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Resumo

O cancro mole é uma infecgdo sexualmente transmissivel (IST) causada pela bactéria
Gram-negativa Haemophilus ducreyi. O controle do cancro mole é dificil porque uma
infeccao prévia por H. ducreyi nao induz uma resposta imune adaptativa adequada e
os métodos convencionais de triagem de antigeno nao tiveram sucesso na obtencao de
moléculas alvo apropriadas. O tnico tratamento disponivel atualmente é com antibidtico;
no entanto, a resisténcia tem sido relatada em areas endémicas. Devido aos surtos recentes
de ISTs em todo o mundo, é importante continuar procurando por novas estratégias de
tratamento e medidas preventivas. Neste trabalho, utilizamos abordagens de vacinologia
reversa e genomica subtrativa para a predicao in silico de potenciais alvos vacinais e
de drogas contra H. ducreyi. Identificamos as proteinas nao homélogas ao hospedeiro
e predizemos sua localizacao subcelular, essencialidade, funcionalidade e viruléncia. Ao
todo, predizemos 13 provaveis alvos vacinais e 3 alvos de farmacos, onde 2 alvos vacinais
(A01_1275 e A01_0690) e 3 alvos de drogas (A01_0698, A01_0702 e A01_0677) sao
albergados por ilhas de patogenicidade. Por fim, aplicamos uma abordagem de docking
molecular para analisar cada alvo de droga e selecionamos ZINC77257029, ZINC43552589
e ZINC67912117 como moléculas promissoras com interacoes favoraveis com os residuos
dos sitios ativos dos alvos. Os alvos identificados aqui podem ser usados em estratégias

futuras para controlar o cancro mole em todo o mundo.

Palavras-chaves: Haemophilus ducreyi, cancro mole, candidatos vacinais, alvos de drogas,

docking molecular



Abstract

Chancroid is a sexually transmitted infection (STI) caused by the Gram-negative bacterium
Haemophilus ducreyi. The control of chancroid is difficult because an earlier infection by H.
ducreyi does not induce an appropriate adaptative immune response and the conventional
antigen screening methods have been unsuccessful in finding suitable target molecules. The
only current available treatment is with antibiotic; however, resistance has been reported in
endemic areas. Due to recent outbreaks of STIs worldwide, it is important to keep searching
for new treatment strategies and preventive measures. Here, we applied reverse vaccinology
and subtractive genomic approaches for the in silico prediction of potential vaccine and
drug targets against H. ducreyi. We identified the non-host homologous proteins and
predicted their subcellular localization, essentiality, functionality and virulence. Altogether,
we predicted 13 candidate vaccine targets and 3 drug targets,where 2 vaccine (A01_ 1275
and A01_0690) and 3 drug targets (A01_0698, A01_ 0702, and A01_0677) are harbored
by pathogenicity islands. Finally, we applied a molecular docking approach to analyze each
drug target and selected ZINC77257029, ZINC43552589, and ZINC67912117 as promising
molecules with favorable interactions with the targets active site residues. Altogether, the

targets identified here may be used in future strategies to control chancroid worldwide.

Key-words: Haemophilus ducreyi, chancroid, reverse vaccinology, vaccine candidates,

drug targets, molecular docking
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1 Introducao

1.1 Distribuicao global do cancro mole

O cancro mole ¢ uma infecgao sexualmente transmissivel (IST) causada pela bactéria
Haemophilus ducreyi. E endémico em paises pobres da Asia, Africa e América Latina
(Piot; Plummer, 1990; Gonzalez-Beiras et al., 2016). Os casos de infec¢oes por H. ducreyi
permanecem relativamente incomuns nos Estados Unidos da América (EUA) e na Europa
Ocidental (Trees; Morse, 1995; Gonzalez-Beiras et al., 2016). Esse fato indica que hd uma
relagao direta entre a situagao socioecondémica e a incidéncia do cancro mole em uma

populacao.

As regides endémicas da Africa, Asia e América Latina possuem recursos limitados
para cuidados em satde, principalmente em ISTs. Dessa forma, a epidemiologia do cancro
mole permanece pouco compreendida por nao ser notificada aos responsaveis de saude e pela
falta de disponibilidade de testes diagnésticos para H. ducreyi. Com isso, a Organizacao
Mundial da Saide (OMS) nao inclui o cancro mole em suas estimativas sobre ISTs devido

a inadequacao das informacoes fornecidas (Bong; Bauer; Spinola, 2002).

Em paises industrializados, infeccoes por H. ducreyi estao restritas a casos espora-
dicos (Mertz et al., 1998a; Bruisten et al., 2001; Gonzélez-Beiras et al., 2016). Esses surtos
ocorrem, comumente, entre profissionais do sexo e seus clientes. Brunham e Ronald (1991)
mostraram uma elevada propor¢ao de homens infectados que relataram ter tido relagoes
com profissionais do sexo. Além disso, outros fatores de risco associados ao cancro mole
sao a utilizacao de drogas ilicitas, em particular o crack e a cocaina, e a troca de droga por

sexo (DiCarlo; Armentor; Martin, 1995; Mertz et al., 1998b; Gonzélez-Beiras et al., 2016).

Embora a OMS tenha estimado a prevaléncia global do cancro mole em torno de
7 milhoes, na década de 90, a epidemiologia dessa infeccao permanece indefinida (Steen,
2001). Em 1991, a OMS recomendou a implantagao da gestao sindromica (baseada nos
sinais e sintomas comuns entre ISTs) para casos de infecgoes por H. ducreyi, sendo adotadas
a partir de 2000 (Lewis, 2003; Organization, 2003). Desde entao, a incidéncia global de

doengas genitais ulcerativas (DGUs), tem caido ou diminuido substancialmente, e as herpes
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genitais tem se tornado a principal causa de tlceras genitais (Lewis et al., 2012).

No Brasil, a doenca nem sempre é levada para os responsaveis de satude, e quando
é, nem sempre é notificada, pois nao é considerada uma doenca de notificagdo compulséria.

Assim, existem poucos dados epidemioldgicos sobre o cancro mole.

Além da epidemiologia da doenca ser pouco compreendida, inimeros fatores in-
fluenciam na persisténcia de infecgoes por H. ducreyi. Esses fatores podem ser expressos
matematicamente pela equagao Ry = D¢, na qual R ¢é a taxa reprodutiva, definida como
a média de casos secundarios gerados por um caso primario em uma populacao suscetivel
de densidade definida, 5 é a probabilidade média de transmissao da infec¢ao por contato
sexual por unidade de tempo, D ¢é a duragdo média de infecciosidade de um individuo
infectado, e ¢ é a média de parceiros sexuais por unidade de tempo (Anderson, 1991 apud

Trees; Morse, 1995).

1.2 Fisiopatologia da doenca

O periodo de incubacao do H. ducreyi varia entre 4 e 7 dias e, raramente, menos
de 3 ou mais de 10 dias. A porta de entrada do H. ducreyi é uma descontinuidade na pele.
E através dessa falha no epitélio que ocorrem as primeiras mudancas patolégicas na forma
de células epiteliais escamosas com infiltragao de leucécitos polimorfonucleares (Sullivan,

1940).

O H. ducreyi infecta, preferencialmente, o epitélio da mucosa, mas pode infectar
também o epitélio escamoso estratificado queratinizado. Dentro de horas ou dias, sdo
formadas papulas eritematosas nos locais de entrada da bactéria. Em 2 ou 3 dias, as
papulas se desenvolvem formando pustulas. Apds algumas semanas, as pustulas se tornam
tlceras (Figuras la e 1b), o paciente sente dor no local e pode ter linfadenopatia supurativa.
Os pacientes geralmente nao procuram por cuidados médicos até que tenham tlceras por 1
ou 3 semanas, provavelmente cerca de 3 a 6 semanas apds o contato com o microrganismo

(Chen et al., 1997; Hammond et al., 1980; Morse, 1989).

Aproximadamente 40% dos pacientes infectados com H. ducreyi desenvolvem
linfadenopatia inguinal unilateral ou bilateral (Figura 2). Se nao tratados, apds uma ou
duas semanas, esses pacientes podem desenvolver supuragao e ingua (Ronald; Plummer,

1985).



Capitulo 1. Introdugdo 15

(a) Orgdo genital masculino (b) Orgéo genital feminino
Figura 1 — Ulceras produzidas pelo H. ducreyi em érgios genitais

Fonte: <https://www.herpes-coldsores.com/std/chancroid_pictures.htm>

Figura 2 — Paciente com linfadenite inguinal unilateral com infec¢ao por H. ducreyi. Adap-
tada de Lewis (2000a)

Sobre a infecg¢ao, a bactéria permanece no meio extracelular junto de leucécitos
polimorfonucleares (Figura 3), macréfagos, colageno e fibrina. O H. ducreyi é capaz de
escapar da acao de fagocitos, o que aparenta ser um mecanismo de evasao do sistema
imune, importante fator na patogénese da infeccao. As lesoes ulcerativas sao associadas
a infiltrado de células mononucleares na derme, consistindo de nimero significativo de
linfécitos TCD4 ™. Esse infiltrado celular, por sua vez, facilita o mecanismo de coinfeccao

pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Beigi, 2012).

1.3 Geénero Haemophilus

Todos os membros do género Haemophilus sao pequenos, pleomoérficos, cocobaci-

los Gram-negativos. O género consiste de diversas espécies, incluindo algumas que sao
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