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RESUMO

PRODUCAO DE POLIPEPTIDEO RECOMBINANTE PARA UTILIZACAO NO
DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA HANSENIASE

Barbosa, M. S. Dourados/MS: Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Grande Dourados; 2015.

A hanseniase também conhecida como lepra ou doenca de Hansen é causada pelo bacilo alcool-
acido resistente Mycobacterium leprae, € endémica em varias partes do mundo, afetando
milhares de pessoas em diversos paises. Existe uma classificacdo operacional estabelecida pela
OMS para fins de tratamento, na qual a doenca é dividida em paucibacilar e multibacilar. O
tratamento que é baseado na poliquimioterapia de longa duracao, é estipulado de acordo com
esta classificacdo. O diagndstico para hanseniase é baseado na avaliacdo clinica, tendo em vista
que os testes existentes ndo sdo confiaveis e normalmente incapazes de detectar os individuos
do polo paucibacilar da doenga. Um método diagndstico confiavel é imprescindivel para um
melhor controle e diminuicdo dos indices epidemiolédgicos da doenga. O objetivo deste trabalho
foi produzir e purificar um polipeptidio recombinante de M. leprae que demonstre in silico
capacidade de detec¢do da hanseniase. O gene codificador de um polipeptideo sintético (MLP-
15) contendo 15 peptideos de M. leprae foi desenhado utilizando o software Vector-NTI e
sintetizado pela empresa Epoch Biolab Company®. Analises in silico avaliando os parametros
fisico-quimicos, estrutura secundaria e terciaria, além da capacidade de detec¢do por MHC de
classes I e Il foram realizadas. O MLP-15 foi clonado e expresso em E. coli utilizando a cepa
BL21 RP e purificado com coluna de afinidade Ni-NTA em quantidade suficiente para ser
utilizado em testes de diagnostico. Todos os parametros avaliados in silico indicaram que o
MLP-15 possui potencial para ser utilizado em testes soroldgicos para a deteccdo se pacientes

com hanseniase.

Palavras-chave: M. leprae, polipeptidio recombinante, diagnostico, hanseniase.
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ABSTRACT

PRODUCTION OF RECOMBINANT POLIPEPTIDE FOR USE IN

HOSENIASIS SOROLOGICAL DIAGNOSIS
Barbosa, M. S. Dourados / MS: Faculty of Health Sciences, Federal University of Grande

Dourados; 2015.

Leprosy also known as leprosy or Hansen's disease is caused by the alcohol-acid bacillus
Mycobacterium leprae, is endemic in several parts of the world, affecting thousands of people
in several countries. There is an operational classification established by WHO for treatment
purposes, in which the disease is divided into paucibacillary and multibacillary. Treatment
based on long-term polychemotherapy is stipulated according to this classification. The
diagnosis for leprosy is based on clinical evaluation, since existing tests are unreliable and
usually unable to detect individuals from the paucibacillary pole of the disease. A reliable
diagnostic method is essential for a better control and reduction of the epidemiological indices
of the disease. The aim of this work was to produce and purify a recombinant M. leprae
polypeptide that demonstrates in vitro leprosy detection ability. The gene encoding a synthetic
polypeptide (MLP-15) containing 15 peptides from M. leprae was designed using Vector-NT]
software and synthesized by the company Epoch Biolab Company®. In silico analyzes
evaluating the physico-chemical parameters, secondary and tertiary structure, besides the
capacity of detection by MHC of classes | and Il were performed. MLP-15 was cloned and
expressed in E. coli using BL21 strain RP and purified with Ni-NTA affinity column in
sufficient quantity to be used in diagnostic tests. All parameters evaluated in silica indicated

that MLP-15 has potential to be used in serological tests for the detection of leprosy patients.

Keywords: M. leprae, recombinant polypeptide, diagnosis, leprosy.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase, também conhecida como lepra ou doenga de Hansen, é uma doenca
infecciosa dermatoldgica e neuroldgica causadora de lesdes do tipo granulomatosa na pele e
responsavel por lesdes incapacitantes com niveis variaveis de 0, | e Il (Porto, Figueira et al.
2015). E considerada uma das mais antigas doencas dos seres humanos, conhecida desde os
tempos biblicos, com relatos da sua existéncia em casos ocorridos a mais de 3000 anos (Eidt
2004). O agente etiologico da hanseniase é o Mycobacterium leprae um bacilo alcool-acido
resistente, intracelular ndo cultivavel in vitro que apesar de ser encontrado em outros animais
silvestres como o tatu e ser cultivavel nas patas de roedores, o ser humano é considerado o seu
unico reservatorio natural (Aradjo 2003).

A evolucdo clinica da doenca serad dependente da resposta imune do hospedeiro, sendo
que, havendo uma resposta apropriada de células T, ou seja, resposta citotoxica mediada por
Th-1, neste caso a doenca se manifestard de forma mais branda com poucos bacilos sendo
paucibacilar (PB) e situando-se no polo tuberculdide. No entanto, quando o hospedeiro
apresentar uma predominancia de células Th-2 com posterior resposta humoral, que é
ineficiente no combate de patdgenos intracelulares como o M. leprae o desfecho sera a doenca
de forma mais agressiva com presenc¢a de bacilos em maior quantidade, sendo multibacilar
(MB) situada no polo Lepromatoso (Jurado, Rodriguez et al. 2015).

Estudos genéticos mostram que a hanseniase se originou na Africa, proximo ao oriente
médio, e se espalhou pelo mundo através das migracdes humanas. A doenca chegou no Brasil
no século XVI, durante o processo de colonizacdo, primeiramente no Rio de Janeiro, Salvador
e Recife e em poucos anos se disseminou para os demais estados chegando a S&o Paulo e Minas
Gerais (Cunha, Pedrosa et al. 2015).

Muitos paises, além do Brasil, ndo atingiram a meta de diminuicdo da carga de
hanseniase estipulada pela Organiza¢do mundial da saude (OMS), outros atingiram a meta mas
ainda sdo endémicos, e novos casos continuam aparecendo todos os anos. Considerando que 0
problema na eliminacdo da hanseniase esta no grande nimero de novos casos e na dificuldade
na deteccdo de casos subclinicos, temos como entrave para 0 cumprimento desta meta de
eliminacdo em muitos paises a inexisténcia de um método diagndstico confidvel que detecte
além dos casos multibacilares os casos subclinicos e paucibacilares (Nsagha, Bamgboye et al.
2011, Kumar, Parkash et al. 2014).

O diagnostico da hanseniase é baseado principalmente nas apresentacdes clinicas, onde

sdo avaliadas as lesGes e comprometimento neuroldgico. As ferramentas existentes sdo apenas



suficientes para o auxilio e classificacdo da doenca. Apesar de existir testes soroldgicos
baseados em antigenos do M. leprae, estes ainda ndo sdo suficientes para detectar todos os casos
positivos da doenca (Kim, Prithiviraj et al. 2013). A proteina glicolipidica-1 (PGL-1) testada em
soros de pacientes positivos atraves de ELISA foi capaz de detectar altos titulos de IgM em
pacientes lepromatosos, porém os niveis encontrados em pacientes tubercul6ides foi bastante
inferior, demostrando baixa sensibilidade para este Gltimo grupo (Brett, Draper et al. 1983).
Além do sequenciamento de espécies de Micobactérias o desenvolvimento de estudos
relacionados ao DNA também vem permitindo que se realize a clonagem de genes e producéo
de proteinas recombinantes, isso trouxe um impacto para a compreensao dos mecanismos
biologicos de diversos patdgenos (Bashiri and Baker 2015). As proteinas recombinantes séo
potenciais ferramentas que podem ser utilizadas na producéo testes diagnosticos e vacinas, no
caso da hanseniase elas poderdo ajudar no diagndstico dos pacientes do polo tubercul6ide com

um teste capaz de atender as necessidades de especificidade e sensibilidade requerida para tal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.HANSENIASE

A hanseniase € uma doenca relacionada a condi¢fes econdmicas afetando com maior
frequéncia pessoas de classes sociais mais baixas e com menor nivel de escolaridade, sendo
considerada uma doenca negligenciada. Outras questdes como o estigma sofrido pelos
pacientes, bem como as incapacidades permanentes deixadas pela doenca também s&o
caracteristicas que sdo levadas em consideracdo quando se pensa na situacdo de endemia de
hanseniase (Nsagha, Bamgboye et al. 2011, Parise-Fortes, Lastoria et al. 2014).

Na década de 1980 existiam cerca de 10 milhdes de pessoas com a doenga no mundo
(WHO 1998). Em 1991 a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) definiu uma meta para a
reducao do nimero de casos de hanseniase (reducdo da carga de hanseniase) e eliminar a doenca
como problema de saude pablica no mundo bem como a diminuicdo do nimero de casos com
incapacitacdo, a meta de prevaléncia estipulada pela OMS é de um caso para cada 10.000
habitantes e para tal foram padronizadas a utilizacdo da poliquimioterapia e a utilizacéo
indiscriminada da vacina (BCG) (Rodrigues and Lockwood 2011), gracas a isso 0 numero de
doentes caiu para 250 mil casos em 2012 (WHO 2015). Apesar da diminuicdo gradativa do
namero de casos, o Brasil continua com a prevaléncia acima de 1 caso/10.000 habitantes, sendo
que esse coeficiente ficou em 1,27 em 2014 (Brasil, 2014). Entre os paises que ainda sao
endémicos o Brasil se encontra em segundo lugar em nimero de novos casos, ficando atras
apenas para a India (WHO 2015).

Existem estudos indicando que a hanseniase possa ter se originado na Africa, (Cunha,
Pedrosa et al. 2015) porém ainda existe pouca certeza sobre sua origem, isso se deve aos poucos
registros confiaveis que possam indicar a origem da doenca. Entre os principais registros que
indicam sua origem, temos a descricdo de que esteve presente na India e no Egito no século 7
A.C (da Cunha 2002), ha relatos da presenca da hanseniase na india 600 A.C em um tratado
indiano e também indicios da doenca em cranios datados de 200 A.C e na China 300 A.C existe
uma descricdo clinica completa da hanseniase (Robbins, Tripathy et al. 2009).

A biblia hebraico-cristd também descreve a doengca com orientagbes sobre sua
identificacdo e cuidados, porém ndo é possivel dizer com certeza que a doenca descrita tratava-
se realmente da hanseniase devido a gama de doencgas com apresentacées clinicas semelhantes
que também eram endémicas na época (da Cunha 2002; Monot, Honore et al. 2005).

Na idade média a hanseniase tornou-se endémica na Europa como consequéncia do
aumento populacional, da concentracdo de pessoas em pequenas cidades medievais, da
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constante chegada e saida de pessoas das Cruzadas e migracdo de pessoas para esta regiao.
Alem disso, a doenca possuia maior viruléncia e os médicos da época ndo conseguiam

diferenciar a hanseniase de outras doencas dermatoldgicas da época (da Cunha 2002).

2.2.AGENTE ETIOLOGICO

A hanseniase é causada pelo Mycobacterium leprae, um bacilo alcool-acido resistente
da classe Schizomycetes, ordem Actinomycetalese familia Mycobacteriaceae, o qual foi
identificado pela primeira vez em 1873 por Gerhard Armauer Hansen (Lastoria and Abreu
2014). O M. leprae tem o formato de uma haste brevemente curva medindo 1,5-8 micron de
comprimento por 0,2-0,5 micron de didmetro. O M. leprae € invisivel quando corado com gram,
aparecendo apenas manchas ou bacilos gram-positivo. Para a coloracdo do M. leprae é utilizada
0 4cido fucsina, no método Ziehl-Neelsen (ZN) (Goulart, Penna et al. 2002, Last6ria and Abreu
2014).

A temperatura ideal de crescimento do M. leprae varia de 27-30 °C e por isso acomete
principalmente as &reas mais frias do corpo, como pele, testiculos, nervos periféricos e vias
respiratorias superiores atingindo principalmente macrofagos e células de Schwann. (Lastéria
and Abreu 2014). O bacilo da hanseniase ndo pode ser cultivado in vitro, porém cresce na pata
de ratos (Shepard 1960). Aparentemente o M. leprae parece ser dependente de metabolitos do
seu hospedeiro, isso explica o porqué de ele ndo ter sido cultivado in vitro até hoje (Cole,
Eiglmeier et al. 2001).

Em 1971 o bacilo foi inoculado em tatus por Kirchheimer e Stors (Kirchheimer and
Storrs 1971), o que permitiu obter antigenos do bacilo em quantidade suficiente para iniciarem-
se estudos de caracterizacdo de seus antigenos. Desde entdo ja foram identificadas diversas
proteinas especificas do M. leprae, entre elas o PGL-I (Engers, Bloom et al. 1985).

O sequenciamento genético do M. leprae também foi um avanco trazendo informacdes
adicionais para futuros estudos e permitindo que se isolasse genes e produzisse proteinas para
estudos diversos sobre a doenca. O bacilo da hanseniase possui um total de 3.268.203 pares de
base (pb) com 57,8% de G+C, do total dos genes cerca 49% (1604) séo codificadores de
proteinas, restando 27% de pseudogenes e 0s demais 25% ndo sdo codificaveis (Cole, Eiglmeier
et al. 2001).

Dos genes codificadores de proteinas encontrados no M. leprae, 1.439 estdo também
presentes no Mycobacterium tuberculosis e a analise proteomica comparativa entre os bacilos
causadores da tuberculose e o da hanseniase demonstrou a presenca de 391 proteinas solUveis
no M. leprae e 1.800 no M. tuberculosis, isso demonstra que em um processo evolutivo onde
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0s dois possuem um ancestral em comum o bacilo da hanseniase perdeu aproximadamente 80%
de seus genes (Cole, Brosch et al. 1998, Cole, Eiglmeier et al. 2001).

Em 2008 foi identificada, no México, uma nova espécie causadora de hanseniase difusa
com um comprometimento do figado e diversos outros sinais sisttmicos como taquicardia,
insuficiéncia respiratdria e cianose, a descrigdo inicial foi em dois pacientes que vieram a 6bito
de hanseniase. O bacilo foi sequenciado e uma diferenga no RNA ribossomal e em mais 5 genes
em comparagdo com o M. leprae, 0 novo bacilo foi denominado M. lepromatosis e o estudo
genético dessa espécie indica que ela teve um ancestral comum com outras Micobactérias e que
ela pode ser responsavel pela variabilidade geografica e de apresenta¢des clinicas da doenca
(Han, Seo et al. 2008).

2.3.CLASSIFICACAO

A classificacdo da hanseniase nas formas indeterminada, dimorfa, tuberculoide e
virchowiana foram proposta pela primeira no Congresso Internacional de Hansenologia de
Madri em 1953 (Ridley and Jopling 1966). Apds foram criadas as outras formas de classificacdo
da doenca, a classificacdo de Ridley e Jopling em 1966 e a classificacdo da OMS 1982 e 1988
(Ridley and Jopling 1966, Goulart and Goulart 2008).

2.3.1. Classificacéo de Ridley e Jopling

Em 1966 Ridley e Jopling criaram um aspecto clinico-imunoldgico da doenga com base
na histologia das lesdes, classificando-a em seis diferentes apresentagcdes sendo elas: hanseniase
tuberculoide (TT), hanseniase lepromatosa (LL), limitrofe-tuberculosa (BT), limitrofe-
borderline (BB), limitrofe-lepromatosa (BL), além de uma forma onde néo era capaz fazer uma
classificacéo precisa, determinada hanseniase indeterminada (1) (Ridley and Jopling 1966).

Na forma TT, o individuo apresenta um menor nimero de lesGes e uma pequena ou
nenhuma quantidade de bacilos nos raspados pertencendo assim ao polo paucibacilar (PB). Ja
na forma LL o individuo apresentara grande nimero de lesdes e de bacilos nos raspados, se
enquadrando no polo multibacilar (MB) (Mattos, Oliveira et al. 2014). As demais formas sdo
denominadas como intermediarias, pois a resposta imunoldgica ao bacilo ndo é definida e
variavel, outra forma da doenca é denominada indeterminada e é assim definida por ndo ter uma
classificacdo possivel (Trindade, Benard et al. 2010).

Os pacientes limitrofes possuem certa resisténcia ao bacilo causando uma resposta
imunologica com alteragdes na morfologia em que o granuloma se torna menos compacto e

mais edematoso, isso ocorre pelo fato dos bacilos se multiplicarem induzindo essa resposta com
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namero diminuido de células epitelidides. Os pacientes limitrofes que interrompem o
tratamento ou que possuem resisténcia ao antibidtico pode fazer um movimento passando para
a forma Virchowiana, posteriormente os individuos com a forma Virchowiana que vieram das
formas limitrofes foram classificados por Ridley como hanseniase Virchowiana subpolar
(LLsp) (Trindade, Benard et al. 2010).

2.3.2. Classificacao da hanseniase pela OMS

Em 1982 a OMS criou uma classificacdo exclusivamente através da baciloscopia que é
determinada por um indice bacteriano (BI), dessa forma atraves da contagem de todos os bacilos
em um esfregaco é feita a expressdo em um logaritmo sendo: 1+ (pelo menos um bacilo em 100
campos contados), 2+ (1 bacilo em 10 campos), 3+ (um bacilo em todos os campos), 4+ (10
bacilos em todos os campos), 5+ (100 bacilos em cada campo) e 6+ (1000 bacilos em todos 0s
campos) (Talhari, Talhari et al. 2015).

Outra classificacdo foi criada pela OMS em 1988, neste caso para nortear o uso da
poliquimioterapia, a classificagdo foi realizada dividindo a doencga em dois polos de acordo com
a carga bacilar e numero de lesdes, resultando entdo na classificacdo no polo paucibacilar, onde
o individuo apresenta poucas lesdes e baciloscopia normalmente negativa, o outro polo é
multibacilar, onde o individuo apresenta mais de cinco lesdes de pele e baciloscopia positiva,
sendo que independentemente do nimero de lesGes, quando a baciloscopia € positiva o paciente
é considerado multibacilar (Goulart and Goulart 2008),

No Brasil uma classificacdo operacional divide a hanseniase nos dois tipos polares,
hanseniase lepromatosa com apresentacdo de mais de 5 lesdes e baciloscopia positiva e
tuberculdide em individuos que apresentam menos que 5 lesdes e baciloscopia negativa, essa
definicdo foi estabelecida pelo ministério da salde para fins de tratamento em areas onde o
servico de salde ndo permite a realizacdo de exames mais elaborados como histologia (Aradijo,
2003).

2.4.FORMAS DE APRESENTACAO CLINICA E LESOES

A forma em que a hanseniase ira se apresentar no individuo dependera da interacao entre
o0 sistema imunolégico do hospedeiro com o bacilo (Ridley and Jopling 1966). As formas mais
comuns em que se apresentam as lesdes sdo através de manchas eritematosas ou hipocrémicas,

tambem se observa presenca de infiltragcdes, nddulos tubérculos ou placas (Jopling 1971).

2.4.1. ReacOes Hansénicas



Reacdo hansénica é assim denominado por tratar-se de uma reagdo exacerbada do
sistema imunolégico contra o M. leprae, essa reacdo pode ocorrer dentro do curso crénico da
doenca, normalmente em individuos multibacilares podendo ser durante, antes ou ap0s o
tratamento, muitas vezes o diagnostico da hanseniase acontece quando o paciente €
hospitalizado devido a um quadro reacional (Kumar, Dogra et al. 2004).

As reacdes hansénicas acometem cerca de 30% das pessoas com hanseniase (Scollard,
Adams et al. 2006). Sendo mais acometidos 0s pacientes que apresentam as formas limitrofes
da hanseniase, ou seja, as formas BT, BB e BL, 0s quais ndo possuem estabilidade imunoldgica
a doenga, dessa forma tém maior risco de apresentar uma reacao a hanseniase (Sharma, Singh
et al. 2015).

Os casos reacionais sao divididos em reacdes tipo 1 (T1Rs) e tipo 2 (T2Rs). Os casos
T1Rs tem como caracteristica 0 agravamento das lesdes ja existentes, mas sem envolvimento
sistémico, isso porgue existe uma reagdo de hipersensibilidade ao M. leprae mediada por Th-I
aumentada, gerando uma liberacdo de citocinas topicamente nas lesdes (Cortela, de Souza
Junior et al. 2015, Sharma, Singh et al. 2015). Os fatores de risco associados a T1Rs sdo:
pessoas do género feminino e multiplas lesdes no momento do diagndéstico. Os pacientes que
apresentam a T1Rs normalmente é tratado com corticoides em doses baixas por longos periodos
de tempo, quando as reacdes apresentam melhoras, diminui-se a dosagem do medicamento
gradativamente (Walker and Lockwood 2008).

Outro tipo de reacdo € tipo 2 (T2Rs) ou eritema nodoso hansenico (ENH) ocorre
normalmente em pacientes multibacilares caracterizados pela fraca imunidade contra 0 M.
leprae (Scollard, Adams et al. 2006) Nos pacientes T2Rs, além de agravamento das lesdes de
pele, o individuo vai apresentar sintomas sisttmicos como febre e mal estar geral, ainda existe
uma variante da T2Rs, que é exclusivamente neuroldgica e sem presenca de sinais sistémicos
ou lesdes (Cortela, de Souza Junior et al. 2015, Sharma, Singh et al. 2015). Os fatores de risco
associados a T2Rs sdo: pacientes com a classificacdo LL, género feminino e altos indices
bacilares (Kumar, Dogra et al. 2004).

2.4.2. Incapacidades e complicagdes causadas pela Hanseniase

Em 1973 foi determinada por Gongalves, que incapacidade é toda alteracdo anatdbmica
ou fisiologica que impeca o individuo de realizar uma atividade ou convivio social, seja esse
impedimento total ou parcial, permanente ou temporario. No caso da hanseniase, por se tratar
de uma doenga que acomete nervos, quando ndo tratada em tempo habil pode causar
incapacidades em diversos graus (Alves, Barreto et al. 2010).
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Para se chegar ao grau de incapacidade sdo avaliados os olhos, dedos, méos e pés do
individuo. A finalidade da avaliagdo motora em pacientes com hanseniase € detectar
precocemente as incapacidades. Durante essa avaliacdo pode se observar alteracbes como:
paralisia facial que pode causar epifora e exposicao da cornea, mao em posi¢cdo de garra, mao
caida, pé caido e garras de artelhos (Aradjo 2003). As incapacidades sdo classificadas em graus
que véo de 0 a Il onde o grau 0 quando ndo ha comprometimento neural nos olhos, pés e maos;
grau | perca de sensibilidade; e o grau Il havendo comprometimento neural nas palpebras, maos
em forma de garra, méos e peés caidos, entre outros. (Silva Sobrinho, Mathias et al. 2007).

Além de lesdes na pele e nervos periféricos a hanseniase também pode ocasionar um
envolvimento sistémico e lesbes em outros 6rgdos como nos rins, onde pode ocasionar
glomerulonefrite aguda e cronica, lesGes tubulointersticiais, pielonefrite e amiloidose
secundaria (da Silva, Daher et al. 2015). Uma forma de hanseniase onde o individuo nédo
apresenta lesdes de pele, mas apenas lesdes em nervos, essa forma foi denominada Hanseniase
Neural Pura (PNL). Na PNL o individuo apresentara sintomas exclusivamente neurais como:
sensibilidade ou insensibilidade que pode estar préxima a area de alargamento do nervo,
também apresenta parestesia e deficits motor sem a presenca de lesdes de pele (Goulart and
Goulart 2008).

2.5.ASPECTOS IMUNOPATOGENICOS

Apesar do grande nimero de estudos e da diminuicdo dos casos de hanseniase, ainda
existem muitas lacunas sobre sua forma de transmissdo e 0s mecanismos de patogenicidade
(Rodrigues and Lockwood 2011, Vora and Pilani 2014). Quanto & infeccdo, existem diversos
relatos sobre as formas de eliminagdo do bacilo, entre elas, a descricdo de que a pele como
tendo potencial tanto para eliminacdo quanto como porta de entrada de bacilos (Okada, Komura
et al. 1978, Vora and Pilani 2014), porém a principal porta de eliminacéo e entrada de bacilos
¢ atraves de aerossois proveniente das vias respiratorias superiores (Rodrigues and Lockwood
2011). Principalmente proveniente de pacientes com a forma multibacilar (MB) (Aradjo 2003),
0s quais podem eliminar entre 10 mil e 10 milhGes de bacilos diariamente através da descarga
nasal (Shepard 1960).

A populacdo em sua maioria, cerca de 95%, é naturalmente resistente ao M. leprae o
que torna a hanseniase uma doenca com baixa morbidade apesar de altamente contagiosa
(Alves, Barreto et al. 2010, Lastoria and Abreu 2014, Lastoria and Abreu 2014). Quando o M.
leprae consegue se infiltrar no organismo adentra as fibras nervosas sensitivas parasitando
células de Schwann, posteriormente é captado por macréfagos, através dos quais segue caminho
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para areas periféricas da pele onde se multiplica lentamente (Porto, Figueira et al. 2015), se
dividindo uma vez a cada 14 horas (Shepard 1960). De acordo com a resposta imunoldgica do
hospedeiro, a lesdo nervosa causada neste caminho percorrido pelo bacilo € o0 que causa a
insensibilidade e lesdes de pele caracteristicas da hanseniase (Porto, Figueira et al. 2015).

A hanseniase tem um periodo de incubacdo longo, devido a replicacdo lenta dos bacilos,
0 tempo de incubacédo pode variar entre 2 a 12 anos, sendo de 4 anos em média para a sua forma
tuberculoide e 10 anos para a forma Virchowiana (Porto, Figueira et al. 2015), durante este
periodo o individuo pode eliminar bacilos mesmo sem apresentar sinais clinicos da doenca
(Duarte-Cunha, Marcelo da Cunha et al. 2015).

Ap0s se adentrar no organismo e passar um tempo se replicando dentro da célula de
Schwann, os bacilos sdo destruidos por células dendriticas e seus antigenos passam a ser
detectados por células T, este processo é mediado pela expressdo do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) em células T CD4+ causando uma reagdo
inflamatoria com presenca de agentes citotoxicos e mediadores de oxidacdo, que sdo
responsaveis por destruir os bacilos e acabam ocasionando a lise de células Schwann, esse € o
processo causador das lesdes de pele e inflamacdo neuronal caracteristicos da hanseniase (van
Beers, de Wit et al. 1996, Spierings, de Boer et al. 2001).

Sabe-se que as células dendriticas sdo maturadas apds a captacdo de um patdégeno do
qual € extraido antigenos, estes antigenos tornam as células dendriticas imaturas em células
apresentadoras de antigenos (Steinman and Hemmi 2006), onde ha o envolvimento do MHC-
I que também esté relacionado com a forma clinica da doenca (de Souza-Santana, Marcos et
al. 2015). A célula apresentadora de antigenos ativara as células T imaturas tornando-as células
efetoras T helper-1 e T helper-2 (Th-1 ou Th-2), que irdo produzir anticorpos ou permanecerao
como células de memdria, esta ultima podera ser ativada quando o individuo entrar em contato
com este patdgeno novamente (Steinman and Hemmi 2006).

Os individuos paucibacilares apresentam um ndmero limitado de lesdes. S&o lesGes
benignas e com respostas associadas & Th-1, interferon-y (INF-y) e interleucina-2 (IL-2) e
interleucina-15 (IL-15), sendo essa uma resposta celular. Ja na forma multibacilar existe a
predominancia de resposta humoral com presenca de células Th-2 com interleucina-10 (I1L-10)
onde os individuos apresentam uma forma mais grave da doenga com maior numero de leses
e bacilos (Blackwell, Jamieson et al. 2009). A liberacdo de IL-10 em individuos multibacilares
estimula macrofagos a realizarem a fagocitose de bacilos, porém este mecanismo tem pouca

capacidade de eliminacdo de bacilos ja que ndo possuem boa capacidade antimicrobiana



propiciando o acimulo de bacilos no interior do proprio macréfago, em contrapartida quando
sinalizado por IL-15 o macrofago faz uma fagocitose mais limitada, porém com maior
capacidade antimicrobiana evitando o acimulo de bacilos em seu interior (Montoya, Cruz et al.
2009).

Um estudo demonstrou que o M. leprae induz a maturacdo de células dendriticas de
forma variavel podendo aumentar a expressdo de MHC-11, no mesmo estudo observou-se que
pacientes LL apresentaram menores niveis de IL-12 que em pacientes TT. A IL-12 é uma
citosina importante na atividade efetora de células Th-1 (Braga, Moretto et al. 2015).

Apesar de se observar a presenca de grande quantidade de anticorpos em pacientes MB,
isso ndo evita que normalmente esses individuos desenvolvam a forma mais grave da doenca,
isso por que a defesa mais eficaz contra a doenca é feita através da acdo celular Th-1 forte,
capazes de fagocitar e destruir o bacilo pelo intermédio de citosinas como 0 TNF-a, INF-y e
espécies de oxigénio reativos (ROS) (Aradjo 2003). Ja a forma lepromatosa da doenca, é
descrita como tendo uma acdo predominante de Th-2 humoral com producdo de grandes
guantidades de IgG ou IgM o que seria uma resposta ndo funcional contra um agente

intracelular, tal como o M. leprae (Reibel, Cambau et al. 2015).
2.6.ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA HANSENIASE

2.6.1. Epidemiologia da Hanseniase no Mundo

Em 1998 a OMS estipulou padrdes epidemioldgicos para classificar a hanseniase com
relacdo ao grau de prevaléncia e de incidéncia, com isso consideraram que a area é
hiperendémica quando a prevaléncia estiver em mais de 20 casos/10.000 habitantes, muito alto
quando 10-20 caso0s/10.000 habitantes, médio quando 1-5 casos/10.000 habitantes, baixo
guando houver menos de 1 caso/10.000 habitantes. Quando se trata de casos novos indica-se
gue uma incidéncia de 4-6 casos/100.000 habitantes é considerada area hiperendémica, 2-4
caso0s/100.000 habitantes considera-se muito alto, 1-2 novos casos/100.000 habitantes é
considerado alto, considerado médio quando sdo detectados 0,2-1 novos casos/100.000
habitantes e € considerado baixo quando séo detectados menos que 0,2 casos/100.000 habitantes
(WHO 1998)

Foram registrados aproximadamente 250 mil casos de hanseniase em todo 0 mundo em
2012 (WHO 2013). Esse valor € bem menor que os valores relatados na década anterior, quando
foram relatados cerca de 600 mil casos registrados em 2002, (Rodrigues and Lockwood 2011).

Em 2013 foram registrados em todo o mundo 215 mil casos e 180 mil casos em 2014, estes
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valores demonstram como o programa de eliminacdo da hanseniase tem diminuido o nimero
de casos da doenga no mundo (WHO 2015).

Apesar dessa diminuicdo gradativa, o continente asiatico continua detectando o maior
numero de casos todos os anos, sendo 155 mil em 2013 e 116 mil em 2014, perfazendo uma
taxa de incidéncia de 0,83 e 0,63/100.000 habitantes respectivamente nestes anos. Dos 155mil
casos relatados no continente asiatico em 2013, 126 mil foram encontrados na india o que torna
este 0 pais com o0 maior numero de casos novos seguido pelo Brasil e Indonésia. As regides do
pacifico ocidental e mediterraneo oriental sdo onde as taxas de detec¢ao sdo menores entre todas
as regides. Segundo a OMS ndo hé relatos de casos de hanseniase na regido da Europa nos anos
de 2013 e 2014. No continente africano o nimero de casos novos aumentou de 20.911 em 2013
para 22.722 em 2014 (WHO 2015).

Em relacdo aos casos de incapacitacdo, foram relatados em 2013 em todo 0 mundo
13.289 casos com grau |l de incapacitagdo, destes quase 8.000 casos foram na Asia, 2.552 na
Africa, sendo uma taxa de 0,43/100.000 habitantes nestes continentes, este indice cai para 0,05
no mediterraneo oriental e 0,02 na regido do pacifico ocidental (WHO 2015).

Tabela 1. Prevaléncia de hanseniase registrada em 2014 e o nimero de novos casos detectados durante
2014 nas regides de monitoramento da OMS (WHO, 2016).

Regizo : Prevaléncia : : Novos casos :
NUmero Por 10.000 habitantes NUmero Por 100.000 habitantes

Africa 19.968 0,26 18.597 2,44
Américas 29.967 0,33 33.789 3,75
Mediterraneo Oriental 2.212 0,04 2.342 0,38
Europa - - - -

Sudeste Asiatico 119.478 0,63 154.834 8,12
Pacifico Ocidental 3.929 0,02 4,337 0,24
Total 174.554 0,25 213.899 3,00

2.6.2. Epidemiologia da Hanseniase no Brasil

Mesmo com todos os esforgos da Organizacdo Mundial de Saide em tentar eliminar a
hanseniase como problema de salde publica, o Brasil ainda continua a ser endémico, sendo o
segundo pais mais afetado pela doenca no mundo. Em 2014 foram notificados mais de 31.000
novos casos da doenca no Brasil, comparando com o0s anos anteriores, observa-se uma
diminuicdo gradativa, porém lenta, no nimero de novos casos (WHO 2015).

A regido Centro Oeste notificou 5.871 novos casos ou uma taxa de 38,62 para cada 100
mil habitantes no ano de 2014 com uma prevaléncia de 3,93 casos para cada 10 mil habitantes.

Destes novos casos, 77% foram MB e 361 casos em criangas menores de 15 anos. Com relacéo
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a incapacitacdo foram registrados 326 individuos com incapacidade de grau Il causado pela
hanseniase (Brasil, 2014).

O Mato Grosso do Sul é 0 nono estado mais afetado do pais em nimero de casos com
1.073, mas é o quarto em prevaléncia com 3,95 novos casos para 10 mil habitantes em 2014.
Dos casos novos notificados em 2014, 57 foram registrados em crian¢as menores de 15 anos,
552 eram mulheres, 863 ou 81,7% foram MB, e 65 apresentaram incapacidade de grau II.
Durante esse periodo também foram acompanhados 1.972 contatos de pacientes positivos. No
geral o Mato Grosso do Sul apresentou grau médio de endemia com coeficiente geral de
prevaléncia totalizando 3,95 casos para cada 10.000 habitantes, um nimero ainda distante da
meta estipulada pela OMS (Brasil, 2014).
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Figura 1. Grafico de evolugédo das taxas epidemioldgica no Mato Grosso do Sul nos anos 2001, 2004,
2010, 2014 e 2015. (Taxas de detecgéo por 100 mil habitantes) (Brasil, 2016).

A regido mais afetada pela doenca no Brasil € o Nordeste com mais de 13.000 novos
casos registrados em 2014, seguido pela regido norte onde foram registrados 6.113 novos casos.
As areas mais afetadas sdo os estados do Maranhdo e Para com mais de 3.600 e 3.400 novos
casos registrados em 2014 respectivamente. As regides Sul e Sudeste foram as que
apresentaram 0s menores numeros de casos novos registrados, com 1.035 e 510
respectivamente. Os estados que menos apresentaram novos casos foram os estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. Com relacdo as incapacitacdes, foram relatados 2.039 casos

no Brasil em 2014, sendo a grande maioria dos casos relatados em toda Ameérica (Brasil, 2014).
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Figura 2. Gréafico de evolucdo das taxas epidemioldgicas no Brasil nos anos 2001, 2003 e 2015. (Taxas
de detecgdo por 100 mil habitantes) (Brasil, 2016).

2.7.DIAGNOSTICO

O diagnostico da hanseniase € basicamente clinico e realizado através dos dados
semiologicos, sendo os métodos laboratoriais e outros métodos diagndsticos tidos como
auxiliares, confirmatdrios ou para a classificacdo da forma clinica da doenca e dessa forma
utilizada como base para o tratamento (Moschella 2004). Embora existam estudos envolvendo
outros métodos diagnosticos modernos como a utilizacdo de metodologias moleculares
baseadas em PCR (Donoghue, Holton et al. 2001, Martinez, Britto et al. 2006) e testes baseados
em sorologia como o teste rapido com a PGL-1 (Buhrer-Sekula, Cunha et al. 1998), os testes
mais utilizados para a detec¢do da hanseniase sdo a baciloscopia e o exame histopatoldgico,
mesmo estes métodos tendo baixa sensibilidade devido a dificuldade de deteccdo de bacilos,

principalmente em individuos PB (Tsukamoto, Maeda et al. 2014).

2.7.1. Avaliacao clinica

O diagnéstico clinico é feito através da avaliacdo fisica do paciente com suspeita da
doenca, a avaliacdo clinica do paciente é realizada seguindo 0s seguintes passos: Anamnese -
onde serdo coletadas informacdes relevantes sobre a histéria clinica e epidemioldgica;
Avaliacdo dermatoldgica — buscando alteracbes de pele com perca de sensibilidade
caracteristicas da doenca; Avaliagdo neuroldgica — identificar alteragdes de espessamento de
nervos, neurites, incapacidades e deformidades gerais; Classificacdo do grau de incapacidade;

Diagnostico de reacdes hansénicas e diagnostico diferencial (Brasil, 2001)
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O exame dermatoneuroldgico realizado durante a avaliacdo clinica tem por objetivo
avaliar a sensibilidade térmica, tatil e hiperalgésica nas lesdes de pele e dessa forma identificar
neurites e comprometimento de nervos e troncos nervosos, além de incapacidades fisicas
(WHO, 2001). Durante a avaliacdo dermatologica é verificada a presenca de lesdes e
identificado sua forma, nimero, dimensdes e formato de bordas, também é realizada uma
avaliacdo de sensibilidade nos olhos e membros além de for¢a muscular (Brasil, 2001)

Durante a avaliacdo clinica é realizado a palpacdo de nervos com o objetivo de detectar
alteracdes funcionais que podem ter sido ocasionadas pela hanseniase, nesta avaliacdo €
observada a espessura, fibrose, nodulacGes e dor, isso é feito comparando se 0 nervo a ser
avaliado com o seu contralateral. Os nervos a serem avaliados durante o exame clinico séo: o
nervo ulnar, o mediano, radial e radial cutaneo tibial posterior e o fibular comum. O nervo
grande auricular e o nervo facial sdo nervos motores que ndo déo a possibilidade de palpacéo
(Aradjo, 2003).

2.7.2. Baciloscopia e Histologia

Dentre os diversos métodos descritos na literatura que sdo utilizados no auxilio do
diagnostico da hanseniase juntamente com a avaliacdo clinica, esta a detec¢édo direta de bacilos
através de baciloscopia em um esfregaco de pele obtidos em éreas de lesdes padrdo para
hanseniase. Na baciloscopia é utilizado o método de coloragdo de ZN em que os bacilos alcool-
acido resistentes sao corados em vermelho (Lastéria and Abreu 2014).

Para realizacdo da baciloscopia é utilizado diretamente os esfregacos de raspados
intradérmicos das lesdes hansénicas ou de outros locais e lesdes: I6bulos auriculares e/ou
cotovelos. E um dos principais exames auxiliares ao diagnostico além de ser importante na
avaliacdo e confirmacdo de recidivas (Brasil, 2001). O resultado da baciloscopia é obtido
através de um algoritmo de indice bacteriano (BI) que representara a carga bacteriana, sendo o
resultado positivo para grupos MB e normalmente inconclusivo para grupos PB ja que esse
método possui baixa sensibilidade, ou seja, ndo detecta bacilos nestes individuos (Shepard and
McRae 1968).
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Figura 3. Baciloscopia de raspado de pele. A) hanseniase tuberculoide, B) hanseniase borderline tuberculoide,
C) hanseniase borderline borderline, D) hanseniase borderline lepromatosa, E) hanseniase lepromatosa
(Scollard, Adams et al. 2006).

Em complementaridade com a baciloscopia temos o exame histopatolégico que é
realizado com fragmentos de lesdes de pele e nervos corados com hematoxilina-eosina. Na
histopatologia com auxilio da clinica podem ser determinadas as formas TT, LL, BT, BB e BL
(Ridley and Jopling 1966). Os achados mais comuns no exame histoldgico sdo granulomas com
aspecto tuberculoide formados por células de Langerhans e bacilos escassos ou ausentes no
polo TT. Presenga de granuloma de células histocisticas, formacdo de células vacuoladas
espumosas com presenca de grande quantidade de bacilos e escassez de linfdcitos no polo LL.
A diferenciacdo entre o grupo BT e o grupo TT se da pela presenca da zona de Grenz
subepidermal livre e diferencia-se do grupo BB pela presenca de Langerhans multinucleadas,
granulomas de células epitelidides e células gigantes cercadas por halos linfocitéarios, sendo no
grupo BB evidenciada a presenca de epitelidides bem desenvolvidos e escassez de células de
Langerhans ou células gigantes multinucleadas. O subgrupo BL apresenta poucos linfécitos,
macrofagos indiferenciados e infiltracdo linfocitica granulomatosa, além da apresentacdo de

grande quantidade de bacilos neste polo. (Lastdria and Abreu 2014).

2.7.3. Teste de Mitsuda

O teste de Mitsuda é baseado na deteccdo de imunidade celular onde para tal é utilizado
uma suspensao de bacilos de M. leprae inativados, denominada lepromina, que € injetado via
intradermal e avaliada a resposta ap0s 21 dias. A resposta ao teste esta associada ao grau de
protecdo que o individuo possui contra a doenca, sendo que os individuos PB apresentam
resposta mais forte e os individuos multibacilares muitas vezes nao apresentam resposta visivel
(Goulart, Bernardes Souza et al. 2008), este aspecto da reacdo a lepromina pode ser evidenciado

em um relato de caso de hanseniase com apresentacao de lesdo oral, que é normalmente relatada
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em casos multibacilares, porem neste caso o teste de indice bacteriano (Bl), qPCR e BAAR
foram negativos e o teste anti-PGL-1 positivo, o teste de Mitsuda apresentou resultado forte
positivo (da Silva Martinez, Nahas et al. 2011).

2.7.4. Reacdo em Cadeia da Polimerase

A técnica de PCR para deteccdo da hanseniase vem sendo estudada com bastante
frequéncia, além de auxiliar na detec¢do da hanseniase, a utilizagdo da PCR também traz outras
informacdes importantes sobre a infec¢do. Existe uma variacdo nos resultados de deteccao de
hanseniase pela PCR, essa variacdo esta relacionada com a técnica de amplificacdo e o primer
utilizado (Goulart and Goulart 2008).

Um estudo realizado por Donoghue, et al. (2001), avaliou primers para um antigeno de
18 kDa e comparou com primers de um gene de sequéncia repetitiva com produto de 129 pb,
demonstrando sensibilidade 100 vezes maior em comparag¢do com o antigeno de 18 kDa, os
testes foram feitos com amostras de pacientes com hanseniase Virchowiana e amostras de restos
mortais humanos com indica¢cdes de hanseniase, este resultado demonstra que os primers
utilizados possuem potencial para deteccdo da hanseniase em pacientes com baixas quantidades
de bacilos ou em caso de DNA danificado (Kang, Kim et al. 2003).

Hé& indicacdes de que a pode ser detectado a presenca de bacilos em lesbes de pele
através de RT-PCR, para chegar a esta conclusdo um estudo foi realizado utilizando bidpsias
de lesbes de pacientes que apresentavam T1R com taxa de deteccdo de 65% para um antigeno
denominado Ag 85 e de 100% para 0 16s rRNA, mas essa taxa € bem menor em pacientes que
ndo apresentavam resposta reacional, este estudo concluiu que o Ag 85 pode ser um agente
precipitante da T1R (Save, Dighe et al. 2016).

Haja visto a grande similaridade entre as espécies de micobactérias, ja que compartilham
diversos genes, foi realizado estudo em que utilizou-se da ferramenta de reacdo em cadeia da
polimerase-polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) em que 0s
primers utilizados detectavam a HSP 65, para a analise de restri¢do foram utilizadas as enzimas
de restricdo Hhal , BSTUI e Mbol. Os tamanhos de bandas foram comparados com as obtidas
em amostras de DNA do Bacillus de Calmete-Guerin. Em resultado observou-se as diferengas
entre os tamanhos de bandas e dessa forma concluindo que pode se obter a deteccdo e

diferenciacéo de infeccdes com M. leprae (Zhao, Liu et al. 2015).

2.7.5. Testes Sorologicos
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Mesmo a baciloscopia e 0 exame histopatoldgico tendo boa capacidade para deteccéo
da hanseniase em individuos MB, ainda busca-se por um método que possua boa sensibilidade
além de especificidade para detectar também individuos do polo PB. (Tsukamoto, Maeda et al.
2014).

A descoberta do cultivo do bacilo da hanseniase em tatus (Dasypus novemcinctus) abriu
uma nova perspectiva para estudos com o bacilo e a posterior descoberta de proteinas que
pudessem ser utilizadas como base para o diagnéstico sorologico da hanseniase (Kirchheimer
and Storrs 1971, Kumar, Parkash et al. 2014). Em 1980 foi descoberto um glicolipidio fendlico
denominado (PGL-1) que foi descrito por ser especifico para M. leprae (Hunter and Brennan
1981). Um estudo realizado em 1983, com a PGL-I, demonstrou que esta proteina possui boa
especificidade detectando imunoglobulinas do tipo M (IgM) que ndo houve reacdo cruzada com
outras Micobactérias, posteriormente essa proteina veio a se tornar a base do primeiro método
soroldgico para deteccdo da hanseniase (Cho, Yanagihara et al. 1983), o teste é baseado na
aglutinacdo de particulas em gelatina e tem sido utilizado como ferramenta para monitoramento
de areas endémicas, predicdo de diagndstico em pacientes de risco e monitoramento da
poliquimioterapia (Izumi, Fujiwara et al. 1990).

Pacientes tratados com PQT e que receberam diagnostico através da deteccdo de
imunidade humoral contra a PGL-I possuem uma taxa de decaimento de anticorpos em cerca
de 25-30% ao ano, isso por que conforme o bacilo vai sendo eliminado do organismo também
ocorre a diminuicdo da producdo da PGL-I e automaticamente a diminuicdo da producéo de
anticorpos (Roche, Britton et al. 1993). Monitorar os niveis de anticorpos contra a PGL-1 é um
importante dado ndo apenas para diagnostico, mas também para classificacdo da doenca, risco
de transmissdo e reconhecimento de casos multibacilares entre os contatos. Um método que
possa ser executado facilmente sem a utilizacdo de equipamentos é importante para que possa
ser realizado imediatamente no momento do exame clinico em areas endémicas. (Buhrer-
Sekula, Cunha et al. 1998).

Em 1998 um método de vareta (dipstick test) para deteccdo de anticorpos para o0 PGL-I
foi criado (InBios Leprosy Detect™) O teste possui duas bandas, sendo uma para controle
interno e outra contendo o epitopo imunodominante sintético da PGL-1 (3,6-di-O-metil- 3 -D-
glucopiranosilo (1 — 4) 2,3-dio-methylrhamnopyranoside (NDO), que se comporta da mesma
forma quando ligado a albumina de soro bovino (BSA) (Spencer and Brennan 2011). O teste

foi capaz de detectar 40,4% dos pacientes utilizando soro e 39,9% dos pacientes utilizando

sangue. Este teste se apresentou como um teste bastante similar ao ELISA demonstrando uma
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capacidade de deteccdo 96,5% da capacidade de deteccdo através do ELISA (Buhrer-Sekula,
Cunha et al. 1998, Buhrer-Sekula, Cunha et al. 2001).

Um novo teste para hanseniase utilizando a PGL-I foi criado em 2003, dessa vez um
teste rapido denominado ML Flow, um teste de fluxo lateral que faz a deteccdo de IgM contra
PGL-I (NDO) em cerca de 10 minutos (CTK OnSite Leprosy Ab Rapid Test). O ML Flow
demonstrou concordancia de 91% com o teste de ELISA, levando em consideragdo a
classificacéo, este teste foi capaz de detectar 97,4% dos pacientes MB e 40% dos pacientes com
a hanseniase PB, com uma sensibilidade de mais de 97% e especificidade de 90,2%. O ML
Flow é um teste barato e rapido de ser realizado, além disso seus componentes possuem alta
estabilidade e dessa forma ele pode ser utilizado em &areas remotas para classificacdo de
pacientes e levantamentos epidemioldgicos (Buhrer-Sekula, Smits et al. 2003).

Duas proteinas foram descritas por serem antigénicas e por terem potencial para
deteccdo da hanseniase, a ML0405 e ML2331, estas duas potencialmente detectavam pacientes
BL e LL através da deteccdo de IgG (Reece, Ireton et al. 2006). Posteriormente a conjugacdo
das duas proteinas deram origem a Instituto de Pesquisa em Doencas Infecciosas diagnéstico-
1 (LID-1) (Duthie, Goto et al. 2007).

Posteriormente foi criado em parceria com a empresa OrangeL.ife (Rio de Janeiro, BR)
um teste rapido em que € utilizado a PGL-I1-NDO e o LID-1, OrangeLife NDO-LID®, este teste
foi capaz de detectar 81,7% de pacientes MB e 32,3% dos pacientes PB demonstrando melhor
capacidade de deteccdo que o teste diagnostico padrdo, o MLflow, que tem como base a PGL-
| (Duthie, Balagon et al. 2014).

Tabela 2. Taxas de sensibilidade e especificidade dos testes sorolégicos disponiveis comercialmente
para o diagndstico da hanseniase em pacientes paucibacilares, multibacilares e hanseniase geral.

Sensibilidade Sensibilidade Sensibilidade Especificidade

Teste PB MB Geral Geral Referéncia
i Buhrer-Sekula
0 0, 0, 0, ’
InBios Leprosy Detect™ 22,30% 85,10% 85% 93,70% et al. 2001
ML Flow-NDO 40,00% 97,40% 97% 90,02% Buhrer-Sekula,
et al. 2003
OrangeLife NDO-LID® 32,30% 81,70% 95,50% 25,00% D“h;'gijt al,

Legenda: PB- hanseniase paucibacilar. MB- hanseniase multibacilar.
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2.8.PROTEINAS DE M. leprae NO DIAGNOSTICO DE HANSENIASE.

O diagnostico especifico e sensivel para a hanseniase é extremamente importante para
que se consiga elimina-la como problema de satde publica, esse teste deve detectar todos os
pacientes positivos e descartar todos os pacientes negativos, até 0 momento foram estudadas
diversas proteinas com potencial para este fim e, acredita-se que a tecnologia de proteinas
recombinantes possam auxiliar no desenvolvimento de novos métodos de diagnostico (Kumar,
Parkash et al. 2014).

Ap0s a descoberta da PGL-1 e do avango da genética foram realizados estudos com
diversas outras proteinas em busca de melhorar ou substituir o diagnéstico com a PGL-1 (Geluk,
Klein et al. 2005), apesar do PGL-I ser considerado como o melhor teste e 0 padréo para o
diagnostico antigénico da hanseniase, o0 PGL-I, tem sido satisfatorio apenas na deteccdo de
individuos MB, com deteccdo de soropositividade entre 70 e 90%, as taxas encontradas para
deteccdo da hanseniase PB sdo muito baixas, entre 15 e 40% (Young and Buchanan 1983, Kai,
Nguyen Phuc et al. 2008, Moura, Calado et al. 2008), isso ocorre por que a deteccdo de
anticorpos IgM anti-PGL-1 esta relacionado com a carga bacilar do paciente, ou seja, quanto
maior a carga bacilar, maior a producao de anti PGL-I (Porto, Figueira et al. 2015).

Outra proteina com potencial capacidade para detec¢do de pacientes com hanseniase é
a proteina maior de membrana Il (MMP-II), uma proteina de 18,2 kDa codificada pelo gene
denominado bfrA, l6cus ML2038c. A MMP-11 esta entre as principais proteinas de membrana
no M. leprae sendo encontrada em diversas outras espécies do género (Pessolani, Smith et al.
1994) no estudo realizado por Maeda a MMP-1I demonstrou capacidade de deteccdo de
individuos PB e MB, sendo que as taxas de deteccdo ndo passam de 39% para PB, uma taxa de
deteccdo ainda muito baixa (Maeda, Mukai et al. 2007).

No estudo realizado por Tsukamoto, em 2014, foi realizado testes em que se utilizou de
uma proteina denominada Proteina maior de membrana — | (MMP-I) para melhorar a
capacidade da MMP-I1 em detectar pacientes com hanseniase PB (Tsukamoto, Maeda et al.
2014). A MMP-I é uma proteina expressa em M. leprae de 35 kDa que possui 21 peptideos e
307 aminoacidos, cujo sua funcdo ainda ndo esta elucidada (Winter, Triccas et al. 1995). O
resultado do estudo de Tsukamoto quando testados soros de pacientes positivos utilizando
apenas a MMP-I a taxa de deteccdo ficou em 86% para MB e 25 % para individuos PB, ja
utilizando com a MMP-II os resultados foram 80% em MB e 41% em PB, quando testados 0s
soros utilizando as duas proteinas juntas, MMP-I e MMP-II, os resultados demonstraram taxas

de deteccdo de 94,4% em individuos MB e 39,7 em individuos PB, sendo estes resultados,
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apesar de demonstrar capacidade de deteccdo de ambas as proteinas, ainda ndo sdo suficientes
para deteccdo desejavel para individuos PB (Tsukamoto, Maeda et al. 2014).

2.8.1. Proteina ML0234 (Lsr2)

A Lsr2 codifica uma proteina tida como imunodominante no bacilo causador da
hanseniase, esta proteina tem um tamanho de 15 kDa (Laal, Sharma et al. 1991) e até 0 momento
foi encontrada em todas as Micobactérias que tiveram seu sequenciamento completo, é uma
proteina essencial para sobrevivéncia do M. leprae normalmente é expressa em condicOes de
estresse (Saini, Prasad et al. 2013).

J& foi relatado que essa proteina é reconhecida por pacientes diagnosticados com
hanseniase (Laal, Sharma et al. 1991, Chaduvula, Murtaza et al. 2012), em outro estudo ela
também foi testada em cultura de células mononucleares de sangue periférico quanto ao
estimulo de proliferacdo destas células quanto a inducdo a liberacdo de INF-y, os resultados
deste estudo demonstraram que a proteina recombinante de Lsr2 estimulou tanto a proliferagéo
destas células quanto a liberacdo de INF-y pelas mesmas (Saini, Prasad et al. 2013).

2.8.2. Proteina ML1358 (TIyA)

A proteina codificada pelo gene TIyA é descrita como uma hemolisina de 268
aminoacidos com uma massa aproximada de 28 kDa, esta presente em diversas espécies
patogénicas de Micobactérias incluindo o M. tuberculosis, M. bovis e M. leprae (Wren, Stabler
etal. 1998, Kumar, Mittal et al. 2015). Esta proteina foi estudada e demonstrou reconhecer 60%

dos pacientes com a forma BL e BB (Bobosha, Tang et al. 2012).

2.8.3. Proteina ML1214 (p60-family protein)

A proteina codificada pelo gene ML1214 possui 212 amino&cidos e € da familia de
proteinas-p60 (http://www.nchi.nlm.nih.gov/protein/NP_301879.) Esta proteina induziu a
producdo de INF-y em 69% dos pacientes BB e BL (Bobosha, Tang et al. 2012). Alguns agentes
relacionados a viruléncia, como o caso da ML1214, possuem maior capacidade de induzir
resposta de células T e dessa forma estimulam o sistema imune fazendo com que estas proteinas
sejam mais facilmente reconhecidas e consequentemente potenciais para deteccdo da
hanseniase, além da ML1214, a proteina codificada pelo gene ML1358 também faz parte dessa
classe (Kumar, Parkash et al. 2014).
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2.8.4. Proteina ML2055

Um estudo realizado com pacientes positivos para hanseniase, pacientes saudaveis de
areas endémicas e pacientes saudaveis de areas com baixa prevaléncia da doenca foi realizado
a estimulacédo de células com diversos peptideos da ML2055 in vitro demonstrou que varios
desses peptideos eram capazes de estimular células de pacientes positivos a produzis INF-y,
indicando que houve estimulo anterior por esta sequéncia peptidica e consequentemente

reconhecimento deste pelos linfocitos T do individuo (Bobosha, Tang et al. 2012).

2.8.5. Peptideos de M. leprae

Um estudo realizado em 2012 analisou 29 peptideos de provenientes de 6 proteinas de
M. leprae (ML0885, ML1214, ML1358, ML1811, ML1812 e ML2055), sendo 21 peptideos
relacionados ao MHC-I e 8 peptideos ao MHC-II, foram avaliados quanto as respostas a
producdo de INF-y, como resultado destacou-se os peptideos p35 de ML2055 que induziu a
producdo de altas quantidades de INF-y em pacientes TT, também destacou-se 0s peptideos
p20 e p24 de ML1358 por também terem induzindo resposta de células mononucleares
periféricas a INF-y. Importante salientar que neste estudo, os peptideos ndo estimularam
resposta em pacientes saudaveis o que indica que ndo houve reacGes cruzadas (Bobosha, Tang
et al. 2012). O mesmo tipo de estudo relatado anteriormente foi realizado com peptideos da
proteina codificada pelo gene Lsr2 de M. leprae, que demonstrou estimular a proliferacdo de
células mononucleares periféricas e a producdo de INF-y pelo mesmo tipo de células em

pacientes com hanseniase (Saini, Prasad et al. 2013).

A grande vantagem da utilizacdo de peptideos é que estes induzem com menor
frequéncia reacfes cruzadas em comparag¢do com o uso e proteinas. Por outro lado, os peptideos
isolados tem uma maior restricdo em relacdo aos alelos do MHC reconhecidos por células T,
ou seja acabam se tornando menos sensiveis e com menor capacidade de detectar populacGes
diferentes. A utilizacdo de epitopos de diversas proteinas se mostraram capazes de detectar
pacientes com hanseniase através da andlise da indugdo da producdo de INF-y e outros
marcadores, demonstrando que podem ser uteis da na detecgé@o da hanseniase (Bobosha, Tang
etal. 2012).
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3.  OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Produzir um polipeptideo sintético recombinante com potencial para ser utilizado em

um teste sorologico para o diagndstico da hanseniase.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

-Desenhar in silico um polipeptideo unindo 15 epitopos de M. leprae que possuam
potencial para identificar imunoglobulinas de M. leprae;

-Avaliar in silico pardmetros fisico-quimicos, estruturais e imunoldgicos deste
polipeptideo levando em consideracdo sua utilizacdo para diagnostico sorolégico da
hanseniase;

-Clonar, expressar, caracterizar e purificar o polipeptideo de M. leprae em E. coli

utilizando o vetor de expressdo pAE;
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ABSTRACT

The aim of the present study was to produce and validate the reactivity of a recombinant polypeptide formed using
epitopes from Mycobacterium leprae proteins with serum antibodies of leprosy patients. We used in silico tools to
evaluate structural and physicochemical parameters. These properties were then used construct a recombinant
polypeptide formed by epitopes of proteins from M. leprae. The design was adjusted in order to obtain proteins
that could provide the specificity and sensitivity necessary to diagnose leprosy. Several bioinformatics tools were
used to obtain information, such as major histocompatibility complexes I (MHC-I) and 1l (MHC-II) epitopes,
subcellular localization, signal peptide presence, primary, secondary, and tertiary structures, as well as to edit the
3D model. The result was a recombinant polypeptide composed of 15 epitopes of six different M. leprae proteins
(ML1358, ML2055, ML0885, ML1811, ML1812, and ML1214): rMLP15, which was expressed, purified and
evaluate in ELISA. Sera from 24 positive patients and 14 healthy controls were tested by ELISA using rMLP15
as antigen. ELISA-rMPL15 was able to recognize 79.17% of patients with leprosy with a sensitivity of 92.86%.
MLP15 was also able to recognize, in the same proportion, bacillary and non-bacillary patients, which is desirable
for an adequate leprosy diagnosis. In summary, our results indicate that this protein has utility for leprosy diagnosis
and the availability of such recombinant polypeptide will simplify future test development, thereby reducing
production costs.

Key-words: M. leprae, recombinant polypeptide, diagnosis, leprosy
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INTRODUCTION

Leprosy is chronic infectious disease, caused by Mycobacterium leprae, an intracellular alcohol-acid
bacillus (Aradjo 2003). If not detected early and adequately treated, M. leprae causes dermatological and
neurological granulomatous lesions on the skin, which is responsible for incapacitation at various levels (Porto et
al. 2015). Although the number of people with leprosy has drastically decreased globally, the disease is still
endemic in many countries. Brazil ranks second highest in the number of new cases of leprosy (22,940 in 2017
alone) in the world (Vieira et al. 2018). As a result, the World Health Organization (WHO) has outlined several
objectives to achieve zero transmission of the leprosy cases, which it aims to meet between 2016 and 2020. Of

these, the development of new diagnostic tools has been stressed to be of utmost importance (WHO 2016).

The diagnosis of leprosy is based mainly on clinical presentations, which is dependent on the signs and
symptoms presented by the patient (Richardus et al. 2017). Although there are serological tests available based on
M. leprae antigens, they are insufficient to detect all positive cases of the disease and are only used to aid clinical
diagnosis (Kim et al. 2013). Other diagnostic methods, such as bacilloscopy and histopathology, can be used, but
these too lack adequate sensitivity and are still dependent on well-trained technicians (Cheng et al. 2019).
Molecular technigues, such as PCR and qPCR, which has shown high levels of sensitivity may be used. However,
these techniques are still quite expensive and difficult to perform in the field (Martinez et al. 2014; Cheng et al.
2019).

Since the sequencing of M. leprae strains (Cole et al. 2001), several proteins and tests, based on proteins,
have been developed for the serological diagnosis of leprosy (Meeker et al. 1986; Duthie et al. 2007; Hungria et
al. 2017). Even though they have shown good results, these tests and proteins are only capable of detecting
lepromatous and symptomatic cases, but inefficient in detecting paucibacillary cases (Kumar et al. 2014; Duthie
et al. 2014a; Bahmanyar et al. 2016). Thus, the development of a reliable diagnostic test for leprosy is necessary
(Kumar et al. 2014). Specific epitopes of M. leprae proteins were used to construct a coding sequence for a

polypeptide capable of serologically recognizing patients with leprosy.

Thus, the goal of the present study was to produce and validate the reactivity of a recombinant polypeptide
formed by epitopes from different proteins of M. leprae, and potentially testing it against serum antibodies of
leprosy patients. We refined previous observations by determining antibody-reactive regions within select antigens
in order to produce a synthetic protein that combines these reactive portions within a single product. Our results
indicate that this protein has utility for leprosy diagnosis and the availability of such recombinant polypeptide will

simplify future test development, reducing production costs.
MATERIALS AND METHODS
Construction DNA sequence of recombinant polypeptide MLP15

DNA sequence of 15 epitopes of M. leprae (MLP15) from 6 different proteins (ML1358, ML2055,
ML0885, ML1811, ML1812, and ML1214) (Bobosha et al. 2012) were selected for the design of a single encoding
molecule of the polypeptide MLP15. Once the epitopes were selected, a linker of 3 glycine residues was introduced
between them. Vector-NTI Express v 1.1.1 program was used for designing the polypeptide MLP15 DNA and a
codon-optimized gene for Escherichia coli was ordered from Epoch Life Science (Houston, Texas, USA). After
the construction, the NCBI Blastp (Altschul et al. 1990) was used to identify homologous proteins in the genus
Micobacterium (taxid: 81858) and Homo sapiens (taxid: 9606).
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In silico analyses

Physicochemical properties calculation of polypeptide was performed using ProtParam (Gasteiger et al.
2005) from ExPASYy server that provided molecular weight, theoretical Pl, amino acid composition, extinction
coefficient, estimated half-life, instability, and aliphatic indexes. For the provision of primary, secondary, tertiary
structure, and 3D model, were performed the synthesis with RaptorX (Kallberg et al. 2012) and edited the
polypeptide with Discovery Studio Visualization -BIOVIA (2017).

Prediction of the subcellular location of the sequence was evaluated using three online software: PSORTb
3.0.2 (Yu et al. 2010), CELLO v.2.5 (Yu et al. 2004), and Gneg-mPLoc (Shen and Chou 2010), respectively.
Results considered to be more consistent, if they were equal in two software. Prediction of the presence and
location of signal peptides of cleavage were performed with SignalP 4.1 (Petersen et al. 2011), with prediction of

protective antigen done with VaxiJen 2.0 (Doytchinova and Flower 2007).
Cloning, expression, and purification of polypeptide MLP15

After synthesizing, DNA sequence encoding polypeptide MLP15 was cloned in pAE expression vector (Ramos et
al. 2004) between the enzymes sites BamHI and Hindlll. The plasmid pAE/MLP15 was used to transform BL21
Star™ (DE3) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A small-scale expression test was performed, and, after verifying
the expression, one colony was inoculated with 500 mL of Luria Bertani (LB) broth. The expression of rMLP15
was induced by addition of 1 M of Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) for 3 h at 37 °C with agitation. Purification protocol was conducted in accordance with Simionatto et al.
(2010). Briefly, the colonies were sonicated followed by centrifugation. Next, the supernatant with the recombinant
protein was solubilized in wash buffer (20 mM tris-HCL, 8 M urea, 500 mM NaCl and 300 mM imidazole) at pH
8.0 (Simionatto et al. 2010). Purification of rIMLPL15 was performed by affinity chromatography using His Trap™
(GE Healthcare, Madison, WI, USA) 1 mL columns precharged with Ni-Sepharose. The purity of the rMLP15
protein was determined by 12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and the

concentration was determined using a BCA Assay (Pierce, Rockford, IL, USA).
Western blot with recombinant proteins

Purified recombinant protein MLP15 was solubilized in a sample buffer (62.5 mM Tris-HCI, 10%
glycerol, 5% 2-p-mercaptoethanol and 2% SDS) at pH 6.8 and separated by 12% SDS-PAGE. Proteins were
electroblotted onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare, Madison, WI, USA). The membrane was blocked
by incubation in 5% skim milk diluted in PBS-T (phosphate buffered saline plus tween) overnight at 4 °C. After
three washes with PBS-T, the membrane was incubated for 1 h at 37 °C with monoclonal antibody anti-6 x His
tag conjugated to peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and diluted at 1:6,000 in PBS-T. After three
washes with PBS-T, the membranes were incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated mouse anti-
1gG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), diluted to 1:6,000 and incubated for 1 h at 37 °C. Reactive bands were

visualized using 3,3'-diaminobenzidine and H»0,.
STUDY POPULATION

Sera from 24 patients positive for leprosy in the clinical examination, 10 multibacillary (MB) and 14
paucibacillary (PB), were used in the ELISA evaluation. In addition, sera from 14 healthy individuals were used

as negative controls. These individuals were subjected to a clinical examination; they had no suspected leprotic
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lesions and declared no information concerning contact with leprosy or tuberculosis patients. The blood samples
were collected by venipuncture and serum samples were stored at —20 °C until use. This study was approved by
Research Ethical Committee (1.816.093-11/09/2016) of the Federal University of Grande Dourados (UFGD). All

the participants signed an informed consent before enrolment.
ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

The immunoreactivity of anti-rMLP15 IgG was performed according to a previously published protocol
by Lima et al (2017) with modifications. Briefly, polystyrene 96 well ELISA plates (Kasvi™) were coated with
16-18 h at 4 °C with 1 pg/well of rMLP15 in 100 uL of 0.1 M sodium carbonate buffer at pH 9.6. After three
washes with 0.05% PBS-T, the plates were blocked with 200 pL/well of 5% skimmed milk in PBS-T for 2 h at 37
°C. Thereafter, the plates were washed three times with PBS-T, followed by addition of 100 pL/well of patient’s
serum (diluted 1:50 in 5% skimmed milk in 0.05% PBS-T). After 1 h of incubation at 37 °C and three washes with
PBS-T, 100 uL/well of anti-human IgG peroxidase-conjugated antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
diluted 1: 10,000 in PBS-T, was added to the plates and incubated at 37 °C for 1 hour. The reactions were developed
with tetramethylbenzidine solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (100 uL/well) for 15 min at 37 °C.
Finally, the reaction was stopped with 100 uL/well of sulfuric acid 2 N. Absorbance was determined at 450 nm in
spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Mean values were calculated from sera samples assayed in

triplicate.
Statistical analysis

All data were analyzed by GraphPad Prism v.5.0 software (GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA). Statistical
variations were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed Dunn’s test for multiple
comparisons. The ability of immunoglobulin levels to discriminate leprosy patients from health controls was
evaluated using the receiver operating characteristic (ROC) curves, and sensitivity and specificity were selected

based on Youden’s index. The level of statistical significance was set at p < 0.05.
RESULTS
Construction of polypeptide MLP15 and in silico analysis

The result of the polypeptide MLP15 of the six proteins (ML1358, ML2055, ML0885, ML1811, ML1812,
ML1214) of M. leprae was a sequence of 569 bp that was translated into a 189 amino acid and with a molecular
weight of 17 kDa (Table 1 and Fig. 1a). The search for homologous proteins, using the complete MLP15 sequence
challenged with several interest genera, did not yield any result. Thus, this indicates to us that there will be no
cross-reaction with other pathogens of the genus Mycobacterium. Moreover, there was no homology with genera
of other animals that could interfere in future tests. Analysis by SignalP did not find peptide signals, indicating
that the polypeptide MLP15 could not be cleaved or inadequately expressed. The prediction made by the three
proposed software presented different predictions for the subcellular location of the polypeptide MLP15 (Table
1). The evaluation performed by VaxiJen showed positivity for the protective antigen, indicating that MLP15 has
antigenic potential and may also be an alternative in vaccine trials (Table 1). ProtParam demonstrated that
polypeptide MLP15 has high isoelectric potential (pl, 10.5) and high general mean of hydropathy (GRAVY, 0.70)
(Table 1).
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Tab. 1 Physicochemical properties estimated through the ProtParam and prediction of subcellular localization,
peptide signal and protective antigen of polypeptide MLP15

Physicochemical property

Number of amino acids 189
Molecular weight (Da) 17,310
Theoretical pl 10.5

Total of negatively charged residues (Asp + Glu) 7
Total of positively charged residues (Arg + Lys) 9

Extinction coefficient 5,500

Abs. 0,1% (=1g/l) 0.318

Grand average of hydropathicity 0.709

Subcelular Localization (Psortb) Cytoplasmic Membrane
Subcelular Localization (Cello) Extracellular
Subcelular Localization (Gneg-mPLoc) Cytoplasm

Peptide Signal (SignalP) No

Prediction of protective antigen (VaxiJen) Probable Antigen

The results of the secondary and tertiary structure analysis showed that epitopes and glycine linkers of

polypeptide MLP15 (Fig. 1a and 1b) performed structural extension and linearization with most of the amino
acids exposed (Fig. 1c). In addition, it showed that MLP15 had an essentially hydrophobic surface (Fig. 1d).
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Fig. 1 3D rendering of the MLP15. a Primary and secondary structure of MLP15. black arrow: poly-his-tag
sequence, restriction enzymes sites, and start codon; blue: MHC-II epitopes; grey: MHC-I epitopes; and yellow:
3-glycine Linker. b Prediction of tertiary structure of polypeptide MLP15. blue: epitopes; and yellow: 3-Gly

Linker. ¢ Exposed surface of MLP15. yellow: exposed amino acids; and blue: buried amino acids. d Hydrophobic
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surface of polypeptide MLP15 with color representation. brown: more hydrophobic; blue: more hydrophilic;
white: neutral. The analyses were done by RaptorX and edited in Discovery Studio Visualization-Biovia

Cloning, expression and purification

Polypeptide MLP15 DNA sequence was cloned in the pAE expression vector and confirmed by restriction
enzyme digestion, PCR, and sequencing. The highest level of MLP15 expression was obtained by Escherichia coli
BL21 RP strain (Fig. 2). The yields obtained after purification were approximately 2.2 mg/L. After the
purification, the presence of homodimers with approximately 35 kDa and 17 kDa (the predictable size of the

rMPL15) were observed in western blot, using the anti-6 His tag (Fig. 2).

1

T

Fig. 2 Western Blot of purified rMLP15 showing reaction with bands of approximately 17 and 35 kDa. The protein
was recognized by monoclonal antibody anti-6 His tag. M PageRuler Ladder (Thermo Scientific) and 1 purified
His-rMLP15

ELISA-rMLP15

The rMLP15 was able to recognize 19 of the 24 positive sera evaluated in ELISA (Fig. 3a), with a
specificity of 92.86%, sensibility of 79.17%, and with an area under the ROC curve (AUC) of 0.83 (Fig. 3b).
Stratifying within the positive MB and PB patients, the ELISA-rMLP15 recognized 7/10 (70%) of the patient’s
MB and 12/14 (87%) of PB (Fig. 3c) fragments. The results of the statistical analyses did not show any significant
difference between the MB and PB groups, but both were significantly different from the health patients group
(Fig. 3d). All analyses demonstrated significant differences (p<0.001) between patients with leprosy and control
patients according to the ROC analysis. Sensitivity and specificity were selected based on Youden’s index (Fig.
3).



199

200
201
202
203
204
205
206

207

208
209
210
211
212
213
214

215
216
217
218

o
o

==

=3

1=3
|

0.60-

0.5 - o |
0.504 " %
— . J
E 045 .
3 70 4
3 040 .
S 035 260
2 = i
2 o S — 2w
S 025 - o
< 020 - = 30 AUC: 0.8363
2 o5 —p— . 95% IC: 0.7006 to 0.9720
rri 7 - 20 | P value: 0,0006323
0.104 e - Se: 79,17
10 Sp: 92,86
0051 LR+11,08
0.00 T - 0 T T T T T T T T T 1
Healthy Controls Positives 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
100% - Specificity%
Y d
060 124
0.55 . . 144
0.50- . 1.0
“E 0454 N — W
g: 34; E 0.9 | |
5 V4 . 2 0.8+
(=] " - *
© 0354 S o1 P
[Te] —_—
= 025 T s = 05
T 0 . ad v
o M1 —==— ' @ 03
0.10- - - a |
024 1
0.054 wd B T
0.00 . . . 00 . . .
HC B PB He MB PB

Patients

Fig. 3 Results from indirect ELISA-MLP15 of patients’ sera. a ELISA-MLP15 in sera from 24 leprosy patients
and 14 healthy controls (HC). b Receiver Operating Characteristic (ROC) curve used to distinguish between
positive and healthy controls (HC). ¢ Anti-MLP15 levels 1gG stratified paucibacillary patients (PB) and
multibacillary patients (MB). d Levels of IgG anti-MLP15 comparing HC (14) and MB (10) and PB (14) patients;
serum levels were analyzed by ANOVA, followed by post-hoc using Dunn's test. ** p<0,001. AUC area under the
curve, Cl Confidence interval, Se sensitivity, Sp specificity, LR likelihood ratio, PB paucibacillary, and MB

multibacillary
DISCUSSION

The use of sequences and tools of genomic analysis was a milestone in molecular biology and allowed a
range of studies with these sequences (Heather and Chain 2015). In this context, research to find specific antigens
for diagnosis has been improved with the genome sequences, using a more rational approach in the search of tools
to be used in the diagnosis of many infection diseases (Nagai et al. 2009). This study used a new approach in the
design of protein for the serological detection of patients with leprosy. Here, we proposed a recombinant protein
constituted by the union of 15 epitopes of six different proteins of M. leprae, designated rMLP15, which was used

in an indirect ELISA of sera from leprosy-positive patients and healthy controls.

During the design of the MLP15, several bioinformatics analyzes were carried out with the purpose of
guiding the process and rationalizing parameters that could help us make changes to better express and purify
MLP15. Some characteristics of MLP15 are conducive for its use in diagnosis For instance, its extended chain

structure, with many exposed peptides, increases the possibility of recognition by specific immunoglobulins
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(Bergamaschi et al. 2019). The success of the MLP15 tertiary structure is due to the methodology used for its
design, with the union of exclusive linear epitopes separated by 3-glycine linkers, which increases flexibility
between protein-protein interactions. In our case, the epitope-epitope interactions would have helped the various
epitopes stabilize without interfering with each other, thereby avoiding undesirable interactions between them
(Reddy Chichili et al. 2013). The exclusive use of linear epitopes is justified by the fact that the heterologous
expression of whole proteins in E. coli is not able to mimic the glycosylation process of the natural expression of
Mycobacterium species, rendering obsolete the existing conformational epitopes, which may become non-specific
for the antibodies (Barlow et al. 1986; Duthie et al. 2010; Duthie et al. 2014b; Bahmanyar et al. 2016; Bergamaschi
et al. 2019). In the same context, the fact that conformational epitopes were not included in the construction does

not seem to be limiting for the serological tests against sera from leprosy positive patients.

Although the potential of MLP15 in detecting individuals with leprosy and the advantages of the rational
antigen selection approach has been demonstrated, we also identified the formation of dimers in the expression of
rMLP15. This could be explained by the high isoelectric potential (pl) of MLP15 (10.5) found. Indeed, such pH
could modify the arrangement of the hydrophobic bridges and hydrophilic properties of the protein, in a process
similar to the formation of the so-called amyloid fibrils occurring as denaturants, wherein a protein chain binds to
other sheet-forming structure. This is much akin to a-Helix, forming homo and dimer-type coils (Kyte and
Doolittle 1982; Francis et al. 2012).

In addition, to the exclusive use of linear epitopes, we have also included in the construction of MLP15,
MHC-I and MHC-II epitopes of different M. leprae proteins. For this, we take into account that there may be two
different responses with different M. leprae host outcomes. Paucibacillary individuals (PB) have a predominant
CD8 + T cell response with MHC-I involvement, resulting in a form of leprosy in which there is little presence of
bacilli and lesions This, thus make the diagnosis both clinically and serologically more complex. On the other
hand, most existing tests have the capacity to detect multibacillary (MB) individuals. These individuals have a
CD4 + T cell response with involvement of MHC-11, making the ensuing leprosy more aggressive, with a higher
number of lesions and basilic disease (Men et al. 1999; Spierings et al. 2001; Blackwell et al. 2009; Chakraborty
etal. 2010).

We believe that this approach of rational selection of protein epitopes that could comprehensively
encompass the peculiarities of leprosy and increase the capacity of detection of the constructed protein was crucial
for the result obtained. The rMLP15 was able to detect, in a proportional way with good sensitivity and specificity,
both MB patients and PB patients. This is, indeed, superior to rapid commercial tests that show highly variable
sensitivity between MB and PB individuals. MLP15 detected approximately 85% (12/14) with a specificity of
92%, giving us a good reliability to the test, despite our small sample size. The detection capabilities found in
previous studies, using different proteins like NDO-LID and PGL-I, was 34 and 35% in PB individuals. Higher
results have been reported in MB individuals, with detection rates of 73 and 81%, respectively (Leturiondo et al.
2019). MLP15 also exceeds the detection rate of the LID-I and PGL-1 / NDO-BSA antigens in ELISA test, both
detecting 20% of PB patients (Duthie et al. 2007).

This result indicates that, perhaps, we can overcome the difficulty in detecting PB individuals. Although
there were clear limitations in our study, especially regarding the small sample size, the need for testing in patients
with other relevant infections were well demonstrated. This result could broaden the horizons in the search for

diagnostic tools and makes the targeting approach more thorough than just expression of whole proteins.
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Furthermore, despite having a large number of epitopes, including both MHC-I and MHC-II, as well as
conformational and linear epitopes, they are not always specific or capable of being recognized by
immunoglobulins. Importantly, by using separately selected epitopes, our study offers a rationally and promising
approach in the search of more efficient tools for the diagnosis, not only of leprosy, but also of several other
diseases (Duthie et al. 2010).

CONCLUSION

MLP15 polypeptide demonstrated positive results for the detection of immunoglobulins against M.
leprae, in both multibacillary and paucibacillary patients. Our data indicate that the methodology used in the design

MLP15 was valid and could help in the search for new diagnostic tools for leprosy.
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