
ÍRIS TODESCHINI 

 

 

Estudo funcional e estrutural do cluster PAS – GGDEF na 

sinalização c-di-GMP em Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Microbiologia do 
Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo, para 
obtenção do Título de Mestre em 
Ciências. 

 

Área de concentração: Microbiologia 

 

Orientadora: Prof.ª Dr.ª. Cristiane 

Rodrigues Guzzo Carvalho 

 

Versão original 

 

 

São Paulo 

2020 

  



RESUMO 
 

TODESCHINI, I. Estudo Funcional e Estrutural do Cluster PAS – 
GGDEF na sinalização c-di-GMP em Leptospira interrogans sorovar 

Copenhageni. 2020. 107 p. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

 
O objetivo deste trabalho é estudar a estrutura e função das sete proteínas 

parálogas compostas por domínios PAS e GGDEF (genes LIC_11125 a 

LIC_11131) presente em cepas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni 

(agente etiológico da zoonose Leptospirose), as quais possuem assinatura 

GG(D/E)EF responsável pela produção do segundo mensageiro bacteriano c-di-

GMP, sendo que o domínio PAS regula a atividade do domínio GGDEF. Neste 

trabalho foi possível identificar o dipeptídeo brevianamida F (ciclo L-prolina L-

triptofano) sintetizada por fungos (dentre os quais encontra-se Aspergillus 

fumigatus) que interage com a LcdD (codificada pelo gene LIC_11128) 

coordenando a interação proteína-proteína entre os domínios LcdBPAS, LcdCPAS e 

LcdDPAS, modificando a provável heterodimerização entre esses domínios. Além 

disso, foi possível obter diferentes culturas de L.interrogans sorovar Copenhageni, 

na qual uma  expressa a LcdD, e a outra não; de forma que a cultura cuja bactéria 

expressa a LcdD não apresenta alterações morfológicas após adição de 

brevianamida F ao cultivo em meio EMJH, mas a cultura que não expressa a 

proteína apresenta alterações morfológicas e diminuição da curva de crescimento. 

Logo, é possível levantar a hipótese de que a presença da LcdD esteja relacionada 

a um mecanismo de resistência da L. interrogans sorovar Copenhageni a presença 

da toxina fúngica brevianamida F. 

 

 

Palavras chave: Leptospira interrogans. Atividade enzimática. Biologia estrutural. 

Interação proteína-proteína. Interação proteína-ligante. 

 

  



ABSTRACT 

TODESCHINI, I. Functional and Structural Study of the PAS - GGDEF Cluster in c-
di-GMP signaling in Leptospira interrogans serovar Copenhageni. 2020.107p. 
Dissertation (Master in Microbiology) - Institute of Biomedical Sciences, University 
of São Paulo, São Paulo, 2020. 

 
The aim of this work is to study the structure and function of seven parallel proteins 
composed by PAS and GGDEF domains (genes LIC_11125 to LIC_11131) present 
in strains of Leptospira interrogans serovar Copenhageni (etiological agent of the 
zoonosis Leptospirosis), which have a signature GG(D/E)EF responsible for the 
production of the second bacterial messenger c-di-GMP, with the PAS domain 
regulating the activity of the GGDEF domain. In this work, it was possible to identify 
the dipetid brevianamide F (L-proline L-tritophane cycle) synthesized by fungi 
(among which is found Aspergillus fumigatus) that interacts with LcdD (encoded by 
the LIC_11128 gene) coordinating the protein-protein interaction between the 
LcdBPAS, LcdCPAS and LcdDPAS,domains, modifying the probable heterodimerization 
between these domains. In addition, it was possible to obtain different cultures of 
L.interrogans serovar Copenhageni, in which one expresses the LcdD, and the 
other don’t express this protein; so that the culture whose bacterium expresses 
LcdD does not show morphological changes after adding brevianamide F to the 
culture in EMJH medium, but the culture that does not express the protein shows 
morphological changes and reduced growth curve. Therefore, it is possible to raise 
the hypothesis that the presence of LcdD is related to a resistance mechanism of L. 
interrogans serovar Copenhageni to the presence of the fungal toxin brevianamide 
F. 

 
 
 
Keywords: Leptospira interrogans. Enzymatic activity. Structural biology. Protein-
protein interaction. Protein-ligand interaction. 

  



1 INTRODUÇÃO 

 

A leptospirose é uma zoonose emergente amplamente distribuída pelo mundo 

cujo agente etiológico pertence ao gênero Leptospira. A doença afeta humanos e 

também outros mamíferos domésticos e selvagens (ADLER; LA PEÑA 

MOCTEZUMA, 2010).  

A Leptospira interrogans sorovar Copenhageni (membro da família 

Leptospiraceae) é agente etiológico da leptospirose em humanos. Trata-se de uma 

bactéria Gram-negativa, alongada, delgada, altamente móvel, em forma de espiral 

com diâmetro médio de aproximadamente 0,1  m, faixa de comprimento de 6 à 20 

m, amplitude helicoidal de 0,1 a 0,15 m e comprimento de onda de 0,5 m 

(CARLETON et al., 1979) (GOLDSTEIN; CHARON, 1990). 

Presume-se que a leptospirose seja a zoonose mais difundida no mundo, ou 

seja, a incidência da doença ocorre em diverssos países, sendo que os desastres 

naturais podem aumentar a taxa de incidência desta doença (LEVETT, 2001). As 

séries históricas de casos confirmados no Estado de São Paulo, no período entre 

1986 a 2011, registraram 17.541 casos de leptospirose, variando entre 239 (1986) 

a 1.057 (2006) casos anuais. A incidência teve variação de 0,84 (1986) a 2,87 

(1991) casos por 100 mil habitantes. Nesse mesmo período, foram informados 

2.217 óbitos, com variação de 43 (1990) a 131 (2006) óbitos anuais, sendo há 

relação entre a incidência da doença e os períodos chuvosos nos quais ocorrem 

desastres naturais e alagamentos o que aumenta o contato dos humanos a 

bactéria (CCZ, 2013). 

As fontes de disseminação da leptospirose são essencialmente mamíferos 

selvagens e domesticados que estão infectados por Leptospira apresentando ou 

não sintomatologia, sendo que Rattus norvegicus e Rattus rattus são os principais 

hospedeiros da L. interrogans. Estes animais na maioria das vezes são portadores 

assintomáticos da doença, sendo que a bactéria geralmente coloniza os túbulos 

renais proximais destes animais e são eliminadas no ambiente através da micção. 

Em seguida os seres humanos se infectam por intermédio do contato direto com a 

urina ou indiretamente através de água ou alimentos contaminados. A L. 



interrogans pode adentrar no hospedeiro através das mucosas dos olhos, nariz ou 

garganta e através de cortes ou abrasões na pele, em seguida, invadem os tecidos 

e fluídos do hospedeiro colonizando principalmente regiões privadas do sistema 

imune. Nos seres humanos, a evolução e gravidade da doença varia na 

dependência da espécie de Leptospira, do estado de saúde e imunidade do 

hospedeiro e da dose infectante (CINCO, 2010). No entanto, atividades 

ocupacionais envolvendo animais infectados e solo e água contaminados são 

fatores de risco para o desenvolvimento da leptospirose   

Na maioria dos casos a leptospirose em humanos tem uma apresentação 

clínica bifásica, que começa com a fase septicêmica seguida de manifestações 

imunológicas. A leptospirose não apresenta sinais patognomônicos, na fase inicial 

da doença o paciente apresenta febre e mialgia (sintomas comuns a diverssas 

doenças) o que dificulta o diagnóstico e consequentemente a notificação da 

doença. As formas graves da doença, que ocorrem posteriormente, podem ser 

fatais, com danos em vários sistemas, incluindo insuficiência renal, disfunção 

hepática, dano vascular, miocardite, hemorragia pulmonar e lesões musculares 

(síndrome de Weil) nestas fase devido a gravidade dos sinais e a provável 

soroconversão do paciente o diagnóstico ocorre mais frequentemente, porém a 

taxa de letalidade é de aproximadamente 10 a 15%.  (BRITO; SILVA; ABREU, 

2018) (CINCO, 2010) (LEVETT, 2001).  

Um fator interessante da fisiologia de Leptospira interrogans que impacta na 

sua prevalência na população é a capacidade da bactéria prosperar no solo e na 

água por longos períodos de tempo e ainda infectar o hospedeiro (MEHROTRA et 

al., 2017). Para que a bactéria seja capaz de sobreviver em diferentes ambientes é 

necessário haver mecanismos de regulação e adaptação. Sendo que, em 

bactérias, o segundo mensageiro bacteriano c-di-GMP (3’,5’-di-guanosina 

monofosfato cíclico) regula a fisiologia da bactéria conforme mudanças no meio 

externo e já foi descrito como um fator chave na regulação de diferentes fenótipos 

bacterianos, tais quais a vida da célula internalizada em um biofilme ou a regulação 

para a saida do microorganismo em busca de um novo ambiente a ser colonizado; 

além disso, o c-di-GMP está relacionado ao ciclo celular, diferenciação e mudança 



de estado virulento nas infecções agudas ao estado menos virulento, porém mais 

resistente (RÖMLING; GALPERIN; GOMELSKY, 2013). 

A produção do segundo mensageiro bacteriano c-di-GMP na célula é feita por 

proteínas com domínio GGDEF a qual possui a assinatura GG(D/E)EF essencial 

para a atividade diguanilato ciclase. Para que ocorra a formação de c-di-GMP, cada 

monômero da proteína (domínio GGDEF) deve se ligar a uma molécula de GTP na 

presença de dois íons metálicos (Mg2+ ou Mn2+) para que haja formação de c-di-

GMP e duas moléculas de pirofosfato. No entanto, o domínio GGDEF se liga a 

somente uma molécula de GTP por vez, o que implica na necessidade na formação 

de estados oligoméricos pelo menos diméricos para que as moléculas de GTP se 

aproximem o suficiente possibilitando a ciclização da molécula de c-di-GMP 

(SCHIRMER, 2016) (CHAN et al., 2004). Desta forma, as proteínas que contêm 

domínio GGDEF enzimaticamente ativas não seguem o modelo cinético de 

Michaelis-Menten, em que uma molécula de proteína liga a um substrato e produz 

um produto. No caso de enzimas com domínio GGDEF, também chamadas de 

diguanilato ciclase (DGC), há a formação de dímeros em que cada proteína liga a 

uma molécula de GTP para, então, sintetizar apenas uma molécula de c-di-GMP.  

Análises de bioinformática mostraram que L. interrogans possui vários genes 

que codificam proteínas envolvidas na síntese, degradação e ligação ao c-di-GMP, 

sendo ao todo 16 proteínas codificam o domínio GGDEF, das quais sete são 

proteínas parálogas localizadas no cluster LIC_11125, LIC_11126, LIC_11127, 

LIC_11128, LIC_11129, LIC_11130 e LIC_11131 e possuem a assinatura 

GG(D/E)EF. Estas sete proteínas parálogas apresentam a mesma arquitetura de 

domínios, um domínio PAS, na região N-terminal, e um domínio GGDEF no C-

terminal.  

Os domínios PAS são sensores versáteis e módulos de interação em 

proteínas de transdução de sinal, sendo que, já foram mostradas interações destes 

domínios com diversas moléculas, dentre as quais podemos citar grupamento 

heme, flavina, ácido carboxílico e ácido graxo (HENRY; CROSSON, 2011). Os 

domínios PAS são sensores que geralmente estão acoplados a domínios efetores 

regulando a atividade destes domínios (MÖGLICH; AYERS; MOFFAT, 2009).  



A presença do cluster de 7 genes parálogos em L. interrogans (LIC_11125 a 

LIC_11131) chama a atenção devido ao fato destas proteínas serem capazes de 

produzir o segundo mensageiro bacteriano c-di-GMP tendo o domínio PAS como 

regulador da atividade diguanilato ciclase uma vez que os domínios GGDEFs 

precisam dimerizar para se tornarem enzimaticamente ativas. (PAUL et al., 2007).  

Por isso, foram feitas as seguintes hipóteses sobre a regulação da atividade 

diguanilato ciclase (DGC) das sete proteínas em estudo: I) formação de 

homodímeros e II) formação de heterodímeros. Na ocorrência de homodímero a 

atividade DGC da proteína poderia ser mediada pela presença de um dado ligante 

o qual poderia ser responsável pela oscilação entre as conformações aberta 

(inativa) e fechada (ativa) da proteína (Figura 1). Na hipótese de formação de 

heterodímeros haveria um mecanismo de regulação mais complexo, uma vez que 

há necessidade da interação entre duas proteínas as quais, provavelmente, 

interagem com diferentes ligantes para regulação da atividade diguanilato ciclase 

(Figura 2). 

 
Figura 1 - Hipótese da síntese de c-di-GMP através da formação de homodímeros. 

Nesta hipótese cada proteína interage com outra molécula da mesma proteína 
e a modulação da atividade diguanilato ciclase ocorre através da interação do 
domínio PAS com seu respectivo ligante, a ser identificado. 



 
Figura 2 - Hipótese da síntese de c-di-GMP através da formação de heterodímeros. 

Nesta hipótese dentre as sete proteínas parálogas haveria interação entre duas 
destas proteínas e a produção de c-di-GMP seria mediada pela interação de 
diferentes domínios PAS os quais provavelmente reconheceriam diferentes 
moléculas. Dessa forma a regulação do estado aberto para o fechado seria 
mediada pela presença de dois ligantes ao invés de um único ligante.  

 

Neste trabalho dentre os sete domínios PAS estudados, foi possível obter a 

estrutura de três proteínas (LcdCPAS, LcdDPAS apo e em complexo com 

brevianamida F e LcdGPAS). Devido à complexidade do trabalho e do tempo 

focamos no estudo LcdD cujo ligante foi identificado como sendo brevianamida F 

(ciclo L-prolina, L-triptofano); este composto trata-se de um produto natural 

produzido por fungos. Um fato interessante advindo da identificação deste ligante é 

que a presença da brevianamida afeta a interação proteína-proteína entre os 

domínios PAS, o que corrobora com a hipótese II apresentada anteriormente. 

Brevianamida F é um composto fúngico precursor de uma variedade de 

alcaloides pré-metilados com atividade biológica, incluindo a produção de 

fumitremorgin A, B e C e produção de triprostatina B (MAIYA et al., 2006). A via 

metabólica de produção e utilização da brevianamida está descrita em Aspergillus 

fumigatus (MAIYA et al., 2006), mas a presença deste dipeptídeo também ocorre 

em outros fungos tais como Penicillium sp. (BIRCH; WRIGHT, 1969), e em 



bactérias dos gêneros Actinomyces sp. e Streptomyces sp. as quais produzem 

brevianamida F, mas ainda não está claro o papel biológico desta molécula na 

fisiologia destas bactérias (BEN AMEUR MEHDI et al., 2009) (BEN AMEUR MEHDI 

et al., 2009).   

Do ponto de vista antimicrobiano a brevianamida F já se eficaz contra 

diversos microrganismos tais como Mycobacterium bovis, Micrococcus luteus, 

Staphylococcus aureus (HUANG et al., 2016), (BEN AMEUR MEHDI et al., 2009). 

Neste trabalho brevianamida F apresenta toxicidade na (concentração de 100 M) 

para L. interrogans sorovar Copenhageni quando esta bactéria não expressa a 

proteína LcdD a níveis detectáveis por Western Blotting (fentograma de proteína). 

Quando a L. interrogans sorovar Copenhageni apresenta a expressão da proteína 

LcdD a níveis detectáveis por Western blotting a adição de 100 M de 

brevianamida F ao meio EMJH não gera alterações morfológicas, sendo que ainda 

há necessidade de realizar a curva de crescimento da L. Interrogans sorovar 

Copenhageni que expressa a proteína LcdD em diferentes concentrações de 

brevianamida F, ou seja, apesar deste composto ser tóxico para diversas bactérias 

a presença da proteína LcdD em L. Interrogans sorovar Copenhageni 

aparentemente gera resistência desta bactéria à brevianamida F. 

 

  



2 CONCLUSÃO 

 

O cluster LIC_11125 – LIC_11131 codifica proteínas parálogas que possuem 

baixa similaridade de sequência primária no sítio N-terminal das proteínas (domínio 

PAS) e maior similaridade de sequência no sítio C-terminal (domínio catalítico 

GGDEF). Este grupo de proteínas parálogas estão presentes principalmente em 

cepas patogênicas da família Leptospiraceae sugerindo um possível papel destas 

proteínas na virulência, patogênese ou adaptação ao hospedeiro. 

Devida a complexidade do trabalho foi dado foco ao estudo funcional e 

estrutural de LcdD a qual foi possível determinar a estrutura cristalográfica e a 

interação com o ligante brevianamida F. Sendo que a interação foi comprovada 

tanto por ensaios de cristalização com o ligante como por RMN, ITC e termoforese 

em microescala. Os ensaios de ITC e termoforese forneceram constantes de 

dissociação similares em torno de 7,3 ± 0,6 M. A proteína LcdDPAS, assim como 

os outros domínios PAS estudados neste trabalho, se apresenta no estado 

oligomérico de dímero, sendo que a constante de dissociação para formação de 

homodímero é de 3,3 ± 0,6 M. Um fato interessante desta proteína é que mesmo 

cristalizando a proteína com 2 mM de brevianamida F, só há uma molécula de 

brevianamida F por dímero de LcdDPAS, somando-se a isso, os ensaios de 

termoforese em microescala mostraram haver necessidade da dimerização para 

que ocorra interação entre LcdDPAS e brevianamida F e nos experimentos de ITC a 

razão molar obtida está próxima de 0,5 o que corrobora com a necessidade de 

duas moléculas de LcdDPAS para haver ligação de uma molécula de brevianamida 

F. Ensaios de atividade enzimática mostram que LcdD sintetiza c-di-GMP na 

ausência e presença de brevianamida F, porém a adição do ligante diminui a 

atividade enzimática da proteína. 

Através de experimentos de interação proteína-proteína por RMN foi possível 

identificar heterodimerização mediada pelo ligante brevianamida F, sendo que 

LcdBPAS interage com LcdDPAS na ausência do ligante e após a adição do ligante 

LcdDPAS passa a interagir com LcdCPAS. A interação entre LcdBPAS e LcdDPAS na 

ausência de brevianamida F também foi possível ser identificada por termoforese 



em microescala e foi possível comprovar que esta interação é mais forte do que a 

interação para formação de homodímero. Futuramente será determinado o estado 

oligomérico da interação entre LcdBPAS e LcdDPAS para saber se ocorre formação 

de heterodímero. 

Ensaios funcionais de crescimento bacteriano de L. interrogans sorovar 

Copenhageni (L1-130) mostraram que quando não há expressão da proteína LcdD 

a adição de brevianamida F na concentração de 100 M gera diminuição da curva 

de crescimento e alterações morfológicas nas células residuais. Mas quando a 

bactéria expressa a proteína LcdD as alterações morfológicas não ocorrem, 

futuramente será feito a curva de crescimento da L. interrogans sorovar 

Copenhageni que expressa a proteína LcdD na presença e ausência de 

brevianamida F. 

Além da estrutura tridimensional de LcdDPAS, também foi possível determinar 

a estrutura tridimensional de LcdCPAS e LcdGPAS. A estrutura terciária de LcdDPAS é 

levemente mais divergente em relação aos outros dois domínios PAS sendo as 

estruturas de LcdCPAS e LcdGPAS mais similares entre si do que com LcdD o que 

condiz com os dados de filogenia que mostram uma relação evolutiva mais próxima 

entre LcdC e LcdG. Assim como ocorre com LcdDPAS, todos cristalizaram como 

dímeros e a proteína LcdCPAS também apresenta apenas uma molécula do ligante 

por dímero, já a proteína LcdGPAS cristaliza como dímero, mas apresenta um 

ligante por molécula de proteína, ou seja, dois ligantes por dímero. 

Logo, LcdD presente no cluster LIC_11125 – LIC_11131 possui atividade 

diguanilato ciclase, forma homodímeros e interage com LcdB e LcdC na 

dependência de brevianamida F, sendo que LcdDPAS liga especificamente 

brevianamida F que é uma toxina sintetizada por fungos que coabitam o mesmo 

nicho de L. interrogans sorovar Copenhageni, e quando esta bactéria expressa a 

proteína LcdD ela não apresenta alterações morfológicas mediante a adição de 

brevianamida F. 
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