Além disso, o peptideo MPML14
é mimético da GroEL, informacdo confirmada por espectrometria de massas (dados em
publicacdo) podendo ser utilizado para deteccdo da hanseniase em plataformas de

imunodiagndstico.

1.7.3 Peptideos miméticos: uma alternativa no diagnéstico da hanseniase

As novas ferramentas p6s gendmicas tém permitido a caracterizacdo de
peptideos e proteinas que podem ser utilizados no sorodiagnoéstico. E, diante disso,
ferramentas como a bioinforméatica sdo de grande valia para 0 mapeamento dessas
moléculas antigénicas, fortalecendo o grupo das proteinas recombinantes e a utilizagdo

de peptideos mimeticos a esses antigenos (LIMA, 2011).

Os peptideos sdo biomoléculas que contém algumas dezenas de aminoacidos e

podem ser facilmente sintetizados, mantendo suas propriedades naturais. Devido a seu
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tamanho reduzido, os peptideos podem ser testados frente a diversos alvos,
possibilitando a selecdo de peptideos miméticos especificos contra vérias doencas
(LIMA, 2015).

A obtencédo desses peptideos mimeticos pode ocorrer por meio da tecnologia de
phage display, que permite a caracterizacdo e identificacdo de diversos peptideos frente
a varias moléculas, como por exemplo, os anticorpos (BLANK et al, 1999). A técnica é
embasada na utilizagdo do bacteriéfago M13 que infecta bactérias gram negativas como
E. coli (RAKONJAC, 2001).

O principio da técnica consiste na expressdo de polipeptideos na superficie do
bacteriéfago através da insercdo de DNA codificante e, dessa forma, a molécula
expressa fica exposta na superficie viral, ligada a uma proteina natural do capsideo e o
DNA armazenado no interior do fago (BARBAS, 2001). Além disso, os fagos
especificos sdo selecionados em alvos imobilizados e podem ser amplificados,
caracterizando um método de deteccdo de moléculas de maneira rapida e eficaz
(BENHAR, 2001; KUGLER et al., 2013).

Os peptideos miméticos representam novos biomarcadores que podem ter
importantes aplicagdes no diagnostico da hanseniase, podendo mimetizar antigenos
como PGL-1 (YOUN et al, 2004), ou outros antigenos naturais do M. leprae (ALBAN
et al, 2014), como as proteinas chaperoninas GroEL e GroES. Além disso, a grande
vantagem desses peptideos é a possibilidade de serem sintetizados quimicamente para
serem utilizados em diferentes plataformas e utilizando amostras bioldgicas variadas,

como soro, secrecoes e saliva (BOBOSHA et al., 2014).

Atualmente, o diagndstico da doenca utilizando os peptideos miméticos em
testes sorologicos e salivares sdo importantes ferramentas para deteccdo de anticorpos
produzidos contra os antigenos especificos do M. leprae pelos pacientes com hanseniase
(ALBAN et al., 2014).

Esses testes demonstram eficiéncia e aplicacdo em técnicas relativamente
simples como o0 imunoensaio de ELISA ou testes de fluxo laterais. Os imunoensaios
tém-se tornados cada vez mais rapidos e sensiveis, além de serem amplamente

utilizados na pesquisa cientifica. Entretanto, 0 método de coleta do soro dos pacientes
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ainda é uma tecnica invasiva, necessitando de metodologias alternativas e de carater
pouco invasivo (MOURA, 2011).

Diante disso, a utilizacdo da saliva como método de andlise para diagnostico €
pertinente em diversos aspectos, principalmente pela facilidade da coleta de material e a
quantidade de material que pode ser obtido (LAWRENCE, 2002; YARAT, et al. 2004).
Para além, os métodos de coleta salivares representam uma técnica ndo invasiva,
oferecendo menor risco de contaminacdo para o operador, além de armazenamento
simples e de baixo custo. Somado a esses fatores, a utilizacdo da saliva permite a
elaboracdo de aparelhos de instrumentacdo quimica para investigacbes clinicas e
laboratoriais (MOURA, et al. 2007).

Diante desses resultados, é importante testar a eficacia desses peptideos na
populacdo Maranhense, por ser uma area de hiperendemia, utilizando imunoensaios de
ELISA. A validacdo desses peptideos miméticos surge da necessidade de obtencdo de
novos marcadores imunoldgicos, bem como da possibilidade de inclui-los na préatica

clinica de detec¢édo da doenca.

Por esses motivos, a estratégia utilizada nesse trabalho visa validar o uso do
peptideo mimético ao PGL-1 (PGL1-M3) e a chaperonina GroEL (MPML14) em
amostras soroldgicas e salivares de pacientes do Maranhéo, regido hiperendémica, uma
vez que os mesmos ja foram utilizados em uma regido endémica (dados em
publicacdo). Aliado a isso, a estratégia ainda inclui o design in silico e validagdo do
peptideo mimético PGL1-M3R, nunca anteriormente utilizado em populagcBes com

hanseniase.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Validar biomarcadores peptidicos no diagnostico da hanseniase em populagéo

hiperendémica no estado do Maranh&o.

2.2 Objetivos especificos

e Validar os peptideos miméticos (MPML14, PGL1-M3 e PGL1-M3R) em

amostras sorologicas de individuos da populacdo Maranhense;

e Testar os peptideos miméticos (MPML14 e PGL1-M3R) em amostras salivares

de individuos da populacdo Maranhense;

e Comparar 0s resultados obtidos dos trés peptideos com outros testes

laboratoriais como baciloscopia, ML-FLOW, ELISA e PCR convencional;

e Comparar os resultados obtidos dos trés peptideos com os dados clinicos dos

pacientes;

e Comparar os resultados obtidos com os peptideos miméticos (PGL1-M3,
MPML14) na populacdo maranhense com a populacdo endémica de Uberlandia-
MG;

e Determinar por bioinformética a estrutura tridimensional do peptideo PGL1-
M3R;

e Comparar a estrutura tridimensional do PGL1-M3R com a do peptideo PGL1-
M3;

e Comparar o regido de atracamento molecular do anticorpo anti-M.leprae com o0s
peptideos PGL1-M3R e PGL1-M3.
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3. METODOLOGIA
3.1 Aspectos éticos e amostras bioldgicas

As amostras soroldgicas de pacientes e contatos saudaveis utilizadas no estudo
foram coletadas em projeto anterior (NUmero de aprovacdo no comité de ética: 23115
003005/2009-36). Estas estdo disponibilizadas no biorrepositério de amostras do

Laboratorio de Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Maranhdo.

Foram utilizadas um total de 383 amostras entre pacientes, contatos domiciliares
(HC) e controles endémicos (EC), provenientes das cidades de Imperatriz, Acailandia e
Sdo Luis coletadas entre os anos de 2009 e 2010 (Tabela 01). As amostras salivares
também fazem parte do biorrepositorio, coletadas no Centro de Salde do Bairro de
Fatima, S&o Luis -MA.

Os critérios de escolha das amostras de controles endémicos, consistiam em
triagem de pessoas sem qualquer historico de contato com pacientes com hanseniase,
sem historico de infecgdes, cancer ou estagio de tratamento de quimioterapia na regido

da cabeca e pescoco.

Tabela 1. NUmero de amostras utilizadas no estudo, divididas por cidade e forma clinica.

Formas clinicas
Cidades Total
TT BT BB BL LL HC

Imperatriz 26 37 12 14 13 73 175

Acailandia 10 04 14 - - 73 101
Sdo Luis 09 - - 04 05 69 87
EC 20

Confirmacao do Diagnostico Clinico

Os pacientes foram diagnosticados e classificados pela equipe médica de acordo
com as formas clinicas, segundo Ridley & Joplin, baseados no indice Baciloscopico de
esfregaco dérmico e no nuimero de lesGes. Também foi realizada a classificagao

operacional (paucibacilares e multibacilares) de acordo com o Ministério da Saude
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desses pacientes. Desse modo, as amostras soroldgicas utilizadas neste projeto passaram

por analise desses parametros e foram dividas de acordo com essas classificacGes.

3.2 Coleta de amostras salivares

A coleta da saliva foi realizada nos individuos confortavelmente sentados. Todas
as pessoas foram orientadas a ndo realizar degluticdes e ndo mastigar durante a coleta
das amostras. A coleta da saliva foi feita por meio da utilizagdo de rolos cilindricos de
superficie lisa conhecidos pelo nome comercial de “salivette”. Estes rolos que medem
aproximadamente 1 cm de espessura e 3,5 cm do comprimento foram introduzidos na
cavidade bucal e alojados na regido sublingual por um periodo de 5 minutos para
absorcdo da saliva. O material coletado é introduzido em um tubo de ensaio
devidamente fechado e identificado.

Depois da amostra devidamente acondicionado, foram realizadas centrifugacdes

de 1 minuto a 3.000 g* para obtencéo e aliquota do material, posteriormente mantido a
-20° C.
3.3 Selecéo dos participantes para coleta de Saliva

Os pacientes suspeitos foram selecionados no ambulatorio de referéncia em
hanseniase que atende pacientes encaminhados com diagnéstico de hanseniase para

tratamento e monitoramento.

Critérios de inclusdo no estudo

Foram incluidas no estudo as amostras salivares de pacientes com suspeita de
hanseniase, virgens de tratamento e também de seus contatos domiciliares. Para o Grupo

Controle, os participantes ndo tinham contato com os individuos portadores de hanseniase.

Critérios de exclusdo no estudo

Os pacientes com infec¢des glandulares, que estavam ou estiveram sob terapia
de radiacdo de cancer de cabeca e pescoco, condi¢Bes autoimunes como a Sindrome de
Sjogren, metabdlicas como o Diabetes Mellitus dos tipos 1 e 2, neuroldgicas como
paralisia cerebral, genéticas como Sindrome de Down foram excluidos da pesquisa.

Individuos em wuso de medicamentos anti-depressivos, anti-histaminicos, anti-
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convulsivantes, ansioliticos, outras drogas comprovadamente xerostdmicas e que se

recusaram a participar da pesquisa.

Critérios de inclusdo de contatos

Todos os individuos que foram recrutados e confirmados como contatos diretos
daquele paciente, ou seja, que residem na mesma casa ou tem relacdo muito proxima

com o caso indice por qualquer periodo de tempo.

Critérios de exclusdo de contatos

Os pacientes com infecces glandulares, que estavam ou estiveram sob terapia
de radiacdo de cancer de cabeca e pescoco, condi¢Bes autoimunes como a Sindrome de
Sjogren, metabdlicas como o Diabetes Mellitus dos tipos 1 e 2, neuroldgicas como
paralisia cerebral, genéticas como Sindrome de Down serdo excluidos da pesquisa.
Individuos em wuso de medicamentos anti-depressivos, anti-histaminicos, anti-
convulsivantes, ansioliticos, outras drogas comprovadamente xerostdmicas e que se

recusaram a fazer da pesquisa.
3.4 Sintese quimica dos peptideos

Neste trabalho foram utilizados trés peptideos miméticos obtidos anteriormente
por phage display e denominados MPML14, PGL1-M3 e PGL1-M3R. Estes foram
sintetizados quimicamente por uma empresa especializada no ramo que comercializa

esses produtos (Peptide 2.0).

Os peptideos apresentam tamanhos distintos e, além disso, existem diferencas
entre os seus espacadores, sequéncias de seis ou sete aminoacidos que intercalam suas
estruturas (Tabela 02). Por conta disso, esses peptideos apresentam atividades
bioldgicas singulares, tanto em fatores como reatividade quanto na prépria estrutura

tridimensional dos mesmos.

Tabela 2. Sequéncia dos peptideos que foram utilizados no projeto.

Peptideo Sequéncia

PGL1-M3 NH3-HWMLPGGPPGGGPPHWMLPEDPPGGGPPHWFLWDGPPGGGPPHWCLWDG
PPGGGPPSSPIWPSPPGGGPPSMSRYGQ-CONH2

PGL1-M3 R NH3- HWMLPGGPPGGGPPHWMLPEDPPGGGPPHWFLWDG-CONH2

MPML14 NH3 - YGCLFCTGGGSYGCLFCT-CONH2
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3.5 Elisa para teste dos peptideos sintetizados

Os ensaios de ELISA foram realizados em placas Nunc™ MaxiSorp™
sensibilizadas com 1ug/well do peptideo sintético e tampdo de sensibilizacdo, overnight
a 4°C e, posteriormente bloqueadas com PBS-BSA 5% por 1 hora a 37°C. Terminado

esse tempo, as placas foram lavadas uma vez com PBS tween 0,05%.

Os soros de todos os individuos testados foram utilizados huma concentracdo de
1:100, enquanto a saliva foi diluida numa concentracdo de 1:5 e foram incubados por 1
hora a 37°C e a placa passou por mais um ciclo de lavagem. Os anticorpos secundarios
foram anti-IgM, anti-IgG ou anti-lgA humana acopladas com peroxidase (Sigma-
Aldrich) de acordo com o experimento especifico, incubados a 37°C por 1 hora. Para o
peptideo MPML14, foi utilizado o anticorpo anti-lIgG e para os demais foram utilizados
0 anticorpo secundario anti-lgM. Nas amostras salivares, o anticorpo utilizado foi o

anti-1gA, independente do antigeno.

ApoOs esse processo, foi acrescentado uma solucdo de Ortofenilenodiamina
(OPD) preparada em tampéo citrato-fosfato para revelar as placas que passaram por um
processo de mudanca de coloracdo. A reacdo foi interrompida pela adicdo de solucdo de
acido sulfurico (H2SO,). Os resultados foram obtidos com base na leitura de densidade

Optica (OD) em espectrofotdbmetro com filtro de 492nm.

3.6 Validacgéo do teste

Para validacdo dos ensaios realizamos a comparacao entre os resultados obtidos
e os resultados de ELISA ja existentes para outros antigenos bem padronizados nos
testes imunoldgicos especificos, como PGL-1 nativo. Além disso, os trés peptideos
utilizados neste estudo tiveram seus resultados comparados entre si e avaliados com o

teste padréo.
3.7 Analise por bioinformatica

O servidor online I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)
foi utilizado para fazer a predicdo da modelagem dos peptideos MPML14, PGL1-M3 e
PGL1-M3R, bem como do anti-PGL1. Ja as estruturas moleculares resultantes foram

visualizadas e alteradas no programa pYmol 1.5.0.4 (https://www.pymol.org/).
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A andlise do percentual de hidrofobicidade dos peptideos foi realizada através da
plataforma online Peptide 2.0 e posteriormente estas moléculas foram editadas no
pYmol 1.5.0.4.

3.8 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados através do software GraphPad versao 06.
A determinacdo do cut off para os peptideos foi feita por andlise de curva ROC,
incluindo célculos para sensibilidade e especificidade e considerando grupo de pacientes
e 0 grupo de controle endémico. Além disso, foi realizado uma equacdo matematica

para determinar a positividade dos pacientes para cada peptideo.

Para medir a comparacao entre os testes convencionais e parametro clinicos com
o0s dados obtidos nos ensaios com os peptideos foi utilizado a anélise do indice Kappa,
segundo Landis & Koch, bem como o teste exato de Fisher para determinacdo do

pvalue.
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4. RESULTADOS

4.1 MPML14: positividade, comparacdo com testes convencionais e bioinformatica

Quanto a estrutura tridimensional do MPML14, o mesmo forma uma al¢a com
conformacdo simples ou primaria (Figura 6A) e o perfil de hidrofobicidade mostra que a
sua constituicdo € de carater 88,89% neutro (Figura 6B). Esta caracteristica reforca que

este peptideo que é mimético de uma proteina neutra.

A B

. o
YGCLGTT YGCLGTT Neutral: 88.89%

Figura 6. Sequéncia, design e perfil de hidrofobicidade do MPML14. Em A, sequéncia e design
tridimensional peptideo. Em B, seu perfil de hidrofobicidade.

O peptideo MPML14, foi avaliado para a deteccdo de 1gG, apresentando
especificidade de 100% e sensibilidade de 68% para todas as formas clinicas (Figuras
7B e 7C). Quanto a positividade, pode-se notar um percentual de 53,3% em TT; 64,3%
em BT, 57,7% em BB; 89,5% em BL,; 100,0% em LL e 35,8% em HC. No grupo EC a
reatividade foi basal e inferior ao cut off determinado para o0 MPML14 de 0,1998
(Figuras 7A e 7C). O percentual de positividade em Tuberculoides é 2,5 vezes maior em
area hiperendémica quando comparado a area endémica, porém para os multibacilares

dos grupos BB e BL esse aumento néo foi observado (Figura 7C).
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Figura 7. Deteccdo de anticorpos IgG por ELISA utilizando o antigeno MPML14. A —
perfil de reatividade do MPML14 em todas as formas clinicas, contatos e controles
endémicos. B — Curva ROC (considerando LL e EC). C — percentual de sensibilidade,
especificidade e positividade por forma clinica e em area endémica. TT (tuberculoide);
BT (boderline-tuberculoide); BB (boderline-boderline); BL (boderline-virchoviano), LL
(virchoviano), HC (contatos domiciliares).

Quando estratificado por cidades, identificamos o percentual de positividade em
Imperatriz que varia de 76,9% em TT a 100,0% em LL (Figuras 8A, 8D). Para

Acailandia e Sdo Luis o grupo TT teve positividade de 30,0% e 11,1%, respectivamente

e 100% nos Virchovianos. Nos contatos domiciliares essa positividade 47,9%; 23,3% e

34,8% em Imperatriz, S&o Luis e Acailandia (Figura 8D).
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Figura 8. Deteccéo de anticorpos 1gG por ELISA utilizando o antigeno MPML14. A — reatividade do
MPML14 em pacientes e contatos da cidade de Imperatriz. B — reatividade do MPML14 em pacientes e
contatos de Acailandia. C — reatividade do MPML14 em pacien pacientes e contatos de Acailandia. C —
reatividade do MPML14 em pacientes e contatos de Sdo Luis. TT (tuberculoide); BT (boderline-
tuberculoide); BB (boderline-boderline); BL (boderline-virchoviano), LL (virchoviano), HC (contatos
domiciliares).
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Na comparagdo com os testes convencionais, ELISA, MLFLOW, PCR e
Baciloscopia a concordancia entre ELISA utilizando o PGL1-nativo e 0 mesmo teste
utilizando MPML14 na forma paucibacilar e contatos é minima (Kappa: 0,062 e 0,053,
respectivamente), ja para os virchovianos a concordancia é substancial (Kappa: 0,642).
Considerando, MLFLOW e Baciloscopia a concordancia € perfeita apenas para as
formas multibacilares do polo LL (Kappa: 1,000). E se considerarmos a PCR de swab
bucal a concordancia é minima para todas as formas clinicas avaliadas, uma vez que
149 pacientes foram negativos para PCR e positivos para este imunoensaio (Tabela 03).

Tabela 3. Niveis de concordancia entre teste de ELISA com MPML14 versus ELISA para anti-PGL-1,
MLFLOW, PCR swab bucal e baciloscopia.

MPML14
+/+ +/- -/+ -/- Kappa IC Concordéancia pvalue*
Anti PGL-1 | FC 66 26 85 146 0.282 0.184 a 0.381 Razoavel 0.0001
TT 05 03 19 18 0.062 -0.149a0.217 Minima
LL 17 0 1 1 0.642 0.003 a 1.000 Substancial
HC 09 10 68 127 0.053 -0.048 2 0.153 Minima
MLFLOW | FC 57 19 120 169 0.225 0.141 a2 0.308 Razoavel 0.0001
TT 04 03 20 18 0.023 -0,179a 0,224 Minima
LL 18 0 0 1 1.000 1.000 a 1.000 Perfeita
HC 04 02 72 137 0.048 -0.020a0.116 Minima
PCR SB FC 27 06 149 182 0.125 0.064 a 0.186 Minima 0.0001
TT 05 01 19 20 0.153 -0,029 a 0,334 Minima
LL 10 0 8 1 0.116 -0.102 a 0.334 Minima
HC 02 0 74 139 0.034 -0.012 2 0.080 Minima
ind. FC 44 07 124 179 0.232 0.157 a2 0.308 Razoavel 0.0001
Bacilosc.
TT 02 0 22 20 0.076 -0,028 a 0,181 Minima
LL 18 0 0 0 1.000 1.000 a 1.000 Perfeita
HC 0 0 77 138 0.016 -0.015a0.048 Minima

IC (indice de confianca); PCR SB (PCR swab bucal); FC (formas clinicas); TT (tuberculoide); LL (virchoviano),
HC (contatos domiciliares).
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Para os ensaios de detec¢do de IgA por meio de saliva, € possivel notar uma
diferenca entre o perfil de reatividade entre os individuos com suspeita de hanseniase e

0 grupo de controles endémicos (Figura 09).
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Figura 9. Deteccdo de anticorpos IgA por ELISA utilizando o antigeno
MPML14 em pacientes com suspeita de hanseniase e o grupo de controles
endémicos (EC).

4.2 PGL1-Ma3: reatividade, positividade, comparacdo com testes convencionais e
bioinformatica

A deducéo in silico do peptideo PGL1-M3 revelou uma molécula que adquiri
uma estrutura secundaria em forma de hélice (Figura 10A). Sobre o perfil de
hidrofobicidade, a sua constituicdo € de carater majoritariamente hidrofébico (51,91%)

(Figura 10B). Essa caracteristica reforca que o0 mesmo é mimético de um lipideo.

A B
f VN
r\y\ { . | J
Y bt LB N L
c < {7\7 e
”
>3, %
f FARANY ™,
N o0V P
\' Acid: 5,19% \ ‘
, ) /\[\’\ Basic: 6,49% L 2
HWMLPGG HWMLPED HWELWDG - . / 1
HWCLWDG SSPTWPS SMSRYGQ Neutral: 36,36%

Figura 10. Sequéncia, design e perfil de hidrofobicidade dos peptideos. Em A, sequéncia e design tridimensional
peptideo PGL1-M3. Em B, perfil de hidrofobicidade do PGL1-M3.
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O peptideo PGL1-M3, foi avaliado para a detecgdo de IgM e apresentou 100%
de especificidade e 89,26% de sensibilidade para todas as formas clinicas (Figuras 11B
e 11C). Em relagdo a positividade, pode-se observar um percentual de 82,2% em TT;
90,5% em BT, 88,5% em BB; 73,7% em BL; 100% em LL e 73,0% em HC. Para o
grupo EC, a reatividade foi basal considerando um cut off de 0,1105 (Figuras 11A e
11C). O comportamento observado quando se compara area endémica e hiperendémica
€ 0 mesmo observado com o peptideo MPML14, sendo a principal diferenca observada

no grupo tuberculoide, com positividade de 34,3% e 82,2%, respectivamente.
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Figura 11. Detecgdo de anticorpos IgM por ELISA utilizando o antigeno PGL1-M3. A — perfil de
reatividade do PGL1-M3 em pacientes de diferentes formas clinicas, contatos e controles
endémicos. B — Curva ROC (considerando LL e EC). C - percentual de sensibilidade,
especificidade e positividade por forma clinica e em area endémica. TT (tuberculoide); BT
(boderline-tuberculoide); BB  (boderline-boderline); BL  (boderline-virchoviano), LL
(virchoviano), HC (contatos domiciliares).

Na comparagdo entre municipios, o percentual de positividade em Imperatriz
variou de 92,3% em TT a 100,0% em LL (Figuras 12A, 12D). Nas cidades de
Acailandia e Sdo Luis a positividades do grupo Tuberculdide foi de 90,0% e 44,4%,
respectivamente e 100% nos Virchovianos. No grupo dos contatos domiciliares, foi
observada uma positividade de 69,9% em Imperatriz, 74,0% em Acailandia e 81,2%
para S&o Luis (Figuras 12 B, C e D).

46



Aﬁ 0.8 B .6
£ . 3 [-)
c * g
S 06 ¢ S
g ° i % 04 . ©
A v

£ 02 sc s T e &2 £ 02 -] a-:_ =
ol b T T e e || e TE = 8
< [] ad Yyvy < A o

0.0 T T T T T T 0.0 T T T T

™ BT BB BL LL HC T 51 BB He
Formas clinicas Formas clinicas

C D
Eo.a
g 06 v Positividade T BT BB BL LL HC
T o
— (%)
Rl A )
g 04 Imperatriz 923 | 946 | 1000 | 78,6 | 100,0 | 69.9
«@ iyn -
g 024 o, v w Agailandia 90.0 | 100 | 71.4 - - 74.0
éo" O A || sdo Luis M4 | - - | 500 [ 100 | 812

A T T T \J

T BL LL HC

Figura 12. Detec¢do de anticorpos IgM por ELISA utilizando o antigeno PGL1-M3. A — reatividade
do PGL1-M3 em pacientes de diferentes formas clinicas e contatos da cidade de Imperatriz. B —
reatividade do PGL1-M3 em pacientes e contatos de Acailandia. C — reatividade do PGL1-M3 em
pacientes e contatos de S8o Luis. D — percentual de positividade por forma clinica e contatos em
Imperatriz, Agailandia e Sao Luis. TT (tuberculoide); BT (boderline-tuberculoide); BB (boderline-
boderline); BL (boderline-virchoviano), LL (virchoviano), HC (contatos domiciliares).

Na comparacdo com os testes convencionais, ELISA, MLFLOW, PCR e
Baciloscopia, a concordancia entre ELISA utilizando o PGL1-nativo e 0 mesmo teste
utilizando PGL1-M3 na forma tuberculdide e para os contatos domiciliares € minima
(Kappa: 0.027 e 0.003, respectivamente), ja para os multibacilares, a concordancia é
substancial (Kappa: 0.642). Ao considerar MLFLOW e Baciloscopia a concordancia €
perfeita apenas para as formas multibacilares do polo LL (Kappa: 1,000). Ao avaliar a
PCR de swab bucal, ndo foi observado concordancia para a forma paucibacilar (Kappa:
-0.346) e concordancia minima para a forma multibacilares (Kappa: 0.142), visto que
258 pacientes foram negativos para a PCR e positivos para o teste de ELISA (Tabela
04).
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Tabela 4. Niveis de concordancia entre teste de ELISA com PGL1-M3 versus ELISA para anti-PGL-1, MLFLOW,
PCR swab bucal e baciloscopia.

PGL1-M3

~
]

+/+ +/- -I+ - Kappa IC Concordanc  pvalue*

ia

Anti PGL-1 | FC 78 12 211 64 0.057 -0.006 a 0.108 Minima 0,0515
TT 07 01 30 07 0.027 -0.083 2 0.136 Minima

LL 17 0 0 0 0.642 0.003 a 1.000 Substancial

HC 15 5 144 51 0.003 -0.046 a 0.051 Minima

MLFLOW | FC 68 08 219 70 0.068 0.023a0.112 Minima 0,0112
TT 06 01 31 07 0.015 -0,090 a 0,120 Minima

LL 18 0 0 1 1.000 1.000 a 1.000 Perfeita

HC 05 01 152 57 0.008 -0.016 2 0.032 Minima

PCR SB FC 28 11 258 65 -0.021 -0.061 2 0.018 Né&o 0,2964
TT 02 07 35 01 -0.346 -0,604 a -0,088 Nao
LL 11 0 07 01 0.142 -0.117 a 0.401 Minima

HC 04 0 153 56 0.014 -0.000 a 0.027 Minima

ind. FC 43 06 245 72 0.034 -0.001 a 0.069 Minima 0,1322
Bacilosc.
TT 0 01 37 08 -0.044 -0,131 a 0,043 Nao
LL 18 0 0 0 1.000 1.000 a 1.000 Perfeita

HC 0 0 158 57 0.003 -0.003 a2 0.010 Minima

IC (indice de confianca); PCR SB (PCR swab bucal); FC (formas clinicas); TT (tuberculoide); LL (virchoviano),
HC (contatos domiciliares).
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4.3 PGL1-M3R: reatividade, positividade, comparacdo com testes convencionais e
bioinformatica

Quanto a estrutura tridimensional do peptideo, 0 mesmo adquiri formato de alga
simples ou primaria e o perfil de hidrofobicidade mostra que a sua constituicdo é de
carater hidrofébico (57,14%) (Figura 13A e 13B).

Acid: 9,52%
Basic: 9.52%
Neutral: 23,81%

HWMLPGG

HWMLPED

Figura 13. Sequéncia, design e perfil de hidrofobicidade dos peptideos. Em A, sequéncia e
design tridimensional peptideo PGL1-M3R. Em B, perfil de hidrofobicidade do PGL1-M3R.

O peptideo PGL1-M3R foi avaliado quanto a deteccdo de IgM, apresentando
especificidade 100% e sensibilidade de 86% para todas as formas clinicas (Figuras 14B
e 14C). Quanto a positividade, pode-se notar um percentual de 77,8% em TT; 81,0% em
BT; 73,1% em BB; 68,4% em BL; 100,0% em LL e 80,5% em HC considerando um cut
off de 0,1172 (Figuras 14A e 14C).
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Figura 14. Deteccdo de anticorpos IgM por ELISA utilizando o antigeno PGL1-
M3R. A — perfil de reatividade do PGL1-M3R em pacientes de diferentes formas
clinicas, contatos e controles endémicos. B — Curva ROC (considerando
Virchovianos e controles endémicos). C — percentual de sensibilidade,
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especificidade e positividade por forma clinica e contatos. TT (tuberculoide); BT
(boderline-tuberculoide); BB (boderline-boderline); BL (boderline-virchoviano), LL
(virchoviano), HC (contatos domiciliares).

A divisdo por cidades mostrou o perfil de positividade em Imperatriz, Acailandia
e Sao Luis de 84,6%; 70,0% e 44,4% em Tuberculbides, respectivamente. Ja para 0s
Virchovianos a positividade foi de 100% nas cidades avaliadas (Figuras 15C, 15D).
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Figura 15. Deteccdo de anticorpos IgM por ELISA utilizando o antigeno PGL1-M3R. A — reatividade do
PGL1-M3R em pacientes de diferentes formas clinicas e contatos da cidade de Imperatriz. B — reatividade do
PGL1-M3R em pacientes e contatos de Acailandia. C — reatividade do PGL1-M3R em pacientes e contatos de
Séao Luis. D — percentual de positividade por forma clinica e contatos em Imperatriz, Agailandia e Sao Luis. TT
(tuberculoide); BT (boderline-tuberculoide); BB (boderline-boderline); BL (boderline-virchoviano), LL
(virchoviano), HC (contatos domiciliares).

Na comparacdo com o0s testes convencionais ELISA, MLFLOW, PCR e
Baciloscopia, foi indicado que: (01) houve concordancia substancial para a correlacéo
entre ELISA utilizando o PGL1-nativo e 0 mesmo teste utilizando PGL1-M3R para 0s
LL (Kappa: 0,6), bem como uma concordancia perfeita para 0 mesmo grupo na
correlacdo com ML-FLOW e indice baciloscopico (Kappa:1l). E para PCR de swab

bucal a concordancia foi minima ou ausente (Tabela 05).
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Tabela 5. Niveis de concordancia entre teste de ELISA com PGL1-M3R versus ELISA para anti-PGL-1,
MLFLOW, PCR swab bucal e baciloscopia.

PGL1-M3R
+/+ +/- -/+ -/- Kappa IC Concordéncia pvalue*
Anti PGL-1 | FC 75 15 216 58 0.026 -0.026 a 0.078 Minima 0,4481
TT 07 01 26 11 0.077 -0.055a0.210 Minima
LL 17 0 1 0 0.642 0.003 a 1.000 Substancial
HC 14 06 159 35 -0.027 -0.075a0.021  Sem concord.
MLFLOW | FC 61 12 229 63 0.024 -0.022 2 0.071 Minima 0,4183
TT 06 01 27 11 0.058 -0,067 a 0,183 Minima
LL 18 0 0 1 1.000 1.000 a 1.000 Perfeita
HC 02 01 171 41 -0.005 -0.024 a2 0.014  Sem concord.
PCR SB FC 31 06 258 67 0.011 -0.021 2 0.043 Minima 0,6670
TT 05 01 28 11 0.040 -0,078 a 0,157 Minima
LL 11 0 07 01 0.142 -0.117 a 0.401 Minima
HC 03 01 169 39 -0.003  -0.023a0.017  Sem concord.
ind. FC 41 09 248 65 0.009 -0.029 a 0.048 Minima 0,8500
Bacilosc.
T 01 01 31 11 -0.029  -0,125a0,066  Sem concord.
LL 18 0 0 0 1.000 1.000 a 1.000 Perfeita
HC 0 0 173 41 0.002 -0.002 a 0.007 Minima

IC (indice de confianca); PCR SB (PCR swab bucal); FC (formas clinicas); TT (tuberculoide); LL (virchoviano),

HC (contatos domiciliares).

Para os ensaios de detec¢do de IgA por meio de saliva, é possivel notar uma

diferenca entre o perfil de reatividade entre os pacientes com suspeita de hanseniase e 0

grupo de controles endémicos (Figura 16).
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Figura 16. Detec¢do de anticorpos IgA por ELISA utilizando o
antigeno PGL1-M3R em pacientes com suspeita de hanseniase e 0
grupo de controles endémicos (EC).

4.4 PGL1-M3 e PGL1-M3R: semelhancas e diferencas

Na comparacao entre os peptideos é possivel perceber um padrédo de reatividade
semelhante quando se compara PGL1-M3 e PGL1-M3R (Figuras 17A, 17B e 17C),
com uma redugdo ndo significativa no PGL1-M3R. Além disso, a comparagdo entre 0s
dois testes indicou uma concordancia de moderada a perfeita (Tabela 6). Assim, a
reducdo no numero de aminoacidos alterou a conformacao tridimensional dos peptideos

(Figura 17D e 17E), porém isso ndo afetou a reatividade de forma significativa.
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PGL1-M3R 77,8 81.0 73.1 68.4 100,0 80,5 HWMLPGG HWMLPED

Figura 17. Comparagdo entre PGL1-M3 e PGL1-M3R. Em A, deteccdo de anticorpos IgM por ELISA
PGL1-M3R ¢, em B — 0 antigeno PGL1-M3. Em C, a positividade para ambos os peptideos. Em D e E,
a predicdo in silico do PGL1-M3 e PGL1-M3R, respectivamente.
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Tabela 6. Niveis de concordancia entre teste de ELISA com PGL1-M3 versus PGL1-M3R.

ELISA PGL1-M3 x PGL1-M3R

+/+ +/- -/+ -/- Kappa IC Concordéncia pvalue*
FC 259 29 34 40 0.451 0.337 2 0.566 Moderada 0.0001
TT 34 05 01 07 0.623 0.355a0.891 Substancial 0.0001
BT 32 06 02 05 0.236 -0.127 2 0.600 Razoavel 0,0061
BB 19 04 0 03 0.523 0.145a0.901 Moderada 0,0135
BL 13 01 0 05 0.872 0.631 a 1.000 Perfeita 0,0005
LL 18 0 0 1 1.000 1.000 a 1.000 Perfeita 0,0526
HC 143 18 31 23 0.341 0.196 a 0.487 Razodavel 0.0001

IC (indice de confianca); FC (formas clinicas); TT (tuberculoide); BT (boderline-tuberculoide); BB (boderline-
boderline) BL (boderline-virchoviano) LL (virchoviano), HC (contatos domiciliares).

Além disso, o atracamento molecular demonstrou que os dois peptideos sao
reconhecidos pelo anticorpo anti-M.leprae, confirmando in silico que estes representam
regides de epitopos (Figura 18). O peptideo PGL1-M3 interage com partes de FR1, FR3
e diretamente com a CDR1, enquanto em PGL1-M3R essa interacdo é mais discreta
(Figura 18).

A Anticorpo Sequéncia

ELALTQPPSVSGSPGQSITISCTGSSRDVGDYNYVSWYQQHPGKAPKLMIYEVTNRPSGVSNR

FSGSKSGNTASLTISGLQSEDEADYYCSSYAGADNVVVY GGGGSGGGGSGGGG
Anti-M.leprae SCSWQSGRGVVQPGGSPETVLCTVLDSISLPLACNWVRQSPAKGLEWLAFIWYDGGNIYDGG

NIHYADSVKGRFTISKDNSKHTLYLHMSGLRAEDTALYYCARDKGYYSWNWNEDL

Light Chain + Linker + Hight Chain

B rri [ cori [ rr2 [ cor2 ) FR3 [ CDR3 FR4

B




Figura 18. Docking molecular. Em A, sequéncia do anti-M.leprae, identificacdo dos FRs, CDRs,
cadeias leves e pesadas. Em B, docking molecular do anti-M.leprae com o peptideo PGL1-M3
Em C, docking molecular do antigeno PGL1-M3R com o anti-M.leprae. LC (cadeia leve); HC
(cadeia pesada); FR (regies framework); CDR (sitios determinantes de complementariedade).

5. DISCUSSAO

A hanseniase ainda estd entre as doencas negligenciadas com forte impacto
epidemioldgico e, mesmo apds a diminuicdo dos novos casos e queda nas taxas de
prevaléncia da doenca, ainda é considerada um grave problema de saude publica
(GILLINI, et al., 2017). Classicamente, a doenga apresenta dificuldades na classificacdo
das formas clinicas associados a controvérsias quanto a deteccao clinica e laboratorial
que dificultam o diagndstico preciso e eficaz e, por consequéncia, afetam o tratamento
desses pacientes (RIDLEY; JOPLIN, 1966; MARGARIDO; RIVITTI, 2009).

Frente a esta problematica, o surgimento de novas tecnologias e plataformas de
diagnostico tem ajudado na deteccdo precoce da doenca, além do monitoramento dos
contatos e de marcadores que sejam capazes de predizer as reacdes hansénicas (LIMA,
2015). Assim, é necessario estudar e validar antigenos especificos para 0 M. leprae que

funcionem como estratégias de diagndstico.

Nesse cendrio, 0s peptideos miméticos apresentam uma relevancia e potencial
consideraveis, visto que podem atuar em diversas plataformas de deteccdo, além de
garantirem grande especificidade e sensibilidade, jA& que simulam a acdo de
componentes naturais do patdégeno por apenas um epitopo especifico (GOULART et al.,
2010). Para além, esses mesmos peptideos podem ser produzidos em larga escala
barateando o custo dos métodos de diagnéstico da hanseniase, processo ja relatado em
outras doencas como a Tuberculose, por exemplo (SUNDELL; IVARSSON, 2014;
FENG et al., 2014).

A literatura apresenta a importancia da deteccdo de classes de anticorpos IgG e
IgM no soro dos e IgA na saliva como estratégia complementar no diagndstico
(NAGAO-DIAS et al. 2007; CABRAL, et al., 2013). Assim, a estratégia do nosso
trabalho consistiu em validar o uso de peptideos miméticos no imunodiagndstico, com
pioneirismo, em uma regido hiperendémica na deteccdo dessas classes de anticorpos

circulantes.
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Para o MPML14 foi possivel determinar sensibilidade de 68% considerando
todas as formas clinicas e especificidade de 100%. Os indices de positividade
mostraram que o peptideo foi bastante eficaz na deteccdo das formas paucibacilares
(53,3% em TT). Por isso, esse resultado € bastante promissor, uma vez que estas formas
clinicas apresentam dificuldades para o diagndstico por apresentarem taxas de
anticorpos circulantes menores que nas formas multibacilares (MARTINS et al., 2012).
Quando comparado os indices de positividade encontrados no Maranhdo com uma area
endémica, € possivel notar maiores taxas de casos positivos em todas as formas clinicas
— exceto nos BB — bem como nos contatos domiciliares. Esse fato é explicado pelo
comportamento de populagdes hiperendémicas produzirem maiores taxas de anticorpos
contra o patégeno, uma vez que estdo mais expostas ao mesmo (MATOS et al., 1999;
QUEIROZ, 2012). Além de apresentarem a possibilidade de contato maior e prolongado
com pacientes ou pessoas que apresentam e transmitem o bacilo sem necessariamente

manifestar reagdes e sinais da doenga (FRADE et al., 2017).

No caso dos pacientes do grupo BB a positividade reduzida pode ser explicada
pela instabilidade desta forma clinica, que pode evoluir para a forma mais grave ou
regredir para o polo tubercul6ide até a cura e controle natural do patdgeno pelo
organismo (RIDLEY; JOPLIN, 1966). Como observado por diversos autores, ha uma
plasticidade elevada das respostas celulares e humorais neste grupo, tendo casos de
pacientes extremamente responsivos até ndo responsivos (QUEIROZ, 2012). Na analise
dos casos destes pacientes, em particular, notamos muitas caracteristicas peculiares e
com grande flutuacdo, como o nimero de lesdes, presenca ou ndo de quadros reacionais
e graus de incapacidade que variam abruptamente, 0 que constituem um sério problema

na classificagdo correta da doenca.

A estratificacdo do grupo por cidades demonstrou que Sao Luis e Imperatriz
apresentaram uma deteccdo de 100% para 0s casos virchovianos, e todos os locais
estudados tiveram taxas que variaram de 23 a 43% no indice de positividades dos
contatos domiciliares. Na triagem das amostras, buscamos selecionar homogeneamente,
contatos domiciliares que apresentam casos indices tanto pauci quanto multibacilares,
pois foi descrito por Martins e colaboradores (2012) que os titulos de anticorpos nos
contatos multibacilares variam de acordo com a classifica¢do do caso indice. Em alguns
casos, esses contatos, ja apresentavam lesdes e indices de ELISA para o PGL1 nativo

positivos e Mitsuda negativo ou no limiar entre o que seria classificado ou ndo como um
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doente. Por isso, acreditamos que é possivel que existam casos de contatos que estdo
evoluindo para aparecimento de sinais clinicos da doenca. Esses dados, por sua vez,
reforcam ainda mais a importancia de testes simples, porém eficazes para a deteccdo

precoce e mesmo nas fases iniciais do contato com o bacilo.

Nos ensaios para dosagem de IgA utilizando o peptideo, foi possivel notar uma
diferenca visivel na titulacdo de anticorpos entre os individuos suspeitos e o grupo de
controle endémico, mesmo com um tamanho amostral ainda muito pequeno e
heterogéneo. Este fato demonstra que nestes casos 0 MPML14 também pode ser
utilizado com um biomarcador na saliva, corroborando com estudos que apontam para o

potencial de imunodiagndstico por meio de saliva (NAGAO-DIAS et al., 2007).

O segundo peptideo testado, assim como o MPML14, apresentou especificidade
de 100% para todas as formas clinicas e uma sensibilidade ainda maior que o primeiro,
sendo 89,26%. Quanto a positividade, determinamos um percentual ainda maior para as
formas clinicas e contatos que no MPML14, tanto no grupo de pacientes e contatos
domiciliares sendo considerados de maneira geral ou estratificado por cidades.
Repetindo 0 mesmo comportamento do peptideo anterior, o percentual de positividade
para os contatos também foi bastante elevado (73,0%). Meima e colaboradores (2004),
também reafirmam que em areas hiperendémicas essas taxas podem aumentar

consideravelmente, variando de 6 a 8 vezes mais gque 0 esperado.

No caso de contatos domiciliares, estudos de Pinho e colaboradores (2015)
mostram que uma grande parcela da populacdo maranhense ndo apresenta sinais da
vacina BCG, fator que pode ser considerado como um dos pontos que contribuem com
0 aumento dos indices de positividade encontrados no estado. Além disso, a taxa
elevada de positividade do grupo seja resultado de um numero subestimado de
infectados subclinicamente que estejam classificados somente como contatos
domiciliares como relatado por Hacker e colaboradores (2012) e Martinez e
colaboradores (2017). O grupo controle endémico que teve indices baixissimos de
reatividade o que nos permite afirmar que o comportamento soroldgico encontrado é

realmente verdadeiro.

Para além, estudos no Maranhdo descrevem o perfil desse grupo de risco,
apontando deficiéncias e dificuldades na sua classificacgdo e acompanhamento
(PEIXOTO et al., 2011; PINHO et al., 2015). Dessa forma, muitos contatos, na verdade,
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ja sejam pacientes e estejam num processo de maturacdo da doencga e, iSso perpassa por

uma estratégia de deteccdo que tenha sido ineficiente nesses individuos.

O PGL1-M3R, que é uma versdo reduzida do peptideo PGL1-M3, foi construido
nesse formato justamente para avaliar se o tamanho do peptideo poderia interferir na
reatividade do mesmo. Nesse sentido, observou-se que a positividade foi bem
semelhante ao peptideo original, mesmo que relativamente inferior. Esse fato indica
que, biologicamente, 0 comportamento desses peptideos € bastante parecido, apesar que
a predicdo tridimensional revela diferengas espaciais importantes, que ndo interferiram
de forma significativa na estabilidade na molécula e no reconhecimento da mesma por

anticorpos.

No caso dos dois peptideos PGL1-M3 e PGL1-M3R esta evidente um carater
hidrofébico eminente, que confirma a possibilidade de sequéncias proteicas
mimetizarem antigenos lipidicos. Essa mesma caracteristica foi relatada para um
peptideo mimético do antigeno AMAL de Plasmodium falciparum, que também possui
um sulco hidrofébico (ALAM, 2014).

Os altos indices de positividade para os trés peptideos reforcam que existe uma
importante interacdo entre antigeno - anticorpo, confirmada pelos resultados in silico,
demonstrando que anticorpos anti-M. leprae reconhecem esses peptideos em regides
antigénicas e, portanto, estes sdo considerados epitopos miméticos a antigenos naturais

do M. leprae.

Essa alta positividade para os trés peptideos na forma Tuberculdide, contrasta
com os resultados de Baciloscopia e PCR de swab bucal, o que justifica a pouca
concordancia entre os testes. Esse achado é muito valioso, uma vez que o0s peptideos
estudados nesse trabalho acoplados a plataforma de ELISA sdo mais promissores que as
ferramentas ja disponiveis para o diagndstico da hanseniase. Quando comparamos 0s
resultados do ELISA com PGLL1 nativo e os dois peptideos miméticos fica evidente as
diferencas de positividade encontrada, especialmente nas formas paucibacilares. Essas
flutuacGes no perfil de soropositividade de uma populacdo possuem uma forte relagéo
com o cluster de endemicidade a que esta regido € inserida. Estudos posteriores na
regido norte de Sdo Paulo, Papua Nova Guiné, Jhalda, india e Malawi j& relatavam
percentuais varidveis de positividade em populacdes e comunidades com maiores
indices de casos e prevaléncia da doenca (CHARTEJEE et al., 1976; BAUMGART et
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al., 1987; FINE et al., 1988; KRISHNAMURTHY, et al., 1989; BRASIL, et al., 1998;
BRASIL et al, 2003).

Assim, 0s peptideos avaliados apresentam um grande potencial de serem
utilizados como antigenos no imunodiagndstico da hanseniase em &rea hiperendémica,

apresentando-se com resultados melhores que os antigenos nativos.

6. CONCLUSAO

o Os peptideos MPML14, PGL1-M3 e PGL1-M3R podem ser utilizados
para deteccdo de anticorpos 1gG e IgM de pacientes com hanseniase em area
hiperendémica;

e Os peptideos MPML14, PGL1-M3 e PGL1-M3R podem ser utilizados para
monitoramento de contatos em area hiperendémica;

e Anticorpos anti-lgA contra PGL1 e GroEL foram detectados na saliva de
individuos suspeitos de hanseniase;

e Os peptideos PGL1-M3 e PGL1-M3R apresentam reatividade semelhante,
mesmo com estruturas tridimensionais diferentes;

e O ELISA utilizando esses peptideos miméticos mostrou-se uma ferramenta mais
sensivel e especifica que os outros testes laboratoriais, como Baciloscopia, ELISA
PGL1 nativo e PCR de swab bucal.
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