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RESUMO

Ferreira, F.L. Caracterizacdo funcional de proteinas hipotéticas de Leptospira interrogans
como adesinas e potenciais antigenos vacinais e para diagnostico. 2021. 139p. Tese de
Doutorado - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Biologicas (Bioquimica). Instituto de

Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Leptospira spp. constitui um grupo de bactérias espiroquetas gram-negativas
englobando espécies saprofiticas, intermediarias e patogénicas, sendo as Ultimas agentes
causadores da leptospirose, doenca zoonética de alcance mundial e endémica em regibes
tropicais em desenvolvimento. O crescente nimero de espécies identificadas de leptospiras
destaca ainda mais sua diversidade genética e mecanismos de viruléncia Unicos, muitos deles
com fungéo ainda desconhecida. Esforcos para o desenvolvimento de novas vacinas com
protecdo cruzada e efeito duradouro revelaram possiveis candidatos vacinais que necessitam
ser adequadamente validados, sendo assim, ha ainda uma urgente necessidade de uma vacina
universal contra a leptospirose capaz de controlar e reduzir os surtos cada vez mais frequentes
da doenca. Adesinas sdo importantes fatores de viruléncia em diversos patdgenos, constituindo
antigenos promissores para o desenvolvimento de vacinas contra a leptospirose, assim como
para o desenvolvimento de métodos diagndsticos mais rapidos e precisos. Previamente, foram
identificadas trés proteinas hipotéticas conservadas em L. interrogans pela técnica de phage
display, denominadas arbitrariamente como LepA069, LepA962 e LepA388. A expressao do
gene codificador da proteina LepA069 apresentou aumento de aproximadamente 70 % em
animais infectados por leptospiras virulentas, representando a primeira evidéncia funcional
desta proteina ainda desconhecida. Por¢Ges recombinantes da lipoproteina hipotética LepA962

(LepA962_Nt e LepA962_Phg) foram obtidos, sendo demonstrada a forte interacao da proteina



LepA962_Phg, contendo a sequéncia identificada por phage display, com laminina,
fibronectina plasmatica, coldgeno | e fibrinogénio de maneira dose-dependente.
Adicionalmente, LepA962_Phg apresentou ligacao as células VERO e a sua matriz extracelular
secretada, e 0 soro obtido a partir desta proteina recombinante foi capaz de se ligar a superficie
de leptospiras virulentas, indicando que LepA962_ Phg pode representar um importante
dominio de interagdo entre as leptospiras e seu hospedeiro. Finalmente, a proteina LepA388
pertencente a uma extensa familia de proteinas modificadoras de viruléncia com funcéo
desconhecida (DUF_61), presente apenas nas leptospiras patogénicas mais virulentas,
apresentou aumento na expressao de seu gene codificador em animais infectados por leptospiras
virulentas de acordo com dados na literatura. Além disso, por¢fes recombinantes da regido N-
terminal desta proteina apresentaram ligacdo a laminina, colagenos | e IV, vitronectina e
fibronectinas plasmaética e celular, principalmente considerando a sequéncia identificada por
phage display. Estes dados reforcam as predi¢cbes de modelos tridimensionais da proteina
LepA388 e de outros membros da familia DUF_61, as quais identificam dominios semelhantes
a toxinas (como abrina e CARDS) responsaveis pela ligacdo e internalizacdo celulares nos
hospedeiros. Dados recentes sugerem um possivel papel citotdxico desempenhado pelas
proteinas desta familia em leptospiras, as quais podem também ser consideradas potenciais
candidatas vacinais e para diagnostico da leptospirose, devido a sua distribuicdo restrita em

espécies e cepas patogénicas de importancia para sadde humana.

Palavras-chave: Leptospira, viruléncia, adesinas, phage display, dominios funcionais



ABSTRACT

Ferreira, F.L. Functional characterization of hypothetical proteins in Leptospira
interrogans as adhesins and potential vaccine and diagnostic antigens. 2021. 139p. PhD
Thesis - Graduate Program in Biological Sciences (Biochemistry). Instituto de Quimica,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Leptospira spp. constitutes a group of gram-negative spirochete bacteria comprising
saprophytic, intermediate and pathogenic species, the last being causative agents of
leptospirosis, a zoonotic disease of worldwide extent and endemic in developing tropical
regions. The growing number of identified leptospiral species further highlights their genetic
diversity and unique virulence mechanisms, many of them with unknown function. Efforts to
develop new vaccines with cross-protection and long-lasting effect have revealed possible
vaccine candidates that need to be properly validated. Therefore, there is still an urgent need
for a universal vaccine against leptospirosis capable of controlling and reducing the increasing
outbreaks of the disease. Adhesins are important virulence factors in several pathogens,
constituting promising antigens for the development of vaccines against leptospirosis, as well
as for the development of faster and more accurate diagnostic methods. Previously, three
conserved hypothetical proteins in L. interrogans were identified by phage display technique,
arbitrarily named as LepA069, LepA962 and LepA388. Expression of the LepA069 encoding
gene showed an increase of approximately 70 % in animals infected by virulent leptospires,
representing the first functional evidence of this still unknown protein. Recombinant portions
of the hypothetical lipoprotein LepA962 (LepA962 Nt and LepA962 Phg) were obtained,
demonstrating the strong interaction of the LepA962_Phg protein, containing the sequence

identified by phage display, with laminin, plasma fibronectin, collagen | and fibrinogen in a



dose-dependent manner. Furthermore, LepA962_Phg showed binding to VERO cells and its
secreted extracellular matrix, and the serum obtained from this recombinant protein was able to
bind to the surface of virulent leptospires, indicating that LepA962_Phg may represent an
important domain of interaction between leptospires and its host. Finally, LepA388 protein
belonging to an extensive family of virulence modifying proteins with unknown function
(DUF_61), present only in the most virulent pathogenic leptospires, showed an increase in the
expression of its encoding gene in animals infected by virulent leptospires according to data in
literature. Moreover, recombinant portions of the N-terminal region of this protein showed
binding to laminin, collagens I and 1V, vitronectin and plasma and cell fibronectins, especially
considering the sequence identified by phage display. These data support the predictions of
three-dimensional models of the LepA388 protein and other members of the DUF_61 family,
which identify toxin-like domains (such as abrin and CARDS) responsible for cellular binding
and internalization in hosts. Recent data suggest a possible cytotoxic role played by proteins of
this family in leptospires, which can also be considered potential vaccine candidates and
antigens for diagnosis, due to their restricted distribution in pathogenic species and strains of

importance to human health.

Keywords: Leptospira, virulence, adhesins, phage display, functional domains
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CARDS: Community-acquired respiratory
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DNA: acido desoxirribonucleico
DNase: desoxirribonuclease

DOsoonm: densidade Optica a 600 nm
DUF: dominio de funcdo desconhecida

EGFP: proteina verde fluorescente
melhorada

ELISA: ensaio de imunoabsorcéo
enzimatica
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McCullough-Johnson-Harris
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MEC: matriz extracelular

MRNA: RNA mensageiro

OMP: proteina de membrana externa
OPD: dicloridrato de o-fenilenodiamina
PBS: solu¢do tamponada de fosfatos
PCR: reacdo em cadeia da polimerase
PDB: Protein Data Bank

pl: ponto isoelétrico

RT-gPCR: PCR quantitativa com
transcriptase reversa

SDS-PAGE: eletroforese em gel de
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SFB: soro fetal bovino
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TLR: receptor tipo Toll
tRNA: RNA transportador
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1. INTRODUCAO

1.1. Género Leptospira
1.1.1. Taxonomia e classificagdes filogenéticas

As bactérias gram-negativas do género Leptospira pertencem ao filo Spirochaetes e a
classe Spirochaetia. Anteriormente, as leptospiras e todas as outras espiroquetas eram
classificadas em uma Unica ordem, Spirochaetales, a qual reunia quatro principais familias:
Spirochaetaceae, Brachyspiraceae, Leptospiraceae e Brevinemataceae (BUCHANAN, 1917
PASTER, 2010). Entretanto, a recente identificacdo de marcadores moleculares conservados
em cada uma das familias e novas anélises filogenéticas revelaram uma extensa diversidade
genética entre as espiroquetas, sendo propostos novos taxons, incluindo ordens e familias. Desta
forma, a familia Leptospiraceae passou a ser classificada como a Unica familia da nova ordem
Leptospirales, a qual possui assinaturas conservadas na proteina ribossomal L14 (50S), na
proteina ribossomal S2 (30S), na alanina-tRNA sintetase e nas proteinas flagelares FIgG e FlaB
(GUPTA etal., 2013a; GUPTA et al., 2013b). A familia Leptospiraceae engloba o género-tipo
Leptospira e os géneros Leptonema e Turneriella.

O género Leptospira inclui bactérias de vida livre e patogénicas, as Ultimas sendo
agentes etiologicos da leptospirose em animais e humanos. Inicialmente, as espécies
patogénicas eram subdivididas em sorovares, baseados na diversidade estrutural do componente
carboidrato dos lipopolissacarideos (LPS) expostos em sua superficie, e definidos pelo teste de
aglutinacdo microscopica (MAT). Atualmente, a classificacdo soroldgica das leptospiras ainda
é importante para investigacoes clinicas e epidemioldgicas da leptospirose, sendo identificados
mais de 300 sorovares distintos. Entretanto, essa classificacdo consiste em uma metodologia
trabalhosa e que requer laboratérios especializados (PICARDEAU, 2017). Além disso, a

divisdo das leptospiras em sorovares ndo possui correlagdo com andlises moleculares das
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espécies a partir da crescente disponibilizagdo de genomas completos sequenciados, indicando
que os genes envolvidos na diversidade dos sorovares podem ser transmitidos lateralmente entre
as diferentes espécies (FAINE et al., 1999; KO et al., 2009; LEVETT, 2015).

Até 2018, o género Leptospira compreendia 22 espécies identificadas principalmente
por andlises filogenéticas baseadas em hibridizagdo de DNA e no gene 16S rRNA, as quais
eram divididas em trés clados: saprofiticas (7 espécies), patogénicas (10 espécies) e
intermediérias (5 espécies), sendo as Ultimas causadoras de manifestagdes leves da leptospirose
ou com patogenicidade indefinida (Figura 1A) (KO et al., 2009; PICARDEAU, 2017). As
espécies patogénicas eram ainda divididas em subgrupos I-1V (Figura 1A), de acordo com
ganhos de genes ocorridos evolutivamente por duplicacdo génica ou transferéncia horizontal

(XU et al., 2016).
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Figura 1. A) Arvore filogenética com a classificacio das 22 espécies de Leptospira até 2018, divididas
em espécies saprofiticas, patogénicas e grupo intermediario. As espécies patogénicas sdo ainda divididas
em subgrupos I-1V. Figura modificada de PICARDEAU, 2017. B) Classificacdo das 64 espécies de
Leptospira a partir de 2019, com os grupos P1 (patogénicas), P2 (intermediarias), S1 e S2 (saprofiticas),
baseados no trabalho de VINCENT et al., 2019. A relag&o entre as espécies é meramente ilustrativa e
nado representa as distancias filogenéticas entre elas. O circulo preto destaca 0 nodo com as espécies
patogénicas mais frequentemente envolvidas em leptospirose humana, enquanto que o circulo cinza
destaca o nodo em que as proteinas modificadoras de viruléncia (VM) estdo presentes.

Nos anos seguintes, entretanto, houve um incrivel salto no nimero de espécies devido
ao aumento da disponibilidade do sequenciamento de nova geragdo, permitindo a anotacéo de
genomas completos de maneira mais rapida e relativamente econémica, além do crescente
interesse em estudos de metagendmica e de comunidades microbianas presentes em solos
(THIBEAUX et al., 2018; VINCENT et al., 2019). Atualmente, estdo descritas 64 espécies de

Leptospira, com a nova proposta de divisdao em quatro grupos (Figura 1B): P1 com 17 espécies
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patogénicas, P2 com 21 espécies intermedidrias cuja patogenicidade ainda é indefinida, e as
espécies saprofiticas que foram subdividas nos grupos S1 (21 espécies) e S2 (5 espécies)

(PICARDEAU, 2020).

1.1.2. Principais caracteristicas estruturais e fisiologicas

Leptospira spp. sdo bactérias espiroquetas, apresentando-se como células espiraladas,
flexiveis e com mobilidade em ambientes liquidos e semissélidos. Além do formato em espiral,
as leptospiras sdo morfologicamente finas e alongadas, com diametro entre 0,1-0,15 pm e
comprimento de 6-20 um (FAINE et al., 1999).

Seu envelope celular é semelhante a bactérias gram-negativas, apresentando membranas
interna e externa envolvendo o espaco periplasméatico que contém a parede celular de
peptidoglicano, da qual sdo derivados o formato, forca e rigidez das leptospiras. A membrana
externa expde na superficie numerosas proteinas e lipoproteinas, além das moléculas de LPS,
as quais sdo responsaveis pela diversidade antigénica das leptospiras (Figura 2). Entretanto,
uma das singularidades que as leptospiras apresentam em sua morfologia é a estreita
proximidade da parede de peptidoglicano a membrana citoplasmatica (ou interna), resultando
numa membrana externa fluida e fracamente conectada ao restante da célula. Devido as
caracteristicas singulares de seu envelope celular, as leptospiras ndo sdo coradas por coloracédo
Gram, sendo visualizadas e analisadas sob microscopia de campo escuro (PICARDEAU, 2020).
Como a maioria das espiroquetas, as leptospiras possuem dois flagelos periplasmaticos ou
endoflagelos, componentes singulares entre as bactérias. Os flagelos estdo ancorados proximos
as extremidades das células e se estendem em seu comprimento, mas ndo se sobrepdem, e esta
disposi¢do e ancoramento sdo responsaveis por promover movimentos translacionais, além das
rotacdes intrinsecas dos flagelos determinarem as caracteristicas extremidades em formato de

gancho ou em espiral (Figura 2) (CAMERON, 2015; PICARDEAU, 2017).
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Todas as leptospiras crescem em ambientes aerébicos ou microaerofilicos, e utilizam
acidos graxos de cadeia longa como fonte principal de carbono e energia (PASTER, 2010). As
condi¢bes Otimas de crescimento in vitro tanto para espécies saprofiticas quanto para
patogénicas ocorrem em temperatura de 28-30 °C em meio de cultura Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH), com pH entre 7,2 e 7,6. Espécies patogénicas também
crescem a 37 °C, mas ndo exibem crescimento em baixas temperaturas (11-13 °C) como as
espécies saprofiticas. O tempo de dobramento celular in vitro varia entre 6-20 h; o crescimento
das espécies patogénicas é mais lento, podendo se estender por dias ou até semanas quando sao

recentemente isoladas de hospedeiros (CAMERON, 2015; PICARDEAU, 2020).
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Figura 2. A) Representagdo da morfologia de L. interrogans, onde estdo destacados os tipos de
extremidades em forma de espiral e em forma de gancho caracteristicos das leptospiras. Em destaque,
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encontra-se a arquitetura do envelope celular, com as membranas interna e externa envolvendo a camada
de peptidoglicano e a camada externa de LPS. Figura modificada de PICARDEAU, 2017. B)
Microscopia eletrnica de transmissao das espécies representativas de cada grupo em Leptospira: P1 (L.
interrogans), P2 (L. licerasiae), S1 (L. biflexa) e S2 (L. kobayashii, L. ognonensis e L. ilyithenensis).
Figura modificada de VINCENT et al., 2019.

1.1.3. Caracteristicas gendbmicas das diferentes espécies de Leptospira

As leptospiras possuem genomas relativamente grandes em relagdo a outras bactérias
espiroquetas. Seus genomas variam de 3 Mb a 5 Mb em tamanho, com 35-45% de contetido
GC, refletindo a alta variabilidade entre as espécies (PICARDEAU, 2017). Os genomas sao
geralmente organizados em dois cromossomos circulares com aproximadamente 4 Mb e 300
kb cada, além da presenca de um plasmideo adicional de 74 kb (chamado de p74) em L. biflexa
(KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009; PICARDEAU, 2015).

A variabilidade genética entre diferentes espécies de leptospiras é refletida diretamente
na capacidade de sobrevivéncia em ambientes externos, assim como na adaptacéo a diversos
hospedeiros, estando relacionada a perda de genes ancestrais para adaptacdo em vida livre e a
aquisicdo de novos genes por duplicacdo genética ou transferéncia horizontal para a adaptagéo
a patogenicidade em um ou mais hospedeiros especificos.

A espécie saprofitica L. biflexa (genoma de 3,96 Mb) sobrevive apenas em ambientes
externos e possui mais genes relacionados a sensores ambientais e proteinas metabdlicas do que
a maioria das espécies patogénicas e intermediarias (PICARDEAU et al., 2008; RICALDI et
al., 2012; PICARDEAU, 2017). A espécie patogénica L. borgpetersenii possui um dos menores
genomas do género (entre 2,96-3,62 Mb), indicando que a espécie passou por um processo de
perdas genéticas e especializacdo que a impedem de sobreviver em ambientes externos,
dependendo do contato direto entre seus hospedeiros para ser transmitida (BULACH et al.,
2006). Por outro lado, a espécie patogénica L. interrogans possui um dos maiores genomas

(entre 4,40-5,02 Mb), pois além de adquirir genes relacionados a fatores de viruléncia, ela
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também reteve alguns genes do ancestral de vida livre, permitindo sua sobrevivéncia no
ambiente externo e ampliando as chances de transmissao entre hospedeiros (REN et al., 2003;
KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009; XU et al., 2016).

O genoma central (core genome) de Leptospira spp. contém aproximadamente 1.100
genes, envolvendo componentes do metabolismo (como enzimas para glicélise e ciclo do acido
tricarboxilico), transportadores do tipo ABC (“ATP-binding cassette), lipoproteinas, genes
flagelares e de quimiotaxia (PICARDEAU, 2018). Em geral, as espécies saprofiticas possuem
0 genoma central relativamente maior, enquanto que as espécies patogénicas possuem 0S
maiores pangenomas (especialmente aquelas pertencentes ao grupo P1), os quais envolvem
genes que modulam sua viruléncia e ainda se encontram abertos, ou seja, parte dos pangenomas
ainda ndo foram caracterizados (VINCENT et al., 2019). Os maiores pangenomas nas espécies
patogénicas sdo reflexos do maior nimero de genes espécie-especificos presentes nestas
espécies (637 £ 129), em comparagdo as espécies intermediarias (418 + 126) e as espécies
saprofiticas (321 £ 90) (FOUTS et al., 2016).

Os genes estritamente envolvidos com patogénese e viruléncia permanecem
amplamente desconhecidos, indicando que as espécies patogénicas possuem mecanismos
unicos de interacdo com seus hospedeiros (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009; XU et al.,
2016; PICARDEAU, 2018). Além disso, as espécies patogénicas abrigam significativamente
maior porcentagem de regides codificadoras ndo atribuidas as categorias funcionais conhecidas,
incluindo os dominios (DUF) e COGs (Clusters of Orthologous Groups) com funcéo
desconhecida. Estas regiGes podem representar pseudogenes, anotacGes genéticas erradas,

assim como proteinas exclusivas do género Leptospira (VINCENT et al., 2019).
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1.1.4. Fatores de viruléncia e adesinas

A inducéo das doencas infecciosas por bactérias patogénicas € resultado da acdo de um
conjunto diverso de fatores de viruléncia, os quais incluem ndo somente os componentes que
promovem um claro efeito negativo em seus hospedeiros, como as endotoxinas e exotoxinas,
mas também incluem fatores que habilitam os patégenos a escapar ou modular as respostas
imunes inatas e adaptativas dos seus hospedeiros para sua vantagem replicativa no ambiente
intra ou extracelular. Entre os diversos fatores de viruléncia existentes, os fatores de aderéncia
ou adesinas sdo essenciais por favorecerem a resisténcia dos patdgenos ao fluxo de fluidos no
hospedeiro, permitindo assim sua fixacdo a celulas-alvo e a potencial invasdo de tecidos e
células, promovendo a disseminacdo e o0 estabelecimento da infeccdo nos diferentes
hospedeiros (PIZARRO-CERDA; COSSART, 2006; KLINE et al., 2009; JOHNSON;
JOHNSON, 2018).

Os principais genes associados a viruléncia em leptospiras incluem as familias
codificadoras das proteinas modificadoras de viruléncia (VM), proteinas ricas em leucina
(LRR) e proteinas com dominio WGR (PF05406), além dos genes necessarios para a sintese de
vitamina B12 e &cido sidlico, as peptidases colagenase, termolisina e esfingomielinases, a
catalase KatE envolvida no estresse oxidativo e diversas proteinas de membrana externa
(OMPs), como as proteinas Loa22, LigB e LipL32. A maioria destes genes sdo exclusivos das
espécies patogénicas de Leptospira (FOUTS et al., 2016; PICARDEAU, 2017).

Assim como para a maioria dos patdgenos, a adesdo em todas as fases do ciclo
infeccioso € essencial para o sucesso no estabelecimento da infeccdo das leptospiras em seus
hospedeiros. As leptospiras patogénicas aderem-se a varios tipos de células, como fibroblastos,
macrofagos, células endoteliais e células epiteliais renais. Além disso, foi demonstrada sua
interacdo in vitro com componentes da matriz extracelular (MEC), incluindo fibronectina,

colagenos, laminina e elastina, e com componentes de fluidos extracelulares, como
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fibrinogénio, plasminogénio e reguladores do sistema complemento (MURRAY, 2015;
PICARDEAU, 2017). Ap6s a primeira demonstracdo da ligagdo entre fibronectina e uma
proteina de 36 kDa, isolada da camada externa da variante virulenta L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae (MERIEN et al., 2000), um extenso e crescente numero de proteinas de
leptospiras tém sido reportadas como potenciais adesinas que interagem a um ou mais
componentes da MEC. Os principais fatores de viruléncia que apresentam afinidades multiplas
de ligacdo a componentes celulares, de MEC e de plasma do hospedeiro estdo descritos a seguir.

As proteinas Lig (LigA e LigB) pertencem & familia de proteinas bacterianas
semelhantes a imunoglobulina, apresentando ligacéo a colagenos | e IV, laminina, fibronectina,
tropoelastina, fibrinogénio, fator H, FHL-1, FHR-1 e C4bp; a proteina LigB também apresentou
interagdo com colageno I1ll, elastina e heparina (CHOY et al., 2007; LIN et al., 2009;
CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012; CHING et al., 2012). Adicionalmente, a proteina
LigA é uma das Unicas moléculas candidatas a vacinas promissoras que conferem protecdo
contra a fase aguda da leptospirose (ADLER, 2015a).

As proteinas Len (LenA-F) é um grupo de seis proteinas que apresentam similaridade
estrutural as endostatinas humanas, e todos os seus membros demonstraram ligacdo a
fibronectina e laminina (STEVENSON et al., 2007). LenB apresenta interacdo adicional ao
fator H, assim como a proteina LenA, previamente descrita como LfhA ou Lsa24, a qual
também interage com plasminogénio e FHL-1 (BARBOSA et al., 2006; VERMA et al., 2006,
2010).

LipL32 ¢ a lipoproteina mais abundante presente na membrana externa de leptospiras
patogénicas e intermedidrias, estando ausente nas espécies saprofiticas. Foi demonstrada a
ligacdo da proteina recombinante de LipL32 a laminina, colagenos I, IV, V e XX, fibronectina
e plasminogénio (HAUK et al., 2008; HOKE et al., 2008; MURRAY et al., 2009; VIEIRA et

al., 2010a; CHAEMCHUEN et al., 2011). Tais caracteristicas, junto a demonstracdo de
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expressdo in vivo de seu gene, sdo fortes indicativos de que a LipL32 é um importante fator de
viruléncia. Entretanto, estudos de Pinne e Haake mostraram que a proteina pode ndo estar
localizada na superficie das leptospiras (MURRAY, 2013; PINNE; HAAKE, 2013).

Outras proteinas que se destacam pela interagdo com componentes de MEC e de plasma
incluem: TIyC (laminina, fibronectina e coldgeno 1V) (CARVALHO et al.,, 2009),
Lsa20/Lsa25/Lsa33 (laminina, plasminogénio e C4bp) (MENDES et al., 2011; DOMINGOS et
al., 2012), Lsa63 (laminina e colageno 1V) (VIEIRA et al., 2010b), Lsa66/OmpL1 (laminina,
fibronectina e plasminogénio) (OLIVEIRA et al., 2011; FERNANDES et al., 2012; PINNE;
MATSUNAGA; HAAKE, 2012), rLIC12976 (laminina) (LIMA et al., 2013), enolase
(plasminogénio) (NOGUEIRA et al.,, 2013), OmpL37/OmpL47 (laminina, fibronectina,
elastina, fibrinogénio, colageno I11) (PINNE; CHOY; HAAKE, 2010).

Além das potenciais adesinas listadas acima, diversas proteinas recombinantes de
Leptospira tiveram sua ligacdo a componentes da MEC demonstrada e publicada, revelando a
intrigante multiplicidade e redundancia das adesinas em leptospiras patogénicas. A influéncia
da maioria destas proteinas na viruléncia das leptospiras ainda permanece obscura, ja que
mutantes em genes especificos (lipL32, ligB, lenB, lenE) retém a viruléncia em modelos de
leptospirose aguda e colonizacdo (MURRAY, 2015). Estudos indicam que as leptospiras
patogénicas podem se ligar de maneira mais eficiente a células do que a componentes da MEC,
pela interacdo demonstrada in vitro a proteoglicanos de superficie e caderinas (BREINER et
al., 2009; EVANGELISTA et al., 2014a; ROBBINS et al., 2015). Entretanto, a interacdo entre
as potenciais adesinas a receptores celulares e aos diversos componentes de MEC e plasma do
hospedeiro ainda precisa ser melhor elucidada, através de analises de perda e ganho de fungéo
em cepas de leptospiras mutantes patogénicas e saprofiticas, respectivamente (PICARDEAU,

2017).
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1.2. Leptospirose
1.2.1. Ciclo de transmisséo e diversidade de hospedeiros

A leptospirose é uma doenga zoonotica negligenciada e globalmente difundida, causada
por espécies patogénicas de Leptospira. O ciclo de transmissao de leptospiras é iniciado com a
sua penetragdo no hospedeiro por cortes e abrases na pele ou via membranas mucosas, através
dos quais as leptospiras atingem a corrente sanguinea. A sua interagdo com componentes da
MEC e receptores celulares dos hospedeiros adicionada a sua caracteristica motilidade em
movimentos espirais permitem a adesdo e invasdo das células endoteliais por leptospiras,
rompendo barreiras teciduais (incluindo os tecidos conectivos mais viscosos) e estabelecendo
rapidamente uma infeccdo sistémica, atingindo todos os 6rgéos incluindo o cérebro. Em ratos,
um dos principais hospedeiros de manutencao (definitivos), as leptospiras sdo eliminadas de
todos os 6rgdos apds infeccdo, exceto nos rins, Orgdos imunoprivilegiados nos quais as
leptospiras colonizam as microvilosidades do epitélio dos tdbulos renais proximais,
promovendo a liberacdo persistente de leptospiras ao ambiente através da urina (PICARDEAU,
2017; SAMROT et al., 2021).

Além dos ratos, a colonizacdo de ampla variedade de hospedeiros reservatorios
incluindo mamiferos pequenos, principalmente roedores e marsupiais, além de carreadores
domésticos como gado, porcos e cachorros, também resulta na liberacdo de bactérias pela urina,
podendo se manter por periodos variados durante sua vida, dependendo da espécie infectada.
Em adicdo aos hospedeiros bastante conhecidos acima, quase todos os mamiferos podem ser
carreadores de leptospiras patogénicas, incluindo cavalos, morcegos, primatas e até mamiferos
aquaticos como cetaceos, ledes marinhos e focas. Outros hospedeiros considerados atipicos
incluem espécies aviarias, répteis, anfibios e peixes (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009;

ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; GOARANT et al., 2019; CILIA et al., 2021).
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Humanos s&o hospedeiros acidentais e sua exposi¢do a leptospiras pode ocorrer através

de contato direto com um animal infectado e/ou sua urina, ou através de contato indireto por
meio de agua ou solo contaminados com a urina de um animal infectado (HAAKE; LEVETT,
2015). Uma das possiveis razGes para a susceptibilidade de humanos a leptospirose é a falha do
receptor do sistema imune inato TLR4 humano em reconhecer o LPS de leptospiras, enquanto
gue 0 mesmo receptor reconhece o LPS de E. coli em concentracGes extremamente baixas. Este
fendmeno acontece devido a diferencas estruturais entre as moléculas de LPS das duas espécies.
Curiosamente, o0 TLR4 de murinos reconhecem o LPS de leptospiras, enquanto que linhagens
que ndo possuem este receptor (como camundongos C3H/HeJ) sdo suscetiveis a infeccao letal
por leptospiras patogénicas. Além do camundongo C3H/HeJ, hamsters e cobaias também
apresentam leptospirose severa quando infectados e, portanto, constituem modelos importantes
para o estudo das manifestacGes clinicas e danos causados pela leptospirose (EVANGELISTA;

COBURN, 2010; HAAKE; ZUCKERT, 2015).

1.2.2. Incidéncia e epidemiologia

A grande diversidade de mamiferos e outras classes de animais como reservatérios de
leptospiras patogénicas € a principal causa da ampla distribuicdo geogréfica da leptospirose,
sendo altamente endémica em regides tropicais como Sul e Sudeste Asiaticos, Oceania,
Subcontinente Indiano, Américas Latina e Caribenha e Africa Subsaariana Oriental.
Frequentemente, os surtos em tais regides estdo associados com alta pluviosidade devido a
mudancas climaticas, gerando enchentes e o consequente escoamento de leptospiras em solos
para corpos de agua, contribuindo para a dispersdo das bactérias em aguas contaminadas.
Regides tropicais englobam muitos paises em desenvolvimento, onde ha grande concentragdo
de populagdes pobres que frequentemente sofrem com més condigdes sanitarias e de habitacéo,

exacerbando o risco de exposicdo as leptospiras em comunidades rurais e urbanas
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(EVANGELISTA; COBURN, 2010). A crescente urbanizacdo descontrolada culminando no
surgimento de favelas em diversas cidades de paises em desenvolvimento também cria
condi¢bes propicias para a transmissao da leptospirose por roedores (COSTA et al., 2015).
Outro fator que contribui para a maior incidéncia da doenca em paises de clima tropical € a
maior sobrevivéncia de leptospiras em ambientes Umidos e quentes. O risco de infeccGes em
humanos também esta relacionado a profissées de risco, como agricultores, veterinarios e
ordenhadores, além de exposi¢des recreativas associadas a esportes aquaticos (LEVETT, 2001,
HAAKE; LEVETT, 2015).

A cada ano, estima-se que a leptospirose cause 1,03 milhdo de casos em todo o mundo,
com um numero estimado de quase 60 mil mortes, valores que aproximam a leptospirose dos
casos de febres hemorragicas e a colocam como a principal causa zoondtica de morbidade e
mortalidade. Entretanto, tais estimativas sdo possivelmente subestimadas ja que muitas das
regides endémicas possuem subnotificacdo e dados limitados sobre a doenca, além de refletir a
incidéncia de casos severos de leptospirose, 0s quais representam uma pequena fracédo de todas
0s casos clinicos (5-15%). Adicionalmente, a leptospirose é uma das principais causas de febre
aguda que sdo frequentemente e erroneamente diagnosticadas como maléaria, dengue ou
influenza (COSTA et al., 2015). No Brasil, considerando o periodo entre 2007 e 2019, a média
dos casos confirmados por ano é de 3.744, enquanto o nimero medio de 6bitos atribuidos a
leptospirose é de 330, correspondendo a 8,9 % dos casos confirmados (BRASIL, 2020).

Assim como outras doencgas zoonoticas, a leptospirose afeta tanto a salude humana
quanto o desenvolvimento agricola e pecuario dos paises endémicos, atingindo alguns de seus
principais setores econdmicos. As manifesta¢fes crénicas da doenca no gado podem levar a
infertilidade, perdas reprodutivas, reducdo na producéo de leite e abortos, causando grandes
perdas econdmicas e/ou de recursos de subsisténcia (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009;

GOARANT; DELLAGI; PICARDEAU, 2021). Na Nova Zelandia, o custo da leptospirose
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humana e animal foi estimado em US$ 18,80 milhdes por ano (SANHUEZA et al., 2020),
enquanto que no Brasil, os custos calculados com hospitalizagdes em 2007 chegaram a mais de
R$ 800 mil, um grande impacto para o sistema publico de saide no pais (DE SOUZA et al.,

2011).

1.2.3. Principais manifestac@es clinicas

O desenvolvimento da leptospirose e a progressdo da severidade da doenca séo
influenciados por fatores intrinsecos ao hospedeiro, pela quantidade de bactérias infectantes
que penetraram no hospedeiro e pelos fatores de viruléncia apresentados pela cepa infectante,
resultando em uma ampla variedade de manifestacdes clinicas (EVANGELISTA; COBURN,
2010; HAAKE; LEVETT, 2015).

A doenca se inicia com um periodo de incubacdo, em que as leptospiras se multiplicam
na corrente sanguinea e se espalham para os diversos 6rgaos, levando a fase de leptospiremia.
As infeccBes por leptospiras sao assintomaticas ou provocam sintomas leves e inespecificos
iniciais, como febre aguda associada a mialgia, dor de cabeca, calafrios, dores abdominais e
sufusdo conjuntival. Em alguns casos, podem provocar meningite asséptica (MARCHIORI et
al., 2011).

O aumento no nivel de anticorpos a partir de 7 dias da infeccdo leva a remissdo da
doenca leve em quase 90 % dos casos, entretanto, parte dos pacientes pode desenvolver
manifestacBes clinicas severas e tardias, cuja apresentacdo classica € a doenca de Weil,
caracterizada por ictericia profunda, disfuncéo renal grave e hemorragias pontuais. Ha também
uma forma de doenga severa emergente, a sindrome pulmonar hemorrdgica associada a
leptospirose, caracterizada por dificuldade respiratoria e hemorragia pulmonar macica subita
(LEVETT, 2001; KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). A mortalidade dos casos de doenca

de Weil e da sindrome pulmonar hemorragica associada a leptospirose é alta (> 10 % e > 50 %,



30

respectivamente), mesmo quando os pacientes sdo adequadamente tratados (MARCHIORI et

al., 2011; DONG; CHEN, 2021).

1.2.4. Diagndstico

A inespecificidade dos sintomas iniciais da leptospirose geralmente resulta em
diagndsticos erréneos onde a confirmacdo laboratorial é ausente e em regides em que o
diagndstico clinico é frequentemente atribuido a doengas mais comuns como influenza, maléria
e dengue. O diagnostico da leptospirose é principalmente realizado com o teste de aglutinacéo
microscopica (MAT), considerado padrdo ouro dos métodos diagndsticos e possui alta
sensibilidade para deteccdo e identificacdo de anticorpos contra sorogrupos especificos. O teste
é baseado na reacdo entre soros de pacientes e antigenos em suspensdo a partir de cultivos de
diferentes sorovares de leptospiras. As desvantagens do MAT incluem o tempo adequado para
a realizacdo do teste que precisa coincidir com a fase imune da doenca (pelo menos 6 dias apos
infeccdo), além da necessidade do cultivo de maultiplos sorovares em cultura, o que requer
laboratérios especializados e custos potencialmente altos de manutencdo. Devido a
complexidade do MAT, outros testes soroldgicos e moleculares tém sido desenvolvidos para
um diagnostico mais rapido da leptospirose (HAAKE; LEVETT, 2015; SAMROT et al., 2021).

O ensaio imune baseado em microesferas magnéticas (MIA) utiliza a tecnologia xMap®
(Luminex) para a deteccéo e classificacdo de anticorpos, incluindo IgM, especificos a antigenos
de leptospiras, permitindo a analise de alto nimero de amostras por dia (WYNWOOD et al.,
2015). A deteccdo de anticorpos IgM e IgG especificos de leptospiras também pode ser
realizada por ELISA e ensaio de hemaglutinacdo indireta (TERPSTRA; LIGTHART,
SCHOONE, 1985; LEVETT; WHITTINGTON, 1998). Apesar dos ensaios citados

frequentemente apresentarem sensibilidade e especificidade consideraveis, os baixos niveis de
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anticorpos nas fases iniciais da doenga podem levar ao diagnostico de falsos negativos (KHAKI,
2016).

O ensaio do tipo “dipstick” é um método imunocromatografico para a triagem réapida e
diagndstico de pacientes com suspeita de leptospirose, sem a necessidade de laboratérios e
técnicos especializados. O teste “dipstick” LEPTO detecta anticorpos IgM especificos e foi
testado em diferentes condi¢des epidemioldgicas e clinicas, demonstrando alta sensibilidade e
comparaveis ao IgM-ELISA (HATTA et al., 2000; KHAKI, 2016). No Brasil, 0 Ministério da
Saude anunciou recentemente a implantacdo no Sistema Unico de Satde (SUS) do teste TR
DPP® Leptospirose, semelhante ao LEPTO, a partir da tecnologia ja testada para a deteccdo de
leishmaniose e desenvolvida pela unidade produtora de imunobiol6gicos da Fiocruz (Bio-
Manguinhos) (TEIXEIRA et al., 2019).

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qQPCR) pode detectar a presenca de
leptospiras em amostras de urina ou sangue durante os estagios iniciais da doenga, quando o
titulo de anticorpos ainda ndo € alto o suficiente. O teste é altamente sensivel e especifico,
principalmente na aplicacdo do ensaio de gPCR multiplex, capaz de identificar mais alvos e
aumentar a especificidade da reacdo (BAL et al., 1994; MERIEN et al., 2005; AHMED et al.,
2012). Entretanto, o diagndstico baseado em PCR ndo identifica o sorovar de Leptospira
infectante nos pacientes, informacao importante para a epidemiologia e satde publica. Portanto,
a confirmacdo por MAT ainda é essencial para a identificacdo precisa nesses casos (HAAKE;

LEVETT, 2015).

1.2.5. Desenvolvimento de vacinas

Vacinas baseadas em leptospiras inteiras e inativadas (bacterinas) tém sido
rotineiramente utilizadas desde a primeira demonstracdo de protecdo experimental, sendo

administradas a animais domésticos e pecuarios, além de serem usadas para imunizar
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populagdes humanas (ADLER, 2015b). Entretanto, tais vacinas ndo foram licenciadas para uso
humano generalizado devido a altas taxas de rea¢des adversas e, como a imunidade ativada por
essas vacinas € direcionada principalmente ao LPS da leptospira utilizada, a resposta é sorovar-
especifica e de curta duracdo, pois o LPS é um antigeno T-independente e, portanto, ndo induz
memoria imunologica (ADLER, 2015a). Adicionalmente, as vacinas baseadas em células
inativadas sdo geralmente ineficientes para prevenir a colonizacao e o transporte das bactérias,
limitando seu uso como intervencado para bloquear a transmisséo da doenca (KO; GOARANT;
PICARDEAU, 2009).

Devidos as limitacbes apresentadas pelas vacinas de bacterina, estudos foram focados
no desenvolvimento de vacinas de subunidades, constituidas por proteinas associadas a
superficie das leptospiras e conservadas entre varios sorovares. A primeira vacina de
subunidades desenvolvida era baseada nas proteinas recombinantes OmpL1 e LipL41, a qual
conferiu protecdo significativa no modelo letal de leptospirose em hamsters. Entretanto, a
demonstracdo de protecdo foi observada em apenas um terco dos experimentos realizados
(HAAKE et al., 1999). Mesmo assim, a partir deste primeiro estudo, diversas proteinas
recombinantes foram avaliadas como candidatas a vacinas.

As proteinas Lig (LigA e LigB) foram as proteinas mais extensivamente utilizadas como
candidatas a vacinas. A regido C-terminal da proteina LigA é uma das candidatas a vacina
contra leptospirose mais bem aceita, sendo bem sucedida em diversos modelos como vacina de
subunidade, de DNA, encapsulada, lipidada, entre outras. Entretanto, a proteina LigA néo esta
presente em todas as espécies patogénicas de Leptospira, limitando sua protecdo cruzada. Em
menor extensdo, a regido N-terminal da proteina LigB também demonstrou protecdo
significativa como vacina de subunidade ou de DNA em modelo de hamster (GRASSMANN

etal., 2017; SILVEIRA et al., 2017).
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LipL32 é a proteina imunopredominante em leptospiras patogénicas, sendo avaliada
como candidata vacinal em diversos estudos, mas apenas uma pequena parcela deles
demonstraram protecdo significativa contra leptospirose, possivelmente devido a natureza
subcelular da LipL32 e da auséncia de glicosilagdo em proteinas recombinantes produzidas em
sistemas heterdlogos (ODIR et al., 2011; ADLER, 2015a).

Métodos bioinformaticos também tém auxiliado na busca de novos candidatos vacinais,
como foi o exemplo dos estudos de Faisal e colaboradores utilizando trés OMPs hipotéticas (Lp
0607, Lp1118 e Lp1454), as quais somente conferiram protecao significativas contra o desafio
em hamsters quando foram combinadas e encapsuladas em lipossomos (FAISAL et al., 2009a,
2009b). A técnica de vacinologia reversa ja é aplicada em muitas doengas infecciosas e diversos
antigenos promissores de leptospiras foram identificados por esta metodologia, como é o caso
da proteina hipotética LemA que induziu protecdo parcial, mas bastante significativa em
hamsters quando administrada usando DNA e proteina (estratégia de “prime boost™)
(HARTWIG et al., 2013; DELLAGOSTIN et al., 2017).

De fato, a combinacdo de diferentes antigenos em vacinas contra a leptospirose tem se
mostrado uma tendéncia entre os diversos estudos realizados, entretanto, os melhores
candidatos ainda necessitam ser melhor elucidados. A diversa composicdo da membrana
externa de leptospiras patogénicas foi utilizada como base de uma abordagem realizada
recentemente, em que vacinas bivalentes com reducao no contetido de LPS conferiram protecédo
contra sorovares virulentos heterologos, utilizando as cepas virulentas de L. interrogans
Canicola e Copenhageni (LAURETTI-FERREIRA et al., 2020).

Apesar de alguns resultados promissores, muitos estudos relatados na literatura
apresentam doses de desafio inadequadas, auséncia de reprodutibilidade e analises estatisticas

inapropriadas (ADLER, 2015a; FELIX et al., 2020). E importante que o desenvolvimento de
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novas vacinas seja baseado em uma melhor compreenséo da membrana externa de leptospiras,

assim como na capacidade antigénica e imunogénica de seus componentes.

1.3. Resultados prévios — Identificagdo de novas adesinas por phage display

A tecnologia de phage display foi uma das primeiras ferramentas genéticas descritas
para o estudo de interagdes proteina-ligante (SMITH, 1985). A técnica envolve a construgdo de
bibliotecas a partir de fragmentos randémicos de DNA exdgenos clonados fusionados a genes
codificando proteinas capsidiais de fagos, resultando na expressao da sua proteina quimérica
na superficie do fago utilizado. Esta abordagem tem sido aplicada com sucesso no mapeamento
de novos epitopos, na construcdo e desenvolvimento de anticorpos monoclonais e na selecdo
de agonistas e antagonistas de receptores especificos. O uso do phage display € particularmente
atil na elucidacdo das interagdes infecciosas entre microrganismos patogénicos e seus
hospedeiros, revelando-se bem sucedida na identificagdo de adesinas microbianas e virais,
componentes essenciais para a colonizacdo dos patdégenos e sucesso no estabelecimento de
infeccdes (NILSSON et al., 1998; WILLIAMS et al., 2002; MULLEN et al., 2006; TAN; HO,
2014; CONNOR et al., 2016; FEVRE; SCHEEPMAKER; HAAS, 2017).

Alguns grupos adotaram esta metodologia no estudo de bactérias espiroquetas, com a
identificacdo e selecdo das potenciais adesinas p66, OspC, VIs, OspF e BmpD em Borrelia
burgdorferi (COBURN et al., 1999; ANTONARA et al., 2007), e na identificacdo das proteinas
imunogénicas TmpA, Ttm e PrrA na cepa V1 proximamente relacionada a Treponema
phagedenis (ROSANDER et al., 2011). Mais recentemente, foram identificadas lipoproteinas
putativas (LIC10508 e LIC13411) e proteinas hipotéticas conservadas (L1C12341 e LIC11574)
em L. interrogans, das quais as proteinas LIC11574 e LIC13411 demonstraram ligacdo a VE-

caderina (receptor de células endoteliais para L. interrogans) (EVANGELISTA et al., 2014b).
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Utilizando a técnica de phage display, nosso grupo demonstrou a interacdo da proteina
LigB a heparina/heparan sulfato, principalmente de sua por¢éo C-terminal recombinante (rLB-
Ct), a qual também apresentou ligacdo a fibroblastos de camundongos da linhagem A31 e as
células epiteliais renais LLC-PK1 (porco) e VERO (macaco) (CHING et al., 2012). Da mesma
forma, a lipoproteina LIC12976 foi identificada, e a proteina recombinante rLIC12976
apresentou capacidade de ligacdo as mesmas células de mamiferos citadas acima e a laminina
(LIMA et al., 2013).

Os resultados de phage display mais recentes do nosso grupo envolveram a selecéo de
possiveis adesinas em células epiteliais renais (células VERO), a partir de bibliotecas
construidas com o DNA gendmico de L. interrogans, resultando na identificacdo de trés
proteinas denominadas arbitrariamente por LepA962, LepA388 e LepA069. A proteina
LepA962 é uma lipoproteina hipotética, a proteina LepA388 é uma proteina hipotética presente
apenas nas espécies patogénicas de Leptospira, e a proteina hipotética LepA069 foi identificada
em dois fagos que apresentaram sequéncias sobrepostas da proteina, sugerindo um provavel
indicio de enriquecimento da proteina LepA069 durante as rodadas de selecdo nas células
(FERREIRA, 2015).

Para a presente tese de Doutorado, nosso grupo decidiu dar continuidade a
caracterizacdo das proteinas previamente selecionadas pela técnica de phage display, por estas
representarem importantes alvos de estudo para a determinacéo de sua possivel funcdo como
adesinas e como candidatas vacinais, além de serem antigenos potenciais para o diagndstico da

leptospirose.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos geral e especificos

O objetivo geral do presente trabalho é a caracterizacdo das proteinas hipotéticas
conservadas LepA962, LepA388 e LepA069 codificadas por Leptospira interrogans e
previamente selecionadas através da técnica de phage display, avaliando as seguintes

possibilidades:
- Atividade das proteinas como adesinas;

- Identificacéo e delimitacdo de possiveis dominios funcionais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Organismos, condigOes gerais de cultivo e vetores

A bactéria Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130
(Taxonomy ID: 267671) empregada neste estudo foi originalmente obtida da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (Universidade de S&o Paulo, Brasil). A manutengdo da
viruléncia e as condi¢des de cultivo das leptospiras foram realizadas segundo descrito por Da
Silva e colaboradores. Em resumo, bactérias isoladas de hamsters infectados foram cultivadas
em meio liquido EMJH (ELLINGHAUSEN; MCCULLOUGH, 1965) suplementado com BSA,
sob condicbes de aerobiose e temperatura de 30 °C. A fim de garantir as caracteristicas
virulentas das células de L. interrogans, as bactérias foram utilizadas até a terceira passagem
em meio EMJH apds isolamento dos animais infectados. A concentragdo bacteriana de cada
cultura foi determinada por contagem das células em cdmara de Petroff-Hausser, sob
microscopio de campo escuro (DA SILVA et al., 2012).

As cepas de bactérias Escherichia coli DH10B competentes foram utilizadas para
clonagens, subclonagens e amplificacdes de vetores. As células foram cultivadas em meio LB
(10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl e 200 uL de NaOH 5 N para cada 1
L de meio), contendo os antibidticos adequados, em temperatura de 37°C e sob agitacdo. As
cepas de E. coli competentes utilizadas para a producdo das proteinas recombinantes foram:
BL21 (DE3), BL21 Star (DE3) pLysS, E. coli BL21 C43, E. coli Origami (DE3) e E. coli
ArcticExpress (DE3), as quais foram cultivadas de modo semelhante a cepa DH10B. Também
utilizada para a producéo de proteinas recombinantes, a cepa competente E. coli BL21-SI foi
cultivada em meio LBON (meio LB sem NaCl) contendo os antibioticos adequados, em

temperatura de 30°C e sob agitacdo (DONAHUE; BEBEE, 1999).
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As linhagens de células eucaridticas selecionadas para os experimentos de ligagdo em
superficie celular foram as células epiteliais de rim VERO, originadas de macacos
Cercopithecus aethiops (SIMIZU et al., 1967).

Finalmente, os vetores utilizados para a clonagem e expressdo de sequéncias
codificadoras das proteinas recombinantes incluiram o sistema comercial pGEM®-T Easy
Vector (Promega), e os vetores de expressao pAE (RAMOS et al., 2004), pAZ (BUTERA et

al., 2005) e pSUMOuip1 (SHIMOKAWA-FALCAO et al., 2017).

3.2. Preparacdo de bactérias E. coli competentes

Segundo descrito na literatura (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), as bactérias E. coli
DH10B foram preparadas para eletrocompeténcia, enquanto que as bactérias E. coli Origami
(DE3) e ArcticExpress (DE3) foram preparadas para quimiocompeténcia, com algumas

modificages.

3.2.1. Bactérias E. coli eletrocompetentes

Para cada lote, uma col6nia isolada de E. coli DH10B foi coletada a partir de uma placa
fresca contendo meio LB-agar (meio LB acrescido de 15 g de bacto-agar/L de meio), e
inoculada em 25 mL de meio LB sem antibidticos para cultivo a 37°C por aproximadamente
16 h, em um agitador orbital (200-250 rpm). Em 500 mL de meio LB, foram transferidos 6,5-
10 mL do pré-indculo inicial para novo cultivo a 37°C sob agitacdo, até ser atingida uma
DOeoonm ideal entre 0,5 e 0,7. Os cultivos foram entéo separados em tubos de centrifugacédo
estéreis de 150 mL e mantidos em gelo por 20 min. A partir deste passo, as bactérias foram
sempre mantidas em gelo ou a 4 °C, assim como todas as solugdes utilizadas foram previamente
resfriadas. Para centrifugacéo, foi utilizado um rotor basculante a 3.150-3.200 x g por 20 min a

4 °C, e apbs o descarte dos sobrenadantes, os precipitados celulares foram lavados com agua
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ultrapurificada estéril (125 mL/tubo). Em seguida, as suspensdes foram novamente incubadas
em gelo por 20 min, centrifugadas e os precipitados celulares resultantes foram lavados por
mais trés vezes com uma solucdo de glicerol 10% estéril. Durante a ultima lavagem, o contetido
de células foi reunido para um tubo conico de 50 mL estéril e o precipitado celular final foi
homogeneizado em 0,6-1 mL da solucgdo de glicerol 10% estéril para separacdo em aliquotas
de 60 pL, as quais foram imediatamente congeladas em contato com gelo seco e posteriormente

armazenadas a -80 °C.

3.2.2. Bactérias E. coli quimiocompetentes

A fim de manter seus plasmideos caracteristicos, os meios de cultura para as bactérias
E. coli Origami (DE3) foram acrescidos de 15 pg/mL de canamicina e 12,5 pg/mL de
tetraciclina, enquanto que os meios de cultura para as bactérias E. coli ArcticExpress (DE3)
foram acrescidos de 20 pg/mL de gentamicina e 75 pg/mL de estreptomicina. Seguindo etapas
semelhantes as descritas no item 3.2.1, pré-indculos de 30 mL de meio LB contendo os
antibioticos adequados foram obtidos e utilizados para novos cultivos (adicdo de 16,5 mL para
cada 500 mL de meio LB com os mesmos antibioticos).

Ap0s ser atingida a DOsoonm ideal de 0,5-0,7, cada cultivo foi separado em tubos de
centrifugacdo estéreis e mantido em gelo por 25 min. Assim como descrito anteriormente, a
temperatura foi mantida em torno de 4 °C a partir deste passo para a melhor preservacédo das
bactérias, assim como todas as solugdes utilizadas foram previamente resfriadas. Cada cultivo
foi entdo centrifugado em rotor basculante a 3.000 x g por 15 min a4 °C, e apds o descarte dos
sobrenadantes, os precipitados celulares foram homogeneizados em 150 mL de soluc¢do 0,1 M
MgClI> estéril. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 2.000 x g por 15 mina4 °C, e
os precipitados celulares foram homogeneizados em 150 mL de solugdo 0,1 M CaCl> estéril.

Apos incubacdo em gelo por 20 min, as suspensdes foram centrifugadas e os precipitados
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celulares resultantes foram homogeneizados em 45 mL de solugéo 0,085 M CaCl, e 20% de
glicerol estéril. Apds centrifugacdo a 1.000 x g por 15 min a 4°C, o precipitado celular final foi
homogeneizado em 1 mL da solucdo 0,085 M CaCl. e 20% de glicerol estéril para separacéo
em aliquotas de 55 uL, as quais foram imediatamente congeladas em contato com gelo seco e
posteriormente armazenadas a -80 °C.

Outras bactérias quimiocompetentes utilizadas neste estudo foram adquiridas

comercialmente: MAX Efficiency™ DH5a Competent Cells (Invitrogen).

3.3. Desenho de oligonucleotideos para clonagens em vetores de expressdo e para reacdes

de gPCR

A fim de melhor analisar as proteinas hipotéticas selecionadas previamente pelas
técnicas de phage display e biopanning-BRASIL: LepA069, LepA962 e LepA388
(FERREIRA, 2015), novos oligonucleotideos foram desenhados para a clonagem e expressao
de suas sequéncias codificadoras. Para cada proteina, foi clonada a porcéo referente a sequéncia
apresentada pelo fago (identificadas com sufixo “_Phg”), além de outras sequéncias (detalhadas
no item 4. RESULTADOS). Os vetores de expressdo escolhidos (pAE, pAZ e pSUMOuip1)
possuem um promotor derivado do fago T7 e produzem fenétipos de resisténcia a ampicilina
(pPAE e pAZ) ou ao cloranfenicol (pSUMOuip1) nas bactérias eficientemente transformadas por
estes vetores. As construcfes nestes vetores promovem a adicdo de uma sequéncia de seis
histidinas a por¢do N-terminal (pAE e pAZ) ou a porc¢ao C-terminal (pSUMOuip1) das proteinas
recombinantes, possibilitando sua purificacdo por meio da cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC), ap0s a sua expressao induzida em bactérias. O vetor pAZ é
derivado do vetor pAE e, além da etiqueta de histidinas, o vetor possibilita a fusdo de proteinas

recombinantes a EGFP (BUTERA et al., 2005) (Figuras S1 a S3).
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Adicionalmente, pares de oligonucleotideos também foram desenhados para a
realizacdo de reagcdes em cadeia da polimerase quantitativas utilizando transcriptase reversa

(RT-gPCR), a fim de avaliar a expressdo génica das proteinas hipotéticas (ver item 3.4).

3.4. Avaliacdo da expressdo génica das proteinas hipotéticas por RT-qgPCR

A expressao dos genes que expressam as proteinas hipotéticas LepA069 e LepA388 foi
avaliada em amostras de figado de camundongos pertencentes a linhagem C3H/HeJ apds trés
dias de infeccéo por bactérias virulentas de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz
L1-130. Previamente, as amostras de figado foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido apds coleta dos animais e armazenadas a -80 °C até a extracdo do RNA total, utilizando
0 reagente Trizol (Invitrogen). Posteriormente, os RNAs foram tratados com a enzima DNase
(Fermentas) a 37 °C por 30 min, seguida pela reacéo de transcrigéo reversa utilizando a enzima
SuperScript I (Invitrogen) para a obtencdo de cDNAs. Como controle negativo, a mesma cepa
de L. interrogans cultivada por 5 dias em meio EMJH a 30 °C teve seu RNA extraido,
purificado e retrotranscrito em cDNA. As amostras de cDNA foram mantidas a -80 °C até seu
uso nas reacdes de gPCR, compostas pelo reagente SYBR® Green Master Mix diluido 1X,
cDNA (2 ng do controle extraido de L. interrogans em cultura, ou 96 ng das amostras extraidas
de figado) e 0,42 uM de cada oligonucleotideo especifico senso (forward) e antisenso (reverse)
(Tabela S1), referentes aos genes que expressam as proteinas hipotéticas LepA069 e LepA388,
além da proteina LipL32 e do rRNA 16S como controles. As rea¢des de gPCR foram realizadas
em triplicata no equipamento Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems), utilizando as seguintes etapas de reacdo: etapa 1 de 50 °C/20 min, etapa 2 de 95
°C/10 min, etapa 3 com 40 ciclos de 95 °C/15 s — 60 °C/1 min — 72 °C/1 min, e etapa 4 para
andlise das curvas de dissocia¢do com 95 °C/15 s — 60 °C/15 s. ApGs o término das reagdes e

extracdo dos dados, os niveis de expressao dos genes selecionados foram analisados a partir dos
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valores de limiar de ciclo (Cr, ou cycle threshold), comparados aos valores de Ct obtidos com
0 gene de expressdo basal 16S e utilizando o método delta-delta expresso na equagdo 244C+

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001).

3.5. Analises in silico das proteinas hipotéticas

As proteinas hipotéticas LepA069, LepA962 e LepA388 também tiveram suas
sequéncias aminoacidicas analisadas por programas de predicdo de dominios e estruturas
tridimensionais (Tabela 1), com o objetivo de melhor guiar os desenhos de novas proteinas
recombinantes para posteriores analises funcionais, ou para comparar os modelos encontrados
com os resultados j& obtidos. As sequéncias das proteinas recombinantes desenhadas a partir

dos modelos gerados foram clonadas de acordo com o item 3.6.

Tabela 1
Ferramentas de predicao e analise de dominios e estruturas tridimensionais utilizadas.

Ferramenta Website Referéncias

SWISS-MODEL swissmodel.expasy.org (GUEX et al., 2009;
BERTONI et al., 2017,
BIENERT et al., 2017,
WATERHOUSE et al., 2018;
STUDER et al., 2020)

I-TASSER zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER (ROY; KUCUKURAL;
ZHANG, 2010; YANG et al.,
2015; YANG; ZHANG,

2015)
Phyre2 sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2 (KELLEY et al., 2015)
ThreaDom zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ThreaDom (XUE et al., 2013)
HHpred toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred (HILDEBRAND et al., 2009;
ZIMMERMANN et al., 2018)
PyMol pymol.org/2 (DELANO, 2002)
UCSF Chimera www.cgl.ucsf.edu/chimera (PETTERSEN et al., 2004)

Robetta robetta.bakerlab.org (BAEK et al., 2021)
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3.6. Clonagem e subclonagem das sequéncias selecionadas aos vetores de expressao

Sequéncias selecionadas de cada proteina foram amplificadas por PCR convencional,
utilizando um par de oligonucleotideos especificos (Tabela S2), um vetor recombinante
contendo a sequéncia completa de cada proteina anteriormente clonada e verificada por
sequenciamento de DNA (pAE-LepA962F e pAE-LepA388F; FERREIRA, 2015), e seguindo
0s protocolos das enzimas Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific),
Platinum™ Taq DNA Polymerase High Fidelity ou do kit Platinum™ PCR SuperMix High
Fidelity (Invitrogen). Cada produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose
(ver item 3.14.1) e posteriormente extraido do gel, segundo os protocolos dos Kits QIAquick
Gel Extraction Spin Protocol (QIAGEN), illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band (GE
Healthcare) ou Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Devido a reagdo com
a polimerase de DNA Phusion gerar extremidades cegas nas amplificagfes, os produtos
amplificados por esta enzima foram também submetidos a uma reacdo de adenilagdo com a
enzima Tag DNA Polymerase recombinante (Invitrogen e Thermo Scientific) e 0,2 mM de
dATP, a 72°C por 20 min.

Os produtos amplificados, purificados e tratados foram entdo utilizados para ligacao ao
vetor PGEM®-T Easy (Promega), com relacdo molar vetor:inserto de 1:3 e segundo o protocolo
do fabricante. As amostras ligadas foram adicionadas a aliquotas de bactérias E. coli DH10B
eletrocompetentes para a transformacdo por eletroporacdo a 2,5 kV (configuracdo pré-
programada no eletroporador MicroPulser - Bio-Rad), seguida pela recuperacdo das amostras
pulsadas em meio SOC (2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10
mM MgClz, 10 mM MgSO4 e 20 mM glicose), a 37 °C e sob agitacdo de 180-200 rpm por 45-
60 min. Bactérias E. coli DH5a quimiocompetentes adquiridas comercialmente (MAX

Efficiency™ DH50. Competent Cells; Invitrogen) também foram utilizadas para a
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transformagcdo com as amostras ligadas ao vetor pGEM®-T, seguindo o protocolo de
transformac&o por choque térmico recomendado pelo fabricante.

As bactérias transformadas foram adicionadas a placas LB-agar contendo 100 pg/mL
de ampicilina (resisténcia presente no vetor pPGEM®-T), 40 pg/mL de X-gal e 0,1 mM de IPTG,
as quais foram incubadas a 37 °C por aproximadamente 16 h. Col6nias brancas representam
ligacbes bem sucedidas devido a quebra do gene LacZ (presente no vetor pGEM®-T),
impossibilitando a expressdo do gene codificador da [3-galactosidase e a geracdo da coloragédo
azul, caracteristica de coldnias negativas (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Algumas col6nias
brancas foram entdo selecionadas para amplificacdo em meio LB acrescido de ampicilina,
sendo também adicionadas a reacGes de PCR para verificacdo da insercdo dos fragmentos no
vetor, seguindo o protocolo de enzimas Tag DNA Polymerase recombinantes (Invitrogen e
Thermo Scientific) e com a adi¢do do par de oligonucleotideos especifico para cada sequéncia
clonada (Tabela S2). As amostras positivas foram confirmadas pela anélise de eletroforese em
gel de agarose e os cultivos correspondentes foram submetidos a extracao e purificacdo dos
vetores recombinantes, de acordo com os protocolos dos kits QIAprep Spin Miniprep
(QIAGEN) ou Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). A fim de
confirmar a integridade das sequéncias amplificadas e clonadas, as amostras purificadas
também foram analisadas por sequenciamento de DNA pelo sequenciador ABI 3500 Genetic
Analyser (Applied Biosystems), além de reacdes de digestdo combinadas com enzimas de
restricdo e analise em gel de agarose.

Os vetores de expressdo pAE, pAZ e pSUMOuip: também foram amplificados e
purificados de acordo com os protocolos dos kits QIAfilter Plasmid Purification Maxi
(QIAGEN) e Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). De forma

semelhante as sequéncias clonadas, a integridade dos vetores foi avaliada através de reacdes de
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digestdo com enzimas de restricdo, e posterior analise das amostras digeridas por eletroforese
em gel de agarose.

A partir da analise dos vetores de expressdo e das construgdes em pGEM®-T, 0s
melhores clones foram escolhidos e submetidos a digestdo dupla com duas das seguintes
enzimas de restricdo: Xhol, BamHI, Kpnl e Hindlll, de acordo com os sitios de restrigdo
clonados (Tabela S2). Apo6s a digestdo, os fragmentos resultantes foram separados por
eletroforese em gel de agarose e as bandas correspondentes foram excisadas para a extragéo e
purificagdo do gel, como descrito acima neste item.

As novas reagdes de ligacdo foram realizadas com os fragmentos e vetores digeridos na
relacdo molar vetor:inserto de 1:3, utilizando o protocolo da enzima T4 DNA ligase (Thermo
Scientific). As amostras resultantes foram usadas para transformacdo de bactérias E. coli
DH10B eletrocompetentes ou bactérias E. coli DH50 quimiocompetentes e as colbnias
resultantes foram avaliadas por PCR. Como descrito acima neste item, os clones positivos
foram cultivados para sua amplificacdo em meio LB com antibidtico adequado e posterior
purificacdo de seus vetores recombinantes, os quais foram avaliados por sequenciamento de

DNA e digestbes com enzimas de restricao.

3.7. Producdo das proteinas recombinantes em diferentes cepas de bactérias E. coli

Apds a avaliacdo de cada construcdo nos vetores de expressdo escolhidos, a producéo
das proteinas recombinantes foi inicialmente testada em pequena escala, utilizando diferentes
cepas de bactérias E. coli a fim de obter as melhores condicGes para altos niveis de rendimento
das proteinas, mantendo o dobramento correto das estruturas e, consequentemente, sua
solubilidade dentro das células bacterianas antes de sua extracdo e purificagdo. As seguintes
cepas bacterianas quimiocompetentes foram utilizadas para este fim: BL21 (DE3), BL21 Star

(DE3) pLysS, BL21-SI, BL21 C43 (DE3), Origami (DE3) e ArcticExpress (DE3).
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Cada construgdo em pAE, pAZ ou pPSUMOup: foi adicionada a uma aliquota das células
competentes e, em seguida, as amostras foram incubadas em gelo durante 30 min, passando por
um choque térmico a 42 °C por 2 min e uma nova incubagdo em gelo por mais 5 min. Para a
recuperacdo das bactérias apds a transformacédo, foram adicionados 350 pL de meio LBON
(BL21-SI) ou LB (restante das cepas citadas acima) e as amostras foram incubadas a 30 °C
(BL21-SI) ou 37 °C (restante das cepas), sob agitacdo (180-200 rpm) durante 45-60 min.
Aliquotas de cada cultivo resultante foram adicionadas a placas de LBON-4gar (BL21-SI) ou
LB-agar (restante das cepas), contendo os antibidticos adequados de acordo com a cepa
bacteriana utilizada e o vetor de expressao (Tabela 2), as quais foram incubadas a 30 °C (BL21-

Sl) ou 37 °C (restante das cepas) durante aproximadamente 16 h.

Tabela 2

Cepas bacterianas utilizadas e condicGes de cultivo correspondentes para amplificacdo dos vetores e
producdo das proteinas recombinantes.

Indutor para expressao de

Cepa de E. coli Antibidtico(s) para cultivo proteinas recombinantes

Cloranfenicol (30 pg/mL
BL21 Star (DE3) pLysS o (30 ug/mL) . 05-1mMIPTG
+ resisténcia do vetor de expresséo

Apenas a resisténcia do vetor de

BL21-SI < 200-300 mM NaCl
expressdo
BL21 C43 (DE3) ApenasNa resisténcia do vetor de 1 mM IPTG
expressdo
L Tetraciclina (12,5 pg/mL
Origami (DE3) (12,5 pg/mL) 1 mM IPTG

+ resisténcia do vetor de expressao

Gentamicina (20 pg/mL)

ArcticExpress (DE3) Estreptomicina (75 pg/mL) 0,05-0,5 mM IPTG
+ resisténcia do vetor de expressao

A partir das transformacdes em cada cepa hospedeira, algumas coldnias foram
selecionadas e adicionadas a 5-10 mL de meio de cultura (LBON ou LB) acrescidos dos

antibidticos adequados para incubacdo a 30 °C ou 37 °C, sob agitacdo (180-200 rpm) por
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aproximadamente 16 h. Os pré-indculos resultantes foram entdo adicionados na proporgdo 1:20
a 10-20 mL de novo meio de cultura (LBON ou LB) acrescidos dos antibiéticos adequados,
seguido por incubagdo a 30 °C ou 37 °C sob agitacdo, até ser atingida uma DOsoonm de 0,6-0,8.
Estoques em glicerol dos pré-inéculos também foram preparados, reunindo uma aliquota de
cada pré-in6culo a um volume equivalente de solucdo de glicerol 50% esterilizada, e as
amostras foram imediatamente armazenadas a -80 °C para conservacdo das células
transformadas. Apos ser atingida a DOsoonm ideal, a expresséo das proteinas recombinantes foi
induzida com a adi¢do de NaCl ou IPTG, de acordo com a cepa hospedeira (Tabela 2), seguida
por incubacdo a 30 °C ou 37 °C sob agitagdo por mais 3-4 h. As bactérias ArcticExpress (DE3)
possuem chaperoninas com atividades maximas a baixas temperaturas (FERRER et al., 2003)
e, portanto, os cultivos com esta cepa foram resfriados antes da indugdo com IPTG, sendo entéo
incubados a 10-12 °C, 180 rpm, durante 18 h, 21 h ou 24 h. Amostras de 1 mL de todos os
cultivos foram coletadas e centrifugadas (16.500 x g, 4 °C, 5 min) antes da adi¢do do indutor e
apos as incubacbes finais, e o restante dos cultivos também foi coletado por centrifugacédo
(3.500 x g, 4 °C, 20 min) para posterior avaliacdo do rendimento e solubilidade das proteinas
recombinantes.

Os precipitados celulares resultantes das amostras de cultivo antes e ap6s indugcdo em
cada cepa bacteriana foram homogeneizados diretamente em 100-150 pL de tampdo de amostra
para analise em SDS-PAGE (composicdo do tampao detalhada no item 3.14.2). Em paralelo,
o0s precipitados celulares de maior volume referentes ao restante dos cultivos induzidos foram
homogeneizados em 600 puL do tampao de lise (50 mM Tris-HCI, 50mM NaCl, 5 mM EDTA
e 1 mg/mL de lisozima; pH maior ou menor do que uma unidade do pl predito para cada
proteina recombinante [ver item 3.8]), encaminhados para sonicac¢do (30-60 s com pulsos de
1,0 s, com intervalos de 1,0 s e 20% de amplitude) e, em seguida, as amostras lisadas foram

centrifugadas (16100 x g por 5 min a 4 °C). Os sobrenadantes resultantes foram transferidos
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para novos tubos, enquanto que os precipitados foram homogeneizados em 200 pL de solucdo
contendo tampdo 8 M de ureia (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl e 8 M de ureia; pH ajustado
como na solucgdo acima), e posteriormente aliquotas foram preparadas com tampédo de amostra
para analise em SDS-PAGE. Os sobrenadantes foram ainda precipitados com a adicdo de
acetona na proporcdo 1:2, seguida por incubacdo a -20 °C por pelo menos 1 h, novamente
centrifugados (16100 x g por 10 min a 4 °C) e, ap0s descarte dos novos sobrenadantes, 0s
precipitados finais foram homogeneizados em 50-200 pL de tampédo de amostra para anélise

em SDS-PAGE.

3.7.1. Produgéo de proteinas recombinantes em maior volume

Ap0s a andlise da producdo das proteinas recombinantes nas diferentes cepas de E. coli
testadas, os clones que obtiveram maior rendimento foram selecionados para amplificagdo em
maiores volumes como detalhado a seguir, a partir dos estoques em glicerol previamente
preparados. Os clones escolhidos possuiam construcdes a partir dos vetores pAE ou pAZ.

A maioria das proteinas recombinantes foram obtidas a partir da expressdo induzida de
suas sequéncias codificadoras em bactérias BL21-SI, incluindo LepA962_ Nt e LepA962_ Phg
provenientes da lipoproteina hipotética LepA962, além das proteinas LepA388 LecB,
LepA388 Phg, LepA388 D1, LepA388 Cards e LepA388 Ct provenientes da proteina
hipotética LepA388. O volume total de meio de cultura LBON utilizado para as expressdes
variou de 250 mL (derivadas de LepA388) a 1 L (derivadas de LepA962), aos quais foram
adicionados os pré-inoculos na propor¢do de 1:20 a 1:40. Apos ser atingida uma DOgsoonm de
0,6-0,8, foi adicionado NaCl equivalente a 200-300 mM aos cultivos para a indugéo da
expressdo das proteinas a 25-30 °C, com agitacdo de 200 rpm durante 4h. Ao final das

incubacdes, os cultivos foram distribuidos em tubos estéreis e centrifugados (3.200 x g por 20
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min a 4 °C) para a coleta dos precipitados celulares, os quais foram mantidos a -20 °C ou -80
°C até serem processados para a purificacdo das proteinas recombinantes.

De forma semelhante & descrita acima, algumas proteinas recombinantes tiveram a sua
expressdo induzida com IPTG em bactérias BL21 Star (DE3) pLysS ou ArcticExpress (DE3).
As proteinas recombinantes LepA402F, LepA271F e LepA388F (FERREIRA, 2015) foram
produzidas em 250 mL de cultivo de bactérias BL21 Star (DE3) pLysS induzidas com 1 mM
de IPTG e incubadas a 28 °C, com agitacdo de 200 rpm durante 4h. Adicionalmente, a proteina
recombinante LepA388F também foi obtida em 2 L de cultivo nas mesmas condic¢des. Por outro
lado, as proteinas recombinantes EGFP e a fusdo EGFP-LepA388_Cards obtiveram melhor
rendimento em bactérias ArcticExpress (DE3), sendo possivel avaliar sua fluorescéncia
precocemente nos precipitados celulares durante os testes iniciais de producdo das proteinas
recombinantes descritos no item 3.7. A inducdo de cada proteina recombinante foi realizada em
1 L de cultivo de bactérias ArcticExpress (DE3) induzidas com 0,05 mM de IPTG e incubadas
a 12 °C, com agitacdo de 120 rpm durante 27h. Ao término das incubacdes dos cultivos tanto
em BL21 Star (DE3) pLysS quanto em ArcticExpress (DE3), os precipitados celulares de cada

proteina recombinante foram coletados e congelados como descrito no paragrafo anterior.

3.8. Isolamento das proteinas recombinantes produzidas em bactérias

O isolamento das proteinas recombinantes produzidas envolveu as etapas de extracao
ou lise celular, purificacdo e, em alguns casos, dialise para posteriores analises funcionais.
Antes do processamento das células bacterianas, foi preparado um tampéo base com pH maior
ou menor do que uma unidade do pl predito para cada proteina, acrescido de alguns reagentes

necessarios para cada etapa e detalhados ao longo do texto (Tabela 3).
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Relacdo da massa molecular e do ponto isoelétrico (pl) preditos para cada proteina recombinante,
segundo a ferramenta ProtParam (Expasy — SIB), e composicéo dos tampdes base utilizados para

Tabela 3

seu isolamento a partir das células bacterianas.

Gene/Proteina
de origem

LepA962

Proteina
recombinante

LepA962 Nt

LepA962 Phg

Parametros preditos
(massa molecular e pl)

23,4 kDa; pl = 6,43

15,2 kDa; pl = 5,46

Tampdes base

50 mM Tris + 500 mM NaCl +

5 mM imidazol, pH 7,8

50 mM Tris + 500 mM NaCl +

5 mM imidazol, pH 7,5

LepA388

LepA388 Blec

LepA388_Phg

LepA388_D1

LepA388_ Cards

LepA388_Ct

EGFP-
LepA388_Cards
(vetor pAZ)

LepA388F

14,8 kDa; pl = 7,75

10,7 kDa; pl = 6,41

31,5 kDa; pl = 6,54

35,4 kDa; pl = 7,64

23,7 kDa; pl = 9,05

62,5 kDa; pl = 6,26

69,7 kDa; pl = 8,44

20 mM Fosfato de sddio
+ 500 mM NaCl, pH 6,5

20 mM Fosfato de sodio
+ 500 mM NacCl, pH 8,0

20 mM Fosfato de sodio
+ 500 mM NacCl, pH 8,0

20 mM Fosfato de sodio
+ 500 mM NacCl, pH 6,5

20 mM Fosfato de sodio
+ 500 mM NacCl, pH 6,5

20 mM Fosfato de sodio +
500 MM NaCl + 5 mM
imidazol, pH 6,5

20 mM Fosfato de sédio
+ 500 mM NaCl, pH 6,5

LepA271

LepA402

LepA271F

LepA402F

70,3 kDa; pl = 6,96

70,2 kDa; pl = 8,84

20 mM Fosfato de sédio
+ 500 mM NacCl, pH 8,0

20 mM Fosfato de sédio
+ 500 mM NaCl, pH 6,5

3.8.1. Extracdo das proteinas recombinantes das células bacterianas (lise celular)

Inicialmente, a extracdo das proteinas recombinantes foi realizada pela homogeneizacéo
dos precipitados celulares correspondentes a cada cultivo bacteriano com tampéo de lise
composto pelo tampao base previamente resfriado e acrescido do inibidor de serino protease
PMSF (concentracdo final de 1 mM); em alguns casos também foi adicionado um coquetel

inibidor de protease comercial na proporc¢do 1:1.000 (Sigma-Aldrich). Apos a homogeneizagdo
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completa, as células bacterianas foram submetidas a 4-5 ciclos de lise mecénica sob presséo de
1000-1300 bar (Lab Homogeneizer PandaPLUS 2000, GEA), sendo incubadas em gelo ao final
de cada ciclo para evitar o aquecimento excessivo das amostras. As células lisadas foram em
seguida centrifugadas a 7.800 x g por 25-35 min a 4 °C, e 0s sobrenadantes e precipitados
resultantes foram processados de acordo com a localizacdo subcelular das proteinas
recombinantes.

Os sobrenadantes contendo as proteinas recombinantes produzidas na regido
citoplasmatica das bactérias foram imediatamente clarificados em filtro 0,45 um ou 0,22 um e
encaminhados para a purificacdo, a fim de evitar a degradacdo das proteinas. J& os precipitados
contendo as proteinas recombinantes em corpusculos de inclusao foram submetidos a uma série
de lavagens, a fim de isolar os corpusculos de outros contaminantes celulares e solubilizar as
proteinas para posterior purificagdo e renaturacdo (SINGH et al., 2015). Para o isolamento dos
corpusculos, os mesmos foram homogeneizados em tampéo base contendo 2% de Triton X-
100, seguida por centrifugacdo (7.800 x g por 20 min a 4 °C). Os precipitados contendo 0s
corpusculos isolados foram entdo homogeneizados, incubados (de 1 h a ~16 h) e novamente
centrifugados em uma sequéncia de tampdes base contendo concentracdes crescentes de ureia
(tampdes de solubilizacdo com 2 M, 4 M ou 8 M ureia). A cada etapa foram coletadas amostras
para avaliar a solubilizacdo das proteinas recombinantes de interesse por SDS-PAGE; em
alguns casos, os precipitados finais foram ainda homogeneizados em tampé&o base contendo 6
M de guanidina-HCl e/ou 1 mM de -mercaptoetanol, a fim de garantir a completa solubilizac&o
das proteinas recombinantes.

Ap0s a avaliagdo das amostras onde se encontravam a maior porcao solubilizada de cada
proteina recombinante, as mesmas foram clarificadas em filtro 0,45 um ou 0,22 um e

encaminhadas para a purificagéo.
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3.8.2. Purificagdo das proteinas recombinantes (IMAC e outras técnicas)

A etapa de purificagio foi realizada em sistemas de cromatografia AKTA (AKTAprime
plus ou AKTA Pure, GE Healthcare/Cytiva) e envolveu principalmente a técnica de
cromatografia de afinidade do tipo IMAC com colunas pré-empacotadas HisTrap HP (GE
Healthcare/Cytiva), compostas pela resina Ni Sepharose High Performance (resina em pérolas
pequenas de 34 um), ja associadas a ions de niquel. Os tampGes de ligagdo utilizados para as
purificacGes possuiam a mesma composicdo das solugdes onde as proteinas recombinantes se
encontravam solubilizadas, enquanto que os tampdes de eluicdo eram acrescidos de 500 mM
de imidazol; adicionalmente, em algumas purifica¢fes foi utilizado um tampéo de lavagem
contendo 40-50 mM imidazol, para ser usado antes da eluicdo das proteinas de interesse. A
coleta das proteinas recombinantes purificadas foi baseada nos picos de absorbancia de luz UV
a 280 nm expressa em mAu (miliunidades arbitrarias), durante a analise em tempo real dos
cromatogramas; a eluicdo da maioria das proteinas recombinantes ocorreu na faixa de
concentracdo entre 100 mM e 200 mM de imidazol.

Apbs ser purificada por IMAC, a proteina recombinante LepA962_ Nt foi submetida a
duas técnicas de purificacdo adicionais: troca anidnica e interacdo hidrofobica. Antes da troca
anidnica, a amostra em tampao inicial composto por: 50 mM Tris, 0,5 M NaCl, 4 M ureia e
aproximadamente 250 mM imidazol (pH 8,0) foi dialisada em tamp&o 20 mM Tris e 4 M ureia
(pH 8,0) para a retirada do NaCl (concentracdo final de aproximadamente 0,3 mM), sendo
posteriormente aplicada a uma coluna preparada manualmente com resina Q Sepharose Fast
Flow (GE Healthcare/Cytiva) no sistema de cromatografia AKTAprime plus (GE
Healthcare/Cytiva). A concentragéo crescente e em gradiente de NaCl resultou na elui¢do da
proteina a partir de 50 mM de NaCl, atingindo o pico de absorbancia da luz UV a 280 nm com
100 mM de NaCl. Em seguida, as amostras purificadas foram analisadas por SDS-PAGE, e

optou-se por realizar a purificagéo por interacdo hidrofobica, desta vez utilizando o método in
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batch. Uma amostra proveniente da purificagdo por troca anidnica com aproximadamente 200
mM de NaCl foi adicionada a 8 tubos contendo a resina Phenyl Sepharose 6 Fast Flow High
Sub (GE Healthcare/Cytiva) e concentracdes variadas de NaCl 25M-2M-15M-1M -
0,75M-0,5M - 0,25 M - 0 M). Ap6s homogeneizagdo e incubagdo sob agitacdo durante 1 h,
as amostras foram centrifugadas (16.500 x g, 1 min) e os sobrenadantes resultantes foram

analisados por SDS-PAGE.

3.8.3. Dialise das proteinas recombinantes de LepA962 purificadas

As proteinas recombinantes LepA962 Phg e LepA962 Nt purificadas em tampao
contendo 4 M ureia (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 4 M ureia) foram submetidas a
renaturacdo através de dialise gradual, a fim de diminuir gradualmente a concentracao de ureia
nas amostras e evitar possiveis precipitacdes. A concentracdo inicial de cada proteina foi
determinada por ensaio colorimétrico baseado no método Bradford (BRADFORD, 1976),
utilizando o reagente Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) e seguindo o protocolo
do fabricante. Em seguida, diluicGes de aproximadamente 400 pug/mL e 200 pg/mL foram
preparadas em 5 mL para cada proteina, as quais foram centrifugadas (7.800 x g por 15 min a
4 °C) e os sobrenadantes resultantes foram posteriormente acondicionados em sacos de dialise
SnakeSkin™ Dialysis Tubing (Thermo Scientific) com corte molecular de 3,5 kDa (para
LepA962_Phg) ou 10 kDa (para LepA962_Nt).

A primeira dialise (4 M ureia — 3 M ureia) foi realizada em 900 mL de tampéo de
dialise (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl e 50 mM Glicina, pH 8,0) contendo 3 M de ureia, sob
agitacdo a 4 °C. Apos aproximadamente 15 h de incubac&o, o tampdo para a segunda dilise (3
M ureia — 2 M ureia) foi preparado a partir do tampao resultante da primeira dialise diluido
em novo tampdo de dialise sem ureia, e as amostras foram incubadas a 4 °C sob agitacao durante

aproximadamente 8 h. O mesmo procedimento foi realizado para a terceira e quarta dialises (2
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M ureia — 1 M ureia; 1 M ureia — 0,5 M ureia), enquanto que as duas Ultimas dialises (0,5 M
ureia — 12,2 mM ureia; 12,2 mM ureia — 0,3 mM ureia) foram realizadas diretamente em 800
mL de tampédo de dialise contendo 10% de glicerol cada. As incubacBes em cada dialise
variaram entre 8 h a 24 h de durac&o e, a partir do final da terceira dialise (2 M ureia —» 1 M
ureia), as amostras foram coletadas e centrifugadas para a retirada de possiveis precipitados, e
cada sobrenadante resultante foi novamente acondicionado em novos sacos de dialise com os
mesmos cortes moleculares descritos acima para as diélises seguintes. Ao final da sexta e Gltima
didlise, as amostras foram coletadas e novamente centrifugadas para separacdo de possiveis
precipitados. As amostras de precipitado ap6s cada centrifugacdo foram homogeneizadas em
tampdo contendo 4 M ureia, enquanto que os sobrenadantes finais foram filtrados a 0,22 pum;
todas as amostras foram quantificadas por ensaio colorimétrico baseado no método Bradford e
também analisadas por SDS-PAGE.

Devido ao baixo rendimento final da proteina recombinante LepA962_Phg e posterior
degradacdo durante seu armazenamento a 4 °C, duas novas dilui¢cbes foram preparadas com
aproximadamente 300 pg/mL (5 mL) e 500 pg/mL (2 mL) a partir de amostras purificadas em
4 M de ureia. Antes da primeira dialise e ap0s cada dialise, as amostras foram centrifugadas e
acondicionadas em sacos de dialise SnakeSkin™ Dialysis Tubing (Thermo Scientific) com corte
molecular de 3,5 kDa. A composicado e preparacao dos tampdes de dialise foram realizadas de
forma semelhante a descrita anteriormente. As quatro primeiras dialises (4 M — 3 M ureia; 3
M — 2 M ureia; 2 M — 1 M ureia; 1 M — 0,5 M ureia) foram realizadas em 800 mL de tampéo
de dialise, sendo reaproveitada parte do tampéo da dialise anterior. A partir da quinta dialise
(0,5M — 0,1 M ureia), os tampdes passaram a conter 10% de glicerol em 650 mL cada e, ao
final das sete dialises com incubaces entre 4 h e 18 h de duracgdo, as amostras apresentavam
concentragdo de ureia a 0,013 mM. Como descrito acima, 0s sobrenadantes finais foram

filtrados a 0,22 um e todas as amostras de precipitado apos cada centrifugacdo foram
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homogeneizadas em tamp&o contendo 4 M ureia para posterior quantificacdo por ensaio
colorimétrico baseado no método Bradford e anélise por SDS-PAGE. As amostras filtradas

foram entdo armazenadas a -20 °C para evitar a degradacdo da proteina.

3.9. Analise de amostras da proteina recombinante LepA962_Nt por espectrometria de

massas

Andlises da proteina LepA962_ Nt por SDS-PAGE ap6s as purificacbes por IMAC,
troca anibnica e interacdo hidrofdbica revelaram a presenca de duas bandas de tamanho muito
préximo: uma menor e mais intensa com aproximadamente 23,4 kDa, tamanho mais proximo
ao tamanho predito para a proteina, e uma maior e menos intensa, com pouco mais de 30 kDa.
A fim de analisa-las separadamente por espectrometria de massas, cada banda foi excisada do
SDS-PAGE ja corado com Coomassie Blue e enviada ao Laboratdrio de Toxinologia Aplicada,
localizado no Centro de Toxinas, Resposta Imune e Sinalizacdo Celular (CeTICS) do Instituto
Butantan, sob os cuidados da Dra. Solange Maria de Toledo Serrano. Apés tratamento com
tripsina, as amostras foram submetidas a ionizacdo por electrospray (ESI) e analisadas por
espectrometria de massas em tandem, utilizando os analisadores de massas por quadrupolo e
por tempo de voo (QUAD-TOF). Os ions resultantes foram entdo comparados ao banco de
dados de Leptospira interrogans para identificacdo de alvos significativos e determinacdo da

proteina de origem de cada amostra.

3.10. Avaliacdo da estrutura secundaria de proteinas recombinantes por dicroismo

circular

A técnica de dicroismo circular foi utilizada para avaliar as proteinas recombinantes
LepA962_Phg e LepA962 Nt e estimar a propor¢cdo de suas estruturas secundarias

(GREENFIELD, 2006). Amostras das proteinas purificadas e sem ureia foram novamente
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submetidas a dialise em tampdo 10 mM de fosfato de potassio realizada em dois ciclos de
incubacdo sob agitacdo a 4 °C, para a remogdo do excesso dos sais de sodio. Em seguida, as
amostras dialisadas foram adicionadas a cubetas com caminho éptico de 0,1 cm e analisadas a
25 °C no espectropolarimetro Jasco J-810. Os espectros resultantes foram gerados a partir de
dez leituras da polarizagdo de luz medida no intervalo de 188 a 260 nm, com incrementos de
0,1 nm. Posteriormente, os dados em milligraus coletados para cada proteina foram convertidos
em valores de elipticidade molar (ERRINGTON et al, 2006), considerando o tamanho das
proteinas em Da, a concentra¢cdo em mg/mL o nimero de aminoécidos e o caminho éptico da
cubeta utilizada. Adicionalmente, as curvas obtidas foram interpretadas usando o algoritmo
CDSSTR disponivel no servidor Dichroweb (SREERAMA; WOODY, 2000; WHITMORE;
WALLACE, 2004, 2008), a fim de revelar a proporcdo das principais estruturas secundarias

em cada proteina analisada.

3.11. Producéo de antissoros em camundongos a partir de proteinas recombinantes

A fim de obter 0s antissoros das proteinas recombinantes LepA962_Phg e LepA962_Nt,
seis camundongos BALB/c fémeas com 5 a 7 semanas de idade foram imunizados pela via
intraperitoneal com uma solucdo contendo 10 pg de uma das proteinas recombinantes diluida
em salina estéril e na presenca de hidréxido de aluminio como adjuvante (100 pg de Al**/dose).
O esquema de imunizacgdo incluiu mais trés doses das mesmas preparacdes, as quais foram
administradas em intervalos de uma semana (Figura 3). Amostras de sangue foram coletadas
via plexo retro orbital nos animais previamente anestesiados com uma solucéo anestésica de
uso oftalmico (cloridrato de proximetacaina); as sangrias foram realizadas antes da primeira
dose (soros pré-imunes) e apds completar uma semana da terceira e da quarta doses (Figura 3).
Apbs cada coleta, as amostras de sangue foram incubadas a 37 °C durante 20-30 min, seguida

por incubacdo a 4 °C por 15-60 min, a fim de permitir a formag&o e a concentragdo de coagulo
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em cada amostra, respectivamente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 360 x g,
4 °C, 10 min. Os sobrenadantes resultantes provenientes dos mesmos grupos de imunizagao
foram reunidos em um Unico tubo (“pool” dos soros individuais) para nova centrifugacao, e 0s
sobrenadantes finais foram separados em aliquotas de 50 pL e armazenados a -20 °C. Os
antissoros foram posteriormente titulados por ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA (ver item

3.12.1), além da analise por Western Blotting.

A) Imunizacdo com LepA962 Nt

lﬂ 23 3a 4R
dose dose dose dose
| 7ais | 70ias | 700 | Sacrificio
I I 7 dias I 14 dias I
Coleta de Coletade Coletade Coleta de
sangue sangue sangue sangue
(pré-imune) (imune) (imune) (imune)

B) Imunizacio com LepA962 Phg

Doses com novo lote

de proteina dialisada
lﬂ 2:1 3:1 4{! ;:‘l 6:1 7{!
dose dose dose dose dose dose dose
| 7aiss | 70ias | 7aias | 7ais | 14 dias | 70is |
I I I 7 dias I 7 dias I
Coleta de Coleta de Coletade Coletade Coletade
sangue sangue sangue sangue sangue

(pré-imune) (imune) (imune) (imune) (imune)
Sacrificio
Titulo do antissoro muito abaixo do
esperado — avaliacdo da proteina
recombinante por SDS-PAGE —
degradacioda LepA962 Phg

Figura 3. Esquema das imunizag¢fes de camundongos com as proteinas recombinantes LepA962_Nt
(A) e LepA962_Phg (B) para obtencédo dos respectivos antissoros. Doses administradas em intervalos
de 7 ou 14 dias, com coletas de sangue antes das primeiras doses (soros pré-imunes) e ap6s 7, 14 e 21
dias das Gltimas doses (soros imunes). Em B, a observagdo de degradacgdo da proteina LepA962_Phg
ocorreu apos o primeiro antissoro imune (ap6s 32 dose) apresentar titulo muito abaixo do esperado,
seguida pela avaliacdo da proteina recombinante por SDS-PAGE. A partir disso, imunizagdes adicionais
foram realizadas com novo lote da mesma proteina dialisada. Todos os animais foram sacrificados no
final dos esquemas de imunizacéo, de acordo com o protocolo CEUAIB 3834060616.



58

A anélise dos antissoros e das proteinas recombinantes ao longo do esquema de
imunizacdo inicialmente planejado revelou um baixo titulo dos soros contra a proteina
LepA962_Phg, a qual sofreu degradagdo durante seu armazenamento a 4 °C, observada por
avaliacéo da proteina por SDS-PAGE. Por esta raz&o, 0 mesmo grupo de camundongos seguiu
no esquema de imunizagdo, sendo administradas mais trés doses de novas preparagOes
(preservando a mesma composicdo das primeiras doses, exceto pelo novo lote de proteina
recombinante), durante as quatro semanas seguintes (Figura 3B). Coletas de sangue foram
realizadas ap6s uma ou duas semanas das Ultimas doses para a obtengdo dos antissoros, como
descrito acima.

O uso dos animais nos experimentos descritos esta detalhado no protocolo de nimero
3834060616, aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan
(CEUAIB) (ANEXO A), respeitando os Principios Eticos para Experimentacdo Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal.

3.12. Ensaios imunoenzimaticos e de ligacdo in vitro baseados em ELISA
3.12.1. Titulacdo de antissoros

Os antissoros das proteinas recombinantes LepA962 Phg e LepA962 Nt foram
titulados com base em protocolos classicos de ELISA indireto (HORNBECK et al, 1991;
CROWTHER, 1995).

Placas de 96 pogos de alta ligacdo foram previamente sensibilizadas com 0,1 pg/pogo
(1 ng/mL) de cada proteina recombinante diluida em tampéo carbonato-bicarbonato pH 7,6 (50
mM de NaxCO3z e 50 mM de NaHCO3) e incubadas a 4 °C por 16-20 h. Posteriormente, as
placas foram lavadas trés vezes com 200 puL/pogo de solugdo PBS acrescida de 0,1% de Tween
20 (PBS-T) e, em seguida, os pogos foram blogueados com a adi¢éo de 100 pL/poco de solugéo

de PBS-T contendo 10% de leite em p6 desnatado, seguido por incubagdo a 37 °C por 1 h. As
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placas foram novamente lavadas e os antissoros foram adicionados e diluidos seriadamente em
100 pL/pogo com solugéo PBS-T contendo 1% de BSA, considerando as sequéncias de diluigéo
1:20 a1:20.480 e/ou 1:1.000 a 1:1.024.000 para cada amostra de soro. Apds incubacdo a 37 °C
por 1h30-2h, as placas foram novamente lavadas e incubadas com 100 pL/pogo de solugédo
contendo anticorpo anti-1gG de camundongo conjugado a peroxidase diluido 1:10.000 em PBS-
T contendo 1% de BSA, durante 1 h a 37 °C. Finalmente, as placas foram lavadas e reveladas
com 100 pL/pogo de tampdo citrato-fosfato pH 5,0 (100 mM de citrato de soédio e 300 mM
fosfato de s6dio monobasico) acrescido de 0,5 mg/mL de OPD e 0,015% de perdxido de
hidrogénio, sob protecdo da luz. As reagdes foram interrompidas ap6s 6 a 22 min com 50
pL/poco de solugéo 4 N de H.SOg e as placas foram posteriormente analisadas por leitura de
absorbancia a 492 nm em espectrofotdmetro.

Os titulos dos antissoros foram calculados a partir dos valores de absorbéncia,
subtraindo os valores obtidos nos pocos de controle (sem adic¢do de soro); as diluicbes com 0s

valores resultantes mais proximos a 0,1 foram definidos como o titulo de cada antissoro.

3.12.2. Ligacdo de proteinas recombinantes a componentes de matriz extracelular

A interacdo das proteinas recombinantes a macromoléculas presentes na matriz
extracelular (MEC) foi avaliada de acordo com protocolos baseados em ELISA previamente
publicados (BARBOSA et al., 2006; ATZINGEN et al., 2008). Placas de 96 pocos de alta
ligacdo foram sensibilizadas com 1 pg/pogo (100 puL/pogo) das seguintes proteinas de MEC e
outras macromoléculas diluidas em PBS: colageno tipo | de cauda de rato (Corning), laminina
e colageno tipo IV de membrana basal de sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarm,
fibronectina celular de fibroblastos humanos, fibronectina e fibrinogénio de plasma humano,
decorina de cartilagem articular bovina e BSA como controle negativo (Sigma-Aldrich). Apds

incubacdo das placas a 4 °C por aproximadamente 16 h, as placas foram lavadas trés vezes com
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200 pL/poco de PBS-T (PBS acrescido de 0,05% de Tween 20) e, em seguida, foram
bloqueadas com PBS com 3% de gelatina durante 2 h a 37 °C. As placas foram novamente
lavadas e 1 ug de cada proteina recombinante (LepA962_Phg e LepA962_Nt) foi adicionada
em 100 pL de PBS em triplicata. Utilizando as mesmas concentra¢cBes, uma proteina
recombinante do dominio C-terminal da proteina LigB (LigBC) e BSA também foram
adicionadas em triplicata como controles positivo e negativo, respectivamente. As placas foram
incubadas com as proteinas por 2 h a 37 °C, seguida por lavagem e adi¢do de antissoros
especificos a cada proteina recombinante: antissoros produzidos em camundongos (a partir de
LepA962_Phg ou LepA962_Nt) e hamsters (a partir de LigBC), na proporcao 1:5.000 em PBS
(100 pL/pogo), e incubagdo a 37 °C por 1 h. Apo6s nova lavagem, foram adicionados 100
pL/poco de anticorpo secundario anti-lgG de camundongo ou anti-lgG de hamster, ambos
conjugados a peroxidase e também diluidos 1:5.000 em PBS, seguida pela incubagdo a 37 °C
por 50 min. A etapa de revelacdo foi conduzida apds lavagem das placas para remocao do
excesso dos anticorpos secundarios, sendo posteriormente adicionados 100 pL/poco da mesma
solucdo de revelacdo descrita no item 3.12.1 (tampdo citrato-fosfato acrescido de OPD e
peréxido de hidrogénio). Apds incubacdo no escuro por 10 min a temperatura ambiente, as
reacoes foram interrompidas pela adigdo de 50 pL/pogo de 4 N H2SO4 e a absorbancia foi
imediatamente analisada a 492 nm em espectrofotémetro.

Para a determinacdo das curvas de ligacdo dependente de dose entre as proteinas
recombinantes LepA962 Phg e LepA962 Nt e as proteinas da MEC laminina, fibronectina
plasmatica, fibrinogénio e colageno tipo I, trés experimentos independentes foram realizados
seguindo 0 mesmo protocolo acima, utilizando concentragfes de proteina recombinante
variando de 0 a 1.000 nM em PBS. Os calculos dos coeficientes de dissociagdo (Kp) foram

determinados com auxilio do software GraphPad Prism.
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3.12.3. Ligacédo de proteinas recombinantes a células VERO e a MEC secretada

Além das proteinas da MEC, a interacdo das proteinas recombinantes LepA962_Phg e
LepA962_Nt também foi avaliada em cultura de celulas eucaridticas, assim como descrito na
literatura com algumas modificacbes (EVANGELISTA et al., 2014a).

Células epiteliais de rim VERO foram descongeladas e estabelecidas em cultura
utilizando frascos de 75 cm?. A partir de uma cultura confluente, as células foram tripsinizadas,
homogeneizadas e contadas para serem diluidas a 5 x 10° células/mL em meio de cultura
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos penicilina e
estreptomicina (100 unidades e 100 pg/mL, respectivamente - Sigma). Em uma microplaca
tratada para cultura de células (Corning), foram adicionados 100 pL/pogo das células diluidas
(5 x 10* células/pogo), a qual foi posteriormente incubada a 37 °C, sob atmosfera de 5% de
CO.. Alguns dos pogos na microplaca foram deixados vazios.

A fim de avaliar a ligacdo de proteinas recombinantes & ECM secretada por células
VERO, apo6s 24 h de incubacdo, metade dos pogos contendo as células foram lavados 1x com
PBS estéril (200 pL/pogo), sendo posteriormente adicionados 75 pL/poco de solu¢do 10 mM
EDTA estéril para incubacéo por 10 min a temperatura ambiente em um agitador de placas. Em
seguida, as células foram aspiradas e os po¢os foram observados ao microscépio invertido para
avaliar a remocdo completa das células; os mesmos pocos foram adicionalmente lavados 3x
com 200 pL/poco de tampao HBSC (25 mM de HEPES, pH 7,4; 150 mM de NaCl; 1 mM de
MnCl2; 1 mM de MgCl,; 250 mM de CaCl,). A outra metade dos pocos contendo as células
intactas e confluentes foi também lavada 1x com 200 uL/pogo de PBS estéril. Aos po¢os com
células, com a MEC secretada e vazios foram adicionadas duas concentracées (0,25 pM e 1
HUM) das proteinas recombinantes LepA962_Phg e LepA962 Nt em 100 pL/pogo de meio
DMEM suplementado com 1% de BSA, 25 mM de HEPES e inibidores de protease (1 mM de

benzamidina e 0,01 unidade de inibicdo de tripsina (TIU)/mL de inibidor de tripsina de soja),
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seguida por incubacdo durante 1 h e 15 min a 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO,. Também
foram adicionadas as mesmas concentragdes de uma porcdo recombinante da proteina A de
superficie pneumocdcica (PspA4Pro), como um controle negativo de proteina marcada com 6x-
His e produzida em bactérias BL21-SI (MORENO et al., 2010). Apos a incubacdo, as proteinas
néo ligadas foram lavadas com 200 pL/poco de tampédo HBSC e os pogos foram fixados com
solucdo de paraformaldeido a 3% em PBS durante 30 min & temperatura ambiente. Ap6s uma
etapa de lavagem com PBS (200 uL/poc¢o), os pocos foram bloqueados em solucéo de PBS com
3% de BSA (200 pL/pogo) durante 1 h a 37° C e 0 ensaio prosseguiu em um formato de ELISA
indireto como descrito no item 3.12.1, utilizando as mesmas concentragdes dos antissoros
especificos das proteinas recombinantes utilizadas (incluindo o anticorpo anti-PspA4Pro) e do
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase. Na etapa de revelacéo,
a placa foi incubada durante 30 min sob protecéo de luz, antes da parada da reacéo e leitura de

absorbancia a 492 nm em espectrofotometro.

3.12.4. Ligacdo dos antissoros das proteinas recombinantes na superficie de

leptospiras

A ligacdo dos antissoros das proteinas recombinantes LepA962 Phg, LepA962 Nt e
LepA388 _Phg a superficie de leptospiras foi avaliada por ensaio de ELISA sanduiche.
Microplacas de alta ligacdo foram revestidas com 100 pL/poco de um dos anticorpos de captura
diluidos 1:2.000 em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6 (ver item 3.12.1): soro produzido
em coelho contra extrato proteico de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130,
ou soro de coelho virgem (ou naive). As placas foram incubadas a 4 °C por aproximadamente
16 h, seguida por trés lavagens com 300 pL/poco de PBS-T (0,1% Tween 20) e etapa de
bloqueio com 200 pL/poco de PBS-T acrescido de 5% de BSA durante 1 h e 15 min a 37 °C.

Durante a incubacdo, células virulentas de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz
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L1-130 cultivadas em EMJH (ver item 3.1) foram coletadas por centrifugagéo (7.000 x g, 15
min, 25 °C), lavadas com PBS estéril e homogeneizadas em PBS a uma concentragéo de 108
células/mL. Ao término da incubac&o, as placas foram novamente lavadas e, em seguida, foram
adicionados 100 pL/pogo das leptospiras em suspenséo (107 células/pogo) para nova incubagéo
a 37 °C por 1 h e 40 min. A remocéo das bactérias ndo ligadas ocorreu com trés lavagens das
placas manualmente com 300 pL/poco de PBS-T, seguida pela adi¢cdo de 100 pL/poco dos
antissoros de camundongo referentes as proteinas recombinantes (antissoro da proteina
LepA388_Phg obtido durante o periodo do Mestrado; FERREIRA, 2015), os quais foram
diluidos 1:200 em PBS. Soros pré-imunes dos mesmos animais usados para produzir 0s
antissoros foram reunidos e adicionados na mesma diluicdo (1:200), enquanto um antissoro
contra a proteina LipL32 recombinante foi aplicado como controle positivo (diluido 1:1.000).
Apo6s 1 h de incubacéo a 37 °C, as placas foram novamente lavadas e incubadas com 100
pL/poco do anticorpo secundéario anti-camundongo conjugado a peroxidase diluido 1:5.000 em
PBS durante 1 h a 37 °C. A etapa de revelacdo colorimétrica com OPD consistiu na incubacéo
das placas por aproximadamente 40 min sob protecdo de luz, antes da parada da reacéo e leitura

de absorbancia a 492 nm em espectrofotdmetro.

3.13. Deteccdo da interacdo de proteinas com componentes da MEC por Far Western

Blotting

A interacdo das proteinas recombinantes referentes a porcfes da proteina LepA388 e
outras proteinas da familia DUF_61 com componentes da MEC foi avaliada pela técnica de Far
Western Blotting (WU; LI; CHEN, 2007; HALL, 2015). Esta metodologia é bastante similar ao
tradicional Western Blotting, exceto pela incubagéo adicional por proteinas de interesse apos a

etapa de bloqueio, a fim de avaliar interacGes proteina-proteina.
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Primeiramente, as proteinas recombinantes LepA402_Full, LepA271 Full,
LepA388_Full, LepA388 LecB, LepA388 Phg, LepA388 D1, LepA388 Cards e
LepA388_Ct purificadas por IMAC em 8 M ureia foram diluidas em tampdo de amostra para
SDS-PAGE e aplicadas em géis preparados com duas concentragcdes de poliacrilamida (9% e
16%) para separacgdo sob voltagem de 80-130 V. As proteinas recombinantes LigA e LIC10301
também foram aplicadas aos géis como controles positivo e negativo, respectivamente.

Ao término das migracOes eletroforéticas, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Hybond ECL, GE Healthcare Life Sciences) a10 V durante 1 h e
15 min, utilizando um sistema de transferéncia horizontal semi-seca (Trans-Blot® SD Semi-
Dry Transfer Cell, Bio-Rad). A avaliacdo da transferéncia das proteinas foi realizada apds
incubacdo das membranas com o corante Ponceau S, seguida por lavagem com &gua destilada
e registro em fotodocumentador (Carestream). Posteriormente, o corante foi removido com 3
ciclos de lavagem com PBS-T (0,05% de Tween 20), sob agitacdo durante pelo menos 5 min
cada, e as membranas foram incubadas com a solucdo de bloqueio (PBS-T com 5% de BSA) a
4 °C durante aproximadamente 16 h. Antes do descarte do bloqueio, as membranas foram
incubadas a T.A. e sob agitacdo durante 20-30 min, seguida por duas lavagens com PBS-T e
pela adicdo de 5 mL de solucdo contendo um dos seguintes componentes da MEC ou plasma,
diluidos a 10 pg/mL em PBS-T: colageno tipo | de cauda de rato (Corning), laminina e colageno
tipo IV de membrana basal de sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarm, fibronectina celular
de fibroblastos humanos, fibronectina de plasma humano, fragmentos proteoliticos de 45 kDa
e 30 kDa da fibronectina de plasma humano e vitronectina (Sigma). Apés incubacdo sob
agitacdo a T.A. durante 1 h e 30 min, as membranas foram lavadas 4 vezes com PBS-T e
incubadas com os anticorpos primarios contra as proteinas de MEC ou plasma (Sigma), diluidos
a 1:2.500 (ou 1:3.000, no caso do anticorpo anti-laminina) em PBS-T, durante 1 h e 15 min a

T.A. e sob agitacdo. As membranas foram novamente lavadas 3 vezes com PBS-T, seguida pela
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incubacdo do anticorpo secundario anti-1gG de coelho conjugado a peroxidase (Sigma) diluido
1:7.000 em PBS-T, durante 1 h a T.A. e sob agitacdo. Finalmente, as membranas foram
novamente lavadas 3 vezes com PBS-T e tratadas com volumes equivalentes das solugdes A e
B do kit de deteccdo (Amersham® ECL Prime WB Detection Reagent, GE Healthcare Life
Sciences), com posterior incubac¢do por 5 min. Em seguida, a luminescéncia resultante nas
membranas foi detectada e documentada através do fotodocumentador Kodak Gel Logic 2200

Imaging System (Carestream).

3.14. Migracoes eletroforéticas
3.14.1. Eletroforese em gel de agarose

A metodologia de eletroforese em gel foi principalmente utilizada para avaliar amostras
apos as etapas de clonagem e/ou subclonagem, como digestdes com enzimas de restricdo,
amplificagdo por PCR e ligagdo de fragmentos aos vetores plasmidiais. As amostras foram
diluidas em tampéo para aplicacdo em gel de agarose (0,02% de azul de bromofenol, 0,042%
de xileno cianol e 5% de glicerol), ou em tampao de aplicacdo em gel BlueJuice® (Invitrogen)
diluido para 1X e adicionadas a géis com 1% de agarose em tampéao TAE (40 mM de Tris base,
1 mM de EDTA e 20 mM de &cido acético glacial), ou tampdo TBE comercial (Bio-Rad). Na
maioria dos géis, foi acrescentado o brometo de etidio (agente intercalante de DNA) durante
sua preparacdo para a deteccdo das moléculas de DNA; em alguns casos, foi utilizado o reagente
SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). As migracOes eletroforéticas foram realizadas sob
voltagem de 80-100 V e, posteriormente, as bandas de DNA resultantes foram visualizadas
através de transiluminacdo com luz ultravioleta, seguida pelo registro em fotodocumentador. O
marcador de tamanho molecular utilizado para as analises foi o 1 Kb plus DNA Ladder

(Invitrogen).
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3.14.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras proteicas em geral para analise em SDS-PAGE foram preparadas em tampéo
de amostra diluido 1X em salina ou agua ultrapurificada, com a seguinte composi¢do: 50 mM
de Tris-HCI pH 6,8, 2% de SDS, 0,1% de azul de bromofenol, 10% de glicerol e 200 mM de B-
mercaptoetanol; em alguns casos, foi utilizado o tamp&o comercial 4x Laemmli Sample Buffer
(Bio-Rad), acrescido de 355 mM de B-mercaptoetanol. Antes da aplicacdo nos géis, as amostras
foram incubadas a 95 °C por 5-10 min. Os géis foram principalmente preparados com 15% de
poliacrilamida (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), exceto nos géis para Far Western Blotting
(ver item 3.13), em que foram usadas as concentragdes de 9% e 16% de poliacrilamida, além
da utilizacdo de geis pré-fabricados comercialmente com 12% de poliacrilamida (Mini-
PROTEAN TGX Precast Gels, Bio-Rad). As migracdes eletroforéticas foram realizadas sob
voltagem de 80-200 V em tampéo Tris-glicina (25 mM de Tris base, 192 mM de glicina e 0,1%
de SDS) e, em seguida, os géis foram incubados em corante azul de Coomassie (3 mM de
Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% de &cido acético glacial e 45% de etanol absoluto), ou
transferidos para membranas de nitrocelulose para a realizacao de ensaios de Western Blotting.
Para a descoloracdo de géis em Coomassie, foram realizadas lavagens com solugdo descorante
(30% de etanol absoluto e 10% de acido acético glacial), a fim de analisar as bandas resultantes
das migracdes. O principal marcador de tamanho molecular utilizado foi o Amersham Low
Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare Life Sciences),
diluido em tampdo de amostra 1X; em alguns casos, foi utilizado o marcador Amersham ECL
Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker (GE Healthcare Life Sciences), diluido em

tampédo Laemmli 1X.
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4. RESULTADOS

4.1. Estratégias exploradas para producéo e purificagdo de proteinas recombinantes

Previamente, foi realizada a identificacdo de trés proteinas hipotéticas de L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 (LepA388, LepA962 e LepA069) pela técnica de
phage display, selecionadas apds enriquecimento de bacteriéfagos recombinantes ligados a
células VERO em suspensédo pela técnica BRASIL (Figura 4). Ainda durante o periodo do
Mestrado, a caracterizacdo funcional da proteina LepA388 foi iniciada, entretanto, a expresséo
dos fragmentos recombinantes resultou em seu acumulo em corpusculos de inclusdo, além do
grande nimero de cisteinas ao longo de suas sequéncias dificultarem sua correta renaturacao
(FERREIRA, 2015). Por esta razéo, novas proteinas recombinantes foram desenhadas, assim
como algumas estratégias foram testadas para producdo dessas proteinas de forma solvel, ou

para a renaturagdo a partir da sua expressdo em corpusculos de incluséo.

LepA069

11 29 9 874
1| 1002

Regido transmembrana Fago 1 Fago 2
LepA962 665 841
C-type lectin fold

119 438 561 :

I | 667 802

Peptideo sinal Fago
LepA388
120 156 241 631

Peptideo sinal Fago

Figura 4. Esquema das trés proteinas hipotéticas LepA069, LepA962 e LepA388 identificadas
previamente pelo ensaio de phage display, seguido por enriquecimento dos fagos e sele¢do em células
VERO (FERREIRA, 2015). Os trechos referentes a regido transmembrana ou peptideo sinal estéo
indicados, assim como dominios ja anotados e a localizagdo das sequéncias identificadas nos fagos.
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As cepas bacterianas BL21 (DE3), BL21 Star (DE3) pLysS, BL21-SI, BL21 C43 (DE3),
Origami (DE3) e ArcticExpress (DE3) foram escolhidas para os testes iniciais de producéo das
proteinas recombinantes. Bactérias BL21 (DE3) sdo amplamente utilizadas para a expressao de
genes heterdlogos ndo téxicos; a presenca do profago DE3 permite a expressao da polimerase
de RNA T7 induzida por IPTG, resultando em altos niveis de expressdo dos genes clonados
(JEONG et al., 2009). Também recomendada para altos niveis de expressdo de genes nao-
toxicos a partir de sistemas com promotor T7, a bactéria BL21 Star (DE3) pLysS oferece mais
estabilidade ao MRNA tornando-o mais abundante e disponivel para a expressdo de proteinas
de interesse, além do plasmideo pLysS prevenir a expressdo de proteinas recombinantes
potencialmente inibidoras de crescimento em células ndo induzidas (GRUNBERG-MANAGO,
1999). A cepa BL21-SI utiliza a osmolaridade para a inducdo de expressdo de proteinas
recombinantes sob o promotor T7; 0 meio de cultura LBON (sem adi¢cdo de NaCl) previne a
expressdo de proteinas em células ndo-induzidas e o choque osmotico gerado ap0s a adigdo de
NaCl ndo s6 promove a inducdo de expressao, como também pode aumentar a solubilidade das
proteinas geradas em alguns casos (DONAHUE & BEBEE, 1999).

Além das cepas bacterianas de uso generalizado citadas acima, também foram
escolhidas cepas especificas capazes de potencialmente superar as dificuldades envolvidas na
producdo das proteinas em estudo, ja que sdo possiveis proteinas de membrana externa e
possuirem grandes quantidades de cisteinas ao longo de suas sequéncias. As bactérias BL21
C43 (DE3) permitem a superexpressdo de genes codificadores de proteinas de membrana, as
quais sdo muitas vezes toxicas ao hospedeiro (KWON et al., 2015). Ja as bactérias Origami
(DE3) possuem mutacGes nos genes das redutases de glutationa e tiorredoxina, o que aumenta
consideravelmente a formacdo de pontes dissulfeto no citoplasma (PRINZ et al., 1997).
Finalmente, a cepa ArcticExpress (DE3) permite a producdo de proteinas recombinantes a

baixas temperaturas, gracas a coexpressdo das chaperoninas Cpnl0 e Cpn60 de Oleispira
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antarctica, as quais apresentam alta atividade de dobramento de proteinas a temperaturas entre
4 e 12°C, aumentando o rendimento de proteinas ativas e soltveis. Adicionalmente, as bactérias
ArcticExpress (DE3) contém copias excedentes de genes que codificam tRNAs geralmente
raros na traducdo de proteinas heterélogas em E. coli, promovendo altos niveis de expressao de
muitas proteinas que possuem baixo rendimento em cepas BL21 convencionais (FERRER et
al., 2003).

A fim de melhorar a solubiliza¢do das proteinas recombinantes durante o processo de
expressdo nas cepas de bactérias E. coli descritas acima, também foi testada a clonagem de suas
sequéncias nucleotidicas no vetor pSUMOuip1. A vantagem do uso deste vetor bicistronico é
que ele possui 0s genes para a codificacdo da proteina SUMO e da protease Ulpl. A SUMO é
uma proteina pequena semelhante a ubiquitina comumente utilizada em fusdo a proteinas de
dificil expressdo (por exemplo, toxinas). A SUMO pode ser removida das proteinas fusionadas
pela acdo da protease Ulpl, a qual somente reconhece a estrutura terciaria da SUMO, liberando
as proteinas de interesse em sua forma nativa e com uma cauda de poli-histidinas que permite
sua posterior purificacdo por IMAC (SHIMOKAWA-FALCAO et al., 2017). Outra estratégia
testada foi o cultivo de bactérias transformadas para a producao das proteinas recombinantes
na presenca de sorbitol, o que promove a solubilidade das proteinas recombinantes produzidas
como a proteina fluorescente verde (GFP) e a porcdo N-terminal da proteina HypF-N,
formadora de agregados amiloides (PRASAD et al., 2011).

Mesmo com as estratégias testadas acima, algumas proteinas recombinantes
continuaram a ser produzidas apenas em corpusculos de inclusdo. Nestes casos, foram
realizadas dialises graduais, a fim de remover gradativamente as altas concentragdes de ureia
(4 M ou 8 M) usadas para solubilizar as proteinas dos corpusculos de inclusdo, na auséncia e
presenca do redutor beta-mercaptoetanol. De acordo com o0s experimentos de Christian

Anfinsen com a RNase A, tracos de beta-mercaptoetanol podem catalisar a formacao das pontes
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dissulfeto corretas até que a estrutura nativa e mais termodinamicamente estavel das proteinas
recombinantes seja atingida, 0 que raramente acontece apenas com a remocao da ureia (SELA
etal., 1957; ANFINSEN et al., 1961; ANFINSEN, 1973). Além das dialises, a renaturagdo das
proteinas obtidas a partir de corpusculos de inclusdo também foi realizada em colunas de
cromatografia, segundo protocolos de on-column refolding (ROGL et al., 1998; LEMERCIER,;
BAKALARA; SANTARELLI, 2003; GUO et al., 2006), utilizando os sistemas AKTA.

A seguir, estdo descritos os resultados a partir dos métodos mais eficazes para a
obtencdo das proteinas recombinantes que possibilitaram a analise das proteinas hipotéticas

previamente identificadas.

4.2. Andlise da lipoproteina hipotética LepA962

4.2.1. Desenho, producéo e purificacdo das proteinas recombinantes LepA962_Nt

e LepA962_Phg

LepA962 mostrou-se uma proteina de interesse por se tratar de uma lipoproteina
hipotética, possuindo um peptideo sinal N-terminal contendo a sequéncia L-V-L-G-C, um
possivel motivo de lipoproteinas chamado lipobox (ZUCKERT, 2014; EL RAYES;
RODRIGUEZ-ALONSO; COLLET, 2021). Esta proteina contém 841 residuos de
aminoacidos, e sua andlise por programas de predicdo de peptideos sinais, de regides
transmembrana e de localizacdo subcelular confirmou a presenca de um peptideo sinal tipico
de lipoproteinas secretadas pela via Sec/SPII, sendo provavelmente ancorada na porcéo
extracelular da membrana externa de leptospiras. Adicionalmente, a lipoproteina possui um
dominio na extremidade C-terminal correspondente ao dobramento de lectina do tipo C (“C-
type lectin fold” na Figura 5A), o qual inclui o dominio de funcdo desconhecida referido ao
longo da tese como DUF 54 (Pfam: PF07588). Segundo a ferramenta InterPro, o dominio

DUF_54 esta presente em 1.153 proteinas, incluindo algumas unidades nos clados eucariéticos
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Cryptomonadales, Cyathomonadacea, Alveolata e Stramenopiles; entre as bactérias, também
estd presente no clado Proteobacteria, mas a grande maioria dessas proteinas (>80%) é
encontrada dentro do género Leptospira. Em L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz
L1-130, o dominio DUF_54 é encontrado em 9 proteinas, das quais 6 sdo denominadas
proteinas semelhantes a endostatina de leptospiras (LenA-F), contendo uma ou duas cépias do

dominio DUF_54 conhecido como “Len-motif” (STEVENSON et al., 2007).

A)
LepA962 e
C-type lectin fold
119 438 561
(] I B )
| 667 802
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74 72 438 561
B)
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N-terminal 468 C-terminal 841
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( Y )
Overlap ATZINGEN et al., 2009

Figura 5. A) Esquema da lipoproteina hipotética LepA962, destacando a regido contendo o peptideo
sinal, a sequéncia identificada por phage display (Fago) e o dominio de lectina do tipo C (C-type lectin
fold) que inclui o dominio de funcdo desconhecida DUF_54. Também estdo representadas as duas
proteinas recombinantes LepA962_Nt e LepA962_Phg, nas posicles correspondentes em relacdo a
proteina LepA962. B) Esquema com os trés fragmentos estudados no trabalho de Atzingen e
colaboradores (ATZINGEN et al., 2009), destacando a localizacdo da sequéncia identificada por nos
usando a técnica de phage display (areas rajadas).

Na literatura, a lipoproteina LepA962 é conhecida como Lp95, uma proteina de 95 kDa
primeiramente descrita no trabalho de Atzingen e colaboradores (ATZINGEN et al., 2009).

Neste trabalho, os dominios funcionais da lipoproteina foram inicialmente explorados na
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construgdo de fragmentos recombinantes correspondentes a proteina Lp95 inteira e as por¢des
N-terminal, C-terminal e uma sequéncia de sobreposigdo as duas anteriores (“Overlap”) (Figura
5B). Utilizando a técnica de Far Western Blotting, foi possivel observar que o fragmento C-
terminal contendo o dominio de lectina/DUF 54, e em menor intensidade o fragmento
“Overlap”, apresentaram afinidade de ligagdo a laminina e as fibronectinas plasmaticas e
celular (ATZINGEN et al., 2009).

A partir dos dados obtidos na literatura, foi possivel comparar a localizacéo da sequéncia
encontrada nos ensaios funcionais de phage display em combinagdo com a técnica BRASIL na
proteina LepA962. A Figura 5 mostra que a sequéncia apresentada pelo fago (entre os residuos
de aminoécidos 438 e 561) encontra-se na interseccdo dos trés fragmentos recombinantes
estudados no trabalho de Atzingen e colaboradores (ATZINGEN et al., 2009), estando
principalmente representada no fragmento “Overlap”. A fim de melhor elucidar o papel desta
sequéncia especifica na funcdo da proteina LepA962, a proteina recombinante LepA962_ Phg
foi desenhada para clonagem no vetor pAE; como controle, a proteina recombinante
LepA962_ Nt correspondente a uma porcdo N-terminal sem cisteinas da proteina também foi
desenhada para clonagem em pAE (Figura 5A).

A expressdo das proteinas foi induzida por choque osmdtico em culturas de bactérias
BL21-SI transformadas. As proteinas recombinantes LepA962_ Nt e LepA962_Phg resultantes
apresentaram massa molecular correspondente ao valor predito de 23,4 kDa e 15,2 kDa,
respectivamente (Figuras 6A e 6B). Ambas as proteinas foram produzidas de forma insoltvel
em corpuasculos de inclusdo, mas foi possivel solubilizar grande parte delas com solucéo
contendo 4 M de ureia e, ap0s sua solubilizacdo, as proteinas recombinantes foram purificadas
por cromatografia de afinidade a niquel, seguida por dialise gradual para a remog&o da ureia

(Figuras 6A e 6B).



73

A) B)
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 kDa 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
97,0 - w— 97,0 — —
66,0 - w— 66,0 - — s =
45,0 - . . s Sm 45,0 - —— — — —

- - S -
30,0 - - 30,0 -

) — . - b
20,1 -

20,1-
14,4 . 14.4-Re- ..“ - -

Figura 6. SDS-PAGE com amostras referentes as proteinas recombinantes LepA962_ Nt (A) e
LepA962_Phg (B), desde a sua inducdo em bactérias BL21-SI até sua purificagdo por IMAC e posterior
didlise. Canaletas 1 e 10: marcador de massa molecular; canaletas 2 e 11: culturas de bactéria nao
induzida; canaletas 3 e 12: culturas de bactéria ap6s inducdo; canaletas 4 e 13: lisado bacteriano;
canaletas 5 e 14: sobrenadante do lisado bacteriano ap6s centrifugacdo; canaletas 6 e 15: precipitado do
lisado bacteriano apos solubilizacdo em 4 M de ureia; canaletas 7, 16 e 17: coletas da purificacdo em
coluna HisTrap; canaletas 8 e 18: amostras dialisadas (diluigbes mais concentradas); canaletas 9 e 19:
amostras dialisadas (diluices menos concentradas). SDS-PAGE com géis de poliacrilamida de 15%,
corados com Coomassie Blue.

Durante a purificacdo e dialises da proteina recombinante LepA962_Nt, uma banda
menos intensa e pouco maior em massa molecular (~30 kDa) foi observada nas amostras
analisadas (Figura 6A). Como tentativa de separa-la da banda inferior principal, foram
realizadas duas modalidades de cromatografia: troca anidnica e interacdo hidrofébica, em
amostras purificadas em 4 M de ureia. Mesmo ap0s as duas purificacfes, as bandas continuaram
a ser eluidas nas mesmas fracOes (Figuras 7A e 7B). A fim de identificar a origem das bandas
e confirmar qual das duas correspondiam a proteina recombinante LepA962_Nt, cada banda foi
analisada por espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray (ESI), seguida pela
combinacdo de analisadores de massas por quadrupolo e tempo de voo (QUAD-TOF). O
sequenciamento dos fragmentos gerados de ambas as bandas resultou em trechos da sequéncia
referente a proteina recombinante LepA962_Nt e, portanto, a banda adicional ndo se tratava de

um contaminante e as duas bandas representam esta proteina.
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Figura 7. SDS-PAGE com amostras de purificagdo por troca aniénica (A), seguida de purificagdo por
interacdo hidrofdbica (B) da proteina LepA962_Nt previamente purificada por IMAC, ap6s dialise para
remocdo de NaCl da solucdo (concentracdo final de aproximadamente 0,3 mM). Em A), estdo
representadas as seguintes amostras: proteina LepA962 Nt em 4 M ureia a ser purificada por troca
anidnica em resina Q Sepharose Fast Flow (canaleta 2), coleta durante aplicagdo da amostra (flow-
through; canaleta 3), coleta apds lavagem da coluna (canaleta 4), e coletas de eluigdo com concentracoes
de NaCl variando de 80 mM a 160 mM (canaletas 5 a 13). Em B), estdo representadas as seguintes
amostras: proteina LepA962_Nt em 4 M ureia e 200 mM NaCl a ser purificada por intera¢éo hidrofobica
em resina Phenyl Sepharose 6 Fast Flow High Sub (canaleta 14), e coletas da purificacéo in batch com
concentracdes de NaCl decrescentes (2500 MM — 2000 mM — 1500 mM — 1000 mM — 750 mM —
500 mM — 250 mM — 0 mM; canaletas 16 a 23). Canaletas 1 e 15: marcador de massa molecular.
SDS-PAGE com géis de poliacrilamida de 15%, corados com Coomassie Blue.

4.2.2. Analise da estrutura secundéria das proteinas recombinantes LepA962_ Nt e

LepA962_Phg e obtencéo de antissoros

A recuperacdo das proteinas recombinantes LepA962 Nt e LepA962 Phg apos a
remocdo da ureia foi bem sucedida, sendo possivel sua andlise estrutural e funcional.
Inicialmente, a estrutura secundéria de cada proteina foi avaliada por dicroismo circular, e as
elipticidades molares resultantes entre os comprimentos de onda de 188 nm a 260 nm revelaram
curvas compativeis com proteinas estruturadas (Figuras 8A e 8B). A deconvolucdo dos dados
obtidos mostrou que a proteina LepA962_Nt possui 4% de a-hélices, 35% de fitas B, 20% de
voltas e 40% de segmentos desordenados (Figura 8A), enquanto que a proteina LepA962_Phg
possui 5% de a-hélices, 30% de fitas B, 18% de voltas e 47% de segmentos desordenados

(Figura 8B).
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Figura 8. Espectros de elipticidade molar obtidos pela andlise de dicroismo circular das proteinas
recombinantes LepA962 Nt (A) e LepA962 Phg (B). Dados gerados a partir de dez leituras da
polarizacdo de luz medida a 25 °C e no intervalo de 188 a 260 nm, com incrementos de 0,1 nm, e
posteriormente convertidos em valores de elipticidade molar segundo Errington e colaboradores
(ERRINGTON; IQBALSYAH; DOIG, 2006). A interpretacdo das curvas para revelar a proporcdo das
principais estruturas secundarias em cada proteina analisada foi realizada pelo algoritmo CDSSTR
disponivel no servidor Dichroweb (quadros inferiores e a direita de cada grafico).

Em paralelo, os antissoros das proteinas recombinantes foram obtidos a partir da
imunizacdo de camundongos com doses administradas a cada 7 dias. A avaliacdo dos titulos
dos antissoros foi iniciada ap6s uma semana da 3? dose de cada proteina, resultando nos titulos
de 1:8.000 para o antissoro de LepA962_ Nt (Figura 9A) e apenas 1:160 para o antissoro de
LepA962_Phg (Figura 9B).

O baixo titulo do antissoro de LepA962_ Phg foi resultado da degradacdo da proteina
recombinante durante seu armazenamento a 4 °C. A obtencdo de mais proteina recombinante
LepA962_Phg purificada e dialisada em paralelo permitiu que o esquema de imunizagéo
continuasse sem interrupcdes, sendo necessarias mais 3 doses além das 4 doses planejadas para
0 esquema de imunizagéo (total de 7 doses). Além disso, aliquotas da proteina LepA962_Phg
passaram a ser armazenadas a -20 °C, garantindo uma maior estabilidade de sua estrutura. Ao
final de cada esquema de imunizacéo de 4 doses (LepA962_Nt) ou 7 doses (LepA962_Phg), os
antissoros obtidos em 1, 2 ou 3 semanas apos a Ultima dose atingiram o titulo satisfatorio de

1:64.000 (Figuras 9A e 9B).
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Figura 9. Gréficos dos titulos de antissoros obtidos em camundongos imunizados com as proteinas
recombinantes LepA962_Nt (A) e LepA962_Phg (B), avaliados em ensaios de ELISA. Soros obtidos
de amostras de sangue coletadas ap6s 1, 2 ou 3 semanas das doses indicadas (1 sem, 2 sem e 3 sem,
respectivamente). Valores plotados ap6s subtragdo dos valores obtidos nos pogos sem adicdo de
antissoros. Titulos definidos pelos valores de absorbancia a 492 nm obtidos mais préximos a 0,1
(rotulados e destacados por circulos vermelhos),

Apdbs os ajustes de armazenamento ideal das proteinas recombinantes LepA962 Nt e
LepA962_Phg e da obtencdo de seus antissoros com alto titulo, foi realizada a avaliacdo das

proteinas e de seus antissoros em SDS-PAGE e Western Blotting. Ambas as proteinas se
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apresentaram integras e com tamanho esperado de 23 kDa (LepA962_Nt) e 15 kDa
(LepA962_Phg), enquanto que os antissoros foram bem sucedidos em reconhecer sua proteina
recombinante correspondente, utilizando uma concentracdo de apenas 1 uM de cada proteina e

a diluicdo de 1:5.000 dos antissoros (Figura 10).

SDS-PAGE Western Blotting
Kba 1 2 3 kDa 4 5 6
97,0~ - 97,0-
66,0~ — 66,0 -
45,0~ - 45,0-
30,0~ w— 30,0- -

p— —

20,1- 20,1-
14,4- . — 14,4- - -

Figura 10. Anélise das proteinas recombinantes LepA962_Nt e LepA962_Phg e de seus antissoros
obtidos em camundongos. A esquerda, esté representado o SDS-PAGE com as proteinas recombinantes
LepA962_Nt (canaleta 2) e LepA962_Phg (canaleta 3) purificadas e dialisadas, com concentragdo de 2
UM cada. A direita, esta representado o Western Blotting com as proteinas recombinantes LepA962_Nt
(canaleta 4) e LepA962_Phg (canaleta 6) purificadas e dialisadas, com concentracdo de 1 UM cada, e
detectadas com seu antissoro correspondente diluido 1:5.000. Canaletas 1 e 5: marcador de massa
molecular. Géis de poliacrilamida de 15%, e SDS-PAGE corado com Coomassie Blue.

4.2.3. Analise da interacdo entre as proteinas recombinantes (LepA962 Nt e

LepA962_Phg) e componentes da MEC

A caracterizagdo das proteinas recombinantes LepA962_Nte LepA962_Phg seguiu para
0 estudo de sua capacidade de interagir com alguns dos componentes presentes nha MEC. O
grafico na Figura 11 mostra que a proteina recombinante LepA962_ Nt apresentou uma discreta
interacdo com as proteinas de MEC escolhidas, em conformidade com os dados obtidos na
literatura. J& a proteina recombinante LepA962_Phg apresentou uma marcante interacdo com

as mesmas proteinas de MEC, principalmente com a fibronectina plasmatica, colageno |,
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fibrinogénio e laminina, com as quais obteve niveis de absorbancia superiores a proteina
controle recombinante LigBC, correspondente a uma por¢éo recombinante da regido C-terminal
da proteina LigB, um importante fator de viruléncia de leptospiras e de sua interacdo com o
hospedeiro (Figura 11). Os dados representam a absorbancia de cada interacdo, subtraindo-se a
interagdo das proteinas recombinantes com o controle negativo BSA; nenhuma das proteinas

recombinantes apresentou interacdo com decorina superior a interacdo com BSA (dados ndo

apresentados).
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Figura 11. Anélise da ligag&o das proteinas recombinantes LepA962_Nt e LepA962_Phg a diferentes
componentes da MEC e plasma por ELISA. As proteinas laminina, fibronectinas plasmatica e celular,
colagenos IV e | e fibrinogénio foram utilizadas para a sensibilizacdo das placas, na concentragdo de 1
pg/poco. Apds bloqueio, 1 ug de cada proteina recombinante foi adicionado aos pocos em triplicatas. A
interacdo entre as proteinas de matriz/plasma e as proteinas recombinantes foi detectada com a adicdo
do respectivo antissoro diluido a 1:5.000. Proteina recombinante LigBC adicionada como controle
positivo. Dados de absorbancia a 492 nm calculados, descontando os valores de controle (pogos sem
adicdo de antissoros) e da interacdo de cada proteina recombinante ao BSA (dados ndo representados).
Estatistica representada apenas entre os grupos LepA962_ Nt e LepA962_Phg, com analise de variancia
One-way ANOVA e comparagdo maltipla de Tukey; P < 0,05 (**) ou P < 0,001 (***).
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As proteinas de MEC com as quais a proteina recombinante LepA962_Phg apresentou

as maiores interagcdes (laminina, fibronectina plasmatica, colageno | e fibrinogénio) foram

utilizadas para a determinacdo de curvas dose-resposta (Figura 12).

A) ..
Laminina
0.8+
Kp = 35,81 nM
=
e 0.6
o
-+
-1
-]
= 0.44
= ek
<=
£
-
3 0.2-
-
e #_4.__,.—-——’——.
0.0 L L] L L 1
0 25 500 750 1000 1250
nM
C) ,
Coligeno I
0.8-
_ K, = 48,09 nM
=
ol
o
-T
=
-1
5
= *kk
L3
-1
-
2
=
=
0.0 | | 1 | 1
0 250 500 750 1000 1250

nM

-~ LepA962 Phg

oY)
~

e
%
N

0.6

0.44

0.24

Absorbincia a 492 nm

Fibronectina plasmatica

Ky = 35,84 nM

Y e ——

0

S

0.84

0.6

0.4+

0.2+

Absorbincia a 492 nm

0.0

- LepA962 Nt

250

250

L I 1
50 750 1000 1250
nM

Fibrinogénio

Kp = 67,14 nM

T T 1
500 750 1000 1250

nM

Figura 12. ELISA das curvas dose-resposta das proteinas recombinantes LepA962_Nt e LepA962_Phg
com componentes da MEC e plasma selecionadas. As proteinas laminina (A), fibronectina plasmética
(B), colageno I (C) e fibrinogénio (D) foram utilizadas para a sensibilizagdo das placas, na concentragao
de 1 pg/pogo. Apos blogueio, concentracdes crescentes de cada proteina recombinante, variando de 0 a
1000 nM foram adicionadas aos pogos em duplicata. A interacdo entre as proteinas de matriz/plasma e
as proteinas recombinantes foi detectada com a adi¢éo do respectivo antissoro diluido a 1:5.000. Dados
de absorbéancia a 492 nm obtidos a partir de trés ensaios independentes. Estatisticas: teste t ndo pareado
(two-tailed); P < 0,005 (**) e P < 0,001 (***); Coeficientes de dissociacdo (Kp) determinados pelo
software GraphPad Prism (Regressdo ndo linear > Ligacdo - Saturacdo > 1 sitio - Ligacdo especifica).
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Foram utilizadas concentragfes entre 0 e 1.000 nM das proteinas recombinantes
LepA962_Phg e LepA962_Nt, além do controle negativo BSA. Os resultados apresentados nos
graficos da Figura 12 representam os dados descontando as interacfes apresentadas entre as
proteinas da MEC e BSA. As diferencas de interacdo das proteinas LepA962 Phg e
LepA962_Nt foram significativas e os coeficientes de dissociacdo (Kp) calculados para a
proteina LepA962_Phg foram de 35,81 nM com laminina, 35,84 nM com fibronectina

plasmaética, 48,09 nM com colé&geno | e 67,14 nM com fibrinogénio (Figura 12).

4.2.4. Analise da interacdo entre as proteinas recombinantes (LepA962 Nt e

LepA962_Phg) a células VERO e sua MEC secretada

A capacidade de ligacdo das proteinas recombinantes LepA962 Nt e LepA962_ Phg
também foi testada em células VERO em cultura e sua MEC secretada em ensaio baseado na

técnica de ELISA (Figura 13).
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Figura 13. Ligacéo das proteinas recombinantes LepA962_Nt e LepA962_Phg a células VERO e a sua
MEC secretada. Apés adicdo das células a uma placa de 96 pocos tratada (5 x 10* células/poco), seguida
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por incubacdo por 24 h a 37 °C e 5% CO», parte das células foi removida por lavagem com 10 mM
EDTA, a fim de expor a matriz extracelular secretada. As proteinas recombinantes foram adicionadas
em duas concentragdes (1 uM e 0,25 uM), em triplicatas. A proteina recombinante PspA4Pro também
foi adicionada nas mesmas concentragGes como controle negativo de proteina produzida em bactérias
BL21-SI. Apds fixacdo, a interacdo entre as células e sua matriz secretada com as proteinas
recombinantes foi detectada em ensaio baseado em ELISA, com a adi¢do dos respectivos antissoros
diluidos a 1:5.000. Dados de absorbancia a 492 nm. Estatistica: teste t ndo pareado (two-tailed) e
comparacdo multipla de Tukey; P < 0,05 (**) ou P < 0,001 (***).

As interacOes das proteinas foram avaliadas com duas concentracfes diferentes: 1 pM
e 0,25 uM, também sendo adicionada uma por¢do recombinante da proteina A de superficie
pneumocdcica (PspA4Pro) como um controle de proteina marcada com 6x-His e produzida em
bactérias BL21-SI. A proteina LepA962_Phg apresentou maior interacdo as células VERO e
sua MEC secretada do que as proteinas LepA962_Nt e PspA4Pro, principalmente com a MEC

secretada (Figura 13), refor¢cando sua forte interacdo com proteinas de MEC.

4.25. Analise da interacdo dos antissoros das proteinas recombinantes

LepA962 Nt e LepA962 Phg a superficie de leptospiras

Além da avaliacdo da capacidade de ligacdo das proteinas recombinantes LepA962_ Nt
e LepA962_Phg com elementos do hospedeiro, seus antissoros também foram avaliados quanto
a sua ligacdo a superficie de leptospiras. A partir de um ensaio de ELISA sanduiche, a fase de
captura consistiu em soros obtidos em coelhos pré-imunes ou desafiados com L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, seguida pela adic¢do de leptospiras virulentas da
mesma cepa, dos antissoros correspondentes e do anticorpo secundario para detec¢do. O
antissoro da proteina recombinante LipL32 também foi adicionado como controle positivo por
representar uma lipoproteina encontrada em abundancia na superficie de leptospiras
patogénicas.

Como esperado, a interacdo do antissoro de LipL32 & superficie das leptospira foi

superior aos dos antissoros das proteinas recombinantes de LepA962, entretanto, a diferenca



82
dos valores obtidos para os antissoros de LepA962_Phg e LepA962_Nt foram considerados
significativos, indicando uma maior exposi¢cdo do trecho correspondente a proteina

LepA962_Phg na superficie de leptospiras (Figura 14).
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Figura 14. Ligacdo dos antissoros das proteinas recombinantes LepA962_ Nt e LepA962_Phg a
superficie de leptospiras. Ensaio de ELISA sanduiche, onde os anticorpos de captura aplicados foram:
soro de coelho pré-imune e soro de coelho contra o extrato proteico de L. interrogans sorovar
Copenhageni (dilui¢do 1:2.000). Leptospiras virulentas da cepa Fiocruz L1-130 obtidas de culturas em
meio EMJH foram adicionadas na concentracdo de 107 células/poco para captura, sendo detectadas pela
posterior adi¢do dos antissoros das proteinas recombinantes de LepA962 diluidos 1:200. Como controle
positivo, o antissoro da proteina LipL32 diluido a 1:1.000 também foi adicionado. Dados de absorbancia
a 492 nm. Estatistica representada para comparar a interagdo de cada antissoro as leptospiras utilizando
os dois soros de coelho (captura): teste t ndo pareado (two-tailed); P < 0,001 (***).
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4.3. Analise da lipoproteina hipotética LepA388
4.3.1. Expressao génica em camundongos infectados com L. interrogans

LepA388 também foi escolhida como proteina de interesse por se tratar de uma proteina
hipotética possivelmente secretada por leptospiras. A anélise desta proteina de 631 residuos de
aminoacidos por programas de predicdo de peptideos sinais, de regides transmembrana e de
localizacdo subcelular revelou a presenca de um peptideo sinal N-terminal tipico de proteinas
secretadas pela via Sec/SPI, sendo uma proteina provavelmente secretada para o meio
extracelular das leptospiras. Entretanto, a caracteristica mais marcante desta proteina é que ela
faz parte de uma familia de proteinas paralogas em leptospiras com sequéncias semelhantes
entre si, reunidas pelo dominio de funcdo desconhecida referido ao longo da tese como DUF 61
(Pfam: PF07598), o qual ocupa praticamente toda a extensdo das proteinas. Segundo a
ferramenta InterPro, o dominio DUF_61 esta presente em 818 proteinas apenas no reino
Eubacteria: nos clados Actinobacteria e Firmicutes (< 0,4%); no clado Proteobacteria (15,4%),
incluindo unidades nos géneros Helicobacter, Campylobacter, Bartonella, Piscirickettsia e na
familia Vibrionaceae. No género Leptospira (> 84%), o dominio esta presente apenas em
espécies patogénicas, além de ter sofrido expansdo nas espécies consideradas mais virulentas
(LEHMANN et al., 2014; FOUTS et al., 2016; PICARDEAU, 2017).

A presenca da familia DUF_61 em espécies patogénicas de leptospiras e a relacdo de
seus membros com a interacdo patdgeno-hospedeiro e viruléncia foram demonstradas em
trabalhos anteriores (MATSUNAGA et al., 2007; LEHMANN et al., 2013; MARCSISIN et al.,
2013; CHOU et al., 2014; PUTZ et al., 2021). Em especial, o trabalho de Lehmann e
colaboradores apresentou o estudo de mutagdes de nucleotideo Unico em bactérias L.
interrogans sorovar Lai 56601 atenuadas por 18 passagens em subculturas in vitro, encontrando
mutacdes em duas proteinas da familia DUF_61, uma das quais é ortéloga a proteina LepA388;

além disso, andlises de RT-gPCR mostraram que todos os membros desta familia foram
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regulados positivamente na circulacdo e figado de hamsters infectados (LEHMANN et al.,
2013). A partir dos resultados obtidos na literatura, foi realizada uma reagéo de qPCR com
oligonucleotideos especificos para a proteina LepA388 e cDNA obtido a partir do RNA
extraido do figado de camundongos ap0s trés dias do desafio com L. interrogans sorovar
Copenhageni cepa Fiocruz L1-130. O aumento da expressdo do gene de LepA388 foi
confirmado, resultando em um aumento médio de 40 vezes, em comparagdo a expressdo do

gene constitutivo ribossomal 16S (Figura 15).
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Figura 15. Analise da expressao dos genes codificadores de LipL32, LigB e LepA388, apresentada em
fold change e pelo método delta-delta (299, a partir de RT-qPCR utilizando amostras de figado de
camundongos susceptiveis C3H/HeJ apds trés dias de infecgdo por L. interrogans sorovar Copenhageni
cepa Fiocruz L1-130. As amostras foram analisadas em triplicata para cada par de oligonucleotideo, e
os dados foram normalizados a partir da expressao do gene ribossomal 16S e comparadas a expressao
dos mesmos genes em leptospiras cultivadas em meio EMJH a 30 °C. Analise estatistica por One-way
ANOVA, com P < 0,05 (*).

4.3.2. PredicOes da estrutura tridimensional da proteina LepA388
4.3.2.1. Modelos a partir do servidor Phyre2

As dificuldades prévias encontradas para a producdo de por¢des recombinantes da

proteina LepA388 incentivou o estudo mais detalhado da possivel estrutura tridimensional desta



85

proteina. Inicialmente, foi realizada a predicdo de sua estrutura com o auxilio do servidor
Phyre2, o qual utiliza uma combinacdo de modelagem com mudltiplos moldes proteicos ja
conhecidos intercalados com regifes simuladas de forma ab initio, ou seja, apenas pelo

fornecimento de estrutura primaria da proteina de interesse (Figura 16).
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Figura 16. Modelo tridimensional da proteina LepA388 gerado pelo servidor Phyre2. Representacdo
modificada no software PyMol para a delimitacdo de possiveis dominios da proteina: peptideo sinal (em
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vermelho), dominio de lectina B (em azul ciano), sequéncia identificada por phage display (em rosa),
regido C-terminal do possivel “dominio 1 (por¢do N-terminal da proteina, em amarelo) e a porcao C-
terminal da proteina (em verde). O quadro inferior mostra o indice de confianga ao longo da sequéncia
de LepA388, onde 14% dos residuos foram modelados com > 90% de confianga, representados pela
regido em vermelho coincidente com o possivel dominio de lectina B.

O modelo gerado baseou-se principalmente na semelhanca estrutural de 14% dos
residuos de LepA388 com modelos do banco de dados de proteinas tridimensionais (PDB)
referentes a dominios de ligacdo a carboidratos de diversas proteinas, que possuem o
dobramento semelhante ao dominio B da toxina ricina (Tabela 4). A porcdo N-terminal da
proteina LepA388 foi modelada com mais de 90% de confianga, sendo o dominio de lectina B
da toxina abrina (PDB 1abr) utilizado como referéncia de maior confianca para o modelo
(Figura 16).

Curiosamente, a Unica proteina que contém a anotacao desse dominio em L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 é uma proteina pertencente a familia DUF_61
(LepA400). O alinhamento multiplo entre as proteinas DUF_61 na cepa Fiocruz L1-130 mostra
a semelhanca em toda a sua extensdo (Figura S4), mas principalmente na regido N-terminal,
onde se encontra o dominio semelhante a lectina B da ricina em LepA400 (Figura 17A). A
analise detalhada desta sequéncia destaca as semelhancas, como a posic¢éo de quatro residuos
de cisteinas e as possiveis repeticdes QxW, as quais sdo caracteristicas marcantes do dominio
semelhante a lectina B da ricina (RUTENBER et al., 1987; HAZES, 1996), e que estdo
estruturalmente alinhadas no modelo gerado no servidor Phyre2 com a estrutura correspondente
na toxina abrina (Figura 17B). Esta sobreposicdo também foi analisada pelo software UCSF
Chimera para o célculo do desvio médio quadratico (RMSD) das posi¢des atdmicas apos o
alinhamento das estruturas com a ferramenta MatchMaker: 0 RMSD obtido foi de 0,864 A,
confirmando a grande semelhanca entre as estruturas analisadas. Todas as analises indicam que
o dominio semelhante a lectina B da ricina esta presente ndo s6 na proteina LepA400, mas

também na proteina LepA388 e possivelmente em todas as proteinas da familia DUF_61.



87

Devido ao baixo nivel de confianga no restante da estrutura gerada pelo servidor Phyre2,
novas analises resultaram em diferentes modelos, representados na Figura 18. Apesar da
diferenca entre si, € possivel ver a esperada conservacdo do dominio semelhante a lectina B da

ricina (em azul ciano) e uma ligeira separacao entre os dominios N- e C-terminais (em verde).

Tabela 4

Relacdo dos principais modelos estruturais alinhados a proteina LepA388 pelo servidor Phyre2.

o . . Cobertura do Ide ntidade
N PDB Descricao Espécie alinhamento Confianca (96)
1 1ABR_B Abrina-A Abrus — 19

precatorius
2 1ONK_B Lectina | do visco Viscum album T— 19
3 1GGP_B Proteina lectina 1, cadeia B Trlcr_u?san_t_h es T— 14
kirilowii
4 10QL_B Lectina | do visco Viscum album — 13
5 2Q3N_B Aglutinina Abrus — 15
precatorius
6 1XHB_A __ Polipeptideo N- Mus musculus —_ 16
acetilgalactosaminiltransferase-T1
7 2AAIL_B Ricina, cadeia B Rlcmus_ —_— 19
- communis
8 1DQG_A Receptor de_ m{;mose ricoem Mus musculus —_— 16
cisteinas
9 1CE7_B Lectina | do visco Viscum album —_ 13
10 1HWM_B Ebulina Sambucus — 23
- ebulus
11 1XHB_A . Pollpep_tlc_ieo N- Mus musculus — 14
- acetilgalactosaminiltransferase-T1
12 3PGO A Protz_eln? p_)rOJetada de 3 d_obras Co_nst,rl_Jgao . 11
- simétricas (Three Foil) sintética
13 2FFU_A . Pollpept!d?o N- Homo sapiens — 18
acetilgalactosaminiltransferase 2
14 2AALB Ricina, cadeia B Ricinus — 15
- communis
15 1RZO B Aglutinina Ricinus —_ 14
communis
16 4HRG C Lectina da semente de cabaca de Trlchose_lnthes . 17
- cobra anguina
17 1M2T_B Lectina | do visco, cadeia B Viscum album — 13
18 2RG9_B Receptor de manose de macréfago 1 Homo sapiens 79,9 16
19 1RZO B Lectina 1 especifica de beta- Viscum album 787 16

galactosideo, cadeia B

20 100QL_B Lectina | do visco Viscum album 76,4 16
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Figura 17. A) Alinhamento multiplo das 12 principais proteinas da familia DUF_61 encontradas na
bactéria L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, considerando a regido
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correspondente ao dominio de lectina B anotado somente na proteina LepA400 (setas verdes), e com
codigo de cores baseado na porcentagem de identidade entre as sequéncias. Os quadros delimitam as
repeticbes QxXW caracteristicas deste dominio (em vermelho) e os 4 residuos de cisteina conservados
em todas as sequéncias proteicas (em amarelo). Alinhamento maltiplo obtido pela ferramenta Clustal
Omega e analisado pelo software UGene. B) Representacdo do dominio de lectina B da Abrina (PBD
labr_B; a esquerda, em amarelo ouro), do modelo da regido N-terminal da proteina LepA388 gerado
pelo servidor Phyre2 e correspondente ao dominio de lectina B (& direita, em azul ciano) e do
alinhamento dos dois dominios (ao centro). Representagfes modificadas no software PyMol para
destacar as repeticdes QxW (em vermelho) e os residuos de cisteina/pontes dissulfeto (em branco).
Calculo do RMSD em angstroms realizado pelo software UCSF Chimera.

Figura 18. Modelos tridimensionais da proteina LepA388 gerados em analises independentes pelo
servidor Phyre2. Representacdes modificadas no software PyMol para a delimitacdo dos possiveis
dominios da proteina: peptideo sinal (em vermelho), dominio de lectina B (em azul ciano), sequéncia
identificada por phage display (em rosa), regido C-terminal do possivel “dominio 1” (porgdo N-
terminal da proteina, em amarelo) e a por¢do C-terminal da proteina (em verde). O indice de confianca
para cada modelo é semelhante ao apresentado na Figura 16. Apesar da diferenca destes modelos com
o primeiro modelo gerado, é possivel observar a separagdo entre 0s dominios N- e C-terminais.
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4.3.2.2. Modelo a partir dos programas SWISS-Model, HHpred e I-TASSER

A proteina LepA388 também foi analisada por outros programas que detectam
homologias entre proteinas para a predicdo da estrutura de proteinas de interesse: SWISS-
Model e HHpred. Ambos os programas concordaram no alinhamento estrutural de
aproximadamente 40% da proteina LepA388 com os modelos PDB 4tlw e 4tlv, correspondentes
a toxina CARDS (Community-Acquired Respiratory Distress Syndrome) de Mycoplasma

pneumoniae (Figura 19 e Tabelas 5 e 6).

rJ =~

4TLY_B

Figura 19. Representagdo gréafica da predigdo estrutural e detecgdo de homologia realizada pelo servidor
HHpred (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred), a partir da sequéncia proteica da proteina
LepA388. Na figura, 0 modelo PDB 4tlv_B da toxina CARDS aparece em destaque, e é alinhado a
porcao N-terminal da proteina de leptospira. Detalhes do alinhamento de modelos a proteina LepA388
se encontram na Tabela 5.

O alinhamento estrutural entre as proteinas LepA388 e CARDS ocorre entre a porcéo
N-terminal de LepA388 e toda a extensdo dos dominios D2 e D3 da toxina CARDS (Figura

20A). Os dominios D2 e D3 da toxina CARDS sdo estruturados em trés folhas 3, similares a


https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred
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dominios da toxina ricina (RUTENBER & ROBERTUS, 1991). Além da ligacdo e
internalizacdo da toxina em células, os dominios também sdo responsaveis pela atividade de
vacuolizagdo mediado pela toxina. Dados na literatura mostram que o dominio D3 ¢é
especialmente necessario para a plena atividade da toxina, possivelmente mediada por um
“caminho aromatico” formado dentro do dominio: dos 152 residuos de aminoacidos, 35 sdo
aromaticos (23%) e 15 deles fazem parte do “caminho aromatico” (KANNAN et al., 2014;
BECKER et al., 2015). A sequéncia de LepA388 alinhada ao dominio D3 da toxina CARDS
apresenta 25 residuos aromaticos (17% dos 146 aminodacidos totais), dos quais 14 deles se
alinham a aminoéacidos aromaticos da toxina CARDS e 7 deles coincidem com os aminoacidos

pertencentes ao “caminho aromatico” (Figura 20B).

Tabela 5

Descricao dos modelos alinhados a proteina LepA388, a partir da analise de homologia e predigdo de
estruturas por compara¢cdo HMM-HMM, realizada pelo programa HHpred.

N° PDB Descricao Espécie Probabilidade Valor E
1 4TLV.B  Toxinade ADP-ribosilagio CARDS ~ Myeoplasma 100 6,70E-66
pneumoniae

2 6PXU B _ Polipeptideo N- Homo sapiens 91,77 0,42
acetilgalactosaminiltransferase 12

3 6HOB B _Polipeptideo N- Homo sapiens 88,82 16
acetilgalactosaminiltransferase 4

4 BEAR A _ Pollpept_ld_eo N- Drosophila 8865 12

- acetilgalactosaminiltransferase 9 melanogaster

5 2D7L A i PollpepFlo_Ieo N- Homo sapiens 88,59 12
acetilgalactosaminiltransferase 10

6 1ABR B Abrina Abrus precatorius 87,59 24

7 2FFU_A _Polipeptideo N- Homo sapiens 87,15 39
acetilgalactosaminiltransferase 2

8 B5AJO_A _Polipeptideo N- Homo sapiens 86,54 29
acetilgalactosaminiltransferase 2

9 6IWR_A  N-acetilgalactosaminiltransferase 7 Homo sapiens 82,39 3,2

10 1XHB A _Polipeptideo N- Mus musculus 81,25 55
acetilgalactosaminiltransferase 10

11 6PXU B i PollpepFlo_Ieo N- Homo sapiens 76,58 51
acetilgalactosaminiltransferase 12

12 6HOB B _Polipeptideo N- Homo sapiens 69,01 19
acetilgalactosaminiltransferase 4

13 5EW6_A Receptor de manose tipo C 2 Homo sapiens 60,62 28
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Tabela 5 - Continuagéo

N° PDB Descricéo Espécie Probabilidade Valor E
Toxina distensiva citoletal Haemophil
14 1SRA C oxi adste_s a citoletal, aemop _us 60,54 120
- subunidade A ducreyi
15 3044J Hemolisina Vibrio cholerae 40,85 89
16 5EHA_A Proteina de dobra semelhante a lectina Agaricus bisporus 38,88 61
17 6INU_A Receptor de manose de macréfago 1 Homo sapiens 37,77 140
18 5XTS_A Receptor de manose de macréfago 1 Homo sapiens 36,3 270
. S Mycoplasma
19 4TLV_B Toxina de ADP-ribosilacdo CARDS yeop ; 32,72 220
pneumoniae
20 1ABR_ B Abrina Abrus precatorius 28,89 460
Tabela 6
Relacdo dos principais modelos estruturais alinhados a proteina LepA388 pelo programa SWISS-
Model
N° PDB Descricao Espécie Cobertura GMQE* Ide?ot/lociade
1 4TLW.1.A Toxnade ADP-ribosilagio CARDS Mycoplasma pneumoniae |: 0,14 19,58
2 A4TLV.1.A Toxina de ADP-ribosilagio CARDS Mycoplasma pneumoniae [ 0,13 19,17
3 A4TLV.2A Toxina de ADP-ribosilagio CARDS Mycoplasma pneumoniae I: 0,13 19,17
4 1DQO.1A Receptor de manose Mus musculus [ 0,04 19,75
5 1DQG1.A Receptor de manose Mus musculus I: 0,04 19,75
6 1FWU.LA Dominio rico em cisteinas do Mus musculus |: 0,04 18,52
receptor de manose
7 1HWM.1B Ebulina Sambucus ebulus [ 0,03 20,27
8 2RG9.1.B Lectina 1 es'pecmca d? beta- Viscum album |: 0,03 17,07
galactosideo, cadeia B
9 2VLC1A . PYOteI?a cma}momna I _de Cinnamomun camphora I: 0,03 20,27
inativacéo de ribossomo tipo 2
10 4ZA3.1B N-glicosidase de rRNA Momordica charantia [ 0,03 17,33
11 1ABR.1B Abrina Abrus precatorius |: 0,03 17,57
12 2AAIllB Ricina, cadeia B Ricinus communis E 0,02 18,92
13 4kx1p  -ectinalespecifica de beta- Viscum album [ 002 1622
galactosideo, cadeia B
14 6ELY.1.B Lectina | do visco Viscum album [ 0,02 16,22
15 3p7w.1p ~ -ectinalespecifica debeta- Viscum album [ 002 1622
galactosideo
16 1PUM.1B Lectina I, cadeia B Viscum album [ 0,02 16,44
17 10NK1B Lectinalespecifica de galactose, Viscum album [ 0,02 16,22
cadeia B
18 1M2T.1.B Lectina I do visco, cadeia B Viscum album [ 0,02 17,81
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Tabela 6 - Continuagéo

Identi
N° PDB Descricao Espécie Cobertura GMQE* de(o/i)c;ade
19 1GGP.1.B Proteina lectina 1, cadeia B Trichosanthes kirilowii [ 0,02 13,7
p P T
20 2MLL.1.B rote_lna de Inatlyagao de Viscum album [ 0,02 15,49
ribossomo tipo Il

*GMQE = Estimativa de Qualidade do Modelo Global. A pontuagdo GMQE resultante é expressa como um niimero entre 0 e 1, refletindo
a precisdo esperada de um modelo construido com esse alinhamento e modelo, normalizado pela cobertura da sequéncia alvo. Nimeros
mais altos indicam maior confiabilidade.

A)
1 205 273 D2 449. D3
__.--=="" CARDS
1 20 su,,—""/ 156 19_1,——-"2'4’1 ) " 631
AN )
LepA388 Fago
B) T ATy Y "
CARDS FEVDVQLGWEWRGEYYT POLSGWSEOMKTPDGQIFYDLKTSKIFFVQDNONVEFLHNKLN
LepA388 ISILTSIAWNLGSDREFIRSGGS———-DENTTPIE¥NPESGHLA--Q¥NPVSGSLECMES
HE H . * M .. FrFr ol * % *1
oy K
CARDS KQTGYSWDWVEWLKHDMN-EDKDENFKWYFSRDDLTI PSVEGLNFRHIRCMADNQQLKVI
LepA388 RVGSENWNWVTWALCSDAPISKDNPAFWNVSEETE-————- EGG---MIMD¥-QGNALRVA
- '*-*:** +* . ‘**: +* .'!E . * % * * . . t:*
K K oK
CARDS ISGSRWGGWY¥STMDK——-VESNV--EDKILVKDGFD-—-RF———-——--————————

LepA388 REGPNHNGVANAAKLSYLEKKDTTENPTSLE IVDRNLLNWVEYTASNLGKTDQYCPAGKKEN

* * % * . - . = - * -

Figura 20. A) Esquema da toxina CARDS de Mycoplasma pneumoniae (em roxo) e seus dominios D2
e D3 alinhados ao esquema da proteina LepA388 (em verde). B) Detalhe do alinhamento do dominio
D3 da toxina CARDS com a sequéncia de 191-336 aa de LepA388, onde estdo destacados os residuos
aromaticos. As setas vermelhas indicam os residuos que formam o “caminho aromatico”, essencial para
a funcdo de ligacdo e internalizacdo da toxina CARDS em células.

A partir do alinhamento obtido entre LepA388 e a estrutura PDB 4tlw correspondente a
toxina CARDS no programa SWISS-Model, foi possivel a geracdo de um modelo estrutural da
proteina de LepA388 pelo servidor de predicdo de estruturas proteicas I-TASSER. Na Figura
21A, esté representado o modelo da porcdo de LepA388 alinhada a toxina CARDS, onde estéo

destacados os residuos coincidentes ao “caminho aromatico”. A sobreposi¢cdo deste modelo
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com a toxina CARDS demonstra a semelhanca entre as duas estruturas (Figura 21B). Esta
sobreposicdo também foi analisada pelo software UCSF Chimera com a ferramenta
MatchMaker, sendo encontrado o RMSD de 0,772 A, confirmando a grande semelhanca entre
as estruturas analisadas.

O modelo completo da proteina LepA388 gerado pelo servidor I-TASSER possui a
porcdo C-terminal da proteina representado como um unico dominio mais compacto (Figura
21C). Esta representacdo se assemelha aos modelos gerados pelo servidor Phyre2 (Figuras 16
e 18) e reforca uma possivel separagdo entre os dominios N- e C-terminais. Adicionalmente, 0
alinhamento da extremidade N-terminal da proteina LepA388 a dominios de ligacdo a
carboidratos de diversas proteinas visto no servidor Phyre2 também é representado nos
programas SWISS-Model e HHpred, incluindo o modelo PDB labr referente a toxina abrina e

ao seu dominio semelhante & lectina B da ricina.

LepA388
[] Alinhamento com D2 (CARDS) [ | Alinhamento com D3 (CARDS)

B Sequéncia apresentada pelo fago [ Residuos do “caminho aromatico”
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B)

] Dominio mART (D1) [] Dominio 2 Toxina CARDS
B sitio de ligacdo ao NAD” B Dominio 3
[ ] Conexdo entre D1aD2+D3 [_]| Residuos do “caminho aromético™

[T] Alinhamento com D2 (CARDS) [ | Alinhamento com D3 (CARDS)

[ sequéncia apresentadapelo fago [I] Residuos do “caminho aromético™

[l Peptideo sinal [] C-terminal

Figura 21. A) Modelo com a sequéncia de 50-336 aa da proteina LepA388 alinhados aos dominios D2
(em azul ciano) e D3 (em amarelo) da toxina CARDS de Mycoplasma pneumoniae. A sequéncia
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identificada por phage display esta representada em rosa, e os residuos do “caminho aromatico” estdo
representados em laranja. B) Modelo da toxina CARDS de M. pneumoniae, alinhado ao modelo da
proteina LepA388 representado em A. C) Modelo da proteina LepA388 completa gerado pelo servidor
I-TASSER a partir do alinhamento com a toxina CARDS (gerado pelo programa SWISS-MODEL). As
regides do peptideo sinal e C- terminal da proteina LepA388 estdo representadas em vermelho e verde,
respectivamente.

4.3.2.3. Predicéo de dominios conservados na estrutura tridimensional de LepA388

Adicionalmente, foi realizada uma nova predi¢éo da estrutura tridimensional da proteina
LepA388 com o programa ThreaDom, o qual compara a sequéncia priméria de proteinas com
modelos tridimensionais publicados e estabelece uma pontuagdo de conservacdo de dominio
(DCS = domain conservation score) para cada residuo. Dessa forma, o programa pode prever
as extremidades de possiveis dominios continuos e descontinuos na proteina de interesse (XUE
et al., 2013). A predicdo resultante revelou que a proteina LepA388 seria uma proteina de
dominio Unico, segundo o limiar adotado pelo programa (Figura 22A). Apesar deste resultado,
as oscilacdes apresentadas no grafico com o DCS de cada residuo curiosamente coincidem com
as caracteristicas marcantes apresentadas pelos modelos apresentados nos itens 4.4.2.1 e
4.4.2.2, principalmente com os modelos gerados pelo servidor Phyre2 (Figura 22B), indicando
e reforcando a existéncia de possiveis divisbes espaciais na estrutura tridimensional de

LepA38s.
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B)
LepA388
1 20 156 241 631
Peptideo Dominio Sequéncia C-terminal
sinal “lectina de do fago da proteina
ricina B
Dominios conservados (pontuacao)
1.01
0.96
0,91
0.86
0.81 LepA388_Ct
LepA388_B-1 =
0.76 PAIEE_DTEE LepA388_Phg
———s
0.71
0.66 LepA388_D1
0.61 , LepA388_Cards
0.56
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640

Residuos de aminoacidos

Figura 22. A) Gréfico de predicdo de dominios conservados gerado pelo programa ThreaDom. A linha
vermelha representa o limiar do programa para delimitacdo de possiveis dominios; no caso da proteina
LepA388, apenas um Unico dominio foi predito pelo programa. B) Grafico apresentado em A
modificado para ampliar a curva acima do limiar definido pelo programa ThreaDom. A curva resultante
coincide com porc¢des preditas pelos servidores de predi¢cdo Phyre2, SWISS-MODEL e HHpred,
principalmente na regido N-terminal da proteina LepA388. No grafico também estdo representados 0s
esquemas das proteinas recombinantes desenhadas a partir de LepA388.

4.3.3. Desenho, producédo e purificacdo de proteinas recombinantes da proteina

LepA388

A proteina recombinante correspondente a sequéncia completa da proteina LepA388
sem a regido contendo o peptideo sinal (LepA388F) ja havia sido desenhada, amplificada e
subclonada no vetor de expressdo pAE durante o periodo do Mestrado, assim como as proteinas
recombinantes LepA271F e LepA400F, as quais representam proteinas de maior e menor
identidade com a sequéncia consenso resultante do alinhamento mdltiplo das 12 proteinas da
familia DUF_61, respectivamente (FERREIRA, 2015) (Figura 23A). Além dessas construgdes,

a partir dos modelos gerados com o auxilio de programas de predicdo, foi definido o desenho
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de novas proteinas recombinantes da proteina LepA388, a fim de confirmar possiveis dominios
e suas funcdes associadas: LepA388_Cards, correspondente a sequéncia alinhada aos dominios
D2 e D3 da toxina CARDS (predigdo dos programas SWISS-Model e HHpred); LepA388 D1,
correspondente ao possivel dominio N-terminal da proteina LepA388 (predicdo do servidor
Phyre2); LepA388_LecB, correspondente ao dominio semelhante & lectina B de ricina;
LepA388_Phg, correspondente a sequéncia apresentada pelo fago selecionado apos selecdo em
celulas (técnicas phage display e BRASIL); LepA388_Ct, correspondente a uma sequéncia C-
terminal da proteina LepA388 (Figura 23B).

As proteinas recombinantes LepA388F, LepA271F e LepA402F foram produzidas em
bactérias E. coli BL21 Star (DE3) pLysS, enquanto que as proteinas LepA388_Cards,
LepA388 D1, LepA388_LecB, LepA388 Phg e LepA388_Ct foram produzidas em bactérias
E. coli BL21-SI. Todas as proteinas foram obtidas de forma insoltvel, sendo necesséria a
dissolugdo das proteinas em corpusculos de inclusdo com solugdo contendo 8 M de ureia ou 6
M de hidrocloreto de guanidina. Em seguida, cada proteina foi purificada em coluna
cromatografica de afinidade a niquel (coluna HisTrap), sendo eluida em tampéo contendo 8 M
de ureia. A producdo e purificacdo das proteinas recombinantes foram avaliadas por SDS-
PAGE, em que cada proteina recombinante apresentou massa molecular proximo ao esperado

pelas predicdes e que sua purificacdo foi bem sucedida (Figura 23C).

A)
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Figura 23. A) Esquema das trés proteinas recombinantes correspondentes as sequéncias das proteinas
LepA402, LepA271 e LepA388 (LepA402F, LepA271F e LepA388F, respectivamente). As trés
proteinas foram desenhadas e clonadas em pAE previamente a este estudo (FERREIRA, 2015). B)
Esquema das cinco proteinas recombinantes de LepA388, desenhadas a partir dos modelos
tridimensionais gerados pelos programas de predigdo e identificadas pelos seguintes sufixos: _LecB,
referente ao dominio de lectina B; _Phg, referente a sequéncia identificada por phage display; _D1,
referente ao dominio N-terminal delimitado pelo servidor Phyre2; Cards, referente a sequéncia
alinhada a toxina CARDS de M. pneumoniae; _Ct, referente a parte da regido C-terminal da proteina.
C) SDS-PAGE com as proteinas recombinantes purificadas por IMAC em 8 M ureia. A ordem das
proteinas das canaletas 2 a 9 é a mesma da sequéncia dos esquemas em A e B (nimeros em paréntesis).
Canaleta 1: marcador de massa molecular. SDS-PAGE com gel de poliacrilamida de 9% e 16% corado
com Coomassie Blue.

4.3.4. Analise da interacdo entre as proteinas recombinantes de LepA388 com

proteinas de MEC

A fim de avaliar a interacdo entre as proteinas recombinantes da proteina LepA388 ou
da familia DUF_61 com proteinas de MEC, foram realizados ensaios de Far Western Blotting,
também conhecidos como Overlay. Amostras das proteinas recombinantes foram aplicadas em
géis contendo as concentraces 9% e 16% de poliacrilamida e, posteriormente, as membranas
resultantes foram incubadas com as seguintes proteinas de MEC: laminina (Lam), colageno |
(Coll), colageno IV (CollV), vitronectina (VTN), fibronectina (FN) celular, fibronectina (FN)

plasmatica (450 kDa) e os fragmentos de 45 kDa e 30 kDa da fibronectina (FN) plasmatica. As
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proteinas recombinantes de LigA e de LIC10301 também foram aplicadas em todos os geéis
como controles positivo e negativo, respectivamente.

Com excegdo do controle negativo LIC10301, todas as proteinas recombinantes
apresentaram interacdo em niveis variados com uma ou mais proteinas de MEC utilizadas
(Figura 24), mas é possivel observar maior interacdo com as proteinas recombinantes
localizadas na regido N-terminal de LepA388. Em quase todas as membranas avaliadas, a
proteina LepA388_Phg aparece em destaque, indicando sua interacdo com vérias proteinas da
MEC. A proteina LepA388_D1 também apresentou interacdo marcante com laminina, colageno
I, vitronectina e com as fibronectinas celular e plasmaticas. A proteina LepA388_Cards
interagiu de forma ligeiramente menos marcante com laminina e as fibronectinas celulares e
plasmaéticas, enquanto que o fragmento LepA388 LecB interagiu da mesma forma com
laminina, vitronectina e fibronectina celular. Quanto as proteinas recombinantes
correspondentes as sequéncias completas de membros da familia DUF_61, sua interagdo com
as proteinas de MEC foi mais discreta em comparacdo aos fragmentos de LepA388, com
excecdo da marcante interacdo de LepA271F e LepA388F com laminina. Estes resultados
sugerem que a sequéncia apresentada pelo fago pode ser a principal regido onde ocorre a

interacdo desta proteina com o hospedeiro.
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Figura 24. Ensaio de Far Western Blotting (Overlay) com as proteinas recombinantes de LepA388 e da
familia DUF_61, e sua interagdo com proteinas de MEC. A esquerda, est&o os registros das membranas
de nitrocelulose coradas com Ponceau S, obtidas a partir da transferéncia de SDS-PAGE com géis de
poliacrilamida de 9% e 16%, com as proteinas na seguinte ordem: LepA402F (canaleta 2), LepA271F
(canaleta 3), LepA388F (canaleta 4), LepA388_LecB (canaleta 5), LepA388_Phg (canaleta 6),
LepA388_D1 (canaleta 7), LepA388_Cards (canaleta 8), LepA388_Ct (canaleta 9), e proteinas
recombinantes de controle positivo LigA e negativo LIC10301 (canaleta 10). A direita, estdo as
revelagBes por quimioluminescéncia ap6s incubacdo das membranas de nitrocelulose correspondentes
com 10 pg/mL das proteinas: laminina (Lam, A), colageno | (Coll, B), coldgeno IV (CollV, C),
vitronectina (VTN, D), fibronectina celular (FN celular, E), fibronectina plasmética (FN plasmatica, F)
ou fragmentos proteoliticos de 30 kDa (G) e 45 kDa (H) da fibronectina plasmatica, seguida pela
deteccdo com anticorpos especificos. Canaleta 1: marcador de massa molecular.
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4.3.5. Novas modelagens de LepA388 e de todos os membros da familia DUF_61

Uma das mais recentes metodologias de predigéo de estruturas proteicas baseadas em
deep learning, RoseTTAFold, permite a geracdo de modelos de alta acuracia a partir de uma
rede neural de trés vias capaz de processar simultaneamente a sequéncia de aminoacidos,
distancia entre residuos e informagdes de suas coordenadas (BAEK et al., 2021). Esta
metodologia foi utilizada para validar os modelos gerados e descritos nos itens acima para a
proteina LepA388, assim como para todos os outros 12 membros da familia DUF_61 presentes
em L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130.

A partir da sequéncia aminoacidica de cada proteina, foram gerados modelos com
grande parte dos erros menores do que 5 angstroms e confianca média de 0,74 (+ 0,02)
(HIRANUMA et al., 2021), exceto pelos modelos das proteinas LepA402 e LepA591 que
apresentaram confianca ligeiramente menor (0,70 e 0,65, respectivamente), as quais possuem
sequéncias de aminoacidos mais distantes do restante dos membros da familia DUF_61 nesta
cepa de Leptospira (Figura 25).

Apesar de algumas pequenas diferencas estruturais, é possivel observar a grande
semelhanca dos 13 modelos entre si, 0s quais sdo concordantes com os modelos gerados pelos
servidores Phyre2 (Figura 16) e SWISS-Model em combinagdo com I-TASSER (Figura 21C)
para a proteina LepA388: em todos os modelos existe a tendéncia de separacdo entre 0s
dominios N- e C-terminais e a semelhanca com os dominios de ligacdo e internalizacdo
celulares de toxinas, como CARDS, abrina e ricina (RMSD de 1,1-1,2 A entre 0 modelo de
LepA388 e os modelos PDB 4tlw, labr e 2aai), sugerindo que esta familia de proteinas pode

desempenhar um papel semelhante durante o ciclo infeccioso das leptospiras.
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LepA400

Figura 25. Modelos tridimensionais das proteinas da familia DUF_61 gerados pelo servidor Robetta
(metodologia RoseTTAFold). Representacdes modificadas no software PyMol para a delimitacdo de
possiveis dominios da proteina: peptideo sinal (em vermelho), alinhamento com o dominio D2 da toxina
CARDS (em azul ciano), sequéncia identificada por phage display (em rosa), alinhamento com o
dominio D3 da toxina CARDS (em amarelo) e a por¢do C-terminal da proteina (em verde). Modelos
com erros menores do que 5 angstroms e indices de confianca variando entre 0,65 a 0,76.

4.3.6. Producao e purificacdo de proteinas fluorescentes com EGFP

Novas proteinas recombinantes tiveram suas sequéncias nucleotidicas clonadas para
posterior expressdo em bactérias: a proteina EGFP e a proteina fusionada EGFP-
LepA388_Cards (Figura 26A), com o objetivo de analisar a interacdo desta porcao da proteina
LepA388 a células mamiferas e seus receptores. As proteinas recombinantes foram produzidas
em bactérias E. coli ArcticExpress (DE3) de forma soltvel a partir do vetor de expressdo pAZ
e, em seguida, cada proteina foi purificada em coluna HisTrap, com posterior didlise para a
remocao de imidazol. Além delas, ajustes no cultivo para a producdo da proteina LepA388F
em bactérias E. coli BL21 Star (DE3) pLysS permitiram sua expressao de forma soltvel, a qual
também foi purificada em coluna HisTrap.

Apo6s a purificacdo e dialise, amostras da proteina recombinante EGFP estavam
claramente esverdeadas, indicando o éxito em sua expressdo. Amostras da proteina fusionada
EGFP-LepA388_Cards ndo apresentavam cor verde por avaliagdo visual, mas grande parte

delas apresentou fluorescéncia sob exposicdo ao filtro Alexa 488 no fotodocumentador
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Chemidoc (Bio-Rad) (Figura 26B). Todas as proteinas recombinantes sollveis foram

posteriormente avaliadas por SDS-PAGE (Figura 26C).

A)
| EGFP | EGFP
29,4 kDa
41 336
62,5 kDa
B) C)
Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5 Fr.6 BSA kDa 1 2 3
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13-
102 -
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—
52-
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31-
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Filtro Alexa 488

Figura 26. A) Esquema das duas proteinas recombinantes clonadas no vetor de expressdo pAZ
correspondentes as sequéncias da proteina EGFP e da proteina fusionada EGFP-LepA388_Cards. A
porcao da proteina LepA388 nesta fusdo apresenta a mesma sequéncia aminoacidica que a apresentada
na Figura 23B. B) Avaliacdo da fluorescéncia das amostras purificadas da proteina fusionada EGFP-
LepA388_Cards sob exposicdo ao filtro Alexa 488 no fotodocumentador Chemidoc. As fragoes 1 a 6
(Fr. 1-6) representam as diferentes coletas de purificacdo da proteina em coluna HisTrap. Uma amostra
contendo BSA também foi avaliada como controle negativo. C) SDS-PAGE com as proteinas
recombinantes purificadas por IMAC. A esquerda, foram adicionadas amostras de BSA em
concentracdes decrescentes para comparagdo: 2 g (canaleta 1), 1 pg (canaleta 2), 0,5 pg (canaleta 3) e
0,25 pg (canaleta 4). Amostras da Fr. 5 da proteina fusionada EGFP-LepA388_Cards (com maior
fluorescéncia, ver figura B), de EGFP e LepA388F foram adicionadas nas canaletas 6, 7 e 8,
respectivamente. Canaleta 5: marcador de massa molecular. SDS-PAGE com gel de poliacrilamida de
12% corado com Coomassie Blue.
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4.4. Andlise da lipoproteina hipotética LepA069

Finalmente, LepA069 consiste em uma proteina hipotética que contém 1002 residuos
de aminoécidos e sua anéalise por programas de predicdo revelou a presenga de uma regido
transmembrana e sua possivel localizacdo na membrana externa de leptospiras. Esta proteina
se destacou ao ter duas sequéncias sobrepostas selecionadas pelo método de phage display,
seguido da selegdo pela técnica BRASIL em células VERO, indicando sua possivel interagéo
com o hospedeiro (FERREIRA, 2015). Entretanto, ndo ha informacdes de possiveis dominios
ou estudos na literatura com esta proteina.

Como uma analise inicial, foi realizada uma reacdo de gPCR com oligonucleotideos
especificos para a proteina LepA069 e cDNA obtido a partir do RNA extraido do figado de
camundongos C3H/HeJ apds trés dias do desafio com L. interrogans sorovar Copenhageni cepa
Fiocruz L1-130. A expressdo do gene de LepA069 obteve um aumento médio de

aproximadamente 70 vezes, em comparagdo a expressao do gene ribossomal 16S (Figura 27).
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Figura 27. Analise da expressao dos genes codificadores de LipL32, LigB e LepA096, apresentada em
fold change e pelo método delta-delta (2-99°Y), a partir de RT-gPCR utilizando amostras de figado de
camundongos susceptiveis C3H/HeJ apds trés dias de infecgdo por L. interrogans sorovar Copenhageni
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cepa Fiocruz L1-130. As amostras foram analisadas em triplicata para cada par de oligonucleotideo, e
os dados foram normalizados a partir da expressdo do gene constitutivo ribossomal 16S e comparadas a
expressao dos mesmos genes em leptospiras cultivadas em meio EMJH a 30 °C. Anélise estatistica por
One-way ANOVA, com P < 0,01 (**).

A anédlise da proteina LepA069 através do desenho de proteinas recombinantes e
producdo dos fragmentos resultantes ndo foi bem sucedida (dados n&o apresentados).
Entretanto, o forte aumento na expresséo de seu gene em condigdes de infeccdo em animais
susceptiveis, aliado aos resultados previamente obtidos através da técnica de phage display,
sugerem sua participacdo na patogénese da leptospirose e uma intrinseca relagdo patégeno-

hospedeiro a ser explorada.
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5. DISCUSSAO

A caracterizacdo da bactéria virulenta Leptospira interrogans quanto a sua interacao
com diferentes hospedeiros permanece pouco conhecida, devido a limitacdo de ferramentas
para a manipulacdo genética das leptospiras. Como alternativa, a técnica de phage display tem
se mostrado uma ferramenta valiosa para identificar novas adesinas e outras proteinas que
participam da interacdo patdgeno-hospedeiro em leptospiras e bactérias espiroquetas
(COBURN et al., 1999; ANTONARA et al., 2007; ROSANDER et al., 2011; CHING et al.,
2012; LIMA et al., 2013; EVANGELISTA et al., 2014b). Através desta técnica, as proteinas
hipotéticas LepA962, LepA069 e LepA388 foram previamente identificadas e sua
caracterizagdo foi continuada e aprofundada neste estudo.

J& havia evidéncias na literatura de que a lipoproteina hipotética LepA962, também
conhecida como Lp95, poderia ser um componente candidato a contribuir com 0 processo
infeccioso de leptospiras. No atual estudo, a interacdo da proteina recombinante LepA962_Phg
com componentes de matriz extracelular e células VERO foi claramente demonstrada,
corroborando o ensaio funcional que culminou na identificacdo desta sequéncia proteica pela
técnica de phage display, ap6s selecdo na mesma linhagem de células epiteliais renais
(FERREIRA, 2015). Os resultados obtidos com as proteinas recombinantes LepA962 Phg e
LepA962_ Nt também estdo de acordo com os dados apresentados no trabalho de Atzingen e
colaboradores (ATZINGEN et al., 2009), onde foram demonstradas diferencas claras de ligagéo
entre as trés por¢des recombinantes da proteina LepA962 (N-terminal, C-terminal e Overlap)
com as proteinas de MEC testadas: todos os fragmentos e a proteina inteira mostraram ligacéo
até certo ponto, mas o fragmento C-terminal, o qual possui 0 dominio DUF_54 e grande parte
da sequéncia identificada por phage display, apresentou maior intensidade de ligacéo a laminina

e fibronectinas plasmatica e celular. Por outro lado, o fragmento “Overlap” que possui a
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sequéncia completa encontrada no fago também apresentou marcante interacdo com laminina
e fibronectina plasmaética, e interacdo em menor intensidade a fibronectina celular. No atual
estudo, também foi demonstrada a intensa ligacdo de LepA962_Phg a laminina e fibronectina
plasmaética, entretanto, ao contrério do trabalho de Atzingen, também foi observada interacéo
marcante desta proteina recombinante ao colageno tipo I, e adicionalmente ao fibrinogénio
(Figura 11). As interacGes com as proteinas de MEC testadas neste estudo mostraram ser
dependentes da dose de proteina LepA962_ Phg, enquanto que a proteina LepA962 Nt
apresentou interacdo significativamente menor com as mesmas proteinas de MEC, mesmo nas
maiores concentragdes testadas (Figura 12).

Adicionalmente, Atzingen e colaboradores demonstraram que a proteina recombinante
inteira de LepA962 € capaz de ativar a molécula de adesdo celular E-selectina em células
endoteliais HUVEC. Seus antigenos também foram identificados tanto no limen tubular renal
quanto em associacdo a infiltrados de células inflamatérias intersticiais, a partir de tecidos
renais obtidos de cobaias apo6s 14 dias de infeccdo por bactérias virulentas de L. interrogans
cepa Fiocruz L1-130, indicando sua expressdo durante a infeccdo animal e sua interacdo com
um dos 6rgaos mais afetados na leptospirose (ATZINGEN et al., 2009). Em concordancia com
os dados na literatura, no atual estudo também foi demonstrada a ligacdo da proteina
recombinante LepA962 Phg a células VERO, uma linhagem de células mamiferas
provenientes do epitélio renal de macacos. Apesar desta interacao ser claramente mais intensa
com a matriz extracelular secretada pelas células, a ligacdo as células VERO com as duas
concentragdes testadas foi significativamente maior comparada a proteina LepA962_Nt e ao
controle negativo de pneumococo PspA4Pro (Figura 13). Por outro lado, o ensaio de ELISA
sanduiche realizado para avaliar a interagdo de antissoros a superficie de leptospiras virulentas
da cepa Fiocruz L1-130 revelou uma discreta ligacdo dos antissoros das proteinas

LepA962_Phg e LepA962_Nt em relacdo ao antissoro da lipoproteina LipL32, presente em
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abundancia na superficie de leptospiras (Figura 14). Entretanto, as bactérias utilizadas
pertenciam a terceira passagem em cultura com meio EMJH apds a coleta de hamsters
infectados, condi¢des que podem ser desfavoraveis para a expressao da proteina LepA962.

Curiosamente, fontes na literatura discordam quanto aos dados obtidos com a proteina
LepA962 e com as 6 proteinas LenA-F pertencentes a mesma familia do dominio DUF_54.
Assim como a LepA962, trabalhos demonstraram a ligacdo de proteinas Len & laminina e a
fibronectina plasméatica (BARBOSA et al., 2006; STEVENSON et al., 2007), enquanto que no
trabalho de Pinne e colaboradores, a interagdo de LepA962 e das proteinas Len com
fibronectina ndo foi considerada significativa; os proprios autores consideraram as diferencas
nas estratégias experimentais e nas origens das fibronectinas utilizadas entre os trabalhos como
provaveis causas da incompatibilidade nos resultados obtidos (PINNE; MATSUNAGA;
HAAKE, 2012). Adicionalmente, a expresséo dos genes codificadores de LenA e LepA962 ndo
foi consistentemente detectada por RT-gPCR em modelos de infeccdo de animais susceptiveis
(hamsters) e resistentes (camundongos) com bactérias virulentas de L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae cepa Verdun (MATSUI et al., 2012), entretanto, o desenho dos
oligonucleotideos baseado na sequéncia dos genes de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa
Fiocruz L1-130 pode ter contribuido para a falha na deteccdo destes genes.

O papel da proteina LepA962 na contribuicdo da viruléncia em leptospiras patogénicas
ainda deve ser melhor elucidado, entretanto, o presente estudo confirmou a clara interacéo desta
proteina e um de seus fragmentos (revelados por phage display) com células do hospedeiro e
proteinas de MEC, sugerindo a participagdo da LepA962 na disseminacdo de leptospiras
durante seu ciclo infeccioso nos hospedeiros.

Em relacdo a proteina LepA388, foi inicialmente demonstrado por RT-gPCR 0 aumento
na expressao de seu gene em amostras de figado de camundongos susceptiveis infectados por

L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130. Similarmente, indicios da
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participagdo da proteina LepA388 na viruléncia de leptospiras ja havia sido demonstrada na
literatura. A regulacdo positiva na expressdéo do seu gene ortdlogo por RT-gPCR foi
documentada em amostras de sangue e figado, e em menor intensidade nas amostras de rins
coletadas de hamsters em modelo de infeccdo aguda por bactérias L. interrogans sorovar Lai
cepa 56601. O mesmo estudo demonstrou 0 aumento na expressdo dos genes de outros
membros também pertencentes & familia DUF_61, utilizando as mesmas amostras de animais
infectados (LEHMANN et al., 2013). Outro trabalho revelou uma forte inducdo de 6 a 11 vezes
na expressao de dois genes da familia DUF_61 (LepA402 e LepA400, respectivamente) em
cultivos de L. interrogans sorvar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 com osmolaridade
fisiologica atingida com a adi¢do de 120 mM de NaCl ao meio EMJH (MATSUNAGA et al.,
2007). Ainda considerando o gene da proteina LepA402, um modelo de infeccdo em células
HK-2 por L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 mostrou sua forte
expressdo apos 4 h de infeccdo (CHOU et al., 2014) e, mais recentemente, analises de expressao
diferencial utilizando RNA-seq revelaram o mesmo gene como um dos mais significativamente
expressos quando as bactérias patogénicas de L. borgpetersenii sorovar Hardjo cepa JB197
foram cultivadas a 37 °C (PUTZ et al., 2021).

A andlise da proteina LepA388 continuou com a predicao de estruturas tridimensionais
e possiveis dominios, sendo a por¢cdo N-terminal modelada de forma mais confiavel, a partir do
seu alinhamento com o dominio de B-lectina (ou lectina B) da toxina ricina. Este dominio esta
presente em diversas proteinas que interagem com carboidratos, como toxinas AB, glicosidases
e proteases de plantas e bactérias. O dominio labr_B da proteina abrina foi um dos dominios
mais utilizados como referéncia no alinhamento com a LepA388, e a abrina, assim como a
ricina, trata-se de uma potente toxina do tipo AB, em que a cadeia A é responsavel pela
atividade tdxica da proteina, enquanto que a cadeia B consiste em um dominio de ligagdo a

galactose que possibilita a ligacéo e internalizacdo da toxina nas células (TAHIRQOV et al.,
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1995; BAGARIA & KARANDE, 2014), sendo estruturalmente semelhante a cadeia B da toxina
ricina. Atualmente, o dominio de lectina B se encontra anotado somente na proteina LepA400
em L. interrogans (cepa Fiocruz L1-130), entretanto, no presente estudo, foi observada a grande
semelhanca na sequéncia referente a este dominio na proteina LepA388 e em todas as outras
proteinas pertencentes a familia DUF_61, incluindo a presenca das repeticdes QxW
caracteristicas deste dominio (RUTENBER; READY; ROBERTUS, 1987; HAZES, 1996),
indicando o provével compartilhamento deste dominio entre todos os membros da familia
DUF_61 (Figura 17A). Curiosamente, no estudo de Lehmann e colaboradores (LEHMANN et
al., 2013), a mutacdo G72E encontrada no gene ortélogo ao codificador da proteina LepA388
apos atenuacgdo de bactérias L. interrogans em subculturas in vitro ocorre no possivel dominio
de lectina B na proteina, sugerindo a importancia desta estrutura na contribuicdo da viruléncia
de leptospiras patogénicas.

Outros dominios marcantes presentes nas analises de predicao da estrutura de LepA388
foram 4tlv e 4tlw, correspondentes a toxina CARDS de Mycoplasma pneumoniae. A toxina
CARDS ¢é um fator de viruléncia expresso pela bactéria com atividades de ADP-ribosilacéo e
vacuolizacdo em células das vias respiratérias, levando a morte celular. A estrutura da toxina é
triangular, composta pelo dominio N-terminal (D1) com o sitio ativo mART (mono-ADP-
ribosiltransferase), seguido por dois dominios (D2 e D3) responsaveis pela ligacdo e
internalizacdo da toxina em células (BECKER et al., 2015). Os dominios D2 e D3 também séo
estruturados de maneira semelhante ao dominio de lectina B da ricina, e a semelhanca entre
estes dominios com a por¢do N-terminal da proteina LepA388, incluindo a conservagéo parcial
do caminho aromatico caracteristico do dominio D3 da toxina CARDS, sugerem que a proteina
de leptospira pode desempenhar um papel semelhante de ligagdo e internalizacdo celulares.

A predicéo de estruturas tridimensionais e dominios auxiliou no desenho de fragmentos

da proteina LepA388 para analises funcionais subsequentes. Através da técnica de Far Western
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Blotting, foi observada interacbes marcantes principalmente entre os fragmentos
correspondentes a sequéncia identificada por phage display (LepA388_Phg) e a regido N-
terminal completa (LepA388_D1 e LepA388_Cards) com as proteinas de MEC como laminina,
colagenos do tipo | e IV, vitronectina e fibronectinas plasmaéticas e celular. Estes resultados
somados as informacdes na literatura, as predi¢des estruturais da regido N-terminal da proteina
LepA388 e ao prévio ensaio de phage display seguido pela selecao dos fagos em células VERO,
sugerem fortemente que a proteina pode contribuir para a interacdo patégeno-hospedeiro
durante a infecgdo por leptospiras. E importante ressaltar que este estudo foi o primeiro a
explorar de forma inicial as possiveis atividades funcionais de diferentes regides da proteina
LepA388, contribuindo assim para a elucidacdo desta singular familia de genes paralogos
DUF_61 em leptospiras virulentas.

A familia de proteinas paralogas DUF_61 € uma das milhares de familias proteicas que
carecem de homélogos com estrutura conhecida para comparagdo de modelagens de forma mais
acurada. Entretanto, métodos computacionais utilizados para a predicdo de estruturas proteicas
a partir da sequéncia de aminoacidos tornaram-se cada vez mais numerosos e acessiveis no final
do século XX, facilitando e guiando o estudo funcional de proteinas com funcgdes e estruturas
ainda desconhecidas. O crescente aumento no sequenciamento de genomas também possibilita
a previsdo cada vez mais precisa de contatos residuo-residuo utilizando dados evolutivos
(ANFINSEN, 1973; OVCHINNIKOV et al., 2017).

Os renomados servidores para modelagem de proteinas utilizados no presente estudo
(Phyre2, I-TASSER, SWISS-Model e HHpred) utilizam métodos de predi¢do de estruturas
baseadas em modelos conhecidos por homologia e/ou reconhecimento de dobras, gerando
modelos com caracteristicas semelhantes entre si, mas com regides de baixa confianca
estrutural. A analise adicional das proteinas da familia DUF_61 utilizando uma recente

metodologia baseada na formacéo de uma rede neural de trés vias denominada Rose TTAFold
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(BAEK et al., 2021) permitiu a geracdo de modelos com mais acuracia (Figura 25) e, juntos aos
modelos gerados em outros servidores, reforcam os indicios de que as proteinas desta familia
em leptospiras patogénicas podem se tratar de possiveis toxinas.

A hipdétese de que as proteinas da familia DUF_61 podem atuar como toxinas durante a
infeccdo de leptospiras patogénicas também foi explorada e confirmada na recente pré-
publicacdo de Chaurasia e colaboradores. O grupo explorou a atividade da proteina
recombinante rLA3490, referente a proteina da familia DUF_61 com maior regulacdo génica
positiva em amostras de sangue, figado e rins de hamsters em modelo de infeccdo aguda
demonstrada anteriormente pelo mesmo grupo (LEHMANN et al., 2013). A proteina
recombinante mostrou compartilhar a mesma especificidade de ligacéo a glicoconjugados que
a cadeia B da ricina, além da demonstracdo de efeitos citopaticos causados quando a proteina
foi adicionada a culturas de células HeLa, incluindo arredondamento e destacamento celular,
despolimerizacdo de actina e fragmentacdo nuclear, levando a lise e morte celulares
(CHAURASIA et al., 2020). Estes dados sdo os primeiros indicios da citotoxicidade desta
proteina, funcdo que pode ser exercida pelos outros membros da familia DUF_61.

De maneira independente, seguimos um racional semelhante ao trabalho acima com as
predicdes tridimensionais da proteina LepA388, além do desenho e producdo da proteina
fusionada EGFP-LepA388_Cards para avaliar a interacdo do dominio N-terminal de LepA388
com diferentes linhagens de células mamiferas e possiveis receptores especificos (experimentos
em andamento). Outras construcGes também estdo sendo avaliadas para andlises adicionais,
incluindo o provével efeito citotoxico da proteina LepA388. E possivel que haja diferentes
focos de atuacéo das proteinas da familia DUF_61 dependendo das condic6es de infeccéo, além
da cepa de Leptospira e hospedeiro envolvidos, abrindo um campo diverso de possibilidades
de estudo, parte dos quais foram iniciados na presente tese, identificados inicialmente pela

técnica de phage display pelo nosso grupo.
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Finalmente, assim como demonstrado para a proteina LepA388, o estudo da proteina
LepA069 também identificada por phage display teve inicio com a avaliagdo da expressao do
seu gene codificador por RT-gPCR, resultando no aumento expressivo de sua expresséo em
amostras de figado de camundongos susceptiveis apds trés dias de infec¢do por L. interrogans
sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130. A técnica de RT-gPCR é eficientemente empregada
para a quantificagdo e comparacdo acuradas da expressdo génica de bactérias virulentas em
diversas amostras bioldgicas, e tem contribuido para o melhor entendimento de proteinas
candidatas na participacgdo durante o ciclo de infeccdo das leptospiras nos hospedeiros. Alguns
exemplos incluem a demonstracdo da expressdo génica de colagenase (colA) nos pulmdes de
hamsters em modelo de infec¢do aguda (JANWITTHAYANAN et al., 2013), além de modelos
de cultivo in vitro mimetizando as condigdes encontradas nos hospedeiros, como aumento da
osmolaridade (de 67 mOsm para 300 mOsm) e/ou temperatura (de 30 °C para 37 °C),
parametros que influenciam na regulacdo positiva de genes associados a viruléncia como ligA,
ligB, lenA, lipL32, lipL41, loa22, sph2, entre outros (MATSUNAGA et al., 2005; PAPPAS;
PICARDEAU, 2015; FRASER; BROWN, 2017). Considerando a possivel proteina de
membrana externa LepA069, o aumento de sua expressao génica em 70 vezes nas amostras de
animais infectados comparada a expressao em leptospiras cultivadas em meio EMJH a 30 °C
(Figura 27), junto a sua identificacdo por phage display e selecdo em células VERO

(FERREIRA, 2015), sdo evidéncias inéditas de sua relacdo na interacdo patégeno-hospedeiro.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em resumo, o presente trabalho contribuiu para a caracterizacdo de trés proteinas
hipotéticas de L. interrogans, as quais estdo possivelmente envolvidas no arsenal de fatores de
viruléncia utilizadas pelas bactérias patogénicas durante seu ciclo infeccioso. A caracterizacdo
da proteina recombinante LepA962_Phg identificada previamente por phage display
enriqueceu o conhecimento j& adquirido sobre a proteina LepA962 (ou Lp95), destacando um
possivel novo dominio de interagdo desta proteina com o hospedeiro durante a infecgdo. A
proteina LepA069 ainda permanece com fungdo desconhecida, mas demonstramos aqui 0s
primeiros dados de sua possivel participacdo na patogenicidade da leptospirose.

Dentre as proteinas estudadas, as proteinas da familia DUF_61 se destacam. Os dados
aqui apresentados com a proteina LepA388 sdo evidéncias de sua interagdo com o hospedeiro.
Entretanto, devido a intrigante redundancia desta familia em L. interrogans, ainda ha um
imenso e empolgante campo de possibilidades no estudo desta familia em leptospiras
patogénicas, o qual esta sendo atualmente explorado pelo nosso grupo com a proteina em fuséo
EGFP-LepA388_Cards e outros dominios da proteina LepA388.

Como perspectivas, a avaliacdo do potencial imunogénico destas trés proteinas
hipotéticas como antigenos vacinais ou para uso em diagnastico de leptospirose que constituia
um dos objetivos iniciais deste projeto de Doutorado, também sera explorado com a
continuacdo dos atuais estudos. Adicionalmente, a elaboracdo de um manuscrito sobre os dados
obtidos com proteinas recombinantes de LepA962 estad sendo finalizada, assim como as
presentes e futuras descobertas relacionadas a proteina LepA388 e outros membros da familia

DUF_61 também serdo incluidas em outro manuscrito a ser elaborado.
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APENDICES

I (121)
XholI (136)
HindIII (168)

Figura S1. Mapa do vetor de expressdo pAE, onde estdo detalhados componentes como origens de
replicagdo, promotores e 0 gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina (AmpR, em rosa). A sequéncia
codificando as seis histidinas (6xHis, em vermelho) se encontra antes do sitio de clonagem maultipla
(MCS, em lilas), estando na extremidade N-terminal da proteina recombinante apds sua expressao. Os
sitios de restricdo Xhol (destaque em laranja) e Hindlll foram utilizados para a clonagem das
sequéncias dos genes recombinantes. Mapa gerado pelo software SnapGene (GSL Biotech LLC).
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<1 promoter RBs

BamHI (844)
HindIII (878)

pAZ
3547 bp

Figura S2. Mapa do vetor de expressdo pAZ, onde estdo detalhados componentes como origens de
replicacdo, promotores e 0 gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina (AmpR, em rosa). A sequéncia
codificando as seis histidinas (6xHis, em vermelho) se encontra antes do sitio de clonagem multipla
(MCS, em lilas), estando na extremidade N-terminal da proteina recombinante apds sua expressao. Os
sitios de restricdo BamHI e Hindlll foram utilizados para a clonagem das sequéncias dos genes
recombinantes. Mapa gerado pelo software SnapGene (GSL Biotech LLC).
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T7 promoter KpnI (381)
XholI (419)

\ac ope

pSUMOUIp1
4896 bp

Figura S3. Mapa do vetor de expressdo pPSUMOuip1, onde estéo detalhados componentes como origens
de replicagdo, promotores, operons e o gene de resisténcia ao antibidtico cloranfenicol (CmR, em
laranja). A sequéncia codificando as seis histidinas (6xHis, em vermelho) se encontra depois do sitio de
clonagem mdltipla (MCS, em lilas), estando na extremidade C-terminal da proteina recombinante ap6s
sua expressao. Os sitios de restricdo Kpnl e Xhol foram utilizados para a clonagem das sequéncias dos
genes recombinantes. A etiqueta SUMO (em azul) auxilia no dobramento da proteina recombinante
fusionada e o gene da enzima Ulpl (em roxo) é expresso separadamente e a proteina Ulpl produzida
promove a clivagem entre a etiqueta SUMO e a proteina recombinante em fusdo, ap6s reconhecer a
estrutura tridimensional correta da SUMO (SHIMOKAWA-FALCAO et al., 2017). Mapa gerado pelo
software SnapGene (GSL Biotech LLC).
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Tabela S1

Sequéncia dos pares de oligonucleotideos utilizados como
componentes das reac@es de qPCR.

Gene/Proteina Sequéncia dos oligonucleotideos

de origem
LepA388 F": 5/ -GGTCTGGGCTGCCATTGAAT-3’
R™: 5/ -TCCTTCTCCACTACAATCCCT-3’
LepA069 F: 5" -TGGGATTCAATTATCAGCGACC-3'
R: 5’ -AACCAGAAAGTTGAACGGCTC-3’
LipL32 F: 5’ -GGCGATTTGGTCAGGCATAA-3'
R: 5/ -CCGTAATCGCTGAAATGGGA-3'
16S F: 5/ -TTCAGTTGGGCACTCGTAAG-3’
R: 5/ -CGTGTGTTGCCCTAGACATAA-3’

“F: sequéncias de oligonucleotideos senso (forward);
“R: sequéncias de oligonucleotideos antisenso (reverse).
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Tabela S2

Sequéncia dos pares de oligonucleotideos utilizados na amplificacdo das sequéncias nucleotidicas
referentes as proteinas recombinantes desenhadas, para clonagem e posterior expressdo em bactérias.

Gene/Proteina  Proteina A . .
de origem recombinante Sequéncia dos oligonucleotideos
LepA962 LepA962_Nt F": 5/ -CCG CTCGAG GAACGTCTTTCCGTTCCTTCC-3’
R™: 5’/-CCC AAGCTT TTA TTCCGTGCTGATTCTTGATTT-3’
LepA962 Phg F:5’-CCG CTCGAG CCGGATGAACGCCTTCTGGCT-3'
R: 5’-CcCC AAGCTT TTA TCTTTGTCTCATCACTTCTAC-3’
LepA388 LepA388 Blec F:5’-CCG CTCGAG CAAAGACCTACTGATAAACCA-3’
R: 5/-CCC AAGCTT TTA ATCTTTTAACCGATAACGCTT-3’
LepA388_Phg F:57-CCG CTCGAG TATAATTGGTATGCCTATATT-3’
R: 5/-CCC AAGCTT TTA ATAGAGCGATCCACTCACTGG-3’
LepA388 D1 F:5’-CCG CTCGAG CAAAGACCTACTGATAAACCA-3'
R: 5/-CcCC AAGCTT TTA AACACCCCAATTAGGTCCATA-3’
LepA388_Cards F:5’-CCG CTCGAGCAAAGACCTACTGATAAACCA-3’
R: 5/-CCC AAGCTT TTA GTAACGGACCCAATTTAATAA-3'
LepA388 _Ct F:5’-CCG CTCGAG TTACTTCATACCTTCCAGATG-3'
R: 5/-CCC AAGCTT TTA AGAGATCATGAAATCAAAAAT-3’
EGFP- F: 5’ -AGAT GGATCC CAAAGACCTACTGATAAACC-3'
LepA388_Cards R: 5/_ccc AAGCTT TTA GTAACGGACCCAATTTAATAA-3’
(vetor pAZ)

“F: sequéncias de oligonucleotideos senso (forward);

“R: sequéncias de oligonucleotideos antisenso (reverse);

CTCGAG: sequéncia do sitio de restricdo da enzima Xhol;

AAGCTT: sequéncia do sitio de restricdo da enzima HindllI1;

GGATCC: sequéncia do sitio de restricdo da enzima BamHI.




[ Peptideo sinal Sequéncia identificada por phage display [0 Residuos de cisteina conservados

Figura S4. Visdo geral do alinhamento mdltiplo das 13 proteinas da familia DUF_61 encontradas na
bactéria L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130, com codigo de cores baseado na
porcentagem de identidade entre as sequéncias. Os quadros delimitam as regides do peptideo sinal
encontrado em algumas das proteinas (em verde), a sequéncia identificada por phage display (em
amarelo), e os 12 residuos de cisteina conservados ao longo das sequéncias proteicas (em vermelho).
Alinhamento multiplo obtido pela ferramenta Clustal Omega e analisado pelo software UGene.
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