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RESUMO

CARDENAS-ARIAS, A. R. Identificacado de proteinas de membrana de
Leptospira que interagem com moléculas da matriz extracelular e reguladores
do sistema complemento do hospedeiro. 2018. 111 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2018.

A leptospirose é causada por espécies patogénicas da espiroqueta Leptospira.
E uma das zoonoses mais disseminadas em todo o mundo, representando um
grande problema de saude publica em paises tropicais subdesenvolvidos. No
processo de infeccado, leptospiras patogénicas, quando presentes em grande
namero, sdo capazes de sobreviver, se multiplicar e desencadear uma resposta
imune especifica. Isto se deve a capacidade que apresentam de aderir a células
eucariotas e a proteinas da matriz extracelular e a habilidade de escapar aos

mecanismos de defesa inata do hospedeiro.

O principal objetivo deste trabalho foi identificar proteinas de membrana
externa de Leptospira capazes de interagir com moléculas do hospedeiro. Proteinas
de membrana externa (OMPs) da bactéria foram obtidas e incubadas com proteinas
da matriz extracelular, da cascata de coagulacdo e com o regulador negativo do
sistema complemento Fator H, pré-imobilizados em esferas magnéticas. Os ligantes
foram identificados por espectrometria de massas. Uma série de proteinas foi
identificada, algumas ja descritas como supostas adesinas e outras com funcao
ainda desconhecida. Do total de proteinas obtidas, cinco (LIC20001, LIC11003 ou
LruA /LipL71, LIC12966 ou LipL41, LIC12901 e LIC13322) foram selecionadas e
produzidas em sistema heterélogo em Escherichia coli. A selegdo dessas proteinas
baseou-se na presenca de dominios relacionados a adesao e na ocorréncia apenas

em espécies patogénicas de Leptospira.

A interacdo com componentes especificos do hospedeiro foi validada por
ensaios de Far - Western blot. A excecdo da LipL41, todas as demais proteinas
tiveram suas interagdes confirmadas por esta técnica. Duas das cinco proteinas
(LIC20001 e LIC13322) foram melhor caracterizadas, e os dados mostraram que o
dominio discoidina da LIC20001 é o responsavel pela interacdo com fibrinogénio,

fibronectina, laminina e varios tipos de colageno. A localizacdo na superficie da



bactéria foi experimentalmente confirmada por microscopia eletrénica e a proteina
foi capaz de inibir, ainda que marginalmente, a interagdo da bactéria a alguns dos
componentes testados. A outra proteina, LIC13322, € uma metaloprotease que vem
sendo estudada pelo grupo, capaz de se ligar e clivar moléculas da cascata do
complemento. Neste trabalho, demonstrou-se que LIC13322 liga-se a vitronectina,
nos dominios de interagdo com heparina e, aparentemente, forcas ibnicas estao

envolvidas nesta interacéo.

A caracterizacao funcional destas proteinas, assim como a identificacao
das moléculas-alvo do hospedeiro com as quais essas proteinas sdo capazes de
interagir, podem contribuir para a compreensao dos mecanismos de invasao,

disseminacéao e evasao imune utilizados por leptospiras patogénicas.

Palavras-chave Leptospira. Proteinas da membrana externa. Interagéo.

Fibronectina. Fibrinogénio. Laminina. Vitronectina. Fator H.



ABSTRACT

CARDENAS-ARIAS, A. R. Identification of Leptospiral membrane proteins
interacting with extracellular matrix molecules and host complement system
regulators. 2018. 111 p. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Leptospirosis is caused by pathogenic species of the spirochete Leptospira. It
is one of the most widespread zoonoses worldwide and represents a major public
health problem in tropical and developing countries. During the infection process,
pathogenic leptospires are able to survive, multiply and trigger a specific immune
response if they are present in a large number. This is attributed to their ability to
adhere to eukaryotic cells and extracellular matrix proteins and the ability to escape
the mechanisms of innate host defense.

The main objective of this work was to identify outer membrane proteins of
Leptospira capable of interacting with host molecules. Outer membrane proteins
(OMPs) from the bacterium were obtained, and incubated with proteins from the
extracellular matrix, the coagulation cascade and the negative complement regulator
Factor H, pre-immobilized on magnetic beads. Ligands were identified by mass
spectrometry. A variety of proteins have been identified, some already described as
putative adhesins and others with still unknown function. Of the total proteins
obtained, five (LIC20001, LIC11003 or LruA / LipL71, LIC12966 or LipL41, LIC12901
and LIC13322) were selected and produced in a heterologous system in Escherichia
coli. The selection of these proteins was based on the presence of domains related

to adhesion and on the occurrence only in pathogenic species of Leptospira.

Interaction with specific host components was validated by Far - Western blot
assays. Excluding LipL41, all other proteins had their interactions confirmed by this
techniqgue. Two of the five proteins (LIC20001 and LIC13322) were better
characterized, and the data showed that the discoidin domain of LIC20001 is
responsible for the interaction with fibrinogen, fibronectin, laminin and various types
of collagen. Surface localization of LIC20001 was experimentally confirmed by
electron microscopy and the protein was able to inhibit, albeit marginally, the
interaction of the bacteria with some of the components tested. The other protein,
LIC13322, is a metalloprotease that has been studied by the group, capable of



binding and cleaving molecules of the complement cascade. In this work, LIC13322
has been shown to bind to the heparin domains of vitronectin, and apparently ionic

forces are involved in this interaction.

The functional characterization of these proteins, as well as the identification
of target host molecules with which these proteins are capable of interacting, may
contribute to understanding the mechanisms of invasion, dissemination and immune
evasion used by pathogenic leptospires.

Key words: Leptospira. Outer membrane proteins. Interaction. Fibronectin.
Fibrinogen. Laminin. Vitronectin. Factor H.



1 INTRODUCAO

1.1 ABACTERIA LEPTOSPIRA

As leptospiras sao espiroquetas de aproximadamente 0,1 um de didmetro por
6 a 20 um de comprimento. O género Leptospira pertence a familia Leptospiraceae,
ordem Spirochaetales (FAINE et al.,, 1999). At¢é o momento foram descritas 21
espécies de Leptospira (Figura 1). O género inclui espécies sapréfitas (de vida livre),
intermediérias e patogénicas. As saprofitas podem ocasionalmente infectar animais,
mas ndo causam a doenga, uma vez que sao rapidamente eliminadas da corrente
sanguinea pelo sistema imune inato. As espécies intermediarias podem causar uma
doenga leve em animais, incluindo humanos. As espécies patogénicas sao as
responsaveis por infectar e causar doenca (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010; LEVETT, 2001).

Figura 1 — Espécies de Leptospira agrupadas em trés clados
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Espécies de Leptospira agrupadas em trés clados: Patogénicas, intermediarias e ndo patogénicas Fonte: Levett
(2001)



Estas espiroquetas podem sobreviver em diferentes ambientes, podendo
permanecer em ambientes aquaticos ou invadir e causar infeccdo leve, aguda e
cronica em diferentes animais. Para sobreviver nos diferentes ambientes, as
leptospiras possuem um sistema de motilidade conferido por dois endoflagelos ou
flagelos periplasmaticos, ancorados em cada extremidade da espiroqueta e
localizados entre o cilindro protoplasmatico e a bainha da membrana (Figura 2)
(CHARON et al., 2012; LI et al., 2000; NAKAMURA et al., 2014). Estes endoflagelos
sao responsaveis pela movimentagao tipo saca-rolha. A Leptospira é caracterizada
pela motilidade translacional rapida, podendo se movimentar por uma distancia
média de 20 ym em 2-3 segundos em meio liquido (FAINE et al., 1999). Porém a
velocidade de locomogao da bactéria aumenta em condigdes de viscosidade, o que
permite a penetracdo na matriz extracelular, rica em &cido hialurénico, encontrada
nos tecidos (BERG; TURNER, 1979; revisado em CHARON; GOLDSTEIN, 2002).

Figura 2 — Diagrama longitudinal de uma espiroqueta tipica.
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As espiroquetas possuem uma estrutura Unica e distinta, com flagelos periplasmaticos que se sobrepéem no
centro da célula e estdo ancorados em cada extremidade da bactéria. Fonte: Charon et al. (2012).

As leptospiras possuem uma estrutura tipica de dupla membrana: apés a
membrana citoplasmatica ou interna encontra-se uma camada de peptidoglicanos e
logo acima esta a membrana externa (Figura 3). Esta € composta principalmente de
fosfolipideos, proteinas de membrana externa (OMPs) e de lipopolissacarideos
(LPS). As membranas externas das espiroquetas contém, pelo menos, trés tipos de
proteinas: lipoproteinas (que estdo ancoradas a ambos os lados da membrana,
através de seus lipideos), proteinas transmembrana e OMPs periféricas (que estao



associadas a membrana externa). Proteinas transmembrana situadas nas
membranas citoplasmaticas bacterianas formam a-hélices, enquanto aquelas que
atravessam a membrana externa formam os chamados B-barris. As proteinas com
peptideo sinal aminoterminal, incluindo as lipoproteinas, sdo exportadas pelo
sistema Sec. O processamento das proteinas no periplasma é realizado por trés
lipoproteinas que removem o peptideo sinal e modificam o novo N-terminal: a
diacilgliceriltransferase (Lgt), que liga um grupo diacil contendo dois &cidos graxos
ao residuo sulfidrilo da cisteina através de uma ligagéo tioéster; a lipoproteina sinal
peptidase (Lsp) responsavel pela remogao do péptideo sinal, de modo que a cisteina
se torne o aminoacido N-terminal da lipoproteina madura e a lipoproteina N-acil
transferase (Lnt), que adiciona um terceiro e ultimo &cido graxo ao residuo amino
disponivel da cisteina (HAAKE; MATSUNAGA, 2002; KOVACS-SIMON; TITBALL;
MICHELL, 2011; NASCIMENTO et al., 2004).

A lipoproteina pode ficar na membrana interna ou ser exportada via um
homdélogo de Lol até a parte interna ou externa da membrana externa, pode chegar
a superficie e ficar ancorada na membrana como proteina periférica ou ser
secretada para o exterior da célula (CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004). Entre as
principais lipoproteinas que constituem a membrana de Leptospira estdo a LipL32,
Loa22 (a segunda lipoproteina mais abundante da membrana de Leptospira),
LipL41, as proteinas da familia Lig (Leptospiral immunoglobulin-like proteins): LigA e
LigB, OmpA, FecA, CirA e OmpL1 (Figura 4). Por serem proteinas de superficie,
estdo em contato direto com células e componentes da matriz extracelular do
hospedeiro, e sdo as responsaveis pelo primeiro contato com o hospedeiro, sendo
algumas importantes fatores de viruléncia (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010; BULACH; ADLER, 2018; CULLEN; HAAKE; ADLER, 2004; HAAKE, 2006).



Figura 3 — Tomografia crio-eletrénica da membra de Leptospira.

Tomografia crio-eletrdnica de L. interrogans (esquerda) e L. biflexa (direita). Pode-se observar a membrana
interna (IM), a camada de peptidoglicano (PG), a membrana externa (OM) e lipopolissacarideo (LPS). Nota-se
que a espessura da camada de LPS de L. interrogans é maior (9,2 nm) que da L. biflexa (6,0 nm). Fonte: Raddi
etal. (2012).

Figura 4 — Representacédo esquematica da arquitetura da membrana de Leptospira.
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Representacdo da membrana de Leptospira, onde se encontra a membrana inerna (IM), associada a parede de
peptideoglicanos (PG) e logo se encontra o espaco periplasmatico e a membrana externa (OM). Na OM
destacam se as lipoproteinas como a LipL32, Loa22, LenA. Fonte: Fraga, Barbosa e Isaac (2011).
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1.2 LEPTOSPIROSE

A leptospirose € uma das zoonoses mais disseminadas em todo mundo,
representando um grande problema de saude publica. As manifestagées clinicas da
doenca humana sao diversas, variando de sintomas leves, como um quadro gripal, a
formas mais graves como a sindrome de Weil. A doenga grave é caracterizada por
ictericia, insuficiéncia renal e hepatica aguda, insuficiéncia pulmonar e hemorragia,
podendo levar a 6bito (FAINE et al., 1999).

A leptospirose acomete mais de 150 espécies de mamiferos, que incluem
animais de estimagado, rebanhos e animais selvagens. Os ratos, portadores
assintomaticos, sdo o principal reservatério urbano da doenga, uma vez que
leptospiras podem permanecer em seus tubulos renais durante anos. A infeccdo
geralmente ocorre por contato direto com agua ou solo contaminados com urina ou
outros dejetos (excrecdes) destes roedores, como também pelo contato com sangue
ou tecidos de animais infectados pela bactéria. Leptospiras podem sobreviver por
meses na agua, especialmente a temperaturas entre 25°C a 30°C, sendo esta uma
importante fonte de transmissao da doenca (ROCA, 2006).

No Brasil a leptospirose € uma doenga com maior incidéncia nos periodos
chuvosos e se torna epidémica nas capitais e regides metropolitanas, principalmente
por causa das condi¢des precarias de salubridade que fazem com que os roedores
proliferem (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2005). No periodo de 2010 a
2017, 30.553 casos foram confirmados no Brasil, dos quais 2.557 vieram a 6bito. A
letalidade para os casos notificados no Brasil € de aproximadamente 9%
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018)

1.3 FATORES DE VIRULENCIA

Até entdo, poucos fatores de viruléncia foram confirmados com ensaios de
mutagénese. Entre eles estdo genes envolvidos na sintese de LPS, que sdo os
principais componentes da membrana externa de Leptospira. O LPS é a principal
estrutura utilizada para classificagcdo sorolégica. Contribui para a integridade

estrutural das bactérias, uma vez que a quelagao de cations divalentes, que fazem



as pontes entre as moléculas de LPS, promove uma desestabilizacdo da membrana
externa (HAAKE; MATSUNAGA, 2010). Embora o LPS de Leptospira seja
semelhante estrutural e imunologicamente ao de outras bactérias Gram negativas,
eles possuem um lipideo A particular, com uma unidade dissacaridica fosforilada e
metilada, até entdo ndo descrita em outras bactérias (ADLER; DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010). Este lipideo auxilia na ancoragem do LPS a membrana
externa e na maioria das Gram-negativas é essencial para a sobrevivéncia das
bactérias. Nas leptospiras, diferentemente de outras bactérias, ha dois homologos
do gene IpxD (envolvido na biossintese do lipideo A), que auxiliam na estabilidade
da membrana externa da bactéria quando esta muda de ecossistema (ambientes
aquaticos para um hospedeiro) (ESHGHI et al., 2015). Ensaios de tomografia crio-
eletrbnica (Figura 3) revelaram que as moléculas de LPS parecem ser mais
abundantes e longas em cepas patogénicas, como L. interrogans, quando
comparadas com as de espécies saprofitas, como L. biflexa (RADDI et al., 2012).
Dados de mutagénese mostraram que tais moléculas sdo um fator de viruléncia de
Leptospira, pois mutantes que ndo produzem moléculas de LPS ndo sdo capazes de
promover uma infeccdo bem sucedida (MURRAY et al.,, 2010). Também se
demonstrou que o teor de LPS, em particular os niveis de antigeno O, estdo
associados a colonizacdo dos tubulos renais (NALLY et al.,, 2005). Outra
particularidade do LPS é que contrariamente a outras bactérias, onde o LPS é
reconhecido pelo Toll-like receptor 4 de células humanas, o LPS de Leptospira é
reconhecido pelo Toll-like receptor 2 (WERTS et al., 2001).

Estudos de mutagénese indicam ainda a existéncia de outros fatores de
viruléncia de Leptospira, como por exemplo, as proteinas Loa22 (da familia das
proteinas OmpA), heme oxigenase (que auxilia na aquisicdo do grupo heme), FliY
(flagellar motor switch protein), e FlaA2 (flagelar filament outer layer protein), as trés
tltimas relacionadas a motilidade (revisado em FRAGA et al., 2015), proteinas
envolvidas na resposta ao estresse oxidativo como a KatE, a chaperona ClpB, e
HtpG, uma proteina homadloga a Mce que em Micobacterium auxilia a entrada deste
patégeno na célula (ZHANG et al.,, 2012) e ColA, uma colagenase capaz de
hidrolisar diversos colagenos in vitro (KASSEGNE et al., 2014).



Outros supostos fatores de viruléncia em Leptospira vem sendo estudados,
como as proteinas LigA e LigB. Elas pertencem a superfamilia de proteinas
bacterianas com dominios de repeticao imunoglobulina-like encontrados na intimina
de Escherichia coli enteropatogénica e na invasina da Yersinia pseudotuberculosis.
As proteinas Lig sdo capazes de induzir uma resposta de anticorpos em pacientes e
animais infectados e interagem com diversos componentes da matriz extracelular
dentre o0s quais fibronectina, laminina, colageno, fibrinogénio, elastina e
tropoelastina. Elas também contribuem para evasdo imune de leptospiras
patogénicas mediante a interagdo com os reguladores do complemento humano
Fator H e a proteina ligadora de C4b (C4BP) (CASTIBLANCO-VALENCIA et al.,
2012).

Outro exemplo de moléculas presentes na membrana, possivelmente
relacionadas a viruléncia bacteriana em uma série de sorovares de Leptospira sao
as hemolisinas, assim denominadas por lisar eritrécitos (RAMARAQO; SANCHIS,
2013). Pelo menos sete genes sphA-like foram detectados em leptospiras
patogénicas (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010). Entre as hemolisinas
incluem-se as esfingomielinases, que catalisam a hidrolise de esfingomielina em
ceramida e fosforilcolina. Com base em estudos de outras toxinas bacterianas, foi
proposto que as esfingomielinases de leptospiras, independentemente de sua
atividade catalitica, podem desempenhar fungbes moleculares adicionais em
beneficio da espiroqueta. Além de causar hemorragias, elas podem ter um papel na
patogénese, como a capacidade de adesdo a matriz extracelular, a aquisicdo de
nutrientes, difusdo e evasao imune (CARVALHO et al., 2009; NARAYANAVARI et
al., 2012).

Ainda, foi descrito um grupo de seis proteinas de superficie, denominadas
LenABCDEF, as quais possuem dominios endostatin-like. Alguns membros dessa
familia podem se ligar tanto ao regulador do complemento Fator H como ao
componente de matriz extracelular laminina do hospedeiro (BARBOSA et al., 2006;
STEVENSON et al., 2007). A abundante proteina de membrana LipL32 também se
liga a diversos componentes de matriz como laminina, colagenos e fibronectina
(HAUK et al., 2008).



1.4 MOLECULAS-ALVO DO HOSPEDEIRO: COMPONENTES DE MATRIZ
EXTRACELULAR E REGULADORES DO SISTEMA COMPLEMENTO

1.4.1 Laminina

A laminina é composta de trés cadeias polipeptidicas, designadas como a, e
y (Figura 5). A regiao C-terminal da laminina, contendo dominios globulares, é
necessaria para a ligacao a integrinas, que séo a principal classe de receptores de
laminina. Além de possuir regides de ligacao a integrinas, a laminina pode se ligar
ao colageno, a dominios celulares, entactinas, distroglicano, heparan sulfato,
heparina. Os mamiferos possuem 5 cadeias a (a1-5), 3 cadeias B (81-3) e 3 cadeias
y (y1-3), cujas combinacdes dao origem a 16 isoformas distintas de laminina. Cada
isoforma é expressa em uma forma especifica do tecido de acordo com cada estagio
de desenvolvimento, exercendo suas funcbes através da ligacdo das integrinas
(revisado em SASAKI; FASSLER; HOHENESTER, 2004; YAMADA; SEKIGUCHI,
2015).

Figura 5 — Representagcdo esquematica da laminina.
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A laminina é composta de uma cadeia alfa central de aproximadamente 400 kDa, com um numero variavel de
regides globulares e duas cadeias de aproximadamente 200 kDa (beta e gama), com regides helicoidais e
globulares. Repeticdes ricas em cisteina séo prevalentes em todas as cadeias de laminina. Possuem regides de
ligacdo a: colageno, integrinas, dominios celulares, entactinas e proteoglicanos, como o distroglicano. Fonte:
Laminin www.sigmaaldrich.com.



A laminina é uma glicoproteina multifuncional que desempenha um papel
importante na morfogénese, sinalizacdo e migracao celular, assim como no reparo
tecidual. Esta proteina esta presente em diversos tecidos como parte da membrana
basal, constituindo uma camada de protecdo em torno dos vasos sanguineos e
capilares. Para invadir, patégenos sao capazes de romper a lamina basal e degradar
proteinas da matriz utilizando proteases préprias ou do hospedeiro, como
plasminogénio e metaloproteinases de matriz. A maioria dos patdégenos associados
com os sistemas respiratorio, gastrointestinal, urogenital e também com o sistema
nervoso central ou pele tem a capacidade de se ligar e degradar colagenos e
laminina, a fim de aderir e invadir os tecidos do hospedeiro (SINGH; SU; RIESBECK,
2010). Os mecanismos pelos quais as leptospiras patogénicas invadem e colonizam
o hospedeiro sdo ainda pouco conhecidos. Dentre as supostas adesinas de
leptospiras descritas até entdo podemos mencionar algumas proteinas de ligacao
exclusiva a laminina como Lsa24 e Lsa27 e outras com espectro de ligagdo mais
amplo como LigB, Lsa21 e LipL53. E possivel que tais proteinas contribuam para a
colonizagao de tecidos do hospedeiro (revisado em Vieira et al., 2014).

1.4.2 Vitronectina

Além da laminina, a vitronectina pode ser alvo de interagdo durante o
processo de infeccdo. A vitronectina possui na sua por¢dao N-terminal um dominio
de 43 aminoacidos denominado somatomedina B, seguido do sitio RGD (Arg—-Gly—
Asp) de ligagdo a integrinas das células. Apresenta também quatro dominios
hemopexina-like que hipoteticamente se ligam ao grupo heme, e trés dominios de
ligacdo a heparina. As proteinas E de Haemophilus influenza e a proteina de
superficie A2 de Moraxella catarrhalis ligam-se a porcado C terminal da vitronectina
(HBD-3) (Figura 6). A vitronectina, que pode ser encontrada em diferentes tecidos
humanos, é sintetizada principalmente no figado e secretada para o plasma onde se
encontra em concentragbes elevadas (200-700 pg/mL) (BOYD; BRADWELL;
THOMPSON, 1993; SU; RIESBECK, 2018). Valores particularmente elevados séo
observados no figado, tonsilas palatinas, estémago, duodeno, coragdo, musculo

esquelético e nos tecidos do pulméao, assim como em alguns carcinomas malignos.



A maior parte da vitronectina que circula no sangue encontra-se na forma
monomérica (65 e 75 kDa), enquanto a vitronectina extravascular ancorada as
células encontra-se na forma multimérica (PETERSON, 1998). A Vvitronectina
desempenha um papel crucial em muitos processos biolégicos, incluindo a
migracao celular, adesao e angiogénese. Também esta envolvida na regulagao da
via terminal da ativacdo do complemento para limitar a resposta imune inata
(PREISSNER; SEIFFERT, 1998; SU; RIESBECK, 2018). Dados da literatura
sugerem que muitas espécies bacterianas interagem com vitronectina, mas o
significado destas interagdes na patogénese ainda nao foi totalmente elucidado. A
vitronectina possui sitios de ligacao distintos para agentes patogénicos e células
epiteliais, e pode funcionar como uma ponte entre bactérias e células. Essa
interacdo pode culminar na internalizacdo do patégeno (SINGH; SU; RIESBECK,
2010).

A interacdo da vitronectina com diversos patdégenos tem sido estudada por
varios grupos. Ha relatos de que esta molécula interage com bactérias Gram-
negativas, como Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Yersinia pseudotuberculosis, Neisseria meningitidis,
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, Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis. Esta interagdo pode ser altamente vantajosa
ao microorganismo, por conferir-lhe resisténcia ao soro, bem como facilitar a
adesdao e, subsequentemente, sua internalizacdo nos tecidos (SINGH; SU;
RIESBECK, 2010).



Figura 6 — Modelo esquematico dos dominios da molécula vitronectina.
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Modelo esquematico da vitronectina contendo um peptideo sinal (verde), dominio somatomedina B (SMB,
amarelo), dominio de ligagdo a integrina (RGD), dominios hemopexina-like (lilas), dominios de ligagdo a
heparina (HBD, azul) e regido de ligagdo as proteinas E de H. influenza e a proteina A2 de M. catarrhals
(vermelho). Fonte: adaptado de Singh et al. (2010).

1.4.3 Fibronectina

A fibronectina usualmente encontra-se como dimero composto de
subunidades de aproximadamente 250 kDa ligadas covelentemente perto da regidao
C-terminal por ligacdes disulfeto. Cada mondmero possui trés tipos de unidades de
aminoacidos repetidas (repeti¢cdes tipo I, Il e Ill) (Figura 7) (PANKOV; YAMADA,
2002). A fibronectina é secretada por varios tipos de células no espaco intercelular
circundante, conecta o citoesqueleto intracelular com a matriz extracelular e serve
como suporte para a adesao e migracao celular. Além de regular a proliferagéo e
diferenciacédo celulares, a fibronectina € uma importante molécula de regeneragéao
dos tecidos, migracao, proliferagdo e contracdo de células envolvidas no processo
de cicatrizacdo como também angiogénese. (revisado em WANG; NI, 2016). A
fibronectina possui sitios de ligacdo a integrinas (LIAO et al., 2002),
glicosaminoglicanos, colagenos, fibrina, actina, DNA, etc (MOSHER, 1989).
Bactérias possuem diversas adesinas que se ligam a esta glicoproteina
(HENDERSON et al., 2011; STOFFELS; ZHAO; BARON, 2013).



Figura 7 — Representagcdo esquematica da fibronectina.
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A fibronectina possui trés tipos de unidades de aminoacidos repetidas, repetigdes tipo | (roxo), Il (verde) e lll
(vermelho). Pode-se observar, a esquerda, os sitios de ligagéao a bactérias, fibrina, heparina e colageno.
Fonte: Pankov e Yamada (2002).

1.4.4 Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina homodimérica de 340 kDa. Possui seis
cadeias polipeptidicas: 2Aa, 2Bf, e 2y ligadas por 29 pontes dissulfeto. Todas as
seis cadeias de fibrinogénio sdo montadas com seus N terminais localizados em um
“nédulo E” central e se estendem para fora em um arranjo de bobina enrolada.
(Figura 8) (KATTULA; BYRNES; WOLBERG, 2017; ZHMUROV et al., 2011).



A sintese de fibrinogénio ocorre principalmente nos hepatécitos, e sua meia-
vida é de aproximadamente 3 a 4 dias (Revisado em STANG; MITCHELL, 2013)

O fibrinogénio € uma importante proteina da cascata de coagulacao presente
no plasma. Durante a lesdo vascular e tecidual, ela € convertida enzimaticamente
pela trombina em fibrina e, posteriormente, em um coagulo sanguineo a base de
fibrina. O fibrinogénio funciona principalmente para ocluir os vasos sanguineos e,
assim, parar o sangramento excessivo. No entanto, os coagulos de fibrina séo
dissolvidos pelo sistema fibrinolitico, atuando em uma série de reagdes enzimaticas
com feedback positivo e negativo (DE MOERLOOSE; CASINI; NEERMAN-ARBEZ,
2013; WEISEL; LITVINOV, 2017).

Figura 8- Estrutura cristalografica do fibrinogénio.
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O nédulo central, formado pelas porgdes N-terminais de todas as seis cadeias, é conectado aos nédulos 3 e y
distais formados pelas porgdes C-terminais das cadeias 8 e y, respectivamente. Fonte: Zhmurov et al. (2011)

Muitas bactérias patogénicas interagem com fibrinogénio, como
Staphylococcus, os quais expressam receptores de superficie (proteinas de
superficie com regides ricas em repeticdes serino-aspartato) que sao especificos
para fibrinogénio e fibronectina. Uma destas proteinas € a Efb (extra- cellular
fibrinogen-binding protein). Esta proteina pode se ligar a plaquetas, recrutar
fibrinogénio e inibir a ativagdo plaquetaria (AUBRON et al., 2014; HAMZEH-
COGNASSE et al., 2015).



1.4.5 FatorH

Para sobreviver no hospedeiro, microrganismos patogénicos precisam resistir
a agao do sistema imune inato. Para tanto, desenvolveram estratégias sofisticadas
para burlar o sistema de defesa de uma variedade de hospedeiros, incluindo a
inativacdo do sistema complemento ou escape ao ataque litico. Uma das
estratégias utilizadas por leptospiras patogénicas para esta finalidade de evaséo € a
secrecao de proteases que clivam a molécula C3, central para a ativagdo das trés
vias do complemento, além de inativar proteinas especificas de cada uma das vias,
tais como Fator B, C2 e C4b (FRAGA et al., 2014; FRAGA; BARBOSA; ISAAC,
2011). Além da secregao de proteases, outro mecanismo de evasao, € a aquisicao
de reguladores soluveis do complemento do hospedeiro, como o Fator H (FH),
principal regulador da via alternativa. Este regulador é uma proteina plasmatica de
155 kDa composta por 20 unidades repetitivas denominadas Short Consensus
Repeats (SCR) (VIK et al., 1988, 1990b). O FH regula a via alternativa ligando-se ao
fragmento C3b, dissociando a C3 convertase C3bBb e servindo como cofator para a
clivagem proteolitica de C3b pelo Fator | (Figura 9). Fator H serve para impedir a
ativagcao espontanea na auséncia de antigeno e limitar a extensdo da ativagao do

complemento por um invasor exégeno (VIK et al., 1990a).

Figura 9 - Inativagdo da via alternativa do complemento por Leptospira patogénica

pela interacdo com Fator H.
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Leptospiras patogénicas sao capazes de inibir a via alternativa do complemento se ligando ao Fator H, que por
sua vez atua como cofator na clivagem de C3b pelo Fator |, interrompendo a cascata e impedindo a formagao
do complexo de ataque a membrana (MAC). Fonte: Fraga et al. (2015)
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O FH e alvo de varios microorganismos patogénicos, como Yersinia pestis, Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis (THOMSON; PLECHA; KRUKONIS, 2018),
Aspergillus fumigatus (DASARI et al., 2018), Streptococcus pneumoniae (CODEMO
et al., 2018), Haemophilus influenzae (HALLSTROM et al., 2008), Borrelia
burgdorferi (HART et al., 2018). A aquisicao de FH por leptospiras patogénicas
confere um efeito protetor crucial para a sobrevivéncia destas bactérias in vitro
(CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012). Algumas proteinas de Leptospira ja foram
descritas como ligantes de Fator H, como a LcpA (BARBOSA et al., 2010), LenA e
LenB (leptospiral endostatin-like protein A e B (STEVENSON et al., 2007; VERMA
et al., 2010).



6 CONCLUSOES

No presente estudo foram identificadas proteinas de superficie de Leptospira
interrogans, que podem representar novas adesinas e novos candidatos vacinais.
O fato dessas proteinas serem expressas somente em leptospiras patogénicas é
sugestivo de um possivel papel destas moléculas na viruléncia da bactéria. Ao
interagir com varios componentes da matriz extracelular, € possivel que essas
proteinas participem de estagios iniciais da infecdo e possam ser futuramente
explorados como candidatos para novas vacinas. Acredita-se que, neste sentido,
este trabalho tenha contribuido para o entendimento dos mecanismos envolvidos na

adesao de leptospiras a diferentes componentes do hospedeiro.
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