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CARACTERIZACAO DE VARIANTES DE GENES DO Mycobacterium leprae

RESUMO

Apesar dos primeiros estudos envolvendo o agente etiolégico Mycobacterium
leprae revelarem uma baixa diversidade genética, trabalhos mais recentes
utilizando sequenciamento completo de nova geracdo (WGS) revelaram uma
diversidade genética maior do que reportada anteriormente, inclusive entre
isolados de um mesmo pais, como do Brasil. Algumas variacées genéticas, em
sua maioria SNPs e InDels, foram encontradas em genes codificantes de
proteinas de M. leprae com possivel papel na imunopatogénese da hanseniase,
como no gene ML1334 que codifica uma proteina de membrana né&o
caracterizada. Nesse sentido, este trabalho buscou caracterizar as variantes da
proteina ML1334. Primeiramente, ortélogos de outras micobactérias e cepas de
M. leprae foram buscados. Andlises in silico foram feitas para compreenséo do
impacto funcional e estrutural da regido varidvel da proteina. Em seguida, foi
realizada a genotipagem do gene ML1334 em amostras brasileiras. Por fim, os
diferentes gendtipos encontrados foram clonados e expressos em E. coli. As
investigacdes in silico demonstraram alto impacto funcional e estrutural das
variacdes observadas. Adicionalmente, diferencas na imunogenicidade também
foram vistas por predicdes computacionais. A genotipagem de 88 amostras de
pacientes com hanseniase MB resultou na deteccao de trés diferentes genoétipos
do gene ML1334, sendo um deles, denominado “intermediario”, um achado
inédito em amostras brasileiras. A clonagem e expressao das trés variantes da
proteina foi bem-sucedida, com a fidelidade dos insertos confirmada por
sequenciamento. Em concluséo, nossos resultados demonstram que diferencas
observadas na proteina ML1334 podem ter impactar no reconhecimento do M.
leprae pelo sistema imune, assim como na propria fisiologia bacteriana. O
gendtipo intermediario encontrado em amostras brasileiras evidencia a
necessidade de compreensdo do genoma das cepas circulantes no pais. As
proteinas recombinantes deverdo ser usadas em ensaios futuros para
caracterizacao funcional dessas variantes.

Palavras-chave: hanseniase, SNPs, Indels, Mycobacterium leprae, genaétipo.
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CHARACTERIZATION OF GENE VARIANTS OF Mycobacterium leprae

ABSTRACT

Although the first studies involving the etiological agent Mycobacterium leprae
revealed a low genetic diversity, more recent works using complete next
generation sequencing (WGS) revealed a greater genetic diversity than
previously reported, including among isolates from the same country, such as
Brazil. Some genetic variations, mostly SNPs and InDels, were found in genes
encoding M. leprae proteins with a possible role in the immunopathogenesis of
leprosy, such as in the ML1334 gene, which encodes an uncharacterized
membrane protein. In this sense, this work characterized the variants of the
ML1334 protein. First, orthologs of other mycobacteria and M. leprae strains were
searched. In silico analyzes were performed to understand the functional and
structural impact of the variable region of the protein. Then, the ML1334 gene
was genotyped in Brazilian samples. Finally, the different genotypes found were
cloned and expressed in E. coli. In silico investigations demonstrated a high
functional and structural impact of the observed variations. Additionally,
differences in immunogenicity were also seen by computational predictions.
Genotyping resulted in the detection of three different genotypes of the ML1334
gene, one of them being called “intermediate”, an unprecedented finding in
Brazilian samples. Cloning and expression of protein variants was successful,
with insert fidelity confirmed by sequencing. In conclusion, our results
demonstrate that differences observed in the ML1334 protein may have an
impact on the recognition of M. leprae by the immune system, as well as on the
bacterial physiology itself. The intermediate genotype found in Brazilian samples
highlights the need to understand the genome of strains circulating in the country.
Recombinant proteins should be used in future assays for functional
characterization of these variants.

Key words: leprosy, SNPs, Indels, Mycobacterium leprae, genotype



1. INTRODUCAO
1.1 Hanseniase: aspectos gerais e epidemioldgicos

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica de evolucao lenta causada
principalmente pelo Mycobacterium leprae, uma bactéria intracelular com
predilecdo para os macréfagos da pele e células de Schwann nos nervos
periféricos. Por isso, a hanseniase é considerada uma doenca dermatoldgica e
neurologica, cuja principais manifestacdes clinicas sdo lesfes cutaneas
despigmentadas e com perda de sensibilidade (1,2). A doenca € milenar, descrita
em relatos de antigas civilizacGes, como textos de mais de trés mil anos no Egito,
China e india. Trata-se de uma doenca tropical negligenciada com grande
estigma social capaz de provocar deformidades fisicas debilitantes, tornando-a
um grave problema de saude publica, especialmente em paises

subdesenvolvidos (3-5).

Novos casos de
hanseniase, 2019

. °
[: 1-10
- 11-100
- 101-1000
- 1001-10 000
- >10 000
Sem dados
Figura 1. Mapa da distribuigdo mundial de novos casos da hanseniase em 2019. As cores
indicam, em ordem crescente de intensidade, o nUmero de casos. Adaptado da OMS (6).

Segundo dados da Organiza¢do Mundial da Saude divulgados em 2020,
0 numero de casos em tratamento foi de 177.175 no final de 2019 em mais de
120 paises, que corresponde a uma prevaléncia de 22,7 por milh&o de habitante.
Em comparagdo com o ano de 2018, esse numero representa uma diminuigdo
de 7.063 casos em todo o mundo. Todavia, esse decréscimo na prevaléncia ndo
foi observado nas Américas, onde aumentou de 34.358 casos em 2018 para

35.231 em 2019. Quando observado o niumero de novos casos ao redor do



globo, foram detectados 202.185 casos, representando uma reducao de 6.506
casos. A figura 1 apresenta a distribuicdo dos novos casos em 2019 no mundo,
com destaque no Sudeste Asiatico (71,3%) e nas Américas (14,9%). Dentre 0s
novos casos diagnosticados em 2019, aproximadamente 90% foram notificados

na India, Brasil, Indonésia e Bangladesh (6)

O Brasil apresenta o segundo maior niumero de novos casos do mundo
(27.863), ficando atras da india e a frente da Indonésia. Além disso, o Brasil teve
mais de 93% dos novos casos diagnosticados nas Américas em 2019. Embora
esse indice tenha reduzido ao longo dos anos, o Brasil ainda ndo atingiu a meta
proposta pela OMS para o ano 2000 de menos de 1 caso para cada 10.000
habitantes ou 10 casos por 100.000 habitantes (6,7).

Entre 2010 e 2019, foram diagnosticados 301.638 novos casos de
hanseniase no Brasil. Embora tenha ocorrido uma reducao na taxa de deteccao
de 18,22 em 2010 para 13,23 por 100 mil habitantes em 2019, o pais se mantém
com alta endemicidade da doenca. Como mostra a figura 2, dentre os estados
com maior taxa de deteccao geral, destaca-se Mato Grosso com 129,38 casos
novos por 100 mil habitantes, Tocantins com 94,44 casos novos por 100 mil

habitantes e o Maranh&o com 45,02 casos novos por 100 mil habitantes (8).

200

150

100

Taxa de detec¢do por 100 mil hab.

50
I [lL II ﬁl " " o ) Brasil 13,23

IR - b i - e e T

MT TO MA PA Pl PE RO GO MS CE RR PB AP SE AC BA ES AM AL Rl RN DF MG PR sP sC RS

B UF mCapital

Figura 2. Taxa de detecgcdo de novos casos da hanseniase nos estados do Brasil e suas
respectivas capitais no ano de 2019. A linha pontilhada indica a taxa de detecc¢éo nacional. Fonte:
SINAN/SVS/MS 2021 (8)



1.2 Classificacao e tratamento

Uma vez que o individuo desenvolve a doenca, uma classificacdo
adequada € de fundamental importancia para o tratamento e cuidado do
paciente. Em 1966, Ridley & Jopling propuseram uma classificacdo com
subdivisbes baseada em critérios imunologicos e histologicos. Assim, eles
consideraram as formas clinicas como um espectro em que 0S extremos eram

constituidos pelos tipos polares: tuberculdide (TT) e lepromatoso (LL) (9),

Nesse espectro, a forma tuberculdide é caracterizada por uma baixa carga
bacilar, além de poucas lesdes cutaneas com bordas delimitadas. Geralmente,
as lesdes nao ultrapassam 10 cm de diametro e apresentam hipossensibilidade.
Ja o dano neural é geralmente observado em torno de lesdes cutaneas e esta
associado a um comprometimento sensorial e/ou motor, principalmente nas

maos e nos pés (10).

Na forma lepromatosa, ha uma disseminacdo da doenca em decorréncia
da multiplicacéo bacilar, a qual envolve a difusdo das les6es em extensas areas
do tegumento, multiplos troncos nervosos, resultando em acentuacao do eritema
e infiltracdo bacteriana. De inicio insidioso e progressao lenta, esta forma clinica

pode acometer outros o6rgaos (11).

Hé& ainda as formas borderlines, ou dimorfas, as quais sao caracterizadas
por instabilidade imunolégica e oscilam entre os pélos tuberculdide e
lepromatoso. Os pacientes que apresentam estas formas clinicas podem ser
subdivididos por critérios imunoldgicos e histolégicos de acordo com a
proximidade as formas polares, em borderline-tubercul6ide (BT), borderline-
borderline (BB), e borderline-lepromatoso (BL) (10,12).

Todavia, devido a necessidade de expansdo da campanha de eliminacéo
da hanseniase e afim de auxiliar no diagnostico e tomada de estratégia
terapéutica, a OMS propds uma classificacao operacional baseada na contagem
do nimero de lesdes de pele. Dessa forma, os pacientes sdo classificados em
paucibacilares (PB) ou multibacilares (MB) se apresentam de uma a cinco lesfes
ou mais de cinco lesdes, respectivamente (13). O esquema mostrado na figura

3 resume essas informagoes.
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Figura 3. Esquema geral sobre a infec¢do pelo Mycobacterium leprae. Apresentacéo das formas
clinicas segundo Ridley e Jopling (TT, BT, BB, BL, LL) e OMS (PB e MB); os padrbes
imunoldgicos envolvidos na hanseniase: predominio da resposta Thl no polo TT e da resposta
Th2 no polo LL. Observa-se os episodios reacionais: Reag¢do Reversa e Eritema Nodoso
Hansénico. Moraes, 2020 (14)

O tratamento dos individuos com hanseniase consiste na maior estratégia
de controle e eliminagdo da doenca como problema de saude publica no mundo
todo. Em 1982, a OMS preconizou a utilizacao da poliquimioterapia (PQT) como
tratamento especifico para a hanseniase. A PQT € constituida pela
administracdo associada dos seguintes medicamentos: rifampicina, dapsona e
clofazimina (15). A utilizagdo combinada dessas drogas diminui o risco de
resisténcia microbiana, a qual ocorre com maior frequéncia quando se utiliza
apenas um medicamento. E importante ressaltar que ja no inicio do tratamento
0 paciente a transmissao diminui, rompendo a cadeia de transmisséo da doenca
(16).

Além disso, 0 uso correto da PQT é capaz de evitar a progressao da
doenca prevenindo deformidades fisicas irreversiveis e atenuando o estigma
associado a doenca. A classificacdo operacional dos pacientes, em PB ou MB,
é fundamental para a escolha do esquema-padrdo de administracdo do
tratamento. Em pacientes classificados como PB, a combinacao de rifampicina,
dapsona e clofazimina é utilizada por 6 meses. Ja nos pacientes classificados

como MB, o tratamento é realizado através da combinacdo de rifampicina,

dapsona e clofazimina durante 12 meses (17).



1.3 Transmissao

A compreensdo dos mecanismos de transmissdo da hanseniase
permanece em constante investigacdo. Acredita-se que a principal forma de
propagacéo da doenga ocorra por contato proximo e prolongado de um individuo
doente, sem tratamento, que dissemina o bacilo através das vias aéreas
superiores, infectando outros individuos suscetiveis (18). Estudos demonstraram
gue a maior porta de saida do M. leprae é a mucosa nasal, pela qual pacientes
com alta carga bacilar expelem aproximadamente 1 milh&o de bacilos viaveis por
dia. Nesse sentido, individuos com a doenca ativa, em especial multibacilares,
sao considerados a principal fonte de transmissdo da doenca. Todavia, devido
ao longo periodo de incubacdo da hanseniase, de 2 a 10 anos, € dificil
determinara fonte de infeccao exata. Sendo assim, individuos doentes que nao
foram devidamente diagnosticados apresentam um papel relevante na dinamica

de transmissao do M. leprae (19-22).

Por muito tempo o ser humano foi considerado como Unica fonte de
infeccdo pelo M. leprae, todavia estudos envolvendo animais silvestres
identificaram novos reservatorios. Kirchheimer em 1972 e Storrs em 1974
relataram infeccdo experimental no tatu Dasypus novemcinctus, apontando-o
como um modelo de infec¢cdo e compreensdo da patogénese da hanseniase
(23,24). Posteriormente, diversos outros estudos demonstraram D.
novemcinctus como reservatério natural do M. leprae, além de inUmeros casos
de hanseniase nos individuos com contato direto na criacdo e consumo desses
animais infectados (25-29). Recentemente, Silva e colaboradores (2018)
investigando tatus em Belterra, Pard, identificaram 62% casos de infeccéo pelo
M. leprae, indicando elevada taxa de infectividade. Paralelamente, observaram
também maiores niveis sorolégicos de anticorpos anti-PGL-1 nos individuos da
regido que consumiam tatu, reforcando o papel desses animais como

reservatorios do bacilo e o perigo no consumo deles (30).
1.4 Respostaimune na hanseniase

A resposta imune é de importancia fundamental para a defesa do
organismo contra o patdégeno. Nos individuos doentes, mudangas na resposta

imune estao relacionadas com o desenvolvimento de formas clinicas distintas. A



primeira interacdo entre as micobactérias e o hospedeiro humano acontece pelo
reconhecimento de padrdes moleculares por meio de receptores tipo Toll 1 e 2
(Toll-like; TLR) presentes nos macrofagos e células dendriticas (31,32). Apés a
ativacdo desses receptores por padrbes moleculares presentes no M. leprae,
ocorre também a diferenciacdo dos macréfagos, células dendriticas, e a
secrecdo de citocinas, principalmente interleucina-12 (IL-12). Juntamente com a
secrecao dessas citocinas, os macrofagos e células dendriticas apresentam os
antigenos aos linfocitos T virgens, ativando-os (33).

Os tipos de citocinas secretadas estdo envolvidos com a capacidade
desses linfocitos T (CD4*) em induzir resposta celular ou humoral,
proporcionando o desenvolvimento das respostas Thi ou Thz. O primeiro tipo de
resposta esta relacionada com a producéo de interferon-gama (IFN-y), o qual
induz a resposta imune celular responsavel pela eliminacdo do bacilo,
controlando parcialmente a disseminacdo do patégeno. Por outro lado, o perfil
de resposta Th2 esta relacionado com o predominio da resposta humoral, que é
ineficiente no controle do patdgeno (34). A predominancia de uma resposta
celular ou humoral frente a infeccdo influencia diretamente a evolucdo da
doenca, estando também relacionada com as caracteristicas clinicas
observadas nos pacientes hansénicos (35). A figura 4 esquematiza
resumidamente os perfis de resposta imune predominantes em cada polo da

doenca.

Os pacientes com a forma clinica TT apresentam les6es com resposta
imune celular predominante, limitando a doenga a um menor numero de lesdes
de pele bem definidas. As citocinas IFN-y, interleucina-2 (IL-2) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) sdo secretadas nas lesfes, resultando no aumento da
atividade fagocitica de macréfagos. Adicionalmente, sob influéncia dessas
citocinas e juntamente com os linfocitos, os macrofagos formam o granuloma
(36,37).

Os pacientes com hanseniase LL apresentam auséncia da resposta
imune celular especifica (anergia) contra a micobactéria, ocorrendo proliferacédo
do M. leprae, com a presenca de muitas lesdes e infiltragdes extensas na pele e

nos nervos. Essa forma clinica € caracterizada por granulomas escassos e



desorganizados. Ja as citocinas mais abundantes séo IL-4, IL-5, e IL-10. Estudos

demonstram que a secrecdo de IL-4 diminui a expressdo dos TLR2 nos

mondcitos e que a IL-10 suprime a producédo de IL-12, facilitando a disseminagéo
do bacilo (35,37-39).
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Figura 4. Modelo de regulacdo da resposta adaptativa na hanseniase. Os pacientes TT
apresentam um predominio da resposta imune mediada por células (Thi) via IL-2, IFN-y e
linfotoxina que ativam macréfagos e linfécitos T citotéxicos (CTL) para eliminar patégenos
intracelulares. Em contraste, os pacientes LL tém uma resposta humoral proeminente (Th2) via
IL-4, IL-5 e IL-10, as quais inibem a resposta imunol6gica celular através da supressao de
macroéfagos. Fonte: Adaptado de Weiss, 2017 .

1.5 Reagdes hansénicas

Durante a progressdo da doenga ou muitas vezes no inicio, durante ou
apos o tratamento, alguns pacientes podem apresentar as chamadas reacfes
hansénicas ou episodios reacionais. Esses eventos sao processos inflamatorios
agudos secundarios a liberacédo de antigenos e reacdes de hipersensibilidade.
Os tipos de reacdes mais importantes sédo a reacao tipo 1 ou Reacdo Reversa

(RR) e a reacao de tipo 2 ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH) (40).

Sendo a principal causa de leGes neurais, a Reacao Reversa ocorre com
maior frequéncia no inicio do tratamento, desencadeada pela reativacdo da
resposta inflamatéria contra antigenos do M. leprae. Ela manifesta-se

clinicamente por surgimento de novas lesbes ou exacerbacéo das lesdes pré-



existentes com eritema, infiltracdo, calor local e dor, podendo resultar em a
necrose, ulceracdo ou inflamacdo aguda dos nervos (12). Nesse episodio
reacional ha uma exacerbada resposta mediada por células. Através da analise
de expressédo génica e dosagem de citocinas, foi demonstrado um aumento
abrupto da resposta Thi, em que IL-1B, TNF-a, IL-2 e IFN-y apresentam-se
elevadas nas lesdes. Ja outras citocinas do padrédo Thz, como IL-4, IL-5 e IL-10,

estdo diminuidas (41,42).

O Eritema Nodoso Hansénico ocorre principalmente em pacientes
multibacilares (BL e LL), 0s quais possuem pouca resposta celular e altos titulos
de anticorpos circulantes. Esse tipo de reacéo caracteriza-se pelo aparecimento
de nodulos eritematosos dolorosos disseminados e acompanhados de sintomas
sistémicos como: febre, inchaco dos linfonodos e até hepatoesplenomegalia
(43). Embora as citocinas do perfil Th1 também estejam elevadas, assim como
na RR, o ENH se difere pelos niveis significativamente mais elevados de IL-4,
IL-5, IL10, IL-6, IL-7 e TNF quando comparado com RR (42,44-46).

Os quadros reacionais sdo de dificeis de se prever, uma vez que 0
paciente pode desenvolver reacdo a qualquer momento durante o tratamento ou
mesmo anos depois da cura (47). Embora muitos estudos com foco no
background genético do hospedeiro tenham abordado a resposta imunolégica
durante a infeccdo pelo M. leprae e episddios reacionais da hanseniase, 0s
mecanismos do patégeno envolvidos no desencadeamento desses fenémenos
ainda sao desconhecidos. Por isso, a identificacdo de biomarcadores reacionais
é fundamental, como por exemplo, a producdo diferencial de anticorpos em

resposta a antigenos especificos do M. leprae.

1.6 Diagnoéstico

O diagnostico precoce da hanseniase consiste em um importante
mecanismo de controle e interrupgao da transmissédo da doenga. A anamnese
do paciente € essencial para reconhecimentos dos sinais clinicos da doenca.
Ademais, testes dermatoneurolégicos podem auxiliar na identificacéo das lestes
na epiderme, areas com modificacbes na sensibilidade e comprometimento
motor (48).



Adicionalmente, o diagndéstico laboratorial consiste em ferramentas
complementares para auxiliar na confirmacdo do desfecho clinico da doenca.
Dentre os exames realizados, destaca-se a analise dos indices de baciloscopia
de raspado dérmico de lesdes, I6bulos auriculares e cotovelos, o qual consiste
na contagem de bacilos em microscopio 6tico apds a coloracdo do esfregaco
pelo método de Ziehl-Nielsen. O resultado desse exame expressa 0 numero de
bacilos em uma escala logaritmica de 0 a 6+ (indice baciloscépico) (49). Porém,
a baciloscopia requer pelo menos 10 mil bacilos por grama de tecido para uma
deteccdo confiavel, o que resulta em um teste de baixa sensibilidade,
especialmente para o polo tuberculdide da doenca, no qual os bacilos séo raros

ou ausentes (50).

Antigamente a reacdo de Mitsuda era utilizada no diagndstico da
hanseniase no Brasil, o qual utilizava uma suspensao de bacilos mortos por calor
(lepromina) inoculados intradermicamente para avaliar a resposta celular tardia
dos pacientes (51). Nesse teste, pacientes com a forma clinica MB
apresentavam anergia de células T e, por conseguinte, eram negativos no teste.
Enquanto nos pacientes PB, o teste de Mitsuda era comumente positivo (52). Do
ponto de vista clinico, esse teste era um importante indicador da eficiéncia da
imunidade celular ao M. leprae, sendo considerado de alto valor progndstico a
resisténcia quando positivo ou a suscetibilidade se negativo, e em individuos

normais estava associado a um risco menor de desenvolver a doenga (48,52).

Os testes sorologicos tém ganhado destaque como ferramenta auxiliar no
diagndstico precoce de infeccéo pelo M. leprae. O Glicolipidio Fendlico 1 (PGL-
1), um antigeno especifico e mais abundante do bacilo, € o mais usado em
imunoensaios de ELISA e ML-FLOW (imunocromatografia), os quais séo
capazes de detectar anticorpos anti-PGL1 no soro dos pacientes multibacilares.
Os titulos elevados desses anticorpos séo indicativos de alta carga bacilar,
enguanto titulos baixos, ou mesmo ausentes, sdo encontrados em pacientes
com baixa carga bacilar. Diante disso, esse tipo de ensaio pode auxiliar no
acompanhamento dos pacientes e na avaliagdo da exposicdo de contatos
intradomiciliares (53-58).
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacdo do DNA de
M. leprae melhorou a deteccdo de bacilos eventualmente presentes em
amostras de esfregaco dérmico, bidpsias de pele e nervo. Dessa forma, um
diagnostico mais sensivel da hanseniase pode ser alcancado acelerando a
deteccdo de novos casos e, consequentemente, o tratamento. Na tentativa de
aperfeicoar esse meétodo, varias combinacfes de ensaios com diferentes
combinacdes de iniciadores (primers), condi¢cdes enziméticas e tecnologia tém
sido testados e reportados na literatura, resultando em diferentes graus de
positividade (59—-62)

Recentemente, novas proteinas e peptideos de M. leprae e antigenos
recombinantes obtidos por expressdo heteréloga tém sido promissores na
aplicacdo em diferentes plataformas de imunodiagndstico. No que diz respeito
as proteinas recombinantes, a facil obtencdo, especificidade, sensibilidade e
capacidade de se realizar modificacbes estruturais tém sido as maiores
vantagens quando comparadas com antigenos naturais (63—68). Todavia, a
necessidade de se conhecer novos alvos antigénicos capazes de auxiliar no
diagnéstico diferencial de formas clinicas, episodios reacionais e recidiva é de
grande interesse.

1.7 Background genético do hospedeiro

Os estudos envolvendo o genoma do M. leprae por muito tempo foram
limitados. As abordagens de genémica focaram inicialmente em microrganismos
de interesse global, sendo a hanseniase uma doenca negligenciada, o esforco
para compreensao do patdgeno foi tardio. Outra dificuldade encontrada foi a
impossibilidade de cultivo em meio axénico do bacilo, que retardou e
impossibilitou diversos experimentos. Adicionalmente, as primeiras abordagens
gendmicas demonstraram o genoma reduzido do M. leprae em relacdo a outras
micobactérias e baixa variabilidade genética. Diante disso, os pesquisadores
investigaram principalmente o background genético do hospedeiro, inclusive
atribuindo-o como principal determinante no desenvolvimento das diferentes

formas clinicas da doenca (69).

Uma das maneiras de investigar contribuintes genéticos humanos na

hanseniase sédo os estudos de associacdo, 0s quais investigam a frequéncia de
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marcadores genéticos com determinados desfechos, como: adoecimento,
episodio reacional, entre outros. Dentre os marcadores que sdo frequentemente
avaliados nesses estudos, destacam-se os polimorfismos de base Unica (SNPs),
sequéncias repetitivas em tandem (VNTRs), microssatélites (STRs) e

insercdes/delecdes (InDels) (70).

Um exemplo disso é o gene PRKN que codifica a parquina a qual
desempenha papel central na ubiquitinagcdo de proteinas influenciando a
autofagia. Mutacdes em PRKN tém ganhado destaque em investigacdes com
doencas infecciosas, incluindo a hanseniase. Estudos demonstraram
associacao entre genotipos desse gene com susceptibilidade a hanseniase per

se em populacdes do Vietn3, india e Brasil (71-74)

SNPs no gene VDR codificante para o receptor da vitamina D tém sido
alvo de investigacdo. Isto porque ele desempenha papel importante também
como fator de transcricdo, modulando genes envolvidos no balanceamento entre
a resposta celular (Thi) e humoral (Th2). A andlise de SNPs no VDR em
diferentes populacdes, incluindo na brasileira, demonstraram que variantes no

intron 8 e éxon 9 estdo associadas com hanseniase multibacilar (75—-80).

O receptor NOD2, envolvido em vias de modulacéo de resposta imune da
hanseniase, também tem sido estudado. Estudos com o gene NOD2
encontraram associacdo de dois SNPs (rs9302752 e rs7194886) com
susceptibilidade a hanseniase em um estudo na populacdo da China (81). A
associacdo de SNPs do gene NOD2 com a hanseniase também foi observada
em populacdes do Vietna e da india (73,82). No Brasil, estudo conduzido por
Leturiondo e colaboradores (2020) descreveu a associacdo do SNP rs8057341
do gene NOD2 com a susceptibilidade a hanseniase (83).

Outros SNPs nos genes TLR1, TNF, IL10, LRRK2 e IFNG demonstraram
associacdo com a suscetibilidade e/ou prote¢cdo a hanseniase em diferentes
populacdes (73,84-87). Todavia, a nao-replicagcdo dos mesmos achados de
associacdo em determinadas populacdes e as diversas manifestacdes clinicas
da hanseniase demonstram a necessidade de buscar novos marcadores
genéticos capazes de auxiliar na compreensdo dos diferentes fendtipos

encontrados na doenca. Além disso, ndo ha estudos de associagdo de
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componentes genéticos do M. leprae com as variaveis clinicas encontradas na

doenca, reforcando a importancia de investigacées com foco no patégeno.
1.8 Género Mycobacterium

As micobactérias pertencem a ordem Actinomycetales e a familia
Mycobacteriaceae, que possui um unico género, denominado Mycobacterium.
Sao bactérias principalmente aerébicos, ndo esporulados, iméveis, em formato
bastonete reto ou levemente curvado, medindo de 0,2 a 0,6 ym de largura por

1,0 a 10 ym de comprimento (88).

Os parede celular das micobactérias contém acido meso-diaminopimélico,
alanina, acido glutamico, glucosamina, acido muramico, arabinose e galactose.
Adicionalmente, a rica presenca de acidos micélicos, juntamente com lipideos
complexos, fornece uma barreira de permeabilidade hidrofébica. Devido essa
composicao da parede celular, que impede o acesso de corantes comuns, as
micobactérias ndo sao facilmente coradas pelo método de Gram, sendo,
portanto, necessario procedimentos especiais (por exemplo, coloracao de Ziehl-
Neelsen). Os bacilos nédo séo facilmente descoloridos, mesmo com alcool-acido,

e sdo, portanto, acido-resistentes (49,89,90)

Quando comparadas a outras bactérias, o crescimento da maioria das
micobatérias € bastante lento, com tempos de duplicacdo que variam entre as
espécies. Embora haja espécies que crescam em cultura axénica utilizando
substratos relativamente simples, usando aménia ou aminoacidos como fontes
de nitrogénio e glicerol como fonte de carbono na presenca de sais minerais,
algumas espécies (por exemplo, M. haemophilum e M. genavense) sé&o
exigentes e requerem suplementos mais complexos como micobactina, hemina
ou outros compostos. As temperaturas ideais para o crescimento variam

amplamente entre as espécies (de <30 a 45°C) (90)

Com o crescente uso de técnicas moleculares para identificacdo de
bactérias, cerca de 200 espécies de micobactérias ja foram descritas.
Adicionalmente, a utilizacdo de novas abordagens genémicas tém possibilitado
0 aumento no numero identificacbes, além da caracterizacdo detalhada das

mesmas (91-94).
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1.9 Mycobacterium leprae

M. leprae foi identificado em 1873 por Gerhard Henrik Armauer Hansen,
de quem recebe o nome de bacilo de Hansen. Com essa descoberta, o
microrganismo foi o primeiro patdégeno bacteriano associado com uma doenca
humana. Embora tenha sido identificado h& quase 150 anos, os mecanismos de
patogenicidade e fisiologia do patégeno ainda ndo estao totalmente elucidados,

assim como a sua interacdo com o hospedeiro (95).

O M. leprae é um parasito intracelular obrigatério que infecta
principalmente os macréfagos e as células Schwann do sistema nervoso
periférico (88). O bacilo apresenta um formato de bastdo ou levemente curvado
com as extremidades arredondas, medindo de 1,5 a 8 um de comprimento por
0,2-0,5 um de diametro, classificado como gram-positivo e podendo ser
obervado como bacilo alcool-acido resistente através da coloracdo de Ziehl-
Nellsen (ZN) (48,89,90). Nos tecidos infectados, as células microbianas
frequentemente agrupam-se formando aglomerados que podem conter centenas

de bactérias, também chamado de globia (96—-98).

Uma caracteristica marcante do M. leprae € a sua alta transmissibilidade
e baixa patogenicidade. Seu crescimento em modelos animais é extremamente
lento, podendo levar 14 dias entre cada fissao, o que dificulta a obtencéo de uma
quantidade de bacilo suficiente para estudo. A lentiddo no crescimento bacilar
pode explicar a extensa duracdo entre o tempo de infeccdo até a manifestacao
dos sintomas da doenca, assim como a natureza cronica da infeccéo. A partir
de ensaios utilizando camundongos, demonstrou-se que a temperatura 6tima de
crescimento do M. leprae € em torno de 30 °C, o que pode explicar a sua
predilecdo por areas superficiais do corpo como a pele, mucosa nasal e
extremidade dos membros (95,99,100).
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Estruturalmente, alguns estudos demonstram que a parede celular do M.
leprae, assim como de outras micobactérias, possui uma composi¢cao complexa.

7

Esquematizada na figura 5, a parede € composta, em sua maioria, por
glicolipideos, sendo o PGL-1 o mais abundante, Lipoarabinomanana (LAM),
fosfatidilinositol manosideo (PIMs) e monomicolatos de trealose (TMM). A
presenca de proteinas de choque térmico (HSP) e proteinas com motivos
conservados de prolina-prolina-acido glutdmico (PE/PPE) na parede celular
também tem sido comumente investigado. Diante disso, uma caracteristica
marcante do M. leprae € a presenca de uma variedade de moléculas antigénicas
capazes de modular o reconhecimento por células do hospedeiro e,

consequentemente, a resposta imunolégica (101-105).
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Figura 5. Modelo esquemético das principais moléculas do envelope celular do M. leprae.
Observa-se na por¢cdo mais externa a abundante presenca de glicolipideos, como glicolipideo
fendlico 1 (PGL-1), Lipoarabinomanana (LAM), Lipomanana (LM), fosfatidilinositol manosideo
(PIMs), ftiocerol dimicocerosato (PDIM) e monomicolatos de trealose (TMM). A subdiviséo da
parede de acordo com a composicao, sendo formada por uma regido eletrodensa composta por
peptideoglicanos (préxima a membrana plasmatica) e arabinogalactanos (AG) e uma regido
eletro-transparente formada pelos acidos micolicos ligados a AG que compdem a pseudo
bicamada com glicoliideos. Fonte: adaptado de VISSA & BRENNAN, 2001 (96).

A neuropatia hansénica é causada pelo tropismo da micobactéria pelas
células de Schwann. O bacilo se liga ao dominio G da cadeia de laminina-a2

expressa na lamina basal dos nervos periféricos, sendo essa uma autapomorfia
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do M. leprae (96,106,107). A infeccdo na célula de Schwann garante uma maior
chance de sobrevivéncia desse patdgeno por ser uma regido mais protegida dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (108). Assim, a infecgéo de longo prazo
pelo M. leprae no sistema nervoso periférico pode afetar a funcdo dos nervos

antes mesmo de uma resposta imune ser estimulada (109).

1.9 Aspectos genéticos do M. leprae

Apesar da dificuldade no desenvolvimento de estudos mais avancados
envolvendo a biologia do microrganismo, visto que o bacilo ndo € cultivavel in
vitro (110), com a conclusdo do sequenciamento completo do genoma do M.
leprae por Cole e colaboradores (2001), um avanco significativo na elucidacdo

da biologia Unica do microrganismo foi alcancado (111).

A utilizacdo de marcadores genéticos do M. leprae podem auxiliar no
entendimento da transmissdo e epidemiologia da hanseniase (112). Nesse
sentido, a tipagem molecular baseada em VNTRs foi aplicada nos primeiros
estudos epidemioldgicos, por avaliar sequéncias curtas que variam em nimero
de copias entre diferentes cepas bacterianas. Antes da elucidacdo do genoma,
estudo conduzido por Shin e colaboradores (2000) descreveu a diferenciacéo de
34 isolados clinicos do M. leprae nas Filipinas a partir da variacdo de 10 a 37
repeticbes TTC em regido nao-codificante do genoma do bacilo (113). Matsuoka
e colaboradores (2000) investigaram 51 amostras de regides geograficamente
distintas do mundo, onde os isolados foram classificados em dois grupos com
base no numero de repeticbes em tandem composta por 6 pares de bases no
gene rpoT. No primeiro grupo encontraram-se os isolados derivados do Japéao
(exceto Okinawa) e Coréia do Sul, enquanto os isolados do sudeste asiatico,

Brasil, Haiti e Okinawa no Japao pertencem ao segundo grupo (114).

Posteriormente, a disponibilidade do genoma completo do M. leprae
permitiu a identificacdo de 44 loci contendo repeticoes, a partir dos quais um
painel de apenas 9 loci foi caracterizado como discriminatorio (115). Todavia,
utilizando esse painel, Gillis e colaboradores (2009) mostraram que os loci
(AT)15 e (TA)18 nao eram reprodutiveis e que (GAA)21 era instavel durante
passagens do M. leprae em camundongos (116). A instabilidade destes loci

também foi observada por Hall e Salipante (2010) analisando 475 cepas do M.
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leprae de 6 paises (117). Adicionalmente, investigacdes na India e Benin
mostraram variacdo no numero de VNTRs de um mesmo paciente, questionando

novamente a confiabilidade de tais marcadores (118,119).

A comparacgdo de genomas de cepas de M. leprae obtidas de pacientes
dos EUA, Tailandia, india e Brasil demonstrou a presenca de 215 sitios
polimorficos, em sua maioria SNPs. A analise desses polimorfismos em 400
cepas de 28 paises definiu 84 marcadores informativos (78 SNPs e 6 InDels)
usados para classificagao de 4 tipos (1-4) e 16 subtipos (1A-D, 2E-H, 3I- M e 4N-
P) de M. leprae. A tipagem utilizando o painel de SNPs € um método mais
robusto e menos instavel que os VNTRs que pode ser aplicado em estudos da
dindmica de disseminacao do bacilo; todavia, nenhum estudo correlacionou as

diferentes cepas com manifestacfes da hanseniase (120,121).

No Brasil, o estudo conduzido por Fontes e colaboradores (2009)
utilizando as tipagens por VNTRs e SNPs em S&o Paulo e Rio de Janeiro
demonstrou padrdes de VNTRs altamente varidveis nas cepas e uma
predominancia do SNP 3 em ambos os estados (122). Em seguida, outro estudo
de Fontes e colaboradores (2012) revelou a prevaléncia do SNP 3 no Rio de
Janeiro e do SNP 4 no Nordeste, sugerindo uma introducdo diferencial nessa
regido do pais, provavelmente por meio do trafico de escravos da Africa (123).
Mais recentemente, Benjak e colaboradores (2018) demonstraram a prevaléncia
do SNP 3l no Sudeste, enquanto no Norte e Nordeste ha predominio do SNP
4N, 4P e a presenca esporadica do SNP 1D (124).

As analises iniciais de genbmica comparativa do M. leprae indicam que a
hanseniase pode ter se originado na Africa Oriental (SNP 2). Com sucessivas
migracdes humanas, o bacilo espalhou-se para o leste e entéio para a Asia dando
origem ao SNP tipo 1, enquanto uma disseminacéo para o oeste para o Oriente
Médio e Europa deu origem ao SNP tipo 3. Processos de colonizagdo, migracdo
e comércio de escravos introduziram M. leprae do tipo SNP 3 para as Américas,
enquanto o SNP tipo 4 surgiu na Africa Ocidental, mas foi entdo transportado
para as Américas por escravos infectados (125). A figura 6 resume essa

hipétese.
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Todavia, estudos mais recentes avaliando genomas do M. leprae a partir
de ossadas com mais de 1000 anos, incluindo o mais antigo genoma conhecido
do M. leprae (415-545 D.C.), indica a presenca de outros gendtipos na Europa
gue nado podem ser explicados pelo modelo sugerido em 2005, sugerindo um

possivel surgimento do M. leprae na Europa Ocidental (126—-128).
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Figura 6. Hipotese de dispersdo do M. leprae ao redor do mundo. Acredita-se que a bactéria
tenha surgido na Africa Oriental (laranja — SNP2) e seguiu o fluxo migracdes para Asia (amarelo
— SNP1). As rotas comerciais entre Europa e Asia proporcionaram disperséo do bacilo no
continente europeu (roxo — SNP3). Com a expansédo da coloniza¢éo, ocorreu a introducdo do
patdégeno nas Américas e norte da Africa. O trafico de escravos inseriu a cepa do Oeste da Africa
(verde — SNP4) nas Américas, especialmente no caribe e Brasil. Fonte: Adaptado de Monot e
colaboradores (2005) (125).

A sequéncia do genoma da cepa TN do M. leprae revelou 3.268.210 pb
com aproximadamente 57,8% de conteuddo G+C, o menor genoma dentre as
micobactérias. O arranjo do genoma do M. leprae reflete multiplos eventos de
recombinacao e insercao de sequéncias repetitivas. Além disso, somente 49,5%
do genoma contém genes codificantes. O restante do genoma possui uma
grande quantidade pseudogenes (27%) e regides que aparentam ndo serem
codificantes (23,5%) ou possuem func¢des regulatorias ainda desconhecidas.
Inicialmente, 1116 pseudogenes foram identificados, todavia, esse numero
aumentou para 1293 ap0s analises comparativas com outras cepas. A obtencao

do genoma de diferentes isolados clinicos possibilitou um melhor entendimento
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da biologia do M. leprae, o que tem auxiliado na descoberta de novos antigenos,

alvos terapéuticos e levantamentos epidemiolégicos (129-131) (124-126)

Quando comparado com Mycobacterium tuberculosis, o M. leprae possui
uma significativa redugcdo gendmica, em que aproximadamente metade dos
genes funcionais de M. tuberculosis estdo ausentes ou foram substituidos por
pseudogenes (Figura 7). Essa reducdo removeu vias metabdlicas inteiras e
genes reguladores que estdo envolvidos principalmente no catabolismo,
resultando no lento crescimento bacteriano e na inviabilidade de cultivo em meio
axénico (101,111,132).

- Pequenas moléculas do metabolismo 17%
- Macromoléculas do metabolismo 27%
D Processos celulares 39%
D Outras fungoes
- Fungoes nao classificadas 17%
D Pseudogenes 21% 12% 5%

M. leprae M. tuberculosis

Figura 7. Esquema de categorias funcionais de componentes do genoma de M. leprae e M.
tuberculosis. Observa-se a perda de componentes em todas as categorias funcionais (cores) e
aumento consideravel de pseudogenes em M. leprae quando comparado com M. tuberculosis.
Fonte: Adaptado de Vissa e Brennan (2001) (101).

1.10 OQutras micobactérias

Em 2008, o Mycobacterium lepromatosis, uma bactéria semelhante ao M.
leprae, foi identificado e associado ao desenvolvimento de manifestacfes
clinicas disseminadas da hanseniase, sendo considerado assim um novo agente
etiolégico da doenca. Inicialmente considerou-se 0 novo organismo como uma
cepa de M. leprae. Entretanto, as analises do genoma do M. lepromatosis
revelaram uma diferenca de 9% quando comparado com o genoma do M. leprae,
definindo assim uma nova espécie de micobactéria. Relatos de casos
demonstraram que esse organismo é encontrado principalmente em pacientes

no México e em outras regides da América Central (133—136).

Posteriormente foi identificado em vacas que apresentam lesdes
granulomatosas em suas tetas, 0 Mycobacterium uberis que ndo € cultivavel in

vitro e a analise gendmica sugere que essa micobactéria € também
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filogeneticamente proxima ao M. leprae (137). Ainda, o isolamento de uma outra
micobactéria cultivavel, mas decrescimento muito lento, Mycobacterium
haemophilum indicam que também uma proximidade ao M. leprae sugerindo
talvez a formacédo de um complexo (138,139) Esses dados indicam também que
estudos gendmicos podem ainda contribuir na identificacdo de novas

micobactérias ndo cultivaveis.
1.10 Estudos de proteinas do M. leprae

Além das abordagens gendmicas, diversos estudos de caracterizacéo
proteicas do M. leprae vém sendo conduzidos nos ultimos anos, em especial
com proteinas associadas a superficie e secretadas (SASPs). Devido a
capacidade de desempenhar papéis significativos durante a infeccao, as SASPs
sdo comumente direcionadas para a geracdo de novas plataformas de
diagnéstico, agentes antibacterianos, ensaios vacinais e investigacfes da

interacao patégeno-hospedeiro (140).

A expressdo heter6loga das proteinas ML0405, ML2331, MLO0O411,
ML2028, ML2038, ML2055 e ML0286 de M. leprae e sua posterior aplicacdo em
imunoensaios mostrou a capacidade delas de serem reconhecidas por
anticorpos em soro de pacientes com hanseniase. A comparac¢do entre 0s
antigenos naturais e sintéticos do M. leprae demonstraram a possibilidade do

uso dessas proteinas no diagndstico e monitoramento da hanseniase (64,141).

Utilizando design in silico de proteinas recombinantes e posterior
expressdo heterdloga, Barbosa e colaboradores (2019) desenvolveram o
polipeptideo rMLP15 composto por 15 peptideos de seis proteinas diferentes do
M. leprae: ML1358, ML2055, ML0885, ML1811c, ML1812 e ML1214. Os ensaios
sorolégicos confirmaram que a proteina recombinante foi capaz de identificar
pacientes MB e PB na mesma propor¢cdo, apontando para uma possivel

aplicacéo na rotina de diagnostico da hanseniase (142).

Outro estudo conduzido por Bobosha e colaboradores (2012), identificou,
por meio de uma abordagem in silico, 21 peptideos com alta afinidade de ligacédo
ao MHC de classe | e Il em proteinas de superficie do M. leprae. A
imunogenicidade desses epitopos foi testada usando células mononucleares do

sangue periférico (PBMCs) isoladas de pacientes e controles endémicos
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saudaveis (HCs) do Brasil, Etiopia e Nepal. Observou-se a inducédo de altos
niveis de IFNy em células de pacientes PB estimuladas com o epitopo p35 da
proteina ML2055. Além disso, células de individuos saudéaveis de areas
hiperendémicas também apresentaram altos niveis de IFNy ap6s estimulo com
0s epitopo p35 (ML2055), p20 e p24 (ML1358) (143).

Ensaios com a proteina recombinante ML2028, Ag85B de M. leprae,
demonstrou a capacidade desse antigeno de estimular forte resposta Thi em
células de pacientes PB e individuos saudaveis. A citometria de fluxo identificou
maior populacéo de células T CD4* secretoras de IFN-y, IL-2 e TNF, e CD8*
secretoras de IFNy e IL-2 em individuos saudaveis estimulados com o antigeno
recombinante, demonstrando resposta protetora a infeccao por M. leprae (144).

Investigacbes envolvendo a proteina ML0O314c do M. leprae, uma
esterase secretada, demonstraram que ela foi capaz de induzir uma forte
resposta imune humoral no caso de novos pacientes com hanseniase quando
comparados aos casos tratados e com recidivas. Adicionalmente, sua expressao
em M. smegmatis foi capaz de alterar a morfologia da colénia e aumentar a taxa
de crescimento dessa micobactéria (145). Outra esterase secretada, ML1899,
apresentou-se capaz de afetar a sobrevivéncia, modular a producéo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e NOS), e regular a resposta imune em
macrofagos THP-1 (146).

Adicionalmente, as abordagens de protedmica associadas as analises
computacionais revelaram uma diversidade de antigenos do M. leprae. Como
por exemplo, nas proteinas ML1632, ML1339, ML0018c e ML2192c foram
identificados epitopos com alta afinidade de ligagdo com o MHC de Classe |l de
células T (147).

Outro estudo examinou um painel de proteinas recombinantes do M.
leprae para as respostas de células T de memoaria, medido através da producao
de IFNy em individuos doentes. Varios antigenos do M. leprae (ML0O276,
MLO0840, ML1623, ML2044) induziram fortemente a producdo de IFNy, sendo
essas proteinas classificadas como imunogénicas e especificas para

hanseniase. Nesse mesmo estudo também foi demonstrado que 82% dos
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pacientes paucibacilares respondiam fortemente a, pelo menos, uma dessas

proteinas (147).

Embora as investigagdes envolvendo gendmica e protedmica do M. leprae
estejam progredindo, além da caracterizacdo de moléculas por meio de ensaios
in silico, expressao heteréloga em outras bactérias e ensaios de infeccédo, até o
momento nenhum estudo comprovou a associacdo de componentes do

patégeno as distintas manifestacdes da hanseniase.
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2. JUSTIFICATIVA

Por muito tempo, devido ao seu genoma reduzido com perdas de vias
metabdlicas e grande acumulo de pseudogenes, o M. leprae foi associado a uma
baixa diversidade genética. Somente a partir do trabalho de Monot e
colaboradores, publicado em 2009, foi possivel observar diferencas significativas

entre cepas clinicas do M. leprae obtidas de pacientes de quatro paises (120).

Benjak, juntamente com o Laboratério de Hanseniase do Instituto
Oswaldo Cruz/Fiocruz, empregaram WGS (Whole Genome Sequencing) em 154
amostras de M. leprae (34 amostras brasileiras) derivadas de isolados clinicos
de individuos multibacilares com recidiva e resisténcia medicamentosa. Com
esse trabalho, foi possivel descrever uma diversidade genética maior do que a
observada em estudos anteriores, incluindo diferencas em isolados de um
mesmo pais. O estudo identificou mutacbes nao-sinbnimas em regides
codificantes com possiveis papeis na fisiologia bacteriana e patogénese da
hanseniase. Dentre os achados, destaca-se uma delecdo em fase de 90
nucleotideos no gene codificante da proteina ML1334, ainda ndo caracterizada,
de M. leprae. Essa delecédo estava presente em alta frequéncia nas amostras
brasileiras (59%), todas pertencentes ao genoétipo 4 do M. leprae(124).

Mais recentemente, andlises in silico envolvendo diferentes cepas do M.
leprae demonstraram que a proteina ML1334 apresenta alta afinidade com
anticorpos e MHC de classe | e Il, podendo ser aplicada em ensaios vacinais.

Todavia, € necesséria a caracterizacao funcional in vitro dessa proteina (148).

Diante do pouco conhecimento dos componentes do M. leprae
diretamente envolvidos na patogénese da hanseniase e do impacto funcional
das mutacdes recém-descobertas pela genémica, escolhemos como foco deste
trabalho a caracterizacdo da proteina ML1334 e de sua respectiva dele¢cdo em

fase, predominante nas cepas brasileiras.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Caracterizar o gendtipo de variantes em genes do Mycobacterium leprae.

3.2 Objetivos especificos

v Analisar variantes polimérficas de genes do M. leprae a partir de estudos

anteriores;

v' Caracterizar in silico a proteina ML1334 de M. leprae e suas respectivas

variantes;

v  Avaliar a frequéncia das variantes do gene ML1334 de M. leprae

provenientes de amostras brasileiras;

v Obter as proteinas recombinantes das variantes do gene ML1334 por

meio de expressao heterdloga em E. coli.
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4. METODOLOGIA

4.1 Reanalise de dados

Inicialmente, os resultados da colaboracéo Brasil-Suica com WGS do M.
leprae isolados de 385 amostras de diferentes partes do mundo, foram
reanalisados buscando por mutacfes nédo-sindbnimas (SNPs e InDels) em
regides codificantes (CDS). Posteriormente, a andlise focou em mutacfes com
frequéncia maior que 10% nas amostras brasileiras (n=82, sendo 34 amostras ja
descritas no trabalho de Benjak e colaboradores (2018) mais 48 novas amostras
da colaboracdo Brasil-Suica). Em seguida, a predicdo do impacto dessas
variantes foi realizada com ferramentas de bioinformética para selecao de alvos

candidatos (conforme descrito no item 4.4 abaixo).
4.2 Consideracdes sobre aspectos éticos e biosseguranca

Neste projeto, todos os experimentos e procedimentos descritos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz, sob
registro n°® 1.538.467. Os experimentos de expressdo heterd6loga em bactérias
foram realizados em nivel de biosseguranca 2 (NB2) no Laboratério de

Gendmica Funcional e Bioinformatica do Instituto Oswaldo Cruz.

4.3 Amostras Biolégicas

No presente trabalho, um total de 88 novas amostras de DNA derivadas
biépsias de pele de pacientes foram incluidas neste estudo (amostras diferentes
das citadas no item 4.1), sendo 41 amostras de pacientes recrutados no
Ambulatério Souza Araujo (ASA), e 47 amostras de demandas externas do
servico de triagem de Recidiva/Resisténcia do Laboratério de Hanseniase.
Todas as amostras séo oriundas de pacientes com hanseniase MB e possuem
resultado positivo no teste molecular de PCR em tempo real confirmando

presenca do M. leprae a partir do alvo 16S rRNA (61).

Das 41 amostras derivadas do Ambulatério Souza Araujo (ASA), 9
pacientes apresentavam episodios reacionais (6 RR e 3 ENH) e 2 eram de casos
com recidiva. Quanto as 47 amostras de demandas externas do servico de

triagem de Recidiva/Resisténcia, 14 eram de pacientes com recidivas e 3 de
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faléncia terapéutica. A extracdo do DNA foi realizada com DNeasy Blood &

Tissue Kit, seguindo recomendacfes do fabricante.

4.4 Analises in silico

O impacto das mutacfes nao-sinbnimas (SNPs e InDels) na funcéo e
estrutura das proteinas foi avaliado utilizando-se as ferramentas on-line SIFT®
(https:/sift.bii.a-star.edu.sg/) (149) e Provean® (https:/sift.bii.a-star.edu.sg/)

(150) com parametros padrao.

A ferramenta BLASTp® (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/) (151) foi utilizada

para alinhamento das sequéncias de amino&cidos da proteina ML1334 com
ortélogos em outras micobactérias. Para predicdo de dominios transmembrana
e topologia da proteina ML1334 e suas variantes, assim como dos ortélogos, a
ferramenta TMHMM 2.0 foi utilizada no site
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/, com os parametros padrao (152).

Para compreender o impacto das mutacbes na conformacao
tridimensional da proteina ML1334, foi realizada a modelagem estrutural no
servidor on-line Robetta utilizando o algoritimo RoseTTAFold como parametro

(https://robetta.bakerlab.org/) (153). As estruturas moleculares resultantes foram

visualizadas e editadas no software PyMOL 2.5® (Schrodinger®).

Adicionalmente, as variantes de ML1334 foram avaliadas quanto a

predicdo de afinidade de epitopos lineares de células B no servidor on-line

ABCpred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/index.html) utilizando
threshold de afinidade >0,6 (valor de 0 a 1) com busca de peptideos no banco
de dados BCIPEP (154). A interagcdo com MHC de classe | e Il foi investigada
utiizando a ferramenta T Cell Epitopes - MHC Binding Prediction
(http://tools.iedb.org/main/tcell/) (155,156). Para o MHC de classe |, foram
investigados os alelos representativos: HLA*A:02, HLA*A:03, HLA*A:24, HLA-
B:15, HLA*B:35 e HLA-B*44, enquanto para o MHC de classe Il, selecionou-se
os alelos representativos: DRB1*13; DRB1*07; DRB1*04. Os alelos escolhidos

apresentam-se mais frequentes na populacao brasileira, segundo resultados

conduzido por Torres e colaboradores (2017) (157) e depositados no banco

Allele Frequencies (http://www.allelefrequencies.net/).



https://sift.bii.a-star.edu.sg/
https://sift.bii.a-star.edu.sg/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
https://robetta.bakerlab.org/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/index.html
http://tools.iedb.org/tepitool/
http://www.allelefrequencies.net/

26

4.5 Caracterizagcdo dos genotipos em amostras brasileiras

Para deteccdo de gendtipos do gene ML1334, os primers descritos na
tabela 1 foram desenhados utilizando a sequéncia gendmica da cepa M. leprae
TN (RefSeq NC_002677.1) através da ferramenta NCBI PrimerBlast (158). A
especificidade e qualidade dos primers foram avaliadas in silico com as
ferramentas BLAST, MFEPrimer e OligoAnalyzer (IDT Inc.).

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos (primers) usados na deteccao das
mutagdes no gene ML1334.

Sequéncia (5°-3’)
Forward GCTGACTGAGCCCGTCTATC
Reverse AGCGTCAGCCTATTGTGGTC

Para aumentar a especificidade da reacdo de PCR, o alvo foi amplificado
por meio de PCR touchdown utilizando HotStart MasterMix (QIAGEN, Alemanha)
no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 da RPT09B - Rede de
Plataformas Tecnoldgicas da Fiocruz. Os detalhes dos ciclos utilizados na PCR

estao descritos na tabela 2.

Tabela 2. Detalhamento dos ciclos PCR utilizando HotStart MasterMix (Quiagen) para
deteccdo das mutacdes no gene ML1334 em amostras brasileiras.

Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos

95 15 minutos 1

94 30 segundos

62 45 segundos 15

72 1 minuto

94 30 segundos

58 45 segundos 25

72 1 minuto

72 10 minutos 1

4 o0 1

Os resultados foram primeiramente analisados por eletroforese em gel de
agarose a 2% em TBE 0,5X e coloracdo de DNA com SYBR™ Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen™, EUA). Para identificar os tamanhos dos amplicons, o

marcador 100 bp DNA Ladder (Invitrogen™, EUA) foi utilizado como referéncia.
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Os géis foram submetidos a eletroforese a 90 V por 1 h 30 min e a captura das

imagens foi obtida em fotodocumentador.

Apos identificacdo do tamanho e integridade das bandas, os produtos
foram purificados utilizando o kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, EUA) seguindo instrucdes do fabricante. Posteriormente, a
concentracdo de DNA nas amostras purificadas foi obtida através da leitura de
absorbancia a 260 nm em equipamento NanoDrop 1000 (ThermoFisher, EUA).
Em seguida, as amostras foram diluidas e distribuidas em placas de 96 pocos
(20 ng/poco), juntamente com os primers (3,2 uM), agua ultra-pura e BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Catdlogo: 4337454) (ThermoFisher,
EUA).

A reacdo de sequenciamento nas placas foi realizada no termociclador
GeneAmp® PCR System 9700, de acordo com a programacéo descrita na tabela
3. Apoés o término da reacao, a precipitacdo dos produtos foi realizada utilizando
Isoprapanol 75% (MERCK, Alemanha), seguido de centrifugacdo a 4.000 rpm
por 45 minutos. Logo depois as placas eram vertidas em papel toalha para
descarte dos sobrenadantes. Posteriormente, etanol 75% (MERCK, Alemanha)
era adicionado em cada po¢o seguido de outra centrifugacao a 4.000 rpm por 15
minutos. Em seguida, descartava-se 0 sobrenadante e as placas eram
aguecidas a 60 °C por 10 minutos para secagem total do etanol. Por fim, as
placas foram submetidas a eletroforese capilar no Sequenciador ABI3770x| — 96
capilares da RPTO1A Rede de Plataformas Tecnolégicas da Fiocruz.

Tabela 3. Detalhamento dos ciclos da reagao de sequenciamento utilizando BigDye ™

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Catalogo: 4337454) (ThermoFisher Scientific,
EUA).

Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos
94 10 segundos
50 5 segundos 40

60 4 minutos
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4.6 Expresséao heterdloga

Para clonagem das variantes encontradas para o gene ML1334 apds
deteccdo dos gendtipos em amostras brasileiras, as sequéncias inteiras do gene
foram amplificadas utilizando Tag DNA Polymerase High Fidelity (ThermoFisher,
EUA). Para essa reacao de amplificacéo, os primers descritos na tabela 4 foram
desenhados contendo sitios para enzimas de restricdo visando posterior
clonagem no plasmideo pET28a.

Tabela 4. Sequéncias dos oligonucleotideos (primers) com os sitios de restricdo usados
para expresséao heteréloga das variantes de ML1334 em E. coli.

Direcédo Sequéncia (5°-3’) Enzima
Forward ATACCATGGGCGAACCGCAGGGATCG Ncol
Reverse GAGGTCGGTCGACCACAACTCGAGATAC Xhol

Apos a purificacdo dos produtos de PCR pelo kit ja descrito, digeriu-se o
plasmideo pET28a e os insertos com as enzimas de restrigdo Ncol e Xhol (New
England BioLabs®, EUA), por 2 h a 37 °C. Apds purificacdo e dosagem, cada
inserto (correspondente as 3 variantes do gene ML1334) foi ligado no plasmideo
digerido utilizando T4 DNA Ligase (5 U/uL) (Invitrogen™, EUA) de acordo com

orientacdes do fabricante.

A reacdo de ligacéo foi utilizada para transformacéo de E. coli DH5a. Para
isso, o0 DNA e as bactérias foram juntamente submetidos a eletroporacédo no
equipamento GenePulser, usando as seguintes condigbes elétricas: 25 pF, 2,5
kV e 200 Q. Apds o pulso, adicionou-se 1 mL de meio LB e as bactérias foram

incubadas a 37 °C sob leve agitacédo (100 rpm) por 1 h.

Em seguida, bactérias foram entdo inoculadas em placas de Petri
contendo meio LB com agar e antibiético Canamicina (25 pg/mL) e incubadas a
37 °C por aproximadamente 16 horas. Apés obtencéo das colbnias selecionadas
por resisténcia ao antibidtico, a presenca e fidelidade dos insertos foram
avaliadas. Para isso, o DNA plasmidial das bactérias portadoras das construcdes
desejadas (selecionadas ap6s PCR de coldnia utilizando os primers descritos na
tabela 5) foi extraido utilizando PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega,
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EUA); a identidade dos insertos foi confirmada por sequenciamento de DNA
(conforme descrito no item 4.6).
Tabela 5. Sequéncias dos oligonucleotideos (primers) utilizados para o PCR de colbnia

e posterior sequenciamento para confirmagéo da identidade das sequéncias plasmidiais
das colbnias.

Sequéncia
T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Apo6s confirmagdo da fidelidade das sequéncias, os construtos foram
transformados em E. coli BL21(DE3) para expressdo seguindo protocolo ja
descrito para DH5a. Apds a selecdo em meio LB contendo Canamicina,
procedeu-se para a inducéo da expressdo das proteinas recombinantes. Para
isso, partindo de um in6culo saturado (cerca de 16 h de cultivo a 37 °C),

preparou-se uma diluicdo de 1:100 em meio LB com antibiético.

Apos atingir a DOsoonm ~ 0,4-0,6, separou-se uma aliquota para o controle
da cultura ndo induzida (NI) e, ao restante do cultivo, adicionou-se o indutor IPTG
na concentracao final de 1 mM (IND). As culturas foram incubadas por 3 h nas
condicBes acima, mediu-se a absorbancia a 600 nm e depois coletou-se as
células por centrifugacédo. Apés suspensao em tampao de lise (20 mM Tris-HCI
pH 7,5; 300 mM NacCl; 0,5% [v/v] Triton X-100), as células foram lisadas em
equipamento Bead Beater com 3 pulsos de 1 minuto cada, com intervalos de 1
minuto para evitar 0 aquecimento excessivo da amostra. O lisado total foi
recuperado e centrifugado, sendo analisadas as fracdes sollveis e insolUveis

através de SDS-PAGE e Western Blot com anticorpo anti-6His.
4.7 Anédlises de dados

As analises dos eletroferogramas dos dados de sequenciamento foram
realizadas utilizando os softwares UGENE v.40, BioEdit v.7.2 para correcdo de
artefatos do sequenciamento e o servidor GEAR — Genome Analysis Server

(https://www.gear-genomics.com/) para alinhamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Reandlise de dados de WGS

A partir de analise comparativa, considerando a cepa TN como referéncia,
0 mapeamento dos dados de WGS obtidos em colaboracao revelaram 4698
mutacdes do tipo SNP e InDel ao longo de todo o genoma do M. leprae (n= 385)
(Dados publicados parcialmente por Benjak e colaboradores (2018) (124).
Destas, 1347 foram encontradas em regido codificante (CDS), o que
corresponde a 28,7% de todas as mutagbes observadas. Dentre essas
mutacOes, apenas 125 estavam presentes em mais de 10% das amostras.
Alguns genes apresentaram varias mutacfes ndo sindnimas nas amostras

investigadas (tabela 6).

Tabela 6. Principais genes com mutacfes ndo sinbnimas em CDS, com suas
respectivas mudancas de aminoacidos e fungdes. Dados obtidos de colaboracdo (N=

385).
Gene Alteracdo Funcéo?
H191D, D78N, D142N, G366V, S224L, D219E, E45Q,
ML0411 VO0A, G104D, V52A, G79S, 1282M, S296P, V307A, D48A, Proteina PPE

G85R, G85E, E167K, P171S, D185A, S189L, S218L,
S222Y, S224P, S275N, T278l, A287V, G303D, V307M

G429C, S427L, S427A, A347T, 1280L, W256L, L255S,
ML1040c | V243M, G239V, K202R, S194L, L171V, G162S, M148I,
L145F, C117Y, A111T, A66T, R61H, T54l, A40T

Proteina conservada - rica
em alanina

11114T, E1113A, W1108* W1108R, D1106A, A973T,
fadD9 Y927D, A919E, W878*, G796S, A594T, D466N, S411Y, Acetil-CoA sintetase
R314C, P175T, Q107*, Y105*

L379P, S1063F, S307L, A91V, I851T, G1115R, E185K, Subunidade A da DNA

9Y'A | G362k, Wasss, V731l girase
rpoB S456T, R791Q, G681S, G448D, T433l, G432S, H200Y, Cadeia beta da RNA
T171N, G52E polimerase

ML0283 | L153P, K166E, A174T, T68P, C3Y, G16R, V209L Transporte de cations

ctpC V173A, G667R, A491V, M679I, H403Y, A82V Transporte de cations
MLO0410 | V52A, Q47P, A15T, A45T, K50Q, H93Y, E99K Proteina PE/PPE

Isr2 R77P, G73E, A74E, A110T, A81V, T96l Antigeno 15 kDa
ML0049 | R55Q, M9OT, A87T, S51W L-ESAT 6
ML1334 | G264A, K197N, V210A, Ser108_Gly137del Proteina de membrana

IFuncdes anotadas no banco de dados Mycobrowser (https://mycobrowser.epfl.ch/).

O gene mais polimorfico encontrado foi o ML0O411 que codifica um
antigeno rico em serina, membro da familia de proteinas PPE (prolina-prolina-
acido glutamico) da parede celular. O gene ML0410, que também codifica uma
proteina da familia PPE, apresentou-se polimorfico. A busca por ortélogos

demonstrou similaridade dessas proteinas com diversas PPE de M. tuberculosis.


https://mycobrowser.epfl.ch/
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Vérios estudos investigando as familias PE e PPE apontaram para diferentes
funcdes nas micobactérias, como proteina de transporte de nutrientes, papel na
interacdo patdgeno-hospedeiro e evasdo do sistema imune (159-161). Foi
demonstrado que variagbes na proteina PPE18 de M. tuberculosis geram
impactos na resposta imune celular do hospedeiro, apontando para a

importancia na interacao e evasao do sistema imune(162).

O gene ML1040c, que codifica uma proteina de membrana rica em
alanina, também apresentou alta taxa de polimorfismos, com 21 variacfes
observadas nas amostras. Resultados semelhantes foram observados em
estudo com a proteina rica em alanina Rv3878 de M. tuberculosis, que
demonstrou a presenca de regido polimérfica em 162 isolados clinicos com

provavel impacto no reconhecimento de epitopos pelos linfocitos T (163).

Mutacdes em genes associados com resisténcia a drogas também foram
encontradas. Mutacdes no gene rpoB, que codifica a subunidade beta da RNA
polimerase, estdo relacionados com a resisténcia a rifampicina (164) Resisténcia
a ofloxacina esta relacionada com mutacfes no gene gyrA, que codifica a
subunidade A da DNA girasse (165). Adicionalmente, as mutacbes no gene
fadD9 também foram encontradas em cepas resistentes as drogas, todavia, 0s
mecanismos de resisténcia envolvendo mutacfes nesse gene nao estao

elucidados na literatura (124).

A mutacbes nos genes ML0283 e ctpC, que codificam proteinas
envolvidas no efluxo e transporte de cations do M. leprae, apresentam-se como
candidatos a investigacdes. Mutagdes ndo-sinbnimas em genes codificantes
para proteinas de transporte, incluindo no gene ctpC, foram identificadas na cepa
Japonesa Airaku-3 com multirresisténcia, especialmente a rifampicina embora
mutac¢des no gene rpoB ndo explicassem a resisténcia (166). Adicionalmente, as
mutacdes nos genes Isr2, MLO049 e ML1334, que codificam antigenos do M.
leprae, identificadas nos isolados clinicos podem desempenhar papel importante

na interagcdo com ceélulas do hospedeiro.

Quanto as amostras brasileiras (n=82), das 645 muta¢des encontradas,
193 estavam situadas em CDS, sendo apenas 44 mutacdes observadas em mais

de 10% das amostras. A tabela 7 apresenta as principais mutagcdes observadas
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em amostras brasileiras, sua frequéncia e o resultado das analises in silico de

predicdo do impacto funcional das respectivas variantes na proteina.

Tabela 7. Predig&o funcional in silico das mutagdes identificadas em genes do M. leprae

em amostras brasileiras (N=82).

Gene  Alteracdo Freq. (%) SIFT Provean Gene Alteracédo Freq. (%) SIFT Provean
ML0049  Arg55GIn 100 TOL TOL MLO116 Val328lle 65,9 TOL TOL
MLO0411 His191Asp 100 TOL TOL pepR Glu387Lys 65,9 P.AF P.AF

gyrA  Leu379Pro 98,8 PAF PAF ML1334  Gly264Ala 65,9 P.AF P.AF
ML0042 Trp287Arg 98,8 TOL TOL ML1463  Ala566Val 65,9 TOL PAF

metS  Leul54Pro 98,8 TOL TOL ML0283  Lys166Glu 64,6 PAF PAF
ML0397 GIlu358Asp 98,8 TOL TOL ML2140 Ser35Leu 64,6 PAF PAF
ML0410 Val52Ala 98,8 TOL TOL ML2518 Gly78Asp 63,4 TOL TOL
MLO569 Thrl1l3Ala 98,8 TOL TOL ML1484  Glyl59Asp 61 TOL TOL
rho GIn227Glu 98,8 TOL TOL ML1334 S108 G137del 59 N.Al  PAF
ctpC Vall73Ala 97,6 TOL TOL ML0049 Met90Thr 56,1 TOL TOL
choD  Leu563Pro 96,3 TOL TOL argF Gly11Glu 29,3 TOL TOL
ML1740 Alal33Pro 92,7 TOL TOL truB Pro293Ser 29,3 TOL TOL
dnaA Ser25Gly 91,5 TOL TOL pknA Thr428lle 24,4 TOL TOL
recG  Asp545Glu 90,2 TOL TOL MLO411  Asp78Asn 24,4 TOL TOL
glcB Lys591Glu 90,2 TOL TOL mraY lle255Val 24,4 TOL TOL
ML2597 Tyrl51Ser 90,2 TOL TOL htpG Ala633Thr 24,4 TOL P.A.F
mfd Ala687Thr 89 TOL TOL ML0283 Leul53Pro 23,2 P.AF P.AF
dnaA Gly295Ser 67,1 TOL P.A.F ML1119 Metl44Val 23,2 TOL TOL
pbpA Pro394Ser 67,1 TOL TOL murkE Asp397Gly 23,2 TOL TOL
helY Thr436Ala 67,1 TOL TOL rpsC Glu257GIn 22 TOL TOL
gyrA  Serl063Phe 65,9 PAF PAF ML2356  Vall98Leu 22 TOL TOL
leuS Arg628Trp 65,9 TOL P.AF Isr2 Arg77Pro 14,6 P.AF P.AF

Abreviacao: P.A.F. — Possivel Alteracdo Funcional; TOL. — Tolerante. N.A — N&do avaliado. 1 O
servidor SIFT apenas realiza predicdo de impactos causados por SNPs, ndo sendo possivel

analisar a delecéo no gene ML1334.

Dentre as mutacfes analisadas, destaca-se a delecdo encontrada no

gene ML1334, presente apenas em amostras com o genétipo tipo 4 do M. leprae,

que demonstrou ser altamente deletéria, com um score de -44,567 (deletéria

guando score < -2.5) por se tratar de uma perda de 90 nucleotideos que resultam

na auséncia de 30 amino&cidos da proteina.

Diante dos achados: i) delecdo em fase, ii) predicdo de impacto funcional

in silico, iii) da frequéncia significativa dessa mutacédo e iv) por se tratar de uma

proteina de membrana ndo caracterizada, as investigacbes posteriores

realizadas neste trabalho focam nessa proteina e suas variantes para

compreender o seu papel.
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5.2 Alinhamento da proteina ML1334 com proteinas homoélogas de

outras micobactérias.

A busca por ortélogos de ML1334 através do BLASTp revelou diferentes
proteinas homologas em outras micobactérias, como a proteina RV2091 do M.
tuberculosis. Adicionalmente, o alinhamento revelou a presenca de trés variantes
dessa proteina em diferentes cepas de M leprae (Figura 8). A variagdo ocorre
sem modificar o quadro de leitura (in frame) em regibes com sequéncias
repetidas (VNTR), PGQY, onde observa-se 9 repeticbes na cepa TN, 6
repeticbes na cepa 7935681 (OAX70472.1) e apenas 4 repeticdes na cepa
Br4923 (CAR71429.1).

MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT
M. smegmatis THNPAWQPPAYTQQPOPQYPQYQPPAQPGY----GQPQOGYPSPEQFGQQPP-YGQQPQY 111
M. tuberculosis TQEATWQAPAYTP-—-—-—---- QOYQQOPADPAYPQQYPQOPTPGYAQPEQFGAQPTQLGVPGQY 91
M. simiae TODGTWQAPAYTPP--ADYPQYQPPTEHAYQQPYPQ-QPGYA-—-—-—-—--——————— QPGQY 82
M. lepromatosis TODATWHPPAYAPS---EHPNYPQPNEFAYPHQYSPAAPGYGQPGYFGAQPSQFGMPGQY 97
M. leprae TN TODSTWHPPAYASP---ECYNYPQLTEPVYPHQYPSATPGYGQOPGYFGAQFSQCGIPGQY 97
M. leprae _7935681 TODSTWHPPAYASP---ECYNYPQLTEPVYPHQYPSATPGYGQOPGYFGAQFSQCGIPGQY 97
M. leprae _Br4923 TODSTWHPPAYASP---ECYNYPQLTEPVYPHQYPSATPGYGQPGYFGAQFSQCGIPGQY 97
M. haemophilum TQEAAWHPPAYTPP---EYPQYQQPTEPAYPHQYPPAAPGYGQPAHFGAQPPGFGAPGQY 97
M. uberis AQDATWHPPAYTPP---EYPHYQQPTEPAYPYQYPQAAPGYGQPPQFAV-—-————————— 86
i ik kK. K . ox * %
M. smegmatis GOPGQYGOPSQPGQYGOPGQYPOPGQYGOQPQYGOPGQYGOPGOPGQYGO-PGQFGPYTP 170
M. tuberculosis GQYQ-———————————— - QOPGQYGOPGQYGOPGQYAPPGQYPGQYGPYGQ 127
M. simiae AQPGQYGQPGQPG-—-—-—-—- QOYAQPGOYGOPGOYAQPGOYGOPGOYGOSGQYPOQYPGYEQ 136
M. lepromatosis POPGQYGQYPP-—-———- PGQYGPPGQYGPPGQYGPPGQYGPPGQYGPPGQYPQQOFQPYDQ 151
M. leprae TN POSGSPGQYGSPGQYGPPGQYGPPGQYGPPGQYGPPGQYGPPGQYGPPGQYSQQFQPYEQ 157
M. leprae 7935681 POSGSPGQYGSPGQYGPPGQ————-—-————————————— YGPPGQYGPPGQYSQQFQPYEQ 139
M. leprae _Br4923 POSGSPGQY---—————-—-————————————————————— GPPGQYGPPGQYSQQFQPYEQ 127
M. haemophilum AQPGQYGQYPP-————-—————————————————— PPGQYGOPGQYGPPGQYPQQFQPYEQ 134
M. uberis =00 @mom oo m oo SGQYPPPGQYGQOPGQYPQOFQPYEQ 111
* Kk Kk * K * . *

Figura 8. Resultado de alinhamento da proteina ML1334 de M. leprae com homadlogas de outras
micobactérias.

A investigacdo dos ortdlogos no Pfam demonstrou que todos estdo
descritos como proteinas conservadas de membrana contendo dominios de
funcdo desconhecida (DUF4333). A anotacdo do gene ortélogo Rv2091c de M.
tuberculosis, descreve como sendo ndo-essencial para a sobrevivéncia da
micobactéria segundo estudo conduzido por Sassetti e Rubin (2003)(167) e
depositado no banco TARGET (https://webhost.nts.jhu.edu/target/Default.aspx).

5.3 Predicdo de topologia e dominio transmembranar das variantes da
proteina ML1334.

Por se tratar de uma proteina de membrana, faz-se necessario mapear as

porcdes extra e intracelulares e verificar se as diferencas entre as variantes da
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proteina ML1334 do M. leprae encontradas impactam na ancoragem dessa
proteina na membrana. A figura 9 apresenta os resultados de predicdo de
dominio transmembrana (AGVIGVLIFAAILVTGFLWPAWL) nas respectivas
variantes, onde foi possivel predizer que a perda dos aminoacidos observados
nas cepas 7935681 e Br4923 nado afeta a ancoragem da proteina na membrana.
Além disso, pode-se observar que as diferencas entre as variantes estédo
localizadas na por¢éo extracelular da proteina, reforcando a hipotese de haver

diferenga no reconhecimento pelo sistema imunolégico de pacientes.

A presenca do dominio transmembrana nos ortdlogos de outras
micobactérias também foi confirmada (dados ndo mostrados). Além disso,
diversas andlises do proteoma de M. tuberculosis demonstraram a presenca da
proteina Rv2091c na fracdo de membrana da micobactéria utilizando
abordagens de gel 2D, cromatografia liquida (LC), espectrometria de massas
(MS) e tag de afinidade por iso6topo (168-170). Outro estudo, utilizando
abordagens protedmicas, identificou a presenca da proteina Rv2091c em
vesicula extracelular secretada pelo M. tuberculosis (171). A presenca da
proteina ortéloga Mb2118 do M. bovis ha membrana também foi confirmada
utilizando extracdo de proteinas lipofiicas com Triton X-114 seguido de
identificagdo com LC-MS (172).
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Figura 9. Resultado da predi¢é@o de topologia e dominio transmembrana da proteina ML1334 e
suas respectivas variantes obtidas no servidor TMHMM. Observa-se no eixo y a probabilidade
dos residuos de aminoacidos do eixo x interagirem com a bicamada lipidica. Em rosa é
demonstrado a por¢éo extracelular (outside), em vermelho o dominio transmembrana e em azul
a porcdo intracelular (inside). Ao lado esta indicado o a posicdo das sequéncias no dominio
transmembrana (TMhelix), extracelular e intracelular.

5.4  Predicdo estrutural das variantes da proteina ML1334

Em concordancia como resultado observado da predicdo do impacto das
mutacbes na funcdo da proteina pela ferramenta Provean a modelagem
tridimensional das variantes da proteina executada no servidor Robetta resultou
em estruturas diferentes, havendo uma perda expressiva da conformagéao nativa

(considerando a cepa TN como referéncia) nas proteinas variantes (Figura 10).
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WT mL1334_TN INT mL1334_7937935681 DEL mL1334_BR4923

Figura 10. Resultado da predicdo das estruturas tridimensionais das variantes da proteina
ML1334 obtidas no servidor Robetta. Em vermelho é demonstrado a porcdo extracelular, em
verde o dominio transmembrana, em azul a por¢ao intracelular (inside) e em a porgao

varidvel da proteina.

Andlises in silico de estruturas tridimensionais de proteinas de
micobactérias tém auxiliado na compreensdo de sitios cataliticos, docking
molecular e na predicdo do impacto de mutacdes— especialmente em estudos
de resisténcia as drogas. Mutacdes no gene gidB de M. tuberculosis,
responsavel pela resisténcia a estreptomicina foi caracterizado por modelagem,
identificando ndo apenas mudancas no sitio ativo, como também modificacbes

em toda a estrutura da proteina (173).

Beg e colaboradores (2019), utilizando abordagens computacionais,
caracterizaram a proteina Rv3728, uma PE de M. tuberculosis, conseguindo
identificar estruturalmente os sitios ligagdo com ions de calcio e magnésio, além

da interacdo com o sistema de secregéo SecE2 (174).
5.5 Predicdo de Epitopos nas variantes da proteina ML1334

O conhecimento dos epitopos imunodominantes de células B é essencial
para projetar estratégias diagnosticas de detecgéo de anticorpos (175). A busca
de epitopos de células B nas variantes estudadas demonstrou que todos os
resultados encontrados para ML1334 TN e ML1334 7935681, levando em
consideracao o limiar (threshold) de afinidade >0,6, estao localizados na porc¢éo
extracelular de acordo com a predi¢ao de topologia mencionada anteriormente.

Para a variante ML1334_Br4923, apenas dois epitopos foram encontrados com
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residuos de aminoacidos do dominio transmembrana (Rank 7 e 19) (tabela 8).
Essa observacéo € um indicativo que as por¢des extracelulares das variantes da
proteina ML1334 previstas nas analises de topologia possuem maior

imunogenicidade.

Os diferentes epitopos identificados entre as variantes corrobora com a
hipotese de serem reconhecidas de maneira distinta. Isso pode ser explicado
pela presenca do motivo PGQY na maioria dos epitopos encontrados, uma vez
gue o numero de repeticdo dessa sequéncia encontra-se na regiao variavel da
proteina ML1334. Diante disso, acredita-se que o desenvolvimento de testes
sorolégicos utilizando a proteina ML1334 podem ser ajustados as variantes
encontradas. Adicionalmente, reforca-se a necessidade de ensaios in vitro
complementares para melhor compreender o impacto dessas diferencas de

reconhecimento.

Tabela 8. Resultado da predi¢do de epitopos imunodominantes de células B nas variantes da
proteina ML1334 com maior afinidade em serem reconhecidas.

ML1334_TN ML1334_ 7935681 ML1334_Br4923
Rank Peptideo Start End Score Peptideo Start End Score Peptideo Start End Score
1 QAASPWQQQP 30 39 0.84 | QAASPWQQQP 30 39 0.84 | QAASPWQQQP 30 39 0.84
2 PPAYASPECY 48 57 0.77 FGAQFSQCGI 84 93 0.79 PPAYASPECY 48 57 0.77
3 ATPGYGQPGY 74 83 0.76 PPAYASPECY 48 57 0.77 SSDQPTQAAS 24 33 0.76
4 PVYPHQYPSA 65 74 0.76 | ATPGYGQPGY 74 83 0.76 PVYPHQYPSA 65 74 0.75
5 SSDQPTQAAS 24 33 0.76 PVYPHQYPSA 65 74 0.76 YPQLTEPVYP 59 68 0.75
6 PPGQYGPPGQ 132 141 0.76 SSDQPTQAAS 24 33 0.76 | QDSTWHPPAY 42 51 0.74
7 QPGYFGAQFS 80 89 0.75 YPQLTEPVYP 59 68 0.75 LIGSIAGVIG 136 145 0.74
8 YPQLTEPVYP 59 68 0.75 | QDSTWHPPAY 42 51 0.74 | QPYEQPGTKG 123 132 0.74
9 QDSTWHPPAY 42 51 0.74 | MSEPQGSDPG 1 10 0.73 | MSEPQGSDPG 1 10 0.73
10 PGQYSQQFQP 145 154 0.73 | GEGVENHSSD 17 26 0.72 | GEGVENHSSD 17 26 0.72
11 PGQYGPPGQY 109 118 0.73 GTKGFVALIG 141 150 0.72 | QYSQQFQPYE 117 126 0.72
12 MSEPQGSDPG 1 10 0.73 | WQSPGEGVEN 13 22 0.70 YPSATPGYGQ 71 80 0.70
13 QYPQSGSPGQ 96 105 0.72 | PGQYGPPGQY 115 124 0.67 | WQSPGEGVEN 13 22 0.70
14 AQFSQCGIPG 86 95 0.72 | QQQPSTQDST 36 45 0.66 | TPGYGQPGYF 75 84 0.68
15 GEGVENHSSD 17 26 0.72 | QYGPPGQYGP 111 120 0.65 | QYGPPGQYGP 105 114 0.68
16 | QYGPPGQYSQ 141 150 0.72 | PPGQYSQQFQ 126 135 0.64 | QYGPPGQYSQ 111 120 0.67
17 WQSPGEGVEN 13 22 0.70 | SDPGKQWQSP 7 16 0.61 | QQQPSTQDST 36 45 0.66
18 KGFVALIGSI 161 170 0.68 | QQFQPYEQPG 132 141 0.61 PGYFGAQFSQ 81 90 0.65
19 QQQPSTQDST 36 45 0.66 | SGSPGQYGSP 100 109 0.60 GVLIFAAILV 145 154 0.65
20 QQFQPYEQPG 150 159 0.65 IPGQYPQSGS 93 102 0.60 TKGFVALIGS 130 139 0.65
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Outro achado importante € referente ao epitopo QAASPWQQQP (nas
posicbes 30 a 39) que apresentou maior afinidade a anticorpos nas trés
variantes, com score de 0,84, demonstrando potencial aplicacdo em
imunoensaios para deteccdo de anticorpos.

Ferramentas in silico para 0 mapeamento de epitopos de células B tem
sido amplamente utilizada para identificacdo de sequéncias imunodominantes
(175). Recentemente, estudo conduzido por Soares e colaboradores (2021)
realizou 0 mapeamento de epitopos lineares dos antigenos ML2028 (Ag85B) e
ML2055 do M. leprae. As sequéncias com maior score identificadas nos
servidores on line ABCpred e SVMTrip foram selecionadas, sintetizadas e
aplicadas em imunoensaio, possibilitando a distincdo de individuos com
hanseniase, tuberculose e saudaveis (176). Adicionalmente, a aplicacdo de
peptideos no diagnostico e monitoramento de pacientes com hanseniase tem
ganhado destaque para possivel substituicdo de antigenos naturais do M. leprae,
por serem obtidos facilmente, e apresentarem melhor custo-efetividade e
especificidade (65,66,144).

Quanto aos dados de predicdo do reconhecimento das variantes da
proteina ML1334 pelo MHC de classe |, resumidos na tabela 9, diferentes
epitopos foram encontrados para as trés formas da proteina. Assim como nos
achados de afinidade as células B, a maioria dos epitopos encontrados estéo
situados na porcédo extracelular e apresentam a sequéncia repetitiva PGQY,
reforcando a imunogenicidade dessa regido variavel da proteina ML1334.

Os resultados do reconhecimento das variantes pelo MHC de classe |l
demonstraram que os peptideos de maior afinidade sédo reconhecidos pelo alelo
HLA-DRB1*13 e estdo localizados na regido conservada da proteina; sendo
assim, ndo houve diferenca nas sequéncias e afinidade dos epitopos. Esse
achado corrobora com o estudo recente de Jaiswal e colaboradores (2021), que
investigaram alvos terapéuticos e vacinas em diferentes cepas do M. leprae e M.
lepromatosis, onde a proteina ML1334 é apontada com afinidade ao MHC de
classe Il (148). Sendo assim, essa proteina apresenta-se como um bom
candidato ao desenvolvimento de vacinas, uma vez que o reconhecimento pelo

MHC de classe Il independente das variantes encontradas.
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Tabela 9. Resultado da predicédo de epitopos das variantes da proteina ML1334 com maior afinidade em serem reconhecidos pelos diferentes alelos do MHC

de classe I. A medida de afinidade é dada pelo score de 0 a 1, onde valores proximos a 1 séo indicativos de maior afinidade.

ML1334 TN ML1334 793 ML1334 Br4923
ALELO start end TAM. PEPTIDEO score| ALELO start end TAM. PEPTIDEO score| ALELO start end TAM. PEPTIDEO score
HLA-B*35 59 67 9 YPQLTEPVY 0,994 | HLA-B*15 233 241 9 MQKRVTVTF 0,987 |HLA-B*35 59 67 9 YPQLTEPVY 0,994
HLA-B*15 251 259 9 MQKRVTVTF 0,987 |HLA-B*44 2 13 12 SEPQGSDPGKQW 0,985 | HLA-B*15 221 229 9 MQKRVTVTF 0,987
HLA-B*44 2 13 12 SEPQGSDPGKQW 0,985|HLA-B*15 122 130 9 GQYGPPGQY 0,979 |HLA-B*44 2 13 12 SEPQGSDPGKQW 0,985
HLA-B*15 140 148 9 GQYGPPGQY 0,979 | HLA-B*15 116 124 9 GQYGPPGQY 0,979 | HLA-B*15 110 118 9 GQYGPPGQY 0,979
HLA-B*15 134 142 9 GQYGPPGQY 0,979 | HLA-B*15 110 118 9 GQYGPPGQY 0,979 | HLA-B*15 104 112 9 GQYGPPGQY 0,979
HLA-B*15 128 136 9 GQYGPPGQY 0,979 | HLA-B*15 69 78 10 HQYPSATPGY 0,974 |HLA-B*15 69 78 10 HQYPSATPGY 0,974
HLA-B*15 122 130 9 GQYGPPGQY 0,979 | HLA-B*15 104 112 9 GQYGSPGQY 0,969 | HLA-B*35 97 106 10 YPQSGSPGQY 0,969
HLA-B*15 116 124 9 GQYGPPGQY 0,979 | HLA-A*02 147 155 9 ALIGSIAGV 0,947 | HLA-A*02 135 143 9 ALIGSIAGV 0,947
HLA-B*15 110 118 9 GQYGPPGQY 0,979 | HLA-B*44 137 145 9 YEQPGTKGF 0,941 |HLA-B*44 125 133 9 YEQPGTKGF 0,941
HLA-B*15 69 78 10 HQYPSATPGY 0,974 | HLA-B*15 108 118 11 SPGQYGPPGQY 0,932 | HLA-B*15 102 112 11 SPGQYGPPGQY 0,932
HLA-B*15 104 112 9 GQYGSPGQY 0,969 | HLA-B*15 128 137 10 GQYSQQFQPY 0,930 |HLA-B*35 51 59 9 YASPECYNY 0,931
HLA-B*35 97 106 10 YPQSGSPGQY 0,969 |HLA-B*15 89 97 9 SQCGIPGQY 0,900 | HLA-B*15 116 125 10 GQYSQQFQPY 0,930
HLA-A*02 165 173 9 ALIGSIAGV 0,947 | HLA-B*44 135 145 11 QPYEQPGTKGF 0,896 |HLA-B*15 89 97 9 SQCGIPGQY 0,900
HLA-B*44 155 163 9 YEQPGTKGF 0,941 | HLA-B*15 102 112 11 SPGQYGSPGQY 0,891 | HLA-B*44 123 133 11 QPYEQPGTKGF 0,896
HLA-B*15 108 118 11 SPGQYGPPGQY 0,932 |HLA-B*15 95 106 12 GQYPQSGSPGQY 0,881 |HLA-B*15 95 106 12 GQYPQSGSPGQY 0,881
HLA-B*35 51 59 9 YASPECYNY 0,931 | HLA-A*24 123 134 12 QYGPPGQYSQQF 0,865 | HLA-A*24 111 122 12 QYGPPGQYSQQF 0,865
HLA-B*15 146 155 10 GQYSQQFQPY 0,930 | HLA-B*44 63 71 9 TEPVYPHQY 0,857 |HLA-B*44 63 71 9 TEPVYPHQY 0,857
HLA-B*15 89 97 9 SQCGIPGQY 0,900 | HLA-B*15 185 193 9 AQASVQQVL 0,843 | HLA-B*15 173 181 9 AQASVQQVL 0,843
HLA-B*44 153 163 11 QPYEQPGTKGF 0,896 | HLA-B*15 232 241 10 GMQKRVTVTF 0,794 |HLA-B*35 71 78 8 YPSATPGY 0,826
HLA-B*15 102 112 11 SPGQYGSPGQY 0,891 |HLA-B*15 107 118 12 GSPGQYGPPGQY 0,750 |HLA-B*35 57 67 11 YNYPQLTEPVY 0,804
HLA-B*15 95 106 12 GQYPQSGSPGQY 0,881 |HLA-B*15 119 130 12 GPPGQYGPPGQY 0,749 |HLA-B*35 75 83 9 TPGYGQPGY 0,802
HLA-A*24 141 152 12 QYGPPGQYSQQF 0,865|HLA-B*15 113 124 12 GPPGQYGPPGQY 0,749 |HLA-B*15 220 229 10 GMQKRVTVTF 0,794
HLA-B*44 63 71 9 TEPVYPHQY 0,857 | HLA-B*15 97 106 10 YPQSGSPGQY 0,737 |HLA-B*35 67 78 12 YPHQYPSATPGY 0,758
HLA-B*15 203 211 9 AQASVQQVL 0,843 |HLA-B*15 122 134 13 GQYGPPGQYSQQF 0,737 |HLA-B*35 47 57 11 HPPAYASPECY 0,753
HLA-B*35 71 78 8 YPSATPGY 0,826 | HLA-B*15 86 97 12 AQFSQCGIPGQY 0,731 |HLA-B*15 101 112 12 GSPGQYGPPGQY 0,750
HLA-B*35 57 67 11 YNYPQLTEPVY 0,804 |HLA-B*15 118 130 13 YGPPGQYGPPGQY 0,723 |HLA-B*15 107 118 12 GPPGQYGPPGQY 0,749
HLA-B*35 75 83 9 TPGYGQPGY 0,802 |HLA-B*15 112 124 13 YGPPGQYGPPGQY 0,723 |HLA-B*15 97 106 10 YPQSGSPGQY 0,737
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Tabela 10. Resultado da predicao de epitopos das variantes da proteina ML1334 com maior
probabilidade em serem reconhecidos pelos diferentes alelos do MHC de classe Il. A medida de

afinidade é dada pelo score de 1 a 100, onde valores proximos a 1 sao indicativos de maior

afinidade.

ALELO PEPTIDEO TAM. SCORE (1-100)

VALIGSIAGVIGVL 14 1.29

FVALIGSIAGVIGV 14 1.40

HLA-DRB1*13:02 GFVALIGSIAGVIG 14 1.40

KGFVALIGSIAGVI 14 1.40

FVALIGSIAGVIGVL 15 1.50

IGVLIFAAILVTGF 14 3.55

VIGVLIFAAILVTGF 15 3.70

HLA-DRB1*07:01 AGVIGVLIFAAILV 14 3.77

GVIGVLIFAAILVT 14 3.77

IGVLIFAAILVTGFL 15 3.80

QQVLTDETNGYGAK 14 571

VQQVLTDETNGYGAK 15 6.30

HLA-DRB1*04:.01 QQVLTDETNGYGAKN 15 6.40

KGFVALIGSIAGV 13 6.71

QVLTDETNGYGAKN 14 7.00

O painel de alelos representativos de HLA-A, -B e -DRBL1 investigados
nos experimentos in silico foi descrito por Torres e colaboradores (2017) como
0s mais frequentes no Brasil, utilizando amostras do banco de doadores de
medula 6ssea (REDOME) (157). Embora o grupo de individuos nesse estudo
nao seja representativo da populacdo mais afetada pela hanseniase, visto que a
doenca atinge predominantemente pessoas com  vulnerabilidades
socioeconbmicas (47), a escolha desse painel foi devida ao grande numero

amostral do estudo.
5.6 Genotipagem do gene ML1334 em amostras brasileiras

Quanto aos ensaios de genotipagem, os resultados das 88 amostras de
pacientes multibacilares (MB) analisadas até o momento estdo resumidos na
tabela 8. Pode-se observar a presenca do genotipo semelhante a cepa 7935681,
com a auséncia de 57 nucleotideos quando comparado com a sequéncia da
cepa de referéncia - TN, sendo esse um achado inédito em amostras brasileiras
(variante INT). A figura 11 exemplifica o resultado obtido de trés amostras em
gel de eletroforese, onde observa-se a diferenca no tamanho dos amplicons. A
confirmacéo dos diferentes gendtipos foi obtida apds analise do sequenciamento

realizado (figura 12).
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Tabela 8. Resultado de genotipagem das 88 amostras analisadas

GENOTIPO N ToTaL N asa N exTERNAS % ToTAL
WT 31 24 7 35,2%
INT 11 6 5 12,5%
DEL 42 8 34 47,8%
N.D 4 3 1 4,5%

Abreviacdes: WT: selvagem; INT: intermediario; DEL: delecdo

[Ladder
100bp WT DEL INT

Figura 11. Resultado de eletroforese em gel de Agarose 2% com os trés diferentes genétipos

encontrados para o gene ML1334 de M. leprae em amostras de DNA de biopsia de pele de
pacientes.

Pacientes PB tem uma positividade para o PCR menor que pacientes MB.
Portanto, nesse estudo fizemos analises apenas de pacientes MB. E, ndo foi

possivel realizar analises de associacdo dos diferentes genoétipos do gene
ML1334 com as variaveis clinicas dos pacientes.
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Figura 12. Exemplos de eletroferogramas resultantes do sequenciamento dos trés diferentes

gendtipos encontrados para o gene ML1334 de M. leprae em amostras de DNA de biopsia de
pele de pacientes.
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5.7 Clonagem e expressao das variantes da proteina ML1334 em E. coli

Os ensaios de expressao heteréloga resultaram na construcao de 3 clones
com a sequéncia WT (272 aa), 3 clones com a sequéncia DEL (242 aa) e apenas
1 clone para a variante INT (254 aa). O sequenciamento dos clones confirmou a

fidelidade das sequéncias alvos, com excec¢éo do clone DEL3.

A figura 13 demonstra o resultado do ensaio de western blot para
confirmacédo da expressao das proteinas utilizando o sistema de inducdo por
IPTG. Em concordancia com o observado no sequenciamento, ndo houve
expressdo da proteina no clone DEL3. Foi utilizada uma asparaginase
recombinante como controle positivo de aproximadamente 32 kDa. A posicao
das proteinas recombinantes no gel condiz com a predi¢éo in silico do peso
molecular, sendo 29 kDa para WT, 27,3 kDa para INT e 26 kDa para DEL.

NI IND NI IND NI IND NI IND NI IND NI IND NI IND

i

1
b
-4 | (34 |
[ il |

Figura 13. Resultado do ensaio de western blot das proteinas recombinantes. Abrevia¢gfes: ASP
= asparaginase recombinante; NI = ndo induzidas por IPTG; IND = clones induzidos por IPTG.

A expressdo heteréloga € uma estratégia utilizada para caracterizacao
funcional de proteinas do M. leprae. Kaur e colaboradores (2018), utilizando o
sistema de expressao em E. coli BL21, descreveram a temperatura e pH 6timo
da enzima LipU (ML0314c) — 45 °C e pH 8.0. Além disso, a atividade da enzima
foi inibida com E-serina, DEPC e Tetrahidrolipstatina (THL). Adicionalmente,
essa proteina induziu uma forte resposta humoral em pacientes com hanseniase
(145).

Mais recentemente, a expresséo recombinante de HSP18 (ML1795), uma
proteina de choque térmico (HSP) do M. leprae, possibilitou a descricdo da
estrutura, fungcdo e estabilidade dessa proteina, além da sua interacdo com
nanoparticulas. Os resultados demonstraram que essa chaperona € um
importante alvo terapéutico na hanseniase e sua funcao pode desempenhar um
papel importante no crescimento e sobrevivéncia do M. leprae em individuos
infectados (177).
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6. CONCLUSOES

Com base nas investigacdes realizadas no presente trabalho, pode-se
obter avancos na compreensdo da diversidade genética do M. leprae,
especialmente em isolados dos Brasil, onde foram demonstradas varias

mutacBes em regides codificantes com possivel impacto funcional.

Dentre as mutac¢des estudadas, o enfoque nas delecdes em fase no gene
ML1334 demonstrou por analises in silico que as mutacées ocorrem em VNTRs
e afetam a porcao extracelular da proteina ML1334, possivelmente impactando
na funcdo e estrutura tridimensional dessa proteina. Adicionalmente, os
resultados de predicdo de epitopos imunodominantes das variantes estudadas
demonstraram diferencas no reconhecimento por anticorpos e MHC de classe |I.

Todavia, nenhuma diferenca foi observada para o MHC de classe II.

A genotipagem do gene ML1334 em amostras brasileiras permitiu a
identificacdo do gendtipo intermediario, sendo esse um achado inédito desse
trabalho. Por fim, a expressdo heter6loga bem-sucedida das variantes da
proteina ML1334 permitira a utilizagdo das proteinas recombinantes em ensaios

futuros para melhor caracterizacao dessas variantes.
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