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RESUMO

MIRAGAIA, L. S. Interacdo de proteinas de membrana de Leptospira com
vitronectina humana. 2016. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

A leptospirose, zoonose causada por bactérias patogénicas do género Leptospira,
representa um grave problema de salde publica nos paises tropicais
subdesenvolvidos. Os roedores sdo o principal reservatorio urbano da doenca. As
bactérias entram no hospedeiro por abrasfes na pele ou por membranas mucosas e
rapidamente se espalham pelo organismo atingindo varios érgaos. A eficiéncia na
colonizacdo apresentada por estes patdogenos explica-se pela habilidade que
possuem em escapar aos mecanismos de defesa inata do hospedeiro, dentre eles o
sistema complemento. Este sistema, composto por mais de 30 proteinas, € a
primeira linha de defesa do hospedeiro e pode ser ativado pela via classica,
dependente de complexos antigeno-anticorpo, pela via das lectinas, por acucares
presentes na superficie do patégeno, e pela via alternativa, ativada de maneira
espontanea. As trés vias culminam para a via terminal, comum a todas, levando a
formacao do complexo de ataque a membrana (MAC) e lise do patégeno. Como o0s
demais microorganismos patogénicos, leptospiras possuem estratégias para driblar
a acao do complemento ao interagir com os reguladores negativos da via alternativa
(Fator H), das vias classica e das lectinas (C4bBinding Protein) e também com o
regulador da via terminal (vitronectina). Neste projeto, avaliou-se a interacdo de
vitronectina com trés proteinas de membrana de Leptospira: LigA, LigB e LcpA.
Dados de Far-Western blot indicam que as trés proteinas interagem com vitronectina
por suas porcBes C-terminais. No que diz respeito a vitronectina, as interacdes
envolvem seus dominios de interacdo com heparina (HBD1-3). Forcas ibnicas
parecem desempenhar um papel nessas interacdes. Como diversas bactérias que
se ligam a vitronectina também sdo capazes de se ligar a C9, principal proteina do
MAC, avaliou-se também se LcpA, LigA e LigB interagiriam com este componente
da via terminal. As trés proteinas néo so6 se ligaram a C9 como também impediram a
formacao do poro in vitro, resultante da polimerizacdo de 12 -16 monoémeros de C9.
A capacidade dessas proteinas de inibir a formacdo do MAC também foi avaliada
utilizando os componentes purificados da via terminal do complemento em um
ensaio classico de hemdlise. Tanto a proteina LcpA, quanto as proteinas LigA e LigB
inibiram significativamente a lise dos eritrocitos de modo dose-dependente. Como
essas proteinas de Leptospira interagem com multiplos reguladores do sistema
complemento, avaliou-se se esses componentes iriam partilhar regibes sobrepostas
e competir pela ligacdo nas proteinas. Os ensaios de competicdo envolvendo FH,
C4BP e vitronectina demonstram claramente que estes reguladores interagem
simultaneamente com as proteinas através de sitios distintos. A caracterizacéo
funcional dessas proteinas, consideradas bons candidatos vacinais, e a descoberta
de novos mecanismos utilizados por esse patdgeno para sobreviver no hospedeiro
podem auxiliar nossa compreensao no que diz respeito a aspectos relacionados a
clinica e a prevencao da leptospirose.

Palavras-chave: Leptospirose. Leptospira. Sistema complemento. Vitronectina.
Evasao Imune.



ABSTRACT

MIRAGAIA, L. S. Interaction of surface proteins from Leptospira with human
vitronectin. 2016. 68 p. Master thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Leptospirosis, a zoonosis caused by pathogenic bacteria of the genus Leptospira, is
a serious public health problem in developing tropical countries. Rodents are the
main urban reservoir of the disease. Leptospira enter the host through abrasions in
the skin or mucous membranes and quickly spread throughout the body affecting
various organs. The efficiency of colonization by these pathogens can be explained
by their ability to escape the innate immune defense mechanisms of the host,
including the complement system (CS). The CS comprises more than 30 proteins
and is the first line of host defense against invading microorganisms. It can be
activated by the classical pathway, dependent on antigen-antibody complexes,
through the lectin pathway by sugars on the surface of the pathogen, and by the
alternative pathway, spontaneously activated. These three pathways culminate to the
terminal pathway, common to all, leading to the formation of the membrane attack
complex (MAC) and lysis of the pathogen. Like other pathogenic microorganisms,
leptospires employ strategies to evade complement attack by interacting with
negative regulators of the alternative pathway (Factor H), of the classical and lectins
pathways (C4b Binding Protein) and of the terminal pathway (vitronectin). In this
project, we evaluated the interaction of vitronectin with three Leptospira membrane
proteins: LigA, LigB and LcpA. Far-Western blot analyses indicate that these three
proteins interact with vitronectin by their C-terminal portions. With regard to
vitronectin, interactions involve its heparin binding domains (HBD1-3). lonic forces
seem to play a role in these interactions. As several bacteria that interact with
vitronectin have also been shown to bind C9, the main MAC component, we also
evaluated if LigA, LigB and LcpA would interact with this protein. All three proteins
not only bound to C9 but also prevented pore formation, which results from the
polymerization of 12-16 C9 monomers. The ability of these proteins to inhibit MAC
formation was evaluated using purified components of the terminal pathway in a
classical hemolysis assay. LcpA and both LigA and LigB inhibited the lysis of red
blood cells in a dose-dependent manner. As these proteins from Leptospira interact
with multiple regulators of the complement system, we evaluated if these
components would share overlapping regions and compete for binding to the
proteins. Competition assays involving FH, C4BP and vitronectin clearly demonstrate
that all three proteins interact with these regulatory proteins through distinct sites.
The functional characterization of these proteins, which are considered good vaccine
candidates, and the discovery of new mechanisms used by this pathogen to survive
in the host may help our understanding of clinical aspects and prevention of
leptospirosis.

Keywords: Leptospirosis. Leptospira. Complement System. Vitronectin. Immune
Evasion.



1 INTRODUCAO
1.1 A leptospirose humana

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira que séo transmitidas principalmente pelo contato
com a urina de animais infectados. A doenca constitui um importante problema de
saude publica, com uma maior incidéncia nas regides tropicais e subdesenvolvidas,
devido a prevaléncia de bactérias em ambientes quentes e umidos, além de fatores
relacionados a problemas de saneamento basico e enchentes decorrentes de fortes
chuvas (BHARTI et al., 2003; FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001). Ha também
relatos de infeccdo por leptospiras decorrente da prética de esportes aquéticos e
pela exposicdo ocupacional, como por exemplo, em arrozais, fazendas e
abatedouros (PICARDEAU, 2015).

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a incidéncia anual é
de aproximadamente cinco casos a cada 100.000 habitantes, excluindo surtos. A
estimativa é baixa, uma vez que diversos casos de leptospirose ndo sao notificados
e tantos outros ndo sdo diagnosticados, devido a falta de conscientizacdo sobre a
doenca, dificuldades em realizar testes de confirmacao laboratorial e pelo fato de
alguns dos sintomas se sobreporem aqueles observados em muitas outras
patologias. Portanto, a doenca é certamente subdiagnosticada (World Health
Organization — WHO, 2011).

No Brasil, a leptospirose humana é uma doenca de notificagdo compulséria
desde 1985. No periodo de 2010 a 2014 foram confirmados no Brasil 20.810 casos
de leptospirose, representando uma meédia anual de 4.162 casos. O numero de
Obitos foi de 1.694, representando uma média de 339 Obitos por ano e mais de 8%
de letalidade (Figura 1). Dos casos confirmados, 65,3% evoluiram para a fase grave
da doenca e exigiram hospitalizacdo (MINISTERIO DA SAUDE - BRASIL, 2016).



Figura 1 - Numero de casos confirmados e Obitos por leptospirose no Brasil de 2010
a 2014.
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NUmero de casos confirmados separados por ano (2010-2014) em cinza escuro e linha de 6bitos por
leptospirose em cinza claro. Fonte: SINAN-NET. Dados obtidos em 29.01.2016, sujeitos a alteracao.

1.1.1 Ciclo de transmisséo e sintomatologia da leptospirose

As leptospiras causam infec¢cbes assintomaticas nos hospedeiros de
manutenc¢dao, colonizando seus tubulos renais proximais e sendo eliminadas na urina
desses animais. Sao capazes de sobreviver por dias e até semanas no solo ou na
agua. O principal reservatorio urbano da doenca € o Rattus norvegicus (BHARTI et
al., 2003; FAINE et al.,, 1999). Os seres humanos, caes, bovinos e suinos sao
considerados hospedeiros acidentais, portanto suscetiveis a doenca, e sua infeccédo
se d& pela exposicdo ao solo ou a 4gua contaminados com a urina de animais
infectados (Figura 2). Infecgbes no ramo veterinario podem trazer grandes prejuizos
econdmicos a pecuaria (KO et al., 2009). Além dos animais mencionados, ha relatos
de uma gama de hospedeiros infectados por leptospiras como morcegos, cervos,
ovelhas, cabras, capivaras, cavalos, jegues, diversos roedores (cobaias, hamsters e
gerbis), primatas (macacos-prego, macacos-esquilo, saguis, micos), outros animais
selvagens (rinocerontes, tamanduas-bandeira, ursos polares, cées selvagens, ledes
marinhos, focas, elefantes marinhos), além de répteis e anfibios (cobras, tartarugas,
rés e sapos) (ADLER, 2015).



Figura 2 - O ciclo de transmissao da leptospirose.
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Os hospedeiros de manutencéo, como os roedores, eliminam as bactérias através da urina, que pode
contaminar os hospedeiros acidentais, como o0s seres humanos, entre outros animais domésticos e
selvagens, indiretamente através do solo e da agua contaminados e também diretamente através do
contato com esta urina (Lidia Miragaia, 2016).

As leptospiras entram por abrasdes na pele ou por membranas mucosas e
podem rapidamente se espalhar pela corrente sanguinea atingindo principalmente o
figado, rins e pulmdes (FAINE et al., 1999). Seu periodo de incubacéo varia de 2 a
20 dias e a doenca segue tradicionalmente um curso bifasico. A fase aguda ou
septicémica € caracterizada pela presenca de leptospiras na corrente sanguinea e
dura aproximadamente uma semana. A fase convalescente ou imune ¢é
caracterizada pela producdo de anticorpos e eliminacdo de leptospiras através da
urina (Figura 3). Grande parte das complicacdes tipicas da doenca, como ictericia
grave, disfuncdo renal e hemorragia pulmonar decorrem da internalizacdo de
leptospiras nos tecidos durante a fase imune (LEVETT, 2001; MCBRIDE et al.,
2005).

Na maioria dos casos, a leptospirose pode se apresentar como uma infeccao
subclinica, com sintomas semelhantes aos da gripe, como febre e dor de cabeca. Os

casos que evoluem para uma doenca sistémica grave (Sindrome de Weil) séo



caracterizados por insuficiéncia renal, hepéatica e hemorragia pulmonar. Uma
porcentagem de pacientes (de 10 a 15%) evolui para formas graves da doenca, que
pode progredir rapidamente levando a o6bito (LEVETT, 2001). Essas diferentes
manifestacbes podem ser explicadas pela estirpe de leptospiras infectante, por seu
grau de viruléncia, pela carga bacteriana ou pelo estado de salude e predisposi¢ao
do paciente (BHARTIE et al., 2003; PICARDEAU, 2015).

Figura 3 - Natureza bifasica da leptospirose e aspectos relevantes em diferentes
estagios da doenca.
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A fase aguda (Leptospiremia) ocorre na 12 semana da doenca e a partir da 22 semana ocorre a fase
convalescente (imune), onde ha a producdo de anticorpos. Episddios de febre acontecem na fase
aguda porém pode manifestar durante a fase imune também. As leptospiras sdo encontradas no
sangue durante a 12 semana e ap0s na urina. (Adaptado de Levett, 2001).

Como o espectro de manifestacBes clinicas € bastante variavel, a doenca é
comumente confundida com outras enfermidades e muitas vezes 0s pacientes nao
chegam a procurar assisténcia médica. Os sinais e sintomas mais relatados sao:
febre (90%), mialgia (83%), cefaléia (76%), dores na panturrilha (59%), vémito (50%)

e ictericia (44%), segundo o Ministério da Saude (Figura 4).



Figura 4 - Sinais e sintomas dos casos confirmados de leptospirose.
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Os sinais e sintomas mais relatados dos casos confirmados de leptospirose no Brasil de 2010 a 2014.
Fonte: SINAN-NET. Dados obtidos em 29.01.2016, sujeitos a alteragéo.

1.1.2 Diagndstico da leptospirose

A eficacia do diagnéstico de leptospirose € dependente da fase em que a
doenca se encontra. Na fase aguda da doenca, as bactérias podem ser isoladas de
amostras de sangue e liquido cérebro-espinhal. A partir da segunda semana, podem
ser isoladas da urina. No entanto, a taxa de crescimento das leptospiras é
extremamente lenta e esperar o crescimento dessas bactérias isoladas de amostras
de pacientes pode comprometer o tratamento e a necessidade de um diagndstico
rapido.

A maioria dos casos de leptospirose é confirmada por sorologia; porém, o
diagnoéstico da doenca nem sempre é trivial. Conforme descrito anteriormente, os
sintomas assemelham-se aqueles presentes em diversas outras doencas. Portanto,a
realizacdo de um diagndstico correto muitas vezes depende de um profissional de
salude atento aos sintomas. Durante a fase aguda, o diagndstico pode ser feito por
PCR. A cultura do sangue, liquor ou urina também é uma opc¢édo, embora gere
resultados tardios devido a lenta taxa de crescimento dessas bactérias. Na transicao
entre a fase aguda e a fase imune recomenda-se a realizagdo de um ELISA para
pesquisa de anticorpos IgM contra Leptospira. Na fase imune, o método de
referéncia para a confirmacdo de leptospirose de acordo com a OMS é o teste de

aglutinacdo microscopica (MAT). Esse teste além de ser relativamente econdémico,



possui uma sensibilidade de 92% e especificidade de 95% (LEVETT, 2001). Para a
realizacdo do MAT, diluigbes variadas do soro do paciente sao incubadas com uma
bateria decepas de leptospiras, usadas como antigenos. Apdés um breve periodo de
incubacdo, a reacdo antigeno-anticorpo € analisada por microscopia para a
visualizacdo de aglutinacédo. O titulo de anticorpos € determinado como a diluicdo
mais alta de soro na qual ocorreu 50% de aglutinacdo. Duas amostras de soro
devem ser colhidas com um intervalo minimo de duas semanas. Soroconversao ou
um aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos é considerado um resultado
positivo. Embora o MAT seja um método simples e referéncia para o diagndstico,
ndo permite a deteccdo da doenca em sua fase inicial, jA que é dependente de
anticorpos e estes s6 comecam a ser detectados apdés uma semana. Além disso,
essa técnica requer profissionais de saude treinados em microscopia e infra-
estrutura para a manutencao de diferentes espécies de leptospiras (AHMED et al.,
2013; LEVETT, 2001).

1.1.3 Tratamento da leptospirose

O tratamento da leptospirose é feito com antibiéticos. No caso da doenca leve,
o tratamento do paciente é feito com 100 mg de doxiciclina, duas vezes ao dia
durante uma semana. Em casos graves, sao administradas altas doses de penicilina
G intravenosa a cada seis horas durante uma semana. NOS casos graves que
evoluem para insuficiéncia renal e hemorragias pulmonares, realizam-se terapias de
suporte como hemodialise e ventilacdo mecanica, respectivamente. Outros
antibioticos orais como amoxicilina, ampicilina e eritromicina podem ser
administrados também (BHARTI et al., 2003; FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001).

1.1.4 Vacinas contra leptospirose

Atualmente, ndo ha vacina licenciada contra leptospirose humana no Brasil.
Vacinas desenvolvidas a partir da preparacdo de leptospiras mortas por calor ou
formalina (bacterinas) ja foram testadas em diversos paises como Japao (KITAOKA,
INOUE, 1952), Cuba (MARTINEZ et al., 2004) e China (YAN et al., 2003). No
entanto, a resposta imune gerada por bacterinas nédo induz memaria imunoldgica,

nao € dependente de linfocitos T e é sorovar-especifica. Portanto, tais vacinas



geram um curto periodo de protecdo apenas contra espécies presentes na
preparacdo (FAINE et al., 1999). Ja a vacina para 0 uso veterinario, apesar de
apresentar os mesmos problemas, € licenciada em varios lugares do mundo,
inclusive no Brasil, ficando a critério do dono ou do produtor de animais domeésticos
e selvagens a vacinacdo anual (BHARTI et al., 2003; KOIZUMI, WATANABE, 2005).

1.2 A bactéria Leptospira

As bactérias causadoras da leptospirose pertencem ao género Leptospira, a
familia Leptospiracea e a ordem Spirochaetales, que inclui também os géneros
Borrelia e Treponema, agentes causadores da doenca de Lyme e da sifilis,
respectivamente. Sao espiroquetas altamente moveis, finas, longas e possuem as
extremidades arqueadas (Figura 5). Apresentam aproximadamente 0,1 um de
largura e 6 a 20 pm de comprimento. Possuem também dois flagelos
periplasmaticos com inser¢cdes polares que conferem movimentos rotacionais e
translacionais. Sao aerdbias e crescem bem a temperaturas de 28 °C a 30 °C no
meio ambiente e a 37 °C durante a infeccdo. S&o capazes de formar biofilmes que
facilitam uma eficiente colonizacdo e permanéncia em nichos especificos (FAINE et

al., 1999; LEVETT, 2001; RISTOW et al., 2008).

Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura de Leptospira.

Microscopia eletrbnica de varredura de Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae sobre
membrana de filtro de 0,2 ym (Levett, 2001).

Como as demais espiroquetas, apresentam uma estrutura de membrana dupla,
compartilhando caracteristicas de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. As



leptospiras possuem uma membrana dupla contendo lipopolissacarideos (LPS)
como caracteristica de Gram-negativas, porém, apresentam uma parede de
peptideoglicanos estritamente associada a membrana citoplasmatica, tipica de
bactérias Gram-positivas (Figura 6). Sua membrana externa contém fosfolipideos,
lipoproteinas,lipopolissacarideos e porinas, que permitem a troca de solutos entre o
espaco periplasmatico e 0 meio ambiente. As leptospiras utilizam alcoois e acidos
graxos como fonte de carbono e energia (CULLEN et al., 2004; FAINE et al., 1999;
KO et al., 2009).

Figura 6 - Representacdo esquematica da membrana de Leptospira.
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Na representacdo esquematica pode-se notar que a membrana interna (MI) estd intimamente
associada a parede celular de peptideoglicano (PG), a qual é separada da membrana externa (ME)
pelo espago periplasméatico, no qual se localiza o endoflagelo (n&o representado na figura). Dentre os
componentes da ME da bactéria destacam-se o lipopolissacarideo (LPS), proteina transmembrana,
como a porina OmpL1, e diversas proteinas expostas na superficie como LigA, LigB, LenA, LenB,
LcpA e Loa22. A lipoproteina LipL32 é representada como uma proteina de subsuperficie (Fraga et
al., 2010).
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Inicialmente o género Leptospira foi dividido em duas espécies: L. biflexa, que
englobava as bactérias sapréfitas e de vida livre, e L. interrogans, que reunia as
patogénicas (LEVETT, 2001). Atualmente as leptospiras séo classificadas em mais
de 300 sorovares, distribuidos em espécies patogénicas, intermediarias e saprofitas.

Ha dois tipos de classificagcdo taxonbmica, um baseado em determinantes



antigénicos e outro em determinantes genéticos. A primeira classificacdo baseia-se
em testes sorolégicos e a distingdo entre os sorovares € determinada pela
heterogeneidade estrutural dos carboidratos do lipopolissacarideo (LPS). Esses
sorovares antigenicamente relacionados sdo agrupados em sorogrupos. Ja a
segunda classificacdo, a genotipica, baseia-se na hibridacdo por homologia de DNA.
Até entdo, foram determinadas 21 espécies gendmicas diferentes de leptospiras
(Figura 7) (ADLER, 2015; BRENNER et al., 1999; SMYTHE et al., 2013).

Figura 7 - Espécies de Leptospira determinadas segundo a classificacdo genotipica.
Leptospira alexanderi
Leptospira weilii

Leptospira borgpetersenii
Leptospira santarosai
Leptospira kmetyi pathogens

—[ Leptospira alstonii

{ Leptospira interrogans

Leptospira kirschneri

L Leptospira noguchii

_,_— Leptospira licerasiae
Leptospira wolffii

Leptospira fainei intermediate
”—- Leptospira inadai
Leptospira broomii ]

—— Leptlospira idonii

Leptospira vanthielii

Leptospira biflexa
Leptospira wolbachii non-pathogens
Leptospira terpstrae

Leptospira meyeri

Leptospira yanagawae

l Tumeriella parva
Leptonema ilini

e
0.02

Espécies de Leptospira determinadas segundo a classificacdo genotipica divididas em trés grupos:
patogénicas, intermedidrias e ndo patogénicas (Adler, 2015).



1.3 Bases moleculares e imunoldgicas da doenca

Leptospiras entram no hospedeiro através de abrasdes na pele ou mucosas, e
podem rapidamente atingir a corrente sanguinea e consequentemente os 6rgaos-
alvo. Leptospiras nao-patogénicas conseguem penetrar e aderir, porém sao
rapidamente eliminadas da corrente sanguinea. Ja as patogénicas sao capazes de
se multiplicar e desencadear uma resposta imune especifica (FAINE et al., 1999;
MERI et al., 2005). Isto se deve, basicamente, a dois mecanismos: a capacidade
que essas bactérias possuem de aderir a células e a proteinas de matriz
extracelular, e, a habilidade de escapar dos mecanismos de defesa inata do
hospedeiro.

Leptospiras patogénicas possuem estratégias de invasdo, disseminagcdo e
permanéncia no hospedeiro. Ap0s a entrada no organismo, estas bactérias aderem
a componentes de matriz extracelular como colageno tipo | e 1V, laminina,
fibronectina, elastina (ATZINGEN et al., 2008; BARBOSA et al., 2006; HAUK et al.,
2008; LIN et al.,, 2009) e também a células endoteliais, fibroblastos, mondcitos,
macrofagos (MERIEN et al., 1997; THOMAS et al., 1990). Conseguem sobreviver na
circulacao devido a capacidade de inativar o sistema complemento, primeira linha de
defesa imune contra microrganismos invasores (BARBOSA et al., 2009, 2010;
CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012; MERI et al., 2005; VERMA et al., 2006).

Leptospiras patogénicas também possuem hemolisinas, proteinas com a
capacidade de romper membranas de eritrcitos e provocar lise celular, liberando
assim grandes quantidades de ferro indispenséveis para a sobrevivéncia da bactéria
(WANDERSMAN et al., 2000). Essa hemodlise observada em pacientes com
leptospirose pode ser atribuida as hemolisinas, a atividade de fosfolipases
(TROWBRIDGE et al., 1981),de esfingomielinases (SEGERS et al.,, 1990) e de
outras proteinas auxiliares secretadas (LEE et al., 2000).

O sistema imune inato possui um papel crucial no reconhecimento e na
eliminacdo de leptospiras. Leptospiras nao-patogénicas sdo mortas em poucos
minutos na presenca de soro humano, ao passo que as patogénicas, quando
virulentas, resistem a acdo litca do complemento. Como sdo patégenos
extracelulares, a resposta imune adquirida do hospedeiro depende da producéo de
anticorpos e, conforme dito anteriormente, a maioria dos anticorpos especificos

produzidos durante a infeccdo sdo contra o LPS (TANG et al., 2015). Em diversos



modelos experimentais, ficou evidente que a fagocitose de leptospiras por neutrofilos
e macréfagos é efetiva apenas quando a bactéria € opsonizada por anticorpos IgG
especificos (BANFI et al., 1984; WANG et al.,, 1984). Além de opsonizar, esses
anticorpos podem aglutinar leptospiras e ativar a via classica do sistema
complemento. O papel da imunidade celular na eliminagdo de leptospiras
permanece pouco compreendido. Curiosamente, embora essas bactérias ndo sejam
consideradas patégenos intracelulares, ha relatos de que L. interrogans € capaz de
escapar do fagolisossoma para o citosol de macréfagos humanos (TANG et al.,
2015).

Uma vez no hospedeiro, leptospiras podem ser detectadas pelo sistema imune
através dos Pathogen Activated Receptors (PRRsS), que reconhecem motivos
moleculares conhecidos como Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPS).
Duas principais familias de PRRs desempenham um papel fundamental no
reconhecimento de patdgenos: os toll-like receptors (TLRs) e os nod-like receptors
(NLRs) (MOGENSEN, 2009). As bactérias sdo detectadas também pelas proteinas
sollveis e insoluveis do sistema complemento, mais especificamente pela via
alternativa desse sistema, que sera detalhado adiante.

O LPS de bactérias Gram-negativas é capaz de ativar o TLR4.Contudo, o LPS
de leptospiras € menos endotdxico que o de outras bactérias ativando macrofagos
humanos pelo TLR2 (MILLER et al., 2005; WERTS et al., 2001). Em camundongos,
gue sdo animais resistentes a leptospirose, foi observada ativacéo de receptores do
tipo TLR2 e TLR4. Acredita-se que esta diferenca possa estar relacionada com a
susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo (CHASSIN et al., 2009; NAHORI et al.,
2005).

As leptospiras possuem mais um mecanismo importante no que diz respeito a
patogénese. Elas sédo capazes de formar biofilmes que ajudam as bactérias a
sobreviver tanto no meio ambiente quanto no hospedeiro (RISTOW et al., 2008). A
formacado desses biofilmes é uma importante barreira entre o patégeno e o sistema
imune, pois impede a atuagdo de células e moléculas efetoras (BRIHUEGA et al.,
2012).



1.4 O sistemacomplemento

O sistema complemento representa a primeira linha de defesa do hospedeiro
contra microorganismos. Ele desempenha um papel crucial na imunidade inata e
também um importante papel na imunidade adaptativa (dependente de anticorpos),
ja que sua ativacdo modula diversas respostas especificas a antigenos externos e a
eliminacado destes (MORGAN et al., 2005). Entre suas funcdes biologicas estdo: a
producdo de opsoninas (fragmentos iC3b, C3b, C3d); a producéo de fatores
quimiotaticos, especialmente C5a, capazes de atrair células inflamatérias para o sitio
de infeccdo; producdo de anafilatoxinas capazes de desgranular mastocitos e
basdfilos, liberando assim varios mediadores inflamatoérios; lise celular provocada
pela formacdo do poro na superficie das células (Membrane Attack Complex, MAC);
efeito adjuvante, causando aumento na producédo de anticorpos pelos linfocitos; e
remocdo de imunocomplexos e células apoptoticas (KOHL, 2006; SCHNEIDER et
al., 2007; WALPORT, 2001).

Trata-se de um sistema que se ativa como uma cascata, composto por mais de
30 proteinas solGveis ou associadas a membrana. A exposicdo de microorganismos
ao complemento pode levar a ativacao por trés diferentes vias: a via alternativa, a
via classica e a via das lectinas (Figura 8). Essas trés vias culminam em uma etapa
comum a todas, a via terminal. A via terminal é responsavel pela montagem do
complexo de ataque a membrana (MAC) que vai levar a lise osmética da célula.

A primeira via descoberta foi a classica, que é ativada principalmente por
complexos antigeno-anticorpo. A molécula C1q se liga a esses complexos e ativa
C1r, que por sua vez ativa C1ls. Uma vez ativado, C1s cliva a molécula de C4 e C2,
gerando os fragmentos C4a e C4b, C2a e C2b, respectivamente.C4b liga-se aC2ae
forma a chamada C3 convertase da via classica (C4b2a), uma enzima que vai clivar
moléculas de C3, proteinas centrais do sistema complemento.

A via das lectinas € ativada pela ligacao da lectina ligadora de manose (MBL) a
residuos de acucares na superficie bacteriana, em seguida ativando serino
proteases associadas a MBL (MASPs), que sao capazes também de clivar as
moléculas de C4 e C2, formando a C3 convertase (C4b2a) da via das lectinas,
similar a da via classica.

Outra via de ativacdo do sistema complemento, a via alternativa, é ativada a

partir da hidrolise espontanea da ligacéo de tiol-éster localizada na cadeia alfa do



componente C3, gerando C3(H,0). Esta molécula permite a ligagdo de uma proteina
plasmatica conhecida como Fator B (FB), formando o complexo C3(H.0O)B. O FB
ligado a molécula de C3 é entdo clivado pela enzima denominada Fator D (FD),
gerando a molécula C3(H,O)Bb e um fragmento menor do FB. Essa molécula é
capaz de clivar moléculas de C3, gerando os fragmentos C3a e C3b. Assim como o
C3(H.0), o C3b apresenta um sitio de ligacdo ao FB, formando o complexo C3bBb
apos a clivagem de FB pelo FD. Esse complexo representa a C3 convertase da via
alternativa.

A funcéo das C3 convertases é a clivagem de mais moléculas de C3, em C3a e
C3b. OC3b gerado € capaz de se ligar diretamente aC3 convertase da via
alternativa, formando o complexo C3bBbC3b e a C3 convertase das vias classica e
das lectinas, formando o complexo C4bC2aC3b. Esses complexos sdo chamados de
C5 convertases, e tém a funcéo de clivar moléculas de C5.

A via terminal do sistema complemento se inicia com a clivagem de C5 em C5a
e C5b, o qual é capaz de se ligar a moléculas C6 e C7 formando um complexo que
se insere na membrana da célula. A molécula C8 se insere nesse complexo e entao
diversas moléculas de C9 se ligam ao complexo C5b678 formando um poro
denominado Complexo de Ataque a Membrana (MAC). Os poros geram um
desbalanco eletrolitico entre o meio interno e 0 meio externo e acaba por romper a
célula (MORGAN, HARRIS, 1999; WALPORT, 2001).



Figura 8 - Trés vias de ativacdo do sistema complemento: alternativa, classica e das
lectinas.
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As trés vias de ativacdo do sistema complemento: alternativa (esponténea), classica (complexos
antigeno-anticorpo) e das lectinas (agUcares na superficie bacteriana). Essas trés vias culminam em
uma via comum, a via terminal que vai formar o complexo de ataque a membrana (MAC) e
consequentemente a lise da célula. Reguladores das vias estdo indicados em cor azul e funcdes

efetoras em verde (Schroeder et al., 2009).
1.5 Regulacao do sistema complemento

Para evitar uma ativagcéo inadequada com consequentes danos as células do

7

hospedeiro, além do consumo exacerbado de energia e proteinas da cascata, é

fundamental que exista uma regulacdo precisa dessa cascata. Esse controle é



mediado por diversos reguladores que levam a degradacdo de C3b/C4b, facilitam a
dissociacao das convertases ou impedem a insercdo do MAC nas células.

Entre os principais reguladores solGveis do sistema complemento estdo o Fator
H (FH), o C4b Binding Protein (C4BP) e a vitronectina, responsaveis pela regulacédo
da via alternativa, da via classica e das lectinas, e da via terminal, respectivamente.
Entre os reguladores associados as células destacam-se: Membrane Cofactor
Protein (MCP), Decay Accelerating Factor (DAF), CR1, entre outros.

Diversos microorganismos expressam proteinas de superficie que mimetizam
esses reguladores ou a eles se ligam como uma estratégia para sobreviver no
hospedeiro (MERI et al., 2006). Dados de nosso grupo indicam que leptospiras
patogénicas possuem mecanismos de evasdo ao complemento e algumas proteinas
de superficie da bactéria ja foram caracterizadas como ligantes dos reguladores
negativos Fator H e C4BP (BARBOSA et al.,, 2010; CASTIBLANCO-VALENCIA et
al., 2012; SILVA et al., 2015). Ainda, dados oriundos deste projeto nos levam a
concluir que leptospiras também sdo capazes de controlar a via terminal do
complemento mediante a interacdo com vitronectina. Adiante serdo detalhados os
trés principais reguladores que foram alvos de estudo neste projeto, envolvidos na
evasao ao complemento por leptospiras patogénicas: Fator H, C4BP e vitronectina.

1.6 FatorH

O Fator H é o principal regulador negativo da via alternativa do sistema
complemento. Ele é composto por 20 dominios globulares conhecidos como Short
Consensus Repeats (SCRs), possui 155 kDa e é o mais abundante membro entre as
proteinas da familia do FH. Sua concentragéo sérica varia de 242 a 759 yug/mL (DE
PAULA et al., 2003). Vale lembrar que diversas proteinas relacionadas comp&em
essa familia: Factor H-like protein 1 (FHL-1) e cinco Factor H-related proteins (FHR-
1, -2, -3, -4 and -5). A por¢ao N-terminal do FH (SCR 1-4) é a regido que tem funcao
de co-fator, regulando a atividade de FI, que por sua vez cliva a molécula de C3b em
C3f e iIC3b. A porcédo C-terminal do FH (SCR 18-20) possui sitios de ligacdo a
heparina, C3b, C3d, e a diversos fatores de viruléncia microbianos (SHERKA et al.,
2008).



Figura 9 - Inibicdo da ativacdo da via alternativa por FH.
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Ao se ligar em C3b, o Fator H desloca a interagédo entre C3b e Bb, desfazendo o complexo C3bBb, a
C3 convertase da via alternativa. Também atua como co-fator de Fator | na clivagem de C3b em iC3b.
Em ambas as fungdes, Fator H impede a formagdo/manutencdo da C3 convertase da via alternativa,
interrompendo assim a sua continua ativagdo (Adaptado de Morgan, Harris, 1999).

1.7 C4b Binding Protein (C4BP)

O C4BP é uma glicoproteina plasmatica com cerca de 570 kDa, presente no
plasma em trés isoformas distintas. A principal, a7/p1, € composta estruturalmente
por sete cadeias a idénticas de 70 kDa e uma unica cadeia B de 45 kDa. Essas
cadeias sdo unidas por pontes dissulfeto na regido C-terminal (PERSSON et al.,
2005). O C4BP é o principal regulador negativo da via classica e das lectinas
atuando como co-fator de Fator | na degradacdo de C4b (Figura 10) e também
previne e acelera o decaimento da C3 convertase (C4b2a) das vias classica e das

lectinas.



Figura 10 - Inibicdo da via classica ou das lectinas por C4BP.
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Ao se ligar em C4b, C4BP desloca a interacao entre C4b e C2a, e, além disso, atua como co-fator de
Fator | na clivagem de C4b em C4c e C4d. Em ambas as atividades, C4BP impede a
formagdo/manutencdo da C3 convertase das vias classica e das lectinas, interrompendo assim a
continua ativagao das mesmas (Adaptado de Morgan, Harris, 1999).

1.8 Vitronectina

A vitronectina € uma glicoproteina com propriedades de adesdo similares
aguelas apresentadas pela fibronectina e recebeu, inicialmente, o nome de Proteina
S. Anos mais tarde, verificou-se que esta proteina, presente tanto na circulacao
quanto nos tecidos, possuia a capacidade de aderir a superficies vitreas e a células
e, portanto, passou a ser conhecida por vitronectina (HAYMAN et al., 1983).

Predominantemente sintetizada no figado, a vitronectina é secretada no plasma
e interage com diversos ligantes, participando de varios processos bioldgicos.
Possui papel na adesdo de células a matriz extracelular e na diferenciacdo e
proliferacéo celulares, participa do processo de coagulacao e interfere na regulagéo
da via terminal do complemento. Em condi¢cdes fisiologicas, duas formas
monomericas de vitronectina estdo presentes na circulagdo: uma contém 65 e a
outra 75 kDa. A forma multimérica desta glicoproteina é encontrada na matriz
extracelular ou associada a tecidos (STOCKMANN et al., 1993).

A vitronectina liga-se diretamente a proteinas do sistema complemento e
modula suas func¢des (SINGH et al., 2010). Interage com C5b-7, impedindo que este
complexo se insira na membrana da célula, e também se liga a C9, impedindo sua

polimerizacao e a formacéao do complexo de ataque a membrana (Figura 11).



Figura 11 - Funcdes regulatorias da vitronectina.

/N
[C5/ C5 activation
\_»\/
oA
Iv@ C9 polymerization
\ g
Vn binding
proteins
cocooedf 20nnood Oronane A ereeesset § Bacterial
AN AU OUIIBO SR B ) membrane
Bacterial
cytoplasm

Membrane altack
complex (MAC)

A vitronectina inibe a formag&o do complexo C5b-7 e a polimerizacdo de C9. Portanto quando ligada
a membrana da bactéria inibe a formacdo do MAC e protege a bactéria contra lise. (Adaptado de
Singh et al., 2010).

No que diz respeito a estrutura, a vitronectina possui dominios que interagem
com diversos ligantes. Em sua porcdo N-terminal encontra-se o dominio
somatomedina B, com 43 aminoacidos, que interage com o inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1), seguido pela sequéncia tripeptidica Arg-Gly-Asp
(RGD), comum a proteinas com propriedades de adesdo, como fibronectina,
fibrinogénio e fator de von Willebrand. Possui também trés dominios de ligacdo a
heparina e quatro dominios hemopexina-like, supostamente envolvidos na interacéao

com o grupamento heme (SINGH et al., 2010) (Figura 12).



Figura 12 - Modelo esquematico dos dominios presentes na molécula de
vitronectina.
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Modelo esquematico da molécula de vitronectina contendo um peptideo sinal (verde), um dominio
somatomedina B (azul claro), um dominio RGD de ligagdo a integrina, trés dominios de ligacdo a
heparina (azul escuro) e quatro dominios de ligacdo a hemopexina-like (lil4s). (Adaptado de Singh et
al., 2010).

A interacdo da vitronectina com diversos patdgenos tem sido estudada por
varios grupos. Ha relatos de que esta molécula interage com bactérias Gram-
negativas, como Haemophilus influenza, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Yersinia pseudotuberculosis, Neisseria meningitidis e
Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Clostridium difficile, Helicobacter
pylori e Porphyromonas gengivalis, e também com bactérias Gram-positivas, dentre
as quais varias espécies de Streptococcus, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, e Enterococcus faecalis (revisado por SINGH et al.,
2010). Esta interacao pode ser altamente vantajosa ao microorganismo, por conferir-
Ihe resisténcia ao soro, bem como facilitar a adesdo e, subsequentemente, sua

internalizacao nos tecidos.

1.9 Leptospiras e vitronectina humana

Dados do grupo indicam que diversos sorovares de Leptospira, sapréfitos e
patogénicos, interagem com vitronectina (Iniciagdo Cientifica, Lidia Miragaia). Essa
interacdo foi confirmada por metodologias distintas como Western blotting (Figura

13A), ELISA (dados ndo mostrados) e microscopia eletrénica (Figura 13B).



Figura 13 - Ligacéo da vitronectina humana a diferentes espécies de Leptospira.
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Ligacao da vitronectina humana a diferentes espécies de Leptospira: (A) Leptospiras foram incubadas
com 20% de soro humano normal (SHN). Apds lavagens, os lisados bacterianos foram submetidos a
Western blotting com anti-vitronectina humana. Colunas: 1 - L. interrogans sorovar Copenhageni; 2 -
L. interrogans sorovar Pomona; 3 - L. noguchi sorovar Panama; 4 - L. borgpetersenii sorovar
Javanica; 5 - L. borgpetersenii sorovar Tarassovi; 6 - L. kirshneri sorovar Cynopteri; 7 - L. santarosai
sorovar Shermani; 8 — SHN (1:100). (B) L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm foi incubada
com vitronectina humana purificada (esquerda) ou PBS (direita). ApGs diversas lavagens, leptospiras
foram incubadas com anti-vitronectina, e com anticorpo secundario conjugado com particulas de ouro
coloidal (10 nm). As bactérias foram observadas por MET.

Ainda, uma analise envolvendo uma série de proteinas de membrana de
leptospiras patogénicas purificadas por nosso grupo sugeriu a participagdo de trés
possiveis alvos de interacdo na superficie da bactéria: as proteinas LigA e LigB e a
proteina LcpA (Iniciacao Cientifica, Lidia Miragaia). No presente projeto, pretendeu-
se caracterizar a natureza da interagdo da vitronectina com as trés proteinas de
membrana mencionadas, mapear os dominios das proteinas de Leptospira
envolvidos nesta interacdo e realizar ensaios funcionais que permitissem avaliar a

real importancia destas interacdes para a sobrevivéncia da bactéria.



1.10 As proteinas Lig

As proteinas Lig, Leptospira immunoglobulin-like proteins, sdo proteinas de
superficie com alta massa molecular e apresentam dominios Bacterial
immunoglobulin-like (Big) repetidos em sequéncia. Nos genomas de Leptospira
foram descritos trés genes pertencentes a mesma familia: ligA, ligB e ligC. A
sequéncia de 630 aminoacidos presente na por¢cdo N-terminal de LigA e de LigB é
idéntica, porém a porgcdo C-terminal de ambas é varidvel com um grau de identidade
de 34%. LigB possui um dominio C-terminal extra (PALANIAPPAN et al., 2002). O
gene ligC é um pseudo gene na espécie que se adotou para estudo. As proteinas
LigA e LigB tém sido muito estudadas. S&o moléculas multifuncionais, produzidas
apenas por espécies patogénicas e capazes de induzir a producdo de anticorpos,
sendo atualmente utilizadas no diagnéstico da doenca. Sao proteinas apontadas
como excelentes candidatos vacinais para leptospirose, conferindo entre 70% a
100% de protecdo em modelo animal, apesar dos animais continuarem portadores
(KOIZUMI et al., 2004; MATSUNAGA et al., 2003; PALANIAPPAN et al., 2002). Elas
sdo capazes de interagir com diversos componentes da matriz extracelular e com
moléculas do sistema complemento (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012; CHOY
et al., 2007; LIN et al., 2009, 2010).

Pelo fato de serem grandes, as proteinas Lig geralmente sdo produzidas na
forma de recombinantes como: LigAC (porcéo C-terminal da LigA), LigBC (por¢ao C-

terminal da LigB) e LigBN (porcédo N-terminal da LigB comum as duas) (Figura 14).



Figura 14 - Modelo esquematico das proteinas recombinantes Lig (LigAC, LigBC e
LigBN).
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Modelo esquematico das proteinas recombinantes Lig: LigAC (por¢ao C-terminal da proteina LigA),
LigBC (porcao C-terminal da proteina LigB) e LigBN (porcdo N-terminal comum tanto a LigA quanto a
LigB) (Castiblanco-Valencia et al., 2012).

1.11 A proteina LcpA

A proteina LcpA tem sido caracterizada por nosso grupo nesses ultimos anos e
parece ter importancia na patogénese da bactéria por ser uma proteina envolvida no
processo de evasao ao sistema complemento.Com cerca de 20 kDa, essa proteina
de superficie esta presente apenas nas espécies patogénicas e € codificada pela
LIC11947. Foi descrita primeiramente como sendo capaz de se ligar ao C4BP
purificado ou solavel no soro. Uma vez ligado a proteina, o regulador permanece
funcional agindo como co-fator de Fator | na clivagem de C4b (BARBOSA et al.,
2009, 2010). Essa proteina também é capaz de se ligar ao Fator H. Da mesma
forma, este regulador negativo da via alternativa retém atividade de co-fator para
Fator | na clivagem de C3b (SILVA et al., 2015).Por fim, conforme j& mencionado,
LcpA € um possivel alvo de interacdo com vitronectina humana, fenbmeno este

explorado em detalhes no presente trabalho.



2 CONCLUSOES

Neste estudo demonstramos pela primeira vez a interacdo de bactérias do
género Leptospira com um regulador da via terminal do sistema complemento, a
vitronectina. ldentificamos e caracterizamos também trés proteinas de membrana
responsaveis por essa ligacdo, LcpA, LigA e LigB.

Verificamos que essa ligacdo ocorre através das regibes C-terminais das
proteinas com as regides de dominio de heparina ha molécula de vitronectina e que
forgas ionicas podem desempenhar um papel nessa interagcdo devido ao ensaio com
altas concentracfes de sal inibindo parcialmente essa ligacao.

Também verificamos que além dessas trés proteinas interagirem com
vitronectina, elas interagem com o componente C9, formador do poro do complexo
de ataque & membrana, e que a presenca dessas proteinas junto aos componentes
do MAC é capaz de inibir a formacdo desse polimero. Ainda, em um ensaio de
hemolise, observamos que as proteinas sdo capazes de diminuir a lise das
hemécias na presengca com os componentes formadores do MAC.

Por fim, avaliamos que ndo h& competicdo entre as proteinas LigA, LigB e
LcpA na interacdo com diversos reguladores do sistema complemento como C4BP,
Fator H e vitronectina.

A caracterizacdo funcional dessas proteinas, consideradas bons candidatos
vacinais, e a descoberta de novos mecanismos utilizados por esse patégeno para
sobreviver no hospedeiro podem auxiliar nossa compreenséo no que diz respeito a

aspectos relacionados a clinica e a prevencéao da leptospirose.
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