Leonardo Hiroyuki Santos Momo

CARACTERIZACAO DA FAMILIA DE REGULADORES
DE ABSORCAO DE METAIS E RESPOSTA A ESTRESSE
EM LEPTOSPIRA INTERROGANS SOROVAR

COPENHAGENI

Tese apresentada ao

Programa de Pds-Graduacao
Interunidades em Biotecnologia
USP /Insituto Butantan/IPT
para obtencdo do Titulo

de Mestre em Biotecnologia.

Sédo Paulo
2015



|eonardo Hiroyuki Santos Momo

CARACTERIZACAO DA FAMILIA DE
REGULADORES DE ABSORCAO DE
METAIS E RESPOSTA A ESTRESSE EM
LEPTOSPIRA INTERROGANS SOROVAR

COPENHAGENI

Tese apresentada ao

Programa de Pds-Graduacao
Interunidades em Biotecnologia
USP /Insituto Butantan/IPT
para obtencdo do Titulo

de Mestre em Biotecnologia.

Area de concentracio: Biotecnologia
Orientador: Paulo Lee Ho
Co-Orientadora: Renata Maria Augusto da

Costa

Versdo corrigida. A versdo original eletronica encontra-se
disponivel tanto na biblioteca do ICB quanto na Biblioteca
Digital de Teses e Dissertacdes da USP (BDTD).

Sédo Paulo
2015



DADOS DE CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servico de Biblioteca e Informac&o Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo

© reproducdo total

Momo, Leonardo Hiroyuri Santos.

Caracterizagdo da familia de reguladores de absorcao de metais e
resposta a estresse em leptospira interrogans sorovar copenhageni /
Leonardo Hiroyuki Santos Momo. -- S&o Paulo, 2015.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Lee Ho.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade de S&o Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Programa de Pds-Graduacéo Interunidades em
Biotecnologia USP/IPT/Instituto Butantan. Area de concentragao:
Biotecnologia. Linha de pesquisa: Mutagénese e reparo de DNA.

Versao do titulo para o inglés: Characterization of the metal
absorption regulator family and stress response in leptospira
interrogans serovar copenhageni.

1. Ferric uptake regulator 2. Sistema SOS 3. Reparo de DNA 4.
Mutagénese 5. Expressdo Génica I. Lee Ho, Prof. Dr. Paulo II.
Universidade de S&o Paulo. Instituto de Ciéncias Biomédicas.
Programa de Pds-Graduacéao Interunidades em Biotecnologia
USP/IPT/Instituto Butantan IlI. Titulo.

ICB/SBIB017/2015




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Programa de Pos-Graduacéo Interunidades em Biotecnologia
Universidade de Séo Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas

Candidato(a): Leonardo Hiroyuki Santos Momo.

Titulo da Dissertacgéo: Caracterizacao da familia de reguladores de absorcao de
metais e resposta a estresse em leptospira interrogans
sorovar copenhageni.

Orientador(a): Prof. Dr. Paulo Lee Ho.

A Comisséo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagdo de Mestrado,

em sessao publicarealizada a ................. AT Liviiiiiininann, , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINATUIAL ittt e et e e e e e e e e e e e e e e e nnees
[N [0] 1 1 PP UP PP
4TS (1 (0 o= To 1TSS

Examinador(a): ASSINALUIA. ....iieiiieeeiieee e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeee e e as
(N[0 1 0[PP PPPRTRRPI
1S3 (U] [or= T TSP PO PP

Presidente: A S S N AU vt ettt ettt et ettt ——————
[N [o] 1 0 1= PP
0] (U] [or= T TSRO PPPPPP



Comissda de Etica em Usode Animais  CEUA
Awenida das Cstadaos, 5001 - 1% andar — Torre 1 do Bloce &
CEP: 09210 170 - Santo andré, 5F
Te': [11] 4949b- 958
E-rnall: ceue @ufabe.edu,or

CERTIFICADO

Certificamos que o prolocolo registrado sob o 62012 nas (s, 11 do livee 01
para uso de animais em experimentagio. sub a responsabilidade da Profa. Tira.
Renata Maria  Augusto do Costa, Coordenadora da linha  de pesy Uik
Caracterizacio da familia de reguladores de absor¢io de ferro em leptospira
interrogans Sorovar Copenbageni do qual participam os peaquisadores: Jusefa
Hezerra da Silva; Paulo Lee Ho ¢ Elizaheth A, E. Marting, estd de acordo com
vs Principios Eticos de Dxperimentagio Animal adotado pela Sociedade
Brasileira de Cicneia de animais de Laboraorio (SBCAL) e [oi aprovada a
solicilagiio de isencao pela COMISSAQ DF ETICA 1M 1ISO DE ANIMAIS
(CETIAY mo din 02.05.2012.

Com validade a partir de Abril/2012 4 Abril/ 2015,

Santo André-SP, 03 de maio de 2012,

Py
14

(ALY IO
Profa, Dra: Renuta Simdes |
Coordenadors '
CEUA - LIARC



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus orientadores Paulo Lee Ho e Renata Maria Augusto da Costa por seu
empenho e dedicacdo. Sem as respectivas orientacdes, este trabalho néo teria sido realizado.

Agradeco ao CNPq pela bolsa concedida.

Agradeco aos membros dos laboratorios de biotecnologia | e de organismos patogénicos,
do Instituto Butanta e da Universidade Federal do ABC, respectivamente.

Agradeco a Deus pela oportunidade apresentada, e por todas as bencéos recebidas.

Agradeco aos meus pais e amigos pelo apoio dedicado ao longo destes anos.

E, por fim, agradeco aos Instituto Butantd e a Universidade Federal do ABC, locais onde

este trabalho foi realizado.



RESUMO

MOMO, L. H. S. Caracterizacao da familia de reguladores de absorcdo de metais e resposta
a estresse em Leptospira Interrogans sorovar Copenhageni. 2015. 101 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2015.

A leptospirose € uma zoonose de importancia mundial, e € causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira, pertencente a ordem Spirochaetales. Os seres humanos sdo
hospedeiros acidentais e os surtos de leptospirose ocorrem em grandes centros urbanos apos
enchentes contaminadas por urina de ratos. Existem poucas informacdes a respeito de como
Leptospira spp lida com situac6es de estresse induzidas pelo hospedeiro e pelo ambiente. O ferro é
um ion essencial para a maioria dos seres vivos. A regulacdo de genes envolvidos por seu aporte e
estoque na célula bacteriana é mediada por proteinas da familia de reguladores transcricionais, Fur
(ferric uptake regulator). L. interrogans sorovar Copenhageni possui quatro ortélogos para Fur,
que foram alvo de estudo deste trabalho. A caracterizacdo destes genes foi realizada através de
estudos evolutivos, determinacdo do seu padrdo de expressdo em modelo animal e analise de
modelagem estrutural. Durante o andamento do mestrado, ensaios paralelos revelaram resultados
promissores na analise de expressdo de genes relacionados ao sistema SOS, um mecanismo de
resposta bacteriano a danos no material genético. Assim sendo, o estudo de caracterizacdo de
expressdao em modelo animal suscetivel e resistente a doencga foi ampliado. Ensaios de gRT-PCR
de cDNAs provenientes de pulmao, rim e figado permitiram a identificacdo de dois genes que
foram expressos quase que constitutivamente ao longo de toda a infeccdo em todos os érgdos e
organismos estudados: fur979 e recA. Os demais foram requeridos em dias especificos da
infeccdo. Quanto aos componentes do sistema SOS, observamos padrdo de expressao especifico
para o rim, no quinto dia apds a infeccéo. Para os estudos evolutivos de Fur foi gerada uma arvore
filogenética que revelou o agrupamento de duas sequéncias da familia Fur de Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni em ramos fechados com sequéncias muito similares a proteina
Fur e Zur de Escherichia coli. Os outros dois ortdlogos agruparam com as proteinas
correspondentes nas demais espécies de Leptospira. Uma destas sequéncias apresentou padrdo
evolutivo especifico dentre as espécies patogénicas. A modelagem da estrutura terciéria,

confirmou o padréo evolutivo obtido em nossa inferéncia filogenética.

Palavras-chave: Ferric Uptake Regulators. Sistema SOS. Reparo de DNA. Mutagénese.

Expresséo génica.



ABSTRACT

MOMO, L. H. S. Characterization of the metal absorption regulator family and stress
response in Leptospira interrogans serovar Copenhageni. 2015. 101 p. Master thesis
(Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.
Leptospirosis is a worldwide zoonosis caused by pathogenic bacteria from the genus
Leptospira, order Spirochetales. Human beings are accidental hosts, and leptospirosis outbreaks
occur in large urban centers after contact with contaminated waterby rodent urine. There are few
informations concerning the mechanisms employed by Leptospira spp to deal with the stress
induced by the host and the environment Iron is an essential ion to most of living beings. The
regulation of genes involved in its uptake and maintenance in the bacterial cell is mediated by the
transcriptional regulator family proteins, Fur (ferric uptake regulators). L. interrogans serovar
Copenhageni possesses four Fur orthologues, which were the focus of this work. The
characterization of Leptospira Fur genes was done through evolutive studies, determination of
their expression pattern on animal model and structural modeling analysis. In parallel, some
experiments presented promising results for the expression analysis of genes related to the SOS
system, a bacterial response mechanism to DNA damage. Therefore, the gene expression
characterization on susceptible and resistant animal model was amplified. gRT-PCR experiments
of cDNA from lung, kidney and liver allowed the identification of two genes expressed almost
constitutively during the infection in all organs and organisms : fur979 and recA. The others were
required in specific days of the infection. Curiously, the SOS system components showed specific
expression pattern in the fifth day after inoculation, in kidney. For the Fur evolutive studies, a
phylogenetic tree was inferred, revealing the clustering of two Fur family sequences from
Leptospira interrogans serovar Copenhageni in closed branches with very similar sequences to
Fur and Zur proteins from Escherichia coli. The other two orthologues clustered with
corresponding proteins in the other Leptospira species. One of these sequences presented a
specific evolutive pattern among pathogenic species. The tertiary structure modeling confirmed

the evolutive pattern obtained in our phylogenetic inference.

Keywords: Oxidative stress. Genetic Expression. Mutagenesis. DNA Repair. SOS System. Ferric

Uptake Regulators.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leptospira

A leptospirose € uma zoonose de importancia mundial, e é causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira, pertencente a ordem Spirochaetales. O género Leptospira
agrupa espécies de vida livre e patogénicas, e sdo bactérias aerdbias, gram-negativas, com alta
motilidade, devido a presenca de dois endoflagelos localizados em suas extremidades
(EVANGELISTA; COBURN, 2010). Suas dimensdes celulares séo de 6-18 um de comprimento e
0,1 um de diametro. Foi documentado que em condicBes de estresse nutricional, suas células
podem falhar em se separar durante a divisdo celular, resultando em correntes de leptospiras
(LODISH, A et al., 1999). Acidos graxos presentes no ambiente sio sua maior fonte de energia,
enquanto agucares ndo sao comumente observados como fonte de carbono (JOHNSON; GARY,
1963).

O género Leptospira foi inicialmente dividido em duas espécies soroldgicas, as
patogénicas, agrupadas dentro do complexo “interrogans” (Leptospira interrogans) e as demais,
agrupadas no complexo “biflexa” (Leptospira biflexa) (BHARTI; NALLY et al., 2003).
Atualmente, as leptospiras sdo classificadas de acordo com a heterogeneidade da estrutura na
composicao dos carboidratos dos lipopolissacarideos (LPS) da membrana da bactéria (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009). Existem cerca de 250 sorovares de leptospiras patogénicas e
saprofitas descritos em 24 sorogrupos (FAINE; ADLER et al, 1999). Esta classificacdo fenotipica
é amplamente utilizada, devido a sua importancia epidemioldgica e clinica, embora, ndo esteja
relacionada com a classificacdo genética atual (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010;
LEVETT, 2003).

Andlises filogenéticas baseadas em sequéncias de rDNA do gene 16S, utilizando
Leptonema como grupo externo, mostram que as leptospiras sdo divididas em dois grupos

monofiléticos, um deles formado por 8 espécies patogénicas: L. interrogans, L. alexanderi, L.
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borgpetersenii, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii e L. alstoni e o outro grupo €
formado por espeécies saprofitas; L. biflexa e a L. wolbachii. Existe ainda um grupo néo resolvido
filogeneticamente com cinco espécies, dentre as quais, L. inadai e L. fainei, cujas patogenicidades
ndo foram confirmadas (ADLER et al., 1999; BRENNER; KAUFMANN et al., 1999; KO;

GALVAO REIS et al., 1999).

1.2 Leptospirose

A infeccdo por bactérias patogénicas do género Leptospira ocorre através de contato direto
com a urina do animal, ou indiretamente através de exposicao a agua contaminada. A leptospirose
é mantida através da colonizacdo continua de tubulos renais proximais em animais hospedeiros.
Em geral, cada sorovar de Leptospira esta adaptado a uma espécie particular de hospedeiro,
conhecido também como hospedeiro de manutencdo, ou reservatorio. Varios mamiferos sdo
conhecidos como importantes reservatdrios de Leptospira spp, sendo 0s ratos 0s principais vetores
da leptospirose humana. As chances de infeccdo do animal aumentam com a idade, porém é
possivel que ocorra precocemente em seu ciclo de vida. A persisténcia de focos de leptospirose se
deve a estes animais infectados, convalescentes e assintomaticos, 0s quais se comportam como
fonte continua de contaminacdo ambiental para as outras espécies animais durante um longo
tempo ou por toda a vida. Estes hospedeiros acidentais, tais como os seres humanos, desenvolvem
a forma clinica da doenca, (FAINE; ADLER et al., 1999; GALVAO R et al., 1999; LEONARD;
QUINN et al, 1993).

Os animais domésticos e de criacdo mais comumente acometidos sdo cées, bovinos, suinos
e equinos. As manifestacdes da leptospirose canina sdo septicemia e comprometimento hepético e
renal. L. interrogans sorovar Hardjo (FAINE; ADLER et al., 1999) afeta principalmente bovinos e
suinos, sendo que as perdas econdmicas estdo principalmente relacionadas a aumento nas taxas de

aborto, seguida de casos de nascimentos prematuros, natimortos e queda na producao de leite em



14

bovinos (DA SILVA; CARVALHO et al., 2012). A uveite é a ocorréncia mais comum em equinos
(FAINE; ADLER et al., 1999).

Os seres humanos sdo hospedeiros acidentais e os surtos de leptospirose ocorrem em
grandes centros urbanos apds enchentes contaminadas por urina de ratos. Os principais
hospedeiros de manutencéo sao os roedores sinantrépicos das espécies Rattus norvegicus (rato de
esgoto) e Rattus rattus (rato de telhado), contaminados por L. interrogans, a espécie que mais
causa leptospirose em seres humanos em todo o mundo (LEVETT, 2003).

A incidéncia de leptospirose € significativamente mais alta em paises tropicais do que em
paises de clima temperado, pois o clima quente e imido favorece a sobrevivéncia das leptospiras.
Em paises desenvolvidos, a infeccdo em humanos esta principalmente relacionada a exposicdes
ocupacionais, recreativas e esportivas, ja que profissionais como veterinarios, agricultores e
trabalhadores de servicos de agua e esgoto, por exemplo, ou praticantes de esportes aquaticos,
podem ter contato direta ou indiretamente com a urina de mamiferos hospedeiros (LEVETT,
2003). Em paises subdesenvolvidos, a doenca estd diretamente relacionada as condigdes
inadequadas de moradia, auséncia de saneamento basico e a alta infestacdo por roedores
infectados.

No Brasil, a leptospirose é considerada um problema de saude publica, sendo de
notificacio compulsdria. E bastante disseminada principalmente em épocas de chuvas, pois muitas
areas estdo sujeitas a alagamentos e possuem saneamento basico deficiente. Sdo relatados mais de
3.000 casos de leptospirose confirmadas todo ano (veja tabela 1) (REIS; RIBEIRO et al., 2008).
Entretanto, estima-se que estas taxas sejam subestimadas. Isto porque seus sintomas sdo muito
parecidos com outras doengas comuns, e a falta de um método de diagnostico rapido e eficiente
dificulta sua identificacdo A identificacdo de leptospiras por testes imunoquimicos depende de
exames laboratoriais de qualidade, e do nimero de organismos presentes no tecido. Em geral,

testes imunoquimicos ndo identificam o sorovar infectante, e os resultados devem ser
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interpretados em conjunto com resultados sorolégicos (BHARTY; NALLY et al., 2003; KO;

GALVAO REIS et al., 1999; LOMAR; DIAMENT et al., 2000).

Tabela 1: Casos de leptospirose no Brasil entre os anos 2004 e 2008.
Casos confirmados de Leptospirose no Brasill de 1997 a 2012.
Fonte:http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/area.cfm?id_area=1562

Casos confirmados de Leptospirose. Brasil, Grandes Regides e Unidades Federadas. 1997 a 2012

1999 2000 2001 2002 2003 2005 2006 : 2008 2008 F 2011 amzr

30 142

24
1]
G a0
Maranhao 20 30 F [] £ 27 20 25 14 52 17 (] [+ 38 d6 4
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A infeccdo por Leptospira ocorre devido a sua capacidade de rapida invasdo dos tecidos do
hospedeiro através de abrasdes na pele ou por membranas mucosas, tais como mucosas da boca,
narina e olhos. Devido a sua grande capacidade de locomoc&o e invasdo, espalham-se rapidamente
no organismo pela corrente sanguinea, atingindo varios 6rgéos, sendo os rins, o pulméo e o figado
0s 6rgaos mais frequentemente envolvidos que, em casos graves, produzem hemorragia e necrose
tecidual, resultando na disfuncdo desses 6rgdos (FAINE; ADLER et al., 1999). A severidade da
doenca varia com a espécie de Leptospira, com a salde e a condi¢do imunolégica do paciente
(CINCO, 2010).

As manifestacGes clinicas da leptospirose humana ocorrem em duas fases distintas. Depois
de um tempo médio de incubacdo de 7 a 14 dias, a fase aguda, na qual ocorre bacteremia, aparece

com sintomas de febre, dores de cabeca intensas, dor muscular e ndusea, que persistem por



16

aproximadamente sete dias. A maioria dos casos de leptospirose apresenta-se sob esta forma leve
ou moderada. A seguir, pode ocorrer um periodo com aparente melhora. Posteriormente, alguns
pacientes desenvolvem a fase imune, caracterizada pelo retorno do estado febril, producédo de
anticorpos aglutinantes e a excrecdo de leptospiras pela urina. A leptospirose grave raramente
apresenta-se bifésica. Inicia-se com sintomas bastante intensos, como dor nas panturrilhas e febre
e evolui para doenca ictérica com insuficiéncia renal e hemorragia pulmonar, representando de 5 a
10% dos casos, podendo atingir a taxa de 40% de letalidade (LEVETT, 2003). O contraste entre
0s sintomas clinicos causados pela doenca e a escassez de lesdes histoldgicas sugere que a maioria
do dano deve ocorrer em nivel celular. A caracteristica mais notavel da leptospirose severa é o
prejuizo renal e hepatico, sendo a falha renal a causa mais comum de morte em individuos
infectados. A resposta imunologica do hospedeiro a Leptospira é caracterizada como a
responsavel pelas lesdes na fase mais tardia desta doenca, o que ajuda a explicar a ineficiéncia do
emprego de antibidticos, quando os sintomas da doenca estdo presentes por mais de quatro dias.

O tratamento do paciente com leptospirose é feito com antibidticos, em especial
dexociclinas e penicilinas, além de amoxicilina e cefalosporinas que reduzem as chances de
evolucdo para a forma grave, e s6 sdo efetivos quando aplicados no inicio da doenca. Os pacientes
com leptospirose sem ictericia podem ser tratados em casa, mas aqueles que desenvolvem a forma
grave da doenca necessitam de internagdo com tratamento intensivo (BHARTI; NALLY et al.,
2003; LEVETT, 2003).

Devido a variedade de sintomas e sua semelhanca com doencas de sintomas febris, ela é
muitas vezes confundida e diagnosticada como febre amarela, dengue, maléria, hepatite e gripe,
resultando em medicacdo errébnea. O diagndstico pode ser confirmado por meio de testes
sorologicos como a aglutinacdo microscopica (MAT), técnica de referéncia indicada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para leptospirose humana ou animal que emprega

suspensdes de leptospiras vivas como antigeno (LEVETT, 2003). Normalmente, o MAT demora
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até duas semanas para confirmar o diagnoéstico clinico da doenga. O diagnostico errado pode levar
a progressdo da forma mais grave, inclusive com hemorragia pulmonar, que geralmente leva o
paciente ao 6bito. Pacientes com altas concentracdes do patégeno no sangue (~10* patégenos ml™)
ja sdo considerados casos graves, geralmente com resultados fatais (SERAIS; TRUCCOLO et al.,
2001). Durante este periodo de producdo de anticorpos, as Leptospiras sdo rapidamente
eliminadas de muitos 6rgdos do corpo, porém permanecem latentes no cérebro, nos olhos e nos
rins. As que residem no cérebro podem se multiplicar, bem lentamente, enquanto as que
sobrevivem nos rins se multiplicam rapidamente e sdo em parte, eliminadas na urina, consistindo
em um caso clinico de constante eliminacdo da bactéria através da urina, tornando o hospedeiro
um possivel transmissor da doenca (BROWN, 2002). Pode-se chegar ao 6bito, mesmo em casos
de diminuicdo de patdgenos na circulacdo sanguinea por acdo de antibidticos, caso 6rgdos-chave
sejam seriamente lesados (rins e figado) (TRUCCOLO; SERAIS et al., 2001).

O controle da leptospirose envolve medidas dificeis de serem adotadas, como a eliminacao
de roedores e a melhoria das condi¢des de moradia da populacdo. Devido as dificuldades de
implementacdo de tais medidas, houve nos Gltimos anos um aumento da incidéncia da doenga em
paises tropicais, 0 que reforca a necessidade de desenvolvimento de uma vacina eficiente (FAINE;
ADLER et al., 1999).

As vacinas comerciais disponiveis até 0 momento consistem em preparac6es de culturas de
leptospiras de diferentes sorovares de L. interrogans inativadas pela acdo do calor e/ou formol
(bacterinas). Sdo amplamente usadas na pecudria e, licenciadas para uso humano somente em
Cuba, Russia, China e Argentina. Todas apresentam baixa eficiéncia, pois promovem protecdo,
usualmente, contra os sorovares presentes na preparacdo e falham em induzir imunidade de longa
duracgéo, o que requer administracdo anual ou semestral (BHARTI; NALLY et al., 2003; FAINE;

ADLER et al., 1999). Além disso, elas contém uma serie de contaminantes oriundos do processo
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de obtencdo, como componentes do meio e lipopolissacariedos (LPS), que sdo associados aos

efeitos adversos observados (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; LEVETT, 2003).

1.3 Estudos moleculares

Devido aos graves danos a salde e aos custos econdmicos que provoca, novos esforcos
foram desenvolvidos com o objetivo de conhecer melhor a bactéria que transmite a leptospirose.
Os projetos genoma chinés e brasileiro foram desenvolvidos como parte de uma grande iniciativa
nacional de cara respectivo pais, para o desenvolvimento de vacinas eficientes que controlem esta
doenca. Recentemente, foram sequenciados seis genomas de Leptospira spp, sendo de dois
sorovares de L. interrogans (Lai e Copenhageni) (NASCIMENTO; VERJOVSKI-ALMEIDA et
al., 2004; REN; FU, et al., 2003), de duas estirpes de L. borgpetersenii sorovar Hardjo-bovis
(L550 e JB197) (BULACH; ZUERNER et al., 2006) e de duas estirpes da espécie saprofita L.
biflexa sorovar Patoc | (Paris e Ames) (PICARDEAU; BULACH et al., 2008). As informagdes
geradas refletem progresso significativo na melhor compreenséo da biologia da Leptospira e dos
provaveis mecanismos empregados em sua patogenicidade.

O genoma do género Leptospira pode compreender de 3.9 a 4.6 Mpb, dependendo da
espécie, e é composto por dois cromossomos circulares nas espécies patogénicas e trés na espécie
saprofita. O menor genoma corresponde a L. borgpetersenii, espécie de vida estritamente
patogénica. Alguns genes necessarios para responder ao ambiente, assim como transporte de
metabdlitos e sua utilizacdo foram perdidos nesta espécie, o que justifica sua incapacidade de
sobreviver fora do hospedeiro (BULACH; ZUERNER et al., 2006) . Por outro lado, L. interrogans
ndo mostra este nivel de redugdo genémica, e como consequéncia, a bactéria pode sobreviver na
agua ou lodo por semanas e ainda reter a habilidade em infectar o hospedeiro (NASCIMENTO;
VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2004; REN; FU et al., 2003).

N&o obstante, a manipulacdo genética de Leptospira ainda ndo esta consolidada. A

auséncia de plasmideos naturais nas espécies patogénicas e seu crescimento fastidioso em cultura



19

dificultam estudos funcionais. Vale ressaltar que o sorovar Copenhageni € o que impde maiores
desafios para sua manipulacdo (EVANGELISTA; COBURN 2010). Desta forma, os estudos
convencionais que empregam mutantes sdo extremamente limitados nas espécies patogénicas.

Os genomas de Leptospira interrogans possuem mais lipoproteinas do que genomas de
outras bactérias, com aproximadamente 145 genes que codificam supostas lipoproteinas. Estas
lipoproteinas de membrana externa parecem exercer papel importante na viruléncia das leptospiras
nos tecidos de seus hospedeiros. Ensaios de mutagénese realizados até o0 momento identificaram
somente quatro fatores de viruléncia em Leptospira: as proteinas Loa22 (RISTOW; BOURHY et
al., 2008), heme oxigenase Murray, Srikram et al., 2009), FliY (flagellar motor switch protein)
(LIAON; SUN et al., 2009) e LPS (LO; MURRAY et al., 2010). Entretanto, estas informacGes

ainda nao sdo suficientes para traduzir estes avancos em medidas de saude publica.

1.4 Processos fisiolégicos envolvidos na resposta ao estresse

Sugere-se que Leptospira interrogans esteja extremamente adaptada a mudangas
ambientais, visto que seu ciclo de vida apresenta periodos de transicdo entre o hospedeiro e 0
ambiente, de maneira sucessiva (BROWN, 2002), fato que pode ser acompanhado por diferencas
nos padrdes de expressao génica. Um conhecimento mais aprofundado dos genes regulados pelos
diversos parametros ambientais, e das respectivas sequéncias responsaveis por sua regulacdo, pode
fornecer esclarecimentos fundamentais para a patogénese da leptospirose.

fons metalicos participam em uma gama enorme de fungbes celulares, incluindo a
respiracdo, atuam como cofatores de enzimas, catalisando fungBes basicas, sdo essenciais para a
manutencdo da pressdo osmotica das células e para a composicdo de estruturas de proteinas. A
homeostase intracelular de ions deve ser mantida, ndo somente por causa dos beneficios destes
nutrientes, mas também para proteger as células dos efeitos toxicos destes metais quando em
excesso. O influxo e efluxo de ions metélicos séo controlados por uma combinacdo de

mecanismos dependentes de ATP e de protons (LOUVEL; BOMMEZZADRI et al., 2006).
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O ferro € um destes ions essenciais para a maioria dos seres vivos, salvo algumas excecoes.
Ele é um cofator de diversas enzimas envolvidas em processos bioldgicos importantes. Entretanto,
0s niveis de ferro livre no ambiente sdo baixos devido a sua baixa solubilidade sob condicdes
aerobicas em pH neutro ou devido ao sequestro de ferro por eucariontes como mecanismo de
defesa contra patdgenos microbianos (SCHAIBLE; KAUFFMANN, 2004). Além disso,
quantidade excessiva de ferro livre intracelularmente é prejudicial as células devido a geracao do
radical hidroxila via reacio de Fenton (IMLAY, 2008). E, portanto, vital para um dado organismo
que os niveis intracelulares tanto das espécies reativas de oxigénio (ou Reactive Oxygen species -
ROS) quanto de ferro (I1) sejam estritamente reguladas através de expressdo génica. Desta forma,
durante a evolucdo os organismos vivos desenvolveram uma ampla gama de estratégias para
manter os niveis de ferro dentro de um patamar fisioldgico.

A disponibilidade de ferro é um estimulo ambiental pelo qual os organismos respondem
atraves da regulacdo da expressdo de inimeros genes, sendo seu conjunto denominado regulon do
ferro (BAICHOO; WANG et al., 2002). Algumas bactérias patogénicas aproveitam este sinal para
coordenar a expressdo de genes de viruléncia (ESCOLAR; PEREZ-MARTIN et al., 1999). Estes
genes sdo regulados por diferentes reguladores transcricionais, dos quais a proteina Fur (do inglés
Ferric Uptake Regulator) é a melhor caracterizada (HELMANN; LEE, 2007). Fur foi
primeiramente descrita como repressora de sistemas de transporte em Escherichia coli, em modelo
mutante, sensivel ao ferro (para revisdo, veja Helmann e Lee, 2007). O modelo resultante dos
estudos realizados nesta bactéria propde a repressdo de genes alvos para Fur em condicOes
abundantes de ferro no ambiente. Nestas condi¢des, um atomo de ferro capacita a formacdo de
dimeros da proteina Fur, que entéo, se liga a uma sequéncia especifica de cerca de 19 pb no DNA,
chamada Fur box, na regido promotora dos genes alvo, prevenindo o acesso da RNA polimerase

(figura 1). Estas sequéncias promotoras reconhecidas por Fur variam para cada especie.
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Figura 1: Mecanismo de acao de Fur.

Fur previne a acdo da RNA polimerase ao se ligar a regido operadora de seus genes alvo, denominada Fur box.
Ferro inorganico se liga preferencialmente a outras proteinas que necessitam de ferro, portanto quando a
disponibilidade de ferro intracelular é baixa, os dimeros de Fur ndo sdo formados, e a sequéncia promotora néo é
reprimida, resultando na expressé@o dos genes regulados por Fur. Adaptado de (Liang, Hasturk et al. 2011).

Os genes sob o controle de Fur constituem o regulon Fur, cujo nimero varia de acordo
com a espécie. Em E. coli foram identificados mais de 90 genes (MCHUGH; RODRIGUEZ-
QUIMONES et al., 2003), em Pseudomonas aeruginosa, 87 (OCHSNER; WILDERMAN et al.,
2002) e em Bacillus subtilis, 46 (BAICHOO; WANG et al., 2002). Alem de genes envolvidos com
a aquisicdo e estoque de ferro, Fur pode regular genes envolvidos na producéo de fatores de
patogenicidade, resposta ao estresse &cido e ao estresse oxidativo (TOUAT], 2000).

Na verdade, Fur representa uma familia de proteinas com estrutura similar, responsavel
ndo somente pelo controle da aquisicdo de ferro, mas em diversas linhagens de bactérias relata-se
o controle da aquisicdo de zinco, niquel, manganés ou cobalto. Alguns membros da familia Fur de
proteinas adquiriram outra funcdo durante a evolugdo: o sitio de ligacdo da proteina ao metal €
sensivel a peréxidos. O primeiro membro identificado foi a proteina Peroxide Regulon Repressor
(PerR) de Bacillus subtillis (CHEN; JAMES et al., 1993; BSAT; HELMANN, 1999). Ele é o
principal regulador da resposta ao estresse induzido por peroxidos em B. subtillis e ortélogos sdo
encontrados tanto em bactérias Gram positivas quanto Gram negativas. Além de PerR, B. subtillis
apresenta dois outros genes que codificam para Fur, os quais respondem a diferentes estimulos
ambientais e regulam grupos de genes diferentes. Fur reprime um regulon de 40 genes em resposta
a suficiéncia ao ferro (BAICHOO; WANG et al., 2002), enquanto que Zur reprime dois operons

que codificam transportadores de zinco (HELMANN; GABALLA, 1998).
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As proteinas desta familia sdo pequenas, de massa molecular de cerca de 17 kDa, e
analises de bioinformatica revelam que nos bancos de dados até a atualidade constam 4483
sequéncias com similaridade ao padrdo Fur, encontradas, em sua grande maioria em bactérias,

sendo pouco encontradas em eucariotos (Figura 2).
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Figura 2: Distribuicdo das proteinas Fur em diversos organismos.
Pode-se observar a prevaléncia das proteinas Fur em bactérias (Verde-amarelado) e suas raras ocorréncias em
outros grupos (vermelho). (Fonte: http://pfam.sanger.ac.uk/family/fur#tabview=tab7, acessado em 2013).

O ferro é um nutriente essencial para o crescimento de Leptospira. Os projetos genoma de
L. interrogans revelaram a presenca de quatro ortélogos para Fur (NASCIMENTO; VERJOVSKI-
ALMEIDA et al., 2004; REN; FU et al., 2003), entretanto, poucos estudos foram conduzidos até o
momento com o objetivo de compreender melhor a atuacdo destes quatro ortélogos em
Leptospira. Um Gnico mutante foi obtido através de mutagénese aleatoria, com o emprego do
transposon Himarl (pSC189ColE1) em Leptospira interrogans sorovar Lai, cedido pelo Instituto
Nacional de Controle e e Prevencdo de Doencas (NICDCP), Beijing, China (MOREL; MURRAY

et al., 2009). Este mutante é oito vezes mais resistente ao estresse oxidativo, o que foi interpretado
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pelos autores como indicacdo de sua participacdo no controle da resposta de Leptospira a esta
condicdo (LO; MURRAY et al., 2010). Neste mesmo estudo foram conduzidos ensaios de
microarranjo para identificar genes responsivos a baixa disponibilidade de ferro e estudar os
efeitos desta mutacdo na expressdo génica. Os genes identificados como responsivos ao ferro na
linhagem selvagem néo tiveram sua expressdo alterada na linhagem mutante, indicando que este

ortologo ndo participa no controle da homeostase de ferro em Leptospira.

1.4 Sistema de resposta a danos ao DNA

Durante seu ciclo de vida, a leptospira esta exposta a diferentes condi¢cBes ambientais que
podem danificar seu material genético. Leptospiras, entre outros organismos, possuem um
mecanismo de resposta a danos no material genético denominado sistema SOS. Este sistema foi
inicialmente identificado em E. coli e depois verificou-se estar presente em quase todos 0s grupos
bacterianos. Condi¢des ambientais altamente estressantes, tais como radiagdo ultravioleta, fatores
produzidos pelos hospedeiros, como é o caso das concentracdes de oxigénio e ferro e alguns
antibidticos podem induzir lesdes cromossdémicas e ativar o sistema SOS (FRIEDBERG;
AGUILERA et al., 2006). A presenca de danos no DNA resulta no bloqueio da forquilha de
duplicacdo devido a inabilidade da DNA polimerase em lidar com estas lesdes (FRIEDBERG;
AGUILERA et al., 2006). Sendo assim, o objetivo primario da resposta SOS é recomecar a
replicacdo antes que a célula morra.

O sistema SOS é bem documentado em E. coli e envolve a participagdo de mais de 40
genes (COURCELLE; KHODURSKY et al., 2001), cujas expressdes sao reguladas pelo repressor
transcricional LexA e pela recombinase RecA .

O repressor LexA se liga nas adjacéncias do promotor dos genes controlados (em uma
sequéncia chamada SOS box), impedindo a sua transcrigdo. Em E. coli, 0os genes regulados por
LexA estdo envolvidos em diferentes processos celulares, tais como a inibi¢do da divisdo celular,

sintese translesdo e reparo por excisdo. Quando a celula é submetida a qualquer condicdo que
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resulte em inducdo de danos no DNA, a proteina RecA, que atua como sensora do sistema SOS, se
liga aos fragmentos de DNA simples fita, gerados por blogueios da forquilha de duplicacéo, e
adquire seu estado ativo RecA* (ERILL; CAMPOQOY et al., 2007). Esta conformacdo de RecA ¢
responsavel por sua associagdo com LexA, promovendo a clivagem autocatalitica do repressor,
que perde a capacidade de ligacdo ao SOS box (ERILL; CAMPQY et al., 2007). Desta forma, o
acesso da RNA polimerase a sequéncia de DNA é liberado e o0s genes em questdo sdo transcritos
(veja figura 3). Quando os danos ao DNA séo reparados, o nivel de RecA* cai, e 0 sistema volta
ao estado ndo-induzido. As consequéncias diretas da inducdo da resposta SOS sdo a pausa no ciclo
celular, a sintese de DNA translesdo, o reparo de lesdes no DNA e a mobilizacdo de elementos
genéticos moveis (AERTSEN; MICHIELS, 2006). As consequéncias indiretas sdo o aumento no
nivel de mutacdes, rearranjos génicos e ativacdo de genes de viruléncia, de extrema relevancia
para organismos patogénicos. Além de contribuir para a sobrevivéncia da célula apos situacoes de
estresse, 0 sistema SOS também desempenha funcdo extremamente importante na evolucgédo
procaridtica, pois € responsavel pela introdugdo de mutacdes em ambientes desfavordveis ao

crescimento (CIRZ; O'NEIL et al., 2006).

O gene lexA é encontrado em quase todas as bactérias, com raras excec¢des, entretanto o
grupo de genes diretamente reprimido por lexA varia consideravelmente. O sistema SOS de
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni é objeto de estudo de nosso grupo. Nossos estudos
identificaram a presenca de um segundo gene ortdlogo para LexA somente em Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni (FONSECA; DA SILVA et al., 2013). Esta segunda copia foi
denominada de lexA2, para diferenciar do ortélogo lexAl, correspondente ao das demais
Leptospiras. Estudos realizados por nosso grupo mostraram a ativacdo do sistema SOS apds
exposicao de leptospira a luz ultravioleta (FONSECA; DA SILVA et al., 2013).. A ativagdo do
sistema SOS foi confirmada apoés verificagdo da deplecdo de LexAl, provavelmente devido a sua

atividade auto-proteolitica, ativada nesta condi¢cdo. Curiosamente, LexA2 apresentou 0 mesmo
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comportamento. Além disso, observamos 0 aumento da expressdo de lexAl e lexA2, assim como
de mais sete genes, recA, recN, dinP e quatro genes que codificam para proteinas hipotéticas. Este
grupo de genes é potencialmente regulado por LexAl, pois a proteina mostrou capacidade de
ligacdo nas respectivas regibes promotoras. Por outro lado, LexA2 foi capaz de se ligar somente
na regido promotora de seu proprio gene.

A caracterizacdo do regulon SOS de L. interrogans sorovar Copenhageni se encontra em
fase final. Para tal, realizamos ensaios de imunoprecipitacio de cromatina seguida por
sequenciamento em larga escala (ChlIP-seq), a fim de mapear as interacbes DNA/proteina, em
colaboracdo com o Dr. Alan Grossman do MIT. Os resultados obtidos confirmaram a presenca dos
nove genes citados acima como membros do regulon SOS de L. interrogans e apresentaram mais

quatorze genes alvo (FONSECA; DA SILVA et al., 2013).



26

TER
E. coli
O chromosome

ORI 0
LexA

TER

43 induced genes

\V4
RecN g VV

£

ORI

Figura 3: Mecanismo de acdo do sistema SOS em E.coli.
Sob condigdes normais de crescimento, os genes SOS sdo reprimidos pelo repressor transcricional LexA. Quando o DNA é lesado

e a forquilha de duplicagédo é bloqueada RecA assume a conformacao ativada, promovendo a autoclivagem catalitica de LexA.
Desta forma, o sistema deixa de se apresentar reprimido, e 0s genes componentes do sistema SOS sdo transcritos. Acima estao
representadas apenas algumas das proteinas transcritas quando o sistema SOS deixa de ser reprimido. (fonte:(Patel, Jiang et al.
2010))

1.5 Modelo animal em leptospirose

A ocorréncia de uma determinada doenca infecciosa envolve uma complexa relacdo
patdégeno/hospedeiro. Nesta relacdo, a resisténcia do hospedeiro envolve o desencadeamento de
uma complexa resposta imunolégica, enquanto que o patdgeno emprega diferentes fatores de
viruléncia na tentativa de anular o desafio imposto pelo hospedeiro, assim como de promover a

colonizacao dos seus tecidos.
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A interacdo patdgeno/hospedeiro em Leptospira € pouco compreendida. Até hoje, nédo
existe uma explicacdo plausivel para a grande susceptibilidade de alguns pacientes enquanto que
outros sdo assintomaticos. Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos moleculares
que Leptospira emprega no hospedeiro, iniciamos uma colaboragdo com o grupo dos professores
Elizabeth Martins, Paulo Lee Ho e Josefa Bezerra da Silva, do Instituto Butantd. Este grupo
estabeleceu um modelo animal extremamente interessante para estudar estas relacGes em
Leptospira (DA SILVA; RAMOS et al., 2009; DA SILVA; CARVALHO et al., 2012). Eles
dispdem de linhagens de camundongos com diferentes graus de sensibilidade a bactéria estudada.
Camundongos séo resistentes a infeccdo por Leptospira, no entanto, a linhagem C3H/HeJ, é
mutante para o receptor Toll4, o que resulta em sensibilidade, culminando em morte nos animais,
em processo infeccioso semelhante ao humano. A linhagem progenitora de C3H/HelJ, denominada

C3H/HePas, é relativamente sensivel a bactéria, uma vez que adoece, mas ndo sucumbe a doenca.

Dois grupos de doze animais para cada uma das linhagens descritas acima foram
inoculados intraperitonealmente com 10’ de L. interrogans sorovar Copenhageni. Os
camundongos foram acompanhados ao longo de sete dias e a taxa de sobrevivéncia deles foi

calculada (DA SILVA; CARVALHO etal., 2012).

Observou-se que na linhagem C3H/Hej, foram encontrados baixos niveis ds quimiocinas
MIP-1a, MCP-1, IL-8, TNF-a especialmente nos primeiros dias de infec¢do, o que possivelmente
sugere a relacdo destas quimiocinas na susceptibilidade destes animais. Este fato pode ser
observado devido ao aumento ou diminuicdo que foi observado em cada uma das linhagens de
camundongos. Algumas quimiocinas sofreram um aumento em determinados 6rgdos na linhagem

C3H/Hej, porém estes eventos nao foram suficientes para controlar a doenca.

A inoculacdo dos camundongos por Leptospira interrogans sorovar Copenhageni foi

realizada no Centro de Biotecnologia-USP, pela Dra. Josefa Bezerra da Silva (CARVALHO; DA
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SILVA et al., 2012). Foram utilizados camundongos das linhagens C3H/HeJ, C3H/HePas e
BALB/c, todos com 3-4 semanas de idade. As linhagens BALB/c ndo foram objeto de estudo
deste trabalho. As linhagens C3H/Hej, C3H/HePas foram procedentes do departamento de
patologia da Faculdade de medicina Veterinaria e Zootecnia, e do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. A linhagem BALB/c foi proveniente do Centro de
Criacdo de Animais do Instituto Butantan. Os procedimentos de manuseio, manutencdo e
experimentacdo com animais foram aprovados pelo Comité de ética em Pesquisa Animal do
Instituto Butantan. (Protocolo n ©:560/08). Foram realizadas duas inoculagdes, independentemente,
em grupos contendo trés animais de cada linhagem. Os orgaos rim, figado e pulmao foram
extraidos nos dias 1, 3, 5 e 7 ap6s a inoculacdo. O RNA dos 6rgdos foi extraido e este serviu de
molde para reacdo de sintese de DNA complementar (CARVALHO; DA SILVA et al., 2012).
Estas amostras de cDNA, quantificadas e estocadas, foram gentilmente cedidas para nossos

estudos.
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2 JUSTIFICATIVA

Ainda restam muitas informac6es a respeito de como Leptospira spp lida com situacdes de
estresse induzidas pelo hospedeiro e pelo ambiente. Nosso grupo acredita que este conhecimento €
de extrema importancia, pois os resultados gerados podem contribuir por novas alternativas de
tratamento e prevencdo da doenca. Desta forma, este projeto teve o objetivo de caracterizar a
familia de proteinas Fur de Leptospira interrogans, sorovar Copenhageni. Esta caracterizacao visa
compreender a sua evolugdo, padrdo de expressdo em modelo animal e propor mecanismos de
atuacao na bactéria.

Durante o andamento do mestrado, ensaios paralelos de Real Time PCR nas amostras
utilizadas de camundongos com os oligonucleotideos para os genes lexA e recA do sistema SOS
revelaram resultados preliminares promissores. Desta forma, ampliamos as analises de padréo de

expressao de alguns componentes do sistema SOS no modelo animal em estudo.
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3 OBJETIVOS

1. Inferir relacbes evolutivas sobre os quatro ortélogos de Fur de Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni através de anélise filogenética.

2. Analisar o padréo de expressdo dos ortdlogos de Fur em modelo animal com diferentes
niveis de sensibilidade a infeccdo por L. interrogans sorovar Copenhageni.

3. Analisar o padrdo de expressdo de alguns genes componentes do sistema SOS em
modelo animal com diferentes niveis de sensibilidade a infeccdo por L. interrogans sorovar
Copenhageni.

4. Caracterizar a estrutura dos ortdlogos de Fur de Leptospira interrogans sorovar

Copenhageni por modelagem da estrutura terciaria.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Analise Filogenética

Todas as sequéncias de aminoécidos foram obtidas a partir do banco de dados Protein
Databank (PDB) (FINN; MISTRY et al., 2010). Através da plataforma pFAM (FINN; MISTRY et
al., 2010) foi obtido e organizado um banco de dados local (acessadas em 04/05/2012) em formato
Stockholm com um total de 4483 sequéncias que possuem similaridade superior a 95% com a
familia Fur, utilizando-se datamining a partir das ferramentas locais disponibilizadas pelo pFAM.
Estas sequéncias foram separadas em grupos por similaridade (clusters) utilizando uma taxa
minima de 70% de similaridade através do software CD-HIT. Todas as sequéncias com
similaridade superior a 70% foram condensadas em arquivos diferentes, sem qualquer perda de
dados relativos ao procedimento. O resultado parcial foi um arquivo com 1411 sequéncias com
representantes de cada Fur depositada, entretanto que apresentem uma diferenca de similaridade
de ao menos 30%. Este arquivo foi nomeado como multifasta c1.FASTA. Neste, tomou-se 0
cuidado de procurar entre 0s mesmos, se havia alguma das sequéncias-alvo de L. interrogans
agrupada a outra pelo programa de separacao em grupos, que dificultasse o processo posterior de
analise. Desta forma, garantiu-se também a presenca dos quatro ortdlogos dentro do banco de
dados.

Para o alinhamento foram utilizados os métodos MUSCLE (EDGAR, 2004) e T-coffee
(NOTREDAME; HIGGINS et al., 2000). Ap6s o0 agrupamento e alinhamento, as sequéncias foram
reformatadas para um formato MSF (Multiple Sequences Format), que permite compatibilidade
com o programa GeneDoc (JR; NICHOLAS et al., 1997). Paralelamente, estes quatro ort6logos de
L. interrogans foram alinhados com sequéncias da familia Fur de E. coli e B. subtilis, a fim de
verificar quais regides sao melhor conservadas. As sequéncias foram editadas manualmente com o

emprego do GeneDoc, permitindo a retirada de regi6es ndo informativas, com o cuidado de
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manter as regifes conservadas dos quatro ortdlogos e de outras Fur de interesse baseadas no
alinhamento anterior evitando-se assim desemparelhamento do processamento computacional.

O resultado final foi um arquivo chamado multifasta_f1.FASTA, editado e com 1411
sequencias, em formato multifasta. A inferéncia filogenética foi realizada por maxima
verossimilhanca através do programa PhyML (ANISIMOVA; GASCUEL, 2006; GUINDON;
GASCUEL 2003), com uma matriz WAG, suporte de ramos aLRT (ANISIMOVA; GASCUEL,
2006), sem sitios invariaveis, com o melhor de NNI e SPR e arvores iniciais otimizadas como
parametros. A melhor arvore foi nomeada “FurTreel” (veja anexo 5).

Posteriormente, foram geradas subarvores coletando-se manualmente 11 a 12 sequéncias
proximas a cada um dos ortélogos para a inferéncia de outra arvore filogenética. Além destas,
foram adicionadas também as sequéncias ja caracterizadas de E. coli e B. subtilis, formando-se
assim um banco de dados adicional para a segunda analise filogenética. Estas sequéncias com suas
respectivas entradas nos bancos de dados sdo apresentadas no anexo 2. A inferéncia filogenética
foi feita atraves de uma inferéncia pelo método de Maxima verossimilhanca (GUINDON;
GASCUEL 2003; GOLDMAN; WHELAN, 2001). A melhor arvore foi nomeada FurSubTreel, e
a tabela com as informacgdes obre as sequéncias utilizadas nesta arvore encontra-se nos anexos

(anexo 1).

4.2 Analise de Expressao Génica

4.2.1 Reacgbes de PCR, desenho e analise de oligonucleotideos

Os  oligonucleotideos  foram  desenhados no  programa  Primer  Blast
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/). Para garantir a integridade dos iniciadores as
variacOes de temperatura obrigatérias das reacdes de PCR realizadas, foi feita uma anélise de
formacdo de estruturas secundarias, através da plataforma mfold versédo 2.3 (ZUKER, 2003), do

RNA Institute (http://mfold.rna.albany.edu). A estrutura secundaria foi prevista por bioinformatica
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como uma andlise adicional, com o objetivo principal de se analisar complementaridade entre os
iniciadores (dimeros ou primer-dimers) e formacao de estruturas autoligantes nas extremidades

(hairpins).



Tabela 2: Sequéncias de iniciadores utilizadas neste trabalho
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Sequéncias de iniciadores utilizadas nos experimentos de PCR em tempo real. Na segunda coluna estdo apresentados os nimeros

de acesso dos genes referentes a cada iniciador.

- Orientacéo A Fragmento (n°
Iniciador Locus Tag (5'>3") Sequéncia ob)
- CATGCCGCGGTGAATACGTT
16s  LIC11010 - CGACTTCACCCCCTTCACGA 137
5 GTATGTACTCTGTGAAGCGGATC
furll2s LI1C11158 - TCCCTCAATAATCCAGCTGAAAC 135
5 ACCGTACAAAGATTACAAATGGC
furlg72  L1C12034 - GAGAAGCGTTTGGCATATGTTC 106
5 GCCACAAACATCACGATCATATC
furg79  LIC11006 - CTATGACCTGTGATTTTGAAACCG 121
5 TCCGATTCCTCTGGACAAAAG
fur3s38  LIC20147 - CGGAACAAGTCCCATAGAGAATG "
5 GGCGACCCGGTAGAACGAAT
LexAl  LIC12305 - TGCAATCACCAAGTCCCCATCT 129
- TTGTGGCCTGAACGGGAAGT
LexA2  L1C12654 - GGCAAAGGGTGCCTACGATC 13l
5 TTGATTCTGTGGCGGCTTTGG
recA  LIC11745 - TCTAAGCGCCTGGGACATGAG 101
_ 5 GAAACGCGCAAAATCATTCATGT
dinP  LIC13052 133
- CAGCCGAAACAACCGATCTACTATT

A Tabela 2 apresenta as sequéncias selecionadas e utilizadas neste estudo. A determinacéo

das condi¢des de amplificacdo de cada par de oligonucleotideos foi realizada em reacdo de PCR

de gradiente (T100™-Thermal Cycler, Bio Rad) utilizando como molde 0 DNA genémico de L.

interrogans serovar Copenhageni. Cada reacdo de PCR utilizou 100ng de DNA gendémico de

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni (gentilmente cedidos pela Dra. Josefa B. da Silva).

O volume dos reagentes utilizados seguiu as especificacbes do fabricante (GoTag®Hot

Start Polymerase, Promega), O ciclo utilizado foi; 94 °C/3 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C/30 s,

55-59 °C/30s e 72 °C/ 45s. Uma etapa de extensdo de 72 °C/5 min foi realizada ao fim do ciclo. Os

produtos de PCR foram visualizados em gel de eletroforese em concentragéo 2% de agarose.
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4.2.2 Amplificagdo por PCR em tempo real

A anédlise da expressdo génica foi realizada por PCR em tempo real (qQPCR ou PCR
quantitativo) usando o equipamento Step One Plus, Applied Biosystems. Em cada placa de tempo
real (MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL, Invitrogen) foram utilizados 90 dos 96
pogos, com 9 pares de oligonucleotideos diferentes e 3 amostras em cada placa. S8o estes
nomeados 16s, Fur-1128, Fur-1972, Fur-979, Fur-3538, LexAl, LexA2, recA e dinP. Cada reagéo
consistiu de 12,5 pl do reagente goTaq gPCR master Mix (Promega) mais 0,5 pl do corante de
referéncia carboxil-X-rodamina (CXR), 1 ul de 4&gua DNAse free, 0,5 pl de cada iniciador a
concentragdo de 10 pmol/ pl e 10 pl de cDNA (40 ng) para um volume final de 25 pl por reacéo.
O ciclo utilizado foi: 95 °C/2 min. seguido de 40 ciclos a 95 °C/3 min. e 60 °C seguido da extensdo
de 95 °C/1 min e o ciclo selecionado foi 0 Fast. A expresséo relativa de cada gene selecionado foi
analisada usando o método 222" descrito por Livak, (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). ***
Calculou-se incialmente o ACt de cada amostra, utlizandos-e de validagdo por triplicatas, e
subsequente normalizacdo, subtraindo-se os valores de Ct do gene controle (16s) de Ct do gene
alvo. Apos determinacdo do ACt normalizado de cada amostra, escolheu-se utilizar uma andlise
através de cinética dos dias 3, 5 e 7 em relacdo ao primeiro dia, e 0 negativo desta diferenca foi
elevada ao quadrado, para determinagéo do fold change. Os dados para determinacdo do Ct (cycle
Threshold) foram coletados na fase exponencial de fluorescéncia da reagdo. Para um gene ser
considerado como transcrito ele deveria apresentar Ct inferior a 37. Os valores do Ct especifico
para cada gene foram normalizados com os valores do Ct do gene 16s analisado com a mesma
amostra de cDNA e na mesma corrida. Todas as reacGes foram analisadas em triplicatas e 0s
resultados representam a média de dois experimentos consecutivos. A eficiéncia de reacdo (E) foi
calculada para cada par de inciadores utilizando o programa LingRegPCR (RAMAKERS;
RUIJTER et al., 2003), considerando um intervalo 6timo de eficiéncia entre 1,8 a 2,2, de acordo

com o manual do usuario.
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4.2.3 Predigdo da estrutura terciaria dos ortdlogos de Fur

Foram obtidas as sequéncias primarias de cada uma das quatro cdpias de genes que
codificam proteinas da familia Fur existentes em Leptospira interrogans sorovar Copenhageni em
formato FASTA, e estes foram analisados através da ferramenta HHpred (SODING; BIEGERT et
al., 2005).

Os cddigos de acesso do banco de dados internacional NCBI sdo: LIC11006, L1C12034,
LIC11158 e LIC20147. Todas as sequéncias analisadas apresentaram a mesma sugestdo de
modelos Cada uma das entradas foi analisada individualmente, e a tabela dos resultados obtidos
encontra-se no anexo 3. A partir dos modelos selecionados 2xig_A e 2fe3_A foi criado, através do
programa Modeller, um modelo para cada uma das sequéncias Fur de Leptospira interrogans
sorovar Copenhageni. Todas as figuras foram exportadas com resolucdo de 300 pontos por
polegada (DPI) (SCHRODINGER, 2006).

Para validacdo dos modelos, foi utilizada a ferramenta de analise por diagrama de
Ramachandran através da ferramenta Molprobity (CHEN; ARENDALL et al., 2010) com as
configuracbes os diagramas de Ramchandran, avaliacdo dos rotdmeros e avaliacdo da geometria
da estrutura.

Os residuos importantes de membros da familia Fur em bactérias foram averiguados.. Trés
grupos de residuos foram encontrados para a proteina 2X1G_A que esta relacionada a tomada de
zinco e resposta a acidos (GABALLA; HELMANN, 1998), trés grupos de residuos foram
encontrados para P71086, identificada como Fur presente em Bacillus subtilis (GABALLA;
HELMANN, 1998). As sequéncias de aminoacidos para 2XIG_A e P71086 foram alinhadas com
as 4 Furs de L. interrogans e a partir deste alinhamento, os aminoacidos citados pelos respectivos
autores como importantes residuos foram identificados no alinhamento gerado, seguido de

posterior identificacdo de residuos correspondentes encontrados em nossas Furs. Somente foram
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considerados como sitios possiveis de possuir a mesma funcdo aqueles que mantiveram todos 0s
residuos correspondentes devido a alta importancia de cada aminoécido na constituicdo de cada

sitio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inferéncia filogenética

A érvore filogenética com 1411 sequéncias obtida por méxima verossimilhanga foi
nomeada “FurTreel” ¢ é apresentada na Figura 4. Os ramos maiores foram colapsados em relacdo
a porcentagem de organismos de cada filo e coloridos em relacdo ao filo com a maior
porcentagem de representantes.

Nesta arvore foi possivel observar que todas as sequéncias de interesse se mostraram
distantes entre si, e agrupadas em ramos separados. Pode-se observar que LIC11006 agrupa com
b0683, e que LIC12034 estdo agrupadas com LIC11158, entretanto o grande numero de
sequéncias obtidas dificultou a visualizacdo da relacdo entre as sequéncias de interesse, 0 que nos
levou ao préximo passo, a inferéncia de uma subarvore, utilizando-se de ramos retirados da arvore
FurTreel para compor a arvore “FurSubTreel”, apresentada na Figura 5. Ambas as arvores

possuem uma sequéncia Fur de Archea como raiz.
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Figura 4: Arvore Filogenética “FurTreel”

Arvore filogenética FurTree 1. A arvore foi inferida a partir da matriz WAG, com as seguintes especificacdes;
suporte de ramos aLRT, sem sitios invariaveis, com o melhor de NNI e SPR e arvores iniciais otimizadas como
parémetros. Os ramos principais foram colapsados e coloridos em relagédo a maioria de representantes de cada filo.
O filo Bacteroidetes se encontra na cor ciano, Cyanobacteria se encontra na cor roxa, o filo Proteobacteria se
encontra na cor azul marinho, o filo Actinobacteria se encontra na cor vermelha, o filo Firmicutes se encontra na cor
verde e representantes do filo Chlamydiae se encontram em amarelo. Esta divisdo por filos bacterianos teve por
limiar 80% de representantes em grupos muito heterogéneos e os filos representados em preto apresentaram uma
proporcao de representantes conflitantes. Em destaque se apresentam as sequéncias de interesse provenientes de B.
subtilis, E. coli e L. interrogans sorovar Copenhageni.
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Figura 5: Arvore filogenética "FurSubTreel”.
Subarvore inferida a partir da matriz WAG, com as seguintes especificacdes; suporte de ramos aLRT, sem sitios

invariaveis, com o melhor de NNI e SPR e arvores iniciais otimizadas como parametros. Em azul, encontram-se as
sequéncias provenientes de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni, em vermelho as sequencias relacionadas a
absorcéo de ferro, em verde as sequencias relacionadas a tomada de zinco e em roxo as sequencias relacionadas a
peroxido de hidrogénio. Estdo retratados através dos retdngulos os possiveis agrupamentos encontrados através
deste trabalho, com 3 divergéncias, em um estdo agrupadas as sequéncias relativas a absorcéo de ferro, em outra,
sequéncias relatvias a absorcao de zinco e por Gltimo sequéncias sem agrupamento com outras sequéncias de funcao
conhecida.

A arvore gerada (Figura 5) mostra que duas dentre as quatro sequéncias da familia Fur de
Leptospira interrogans sorovar Copenhageni (LIC11006 e LIC20147) estdo agrupadas em ramos
fechados com sequéncias muito similares a proteinas cristalizadas e extensivamente estudadas de
Escherichia coli e Bacillus subtilis (BSAT; HELMANN, 1999; GABRIEL; HELMANN 2009).

Fur foi inicialmente descrita como um sistema de repressdao de transporte de ferro,
responsivo a ferro em Escherichia Coli (HANTKE, 1981; JABOUR; HAMED, 2009). Estes
estudos levaram a criacdo de um modelo conciso para a Fur sob condi¢cbes de deplecdo de ferro.
Vaérios estudos validam este modelo, entretanto resultados recentes indicam que a regulacdo das
FURs pode ser muito mais complexa, entre um dos fatores é que Fur consegue utilizar metais
diferentes de ferro como co-fatores, e portanto o nimero de genes regulados que se conhece €
maior do que se pensava inicialmente (DELANY; SPOHN et al., 2001; HOLMES;
MULHOLLAND et al., 2005). A Fur LIC11006, assim como suas correspondentes nas outras
espécies de Leptospira, encontra-se proxima filogeneticamente da proteina Fur de E. coli
(EC0l0683), que se liga ao ferro e responde ao seu excesso ou limitagdo no ambiente (MCHUGH,;
RODRIGUEZ-QUINONES et al., 2003). O suporte de ramo que agrupa LIC11006 e ECo0l0683 é
de 0,86, valor que garante que estas duas sequéncias possuem uma grande proximidade
filogenética. Examinando-se os resultados experimentais deste trabalho, nota-se que LIC11006 se

mostra 0 gene mais expresso comparativamente, tanto em relagéo a tecido quanto a animal, com

uma expressdo mais elevada em rim (veja tabela 6). Neste 0rgdo o estresse imposto sobre a
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bactéria se mostra mais intenso de forma a requisitar uma maior expressdo desta Fur, e sugere-se,
relacionando-se os dados experimentais com os dados filogenéticos, que esta Fur esteja mais
expressa devido a necessidade da bactéria de obter ferro do meio externo, em que hospedeiros
proporcionam uma menor disponibilidade de ferro em comparagdo ao ambiente de vida livre.

Outro caso de proximidade filogenética se apresenta com a outra proteina Fur, L1C20147,
que agrupou em um ramo com valor igualmente forte para suporte de ramos (0,88). Neste
agrupamento estdo incluidas as proteinas Zur de E. coli e B. subtillis (ECol4046 e BSU25100,
respectivamente). Como anteriormente, aponta-se uma possivel funcéo de LIC20147, em relagdo a
tomada de zinco, da mesma forma que ocorre com LIC11006. Vale ressaltar que este ortologo esta
ausente nas duas cepas de L. borgpetersenii, provavelmente como resultado do processo de
reducdo genémica desta especie.

Os outros dois ortdlogos para Fur, LIC12034 e LIC11158, agruparam com as proteinas
correspondentes nas demais espécies de Leptospira. A distribuicdo das distancias evolutivas e a
topologia da arvore sugerem que um evento de duplicagdo ocorreu antes da divergéncia do género.
Como os dois paralogos sdo bastante divergentes, pois apresentam somente 32% de identidade, é
razoavel propormos que este evento de duplicacdo seja muito antigo, e ao longo do tempo as duas
sequéncias acumularam muitas diferencas. Vale comentar que LIC11158 parece ter sofrido
pressdo de selecdo relacionada ao estilo de vida patogénico, pois o correspondente em L. biflexa
agrupou em ramo divergente. Como LIC11158 agrupou em um ramo que contém apenas
organismos patogénicos, ela é uma boa candidata a estudos futuros sobre FURs relacionadas a
patogénesese.

Este € um alto indicio que esta Fur possua uma pressdo evolutiva para se manter em
organismos patogénicos, pois a leptospira saprofita (Leptospira biflexa), que possui quatro copias
de Fur ndo possui um ortdlogo neste ramo. Entretanto, no ramo abaixo, onde se encontra a

LIC12034 encontram-se agrupadas outras trés sequéncias de leptospiras patogénicas, LA1857,
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LBJ1600 e LBL1818 além de outras duas sequéncias de leptospiras saprofitas, LBF2388 e
LEPBII2461. Uma hipdtese sugerida é o surgimento de um evento de duplicacédo entre estas duas
Fur entre estes dois ramos em um ancestral muito distante, datando da separacdo entre os dois
organismos. Contudo, estas sequéncias sdo altamente divergentes (somente 32% de identidade
veja anexo 2) ambas possuem o dominio Fur. Estes eventos de duplicacdo foram provavelmente
seguidos de perdas especificas e mutacbes que modularam a capacidade de resposta de cada
organismo para o grupo de pressdes evolutivas que caracterizam seus estilos de vida. Sugere-se
que a funcdo de LIC12034, bem como das outras sequéncias deste ramo esteja relacionada a
regulacdo de genes independentes da presenca ou auséncia de um hospedeiro. Outro ponto
importante € que LIC12034 possui uma chance maior de estar relacionada a fatores de
patogenicidade devido a presenca dos genes homologos LBJ1600 e LBL 1818, pertencentes a
leptospiras Hardjo-Bovis de sorovares diferentes, que infectam principalmente bovinos e néao
possuem fase de vida livre.

Quanto ao grupo de LIC12034, € provavel que estes paralogos exercam funcdo importante
no controle da resposta ao estresse oxidativo. Isto porque o mutante para 0 gene correspondente
em L. interrogans sorovar Lai ndo apresentou deficiéncia na expressao de genes responsivos ao
ferro, além de ser mais resistente ao estresse induzido por peréxido de hidrogénio (LO et al.,
2010). Além disso, 0 mutante em questdo diferia da cepa selvagem em relagcdo a maior expressao
do gene que codifica para a catalase e de outros envolvidos na via biosintética de heme. Como as
duas sequéncias, LIC12034 e LA 1857, provém de leptospiras que s6 sdo separadas por sorovares
diferentes mas possuem alta similaridade entre os genomas (por volta de 99% para rrs de 16S)
(NASCIMENTO; VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2004), e o suporte de ramo confirma que neste
ramo estas sequéncias sdo homologas (ramo de suporte ALRT 0.98) portanto € muito provéavel
que LIC12034 possua caracteristicas muito semelhantes a LA1857. Nenhuma das outras

sequéncias incluidas neste ramo possui estudos mais aprofundados em relacdo a sua funcéo,
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entretanto, BSU08730 é uma sequéncia que codifica PerR de Bacillus subtilis muito estudada
(JACQUAMET; TRAORE et al., 2009; LEE; HELMANN, 2006) que se encontra em outro ramo,
separado de LIC11158. Este distanciamento entre BSU08730 e LIC12034 pode ser devido a um
distanciamento filogenético, por diferenca de funcdo ou devido a maior proximidade de outras
sequéncias (DVMF_1241 e Bcoa_2132) que pode alterar a estrutura da arvore gerada.

Como os ortélogos muito provavelmente retém suas fungdes entre as espécies, € razoavel
argumentarmos que estas andlises filogenéticas ndo so contribuem para melhor compreensdo da
aquisicao dos ortologos de Fur em leptospira, como permitem uma primeira avaliacdo da sua
provavel funcdo exercida. No caso de LIC11006 e LIC20147, devido ao seu agrupamento com
ortélogos bem caracterizados, é possivel propor que estas proteinas estejam envolvidas na resposta
ao ferro e zinco, respectivamente. Este cenario € uma proposta tedrica baseada na relacdo entre as
filogenias e a comparacdo das estruturas preditas com as proteinas com atividade e estrutura ja
determinadas experimentalmente. Ele carece de uma confirmacdo experimental, entretanto ja

aponta diversas sugestdes que encaminham hipéteses e experimentos.

5.2 Modelagem da estrutura terciaria dos ortélogos de Fur

Inicialmente, este trabalho tinha o objetivo de caracterizar a funcdo de um ortélogo para
Fur através de sua clonagem e posterior analise de funcdo nas sequéncias promotoras de provaveis
genes alvo. Os quatro ortdlogos foram clonados em vetor de expressdao pAE e as respectivas
expressdes foram testadas em diversas linhagens de E. coli BL21 . Infelizmente, ndo obtivemos
sucesso, pois nenhuma das sequéncias apresentou expressao em E. coli. Desta forma, optamos por
uma analise tedrica, através de modelagem da estrutura terciaria, a fim de verificar se, juntamente
com as anéalises filogenéticas, € possivel propor alguma funcdo para os ortdlogos. O modelo
gerado a partir do gene LIC11006 recebeu a nomenclatura fur979, o modelo gerado a partir do

gene LIC11158 recebeu a nomenclatura furl128, o modelo gerado a partir do gene LIC12034
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recebeu a nomenclatura furl972 enquanto o modelo gerado a partir do gene LIC20147 recebeu a
nomenclatura fur3538.

Existe um consenso, até a presente data, para a existéncia de trés subclasses de funcdes
para as proteinas Fur relatadas na literatura (HALLER; POHL et al., 2003). A subclasse mais
estudada esta baseada em dados experimentais abundantes de diversos organismos e esta
relacionada a manutencéo de ferro, porém pode também se encontrar envolvido com tolerancia a
acidos e protecdo a estresse oxidativo (HALL; FOSTER, 1996). Uma segunda classe controla a
resposta de bactérias a extresse oxidativo, entretanto sem se envolver na resposta celular a ferro
(BSAT; HERBIG et al., 1998; XIONG; SINGH, et al., 2000; ZAHRT; SONG et al., 2001). Uma
terceira classe de homdlogos de Fur recebe 0 nome de Zur, e controla o efluxo de zinco em E.coli
(PATZER; HANTKE, 1998) e B. subtilis (GABALLA; HELMANN, 1998).

Para analisar as propriedades de cada uma das sequéncias, alinhamentos de estrutura
priméaria foram feitos com diversas Furs com trabalhos relatando definicdo de funcéo através de
sitios com residuos conservados.

A Figura 6 apresenta o alinhamento entre a Fur relacionada a tomada de ferro de
Escherichia Coli K-12, de nimero de acesso NP_415209.1, e as quatro Furs de Leptospira
interrogans sorovar Copenhageni, alvo de estudo deste trabalho. Sdo mostradas também a
estrutura secundaria de NP 415209.1, entretanto apenas a regido de ligacdo a DNA foi submetida
até o presente momento, portanto apenas ela é mostrada na Figura 6. Pode-se observar que a
posicdo das estruturas terciarias de E. coli esta de acordo com as previsdes geradas neste trabalho,
com a excegdo de a6, que estd presente em E. coli porém ndo esta presente nas previsdes das

outras Furs.



EColiFur : -JTDNNTA------—-———————————- WKKAGLK AL, 20
furg79 MNREKQEAILNKTQPAVRMEMQTFSEYWQOKEGLKI 40
furl1972 ~RDSYER-=—======——————— SKKIWEDAGI 24
furl1128 -%ESLFAK ------- KVCLTPVEIERREKSVSIQ 32
fur3538 —SESKKTV-———————mmmmmmmm L 15
EColiFur : KILEVEQEPDNHEVSEEDLYKRLIDMGEEIG vgn 60
fur979 LVAERI—FSLHN% AEGLLEEFKDQRDQIS INRINS 79
furl1972 QOMANLE-LSKPQILTADQOVFQLINEHMPNAS IFNNWK 63
fur1128 SICQYV-LCEADEPTEEVVKEWVDSRSFKMS TEN 71
fur3538 EILKVE-EMAKGPLSIKEIYELSRKNLDNLGI VN 54
(o5 | ) R naa)

EColiFur : QFDDAEIVTRHNFEG-GKSVFE-LTQQ LICLDCE 98
furg79 IMVSAELLOEHNFGK-DYRYYEHIIGH IICTVCE 118
furl972 LFAEKEIVNLLELKS-GITLYD--SNVI IDEKTEE 100
furl128 ILVSAELLREFKFSCLGKSVYD--SNII FFDEKS 109
fur3538 HLME IHEIHLPG-ESSRFE--ASR FHCKQCDR 91
EColiFur : VIEFSDDSIEARQREIAAKHEGIRLTNHSLYDYEHCAEGDC : 138
fur979 IVEFLDERIEQLQEQAARENGIIKITGHSLNIYETCNEHSS 158
furl1972 IYDISLDSKLQEKVLSELKQDIRKLKTGSSLENCNLSITLK : 140
furl128 FHDIDPSLLSLS---SKLPPEJLVNKTDILLTENLVSET- 145
fur3538 VYDIEICPIPLD----KSPKGTVDTHEI IL¥eTESDCNS 127
EColiFur : REDEHAHEGK : 148

furs79 SK——=—=——— 160

furl972 GRENP----- 145

furl128 : —————————- -

fur3538 KAQ---—-—--- 130
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Figura 6: Alinhamento entre Fur de Escherichia Coli com as 4 Furs

Alinhamento feito através do método MUSCLE com a sequéncia de aminoacidos de Escherichia coli (NCBI
accession: NP_415209.1) com as quatro Furs de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. As regibes em tons de
cinza apresentam os aminoacidos conservados entre as sequéncias. Os tons mais escuros mostram as regifes
consenso entre as sequéncias. Na parte superior, sao apresentadas as estruturas secundarias de EColiFur, sendo as
elipses representaces de alfa-hélice e as setas de beta-folhas.
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A Figura 7 apresenta o alinhamento entre a Fur relacionada a ligacdo a zinco de
Escherichia coli K-12, de numero de acesso NP_415209.1, e as quatro Furs de Leptospira

interrogans sorovar Copenhageni.

EColiZur : QEKTTTQEL-LA-————-—————- QAERICAQRNERL 28
furs79 BNREKQEAI-LNKTQPAVREMEMOTFSEYLOKEGRKT 39
furl972 : WKDSYERS-————————————————— RRILEDAG 23
furll2g : EESLFEKKVCLTP ————————— VEIERRLKSVSMOP 31
fur3538 IGE SEE—————=———————————————————— TVI#RN 14
EColiZur : PEQHLRLESLODGAIERYDWLDLLREAE FOAK P EIREMRAND 68
furs7g A ERMESLHNHEWIE GILSE FEDORDOISK 79
furls72 POl NI SKPOHLIv- DOWE e LINEHMEPNA SRS 63
furll2s BSMCOYWT.CEADH PN E VK SWVD SRS FRMS L Uaiy 71
fur3538 CEMLEVIEMAKGELEIKEMYSL SRENLDNLG I igE R 54

furl972 : LFAE NLLELES-GIT-——L§DSNV--IH:HRAIDER : 57
furll2s : TIiR§s REFRFSCLGES-——WJ4DSNI--IDYREFDER : 106

EColiZur : FillE HEVESTN-SYVLCHLDOPT--HTSAMEICDR : 105
furs7g : TS QEHNFGK-DYE-—-YWEHIIGHRHEDEIICTV : 115
fur3s538 : HAETETMHEIHLPG-ESS---RBEASR--HHEHEFHCKO : 88

EColiZur : cEﬁﬁHEECAEGvEDEMHTL——aﬁKM RH-NVMERHEL : 142

furs7g : CEKE?EF:DERIEQHGEQA——EREN TG-HSWNIYE- : 151
furl972 : TEEMYDISLD--SFMQERVLSELEQ RTGSSWE--——— : 131
furll2s : SERFHDIDPS-LLSWSS-——-KLPPERIENE-TOMLLTE- : 135
fur3538 : CDRJYDIEIC---PBMPL-D--KSPE DT-HEMILYET : 121

EColiZur : CAACVEVEACRHPEQCQHDHSVOVEEERPR : 171

furs7s I TCHN-—————- EHSSSK : 1le0
furls72 : —————————————- NCNLSITL-KGEENP : 145
furlizg : --——-—————-—- N-—-——————- LVSET : 145
fur3s38 : CSDC——————————————————— NSEAQ : 130

Figura 7: Alinhamento entre Zur de Escherichia coli e as 4 Furs

Alinhamento feito através do método MUSCLE com a sequéncia de amino&cidos de Escherichia Coli (NCBI
accession: NP_418470.4) com as quatro Furs de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. As regibes em tons de
cinza apresentam os aminoacidos conservados entre as sequéncias. Os tons mais escuros mostram as regifes
€onsenso entre as sequéncias.
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A Figura 8 apresenta o alinhamento por meio do método MUSCLE entre a proteina
P71086, em que Hellmann et al (DIAN; VITALE et al., 2011) apresentam diversos grupos de
residuos com funcdes estudadas em Bacillus subtilis. O primeiro grupo de residuos ndo possui
uma funcéo definida por Hellmann et al. porém é sugerido como um sitio de reconhecimento de
ions, apresentado na Figura 8A com os aminoacidos destacados em verde em P71086 e seus
respectivos aminoacidos também destacados nas quatro Furs de Leptospira interrogans sorovar
Copenhageni, em que pode se observar que as quatro Furs de L. interrogans ndao compartilham
todos os residuos (veja anexo 6 para a figura completa). O segundo grupo de residuos nao foi
completamente estabelecido por Hellmann et al, ndo se encontra presente nas Furs de L.
interrogans, e € apresentado na Figura 8A em vermelho. O terceiro grupo de residuos é sugerido
por Hellmann et al como um sitio de ligacdo a zinco, requerido para a estabilidade da proteina, e
encontra-se presente somente em fur3538, e é apresentado na Figura 8A com 0s aminoacidos
destacados em amarelo em P71086 e seus respectivos aminoacidos também destacados nas Furs
de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. Fur979 também apresenta 3 dos 4 amino&cidos
do tipo cisteina , porém devido a importancia de cada cisteina em formar a estrutura de ligacéo a

metais, somente fur3538 considera-se passivel de reter a fungéo de ligacéo a zinco.

p71086 FllFvTs-- Bericencer 1vlrevecLD Evfjoranevr GFRVSH-ERL

fur979 YFHIIGHRHN DHIICTVCGK IVEFLDERIE QLOEQAAREN GFRITG-HSL

fur1972  ylsNvi--5f HHAIDEKTGE IvJJ1sLDSKL QRVLSELRQ DFRLKTGSSL

EBHFFDEKSGK FHEIDPSLL- SLS——SKLPP EFLVNK-TDI

HHFHCKQCDR VYIEICPI- PL---DEKSPK GFTVDT-HEI
- -

S NN S A

P71086

ILYGTCSDC-
- -

Figura 8: Residuos conservados em fur3538

(A) Alinhamento entre P71086 de Bacillus subtilis e as 4 furs. Esta figura mostra apenas o alinhamento da
regido 150-165 entre os alinhamentos. Os amino&acidos em destaque sdo 0os amino&cidos destacados como essenciais
por Hellmann et al. Os amino&cidos em verde representam o grupo relacionado a um possivel sensor de ions. Os
aminodacidos em vermelho sdo sugeridos como de ligacdo a ferro em Pseudomonas aeruginosa. Os aminoacidos em
amarelo estdo relacionados a ligacdo a zinco. Os aminoacidos com um asterisco estdo presentes em P71086 e
fur3538.
(B) Visao ampliada da hipotética regido de ligagcdo a zinco na predicdo realizada de fur3538. Em vermelho
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apresenta-se a representacdo em linhas da ligacdo a metal e em verde a representacdo caricaturada da predicéo de
fur3538.

Os resultados observados para fur3538 sugerem que a mesma esteja inserida na classe trés
citada anteriormente, ou seja, que possua uma provavel ligacao preferencial a zinco como cofator.
Primeiramente, os resultados obtidos pela anélise filogenética mostram a proximidade filogenética
entre fur3538 com Ecol4046 e BSU25100, representantes de Fur de terceira classe (Figura 5).
Segundo, fur3538 é a unica Fur de L. interrogans que possui os residuos correspondentes citados
por Helmann et al. que estéo relacionados a ligagéo a zinco e estabilidade da proteina (Figura 8A).
Ao analisar-se a estrutura dimensional dos ligantes relacionados a estas quatro cisteinas, € possivel
observar que a estrutura de ligacdo a metais encontra-se correspondida (Figura 8B). Terceiro,
fur3538 estd validada como uma representante da familia Fur, pois possui 0s cinco residuos
citados por Schrempf et al., e portanto possui os requisitos para ligacdo a DNA e apresenta pontes
dissulfeto. Ademais, os residuos C96, H92, H93 estdo presentes, que sdo 0s residuos citados por
Schrempf et al. e por Normand et al. relacionados a coordenagdo de zinco. N&o se pode afirmar
sobre a funcdo de uma proteina apenas através de um resultado obtido por bioinformatica,
entretanto, neste caso, temos varios resultados convergindo a mesma conclusdo. Soma-se a isto 0s
resultados experimentais (Tabela 5 e Tabela 7), em que nota-se que a expressdo de fur3538 néo
possui um padrdo claro, porém apenas picos de expressao isolados.

A Figura 9 apresenta o alinhamento por meio do método MUSCLE entre a proteina 2XIG,
em que Terradot et al (DIAN; VITALE et al., 2011) apresentam diversos grupos de residuos com
funcbes estudadas em Helicobacter pylori. Terradot et al. sugerem que o0 primeiro grupo,
destacado na figura em amarelo, possui funcdo regulatdria e esta presente em fur979 e fur3538. O
segundo grupo é sugerido que esteja envolvido em uma funcéo regulatdria, e se encontra presente
somente em todas as Furs, por excecdo de fur3538. Este grupo esta apresentado na Figura 9 com

aminoacidos destacados em vermelho. O terceiro grupo citado por Terradot et al. € um grupo de
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quatro cisteinas, relacionado a regulacdo em caso de excesso de metais, e esta presente somente

em fur3538.

241G MERLETLESI LER-—————— ——-—-— LRMSIK ENGLENSKQR EEVVSVLYRS
fur979 MNRE-KQFEAI INETQPAVEM EMQTFSEYLQ EKEGLEITNQR MLVLRERIFSL
furl972 MEDSYER-—— —————————= ———— SKKILE DAGINVTVQR LOMANLLLSK
furll?8 MESLFAREVC LTEV-———-— —-—- EIERRLE SVSIQETIQR ISICQOYVLCE
fur3538 MES-——————— —————————— ————————— K KTVLRNTKQK GEILEVLEMAL
2¥1¢ GTEBLSEEEIT HSIRQFKDENT SISSVYRILN FLEKENFISV LETSKSG-RR
fur979 HNEFTAEGLL EEFKDQRDQI SEATIYRILS IMVSAGLLQE HNEFGEDY-KY
furl972 FPOELTADOVE QLINEHMENL SRATIFNNLE LFLERGIVNL LELESGI-TL
furll28 ADBPTAFVVE EWVDSRSFEM SLATVYNTLN ILVSAGLLRE FEFSCLGESV
fur3538 EKGPLSIEEIY ELSRENLDNL GIATVYRAVN HIMETGTIHE IHLEGES-SR
271G 1nnw--FH BDHIIELHE: KIIBFAD-PE IENR-QNEVV EEYQRRLI-S
fur979 -HIIGHKH BDHIICTVCG KIVEFLD-ER IEQL-QEQRE RENGFEIT-G
-SNV--IH ATIDEKTG EIYMISLDSK LOEEVLSELE Q--DFELKTG

furll28 -SNI--ID BYHFFDEKSG KFHBIDE-SL -LSL-SSKLF P--EFLVN-K
fur3538 -LSR--HH FHCEQECD RVYBIEI-CE —-IFL--DESE E-—-GFIVD-T

241G HDM-FMFVWE ERECQESES
fur979 HSL-NIYGTC NE-HSSSK
furl972 SSLENCNLSI TLEGEENF
furll?8 TDI-LLTGN- ———LVSET
fur3538 HEI-ILYGTE SDENSEKAQ

Figura 9: Alinhamento entre 2XIG e as 4 Furs
Alinhamento entre 2XIG de Helicobacter pylori e as 4 furs. Os aminoacidos em destaque sd0 0s aminoacidos
destacados como essenciais por Terradot et al. Os aminoacidos em verde representam o grupo relacionado a uma
funcdo regulatéria. Os aminodcidos em vermelho sdo sugeridos como de fungdo regulatdria. Os aminoacidos em
amarelo estdo relacionados a excesso de metais.

A Figura 10 apresenta as predi¢fes para os quatro ortdlogos de Fur de L. interrogans.
Todas as predi¢bes apresentam cinco alfa-hélices e uma regido bem definida com duas folhas-
beta, como estabelecido como essencial por Normand et al., para a composi¢do de uma estrutura

Fur (SANTOS; VIEIRA et al., 2008).
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LIC11006 LIC11158

LIC20147 LIC12034

Figura 10: Predic6es de fur979, furl128, fur1972 e fur3538.
Predicbes de estrutura de quatro Furs de Leptopsira interrogans sorovar Copenhageni. Todas as estruturas

apresentam a regido N-terminal na regido superior e a C-terminal na regido inferior. Todas as predi¢Ges foram
validadas por meio do diagrama de Ramachandran.
Vale ressaltar a similaridade de estrutura de furl128 e furl972. Ambas possuem duas

folhas-beta e uma alfa-hélice menor em seu dominio superior, porém os respectivos angulos se
alteram nesta regido e criam a diferenca de estrutura que é observada. Revela-se com isso uma
semelhanca geral entre seus enovelamentos, caracteristica de processos de modelagem

comparativa.
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A Figura 11 apresenta o alinhamento realizado entre as quatro Furs e revela o centro
comum a todas e o segundo dominio observado, que difere entre as Furs modeladas. Nesta figura é
adicionada fur979, que apesar de possuir validacdo pobre para seu dominio, possui seu centro bem

modelado.

e fur979
fur3538

® furl972

® furl128

Figura 11: Alinhamento das predic¢bes das quatro Furs
Alinhamento através do programa pymol das 4 furs preditas neste trabalho. Em destaque apresenta-se a regido do

centro comum entre as Furs, que se apresenta bem modelada e que encaixa todas as predi¢fes. A regido superior
apresenta o segundo dominio, com conformagdes semelhantes mas em posi¢des diferentes gragas as suas diferencas
de angulos entre o centro e o segundo dominio. Em vermelho, apresenta-se fur979, em amarelo, fur3538, em verde
furl972 e em azul, furl128.

As diferencas observadas no alinhamento entre a Fur presente em Streptomyces reticuli e

as quatro Furs de L. interrogans sorovar Copenhageni revelam que dos cinco residuos relatados

por Schrempf et al., apenas trés estdo presentes em furl972 e furl128. E possivel que estas duas
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Furs ndo estejam classificadas na definicdo feita anteriormente de trés subclasses de Furs
conhecidas, portanto possuam funcéo ndo-definida ja que ndo apresentam as cisteinas C93 e C94,
responsaveis pela formacdo de pontes dissulfeto. Este resultado exclui estas duas Furs de modelos
conhecidos de Furs comprovadamente funcionais in vivo. Este resultado também corrobora com
nossa andlise filogenética, em que furl128 e furl972 se encontram distantes filogeneticamente das
outras duas Furs de L.interrogans, e distantes de Furs com func6es definidas de subclasses de Fur.
Furll28 e furl972 apresentam-se, portanto, sem funcéo definida e séo possivelmente sequéncias
oriundas de duplicacdes, seguidas de mutaces ndo-sindbnimas em residuos vitais para funcdes
conhecidas, visto que ndo possuem 0s residuos essenciais para funcdes bem estabelecidas por
outras Furs de outros organismos (ver Figura 6, Figura 7 e Figura 9). E possivel que com o estudo
de outras Furs, ou com uma analise experimental destas duas Furs, seja possivel estabelecer uma

funcéo para cada uma delas, diferente das funcdes conhecidas atualmente.

5.3 Caracterizagdo do padrao de expressao dos genes da familia Fur e de genes componentes do
sistema SOS

A verificacdo do padrdo de expressdo dos ortélogos para fur, assim como para alguns
genes componentes do sistema SOS (lexAl, lexA2, recA e dinP) foi realizada através de ensaios de
gqRT--PCR. Como molde foram empregados os cDNAs provenientes de trés 6rgaos, pulmao, rim e
figado, em modelo animal, extraidos ao longo da infeccdo (dias 1, 3, 5 e 7). Os ensaios foram
realizados em réplica bioldgica, isto é, duas inocula¢cdes independentes (DA SILVA et al., 2009).
Né&o sdo apresentados os resultados da primeira inoculagdo para figado, pois 0 cDNA produzido
apresentou problemas de amplificacdo. Para cada réplica foram utilizados doze animais para cada
linhagem, divididos em grupos de trés animais para 0 mesmo grupo de estudo, por exemplo,

pulmdo C3H/Hej-dial. Camundongos deficientes para o receptor Toll4 (C3H/Hej) séo
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extremamente sensiveis a doenca, e sucumbem a infec¢do. Por sua vez, a sua linhagem
progenitora, C3H/HePas, apesar de adoecer, é capaz de se recuperar.

Os resultados obtidos mostraram que o nivel de expressdo entre os trés animais do mesmo
grupo de estudo, € muito variavel, dificultando sua analise quantitativa. Portanto, optamos pela
realizacdo de andlise qualitativa, de forma que consideramos um gene expresso quando seu Ct
apresentava valor inferior a 37. A variacdo da sua expressdo ao longo da infeccdo, isto €, aumento
ou diminuicdo, foi inferida pelo valor de fold change, quando presente nos trés animais. Valores
de fold change acima de 1,5 foram considerados significativos para aumento de expressao,
enquanto que valores inferiores a 0,5 foram considerados significativos para diminuicdo da
expressdao. A andlise qualitativa € apresentada nas tabelas 3 a 8. Uma das primeiras observacoes
que destacamos esta relacionada a diferencas no padréo de expressao dos genes em suas réplicas
bioldgicas. Isto €, verificamos grande variacdo no padrdo de expressdao dos genes entre as duas
inoculagbes. No geral, a inoculacdo 1 resultou em menor expressdo dos genes estudados.
Entretanto, algumas conclus@es sdo comuns as duas infecgdes. Dois genes foram expressos quase
que constitutivamente ao longo de toda a infeccdo em todos os 6rgéos e organismos estudados:
L1C11006 e recA.

LIC11006 apresentou padrdo de expressdo constitutiva ao longo de toda a infeccéo.
Entretanto, este gene parece ser recrutado em grandes concentragcdes mais tardiamente no pulméo
de C3H/Hej (dia 3, comparado com dia 3 de Pas) (Tabela 3). Se compararmos os resultados do
experimento 2, verificaremos que este gene € muito mais expresso no rim de Pas do que de Hej
(Tabela 5). Entretanto, isto ndo se repete no experimento 1.

Os outros ortologos de fur ndo apresentaram este padrdo de expressdo continuo e houve
picos de expressdo especificos ao longo da infec¢do. Observamos que L1C20147 (Tabela 3) néo é
expresso em pulmé&o, pois nenhum dos modelos animais apresentou presenca de seu mRNA ao

longo da infeccgéo.
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Uma diferenca importante que observamos comparando os padrbes de expressao para Fur
nos modelos animais estudados foi a maior expressdo dos ortélogos de Fur no sétimo dia apos a
inoculacdo nos animais sensiveis, corroborando os resultados clinicos. Camundongos C3H/HePas
eliminam as bacterias e C3H/Hej ainda sdo portadores da bactéria por volta deste periodo (DA
SILVA et al., 2009).

Para os componentes do sistema SOS, encontramos resultados intrigantes. O gene recA
apresentou um padrdo de expressdo praticamente constante ao longo da infeccdo, com excecao de
pulmdo em C3H/HePas, cujo aumento de expressdo foi significativo no dltimo dia de infeccdo do
experimento 1 e dos dias 3-7, do experimento 2 (Tabela 4). Em figado também houve aumento
significativo de expressdo para recA, entretanto este aumento foi pontual: dia 5 para C3H/Hej
(tabela 8). RecA é componente do sistema SOS de L. interrogans, como demonstrado em estudos
realizados por nosso grupo (FONSECA,; DA SILVA et al., 2013). Além de controlar a ativacao da
resposta SOS, RecA desempenha funcgéo central na recombinacdo homoéloga (WANG et al., 2008).
Desta forma, é possivel que sua expressdo continua seja importante para que a bactéria possa
completar a duplicacdo de seu DNA corretamente. Este resultado é consistente com o modelo de
infeccdo causado por UPEC (uropathogenic Escherichia coli) (LI et al., 2010). UPEC mutante
para recA foi incapaz de manter os niveis de colonizacdo equivalentes aos do mutante para
lexAatsssc, indicando que as funcdes de RecA independentes de LexA sdo recrutadas durante a
infeccdo. Outra conclusdo que podemos associar aos nossos resultados é referente ao controle da
expressdo de recA que ndo deve estar restrito a LexA,

Este padrdo continuo de expressdo ndo foi observado para os demais componentes do
sistema SOS. Pelo contrario, observamos seu recrutamento em periodos especificos, tais como o
quinto dia apdés a inoculagcdo no rim (Tabela 6). Todos os componentes estudados estavam

expressos no quinto dia apos a infeccdo, com excecdo de C3H/HePas, experimento 1. O que pode
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ser explicado pelo fato de termos utilizado um fator bastante restritivo para o Ct. Os resultados
brutos obtidos para esta amostra sugerem que estes genes possam estar expressos nesta amostra.

A importancia do sistema SOS durante infeccdo do trato urinario foi demonstrada em
modelo animal para UPEC (JUSTICE et al., 2006; LI et al., 2010). Mutantes para recA, lexA e
sulA (responsavel pela inibicdo da divisdo celular) apresentaram viruléncia atenuada em
camundongos imunocompetentes. Por outro lado, para 0os camundongos imuno-comprometidos
recA, lexA e sulA foram dispensaveis. De acordo com o0s autores, os radicais oxidativos
produzidos pelo sistema imunoldgico do hospedeiro relacionados a via de sinalizacdo TLR4 ativa
a resposta SOS, que é essencial para a viabilidade da bactéria. Curiosamente, em nosso modelo, o
sistema SOS também é ativado no camundongo imuno-comprometido. Portanto, em infeccdo por
leptospira outros fatores devem agir na sua inducgao.

Curiosamente, encontramos inducdo de genes relacionados ao SOS no pulméo de
camundongos sensiveis a doenca, sugerindo sua ativacdo nestes animais no inicio da infecgédo
(tabela 7). Em figado, a ativagdo do SOS ndo foi verificada (Tabela 8).

Por ltimo, gostariamos de ressaltar a diferenca no padrdo de transcricdo entre os dois
ortélogos para lexA. LexA2 é exclusivo a L. interrogans sorovar Copenhageni, e provavelmente foi
adquirido por evento de transferéncia horizontal (FONSECA et al., 2013). Curiosamente, o nivel
de expressdo deste ortélogo foi superior ao de lexAl na maioria das amostras estudadas. N&o
podemos especular a respeito do significado bioldgico deste achado, mas é curioso observar que

um gene presente em regido de profago apresente este padrao de expressao.

Tabela 3: Padréo de expressao dos quatro genes que codificam para Fur no pulmao.
HEJ: animais sensiveis; Pas: resistentes. Os valores sdo comparativos ao primeiro dia de infec¢do. NE: ndo
expresso; +: expresso; ++: significativo aumento de expressdo. Expl: experimento 1; Exp2: experimento 2.
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PHel-EXP1 dial dia3 dia5 dia7 PPas-EXP1 dial dia3 dia5s dia7
LIC11158 [NE NE + NE LIC11158 |NE NE + NE
LIC12034 |NE + + NE LIC12034 [NE NE NE NE
LIC11006 |+ + + + LIC11006 |+ ++ + NE
LIC20147 |NE NE NE NE LIC20147 |NE NE NE NE

PHel-EXP2 dial dia3 dia5 dia7 PPas-EXP2 dial dia3 dia5 dia7
LIC11158 [NE NE NE NE LIC11158 |+ NE NE NE
LIC12034 |+ NE + + LIC12034 |+ NE NE NE
LIC11006 |+ + + + LIC11006 |+ + + +
LIC20147 (NE NE NE NE LIC20147 |NE NE NE NE

Tabela 4: Padréo de expressao de quatro genes que participam do sistema SOS no pulmao.
HEJ: animais sensiveis; Pas: resistentes. Os valores sdo comparativos ao primeiro dia de infeccdo. NE: ndo
expresso; +: expresso; ++: significativo aumento de expressdo. Expl: experimento 1; Exp2: experimento 2.

PHel-EXP1 dial dia3 dia5 dia7 PPas-EXP1 dial dia3 dia5s dia7
LexAl1 |NE NE NE NE LexAl [NE NE NE NE
LexA2 |NE NE NE NE LexA2 [NE NE + NE
recA + + + + recA + + + ++
dinP NE NE + NE dinP NE NE NE NE

PHelJ-EXP2 dial dia 3 dia5 dia7 PPas-EXP2 dial dia3 dia5 dia7
LexAl |+ ++ NE NE LexAl [NE NE NE NE
LexA2 |+ + ++ + LexA2 [NE NE NE NE
recA + + + + recA + ++ + +
dinP NE NE NE NE dinP NE NE NE NE

Tabela 5: Padréo de expressao dos quatro genes que codificam para Fur no rim
HEJ: animais sensiveis; Pas: resistentes. Os valores sdo comparativos ao primeiro dia de infeccdo. NE: ndo
expresso; +: expresso; ++: significativo aumento de expressdo. Expl: experimento 1; Exp2: experimento 2.

RHelJ-EXP1 dial dia3 dia5 dia7 RPas-EXP1 dial dia3 dia5 dia7
LIC11158 |NE NE + NE LIC11158 |[NE NE NE NE
LIC12034 |NE NE + LIC12034 [NE NE + NE
LIC11006 |NE + + + LIC11006 |NE + + NE
LIC20147 |NE + NE LIC20147 [NE NE NE NE

RHelJ-EXP2 dial dia3 dia5 dia7 RPas-EXP2 dial dia3 dia5 dia7
LIC11158 |NE NE NE NE LIC11158 [NE NE NE NE
LIC12034 |+ NE ++ NE LIC12034 |+ NE ++ NE
LIC11006 |+ ++ + ++ LIC11006 |+ ++ + ++
LIC20147 |NE + + NE LIC20147 |NE + + NE

Tabela 6: Padréo de expressdo de quatro genes que participam do sistema SOS no rim.
HEJ: animais sensiveis; Pas: resistentes. Os valores sdo comparativos ao primeiro dia de infeccdo. NE: néo
expresso; +: expresso; ++: significativo aumento de expressdo. Expl: experimento 1; Exp2: experimento 2.
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Tabela 7: Padrao de expressao dos quatro genes que codificam para Fur no figado
HEJ: animais sensiveis; Pas: resistentes. Os valores sdo comparativos ao primeiro dia de infeccdo. NE: ndo
expresso; +: expresso; ++: significativo aumento de expressdo. Expl: experimento 1; Exp2: experimento 2.
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Tabela 8: Padrao de expressao de quatro genes que participam do sistema SOS no figado.
HEJ: animais sensiveis; Pas: resistentes. Os valores sdo comparativos ao primeiro dia de infec¢do. NE: ndo
expresso; +: expresso; ++: significativo aumento de expresséo. Expl: experimento 1; Exp2: experimento 2.
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6 CONCLUSAO

Atraveés da analise filogenética, é possivel identificar uma possivel fungédo para LIC11006
relacionada ao metal ferro, com o suporte dos resultados experimentais, que mostram que
LIC11006, ou fur979 é a Fur recrutada em L. interrogans nas condi¢des experimentais utilizadas.

Através da analise filogenética também é possivel identificar uma possivel funcdo para
LIC20147, relacionada a zinco, que é reafirmado através dos resultados obtidos por alinhamento
de modelos e posterior identificacdo de grupos de residuos. Portanto, através de analises de
bioinformatica, é possivel se obter uma hipdtese forte sobre a possivel funcédo de L1C20147.

LIC11158 e LIC12034 se mostraram sequencias altamente diferentes das outras Furs
estudadas, e LIC11158 se mostrou um potencial alvo de futuros estudos em relacdo a Furs
relacionadas a patogénese.

Os modelos furll128 e furl972 se mostraram bastante divergentes de L1C20147, o que
concorda com as analises filogenéticas realizadas.

E possivel observar em que 6rgaos dos animais utilizados notou-se a ativaco do sistema
SOS, e que recA mostra-se expresso de maneira constante, enquanto lexAl ndo. Notou-se quais
mudancas podem ser realizadas no desenho de futuros experimentos para otimizar estudos
moleculares com as amostras de tecidos de modelos animais utilizados neste experimento.

Observou-se que existe também um padrdo de expressao tecido-especifico.
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ANEXOS

Anexo 1: Tabela adicional contendo um total de 52 sequencias coletadas manualmente da arvore
FurTree1.
O primeiro campo (Organismos) da tabela mostra os organismos inclusos, e o Gltimo campo (C6digo) mostra a

nomenclatura utilizada no arquivo multifasta. Cada campo de formato fasta teve de ser renomeado com um cédigo,
devido a um requerimento do programa PhyML.

Organismos | Strain Numero de cépias Locus tag YP Cddigo
Leptospira interrogans serovar Copenhageni Fiocruz L1-130 4 LIC11006 YP_000979.1 LIC11006
LIC12034 YP_001972.1 LIC12034
LIC11158 YP_001128.1 LIC11158
LIC20147 YP_003538.1 LI1C20147
Leptospira interrogans serovar Lai 56601 4 LA_3094 NP_713274.1 LA_3094
LA_1857 NP_712038.1 LA_1857
LA_2887 NP_713068.1 LA_2887
LB_183 NP_714727.1 LA_183
Leptospira biflexa serovar Patoc Patoc 1 (Ames)" 4 LBF_2388 YP_001963456.1 LBF_2388
LBF_2750 YP_001963808.1 LBF_2750
LBF_2263 YP_001963334.1 LBF_2263
LBF_2097 YP_001963170.1 LBF_2097
Leptospira biflexa serovar Patoc Patoc 1 (Paris) 4 LEPBI_I2461 YP_001839826.1 LEPBI_I2461
LEPBI_I2152 YP_001839530.1 LEPBI_12152
LEPBI_I2330 YP_001839699.1 LEPBI_12330
LEPBI_12849 YP_001840195.1 LEPBI_I2849
Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis 1B197 3 LBJ_1600 YP_800923.1 LBJ_1600
LBJ_0837 YP_800251.1 LBJ_0837
LBJ_2038 YP_801300.1 LBJ_2038
Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis L550 3 LBL_1818 YP_798193.1 LBL_1818
LBL_2245 YP_798581.1 LBL_2245
LBL_1012 YP_797475.1 LBL_1012
Escherichia coli K-12 substr. MG1655 2 b0683 NP_415209.1 ECol0683
b4046 NP_418470.4 ECol4046
Bacillus subtilis 168 3 BSU23520 NP_390233.2 BSU23520
BSU25100 NP_390389.2 BSU25100
BSU08730 NP_388753.1 BSU08730
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 3 AFE_0282 YP_002424788.1 AFE_0282
AFE_1955 YP_002426362.1 AFE_1955
AFE_1467 YP_002425895.1 AFE_1467
Pseudomonas aeruginosa lou2 PA4764 NP_253452.1 PA4764
PA5499 NP_254186.1 PA5499
Bacillus coagulans 36D1 3 Bcoa_2797 YP_004860753.1 Bcoa_2797
Bcoa_2132 YP_004860096.1 Bcoa_2132
Bcoa_2900 YP_004860856.1 Bcoa_2900
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2 2 STM0693 NP_459678.1 STMO0693
STM4241 NP_463106.1 STM4241
Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 2 STAUR_4185 = YP_003953794.1 STAUR_4185
STAUR 0853  YP_003950484.1 STAUR_0853
Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F 4 DWIF_1241 YP_002435659.1 DvMF_1241
DWIF_2366 YP_002436775.1 DvMF_2366
DWF_1364 YP_002435781.1 DvMF_1364
DWIF_0116 YP_002434545.1 DvMF_0116
Myxococcus xanthus DK 1622 2 MXAN_6967 YP_635082.1 MXAN_6967
MXAN_3702 YP_631888.1 MXAN_3702
Acidithiobacillus caldus SM-1 2 Atc_2587 YP_004749936.1 Atc_2587
Atc_1297 YP_004748646.1 Atc_1297
Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 2 Thd_1123 YP_314881.1 Thd_1123
Thd_1714 YP_315472.1 Thd_1714
Thioalkalivibrio sulfidophilus HL-EbGr7 3 Tgr7_0967 YP_002513042.1 Tgr7_0967
Tgr7_3054 YP_002515110.1 Tgr7_3054
Tgr7_3233 YP_002515288.1 Tgr7_3233




Range 1: 20 to 112 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
64.3 bits{155) 2e-18 Compositional matrix adjust. 30/94(32%) 53,/94(56%) 1/94(1%)

Query 12 LEDAGINVIVORLOMANLLLSKPQHLTADGVEOLINEAMENASRATTFNNLELFAEEGTIV 71
L+ I T+QR+ + +L + H TR+ V + ++ 5 AT++N L + G+t

Skjct 20 LESVSIQFTIQRISTCOYVLCEADHFTAEVVEERVDSESFEMSLATVYNTINILVIAGLL 79
Query 72 HLLELES-GITLYDSNVIHHHHATDEKTGEIYDI 104

+ G ++YDSH+1 H+H LCEE+G+ +DI
Skjct B0 REFEF3CLGESVYDSNIIDHYHFFDEKSGKFHDI 113

Anexo 2: Alinhamento entre as sequéncias LIC11158 e LIC12034

Alinhamento utilizando-se BLAST align (NCBI/bl2seq) utilizando-se LIC11158 como entrada e LIC12034 como

comparativo.

Range 1: 20 to 112 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
63.5 bits{153) 3e-18 Compositional matrix adjust. 29/94(31%) 53/94(56%) 1/94(1%)

fuery 12 LEDAGTNVIVRLOMANLLLSKEPQHLTADGVEQLINEAMFNASEAT I FNNLELFAEKGIV 71
L+ I T+JR+ + +L + H TL+ V + ++ 5 AT++M L + G+

Sbjct 20 LESVIIQFTIQRISICOYVLCEADHFTAEVVEERVDSRSFEMSTATVYNTINTILVSAGLL 79
Query 72 NLLELKES-GITLYDSNVVHHAHATDEKTGEIYDI 104

+ = ++¥DSN++ H+H LEE+Hz+ +DI
Sbjct 80 REFKF3CLGKSVYDSNIIDHYHFFDEKSGKFHDI 113

Anexo 3: Alinhamento entre as sequéncias LA_1857 e LIC12034

Alinhamento utilizando-se BLAST align (NCBI/bl2seq) utilizando-se LA_1857 como entrada e LIC12034 como

comparativo.
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P71086 MARHFLE-—— —————————— ——- EALETLE
fur979 MNREEQF-AI LNKTQPAVRM EMQTFSEYLQ
fur1972 MEDSYER--— —-——————-— ——-—- SEKILE
furl128 MESLFAREVC LT-——-—- EV ---EIERRLEK
fur3b3g MES——————— —————————— ————————— K
P71086 MAHPTADDIY KALEGKFENM SVATVYNNLR
fur979 HNHFTAEGLL EEFEKDORDQI SEATIYRILS
furl972 PQHLTADQVF OLINEHMPNA SRATIFNNLE
furll28 ADHPTAFVVE EWVDSRSFEM SLATVYNTLN
fur3538 KGPLSIKEIY ELSRENLDNL GIATVYRAVN
p71086 Fllrvrs-- BericeEncer 1vljFEYEGLD
fur979 YEHIIGHKHN DHIICTVCGK IVEFLDERIE
fur1972 SNVI--HN HHAIDEKTGE IY[JISLDSKL
furll28 sn11--[ BsEFFDERSGR FHEIDPSLL-
fur3538 FEASRH--Hfj HHFHCEQCDR VYQIEICPI-
* *
P71086 EIYGVCQECS KEENH
fur979 NIYGTCNE-—- HSSSK
furl972 ENCNLSITLE GEENF
furll28 LLTGN-—--- LVSET
fur3538 ILYGTCSDC- NSKAQ
+ &

ETGVEITFOR
EEGLEITNCOR
DAGINVIVOR
SVSIQPTIOR
ETVLENTEQE

VFRESGLVEE
IMVESLGLLOE
LFAEEGIVNL
ILVELGLLEE
HIMETGTTHE

EVjoLAREVT
QLOEQARRFEN
offgvisELEQ
SLS—-SKLPP
PL-—-DESPK

Pr1iEYLVNS
MLVAERIFSL
LOMANLLLSK
ISICQYVLCE
GE ILEVLEMA

LTYGD-LSSR
HNFGR-JYEY
LELES-GITL
FRFSCLGESV
IHLPG-ESSR

crEvSH-HRL
GFEITG-HSL
DFELETESSL
EFLVNE-TDI
GFTVDT-HEI

Anexo 4: Correlagao entre os nimeros de acesso de genes e proteinas utilizadas.

As entradas da primeira coluna mostram os nomes utilizados para cada primer.

Nome Locus Tag (gene) Numero de acesso (proteina)
16s LIC11010

1128 LIC11158 YP_001128.1

1972 LIC12034 YP_001972.1

979 LIC11006 YP_000979.1

3538 LIC20147 YP_003538.1

LexAl LIC12305 YP_002239.1

LexA2 LIC12654 YP_002577.1

recA LIC11745 YP_001697.1

dinP LIC13052 YP_002964.1
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Anexo 5: Alinhamento entre p71086 e as 4 Furs
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Alinhamento entre P71086 de Bacillus subtilis e as 4 furs. Os aminoacidos em destaque sdo os aminoacidos
destacados como essenciais por Hellmann et al. Os aminoacidos em verde representam o grupo relacionado a um
possivel sensor de ions. Os aminoacidos em vermelho séo sugeridos como de ligacdo a ferro em Pseudomonas
aeruginosa. Os aminoacidos em amarelo estdo relacionados a ligacdo a zinco. Os aminoacidos com um asterisco

estao presentes em P71086 e fur3538.

Nome

Locus Tag (gene)

Accession number (proteina)

16s
1128
1972
979
3538
LexAl
LexA2
recA
dinP

LIC11010
LIC11158
LIC12034
LIC11006
LIC20147
LIC12305
LIC12654
LIC11745
LIC13052

YP_001128.1
YP_001972.1
YP_000979.1
YP_003538.1
YP_002239.1
YP_002577.1
YP_001697.1
YP_002964.1
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ABSTRACT

Leptospirosis is an emerging zoonosis with important economic and public health consequences
and is caused by pathogenic leptospires. The genus Leptospira belongs to the order Spirochaetales and
comprises saprophytic (L. biflexa), pathogenic (L. interrogans) and host-dependent (L. borgpetersenii)
members. Here we present an in silico search for DNA repair pathways in Leptospira spp. The relevance of
such DNA repair pathways was assessed through the identification of mMRNA levels of some genes during
infection in animal model. The search was performed by comparison of available Leptospira spp genomes
in public databases with known DNA repair-related genes. Leptospires exhibit some distinct and
unexpected characteristics, for instance the existence of a redundant mechanism for repair a chemically
diverse spectrum of alkylated nucleobases, a new MutS-like gene and a new shorter version of UvrD.
Although gram-negative, Leptospira spp shares some characteristics from gram-positive, as the presence of
PcrA, two RecQ paralogs and two SSB proteins; the latter is considered a feature shared by naturally
competent bacteria. We did not find a significant reduction in the number of DNA repair-related genes in
both pathogenic and host-dependent species. Pathogenic leptospires were enriched for genes dedicated to
base excision repair and to non-homologous end joining. Their evolutionary history reveals a remarkable
importance of lateral gene transfer events for the evolution of the genus. Up-regulation of specific DNA
repair genes, including components of SOS regulon, during infection in animal model validates the critical
role of DNA-repair mechanisms for the complex interplay between host/pathogen.

Keywords: Leptospira, DNA repair, bacterial genomics, mutagenesis, SOS response.



BACKGROUND

The genus Leptospira belongs to the order Spirochaetales, and the genetically based classification
indicates the existence of at least 19 species (13 pathogenic and six saprophytic). Leptospira species are
categorized into 24 serogroups and 250 serovars, based on the expression of surface-exposed
lipopolysaccharide (LPS) (Evangelista and Coburn 2010). Pathogenic leptospires are the etiologic agents of
leptospirosis, an emerging and worldwide zoonosis with important economic and public health
consequences, in particular to developing tropical countries (Ko et al. 2009). Leptospires can infect a great
range of animal species that compose their natural reservoir, colonizing kidneys and being shed in the urine
during the whole life of these animals (Levett 2001). Humans are considered incidental hosts, and infection
occurs through direct contact with infected animal urine or indirectly through contaminated water.

Functional studies are hampered by the lack of consolidated techniques for genetic manipulation of
pathogenic leptospires. As consequence, the molecular mechanisms of Leptospira pathogenesis are still
poorly understood. However, this scenario is changing due to the availability of genomic information.
Whole-genome sequences of the pathogenic L. interrogans serovars Lai and Copenhageni, and L.
borgpetersenii serovar Hardjo, as well as two strains of the free-living L. biflexa are driving the knowledge
of their host-pathogen relation. For example, it became clear that the restricted pathogenic life-style from L.
borgpetersenii results from the detriment of some genes necessary for environment sensing as well as
metabolite transport and utilization (Bulach et al. 2006). On the other hand, L. interrogans does not show
this level of genome reduction, and, as consequence, the bacteria can survive in water or mud for weeks,
after what they are still able to infect the host (Ren et al. 2003; Nascimento et al. 2004). L. biflexa shares
60% of gene content with the pathogenic species, therefore it is considered an excellent model for the study
of Leptospira evolution (Picardeau et al. 2008). Lateral gene transfer (LGT), considered a minor
contributor to the overall genetic composition of the genus (Picardeau et al. 2008), might have an important
role in this process.

As any living organism, leptospires have to deal with endogenous and exogenous agents that
threaten its genetic material, resulting in DNA alterations, or lesions, that may disturb several metabolic
processes (Friedberg et al., 2006) DNA repair pathways are the main mechanisms for DNA safeguarding,

and are able to remove virtually all known kinds of lesions. The remaining lesions that were not removed



and block the progress of replication forks during DNA replication are tolerated by cells through DNA
damage tolerance pathways. These latter efficient mechanisms differ from DNA repair because rather than
restoring DNA to its proper sequence and structure, the lesion is still present in the DNA.

DNA repair capacity of Leptospira spp was barely addressed until now. The sensitivity to UV-C
irradiation and to the DNA cross-linking agent mitomycin C was compared among the saprophytic and
pathogenic species. Although L. interrogans and L. biflexa have a photoreactivation DNA repair
mechanism, the pathogenic Leptospira was the most sensitive to both agents (Stamm and Charon 1988).
Recently, our group showed the activation of SOS response following UV-C-induced DNA damage in L.
interrogans serovar Copenhageni (Fonseca et al. 2013). Surprisingly, the typical DNA repair genes were
not regulated by LexA, supporting the notion that the gene content from different species might differ in
their expression regulation. In addition, this serovar has a second LexA ortholog (LexA2), which most
probably was acquired by lateral gene transfer (LGT) (Fonseca et al. 2013). Moreover, the importance of
genomic stability in maintaining the virulent status of L. interrogans serovar Lai was suggested by genomic
and proteogenomic analyses (Zhong et al. 2011; Lehmann et al. 2013). Low expression of DNA repair
genes in the virulence-attenuated IPAV strain may be responsible for insertions, deletions and single-
nucleotide variations found in 101 genes in comparison to its highly virulent ancestral strain, 56601.

This work presents a thorough bioinformatics search for DNA repair pathways in the genus
Leptospira based on genomic information. ORFs from Leptospira spp genome with significant similarity to
known DNA repair-related genes were searched and analyzed. The genes involved in DNA repair are, in
general, part of the cell core metabolism and they maintain a strong similarity in different bacterial
genomes. However, this search revealed intriguing differences in Leptospira, suggesting a distinct
biological diversity in response to DNA damage. Leptospira spp is provided with an unusual number of
genes involved in reversion and removal of alkylated lesions and for members of the superfamily 1A
helicase. So far, these activities appear to be the most extensively verified among other bacteria. In
addition, the DNA repair core genes from saprophytic and pathogenic bacteria differed in some extension.
Pathogenic leptospires were enriched for genes dedicated to base excision repair, responsible for the
removal of small, non-helix-distorting base lesions from the genome. Surprisingly, lateral gene transfer

events appear to be responsible for most of these acquisitions and provide evidence for the genome



dynamic of the genus. The relevant activation of some DNA repair pathways and the SOS response was
assessed through in vivo expression analysis during leptospirosis in animal model. DNA repair genes
showed up-regulation in kidney from susceptible mice during the acute phase of the infection. On the other

hand, components from SOS regulon were up-regulated in both intermediate and susceptible mice.

METHODS
o Identification of DNA repair genes

BLAST similarity searches using the DNA repair genes were first performed with E. coli as seed.
Whenever an important gene was absent in E. coli other organisms were used: Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Mycobacterium tuberculosis or Caulobacter crescentus. The searches were conducted against the
non-redundant (nr) protein sequence database (BlastP) (Altschul et al. 1990) restricted individually for each
complete leptospira genomes (Leptospira biflexa serovar Patoc str. 'Patocl (Paris)’, RefSeq NC _010602.1,
NC_010843.1 and NC_010844.1; Leptospira biflexa serovar Patoc str. 'Patoc 1 (Ames)', RefSeq
NC_010842.1, NC_010845.1 and NC 010846.1; Leptospira interrogans serovar Copenhageni strain
Fiocruz L1-130, RefSeq NC_005823.1 and NC_005824.1; Leptospira interrogans serovar Lai str. 56601,
RefSeq NC_004342.2 and NC_004343.2; Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis strain JB197,
RefSeq NC_008510.1 and NC_008511.1; and Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis str. L550,
RefSeq NC_008508.1 and NC_008509.1). Significant results were considered only if E-values were lower
than 10™ (as of July 2013). Candidate genes were thus confirmed both by sequence similarity searches
(BlastP with default parameters, against nr database) and domain analysis (Pfam (Punta et al. 2012) and
HHpred (Sdding et al. 2005). The list of organisms used in this study, as well as the seed sequences used to
perform the similarity searches when absent in the phylogenetic trees, are shown in Table S1.

e Phylogenetic analyses

For the phylogenetic analyses, protein sequences of genes were aligned using ClustalX 2.0
algorithm (Thompson et al. 1997) and all gaps were eliminated from the dataset. Phylogenetic
reconstructions were conducted in Mega5 (Tamura et al. 2007) and performed with Maximum Likelihood

(ML) and Distance Based Neighbor-Joining (NJ). Similar topologies were found for both algorithms



employed, but only one is displayed. Bootstrap assessment of tree topology (1000 replicates) was generated
and only bootstrap values greater than 50% are shown. The organisms and the accession codes of genes

investigated in the phylogenetic analysis are shown inTable S2.

¢ Animals and Leptospira strain.

The virulence of L. interrogans serovar Copenhageni (ATCC BAA-1198) was maintained by passages
in golden hamster (Mesocricetus auratus) as described (da Silva et al. 2012). Leptospires isolated from
animals were cultured in liquid Ellinghausen McCullough Johnson and Harris (EMJH) medium at 30°C
under aerobic conditions. After 5-6 days of culture, bacteria were counted in Petroff-Hausser counting
chamber and suspensions were used for infection of mice. The hamsters and the strains C3H/HeJ and
C3H/HePas of mice were provided by Instituto Butantan and Instituto de Ciéncias Biomédicas of
Universidade de S&o Paulo (SP Brazil). Samples used in this study were collected previously (da Silva et
al. 2012).

e Experimental infection of animals

We used material from kidneys of infected mice, during the acute phase of the disease, i.e. five days
after mice infection. The experimental design was described previously (da Silva et al. 2012). The strains
of C3H/HeJ and C3H/HePas mice were infected intraperitoneally with 1 x 107 leptospires (L. interrogans
serovar Copenhageni) and the remaining five animals of each strain were kept uninfected as control. In
parallel, four 3-4 weeks-old hamsters were infected with the same dose to confirm the virulence of the
bacteria. Samples of six mice were collected at days O (un-infected animals) and 5 after inoculation.
Samples were kept at -80°C until analysis. The protocol used in this study was approved by the Ethical
Committee for Animal Research of Butantan Institute (number: 560/08).

¢ RNA manipulation and quantitative PCR

Organs from infected mice were collected in liquid nitrogen and kept to -80°C, as previously described
(da Silva et al. 2012). Total RNA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen). An aliquot of 2 g RNA of

each sample was transcribed to cDNA using RevertAid™ H Minus Reverse Transcriptase (Fermentas). The
oligonucleotides sequences for lexAl, recA, recN, LIC 12362 (alkA2), LIC11717 (uvrA) and LIC13064 (tag) genes
were previously described (Fonseca et al., 2013). Additional oligonucleotides sequences were: LIC12677 (DNA lig)

forward (AGCTCTCTTCAAACCGGAAC) and reverse (CTGTGTATCCTTTCGCCATCT), LIC 10238 (alkAl)



forward (CCTTCGCCCGAACAGATTT) and reverse (GCCTCAGCGATACGTTTGAT), LIC_13402 (ada) forward
(TTCTCTCTAAACCTCAAACCACTT) and reverse (CGGAGTCATCCCTTCAATCTTTA), and 16S forward
(TTCAGTTGGGCACTCGTAAGQG) and reverse (CGTGTGTTGCCCTAGACATAA).

Quantitative PCR reaction (qPCR) was carried out with the Syber Green Master Mix (Applied
Biosystems, USA) using 100 ng of cDNA for samples of kidney and 10 ng for samples of bacteria from
EMJH cultured 5 days at 30°C, 5 moles of each forward and reverse primer in 12 L final reaction. The PCR
thermal cycle conditions were described previously (da Silva et al. 2012). gPCR analysis was performed
using the Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System. Cycle threshold (Ct) values for specific genes
were normalized to the Ct values of the leptospiral 16S mRNA gene and expression fold change compared
to gene expression levels in vitro EMJH cultured Leptospira. The relative levels of mRNA from each
selected gene were analyzed using 2" method described by (Livak et al. 2013). All real-time PCR
reactions were performed in triplicate and the results represent the data of two individual experiments. Any
values outside one absolute deviation around the median (MAD-median method) were considered outliers
(Leys et al. 2013) and were not considered for analysis. P values were calculated through two-tailed

Student’s t-test. Statistics and plotting of data were done in Prism software (GraphPad).



RESULTS

Genomic information from saprophytic and pathogenic leptospires was screened for open reading
frames with significant similarity to genes known to play roles in DNA repair and/or tolerance. This search
was performed only in genomes from leptospires whose sequence is available at the RefSeq collection.
Five main categories of DNA repair were investigated: 1. direct repair; 2. excision repair; 3.
recombinational repair; 4. DNA damage tolerance and 5. other repair related proteins. Fig. 1 summarizes
our findings. Activation of some DNA repair pathways was tested in experimental intermediate and

susceptible mice models through the detection of the corresponding transcripts by qRT-PCR.

1. Direct repair

Direct repair reverts DNA damage to its original structure, in an error-free single-step reaction. It can be
achieved by photoreactivation, alkyltransfer and oxidative demethylation.
1.1. Photoreactivation

Photoreactivation is performed by photolyase enzymes that revert pyrimidine dimers induced by
UV irradiation through light absorption. The photolyase family shares a flavin adenine dinucleotide (FAD)
as catalytic cofactor and includes CPD and 6-4 photolyases, that repair CPD (cyclobutane pyrimidine
dimer) and 6-4 lesions, respectively, and the cryptochromes, that function as photoreceptors (Menck 2002).
The presence of photolyase-encoding genes in leptospira genomes has a direct correlation with their
respective life-style (Fig. 1 and 2a). L. borgpetersenii, the obligate pathogen, has no single ortholog (Table
S3), while L. interrogans and L. biflexa encode a protein with similarity to photolyase family Il (called
photolyase b), which is closer phylogenetically to eukarya photolyases and cryptochromes (Table S3 and
Fig. 2a, shaded). In addition to photolyase b, L. biflexa possesses another copy, similar to phra-like gene
from Rhodobacter sphaeroides (Fig. 2a, asterisks). Leptospires also present another putative photolyase,
encoded by the spIB gene (Table S3). The homologous protein from B. subtilis repairs the exclusive UV-
induced lesion 5-thyminyl-5,6-dihydrothymine from spores, when DNA is highly compacted. The role of
this putative protein in Leptospira spp remains to be determined.

1.2. Alkyltransferases and DNA glycosylases for removal of N-alkylated bases
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Alkylated damages occur as result of interaction of environmental or endogenous compounds with cellular
macromolecules, such as lipid peroxidation, subsequently generating a variety of adducts with different potential of
genotoxity. The most specific and genetically regulated system for repairing alkylated damage is the direct repair,
through the alkyltransferases coded by the ada and ogt genes in E. coli. The products of these genes, O°-alkylguanine-
DNA alkyltransferase | and 11 (O° AGT | and O° AGT II), respectively, act as a single agent, removing the alkyl
groups in a non-enzymatic suicide mechanism (Pegg and Byers 1992). While ogt is absent in Leptospira spp., all
species have ada and an alkyltransferase-like (atl) gene, whose identities were determined by phylogenetic analysis

(Fig. 1 and 2b).
1.3. Oxidative demethylation

The unique gene involved in oxidative demethylation pathway in E. coli is alkB, and only L. biflexa shares an
orthologous (Table S3). AIKB protects cells against the cytotoxic effects of Sy2 methylating agents, through an
unprecedented oxidative dealkylation mechanism that requires alpha-cetoglutarate, oxygen and iron (II) (Falnes and

Rognes 2003).

2. Excision repair

Although efficient, direct reversion of lesions is limited due to the high enzyme/substrate
specificity. Therefore, organisms have broader mechanisms that remove damaged bases and allow the
polymerization of the correct nucleotide sequence in an error free manner.
2.1. Base excision repair

Base excision repair (BER) protects the genome from small modifications into nitrogenated bases
from DNA. Such lesions are generated by spontaneous chemical modifications in DNA or by chemical
assaults, as those induced by macrophages, resulting in oxidation or alkylation of the base. Excision of the
damaged base requires the sequential activity from DNA glycosylases, apurinic/apyrimidinic (AP)
endonucleases and an exonuclease. The repair is finalized by a repair polymerase, such as Pol I, and
ligated, restoring the nucleotide to its undamaged form (Dalhus et al. 2009). The main genes involved in
BER are present in Leptospira spp (Fig. 1). The monofunctional DNA-glycosylases diverged considerably
among pathogenic and saprophytic species (Table S4). The only exception is the adenine DNA glycosylase

(MutY), responsible for removing the adenine mispaired with 8-oxoguanine (8-oxo-G), common to all
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leptospire species. On the other hand, all leptospires contain only one bifunctional DNA glycosylase
(endonuclease III), which also contain a lyase activity that cleaves the backbone immediately 3' to the AP
site, and a single AP endonuclease, the exonuclease 11l (Table S4).

The glycosylases Tag and AlkA also remove alkylated damages. Orthologues for alkA are absent in
L. biflexa, while there is only one in L. borgpetersenii and two in L. interrogans. Both LI1C10238 (termed
here AlkA1) and L1C12362 (AlkA2) from L. interrogans show a great degree of similarity in amino acids
sequence and inferred secondary structure with the corresponding proteins from E. coli and B. subtilis
(Labahn et al. 1996; Yamagata et al. 1996) (Fig. 3a). The product from LIC10238/LA0281 gene (marked as
AIKA1) clusters with L. borgpetersenii AIKA and other pathogenic leptospires, while LIC12362/LA1370
(AIkA2, shaded in Fig. 3b) clusters with a very distant group, suggesting its acquisition by a lateral gene
transfer event (LGT). LGT might also explain the presence of tag orthologs only in L. interrogans (Table
S4). This hypothesis is reinforced by its genomic neighborhood, with adjacent transposase genes (Fig. S1).

Curiously, orthologues for the new structural DNA glycosylases AIkC and D, with narrow phyletic
distribution, are found in the genus. The reduced-genome L. borgpetersenii possesses one ortholog for
alkD, while L. biflexa has alkC and D orthologues. However L. interrogans presents more diversity, with
two alkD and one alkC genes. (Table S4).

Although uracil-DNA glycosylases (UDG) are present in all leptospires, the occurrence of two
UDGs is exclusive to pathogenic leptospires. UDGs are universal DNA repair enzymes that catalyze the
removal of mismatched uracil from DNA, originated from deamination of cytosine or by misincorporation
of dUTP (Friedberg et al. 2006). UDGs from pathogenic and saprophytic leptospires belong to different
groups, as phylogenetic inference reveals (Table S4 and Fig. 4). UDG from saprophytic bacteria belongs to
family 1, which is the most efficient Uracil-DNA glycosylase. On the other hand, UDG from pathogenic
Leptospira represented by LIC 10548 belongs to family 4, found in thermophilic organisms (Fig. 4).
LIC_10548 clusters with UDGs from other spirochaetes, suggesting this is the original ortholog for the
genus, while LIC_13102 and LEPBI_10821 were acquired through a LGT event. We could not assign a
family for LIC_13102 neither comparing its domains nor by phylogenetic analysis (Fig. 4). Nevertheless,

this protein has the characteristics of and clusters with thermostable proteins from families 4 and 5.
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The genus Leptospira showed remarkable differences among nudix-hydrolase superfamily
members, the MutT-like proteins (Table S4). We found four, six and seven proteins from this family in L.
biflexa, L. borgpetersenii and L. interrogans, respectively. They perform nucleotide pool sanitization,
which is essential to maintain genomic stability. For example, MutT is able to remove 8-oxo-(d)GTP from
the nucleotide pool, an oxidated form of (d)GTP which is highly mutagenic if incorporated in DNA (Cox
and Yanofsky 1969; Foti et al. 2012, Bhatnagar and Bessman 1988).

2.2. Nucleotide excision repair

Nucleotide excision repair (NER) is considered as the most flexible and versatile DNA repair
pathway, since it is responsible for removing any lesion causing distortion in the double helix (Truglio et al.
2006). This function is performed by UvrA, UvrB, endonuclease UvrC and helicase UvrD proteins.
Polymerase | and ligase proteins complete the repair reaction (Truglio et al. 2006). Transcription-coupled
nucleotide excision repair (TC-NER), that requires the TRCF protein (transcription repair coupling factor,
encoded by mfd gene), permits faster repair of the transcribed strand in active genes (Ganesan et al. 2012).
This pathway is also complete in Leptospira spp (Fig. 1 and Table S4).

Leptospires present four different UvrD-like proteins (Table S4). UvrD protein is a member of the
superfamily 1A helicase, which includes the very similar PcrA and Rep helicases (Petit and Ehrlich 2002).
Their domains are shown in Fig. 5, with the phylogenetic analysis that revealed the identity of all three
helicases. The N-terminal region of UvrD consists of the ATPase module of the protein (P-loop NTPase
domain) and its C-terminus is the domain of UvrD_C_2. PcrA is encoded by Gram-positive bacteria while
Rep and UvrD are exclusive to Gram-negative bacteria. Phylogenetic analysis of UvrD-like proteins
revealed the presence of all three helicases (Fig. 5). In addition, there is a shorter version of UvrD, which
seems to be specific to Leptospiraceae, with homologues only in L. biflexa, L. interrogans, Leptonema illini
and Turneriella parva (see Fig. 5 and Table S4). Phylogenetic tree generated for this gene family shows the
proximity of the short UvrD with Archea UvrD, a member from the new nuclease superfamily characterized
by the presence of the PDDEXK domain (Laganeckas et al. 2011).

2.3. Mismatch repair
Mismatch repair (MMR) is a post replicative repair that handles with some types of DNA damage

that leads to incorrect base pairing. As such, it acts by preventing mutations that arise from errors of replication or
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recombination, ensuring the fidelity of DNA replication and repair. Recognition of a mismatch is done by the highly
conserved MutS and MutL proteins, which directs the endonuclease activity of MutH in E. coli. MutH shows limited
distribution among microorganisms and, as expected, is not found in leptospires (Fig. 1). At least in B. subtilis, MutL
could take the role of strand discrimination and lesion removal (Guarné 2012). The repair is completed by UvrD, DNA
polymerase 111 and DNA ligase (reviewed in Kunkel and Erie 2005). MutS and mutL genes are present in all three
species of leptospira, indicating that mismatch repair must be functional (Fig 1). Unexpectedly, we found a new
member from MutS subfamily (mutS3) in all leptospires (Fig. 1 and Table S4) (Lin, et al. 2007). Functional activity of
this paralogue is not documented and its role in DNA metabolism remains to be elucidated.

We found one ortholog for Dam methylase only in the genome-reduced L. borgpetersenii (Table

S4), suggesting its acquisition through LGT event.

3. Recombinational repair

Recombinational repair is essential to all living organisms, as it deals with double-strand break
damages (DSB), single-strand gaps and it restores blocked or destabilized replication forks (Friedberg et al.
2006). In most bacteria these processes are performed by homologous recombination (HR) apparatus.
3.1. Homologous recombination

Homologous recombination (HR) involves genetic exchanges between two DNA molecules that
share an extended region of nearly identical sequence. There are two main pathways acting in HR: the
RecBCD, which recognizes DSBs, while RecFOR, DNA nicks and gaps, and an alternative one, RecQJ
(Wigley 2013). The three pathways are represented in all leptospires, (Fig 1 and Table S5).

RecA is the central protein in homologous recombination and it requires single-stranded DNA
(SSD) to promote homology search and associated DNA strand exchange. SSDs are generated by the
exonucleolytic activity of RecBCD (exonuclease V), resulting in 3' overhang remaining of the strand
(Kowalczykowski SC, 2000). Single-stranded-DNA-binding protein (SSB) binds to this extremity and
modulates the RecA-DNA filament formation. Leptospires possess two orthologs for ssb (they share 36%
identity and 56% similarity among them). With few exceptions, naturally competent bacteria contain two
SSB proteins while non-competent bacteria express only a single protein (Lindner, et al. 2004). Leptospires

also show redundancy in the auxiliary DNA end-resection pathway, dependent on RecQ helicase and RecJ
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exonuclease (Chu and Hickson 2009). However, as found in gram-positive, leptospires encode an
additional shorter version of RecQ, named RecS (Lenhart et al., 2012). RuvABC complex and RecG
protein, that promote branch migration (for review, see Friedberg et al., 2006), are fully represented in the
genome of leptospires (Table S5).

SMC family members (structural maintenance of chromosomes) Mrel1-Rad50 and RecN proteins
are also found in leptospires (Table S5). Mrell-Rad50 proteins, known as ShcD and ShcC respectively, are
highly conserved and they have the specific role to associate and stabilize DNA ends at a DSB (Ciccia and
Elledge 2010).

3.2. Non homologous end joining

When a homologous chromosome is not available, DSBs can be repaired through a low-fidelity
pathway, the non-homologous end joining (NHEJ). NHEJ catalyzes end joining of two broken DNA ends,
using minimal or no sequence homology, and therefore it is highly mutagenic (Pitcher et al. 2007).
Bacterial NHEJ is a two-component DNA repair pathway consisting of a Ku homolog and an ATP-
dependent ligase (ligD). Orthologous for ATP-dependent ligase were found in L. interrogans (Table S5),
suggesting its acquisition through LGT event. In addition, L. interrogans shares a Gam-like protein, as part
of a prophage (Qin et al. 2008; Fonseca et al, not published data). Gam-like proteins are the orthologs of
eukaryotic Ku, protect recombination intermediates from RecBCD and allow both phage rolling cycle
replication (Hillyar, 2012) and bacterial non-homologous end joining to occur (d'Adda di Fagagna, Weller

et al. 2003).

4. DNA damage tolerance

When the DNA replication machinery faces a remaining lesion that was not removed, replicative
bypass over noncoding bases is recruited. Y-family translesion synthesis (TLS) polymerases have the
special ability to bypass lesions that block progression of replicative DNA polymerase. We found a very
limited distribution of Y-family TLS polymerases among leptospires (Table S6). E. coli PolV, the umuDC
gene product, is absent in leptospires, as well as the error-prone processing cassette expressing a second
copy of the catalytic subunit of Pol 111, dnaE2, imuA and imuB (Galhardo et al. 2005; McHenry 2011). On

the other hand, Pol 1V, the dinP gene product, is present in L. biflexa and L. interrogans (Table S6). L.
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borgpetersenii lost this ortholog, most probably due to genomic rearrangements, since a transposase
insertion is found in its corresponding locus (Fig. S2).

L. biflexa encodes an ortholog for archaeal B family DNA polymerase (Table S6). This family was
described as inactivated since it contains disrupted versions of the essential sequence motifs for the
catalytic function (Rogozin et al. 2008). LGT event was associated with its presence in L. biflexa and two

other bacteria. However, no clues to its functional activity were exposed until now.

5. Other repair related proteins
5.1. SOS system

Another important function of RecA protein is the regulation of SOS pathway. The SOS is an
inducible and coordinated pathway comprised by a variable set of genes, and it is regulated by the repressor
LexA and the sensor of ssDNA, RecA. (Friedberg et al. 2006). All Leptospira species have both lexA and
recA genes, suggesting a functional SOS system. The serovar Copenhageni, exclusively, possesses a
second ortholog for LexA (lexA2), acquired by LGT. It binds to its own promoter, while LexAl controls at
least nine genes (lexAl, lexA2, recA, recN, dinP, and four genes encoding hypothetical proteins) (Fonseca
et al. 2013). Modulation of RecA activity is achieved by RecX in E. coli and B. subtillis. However, we did
not find corresponding orthologs in Leptospira spp, suggesting a different mechanism for RecA

modulation.

6. DNA repair induction during experimental leptospirosis

The relevance of DNA repair pathways in Leptospira biology was assessed through evaluation of
in vivo gene expression in experimental intermediate and susceptible mice models. Previous studies from
our group showed a different expression profile of some inflammatory mediators following inoculation
with virulent L. interrogans serovar Copenhageni between C3H/HeJ mice and its parental lineage,
C3H/HePas (da Silva et al. 2009; da Silva et al. 2012). The first is a TLR4 mutant, susceptible to
leptospirosis, while the second shows an intermediate response. We used the same material from kidneys
during the acute phase of infection (day 5), since this is the preferable organ for leptospira colonization,

both lineages show similar levels of inflammatory chemokines and the amount of leptospires in this organ
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is maximal (da Silva et al. 2009; da Silva et al. 2012). Transcripts from both alkAl (LIC_10238) and alkA2
(LIC_12362), ada (LIC _13402); tag (LIC _13064); uvrA (LIC_11717) and ATP dependent DNA ligase
(LIC_12677) were quantified by reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) and normalized to 16S
rRNA control. Corresponding Ct values were compared to the in vitro cultured (EMJH) leptospires. The
gene expression profile, expressed as log, of the fold change between the two conditions, is presented in
Fig. 6. With the exception of ada and alkAl-LIC_10238 (data not shown), which were barely expressed
both in EMJH and in vivo, all other genes showed up-regulation in the infected organ from susceptible
mice.

We also evaluated the recruitment of SOS response by measuring mRNA levels of the regulators
lexAl (LIC_12305) and recA (LIC_11745), and the SMC family member, recN (LIC_11620) (Fig.6). The
LexAl targets (recA and recN) were up-regulated in both susceptible and intermediate mice, while lexAl

was not.

DISCUSSION

This work assessed the genomic content for DNA repair-related genes in the genus Leptospira spp.
Comeparative analysis revealed similarities among the genus, most probably acquired by the common
ancestral. The set of Leptospira DNA repair genes diverges considerably from model organisms, what
renders it as an interesting organism for future studies. Some examples are the unusual number of genes
related to reversion or removal of alkylation lesions and the presence of the uncommon mutS3 and short
UvrD. In addition, although gram-negative, leptospires share some orthologous from gram-positive bacteria
involved in direct repair, NER and HR. Functional and evolutionary implications of these peculiarities
should be further investigated.

We observed striking differences among the free-living L. biflexa, the facultative pathogen L.
interrogans and the host-dependent L. borgpetersenii. Most of the differences were consequence of gene
gain from pathogenic bacteria rather than gene loss. DNA repair genes are overrepresented in L.
borgpetersenii in relation to its genomic content, as observed for specialized bacteria with tiny genomes
(Merhej, Royer-Carenzi et al. 2009). In fact, representation of such genes was slightly higher in the

pathogenic L. interrogans. Phylogenetic analysis for DNA repair genes showed a distinct evolutionary
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history compatible to lateral gene transfer. As observed for others (Chou et al. 2012; Ricaldi et al. 2012;
Fonseca et al. 2013; Lehmann et al. 2013) phylogenetic origin of laterally transferred genes suggests a
special ability of leptospires to exchange genetic material with other bacteria. However, although its natural
competence was not determined, the presence of two ssb genes indicates the occurrence of such
phenomena. To date, the only system by which leptospires could acquire genetic information is the phage
system in L. biflexa (Faine et al. 1999). Recently, Zeng et al., 2013 identified one of the SSB orthologs
(LA _1676) as component of the extracellular proteome. Extracellular proteins play important roles not only
in competence, but also in pathogenicity, and this new finding opens the possibility for a new function for
SSB protein in Leptospira physiology.

We observed some correlation among Leptospira’s life-style and the occurrence of some genes, for
instance photolyase-encoding genes. While L. borgpetersenii does not exhibit any ortholog, L. biflexa is
provided by a photolyase from family Il and by a phra-like protein. Phylogenetic analysis clustered the
phra-like to the same branch of Rhodobacter sphaeroides protein (Fig. 2a). This new photolyase is
characterized by a [4Fe-4S] cluster within the catalytic domain and its expression is upregulated in
response to singlet oxygen and hydrogen peroxide (Geisselbrecht et al. 2012). The existence of a catalase
gene downstream of L. biflexa phra-like gene reinforces a similar mode of regulation.

Leptospira spp is provided with an unusual number of genes related to reversion or removal of alkylation
lesions (Fig. 1). There are several natural sources of DNA-alkylating agents, from natural antibiotic to normal
metabolic products, including intracellular S-adenosylmethionine (SAM) and alkylating stress generated by immune
system (Friedberg et al. 2006). All species have O°-alkylguanine-DNA alkyltransferase | (O°AGT I) which in E. coli
regulates four genes, ada, aidB, alkA and alkB (Friedberg et al. 2006). However, the existence of such mechanism in
leptospires was not documented so far. The DNA binding motif is absent in O°AGT | from leptospires as already
documented for other bacteria (Martins-Pinheiro et al. 2007). Our survey also revealed the existence of a novel class of
alkyltransferases in leptospires, the alkyltransferase-like (ATLs) (see Fig.2b). They were described as homologues of
alkyltransferases lacking the alkyl acceptor cysteine, which is replaced by other residues (Margison, Butt et al. 2007).
Although these proteins seem to overlap substrate specificity with other alkyltransferases, the absence of intrinsic
alkyltransferase, glycosylase, or endonuclease activities reinforces the idea of their interaction with other DNA repair
proteins to remove the adducts (Pegg 2011; Schérer 2012). In fact, recent works suggest they bind alkylated DNA and

shunt the damaged DNA into nucleotide excision repair pathway (Wilkinson et al. 2012).
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In addition, leptospires possess several alkyl-DNA glycosylases, and L. interrogans harbors the higher
number of genes with this function. Orthologues for AIkC and AIkD, with narrow phyletic distribution, were found in
all three leptospires (Fig. 1). AIkC and D 3-methyladenine glycosylases are single domain proteins specific for
removal of alkylated bases, with high specificity (Alseth et al. 2006). Beyond alkC and the two alkD, L. interrogans
also bears tag and two alkA. Phylogenetic analysis suggested the acquisition of LIC12362/LA1370 (AlkA2, shaded in
Fig. 3b) through a LGT event. Surprisingly, while AlkA1 was barely expressed in vitro and in vivo conditions, AIkA2

was up-regulated in kidneys from susceptible mice during acute phase of infection (Fig. 6).

Enrichment of orthologous for nucleotide pool sanitization genes in pathogenic species might be associated
with oxidative burst promoted by host macrophages. According to this possibility, Luo and colleagues, 2011 identified
a virulent-attenuated mutant for one nudix-hydrolase in Lai serovar (LA _3977). However, they described the absence
of the corresponding protein in saprophytic L. biflexa, which is not corroborated by our similarity searches. As shown
in Table S4, LA 3977 has orthologs in all three species.

Nucleotide excision repair is fully represented in leptospires, but the most unanticipated finding
was the identification of four genes encoding UvrD-like proteins (Fig. 1 and 5): UvrD, a member of the
superfamily 1A helicase, the similar gram-positive PcrA, the gram-negative Rep helicase and the exclusive
short version of UvrD, specific to Leptospiraceae. Superfamily 1A helicases are highly processive 3’-5’
ssDNA translocases and are involved in multiple cellular processes (Friedberg et al. 2006). To our
knowledge Leptospira spp is the first organism that shows this apparent redundancy for such helicases and
their functional interplay is subject for future studies. UvrD is required for releasing the excised
oligonucleotide from the post-incision complex in both NER and MMR, and this action depends on its
interaction with other proteins. Functional activity of the new short UvrD helicase is still an enigma and
future experimental studies are required. In E. coli, the truncated form of UvrD obtained through deletion of
40 or 102 residues for the C-terminal region shows reduced affinity for single-stranded DNA, but retains
helicase activity on a variety of substrates (Manelyte et al. 2009).

Post replicative mismatch repair has two special characteristics in leptospires: the occurrence of a
second MutS gene and a dam methylase in L. borgpetersenii. MutS3 belongs to a recently described family
with restricted distribution (Lin, et al. 2007) and it is up-regulated after exposition of L. interrogans to UV-
irradiation (Fonseca et al., unpublished data). On the other hand, dam was identified only in host-restricted

L. borgpetersenii. Functional activity of Dam methylase is well known in Gammaproteobacteria, as being



19

responsible for the epigenetic modification of DNA adenine through methylation. Dam plays special role in
host-pathogen interactions through the regulation of virulence gene expression in Escherichia coli (Marinus
and Casadesus, 2009). The impact of Dam activity in L. borgpetersenii was not investigated yet, but special
attention should be directed to this aspect.

To repair DSB and destabilized replication forks, leptospires have the whole apparatus of
homologous recombination (Fig. 1). In addition to RecQ, leptospires share RecS helicase with gram-
positives. RecQ helicases are characterized by three conserved regions: 1. helicase domain, essential for
ATP binding and hydrolysis; 2. RecQ carboxy-terminal (RQC) domain, restricted to RecQ family members
and 3. Helicase and RNase D C-terminal (HRDC) domain, absent in RecS, might have an auxiliary role in
nucleic acid binding (Chu and Hickson 2009).

During stationary phase, when a homologous chromosome is not available, bacteria rely on NHEJ.
Only L. interrogans bears both components for NHEJ: a Gam-like protein and an ATP-dependent ligase.
Game-like is homologous to the eukaryotic Ku protein, relatively rare in bacteria. There is no obvious
phylogenetic pattern between the bacteria that possess it. Therefore, NHEJ systems may most commonly be
acquired by LGT events (Bowater and Doherty 2006). Transition from dividing cell to a more quiescent
cellular state may be triggered by environmental changes, followed by cellular adaptation, such as
sporulation or microfilm formation (Wilson et al 2003). Up-regulation of ligD in our experimental
susceptible mice model suggests NHEJ requirement during infection. This could indicate a critical period
for Leptospira’s adaptation during the transition phase from environment to host.

Despite the presence of such DNA repair mechanisms, it is likely that the replication machinery
would still encounter misrepaired or even unrepaired lesions. In this scenario, low fidelity polymerases are
recruited to promote translesion DNA synthesis (TLS). DNA pol IV was the sole TLS polymerase found in
free-living L. biflexa and pathogenic L. interrogans. Absence of any TLS polymerases in L. borgpetersenii
indicates its incapability to deal with DNA lesions blocking DNA replication. As consequence, reduced
survival under such stressing situations is expected. The same proposition was done by Boscaro et al., 2013

for the genome-reduced symbiont Polynucleobacter necessarius.
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To ensure genome stability, bacteria coordinate a complex network to ensure survival and
adaptation to changing environments, the SOS response (Baharoglu and Mazel 2014). Recently, we
identified the presence of a second ortholog for LexA only in the serovar Copenhageni (Fonseca et al.
2013). The so-called LexA2, probably acquired by LGT, is fully functional and able to control its own
expression. Transcriptional analysis associated with electrophoretic mobility assays allowed us to expand
our knowledge for SOS regulon composition in this serovar. LexAl controls the expression of at least nine
genes: lexAl, lexA2, recA, recN, dinP, and four genes encoding hypothetical proteins. Nevertheless, the
components of SOS regulon might diverge among the genus, and this could explain the striking difference
of sensitivity among L. biflexa and L. interrogans when exposed to UV irradiation. As discussed above,
NER and HR, responsible for repair UV-induced DNA lesions, are complete in both species. However, we
and others (Stamm and Charon 1988; Fonseca et al. 2013) showed strong sensitivity of L. interrogans to
this genotoxic treatment. While uvr genes are not up-regulated following UV exposition in L. interrogans
(Fonseca et al. 2013), the same is not true for L. biflexa (Bomediano et al., unpublished data). Therefore, it
is reasonable to propose that this difference in gene expression regulation is responsible for the higher
sensitivity of L. interrogans to this environmental mutagenic agent. This assumption is supported by our
expression analysis, as SOS components and uvrA genes are up-regulated during the acute phase of
infection in kidneys. Up-regulation of uvrA during infection implies a SOS-independent transcriptional
control of NER components in Leptospira interrogans to deal with DNA insults introduced during
infection. The existence of a second DNA damage response pathway was observed for M. tuberculosis
(Rand et al. 2003) and this possibility is not excluded for leptospira.

Adaptation of leptospira to host requires DNA repair, as suggested by our expression analysis.
During transition from a free-living to infective state, Caimano and colleagues, 2014 evaluated the
transcriptional profile of leptospires to host adaptation. mMRNA levels from SMC Mrell-Rad50 proteins
were significantly up-regulated. In addition, LIC_12653, regulated by both LexA repressors, was highly
expressed within the peritoneal cavities of rats. Our investigation explored the recruitment of some DNA
repair genes and SOS components during infection in animal model. Most of the tested genes showed up-
regulation in the infected organ from susceptible mice. Therefore, as intermediate mice did not have the

same expression pattern, DNA repair recruitment is not associated with immunological assaults that control
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infection. Up-regulation of tag should be highlighted, as the induction of the E. coli tag gene was never
reported. mMRNA from genes acquired by LGT, as Alk2, ligD and tag were enriched, indicating their
acquisition played special role during the evolution of the genus. On the other hand, SOS components were
up-regulated in both, susceptible and intermediate animals. Thus, most probably, SOS activation is
triggered by the environmental change (EMJH to kidney), which induces new challenges to the bacterium.
SOS activation in the urinary tract was also observed for UPEC pathogenesis (Li et al. 2010). Requirement
for RecA and LexA activity was essential for UPEC survival during infection, what is consistent with DNA
damage induction by the host intracellular environment. Our results point out to similar destabilization of

Leptospira genome during kidney infection.
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Figure Legends

Fig.1 Main DNA repair pathways present in Leptospira spp.
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Schematic representation of DNA repair pathways found in Leptospira spp. In every pathway, the genes
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required for each step are shown, with black, gray or white boxes representing the genes identified in L.
biflexa, L. borgpetersenii or L. interrogans, respectively. Asterisks indicate genes possibly acquired by
LGT events and hashtags, genes found in Gram-positives. The direct repair is carried out by photolyases

(phra, phrb, spIB) or alkyltransferases (ada, atl and alkB). Excision repair requires uvrABC and in some



27

cases mfd for NER; mono (alkA, alkC, alkD, mutY, tag, udg or mutY) or bifunctional (nth) glycosylases and
AP endonucleases (xth) for BER; and mutSL, interacting with the B clamp for MMR. The excision repair
pathways are finished by one of the uvrD-like helicases uvrD, small uvrD (uvrDs), pcrA or repA, DNA
polymerase | and DNA ligase (ligA). Homologous recombination requires RecFOR, RecBCD or RecJQ/S
to process DNA end and load RecA. The products from ruvABC resolve the Holliday junctions. Finally, the
two-component NHEJ pathway is found only in L. interrogans and consists of a Gam-like protein (gam)
and an ATP-dependent ligase (ligD).

Fig. 2 Phylogenetic relationships among photolyases (a) and putative alkyltransferase proteins (b)
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(a) Sequences were aligned by ClustalW program; gap-removed alignment was used for generating the
phylogenetic tree using maximum likelihood inference. The common photolyase from L. biflexa, L.
interrogans and close homologs are shaded. The phra-like from L. biflexa is highlighted by asterisks. Lines
are colored to distinguish the phyletic pattern of the corresponding functional groups: animal
crytpochromes and 6-4 photolyase (blue); DASH cryptochromes (orange); plant cryptochromes (violet);
class Il photolyase (red); Phra-like (black) and class | photolyase (green). (b) Relationships among

alkyltransferase proteins were inferred using the maximum likelihood method. Branches are colored to
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indicate the phyletic pattern of the corresponding functional groups: Ada (red); Ogt (green) and ATL

(brown). The corresponding Leptospira’s orthologs are shaded. Both analyses were conducted in MEGAS.

The bootstrap consensus trees were inferred from 1000 replicates and only bootstrap support levels > 50%

are shown. All position containing gaps and missing data were eliminated from the datasets. Accession

codes of the proteins analyzed are presented after the abbreviated names of organisms. Organism names are

shown in Table S2.

Fig. 3 Comparison of AIKA amino acid sequences and phylogenetic analysis
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(a) Amino acid sequence alignment and secondary structure prediction of LIC10238/LA0281 (AlkA1l) and

LIC12362/LA1370 (AlkA2) were carried out using E. coli and B. subtilis AIKA as reference. The proteins

are composed of 10 alpha helices (striped rectangles). The residues responsible for contact with DNA,

forming the base-binding pocket and the catalytic Asp are indicated. (b) Phylogenetic analysis of AlkA

amino acid sequences from several bacteria were done by maximum likelihood inference after alignment.

The bootstrap consensus trees were inferred from 1000 replicates and only bootstrap support levels > 50%

are shown. Leptospira clade is colored in orange and indicated by the bracket. The two AIKA present in L.

interrogans serovar Copenhageni are named alkAl and alkA2 and the sequences exclusive to L.
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interrogans are shaded. Local bootstrap values are attached to the internal nodes and organism names are

shown in Table S2.

Fig. 4 Phylogenetic analysis of leptospiral UDGs
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Phylogenetic analysis was performed using amino acid sequences from several bacteria, including
representatives from each of the five UDG families. Branches are colored to indicate the phyletic pattern of
the corresponding functional groups: UDG/SPQO1-like Family 4 (blue); UDG Family 5 (green); SMUG
Family 3 (rose); MUG Family 2 (purple) and UDG Family 1 (orange). Proteins from pathogenic and
saprophytic Leptospira spp clustered in different clades. Proteins from the Spirochaetes T. pallidum, T.
parva and LIC_10548, from L. interrogans serovar Copenhageni, were grouped in the same clade
(UDG/SPO1-like Family 4) and are shaded. LIC 13102 is indicated by asterisk. The proteins from L.
biflexa and B. burgdorferi clustered with UDGs from Family 1 and are in rectangles. Local bootstrap

values are attached to the internal nodes. Organism names are shown in Table S2

Fig. 5 Phylogenetic tree for UvrD and related proteins
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The phylogenetic tree was constructed using Maximum likelihood implemented in MEGAS. Bootstrap

values are reported in the figure only when higher than 50%. Schematic representations of domain structure

present in UvrD and UvrD-like proteins are shown: the yellow boxes characterize P-loop NTPase domains;
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the green box shows the C-terminal domain of UvrD_C_2; the PDDEXK domain (rose box) characterizes
members from a new nuclease superfamily (Laganeckas, Margelevicius et al. 2011). L. biflexa and
interrogans, together with the Spirochaetes Leptonema illini and Turneriella parva have a shorter UvrD
helicase. The Leptospira members with this shorter UvrD have four genes coding for uvrD/rep helicase
family. The accession codes of the proteins analyzed are presented after the abbreviated names of

organisms. Organism names are shown in Table S2.

Fig. 6 In vivo DNA repair-related genes expression
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Intermediate (C3H/HePas) and susceptible (C3H/HeJ) mice were inoculated with virulent L. interrogans
serovar Copenhageni. mRNAs from kidneys five days after mice infection were extracted, converted to
cDNA and used as template for quantitative PCR analysis. mMRNA transcript levels of alkA2 (LIC_12362),
ada (LIC_13402); tag (LIC_13064); uvrA (LIC_11717), ATP dependent DNA ligase (DNA Lig;
LIC_12677) and the SOS components lexAl (LIC_12305), recA (LIC_11745) and recN (LIC_11620) were
guantified. The corresponding Ct values were normalized to the 16S rRNA control and compared to the in
vitro cultured (EMJH) leptospires. The gene expression profile is expressed logarithmically as the log, of
the fold change between the two conditions. Experiments were performed in groups of three mice and were
repeated on two separate occasions. The outlier values (calculated by MAD-median method) were excluded

from the analyses. Two-tailed Student’s t-test P values are shown as *** for P<0.001, ** for P<0.01 and *

for P<0.05.



