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Resumo

Uma varredura em busca de atividades proteoliticas em bactérias patogénicas e
ndo-patogénicas do género Leptospira identificou a presengca de atividade
aminopeptidolitica apenas nas primeiras. Visando a esclarecer este achado, o presente
trabalho propds caracterizar bioquimicamente a enzima potencialmente responsavel
pela atividade leucil-aminopeptiddsica presente apenas em sorovares patogénicos de
Leptospira. Por meio da clonagem do gene pepA, que codifica uma provavel leucil-
aminopeptidase (LAP) citossdlica, obtivemos a forma recombinante ativa da enzima,
gue possui caracteristicas filogenética e bioquimica semelhantes aquelas enzimas da
familia M17 das metalopeptidases. Assim como outras enzimas dessa familia, essa LAP
recombinante demonstrou atividade catalitica sobre o substrato L-Leu-AMC, com uma
atividade 6tima em pH 8,5, e termofilia com temperatura étima de 50 °C. Além disso, a
enzima exibiu comportamento tipico de cinética classica de Michaelis-Menten. E
inibida irreversivelmente por EDTA, apesar de outras LAPs serem reativadas por co-
fatores i0nicos. Aparentemente, a enzima forma um oligdbmero de 320 kDa,
apresentando dependéncia dessa forma para sua atividade sobre o substrato L-Leu-
AMC, em gel de eletroforese. Adicionalmente, foi produzido soro a-HalAP em
camundongos isogénicos, demonstrando a antigenicidade da enzima e possibilitando a
posterior utilizacdo de anticorpos em outros estudos sobre a expressao diferenciada
dessa peptidase durante infec¢des. Esse trabalho abre caminho para a elucidagdo de
novos mecanismos operando exclusivamente em membros patogénicos de bactérias

do género Leptospira.



Abstract

Screening proteolytic activities in non-pathogenic and as well in pathogenic
bacteria of the genus Leptospira, we identified the presence of aminopeptydolitic
activity in the latter only. Aiming at clarification of this finding, this work led to the
biochemical characterization of the enzyme which appears to be responsible for the
leucyl-aminopeptydase activity present in pathogenic Leptospira serotypes. By the
cloning og the pepA gene coding a putative cytosolic leucyl-aminopeptidase (LAP), we
obtained the active recombinant enzyme, showing phylogenetic and biochemical
features similar to those present in the M17 metallopeptidase enzymes family. Like
other enzymes belonging to this family, recombinant LAP revealed catalytic activity
upon L-Leu-AMC substrate, with optimal activity at pH 8.5, and a slight termophilic
behavior, with its optimal temperature at 50 °C. Besides, the enzyme presented typical
Michaelis-Menten kynetics. It is irreversibly inhibited by EDTA, although other LAPs
shows reactivation towards ionic cofactors. Apparently, the enzyme forms a 320 kDa
oligomer, structure which the activity on the L-Leu-AMC substrate in eletrophoresis
gel seems to be dependent. In adittion, the antiserum against a-HalLAP produced in
isogenic mice showed its high antigenicty. This finding suggests that the enzyme could
be employed to produce specific antibody, which could be useful in clarifying the
differential expression of the peptidase in the course of severe infections. This work
opens a new avenue that may lead to elucidation of novel mechanisms exclusively

associated with pathogenic species within the genus Leptospira.
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Introducao

Leptospirose
A leptospirose é uma doenga infecciosa febril causada por bactérias

patogénicas do género Leptospira. Foi descrita primeiramente por Weil, em 1886,
como uma doenca multisistémica grave, apresentada com ictericia profunda e
comprometimento renal (Levett, 2005). Pode ser adquirida diretamente pelo contato
com animais infectados e seus fluidos corporais, ou indiretamente com solo e agua
contaminados pela urina dos mesmos. Atualmente, sabe-se que existe uma grande
variedade de manifestacGes clinicas, desde formas assintomaticas até casos graves,
com comprometimento renal e pulmonar severo, que freqlientemente levam a morte.
Pelo fato de estar presente no mundo inteiro e infectar cerca de 160 espécies de
mamiferos (Enna e Rolando, 2007), a leptospirose é considerada uma das mais
importantes zoonoses que, como tal, atinge economicamente diversos setores da
producdo. A doenca representa, por exemplo, uma das causas mais comuns de surtos
de abortos em bovinos, sendo que no Brasil ja foram encontrados sinais de infec¢ao
em até 6,7% de fetos abortados, a maior taxa de abortos por causas bacterianas no
estudo (Corbellini et alii, 2006). Além disso, a leptospirose também leva a perdas na
producdo de caprinos, suinos e equinos (Leon-Vizcaino, Hermoso de Mendoza e
Garrido, 1987; Ellis, 1994). Como se nao bastassem os prejuizos causados por essas
perdas, o mal atinge também os trabalhadores envolvidos na manipulagdao dos animais
doentes, o que resulta em altos gastos hospitalares e perdas de dias de trabalho

(Ministério da Saude, 2005).

Em comunidades carentes, a precariedade do sistema sanitdrio aumenta o
numero de casos nao ocupacionais, ja que o lixo acumulado nas margens dos
reservatorios de dgua serve como habitat para roedores que albergam a Leptospira
(Bharti et alii, 2003). A excreta dos animais infectados contamina mananciais, lagoas e
pocos artesianos usados por essas populagcdes. Contudo, casos crescentes de infecgGes
relacionadas a atividades recreativas ou esportivas (Morgan et alii, 2002; Haake et alii,
2002, St John et alii, 2000; Bharti et alii, 2003) que dependem da agua (pesca, corrida

de aventura, tridtlon, etc.) fazem com que a doenca deixe de ser atribuida somente a



classes sociais desfavorecidas, e passe também a representar riscos para individuos de

classe média e média-alta (Bharti et alii, 2003).

A falta de sintomas clinicos bem definidos, associada a caréncia de recursos nos
ambulatdrios de paises em desenvolvimento, muitas vezes leva a ma interpretacdo de
diagnosticos, subestimando o nimero de casos de leptospirose até mesmo em areas
endémicas (Dall’Antonia et alii, 2008). O recente seqlienciamento dos genomas de
algumas linhagens de Leptospira (Ren et alii, 2003; Nascimento et alii, 2004) despertou
novo interesse sobre os mecanismos de patogénese da doenga, e, conseqlientemente,

aumento no numero de casos relatados.

Etiologia
Bactérias do género Leptospira sdo espiroquetas gram-negativas

obrigatoriamente aerdbias de aproximadamente 0,1 um de didametro por 6 a 20 um de
comprimento. Sao dificilmente visualizadas por técnicas de coloragao convencionais,
sendo mais recomendados os métodos de iluminacdo de campo escuro ou microscopia
de contraste de fase (Faine, 1982). As células possuem extremidades afiladas,
geralmente curvadas em forma de gancho, caracteristica que deu o nome da espécie
patogénica — L. interrogans — por lembrar um sinal de interrogacdo. Possuem dois
filamentos axiais periplasmaticos responsaveis por sua mobilidade, que partem de
extremidades opostas e se sobrepde no centro da bactéria (Levett, 2005), as quais se

locomovem tanto por movimentos de rotacdo quanto por flexao.

O género Leptospira compreende classicamente duas espécies: L. interrogans e
L. biflexa (espécie patogénica e saprofitica, respectivamente). Estas duas espécies sao
subdivididas em sorovares, de acordo com exames de aglutinagdo para antigenos
especificos. Sorovares antigenicamente relacionados sdo, por conveniéncia, agrupados
em sorogrupos. Estudos recentes baseados na seqléncia genética de diversos
sorovares levaram a uma nova classificacdo taxondmica das bactérias desse género.
Assim, atualmente as Leptospira sao divididas em 18 genomoespécies (Matthias et alii,
2008) das quais oito possuem representantes patogénicos, seis ndo apresentam
nenhum representante patogénico e quatro encontram-se numa posi¢cao
intermedidria, consideradas oportunistas (Tabela 1). A classificacdo genética ndo se

relaciona com a soroldgica, podendo haver sorovares diferentes dentro de uma



mesma espécie (incluindo sorovares patogénicos e ndo-patogénicos) e espécies

diferentes em um mesmo sorogrupo.

Tabela 1. Representantes dos atuais clados do género Leptospira, inferidos por
analise filogenética do gene da subunidade 16S do RNA ribossomal.

Classificacao Genomoespécie

Patogénicas Leptospira interrogans
Leptospira kirschneri
Leptospira noguchii
Leptospira alexanderi
Leptospira weilii
Leptospira genomospecies 1
Leptospira borgpetersenii
Leptospira santarosai

Intermedidrias ou oportunistas Leptospira inadai
Leptospira fainei
Leptospira broomii
Leptospira licerasiae

Nao-patogénicas Leptospira biflexa
Leptospira meyeri
Leptospira wolbachii
Leptospira genomospecies 3
Leptospira genomospecies 4
Leptospira genomospecies 5

Biologia Molecular
O genoma da Leptospira é composto por dois cromossomos circulares que

juntos podem chegar a 5000 kb: o cromossomo maior tem de 3600 a 4600 kb e o
menor de 300 a 350 kb. Nao foi reportada a presenca de nenhum plasmideo nos
genomas seqlienciados. O grande tamanho de seu genoma, quando comparado com o
de outras espiroquetas, é atribuido a alta capacidade do organismo em sobreviver no
ambiente e ao numero de hospedeiros que pode infectar. Quatro genomas de
bactérias patogénicas do género Leptospira ja foram seqlienciados, e o tamanho
reduzido do genoma de L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis foi relacionado a

diminuicdo da capacidade de transmissdo dessa espécie (Dieter et alii, 2006).

Estudos com manipulacdo genética e transformacdo de Leptospira foram

dificultados por muito tempo, devido principalmente ao complexo sistema de restricao



destes organismos. Um vetor de entrada para L. biflexa foi construido e divulgado em
2000 (Girons et alii, 2000), e mais recentemente um grupo demonstrou a importancia
de pelo menos um gene para a patogenia de L. interrogans por meio de insergdes

aleatdrias (Ristow et alii, 2007).

Epidemiologia
A leptospirose ocorre durante o ano todo em varias partes do mundo, mas tem

um pico de incidéncia nos periodos de maior precipitacdo. No campo de paises em
desenvolvimento tem sido considerada como doencga laboral, enquanto que nas
cidades aparece como surtos precedidos de enchentes (McBride et alii, 2005).
Entretanto, sua epidemiologia vem mudando cada vez mais, acompanhada pelas
constantes mudancas climaticas e sociais. Surtos foram relacionados com o fenémeno
do El nifio (Storck et alii, 2007) e com atividades recreativas em reservas de dgua
contaminadas (Morgan et alii, 2002; Haake et alii, 2002, St John et alii, 2000). O
aumento do numero de desabrigados, mesmo em paises desenvolvidos, faz com que
mais pessoas estejam expostas ao contato com a urina de ratos e ratazanas. Furacdes
e tornados além de causarem enxurradas e alagamentos, deixam centenas de pessoas
desabrigadas, o que favorece a contamina¢dao. A biologia da doenga é, portanto,
altamente varidvel e dependente de fatores abidticos (clima, topografia, e geografia),
bidticos (diversidade de hospedeiros, vetores e suas relacdes ecoldgicas) e
antropolégicos (comportamento, exploracdo ambiental e infra-estrutura). Para
simplificar, Faine (1994) ilustrou pelo menos trés situagdes de risco diferentes: a
primeira é relacionada aos riscos laborais, e ocorre principalmente em areas
temperadas, onde os animais de criacdo sdo praticamente os Unicos reservatérios de
Leptospira. A segunda ocorre em paises de clima tropical, geralmente em
desenvolvimento, com medidas de saneamento basico precdrias e um nimero maior
de hospedeiros de manutencdo. Nesse caso, existe um aumento da probabilidade de
contato com a bactéria, independente da ocupacdo. A terceira situacdo esta
relacionada as infec¢des ocasionadas por roedores urbanos, como os ratos de esgoto,
por exemplo. Essa ultima situacdo tem particular importancia em cidades destruidas

pela guerra ou por desastres naturais (Levett, 2001).



Os hospedeiros podem ser classificados como de manutencdo, quando
perpetuam a contaminacdao do meio ambiente, ou acidentais, quando apresentam a
forma aguda da infec¢do (como no caso dos humanos). Diversos estudos tentaram
relacionar a prevaléncia de alguns sorovares com hospedeiros especificos e suas
variacoes de acordo com a regido. De um modo geral, pequenos roedores sdo os
principais hospedeiros de manutencdo que, dependendo das espécies, podem albergar
sorovares distintos. Ratos sdao conhecidos por abrigar sorovares dos sorogrupos
Icterohaemorrhagiae e Ballum, jd os camundongos sao hospedeiros para o sorogrupo
Ballum (Levett, 2001). No Brasil, os sorovares Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona,
Hardjo e Pyrogenes, compreendem os principais sorogrupos que acometem o homem,
canideos, ovinos, bovinos e caprinos, respectivamente (Ministério da Saude, 1995;
Favero et. alii, 2002). Conhecer os sorovares prevalentes e seus hospedeiros de
manutencdo é fundamental para entendermos a epidemiologia da doenca em

gualquer regido do mundo (Levett, 2001).

Transmissao e Patologia
Uma vez excretadas no meio, as bactérias podem sobreviver por longos

periodos de tempo. Sua sobrevida é aumentada quando o ambiente é quente, Umido e
neutro ou ligeiramente alcalino (Enna e Rolando, 2007), condi¢cdes facilmente

encontradas em paises tropicais.

Entre os hospedeiros de manutencdo, a infeccdo é passada dos individuos mais
antigos para os mais novos, por contato direto, durante o parto ou pela contaminagao
do solo. No caso dos seres humanos, hospedeiros acidentais, a bactéria entra por
abrasdes na pele, pelas mucosas ou até mesmo pela pele integra quando o individuo
se mantém imerso em agua contaminada por periodos prolongados (como no caso de
trabalhadores de esgotos ou arrozais, por exemplo). Embora mais raros, existem casos
documentados de transmissdo sexual, transplacentaria e de infecgdo por ingestdo de
agua contaminada (Enna e Rolando, 2007). Uma vez dentro do hospedeiro, as
Leptospira sdao transportadas pela corrente sanguinea e invadem tecidos e érgaos. O
periodo de incubacdo varia de 2 a 20 dias, sendo mais comum de 7 dias (Ministério da

Saude, 2005).



Clinicamente, a doenca pode se manifestar com diversos graus de severidade. A
maioria das infec¢bes é supostamente assintomatica, com o Unico sinal sendo
bacteremia. Entretanto, formas graves da doenga sao relativamente frequentes e
apresentam taxas de mortalidade de 10 a 50% (McBride, 2005). Vdarios estudos
tentaram relacionar as apresentacdes clinicas com sorovares especificos, mas nenhum
conseguiu resultados conclusivos. Aparentemente, o conjunto de fatores que
influencia a variagdao dos quadros clinicos inclui a linhagem do parasita, quantidade

inoculada, recorréncia de infecgdo e as interagdes parasito-hospedeiras especificas.

Os sintomas variam muito e dependem da severidade da doenca, mas os mais
comuns sdo a febre, mialgias intensas, cefaléia, manifestacbes gastrointestinais,
infeccdo conjuntiva e meningite. A apresentacao clinica da doenca é geralmente
bifdsica, com a fase aguda durando cerca de uma semana, seguida pela fase imune,

caracterizada pela soroconversao e excrecdo de Leptospira pela urina (Levett, 2005).

A vasculite sistémica, que facilita a migracao das espiroquetas para os demais
6rgdos, pode resultar em dano vascular severo, acompanhado de hemorragias e
comprometimento pulmonar, renal e hepatico. Outras complicacées da leptospirose
estdo associadas com a localizacdo tecidual das Leptospira durante a fase imune, e

ocorrem a partir da segunda semana da doenca (Levett, 2001).

A patogenia é caracterizada pelo desenvolvimento de vasculite, dano endotelial
e infiltrados inflamatdrios compostos por mondécitos, células plasmaticas, macréfagos

e neutrofilos.

Nas andlises histopatoldgicas, alteracdes sdao mais evidentes no figado, rins,
coracdo e pulmdes, mas outros 6rgaos também podem ser afetados de acordo com a
severidade da doenga. O comprometimento hepatico se manifesta clinicamente por
hepatomegalia e ictericia, efeitos secundarios da invasao dos sinusdides, espago de
Disse e destruicdo localizada de hepatdécitos (Enna e Rolando, 2007). Ha evidéncia de
hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer, pode haver colestase intra-hepatica, e

eritrofagocitose ja foi reportada (Levett, 2001).



Nos rins, a maior ocorréncia é de nefrite intersticial, acompanhada de
infiltracdo celular de neutréfilos e mondcitos. Pode haver também insuficiéncia renal
com padrdes de nefrose hipoxémica, associada a elementos que sugerem dano celular
mediado por toxinas (Enna e Rolando, 2007). Leptospira podem ser encontradas nos
tubulos renais, que apresentam deplecdao mitocondrial, bordas em escova desnudas, e
membranas basais espessadas. Mudancas na estrutura glomerular conferem uma base

anatébmica para a proteinuria na leptospirose (Levett, 2001).

No coragdo, os sinais encontrados incluem miocardite intersticial, com
infiltracdo de linfdcitos e células plasmaticas, hemorragia e infiltracdo mononuclear no

epicardio, efusdes pericardicas, e arterite coronariana (Levett, 2001).

Hemorragias pulmonares relacionadas a leptospirose tém ganhado cada vez
mais atencdo desde o reconhecimento da forma pulmonar severa da leptospirose
(severe pulmonary form of leptospirosis — SPFL), uma das maiores causas de morte em
pacientes que desenvolvem a forma mais grave da doenca (Dolhnikoff et alii, 2007).
Taxas de incidéncia de envolvimento pulmonar aumentaram recentemente, e podem
variar de 20 a 70 por cento dos casos totais (Bharti et alii, 2003; Dall’Antonia et alii,
2008). Sinais clinicos envolvem congestdo e hemorragia pulmonar, com infiltracdo dos
espacos alveolares por mondcitos e neutréfilos. Pode haver formacdo de membrana
hialina, e Leptospira podem ser encontradas em células endoteliais dos septos inter-

alveolares e dos capilares (Levett, 2001).

Necrose focal de musculos esqueléticos (principalmente das pernas) pode
ocorrer, com infiltracdo de macroéfagos, neutrdfilos e células plasmaticas (Levett,

2005).

No cérebro, observa-se infiltracdo perivascular de linfécitos. Comprometimento
neuroldgico é observado na forma de cefaléia intensa, e raramente como alteracdo de
consciéncia. Pode-se desenvolver também meningite, geralmente durante a fase
imune da doenga, o que nos leva a crer que os problemas neurolégicos devem estar

associados a manifestaces do sistema imune do hospedeiro (Levett, 2001).



O comprometimento ocular é observado por sufusdo conjuntiva, que quando
acompanhada de ictericia é um indicativo da doenga de Weill, uma das formas mais
graves da leptospirose. Ocasionalmente, pode-se desenvolver uveite anterior,
manifestada por visdo embacada, fotofobia e dor (Enna e Rolando, 2007). Postulou-se
que a persisténcia de alguns antigenos possa provocar uma reacdo auto-imune
responsavel por tais manifestacbes (Parma, Cerone e Sansinanea, 1992; Kalsow e
Dwyer, 1998; Rathinam, 2005). Leptospira podem ser encontradas no humor aquoso
em humanos e eqliinos, como demonstrado tanto por microscopia quanto por PCR

(Levett, 2001).

InfeccOes agudas podem afetar o curso da gravidez, tanto por efeito da febre e
alteracdes patoldgicas na made quanto por transmissao transplacentaria ao feto. Em
pelo menos um caso bactérias do sorovar Hardjo foram transmitidas da mae para o

bebé pela amamentacdo (Levett, 2001).

Patogénese
Existem basicamente dois tipos de mecanismos para a patogénese da

leptospirose: os efeitos diretos da bactéria nos tecidos e a reagcdo imune do

hospedeiro a infecgao.

Apesar dos mecanismos moleculares responsdveis pela patogenia das
Leptospira ainda ndao terem sido elucidados, varios fatores de viruléncia foram
propostos e caracterizados recentemente. Dentre eles, lipoproteinas e proteinas de
superficie, proteinas secretadas, elementos de mobilidade, quimiotaxia, adesdo e

invasao, e lipopolissacarideos (Palaniappan, Ramanujam e Chang, 2007).

Sabe-se que a lipoproteina LipL36 tem expressao diferenciada quando mantidas
em culturas in vitro comparada com in vivo (Barnett et alii, 1999). LigA, Qlp42, LipL42 e
Loa22 se mostraram reguladas positivamente durante infec¢Ges (Haake e Matsunaga,
2002). LipL32 dispara uma resposta inflamatéria por meio de um mecanismo
envolvendo fator kappa-B nuclear e receptores do tipo Toll (TLR)2 (Yang, Hung e Wu,
2006). LfHA, LruA e LruB foram identificados e caracterizados como novas proteinas

imunogénicas (Palaniappan, Ramanujam e Chang, 2007).
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Existem pelo menos 79 genes associados a mobilidade em todos os genomas
seqlenciados até o momento, sendo que destes, 42 se conservam entre outras
espiroquetas conhecidas, como B. burgdorferi e T. pallidum. Anadlise gendmica indica
gue o sistema de quimiotaxia de L. interrogans é muito mais sofisticado do que o de B.
burgdorferi e T. pallidum. Linhagens patogénicas apresentam quimiotaxia em direc¢do a

hemoglobina, enquanto que as saprofiticas ndo (Nascimento et alii, 2004).

A adesdo de bactérias as células hospedeiras é o primeiro passo para se
estabelecer uma infecgdo. Leptospiras entram tanto em células fagociticas quanto nao-
fagociticas, e diversos estudos com culturas de células demonstram a importancia de
moléculas de superficie para adesdo e invasdo. Uma proteina de adesdo a fibronectina
expressa na superficie de bactérias do sorovar Icterohaemorrhagiae, mas nao de
linhagens ndo-virulentas, pode exercer papel importante no contato inicial do parasita

com o hospedeiro (Merien et alii, 2000; Lin e Chang, 2007).

O lipopolissacarideo (LPS) leptospiral tem atividade endotdxica mais baixa em
relacdo ao de outras bactérias Gram-negativas, apesar de terem composicdes
semelhantes. Outra singularidade é que disparam o sistema inato em humanos por
receptores do tipo toll (TLR)2, ao invés de TLR4. A resisténcia dos camundongos a
infec¢ao por leptospiras patogénicas ao homem foi atribuida a alta afinidade entre
essas moléculas e receptores do tipo TLR2 e TLR4, que confere uma resposta imune
inata efetiva para o sorovar em questdo (Viriyakosol et alii, 2006). Mudancas no LPS de
leptospiras patogénicas afetam a letalidade da infecgdo. Algumas regides dessas
moléculas sdo altamente varidveis em diferentes sorovares, e sdo responsaveis por

evocar uma imunidade sorovar-especifica.

Foi reportado que os sorovares Pomona e Copenhageni produzem uma
proteina citotoxica, e o plasma de animais infectados possuia atividade citotdxica. In
vivo, essa proteina foi capaz de causar infiltragdes histopatologicamente evidentes.
Outras fragdes com atividade citotdxica foram purificadas dos sorovares Copenhageni
e Canicola, mas também foram detectadas em sorovares nao-patogénicos, sugerindo
que outros fatores de viruléncia podem ter papéis mais importantes. Nos genomas

anotados, existem diversas hemolisinas, esfingomielinases e fosfolipases. Uma
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esfingomielinase apresenta atividade formadora de poros em varias células de

mamiferos, e pode contribuir para a vasculite sistémica (Levett, 2001).

Mesmo com as recentes elucidagdes sobre a patogenia da doenga, muitas
proteinas ainda hdo de ser identificadas e caracterizadas, o que trard uma percepgao

mais acurada dos processos infecciosos induzidos pelas Leptospiras.

Peptidases
Apesar de o termo “protease” ser comumente empregado, o Comité de

Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB, em
inglés) recomenda o termo “peptidase” para a classe de enzimas que catalisam a
hidrdlise de ligacbes peptidicas. Estdo amplamente difundidas na natureza, onde
diversas funcgdes bioldgicas dependem de sua atividade. Atualmente, trés critérios
principais sdo utilizados para classificar as peptidases: (1) a reacdo catalisada; (2) a
natureza quimica do sitio catalitico; e (3) a relacdo evolutiva entre outras proteases,

como revelada pela estrutura primdaria e/ou tercidria da proteina.

Quanto ao tipo da reacdo catalisada, as peptidases podem ser divididas em
endopeptidases, quando preferencialmente clivam peptideos de regides internas da
proteina, longe das extremidades, ou exopeptidases, quando agem préximas as
terminag¢des da cadeia polipeptidica. As que exibem especificidade em relagao a regido
n-terminal das proteinas sdo chamadas de aminopeptidases, enquanto que as que
clivam peptideos da regido c-terminal sdo conhecidas por carboxipeptidases. Existem
também as omegapeptidases, que clivam peptideos ou dipeptideos de ambas as
regioes, que sdo ligados, substituidos ou ciclizados por pontes isopeptidicas (Rawlings

et alii, 2008).

As peptidases podem ainda ser agrupadas quanto ao tipo de sitio catalitico que
possuem. Em 1960, Hartley reconheceu quatro tipos de sitios cataliticos, que mais
tarde levaram a classificacdo por serino-, cisteino-, aspartico- e metalo-peptidases
(Barrett, 1980; Barrett e McDonald, 1986). Atualmente, com o reconhecimento das
treonina e glutamico-peptidases (respectivamente, Abadjieva et alii, 2000 e Fujinaga et

alii, 2004), somadas ao grupo de peptidases com acdo catalitica desconhecida, o
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numero de tipos de peptidases de acordo com essa classificacdo chega a sete. Esse
sistema de agrupamento contribui para os dois sistemas atuais de nomenclatura e

classificagdao de peptidases, o EC e o MEROPS.

O ultimo critério de classificacdo das peptidases é baseado na homologia, ou
seja, na relacdo evolutiva e estrutural entre as enzimas, inferida a partir da
comparacdo de sequéncias de aminodacidos e/ou estruturas tercidrias. Esse método foi
introduzido por Barret e colaboradores em 2003, e atualmente é o motor do banco de
dados MEROPS' (Rawlings et alii, 2008). A partir dessas comparacbes, a funcdo
biolégica de uma determinada enzima pode ser inferida com base apenas na
seqliéncia nucleotidica do gene responsavel por sua codificacdo (Potempa e Pike,
2005). Além de o sistema MEROPS utilizar-se da homologia entre os diferentes tipos de
proteases para classifica-las em familias, que posteriormente sdo agrupadas em cl3s,
ele utiliza-se ainda da classificacdo quanto ao tipo de sitio catalitico, pois as peptidases
comuns em uma familia geralmente possuem uma grande conservagdo na seqliéncia

peptidica.

O sistema EC foi introduzido pela Comissdao de Enzimas, e atualmente é
mantido pelo Comité de Nomenclatura da IUBMB?. Esse sistema é baseado no tipo de
acdo das enzimas, sendo que as peptidases se encontram no grupo 3.4 (o nimero ‘3’

corresponde as hidrolases, e o ‘4’ ao tipo de ligagdes clivadas — no caso as peptidicas).

As propriedades das principais classes de peptidases estdo descritas a seguir.

Aspartico-peptidases
Atualmente composta por 14 familias, agrupadas em sete clas distintos, essa

classe inclui as enzimas digestivas, como pepsina, quimiosina e renina, bem como
algumas peptidases fungicas. Também fazem parte dessa classe de peptidases as
retropepsinas, como a protease do virus da imunodeficiéncia humana. Dentre os sete
clas definidos, dois (AC e AF) contém enzimas presentes apenas entre as bactérias. O
cld AD possui também uma familia composta apenas por peptidases bacterianas. O

sitio ativo foi inferido por estudos de modificagdao quimica (Delpierre e Fruton, 1965;

Disponivel em: ! http://merops.sanger.ac.uk/.
? http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/.
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Hartsuk e Tang, 1972; Dunn, 2001), e é normalmente composto por um par de
residuos de acido aspdrtico (Asp-32 e Asp-215, na pepsina). A catdlise da quebra das
ligacdes peptidicas mediada por membros dessa classe de peptidases ocorre sem o uso
de um ataque nucleofilico por um grupo funcional da enzima, ao invés disso, uma
molécula de agua é fortemente ligada entre os dois residuos cataliticos (Dunn, 2001),
qgue exerce a funcdo esperada de nucledfilo. Sdo inibidas especificamente por

pepstatina A ou por compostos de diazoacetil.

Na bactéria da praga Yersinia pestis, a aspartato-peptidase Pla converte
plasminogénio do hospedeiro em plasmina, além de desabilitar a a,-antiplasmina, o
que facilita a atividade dessa peptidase na degradacdo de fibrina e outras proteinas
ndo-colagenosas da matriz extracelular. Isso causa o dano local do tecido conjuntivo, e
permite a invasdo eficiente da bactéria para a circulagdo. E também sabido que a
peptidase Pla medeia a adesdo do parasita a membrana basal e a invasdo de células

epiteliais em humanos. (Potempa e Pike, 2005).

Adicionalmente, varias outras aspartato-peptidases estdo envolvidas no
processo de regulacdo de diversos fatores de viruléncia em outras bactérias. Na E. coli
enteropatogénica, a correta montagem do pilo formador de macos (BFP) depende da
atividade peptidasica da pré-pilina (Anantha, Stone e Donnenberg, 2000; Potempa e
Pike, 2005). O nocaute do gene responsavel pela producdo da pré-pilina em Legionella
pneumophila, prejudica a habilidade da bactéria de crescer em amebas ou células
macroéfago-similes de humanos (Liles, Edelstein e Cianciotto, 1999; Potempa e Pike,

2005).

Cisteino-peptidases
Essa classe é atualmente composta por 58 familias, dispostas em nove clas.

Apesar de duas peptidases bacterianas (estreptopaina e clostripaina) dessa classe
constarem entre as primeiras enzimas com atividade peptideo-hidrolasica descritas, as
cisteino-peptidases sdo sub-representadas em organismos procariontes (Potempa e
Pike, 2005). Em compensacdo, estdo amplamente distribuidas nos outros reinos. A
papaina é o arquétipo membro mais estudado dessa classe de peptidases. Os

principais clds dessa classe de peptidases sdo: CA, que possui todas as familias
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relacionadas a papaina; o CD, que contém familias com motivos semelhantes ao da
familia das caspases; e o CL, que corresponde as peptidases bacterianas que clivam e

transferem peptideos da parede celular das bactérias (Rawlings, 2008).

O mecanismo catalitico dessa classe se baseia numa triade catalitica, na qual
um residuo de histidina é usado para ativar o residuo de cisteina em um nucleéfilo (no
caso, um atomo de enxofre). Em um segundo momento, a histidina funciona como
aceptor de elétrons, facilitando a transferéncia da regido carboxiterminal do residuo
atacado para a formag¢dao de um intermediadrio covalente (Dunn, 2001). Peptidases
dessa classe sdo inibidas por p-cloromercuriobenzoato (pCMB) e L-trans-
epoxisuccinilleucilamido (4-guanidino)-butano (E-64), e também por outros agentes

como iodoacetamida, leupeptina, cistatina e quimostatina (Bond e Butler, 1987).

Serino-peptidases
Composta por 29 familias dispostas em 13 clas, as serino-peptidases sdao as

enzimas mais estudadas no ramo das proteases, e talvez em toda a enzimologia (Dunn,
2001). E também o maior grupo de peptidases, constituindo cerca de 35% do total de
enzimas presentes no banco de dados MEROPS. Essa classe catalitica possui um
residuo de serina agindo como nucleéfilo durante o ataque. O mecanismo de ataque é
basicamente o mesmo das cisteino-peptidases, com excecdo da formacao do
intermedidrio covalente, que no caso das serino-peptidases é um éster, ao invés de um
tiol-éster. Do ponto de vista evolutivo, o mecanismo de ataque das serino-peptidases é
considerado o mais eficiente dentre as outras peptidases, ja que é o mais comum
devido ao grande numero de peptidase no grupo dessas enzimas. As duas maiores
familias dessa classe sdo a S1A e a S8A, representadas pela quimiotripsina e pela
subtilisina, respectivamente. Enquanto que as enzimas da familia S1A s3o de origem
animal, as da S8A derivam de bactérias. No entanto, suas estruturas sdo muito
semelhantes, e postula-se que elas possuem uma origem comum a partir de uma
duplicacdo génica de uma serino-peptidase ancestral, seguida de evolucdo divergente
(Voet e Voet, 1990). Cataliticamente, sdao conhecidas por terem atividade maxima em
pH ligeiramente alcalino, e sdo inibidas por diisopropilfluorofosfato (DFP), e muitas sdo

sensiveis a fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) e aprotinina.
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O fator de viruléncia bacteriano mais bem descrito dessa classe de peptidases,
provavelmente, é a C5a peptidase, dos grupos A e B de Streptococci. Como o préprio
nome sugere, trata-se de uma enzima que cliva o componente C5a do sistema
complemento, um agente quimiotaxico para os leucdcitos polimorfonucleares (Hill et

alii, 1988; Potempa e Pike, 2005).

Metalopeptidases
A classe das metalopeptidases é considerada a mais primitiva, porém se

destaca das demais pela solugao mais direta do efeito catalitico na ligagao peptidica.
Ao contrario das outras peptidases, que se baseiam em pontes de hidrogénio em uma
fenda oxiani6nica, as metalopeptidases utilizam a coordenacdao de um ion metdlico
divalente para exercer o mesmo efeito (Dunn, 2001). S3o peptidases que diferem
amplamente em suas seqliéncias e estruturas, e a grande maioria tem um atomo de
zinco cataliticamente ativo. O zinco, em alguns casos, pode ser substituido por calcio,
cobalto ou niquel, sem perda de atividade. O ion metalico geralmente é imobilizado
por trés aminodcidos ligantes: His, Glu ou Asp. Além dos ligantes ao metal, pelo menos
mais um residuo (geralmente um residuo de glutamato) estd envolvido na hidrdlise
catalitica das ligagdes peptidicas, exercendo a fun¢ao de uma base na polariza¢ao do
solvente catalitico (Potempa e Pike, 2005). Sdo inibidas por agentes quelantes de ions,
como o 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA), N,N,N’,N’,-etilenoglicol-bis[aminoetil-
éter]-acido etilenodiaminotetracético (EGTA) e 1,10-fenantrolina (Bond e Butler,

1987).

Atualmente estdo divididas em 53 familias, agrupadas em 15 clds, que sdo
reconhecidos pelo tipo e nimero de ions metdlicos necessarios para a catalise e pelo
arranjo seqliencial dos ligantes metdlicos e residuos cataliticos. O cla MA é o mais
representado e divergente, abrangendo as zincinas. Ao contrario da limitada
ocorréncia das aspartico- e cisteino-peptidases entre bactérias, as metalopeptidases
sao frequentemente encontradas nesses microorganismos, e possuem representantes
bacterianos em 50 de suas 53 familias. Trés peptidases dessa classe sdao extremamente
importantes do ponto de vista farmacéutico. Sao elas as FtsH peptidases, metionil-
aminopeptidases e homélogos da sialoglicopeptidase de Pasteurella haemolytica,

Unicas peptidases entre todas as classes que sdao completamente conservadas entre



16

diversas espécies bacterianas. Por essa razdo, membros dessa classe de peptidases sao
alvos perfeitos para o desenvolvimento de inibidores especificos, que, bloqueando a
acdo dessas peptidases, poderiam ser utilizados para impedir o crescimento ou até
mesmo matar a maioria das bactérias (Potempa e Pike, 2005). Infelizmente,
homoélogos humanos da metionil-aminopeptidase também s3o susceptiveis aos
inibidores enzimaticos bacterianos. E necessario, portanto, o desenvolvimento de
novos inibidores especificos baseados na estrutura tridimensional e caracteristicas
bioquimicas dessas enzimas. Corroborando a idéia de tamanha importdncia das
metalopeptidases para as bactérias, sabe-se que elas compGem dois tercos das

aminopeptidases bacterianas conhecidas (Gonzales e Robert-Baudouy, 1996).

Aminopeptidases bacterianas
Aminopeptidases sdao enzimas capazes de clivar o aminoacido N-terminal de

cadeias peptidicas. Podem ser classificadas de acordo com o tipo de sitio catalitico e
especificidade aos substratos. Possuem papel importante em diversas funcdes
bioldgicas, tais como manutencgdo celular, crescimento, desenvolvimento e defesa.
Historicamente, eram consideradas meras coadjuvantes no processo de reciclagem de
aminodacidos, mas atualmente passaram a ser reconhecidas por diversos outros papéis.
Em bactérias, por exemplo, possuem funcdes secundarias de regulacdo génica,
repressao transcricional, recombinacdo sitio-especifica e de receptores virais e de
toxinas (Matsui, Fowler e Walling, 2006). Existem 219 aminopeptidases explicitas no
banco de dados MEROPS, e estdao distribuidas entre os mais diversos organismos.
Foram umas das primeiras peptidases descobertas, e desde entdo sdao estudadas a

sério, devido suas importantes funcdes bioldgicas.

Como ja foi dito anteriormente, a maior parte das aminopeptidases faz parte
das metalopeptidases. Nesse grupo especifico, as leucil-aminopeptidases
(aminopeptidases com preferéncia a residuos de leucina) merecem destaque, ja que
estdo envolvidas em diversos mecanismos patogénicos e possuem estrutura
tridimensional resolvida (Strater, Sherratt e Colloms, 1999). Apesar da importancia
dessas peptidases nos processos patogénicos de diversos organismos, estudos
envolvendo a capacidade proteolitica em espiroquetas sdo raros, com excecdo das

bactérias do género Treponema (Makinen et alii, 1988 e 1995; Ohta, Makinen e
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Loesche, 1986). Ha alguns anos, Bertin e colaboradores caracterizaram uma leucil-
aminopeptidase de Borrelia burgdorferi (Bertin, 2005). Devido ao pequeno nimero de
publicagdes sobre proteases de espiroquetas, em especifico de Leptospira, o presente
trabalho visou identificar e caracterizar atividade leucil-aminopeptidasica relacionada
com essa bactéria uma vez que tal atividade somente havia sido detectada em

representantes patogénicos de L. interrogans.
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Objetivos

Tendo em vista o importante papel que as peptidases exercem nos processos
de viruléncia e perseveranca de microorganismos patogénicos, estuda-las é
fundamental, ndo somente para conhecer os mecanismos moleculares da fisiologia das

doencas parasitarias, mas também para encontrar possiveis alvos de quimioterapia.

Uma vez identificadas diferencas significativas na atividade peptideolitica entre
sorovares patogénicos e nao-patogénicos de bactérias do género Leptospira, novas
investigagdes devem ser feitas, de modo a desvendar se as enzimas responsaveis

constituem ou ndo possiveis alvos quimioterapicos.

Nesse contexto, o objetivo geral deste trabalho é caracterizar bioquimicamente
a enzima responsavel pela diferenca de atividade leucil-aminopeptideolitica detectada
em sorovares patogénicos de Leptospira. Para tanto, os objetivos especificos tracados

foram:

1. Obter a forma recombinante e ativa da enzima responsdavel pela degradac¢do do
substrato L-Leu-AMC em sorovares patogénicos de Leptospira;

2. Caracterizar bioguimicamente sua atividade determinando os parametros cinéticos
da mesma;

3. Producdo de soro anti-LAP de L. interrogans patogénica, com vistas a posteriores
estudos que relacionem a presenga da proteina com a patogenicidade

caracteristica de alguns sorovares.



Material e Métodos
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Material e Métodos

Com base nas anotacdes genOmicas dos sorotipos de Leptospira interrogans
seqlienciados, pode-se atribuir a atividade leucil-aminopeptiddsica do extrato total
bacteriano a proteina codificada pelo gene pepA (provavel aminopeptidase citosdlica).
O gene em questdo foi, entdo, clonado e expresso recombinantemente em bactérias E.
coli BL21-DE3, altamente recomendadas para essa finalidade. O DNA cromossomal dos
sorovares de Leptospira spp. utilizado como molde para a reacdao de polimerase em
cadeia (PCR) foi gentilmente cedido pelo professor Dr. Marcos Bryan Heynemann

(Universidade Federal de Minas Gerais).

Sorovares de Leptospira spp. e condi¢des de cultivo
Os sorovares utilizados nesse estudo foram cultivados a 28 °C em meio EMJH
suplementado com soro de coelho inativado, como descrito por Turner e Mohun (1970

in Heinemann et alii, 2000).

Preparacao das amostras de DNA submetidas a reacido de

polimerase em cadeia
Leptospiras em cultura foram coletadas por centrifugacdo a 13.000 g por 30
minutos, e o DNA genémico extraido como descrito por Sambrook et alii (1989 in

Heinemann et alii, 2000).

Amplificacao do gene pepA de Leptospira interrogans

Os oligonucleotideos foram desenvolvidos com base na seqliéncia disponivel do
gene pepA (Aminopeptidase citosdlica) de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
linhagem Fiocruz L1-130 (ndmero de acesso no GENBANK: NC_005823). Suas

seqliéncias, com os sitios de restricdo ja adicionados, sdo:

o pepALIF-Ndel: 5'-CATATGAAACTGGATAAAAATAAAATCCAAATC-3', para o
iniciador senso, com adicdo do sitio de restricdo para a enzima Ndel (seqiiéncia

sublinhada);
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e pepALIR-Xhol: 5'-CTCGAGCTATTTCTTTTTGCCAATCTTTTCAAC-3', para o iniciador
anti-senso, com adicdo do sitio de restricdo para a enzima Xhol (seqiéncia
sublinhada).

Cada reacdo de 50 pL era composta por (as quantidades ou concentragdes
finais estdo contidas nos parénteses): 1 uL de DNA (50 ng), 1puL de cada
oligonucleotideo (300 nM), 1uL de dNTP MIX (10 uM), 5uL de tampdo de reacdo 10X
(1X), 2uL de MgCl, (1 mM), 1uL de Taq DNA polimerase (Fermentas, 1,25u) e agua
milliQ g.s.p. 50 pL. Em seguida, as amostras seguiram para um termociclador
programado com o seguinte ciclo: desnaturacdo inicial a 94 °C por cinco minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por um minuto, anelamento a 54 °C por
um minuto, extensdo a 72 °C por um minuto e 30 segundos, e uma etapa de extensdo

final a 72 °C por cinco minutos.

Clonagem dos genes Hardjo pepA e Pomona pepA

Vetor T/A

Os produtos amplificados, de aproximadamente 1500 pares de base, foram
ligados diretamente no vetor TA pGEMT-Easy (Promega) e transformados em bactérias
competentes DH5a, RecA negativas e conseqlentemente mais apropriadas para
replicacdo de plasmideos de alta fidelidade. As células submetidas ao processo de
transformacdo foram plaqueadas em meio LB sélido contendo ampicilina (100 pug / mL,
concentracdo final), IPTG e X-Gal, e incubadas overnight em estufa a 37°C. As colOnias
brancas foram coletadas e crescidas em tubos com 1 mL de meio LB liquido adicionado
de ampicilina, também overnight. Posteriormente, 100 pL das culturas crescidas foram
retirados e guardados em tubos do tipo eppendorf, a 4°C. Os 900 pL restantes foram
centrifugados por cinco minutos em uma mini-centrifuga (Eppendorf) a 7.000 rpm, e o
sobrenadante foi descartado. As células precipitadas foram ressuspendidas em 70 plL
de H,0 milliQ, e o DNA total dos possiveis clones foi extraido adicionando-se 100uL de
fenol-cloroférmio (1:1), seguido de agitacdo rdpida até homogeneizacdo, e
centrifugacao a 16.000 rpm, por dez minutos. Quinze microlitros da fase superior de
cada amostra foram aplicados em gel de agarose 0,8%, para avaliagdo da diferenca de

massa molecular plasmideal. Clones que apresentaram plasmideos com massa



23

molecular mais alta foram cultivados em 15 mL de meio LB liquido, dos quais 10 mL
foram centrifugados e submetidos a extragdo por lise alcalina do tipo “miniprep”
(PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit, Invitrogen). O DNA plasmideal obtido foi
submetido a analise por PCR, com condicdes idénticas as utilizadas para amplificacdo
do DNA gendmico. Clones positivos foram divididos em aliquotas e armazenados em
glicerol 15% a -80 °C. Os plasmideos foram chamados de pGEM-HapepA, obtido do
fragmento amplificado do sorovar Hardjo, e pGEM-PopepA, obtido do sorovar

Pomona.

Vetor pET19b

Para clonagem no vetor de expressdo, os plasmideos pGEM-HapepA e pGEM-
PopepA foram digeridos com as enzimas Xhol e Ndel (Fermentas), como descrito pelo
fabricante. O resultado da digestdo foi separado por eletroforese em gel de agarose
0,8% e os fragmentos de aproximadamente 1500 pb foram eluidos com o kit Purelink
Gel Extraction da Invitrogen. Os fragmentos purificados foram ligados no vetor pET19b
(Novagen) previamente digerido com as mesmas enzimas, e transformados em
bactérias competentes E. coli XL1 Blue por choque térmico. As células submetidas ao
processo de transformacao foram plaqueadas em meio LB sélido com ampicilina e
crescidas a 37°C por toda a noite. Col6nias aleatoriamente selecionadas foram
crescidas em meio LB liquido adicionado de ampicilina (concentragao final de 100 ug
por mL), e submetidas a extracdo do DNA total por fenol-cloroférmio, como descrito
anteriormente. Os clones que apresentaram plasmideos com massa molecular acima
do controle (pET19b+ vazio), foram crescidos novamente em 15 mL de meio de cultura
LB com ampicilina, dos quais 10 mL destinados a extracdo plasmideal por “miniprep”
(PurelLink Quick Plasmid Miniprep Kit, Invitrogen) e submetido a analise por PCR. Os 5
mL restantes dos clones positivos foram divididos em aliquotas e armazenados em
glicerol 40% a -80°C. Os vetores de expressao obtidos foram chamados de pET19b-

HapepA e pET19b-PopepA, para os sorovares Hardjo e Pomona, respectivamente.

Sequienciamento
Aproximadamente 500 ng de DNA plasmidial das amostras pET19b-HapepA e

pET19b-PopepA foi enviado em tubo eppendorf para a empresa Genomic Engenharia
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Molecular. A amplificacdo se deu com uso dos iniciadores para o promotor T7 (5’-
TAATACGACTCACTATAGGG-3') e para a regido terminadora T7 (5'-
TATGCTAGTTATTGCTCAG-3’). A qualidade do seqlienciamento foi confirmada por

visualizacdo do cromatograma com o auxilio do programa Chromas Lite>.

Analise filogenética

As seqliéncias parciais obtidas dos dois genes clonados foram alinhadas com as
seqliéncias de L. interrogans sorovar Copenhageni e Lai (n2° de acesso YP_000715.1 e
NP_713621.1), L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis (n2° de acesso YP_798593.1 e
ABJ75481.1), L. biflexa sorovar Patoc (n2° de acesso ABZ92974.1 e ABZ96589.1), H.
influenzae (n2 de acesso AAC23351.1), E. coli (YP_001726686.1), H. pilory (n2 de acesso
NP_207365.1), T. denticola (n2 de acesso NP_970914.1), P. falciparum (n2 de acesso
XP_001348613.1), T. cruzi (n? de acesso EAN91071.1), T. brucei (n? de acesso
AAX70152.1), L. major (n2 de acesso CAJ02694.1), M. musculus (n? de acesso
AAK13495.1), H. sapiens (n2 de acesso NP_056991.2), pelo programa ClustalW (Larking
et alii, 2007). Em seguida tiveram sua distancia filogenética atribuida pelo programa
DNAdist, e a matriz resultante processada pelo método de Neighbor-Joining (Saitou e
Nei, 1987) com auxilio do algoritmo NEIGHBOR, ambos da suite de aplicativos PHYLIP®.
O arquivo com as informacgdes da arvore filogenética foi visualizado com o programa

TreeView”.

Expressao das proteinas recombinantes

Células BL21-(DE3) foram transformadas por choque térmico com os vetores de
expressao pET19b-HapepA e pET19b-PopepA, e em seguida plagueadas em meio LB
sélido com ampicilina. Uma col6nia de cada placa foi escolhida e testada por PCR, a fim
de comprovar a transformacao. Col6nias positivas foram cultivadas em meio LB com

ampicilina, divididas em aliquotas e armazenadas em glicerol 15% a -80 °C.

Disponiveis em: ® http://www.technelysium.com.au/chromas lite.html.

* http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html.

® http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html.
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As condicdes 6timas de expressdo foram obtidas por ensaios em diferentes
temperaturas (20 °C, 30 °C, 37 °C), concentrag¢des de IPTG (1 mM, 0,5 mM, 0,3 mM e
0,1 mM) e tempos de inducdo (2 h, 3 h, 4 h, 6 h, ou por toda a noite). Extratos totais
das bactérias induzidas em cada condicdo foram centrifugados e as fracdes soltveis e
insoluveis foram separadas em SDS-PAGE 9%. Uma grande quantidade de proteina
soltvel foi obtida induzindo culturas na fase estacionaria (ODggo ~ 0,6) com 0,3 mM de

IPTG durante 16h e agitacdo constante de 200 rpm.

Extracao das proteinas recombinantes

Reagente BugBuster®

Culturas de células BL21-DE3 foram centrifugadas por 15 minutos a 5.000 g, e,
apos o descarte do sobrenadante, ressuspendidas em reagente BugBuster® (Novagen)
na razao de cinco mL para cada grama de célula, e submetendo-as a leve agitacdo em
temperatura ambiente. O produto de lise obtido foi centrifugado a 16.000 g por 10
minutos, e as fragdes solluveis e insollveis separadas em tubos diferentes e analisadas

em SDS-PAGE 9%.

Ciclos de congelamento e descongelamento

Células de culturas induzidas foram ressuspendidas em tampao de lise (Tris-HCl
25 mM, pH 8, NaCl 300 mM, lisozima 0,2%) e submetidas a cinco ciclos de
congelamento (-20 °C) e descongelamento (37°C). Apds centrifugacdo, fracdes soluveis

e insoluveis foram analisadas por SDS-PAGE 8%.

Sonicacao

Células provenientes de 100 mL de culturas previamente induzidas e
precipitadas foram ressuspendidas em 15 mL de tampao de lise (Tris-HCl 20 mM, pH
7,9, NaCl 500 mM, lisozima 0,2%) e incubadas a 37°C por 15 minutos. Em seguida,
foram submetidas a 3 ciclos de sonicacdo em banho de sal e gelo com um processador
ultra-sénico Vibra-Cell VC130 (Sonics). Cada ciclo consistia da aplicacdo de 10 watts de
poténcia (marcador de amplitude apontando 40) em pulsos com sete segundos de
duracdo e intervalos de um segundo entre eles, num tempo total de trés minutos

(aproximadamente 22 pulsos). O tempo entre os ciclos era de, no minimo, um minuto
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para evitar aquecimento das amostras. A intensidade, o tempo total e o tempo de
cada pulso foram determinados experimentalmente, de modo que a maior parte das

células fossem lisadas sem que houvesse degradacgao das proteinas recombinantes.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

SDS-PAGE

As analises que exigiram separagdao de extrato celular, estimativa de massa
molecular e monitoramento da purificacdo da enzima recombinante foram feitas por
sistema descontinuo de eletroforese em gel de poliacrilamida 8% contendo dodecil
sultato de sédio (SDS-PAGE), como descrito por Laemmli (1970). O tampdo de amostra
utilizado era composto por 0,1% SDS e 50 uM B-mercaptoetanol. A menos que a
visualizacdo de oligbmero fosse necessaria, as amostras eram previamente fervidas
por cinco minutos antes de aplicagdo no gel. A eletroforese ocorreu mediante
aplicacdo de voltagem constante (100 V durante a etapa de concentra¢do e de 150 V
durante a separacao) em sistema de eletroforese vertical MiniProtean 3 (Bio-Rad) com
tampao de corrida Tris-Glicina, como descrito pelo fabricante. Para a visualizacao das

bandas, os géis foram corados com azul de Coomassie.

As massas moleculares foram estimadas comparando-se o padrao de migracao
das amostras com os dos marcadores comerciais BenchMark Protein Ladder

(Invitrogen) ou SDS-6H (Sigma).

PAGE

Para averiguar se o padrdo de migracdo da enzima era alterado durante a
eletroforese desnaturante, foram corridos géis sem a adicdo de SDS em sua
formulagcdao nem nos tampdes de amostra e de corrida, com fervura prévia ou nao das

amostras, sob as mesmas condi¢des descritas acima.

Eletroforese para determinacio da atividade enzimatica

(enzimografia) da HaLAP
A eletroforese de géis de atividade (enzimograma) foi realizada a 4 °C, com

voltagem constante de 100 V e sem fervura prévia das amostras. O tampdo de amostra
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tinha um teor reduzido de SDS (0,1%) e ndo possuia agentes redutores. Apds a corrida,
os géis foram lavados quatro vezes com tampao Tris-HCl 25 mM, pH 8.0, por 15
minutos, sob agitacdo lenta a temperatura ambiente. A atividade enzimatica foi
visualizada apds incubacdo do gel com o substrato L-AMC, 20 uM, por até 30 minutos
em temperatura ambiente, sob incidéncia de luz UV (Santana et alii, 1992, com
modificaces). Depois de fotodocumentados, os géis foram lavados com 4agua

destilada e corados com azul de Coomassie.

Purificacdo das enzimas recombinantes PoLAP e HaLAP

Cromatografia de afinidade em coluna de niquel

O extrato sollivel contendo as enzimas recombinantes foi aplicado em coluna
de niquel com afinidade por histidina (His Bind Purification Kit®, Novagen). Um mililitro
da resina em estoque (adicionada de etanol) foi utilizado para cada coluna, resultando
em um volume final de 500 uL de resina assentada. Apds varias lavagens com H,0
milliQ, a resina foi carregada com 5 volumes de NiSO4 400 mM (Charge Buffer), ativada
com 3 volumes de tampao de ligacdo (Bind Buffer - Tris-HCl 20 mM pH 7,9, NaCl 500
mM) e sé entdo submetida a passagem da amostra (fluxo de aproximadamente 8 mL.h’
!). Em seguida foram aplicados 10 volumes (10x 500 pL) de tampdo de ligacdo, com
cuidado para nao ressuspender a resina, e outros 10 volumes de tampao de lavagem
(Wash Buffer — Tris-HCI 20 mM pH 7,9, NaCl 500 mM, imidazol 100 mM). As amostras
foram eluidas com seis volumes de tampao de elui¢cdo (Elute Buffer — Tris-HCl 20 mM
pH 7,9, NaCl 500 mM, imidazol 300 mM). Aliquotas foram recolhidas em cada etapa da
purificacdo, para posterior andlise em SDS-PAGE. As concentragbes de imidazol dos
tampdes de lavagem e de eluicdo foram obtidas experimentalmente, por meio de
lavagens com tampdo contendo 20 mM, 40 mM, 60 mM, 100 mM, 200 mM e 400 mM

de imidazol.

Cromatografia de exclusao de massa molecular
Para separa¢dao da forma quaternaria das enzimas recombinantes, 200 uL do
segundo volume eluido da coluna de niquel (eluato com maior concentracdo de

proteinas) foram aplicados em um looping no sistema de FPLC (Fast Protein Liquid
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Chromatography, Pharmacia LCC 501 Plus) acoplado a uma coluna de filtracdo em gel
Superdex-200 (Sigma), previamente equilibrada com tampao (Tris-HCI 25 mM pH 8,0,
NaCl 150 mM) filtrado e degaseificado, com fluxo de 0,5 mL.min’. A amostra aplicada
no looping foi injetada na coluna com o mesmo tampdo e fluxo utilizados para
equilibra-la. Das 52 fra¢Oes coletadas (Pharmacia LKB SuperFrac), 26 foram testadas
(intercaladamente: amostra sim, amostra ndo) para atividade leucil-
aminopeptideolitica. Brevemente, 18 uL das fragdes foram adicionados a 2 plL de
substrato L-AMC 200 puM (concentracdo final 20 uM) em uma placa, e, apds 15
minutos de incubacdo a temperatura ambiente, visualizada sob luz ultravioleta.
FracGes positivas (e adjacentes) para atividade leucil-aminopeptideolitica foram

armazenadas em gelo a 4 °C até o uso.

Caracterizacdo da atividade proteolitica das enzimas

recombinantes

Os ensaios foram lidos com o auxilio de um espectrofotémetro Spectramax M2°
(Molecular Devices) programado para leituras no espectro de 440 nm, com excita¢ao
de 380 nm, em intervalos de um minuto para os testes de dez minutos de duracdo, ou
em intervalos de dez segundos para os testes de cinco minutos de duracdo. A
velocidade média da reacdo poOde ser calculada pela leitura do acimulo de
fluorescéncia emitida decorrente do aumento do nimero de moléculas de AMC livres.

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas ou triplicatas.

Influéncia do pH

Aproximadamente 1 ug de proteina obtida no primeiro passo de purificagdo
(coluna de niquel) foi utilizada para cada reacdo de 100 pL em tampdo AMT + L-AMC
(acido acético 50 mM, Mes 50 mM, Tris-HCI 100 mM, L-AMC 20 uM), para a faixa de
pH 5,0 a 10, ou Tris-CAPS + L-AMC (Tris-HCI 100 mM, CAPS 100 mM, L-AMC 20 uM),
para a faixa de pH 8,0 a 11,5. Tampao e enzima foram aplicados em uma placa de 96
pocos, incubados a temperatura ambiente por dez minutos para, somente entdo,
adicionar-se o substrato. A placa foi lida como descrito acima e as velocidades das
reacGes foram calculadas e comparadas entre si para obtencdo do pH étimo de

funcionamento da enzima.
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Temperatura 6tima

A temperatura étima foi avaliada por meio de ensaios do tipo endpoint, no qual
apenas a fluorescéncia total no fim da reacao foi considerada. Adicionou-se L-AMC
numa concentragao final de 20 uM em 50 pL de tampao de reagdo (Tris-CAPS 100 mM,
pH 8,5) contendo cerca de 1 pg de enzima. As reagdes ocorreram em um
termociclador programado com diferentes temperaturas (20 °C, 30 °C, 37 °C, 40 °C, 50
°C, 60 °C, 70 °C), por dez minutos cada, ao final dos quais foram interrompidas pela
adicdo de 150 plL de etanol absoluto. As amostras foram aplicadas em placa de 96

pocos, lidas em leitora de placa e as taxas de fluorescéncia comparadas entre si.

Influéncia da forcga ionica

Para a avaliacdo da influéncia da forca i6nica na velocidade média da reacao,
fez-se uma diluicdo seriada de NaCl em tampao Tris-CAPS 100 mM, pH 8,5, de modo
gue o primeiro poco tivesse uma concentra¢dao de 1 M, e o ultimo 0,016 M. Adicionou-
se aproximadamente 1 ug de enzima obtida da primeira etapa de purificacdo em
tampao de reacdo, e em seguida incubou-se a temperatura ambiente por dez minutos
antes da adi¢ao de substrato L-AMC numa concentracao final de 20 uM. A placa foi
inserida na leitora de placas e a velocidade média calculada e comparada ao grupo

controle (sem adi¢cdo de NaCl).

Influéncia de agente redutor

Foi testada a influéncia do agente redutor DTT no tampado de reac¢do. DTT foi
adicionado ao tampao de reacdo Tris-CAPS 100 mM, pH 8,5 nas concentragdes finais
de 2 mM, 1 mM e 0,5 mM. Apds incubacdo de aproximadamente 1 ug de enzima por
dez minutos nos tampdes, adicionou-se o substrato numa concentracao final de 20
UM. A placa foi lida e as velocidades calculadas e comparadas ao grupo controle (sem

adicdo de DTT).

Inibicao por EDTA

A enzima recombinante foi incubada em tampao de reagao (Tris-HCI 25 mM, pH
8,5) com 1 e 10 uM do inibidor EDTA, por 10 e 30 minutos. Passado o tempo de
incubacdo, adicionou-se o substrato fluorogénico L-Leu-AMC. A reac¢do foi monitorada

por 10 minutos em leitora de placas como descrito.
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Suplementacdo e/ ou dependéncia de cations

Para avaliacdo da dependéncia de cations nas reac¢des, uma aliquota da enzima
obtida na purificacdo por coluna de niquel foi incubada com EDTA (10 mM) por 30
minutos e em seguida submetida a processo de didlise em tampdao Tris-HCl pH 8,5 a 4
°C, por 16 h. A enzima inibida foi incubada em tampao de reacdo com 0,4 mM de
CaCl,, CoCly, MgCl,, MnCl; ou ZnCl; por meia hora antes da adicdo do substrato L-AMC
na concentracdo final de 20 uM. A velocidade da reacdo foi calculada e comparada
com a do grupo controle (enzima submetida a processo de didlise sem adi¢do prévia de
EDTA). Enzima ndo inibida foi utilizada para averiguar a suplementacdo da atividade

enzimatica pela incubacdo com cations nas mesmas condicdes.

Velocidade maxima e Constante de Michaelis-Menten (Kwu)

A concentracdo de substrato necessaria para saturar os sitios ativos da enzima
HaLAP foi extrapolada por um ensaio com diluicdo seriada de L-Leu-AMC em tampao
Tris-CAPS 100 mM, pH 8,5. A concentracao final de L-Leu-AMC variou de 50 uM a 1,56
MM para reagdes de 100 pL, com 0,2 pg de enzima purificada em coluna de filtragao
em gel. A reac¢do ocorreu a temperatura ambiente (25 °C), e o ensaio foi realizado em

duplicatas.

Producao de soro a-HaLAP em camundongos

A proteina purificada em coluna de niquel foi extensamente dialisada contra
solucdo salina 0,9% antes de submeter os camundongos isogénicos fémeas do tipo
Swiss as aplicagbes intra-dérmicas. A primeira dose constituiu de 5 pg da proteina
recombinante por animal, homogeneizada com adjuvante completo de Freund quatro
vezes diluido (1:3 de proteina devidamente diluida em solugdo salina estéril). No
segundo desafio foi utilizada a mesma concentragdo de proteina, porém
homogeneizada com adjuvante incompleto de Freund, nas mesmas proporcdes, 15
dias apds a primeira imunizacdo. A terceira imunizacdo foi efetuada apenas com
solucdo salina 0,9% estéril, com a mesma quantidade de proteina por animal (5 pg). Os
animais foram sacrificados 10 dias depois, o soro recolhido e armazenado em glicerol
50% em -20 °C. O soro pré-imune foi retirado antes do primeiro desafio, por via do

sinus orbital.
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Imunoblot

Extrato total de E. coli BL21-DE3 foi separado em SDS-PAGE 8%. As proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, Amersham) e
bloquadas por incubagao em PBS-leite 5%, por duas horas. As membranas bloqueadas
foram lavadas por duas horas com o anti-soro primario derivado de camundongo
diluido 1:100 em PBS-leite 1%. Depois de trés lavagens cada de 5 minutos com PBS 1x,
a membrana foi incubada com o segundo anticorpo a-lgG de camundongo conjugado
com a fosfatase alcalina diluido 1:2000. Em seguida, as membranas foram novamente
lavadas como descrito, incubadas por 10 minutos em tampao da fosfatase alcalina e

submetidas a revelagdo com o substrato NBT/BCIP (Sigma).
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Resultados

Tendo em vista a importancia das proteases no metabolismo, producdo de
energia, e sobrevivéncia de varios microorganismos, e baseados em resultados
preliminares ndo publicados da identificacdo de atividade proteolitica do extrato de
diversos sorovares de Leptospira spp., propusemos caracterizar bioquimicamente a
enzima responsdvel pela atividade leucil-aminopeptiddsica, tida como a principal
diferenca entre os extratos de bactérias patogénicas e ndo-patogénicas. Para tanto, a
estratégia escolhida foi a de clonagem e expressdao recombinante do gene pepA
baseado nos genomas publicados de Leptospira interrogans sorovares Copenhageni e
Lai (numeros de acesso no GenBank: NC_005823.1 e NC_004342.1, respectivamente).
As anotacdes sugerem que esse gene é responsavel pela codificacdo de uma provavel
aminopeptidase citosdlica (também conhecida por leucil-aminopeptidase). Contando
com essa informacdo, e utilizando como molde os genomas dos sorovares Hardjo,
Icteriohaemorrhageae, Patoc e Pomona, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Marcos
Heinemann, da Universidade Federal de Minas Gerais, pudemos dar inicio ao processo

de clonagem do gene em questao.

O produto amplificado tem uma massa molecular semelhante a
predita.

A reacdo de polimerase em cadeia com os oligonucleotideos aneladores
especificos descritos em material e métodos resultou em produtos com massa
molecular estimada de 1500 pb, tamanho coerente com aquele atribuido as
seqléncias depositadas em banco de dados (GENBANK GenelD: 2771497, 1152783,
4406685 e 4409717), de aproximadamente 1488 pb. Dentre as quatro amostras
enviadas pelo prof. Dr. Marcos Heinemann, somente as provenientes dos sorovares
Hardjo e Pomona foram inicialmente amplificadas. Quanto as duas restantes, uma
amostra ndo gerou produto de amplificacdo (sorovar Patoc), e a outra (sorovar
Icteriohaemorrhageae) apenas foi amplificada quando se preparou a reagdo de PCR no
proprio tubo em que a amostra foi encaminhada, sugerindo se tratar de pequena

quantidade de DNA gendmico extraido e/ou precipitado (figura 1).
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(M) (1) (2) (3) (4)

1650 pb— <— ~ 1500 pb

1000 pb—p

Figura 1. Estimativa da massa molecular dos produtos amplificados pela reagdo de polimerase em
cadeia tendo como molde o material genémico de L. interrogans. (1) sorovar Hardjo, (2) sorovar
Pomona, (3) sorovar Patoc e (4) sorovar Icterohaemorrhagiae. (M) corresponde ao marcador de massa
molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen). A PCR foi realizada com os oligonucleotideos e sob as
condicGes descritas na se¢cdo Material e Métodos.

O fragmento de 1500 pb foi clonado corretamente nos vetores.

Dos produtos de PCR obtidos, somente foram clonados e seqlienciados aqueles
dos sorovares Hardjo e Pomona. Esses produtos foram clonados no vetor T/A pGEM®-T
Easy (Promega) e transformados em bactérias competentes E. coli DH5a. Col6nias
brancas, com o cassete da beta-galactosidase interrompido, foram submetidas a
triagem por extracao com fenol-cloroférmio (figura 2), e os clones com plasmideos de
massas moleculares superiores aos demais foram posteriormente confirmados por PCR
para a existéncia do gene pepA (dados ndo mostrados).

12345 6M1273

4 5 6M

Figura 2. Padrao de migracdo dos plasmideos obtidos da extragao por fenol-cloroférmio de colonias
brancas selecionadas de placas de transformacgdo. (1) a (6), col6nias transformadas com o vetor pGEM-
HapepA; (1') a (6’), colbnias transformadas com o vetor pGEM-PopepA. (M), marcador de peso
molecular A-Pst I. Para confirmagdo, clones com massa molecular proximas a 4500 pb (pGEM-T easy +
inserto) foram submetidos a andlise por PCR.

Apés a digestdo dos vetores de clonagem com as enzimas Xhol e Ndel, foram

obtidos fragmentos com tamanhos equivalentes ao esperado (aproximadamente

1500 pb), tanto no clone derivado do sorovar Hardjo quanto do sorovar Pomona,
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demonstrando que os sitios de restricdo foram corretamente inseridos por PCR em
ambos os clones (figura 3). Ainda que o gene que codifica a leucil-aminopeptidase de
Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae nao tenha sido clonado e
seqilienciado, sua presenca também foi confirmada pelo produto de amplificacdo na

reacdo da polimerase em cadeia (figura 1).

1 M 2

1700 pb—» <—~ 1500 pb

Figura 3. Resultado da elui¢cdo dos insertos liberados da digestdo dupla (Xhol e Ndel) dos vetores de
clonagem. (1), pGEM-HapepA e (2), pGEM-PopepA. Marcador de peso molecular A Pst I.

O fragmento da digestdo eluido de gel de agarose foi corretamente ligado ao
vetor de expressdao pET19b (Novagen) como indicado pela triagem de plasmideos
extraidos por fenol-cloroférmio de colbénias selecionadas ao acaso e pela confirmagao
por PCR (dados ndo mostrados). Quando digeridos com a enzima Eco RI, verificou-se
que os vetores de expressao apresentavam massa molecular préoxima de 7200 pb, o
que era previsto como resultado da ligacdo do vetor pET19b de 5717 pb com o inserto

de 1488 pb (dados ndo mostrados).

Seqiienciamento: O gene foi inserido em fase de leitura
apropriada.

O sentido e a fase de insergao foram confirmados pelo seqlienciamento parcial
dos vetores pET19b-HapepA e pET19b-PopepA com o oligonucleotideo anelador para o
promotor T7 (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'). A figura a seguir (figura 4) apresenta
dados da ligacdo in silico dos fragmentos seqlienciados no vetor pET19b (ambos
digeridos com a enzima Ndel), bem como a traducdo esperada de suas fases de

abertas de leitura identificadas.



36

A S
(ap]
L"'-
[ %J _____________________________ II:I:I
E i | Traducs ial HapepA: ! E
; % ! Traducdo parcial HapepA: . =
Yol ! :
I"l_: EI‘ : MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMKLDKNKIQIIGKNPS ! E‘Ew
:'Sj o I KTFYKLQLLLKDHFPENLKTKFSFQTASGIFTGENGQIF : E |
x h_.i :% : TDEVEKIIYLGLGETSKIKIRRVAQHFFQFGEKLKKWE 1 ' <
g ,<} ' 1 GVGLEIHLPKVLTNSLSADLVVYQIVNSLEQGVCAINVL : sc'.
— Eﬁ' :&‘; I AKEYKENSKKIGNVSFILQDAAKLKEAEKGLKRGKIVSR E
,_"L‘U =] : YINGVRHIAHLPANHFTPEEFVSRSKETIAKDNGLKITV 1 =
' % g 1 FDEPQLKKEKMGGILSVCEGSDKKAKMILLGIYSSKTNY : Em
E Qb Eq | EEKTCRSSAKGPHLFDSGWESVAR B
8,00 ! 7o 3 1<}
O oo ~
B SET >R
Q (=]
=
lz2lg 1
\-\ [ ;f' L
) ¢ |
UMM TR BEfi vyt g (W LI ' Vo |l NN [
Seq. parc. &
HapepA lacl % M‘p

p Er'1 gwamm GC em blocos de 16 pb

6 14 22 30 38 46 55 63 71 7987

3
s

B 4
(& -
& 23 e el | I
-2 Llfla : Traducdo parcial PopepA: 1 E
Te) o ! \
' = | MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMKLDKNKIQISIGKNP | @
E ‘r I SKTFYKLQLLLKDYFPENLKTKFSFQTASGIFTGENGQI &3 w|
. — : FTD?VEKIIYLGLGETSKIKTRGVAQHFFQFGEKLKKW 1 “‘O é
:;oqjl t‘,‘ 1 EGVGLEIHLPKVLTNSLSADLVVYQIVNSLEQGAYAINV : =
E & 5 I LAKEYKENSKKIGNVSFILQDAAKLKEAEKGLKRGKIVS Eg
'S 8 | RYINGVRHIAHLPANHFTPDS 1 20
=kg=3: - i Eg
ZR8 8 ] SR
o B0 — ©°
Q == ]
m...gﬁa—i ' g
| 22| E
B dand 2 |
\_\. |I| r/ "II /
Il f |
oy T e e e 0 1 1IN [ | T Ay
o~
Seq. Parcial o
pET-19b+PopepA %GC em blocos de 15 pb .
6286 bp 08 172 % 43 52 60 60

Figura 4. Ligacao in silico do resultado da digestao do vetor pET19b e seqiiencias parciais dos vetores
de expressdo com a enzima Nde I. (A) seqiiencia parcial do vetor pET19b-HapepA e (B) pET19b-PopepA.
As tradugOes esperadas para as fases abertas de leitura obtidas da ligacdo dos fragmentos respectivos
nos sitios de clonagem do vetor pET19b encontram-se na caixa tracejada. IndicagGes em magenta
apontam para sitios de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores, e suas respectivas temperaturas
de fusdo; em azul os sitios de restricdo utilizados para clonagem. Analises concebidas no programa
pDRAW32 (versdo 1.1.97).
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A analise dos resultados do seqiienciamento indica que a fase aberta de leitura
do gene clonado codifica uma proteina de fusdo com a cauda de poli-histidina com
seqliéncia similar aquelas depositadas no banco de dados GENBANK como potenciais
aminopeptidases citosdlicas (leucil-aminopeptidases) de L. interrogans, L.
borgpetersenii e L. biflexa (nUmeros de acesso no GENBANK: AAS69352, AAN50639,
ABJ79660, ABJ75481, ABZ92974 e ABZ96589, para os sorovares Copenhageni, Lai,
Hardjo-bovis L550, Hardjo-bovis JB197, Patoc 1 ‘Ames’ e Patoc 1 ‘Paris’,

respectivamente), como se pode perceber no alinhamento das seqiliencias peptidicas

(figura 5).
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para a ligacdo do ion metalico (M) e para a atividade catalitica (A) estdo evidenciados nas caixas. A

seqliencia consenso é gerada automaticamente pelo programa Clustal: (*) significa que os residuos na
coluna sdo idénticos em todas as sequencias; (:) significa que ocorreu substituicdo conservativa, de

acordo com a matriz de Dayhoff (DAYHOFF, SCHWARTZ, e ORCUTT, 1978); (.) significa que foram

Figura 5. Alinhamento das seqiiencias peptidicas preditas da traducdao do gene pepA das esp
observadas substituices semiconservativas.
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0 seqiienciamento parcial indica que a seqiiéncia dos genes
obtidos tem identidade com seqiiéncias depositada em bancos de
dados.

Quando comparado com seqiiéncias depositadas no GENBANK pelo algoritmo blastn®,
os fragmentos parciais do gene da leucil-aminopeptidase (pepA) de L. interrogans
sorovar Hardjo e Pomona apresentaram 99% de identidade entre os sorovares Lai e
Copenhageni e 79% entre as linhagens de Leptospira borgpetersenii sorovar Hardjo-
bovis. A matriz de identidades obtida pelo aplicativo ClustalW se encontra na tabela 2.

Tabela 2. Matriz de distancia filogenética baseada em mudangas de bases nucleotidicas, calculada
pelo algoritmo PROTDIST, da suite de aplicagées PHYLIP, a partir de um alinhamento executado pelo
programa ClustalW. Os valores representam o numero esperado de substituicGes nucleotidicas por
sitio, ou, mais indiretamente, o tamanho dos ramos da arvore filogenética entre cada um dos
espécimes.

Sorovar ou JB197 L550 Hardjo Pomona Lai Copenhageni Ames Paris
Linhagem
JB197 0.000000
L550 0.000667 0.000000

Hardjo 0.242976 0.242976  0.000000
Pomona 0.240272  0.240272 0.010675 0.000000
Lai 0.218558 0.218558 0.003291 0.007102 0.000000
Copenhageni 0.216928 0.216928 0.004941 0.005321 0.002028 0.000000
Ames 0.620968 0.620968 0.775181 0.806945 0.612233 0.611721 0.000000

Paris 0.620923 0.620923 0.775181 0.806945 0.612202 0.611690 0.000000 0.000000

Analise filogenética baseada na LAP reafirma a classificacao atual.

Apdbs o seqiienciamento parcial dos genes de leucil-aminopeptidase clonados
dos sorovares Hardjo e Pomonas foi feita a comparacdao dos dados obtidos com
seqUéncias dessa enzima disponiveis em bancos de dados (GENBANK). Como
esperado, as sequéncias provenientes dos genes clonados dos sorovares Hardjo e
Pomona ficaram agrupados com outros sorovares de L. interrogans (Lai e

Copenhageni), enquanto as duas linhagens de L. borgpetersenii (sorovar Hardjo-bovis,

® Acessivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?PAGE=Nucleotides& PROGRAM=blastn& VIEGABLAST=0n&B
LAST PROGRAMS=megaBlast&PAGE TYPE=BlastSearch&SHOW DEFAULTS=on.
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linhagens JB197 e L550) se agruparam em um ramo filogenético mais distante (figura

6), assim como as duas linhagens de L. biflexa (sorovar Patoc, linhagens Ames e Paris).

— H. infTuenzae
E. coli
l H. sopiens
M. musculus
T. denticala
H. pylari
| | L. major
— T. crual

T. bruce(
| P. folcipar

L. borgpetersenii sorovar Hard]o-bovis JB197

L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis L550

L. interrogans sorovar Copenhageni

L. interrogans sarowar Lai

L. interrogans sorovar Hardjo

——— L interrogans sorovar Pomona

L. biflexo sorovar Patoc Ames

01 L. biffexo sorovar Patoc Paris

Figura 6. Filograma construido pelo método Neighbor-Joining, baseado nas distancias entre as
seqiiencias parciais do gene pepA de L. interrogans sorovares Hardjo e Pomona comparadas com as
de outros organismos. L. interrogans sorovar Copenhageni e Lai (n2° de acesso YP_000715.1 e
NP_713621.1), L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis (n?° de acesso YP_798593.1 e ABJ75481.1), L.
biflexa sorovar Patoc (n2° de acesso ABZ92974.1 e ABZ96589.1), H. influenzae (n? de acesso
AAC23351.1), E. coli (YP_001726686.1), H. pilory (n2 de acesso NP_207365.1), T. denticola (n2 de acesso
NP_970914.1), P. falciparum (n2 de acesso XP_001348613.1), T. cruzi (n2 de acesso EAN91071.1), T.
brucei (n2 de acesso AAX70152.1), L. major (n? de acesso CAJ02694.1), M. musculus (n2 de acesso
AAK13495.1), H. sapiens (n2 de acesso NP_056991.2), conforme descrito em material e métodos. A
barra de escala corresponde ao numero de substituicdes de residuos de aminoacidos esperadas por
sitio.
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Bactérias BL21-DE3 foram transformadas eficientemente.

Bactérias transformadas por choque térmico selecionadas com ampicilina
foram submetidas a extracdo plasmideal simples por fenol-cloroférmio. A presenca de
plasmideo foi observada em gel de agarose 0,8% para todos os clones escolhidos,
sugerindo o sucesso da transformacdo (figura 7). Para excluir a possibilidade de
contaminagdes com o vetor pET19b vazio, os plasmideos foram testados por PCR, da
qual foram obtidos produtos amplificados do tamanho aproximado do gene pepA

(dados ndo mostrados).

Figura 7. Extra¢do plasmideal de bactérias transformadas com os vetores de expressao
pPET19b+HapepA (pogos 1 a 3) e pET19b+PopepA (pogos 4 a 6) visualizada em gel de agarose 0,8%. A
presenca dos plasmideos (indicados pela seta) confirma a transformacgdo. (M) Marcador de peso
molecular 1kb+ DNA Ladder.

A proteina de 55 kDa ja é expressa generosamente apds 2 horas
de inducao.

Uma vez induzidas com IPTG, culturas de bactérias BL21-DE3 que carregavam o
vetor de expressdao produziram significativa quantidade da proteina de
aproximadamente 55 kDa (~ 250 pg.ml™), como constatado por SDS-PAGE realizado
para analise do extrato bacteriano total (figura 8). Culturas-controle transformadas
com o vetor de expressdo vazio ndo apresentam quantidades detectaveis dessa

mesma proteina (figura 8).

Ainda na figura 8, podemos observar que a proteina recombinante foi
detectada em quantidades crescentes no extrato total de bactérias cultivadas

induzidas com IPTG por diferentes intervalos de tempo (2, 4 e 6 horas).
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Figura 8. Padrdo de migragao do extrato total de colonias transformadas induzidas com IPTG. Coldnias
carregando o vetor pET19b vazio (1 a 3), o vetor pET19b-HapepA (5 a 7) e pET19b-PopepA (8 a 10) em
SDS-PAGE 10%. Culturas foram induzidas com a mesma concentragdo de IPTG (0,5 mM) por tempos
diferentes a 30 °C: pogos 1, 5 e 8 — duas horas de indugdo; pogos 2, 6 e 9 — quatro horas de indugdo, 3, 7
e 10 — seis horas de indugdo. Pogo 4, marcador de peso molecular SDS 6H (Sigma).

Para melhor adaptarmos o protocolo de produgdo de proteina recombinante a
rotina do laboratério, foi necessario ajustar a temperatura e as concentrac¢des de IPTG

utilizadas para induzir as colonias transformadas com os vetores de expressao.

A proteina é expressa significativamente aos 30 °C.

A expressao de proteina recombinante de 55 kDa esta diretamente associada a
temperatura de incubagdo das culturas, como indicado pelo acimulo diferenciado no
extrato total de células mantidas sob 20, 30 e 37°C, na figura 9. Apesar de ndo
notificarmos a presenca de quantidades aprecidveis de proteina ao induzirmos a
colonia a 20 °C por 4 horas, em uma inducdo por toda a noite essa é a temperatura
ideal, pois impede a super-expressdo da proteina (fato que poderia acarretar em
precipitacdo indesejada).
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Figura 9. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 8% de coldnias induzidas com 0,3 mM de IPTG a diferentes
temperaturas por 4 horas. Pogos (a) e (b), 20 °C; (c) e (d), 30 °C; (e) e (f), 37 °C. (b), (d) e (f): fragGes
insollveis da extracdo. (M) — marcador de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen).
Nota-se um aumento de proteina recombinante expressa durante indugdes em temperaturas maiores.
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Concentracao de IPTG maior que 0,5 mM pode induzir super-
expressao da proteina de 55 kDa.

Culturas de bactérias transformadas induzidas com concentragdes de 0,1 mM
de IPTG produzem quantidades significativas de proteina recombinante, mas um nivel
mais aceitavel de expressdo foi obtido quando a concentracdo de IPTG no meio de
cultura foi de 0,3 mM. Concentragdes superiores ndo influenciaram
proporcionalmente a expressdo da proteina recombinante visualizada em SDS-PAGE
(figura 10). Pelo contrario, intrigantemente, observamos grande reduc¢do na
guantidade de proteina expressa quando a concentracdo de IPTG no meio chega a 1
mM.

M1 2 3 45 6 7 8

- -
-
& - - e -
" - — o
- o o -
. -
60 kDap = = -
-9-'-'-q <" 55kDa
50 kDa> —
& "

Figura 10. Padrao de migragdo das bandas de culturas induzidas com diferentes concentra¢oes de
IPTG, a 20 °C por 4 horas, visualizado em SDS-PAGE 8%. (1) e (2), 0,1 mM de IPTG; (3) e (4), 0,3 mM de
IPTG; (5) e (6), 0,5 mM de IPTG; (7) e (8), 1 mM de IPTG. Pogos (1), (3),(5) e (7) correspondem as fragdes
insollveis das extragdes. (M) BenchMark™ protein ladder (Invitrogen).

A variacdo nas condi¢des de inducdo da expressdo nos possibilitou refinar o
processo de obtencdo da proteina recombinante, e, sendo assim, foram adotadas
aquelas que resultaram em rendimento maior: temperatura de 20 °C, 0,3 mM de IPTG

por 16 horas.

A recuperacdo da fracao de proteina soluvel é maior apos
sonicacao;

Ciclos de congelamento e descongelamento em tampdo de lise ndo foram
suficientes para recuperar quantidades significativas de proteina solivel quando

comparados com os outros métodos (figura 11, pocos 1 e 4). Apesar do método de
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extracdo com BugBuster® (Novagen) ter se mostrado eficiente, a sonicagdo apresentou
vantagens no que diz respeito a relagdo custo/beneficio. Além disso, a extragdo por
sonicacdo demonstrou uma maior recuperacdo de proteinas de alto peso molecular
(que podem corresponder a estruturas quaterndrias da enzima recombinante) do que

a extracdo por BugBuster® (figura 11, poco 2 e 5 versus 3 e 6).

1 23 4 5 6 M

> 200 kDa» |

<4-200 kDa

460 kDa

<450 kDa

Figura 11. Comparagdo entre diferentes técnicas de extragdo celular. Em A, os pocos contém a fase
soluvel (1, 2 e 3) e insoluvel (4, 5 e 6) das extragdes por: (1) e (4), ciclos de congelamento e
descongelamento; (2) e (5), sonicagdo; (3) e (6), BugBuster® (Novagen). Em B, perfil de migracdo da
proteina purificada para comparac¢do da massa esperada de estruturas quaternarias.

O extrato soluvel de bactérias induzidas possui atividade sobre o
substrato L-Leu-AMC.

A fracdo soluvel obtida da lise celular das bactérias de culturas induzidas
apresentou atividade leucil-aminopeptiddsica, fato ndo observado com o
sobrenadante do extrato celular de culturas transformadas com o vetor pET19b vazio

induzidas com as mesmas condicdes (dados ndo mostrados).

A proteina recombinante tem boa liga¢do com a coluna de
afinidade a histidina.

Ao passar pela coluna de niquel, parte significativa da atividade do extrato ndo
ligado a coluna era perdida. Ao ser visualizado em SDS-PAGE, a fracdo protéica nado
ligado a coluna de afinidade apresentou uma diminuicdo expressiva de proteina com

massa de 55 kDa, quando comparado com o extrato total (figura 12).
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Figura 12. Visualizagdo em SDS-PAGE 8% das frag6es obtidas durante o processo de purificagdo em
cromatografia de afinidade em coluna de niquel. (2) extrato total (previamente aplicagdo na coluna);
(1) fracdo ndo ligada; (3) fracdo coletada apds passagem de tampdo de ligacdo (5 mM de imidazol); (4)
fragcdo coletada apds passagem de tampao de lavagem (100 mM de imidazol); (7) a (15), fragGes eluidas
com tampdo de eluigdo (300 mM de imidazol). (M) marcadores de peso molecular BenchMark™ Protein
Ladder (Invitrogen) e Precison Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad), da esquerda para a direita.

A forcga de ligacao entre proteina e a resina carregada com niquel
suporta concentracoes de até 100 mM de imidazol.

Apesar de parte da proteina com massa de 55 kDa se desligar da coluna com
afinidade por histidina durante a passagem do tampao de lavagem com 100 mM de
imidazol, a relacdo entre contaminantes e quantidade de proteina purificada mostrou-
se mais do que satisfatéria para a continuidade dos experimentos (figura 12).
ConcentragOes de imidazol superiores a essa no tampdo de lavagem aumentaram
significativamente a quantidade de proteina recombinante desligada da coluna nessa

etapa (dados ndo mostrados).

Fracgodes eluidas da coluna de niquel continham uma proteina de
massa molecular superior a 250 kDa.

A andlise em SDS-PAGE 9% das proteinas eluidas da coluna de niquel mostrou
um padrdo de migracdo com duas bandas principais relacionadas com a enzima
recombinante, uma de aproximadamente 55 kDa e outra com mais de 250 kDa (figura

12).
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0 imidazol presente no tampao de reacao nao influencia na
atividade sobre o substrato fluorogénico.

A atividade proteolitica sobre o substrato fluorogénico L-Leu-AMC foi mantida
nas fragdes eluidas com 300 mM de imidazol, que por sua vez ndo exerceu influéncia
na quantidade de fluorescéncia do AMC livre liberado pela atividade da enzima
recombinante em varias concentragOes testadas (dados ndao mostrados). O imidazol,
guando co-incubado com o substrato L-Leu-AMC e sob excitacdo de luz UV a 380 nm
ndo apresentou fluorescéncia significativa e, portanto, sua presenca ou auséncia na
reacdo ndo parece alterar os dados obtidos pela leitora de placas (dados nao

mostrados).

A atividade leucil-aminopeptidasica da enzima recombinante
depende de sua estrutura quaternaria.

Quando visualizada em gel de poliacrilamida, a atividade enzimatica da leucil-
aminopeptidase foi atribuida somente a banda de peso molecular superior a 250 kDa
(figura 13). Adicionalmente, isolamos a forma oligomérica da enzima por
cromatografia liquida e rdpida de proteinas (FPLC: Fast Protein Liquid
Chromatography), utilizando uma coluna de filtragao em gel. Como resultado, fragdes
com massa molecular estimada em 320 kDa possuiram atividade sobre o substrato L-
Leu-AMC (dados ndo mostrados), sugerindo se tratar de uma estrutura hexamérica.

1
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Figura 13. Atividade leucil-aminopeptidasica em gel SDS-PAGE. No poco (1), o gel foi corado com azul
de Coomassie. Pogo (2), visualizagdo sob incidéncia de luz ultra-violeta do gel, lavado e incubado em
tampao de reagdo previamente a adi¢ao do substrato fluorogénico L-Leu-AMC. A atividade foi atribuida
a forma oligomérica da enzima recombinante HalAP.
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A estrutura oligomérica da leucil-aminopeptidase recombinante
se desfaz parcialmente quando submetida a migragdao em sistema
de SDS-PAGE.

Mesmo as primeiras fracbes que apresentam atividade ao sair da coluna de
filtracdo em gel se apresentam como mondmeros de 55 kDa quando visualizadas em
SDS-PAGE (figura 14 A, poco 4). Entretanto, em sistema de eletroforese nao-
desnaturante, as amostras parecem possuir uma massa molecular superior, quando
comparadas com o marcador BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen), sugerindo a
interferéncia do detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) na estrutura quaterndria da

proteina (figura 14).
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Figura 14. Comparacdo entre o padrdo de migragdao da enzima recombinante HaLAP em sistema de
eletroforese desnaturante (A) e ndo desnaturante (B) com 9% de acrilamida. Pogos (1) e (2), enzima
purificada em coluna de niquel; pogos (4) a (6), enzima purificada em coluna de filtragdo em gel.
Amostras (2), (5) e (7) foram previamente fervidas antes da aplicagdo nos géis. Em (M), marcador de
peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen).

A enzima recombinante possui propriedades termofilicas.

Na caracterizacdo da atividade enzimatica da proteina recombinante, foram
investigados varios fatores, entre eles a temperatura étima de atividade. Os resultados
obtidos apontam para maior atividade da enzima entre 50 e 60°C, como verificado
pela incubacdo da reagdao de hidrélise do substrato L-Leu-AMC em diferentes

temperaturas (figura 15).
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Figura 15. Efeito da temperatura na atividade média relativa da enzima recombinante HaLAP (Leucil-
aminopeptidase de L. interrogans sorovar Hardjo). O substrato fluorogénico L-Leu-AMC foi adicionado
apds as amostras atingirem a temperatura indicada, e a reacdo interrompida apds 10 minutos com a
adicdo de etanol absoluto, como descrito em material e métodos.

A leucil-aminopeptidase recombinante possui atividade 6tima em
pH alcalino.

Um ensaio de atividade enzimatica em diferentes faixas de pH pode esclarecer
guanto ao pH de atividade étima da enzima. Quando incubada tanto em tampao AMT
(Acetato 50 mM, MES 50 mM e TRIS 100 mM) quanto Tris-CAPS 100 mM (figura 16) a
atividade da enzima aumentou na medida em que o pH se aproximava de 8,5. Ao
estender as faixas analisadas para pHs mais basicos em tampao Tris-CAPS, a atividade

voltou a decrescer.
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Figura 16. Atividade média relativa da atividade da enzima recombinante HalLAP sobre o substrato
fluorogénico L-Leu-AMC em sistemas-tampao com pH diferentes. Em ‘A’, atividade enzimatica
mediante incubacdo em tamp3do AMT (Acido acético 50 mM, MES 50 mM e Tris 100 mM). Em B,
atividade da enzima incubada em tampao Tris-CAPS (Tris 100 mM, CAPS 100 mM).

0 aumento da forg¢a ionica no tampao de reacgao resulta em
decréscimo da atividade enzimatica.

Uma diluicdo seriada de NaCl em tampao de reacdo Tris-CAPS com molaridade
constante permitiu a analise do papel da interacdo de ions livres com a proteina
recombinante na velocidade da reacdo enzimatica. Quantidades crescentes de NaCl
perturbaram o conjunto catalitico de tal forma que a taxa de hidrélise do substrato

fluorogénico diminuiu (figura 17).
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Figura 17. Influéncia da forga ionica na atividade média relativa da enzima recombinante HalLAP. A
enzima foi incubada por 10 minutos em tampao Tris-CAPS com diferentes concentragdes de NaCl, e sua
atividade foi aferida logo apds a adigdo do substrato fluorogénico L-Leu-AMC na reagdo.

Influéncia de agente redutor.

A enzima teve sua atividade diminuida com a adicdo de DTT no tampdo de
reagdo, em qualquer uma das concentragdes avaliadas (2, 1 e 0,5 mM), como podemos

ver na figura 18.
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Figura 18. Influéncia do agente redutor ditiotreitol (DTT) na atividade média relativa da enzima
recombinante HalAP. A enzima foi incubada em tampao Tris-CAPS com concentragbes diferentes de
DTT, como indicado, por 10 minutos antes da adi¢do do substrato fluorogénico L-Leu-AMC.
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Inibicao por EDTA.

O EDTA é um conhecido agente quelante de ions, e, portanto, é amplamente
utilizado como inibidor de metaloproteases. Em um ensaio com diferentes
concentragdes de EDTA, e diferentes tempos de incubac¢do, a enzima recombinante
teve sua atividade reduzida em mais de 50%, em ambas as concentracdes testadas por

10 minutos, e atividade abolida quando o tempo de incubagao foi de 30 minutos

(figura 19).
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Figura 19. Inibicao da enzima recombinante HaLAP por EDTA. A enzima foi incubada em tampao Tris-
CAPS com diferentes concentragdes de EDTA, como indicado, por 10 minutos previamente a adigdo do
substrato fluorogénico L-Leu-AMC.

Influéncia de ions na atividade enzimatica

As aminopeptidases da familia M17 possuem dois sitios de ligacdo ao zinco, um
dos quais pode ser substituido por outros ions. Para avaliar a participacdao de ions
metalicos na taxa de atividade da HalLAP recombinante, foi promovido um ensaio
utilizando a enzima inibida com EDTA (apoenzima), seguida por didlise extensiva, com
a adicado de célcio, cobalto, magnésio, manganés e zinco. Também foi averiguado se os
ions poderiam alterar a atividade da enzima ndo-inibida (holoenzima), sem prévia
adicdo de EDTA. Como resultado, nenhum ion foi capaz de restabelecer ou modular ou
restaurar a atividade da enzima recombinante, com excec¢do do zinco, que pareceu

exercer uma leve agao inibitéria (figura 20).
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Figura 20. Influéncia de ions metalicos na atividade da enzima recombinante HalAP, previamente
induzida ou ndo por EDTA. Em (A), enzima previamente inibida (HaLAP-) ou ndo (HaLAP+) e submetida a
processo de didlise intensiva por toda a noite em tampdo de reagdo (Tris 25 mM, pH 8,5) foi pré-
incubada por 10 minutos com 0,4 mM dos ions indicados antes da adi¢do do substrato fluorogénico L-
Leu-AMC. Em (B), os controles utilizados: Ha++, enzima ndo inibida e n3do dializada; Ha+, enzima ndo
inibida e dializada; Ha- enzima inibida e dializada. A leitura dos resultados se procedeu como descrita
em material e métodos.

Quando visualizadas em SDS-PAGE, amostras previamente inibidas apresentam
apenas uma banda correspondente ao monémero de 55 kDa, enquanto que as nao
inibidas apresentam tanto a banda correspondente ao monémero quanto a atribuida

ao oligbmero (figura 21).
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Figura 21. Comparacdo do perfil eletroforético da enzima recombinante HalLAP inibida ou nao por
EDTA. As amostras utilizadas para as reacGes do experimento da influéncia dos fons metalicos foram
aplicadas em gel SDS-PAGE 8%, sem prévia fervura, para visualizagdo da forma oligomérica (A). Nestas
condigBes, apenas a amostra n3o inibida (pogo 1) apresentou a banda de peso molecular superior a 250
kDa, enquanto que a amostra inibida (pogo 2) apresentou-se apenas como monémero. Em (B), uma
aproximacgdo da sec¢do indicada em (A). (C) corresponde a imagem (B) com aplicagdo de um filtro para
melhor visualizagdo da banda correspondente ao oligdmero.
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Constante de Michaelis-Menten (Ku) e velocidade maxima (Vinax).

A incubacdo da enzima com um gradiente de concentracdes do substrato
possibilitou a extrapolacdo da quantidade necessaria de L-Leu-AMC para a enzima
atingir metade de sua velocidade maxima (figura 22). Valores mais precisos da
constante de Michaelis-Menten e da velocidade maxima foram obtidos por meio de

regressao linear pelos métodos de Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee e Woolf.
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Figura 22. Curva de saturagdao da enzima recombinante HalLAP. A enzima foi incubada em tampdo de
reacdo contendo Tris-HCl 25 mM, pH 8,5, por 10 minutos anteriormente a adicdo do substrato L-Leu-
AMC em diferentes concentragdes, como descrito em material e métodos. A extrapolacdo da velocidade
maxima da reagao possibilita a aproximacao do valor da constante de Michaelis-Menten (K,,).

As formulas utilizadas na regressdao encontram-se a seguir:
Lineweaver-Burk: 1/Vo = (Ku/Vinax)-(1/S) + 1/Vinax
Eadie-Hofstee: Vg = -Kn.(Vo/S) + Vinax
Woolf: $/Vo = (S/Vimax) + (Kn/Vimax)

Os valores obtidos em cada regressao estdo na tabela 3.



Tabela 3. Constante de Michaelis-Menten (K,,) e
velocidade maxima (V,,,,,) da enzima recombinante
HalAP durante a hidrélise de L-Leu-AMC, de
acordo com os trés métodos de regressao mais
utilizados. O valor de R? representa a confiabilidade

da regressao.

Tipo de Regressdo Ky* Vo™ * R?

Lineweaver-Burk 13,9 102378,8 0,999

Eadie-Hofstee 15,4 109727,1 0,976

Woolf 17,6 117828,1 0,992

* A unidade de Kj, é dada em uM;

**  Provisoriamente, V. encontra-se em
miliunidades relativas de fluorescéncia por
minuto, até obtermos uma curva de calibragdo
de AMC livre adequada.
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A leucil-aminopeptidase recombinante de Leptospira interrogans

¢ imunogénica em camundongo

Quando submetidos a desafios intra-dérmicos, camundongos fémeas isogénicas do

tipo Swiss produziram soro a-HalLAP que reconheceram uma Unica banda de 55 kDa

em Western-Blot, como verificado na figura 23.

~ 55 kDa-» 'ﬂ

Figura 23. Imunoblot realizado com o soro anti-HaLAP produzido em camundongo. Extrato total de
bactérias BL21 induzidas foi separado em SDS-PAGE 8% e posteriormente transferido para membrana

de nitro-celulose e revelado como descrito em material e métodos.
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Discussao

Comparacao da atividade proteolitica entre sorovares
patogénicos e nao-patogénicos de bactérias do género Leptospira.

Dados nao publicados obtidos em 2005 pelos professores Silene Lozzi, Marcos
Heinemann e Jaime Santana, demonstraram que extratos de sorovares de Leptospira
interrogans patogénica apresentavam, diferentemente de alguns ndo-patogénicos,
atividade proteolitica na hidrélise do substrato fluorogénico L-Leu-AMC. Tal substrato
é normalmente clivado por aminopeptidases capazes de reconhecer e remover
residuos do aminoacido leucina de pequenos peptideos. Baseados nessas informacées,
e com o objetivo de identificar os genes responsaveis pela producdo de proteases com
essa caracteristica, realizamos uma busca nos genomas publicados de Leptospira
interrogans. A busca resultou em seis aminopeptidases preditas, em ambos os
sorovares (Lai e Copenhageni), das quais duas eram relacionadas com atividade leucil-

aminopeptidasicas — uma aminopeptidase N e uma leucil-aminopeptidase (LAP).

De modo a obter quantidade razoavel de proteina recombinante para sua
caracterizacdo bioquimica e molecular, optamos pela expressdo heterdloga da
proteina classicamente atribuida a atividade leucil-aminopeptidasica em outros

organismos, codificada pelo gene pepA.

Implicacdes na deteccao do gene pepA.

Os resultados preliminares obtidos da reacdo de polimerase em cadeia
utilizando como molde o material genético cedido pelo professor Dr. Marcos
Heinemann sugeriram a auséncia do gene responsavel pela producdo da LAP nas
espécies ndo-patogénicas (saprofiticas) de Leptospira (L. biflexa sorovar Patoc),
quando comparada com outros sorovares (L. interrogans sorovar Hardjo, Pomona e
Icterohaemorrhagiae), como observado na Fig. 1. Contudo, o recente seqiienciamento
do genoma de L. biflexa (Picardeau et alii, 2008) identificou um gene que codifica uma
LAP com 58% de identidade e entre 75% e 76% de similaridade com as LAPs de outros

sorovares previamente seqienciados (L. interrogans, sorovares Copenhageni e Lai e L.
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borgpetersenii, sorovar Hardjo-bovis). Tal identidade é menor em alinhamentos
baseados na seqliencia de nucleotideos, o que nos leva a refletir que as mutag¢des que
resultaram na divergéncia evolutiva entre estas espécies talvez possam ter ocorrido de
modo a selecionar substituicGes redundantes para os aminodacidos mais importantes
na estrutura da enzima. Em um instante no qual a proteina ndo exercesse 0 mesmo
papel de sua ancestral, mutacdes subseqiientes poderiam ter levado a perda da
atividade leucil-aminopeptidasica verificada no sorovar Patoc. Por outro lado, nos
sorovares patogénicos, as mutacdes podem ter sido selecionadas de modo a refinar
essa atividade em um ambiente em que fosse fundamental, gerando as diferengas
observadas na seqliencia nucleotidica entre as espécies. Tal modelo é suportado por
Picardeau e colaboradores (2008), quando afirmam que, enquanto a espécie
saprofitica L. biflexa possui um genoma “mais denso”, a espécie L. borgpetersenii
apresenta regides erodidas por elementos de inser¢cdo, levando a uma perda da
funcionalidade e conseqiientemente a restricdo dessa espécie em hospedeiros
mamiferos. J& o maior tamanho do genoma na espécie L. interrogans, provavelmente
reflete a incorporacdo de novas informacgbes genéticas responsdveis pela
sobrevivéncia dessa espécie tanto em hospedeiros mamiferos quanto em ambientes

aquaticos.

Outro fato importante a se considerar, é o de que leptospiras perdem seu
fendtipo de viruléncia quando submetidas a passagens seqlienciais em meios de
cultura (Haake et alii, 1991). Portanto, a falta de atividade leucil-aminopeptidasica
pode estar relacionada ao tempo de manutencdo dos diferentes isolados submetidos
ao teste proteolitico, e ndo a auséncia de uma LAP funcional. Estudos com linhagens

isoladas de tecidos, ao invés de culturas in vitro, podem ajudar a elucidar essa questdo.

Inferéncias sobre a possivel expressao diferencial da leucil-
aminopeptidase de Leptospira spp.

Dentre dois estudos com microarranjos (Lo et alii, 2006; Matsunaga et alii,
2007), os quais avaliaram os genes de L. interrogans que sofreram regulacdo sob
mudancas na temperatura e na osmolaridade, respectivamente, ndo ha referéncia ao
gene pepA, o que indica que provavelmente esse gene ndo seja regulado por nenhum

desses fatores nas condicOes testadas. Resta averiguar se as demais interacdes entre o
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parasito e o hospedeiro sdo capazes de modular significativamente a expressao desse
gene, ou se 0 mesmo é expresso indiscriminadamente tanto em bactérias de culturas

in vitro quanto nas de tecidos animais.

Nally e colaboradores (Nally et alii, 2005) detectaram mudancas na
composicao do antigeno O-lipopolissacaridico (Oag) entre infecgdes cronicas e agudas
com o uso de anticorpos monoclonais especificos. A quantidade de Oag diminuiu em
bactérias estabelecidas na fase cronica da doenca em porcos da india em relacdo a de
bactérias atenuadas por multiplas passagens in vitro. Utilizando ratos como modelos,
ndo foi observada tal diferenca, sugerindo que a regulacdo da sintese de Oag por
Leptospira deve ser hospedeiro-especifica. De fato, muitos outros genes devem ser
modulados pela relacdo intima e especifica entre a bactéria e o hospedeiro infectado,
ja que os animais podem ser tanto hospedeiros de manutencdo para alguns sorovares
guanto hospedeiros incidentais para outros (Levett, 2001). Assim, o anti-soro
desenvolvido contra a proteina recombinante HalAP poderd ser utilizado para
detectar em que condicbes a enzima nativa é expressa em bactérias do género
Leptospira, ou se essa expressdao decai quando as bactérias sdao submetidas a
passagens de culturas sequlenciais. Esse anti-soro poderd ainda ser utilizado para
ensaios de imunohistoquimica, possibilitando a avaliacdo da expressdo da proteina de
um sorovar especifico em diferentes modelos de infeccdo (camundongo, rato,

hamster).

A LAP de Leptospira interrogans faz parte da familia M17 de
metaloproteases.

A seqliéncia do gene responsavel pela codificacdo da provavel aminopeptidase
citosodlica de L. interrogans depositado no banco de dados GenBank possui uma regiao
com grande homologia ao dominio conservado da familia M17 das metaloproteases,
como identificada no banco de dados CDD (do inglés Conserved Domain Database,
Marchler-Bauer et alii, 2007). De acordo com o banco de dados MEROPS , essa familia
é conhecida por conter exopeptidases dependentes de zinco ou de manganés,
incluindo as leucil-aminopeptidases. Ainda, catalisam a remog¢dao de aminodacidos da
regido N-terminal de polipeptideos, e se diferem das aminopeptidases da familia M1

por ndo possuirem o motivo HEXXH no sitio de ligacdo ao metal. Além disso, sdo em
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sua maioria hexaméricas e se ligam a dois cations, enquanto que as da familia M1 sdo
monoméricas e se ligam apenas a um cdation. Uma vez expressa, a existéncia da

proteina passa de predita para comprovada por evidéncias funcionais.

Os residuos de aminoacidos essenciais para a atividade catalitica sao
conservados entre espécies representantes de Leptospira e outras.

Um alinhamento pelo algoritmo ClustalW com seqiiencias do banco de dados
UniProt KB revelou grande conservacdo dos residuos essenciais para a ligacdo dos ions
metalicos e para a atividade catalitica, tanto entre os sorovares distintos de Leptospira
quanto entre outras espécies também analisadas (todas as que compde a analise
filogenética da figura 6, dados ndao mostrados). Este fato sugere que a LAP dos
sorovares Patoc pode ser ativa, embora ndao se possa desconsiderar que alguma
alteracdo na sequéncia peptidica possa alterar o dobramento necessario para que os
residuos essenciais formem o sitio ativo ou de ligacdo aos ions metalicos,
influenciando a atividade. Se isso for comprovado, a posterior modelagem dessas
enzimas podera elucidar sobre quais os residuos de aminodcidos sdo importantes para
a conservacdo da estrutura catalitica. Alternativamente, outros estudos devem ser
realizados para desvendar o motivo da auséncia de atividade leucil-aminopeptiddsica

nos sorovares ndo patogénicos de Leptospira.

Parametros de inducao e expressao da enzima recombinante HaLAP.

A formacdo de corpos de inclusdo na expressdao heterdloga de proteinas
recombinantes é comum, e entre os fatores que desencadeiam isso estdo o mau
dobramento da proteina, causado pela exposicdo de residuos hidrofébicos ou pela
auséncia de processamento pds-traducional em sistemas de expressao procariontes; a
super-expressdo, que acarreta em precipitacdo por saturacdo; e outras condicdes,
como, por exemplo, o microambiente em que a proteina é dobrada e a velocidade da
producao da proteina, muitas vezes regulada pela taxa metabdlica da bactéria
(Ventura e Villaverde, 2006). O controle das condi¢cOes de expressdo, portanto, pode

inibir a formacao de corpos de inclusdo (Strandberg e Enfors, 1991; Wang et alii, 2007).
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Para evitar que a expressdao da enzima resultasse na formacdo de corpos de
inclusdo, a temperatura, a concentracdao de IPTG e o tempo de indugdo foram
controlados. Em todas as condicdes a proteina foi recuperada na forma soluvel,
provavelmente por se tratar de uma enzima de origem procarionte. No entanto,
notou-se a precipitacdo da proteina quando o tempo de indugdo foi superior a 16
horas, ou quando pouco tampao de lise era empregado durante a sonica¢do (numa
proporg¢do de 1:5 mL de cultura), sugerindo que o meio pudesse estar saturado devido
a grande quantidade de proteina expressa. A enzima também se precipitou durante o
armazenamento a -20 °C, fato contornado pela adi¢cdo de glicerol numa concentragao

final de 15%.

Outro fato a se observar é a reducdo da quantidade de proteina recombinante
presente em culturas com 1 mM de IPTG. Talvez a super-expressao induzida por tal
concentracdo de IPTG tenha causado citotoxicidade nas bactérias BL21-DE3, o que
poderia levar a uma selecdo de individuos que por algum motivo (plasmideo hiper-

enovelado, por exemplo) ndo expressaram quantidades prejudiciais da proteina.

A atividade peptideolitica da leucil-aminopeptidase recombinante de
Leptospira interrogans depende de sua estrutura oligomérica.

O ensaio de atividade enzimatica em gel indica que a forma ativa da enzima
recombinante HaLAP se encontra como uma estrutura oligomérica assim como outras
LAPs descritas na literatura. De fato, as anotacdes (UniProt KB, NCBI, MEROPS) ’ sobre
a familia M17 das metaloproteases a classificam como um homo-hexamero composto

de um dimero de trimeros.

A leucil-aminopeptidase bovina, uma das primeiras caracterizadas, é
fisiologicamente ativa como um hexamero (Burley et alii, 1990), cuja estrutura é
mantida por meio de pontes de hidrogénio e interacdes de Van der Walls. E provavel
que a LAP recombinante de L. interrogans também seja mantida como um hexamero
por tais interacbes, jd que sua visualizacdo em géis de eletroforese depende da

temperatura e da presenca ou ndo de SDS (dados ndo mostrados e figura 14,

7 Acesso em: http://beta.uniprot.org/uniprot/P68767
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=48344
http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/famsum?family=M17.
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respectivamente), mas ndo da presenca de agentes redutores como B-mercaptoetanol

ou ditiotreitol (dados ndo mostrados).

Igualmente, a LAP de trés espécies patogénicas de Leishmania (Morty e
Morehead, 2002), a de Plasmodium falciparum (Stack et alii, 2007) e a de Helicobacter
pylori (Dong et alii, 2005) também tém suas atividades relacionadas a suas estruturas

hexaméricas.

Parametros cinéticos da leucil-aminopeptidase recombinante de
L. interrogans.

O pH 6timo de atividade da enzima recombinante HaLAP é 8,5.

O uso de sistemas-tampdao com mais de um componente em ensaios de
atividade para averiguacdo do pH 6timo de atividade de enzimas é comum, tanto para
garantir que tamponem em todas as faixas desejaveis quanto para garantir a
manutencdo de uma forga iGnica constante. Dentre os mais utilizados, estd o AMT
(acido acético 50 mM, MES 50 mM, e Tris 100 mM), com ampla faixa de
tamponamento (pHs 3 a 9, podendo se estender com alguma confiabilidade). Foi este
o sistema utilizado nos estudos com leucil-aminopeptidases de Helicobacter pylori

(Dong et alii, 2005) e Leishmania (Morty e Morehead, 2002), por exemplo.

Por ter essas qualidades, o tampdao AMT foi o escolhido para os ensaios de pH
da LAP de Leptospira interrogans. No entanto, na faixa de pH testada, houve uma
aberracdo na qual a fluorescéncia emitida era muitas vezes maior em pH 10, fato que
fez com que a curva se descaracterizasse. Esse empecilho fez com que fosse adotado
um novo sistema-tampao, o Tris-CAPS (100 mM), que poderia atuar bem nas faixas de
pH mais bdasicas (7 a 11). O novo tampao nos permitiu avaliar que a emissdao de
fluorescéncia fora de escala observada quando a enzima foi incubada em tampao AMT
pH 10 tratava-se, realmente, de uma anomalia. As curvas correspondiam entre si, em

termos de atividade relativa, e o pH 6timo em ambos os tampdes foi 8,5.

No entanto, em termos de atividade absoluta, o rendimento observado pela

enzima em tampao AMT era muito aquém ao do Tris-CAPS, e os valores das duas
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curvas nao se sobrepunham. Pensamos tratar-se de uma diferenca ocasionada pela
diferente forga-idnica entre os tampdes. Em busca de um novo sistema-tampao, que
abrangesse as faixas de pH 5 a 10, nos deparamos com o fato de que o MES presente
no tampao AMT é um agente quelante de Ca™, Mg™ e Mn™", e que, portanto, n3o é
aconselhdvel para estudos com enzimas ativadas por metal (Ellis e Morrison, 1982). No
mesmo artigo, os autores fornecem duas férmulas adaptadas para a linguagem de
programacao BASIC, ja ultrapassada e sem compiladores atuais, para o calculo da forga
ibnica em sistemas-tampao de dois e trés reagentes. Foi realizada a adaptacao dos
programas para a linguagem Perl, muito mais difundida atualmente, e amplamente
utilizada em programas de bioinformatica. Os cddigos para os programas encontram-

se nas tabelas em anexo (tabelas 4 e 5).

O uso do aplicativo possibilitou calcular a forga i6nica do tampao Tris-CAPS que
vinha sendo utilizado, e, surpreendentemente, a mesma variava em até 90%.
Afortunadamente, em nenhum momento a forga i0Gnica ultrapassou 0,1 M, o que
significa que no maximo as taxas de fluorescéncia obtidas do ensaio enzimatico foram
superestimadas em direcdo ao pH 9 (faixa na qual ocorre a menor forca i6Gnica), ndo
alterando o fato de que o pH 6timo da enzima é realmente 8,5. Os dados obtidos do
teste da influéncia da forga ibnica corroboram essa afirmagdo, uma vez que para se ter
uma queda de 30% da atividade (para que a mesma se equiparasse a de pH 9) seria
necessaria a adicdo de cerca de 200 mM de NaCl a solu¢do de reagao, algo em torno
de trés vezes mais do que o suficiente para normalizar a forc¢a i6bnica em 0,1 M. O pH
o6timo da HalLAP recombinante encontra-se na mesma faixa de pH de outras enzimas
dessa familia estudadas recentemente (Stack et alii, 2007; Dong et alii, 2005; Morty e

Morehead, 2002).

A LAP de L. interrogans é termofilica.

Quando incubada em diferentes temperaturas, a LAP recombinante de L.
interrogans sorovar Hardjo teve atividade maxima entre 50 °C e 60 °C, mantendo mais
de 50% de sua atividade quando incubada a 70 °C (figura 15). Curiosamente, bactérias
do género Leptospira ndo sao termdfilas. Entretanto, outras bactérias ndo-termofilas

também apresentam aminopeptidases termofilicas, como aminopeptidase T de
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Borrelia burgdorferi (Bertin, 2005) e a aminopeptidase S de Bacillus subtilis
(Motoshima et alii, 1997). Em Vibrio proteolyticus (Aeromonas proteolytica), a leucil-
aminopeptidase é regulada pds-transcricionalmente pela temperatura. A 70 °C, seu
precursor de 43 kDa é processado em ambas as extremidades, conferindo uma

termoestabilidade notavel a forma ativa de 32 kDa (Guenet, Lepage e Harris, 1992).

De fato, a existéncia de enzimas termoestaveis em bactérias ndo-termdfilas
estd de acordo com postulagdes sobre a origem de bactérias e de outros procariotos a
partir de organismos hipertermdfilos (Achenbach-Richter et alii, 1987; Forterre, 1995;
Brown et alii, 2001). Além disso, as espiroquetas tém sido posicionadas como o grupo
bacteriano mais primitivo na arvore evolutiva universal (Brown et alii, 2001; Wolf,
2001), e, portanto, a presenca de aminopeptidases termofilicas em bactérias do
género Leptospira e Borrelia é coerente com suas origens evolutivas. Maiores
investigagOes poderiam esclarecer se a existéncia dessas aminopeptidases termofilicas

representa alguma vantagem evolutiva.

A visualizacdo em gel de eletroforese (desnaturante e ndo-desnaturante) da
forma oligomérica em algumas preparagdes fervidas da enzima recombinante (figura
14) sugere que a enzima possa se redobrar corretamente durante o resfriamento da
amostra. Tal redobramento ndo é observado quando a amostra é imediatamente
colocada em gelo apds fervura, situagao na qual apenas o monémero de 55 kDa é
visualizado em SDS-PAGE (dados ndo mostrados). Estudos de caracterizacdo biofisica
da LAP de Leptospira interrogans poderao ajudar a elucidar os questionamentos sobre

as caracteristicas termofilicas da mesma.

A leucil-aminopeptidase de L. interrogans é inibida por EDTA.

O EDTA, acido etilenodiamino tetra-acético, é um composto organico capaz de
formar complexos muito estaveis com diversos ions metdlicos, em especial com Mn(ll),
Cu(ll), Fe(lll), e Co(lll) (Holleman e Wiberg, 2001). Atua como ligante hexadentado, ou
seja, possui seis posicoes de coordenacdo para ligacdo do ion metdlico. Tais

caracteristicas conferem ao EDTA uma poderosa atividade quelante.
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Por se tratarem de metaloproteases com sitios de ligacdo ao zinco (Znl e Zn2),
as LAPs da familia M17 sdo susceptiveis a inibicdo por EDTA. Supde-se que o sitio Zn2
seja mais arraigado na estrutura da LAP, enquanto que o sitio Znl apresenta-se mais
acessivel e esteja sujeito a trocas com outros ions, tais como Mg(ll) ou Mn(ll). De fato,
esses ions parecem estar presentes nas formas ativas das LAPs de diversos organismos,
tendo em vista suas potentes capacidades de ativa-las (Matsui, Fowler e Walling,
2006). A demora de até 30 minutos para a inibicdo total da atividade enzimatica (figura
19) pode ser atribuida, portanto, a posicdo destes sitios de ligacdo ao ion metadlico, e
da viabilidade do sequestro de pelo menos um deles pelo EDTA, momento em que a

reacao comecaria a entrar em equilibrio.

A influéncia de co-fatores ionicos na atividade da enzima
recombinante.

Ao contrdrio do que ocorre com outras leucil-aminopeptidases (Stack et alii,
2007; Bertin, 2005) uma vez inibida por EDTA, a enzima recombinante de L.
interrogans nao readquire atividade mediante adicdo de co-fatores i6Gnicos na
concentracdo testada. E importante notar que a perda da atividade observada pela
inibicdo com EDTA é acompanhada da perda da estrutura oligomérica, pelo menos em
niveis observaveis por SDS-PAGE (figura 21). Quando comparadas com as enzimas
nativas, proteinas recombinantes expressas heterologamente podem ter suas
estruturas mais susceptiveis a varia¢des, provavelmente devido ao dobramento da
proteina n3do ser exatamente igual ao que ocorre originalmente na bactéria nativa.
Além disso, para facilitagao da purificagao, o vetor de expressdo utilizado adiciona a
proteina uma cauda poli-histidinica e um sitio de enteropeptidase. Tais adicGes,
associadas ao ambiente heterdlogo de expressdao, podem resultar numa maior
fragilidade da estrutura quaterndria da enzima. Juntos, esses fatores podem ser
responsaveis pela monomerizagcdo observada em géis de eletroforese desnaturante,
tanto pelo uso do SDS (figura 14) quanto pela retirada do co-fator i6nico com o uso do

EDTA (figura 21).

O zinco, no entanto, teve um efeito levemente inibidor sobre a atividade

enzimatica. De fato, outras leucil-aminopeptidases, como a de H. pilory (Dong et alii,
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2005), também sofrem o mesmo efeito, e isso pode estar relacionado ao fato do zinco
competir pelo sitio de outros ions mais eficientes, como o Mg** e o Mn™". Pelo fato de
ser uma metalopeptidase, a enzima recombinante HalAP estd sujeita ao niquel
utilizado na coluna de afinidade, o que pode, em parte, responder a falta de resposta

aos co-fatores idnicos (a enzima pode ja estar ativada pelo niquel).

Vale lembrar que o tampao AMT, utilizado em alguns dos estudos com as LAPs
que tiveram sua atividade restaurada ou modulada positivamente por co-fatores
idnicos (H. pylori e Leishmania), é um quelante de Ca*", Mg™ e Mn*", e portanto pode
mascarar a suposta ativagao por esses ions. Ao adicionar-se qualquer desses co-fatores
a reagdo, a capacidade quelante do MES tendera a entrar em equilibrio, permitindo a
ligacdo dos ions aos sitios de ligacdo ao metal da enzima. Na LAP de Leptospira
interrogans, a diferenga de atividade absoluta entre o tampao AMT e Tris-CAPS no

mesmo pH (8,5), foi da ordem de 270% (dados ndo mostrados).

Aspectos biologicos e funcionais de leucil-aminopeptidases

Atualmente, o papel das aminopeptidases vem mudado de participantes no
final da jornada de degradacao proteolitica intracelular para reguladores de uma vasta

gama de fun¢Bes biologicamente distintas.

Em animais, a importancia da LAP tem sido relacionada a inativacdo de
oligopeptideos biologicamente ativos, a apresentacdo de antigenos pelo MHC de
classe |, e mais recentemente ao combate oxidativo por meio da regulacdo de
dipeptideos Cys-Gly, e a conseqiiente modulacdo do ciclo da glutationa (Matsui,

Fowler e Walling, 2007).

Entre os protistas, sua participacao foi inferida principalmente ao suprimento
nutricional em parasitos do género Leishmania (Morty e Morehead, 2002), a atividade
hemolitica auxiliar em Plasmodium (Stack et alii, 2007), e a catalise de peptideos
degradados pelo proteasoma de T. cruzi durante sua diferenciacdo nos diferentes

estagios de infecgdo (Cadavid-Restrepo, 2005).
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As leucil-aminopeptidases de bactérias sdo altamente diversificadas
funcionalmente. Além de provavelmente atuar nas manutencgdes basais desses
organismos, garantindo uma reciclagem dos aminoacidos derivados de atividade
endopeptidasica, estdo relacionadas com varios eventos que requerem interacdo com
o DNA, como recombinacao, repressao de transcri¢cdo (Colloms, 2004), e expressao de
toxinas (Behari et alii, 2001). Dentre as espiroquetas, uma atencdo especifica foi dada
a deteccao proteolitica em bactérias do género Treponema, ja que essas bactérias sao
capazes de causar infecgbes periodontais (Makinen e Makinen, 1996). Contudo, a
associacdao entre a atividade leucil-aminopeptidasica e a ocorréncia de tais infeccGes
deve ser comprovada. Estudo realizado por Bertin e colaboradores (2005) sugere que
essa atividade enzimatica pode ter papel fundamental na sobrevivéncia de Borrelia
burgdorferri, tendo em vista que bactérias desse género ndo sdo capazes de sintetizar

aminodcidos, os quais devem ser adquiridos de sua dieta (Bertin et alii, 2005).

Em 1983, Neill e colegas (Neill, Reid e Ellis, 1983), examinaram 15 culturas de
Leptospira spp. para atividade aminopeptiddsica, e em 1987, baseados nos perfis de
especificidade aos substratos, tentaram identificar diferentes espécies de Leptospira,
e conseguiram com sucesso diferenciar o padrao entre L. interrogans e L. biflexa (Neill
et alii, 1987). Infelizmente, pela impossibilidade da obtencdo, até entdo, dos referidos
artigos, ndo temos conhecimento sobre quais substratos foram utilizados, e quais

foram as diferencas observadas.

Ao contrario das bactérias do género Borrelia, as Leptospiras tém uma via de
sintetizacdo de aminoacidos, inclusive para a leucina, por meio da a-isopropilmalato
sintase (Xu et alii, 2004; Zou et alii, 2007). Mesmo assim, a existéncia de uma via de
producdo de aminoacidos ndo exclui a possibilidade da obten¢do dos mesmos pela
alimentacdo, e, portanto, a leucil-aminopeptidase de Leptospira pode estar

relacionada com a aquisi¢do de leucina pela bactéria.

Em uma recente comparacdo, Picardeau e colaboradores identificaram uma
expansao no numero de genes que codificam proteinas ricas em repeti¢des de leucina
(LRR) de um para 18, em L. biflexa e L. interrogans, respectivamente (Picardeau et alii,

2008). Apesar de ndo se saber ao certo a funcdo dessas proteinas LRR, em T. denticola
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a LrrA parece exercer algum papel na adesdo e na invasdo dos tecidos do hospedeiro
(Ikegami et alii, 2004). Picardeau sugeriu ainda que a diversidade nas LRR de L.
interrogans possa estar relacionada com a infeccdo bem sucedida numa grande
variedade de espécies de mamiferos. A confirmacdo da existéncia dessa correlacdo
justificaria nossos achados iniciais sobre a existéncia de atividade leucil-
aminopeptidasica em sorovares patogénicos em contraposicdo a ndo-patogénico.
Mesmo que a LAP de Leptospira nao esteja envolvida na regulagdo direta da expressao
desses genes, ela pode fazer parte crucial no processamento e na degradac¢do destas

proteinas.

Adicionalmente, Matsunaga e colaboradores (2007) demonstraram a
importancia da diferenca osmodtica entre o hospedeiro e o meio ambiente na
regulacdo génica em L. interrogans. Uma vez dentro do hospedeiro, os genes
necessarios para a sobrevivéncia da bactéria em ambientes Umidos abidticos (solo ou
agua contaminados, por exemplo), devem ser reprimidos, enquanto que outros genes
relacionados a fatores de viruléncia devem ser induzidos. A deteccdo da expressao
diferencial de trés proteinas nessas condi¢cdes confirma a importdncia da forca
osmotica na regulacdo de fatores de viruléncia nesse organismo (Matsunaga et alii,
2007). Assim como é importante a passagem de um ambiente hipo- para hiper-
osmotico, o oposto também deve ser importante. Imagine a situacdo de uma infecgcao
cronica nos rins, condicdo de manutencdo e dispersdao das Leptospiras no meio
(Athanazio et alii, 2007), na qual as bactérias devem passar de um meio extremamente
hiper-osmético para um hipo-osmético. E de se esperar que a bactéria tenha meios de
reduzir a forca osmética para impedir a perda de eletrélitos e o possivel rompimento
de sua parede. Nesse cenario, a leucil-aminopeptidase contribuiria para o controle da
diferenca osmética de uma maneira semelhante a predita para Plasmodium (Stack et
alii, 2007): na clivagem final de proteinas ricas em leucina (no caso do Plasmodium, a
hemoglobina), e na liberacdo desses aminodcidos, que uma vez livres, podem difundir

pela membrana, aliviando a pressdao osmoética da entrada da dgua na célula.

Outro papel atribuido as leucil-aminopeptidases bacterianas é o da regulacdo

indireta de genes, como no caso do gene algD, de Pseudomonas aeruginosa



68

(Woolwine et alii, 2001). Apesar da inibicio da enzima PhPA (uma homodloga de
Pseudomonas a PepA de E. coli) ndo gerar diferenca no pool de aminodcidos
intracelulares, ela causa um resposta ao estresse do acumulo de peptideos derivados
de proteinas mal-dobradas ou agregadas, que resulta na inibicdo da repressao
transcricional de algD. Similarmente, a taxa da atividade da LAP de Leptospira pode

regular a expressdo de outros genes.

Apesar de ainda ser um assunto controverso, as leucil-aminopeptidases
bacterianas também podem estar relacionadas ao controle do estresse oxidativo, por
meio da regula¢do indireta da glutationa. Peptideos do tipo Cys-Gly, ja comprovados
como substratos para a leucil-aminopeptidase de E. coli, sdo reativos por si s6, e
também estdo relacionados ao combate de espécies oxidativas, que podem ser
prejudiciais a integridade celular (Matsui, Fowler e Walling, 2006). Se comprovado que
a LAP de Leptospira cliva esse substrato, podemos inferir uma relagdo da mesma na

protecdo contra o estresse oxidativo.
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Conclusoes

A caracterizacdo bioquimica e funcional de proteases tem grande importancia

cientifica, ja que muitas vezes sdo alvos quimioterapicos promissores no combate a

doencas com tratamento insatisfatério. No presente trabalho, uma atividade leucil-

aminopeptideolitica presente no extrato de bactérias patogénicas do género

Leptospira foi atribuida a leucil-aminopeptidase da familia M17, codificada pelo gene

pepA. A partir de nossos estudos, foi possivel concluir que:

1.

10.

A seqliéncia nucleotidica do gene pepA de Leptospira interrogans codifica uma
leucil-aminopeptidase funcional;

A estratégia aplicada neste trabalho se demonstrou eficaz para seus fins,
demonstrando que a clonagem e expressdo heterdloga de proteases pode ser de
grande ajuda no processo de caracteriza¢ao de possiveis alvos quimioterapicos;

A enzima recombinante HalAP possui pardmetros cinéticos caracteristicos da
familia de metalopeptidases M17;

Apresenta seqliéncia parcial altamente conservada entre as espécies patogénicas
do género Leptospira com genomas elucidados;

E uma enzima termofilica, com atividade 6tima entre 50° e 60 °C;

Sua atividade leucil-aminopeptidasica € muitas vezes aumentada ou depende da
estrutura oligomérica;

Apesar de se apresentar principalmente em sua forma monomérica sua
estabilidade catalitica sugere que em solucdo a formacdo dos oligbmeros possa ser
dindmica;

A enzima recombinante é fortemente inibida por EDTA, de maneira irreversivel nas
condicOes testadas;

Existem indicios tedéricos de que possam participar de papéis bioldgicos relevantes
para a patogenia da doenca;

E imunogénica em camundongos, o que abre espaco para novas perspectivas de

estudos de localizacdo e expressao diferencial dessa enzima.
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Anexos

Tabela 4. Programa em Perl para o calculo da forga iobnica em uma solugdo de dois tampoes.

#! C:\Perl\bin\perl.exe

print "Calculation and Adjustment of lonic Strength of a Misture of Two Buffers\n\n

z = Charge on Conjugate Base

IS = lonic Strength with no salt add

Il = Required concentration of salt

Absolute (Cl) = Concentration of acid or base required

If Clis >0, Add acid; if Cl < 0, Add base\n\n";

print "Pk of buffer 1 ="; my $Pk1 = <STDIN>;

print "Pk of buffer 2 ="; my SPk2 = <STDIN>;

print "Charge on conjugate base 1 ="; my $Ch1 = <STDIN>;

print "Charge on conjugate base 2 =";my $Ch2 = <STDIN>;

print "Concentration of buffer 1 ="; my $Co1 = <STDIN>;

print "Concentration of buffer 2 ="; my $Co2 = <STDIN>;

print "Required lonic Strength ="; my SI = <STDIN>;

print "First pH ="; my SpH1 = <STDIN>;

print "Final pH ="; my SpH2 = <STDIN>;

print "pH Incremet = "; my SpH3 = <STDIN>;

print "pH\tHAI\tA1\tHA2\tA2\tCI\tIS\tII\n";

my SH = 0; my SX1 = 0; my $X2 = 0; my SA1 =0; my SA2 =0;

my $B1=0; my $B2 =0; my SU =0; my SI1 =0; my $I2 =0;

for(SH = SpH1; SH <= SpH2; SH+=SpH3){

SX1=exp((SH-SPk1)*2.303); SA1=$Co1/(1+5X1); SB1=SA1*$X1;

SX2=exp((SH-SPk2)*2.303); SA2=5C02/(1+5$X2); SB2=SA2*$X2;

SU=(5Ch1+1)*SA1+5Ch1*$SB1+(SCh2+1)*SA2+SCh2*SB2;

$11=.5%(($Ch1+1)**2*$A1+SCh1**2*SB1+(SCh2+1)**2*$A2+SCh2**2*$B2+(abs(SU)));

$12=$1-$11;

printf("%.1f\t%.41\t%.4f\t%.41\t%.41\t%.41\t%.4f\t%.4f\n",
$H,$A1,3B1,5A2,5B2,5U,$11,312);

}

print "\nEND OF CALCULATIONS"

Tabela 5. Programa em Perl para o cdlculo da forga i6nica em uma solugao de trés tampoes.

#! C:\Perl\bin\perl.exe

print "Calculation and Adjustment of lonic Strength of a Misture of Three Buffers\n\n
z = Charge on Conjugate Base

IS = lonic Strength with no salt add

Il = Required concentration of salt

Absolute (Cl) = Concentration of acid or base required

If Cl'is > 0, Add acid; if Cl < 0, Add base\n\n";

print "Pk of buffer 1 ="; my SPk1 = <STDIN>;

print "Pk of buffer 2 ="; my SPk2 = <STDIN>;

print "Pk of buffer 3 ="; my SPk3 = <STDIN>;

print "Charge on conjugate base 1 ="; my SCh1 = <STDIN>;
print "Charge on conjugate base 2 ="; my SCh2 = <STDIN>;




73

print "Charge on conjugate base 3 ="; my SCh3 = <STDIN>;

print "Concentration of buffer 1 ="; my $Co1 = <STDIN>;

print "Concentration of buffer 2 ="; my $Co2 = <STDIN>;

print "Concentration of buffer 3 ="; my $Co3 = <STDIN>;

print "Required lonic Strength ="; my Sl = <STDIN>;

print "First pH ="; my SpH1 = <STDIN>;

print "Final pH ="; my SpH2 = <STDIN>;

print "pH Incremet = "; my SpH3 = <STDIN>;

print "pH\tHAI\tA1\tHA2\tA2\tHA3\tA3\tCI\tIS\tI\n";

my SH = 0; my $X1 = 0; my $X2 = 0; my $X3 = 0; my SA1 =0; my SA2 =0; my SA3 =0; my $B1 =

0;

mySB2=0; mySB3=0; mySU=0; mySI1=0; mySI2=0; myS$I3=0; mySl4=0;

for(SH = SpH1; SH <= SpH2; SH+=SpH3){

$X1=exp(($H-$Pk1)*2.303); SA1=5Co1/(1+5$X1); $B1=SA1*$X1;

$X2=exp((SH-$Pk2)*2.303); $A2=$C02/(1+5X2); $B2=$A2*$X2;

$X3=exp((SH-$Pk3)*2.303); $A3=5C03/(1+$X3); $B3=SA3*$X3;

$U=(SCh1+1)*$SA1+SCh1*$B1+(SCh2+1)*$A2+$Ch2*$B2+(SCh3+1)*SA3+$Ch3*$B3;

SI11=.5*((SCh1+1)**2*SA1+SCh1**2*SB1+(SCh2+1)**2*SA2+SCh2**2*S$B2+(abs(SU)));

SI2=.5*((SCh3+1)**2*SA3+SCh3**2*SB3);

S13=511+512; $14=51-SI3;

printf("%.1f %.3f %.3f %.4f %.4f %.4f %.4f %.4f %.4f %.4f\n",
$H,$A1,9B1,5A2,5B2,5A3,5B3,5U,513,514);

1

print "\nEND OF CALCULATIONS"
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