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RESUMO

MATOS, V. R. Caracterizacdo funcional de uma provavel colagenasde Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni.[Functional characterization of a probable collagmn
from Leptospira interrogansorovar Copenhageni]. 2014. 68 p. Dissertagao tfislés em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria et€oua, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2014.

A leptospirose € uma zoonose, amplamente difungiedi@ mundo, causada por espiroquetas
patogénicas do géneta@ptospira que colonizam os tubulos renais de animais siees
domésticos. A transmissdo ocorre, principalmentdo gontato direto com agua e solo
contaminados com a urina de animais infectadogpqdem ser clinicamente assintomaticos.
As leptospiras patogénicas invadem os tecidos dpduwiro através da penetracdo da pele
lesada ou mucosas da boca, narina e olhos. Lagoudipapassar as superficies de contato, as
bactérias chegam rapidamente a corrente sanguirespatham-se para todos os 0rgaos
causando lesdes, principalmente, no figado e rimde @oroduzem hemorragia e necrose
tecidual. Ap6s a entrada no hospedeiro, a progredsiinfeccdo envolve a adesao das
bactérias as células eucarioticas e as proteinamtie extracelular seguida pela invasao aos
tecidos. Estudos recentes demonstraram que aspapi® sdo capazes de se translocarem
através das monocamadas celulares, o que podenemsmecanismo de evasdo do sistema
imune e também facilitaria a entrada e saida demier sanguinea para infectar 6rgaos-alvo.
O mecanismo envolvido na invasdo do patogeno ardag barreiras extracelulares nao esta
bem elucidado. Enzimas capazes de degradar preteimamatriz extracelular poderiam
contribuir com a motilidade e quimiotaxia das baat durante a invasdo. Bactérias
patogénicas sintetizam e secretam diferentes tgegproteases, que atuam degradando
colageno e glicoproteinas entre outras proteinabodpedeiro. Recentemente, um estudo,
utilizando gelatina e caseina como substratos addisbacteriano, mostrou haver uma
variedade de proteases émptospiraspp. Anélises do genoma indicam a presenca desvari
genes que codificam provaveis proteases. A compé&ava&xperimental da existéncia e a
caracterizacao funcional destas proteinas podendtoilsuir no entendimento da patogenia da
leptospirose. Neste sentido, este trabalho teveocohjetivos a clonagem, expressao e
caracterizagdo funcional de uma provavel colager(@®A) de L.interrogans sorovar
Copenhageni. As sequéncias codificantes do dongimioolagenase 1 (D1), do dominio de
colagenase 2 (D2) e de ambos os domiriasl)(da ColA foram amplificadas por PCR a
partir de DNA gendmico deeptospirae clonadas no vetor de expressao pAE. Os fragmento

D1, D2 eFull da ColA foram expressos df coliBL21 - S| e purificados a partir das fracdes



insollveis por cromatografia de afinidade a nig@sl.fragmentos recombinantes purificados
foram utilizados na obtencdo dos antissoros polaif e as atividades enzimaticas de cada
um foram avaliadas. Os antissoros policlonais s em coelho apresentaram elevados
niveis de anticorpos detectados por ELISA. Expenios de Western - blotting
demonstraram a presenca de proteina ColA em diésrenorovares patogénicos de
Leptospiraspp. As proteinaBull e D2 apresentaram atividade catalitica sobre é&geolo
desnaturado e sobre peptideo sintético e atividarorragica em camundongos. Estes
resultados indicam que ColA é provavelmente umdepra de leptospira envolvidas na

invasao de tecidos do hospedeiro.

Palavras-chave: Leptospirose. Leptospira. Prote@s#agenases.



ABSTRACT

MATOS, V. R. Functional caracterization of a probable collagenas from Leptospira
interroganssorovar Copenhageni[Caracterizacéo funcional de uma provavel colagedas
Leptospira interroganssorovar Copenhageni]. 2014. 68 p. Dissertacéo t{slds em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria et&oua, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2014.

Leptospirosis is a zoonosis widespread throughdwt world, caused by pathogenic
spirochetes of the genueptospira which colonize the renal tubules of wild and dstiee
animals. Transmission occurs mainly through dioecttact with water and soil contaminated
with urine of infected animals that may be clinigahsymptomatic. Pathogenic leptospires
invade host tissues by penetrating damaged skiheomucous membranes of the mouth,
nostrils and eyes. Soon after passing the contatdces, leptospires come quickly into the
bloodstream and spread to all organs causing damagdy in the liver and kidneys where
they produce hemorrhage and tissue necrosis aiterieg the host, the progression of the
infection involves the adhesion of bacteria to ewic cells and extracellular matrix
proteins followed by invasion of tissues. Recentl&s have shown that leptospires are able
to translocate across cell monolayers, which cbel@é mechanism for evasion of the immune
system and also facilitate the entry and exit ftbmbloodstream to infect target organs. The
mechanism involved in pathogen invasion throughraeellular barriers is not well
elucidated. Enzymes capable of degrading extrdaellaatrix proteins could contribute to
motility and chemotaxis of bacteria during the isiem. Pathogenic bacteria synthesize and
secrete different types of proteases that degraliiggen and glycoproteins among other host
proteins. Recently, a study using gelatin and caagisubstrates and bacterial lysate showed a
variety of proteases ilheptospiraspp. Analysis of the genome indicate the preseaice
several genes encoding probable protease. The imqueal proof of the existence and
functional characterization of these proteins mawtigbute to the understanding of the
pathogenesis of leptospirosis. In this sense, wosk aimed the cloning, expression and
functional characterization of a probable collagengColA) from L.interrogans serovar
Copenhageni. Coding sequences of the collagenasainddl (D1), collagenase domain 2
(D2), and both domaing~@ll) of the ColA gene were amplified by PCR from gemom
LeptospiraDNA and cloned into the pAE expression vector. He D2 andrull fragments

of ColA protein were expressed i coli BL21-SI and purified from the insoluble fractions
by nickel affinity chromatography. The purified graents were used to obtain the polyclonal
antiserum, and their enzymatic activities were eatdd by zymography. Rabbit polyclonal



antiserum against the recombinant protein fragmemtise produced with a high antibody
level detected by ELISAWestern-blottingexperiments demonstrated the presence of ColA
protein in different pathogenic serovars ladptospira The Full and D2 proteins showed
catalytic activity on denatured collagen and sytithpeptide and hemorrhagic activity in
mice. These results indicated that ColA is probablgptospiral protein involved in invasion
of host tissues.

Key-words: Leptospirosis. Leptospiras. Proteaseflagenases.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose, amplamente difungela mundo, causada por
espiroquetas patogénicas do gériarptospira que colonizam os tabulos renais proximais de
animais silvestres e domeésticos. A transmissaoreceprincipalmente, pelo contato direto
com agua, alimentos e solo contaminados com ugnaniimais infectados que podem ser
clinicamente assintomaticos (FARR, 1995; BARTHa#lket 2003).

Em éareas urbanas, os principais reservatérios dptospiras sdo o0s roedores
sinantropicos das espéciRattus norvegicugato de esgotoRattus rattugrato de telhado) e
Mus muscullugcamundongo). Os seres humanos sado hospedeideEn&is e a transmissao
entre pessoa é rara, apesar das leptospiras skm@madas por varios meses apoés a infecgéo
(LEVETT, 2001).

Nos paises em desenvolvimento, a leptospirose é@asnprincipais problemas de
saude publica, pois esta diretamente relacionadanaicfes inadequadas de moradia,
auséncia de saneamento basico e a alta infestagdoeulores infectados. A incidéncia desta
doenca é significativamente mais alta em paisgsctis, uma vez que o clima quente e
umido favorece a sobrevivéncia das leptospirasiféccdo em humanos esta principalmente
relacionada as enchentes e exposi¢cdes ocupacioe@msativas e esportivas (KO et al., 1999;
LOMAR; DIAMENT; TORRES, 2000; LEVETT, 2001; BHARTét al., 2003; REIS, 2008).
No Brasil, a leptospirose é considerada uma doesganergente devido ao aumento do
namero de ocorréncias graves com cerca de 10.080s gaor ano (KO; GOARANT,;
PICARDEAU, 2009).

As leptospiras pertencem ao géndreptospira familia Leptospiraceae ordem
SpirochaetalegFAINE et al., 1999). Até 1989, o génedreptospiraera dividido em duas
espécies pela classificacdo fenotiplcainterroganse aL. biflexaque correspondiam a todas
as estirpes patogénicas e saprofitas respectivam{€BEVETT, 2001). Posteriormente, o
género foi reclassificado, com base em analisesilmtedacdo DNA-DNA e outras técnicas
moleculares, constituindo diferentes espécies gaa®m Sdo conhecidas nove espécies
patogénicasiL. interrogans L. borgpetersenii, L. weilii, L. noguchii, L. sanbsai, L.
kirschneri, L. alexanderi, L. genospecigse L. wolffii. Quatro espécies ainda nao estao
definidas quanto a patogenicidadé:. anadaj L. fainei L. broomii e L. licerasiae E seis sao
saprofitasiL. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L. genospe@e4 e 5 (YASUDA et al., 1987;
BRENNER et al., 1999; FAINE et al., 1999; KO; GOARA, PICARDEAU, 2009). AL.
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interroganspredomina como a espécie que mais causa leptospérasseres humanos em
todo o mundo (LEVETT, 2001).

As leptospiras sao bactérias aerdbias que util&laoois e acidos graxos como fontes
de carbono e energia. Possuem membrana citoplasneapiarede celular, sendo esta envolta
por uma membrana externa contendo proteinas cpmarditeinas e porinas, que permitem as
trocas de solutos entre 0 espaco periplasmaticmei@ ambiente (MURRAY et al., 2000).

A mobilidade da bactéria estd associada a doisellag com localizacéo
perisplasmatica. Sendo altamente moveis, as lapespodem penetrar através da pele
lesada ou mucosas da boca, narinas e olhos ouppkdaintacta quando imersa em agua
durante longo periodo. Logo apés ultrapassar @rficies de contato, as leptospiras chegam
rapidamente a corrente sanguinea e espalham-setquya 0os 6rgados causando lesdes,
principalmente, no figado e rins onde produzem heag@ e necrose tecidual (VINETZ,
2001).

As manifestacdes clinicas da leptospirose humaoansdito varidveis, podendo
ocorrer desde quadros assintomaticos até mais grawa disfuncdo de mutiplos 6érgédos
(LEVETT, 2001; BARTHI et al., 2003). Na maioria dessos, duas fases distintas de
sintomas podem ser observadas. Na fase aguda wérséa, 0 paciente apresenta febre alta,
dores de cabecas, mialgias. A seguir, pode ocamerperiodo com aparente melhora.
Posteriormente, a fase imune inicia-se com o retdmestado febril, producdo de anticorpos
aglutinantes e eliminacdo de leptospira pela uiie.leptospirose grave, as manifestacdes
como meningite, miocardite, pneumonia, hepatite nefrite podem ocorrer; ou ainda,
provocar quadros como a disfuncdo hepatica (it@ridaléncia renal e hemorragias
(principalmente pulmonar), triade que caracteriZarma clinica chamada de Sindrome de
Weil, que pode levar o individuo a faléncia muatiglos 6rgdos acompanhada de morte
(LEVETT, 2001; VINETZ, 2001).

Os animais domeésticos e de criacdo mais acomesi@losdes, bovinos e suinos e
equinos. As manifestacfes da leptospirose canmaegiicemia e comprometimento hepético
e renal. Na pecuaria, a doenca é responsavel podes perdas econdémicas, uma vez que
pode influenciar o potencial reprodutivo do rebanlo leptospirose pode provocar a
infertilidade, mastites, abortos, natimortalidaddééicit na producdo de leite e de carne. A
uveite recidivante sdo ocorréncias mais comunscgrim@s (FAINE et al., 1999).

A realizacdo de exames laboratoriais é de grangmridncia no diagndstico da
leptospirose, devido a semelhanca dos sintomasleasitras doencas, como febre amarela,

dengue, malaria, hepatite e gripe, e da polimatéia manifestagbes clinicas (FAINE et al.,
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1999; LEVETT, 2001, 2003). A confirmacdo da doerpmzde ser evidenciada pelo
isolamento de leptospira, PCR ou detec¢do de aptisespecificos. A Organizagdo Mundial
de Saude recomenda o teste de soroaglutinacaoseiogioa (SAM) para o diagnoéstico da
leptospirose humana e animal, essa técnica empregeensdes de leptospiras vivas como
antigeno. Apos a incubacdo, verifica-se a agludioagas leptospiras em microscépio de
campo escuro. O SAM pode levar até quinze dias pamfirmar o diagndstico clinico da
doenca. Embora o ensaio seja um teste de referdriidificuldades na interpretacdo dos
resultados devido ao alto grau de reacdes cruzadage os diferentes sorovares. O
diagnostico errado pode levar a progressédo da fgrenee de doenga que, geralmente, leva os
acometidos ao 6bito (LEVETT, 2001, 2003; WHO, 2003)desenvolvimento de um método
diagndstico mais rapido e sensivel € essencialet@ccéo precoce da leptospirose aumenta a
chance de um tratamento adequado e diminui osstisco

O controle da leptospirose requer medidas difideiserem implementadas como a
eliminacdo de roedores e a melhoria das condigdeaatadia da populacdo. Em paises em
desenvolvimento, essas medidas ndao sdo praticiidaentemente, o que tem contribuido
para o aumento do numero de casos de leptospriedsg;ando a necessidade de uma vacina
eficiente contra a doenca (FAINE et al., 1999).

As vacinas comerciais disponiveis até 0 momentcsistem em preparacdes de
culturas de leptospiras de diferentes sorovards deerrogansinativadas pela acao do calor
e/ou formol (bacterinas). S&o amplamente usadagazaria e licenciadas para uso humano
somente em Cuba, Russia, China e Argentina. Togdessentam baixa eficiéncia, pois
promovem protecdo usualmente contra 0s sorovaesemes na preparacao e falham em
induzir imunidade de longa duragéo, o que requenradtracdo anual ou semestral (FAINE
et al., 1999; BHARTI et al., 2003). Além disso, t&n uma série de contaminantes oriundos
do processo de obtencdo, como componentes do nigiopelissacarideos (LPS), que tém
sido associados aos efeitos adversos observadv&({CE 2001).

Como alternativa, tem sido proposto o desenvolvimele uma vacina multivalente
com o emprego de proteinas de membrana de le@sspire além de estarem envolvidas na
interacdo das bactérias com as células do hospethinbém séo bastante conservadas entre
as diferentes espécies e sorovares.

Recentemente, foram sequenciados oito genomasptiespaas, sendo dois de
interroganssorovar Lai e Compenhageni (REN et al., 2003; NAMENTO et al., 2004a,b),
duas estirpes de. borgperterseniilL550 e JB197) sorovar Hardjo-bovis (BULACH et, al.
2006), duas estirpes saprofitaBiflexa (Paris e Ames) sorovar Patoc | (PICARDEAU et al.,
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2008), e de duas estirpeslddicerasiaesorovar Varillal (VAR010 e MMD0835) (RICALDI

et al., 2012). As analises computacionais destapiéseias tém contribuido para a
identificacdo de genes que codificam proteinasiyelssente envolvidas na patogénese da
doenca, na viruléncia e na interacdo patdogeno-despee suas formas recombinantes tém
sido avaliadas como candidatos vacinais em modgimsais (NASCIMENTO et al., 2004a,
b).

Apesar de a leptospirose ter sido descoberta hsi aeal 00 anos e do grande avanco
cientifico, na ultima década, com o advento dosi&ecjamentos gendmicos, 0S mecanismos
de imunidade e patogenecidade ainda ndo sdo camaete compreendidos, 0o que tem
dificultado o desenvolvimento de novas estratédgamtervencao.

A progressdo da infeccdo, apdés a entrada no hdsped@mvolve a adesdo das
bactérias as células eucaridticas e as proteinamttez extracelular seguida pela invaséo aos
tecidos. Estudos recentes demonstraram que aspapi® sdo capazes de se translocarem
através das monocamadas celulares, o que podenensmecanismo de evasao do sistema
imune e também facilitaria a entrada e saida demigr sanguinea para infectar 6rgaos-alvo.
A presenca de leptospiras no citoplasma de maasfagondcitos e células Vero foi
observadan vitro. Apesar disso, ndo existem evidéncias que estaérizacsejam capazes de
se multiplicarem no interior das células hospedeicaque sugere que as leptospiras sejam
bactérias invasivas extracelulares (MERIEN et &097; BAROCHI et al., 2002). O
mecanismo envolvido na invasdo do patogeno atrdassharreiras extracelulares ndo esta
bem elucidado (MADATHIPARAMBIL et al., 2011). Enzan capazes de degradar proteinas
da matriz extracelular poderiam contribuir com atiliw@de e quimiotaxia das bactérias
durante a invaséo.

Bactérias patogénicas sintetizam e secretam difeydipos de proteases, que atuam
degradando colageno, proteoglicanos e glicoprategntre outras proteinas do hospedeiro. O
colageno é a proteina mais abundante nos mamitenogde aproximadamente 30% do total
de proteinas presentes no organismo. Podem sentmmms em todo o corpo, mas, em
particular, como fibras insolUveis da matriz ex¢tatar de tecidos conectivos de quase todos
0s Orgaos e atuando, principalmente, para dartesdra forca aos tecidos. Portanto, qualquer
processo que resulte na degradacdo ou diminuicdmtegridade desta molécula, estara
propenso a apresentar implicacdes significantes parsaide (HARRINGTON, 1996;
WATANABE, 2004).

As longas moléculas de colageno (aproximadamen@e ri30) compreendem trés

cadeias polipeptidicas (cadeias alfas) paraleganaradas em forma de hélice. Cada cadeia é
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uma hélice que torce em torno de um eixo comumdadua uma longa tripla hélice (Figura
1). Os dominios centrais das triplas hélices aptase repeticbes de uma sequéncia tripla de
aminoacidos, formada por Gly-X-Y, onde Gly é gleciX e Y sao, frequentemente, prolina e
hidroxiprolina, rescpectivamente. A estabilidadetriala hélice € produzida por pontes de
hidrogénio ecross-linkintra e extramolecular. A desnaturacdo da triplicééo colageno
leva a ruptura dessas ligagGes que resulta na gdodde gelatina (RAMACHANDRAN,
1988; HARRINGTON, 1996).

Figura 1 — Molécula de colageno: tripla hélice fada pelo entrelagamento das trés cadeias alfas

E cadeia alfa

Fonte: Vargas, D.M.; Audi, L.; Carrascosa, A. (1997)

Existem, pelo menos, 19 tipos de colagenos e adsias alfas sdo codificadas por
genes distintos, os diferentes tipos de colagedosdssignados por algarismos romanos. A
diferenca entre os tipos de colageno esta geratnmessociada a tecidos especificos, e essa
heterogeneidade pode refletir suas diferentes &mfidioldgicas, especificas do local de cada
tipo de colageno. Por exemplo, os colagenos fileslalassicos sédo os tipos I, I, I, V, e IX,
uma vez que sdo compostos por uma tripla hélicimman com extremidades ndo helicais,
enguanto que o colageno tipo IV possui muitas esgitao helicais e sua montagem assegura
a formacdo de tetrameros que favorecem a interaggo dominios globulares para a
formacgéo de rede de colageno. Além disso, a varingdestrutura molecular dos diferentes
colagénos pode ter implicacdes na natureza damaszjue sdo capazes de clivar cada tipo
especifico (VAN DER REST; GARRONE, 1991; HARRINGTON96).

Devido a sua estrutura rigida, apenas um numeitatimde proteases podem clivar a
molécula de colageno. Estas proteases sao conbexd® colagenases, pois clivam regides
helicais da molécula de colageno sob condi¢cdesldgicas de pH e temperatura. Ha
proteases colagenoliticas que sédo confundidas otagenases, pois sdo capazes de degradar
gelatina e regides ndo helicais da molécula degeald E muito dificil diferenciar as
colagenases de outras proteases colagenoliticagdode diversidade estrutural do colageno
(HARRINGTON, 1996; WATANABE, 2004).

Os estudos com colagenases iniciaram no final douleépassado com o
reconhecimento de proteases clostridianas envalidgrocesso de putrefacdo de tecidos e,

na sequéncia, o isolamento de uma enzima extracelallostridium histolyticuntapaz de
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digerir tendbes. Desde entdo, outras colagenasebadtérias e de mamiferos foram
identificadas e caracterizadas, sendo apenas p@stodos sobre proteases colagenoliticas
bacterianas. Recentemente a producdo de colagdoiasmnsiderada restrita a poucas
espécies bacterianas, entre elas as colagenasgseCoblH, responsaveis pela necrose dos
tecidos do hospedeiro do patégebohistolyticum(MATSUSHITA et al., 1994, 1998, 1999;
HARRINGTON, 1996; WATANABE, 2004).

As colagenases dB. histolyticumpertencem a familia das metaloproteases, que sao
proteases que possuem um ou dois ions de metaententros de ligacéo, que corresponde
ao motivo conservado HEXXH (FUKASAWA, 2011). O Zré fon mais comum, contudo
podem ser encontrados em menor nimero no centligad&io ao ion de metal de algumas
metaloproteases os fons MgNi**, Ci#*. O papel destes fons nas metaloproteases é de ativ
uma molécula de adgua que atuara como um nuclaffifante a catélise (WU; CHEN, 2011).
Embora esse motivo seja bem conservado nessas amnzonterceiro ligante (o acido
glutdmico) estad intimamente presente em poucas loratiopeptidases bacterianas ja
relatadas. Contudo, alto grau de homologia na setu@djacente ao motivo HEXXH tem
sido notificado, em varios grupos de metaloprotgaseluindo as colagenases, as proteinas
da familia astacins e as metaloproteases presentegeneno de cobras (JIANG; BOND,
1992).

Enzimas proteoliticas sé@o classificadas de acandoseu sitio catalitico, sendo cinco
0s tipos principais presentes em bactérias: metsdono, cisteino, treonino e aspartato-
proteases, das quais as trés primeiras sdo ampgaménndidas em bactérias e possuem
funcdes criticas como a colonizagdo, a evasdo dogpanentes do sistema imune do
hospedeiro, a aquisicdo de nutrientes para desemasito e proliferacdo, a facilidade na
disseminacéo, os danos aos tecidos durante a &ufeaipterrupcdo das vias de ativacdo de
cascata e da rede de citocinas, a excisdo de oeegptle superficie e a inativacdo de
inibidores de proteases de hospedeiros (SUPURANQZZABFAVA; CLARE, 2002;
FUKASAWA, 2011).

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para av@dadas enzimas proteoliticas, a
zimografia € um meétodo funcional que permite aaligacdo do tamanho aproximado de
enzimas com base na degrada¢do de um substratinuenmado com géis de dodecil sulfato
de sddio (SDS). Os substratos mais comuns utilzads estudos de proteases séo: gelatina,
caseina e colageno. O resultado € visualizado apgsloracdo do gel, no qual sitios de
protedlises se revelam em bandas brancas. A idesidessas bandas esta relacionada com
a quantidade de protease submetida ao procedinigfBiR; BALKWILL, 1997).
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Estudos mostraram que algumas ezimas proteolioasjderadas colagenases, ndo
sdo capazes de hidrolizar a molécula nativa degenld mas apresentam atividade contra
qualquer colageno néo fibrilar ou peptideos sitwétianalogos ao colageno, como o PZ-
PLGPA (phenylazobenzyloxycarbonyl-L-leucylglycyldrelyl-D—arginine) e o PZ-PLGPR
(4-phenylazobenzyloxycarbonyl). Tais substratestétops possuem uma sequéncia
especifica da molécula do colageno (-Gly-Pro-X)cdahl o substrato das colagenases de
Clostridium. Colagenases bacterianas, em partica&r metaloproteases, clivam esses
substratos na ligacdo Leu-Gly, e, neste consensotasncolagenases bacterianas sao
consideradas Pz-peptidazBla entanto, é interessante notar que, uma vez quai@ia dos
tipos de colageno é néo fibrilar ou contenha regi@® fibrilares, as enzimas que séo capazes
de degradar esses tipos de colageno séo tao relgpama a perda de integridade dos tecidos e
progressdo da doenca como as colagenases queizaiarah molécula nativa fibrilar do
colageno (HARRINGTON, 1996; WATANABE, 2004).

O entendimento da atividade protelitica tem com@rpguisito o conhecimento dos
inibidores de proteases para caracterizacdo desgasas. Qualquer composto que diminua a
razao de hidrélise de um dado substrato pode seanibidor enzimatico e sdo agrupados de
acordo com sua origem, mecanismo de a¢ao e sidaithes estruturais. A inibicdo enzimatica
pode ser reversivel, no qual o inibidor atua comma pseudosubstrato ou irreversivel em que
inibidores sitio-especificos modificam irreversimente um aminoacido do sitio ativo da
enzima (TREMACOLDI, 2009). O quadro 1 apresenteelacdo de alguns inibidores de

proteases e a familia na qual atuam.
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Quadro 1 — Relacao de inibidores e as familiaginas atuam

Inibidor Familia

AEBSF
4-(2-Aminoetil) cloridrato de fluoreto de | Serinoproteases
benzenossulfonilo
Aprotinina Serinoproteases

Leucinas aminopeptidadeses, aminopeptidades B e
triaminopeptidades

Bestatina

E-64
Trans-epoxisuccinil-L-leucylamido-(4- | Cisteinoproteases
guanidino) butano

EDTA N , Metaloproteases

Acido etilenodiamino tetra-acético

EQTA . . . Metaloproteases

Acido etilenoglicol tetra-acético

Leupeptina Serino e thiolproteases
Pepstatina A Asparticoproteases
PMSF . : Serinoproteases
Fenilmetilsulfonil fluoreto

Fenantrolina Metaloproteases

Recentemente, um estudo por zimografia, utilizaswioo substrato gelatina e caseina
e diferentes inibidores de proteases mostrou hawervariedade de enzimas proteoliticas em
Leptospira spp. As principais atividades gelatinoliticas dsados bacterianos foram
observadas em 12 bandas de peso molecular enge23@ kDa. Dentre essas, ressaltam-se
guatro principais bandas (46, 48, 66 e 84 kDa) lte aividade emlLeptospiraspp. Os
estudos com inibidores mostraram que as proteasdspmktospiraspp incluem, metalo,
serino e cisteino proteases. (LEBER; BALKWILL, 199MADATHIPARAMBIL et al.,
2010). Andlises dos genomas disponiveis indicargnesenca de varios genes que codificam
provaveis proteases, entre elas uma provavel auage(LIC12760) escolhida para este
estudo, corroborando os resultados obtidos pelaograia (REN et al., 2003;
NASCIMENTO et al., 2004a,b; MADATHIPARAMBIL et al2010).

A comprovacao experimental da existéncia e a tavaacao funcional da provavel
colagenase contribuirdo para o entendimento dayeai® da leptospira. Neste sentido, esse
trabalho propés a clonagem, expressao e caragi@ofancional de uma provavel colagenase

delL.interroganssorovar Copenhageni.



27

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O projeto propds a clonagem, expressao e caratéozfuncional de uma provavel

colagenase de.interroganssorovar Copenhageni. Esta proteina foi selecengitizando os

dados disponiveis no genoma e ferrramentas defdioiatica.

2.2 ETAPAS DE TRABALHO

Andlisein silico e estratégias de clonagem.

Obtencdo dos insertos correspondentes a regideficantks dos dominios de
colagenase.

Clonagem dos insertos em vetor pAE de expresséagsetrerichia coli.

Induc&o da expressao das proteinas recombinantes.

Purificacdo das proteinas recombinantes utilizandomatografia de afinidade a
metal.

Obtencgéao de soros hiperimunes contra as protedsambinantes purificadas.
Avaliagéo da imunogenicidade dos soros obtidoEhEA e Western blottingontra
extratos de_eptospira interrogansle diferentes sorovares.

Avaliacéo da atividade proteolitica das proteima®mbinantes purificadas.

Caracterizacao do efeito hemorragico das protegwsnbinantes em camundongos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTIRPES BACTERIANAS

A espécie saprofith. biflexasorovar Patoc e as espécies patogénicagptespira
spp.: L. noguchii sorovar Panamd,. borgpetersennsorovar Javanicd,. borgpetersenni
sorovar TarassovilL. interrogans sorovar Pomonal.. interrogans sorovar Copenhageni
estirpe 10A d.. interroganssorovar Copenhageni estirpe L1-130 foram fornecpido Prof.
Dr. Silvio Arruda Vasconcellos (FMVZ — USP) e cudtdas sob condicfes aerobicas em meio
liquido EMJH (Difco-EUA). As culturas foram mantgla uma temperatura de 29 °C, sem
agitacdo. O crescimento bacteriano foi monitorano reicroscopio de campo escuro e a
contagem celular foi realizada em camar&dwoff-Hausser

A viruléncia da espécid. interrogans sorovar Copenhageni estirpe L1-130 foi
mantida através da passagem em hamsters experimenta infectados segundo protocolo
descrito em Faine et al. (1999). Animais recémy@asados foram inoculados
intraperitonialmente com 500 (10° células/mL) de cultura e monitorados diariamente pa
acompanhamento de sintomas clinicos de leptosptos®, perda de peso, anorexia e
imobilidade. Ap6s a morte dos animais, que ocoestre 5-10 dias, as bactérias foram
recuperadas a partir do macerado do figado ou rmteyadas em meio EMJH modificado
ou meio semissolido ddetcher(Difco-EUA) e mantidas no maximo até terceira pgesan
vitro. Esta etapa do trabalho foi realizada no Labamatfe Zoonoses Bacterianas (FMVZ —
USP) em colaboragédo com a equipe coordenada paflol®r Silvio Arruda Vasconcellos.

A espécieE. coli BL21-SI (Novagen) foi utilizada para expressao pesteinas
recombinantes, uma vez que possuem o0 gene da T7@NAerase integrado ao genoma,
sob o controle do promotproU, induzivel por NaCl. Esta estirpe bacterianactdtivada em
meio LB-ON (1% bacto-triptona e 0,5% extrato deeldy) a 30°C, com agitacdo. A
linhagemE.coli DH5a, utilizada na clonagem, foi cultivada em meio B4 bacto-triptona,

0,5% extrato de levedo, 1% NaCl), a°&) com agitacao.
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3.2 CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DOS FRAGMENSME PROTEINAS
RECOMBINANTES

3.2.1 Andlisein silico e estratégia de clonagem

A proteina colagenase A (ColA) foi selecionadaapeste trabalho (Quadro 2),

através de analise silico, utilizando os os dados disponiveis no genoma. deterrogans

sorovar Copenhageni estirpe L1-130 (http://bioiBfdfl.unicamp.br/leptospira/) e as

ferrramentas de bioinformatica descritas a seguir:

v

CDART (Conserved Domain Architecture Retrieval Tjoallisponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/iegton.cgi; que permite buscas
por similaridade baseadas na arquitetura dos domime proteinas depositados no
banco de dados do NCBI.

PSORTD versédo 3.0.Pfediction of Protein Sorting Signals and Localirat Sites
in Amino acid Sequenceslisponivel em http://www.psort.org/psortb/, quassibilita
a predicao da localizacao celular da proteina.

BLASTp (Basic Local alignment Search Tool protein
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), que foisado para identificar sequencias
proteicas similares.

SpLip (Prediction of Spirochaetal Lipoproteipsbanco de dados disponivel em
http://mic.sgmjournals.org/cgi/content/full/152/18IDC1/7, com as provaveis
lipoproteinas codificadas pelos genomas das esjatag disponiveis até o momento,

foi utilizado para identificar a presenca de lipoloa proteina estudada.

Quadro 2 - Nomenclatura e massa molecular deipehativa e acesso no GenBank

Massa molecular da

Nomenclatura do proteina nativa (kDa)

Genoma

GenBank

LIC12760 101,60 YP_002680
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Para caracterizar os dominios cataliticos da eolage enk.coli, foram clonadas
as sequéncias correspondentes as regides codiBodos dois dominios de colagenase juntos
e separados. As regides codificantes dos dois dosndataliticos de colagenadeul(]), do
dominio de colagenase amino-terminal (D1) e do dimmde colagenase carboxi-terminal
(D2) foram amplificadas por reacdo de PCR a pddiDNA gendmico dd.. interrogans
sorovar Copenhageni estirpe L1-130 e oligonucleo8dcomplementares.

O DNA gendmico desta estirpe L1-130 foi isoladuadir de 50 mL de cultura com
sete dias de incubacdo a 29 °C. As células batasriforam coletadas por centrifugagédo a
2.200x g, por 15 minutos, a temperatura ambiemeedimento obtido foi ressuspendido em
50 mL de tampéao PBS. Posteriormente, foi realiaada nova centrifugacdo nas mesmas
condicOes anteriores. As células foram coletadasssuspendidas em 180 pL de solucéo
PureLink Genomic Digestion Buffefinvitrogen - USA). A extracdo do DNA foi realizad
utilizando o PureLinkGenomic DNA Mini Kit(Invitrogen- USA) seguindo as instru¢des do
fabricante.

Os fragmentos amplificados por PCR foram isoladts gel de agarose
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) e purificadostiizando-se okit PureLink —
gel extraction(Invitrogen). Os produtos de PCR purificados fordonados no vetor pGEM-

T (Promega). Este vetor foi desenvolvido para algorodutos de PCR e dessa maneira
otimizar as reacdes de digestdo com enzimas deéestAs misturas de ligacdo dos produtos
de PCR e pGEM-T foram usadas na transformacéontiagemE.coli DH5a por CaCi
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Esta linhagetmacteriana competente foi
obtida segundo o protocolo descrito em Sambroaksdhr e Maniatis (1989). Uma colonia
isolada foi inoculada em 5 mL de meio liquido LB eultura foi mantida durante a noite, a
37 °C, com agitacdo de 250 rpm. No dia seguintal.2la cultura foram inoculados em 100
mL de meio liquido LB pré-aquecido, mantendo asmaascondi¢cdes de crescimento anterior
até atingir a densidade o6tica a 600 nm de 0,6 aAh7final do periodo de incubacao, a
cultura foi resfriada em banho de gelo e 1 mL de¢cgm 1 M MgCI2 foi adicionado ao
cultivo. Apos 15 minutos, a cultura foi centrifugad 1.400x g por 15 minutos a 4 °C. O
sedimento bacteriano foi ressuspendido com 20 miotieggdo RFI (100 mM KCI; 50 mM
MnCl4; 30 mM Acetato de Potassio; 10 mM CaCl2 e 1G%6erol) e mantida em repouso
por 15 minutos no gelo. A cultura foi centrifugaald.400x g por 15 minutos a 4 °C e o
sedimento foi ressuspendido em 2 mL de solucao @BImM KCI; 75 mM CaCl2; 10 mM
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Na-MOPS e 15% Glicerol). A suspenséo foi armazena@® °C, em aliquotas de 50 ul até o
momento do uso.

Para a transformacéo, as bactérias competen@®s fmantidas em banho de gelo
por aproximadamente 15 minutos. O DNA foi adiciamaem cada aliquota de bactéria
competente descongelada e o tubo contendo a mfsturzantido em banho de gelo por 30
minutos. Posteriormente, foi realizado um choqumitd por 2 minutos a 42 °C e os tubos
foram colocados novamente no banho de gelo pom&itos. A mistura, foram adicionados
350 ul de meio LB previamente aquecido e a incubdgérealizada a 37 °C com agitacao
por 90 minutos. A cultura foi plagueada em meiodd&r (1% bacto-triptona, 0,5% extrato
de levedo, 1% NaCl, 1,5% bacto-agar) contendo ahmgiq100 pg/ul) e incubada a 37 °C,
por 12 a 18 horas. As colonias recombinantes fosmbecionadas em meio contendo
ampicilina. Posteriormente, para confirmar a preaeafos insertos, foram feitas preparacoes
plasmidiais utilizando Kit PureLink — Plasmid mirgp (Invitrogen). O DNA obtido foi
digerido com enzimas de restricdo apropriadas #sada em géis de agarose. Os clones
positivos foram sequenciados pelo método da tegamaa cadeia, utilizando sequenciador
automatico 3100 Genetic Analyzer da Applied Biosgst(Hitachi) e os oligonucleotideos
especificos M13orward ereverse.

Os insertos clonados no pGEM-T foram transferfglos 0 vetor de expressao pAE
a partir de digestbes com as enzimas de restrigdec#icas. Os fragmentos de interesse
foram isolados do gel de agarose (SAMBROOK; FRITSMIANIATIS, 1989), purificados
utilizando-se okit PureLink — gel extraction (Invitrogen) e subclonsdmo vetor pAE,
previamente digerido com as mesmas enzimas. O pAtrfoi desenvolvido para expressao
de proteinas heterdlogas em fusdo com uma causeigieesiduos de histidina na por¢cao N-
terminal sobre o controle do promotor de T7 (ABR&I., 2004; RAMOS et al., 2004).

As misturas de ligacdo dos fragmentos correspdeseaos genes e o pAE digeridos
foram usados na transformacdo da linhagémoli DH5a por CaCj (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989). As colbnias recombinasittoram selecionadas em meio
contendo ampicilina. Para verificar a presencanderto, seréo feitas preparacdes plasmidiais
das colbnias obtidas da transformacéo utilizando-dét PureLink — Plasmid miniprep
(Invitrogen). O DNA obtido foi digerido com enzimds restricdo apropriadas e analisado em
géis de agarose. Os clones positivos foram seqdogiutilizando-se os oligonucleotideos

sintéticos T7#orward e pAEreverse.
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Os clones que apresentaram bandas com peso molesgarado e sequéncias
corretas foram selecionados para cultivo e induedo maior escala para estudo da

solubilidade das proteinas recombinantes.

3.2.2 Expresséo e purificacdo das proteinas recombintes

Para verificar a expressao dos fragmentos recantes, a linhageri.coli BL21-SI
competente foi transformada com as constru¢cdes BPAE-pAE-D1 e pAE-D2. Colbnias
isoladas foram inoculadas em meio LBON suplementao ampicilina (10Qug/mL). A
cultura foi incubada a 30C por 18 horas, sob agitacdo de 250 rpm. O préilodmi
transferido para meio fresco contendo ampicilindizando-se uma diluicdo 1:20, a cultura
foi mantida a 30C sob agitacdo até DO 600r®,6 a 0.8. Neste momento, adicionou-se 300
mM de NaCl, mantendo-se a incubacao por mais hé&y0s a inducéo, a cultura bacteriana
foi centrifugada (2.000x g por 15 minutos a 4°G)células foram coletadas e armazenadas a
-80°C até o momento do uso. As amostras foramsaas em gel de SDS-PAGE segundo
protocolos descritos por Laemmli (1970) e Sambréoitsch e Maniatis (1989).

O sedimento bacteriano foi ressuspendido em 5 wedufp/v) de tampéao PBS (137
mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM Na2HPO4 e 1,5 mM KH2PO4 seguir, a suspensao
bacteriana foi lisada através da passagemHreloch Pressure Cell Pre¢SLM Amincd.

A suspensao resultante da lise foi centrifugada.80Dx g por 15 minutos, a°€. A
fracdo soluvel foi coletada e mantida @ até o momento da purificagdo. O sedimento
(corpusculos de inclusdo - fracdo insoluvel) foialdo duas vezes com tampéo de lavagem
(20 mM Tris-HCI, 0,5 M NacCl, pH 8,0). Amostras dadao soluvel, fracao insoltvel e das
lavagens foram analisadas em gel SDS-PAGE com Eéa&tmamida.

As proteinas recombinantes foram purificados emmatografia de afinidade
metdlica a partir da fracdo insolavel, utilizandsina de sepharoseFést Flow chelating
Sepharosk- GE Healthcare). Para tanto, o sedimento delsmulos de inclusédo lavado e
ressuspendido em 10 volumes (p/v) de tampao déibpaicdo (20 mM Tris-HCI, 0,5 M
NaCl, 5 mM imidazol, 0,1% de Triton (v/v), 8 M uaée pH 7,9) e mantido a temperatura
ambiente por 2 horas com agitacdo. Posteriormergelubilizado foi diluido lentamente em
100X em 20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 5 mM imidazopél 7,9. Esta solucéo foi adsorvida
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(fluxo 1 ml/min) & coluna de afinidade a metal yieienente carregada com 5 volumes de 100
mM NiSO, e equilibrada com 3 volumes de tampéo de ligag@onfM Tris-HCI, 0,5 M
NaCl, 5 mM imidazol e pH 7,9). Para eliminacdo gasteinas contaminantes, a resina foi
lavada com 10 volumes do tampdo de ligacdo (20 mBsAHCI, 0,5 M NaCl, 5 mM imidazol

e pH 8,0) e 20 volumes do tampdao de lavagem (20TmMMHCI, 0,5 M NaCl, 60 mM de
imidazol e pH 8,0). A proteina recombinante foii@i&ucom 6 volumes do tampéao de elui¢cao
(20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 1 M imidazol e pH 8,0) proteina purificada foi dialisada
progressivamente contra: (i) tampéo 1 (20 mM Tr&&;H),5 M NacCl, 0,5 M imidazol, 0,1%
glicina, pH 8,0); (ii) tampéo 2 (10 mM Tris-HCI,20M NacCl, 0,1% glicina e pH 8,0; (iii)
PBS com 0,1% glicina e pH 7.6. FracOes de todast@sas da purificacdo coletadas e
analisadas em gel SDS-PAGE com 12% acrilamida.

As fracOes de todas as etapas da purificacdo footetadas e analisadas em gel SDS-
PAGE. A concentracdo da proteina recombinante ipad& foi calculada pela leitura
fluorimétrica, utilizando o fluorimetro Qufi2.0, este equipamento permite a quantificacéo
de DNA, RNA e proteinas utilizando corantes fluoezdes especificos para cada tipo de
biomolécula, mesmo em baixas concentracdes, coaeferauma alta especificidade e
sensibilidade.

Apés a purificagdo das proteinas recombinantes réalizado Western-Blotting
(BURNETTE, 1981) utilizando o anticorpo monocloalti-histidina (GE Healthcare) para
verificar a eficacia do processo de obtencdo dateimas recombinantes. E, para tanto, as
proteinas recombinantes purificadas foram subneetida eletroforese SDS-PAGE e
eletrotransferidas para membrana de nitroceluld&2 im, BA-S 83, Schleicher & Schuell)
em sistema semisseco (Bio-Rad). A reacdo com oeponanticorpo foi feita com anti-
histidina (diluicdo de 1:3000) seguido de incubacam o segundo anticorpo anti-mouse
conjugado com peroxidase (Sigma) (diluicdo 1:50@0deteccao foi realizada através da
utilizacdo do'kit” ECL (Armeshan), neste caso, a membrana foi ex@ofitme de raios-X

(Kodak) por tempos curtos (1 a 5 minutos) e o finexelado.

3.3 ELETROFORESE EM GEL SDS-PAGE

As eletroforeses foram feitas segundo protocokscmtos por Sambrook, Fritsch e
Maniatis (1989). Os géis utilizados possuiam 1,0 nda espessura, 5% de

bisacrilamida/acrilamida no gel de empilhament®® lou 12% de bisacrilamida/acrilamida
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no gel de separagéao (a partir de uma solucédo deA89%amida e 1% Bisacrilamida). As
eletroforeses foram feitas a 8 V/ cm de gel de Brapiento e 15 V/cm de gel de separacao, a
temperatura ambiente.

Posteriormente, os géis foram posteriormente csradm “Coomassie Blue Brillant
R-250" (USB, Cleveland, OH, EUA) em 50% etanol é4lfcido acético em agua por 1-2
horas a temperatura ambiente e descorados con@isaliegc30% etanol e 10% &cido acético

em agua. Para secar, foram envoltos em papel nelofa

3.4 OBTENCAO DE ANTICORPO POLICLONAL EM COELHOS EEBTES DE
IMUNOGENICIDADE

Para a produc¢do dos soros hiperimunes contra ésimae recombinantes D1, D2 e
Full, trés coelhos foram imunizados separadamente ipomtramuscular com 2@@ de
proteina recombinante purificada e hidréxido den@ihio como adjuvante, com dois reforgos
em intervalo de aproximadamente 15 dias. Os anismdigeram a primeira sangria auricular
antes das imuniza¢des como controle do soro (puéeine apos as imunizagcdes uma sangria
total por puncdo cardiaca, apds pré-anestesia dtamina (3mg/kg) e anestesia com
Ketamina 50mg/kg. Protocolo aprovado pela ComisgéioEtica no Uso de Animais do
Instituto Butantan - CEUIB, com o0 numero 849/11s&hgue coletado foi mantido a 32
por 30 minutos e posteriormente, o coagulo foimEalo da parede do tubo com auxilio de
um palito de madeira e centrifugado a 800 g pornfibutos. Apdés a centrifugacédo o
sobrenadante coletado foi armazenado a=€20

A titulacdo dos soros obtidos foi feita por ELISAngyme-linked immunosorbent
assay)segundo metodo descrito em Sato et al. (1983). #adsorcdo dos antigenos, placas
de micro-diluicdo foram expostas a uma solucaoerait a proteina recombinante purificada.
Os sitios inespecificos foram bloqueados com 10ette Imolico desnatado. As placas foram
incubadas com diluicdes seriadas dos soros dosaenimperimunizados, posteriormente com
0 segundo anticorpo conjugado com peroxidase. Gnhaximento foi realizado através de
reacdo com o substrammfenilenodiamina na presenca de tracos d@©,HA reacao foi
interrompida pela adicdo de,$0, e a intensidade da reagcdo determinou-se pelaadedtu
492nm (Labsystems IEMS).
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Os titulos dos soros obtidos foram utilizados coeferéncia na diluicdo dos soros
hiperimunes em experimentos de Western-Blotting RBBTTE, 1981). E para tanto, as
proteinas recombinantes purificadas ou extratd deth. interrogansde diferentes sorovares
e da estirpe ndo patogénita,biflexa sorovar Patoc foram submetidas a eletroforese SDS-
PAGE e eletrotransferidas para membrana de nitrtmss (0,22um, BA-S 83, Schleicher &
Schuell) em sistema semisseco (Pharmiciapés a transferéncia, a membrana foi corada
com Ponceau S e fotografada para monitoracdo dafer&ncia. A reacdo com 0 primeiro
anticorpo foi feita com soro policlonal antiprot@$nrecombinantes (diluicdo 1:500) seguido
de incubagdo com o segundo anticorpo conjugado peroxidase (diluicdo 1:5000). A
deteccdo foi realizada através da utilizacdo “kit' ECL (Armesham), neste caso, a
membrana foi exposta a filme de raios-X (Kodak) fonpos curtos (1 a 15 minutos) e o
filme reveladdBURNETTE, 1981).

3.5 ATIVIDADE PROTEOLITICA

3.5.1 Zimografia

A atividade enzimatica das proteinas recombingmieficadas foi avaliada através de
zimografia em gel de poliacrilamida (10%) contegétatina (1 mg/mL). Apos a eletroforese,
o0 SDS foi removido do gel por uma lavagem de 3Qutos utilizando-se solucao de triton X-
100 2,5%. Posteriomente, o gel foi colocado no &amontendo 0,02% de triton X-100, 10
mM de CaC, 1uM de ZnS@e 50 mM de Tris-HCI pH 7,4 e incubado a 37°C digramnoite
com agitacado suave. O gel foi corado com CoomaR2®0 0,25%, etanol 45% e &cido
acético glacial 10% por 2 horas e tratado com acfol descorante contendo etanol 45% e
acido aceético glacial 10% até o clareamento dagldsanA coloragdo com Commassie
permitiu a identificacdo de bandas de atividaddepidica, detectadas como bandas claras

contra um fundo azul.
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3.5.2 Pz-peptidase

As proteinas recombinantes purificadas foram adafiaquanto a capacidade de
hidrolisar o peptideo de colageno utilizando o sabs sintético carbobenzoxi-Gly-Pro-Gly-
Gly-Pro-Ala-OH (Collagenase Substrate KiEluka). Este substrato (componente A) ao ser
hidrolisado pela enzima libera carbobenzoxi-Gly-Big e Gly-Pro-Ala-OH (componente B),
este Ultimo reage com ninhidrina e pode ser queatid pela leitura espectofotométrica a
Asssnm A reacao foi realizada em 0,1 M tampéao citratoBt por 5 minutos a 37°C; num
volume final de 600 pl, correspondentes a 100 utatéa proteina recombinante (5 pg de
cada proteina) e 500 ul do substrato (concentrded®40 pg/ml). Como controle positivo,
foram utilizados 100 pl de colagenaseClostridium histoliticumtipo 1A (Sigma) (5 pg de
proteina) e 500 pl do substrato. Esta enzima rex@nh sequéncia peptidica —R-Pro-X-Gly-
Pro-R- e cliva entre 0 aminoacido X e a glicinantoopadrao, foram utilizados 600 pl do
componente B (Gly-Pro-Ala-OH) na concentracdo dé@ g@/ml. E, como branco, foram
utilizados 500 pl do substrato (concentracao dep@thl) e 100 pl de 0,1 M tampé&o citrato,
pH 6,3. Apos a incubacgédo, foram adicionados 60de 20 mg/ml ninhidrina e 30 pl de 1,6%
solucéo de cloreto de Tin(ll) a cada 150 ul de&ea®s tubos foram misturados e mantidos
por 15 minutos a 100 °C, posteriormente, resfrisgtoshanho de agua. Aos tubos resfriados,
foi adicionado 1 ml de 50% propanol a cada 200 eulehcdo da etapa anterior. A leitura
espectofotométrica foi feita asé&nm utilizando o aparelho Ultrospec modelo 2100pro
(Amersham Biosciences). Uma unidade de atividadedéfinida como a quantidade de
enzima que produz a liberacdo de 1 pumol de GlyAtagc©H (componente B), em um

minuto de reacdo a pH 6,3 e 37°C

3.6 ATIVIDADE HEMORRAGICA

A atividade hemorragica foi determinada utilizamdmétodo descrito por Nakai et al.
(1984) modificado, injetando-se pela via intradé&amnina pele ventral dos camundongos
suicos, as proteinas recombinantes diluidas emdPB8m volume final de 200 pL. Doze
horas apds a injecdo, os animais foram sacrificpdosnalacdo de gas carbbnico e a pele
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retirada, estirada e os locais de injecdo foranisats macroscopicamente. Os protocolos
para esta etapa foram aprovados pelas ComisstEticdeno Uso de Animais do Instituto
Butantan — CEUIB e da Faculdade de Medicina Vedelane Zootecnia - USP, com 0s
numeros 1089/13 e 2383/2011, respectivamente. Coontrole positivo foi utilizado o
veneno bruto dBotrops jararaca(gentiimente cedido pela Dra. Anita Tanaka Azevddo
Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan)como controle negativo PBS. As
guantidades utilizadas de veneno e das proteir@snienantes estdo descritas no item

resultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 0 gene LIC12760 codifica uma provavel lipoproteida localizacao extracelular, com
dois dominios de colagenase (D1 e D2), sendo qumminio D2 possui ainda uma

sequéncia consenso de ligagdo ao zinco, caractedste metaloproteases:

A analise in silico, utilizando os dados genbmicos da interrogans sorovar
Copenhageni estirpe L1-130, permitiu a identificadé gene LIC12760, que codifica uma
sequéncia polipeptidica de 101,60 kDa. Esta pratedpresenta um peptideo sinal
caracteristico de lipoproteinas de espiroquetasstitoido por uma regido amino-terminal
(regido N) que se extende da metionina inicialcatdtimo residuo carregado; seguida por
uma regiao hidrofobica (regido H), que contém meémos 6 residuos e por ultimo, a regido
carboxi-terminal (regido C) ou lipobox, compostar pelo menos 4 residuos. Residuos
carregados, como Lys, Arg, Asp, Glu e His, ndo @ornas regides C e H. O lipobox de
espiroquetas contem pelo menos um residuo de Ser, Ma, Gly, Cys, Thr ou GIn na
posicdo -1 e Leu, Phe, Val, lle ou Tyr nas posi¢@esu -4. Assim como, um residuo de
cisteina é sempre encontrado na posicao +1, ppisaessamento lipidico das lipoproteinas
bacterianas ocorre neste aminoacido. Neste prqcasd@oproteinas séo clivadas por uma
peptidase sinal (Lsp) e lipidadas por um processoagorre em trés etapas. Inicialmente, a
prolipoproteina diacilgliceril transferase transfem grupo diacilgliceril (com dois acidos
graxos) de um fosfatidilglicerol para a cisteingonai¢do +1. Posteriormente, a Lsp remove o
peptideo sinal, tornando a cisteina o aminoacido@terminal. Finalmente, o terceiro acido
graxo é transferido de um fosfolipidio da membrpaea 0 atomo de nitrogénio da cisteina
por uma apolipoproteina transacilase. Depois da@gssamento, a lipoproteina tera trés
moléculas de acidos graxos ligados ao residuo steima (HANTLKE; BRAUN, 1973;
SANKARAM; WU, 1993; WU, 1996; HAAKE, 2000).

Na figura 2, € possivel observar que o peptideal simdificado pelo gene LIC12760
apresenta as regifes descritas para as lipoprstdnaspiroquetas, demonstrando que, esta
proteina provavelmente, € uma lipoproteina.
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Figura 2 — Peptideo sinal da proteina codificagla gene LIC12760 de.interroganssorovar Copenhageni
estirpe L1-130

-4-3-2-1 +1
MITNIKYKLAITLSVLEVTESCGCNSQNN
Regido N Regido H LipoBox

Para determinar a localizagédo celular da protegatificada pelo gene LIC12760, o
programa PSORTB 3.02 foi empregado. Nesta versgwedicdo consiste de uma andlise
multipla que leva em conta varias caracteristiags igfluenciam na sublocalizacédo celular,
entre elas a presenca de peptideo sinal e de dmmtonhecidos em proteinas ja
caracterizadas e (YU et al., 2010). Como resultikia andalise, a proteina foi considerada
extracelular com escore maximo (10,0), principalimgorque apresentou alta similaridade
com uma colagenase extracelulaMilerio anginolyticus ja caracterizada experimentalmente
(TAKEUCHI et al.,1992).

O processamento das lipoproteinas bacterianas eocmr espago periplasmaético,
depois da translocagéo da proteina através da raambitoplasmatica, pela maquinaria de
secrecdo Sec. Posteriormente, as proteinas ligdagsociam-se com as membranas da
bactéria através de interacdes hidrofobicas enpergdo lipidica e a membrana, podendo
estar localizadas na face periplasmatica da membsoplasmatica, no folheto interno da
membrana externa ou no folheto externo da memlaeieana. Portanto, ndo é esperado que
lipoproteinas fossem extracelulares (YAMAGUCHI dt, 4988; SEYDEL; GOUNON;
PUGSLEY, 1999; SETUBAL, 2006). Entretanto, os fatoque determinam esta localizacao
nao sdo bem entendidos. Algumas lipoproteindsegéospiraspp. ja foram encontradas no
meio extracelular, como LipL32 (BRANGER et al., 3D@ a lipoproteina com dominio 1gG-
like (LigA) (MATSUNAGA et al., 2007). Tem sido digido que as lipoproteinas séo
provavelmente liberadas para fora da célula poravisly” proteolitico depois do
processamento (ANTELMANN et al., 2001). Eymann kt (2996) identificaram varias
lipoproteinas com massas moleculares menores ncet@@@ de Bacillus subtilus
demonstrando a presenca de mecanismos de secregfas ¢roteinas. Recentemente,
Kassegne et al. (2014) identificaram uma protei@.ohterroganssorovar Lai codificada
pelo gene LA0872 que é idéntica a proteina codifigaelo gene LIC12760. E, comprovaram
a secrecdo desta proteina para o meio extracdiulante a co-incubacao das leptospiras com
células HUVEC (human umbilical vein endotelial ¥edl HEK293 (human renal tubular

epitelial cell).
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O programa CDART permitiu a andlise por similareldthseada na arquitetura dos
dominios de proteinas depositados no banco de dhsipsniveis no NCBI e confirmou os
resultados obtidos pelo PSORTB. A figura 3 apresemha representacdo esquematica da
similaridade da arquitetura dos dominios da colagende L. interrogans sorovar
Copenhageni estirpe L1-130 com as colagenases gsigladas de outras espécies
bacterianas. E possivel observar, a presenca ddominio da superfamilia de peptidase M9
encontrado na regido amino-terminal de colagendmsederianas. Normalmente, estas
colagenases sdo, também, metaloproteases, poigeposs dominio de ligacdo ao zinco
(HEXXH) no seu sitio ativo. Como no caso da praeaiadificada pelo gene LIC12760, onde
0 motivo de ligacdo ao zinco esta presente no siegdominio catalitico. As proteases que
possuem este dominio pertencem a uma superfanghiantdnada GluZincin, que inclue
varias metalipeptidases extracelulares, como aolesima, bacilolisina, e a fungalisina, entre
outras. Nestas peptidases, a ligagdo ao zinco &amada por trés aminoacidos e uma
molécula de agua, que formam um nucledfilo na efiwadurante a catélise (GEER et al.,
2002).

Dessa forma, o gene LIC12760 codifica uma provagklgenase com dois dominios
cataliticos, sendo que o segundo dominio possdaaima sequéncia consenso de ligagdo ao
zinco, caracteristico de metaloproteases. Por g@inaira colagenase deeptospiraspp.
descrita, foi denominada ColA.

Figura 3 — Representagdo esquematica da arqaitekns dominios de colagenake interrogans sorovar
Copenhageni (no presente estudo, ColM)rio parahaemolyticusBacillus anthracise Clostridium
histolyticum

L. interrogans NH;{ H Ian } CooH
V. parahaemolyticus NH;{ H Jani |7COOH

2

B. anthracis NH;[ ]-[ ]Zn COOH

C. hystolyticum NHT[ ]-[ ]W COOH

D(‘al:ilylw domain - Peptidase M9
Catalytic domain - GluZincin
(O PKD domain

 PPC domain

PKD, dominio de doenca renal policistica; PPC, ddonde pré-peptidase C-terminal.
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4.2 Trés fragmentos recombinantes da ColA foram prodlas, que correspondem aos dois
dominios cataliticos de colagenase (Full), ao dominle colagenase amino-terminal
(D1) e ao dominio de colagenase carboxi-terminal2]DAs proteinas recombinantes
(Full, D1 e D2) foram expressas na fragdo insolUvelpurificadas por cromatrografia
de afinidade ao niquel

Para caracterizar os dominios cataliticos da CatAsequéncias correspondentes as
regides codificantes dos dois dominios de colagepagos e separados foram clonadas em
vetor de expressao bacteriano utilizabkdeoli (Figura 4). A producao heterdloga de proteinas
em E.coli com peptideo sinal nativo, geralmente, ocasionautlifades de expresséo. Isto
ocorre porque as sequéncias ndo sdo as mesmaaatédabpode ndo reconhecé-las. Para
evitar este problema, a regido que codifica o deptisinal (aminoacidos 1 ao 23) néo foi
incluida nas proteinas recombinarftedl e D1. Outra caracteristica importante é qgéecali,
geralmente é incapaz de formar ligacdes dissuléetwetamente, tornando as proteinas
recombinantes que possuem muitas cisteinas, isatbassa forma, a porcdo carboxi-
terminal da ColA (aminoacidos 664 ao 888), com oisteinas, foi eliminada na estratégia de
clonagem.

As regides codificantes dos dois dominios catalétide colagenase-ull), do
dominio de colagenase amino-terminal (D1) e do damile colagenase (D2) foram
amplificadas por reacdo de PCR a partir do DNA geod del. interrogans sorovar

Copenhageni estirpe L1-130 e oligonucleotideos ¢temmgntares descritos no quadro 3.

Figura 4 - Representagdo esquematica da ColA feagmentos da proteina recombinante: dominio 1,(D1)
dominio 2 (D2) e ambos os dominiésull)

NHZ_{ COOH

1 114 307/309 603 888

Full (24-663 residuos)

D1 (24-326 residuos)

D2 (288-663 residuos)
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Quadro 3 Oligonucleotideos usados nas clonagens

Tamanho dos fragmentos
Nomenclatura Oligonucleotideos usados nas clonagens _ g
do fragmento obtidos por PCR (pb)
Eul F: CGCTCGAGAATAGCCAAAATAATGGC 1939
R: CGAAGCTTCTAAGCAGGCGTAGATGG
b1 F: CGCTCGAGAATAGCCAAAATAATGGC 928
R: CGAAGCTTCTACCAGACTTGAGAATCTG
D2 F: CGCTCGAGCGTCATATCCATTC 1142
R: CGAAGCTTCTAAGCAGGCGTAGATGG

As regifes sublinhadas correspondesrséios de restrica&hol e Hindlll utilizados nas clonagens.

Os fragmentos amplificados por reacdo de PCR apsrsen bandas de tamanho
esperado como pode ser observado na figura 5A quadro 3. Estes fragmentos foram
isolados do gel de agarose e purificados e os edle PCR purificados foram ligados ao
vetor pGEM-T Easy. A selecdo dos clones positivesada clonagem foi feita em placas
contendo IPTG, X-Gal e ampicilina e também atrastésanalise de restricdo. A dupla
digestdo com as enzimfd e Hindlll originou dois fragmentos de tamanho esperada pa
cada reacao; um correspondente ao inserto e o autretor (resultados ndo mostrados).

Todas as construcbes em pGEMT positivas foram seqaoas completamente
utilizando-se os oligonucleotideos Mf@ward, M13+everse e internos Kull597 e
Full1383) (quadro 4). A andlise dos cromatogramasnowsjue as sequéncias dos genes sao
as mesmas obtidas no projeto genoma (resultadosnodtrados) (NASCIMENTO et al.,
2004a).

Cada construgcdao em pGEMT foi usada na preparacdosedo correspondente ao
fragmento a ser subclonado no vetor de expressén aavés da digestdo com as enzimas
Xhd e Hindlll. Cada fragmento foi purificado e ligado ao wvepAE, previamente digerido
com as mesmas enzimas. A selecéo dos clones psgitercada clonagem foi feita em placas
contendo ampicilina e também através de andliseesteicdo. A dupla digestdo com as
enzimasXhad e Hindlll originou dois fragmentos de tamanho esperada pada reagdo; um
correspondente ao inserto e o outro ao vetor. gNadi5B € possivel observar os fragmentos
de 1.935, 924 e 1.140 pb dos insertosFdéd, D1 e D2, respectivamente e de 3.394 pb
correspondente ao vetor pAE (Figura 5B). Todasoastoucdes em pAE foram sequenciadas
completamente utilizando os oligonucleotideos soué T7{forward, T7+eversee internos
(Full597 eFull1383) (quadro 4). A analise dos cromatogramas mosjneestas construcées

estdo na orientacédo e quadro de leitura corredgslifados ndo mostrados).
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Quadro 4 Oligonucleotideos usados nos sequenciamentos

M13-forward: GTAAAACGACGGCCAG
M13-reverse CAGGAAACAGCTATGAC
T7-forward TAATACGACTCACTATAGGG
T7 reverse CAGCAGCCAACTCAGTTCCT
FullF597: GCAAGTAGTGCACACTTC
FullR1383: CGTTCTATGTAGATCCCACC

Figura 5 - A - Analise dos produtos obtidos por PLRartir do DNA gendmico deeptospira interrogangm
gel de agarose (1 9. - Digestdo com as enzimfid e Hindlll dos clones positivos da construcéo
pAE-Full, pAE-D1 e pAE-D2 em Gel de agarose (1%)

12345

A: 1 - Padréo de Peso Molecular — 1 Kb ladderf2oduto de PCR da regido codificante dos dois domie
colagenase (Full); 3 - do dominio de colagenaseait@rminal (D1); 4 - do dominio de colagenase @sirb
terminal (D2) e 5- dos dois dominios de colagei(gsa#); B: 1 - Padréo de peso molecular — 1 Kkl 2, 4 e
6- DNA dos clones pAE-Full, pAE-D1 e pAE-D2 ndodiglos; 3, 5 e 7: DNAs dos clones pAE-Full, pAE-®1
pAE-D2 digeridos.

No vetor pAE, a expressao da proteina recombinsditecorre na presenca da T7
RNA polimerase. Para isto, foi utilizada a linhagemoli BL21-SI (LifeTechnologies) com o
gene da T7 RNA polimerase sob o controle do pronmtaJ, induzivel por NaCl.

Na purificacdo das proteinas recombinantes, cad@e@adas das transformagdes com
as construcdes em pAE foram inoculadas em meio LBG®0o LB sem NaCl) suplementado

com ampicilina. A cultura foi incubada a°8 por 12-18 horas, sob agitacdo. Este pré-
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inoculo foi transferido para meio fresco contendggilina, utilizando-se uma diluicdo 1:20.
A cultura sera incubada novamente sob agitacd® &6600nm = 0,6-0,8. A expressao das
proteinas recombinantes foi induzida com a adigd8a® mM de NaCl por mais 3 horas nas
mesmas condi¢cdes anteriores. As celulas foramaztastpor centrifugacéo. Posteriormente, o
sedimento bacteriano foi ressuspendido em 5 volypres de tampé&o 20 mM Tris-HCI, 0,3
M NaCl, 5mM imidazol e pH 8,0. A seguir, a suspenbacteriana foi lisada através da
passagem pelivench-pressem gelo.

A suspensdao resultante da lise foi centrifugadaorenadante (fracdo solavel) e o
sedimento (corpusculos de inclusdo-fracdo insojufeebm coletados e analisados em gel
SDS-PAGE com 12 % de acrilamida.

Como pode ser observado na figura 6A, as trés ipeserecombinantes foram
expressas na fracdo insoluvel e posteriormentdfigaatas utilizando cromatografia de
afinidade metalicaHast Flow chelating Sepharos&sE Healthcare). Para tanto, o sedimento
de corpusculos de incluséo foi ressuspendido ewollines (p/v) de tampéao de solubilizacdo
(20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 5mM imidazol, 0,1% deton (v/v), 8M uréia e pH 7,9) e
mantido a temperatura ambiente por 2 horas coragigit Posteriormente, o solubilizado foi
diluido 100X em 20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 5mM idazol e pH 7,9, lentamente. Esta
solucao foi adsorvida a coluna de afinidade a mptal/iamente carregada com 5 volumes de
100 mM NiSQ e equilibrada com 3 volumes de tampéao de ligagéar(M Tris-HCI, 0,5 M
NaCl, 5mM imidazol e pH 7,9). Para eliminacdo dastginas contaminantes, a resina foi
lavada com 10 volumes do tampéo de ligacdo (20 mB4HCI, 0,5 M NaCl, 5mM imidazol
e pH 7,9) e 20 volumes do tampé&o de lavagem (20TmMHCI, 0,5 M NaCl, 60 mM de
imidazol e pH 7,9). A proteina recombinante foii@&ucom 6 volumes do tampao de elui¢cdo
(20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 1 M imidazol e pH 7,8)dialisada contra PBS.

A figura 6B mostra o resultado da purificacdo destgdnas recombinantes apds a
dialise, na qual € possivel verificar que a maidaa proteinas contaminantes foi eliminada
no processo de purificacdo e as proteinas recombmapresentaram bandas majoritarias
com tamanhos de acordo com as massas moleculgresadss: 74,80 kDa; 35,83 kDa e
44,94 kDa par&ull, D1 e D2, respectivamente.

Para verificar a eficacia do processo de obtengdopdoteinas apds a purificacdo foi
realizado Véstern-blottingutilizando o anticorpo monoclonal anti-histidin@. vetor pAE
possibilita a expressao de proteinas heterdlogalsigdn com uma cauda de seis residuos de
histidina na por¢cdo amino-terminal, que foi recandie pelo anticorpo anti-histidina, como é

mostrado na figura 6C.
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Figura 6 - A- Analise da expresséo e solubilidade proteinas recombinantes em pAE-Full, pAE-D1, {D%E
gel SDS-PAGE (10%). B - Andlise da purificagdo gmeteinas recombinantes em gel de
poliacrilamida (SDS-Page 12%). CWestern-Blottingutilizando as proteinas  recombinantes
purificadas e o anticorpo anti-histidina
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A - M- Padrdo de Peso molecular; 1, 4 e 7- Lisaokaltinduzido; 2, 5 e 8- Sobrenadante apés lise e
centrifugacao Full, D1 e D2, respectivamente; 3-6Sedimento de corplsculos de incluséo (fracSolinel)
apos lise e centrifugacao Full, D1 e D2, respentamte; B - M — Padrao de peso molecular; 2-Proteiria3-
Proteina D1; 4- Proteina D2; C - 1 - Proteind; R Proteina D1; 3 - Proteina D2

As proteinas recombinantes purificadas foram iremtag em coelhos para obtencéo
dos soros hiperimunes. Na figura 7, sdo mostradagespectivas curvas de titulacdo. E
possivel observar que todas as proteinas sdo irénitag, pois apresentaram altos titulos
especificos. Estes soros policlonais serdo utiigaths etapas seguintes de caracterizacdo da
ColA.
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Figura 7 - Curvas de titulac@o de IgG total oltigarELISAutilizando os soros dos coelhos imunizados com
as proteinas recombinantes purificadas e o contrélémune
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4.3 As proteinas Full e D2 apresentaram atividade cétiah sobre o colageno desnaturado
e sobre peptideo sintético: A ColA é uma peptidesiagenolitica, sendo o dominio D2
o responsavel pela atividade enzimatica. Entretardsta atividade nao foi inibida por
inibidores especificos de metaloproteases, comootfatina e EDTA e nem por

inibidores de outras familias:

A atividade proteolitica das proteirfasll, D1 e D2 foi avaliada utilizando zimografia
em gel de gelatina (1 mg/mL). Para tanto, aproxanaghte, 2 pug de cada proteina
recombinante purificada foram aplicados em gel $FASE 10%. Apls a eletroforese, o
SDS foi removido do gel por lavagens com solucadrdmn X-100 2,5% e a incubagao
ocorreu em tampao contendo 0,02% de triton X-100nM de CaGl, 1uM de ZnSQ@e 50
mM de Tris-HCI| pH 7,4 a 37°C, durante a noite. Exstmente, o gel foi corado com
Coomassie R250 e descorado. A coloracdo com Conempsesmitiu a identificacdo da
atividade proteolitica, detectada pelo aparecimdatbandas claras contra um fundo azul. Na
figura 8, é possivel observar a atividade gendtinaldas proteinas recombinankes| e D2.

A proteina D1 nado foi capaz de degradar gelatiren@hstrando que o dominio D2 é o
responsavel pela atividade proteolitica da ColA.bAsdas claras, que aparecem abaixo das

bandas marcadas com as setas, correspondem aagoproesultantes da degradacéo das
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proteinas recombinantes. Isto ocorreu, provavekmetgvido a incubagdo por longo periodo
a 37°C.

Figura 8 - Andlise da atividade genatinolitica gdasteinas recombinaté&aill, D1 e D2 purificadas. Zimografia
em gel com gelatina
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M- Padrédo de Peso molecular (LMW); 1- Proteina;R4lProteina D1; 3- Proteina D2.

As proteinas recombinantes purificadas, tambémanfavaliadas quanto a capacidade
de hidrolisar o peptideo de colageno, utilizandsubstrato sintético carbobenzoxi-Gly-Pro-
Gly-Gly-Pro-Ala-OH. Este substrato ao ser hidralizgela enzima libera carbobenzoxi-Gly-
Pro-Gly e Gly-Pro-Ala-OH, este ultimo reage comhmilnina e pode ser quantificado pela
leitura espectofotométrica a A565nm. A reacaodalizada em 0,1 M tampéao citrato pH 6,3;
por 5 minutos a 37°C.

A colagenase d€lostridium histoliticumtipo IA foi utilizada como controle positivo
e a proteina recombinante LipL32 (gentimente cediéla aluna de doutorado Tatiana
Barrinuevo Gotti) como controle negativo. A figuéa mostra que a colagenase @o
histoliticum apresentou uma atividade enzimatica especificaamzl 5,23 U/mg. Enquanto,
as proteinas D1 e LipL32 ndo foram capazes de llsdroo substrato (0,56 e 0,49 U/mg,
respectivamente). As proteinas recombinaktds e D2 foram capazes de clivar o substrato

sintético, com atividade enzimatica especifica métk 13,14 e 20,70 U/mg de proteina,
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respectivamente. Uma unidade é a quantidade dmercapaz de formar 1umol de produto
por minuto. Estes resultados sdo comparaveis atdoskpor Kassegne et al., (2014), que
mostraram a atividade de colagenase da proteinA @okira recombinante e a nativa

purificada sobre colagenos tipos |, Il, Il e I\sebstrato sintético. Estes dados confirmaram
os resultados obtidos com a zimografia e mostram ajproteina ColA é uma peptidase
colagenolitica e que o segundo dominio de colagegas responsavel pela sua atividade

enzimatica.

Figura 9 - A atividade de colagenase foi determanpelo método de hidrélise do peptideo Pz. Os &sleéo
médias +/- desvio padrdo das quadruplicatas medAlgsoteina recombinante LipL32 foi usada
como controle negativo e a colagenas€dhistoliticum como controle positivo
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Para identificar a classe de inibidor enzimatica familia a qual a ColA pertence,
diferentes tipos de inibidores foram incubados casnproteinas recombinantes por 30
minutos a temperatura ambiente antes da reacdeoftimta. Um teste controle sem a
presenca do inibidor foi realizado concomitantemeninibicdo. Como pela andlisesilico o
dominio D2 apresentou uma sequéncia consensoatgticao zinco (HEXXH), iniciamos os
testes com inibidores especificos para metaloetea fenatrolina e o EDTA.

A figura 10 mostra o teste de inibicdo utilizandieas concentracdes diferentes de
fenatrolina (2 e 10 mM). E possivel notar que aiddide peptidasica das proteinas
recombinante&ull e D2 sobre o substrato sintético néo foi inibidafenatrolina. Enquanto,

a atividade da colagenase @o histoliticum,que € uma metaloprotease ja caracterizada, foi

totalmente abolida com a presenca de 10 mM de fiextizia.
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Figura10 — A colagenase dBlostridium histoliticume as proteinas recombinantes purificados foram
submetidas ao método de hidrélise do peptideo Rz adicdo do inibidor de metaloprotease,

fenatrolina. Os valores sdo médias +/- desviogmmdas quadruplicatas medidas

30 - | Full

, I I Full 2 mM Fenantrolina
Full 10 mM Fenantrolina
o 20 mD2
5 15 - D2 2 mM Fenantrolina
D2 10 mM fenantrolina
10 1 I I H Col Clostridium
5 Col Clostridium 2 mM Fenantrolina
. . T Col Clostridium 10 mM Fenantrolina
1

O mesmo resultado anterior foi observado quanduraeinas foram incubadas com

10 mM de EDTA, também um inibidor de metaloproteaseno mostrado na figura 11.

Somente ocorreu a inibicdo da atividade da colagedeC. histoliticum.
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Figura 11 — A colagenase d@lostridium histoliticume as proteinas recombinantes purificados foram
submetidas ao método de hidrélise do peptideo Iz adicdo do inibidor de metaloprotease,
EDTA. Os valores sao médias +/- desvio padraajdadruplicatas medidas
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As figuras 12, 13 e 14 mostram que os inibidorégl Eeisteinoproteases), pepstatina
A (asparticoproteases) e PMSF (serinoproteases)ectivamente, também n&o inibiram as
atividades das protein&sill e D2 sobre substrato sintético, 0 mesmo ocorreuaatividade
da colagenase do. histoliticum neste Gtimo caso, isto ja era esperado pelo faia émzima

ser uma metaloprotease.
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Figura 12 — A colagenase dolostridium histoliticume as proteinas recombinantes purificados foram
submetidas ao método de hidrélise do peptideo Przachcao do inibidor de cisteinoproteases, E-
64. Os valores sdo médias +/- desvio padrédo dedrgplicatas medidas
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Figura 13 - A colagenase @@ostridium histoliticume as proteinas recombinantes purificados forammstitas
ao método de hidrélise do peptideo Pz com adicamibmlor de asparticoproteases, pepstatina A.
Os valores sdo médias +/- desvio padréo das quardtiag medidas

45 -
40 - 1
35 -
30 - M Full
Full 0,2 mM Pepstatina A
w 25 -
£ mD2
~N
220 - :
D2 0,2 mM Pepstatina A
15 - m Col Clostridium
I Col Clostridium 0,2 mM Pepstatina A
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Figura 14 - A colagenase @@ostridium histoliticume as proteinas recombinantes purificados forammstitas
ao método de hidrdlise do peptideo Pz com adic&nibidor de serinoproteases, PMSF. Os valores
sdo médias +/- desvio padrdo das quadruplicataslesed
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Para a determinacdo da relacdo entre enzima elonilgjue pudesse promover a
inibicdo da atividade, foram testadas quantidad=sedcentes da proteina D2 com e sem
inibidor especifico de metaloprotease, a fenataol{t0 mM). Neste caso, a atividade
especifica foi calculada em U/ml. Na figura 15,089vel observar que ndo houve mudanca
no perfil obtido na auséncia e presenca de femadrotonfirmando os resultados anteriores
obtidos.
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Figura 15 — A colagenase d6lostridium histoliticume as proteinas recombinantes purificados foram
submetidas ao método de hidrélise do peptideo Pausé&ncia e presenca do inibidor de
metaloprotease, fenatrolina. Os valores sdo médiakesvio padrao das quadruplicatas medidas
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4.4 A proteina ColA nativa € expressa na presenca dageno:

Andlise de Western blotting utilizando extratos totais dé. interrogans sorovar
Copenhageni estirpe L1-130 cultivada em meio EMI%& mostraram que a producéo da
proteina nativa é baixa ou ausente (Figura 16, gadpchla presenca de 1pg/ml e 3 pg/ml de

colageno tipo IV no meio do cultivo a producédo éantada (Figura 16, pocos 2 e 3). Estes
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resultados sao equivalentes aos obtidos por Kassdal. (2014), que mostraram a expressao
da ColA nativa enik.interroganssorovai Lai sé é detectada na co-incubacédo désslgipas
com células HUVEC e HEK293. Em meio de cultivo dptbspiras EMJH ou no meio de
cultivo de células DMEM néo ha producdo de ColAteEgesultados indicam que a ColA

possa ter um papel relevante durante a infeccao.

Figura 16 —Western blottingutilizando extratos totais deinterroganssorovar Copenhageni estirpe L1-130
cultivada em meio EMJH na presenca e auséncialdgerm tipo 1V

1 2 3

Gel 10% SDS-PAGE, tranferidos para membrane deaeilnlose. A membrana foi incubada com soro
policlonal anti-D1. A reacdo com o primeiro antjpoffoi realizada em uma diluicdo de 1/500 durante hora,
seguido de incubagéo com o segundo anticorpo Idgicc@e@ho conjugado com peroxidase (diluicdo 1/8)00
Extratos totais dé.interroganscultivada em meio EMJH na presenca e auséncia ldgesw tipo 1V: 1- sem
Colageno; 2- com 1pg/ml e 3- 3 pg/ml de colagepm V.

4.5A proteina ColA é conservada em diferentes sorosade leptospiras patogénicas e

ausente na espécie saprofita.

Com o objetivo de conhecer a presenca e distribuilgd proteina ColA nas diferentes
leptospiras patogénicas e na espécie saprafitaalinhamento de sequéncias de aminoacidos
obtidas do banco de dados NCBI e um experimenWeldern-blottingoram realizados.

A figura 17 mostra o alinhamento das sequénciaandmoacidos deduzidas de seis
estirpes de leptospira patogénicas. (interrogans serovar Copenhageni L1-13Q,.
interrogansserovar Lai strain 56601,. kirschnerj L. borgpeterseniserovar Hardjo-bovis
strain L550,L. noguchiie L. weilii), indicando que esta proteina € altamente cordarva
Estes resultados foram confirmados pdfestern-blotting utilizando extratos totais de
diferentes sorovares de leptospiras obtidos arphetcultivos em meio EMJH na presenca de
1pg/ml de colageno tipo IV. A reacdo com o primeanticorpo foi realizada em uma

diluicdo de 1/500 durante uma hora, seguido debag@o com o segundo anticorpo IgG anti-
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coelho conjugado com peroxidase (diluicao 1/5.0p0),uma hora. A deteccéo foi realizada
através da utilizacdo de “kit” ECL (Amershan). yura 18 mostra que o soro feito em
coelho contra a proteina recombinante D2 foi cajgzeconhecer especificamente a banda
correspondente a proteina ColA nativa em extrabbgist nos sorovares de leptospiras
patogénicas. No extrato protéico da biflexa sorovar Patoc (saproéfita) ocorreu o
reconhecimento de uma banda de tamanho menor,velovente esta banda néo corresponde
a proteina ColA, pois no genoma desta espécie aawtblogos e nem sequéncias proteicas
similares. Dessa forma, os resultados apresentadstraram que esta proteina é expressa
nos principais sorovares patogénicos, inclusiveiel@s envolvidos na leptospirose humana,

sugerindo que possam ter um papel relevante nggratidade.



57

Figura 17 — Alinhamento da sequéncia de aminoadiédsizida de seis estirpes de leptospira patogéfica
interrogans serovar Copenhageni L1-130, interrogans serovar Lai strain 56601, kirschneri,
L. borgpetersenii serovar Hardjo-bovis strain L550, noguchii e L. weilii), Clustal W algorithm:
(*) residuo idéntico, (:) residuo conservado e iparente conserved (.)

Copenhageni M TN KYKLAI TLSVLVTFSLGCNSQNN- GSKNDL SLFATMFAQATQQT- TMRSTTVSVS 58
Lai M TNI KYKLAI TLSVLVTFSLGCNSQNN- GSKNDL SLFATMFAQATQQT- TMRSTTVSVS 58
ki rschneri M ANI KCKLVLALSVI VTFSLGCNSQNN- GSKNDL SLFATMFAQATQQT- TMRSTTVSVS 58
Har dj o- bovi s M TNI KCK- - LTLSVI | TFSLGCNSQNNNGFKNDL SLFATMFTQPTQQT- TMRSVTKSVG 57
NoguChi i e MFAQI SQQTTTESETK- EI RPVTR\VS 26
Wei I 11 el MFGQVTQQEAATRSVI KSVS 20
Copenhageni SLNELI GFKPI QVENEQDFDRI ADGKKRI LVPSVMIFGPSNSYSNGTAQNI TSNNCNGSY 118
Lai SLNELI GFKPI QVENEQDFDRI ADGKKRI LVPSVMIFGPSNSYSNGTAQNI TSNNCNGSY 118
ki rschneri SLNELI GFKPI QVENEQDFDRI ADGKKRI LVPSVMIFGPSNSSSNGTAQNI TSNNCNGSY 118
Har dj o- bovi s SLNEPI GFKSI QVENEQDFDRI TDGKKRI LVPSVMIFGPTHSSSNGTL QWTSNNCTGSY 117
noguchi i SLNELI GFKPTQVENEQDFDRI | DGKKRFLI PSI MTFGPNSPSLNTTVQNG Q\- CTGSY 85
wei lii SLDEPI GFKSI QVEDEHDFDRI TDGEKRI LI PSVMIFGPNNPSSNTTAQWTKD- CTGSY 79
Copenhageni VARLKPKEFVRFLETHDI NCVDKFVWNYDQYSDY! YSQENM.EVWNRLNDLAPFYNGNND 178
Lai VARLKPKEFVRFLETHDI NCVDKFVWKYDQYSDY! YSQENM.EVWNRLNDLAPFYNGNND 178
ki rschneri VARLKPREFVRFLETHDI TCVDKFVWDYDQYSNY! YSQENM_EVVNRLNALAPFYNGNND 178
Har dj o- bovi s VARLKPREFVRFLETHDI NCVDKFVWDYDQYSNY! YSQENM_EVWDRLKVLAPYYRGNND 177
noguchi i VARLQPKDFVRFLETHDI NCVDQEVWNYDQYSDYVYSQANM.EVWNRLNVLAPL YKGNND 145
wei lii VARLQPKDFVKFLETHDI NCVDKFVWDYDQYTDY! YSQANM_EVWNRLNVLAPL YKGANS 139
Copenhageni LNFI QLFRVFWAGYYVKHSHPSLPFDTNQ SQALVTPMY FASSAHFL DGTNDAGKVLEF 238
Lai LNFI QLFRVFWAGYYVKHSHPSLPFDTNQ SQALVTPMY FASSAHFL DGTNDAGKVLEF 238
ki rschneri LNFI QLFRVFWAGYYVKDSHPSLPFDTDQ SQAL EAPMTFANSAHFL DGTDDAGKVLEF 238
Har dj o- bovi s LNFI QLFRVFWAGYYVKHSHPSLPFDTDQ SQALEAPMQTFANSAHFL DGTNDAGKVLEF 237
noguchi i LNFI QLFRVFWAGYFVKASHPSLPFDKDQ SKALVAPMATFANSAHI TDGTKDAGKVLEF 205
wei lii LNFI QLFRVFWAGYYVKNSHPSI PFDEDQ SKALI APMRTFANSAHFL DETDDAGKVLQF 199
Copenhageni FFTVADSTKI GHTI YPRI LSFLEATI NDPQRLRNNLSQAI ALNAVFRLFQRHI HSNSNEF 298
Lai FFTVADSTKI GHTI YPRI LSFLEATI NDPQRLRNNLSQAI ALNAVFRLFQRHI HSNSNEF 298
ki rschneri FFTAADSTGNGHI | YPHI LSFLEATLNDPQRLRNNHSQLI ALNAVFRLFQRHI NSSSPEF 298
Har dj o- bovi s FFTVADSTGNGHI | YPRI LSFLEATLNDPQRLRNNYSQ MALDAVFRLFTRHI NPNSHEF 297
noguchi i FFTAADSTGTGHI | YPSI LSFLEATLNDPQRLTNNYSQKMALNAI FRLFNRHI HSQSGEF 265
wei lii YFTAASNAR GHAAYSGL L SFFEATLRDPQRL TNNYSQVEALDGAFTLI KRHI HPNFHEF 259
(.-)
Copenhageni LS| DEI QPLYHALKQVESQFFRLI G HAPVSGDTTDS| TMYVYKSRKDYETFHPFLFDLS 478
Lai LS| DEI QPLYHALKQVESQFFRLI G HAPVSGDTTDS| TMYVYKSRKDYETFHPFLFDLS 478
ki rschneri LS| DEI QPLYHALKQVESQFFRLI G HAPVSGDTTDS| SMYVYRSRKDYETFHPFLFDLP 478
Har dj o- bovi s LS| DEI QPLYHALKQVESQFFRLI G HAPVSGDTTDS| SMYVYGSRKDYETFHPFLFDLP 477
noguchi i LSI NEI QPLYHALKQVESQFFRLI Gl HAPVSGDTTDTI SMYVYGSKKDYQTFHPFLFDLP 445
wei lii LS| DEI QPLYHALKQVESQFFRLVG HAPVSGDTTDTI SMYVYGSRKDYETFHPFLFDLP 439
Copenhageni TDNGG! Y| ERDKTLYTYQRTPAESI YTLEELLRHEYSHYLVGRFI | PGLWSQTSAHDNER 538
Lai TDNGG! YI ERDKTLYTYQRTPAESI YTLEEL LRHEYSHYLVGRFI | PGLWSQTSAHDNER 538
ki rschneri TNNGG! YI ERDKTLYTYQRTPAESRYTLEEL LRHEYSHYLVGRFI | PGLWSQTSAHDNER 538
Har dj o- bovi s TDNGG! Yl EGGKAL YTYQRTPAESI YTLEEL LRHEYTHYLVGRFI | PGLWSQTPAHDNER 537
noguchi i TDNGG! YI EKDKTFYTYQRTPAESKYTLEEL LRHEYSHYLVGRFI | PGLWSQTPAHDNER 505
wei lii TDNGG! YI ERDKVL YTFQRTPAESI YTLEEL LRHEYSHYLVGRFI | PGLWSQTPAHDNER 499
Copenhageni LTWFEEG AEFL TGSSSREI HPRKSLI SEI KRDGSSRVDVSKI L TARYGDFKFYRYSGNF 598
Lai LTWFEEG AEFLTGSSSREI HPRKSLI SEI KRDGSSRVDVSKI LTARYGDFKFYRYSGNF 598
ki rschneri LTWFEEG AEFLAGSSSREI HPRKSLI SEI KRDGSSRVDVSKI LSARYGNFKFYRYSGNF 598
Har dj o- bovi s LTWFEEG AEFLVGSSSREI HPRKSLI SEI KRDGSSRM\VSKI LSARYGDFKFYRYSGNF 597
noguchi i LSWFEEG AEFLAGSNSREI YPRKSLVSG ENDGSSRVEVSKI LKARYGDFKFYRYSGSF 565
wei lii LSWFEEG AEFLAGSNSREI LPRKSLVSG KNDGSSRMDI SEI LKARYGNFKFYRYSGSF 559
(.-)
Copenhageni RSRI SYRHPQR- GQTDFRNTRI Gl HSTCFATPSNGSS- TTCNTPI VTNAFSNTATYEEMY 836
Lai RSRI SYRHPQR- GQTDFRNTRI Gl HSTCFATPSNGSS- TTCNTPI VTNAFSNTATYEEMY 836
ki rschneri RPRI SYKNPQRRSQTDFRNTRI G| YSTCLANPSNGGSGTTCNTPI TTNAFSNTATYEEMY 838
Har dj o- bovi s RPRI SYKNPQRRSQTDFRNTI SGVHSTCFANPSTGSG- TTCNI PMATI AFSNTATYEEMY 836
noguchi i RPRI SYRHPQR- GQTDFRNTRI G YSTCFANPSNGGSGATCNTPI STNAFSNTATYEEMY 804
wei lii RPRI SYRHPQR- SQSDFQNTRI GVNSTCFATPSTGSG- TTCNTPI VITAFPNTATYEEMY 797
Copenhageni QKLNGELNELKSEVYTMRPSFYKKLDCNFDSI DTI HLPDGRKYLAANSSCNF 888
Lai QKL NGEL NELKSEVYTMRPSFYKKLDCNFDSI DTI HLPDGRKYLAANSSCNF 888
ki rschneri QDL NAEL NEL KSEVYTMRPSFYKKLDCDFNSI DTI NLPDGRKYLTANSSCNF 890
Har dj o- bovi s QDLNASLNELKSE! YTVRPSFYRKLDCNFDSI DTVNLPDGRKYLAASSSCNL 888
noguchi i QNLTAELNELKSE! YTVRPSFYKKLDCNFDSI DTI NLLDGKKYLTANSSCNF 856
wei lii EFLNKELNELKSEI YTVRPSFYRRLDCNFNSVDTI NLPDGRKYLAATSSCNI 849

T KRR KRR RAKKARKR L KAK Rk Ak KAL KA A KRAK:
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Figura 18 -Western-blottingutilizando extratos totais de diferentes sorovale leptospiras obtidos a partir de
cultivos em meio EMJH na presenca de 1pg/ml degenia tipo 1V

L.biflexa Patoc

L.borgpetersenii Javanica
L.borgpetersenii Tarassovi
L.noguchii Panama

L.interrogans Pomona
L.interrogans Copenhageni 10A
L.interrogans Copenhageni L1-130

."

1

-

Gel 10% SDS-PAGE, tranferidos para membrane devasilnlose. A membrana foi incubada com soro
policlonal anti-D2. A rea¢do com o primeiro antjpoifoi realizada em uma diluicdo de 1/500 durame hora,
seguido de incubac¢do com o segundo anticorpo Igi&easlho conjugado com peroxidase (dilui¢édo 1/8)00

4.6 A proteinas recombinantes Full e D2 apresentaranvatade hemorragica.

A atividade hemorragica das proteinas recombingotedicadas foi determinada pela
inoculacao intradérmica na pele ventral dos camoga® suicos. Como referéncia utilizou-se
a mesma atividade especifica de proteffals e D2, que correspondeu 1U de atividade
especifica (20 pg proteina total Eell e 120 ug proteina total de D2). No caso da pratein
D1, foram inoculadas 100 pg de proteina total eacoamtrole positivo 1pg de veneno bruto
de Botrops jararaca.Todas as amostras foradiuidas em PBS em um volume final de
200pL.
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Na figura 19, é possivel observar o halo hemorcagmusado pela inoculacdo das
proteinag-ull e D2 e do veneno de jararaca. A proteina D1 enpda PBS n&do induziram

hemorragia apés injecao intradérmica em camundongos

Figura 19 — Atividade hemorragica das proteinasmixnantes purificadas e do veneno de jararaca como
controle positivo e PBS como controle negativo.cliacéo intradérmica na pele ventral dos
camundongos suicos

PBS — Controle negativo

B. Jararaca — Controle positivo
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Estes resultados sdo muito importantes, pois demaomsqjue a ColA pode causar
hemorragias no hospedeiro infectado. Na leptospiros sangramentos que se originam de
lesdes nas microvasculaturas pulmonares estaoomdalos com as formas graves da doenca
designadas por sindrome pulmonar hemorragica engumaioria dos casos leva ao 0bito
(BORGES; AB'SABER; BARBAS, 2005).

O tecido pulmonar de seres humanos infectadoseptodpiras apresenta, usualmente,
uma pequena quantidade de bactérias, 0 que inglieenos efeitos pulmonares decorrentes
da exposicdo de proteinas produzidas pelo patégarsitios distantes tais como figado e rins
(DOLHNIKOFF et al., 2007). Além disso, a dissemiéaglas leptospiras pelos 6rgdos do
hospedeiro € mediada, provavelmente, pela sectkz@azimas que destroem as membranas
das células (BRANGER et al., 2001; CARVALHO et aD09).

Um estudo realizado por Diener, Carrick e Bercl97@) demonstrou que as lesdes
hemorragicas nos pulmdes e duodeno de camundomfestados eram causadas pela
colagenase de. aeruginosa.

Vargaftig, Lefort e Giroux, (1976) verificcaram @vadade hemorragica da colagenase
de Clostridium sobre a superficie de pulm&o de cachorro e canmgodsugerindo que o
efeito hemorréagico tinha sido causado devido ao®slaos vasos sanguineos resultante da
atividade colagenolitica. Esse efeito foi bloqgueagando as colagenases @stridium
foram pré-incubada com inibidores especificos.

O numero de Obito decorrente de hemorragia pulmog@r pacientes com
leptospiroses tem aumentado. Segundo Barthi €2@03), em aproximadamente 70 % dos
casos de leptospirose grave, a hemorragia pulnest@rssociada a preseh¢aterrogans

Recentemente, um estudo realizado por Kasseghe(2084) com mutante, no qual o
gene que codifica a proteina ColA Heinterroganssorovar Lai foi deletado, demonstrou
uma significante atenuacdo na capacidade da lkmdramslocar através da monocamada
celular de eucariotos. E no mesmo trabalho, emnsaie com hamsters demonstrou que 0s
animais infectados tinham um ndmero menor de lppts circulando no sangue na fase
inicial da infecdo e observou um menor dano nosi@rngternos desses animais, quando
comparados com ensaios realizados com as estelvagens.

Os resultados obtidos neste trabalho, juntamente a® dados da literatura indicam
qgue a proteina ColA é um importante fator de virci& deL. interrogansdurante a infeccao.

A caracterizacdo funcional desta colagenase poderilwar para a elucidacdo dos
mecanismos que causam a hemorragia pulmonar eétamio desenvolvimento de novas

estratégias para o tratamento e prevencao de peotes.
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5 CONCLUSOES

v O gene LIC12760 codifica uma provavel lipoprotediedocalizacdo extracelular, com
dois dominios de colagenase (D1 e D2), sendo gieminio D2 possui ainda uma

sequéncia consenso de ligagédo ao zinco, caraiterdst metaloproteases;

v' Trés fragmentos recombinantes da ColA foram prathszi que correspondem aos
dois dominios cataliticos de colagenabellj, ao dominio de colagenase amino-
terminal (D1) e ao dominio de colagenase carboriteal (D2). As proteinas
recombinantes (Full, D1 e D2) foram expressas agéfy insollvel e purificadas por

cromatrografia de afinidade ao niquel;

v' As proteinag-ull e D2 apresentaram atividade catalitica sobredgeolo desnaturado
e sobre peptideo sintético: A ColA é uma peptidadagenolitica, sendo o dominio
D2 o responsével pela atividade enzimatica. Emttefaesta atividade nao foi inibida
por inibidores especificos de metaloproteases, ciamotrolina e EDTA e nem por

inibidores de outras familias;
v A proteina ColA nativa é expressa na presenca ldgeo.

v A proteina ColA nativa é conservada em diferentemovares de leptospiras
patogénicas e ausente na espécie saprofita.

v A proteinas recombinant€sill e D2 apresentaram atividade hemorragica.

v" Os resultados obtidos neste trabalho, juntamente a® dados da literatura indicam
que a proteina ColA é um importante fator de virci@ deL. interrogansdurante a

infeccao.

v' A caracterizacdo funcional desta colagenase podtilwair para a elucidacao dos
mecanismos que causam a hemorragia pulmonar eétamin desenvolvimento de

novas estratégias para o tratamento e prevengaptospirose.
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