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RESUMO

Amamura, Thais Akemi. Atividade proteolitica de proteases secretadas por
leptospiras patogénicas na fagocitose por macréfagos humanos e murinos. 2021. 123
f. Tese (Doutorado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séao Paulo, S&o Paulo, 2021.

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias espiroquetas que pertencem ao
género Leptospira. Muito frequente em areas tropicais e subtropicais, a doenca representa
um grave problema de saude publica. Leptospiras patogénicas possuem a habilidade de
escapar do Sistema Complemento, sendo capazes de sobreviver in vitro quando em
contato com soro humano normal (SHN). Em um estudo anterior realizado por nosso
grupo, observou-se que o sobrenadante de cultura de vérias espécies de leptospiras
patogénicas (SLP) contem proteases que clivam varias proteinas do Complemento como
a molécula central C3, assim como seus fragmentos, C3b e iC3b. Nossa hipotese de
trabalho é que tais proteases, incluindo termolisina e papalisina, poderiam diminuir a
internalizacdo e morte de leptospiras por fagdcitos. Empregando citometria de fluxo, n6s
observamos menor presenga de LFA-1, CR3 e CR4 em macrofagos peritoneais murinos
tratados por 24 h com SLP. Por microscopia confocal, observou-se menor presenca de
TLR2, CD11b e CD206 quando essas células foram tratadas com SLP por 24 h.
Macréfagos da linhagem humana THP-1, apds tratamento com SLP e termolisina,
apresentam menor presenca de TLR2, TLR4, CD206 e CR1lem sua superficie. Além
disso, opsoninas como C3b/iC3b depositadas na superficie de leptospiras patogénicas
também podem ser completamente degradadas na presenca de SLP ou termolisina
recombinante. E por fim, a fagocitose de leptospiras patogénicas por THP-1 diminuiu
significativamente, quando essas células foram tratadas com SLP, termolisina e
papalisina recombinantes e comparadas com células tratadas apenas com PBS. Desta
forma, os resultados obtidos neste estudo sugerem que proteases secretadas por
leptospiras patogénicas poderiam ser capazes de interferir no seu reconhecimento e na
sua internalizacdo pelos macr6fagos murinos ou humanos, por meio da degradacéo de
opsoninas presentes no soro humano normal ou depositadas na membrana da bactéria
bem como na clivagem ou inibicdo de moléculas de superficie de macréfagos
favorecendo assim a disseminacgéo de leptospiras no organismo.

Palavra-chave: Leptospira, Sistema Complemento, Evasdo imune, Protease



ABSTRACT

Amamura, T.A. Proteolytic Activity of Secreted Proteases from Pathogenic
Leptospira on Phagocytosis by Murine and Human Macrophages. 2021. 123p. Thesis
(Ph.D. thesis in Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2021.

Leptospirosis is a zoonosis caused by spirochete bacteria that belong to the genus
Leptospira. This disease represents a serious public health problem, especially in
developing countries with tropical and sub-tropical temperatures. Pathogenic leptospires
escape from the Complement System, being able to survive in vitro when in contact with
normal human serum (NHS). In a previous study carried out by our group, it was observed
that culture supernatants from several pathogenic species of leptospires (SPL) contain
proteases that cleave many Complement proteins, such as, the central molecule C3, as
well as its fragments C3b and iC3b. Our hypothesis is that such proteases, including
thermolysin and pappalysin, could decrease the uptake and death of leptospires by
phagocytes. Using flow cytometry, we observed lower presence of LFA-1, CR3 and CR4
in murine peritoneal macrophages treated with SPL for 24 h. By confocal microscopy,
we observed less presence of TLR2, CD11b and CD206 when these cells were treated
with SPL for 24 h. Human macrophages (THP-1) showed lower presence of TLR2, TLR4,
CD206 and CR1 on their surface, after treatment with SPL and thermolysin. Furthermore,
opsonins such as C3b/iC3b deposited on the surface of pathogenic leptospires can also be
completely degraded in the presence of SPL or recombinant thermolysin. Finally, the
phagocytosis of pathogenic leptospires by THP-1 significantly decreased when these cells
were treated with recombinant SPL, thermolysin or pappalysin compared with cells
treated only with PBS. Thus, this study suggests that proteases secreted by pathogenic
leptospires could interfere with their own recognition and internalization by murine or
human macrophages, by degrading opsonins present in NHS or deposited in the bacterial
membrane as well as in the cleavage or inhibition of macrophage surface molecules, thus
favoring the spread of leptospires in the organism.

Keywords: Leptospira, Complement System, Immune Evasion, Protease
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SspB - staphopain B

TGF-p - transforming growth factor beta

TLF - Toll-Like Receptors

TNF-a - Fatores de Necrose Tumoral Alfa

UuPA - urokinase-type plasminogen activator

VEGF - Vascular endothelial growth factor

WT — Wild type
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1.Introducéo
1.1 Leptospirose

A leptospirose é uma das principais zoonoses de origem bacteriana disseminadas
mundialmente e o nimero de novos casos desta doenca € estimado em aproximadamente
um milhdo a cada ano e 60.000 mortes, sendo reconhecida como um grave problema de
salde publica (Costa et al., 2015; Vincent et al., 2019). Fatores associados a alta
prevaléncia da doenga incluem locais de clima tropical e ameno devido a maior sobrevida
dessas bactérias em regifes quentes e umidas. A expansdo populacional em centros
urbanos favorece a disseminacdo da doenca e, dentre os grupos mais afetados, estdo
muitas vezes aqueles expostos as condi¢Ges de saneamento basico inadequado. Estas
situacBes agravam-se onde ha enchentes frequentes, propiciando a disseminacdo das
leptospiras no ambiente. Profissionais que desempenham funcBes ocupacionais
associadas a trabalhos como coletores de lixo, agricultores, militares do exército e
veterinarios, que estdo expostos ao contato direto com animais infectados, sdo potenciais
alvos para contrairem a leptospirose (Levett, 2001, Bharti et al., 2003, Costa et al., 2015).
Além disso, nas Ultimas décadas surtos de leptospirose em atividades recreativas
aquaticas também estdo sendo consideradas fator de risco (Haake et al., 2002).

A transmissdo da doenca ocorre principalmente ap6s contato direto com a urina
de animais infectados ou indiretamente por &gua e solo contaminados com leptospiras
(Figura 1). Animais selvagens, de interesse econémico e domésticos podem ser
considerados reservatorios, sendo 0s roedores 0s principais transmissores, especialmente
em centros urbanos (Ko et al, 2009, Adler, de la Pefia Moctezuma, 2009).

Seres humanos sdo considerados hospedeiros acidentais, infectando-se ap6s
penetracdo de leptospiras em cortes e lesdes na pele ou através de mucosas. Uma vez no
hospedeiro, as leptospiras disseminam-se pela circulacdo sanguinea alojando-se
principalmente em orgdos como figado, rins e pulmdes, estabelecendo assim uma

infeccéo sistémica (Levett, 2001, Adler, de la Pefia Moctezuma, 2009).
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Figura 1 - O ciclo de transmissdo da leptospirose. Os principais reservatérios das leptospiras
patogénicas sdo os roedores, 0s mamiferos domeésticos e selvagens. As bactérias sdo eliminadas na
urina destes animais e contaminam a agua e o solo. Os humanos séo hospedeiros acidentais e podem
ser infectados pelo contato direto com animais ou com a agua e solo contaminados. As principais
manifestagdes clinicas da forma grave da doenca incluem ictericia, hepatite, nefrite e hemorragia
pulmonar (Fraga et al., 2014).

A leptospirose pode ser caracterizada como uma doenga bifasica com
manifestaces clinicas muito variaveis. A gravidade da doenca varia de acordo com o
sorovar infectante, tamanho do indculo, a idade e o estado de salde do paciente
(Evangelista, Coburn, 2010). Na fase aguda da doenca, as leptospiras patogénicas sao
encontradas na corrente sanguinea e persistem no organismo do hospedeiro infectado por
cerca de 3 a 10 dias. A segunda fase inicia-se com a producdo de anticorpos especificos
e eliminacdo de leptospiras na urina com duracdo de 10 a 30 dias (Levett, 2001).

O quadro clinico é semelhante ao da gripe com sintomas como febre, cefaleia,
mialgia, nauseas e vomitos. Contudo, a doenca pode evoluir para formas sistémicas
graves como a Sindrome de Weil, caracterizada por ictericia, insuficiéncia renal,
comprometimento hepatico e pulmonar. A sindrome hemorragica pulmonar vem sendo
reconhecida como uma manifestacdo distinta que pode ocorrer na fase tardia da
leptospirose. Os pacientes expressam sintomas como tosse, dispneia e hemoptise, 0s quais
sdo associados a anormalidades radiograficas que sugerem a presenca de infiltrado
intersticial e até densa hemorragia pulmonar, responsavel por mortalidade superior a 50%
dos casos relatados (Levett, 2001; Bharti et al., 2003; Spichler et al., 2008).
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A realizacdo de exames laboratoriais para a leptospirose é de grande importancia,
uma vez que, o diagnostico da leptospirose pode ser confundido com outras doencas que
apresentam sintomas semelhantes. O teste de aglutinacdo microscopica (MAT) é
considerado padrdo-ouro de diagndstico e de alta complexidade (Palaniappan et al.,
2007). Entretanto, este metodo apresenta algumas limitacdes, pois € demorado e exige
um conhecimento laboratorial especializado. O MAT é realizado a partir de duas amostras
de soro de pacientes, coletadas com duas semanas de intervalos entre elas (Kitashoji et
al., 2015). O teste é sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos anti-leptospiras
em humanos. Neste teste, soros de pacientes reagem com suspensdes de leptospiras vivas
ou inativadas representantes de sorovares de uma determinada localidade. Apos a
incubacdo, a suspensdo € analisada por microscopia Optica de campo escuro para
determinacéo do titulo de aglutinacdo de leptospiras (Levett, 2001; Picardeau, 2013).

O tratamento da leptospirose depende da persisténcia dos sintomas e seriedade
da doenga. Para casos leves e moderados a doxiciclina é o antibiético mais recomendado.
Ja a penicilina, ampicilina ou cefalosporina séo indicadas para os quadros mais graves da
doenca (Bharti et al., 2003; Ricaldi et al., 2013).

A utilizacdo de animais modelos é imprescindivel para uma melhor compreensao
da biologia e dos processos de transmissdo, colonizacao e patogénese da Leptospira no
hospedeiro. Hamsters Golden Syrian sdo preferencialmente os animais mais empregados
devido a sua suscetibilidade a infecdo, exibindo caracteristicas clinicas de leptospirose
aguda semelhantes aquelas que ocorrem em humanos (Haake, 2006). Cobaias também
sdo consideradas animais suscetiveis a leptospirose, uma vez que podem desenvolver

hemorragia pulmonar e no peritdnio levando a morte deste animal (Nally et al., 2004).

1.2 As leptospiras

O género Leptospira pertence a familia Leptospiraceae e a ordem Spirochaetales
(Faine et al., 1999). As leptospiras sdo bactérias finas e espiraladas com extremidades em
forma de gancho e elevada motilidade em virtude da presenca de dois flagelos
periplasmaticos, responsaveis por movimentos de rotacdo e translacdo (Figura 2).
Estruturalmente, estas bactérias apresentam dupla membrana e parede celular de
peptideoglicanos intimamente associada a membrana interna (Levett, 2001; Adler, de la
Pefia Moctezuma, 2010).

25



A estrutura do lipopolissacarideo (LPS) das leptospiras é semelhante aquela
encontrada em outras bactérias Gram-negativas. Em espécies patogénicas como L.
interrogans, o LPS estende-se 9,2 nm a partir do folheto externo, enquanto que na
saprofita L. biflexa ele se encontra presente em uma camada mais fina de 6,0 nm.
Fosfolipideos, proteinas da membrana externa e LPS sdo os principais componentes da
membrana externa que permitem a troca de solutos entre o espaco periplasmético e o meio
ambiente (Evangelista, Coburn, 2010; Raddi, 2012).

As leptospiras patogénicas e saprofitas sdo semelhantes em relacdo a morfologia,
mas diferem em vérios aspectos biologicos. A bactéria patogénica L. interrogans
sobrevive em diferentes ambientes como na agua e em hospedeiros mamiferos. Esta
espiroqueta é capaz de manter a motilidade em condic¢des de osmolaridade fisiologica
(cerca de 150 mM de NaCl), enquanto a saprofita L. biflexa perde sua motilidade nestas
condicdes. O fato de leptospiras patogénicas suportarem alteracbes osmoticas
preservando a sua motilidade sugere que esta espécie possui uma vantagem durante a
migracdo no hospedeiro em comparacdo com as espécies saprofitas, ressaltando a
importancia da relacdo entre motilidade e viruléncia destas bactérias, que podem ser
associadas ao LPS e adesinas (Takabe et al., 2013). Leptospiras patogénicas expressam
em sua superficie proteinas como LigA (leptospiral immunoglobulin-like), LigB, LigC,
Len (leptospiral endostatin-like) e Lsa 24 (leptospiral surface adhesin) com potencial
funcdo em sua adesdo na matriz extracelular, possibilitando a sua penetracdo e
disseminacdo no tecido do hospedeiro (Matsunaga et al., 2003; Barbosa et al., 2006;

Gongcalves-de-Albuquerque et al., 2012).

As leptospiras sdo bactérias aerdbicas obrigatorias com temperatura 6tima para
crescimento entre 28 °C e 30 °C. Em contraste com as espécies patogénicas, as leptospiras
saproéfitas também sdo capazes de se multiplicar em temperaturas mais baixas (11-13°C).
A faixa de pH ideal para o crescimento das leptospiras é 7,2 a 7,6. O tempo de crescimento
de leptospiras patogénicas é estimado entre 14 e 18 h. Ja as leptospiras saproéfitas se
multiplicam mais rapidamente, com tempo de crescimento aproximado de 4 a 5 h (Faine
et al., 1999). O meio mais utilizado para o cultivo de leptospiras é o Ellinghausen—
McCullough Johnson—Harris (EMJH), que € composto por acido oleico, albumina de

soro bovino e polissorbato (Tween) (Adler, de la Pefia Moctezuma, 2010).
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Figura 2 - Microscopia eletrdnica de varredura da Leptospira interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae. As leptospiras possuem aproximadamente 0,1 um de largura ¢ 6 um a 20
um de comprimento. Os flagelos localizados em extremidades opostas da bactéria contribuem para
gue estas possuam o formato espiralado, conferindo movimentos de rotacéo e translagéo (Levett,
2001).

A estrutura filogenética determinada a partir da sequéncia do gene rRNA 16S esta
em concordancia com a taxonomia classica aceita para espiroquetas, na qual a ordem
Spirochaetales esta dividida em duas familias: Spirochaetaceae e Leptospiraceae. O
sequenciamento do rRNA 16S é considerado o método mais preciso para determinar as
relacbes filogenéticas, que identificaram os grupos de leptospiras anteriormente
denominadas de patogénicas, intermediarias e saprofitas, de acordo com a sua
patogenicidade. Além do rRNA 16S, outros genes foram utilizados para diferenciar as
espécies que fazem parte do género Leptospira tais como rpoB, gyrB e ligB (Cerqueira,
Picardeau, 2009; Levett, 2015).

Atualmente sdo descritas 64 espécies de leptospiras, incluindo espécies de um
novo subclado que apresenta parentesco com a espécie saprofita. O estudo realizado por
Picardeau e colaboradores identificou dois clados principais, patogénicas (P) e saprofitas
(S), sendo estes subdivididos em dois subclados cada: subclado P1, descrito
anteriormente como patogénica, P2 descrito anteriormente como intermediaria, S1
descrito anteriormente como saprofita e S2 o novo subclado (Vicent et al., 2019).

O teste de aglutinacdo cruzada permitiu a definicdo de sorovares os quais Sao
distinguidos pela heterogeneidade estrutural das moléculas de LPS da bactéria fornecendo
um importante instrumento para sua classificacdo. Os sorogrupos séo identificados pelo
MAT e tém como propdsito agrupar sorovares com antigenos em comum. Contudo, 0s
sorogrupos nao possuem classificacdo taxondmica oficial (Levett, 2001; Cerqueira e
Picardeau, 2009).
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Um fator importante para o estabelecimento da infeccdo por Leptospira é a
capacidade de aderir a células do hospedeiro. Muitos trabalhos realizados in vitro tém
sugerido que a infecgdo de culturas de células teciduais com L. interrogans parece ser
principalmente extracelular e a sua adesdo em superficies celulares foi descrita como uma
propriedade importante de leptospiras patogénicas (Tsuchimoto et al., 1984, Vinh et al.,
1984). Leptospiras associadas as células epiteliais do tdbulo proximal nos rins foram
observadas durante leptospirose cronica em hamsters e ovelhas (Marshall,1974; Ballard
etal., 1986).

A capacidade de L. interrogans de causar uma rapida disseminacao sistémica apds
a penetracdo na pele, sugere que leptospiras patogénicas sdo altamente invasivas. Em
1986, Ballard e colaboradores mostraram que estirpes virulentas de Leptospira aderiram
as células epiteliais dentro de 3 h. Entretanto, estirpes ndo virulentas ndo foram capazes
de aderirem as células no periodo de 24 h (Ballard et al., 1986). Além disso, Merien e
colaboradores observaram que somente leptospiras patogénicas foram internalizadas
pelas linhagens celulares Vero e J774, enquanto espécies ndo patogénicas permaneceram
no espaco extracelular. O grupo inferiu ainda que a invasdo de células epiteliais e a
inducdo de apoptose de macrofagos por estirpes patogénicas de leptospiras podem estar
relacionadas com a patogenicidade da doenca, conferindo um mecanismo de escape da

resposta imune do hospedeiro (Merien et al., 1997).

O sistema imune inato consiste na primeira linha de defesa do organismo e
desempenha um papel essencial no reconhecimento e eliminacdo de leptospiras. A
ativacdo do Sistema Complemento destaca-se como um importante mecanismo efetor nas
primeiras horas de infeccdo, uma vez que leptospiras ndo patogénicas em contato com
soro humano normal sdo rapidamente eliminadas da circulacdo. Entretanto, leptospiras
patogénicas desenvolveram estratégias de evasdo ao Sistema Complemento,
possibilitando a sua sobrevivéncia e disseminacdo no hospedeiro (Meri et al., 2005;
Barbosa et al., 2009).

1.3 O Sistema Complemento e suas funcgdes biologicas

O Sistema Complemento é composto por mais de 50 proteinas plasmaticas ou
associadas a membranas celulares e participa tanto na resposta imune inata quanto na

adaptativa. Esse complexo sistema contribui com importantes mecanismos efetores na
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defesa contra infeccBes, além de promover a remocdo de células apoptéticas e de
complexos imunes circulantes (Figura 3). Este sistema pode ser ativado por trés vias
distintas: Alternativa, Classica e das Lectinas, que envolvem uma série de reacdes em
cascata, culminando com a formacdo do Complexo de Ataque a Membrana (MAC),
responsavel pela lise celular (Revisado em Walport, 2001; Ekdahl et al., 2018).

O Sistema Complemento participa de varios mecanismos efetores gerados durante
a resposta imune inata e adaptativa (revisado em Walport, 2001; Ricklin et al., 2010). A
opsonizacdo é uma das funcdes biologicas mais importantes sendo os fragmentos C3b e
iIC3b capazes de se ligarem covalentemente na superficie de diferentes patdgenos e assim
facilitarem a internalizacdo dos mesmos por células fagocitarias. Esse processo de
fagocitose pode ser facilitado mediante a interacdo dessas opsoninas com certos
receptores de Complemento (CR) CR1, CR3 e CR4 presentes na superficie de células
fagocitarias como neutrofilos e macrofagos (revisado em Bohlson et al., 2014; Takizawa
et al., 1996).

O Sistema Complemento é responsavel pela remogdo de imunocomplexos
mediante a interacdo dos complexos fixados aos fragmentos C3b e C4b que se ligam a
CR1 presente nos eritrocitos e demais ceélulas sanguineas, sendo transportados
posteriormente por essas células para o figado (principalmente) e bago para remocao
desses complexos. Além disso, a eliminacdo de células apoptéticas por macréfagos ocorre
principalmente apos a ligacdo de C1q em auto antigenos. Além de C1q, outras proteinas
como os fragmentos de C3 e de C4 facilitam a internalizacdo de auto-antigenos por
macrofagos (Revisado em Ricklin et al., 2010; Takizawa et al., 1996).

A regulacdo da resposta imune humoral também € uma importante funcéo do
Complemento. O CR2 expresso em linfocitos B e em células foliculares dendriticas
interage com as moléculas C3d e iC3b presentes na superficie dos antigenos,
desencadeando um aumento na sinalizacdo da resposta celular. A interacdo entre
CR2:C3d nas células foliculares dendriticas permite uma retencdo mais prolongada de
antigenos cobertos por C3d, ativa linfécitos B, contribuindo para a geracdo de maior
namero de células efetoras e de memdria. O fragmento C3d € considerado um adjuvante
molecular da resposta imune inata que influencia intensamente a producdo de anticorpos
(Dempsey et al., 1996; Fang et al., 1998; revisado em Carrol & Isenman, 2012).

Os fragmentos C3a e Cb5a s@o gerados localmente nos tecidos e na circulagéo,

onde desempenham diferentes fungdes entre elas: a) recrutamento de células

inflamatorias (fatores quimiotaticos); b) ativacdo de mastocitos e basofilos provocando
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sua desgranulacdo (anafilotoxinas) e liberacdo de mediadores inflamatérios (Dias da
Silva, Lepow,1967; Daffern et al., 1995); d) aumento da vasodilatacdo; e €) ativacao de
complexos inflamassomas e secrec¢do de citocinas (Laudisi et al., 2013; Manthey et al.,
2009). Finalmente, uma das func@es mais conhecidas do Sistema Complemento é a lise
decorrente da formagédo do MAC. Uma vez formado na superficie da membrana da célula
alvo ou de patdgenos, este complexo citolitico promove um desbalango idnico que
resulta em entradas de moléculas de agua, causando aumento do volume interno e
destruicédo celular (Muller Eberhard, 1986).
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Figura 3: Ativacgdo do Sistema Complemento. O Sistema Complemento pode ser ativado por trés vias
distintas (Classica, Alternativa e das Lectinas). A Via Classica é iniciada pela ligacdo do complexo C1
aos anticorpos ligados a antigenos presentes na superficie bacteriana. A Via das Lectinas é ativada por
meio da ligacdo de uma lectina plasmatica (MBL ou ficolinas) a carboidratos na superficie de patégenos.
A Via Alternativa ¢ ativada ap0s a ligacdo covalente de C3b a superficie de antigenos. As trés vias do
Complemento levam a formagdo de C5-convertases, capazes de clivar C5 em C5a e C5b, iniciando a
Via Terminal do Sistema Complemento (Fonte: modificado de Walport, 2001).
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1.4 A proteina C3

A molécula C3 é considerada central, participa das trés vias de ativacao, sendo a
proteina do Complemento mais abundante no soro (1-2 mg/ml). Além dos hepatdcitos,
monocitos, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas também produzem C3. Esta
proteina possui peso molecular de 185 kDa e ¢ composta por duas cadeias a (115 kDa) e
B (75 kDa), ligadas por pontes dissulfeto (Sahu et al., 1998, Erdei et al., 2016).

O complexo enzimatico C3 convertase cliva a cadeia a de C3, liberando a
anafilotoxina C3a (9 kDa) e gerando o fragmento maior C3b (177 kDa), permitindo uma
rapida amplificacdo da Via Alternativa (Figura 4). A clivagem da cadeia o de C3b
mediada pelo Fator I (FI) na presenca de um cofator membrane cofactor protein (MCP),
CR1 ou Fator H (H) gera os fragmentos iC3b (C3b inativado) e C3f (2 kDa). O fragmento
iC3b é clivado também por FI, formando C3c (135 kDa) e C3dg (40 kDa). Outros
fragmentos sdo gerados como C3d (35 kDa) e C3g (5 kDa) pela acdo de outras proteases,
tais como plasmina, tripsina e elastase (Lachmann et al., 1982, Janssen et al., 2005).

Os fragmentos de C3 gerados ap0s ativagao associam-se a varias outras moléculas
participando da ativacao e amplificacdo do Sistema Complemento (Erdei et al., 1991). A
deposicdo de C3b é fortemente controlada em células hospedeiras que expressam
moléculas reguladoras em sua superficie (MCP ou CR1) ou recrutam do plasma como
FH, as quais se ligam ao C3b. Essas proteinas atuam como cofatores permitindo a sua
interacdo com o FI causando a clivagem de C3b em iC3b. Estes fragmentos atuam na
remocao de células apoptéticas por meio da interacdo com CR3 presente em mondcitos,

macrofagos e células dendriticas (Lambris et al., 2008, Merle et al., 2015).
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Figura 4. Representacdo esquemaética da clivagem de C3 e seus fragmentos. A clivagem do C3
pelas C3 convertases resulta na formacéo do fragmento C3b e na liberagéo da anafilotoxina C3a. Em
paralelo a ativacéo do complemento, ocorre o processo de regulacéo, no qual o fragmento C3b é clivado
pelo Fator | (FI) na presenga de co-fatores como Fator H (FH), membrane cofactor protein (MCP),
CR1. Nesta clivagem hé liberacdo de C3f e formacdo de iC3b, que é uma importante opsonina. O
fragmento iC3b pode sofrer ainda uma degradacéo adicional pelo Fl, gerando C3c e C3dg, o qual pode
ser posteriormente clivado em C3d e C3g por serino proteases plasmaticas de ampla especificidade tais
como plasmina, tripsina e elastase. Fonte: Modificado de Morley e Walport (2000).
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1.5 Mecanismos de evasao de leptospiras patogénicas ao Sistema Complemento

Considerando que o Sistema Complemento desempenha um papel fundamental na
eliminagdo de patdgenos, alguns agentes infecciosos desenvolveram estratégias de
evasdo, possibilitando o estabelecimento da infeccdo (Lambris et al., 2008; Rooijakkers,
van Strijp, 2007; Zipfel et al., 2007; Fraga et al., 2016).

Estudos anteriores demonstraram que estirpes ndo patogénicas de leptospiras ao
serem incubadas com soro humano normal s&o rapidamente eliminadas, revelando
notadamente a participacdo do Sistema Complemento. Ao contrario, as estirpes
patogénicas sao resistentes ao soro sendo, portanto, capazes de sobreviver a acdo do
Complemento, o que possibilita a sua disseminag&o no organismo e o estabelecimento da
infeccdo (Meri et al., 2005; Barbosa et al., 2009; Fraga et al., 2016).

Um dos mecanismos de escape das leptospiras patogénicas é a aquisicdo de
reguladores negativos do Sistema Complemento tais como o FH e o C4b Binding Protein
(C4BP) promovendo a sua inativacdo na superficie da bactéria. O FH inibe a ativacdo da
Via Alternativa ao se associar a molécula C3b depositada na superficie do patdgeno, e
pode atuar como cofator para a acao proteolitica do Fl, capaz de clivar C3b e inativa-lo
(Castiblanco-Valencia et al., 2012). Estirpes patogénicas também sdo capazes de interagir
com C4BP, que ao se ligar a membrana da bactéria retém atividade de cofator de Fl,
enzima responsavel pela clivagem de C4b, inibindo a Via Classica e Via das Lectinas
(Barbosa et al., 2009).

Leptospiras patogénicas sdo também capazes de adquirir moléculas precursoras
de proteases do hospedeiro, como o plasminogénio. Uma vez ligado a superficie da
leptospira, o plasminogénio pode ser convertido em plasmina na presenca de ativadores
como o urokinase-type plasminogen activator (uPA). A plasmina é uma protease capaz
de clivar moléculas da matriz extracelular como o fibrinogénio e proteinas do Sistema
Complemento como os fragmentos C3b e C5 (Castiblanco-Valencia et al., 2016). A
plasmina também degrada macromoléculas da matriz extracelular tais como fibronectina,
laminina, elastina e proteoglicanos (Vieira et al., 2009; Wolff et al., 2013).

Diversos microrganismos patogénicos tais como bactérias, fungos, parasitas e
virus secretam proteases capazes de clivar diferentes componentes do Complemento,
possuindo, desta forma, uma estratégia de evasdo ao sistema imune do hospedeiro. As
principais classes de proteases envolvidas na clivagem de moléculas do Complemento

sdo as serino, aspartil, cisteino e metalo proteases (Potempa et al., 2012).
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Enzimas proteoliticas da classe das serino proteases sdo produzidas por fungos
(Aspergillus fumigatus), parasitas (Schistosoma mansoni) e bactérias (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Neisseria meningitidis) (Marikovsky et al., 1990, Orth et
al.,2010, Jusko et al., 2014). A proteina central do Complemento C3 constitui um
substrato comum as serino proteases produzidas por estes microrganismos. Além de C3,
o0 sobrenadante de cultura de Aspergillus fumigatus também possui atividade proteolitica
sobre C4 e C5. Esta atividade foi atribuida a serino protease alkaline serine protease 1
(Alpl), principal protease secretada pelo patdgeno (Behnsen et al., 2010). Pacientes
deficientes de moléculas do Sistema Complemento possuem uma maior susceptibilidade
a infeccBes invasivas por Neisseria. A atividade proteolitica da serine protease neisserial
autotransporter P (NalP) sobre a molécula de C3 também foi estudada. NalP é uma
protease auto-transportadora que sofre auto-clivagem durante seu processo de secrecao.
Além da forma secretada, NalP também pode ser encontrada ha membrana externa da
bactéria (Roussel-Jazédé et al., 2013).

Dentre as aspartil-proteases que degradam proteinas do Complemento, ha
proteases de membrana como a outer membrane protein E (PgtE) de Salmonella enterica
e também secretadas como as secreted aspartic proteinases (Saps) de Candida albicans.
A protease PgtE degrada C3, C3b, C4b e C5 e sua expressdo aumenta a resisténcia da
bactéria ao soro humano, contribuindo para a disseminacdo da Salmonella enterica
durante a infec¢do sistémica (Ramu et al., 2007). Riva e colaboradores mostraram que
PgtE também é capaz de degradar FB e FH visando tanto a ativacdo como a inibicdo do
Complemento, uma vez que a clivagem de FH pode anular a atividade regulatéria do
Complemento levando a um aumento da formagéo de C3b, ao passo que a clivagem de
FB pode levar a reducdo da quantidade de C3 convertases ativas diminuindo a geragéo de
C3b (Rivaet al., 2015).

Proteases asparticas secretadas pela bactéria Candida albicans denominadas
Secreted Aspartic Proteases (Saps) representam uma familia de dez proteinas com
maltiplas fungdes na patogenicidade do microrganismo, tais como adesdo, invasdo e
danos as células do hospedeiro. As clivagens de C3b, C4b, e C5 pelas Saps 1, 2, e 3
resultam em reducdo na fagocitose da levedura, sendo observada uma diminuicdo da
inflamacdo, a qual pode estar relacionada aos baixos niveis da anafilotoxina Cba
detectados na presenca das proteases (Gropp et al., 2009).

A bactéria Streptococcus pyogenes secreta a cisteinoprotease streptococcal

pyrogenicexotoxin B (SpeB) que apresenta atividade proteolitica sobre as proteinas do
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Complemento C3b e a Properdina, que é um regulador positivo da Via Alternativa. Além
disso, a SpeB possui também a capacidade de degradar moléculas que compdem o MAC
(Honda-Ogawa et al., 2013).

As cisteino-proteases tém sido relatadas na periodontite, uma doenca
caracterizada pela inflamacdo crénica nas estruturas subgengivais dos dentes causada por
um conjunto de bactérias incluindo Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia,
que secretam as proteases gingipaina e interpaina A, respectivamente. O efeito protetor
da protease interpaina A contra a atividade bactericida do soro foi atribuida a sua
capacidade de degradar a cadeia a de C3, inibindo as trés vias de ativacao do
Complemento. Além disso, gingipaina e interpaina A atuam sinergicamente na
degradacdo da molécula C3b do Complemento, favorecendo a sobrevida das bactérias e
0 estabelecimento da infeccdo (Popadiak et al., 2007, Potempa et al., 2009).

As metaloproteases que degradam proteinas do Complemento foram descritas
em bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis e Tannerella forsythia (Laarman et al.,2011, Hong et al., 1992, Park et al., 2007,
2008, Jusko et al., 2012). A bactéria Gram-negativa P. aeruginosa secreta toxinas e
fatores de viruléncia tais como a protease alcalina A (AprA) e a elastase que clivam uma
variedade de proteinas e componentes do Complemento. AprA é uma metalo protease
que cliva C3b e impede a sua deposicdo na superficie da bactéria, dificultando
importantes fungdes do Complemento como a fagocitose por neutréfilos humanos, além
de clivar a molécula C2 bloqueando as Vias Classicas e das Lectinas (Laarman et al.,
2012).

Staphylococcus aureus secreta diversas proteases que podem fornecer a bactéria
resisténcia ao Sistema Complemento de forma semelhante aquela observada com o0s
agentes patogénicos periodontais tais como Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia e Tannerella forsythia (Popadiak et al., 2007, Potempa et al., 2009, Jusko et
al., 2012). As principais proteases secretadas por S. aureus incluem duas cisteino
proteases, staphopain A (ScpA) e staphopain B (SspB) que degradam elastina, colageno
e fibrinogénio levando a destruicdo do tecido; uma serino protease (V8) que degrada
imunoglobulinas humanas, e uma metalo-protease, a aureolisina (Aur), que cliva a
molécula C3 em C3b, sendo rapidamente degradado pelo FI e FH presentes no soro,
ocasionando assim uma reducdo na opsonizacdo por C3b e atenuacdo da fagocitose da
bactéria por neutrofilos (Jusko et al., 2014).

A metaloprotease gelatinase E (GelE) de E. faecalis tem a capacidade de
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hidrolisar o fibrinogénio e o colageno. GelE, além de exercer atividade proteolitica sobre
a cadeia a de C3 na presenga de FI e FH, também é capaz de degradar os fragmentos C3b,
C3a e iC3b, reduzindo a fagocitose do patdgeno por leucocitos polimorfonucleares
humanos. GelE inativa a molécula C3 que resulta na inibicdo das trés vias de ativacdo do
Sistema Complemento, promovendo um aumento da sobrevivéncia de E. faecalis no
hospedeiro (Park et al., 2008).

Em estudo anterior realizado por nosso grupo, observou-se que varias espécies de
leptospiras patogénicas foram capazes de secretar proteases que clivam proteinas do
Sistema Complemento, enquanto o sobrenadante de culturas de leptospiras nao
patogénicas ndo apresentou atividade proteolitica significativa sobre tais moléculas. As
proteases secretadas por leptospiras patogénicas apresentaram a capacidade de degradar
a molécula central C3, assim como seus fragmentos C3b e iC3b com funcéo de opsonina,
e também proteinas da Via Alternativa (Fator B), Classica e das Lectinas (C4b e C2),
constituindo um mecanismo de evaséo ao Sistema Complemento (Fraga et al., 2014).

Os estudos acima foram continuados como tema de meu mestrado a fim de
explorar a acdo dessas proteases sobre as proteinas da Via Terminal do Sistema
Complemento. Nos estudos realizados, verificamos que proteases presentes nos
sobrenadantes de cultura de espécies patogénicas de leptospiras foram capazes de clivar
as proteinas purificadas C6, C7, C8 e C9 do MAC, ao passo que as ndo patogénicas nao
apresentaram atividade proteolitica significante sobre estes substratos. Tais clivagens
ocorreram de forma tempo-dependente e de modo seletivo, uma vez que, mesmo
utilizando quantidades reduzidas de sobrenadantes, ainda foi possivel observar a geracdo
de produtos de clivagem das proteinas do Complemento. Observamos também que as
proteases secretadas pelas leptospiras patogénicas foram capazes de clivar o complexo
soltvel SC5b-9, o qual possui atividade pro-inflamatéria e pode atuar diretamente no
endotélio (Amamura et al., 2017).

A termolisina recombinante LIC13322 foi capaz de clivar o componente C6,
tanto isolado quanto como parte integrante do complexo SC5b-9. Além disso, verificamos
que as proteinas do MAC sdo capazes de interagir com a Termolisina recombinante,
indicando que esta protease pode exercer um efeito inibitério adicional sobre estas
moléculas por um possivel mecanismo de inibicdo por interagdo direta. Por fim, um
ensaio funcional comprovou o efeito inibitorio da Termolisina recombinante, a qual foi
capaz de inibir a formagdo do MAC sobre eritrocitos de carneiro. Deste modo, podemos

concluir que proteases secretadas por leptospiras patogénicas podem ser capazes de inibir
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a acao do Sistema Complemento, através da degradacéo de suas moléculas, representando

um possivel mecanismo de evaséo.

1.6 Macrofagos

O sistema fagocitico mononuclear representa um subgrupo de leucdcitos que
circula na corrente sanguinea como mondcitos e migram para os tecidos diferenciando-
se em macrdfagos. Entre as principais células fagocitarias, encontram-se os macrofagos
e neutrofilos. Estas células desempenham fungfes centrais tanto na imunidade inata
quanto na adquirida (Cohn, Furth., 1968, Strauss-Ayali et al., 2007, Wynn et al., 2013).
A morfologia de mondcitos na circulagdo periférica mostra-se heterogénea em seu
tamanho, granulosidade e morfologia nuclear. Os mondcitos foram em principio
identificados pela alta expressdo de CD14. No entanto, outros marcadores antigénicos
foram observados devido a sua heterogeneidade, sugerindo que os subgrupos destas
células poderiam talvez apresentar atividades fisioldgicas distintas (Passlick et al., 1989,
Gordon, Taylor, 2005).

Macrofagos reconhecem uma ampla gama de ligantes exdgenos e enddgenos e
desempenham func¢des na homeostasia do organismo, bem como na defesa do hospedeiro.
Em resposta a uma estimulacao inflamatéria, ha recrutamento de mondcitos do sangue
periférico para o local de inflamacdo nos quais estas células exibem distintos fenétipos
comparados aos macrofagos residentes. Estudos baseados na diferenciacdo de receptores
de superficie demonstraram que macrofagos teciduais se tornam altamente heterogéneos
refletindo a especializacdo da funcdo dentro de cada microambiente. Macrofagos sdo
encontrados em diferentes tecidos sendo nomeados de diferentes formas tais como células
de Kupffer no figado, macrofagos alveolares nos pulmdes, microglia no sistema nervoso
e células de Langerhans na epiderme (Taylor et al., 2005, Wynn et al., 2013).

A exposigdo de macrofagos a citocinas tais como IFN-y e IL-4, além de certos
produtos microbianos, pode induzir diferentes estados de ativacédo celular, aumentando
ainda mais a sua heterogeneidade. Esses estimulos sdo capazes de modular a expressdo
de receptores de superficies que atuam no reconhecimento e apresentacdo de antigenos,
diferenciacédo, adesdo, migracéo, atividades antimicrobianas e fagocitose (Gordon, 2003,
Mantovani et al., 2004).

A classificacdo de macrofagos em duas subpopulagées M1 e M2 tem sido proposta
nos Ultimos anos. Entende-se que macr6fagos M1 medeiem a defesa do hospedeiro contra

agentes patogénicos por meio de sua intensa atividade citotdxica resultante de sua elevada
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capacidade de produzir metabdlitos oxidativos e citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a., IL-
1 e IL-6). O perfil M2 ocorre pela inducéo das citocinas IL-4, 1L-13 e IL-10 e esta
envolvido com a resolucéo da inflamagdo, remodelamento e reparo tecidual. As células
M2 secretam grandes quantidades de moléculas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-B,
além de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), promovendo a angiogénese
(Mills at al., 2000, Mantovani et al., 2004, revisado por Martinez, Gordon, 2014).

A linhagem celular THP-1 proveniente do sangue de pacientes com leucemia
monocitica humana foi definida por Tsuchiya e colaboradores em 1980. Estudos iniciais
indicaram que as células THP-1 assemelham-se a mondcitos e macréfagos primarios na
morfologia, diferenciacdo e funcdo celular (Tsuchiya et al., 1980, Qin, 2012). Quando
estas células sdo tratadas com Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), elas adquirem
um fenotipo mais maduro semelhante aos de macréfagos primarios humanos com menor
taxa de proliferacdo, aumento da expressdo de CD11b e CD14 em sua superficie, maior
taxa de fagocitose e secrecdo de mediadores pré-inflamatdrios. A molécula CD14 é
considerada um marcador comum para mostrar a diferenciacdo de mondcitos em
macrofagos (Aldo et al., 2013, Lund et al., 2016).

As células THP-1 apresentam algumas vantagens técnicas em relacdo aos
macrdéfagos humanos primérios. O fundo genético de THP-1 é homogéneo reduzindo o
grau de variabilidade no fenotipo celular, diferentemente de células primarias
provenientes de diferentes doadores, além de possivel contaminacdo com outros
componentes do sangue (Qin, 2012). Assim, decidimos utilizar as células THP-1 para
analisar o efeito das proteases secretadas por leptospiras patogénicas sobre o0s receptores
de superficie de macrofagos humanos e sua fungéo fagocitica.

1.7 Fagocitose

A fagocitose desempenha um importante papel no controle da infeccdo por
microrganismos. Embora a maioria dos patdgenos necessite de opsonizacdo para que
ocorra uma fagocitose mais rapida e eficiente, determinadas bactérias, fungos e parasitas
podem ser reconhecidos diretamente por macréfagos e neutréfilos, mesmo na auséncia
de Complemento ou imunoglobulinas (lg) especificas (Gantner et al., 2003, Underhill,
Goodridge 2012, Lim et al., 2017). Na presenca de estimulos como microrganismos, essas
células emitem prolongamentos citoplasmaticos conhecidos por pseuddpodes que
envolvem os microrganismos, endocitando-os, formando o fagossomo. Posteriormente,

ocorre a fusdo do fagossomo com o lisossomo gerando o fagolisossomo, nos quais as
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enzimas lisossomais e espécies reativas de oxigénio sdo liberadas podendo causar a
destruicdo dos microrganismos (Stuart et al., 2005, Gordon et al., 2016).

A invasdo de microrganismos no hospedeiro desencadeia uma série de eventos
projetados para controlar e eventualmente eliminar a infeccdo. O reconhecimento de
patogenos pelos fagdcitos depende de varios tipos de receptores, entre eles 0os Receptores
de Reconhecimento de Padrdes (PRRs, Pattern Recognition Receptors) que, por sua vez,
reconhecem os Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMP, Pathogen-
Associated Molecular Pattern). Dentre os PRRs, destacam-se os Toll-Like Receptors
(TLRs) que se encontram tanto na membrana plasmatica como na parte endossomal. Apos
a interacdo PRR-PAMP, inicia-se a cascata de sinalizagdo intracelular, culminando na
ativacdo de fatores de transcricdo de moléculas efetoras da imunidade inata tais como
citocinas pro-inflamatdrias, peptideos antimicrobianos, moléculas co-estimulatérias,
necessarias para a apresentacdo de antigenos e quimiocinas que atraem os leucdcitos para
o local de infeccdo (Janeway, Medzhitov, 2002, Akira et al., 2006, Medzhitov, 2007).

Os TLR estdo entre os PRRs mais bem caracterizados até o momento. Hoje,
conhecemos 13 membros da familia dos Toll Like que reconhecem diferentes classes de
moléculas bioldgicas tais como LPS, peptideoglicano, flagelinas, lipoproteinas, DNA,
entre outras. O reconhecimento de patdgenos pelos TLR desencadeia a sinalizacdo
intracelular por meio da ativagéo dos fatores de transcricdo NFkB ou AP-1 que culmina
na producdo de citocinas pro-inflamatdrias. Os TLR 1, 2, 4, 5 e 6 estdo presentes na
membrana plasmatica onde reconhecem patogenos extracelulares. Por sua vez, 0s TLR 3,
7, 8 e 9 estdo localizados dentro de vesiculas no espaco intracelular (Takeda, Akira 2004,
Song et al., 2019, Fitzgerald, Kagan, 2020).

Alguns dos mais potentes estimulos microbianos sdo moléculas que se ligam aos
TLR presentes na superficie celular como o LPS de bactérias Gram-negativas
reconhecido por TLR4 e peptideoglicano de bactérias Gram-positivas reconhecido por
TLR2 (Poltorak et al., 1998, Hoshino et al., 1999). O reconhecimento do LPS por TLR4
envolve a participagdo das moléculas acessérias MD2, CD14 e LPS-binding protein
(LBP). A molécula MD2 se liga ao componente lipidico A do LPS, formando entdo um
complexo que interage com TLR4 iniciando-se assim a sinalizagdo. A molécula CD14
se mostra também necessaria para que haja uma sinalizacéo eficiente induzida por LPS
(Wright et al., 1990, Shimazu et al., 1999, Akashi et al., 2003). O TLR2 reconhece uma
variedade de moléculas presentes na superficie de patdgenos tais como Treponema

pallidum, Mycoplasma fermentans e Borrelia burgdorferi, além de lipopeptideos,
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peptideoglicanos e o acido lipoteicoico. A unido de TLR2-TLR6 é responsavel pelo
reconhecimento &cido lipoteicoico da parede de bactérias Gram-positivas e do zimosan
(parede celular do fungo Saccharomyces cerevisae) (Akiraetal., 2001, Akiraet al., 2006).

Além dos TLRs, outros receptores também participam do reconhecimento de
PAMPs, tais como o receptor de manose (CD206), expresso principalmente em
macrofagos teciduais, células dendriticas (DC) e células hepéticas. Este receptor
reconhece certos agucares terminais presentes nas superficies de varios microrganismos
incluindo bactérias, fundos, virus e parasitas (Allavena et al., 2004, Taylor et al., 2005);
e 0 grupo de receptores scavenger SR-AIl/ll e CD36 expressos em macrofagos
reconhecem uma variedade de produtos microbianos como o LPS, acido lipoteicoico 3-
glucanas e proteinas, sua importancia na imunidade inata foi observada em um estudo
realizado por Thomas e colaboradores no qual camundongos deficientes desses receptores
foram mais suscetiveis a infeccéo por Staphylococcus aureus (Dunne et al., 1994, Thomas
et al., 2000).

A fagocitose é facilitada quando particulas séo recobertas por opsoninas. As mais
importantes opsoninas sdo IgG e fragmentos gerados com a ativacdo do Sistema
Complemento (iC3b e C3b). O processo de fagocitose pode ser facilitado mediante a
interacdo dessas opsoninas com receptores especificos como FcyRlI, 1l e 111 (para 1gG) e
CR1, CR3 e CR4, presentes nas superficies de células fagocitarias como neutrofilos e
macrofagos (Anderson et al., 1990, Ravetch, Kinet, 1991, Takizawa et al., 1996, revisado
por Bohlson et al., 2014). Essa ligacdo desencadeia a internalizacdo pela membrana
celular do microrganismo em um fagossomo por meio de rearranjos do citoesqueleto da
actina. Durante a fagocitose, os macrofagos produzem espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio tais como ROS e NO, além de peptideos antimicrobianos com atividade
microbicida. O fagossomo amadurece em um compartimento enriquecido com proteases
que sdo capazes de hidrolisar o patdgeno gerando peptideos que posteriormente sera
associado a moléculas de Classe Il do MHC para posterior apresentacdo a linfocitos T,
dando inicio a resposta imune adaptativa (Gordon, 2016, Underhill, Ozinsky, 2002).

O CR1 (CD35) é uma glicoproteina de aproximadamente 200 kDa encontrada
em varias células sanguineas como eritrocitos, monaocitos, neutrofilos e em linfocitos B.
Este receptor liga-se a C4b, iC3b, C1g, MBL e com maior afinidade em C3b. Uma das
funcbes do CR1 é promover a remocao de complexos imunes da circulagdo. Alem disso,
CR1 é um potente inibidor das vias Classica e Alternativa do Sistema Complemento, por

meio da interagdo com as respectivas convertases (Fearon, 1985, Liu, Niu, 2009).
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O CR3 (CD11b/CD18, tambem conhecido como Mac-1; aMg2) e CR4
(CD11¢/CD18, também conhecido como pl150,95; aXp2) sdo heterodimeros
transmembranares que pertencem a familia das Bo-integrinas contendo uma cadeia B em
comum. Esses receptores se ligam ao fibrinogénio e ICAM-1 facilitando a adeséo celular,
bem como o reconhecimento do fragmento iC3b. As fun¢des mais bem caracterizadas
desses receptores incluem adesdo celular, remocao de patégenos e de células apoptdticas
e tumorais por meio da fagocitose. A ligagdo de CR3 e CR4 ao fibrinogénio aumenta
certas propriedades antimicrobianas como producao de citocinas, incluindo quimiocinas
(Ehlers, 2000, Lukacsi et al., 2017, Vorup-Jensen, Jensen, 2018). A integrina Leukocyte
function associated antigen-1 (LFA-1, CD11a/CD18 ou af2) é expressa em todos 0s
leucdcitos e desempenha um papel importante na adesédo e extravasamento de leucocitos
bem como na apresentacdo de antigenos e na proliferacdo de linfocitos T induzida por
aloantigenos, participando de processos inflamatorios e fisiopatoldgicos (Springer et al.,
1987, Lub et al., 1995, Tan et al., 2000).

Os receptores para Fc de 1gG (FcyR) pertence a superfamilia das imunoglobulinas
e estdo presentes nas superficies de células linfoides e mieloides. A heterogeneidade
funcional e estrutural de FcyR podem gerar sinais opostos quanto a resposta imune destas
células. Os receptores de ativacdo (FcyRlI, 111, IV em camundongos e FcyRIA, LA, 1A
em humanos) podem desencadear respostas inflamatdrias, fagociticas, citotoxicas e de
hipersensibilidade. A fagocitose por macréfagos e células dendriticas mediada por FcyR,
pode levar a apresentacao de antigenos, ampliando assim a resposta imune. Ja o receptor
FcyRIIb (CD32b) pode inibir a ativagdo celular dependente do receptor de antigenos de
linfocitos B (BCR), limitando a sua expansao. Deste modo, os FcyR desempenham um
papel importante na interacdo entre as respostas imunes celular e humoral FcgR e tém
sido explorados como potenciais alvos para o desenvolvimento de novas terapias contra
0 cancer, doencas infecciosas e auto-imunes. (Ravetch, Kinet, 1991, Daeron, 1997,
Nimmerjahn, Ravetch, 2006, Roghanian et al., 2018).

1.8 Leptospiras e fagocitos

Pouco se conhece sobre a fagocitose de leptospiras tanto por macréfagos como
por neutrofilos. Embora a internalizagdo de leptospiras por macrofagos tenha sido
confirmada em diversos estudos utilizando células humanas ou de camundongos e
cobaias, a morte ou sobrevivéncia intracelular de leptospiras ainda ndo sdo bem

compreendidas. Esse mecanismo pode ser dependente do tipo de macréfago estudado
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como macrofagos peritoneais, microglia, células de Kupffer ou mondcitos do sangue
periférico humano, do hospedeiro e do sorovar infectante (Cinco et al., 1981; Marangoni
etal., 2000; Li et al., 2010; Toma et al., 2011).

Linhagens imortalizadas de macrofagos humanos (THP-1) e murinos (J774 e
RAW264.7) tém sido amplamente utilizadas como substitutas para estudar as funcoes
de fagocitose e secrecdo de citocinas realizadas pelos macrofagos, além de definir quais
0s receptores envolvidos na deteccdo de Leptospira (Revisado por Werts, 2017). A
estimulacao de macrofagos peritoneais de camundongos (Nahori et al., 2005; Xue et al.,
2013), macrofagos derivados da medula Ossea (Lacroix-Lamande et al., 2012) e
mondcitos humanos do sangue periférico (PBMC) (Goris et al. 2011; Nahori et al. 2005;
Xue et al. 2013) com a espécie patogénica L. interrogans induziu claramente a
reatividade dos macrofagos contra essa bactéria ou seus componentes, resultando na
producdo de citocinas pré-inflamatorias (Xue et al., 2013).

O LPS presente em bactérias Gram-negativas é capaz de ativar o TLR4 resultando
na producdo de citocinas pré-inflamatérias (Miller et al., 2005). Contudo, o LPS de
leptospiras - considerado menos endotoxico que o LPS das bactérias Gram-negativas -
ativa macréfagos humanos pelo TLR2 (Werts et al., 2001).

O reconhecimento das leptospiras por macréfagos humanos ocorre mediante a
interacdo do LPS das leptospiras apenas por TLR2. Em um estudo realizado por Werts e
colaboradores, foi observado que o LPS e a proteina de membrana externa LipL32 de
leptospiras sdo capazes de ativar a linhagem de macréfagos humanos THP-1 e estimular
a producdo de TNF, atraves dos receptores CD14 e TLR2, mas ndo por TLR4. Esses
dados fornecem uma base para compreendermos a importancia do receptor TLR2 e a
geracdo da resposta imune inata causada pela infeccao por Leptospiras (Werts, 2001).

Ja em camundongos, o LPS dessas bactérias é reconhecido tanto por TLR2 como
TLRA4. Estudos anteriores demonstraram que camundongos C3H/HeJ, portadores de uma
mutacdo que inativa o gene tlr4 séo susceptiveis a leptospirose (Pereira et al., 1998,
Chassin et al., 2009). Além disso, Chassin e colaboradores (2009) constataram que
camundongos deficientes de TLR2 e TLR4 (tIr2” e tIr4”) morrem rapidamente por
insuficiéncia renal e hepatica graves, sendo portando altamente susceptiveis a Leptospira
patogénica. A imunizacdo com LPS purificado de leptospiras gera uma deficiéncia na
producdo de anticorpos IgM anti-leptospira em camundongos tl4r” e duplo nocaute,
indicando que TLR4 € necessario para a producdo de anticorpos IgM especificos contra

LPS de Leptospiras. A expressao de RNA mensageiro de IFN-y e INOS ap6s a infec¢ao
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por L. interrogans em camundongos depende da ativacdo de TLR2 e TLR4 e essas
respostas também mostraram ser dependentes de Myd88, desempenhando um papel
fundamental no controle da infecgéo inicial da leptospirose (Chassin et al., 2009).

Em um estudo realizado por Viriyakosol e colaboradores utilizando camundongos
selvagens (WT) e deficientes de TLR4 (C3H/HeJ) foi observada a presenca de leptospiras
patogénicas no coragdo, pulmao, figado, baco e rins nos dois grupos. No entanto, a carga
bacteriana foi maior nos rins e pulmdes dos camundongos C3H/HeJ. Esses dados sugerem
que TLR4 esta envolvido no controle da carga de leptospiras em 6rgdos de camundongos
infectados. Além disso, o grupo constatou também que citocinas pro-inflamatdrias
estimuladas por leptospiras sdo dependentes de TLR4 e MD-2, mas independente de
CD14. A partir destas observagdes, o grupo concluiu que TLR4 desempenha um papel
crucial na protecdo contra a infeccdo aguda letal e no controle da carga bacteriana durante
a fase cronica da leptospirose (Viriyakosol et al., 2005).

Espécies patogénicas e intermedidrias, vivas ou mortas pelo calor estimulam a
producdo de citocinas (Goris et al., 2011, Werts et al., 2017). Em um estudo comparativo
de expressao de citocinas realizado para identificar os genes mais ativados neste modelo
de infeccdo celular, observou-se que L. interrogans sorovar Lai estirpe Lai provocou um
aumento de 1L-10, RANTES, e IL-12-p40 em macréfagos peritoneais murinos e IL-6, IL-
10, TNF e RANTES em PBMC humanos do que L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc |
(Xue et al., 2013).

Myd88 € o adaptador de todos os TLR, com excec¢do de TLR3, que tem como seu
adaptador, o TRIF. A sinalizagdo de Myd88 causa ativacdo de NFkB e MAP-kinases,
desencadeando a producdo de citocinas pré-inflamatdrias, enquanto o TRIF leva a
producdo de IFN tipo | (revisado por Werts et al., 2006). Werts e colaboradores
mostraram que camundongos deficientes de Myd88 apresentaram grave infeccdo com
producdo de IL-6, TNF e RANTES, sugerindo que além de TLR, outros receptores estdo
envolvidos na infeccéo por leptospiras. Deste modo, os estudos realizados até 0 momento
sugerem que essa diferenca de reconhecimento de leptospiras por células humanas e
murinas pode estar relacionada com a susceptibilidade ou resisténcia & infeccdo por
leptospirose observada nessas duas espécies (Werts et al., 2010).

Leptospiras sdo consideradas bactérias extracelulares, mas também capazes de
entrar nas células e, serem reconhecidas pelos receptores NOD. De fato, peptideoglicano
(PG) purificado de L. interrogans sorovar Copenhageni mostrou ser capaz de induzir a

producdo de TNF por macréfagos humanos derivados de mondcitos sanguineos,
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sugerindo que a inflamacdo gerada pelo reconhecimento de PG seria por meio dos
receptores NOD. Entretanto, este mecanismo ainda ndo foi estabelecido (Cinco et al.,
1996, revisado por Werts, 2018).

O processo de internalizacao de leptospiras em macréfagos ainda ndo esta claro.
Estudos relacionados a fagocitose de leptospiras demonstraram que macr6fagos humanos
ndo foram capazes de internalizar e matar leptospira patogénica, mesmo na presenca de
10% de soro como fonte de Complemento, a menos que essas bactérias tenham sido
incubadas com anticorpos especificos contra a bactéria. Isto sugere que leptospiras
patogénicas sao resistentes ao efeito bactericida do soro ndo imune (Faine et al., 1964,
Cinco et al., 1981, Wang et al., 1984).

Em 2011, Toma e colaboradores realizaram experimentos na tentativa de
distinguir os mecanismos intracelulares ap6s a fagocitose de leptospiras patogénicas por
macrofagos murinos. Com os resultados obtidos por esses autores, foi demonstrado que
a espécie patogénica Leptospira interrogans serovar Manilae cepa UP-MMC-NIID foi
capaz de limitar a fusdo dos fagossomos com os lisossomos o que ocasionou, portanto, a
sobrevivéncia destas bactérias (Toma et al., 2011).

Leptospiras possuem varias adesinas em sua superficie que sdo importantes no
curso da infeccdo. Entretanto, apenas algumas das proteinas de leptospiras estdo
envolvidas na ligacdo e internalizacdo pelos macréfagos. Em 2014, o grupo de Toma
analisou o perfil transcricional de Leptospira interrogans serovar Manilae estirpe UP-
MMC-NIID (virulenta e atenuada) para identificar fatores bacterianos que podem estar
envolvidos na patogenicidade. Duas proteinas de membrana externa, LMB216 e LigB
apresentaram 10 vezes menos na sua expressdo em culturas atenuadas de Leptospira. O
grupo demonstrou que ambas as proteinas desempenham um papel na captacdo de
leptospiras por macréfagos e na interacdo do patdgeno com o hospedeiro, contribuindo
para a patogénese da doenga (Toma et al., 2014).

Neutréfilos polimorfonucleares sdo os leucdcitos mais abundantes no sangue e
por quimiotaxia estas células migram para o local de infeccdo, atraidos por quimiocinas
como IL-8 para combater a infeccdo com eficiéncia principalmente por fagocitose e
liberacdo de ROS. Além disso, estudos demonstraram que neutréfilos produzem uma rede
constituida por cromatina e proteases chamada Neutrophil Extracellular Traps (NETS)
que capturam e matam os patégenos (Segal, 2005).

Neutrofilia é observada em casos graves de leptospirose em pacientes (Raffray et

al. 2016). A internalizacdo de leptospiras patogénicas foi mais eficiente apds opsonizacéo
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com anticorpos especificos. Entretanto, espécies ndo patogénicas foram facilmente
fagocitadas e mortas por neutrofilos (Faine, 1964). Em um estudo realizado por Gomez e
colaboradores mostrou que a infec¢do de neutréfilos humanos por L. interrogans induz a
morte dessas bactérias pelas NETs (Scharrig et al., 2015).

A importancia de opsoninas geradas pela ativacdo do Complemento para a
eliminacdo de leptospiras ndo foi ainda descrita na literatura. Em nosso laboratorio,
durante o seu mestrado, Denise Harumi Yamashita investigou a importancia da proteina
C3 do Sistema Complemento murino para a opsonizacao e fagocitose de leptospiras,
tendo observado que as espécies patogénicas sdo menos fagocitadas do que as néo
patogénicas, sugerindo a existéncia de algum possivel mecanismo de evasdo aos
macrofagos, corroborando com os resultados obtidos com o grupo de Toma et al., 2011.

Como mencionamos anteriormente, nosso grupo demonstrou que metaloproteases
secretadas pelas estirpes patogénicas de leptospira (SLP) foram capazes de clivar C3, bem
como os fragmentos C3b e iC3b (Fraga et al., 2014). Conforme comentado acima, estes
dois fragmentos sdo importantes opsoninas, facilitando a fagocitose pela ligacdo aos
receptores CR1 e CR3, respectivamente. A clivagem destes fragmentos pode diminuir a
fagocitose mediada pelo Complemento, favorecendo a sobrevida dessas leptospiras
(Fraga et al., 2014). De fato, o efeito proteolitico observado pela metaloprotease GelE
secretada por Enterococcus faecalis sobre C3b e iC3b resultou em uma reducéo
substancial da fagocitose por leucocitos polimorfonucleares humanos (Park et al., 2008).

Os ensaios de inibicao proteolitica mostraram que metaloproteases sao uma das
principais classes de enzimas secretadas por leptospiras patogénicas, responsaveis pelas
clivagens das proteinas do Complemento (Fraga et al., 2014; Amamura et al., 2017).
Entretanto, ndo se exclui completamente a contribuicdo de outras classes de proteases.
Nosso grupo realizou uma pesquisa detalhada nos genomas da Leptospira, no qual
observamos que a maioria dos genes das proteases presentes em leptospiras patogénicas
e saprofitas apresentam certo grau de similaridade. Uma das poucas excecfes encontradas
diz respeito as termolisinas, consideradas metaloproteases, presentes exclusivamente em

espécies patogénicas (Fraga et al.,2014).

1.9 Termolisina e Papalisina
A espécie patogénica L. interrogans sorovar Copenhageni possui quatro genes que
codificam para metaloproteases da familia das termolisinas (LIC10715, LI1C13320,

L1C13321 e LIC1332). A anélise detalhada das proteinas codificadas por estes genes
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revelou que todas possuem o dominio catalitico M4, mesmo com certas variacdes na
composicdo de aminoacidos (Letunic et al., 2012). Dentre as quatro termolisinas de
leptospira, a protease codificada pelo gene LIC13322 possui dominio catalitico com
maior grau de identidade e similaridade com proteases produzidas por outros patdgenos
tais como aureolisina de Staphylococcus aureus, a toxina lambda de Clostridium
perfringens, a elastase de Pseudomonas aeruginosa e a gelatinase de Enterococcus
faecalis as quais apresentam atividade proteolitica sobre proteinas do Complemento
(Hong et al., 1992, Jin et al., 1996, Park et al., 2007; 2008, Laarman et al., 2011, Fraga et
al.,2014).

Para estudar a atividade dessa protease, n0sso grupo expressou e purificou dois
fragmentos recombinantes da termolisina codificada pelo gene LIC13322. O fragmento
PepSY-M4 (Figura 5) foi capaz de clivar C3 em soro humano, sugerindo que a
termolisina poderia ser uma das proteases responsaveis pelos efeitos nos sobrenadantes
de leptospira analisados anteriormente (Fraga et al., 2014). Desse modo, consideramos
que seria relevante testar a atividade desta protease sobre 0s receptores e opsoninas que

fazem parte do processo de fagocitose.

Termolisina

S—{FT*PJ—!—l Peptidase_M4 Jll Peptidase_M4_C ]—

PepSY-M4
L J

Figura 5. Representacdo esquematica da Termolisina codificada pelo gene L1C13322 de L.
interrogans sorovar Copenhageni. A anélise da sequéncia primaria da termolisina pelos programas
SMART e PSORTbD (Letunic et al., 2012; Yu et al., 2010) revelou que esta proteina possui peptideo
sinal para secrecdo (SP), pro-dominios FTP e PepSY, e dominios cataliticos Peptidase_M4 e M4_C.
A termolisina recombinante compreende a regido delimitada PeSY-M4 (Fraga et al., 2014)

A papalisina humana é uma metaloprotease de mdltiplos dominios e foi
inicialmente descrita como uma proteina presente no plasma de mulheres gravidas,
desempenhando func¢des importantes como desenvolvimento folicular, miogénese,
implantacdo de embrides humanos e cicatriza¢éo de feridas (Tallant et al., 2007). Outros

estudos demonstraram que a papalisina € encontrada em varios tecidos e participa de
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processos fisioldgicos tais como a formacao de ossos, fertilidade feminina, cicatrizacdo e

inflamacédo (Oxvig, 2015).

Até 0 momento, pouco se conhece sobre papalisina de bactérias. Um dos estudos
refere-se a protease ulilisina, da bactéria Methanosarcina acetivorans, que contém o
dominio catalitico da papalisina e um pré-dominio envolvido na manutencao do estado
inativo do zimogénio proulilisina. Estes estudos mostraram que a ulilisina apresenta
atividade contra vérios substratos como a caseina, azoalbumina e componentes da matriz
extracelular. Além disso, possui atividade gelatinolitica sendo capaz de degradar elastina,

actina e fibrinogénio (Tallant et al., 2007).

Por meio do alinhamento de sequéncias realizado com o programa Analysis Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) foi observado um alto grau de conservacao da
papalisina entre as espécies patogénicas de Leptospira. No estudo realizado pelo grupo
da Dra Angela Barbosa (Laboratério de Bacteriologia, Instituto Butantan), a
metaloprotease papalisina (pappalysin-1 domain protein) foi identificada por meio de
analises exoprotedmicas no sobrenadante de leptospiras patogénicas (SLP). A papalisina
secretada por Leptospira é uma protease da familia M23 dependente de zinco, que possui
aproximadamente 52 kDa (Silva et al., 2018). Uma vez que metaloproteases secretadas
por leptospiras patogénicas estdo envolvidas na degradacdo de proteinas do Sistema
Complemento, decidimos investigar também a acdo da papalisina na evasdo dessas

bactérias por macrofagos, possibilitando a sua disseminagéo pelo organismo.

Nosso objetivo foi avaliar se proteases secretadas por leptospiras patogénicas
poderiam interferir na sua internalizacdo e morte dentro dos fagocitos. Neste projeto,
investigamos se tais enzimas seriam capazes de clivar moléculas de superficie de
macréfagos humanos e murinos e de remover opsoninas presentes na superficie de
leptospiras patogénicas afetando, portanto, a internalizagao desse patdgeno por células do

hospedeiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito de enzimas secretadas por leptospiras patogénicas no processo de
fagocitose seja na remocdo de determinadas moléculas da superficie de macréfagos e/ou

pela clivagem de opsoninas.

Entre as proteases secretadas, avaliaremos em maior detalhe a termolisina
codificada pelo gene LIC13322 e a papalisina codificada pelo gene LIC13434 de L.

interrogans sorovar Copenhageni.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a atividade proteolitica de sobrenadante de culturas de leptospira
patogénica (SLP), da termolisina e da papalisina recombinantes sobre 0s receptores
TLR2, TLR4, CR1, CR3, CR4, LFA-1 e FcyRI presentes em macrofagos humanos (THP-

1) e em macréfagos peritoneais de camundongos estimulados com tioglicolato;

2. Analisar a acdo das proteases na internalizacdo de leptospiras por macréfagos.
Investigar se este possivel efeito é tempo-dependente. Sera inicialmente investigado este
possivel efeito inibitério da fagocitose de particulas inertes como zimozan opsonizadas
ou ndo com C3b/iC3b;

3. Avaliar se SLP, termolisina e papalisina recombinantes clivam as opsoninas C3b

e iC3b depositadas na membrana bacteriana externa.
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3. Delineamento experimental

1.Cultivo de leptospiras patogénicas

2.0btencéo de SLP, termolisina e papalisina recombinantes.

3.Cultivo de macréfagos humanos (THP-1) e murinos.

4. Analise da viabilidade celular dos macréfagos na presenca de SLP, termolisina e

papalisina recombinantes.

5. Andlise da fagocitose de particulas de zimosan por macr6fagos murinos tratados

com SLP e termolisina recombinante por microscopia éptica e citometria de fluxo.

6. Analise da presenca de moléculas na superficie de macrofagos tratados com

proteases de leptospiras patogénicas por citometria de fluxo.

7. Andlise da presenca receptores de macrdfagos por microscopia confocal.

8. Avaliacdo da fagocitose de leptospiras patogénicas por macréfagos humanos e
murinos na presenca de SLP, termolisina e papalisina recombinantes por citometria

de fluxo.

9. Analise da degradacdo de opsoninas depositadas na membrana de leptospiras

patogénicas na presenca de SLP, termolisina e papalisina recombinantes.
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4 Material e Métodos

4.1 Espécies de leptospiras e condicdes de cultivo

Para a realizacdo dos experimentos, até 0 momento foram utilizadas duas espécies
de leptospiras: L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm considerada patogénica
e L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc | considerada ndo patogénica. Essas estirpes séo
regularmente mantidas no Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, e foram

cedidas pelo Prof. Dr. Marcos Bryan Heinemann.

4.2 Obtencéo dos sobrenadantes de cultura de leptospiras

As leptospiras foram cultivadas por sete dias em meio EMJH (BD Difco™,
Franklin Lakes, New Jersey, Estados Unidos) modificado, a 29 °C. Apds esse periodo, as
bactérias foram lavadas duas vezes com PBS 1x pH 7,4 e a concentracdo de bactérias foi
determinada por contagem em camara de Petroff-Hausser em microscépio éptico
Olympus BX51 (Olympus, Shinjuku, Toquio, Japao) empregando condensador de campo
escuro Olympus U-DCD (Olympus). Em seguida, as leptospiras foram ressuspendidas
em PBS na concentracdo de 1,0 x 10° bactérias. Para permitir a secrecio de proteases, as
suspensdes bacterianas foram incubadas a 37 °C por 4 h. Ap6s centrifugacdo, os
sobrenadantes de leptospiras patogénicas (SLP) e ndo patogénicas (SLNP) foram
coletados, filtrados em membrana de 0,22 um, aliquotados em tubos e estocados a -80
°C, sendo utilizados nos ensaios funcionais.

Para avaliar a atividade da termolisina recombinante sobre os receptores de
membrana presentes em fagocitos e opsoninas depositadas na superficie de leptospiras,
utilizamos a termolisina produzida em nosso laboratério, codificada pelo gene LIC13322
de L. interrogans sorovar Copenhageni, expressada em E. coli e purificada de acordo com
Fraga et al (2014). A papalisina utilizada neste estudo foi produzida pela doutoranda
Daniella Courrol no Laboratorio de Bacteriologia do Instituto Butantan, sob orientacéo
da Dra Angela Silva Barbosa e purificada pela Dra Rosa Maria Chura-Chambi no Centro

de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-USP).
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4.3 Analise da atividade proteolitica dos sobrenadantes das leptospiras patogénicas,

nao patogénicas e termolisina recombinante

Para andlise da atividade proteolitica dos sobrenadantes de culturas de leptospiras
patogénicas (SLP), ndo patogénicas (SLNP), termolisina e papalisina recombinantes
(concentragOes estdo indicadas nas legendas das figuras), as preparagdes foram incubadas
com C3 humano purificado (0,5 pg/ul) (Fraga et al., 2014) adquirido comercialmente da
empresa Complement Technology (Texas, TX., Estados Unidos) por 1h a 37°C e
submetidos a SDS-PAGE. A incubacdo da papalisina recombinante com a proteina C3
foi estendida até 24h. Foram utilizados géis de 1 mm de espessura na concentracao de 5%
no gel de empilhamento e 12% no gel de separacdo. Uma vez adicionado o tampéo de
amostra 5x, as amostras foram aquecidas a 96 °C por 3 min. As corridas eletroforéticas
foram efetuadas a 120 V, em tampao de corrida a temperatura ambiente. Foi utilizado o
marcador de massa molecular Page Ruller (Fermentas, Vilnius, Lituania).

Em seguida, as amostras foram transferidas do gel de poliacrilamida para uma
membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories,
Califérnia, CA, Estados Unidos), por 1 h a 350 mA. Apds a transferéncia, a membrana
foi incubada por 16 h a 4 °C com PBS-T contendo 10% de leite desnatado. O anticorpo
primario anti-C3 humano feito em cabra Sigma-Aldrich (Missouri, MO., Estados Unidos)
foi utilizado na diluicdo de 1:5.000 e o anticorpo secundario anti-1gG de cabra conjugado
com peroxidase Sigma-Aldrich (Missouri, MO., Estados Unidos) na diluicdo 1:5000
foram incubados sequencialmente a temperatura ambiente com agitacdo. A membrana foi
lavada com PBS-T por 5 min entre cada uma das etapas anteriores.

Finalmente, adicionamos solucao de revelacdo a membrana kit Super Signal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, Ilinois, IL., Estados Unidos), a qual foi entdo
exposta a um filme fotogréfico que foi sensibilizado pela quimioluminescéncia emitida.
A concentracdo de proteina total presente nos sobrenadantes das leptospiras foi medida
utilizando o kit de ensaio Bicinchoninic Acid (BCA), de acordo com as instrugdes do

fabricante.

4.4 Modelo animal
Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57Black/6 129S4-
C3tm/Crr/J (deficientes de C3; B6.C37) provenientes do The Jackson Laboratory para a

obtencdo do soro desses animais. Camundongos C57BL/6 (selvagens B6.C3*"*) foram
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fornecidos pelo Biotério de Camundongos do Instituto de Ciéncias Biomédicas do
Departamento de Imunologia da Universidade de Sdo Paulo — USP para a obtencdo de
celulas. Esses animais foram utilizados com idade entre 6 a 8 semanas. O andamento
deste projeto é realizado em concordancia com o Comité de Etica no Uso de Animais,
conforme o certificado 48/2017 (CEUA-ICB- USP).

4.5 Obtencao de macro6fagos murinos

Os camundongos C57BL/6 foram injetados com 1 ml de tioglicolato (Sigma-
Aldrich) a 4% na cavidade peritoneal. O tioglicolato € um meio de cultura bacterioldgico
usado aqui para aumentar o influxo de células inflamatdrias in vivo para a cavidade
peritoneal, capaz de estimular a fagocitose. Depois de 3 dias de estimulagdo, os animais
foram anestesiados e eutanasiados. Apos a exposicdo do peritbnio, 0s animais receberam
5 ml de PBS 1x (gelado) para aspiracdo do exsudato celular peritoneal.

As células em suspensédo foram coletadas e centrifugadas a 600x g por 10 min a 4
°C. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 1 ml de DMEM completo,
contendo 10% de soro bovino fetal inativado pelo calor. A contagem das células foi
realizada em camara de Neubauer e ajustada para a concentragdo de 2 x 10° células/ml.
Aliquotas de 1ml/pogo da suspensdo foram adicionadas em placas de cultura celular
(Costar) e mantidas sobre as condigdes de 5% de CO- por 2 h a 37 °C. Apds este periodo,
os pocos foram lavados trés vezes com PBS 1x para remocao das células ndo aderentes
e, apos o término das lavagens foi adicionado o meio DMEM completo (suplementado
com 10% de soro bovino fetal inativado pelo calor, 2mM de L-glutamina, 100 U/ml de

penicilina e 100 pg de estreptomicina) nas placas contendo majoritariamente macréfagos.

4.6 Obtencao dos soros dos camundongos B6.C3** e B6.C3™-

Para a realizacdo do ensaio de fagocitose foram utilizados soros de camundongos
B6.C3"* e B6.C3"". Os camundongos foram anestesiados, via i/p, com 200 pl de 125
mg/kg de ketamina e 12,5 mg/kg de xilazina. Em seguida, o sangue dos animais foi
coletado pelo plexo orbital e, apds 15-30 min a temperatura ambiente, o coagulo foi
despregado e os tubos centrifugados a 1700 x g por 15 min a 4 °C para a separagao dos
soros. Os soros obtidos foram aliquotados e armazenados a -80 °C até 0 momento do uso.
Para os experimentos envolvendo opsonizacdo, particulas de zimosan foram previamente
incubadas com 10% de soro de B6.C3"* como fonte de opsoninas dependentes da ativagio

do Sistema Complemento. Como controle negativo, foi utilizado o soro de camundongos
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B6.C3" e PBS.
4.7 Ensaio de viabilidade celular

Ap0s exposicao as proteases de leptospiras patogénicas por 24 h de forma dose-
dependente, os macrdfagos foram lavados com PBS 1x e desprendidos da placa com
PBS/EDTA (5mM) a 4 °C. O numero total de células foi determinado por contagem em
camara de Neubauer, diluidas 20x em diluente Turk (Sigma-Aldrich). A viabilidade
celular foi avaliada utilizando o corante Trypan Blue (Biolegend, San Diego, CA). As
células viaveis sdo impermeaveis ao corante, ao passo que as células ndo viaveis, devido
a formacao de poros na membrana, permitem a penetracao do corante para o interior da

célula e o nucleo adquire coloracdo azul.

4.8 Preparacao das particulas de zimosan

As particulas de zimosan (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foram
fervidas por 15 min e lavadas 3 x com PBS 1x. Em seguida, 2 x 10° particulas foram
ressuspendidas em 1 ml de tampdo GVB-EGTA-Mg*™*. Esta concentracdo foi
determinada de acordo com a descricdo do fabricante (1 mg de zimosan contém
aproximadamente 3 x 107 particulas). Em seguida, para opsoniza¢do, 0s soros de
camundongos B6.C3"* e B6.C3”- (10%) foram adicionados ao zimosan por 1 h a 37 °C
ou apenas com PBS. Apo6s incubacdo, as particulas de zimosan foram novamente lavadas

3 x com PBS 1x e ressuspendidas com DMEM para serem usadas nos experimentos.

4.9 Fagocitose de particulas de zimosan por macréfagos murinos na presenca de
proteases de leptospiras

Macréfagos de camundongos injetados previamente com tioglicolato foram
cultivados em laminulas de vidro de 20 x 20 mm como mencionado anteriormente. Em
sequida, as culturas de celulas foram tratadas com SLP, SLNP ou termolisina
recombinante (20 pg/ml) individualmente por 1 h a 37 °C com 5% de CO2. As
preparacOes de zimosan foram adicionadas as culturas de macrofagos e incubadas por 1
h sendo mantidas nas mesmas condi¢cfes. Apds esse periodo, as laminulas foram lavadas
3 x com PBS 1x para remover 0 excesso de particulas ndo fagocitadas. Ao final, as
laminulas foram lavadas com PBS 1x, fixadas e coradas com kit Pandtico Rapido
(Laborclin) de acordo com as instrucdes do fabricante. As analises de fagocitose foram

realizadas em microscépio optico (Nikon Eclipse E200). Inicialmente, foram contadas
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200 celulas totais que fagocitaram ou ndo particulas de zimosan. Em seguida, dentre a
populacdo de células que fagocitaram zimosan, foram quantificadas quantas

internalizaram uma, duas, trés ou mais de trés particulas de zimosan.

4.10 Anélise da presenca de moléculas de superficie em macrofagos por citometria
de fluxo

Para analisar o efeito da termolisina recombinante bem como das proteases
presentes nos SLP sobre os receptores de superficie de macrofagos peritoneais, 2 x 10°
macrofagos murinos foram incubados com sobrenadantes ou PBS (controle negativo) por
1h,3h,6he24h. Ao término das incubaces, foi adicionado tamp&o gelado composto
por PBS + EDTA (5mM) para desprender as células das placas de cultura. As células
foram incubadas por 30 min a 4 °C em tampdo de marca¢do com anticorpos monoclonais
especificos contra cada receptor: anti-CD21/CD35 Alexa Fluor 647 (CR2/CR1), anti-
CD11b FITC (CR3), anti-CD11c Pe/Cy7 (CR4), anti-CD64 Brilliant Violet 421 (FcyRI)
e anti-CD11a PerCP/Cy5.5 (LFA-1) e 7AAD para viabilidade celular que apresenta as
mesmas caracteristicas funcionais semelhantes as do Trypan Blue (Biolegend, San Diego,
CA) na auséncia de luz.

As células THP-1 também foram incubadas com o SLP, termolisina e papalisina
recombinantes e 0 mesmo procedimento foi realizado utilizando anticorpos especificos:
anti-CD282 Alexa Fluor 647 (TLR-2), anti-284 Pe (TLR-4), anti-CD64 Brilliant Violet
421 (FcyRI), anti-CD35 FITC (CR1), anti-CD206 APC (Receptor de Manose), anti-
CDlla Pe (LFA-1), anti-CD11lb APC/Cy7 (CR3) e anti-CD11lc Pe/Cy7 (CR4)
(Biolegend, San Diego, CA).

Apbs o periodo de incubacdo, as células foram lavadas com 1ml de tampdo de
marcacdo (PBS + 2% soro bovino fetal). Para a leitura das amostras, as células foram
ressuspendidas em um volume de 200 ul e analisadas em citdmetro de fluxo FACSCanto
ou FACSAria Il (Becton Dickinson, Mountain View, CA), 10.000 eventos foram
adquiridos por amostra. A anéalise dos dados foi realizada com o software FlowJo (Tree
Star) com base na populagdo de macrdéfagos considerando-se o tamanho (FSC) e a
granulosidade celular (SSC).
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4.11 Analise da presenca de moléculas de superficie em macrofagos por microscopia

confocal

Alternativamente, para examinar o efeito da termolisina e dos SLP sobre os
receptores, macrofagos peritoneais foram cultivados em laminulas de vidro de 20 x 20
mm depositadas em placas de 6 pocos (Costar) a uma concentragdo de 2x10° por pogo.
Em seguida, as culturas de células foram tratadas com SLP ou termolisina recombinante
(20 pg/ml) individualmente por 1 h e 24 h a 37 °C com 5% de CO..

Apos trés lavagens com PBS 1x, os fagdcitos foram incubados com anticorpos
contra anti-CD11b FITC (CR3), anti-CD206 APC (receptor de manose) e anti-CD282 Pe
(TLR2) (Biolegend, San Diego, CA) na auséncia de luz. Apds 1 h de incubacéo, as células
foram lavadas com PBS 1x novamente e analisadas por microscopia confocal. As
imagens foram capturadas no microscopio Confocal Zeiss LSM-780-NLO pelo Dr Mario
Cruz (CEFAP — ICB/USP).

4.12 Deposicao de opsoninas na membrana de leptospiras patogénicas na presenca
de SLP, termolisina e papalisina recombinantes

Para analisarmos se as proteases secretadas por leptospiras patogénicas poderiam
interferir na opsonizacdo e consecutivamente na fagocitose dessas bactérias, L.
interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm foram incubadas com soro humano
normal (SHN) como fonte de Complemento por 20 min a 37 °C e ap06s cinco lavagens a
3600 x g, 20°C por 20 min, as suspensdes de bactérias opsonizadas foram tratadas com
10 pg/ml de SLP, termolisina ou papalisina recombinantes por 1 h e 24 h a 37 °C. Em
seguida, as amostras foram lavadas com PBS e fervida por 5 min em tampéao de amostra
SDS para separar as proteinas anexadas as leptospiras sendo posteriormente submetido a
SDS-PAGE e analisados por Western blot.

Paralelamente, o SHN foi incubado com SLP, termolisina ou papalisina
recombinantes por 1h e 24 h a 37 °C. Em seguida, estes soros foram adicionados as
culturas de leptospiras patogénicas e incubados por 20 min a 37 °C. Apds cinco lavagens,

as amostras foram igualmente submetidas a SDS-PAGE e analisados por Western blot.
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4.13 Fagocitose de leptospiras patogénicas por macrofagos na presenca de proteases.

Com o intuito de analisar se as proteases secretadas por leptospiras patogénicas
seriam capazes de prejudicar o processo de fagocitose dessas bactérias, macrofagos
peritoneais previamente estimulados com tioglicolato e macrofagos da linhagem de
macréfagos humanos THP-1 (2x10°) foram tratados com SLP, termolisina ou papalisina
recombinantes (20 pg/ml) por 1 h e 24 h a 37 °C 5% de CO..

Concomitantemente, L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm foram
incubadas com 10% de SHN por 20 min a 37 °C. Apds trés lavagens, as bactérias
opsonizadas foram tratadas com as proteases por 1h e 24 h a 37 °C. Em seguida, as
bactérias foram adicionadas as culturas de macréfagos humanos e murinos por 1 ha 37°C,
sob tensdo de 5% de CO2. Como controle, macrofagos e Leptospira foram incubados por

1 h e 24 h na auséncia de proteases.

4.14 Analise estatistica

A anélise estatistica realizada com o auxilio da Sra. Rosana Duarte Prisco do Setor
de Estatistica, ICB-USP. Os dados dos ensaios referentes a viabilidade dos macrofagos
frente ao SLP, termolisina ou papalisina recombinante foram transformados em arco seno
da raiz quadrada da propor¢éo e avaliadas por ANOVA um fator. A viabilidade dos
macrdfagos na presencga de SLNP foi avaliada por Kruskal-Wallis. Os dados dos ensaios
de fagocitose foram transformados em raiz quadrada e avaliados empregando-se ANOVA
dois fatores para os ensaios realizados apenas com os soros (B6.C3"*) e (B6.C3™7) e
ANOVA trés fatores para 0s ensaios de fagocitose com o0s sobrenadantes das leptospiras.
Os dados dos ensaios de clivagem dos receptores foram transformados em raiz quadrada
e avaliados por ANOVA um fator. Os dados dos ensaios de fagocitose na presenca de
SLP e termolisina foram transformados em raiz quadrada e avaliados por ANOVA 4
fatores. Quando necessario, prosseguiu-se com comparagdes multiplas pelo método de
Tukey. A homogeneidade de variancias foi verificada em todas as analises e atendida,
exceto para o ensaio de viabilidade com SLNP. O nivel de significancia considerado foi
p<0,05. A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software Statgraphics
Centurion XVI.

4.15 Soluc0es e reagentes

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):
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° acrilamida 30%o: acrilamida 29% e N,N’-metilenobisacrilamida 1%

° tampao Tris-HCI pH 8,8: Tris-HCI 1,5 M e SDS 0,1%, pH 8,8

° tampéo Tris-HCI pH 6,8: Tris-HCI 0,5 M e SDS 0,1%, pH 6,8

° solucéo de persulfato de amonio: persulfato de aménio 10%

° TEMED: N,N,N’,N'-tetrametilenodiamina

° tampédo de amostra 5X: Tris-HCI 50 mM pH 6,8, azul de bromofenol 0,1%,
glicerol 10%, [1-mercaptoetanol 100 mM e SDS 2%

° tampao de corrida: Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, pH 8,3

° solucdo corante: &cido acético glacial 10%, etanol 45% e azul Coomassie R250
0,25%
° solucdo descorante: acido acético glacial 10% e etanol 30%.

° Western blot:

° tampao de transferéncia: Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,02%
e etanol 20%

° PBS: cloreto de potassio 2,7 mM, cloreto de sodio 137 mM, fosfato dibasico de
sodio 10 mM e fosfato monobasico de potassio 1,7 mM, pH 7,4

° PBS-T: PBS contendo Tween 20 0,05%

° tampao de bloqueio: leite desnatado 10% em PBS-T
° solucéo de revelagdo: kitSuper Signal West Pico Chemiluminescent Substrate
° (Pierce, llinois, IL., Estados Unidos)

° filme fotogréafico: Hyperfilm (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido)
° EMJH modificado: meio EMJH com 10% de soro de coelho previamente
inativado a 56 °C por 1 h (Bio Nutrientes, Barueri, SP, Brasil) enriquecido de L-
asparagina (0,015% - Inlab, Diadema, Sdo Paulo, Brasil), piruvato de sodio (0,001% -
Inlab), cloreto de magnésio (0,001% - Merck, Whitehouse Station, New Jersey, Estados
Unidos), cloreto de calcio (0,001% - Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos),
peptona (0,03% - BD Difco ™) e extrato de carne (0,02% - BD Difco ™).
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5. Resultados

5.1 Andlise da atividade proteolitica de diferentes sobrenadantes e termolisina de
leptospiras sobre a molécula C3.

Para este projeto, ja tinhamos disponiveis amostras de SLP, SLNP e termolisina
mantidas a "80°C. Mesmo assim, sobrenadantes de novas culturas de leptospiras foram
obtidas e seus sobrenadantes armazenados. Todas as amostras foram avaliadas quanto a
capacidade proteolitica de clivar C3 humano. Os resultados encontram-se na Figura 6 A-
H.

NoOs confirmamos que quase todos os sobrenadantes, mesmo tendo sido
produzidos e armazenados a "80°C ha mais de trés anos, ainda foram capazes de clivar a
molécula C3, mantendo a sua atividade proteolitica, permitindo assim 0 seu uso nos
experimentos. Algumas amostras que foram produzidas recentemente apresentaram baixa
concentracéo e atividade de proteases, sendo entdo descartadas.

Além disso, a termolisina recombinante utilizada neste estudo (anteriormente
produzida em nosso laboratorio) também exibiu atividade proteolitica sobre C3 (Figura
6H). Desta forma, para a execucgdo dos experimentos a seguir, dispomos de uma ampla
gama de sobrenadantes com potencial atividade proteolitica. As amostras de SLNP,

conforme esperado, ndo foram capazes de clivar C3.
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Figura 6: Andlise da atividade proteolitica dos SLP, SLNP e termolisina recombinante. (A- H).
Os sobrenadantes de L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm (patogénica; SLP), de L.
biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc | (ndo patogénica; SLNP) de diferentes datas de obtencdo e
termolisina recombinante (5ug/ml) foram incubados com a proteina C3 por 1 h a 37 °C. Como controle
negativo, C3 foi incubado apenas com PBS. Os produtos das clivagens foram analisados por Western
blot, utilizando anticorpo policlonal anti-C3. No retangulo vermelho estdo destacados os produtos de
clivagem gerados a partir da incubacdo de SLP e termolisina recombinante com a molécula C3. As
setas indicam a cadeia alfa (110 kDa) e beta (75 kDa) de C3 nativo purificado.
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5.2 Avaliacdo da viabilidade dos macrofagos peritoneais na presenca de
sobrenadantes de leptospiras e termolisina recombinante

Como desejamos investigar a agdo de proteases de leptospiras sobre culturas de
macrofagos, em contato direto com as culturas de macrofagos, a nossa proxima etapa foi
avaliar se tais preparacdes poderiam ser toxicas para macrofagos. Para isto, as células
aderentes foram incubadas com concentracgdes variadas de SLP, SLNP e termolisina. N6s
observamos que, mesmo utilizando elevadas concentragcdes de proteases (50 pg), as
células continuam viaveis em sua grande maioria. Ndo houve diferenca estatistica
significativa quando a termolisina recombinante e 0 SLNP foram empregados. Entretanto,
foi observada uma leve diferenca significativa (10%) quando as células foram incubadas
com SLP comparadas ao controle.

Esta diminuicdo de viabilidade celular apresentada ndo impediu a execucao dos
experimentos posteriores, uma vez que acima de 90% dos macro6fagos permaneceram
viaveis. Sendo assim, decidimos utilizar concentrac@es até 20 pg/ml de proteases para 0s

proximos experimentos (Figura 7 A-C).
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Figura 7: Viabilidade dos macrofagos murinos na presenca de proteases de leptospiras. Os
macréfagos peritoneais foram incubados com as proteases de leptospiras em diferentes
concentragBes por 24 h. Como controle, as células foram incubadas por 1 h com PBS. As culturas
foram incubadas com (A) SLP de 5 — 50 pg. Com 5 ug, ja foi observada diferenca estatistica
comparada ao controle. (ANOVA, p<0,05). (B) termolisina recombinante de 5 — 50 pg. (C) SLNP de
5 — 50 ug. Este ensaio foi repetido cinco vezes.
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5.3 Fagocitose de particulas de zimosan por macréfagos murinos na presenca de
soro (B6.C3"*) e (B6.C37")

Os macrofagos peritoneais de camundongos estimulados anteriormente com
tioglicolato foram incubados com particulas de zimosan previamente tratadas com soro
normal de camundongo (B6.C3*"*), soro deficiente de C3 (B6.C3™) ou apenas com PBS
usado como controle negativo, por 1 h a 37 °C, sob tenséo de 5 % de CO.. Em seguida,
as culturas de macréfagos foram lavadas com PBS 1x para eliminar as particulas ndo
internalizadas.

O zimosan é uma preparacdo obtida da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae que tem sido usado em protocolos de fagocitose e como estimulo inflamatério
in vivo e in vitro. Nos primeiros ensaios realizados utilizamos concentragdes elevadas de
zimosan (10-14 mg/ml), o que dificultava a avaliacio do numero de particulas
internalizadas por célula no microscopio optico. NOs realizamos diversos ensaios para
padronizar a melhor concentragdo de zimosan a ser utilizada nos ensaios de fagocitose.
Observando a fagocitose destas particulas pelos macrofagos peritoneais em microscopio
oOptico, decidimos usar a concentracdo de dez particulas de zimosan por macréfago, ou
seja, 2 x 108 particulas de zimosan foram incubadas com 2 x 10° células peritoneais, uma
vez que esta concentracdo de células foi a mais satisfatdria para ser visualizada na lamina.

Conforme esperado, nds observamos que a fagocitose de particulas de zimosan
por macrofagos peritoneais foi mais pronunciada na presenca de soro de camundongos
B6.C3** (Figura 8A), devido & acfo das opsoninas derivadas de C3, facilitando o
processo de fagocitose (Cinco et al., 1980; Bohlson et al., 2014). Muitos macrofagos
continham mais de trés particulas de zimosan como mostra a Figura 8B. Quando as
células foram tratadas com o soro de B6.C3", observamos uma taxa inferior de
internalizacdo de zimosan pelos macrofagos, semelhante ao obtido com o controle apenas
com PBS, confirmando a importancia de C3 para a fagocitose desta particula. A diferenca
observada foi estatisticamente significativa, considerando o tipo de tratamento e nimero

de particulas internalizadas por célula.
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Figura 8: Fagocitose de zimosan por macréfagos peritoneais estimulados com tioglicolato.
(A) A fagocitose foi determinada pela contagem de particulas internalizadas por 200 macré6fagos
empregando microscopia oOptica. A figura A corresponde ao nimero de macréfagos que
fagocitaram até 3 (<3) ou mais que 3 (>3) particulas de zimosan por célula. Foi detectada diferenca
significativa entre <3 e >3 particulas de zimosan, independente do tratamento. A fagocitose de zimosan
tratados com soro de B6.C3** difere quando as particulas foram tratadas apenas com PBS ou soro de
B6.C3" independentemente do niimero de zimosan fagocitados (ANOVA p<0,05). (B) As setas
indicam macrofagos peritoneais que fagocitaram zimosan na presenca de soro de B6.C3"*. As
laminas foram coradas com kit Panético; aumento de 1000X. Este experimento foi analisado em
triplicata em cinco repeticdes distintas.
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5.4 Fagocitose de particulas de zimosan por macréfagos murinos tratados com
sobrenadantes de Leptospira e termolisina recombinante

Pouco se conhece sobre a fagocitose de leptospiras. Alguns trabalhos tém
sugerido que leptospiras patogénicas sdo capazes de sobreviver em células do
hospedeiro tais como macrofagos peritoneais, microglia, células de Kupffer e mondcitos
do sangue periférico humano (Li et al., 2010, Toma et al., 2011). No entanto, esse
mecanismo ainda ndo é bem compreendido

O zimosan conttm PAMPs em sua superficie que sdo reconhecidos por
receptores da imunidade inata envolvidos no reconhecimento imunolégico e na
fagocitose, usado para estudar as interacdes entre receptores de sinalizacao fagocitica e
inflamatoria (Underhill, 2002). Portanto, decidimos investigar em principio, 0 processo
de fagocitose de particulas de zimosan por macréfagos murinos na presenca de proteases
de leptospiras, antes de empregarmos estas bactérias para a fagocitose propriamente dita.

Para tanto, as células foram incubadas separadamente com (20 pg/ml) de SLP,
SLNP ou termolisina recombinante, por 1 h a 37 °C em 5% de CO>. As particulas de
zimosan foram previamente tratadas com soro de B6.C3*"*, de B6.C3” ou apenas com
PBS por 1 ha 37 °C. Apds o periodo de incubacao, estas particulas foram lavadas 3x com
PBS e, em seguida, foram adicionadas as culturas de macrdfagos e incubadas por 1h a 37
°C em 5% de CO2. Ao final da reagéo, as culturas foram lavadas 3x com PBS para a
remocdo das particulas ndo internalizadas e as laminulas foram coradas com o Kit
Panoético e examinadas em microscopio optico. Foram contadas 200 células totais que
fagocitaram ou ndo particulas de zimosan. Em seguida, dentre a populacgéo de células que
fagocitaram zimosan, o nimero de células que internalizaram uma, duas, trés ou mais de
trés particulas de zimosan foi quantificada.

A fagocitose de zimosan pelos macréfagos murinos ndo foi afetada quando as
células foram previamente incubadas com SLNP (Figura 9A). Nés observamos que a
fagocitose dessas particulas pode ser aparentemente afetada na presenca de SLP (Figura
9B), porém esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Entretanto, quando os
macrofagos foram incubados com a termolisina recombinante, houve uma diminuigdo
relevante na fagocitose de zimosan independentemente do tratamento (soros B6.C3**,
B6.C3” ou PBS) e niimero de zimosan (até trés ou acima de trés particulas) (Figura 10),
demonstrando que a acdo desta protease interfere de alguma forma na internalizacdo

destas particulas de zimosan pelos macrofagos.
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Figura 9: Fagocitose de zimosan por macro6fagos murinos tratados com SLP e SLNP. As células
obtidas de camundongos previamente estimulados com tioglicolato foram incubadas com SLNP (A)
ou SLP (B) por 1 h 37 °C. Como controle, as células foram incubadas com PBS. Em seguida, as
particulas de zimosan tratadas com PBS, B6.C3** ou B6.C3" foram adicionadas as culturas celulares
e incubadas por 1 h 37 °C, 5% de CO,. Um total de 200 células aderentes foi contado. Entre as células
que fagocitaram, foi quantificado o nimero de macréfagos que fagocitou 1, 2, 3 ou mais que 3
particulas de zimosan. A fagocitose das particulas de zimosan tratadas com B6.C3** difere dos grupos
tratados com PBS e B6.C37 independente da presenca de protease e nimero de zimosan; >3 de zimosan
difere de 1 zimosan, 2 zimosan, 3 zimosan, independente do tratamento (p<0,05). Dados obtidos de 5
experimentos, cada um realizado em triplicata. SLNP: sobrenadante de cultura de leptospiras nao
patogénicas. SLP: sobrenadante de cultura de leptospiras patogénicas.
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Figura 10: Fagocitose de zimosan por macréfagos murinos tratados com termolisina
recombinante. As células obtidas de camundongos previamente estimulados com tioglicolato foram
incubadas com a termolisina recombinante por 1 h 37 °C. Como controle, as células foram incubadas
com PBS. Em seguida, as particulas de zimosan tratadas com PBS, B6.C3** ou B6.C3” foram
adicionadas as culturas celulares e incubadas por 1 h 37 °C, 5% de CO,. Um total de 200 células
aderentes foi contado. Entre as células que fagocitaram, foi quantificado o nimero de macréfagos que
fagocitou 1, 2, 3 ou mais que 3 particulas de zimosan. A fagocitose de particulas de zimosan na
presenca de termolisina difere das amostras sem termolisina, independente do tratamento e do nimero
de zimosan (p<0,05). Dados obtidos de 5 experimentos realizados cada um em triplicata.
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5.5 Fagocitose de particulas de zimosan por macréfagos murinos na presenca de
sobrenadantes de Leptospira e termolisina recombinante

Como dito anteriormente, o soro normal exerce a sua atividade bactericida apenas
contra espécies nao patogénicas, eliminando-as rapidamente, ao passo que as leptospiras
patogénicas sdo resistentes a acdo do Complemento presente no soro (Meri et al., 2005;
Barbosa et al., 2009). A fagocitose de microrganismos envolve uma série de eventos
coordenados, iniciando-se pelo reconhecimento pelas células fagociticas seguido da
ativacdo das vias de sinalizacdo que levam a resposta imune e eliminacdo do patdégeno
(Wynn et al., 2013). Entretanto, leptospiras patogénicas sdo capazes de sobreviver e
replicar no interior de macréfagos, permitindo posteriormente sua disseminacdo para

Orgdos-alvo (Toma et al., 2011 e Silva et al., 2019).

Com o proposito de averiguar se acdo das proteases seria capaz de alterar a
fagocitose, nos realizamos o proximo experimento em diferentes condi¢Bes (Tabela 1).
Em principio, o zimosan foi incubado apenas com PBS ou com soros de B6.C3""* ou de
B6.C37 como no experimento anterior. Em seguida, 0 zimosan foi incubado com SLP
(Figura 11) ou termolisina recombinante (Figura 12), para investigarmos se tais
proteases poderiam degradar as opsoninas presentes em sua superficie, prejudicando
assim a fagocitose.

Além disso, também empregamos 0s macréfagos previamente tratados com as
proteases por 1h a 37 °C, antes de adicionarmos o zimosan tratado ou ndo com SLP ou
termolisina recombinante para analisarmos se a fagocitose pode ser mais afetada quando

as células sdo expostas as proteases dessas espiroquetas.
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Tabela 1: Fagocitose de zimosan tratados com soros B6.C3** de B6.C37 e
macrofagos tratados com SLP e termolisina recombinante.

Macréfagos 12 incubacdo 2% incubacdo
PBS
Zimosan + PBS
Proteases
PBS
Sem Tratamento| Zimosan + C3**
Proteases
PBS
Zimosan + C37
Proteases
PBS
Zimosan + PBS
Proteases
Tratados com PBS
Zimosan + C3*/*
Proteases Proteases
PBS
Zimosan + C37
Proteases

Tabela 1: Esquema experimental da fagocitose de zimosan por macrofagos peritoneais na
presenca de SLP e termolisina recombinante. Particulas de zimosan foram tratadas com o soro de
B6.C3**, de B6.C3"-ou apenas com PBS como controle negativo, antes de serem incubadas com
SLP ou termolisina recombinante por 1 h 37 °C, 5% de CO,. Ao término das incubacdes, as
particulas de zimosan foram lavadas, ressuspendidas em meio DMEM e adicionadas as culturas de
macrdfagos tratados previamente ou ndo com as proteases. O quadrante em rosa indica incubagdo
do zimosan com PBS; em verde indica incubagdo com soro B6.C3**; em amarelo indica incubagio
com soro B6.C3" e em azul indica incubagio dos macrofagos e zimosan com SLP ou termolisina
recombinante.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 11, quando incubamos SLP com o

zimosan e macrofagos peritoneais e resumidos abaixo:

° A ingestdo de zimosan tratado com SLP poderia talvez expor novos ligantes que
aumentaram a sua ingestao por macréfagos tratados ou ndo previamente com SLP;

° O tratamento de SLP sobre zimosan opsonizados por fragmentos de C3 nédo afetou
a sua ingestdo por macrofagos tratados ou ndo previamente com SLP;

° O tratamento de zimosan com soro deficiente de C3 provocou menor ingestdo do

que quando tratado na presenca de C3 por macrofagos tratados ou ndo com SLP;
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° O tratamento de zimosan com SLP previamente tratado com soro deficiente de C3
provocou maior ingestdo dessas particulas por macréfagos em comparacdo ao controle
PBS. Entretanto, quando as células também foram tratadas com SLP, esta diferenca ndo
foi observada.

NOs constatamos que quando o zimosan é tratado com PBS e SLP, ha uma elevada
taxa de fagocitose por macrofagos peritoneais tratados ou ndo com SLP. Além disso, a
fagocitose de particulas de zimosan previamente opsonizadas com C3 e tratadas com SLP,
ndo foi afetada. A fagocitose de zimosan tratados com soro deficiente de C3 na presenca
de SLP por macréfagos foi aumentada em comparacdo com o controle PBS, sugerindo
que existem outros componentes no soro que podem estar auxiliando a fagocitose.
Entretanto, quando os macrofagos também foram incubados com SLP, este aumento ndo
foi observado, indicando que estas proteases podem estar afetando receptores de
fagocitose presentes nas superficies dos macréfagos. Diante desses resultados, podemos
inferir que em apenas 1 h de incubacdo, o SLP ndo é capaz de prejudicar a fagocitose e
pode estar atuando na geracdo de opsoninas pela clivagem de C3 e consequentemente
melhorando a fagocitose pelos macréfagos. Este fato pode ser crucial para a sua
sobrevivéncia dentro do macréfago, corroborando com outros estudos que mostraram que
a leptospira patogénica é capaz de induzir apoptose, possibilitando a disseminacdo da
bactéria no organismo (Jin et al., 2009).
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Figura 11: Proteases secretadas por leptospiras patogénicas interferem na fagocitose de zimosan
por macréfagos murinos. As células peritoneais obtidas de camundongos previamente estimulados
com tioglicolato foram incubadas com 20 pg/ml de sobrenadante de leptospiras patogénicas (SLP) por
1 h 37 °C. Como controle, as células foram incubadas apenas com PBS. Em seguida, as particulas de
zimosan tratadas com PBS, soro de B6.C3*"* ou de B6.C3 foram incubadas com SLP. Posteriormente
0 zimosan foi adicionado as culturas celulares tratadas ou ndo com o0s mesmos sobrenadantes e
incubados por 1 h 37 °C, 5% de CO,. A fagocitose foi determinada por contagem de particulas
internalizadas por 200 macréfagos em microscopia éptica. Estes resultados foram obtidos de cinco
experimentos diferentes. ANOVA p=0,05.

Os principais resultados obtidos ap6s o tratamento do zimosan e macréfagos com

a termolisina recombinante (Figura 12) estdo descritos a seguir:

O tratamento de particulas de zimosan com termolisina aumenta a sua ingestdo por
macrofagos tratados ou ndo previamente com a mesma protease;

O tratamento de termolisina sobre zimosan opsonizados por fragmentos de C3
aumentou a sua ingestao por macréfagos ndo tratados com termolisina;

O tratamento de zimosan com termolisina previamente tratado com soro deficiente de
C3 provocou maior ingestdo dessas particulas por macrofagos em comparagdo ao
controle PBS. Entretanto, quando as células também foram tratadas com termolisina,
esta diferenca ndo foi observada.

Houve uma diminuicao acentuada do numero de macréfagos que fagocitaram zimosan
incubados com soro deficientes de C3 em comparacdo com soro normal de

camundongos quando zimosan e macrdfagos foram tratados com termolisina
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Como observamos com o SLP, o zimosan tratado com PBS apresentou uma
elevada taxa de fagocitose por macréfagos peritoneais tratados ou ndo com termolisina.
NOs constatamos que a termolisina, de alguma forma, aumenta a capacidade dos
macrofagos de fagocitar as particulas de zimosan opsonizadas ou ndo por fragmentos de
C3. Contudo, houve uma reducdo do numero de macrofagos que fagocitaram acima de
trés particulas de zimosan, quando estes foram tratados com soro deficiente de C3. Deste
modo, acreditamos que estas proteases podem estar degradando moléculas de superficie

presentes em macréfagos, importantes para a fagocitose.
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Figura 12: As proteases secretadas pelas leptospiras interferem na fagocitose de zimosan por
macrdfagos murinos. As células obtidas de camundongos previamente estimulados com tioglicolato
foram incubadas 20 pg/ml termolisina (Ter) recombinante por 1 h 37 °C. Como controle, as células
foram incubadas com PBS. Em seguida, as particulas de zimosan tratadas com PBS, B6.C3** ou B6.C3-
"~ foram incubadas com a termolisina recombinante. Posteriormente o zimosan foi adicionado as culturas
celulares tratadas ou ndo com a protease e incubados por 1 h 37 °C, 5% de CO,. A fagocitose foi
determinada por contagem de particulas internalizadas por 200 macr6fagos em microscopia éptica.
Estes resultados foram obtidos de cinco experimentos diferentes. ANOVA p=0,05

Diante dos resultados obtidos, nds entdo decidimos comparar a fagocitose de
particulas de zimosan incubadas com PBS, soros de B6.C3** ou B6.C3"- pelos macr6fagos
peritoneais tratados previamente com SLP ou termolisina recombinante. Com o
tratamento prévio com termolisina, menor numero de macréfagos internalizou particulas
de zimosan, quando comparados com macrofagos tratados apenas com PBS (Figura 13).

E, como visto anteriormente, ao incubarmos os macrofagos com SLP, ocorreu uma maior
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taxa de fagocitose pelas células que fagocitaram particulas de zimosan opsonizados com

C3 presentes no soro. A diferenca observada na fagocitose de zimosan entre essas duas

proteases se deve pelo fato de haver varios outros componentes no sobrenadante total de

leptospiras patogénicas que pode estar participando de alguma forma na internalizacéo

destas bactérias.

N° de macrofagos que fagocitaram zimosan
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Figura 13: Comparacdo entre a fagocitose de zimosan por macro6fagos incubados com proteases
de leptospiras patogénicas. As células peritoneais obtidas de camundongos previamente estimulados
com tioglicolato foram incubadas com 20 pg/ml de SLP ou termolisina recombinante por 1 h 37 °C.
Como controle, as células foram incubadas apenas com PBS. Em seguida, as particulas de zimosan
tratadas com PBS, soro de B6.C3** ou de B6.C3" foram incubadas com a termolisina recombinante.
ANOVA p<0,05. SLP: sobrenadante de cultura de leptospiras patogénicas. Termo: termolisina

recombinante
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5.6 Avaliacdo da fagocitose de particulas de zimosan-FITC por macrdfagos

peritoneais na presenca de SLP e termolisina recombinante

Para aprimorar o nosso estudo em relacdo a fagocitose de zimosan-FITC por
macrdofagos murinos, decidimos expandir o tempo de incubagdo dos macréfagos com as
proteases presentes nos sobrenadantes de leptospiras, além da termolisina recombinante.
As células foram previamente incubadas com SLP ou termolisina recombinante por 1 h,
3 h, 6 he24h. Em seguida, as particulas de zimosan-FITC foram adicionadas a cultura

de células e incubadas por 1 h a 37 °C.

Apds o término da incubacdo, os macrofagos foram marcados com anticorpo
especifico anti-F4/80 (antigeno presente em macré6fagos murinos) para serem analisados
por citometria de fluxo. A anélise dos dados foi inicialmente baseada no tamanho e
granulosidade celulares (Figura 14A). Posteriormente, foi realizada uma avaliagdo mais
criteriosa para a separacdo de células que estavam aderidas entre si. As células foram
selecionadas pelos parametros area e altura (Figura 14B). A populacéo de células F4/80*
foi representada por aproximadamente 84% das células remanescentes (Figura 14C). Ao
final, foi identificada a populacdo de macrofagos que fagocitaram as particulas de
zimosan-FITC (Figura 14D).

Nos observamos um aumento significativo da fagocitose ao tratar as células THP-
1 com SLP durante todo periodo de 24 h. Contudo, a fagocitose por macréfagos murinos
apresentou um decaimento acentuado na presenca de termolisina recombinante em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 15). Este fato se deve por se tratar de uma
proteina purificada apresentando em seu contetdo apenas a termolisina, diferentemente
dos sobrenadantes de leptospiras, 0s quais sd0 compostos por um conjunto de proteina

total, uma parte delas sem acdo enzimatica.
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Figura 14: Selecdo de macrofagos peritoneais murinos. As células de camundongos C57BL/6
previamente estimulados com tioglicolato foram coletadas e marcadas com anticorpo anti-F4/80. Os
macrofagos foram analisados empregando o citdmetro de fluxo FACSCanto e 10.000 eventos foram
adquiridos por amostra. (A) Para a analise dos dados, as células foram selecionadas em um gate pelo
seu tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A). (B) Em seguida, as células foram selecionadas pelos
parametros (FSC-A) éarea e (FSC-H) altura para a exclusdo dos doublets (agregados celulares). (C) Por
sua vez, foi selecionada a populagdo F4/80* que representou cerca de 84% das células remanescentes.

\

(D) O ultimo parametro corresponde a porcentagem de particulas de zimosan-FITC que foram
fagocitadas por macréfagos.
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Figura 15: Atividade proteolitica de proteases de leptospiras patogénicas na fagocitose de zimosan-
FITC por macro6fagos peritoneais. As células obtidas de camundongos previamente estimulados com
tioglicolato foram incubadas em diferentes tempos com sobrenadante de cultura de leptospiras
patogénicas (SLP) ou com termolisina. Como controle, as células foram incubadas apenas com PBS.
Posteriormente, particulas de zimosan-FITC foram adicionadas as culturas celulares tratadas com SLP
ou termolisina e incubadas por 1 h 37 °C. ANOVA p<0,05.
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5.7 Andlise da presenca de moléculas na superficie de macrdfagos peritoneais apos

tratamento com SLP ou termolisina recombinante.

O processo de fagocitose pode ser facilitado mediante a interacdo de opsoninas
com receptores especificos como FcyRI (para IgG) e CR1, CR3 e CR4. Desta forma,
decidimos investigar se as proteases de leptospiras poderiam de alguma forma prejudicar
a fagocitose e/ou resposta imune dos macrdéfagos por meio da remocdo ou inibicdo de
seus receptores. Os macréfagos de camundongos tratados com tioglicolato foram obtidos
do lavado peritoneal e marcados com anticorpo especifico anti-F4/80 (antigeno presente
em macrofagos murinos) para serem analisadas por citometria de fluxo. A anélise dos
dados foi inicialmente baseada no seu tamanho e granulosidade (Figura 16A).
Posteriormente, foi realizada uma avaliagdo mais criteriosa para a separacdo de células
que estavam aderidas entre si. As células foram selecionadas pelos parametros area e
altura (Figura 16B). A populacdo de células F4/80" foi representada por
aproximadamente 87% das células remanescentes (Figura 16C).
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Figura 16: Selecdo de macréfagos peritoneais murinos. As células de camundongos previamente
estimulados com tioglicolato foram coletadas e marcadas com anticorpo anti-F4/80. Os macréfagos
foram analisados empregando o citdmetro de fluxo FACSCanto e 10.000 eventos foram adquiridos por
amostra. (A) Para a andlise dos dados, as células foram selecionadas em um gate pelo seu tamanho
(FSC-A) e granulosidade (SSC-A). (B) Em seguida, as células foram selecionadas pelos parametros
(FSC-A) area e (FSC-H) altura para a excluséo dos doublets (agregados celulares). (C) Por sua vez, foi
selecionada a populacdoF4/80* que representou cerca de 87% das células remanescentes.
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Culturas de macroéfagos peritoneais murinos foram incubadas por 1 h, 3 h,6 he
24 h com SLP ou termolisina recombinante (20 pg/ml). Em seguida, estas células foram
marcadas com anticorpos monoclonais especificos contra cada molécula de interesse:
FcyRI, LFA-1, CR1, CR3 e CR4.

Nos observamos que a presenca dos receptores FcyRI e CR1 ndo se alterou,
mesmo quando as células foram incubadas com SLP por 24 h (Figura 17 A e B). No
entanto, a presenca de LFA-1 e CR4 foi significativamente menor quando as células
foram incubadas por 24 h comparadas ao tempo de 1 h. A presenca de LFA-1 apresentou
um suave decaimento dependente do tempo de incubacdo especialmente quando
incubamos com SLP (Figura 18A). Além disso, a presenca dessa molécula pelos
macréfagos murinos foi maior ao serem incubados com a termolisina recombinante
diferindo dos macréfagos incubados com o SLP. A presenca de CR4 foi menor quando
as células foram incubadas com SLP e termolisina recombinante, quando comparadas ao
controle. E em cada tratamento, houve uma diminui¢do na presenca desse receptor ja apos
1 h de incubacdo (Figura 18B). Quando macréfagos foram incubados com SLP por 24 h,
foi observado uma diminuicdo significativa de CR3 na superficie dessas células (Figura
19). Este resultado mostra que, apesar de atuar em diferentes moléculas presentes na
superficie do macrofago, as proteases liberadas por leptospiras patogénicas apresentam

um certo grau de especificidade dependendo do substrato.
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Figura 17: Presenca de FcyRI e CR1 em macrofagos tratados com proteases de leptospiras
patogénicas. Os macrdfagos peritoneais murinos foram incubados com sobrenadante de cultura de
leptospiras patogénicas (SLP) ou termolisina recombinante por 1 h, 3 h, 6 h e 24 h. (A) FcyRI, (B)
CR1 Para a leitura das amostras, as células foram ressuspendidas em um volume de 200 pl na presenca
de anticorpos monoclonais especificos e analisadas por citometria de fluxo, empregando-se
FACSCanto, 10.000 eventos foram adquiridos por amostra. A andlise dos dados foi realizada pelo
teste ANOVA com o software FlowJo (Tree Star).
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Figura 18: Presenca de LFA-1 e CR4 em macréfagos peritoneais murinos tratados com proteases
de leptospiras patogénicas. Os macréfagos foram incubados com sobrenadante de cultura de
leptospiras patogénicas (SLP) ou termolisina recombinante por 1 h, 3 h, 6 h e 24 h. A presenca dos
receptores (A) LFA-1 (B) CR4 foi determinada por citometria de fluxo, empregando-se anticorpos
monoclonais especifico. As células foram analisadas em um FACSCanto e 10.000 eventos foram
adquiridos por amostra. A andlise dos dados foi realizada pelo teste ANOVA com o software FlowJo
(Tree Star). *p<0,05.
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Figura 19: Presenca de CR3 em macréfagos peritoneais murinos tratados com proteases de
leptospiras patogénicas. Os macrofagos murinos foram incubados com sobrenadante de cultura de
leptospiras patogénicas (SLP) ou com termolisina recombinante por 1 h, 3 h, 6 h e 24 h e analisados por
citometria de fluxo (FACSCanto) na presenca de anticorpos monoclonais especificos anti-CR3 Um total
de 10.000 eventos foi adquirido por amostra. A analise dos dados foi realizada pelo teste ANOVA com
o software FlowJo (Tree Star). *p<0,05.
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5.8 Analise da presenca de receptores de macrofagos por microscopia confocal

De acordo com os resultados obtidos até 0 momento, decidimos explorar a a¢do
das proteases presentes no SLP e da termolisina recombinante sobre os receptores de
reconhecimento de padrdes moleculares (TLR2 e CD206) e sobre a molécula CD11b.
Macréfagos peritoneais foram tratados com SLP e termolisina recombinante por 1h e 24
h a 37 °C. ApGs o término das incubacdes, as células foram lavadas e marcadas com
anticorpos especificos contra cada receptor (TLR2, CD206 e CD11b). O resultado foi

obtido por microscopia confocal.

NOs observamos que, quando as células foram previamente tratadas com SLP,
houve uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia de TLR2 mesmo com apenas 1 h
de incubacdo, e mais evidente ap6s 24 h de incubacgdo (Figura 20). A incubacdo dos
macréfagos com SLP e termolisina recombinante por 1 h e 24 h provocou uma perda
significativa de sua fluorescéncia comparado ao controle, com mais evidéncia na presenca
de SLP (Figura 21).

O mesmo foi observado para CD11b (Figura 22) e CD206 (Figura 24). Quando
as células foram incubadas previamente com a termolisina recombinante também
observamos uma perda significativa da intensidade de fluorescéncia dessas moléculas de
superficie, porém em menor grau. A analise estatistica mostrou uma diminuicdo de
CD11b na presenca de SLP e termolisina recombinante em 1 h. Entretanto, em 24 h houve
um decaimento somente na presenca de SLP diferentemente da termolisina que nao
apresentou diferenca quando comparado ao controle (Figura 23). E ao incubarmos os
macréfagos com ambas as proteases por 1 h e 24 h, obtivemos uma reducéo significativa
de CD206 em relacdo ao controle (Figura 25). Neste contexto, acreditamos que ha outras
proteases secretadas por leptospiras patogénicas que podem afetar a presenca de

moléculas na superficie de macrofagos, prejudicando a resposta imune por estas células.
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Figura 20. Efeito da agdo enzimatica de proteases de leptospiras patogénicas sobre TLR2 de
macrofagos. Macrofagos peritoneais murinos foram tratados com sobrenadante de cultura de leptospiras
patogénicas (SLP) e termolisina recombinante por 1 h e 24 h 37 °C com 5% de CO,. Em seguida, estas
células foram marcadas com anti-CD-282 Pe (TLR2) e as imagens foram capturadas por microscopia

confocal.
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Figura 21. Efeito da acio enzimatica de proteases de leptospiras patogénicas sobre TLR2 de
macrofagos. Macrofagos peritoneais murinos foram tratados com sobrenadante de cultura de
leptospiras patogénicas (SLP) e termolisina recombinante por 1 h e 24 h a 37 °C com 5% de CO,. A
(ANOVA *p<0,05).
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Figura 22. Efeito da acdo enzimatica de proteases de leptospiras patogénicas sobre CD11b de
macrofagos. Macrofagos peritoneais murinos foram tratados com sobrenadante de cultura de leptospiras
patogénicas (SLP) e termolisina recombinante por 1 h e 24 h 37 °C com 5% de CO,. Em seguida, estas
células foram marcadas com anti-CD11b FITC (CR3) e as imagens foram capturadas por microscopia
confocal.
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Figura 23. Efeito da acio enzimatica de proteases de leptospiras patogénicas sobre CD11b de
macrdéfagos. Macrofagos peritoneais murinos foram tratados com sobrenadante de cultura de leptospiras
patogénicas (SLP) ou com termolisina recombinante por 1 h e 24 h 37 °C com 5% de CO,. (ANOVA
*

p<0,05).
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Figura 24. Efeito da acdo enzimatica de proteases de leptospiras patogénicas sobre CD206 de
macrofagos. Macrdfagos peritoneais murinos foram tratados com sobrenadante de cultura de
leptospiras patogénicas (SLP) e termolisina recombinante por 1 h e 24 h 37 °C com 5% de CO,. Em
seguida, estas células foram marcadas com anti-CD206 APC (receptor de manose) e as imagens foram
capturadas por microscopia confocal.
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Figura 25. Efeito da a¢do enzimética de proteases de leptospiras patogénicas sobre CD206 de
macrofagos. Macrdfagos peritoneais murinos foram tratados com sobrenadante de cultura de leptospiras
patogénicas (SLP) ou com termolisina recombinante por 1 h e 24 h 37 °C com 5% de CO,,
(ANOVA*p<0,05)
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5.9 Avaliacédo da atividade proteolitica das proteases presentes em SLP, SLNP e

termolisina recombinante na opsonofagocitose

A opsonizacdo é uma das funcBes bioldgicas mais importantes sendo 0s
fragmentos C3b e iC3b responsaveis por se ligarem covalentemente na superficie de
diferentes patégenos e facilitarem a internalizagdo dos mesmos por células fagocitarias.
(revisado em Bohlson et al., 2014; Takizawa et al., 1996). Neste sentido, decidimos
investigar se as proteases secretadas por leptospiras patogénicas poderiam degradar as
opsoninas ja depositadas na superficie da bactéria, prejudicando assim a sua
internalizacdo por macrdfagos. A estirpe ndo patogénica L. biflexa sorovar Patoc foi
opsonizada com C3b e iC3b presentes no SHN por 20 min a 37 °C, sendo posteriormente
lavadas com PBS 1x. Em seguida, estas bactérias opsonizadas foram incubadas com SLP,
SLNP e termolisina recombinante com doses crescentes indicadas na legenda da Figura
26 por 1 h a 37 °C. Estas bactérias foram novamente lavadas com PBS 1x. A degradacéo
de opsoninas presentes na superficie das leptospiras foi analisada por Western blot.

Quando as leptospiras opsonizadas com C3b e iC3b foram expostas a diferentes
concentragdes de SLP (5, 10, 20 pg/ml), notamos uma progressiva degradacdo, mais
evidente na banda de aproximadamente 67 kDa (Figura 27A), derivada da cadeia o’ de
iC3b (Figura 26B). Da mesma forma, ao incubarmos as leptospiras opsonizadas com
apenas 5 ug de termolisina recombinante, ja foi possivel observar a degradacdo do
fragmento de 45 kDa da cadeia o’ (Figura 27B). Este resultado sugere que talvez a
fagocitose de leptospiras patogénicas seja prejudicada pela clivagem de opsoninas
depositadas na membrana destas bactérias por meio da acdo enzimatica das proteases
presentes nos seus sobrenadantes, diferentemente das proteases secretadas por leptospiras
nédo patogénicas (SLNP), que nédo afetou a sua opsonizacdo por C3b e iC3b presentes no
soro (Figura 27C), induzindo a uma rapida fagocitose e morte destas bactérias por
macrofagos. Uma vez ativado o Sistema Complemento, ocorre a clivagem da molécula
C3 pelas C3-convertases independentemente da via de ativacdo. A anafilotoxina C3a (10
kDa) ¢ liberada, gerando a cadeia a” (105 kDa) que, juntamente com a cadeia 3 (75 kDa),
compde o fragmento C3b do Complemento (Janssen et al., 2006).
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Diante dos resultados obtidos, o préximo passo deste experimento foi verificar se
a esta clivagem de opsoninas depositadas nas leptospiras estariam de fato afetando a sua
fagocitose por macrofagos.
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Figura 26: Tratamento de leptospiras ndo patogénicas opsonizadas. L. biflexa sorovar Patoc foi
opsonizada por C3b e iC3b presentes no soro humano normal (SHN) por 20 min. Em seguida, estas
bactérias ja opsonizadas foram lavadas 5x com PBS 1x e incubadas com sobrenadante de cultura de
leptospiras patogénicas (SLP), sobrenadante de cultura de leptospiras ndo patogénicas (SLNP) ou
termolisina recombinante por 1h a 37 °C seguido por novas lavagens. A Figura B ilustra a
representacdo esquematica de C3 e seus fragmentos como C3b e iC3b com as possiveis clivagens
subsequentes da cadeia a’. Os produtos das clivagens foram analisados por Western blot, empregando-
se anticorpos policlonais de anti-C3 humano.Fl; Fator |; FH: Fator H.
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Figura 27: Clivagem de opsoninas depositadas na membrana de leptospiras nao patogénicas. L.
biflexa sorovar Patoc foi opsonizada por C3b e iC3b presentes no soro humano normal (SHN). Em
seguida, estas bactérias foram lavadas e expostas ao sobrenadante de cultura de leptospiras patogénicas
(SLP) (A), termolisina recombinante (B) e sobrenadante de cultura de leptospiras ndo patogénicas
(SLNP) (C) por 1h a 37 °C. Como controle negativo, as bactérias foram incubadas apenas com PBS.
Todos os ensaios foram realizados 5x. No retdngulo vermelho estéo evidenciados produtos de clivagem
enzimatica de C3.
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5.10 Avaliacdo da atividade proteolitica da papalisina recombinante sobre a

proteina C3 do Sistema Complemento de forma dose dependente

Durante a realizacdo deste trabalho, o grupo da Dra. Angela Silva Barbosa
(Instituto Butantan) comecou a investigar o efeito da enzima papalisina sobre a clivagem
de proteinas do Sistema Complemento. Decidimos entdo estender nossos estudos,
avaliando se a papalisina poderia contribuir para o escape da fagocitose de leptospiras
patogénicas. Visto que a papalisina foi identificada em analises exoprotedmicas e que
séo secretadas por leptospiras patogénicas capazes de degradar proteinas da matriz e do
plasma, novos objetivos surgiram a partir da descoberta desta protease, 0s quais seréo
investigados nos experimentos a seguir.

Inicialmente, confirmamos a atividade proteolitica da papalisina sobre C3.
Conforme apresentado nas Figura 28 A e B, esta acdo € relativamente potente, visto que
com 300 ng observamos a clivagem de C3 em 1 h de incubacéo e com apenas 50 ng, a

degradacéo da proteina C3 j& pdde ser observada no periodo de 24 h.

Papalisina (1h) Papalisina (24h)

I I
A C3 50 100 300 500 ng I5() 100 300 500 ngI
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Figura 28: Analise da atividade proteolitica da papalisina recombinante sobre C3. A
papalisina recombinante foi incubada com a proteina C3 por 1 h e 24 h a 37 °C. Como controle
negativo, C3 foi incubado unicamente com PBS. Os produtos das clivagens foram analisados
por Western blot, utilizando anticorpo policlonal anti-C3. Este ensaio foi repetido 5x. No
retangulo vermelho, a presenca dos fragmentos gerados apos clivagem de C3 purificado
humano na presenca de papalisina estdo destacados.
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5.11 Avaliacéo da viabilidade dos macrofagos peritoneais na presenca de papalisina
recombinante

As células peritoneais aderentes foram incubadas com a papalisina recombinante
por 1 h e 24 h em doses crescentes (50, 100, 300 e 500 ng). Em seguida, as células foram
desprendidas da placa com PBS/EDTA (5mM) a 4 °C. O numero total de células foi
determinado por contagem em camara de Neubauer, diluidas 20x em diluente Turk
(Sigma-Aldrich).

NOs observamos uma diferenca estatistica significativa da viabilidade celular
entre 1 h e 24 h, em todos os grupos. O nimero de células vidveis na presenca de
papalisina diminuiu de forma dose-dependente, quando comparado ao controle (Figura
29). A papalisina demonstrou potente atividade proteolitica sobre C3 do Sistema
Complemento, uma vez que com apenas 50 ng ja foi observado fragmentos de clivagem
de C3em 24 h.
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Figura 29: A papalisina recombinante afeta a viabilidade dos macro6fagos murinos. Os
macro6fagos peritoneais foram incubados com a papalisina recombinante de forma dose-dependente
(50, 100, 300 e 500 ng) por 1 h e 24 h. Foi observado diferenga estatistica entre 1 h e 24 h com 0, 50,
300 e 500 ng. A viabilidade dos macréfagos foi afetada estatisticamente nos dois periodos
independentes com o aumento da concentragdo da papalisina, exceto com 50 ng em 24h comparado
ao controle. Este ensaio foi repetido de trés a cinco vezes. (ANOVA p<0,05)
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5.12 Degradacdo de opsoninas depositadas na membrana de leptospiras patogénicas

por SLP, termolisina e papalisina recombinantes.

Em experimentos anteriores, nds descrevemos uma progressiva degradacao dos
fragmentos de aproximadamente 67 kDa e 45 kDa derivados da cadeia o’ de iC3b,
depositados na membrana da L. biflexa sorovar Patoc (ndo patogénica), quando essas
bactérias opsonizadas foram expostas ao SLP ou termolisina recombinante de forma
dose dependente (5, 10 e 20 pg/ml). Com apenas 5 pg/ml, esses dados foram
confirmados (Figura 27).

As bactérias patogénicas foram previamente tratadas com 10% de SHN por 20
min para opsonizacdo. Em seguida, estas leptospiras foram incubadas com 10 pg/ml de
SLP, termolisina e papalisina recombinantes por 1h e 24 h a 37 °C. Estas bactérias foram
entdo lavadas com PBS 1x e a degradacdo de opsoninas presentes na superficie das

leptospiras foi analisada por Western blot.

Com apenas 1 h de incubagdo, a degradagdo da cadeia o/a’ de 115 /107 kDa e de
45 kDa na presenca dessas proteases (Figura 30A) foi observada. Quando as bactérias
foram incubadas com a termolisina recombinante, a degradacéo foi mais acentuada com
a clivagem da cadeia f também de 75 kDa. Em 24 h de incubacéo, as proteases de
leptospiras patogénicas foram capazes de degradar quase completamente as cadeias o/a’
de 115 /105 kDa e  de 75 kDa e o fragmento de 45 kDa possivelmente parte da opsonina
iC3b depositadas na membrana da bactéria, (Figura 30B) sugerindo que talvez a
fagocitose de leptospiras patogénicas seja prejudicada pela clivagem de opsoninas
depositadas na membrana destas bactérias por meio da acdo enzimatica das proteases

presentes nos seus sobrenadantes.
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Figura 30: Clivagem de opsoninas depositadas na superficie de leptospiras. L. interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Fromm (LPF) foi opsonizadas por C3b e iC3b presentes no soro humano normal (SHN).
Em seguida, estas bactérias foram lavadas e tratadas com sobrenadante de cultura de leptospiras patogénicas
(SLP), termolisina recombinante ou papalisina recombinante por 1 h (A) e 24 h (B) a 37 °C. SHN foi utilizado
como controle positivo sem prévia incubagdo com LPF (1); PBS (2) e soro depletado de C3 (3) foram ambos
utilizados como controles negativos; LPF opsonizada com SHN (4), LPF opsonizada e exposta ao SLP (5);
LPF opsonizada e exposta a termolisina recombinante (6); e, a papalisina recombinante (7). Os experimentos
foram repetidos trés vezes cada e as imagens acima sdo representativas de um deles. As setas vermelhas estdo
evidenciando produtos de clivagem enzimética de C3.
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Paralelamente, amostras de SHN foram previamente incubadas com 10 pg/ml de
SLP, termolisina ou papalisina recombinantes por 1 h e 24 h a 37 °C. Em seguida, estas
amostras de soros foram incubadas com culturas de L. interrogans sorovar Kennewicki
estirpe Fromm por 20 min a 37 °C. Nos observamos que a cadeia /o’ de C3 (115/107
kDa) desapareceu completamente sendo degradada pelo SLP, termolisina e papalisina
recombinantes e a termolisina recombinante também foi capaz de degradar a cadeia [§ de
75 kDa em apenas 1 h de incubacgéo (Figura 31). Estes resultados demonstram que o SLP,
termolisina e papalisina recombinantes sdo capazes de clivar as opsoninas C3b/iC3b
derivadas da incubacdo com SHN, impedindo a sua deposicdo na membrana de
leptospiras patogénicas e consequentemente prejudicando a opsonizacdo e fagocitose
dessas bactérias.
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Figura 31: Degradacao de opsoninas por proteases de leptospiras patogénicas. Amostras de soro
humano normal (SHN) foram inicialmente tratadas com 10 pg/ml de SLP, termolisina ou papalisina
recombinante por 1 h e 24 h a 37 °C. Em seguida, L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm
(LPF) foram tratadas como indicado: SHN foi utilizado como controle positivo sem prévia incubacao
com bactérias (1); PBS como controle negativo (2); SHN como controle positivo (3); amostras de SHN
tratadas previamente com SLP por 1 h (4) e 24 h (5) foram adicionadas a LPF; amostras de SHN tratadas
com termolisina recombinante por 1 h (6) e 24 h (7) foram incubadas com LPF; amostras de SHN tratadas
com papalisina recombinante por 1 h (8) e 24 h (9) foram incubadas com LPF. Os experimentos foram
repetidos trés vezes cada e as imagens acima sdo representativas de um deles. As setas vermelhas estdo
evidenciando produtos de clivagem enzimatica de C3.
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5.13 Andlise da presenca de moléculas na superficie de macréfagos THP-1 tratados

com SLP, termolisina ou papalisina recombinantes.

Diante dos resultados obtidos até 0 momento, decidimos investigar se as proteases
secretadas por leptospiras patogénicas poderiam de alguma forma prejudicar a fagocitose
por macréfagos humanos por meio da degradagdo de seus receptores. Apesar do SHN
como fonte de Complemento ser capaz de promover a fagocitose e morte da espécie ndo
patogénica de leptospira em 1 h, leptospiras patogénicas possuem a habilidade de escapar
do Sistema Complemento, sendo capazes de sobreviver quando em contato com soro.
Consequentemente, a capacidade de escapar da fagocitose pode ser considerada um fator
de viruléncia para leptospiras patogénicas, responsaveis por sua invasao in vivo, além de

sua resisténcia a atividade do Complemento (Banfi et al., 1981, Toma et al., 2011).

THP-1 € uma linhagem celular monocitica de leucemia humana estabelecida por
Tsuchiya e colaboradores em 1980 (Tsuchia et al., 1980). Estas células sdo amplamente
utilizadas para o estudo da resposta imunolégica de macrofagos por sua semelhanca as
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) apresentando algumas vantagens,
por exemplo, a sua homogeneidade genética, o que minimiza o grau de variabilidade no

fenotipo celular (Chanput et al., 2014).

O reconhecimento de patégenos pelos fagdcitos depende de varios tipos de
receptores, entre eles os Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRRs, Pattern
Recognition Receptors) que, por sua vez, reconhecem os Padrdes Moleculares Associados
a Patdgenos (PAMP, Pathogen-Associated Molecular Pattern). Dentre os PRRs,
destacam-se os Toll-Like Receptors (TLRs) que se encontram tanto na membrana
plasmética como na parte endossomal. Apos a interacdo PRR-PAMP, ocorre a liberagdo
de sinais intracelulares que podem culminar com a inducdo de fatores de transcri¢do de

genes importantes para o processo inflamatério (Takeda, Akira, 2004, Werts, 2010).

Culturas de THP-1 foram incubadas por 1 h e 24 h com 20 pg/ml de SLP,
termolisina ou papalisina recombinantes. Em seguida, estas células foram marcadas com
anticorpos monoclonais especificos contra cada molécula de superficie: anti-CD282, anti-
CD284, anti-CD206, anti-CD35, anti-CD64, anti-CD11a, anti-CD11b e anti-CD11c.

Ao incubarmos as celulas THP-1 com termolisina recombinante por 1 h e 6 h
observamos um aumento da presencga de TLR2 na superficie destas células comparado ao

controle. Entretanto, houve uma diminui¢do deste receptor quando as células foram
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tratadas com SLP por 24 h (Figura 32A). Da mesma forma, foi observado um decaimento
do receptor TLR4 em THP-1 na presenca de SLP e papalisina recombinante por 24 h,
diferentemente do que foi observado em 24 h de incubagdo com a termolisina, no qual

houve um aumento deste receptor na superficie destas células (Figura 32B).

O receptor de manose (CD206) que reconhece certos aglcares terminais presentes
nos carboidratos da superficie microbiana apresentou reducao na superficie das células
THP-1 na presenca de SLP por 24 h (Figura 33A), sugerindo que o SLP poderia
prejudicar o reconhecimento de leptospiras por macréfagos humanos por meio da
clivagem desses receptores postergando desta forma, a resposta imune contra essas
bactérias.

As mais importantes opsoninas sdo IgG e fragmentos gerados com a ativacéo do
Sistema Complemento (iC3b e C3b). O processo de fagocitose pode ser facilitado
mediante a interagdo dessas opsoninas com receptores especificos como FcyR (para IgQG)
e CR1, CR3 e CR4, presentes nas superficies de células fagocitarias como neutréfilos e
macrdfagos (Revisado por Bohlson et al., 2014, Takizawa et al., 1996). O receptor FcyRI
apresentou uma reducgdo de sua presenga ao tratar os macréfagos com SLP, termolisina
ou papalisina recombinantes por 1 h. No entanto, nds observamos um aumento de FcyRI
na superficie de THP-1 de forma tempo-dependente até 24 h de incubacdo, demonstrando
que este receptor pode ter um papel importante na resposta imune contra leptospiras
(Figura 33B).

O receptor CR1 apresentou um decaimento significativo na superficie de THP-1
em 1 h na presenca de SLP e termolisina recombinante. E em 24 de incubagdo com SLP
nds observamos uma diminui¢do mais intensa deste receptor em THP-1 (Figura 34A),
diferentemente do que foi observado com CR3 e CR4 que mostraram aumento de
expressdao quando as células THP-1 foram tratadas com termolisina e papalisina

recombinantes por 1 h respectivamente (Figuras 34B e 35).

Este resultado demonstra que apesar de termos observado um aumento na
presenca de CR3 e CR4 na superficie de macréfagos em 1 h de incubagdo com termolisina
e papalisina recombinantes, esses receptores de fagocitose assim com CR1, diminuem a
sua presenca ou retornam ao seu nivel basal no decorrer do tempo de incubagéo com essas
proteases, sugerindo que o processo de fagocitose de leptospiras pode ser prejudicado,

tanto pela degradacgdo de opsoninas depositadas em sua membrana como pela clivagem
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de receptores de reconhecimento e fagocitose presentes nas superficies de macrofagos

fundamentais para a eliminacdo da bactéria.
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Figura 32: Presenca de TLR2 e TLR4 em macrofagos tratados com SLP, termolisina ou
papalisina recombinantes tempo-dependente. Os macréfagos THP-1 foram incubados com
sobrenadante de leptospiras patogénicas (SLP), termolisina ou papalisina recombinantes por 1 h, 3 h,
6 h e 24 h. Anticorpos monoclonais especificos (A) anti-CD282 (TLR2) e (B) anti-CD284 (TLR4)
foram empregados. Analises por citometria de fluxo foram realizados usando FACSCanto, com
aquisicdo de 10.000 eventos por amostra. A andlise dos dados foi realizada pelo teste ANOVA com o
software FlowJo (Tree Star). *p<0,05
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Figura 33: Presenca de CD206 e FcyRl em macrofagos tratados com SLP, termolisina ou
papalisina recombinantes tempo-dependente. Os macrdfagos THP-1 foram incubados com
sobrenadante de leptospiras patogénicas (SLP), termolisina ou papalisina recombinantes por 1 h, 3 h,
6 h e 24 h. Anticorpos monoclonais especificos (A) anti-CD206 (receptor de manose e (B) anti-CD64
(FcyRI) foram empregados. Anélises por citometria de fluxo foram realizados usando FACSCanto,
com aquisicdo de 10.000 eventos por amostra. A analise dos dados foi realizada pelo teste ANOVA
com o software FlowJo (Tree Star). *p<0,05
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Figura 34: Presenca de CR1 e CR3 em macrdéfagos tratados com SLP, termolisina ou papalisina
recombinantes tempo-dependente. Os macréfagos THP-1 foram incubados com sobrenadante de
cultura de leptospiras patogénicas (SLP), termolisina ou papalisina recombinantes por 1 h,3h, 6 he
24 h. Anticorpos monoclonais especificos (A) anti-CD35 (CR1) e (B) anti-CD11b (CR3) foram
empregados. Analises por citometria de fluxo foram realizados usando FACSCanto, com aquisicao de
10.000 eventos por amostra. A analise dos dados foi realizada pelo teste ANOVA com o software
FlowJo (Tree Star). *p<0,05
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Figura 35: Presenca de CR4 em macro6fagos THP-1 tratados com SLP, termolisina ou papalisina
recombinantes. Os macréfagos THP-1 foram incubados com sobrenadante de cultura de leptospiras
patogénicas (SLP), termolisina ou papalisina recombinantes por 1 h, 3 h, 6 h e 24 h. Anticorpo
monoclonal especifico anti-CD11c (CR4) foi empregado. Analises por citometria de fluxo foram
realizados usando FACSCanto, com aquisi¢do de 10.000 eventos por amostra. A analise dos dados foi
realizada pelo teste ANOVA com o software FlowJo (Tree Star). *p<0,05
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5.14 Fagocitose de leptospiras patogénicas por macréfagos THP-1 na presenca de

proteases

As células THP-1 foram tratadas com SLP, termolisina ou papalisina
recombinantes por 1 h e 24 h a 37 °C. Da mesma forma, a estirpe patogénica L.
interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm foi previamente tratada com 10% de soro
humano normal por 20 minutos a 37 °C para a sua opsonizacdo sendo posteriormente
lavadas com PBS 1x. Em seguida, estas bactérias opsonizadas foram incubadas com SLP,
termolisina e papalisina recombinantes por 1 h e 24 h a 37 °C. Ap6s 0 término da
incubacdo com as proteases, as bactérias foram adicionadas as placas de culturas de
macrdfagos por 1h 37 °C. As células entéo receberam 25 pg/ml de gentamicina (Sigma)
para eliminar as bactérias ndo fagocitadas. A taxa de fagocitose foi avaliada por citometria
de fluxo.

Ao incubarmos as células THP-1 com os SLP, termolisina e papalisina
recombinantes por 1 h e 24 h, n6s observamos uma reducdo da fagocitose comparadas
com as células que ndo receberam o sobrenadante das leptospiras. Além disso, houve uma
diferenca estatistica na fagocitose de leptospiras que foram opsonizadas com C3b e iC3b
presentes no SHN por macréfagos incubados com as proteases em comparagdo com as
bactérias que ndo foram opsonizadas. Ao incubarmos tanto as leptospiras que foram
opsonizadas quanto os macréfagos THP-1 com o SLP, termolisina ou papalisina
recombinantes por 1 h e 24 h, nds observamos que a fagocitose foi ainda mais afetada
(Figuras 36, 37), demonstrando que as proteases secretadas por leptospiras patogénicas
poderiam prejudicar a fagocitose das leptospiras pela clivagem de opsoninas no SHN mas
também pela remoc¢do ou inibicdo de receptores essenciais para o reconhecimento e

fagocitose desta bactéria como vimos no experimento anterior.
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Figura 36: Fagocitose de leptospiras patogénicas por macrofagos THP-1 na presenca de SLP ou
termolisina recombinante. As células THP-1 e as bactérias patogénicas L. interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Fromm (LPF) foram incubadas com 20 pg/ml de (A) sobrenadante de cultura de
leptospiras patogénicas (SLP) ou (B) termolisina (termo) recombinante por 1 h e 24 h a 37 °C. Como
controle, as células e as bactérias foram incubadas unicamente com PBS. As leptospiras ainda foram
tratadas com 10 % de soro humano normal (SHN) por 20 min. Posteriormente, as bactérias tratadas
foram adicionadas as culturas de macrdfagos e incubadas por 1 h 37 °C, 5% de CO,. Foram realizados
trés experimentos independentes. ANOVA, *p<0,05
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Figura 37: Fagocitose de leptospiras patogénicas por macréfagos THP-1 na presenca de papalisina
recombinante. As células THP-1 e as bactérias patogénicas L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe
Fromm (LPF) foram incubadas com 20 pg/ml papalisina (papa) recombinante por 1 h e 24 h a 37 °C. Como
controle, as células e as bactérias foram incubadas unicamente com PBS. As leptospiras ainda foram tratadas
com 10 % de soro humano normal (SHN) por 20 min. Posteriormente, as bactérias tratadas foram adicionadas
as culturas de macrdfagos e incubadas por 1 h 37 °C, 5% de CO,. Foram realizados trés experimentos
independentes. ANOVA, *p<0,05.
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6 Discussao

Ao longo dos ultimos anos, 0 nosso grupo tem investigado a interacdo de
leptospiras patogénicas com o Sistema Complemento tendo contribuido com diversas
descobertas em relacdo ao mecanismo de evasao dessas bactérias frente a esse sistema.
Esta linha de pesquisa surgiu a partir da observacéo de que leptospiras patogénicas sao
resistentes ao tratamento com soro humano normal, ao passo que as saprofitas sdo
rapidamente eliminadas, mostrando que este mecanismo notadamente dependente do
Sistema Complemento, uma vez que a inativacdo do soro a 56 °C por 30 min promove a
sobrevivéncia das bactérias (Barbosa et al., 2009).

Leptospiras patogénicas expressam uma série de proteinas em sua superficie
com a capacidade de interagir com moléculas da matriz extracelular e células do
hospedeiro (Barbosa et al., 2006). A interacdo com reguladores negativos do
Complemento como o FH e o C4BP com a proteina de membrana LcpA (leptospiral
complement regulator-acquiring protein A) presente somente nas estirpes patogénicas
pode contribuir para a regulacdo negativa das trés vias do Complemento. Esta proteina
ainda € capaz de interferir na formacéo da Via Terminal, através de sua interacdo com a
Vitronectina e C9, impedindo a deposi¢do do MAC na superficie da bactéria (Barbosa et
al., 2010; da Silva et al., 2015).

Assim como as leptospiras, outros microrganismos patogénicos também secretam
proteases capazes de clivar diferentes componentes do Complemento, apresentado desta
forma, uma estratégia de evasdo ao sistema imune do hospedeiro. As principais classes
de proteases secretadas por bactérias sdo: cisteino-, aspartil-, serino- e metalo proteases,
que estdo envolvidas na clivagem de uma ampla gama de substratos, incluindo moléculas
das Vias Alternativa, Classica e das Lectinas, além de componentes da Via Terminal
(Potempa et al., 2012).

Em um estudo realizado anteriormente por nosso grupo, observou-se que Varias
especies de leptospiras patogénicas foram capazes de secretar proteases que clivam
proteinas do Complemento como a molécula central C3, assim como seus fragmentos,
C3b e iC3b, além de proteinas da Via Alternativa (Fator B), Via Classica e Via das
Lectinas (C4b e C2) (Fraga et al., 2014), além dos componentes finais C6, C7, C8 e C9
do MAC (Amamura et al., 2017). Ensaios utilizando inibidores de protease revelaram
uma inibicdo da atividade proteolitica pela 1,10-fenantrolina, indicando a participacéo de
metaloproteases. Dentre estas, conseguimos comprovar a atividade proteolitica da
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termolisina recombinante LI1C13322, uma metaloprotease expressa exclusivamente por

estirpes patogénicas de leptospira capaz de degradar a molécula C3 (Fraga et al., 2014).

A fagocitose de microrganismos envolve uma série de eventos coordenados,
iniciando-se pelo reconhecimento pelas células fagociticas, seguido da ativacdo das vias
de sinalizacéo que levam a resposta imune e eliminacdo do patégeno (Lim et al., 2017).
Estudos anteriores demonstraram que leptospiras patogénicas L. interrogans serovar Lai
strain Lai apresentam a capacidade de sobreviver e se replicar dentro de macrofagos
humanos mas ndo em macrofagos murinos (Li et al., 2010, Toma et al., 2011). Neste
contexto, ressaltamos ainda que os aspectos da interacéo das leptospiras com macrofagos
ainda n&o séo totalmente elucidados.

Com este objetivo, propusemo-nos a investigar a acao de proteases secretadas por
leptospiras patogénicas sobre particulas de zimosan, pois se trata-se de um modelo
relativamente bem conhecido. Para tanto, particulas de zimosan foram previamente
tratadas com soro de (B6.C3**) ou (B6.C3™") antes de serem fagocitadas por macréfagos
peritoneais murinos. Em um primeiro momento, nds observamos menor nimero de
células que fagocitaram acima de 3 particulas de zimosan na presenca de termolisina
recombinante (Figura 10). Esta reducdo também pdde ser aparentemente percebida em
células fagociticas tratadas com SLP, porém ndo foi estatisticamente significativa
(Figura 9B). A diferenca estatistica da fagocitose observada entre as duas proteases se
deve pelo fato de haver além da termolisina, outros componentes no sobrenadante total
de leptospiras patogénicas que podem estar atuando de alguma forma na internalizagéo
destas bactérias.

Para confirmar o potencial efeito das proteases sobre o numero de macréfagos que
fagocitaram, tratamos ndo somente as particulas de zimosan, mas também as células
fagocitarias com as proteases de leptospiras. E curiosamente n6s observamos um aumento
da fagocitose do zimosan tratado com SLP e termolisina recombinante (Figuras 11 e 12).
Este fato sugere que, de alguma maneira, as enzimas secretadas por leptospiras poderiam
afetar a superficie do zimosan, amplificando o seu reconhecimento por receptores
presentes na membrana externa de macrofagos murinos. Este aumento tambem foi
observado quando zimosan foi incubado com soro. Uma das hipdteses seria que a
degradacdo de C3 pelas proteases como ja constatado anteriormente em Fraga et al.
(2014), geraria mais opsoninas (C3b e iC3b) e consequentemente, maior taxa de

fagocitose. Na infeccdo por leptospiras, 0 aumento da fagocitose pode colaborar para a

106



sua disseminacdo no organismo, uma vez que esta bactéria € capaz de induzir apoptose

da linhagem celular de macr6fagos murinos J774 (Merien et al., 1996; Jin et al., 2009).

Para aprimorar 0 nosso estudo em relacdo a fagocitose de zimosan por macréfagos
murinos, decidimos expandir o tempo de incubacdo dos macréfagos com as proteases
presentes nos sobrenadantes de leptospiras além da termolisina recombinante. As células
foram previamente incubadas com SLP ou termolisina recombinante por 1 h, 3 h, 6 he
24 h. E em sequida, as particulas de zimosan-FITC foram adicionadas a cultura de células
e a fagocitose analisada por citometria de fluxo. NOs observamos uma diminuicao de
aproximadamente 20% da fagocitose de particulas de zimosan quando as células foram
tratadas com termolisina recombinante, enquanto a incubagdo com SLP causou um leve
aumento da fagocitose (Figura 15). Como dito anteriormente, essa diferenca estatistica
da fagocitose de zimosan pelos macrofagos murinos tratados com termolisina
recombinante talvez possa ser explicada por se tratar de uma proteina purificada
apresentando acao proteolitica mais potente comparada as demais proteinas presentes no
SLP. No entanto, novos experimentos serdo necessarios para melhor esclarecer este
ponto.

Em 1983, Cinco e colaboradores demonstraram que leptospiras saproéfitas (ndo
patogénicas) sdo ingeridas e mortas por neutréfilos, mesmo sem a participacdo de
opsoninas. Ja as leptospiras patogénicas foram internalizadas por estas células, apenas se
previamente opsonizadas por 1gG especifica. Em 2011, Toma e colaboradores realizaram
experimentos na tentativa de distinguir os mecanismos intracelulares ap6s a fagocitose de
leptospiras patogénicas por macrofagos murinos. Com os resultados obtidos por esses
autores, foi demonstrado que as leptospiras patogénicas foram capazes de limitar a fusdo
dos fagossomos com os lisossomos permitindo, portanto, a sobrevivéncia das mesmas no
citosol.

Os receptores de membrana dos macrofagos podem desempenhar uma serie de
funcdes incluindo diferenciacdo celular, adeséo, fagocitose, ativagéo e citotoxicidade. A
fagocitose ¢ facilitada quando particulas como os microrganismos sao cobertas por certas
proteinas conhecidas como opsoninas, para as quais 0s fagocitos apresentam receptores
em sua membrana plasmatica. As mais importantes opsoninas sdo 1gG e fragmentos
gerados com a ativacdo do Sistema Complemento especialmente (iC3b e C3b) (Mosser
and Zhang, 2011).

As integrinas s8o uma familia de moléculas de adesdo que medeiam
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principalmente adesdo e migracdo celular e sdo expressas em todos os leucocitos.
Algumas delas estdo também envolvidas com a fagocitose. Esta familia € composta por
distintas cadeias a que compartilham uma cadeia § comum: LFA-1 (CD11a/CD18), CR3
(CD11b/CD18), e CR4 (CD11c/CD18) (lIssekutz e Issekutzs, 1992, Tan et.al., 2000).

Além disso, a fagocitose ocorre mediante a interacdo dessas opsoninas com
receptores especificos como FcyR (para IgG) e CR1, CR3 e CR4. O CR1 ¢ encontrado
em eritrocitos, mondcitos circulantes, neutrofilos e principalmente em linfocitos B. Este
receptor liga-se a C4b, C3b, iC3b, C1q e MBL, contribuindo para a atividade fagocitaria.
Os CR3 e CR4 medeiam funcdes similares devido a sua estrutura homologa e agem como
receptor para o fragmento iC3b e C3b, presentes nas superficies de células fagocitarias
como neutrofilos e macrofagos (revisado por Bohlson et al., 2014, Takizawa et al., 1996).
A integrina CD11b/CD18 é um heterodimero composto pelas subunidades omp2,
conhecida também como CR3 que, além de atuar no reconhecimento de padrdes, também
desempenha importantes funcGes como adesdo e migracao de leucocitos, e na captagédo
de particulas revestidas por moléculas do Complemento mediando a fagocitose. CR3 é
expresso na superficie de muitos leucdcitos incluindo mondcitos, células NK,
granulécitos e macrofagos. O bloqueio da subunidade CD11b de CR3, reduz
drasticamente a fagocitose de zimosan (Ehlers, 2000, Fujimoto et al., 2016, Lukacsi et
al.,2017).

O aumento da expressdo da molécula de adesdo LFA-1 pode ser importante para
leucdcitos polimorfonucleares na infeccdo por leptospirose. A reacao inflamatoria aguda
observada na presenca de microrganismos ou lesdo tecidual é caracterizada pela adeséo e
migracdo destas células para o sitio inflamatorio (Issekutz, Issekutz; 1992).

Sendo assim, com a finalidade de investigar se SLP e a termolisina recombinante
seriam capazes de alterar a atividade fagocitaria pelos macréfagos murinos, por meio da
degradacédo ou remocdo dos receptores CR1, CR3 e CR4, as células foram tratadas com
as proteases das leptospiras patogénicas por 1 h, 37 °C em 5% de CO,. No entanto, nés

ndo observamos alteracGes significativas na presenca desses receptores nestas condigoes.

Para determinar a sobrevivéncia de leptospiras em um tempo prolongado, Toma e
colaboradores infectaram macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos com
L. biflexa e L. interrogans por diferentes tempos (2 h, 24 h ou 48 h). Eles observaram que

poucas unidades de L. biflexa em uma concentragdo de 10° de macréfagos ou em seu
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sobrenadante foram detectados em 24 h ap0s a infeccdo. Entretanto, um grande nimero
de células associadas a vérias L. interrogans foram observadas em até 48 h apds a
infeccdo. Todas as bactérias patogénicas estavam intactas ao passo que as ndo patogénicas
se encontraram degradadas (Toma et al., 2011). Considerando o tempo de exposi¢édo
proposto pelo grupo, decidimos prolongar o tempo de incubacdo dos macréfagos com as
proteases para analisar se receptores de opsoninas e a molécula LFA-1 poderiam ser
degradadas de forma tempo-dependente.

De fato, alguns receptores tiveram a sua expressao modulada. Os receptores FcyRI
e CR1 mantiveram a sua intensidade de fluorescéncia mesmo quando as células foram
incubadas com as proteases por até 24 h (Figura 17). Entretanto, as moléculas LFA-1,
CR3 e CR4 apresentaram uma diminuicdo de sua expressdao ao longo das 24 h de
incubacdo com o SLP (Figuras 18 e 19). Diante desses resultados, podemaos inferir que a
secrecdo de proteases por leptospiras patogénicas poderia contribuir para a sua evasédo
dos macrdfagos ap6s 24 h de infec¢do, uma vez que o decaimento desses receptores
acarretaria em menor opsonofagocitose, diferentemente das estirpes ndo patogénicas,
incapazes de secretar proteases com atividade proteolitica significativa sobre estes
substratos, sendo rapidamente eliminadas pelos macréfagos (Cinco et al.,1981; Toma et
al., 2011).

O sistema imune inato reconhece componentes estruturais conservados em
microrganismos denominados Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPS)
por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) como os TLR. para induzir
respostas imunes, como a producdo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1p, IL-6,
IL-12, e IL-18. A ativacdo dos TLRs desencadeia uma cascata de sinalizacdo que resulta
na liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNFa, IL-1p, IL-6, 1L-12, e IL-18 e
consequentemente o recrutamento de leucocitos para o local de infe¢do (Tsujimoto et al.,
2006, Kumagai at al., 2008, Imhof at al., 2017).

O receptor de manose (CD206) € uma glicoproteina transmembrana pertencente
a familia da lectina do tipo-C, sendo expresso principalmente em macréfagos e células
dendriticas. Este receptor reconhece uma série de carboidratos presentes nas superficies
de microrganismos tais como Candida albicans, Pneumocystis carinii e Leishmania
donovani. Apos o reconhecimento, os patdgenos sdo internalizados e degradados pela via
fagocitica (Ezekowitz et al., 1991, Martinez-Pomares et al., 1998, Chakraborty et al.,
2001, Azad et al., 2014).
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A mesma anélise feita com receptores de macrofagos murinos, também foi
realizada com receptores presentes na superficie de THP-1 incluindo a papalisina
recombinante. Houve uma diminuicao dos receptores de reconhecimento TLR2, TLR4 e
de manose quando as celulas foram incubadas com o SLP e papalisina recombinante por
24 h (Figuras 32 e 33A), diferentemente do observado com a termolisina recombinante
que aumentou a presenca desses receptores em THP-1 além do receptor FcyRI (Figura
33B). Além disso, o tratamento das células com as proteases causou um aumento dos
receptores CR1, CR3 e CR4 nas primeiras horas de incubacéo, porém em 24 h houve um
nitido decaimento da presenca desses receptores na superficie dos macréfagos (Figuras
34¢e 35).

Decidimos investigar por microscopia confocal a acdo das proteases de leptospiras
patogénicas sobre os receptores TLR2, CR3 e CD206. Nés incubamos as células com
SLP ou termolisina recombinante por 1 h e 24 h 37 °C e observamos que a intensidade
de fluorescéncia de TLR2, CR3 e CD206 foi reduzida nos macré6fagos na presenca de
SLP (Figuras 20-25). Contudo, apds o periodo de 24 h de exposi¢do com as proteases de
leptospiras patogénicas, os macrdfagos exibiram uma dréastica perda de fluorescéncia
dessas moléculas, corroborando com os resultados previamente comentados. Deste modo,
podemos inferir que a secrecdo de proteases secretadas pelas leptospiras patogénicas pode
ser importante como mecanismo de evasao nao somente ao Sistema Complemento, mas
também aos macrofagos, impedindo estas células de reconhecé-las e montar uma resposta
imune eficiente.

A degradacdo de opsoninas garante que a fagocitose seja prejudicada como ja foi
observado em Enterococcus faecalis, cuja clivagem de C3b e iC3b pela metalo protease
GelE resulta em uma reducéo substancial da fagocitose por leucocitos polimorfonucleares
humanos (Park et al., 2007, 2008). Conforme demonstrado anteriormente pelo nosso
grupo pela Dra Tatiana Rodrigues Fraga (Fraga et al.,2014) foi observado que a proteina
C3 do Complemento ¢ clivada pelas proteases de leptospira nas cadeias a e 3, gerando
diversos fragmentos de degradagdo. Além disso, utilizando os componentes purificados
do complemento, observamos que os fragmentos C3b e iC3b também sdo clivados pelas
proteases de leptospira. Estes dois fragmentos s@o importantes opsoninas, possibilitando
a fagocitose pela ligagédo aos receptores CR1 e CR3, respectivamente (Fraga et al., 2014).

De acordo com a literatura, L interrogans apresenta um atipico LPS diferindo das

bactérias Gram-negativas que tem a capacidade de ativar o TLR4 resultando na producao
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de citocinas pro-inflamatérias. O LPS de leptospiras ativam macrofagos humanos apenas
por TLR2. Em camundongos, considerados animais resistentes a leptospirose, o LPS é
capaz de ativar os macrdfagos tanto por TLR2 quanto por TLR4. Animais com duplo
knockout infectados com L. interrogans rapidamente morrem por insuficiéncia renal e
hepatica (Nahori et al., 2005; Chassin et al., 2009). Acredita-se que esta diferenca de
reconhecimento entre macréfagos humanos e murinos possa estar relacionada com a
susceptibilidade ou resisténcia a infeccéo.

A estirpe patogénica L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm (LPF) foi
incubada com SHN para opsonizacao das bactérias por C3b/iC3b geradas pela ativacéo
do Sistema Complemento. Em seguida, as leptospiras foram incubadas com SLP,
termolisina ou papalisina recombinantes por 1 h e 24 h a 37 °C. Nds observamos que as
proteases secretadas por leptospiras patogénicas foram capazes de degradar opsoninas
depositadas na membrana da bactéria com 1 h de incubacéo e com maior intensidade no
periodo de 24 h (Figura 30) Além disso, o SHN foi incubado com as proteases e em
seguida adicionado as culturas de leptospiras patogénicas. Nos observamos a degradacao
total da cadeia o/a’ de C3 (115/105 kDa) e a termolisina recombinante também foi capaz
de degradar a cadeia 3 de 75 kDa em apenas 1 h de incubagdo (Figura 31). Esse resultado
nos indica que as estirpes patogénicas de Leptospira poderiam evadir da fagocitose por
macréfagos possivelmente pela inativacdo das opsoninas presentes no soro através da

degradacéo dos fragmentos que as compdem.

A fagocitose de microrganismos envolve uma série de eventos coordenados,
iniciando-se pelo reconhecimento pelas células fagociticas, seguido da ativacdo das vias
de sinalizacdo que levam a resposta imune e eliminacdo do patégeno (Lim et al., 2017).
Estudos anteriores envolvendo a fagocitose de leptospiras, demonstraram que certas
estirpes de leptospiras patogénicas apresentam a capacidade de sobreviver e se replicar
dentro de macréfagos humanos, mas ndo em macrofagos murinos (Li et al., 2010, Toma
et al., 2011). Neste contexto, ressaltamos ainda que os aspectos da interacdo das

leptospiras com macréfagos ainda ndo sao totalmente elucidados.

Macrofagos e leptospiras foram expostos ao SLP, termolisina e papalisina
recombinante e observamos que a fagocitose de leptospiras foi notadamente reduzida ao
tratar as células THP-1 com as proteases independentemente se a bactéria foi opsonizadas
ou ndo. Além disso, o tratamento tanto de THP-1 quanto de leptospiras com SLP,

termolisina ou papalisina recombinantes reduziu ainda mais a porcentagem de fagocitose
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comparadas com as amostras que nao receberam as proteases (Figuras 36 e 37). Deste
modo, podemos inferir que leptospiras patogénicas seriam capazes de evadir da
fagocitose por macrofagos, possivelmente pela degradacéo das opsoninas depositadas em
sua superficie ou pela remocao ou inibicdo de receptores de fagocitose presentes nas
superficies de macrdfagos, representando um importante mecanismo de evasao.

A identificacdo de alvos bioldgicos para as proteases de leptospira € de grande
importéncia para o melhor entendimento da patogénese da doenga, bem como também
podera contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas e/ou preventivas na
infeccdo por estes patdgenos. Para dar continuidade no estudo relacionado as proteases
secretadas por leptospiras patogénicas, nosso grupo pretende estudar a papalisina como
potente candidato vacinal, no qual se espera obter resultados promissores e eficazes para

combater a leptospirose.

7. Conclusotes

¢ O tratamento de macrdfagos peritoneais com termolisina recombinante por 1 h, 3 h, 6
h e 24 h causou reducdo da fagocitose de particulas de zimosan em comparagdo com
as células que nao receberam o tratamento;

e A incubacdo de macrdfagos peritoneais com o SLP diminuiu a presenca de LFA-1,
CR3 e CR4 na superficie das células;

e Houve uma reducédo da intensidade de fluorescéncia dos receptores TLR2, CD11b e
CD206 presentes na superficie de macrdfagos peritoneais ao serem incubadas com
SLP e termolisina recombinante por 1 h e 24 h;

e Foi observado degradacdo da banda de 67 kDa da cadeia o de C3 depositadas na
membrana da leptospira ndo patogénica L. biflexa sorovar Patoc em contato com SLP
e da banda de 45 kDa da cadeia a quando estas bactérias opsonizadas foram expostas
a termolisina recombinante;

e Houve degradacdo da cadeia o de C3 depositadas na superficie da leptospira
patogénica L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm na presenca de SLP,
termolisina e papalisina recombinante e a cadeia f também foi degradada por
termolisina em apenas 1 h de incubacdo. Em 24 h de incubacdo com as proteases, as
duas cadeias de C3 foram quase totalmente degradadas. Além disso, as proteases
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também clivam os fragmentos de C3, impedindo as opsoninas de depositarem sobre a
superficie das leptospiras;

e Foi observado reducdo da presenca de TLR2, TLR4, CD206 e CR1 em macrofagos
THP-1 tratados com SLP por 24 h;

e A porcentagem de fagocitose de leptospiras patogénicas por macréfagos THP-1 foi
diminuida quando estas células foram incubadas com o SLP, termolisina e papalisina
recombinante. E ao tratarmos tanto as células quanto as bactérias opsonizadas ou nao
com as proteases, observamos uma reducdo mais expressiva da fagocitose de

leptospiras.

Diante de todos esses resultados obtidos durante o periodo do Doutorado,
podemos inferir que a secrecdo de proteases por leptospiras patogénicas pode ser
considerada um mecanismo de evasdo tanto ao Sistema Complemento pela clivagem de
suas moléculas presentes no soro normal como também a fagocitose por macrofagos uma
vez que essas proteases mostraram ser capazes de degradar opsoninas depositadas nas
membranas das leptospiras dificultando a sua internalizacdo pelas células. Além disso,
vimos também que a acéo proteolitica do SLP, termolisina e papalisina recombinante foi
capaz de reduzir a presenca de receptores de reconhecimento e fagocitose presentes na
superficie dos macrofagos, seja pela degradacdo ou inibicdo desses receptores,
prejudicando a resposta imune contra as leptospiras favorecendo desta forma, a sua

disseminacdo no organismo.
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