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RESUMO

Silva PYOA da. Importancia das Vias do Sistema Complemento na Elimina¢do de Diferentes Estirpes
Patogénicas e Nao Patogénicas de Leptospira. [dissertagdo (Mestrado em Imunologia)]. Sao Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2017.

A Leptospira ¢ o agente etiolégico da leptospirose, uma das mais importantes
zoonoses, considerada um grande problema de satde publica mundial. Sao observados
aproximadamente um milhdo de casos mundialmente a cada ano, principalmente em paises
em desenvolvimento com clima ameno ou tropical, sendo 5% a 10% fatais. As leptospiras sdo
bactérias espiroquetas de vida extracelular, com capacidade de multiplicar-se e disseminar-se
em varios tecidos. A presenca desse microrganismo no hospedeiro ativa os mecanismos de
defesa tanto da resposta imune inata quanto da resposta adaptativa, entre eles: a ativacdo do
Sistema Complemento, a fagocitose e a producdo de anticorpos especificos. Dados da
literatura demonstraram que algumas espécies patogénicas sdo resistentes a agao do Sistema
Complemento, enquanto que as espécies ndo patogénicas sdo sensiveis, uma vez que sao
rapidamente eliminadas na presenga de soro humano normal (SHN). Neste estudo,
expandimos o nimero de espécies de leptospiras estudadas, sendo: sete estirpes patogé€nicas e
duas ndo patogénicas, com a finalidade de aprofundar o nosso conhecimento sobre a
susceptibilidade e resisténcia dos diferentes sorovares a ativagdo de Sistema Complemento.
Nos ensaios de sobrevivéncia, os sorovares das espécies patogé€nicas mostraram-se resistentes
em todas as condi¢des avaliadas.Os dois sorovares daespécie ndo patogénica (L. biflexa
sorovar Andamana e sorovar Patoc) mostraram-se susceptiveis a ag¢do do Sistema
Complemento em presenga do SHN, como esperado.Quando incubadas com SHN+EDTA 10
mM porcentagem de sobrevida foi semelhanteao SHNi e ao SHN+EGTA 10 mM em menor
medida.Ensaios de sobrevivéncia com soros depletados de Clq, de FD, e soro deficiente de
MBLsugerem que a Via Classica, com menor contribui¢do e, principalmente, a Via das
Lectinas foram importantes para eliminar os sorovares ndo patogénicos. A interagdo das
proteinas C3, C5, C6, C7, C8 e C9 com a superficie das espécies patogénicas e nao
patogénicas foi avaliada por Western Blot e ELISA. Diante dos resultados obtidos, ndo
observamos diferengas significativas na deposi¢do de C3 entre as espécies aqui estudadas.Foi
observado maior deposi¢do das proteinas C5, C8 e C9 na bactéria ndo patogénica sorovar
Andamana quando comparada a alguns sorovares patogé€nicos.Em relacdao as proteinas C6 e
C7, houve uma maior deposi¢cao em ambas as estirpes sensiveis ao soro, sorovar Andamana e
sorovar Patoc, quando comparadas com as sete estirpes patogénicas estudadas. Os sorovares
ndo patogénicos, apesar de pertencer & mesma espécie (L. biflexa), tiveram uma interagao
diferenciada com os componentes do Complemento, observando uma maior deposicdo no
sorovar Andamana, em relacdo ao sorovar Patoc. Nosso trabalho sugere que a Via das
Lectinas ¢ a melhor via de ativagdo para eliminar as leptospiras ndo patogénicas, a Via
Cléssica contribui minimamente, e por fim, a Via Alternativa ndo possui relevancia na morte
das mesmas. As leptospiras patogénicas ndo sao afetadas pelo Sistema Complemento.

Palavras-chaves: Leptospira. Sistema Complemento. Resisténcia ao Complemento.
Susceptibilidade



ABSTRACT

Silva PYOA da. Importance of Complement System Pathways in the Elimination of Different
Pathogenic and Non-Pathogenic Strains of Leptospira.[Masters thesis (Immunology)].Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2017.

Leptospira is the etiological agent of leptospirosis, one of the most important zoonoses
and a major public health problem worldwide. There are one million cases worldwide
observed each year, especially in developing countries with mild or tropical climate, being 5%
to 10% fatal. Leptospires are spirochetes of extracellular life, with the ability to multiply and
spread in various tissues. The presence of this microorganism can activate host defense
mechanisms of both the innate immune response and the adaptive response, among them:
activation of the Complement System, phagocytosis and production of specific antibodies.
Literature data show that there are pathogenic species that are resistant to the action of the
Complement System, whereas species that are non - pathogenic are sensitive, since they are
rapidly eliminated in the presence of normal human serum (NHS). In this study, we expanded
the number of leptospira species studied: seven pathogenic strains and two non-pathogenic
strains, in order to deepen our knowledge about the susceptibility and resistance of different
serovars to Complement System activation. The serovars of the pathogenic species proved to
be resistant in all conditions evaluated. The two non-pathogenic serovars (L. biflexa serovar
Andamana and serovar Patoc) were susceptible to the action of the Complement System in the
presence of NHS as expected. When incubated with 10 mM NHS+EDTA, the survival
percentage was similar to the incubation with iINHS and, to a lesser extent, to 10 mM
NHS+EGTA. Survival tests with serum depleted from Clq, FD and MBL deficient serum
suggest that the Classical Pathway, with a lower contribution, and the Lectin Pathway were
important to eliminate the nonpathogenic serovars. Western Blot and ELISA evaluated
interactions between the C3, C5, C6, C7, C8 and C9 proteins and the surface of the
pathogenic and non-pathogenic species. In view of the results obtained, we didn’t observed
anything significant in the deposition of C3 among the species studied here. A higher
deposition of C5, C8 and C9 proteins was observed in the nonpathogenic bacterium
Andamana when compared to some pathogenic serovars. Regarding the C6 and C7 proteins, a
greater deposition in both serum-sensitive strains, serovar Andamana and serovar Patoc, when
compared to the seven pathogenic strains studied. Non-pathogenic serovars, although
belonging to the same species (L. biflexa), had different interactions with the components of
the Complement, observing a greater deposition in the Andamana serovar, in relation to the
serovar Patoc. Our work suggests that the Lectin Pathway is the best route of activation to
eliminate nonpathogenic leptospires. Classical Pathway contributes minimally and, finally,
the Alternative Pathway has no relevance in the death of these pathogens. Pathogenic
leptospires are not affected by the Complement System.

Key words: Leptospira.Complement System.Complement Resistance.Susceptibility
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1 Introducio

1.1Leptospirose

A Leptospira é o agente etiologico causador da leptospirose, uma das mais
importantes zoonoses, considerada um importante problema de satde publica mundial (Adler,
Moctezuma, 2010). Mais de um milhdo de casos desta doenca sdo reportados a cada ano,
sendo que a mortalidade excede 10% quando a doenga chega a fase cronica (Costa et al.,
2015).

Os maiores indices desta enfermidade sao observados em paises tropical e sub-tropical
de climas temperado, ameno ou umido localizados na América Central e do Sul, Asia e
Oceania. A deficiéncia no saneamento bésico e a combinagdo com condigdes precarias de
moradia aumentam o risco para surtos de leptospirose em comunidades como favelas urbanas
ou rurais (Bharti et al, 2003; Reis et al, 2008). Esses fatores sdo acompanhados pela exposi¢ao
a urina de roedores contaminados, especialmente em regides que costumam ser inundadas
(Reis et al, 2008).

Ha casos relatados de surtos acidentais também em paises desenvolvidos como
Canada, Estados Unidos e Europa, onde grande numero de atividades esportivas aquaticas
como exploracdo de cavernas, canoagem craftingpodem ser praticados em locais com aguas
contaminadas por leptospiras patogénicas ou em paises que sofreram inesperadas enchentes
(Waitkins, 1986; Sejvar et al., 1987; Wilkins, Cope, 1988;Morgan et al., 2002; Sejvar et al.,
2003;Evangelista, Coburn, 2010; Fraga et al., 2014),ou em eventos competitivos como
Olimpiadas, em competi¢des de natagdo, polo aquatico e canoagem como citado acima que
podem potencializaresses surtos (Morgan et al., 2002; Sejvar et al., 2003) em dareas
contaminadas .

A mais importante fonte de transmissdo da doenga em regides urbanas ¢ pela urina
contaminada de roedores (Figura 1). As principais formas de contdgio ocorrem pela
penetracao da bactéria através de escoriagcdes ou cortes na pele ou por mucosas. A exposicao
pode ocorrer pelo contato direto com um animal infectado e indiretamente por meio da agua
ou do solo contaminados. O contdgio ocupacional também ¢ frequentemente relatado como,
por exemplo, entre trabalhadores expostos ao esgoto, de abatedouros, fazendeiros,
veterinarios, piscicultores ou militares em exercicios em 4areas contaminadas (Adler,
Moctezuma, 2010; Fraga et al., 2011, 2014; Wasinski, Dutkiewicz, 2013). Os agricultores

produtores de arroz, banana, cana de agucar e abacaxi, sofrem riscos para leptospirose, pois
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essas ocupagdes sdo susceptiveis a cortes e abrasdes, que estardo em contato com solos
ouagua contaminados com urina de roedores e outros animais atraidos pela fonte de alimento
(Smythe et al., 1997; Levett, 2001). Para prevenir estas infec¢des, € necessario o uso de
equipamentos de protecao pessoal adequados como botas de borracha, luvas e protetor ocular.
A avaliagdo de risco local e treinamento dos trabalhadores sdo essenciais para a prevencgao da

doenca em atividades ocupacionais (Steneroden et al., 2011).

1.2Leptospira

A leptospira ¢ uma espiroqueta (Figura 2), pertence ao género Leptospira, familia
Leptospiraceae, da ordem Spirochaetales. Com 0,1 pm de didmetro e 6-20 pum de
comprimento, com estrutura helicoidal, sdo descritas 22 espécies de Leptospira e inclui sete
espécies saprofitas (ndo patogénicas), cinco intermedidrias que causam varios sintomas
clinicos mais leves de leptospirose e por fim, 10 espécies patogénicas, compondo mais de 200
sorovares diferentes (Figura 3) (Faine et al, 1999; Martini, Prado, 2007; Adler, Moctezuma,
2010; Levett, Adler, 2015; revisado por Picardeau, 2017).

A leptospira ¢ formada por uma dupla membrana. Na membrana externa, as moléculas
de lipopolissacarideos (LPS) sdo abundamente encontradas. Entre a membrana externa e a
membrana interna hd uma camada abundante de peptideoglicano. As leptospiras tém grande
mobilidade, podendo ser importante para sua viruléncia. Dois genes flad e flaB foram
descritos no genoma de L. interrogans e estao relacionados com esta propriedade (Picardeau
et al., 2001; Ren et al., 2003; Malmstrom et al., 2009; Evangelista, Coburn, 2010, Fraga et al.,
2011, 2014).
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Figura 1 - Ciclo de transmissio da leptospirose. Roedores, animais selvagens e domésticos podem ser
reservatorios de leptospiras. Esses animais eliminam esta bactéria pela urina contaminando agua e solo. Em
roedores, a persisténcia dessas bactérias ¢ cronica e assintomatica. Em animais domésticos e selvagens podem
ocorrer manifestacdes como uveite e aborto espontaneo. Humanos sdo hospedeiros acidentais e contraem a
doenca em contato direto com animais, ou dgua ou solo contaminados, podendo apresentar varios sintomas.
Fonte: Modificado de Ko et al. (2009).

Tanto as leptospiras saprofiticas quanto as patogénicas crescem sob condi¢des
aerobicas. As saprofitas possuem uma 6tima taxa de crescimento in vitro entre 28 °C a 30 °C e
podem crescer no ambiente em baixas temperaturas entre 11 °C a 13 °C. Leptospiras
patogénicas também exibem um crescimento 6timo in vitro entre 28 °C a 30 °C, porém in vivo
multiplicam-se a temperatura de 37 °C e ndo apresentam crescimento em baixas temperaturas.
O pH 6timo varia entre 7,2 a 7,6. O nimero de leptospiras patogénicas em cultura dobra em
aproximadamente 14 a 18 horas; enquanto o nlUmerodas estirpes saprofiticas em
aproximadamente 4 a 5 horas (Faine et al., 1999; Cameron, Adler, 2015). Para a cultura de
leptospiras, o meio liquido mais utilizado ¢ Ellinghausen McCullough modificado por
Johnson e Harris (EMJH) (Johnson, Harris, 1967a), suplementado com soro de coelho ou

albumina de soro bovino (Zuerner, 2005).
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Figura 2 - L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagie. Micrografia eletronica da estirpe RGA ligada a filtro
de membrana de 0,2 pm (Levett, 2001).

1.3 Manifestagdes clinicas

As manifestacdes clinicas da leptospirose podem ser divididas em duas fases com
amplo conjunto de sintomas: a fase aguda e a fase cronica. As manifestagdes clinicas
aparecem com 4 a 6 dias da doenga, em geral, os pacientes manifestam dor de cabeca, febre
(em torno de 39 °C), calafrios, mal-estar, mialgia, nduseas, vomitos, diarreia e dor abdominal,
contribuindo assim, com um quadro de desidratacdo dos pacientes com insuficiéncia renal
causada pela leptospirose. O indice de pacientes com tais manifestacdes esta em torno de 90%
dos casos, considerada como a forma branda e aguda da doenca (Guerra, 2009 apud Heath et
al., 1965; Adler, Moctezuma, 2010; Forbes et al., 2012; Fraga et al., 2014; Haake, Levett,
2015). Um sinal para possivel diagndstico de leptospirose ¢ o derrame conjuntival, que ocorre
com muita frequéncia. Os sintomas oftalmoldgicos podem indicar leptospirose, pois sdao
incomuns em outras doencas infecciosas € podemencontrar evidéncias de hemorragia

subconjuntival e ictericia (Burt et al., 2012).

A segunda fase da doenga pode ser mais grave podendo estar acompanhada por nefrite
intersticial e hemorragia pulmonar e ¢ caracterizada pela disfuncdo de multiplos 6rgaos
incluindo figado, rins, pulmdes e cérebro. A combinacdo da ictericia e a faléncia renal pode
ser um forte indicio da sindrome de Weil, descrita primeiramente em 1886 (Weil, 1886). Esta
combinacdo de sintomas continua a ser uma das formas clinicas mais reconhecidas de

leptospirose (Forbes et al., 2012; Adler, 2015). Nesta fase, o paciente pode apresentar
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hepatomegalia, esplenomegalia, meningite, ictericia, faléncia hepatica, renal e pulmonar,
sendo este ultimo responsavel pela maior taxa dos casos de 6bito (Adler, Moctezuma, 2010;
Haake, Levett, 2015). Em exames bioquimicos do sangue podem ser detectados taxas
discretamente elevadas de transaminases hepaticas, bilirrubina direta, uréia e creatinina. Nos
exames de urina a pitria, hemattria e altos niveis de proteina sdo observados e, além destes
fatos, leptospiras podem ser detectadas na urina. Infec¢des intrauterinas e morte do feto

podem ocorrer em quadros de leptospirose durante a gestacdo (Adler, Moctezuma, 2010,

Fraga, et al., 2011, Lim, 2011).
As manifestagdes descritas acima s3o encontradas também em outras doengas

infecciosas como dengue, influenza, hepatite, meningo-encefalite, febre amarela e malaria,

contribuindo assim para um diagnodstico tardio da doenga (Lim, 2011) e falhas no registro de

casos de leptospirose. Porém, algumas dessas manifestagdes dependem da patogenicidade de

cada estirpe (Adler, Moctezuma, 2010).
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Figura 3 - Classificacio de espécies de Leptospira. Sao compostas por dez espécies patogénicas, cinco espécies
intermediarias e seis espécies ndo patogénicas. Fonte: Modificado de Picardeau. (2017).
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1.4 Diagnostico laboratorial

A escolha do diagnostico laboratorial depende principalmente do estagio da doenca e a
duracdo dos sintomas. As andlises realizadas incluem microscopia o6ptica comum sob campo
escuro, cultura bacteriana, testes sorologicos como o teste de aglutinagdo (MAT) e ELISA e a
reacdo em cadeia empregando DNA polimerase (PCR). Destas andlises citadas, a cultura
bacteriana ¢ a menos eficiente, pela demora de crescimento das leptospiras (Lim, 2011).

Para deteccao de DNA de Leptospira, sao utilizadas amostras de soros, urina, humor
aquoso e liquido cerebrospinal para ser amplificado por PCR em tempo real (Levett, 2004).
Para o diagnostico sdo empregados genes como rrs, gyrB, secY, lipL32, lig ou Ifbl, sendo os
trés ultimos, patogeno-especificos (Ahmed et al., 2012). Este método esta sendo empregado
com mais frequéncia nos ultimos anos para o diagnostico precoce, devido a sua sensibilidade
(Slack et al., 2007; Ahmed et al., 2009; Thaipadungpanit et al., 2011; Villumsen et al., 2012).
O resultado positivo revela a presenca de leptospira no organismo, contudo esse teste ha uma
limitagdo, pois ¢ ineficaz em identificar o sorovar infectante (Segura et al., 2005; Agampodi et

al., 2012; Tubiana et al., 2013).

No MAT o soro dos pacientes infectados reagira com a suspensdo de culturas de
diferentes sorovares de leptospiras vivas como antigenos (Picardeau, 2013), a detec¢ao ocorre
apos a segunda semana da doenca. Quando incubados e misturados, a amostra de soro com o
antigeno deve ser examinada microscopicamente, empregando microscopia Optica de campo
escuro. Sua interpretagdo ¢ dificultada pela ocorréncia de reagcdo cruzada entre os diferentes
sorogrupos existentes, principalmente em amostras de soro de pacientes em fase aguda da
doenca, sendo assim, pouco sensivel (Appassakij et al., 1995; Cumberland et al., 1999;
Picardeau et al, 2014). Pacientes com carga bacteriana elevada podem falecer antes da
soroconversao (Ribeiro et al., 1994). Os dados do MAT apenas fornecem uma informagao
geral sobre qual o sorogrupo predominante presente dentro de uma populacao afetada e ¢ um
teste empregado mais precisamente, para pesquisas epidemiologicas (Everard, Everard 1993).

A deteccdao de IgM antileptospiral e especifica contra LipL32 por ELISA tem sido
empregada amplamente, na maioria das vezes utilizando-se o antigeno preparado a partir de
células lisadas de leptospiras patogénicas e nao patogénicas (Picardeau, 2013, 2014),em 5 a 7
dias apds o inicio dos sintomas (Lim, 2011). A especificidade deste método ¢ afetada pelo
antigeno utilizado no teste, pela presenca de anticorpos gerados por exposi¢ao anterior (em
regidoes endémicas) e pela presenga de outras doengas (Bajani et al., 2003; Palaniappan, et al.,

2004; Picardeau et al., 2014; Chandy et al., 2017). A pesquisa da presenca de IgM especifico
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por ELISA, no inicio da fase aguda da doenga,estd sendo utilizada com mais frequéncia por
ser uma técnicamais sensivel que o MAT, porém, apds confirmagdo do resultado sorologico
positivo, deve-se usar também o MAT e o PCR (Ribeiro et al., 1994; Winslow et al., 1997;
Cumberland et al., 1999; Picardeau et al., 2014), para completar melhor o diagndstico

laboratorial.

1.5 Tratamento

O tratamento de pacientes com leptospirose grave geralmente envolve o uso de
antibioticos intravenosos como penicilina, ampicilina, ceftriaxona ou cefotaxima. Em casos de
tratamento na fase aguda da doenca, sdo administrados antibidticos via oral como doxiciclina,
azitromicina ou amoxicilina (Panaphut et al., 2003; Hospenthal, Murray, 2003; Ressner et al.,

2008).

1.6 Respostas imunes contra espécies de leptospira

Com a invasdo, a leptospira adere-se aos tecidos do hospedeiro, sendo esse mecanismo
o estagio inicial para o sucesso da infeccao. Sua multiplicacdo ocorre no sangue e, uma vez
disseminadas no organismo, estas bactérias podem invadir varios tecidos do hospedeiro
(Adler, 2015; Evangelista, Coburn, 2010).

Os receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs do inglés — pathogen recognition
receptors) sao um dos principais mecanismos ativados de imediato reconhecendo os
antigenos da leptospira, os principais PRRs que irdo auxiliar na deteccdo pertencem a duas
familias destes receptores, os receptores do tipo Toll (7LRs do inglés — Toll-like receptors) 2 e
4 e os receptores do tipo Nod (NLRs do inglés — Nod-likereceptors) 1. Todos esses receptores
sdo capazes de reconhecer o LPS bacteriano (Fraga et al., 2011).

O TLR4 ¢ capaz de detectar o lipopolissacarideo (LPS) de E. coli em concentragdes
extremamente baixas, mas o reconhecimento de LPS da leptospira ¢ reconhecida pelo TLR2
em humanos (Werts et al., 2001). No entanto, em camundongos TLR4 ¢ capaz de reconhecer
o LPS desta espiroqueta, sugerindo que a resposta imune inata murina ¢ adaptada para este
tipo de infecgao (Nahori et al., 2005). Essa nogao € consistente com diferengas na leptospirose
entre humanos e camundongos, sendo o primeiro um potencial hospedeiro acidental e o
segundo sendo resistente a esta infec¢do, servindo como um reservatorio natural. A provavel

susceptibilidade em humanos pode ocorrer devido a incapacidadedo reconhecimento do
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lipidio A da leptospira pelo TLR4, ao contrario dos camundongos ou ratos que reconhecem a
bactéria por TLR2 e TLR4, esta deficiéncia de detec¢do resultard em uma montagem de
respostas imunoldgicas inapropriada para a infeccdo podendo explicar essa sensibilidade

(Chassin et al., 2009).

O reconhecimento de antigenos de leptospira pelos PRRs ativara a resposta imune,
com indugdo de sintese de diversas citocinas, ativacdo de células imunes tanto da resposta
imune inata, quanto da adquirida (Cinco et al., 2002; Evangelista, Coburn, 2010; Fraga et al,

2011).

Células como macrofagos sdo ativadas por PRRs que reconhecem o LPS do patéogeno
e quando estimuladas sdo capazes de produzir diversas citocinas como Interleucina 1p (IL-
1B), IL-6, IL-10, Interferon-y (IFN-y) e TNF-a (do inglés, Tumor Necrosis Factor). Mesmo
estes fagocitos sendo eficientes em muitos casos, as leptospiras de espécies patogénicas sao
capazes de escapar dos fagossomos destas células ou podem impedir a formacdo do
fagolisossoma, invadindo e se multiplicando no citosol e podem em alguns casos ativar os
mecanismos de apoptose do macrofago, liberando mais bactérias na circulagdo (Isogai et al,
1990; Evangelista, Coburn, 2010). Pesquisas mostram que a morte desta bactéria pela
fagocitose pode ser aumentada e eficaz se elas forem previamente opsonizadas com
anticorpos, assim ira diminuir a viabilidade celular da leptospira, porém ainda esta susceptivel

a indugdo de apoptose dependendo da estirpe (Cinco et al., 1981; Merien et al., 2000).

Os linfocitos B sdo importantes para a producdo de anticorpos contra a leptospira,
conferem uma ag¢do protetora eficaz, além de auxiliar na agdo de outras formas de defesa,
como citado no paragrafo acima. Entretanto, mesmo que a leptospira esteja recoberta de
anticorpos, ndo incapacita sua motilidade, ¢ a um dos principais fatores de viruléncia (Charon
et al., 1981). O linfocito T possui um importante papel de producdo de IFN-y, importante
citocina que auxilia na ativacdo dos macrofagos e recrutamento de outros leucdcitos para o

local da infecc¢do (Chassin et al., 2009)

Além dos fagocitos, um importante protagonista de defesa do nosso organismo ¢ o
Sistema Complemento, responsdvel pela elimina¢do de bactérias ndo patogénicas do
organismo. No entanto, as espécies patogénicas criaram mecanismos de evasao desta resposta

(Barbosa et al., 2009; Cinco, 2010; Fraga et al., 2011), que serdo discutidos mais adiante.
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1.7 Sistema Complemento

O Sistema Complemento participa tanto da resposta imune inata quanto da adquirida,
contra invasao de agentes infecciosos como bactérias, virus e parasitas (Zipfel, Skerka, 2009;
Dunkelberger, Song, 2010). Ele ¢ constituido por mais de 40 proteinas presentes no plasma
e/ou expressas em superficies celulares, com fungdes reguladoras ou ativadoras, sendo a
maioria produzida principalmente pelo figado (Zipfel, Skerka, 2009; Kolev et al., 2014; Merle
et al., 2015a,). O Sistema Complemento pode ser ativado por trés vias distintas: Via Classica,
Via Alternativa e Via das Lectinas (Figura 4), que culminam em uma Via Terminal Comum
gerando o Complexo de Ataque a8 Membrana (MAC).

Durante a ativagao do Sistema Complemento, muitas proteinas sdo clivadas e seus
produtos podem desempenhar inumeras fungdes. Esse fato permite que a imunidade inata
realize uma resposta apropriada, pois, além de reconhecer microrganismos invasores, também
reconhece células proprias modificadas, geram fragmentos ou proteinas ativadas que facilitam
o recrutamento de células e inducdo de respostas efetoras por opsonizacdo e producao de
anafilotoxinas (Zipfel, Skerka, 2009; Dunkelberger, Song, 2010; Zipfel et al., 2013).

Uma das fung¢des importantes que ocorre durante a ativagdo do Sistema Complemento
¢ a opsonizacdo. Os fragmentos C3b, iC3b e C4b, sdo opsoninas que, quando ligados a
receptores especificos comoo CR3 e o CR4 (do inglés, Complement Receptor), facilitam a
fagocitose de alvos revestidos por eles e que participam também da remog¢do de células
apoptoticas pela interagdo com CR3 em mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células
microgliais (Dupuy, Caron, 2008; Baruah et al., 2009; Uotila et al., 2013). A fagocitose
mediada por CR3 resulta na apoptose das células fagociticas, uma importante etapa de
resolucdo de infeccao e inflamagao (Mayadas, Curelle, 2005).

Os fragmentos C3a e C5a sdo anafilotoxinas constantemente liberadas durante a
ativacao do Sistema Complemento e desempenham um papel critico na modulacdo da
atividade do sistema imune, na inflamagao e na ativacdo de células que expressam receptores
C3aR, C5aR1 e C5aR2 (Klos et al., 2009, 2013). Os fragmentos C3a e C5a também recrutam
células inflamatorias e induzem estresse oxidativo em macréfagos, eosinofilos e neutrofilos,
potencializando a inflamacdo (Elsner et al., 1994 a, b; Murakami et al., 1993). Além disso,
C3a e C5a causam vasodilatacdo pela liberagdo de histamina de granulos citoplasmaticos de
basofilos e mastdcitos (Kretzchmar et al., 1993; el-Lati et al., 1994). O fragmento C5a ¢
conhecido por ser uma poderosa molécula quimioatrativa e desempenha um importante papel

na resposta inflamatoria por recrutar células imunes como macrofagos, neutrofilos, basofilos e
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células supressoras mieloide (Lett, Leonard, 1977; Aksamit et al., 1981; Markiewski et al.,
2008).

Apos ativagdo do Sistema Complemento, componentes da Via Terminal Comum
possuem capacidade litica direta capaz de matar o patégeno por diferenca de osmolaridade
(Harboe, Mollnes, 2008). Porém, muitos microrganismos sdo resistentes a lise pelo Sistema
Complemento, tais como as bactérias Gram-positivas, pois possuem uma grossa camada de
peptideoglicano em sua superficie (Joiner et al, 1983; Berends et al, 2013), ao contrario de
algumas bactérias Gram-negativas, que sao relativamente vulneraveis ao Sistema
Complemento (Johnson, Harris, 1967b).

E importante ressaltar a importincia do Sistema Complemento na interagio da
resposta imune inata com a adaptativa, como o fragmento C5a humano, que além de
desempenhar um importante papel na inflamagado, também recruta células imunes adaptativas,
como os linfocitos T, que expressam C5aR1 constitutivamente em sua superficie. Durante a
inflamacdo, as anafilotoxinas C3a e C5a sdo capazes de se ligar em seus receptores
correspondentes expressos nos linfocitos T e superficie das células apresentadoras de
antigeno, levando a producao de citocinas por essas células (Strainic et al, 2008).

O fragmento C3a humano ¢ descrito como regulador de linfocitos B, auxiliando na
ativacao e estimulacdo destas células e supressdo da resposta imune policlonal, liberagdo de
IL-6 e TNF-a de maneira dose dependente, assim, comunicando as imunidades inata com a
adaptativa (Fischer, Hugli, 1997; Carroll, 2004). Os fragmentos C3d e iC3b ligados
covalentemente na superficie do antigeno, interagem com o receptor do Sistema
Complemento CR2 (CD21) expresso em linfocitos B. Assim, o complexo C3d:CR2 induz um
aumento na sinaliza¢do do receptor de antigenos do linfécito B (BCR, do inglés — B-cell
receptor) na presenga de antigeno opsonizado por C3d na superficie da célula B (Cherukuri et
al, 2001). Quando um antigeno opsonizado por C3d liga-se a CR2 em células dendriticas
foliculares, eles podem reter o antigeno por mais tempo e induzir células B de memoria e
células B efetoras (Fang et al, 1998). Esses fatos mostram a importancia da expressao de CR2
em superficie das células dendriticas foliculares e linfocitos B para a geragdao de antigenos
especificos (Merle et al, 2015b).

Se estas a¢des ndo funcionarem de um modo correto, pode aumentar a susceptibilidade
do individuo a infecgdes e doengas, incluindo problemas envolvendo autoimunidade,
inflamacdo cronica, rejeicdo de enxerto e cancer (Merle et al, 2015b; Meri, Jarva, 1998;

Walport, 2001).
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1.7.1 Via Classica

A Via Classica foi a primeira a ser descrita (Walport, 2001) e ¢ geralmente iniciada
com a presenca de IgM ou IgG ligadas a antigeno alvo. Entretanto, esta via ¢ capaz de ser
iniciada sem a presenca destes anticorpos, sendo ativada por certas moléculas com Clq,
proteina C-reativa ou pentraxinas que se ligam diretamente em virus e algumas bactérias
Gram-negativas (Gaboriaud et al, 2004; Ricklin et al, 2010; Wallis et al, 2010; Zipfel, Skerka,
2009).

Esta via inicia-se apds a ligagdo de Clq do complexo C1 a por¢do Fc de anticorpos
IgG ou IgM do imunocomplexo. O complexo C1 ¢ formado por uma subunidade de Clq
associada a duas moléculas de Clr e duas moléculas de Cls na presenca de Ca®". O anticorpo
IgM ¢ um pentdmero que possui um dominio (CH3) de ligacdo para Clq, expostos apos a
ligacdo de IgM ao antigeno. Diferentemente de IgM, o anticorpo IgG apresenta-se como um
mondmero e, apesar de conter sitios de ligagdo (CH2) a Clq, expressa menor afinidade pela
molécula de Clq do que IgM (Roumenina et al, 2005; Kishore et al, 2004; Merle et al, 2015a;
Wallis et al, 2010). Uma vez ligado na superficie alvo, ocorre uma mudanga conformacional
em Clqg, uma vez que acaba por induzir a ativacdo de Clr. Essa molécula sera clivada e
posteriormente ativara o Cls. Esta serino protease ativada, subsequentemente cliva-se C4 em
C4a e C4b, levando a deposicao covalente de C4b sobre as superficies na vizinhanga imediata
dos locais de ativagdao (Bally et al, 2009; Ricklin et al, 2010). A proteina C2 liga-se ao
fragmento C4b de maneira dependente de ions de magnésio (Mg2+). Quando Cls ¢ ativado
também clivard C2 nos fragmentos C2a e C2b, com o segundo fragmento indo para fase
fluida e o fragmento C2a permanece ligado ao fragmento C4b, formando a C3 convertase
(C4b2a) (Gregory, et al, 2003; Merle et al, 2015a; Carroll, Isenman, 2012).

Esta convertase ¢ capaz de clivar a proteina C3 em fragmentos C3a e C3b, sendo que
C3a auxilia no recrutamento e ativacdo de células inflamatoérias e possui a funcdo de
anafilotoxina (Dias da Silva et al, 1967), além de desempenhar um papel relevante na
regeneragao de orgaos. A deposicao de C3b ligado a superficie celular amplifica a cascata de
ativacdo do Sistema Complemento. O fragmento C3b se liga covalentemente em
microrganismos ou superficies apoptoticas, opsonizando-os e facilitando a sua retirada por
fagocitose. O fragmento C3b poderd se ligar ao complexo montado C4bC2a, formando a C5
convertase (C4bC2aC3b), dando inicio a Via Terminal Comum (Zipfel, Skerka, 2009; Meri,
Jarva, 1998).
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Figura 4 — Ativacio da Vias do Sistema Complemento. A esquerda, observamos a Via Classica que
geralmente ¢ ativada apés a interacdo de um anticorpo ligado a um antigeno com o Complexo C1. Ao centro, Via
das Lectinas, ativada quando ha a interagdo de lectinas com carboidratos do microrganismo, por exemplo. A
direita esta ilustrada a Via Alternativa. Essas trés vias apds serem ativadas clivam a proteina C3 e com outras
inumeras clivagens formam as C5-convertases, assim culminando na Via Terminal Comum. Com ela sera

formada o Complexo de Ataque a Membrana capaz de lisar varios microrganismos, por exemplo. Fonte:
Modificado de Walport (2001).
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1.7.2 Via das Lectinas

Esta foi a ultima via a descrita, na década de 90. Primeiramente acreditava-se que a
Via das Lectinas era um mecanismo independente e que a MBL era uma molécula
complementar a Via Classica, participante na ligacao e ativacdo de Clr e Cls (Lu et al, 1990).
Iniciada por proteinas que reconhecem carboidratos (lectinas), estruturas altamente
conservadas em superficies microbianas, virus, protozodarios e parasitas multicelulares
(Matsushita, Fujita, 1992; Wallis et al, 2010). As moléculas de reconhecimento padrao da Via
das Lectinas s3o: a MBL (do inglés, mannose binding-lectin), na qual reconhece
monossacarideos de maneira dependente de Ca2+, ficolinas 1, 2 e 3 (Matsushita et al, 2013;
Kjaer et al, 2013) reconhecem agucares padrdes sao comumente expressos em bactérias, virus,
fungos e células mortas.

A MBL ou ficolinas quando ligadas a serino proteases associadas a manose 1, 2 ¢ 3
(MASP. Do inglés - mannose-associated serine protease) sao ativadas apds o reconhecimento
de actcares encontrados em microrganismos resultando na clivagem de C4 e C2 pelo MASP-
2. Os complexos formados assemelham-se as serino proteases Clr e Cls do complexo C1. O
Ca®" medeia as interagdes tanto entre MBL e MASP, quanto entre ficolinas ¢ MASP
(Frederiksen et al., 2005; Krarup et al., 2004; Merle et al., 2015a; Wallis et al., 2010; Zipfel,
Skerka, 2009).

Embora o complexo C1 possua uma similaridade estrutural com o MBL/MASPs, o
mecanismo inicial de ativacdo da Via das Lectinas difere da Via Classica (Kjaer et al., 2013).
Enquanto na Via Cléssica, cada complexo C1 carrega duas serino proteases, Clr e Cls, a
MBL e ficolinas presentes no plasma sao associadas apenas a um homodimero de MASP-1 ou
MASP-2. Ambas as proteases ativadas podem clivar C2, enquanto MASP-2 pode também
clivar C4. MASP-3 ndo ¢ capaz de clivar C4 e C2 as proteinas (Dobo¢ et al., 2016a; Gal et al.,
2005; Yongqing et al., 2012; Merle et al., 2015a), mas ¢ capaz de clivar Fator D (Dobd et al.,
2016b). A unido de MASP-3 com as demais serino proteases € com molécula de
reconhecimento para montagem de sua estrutura, ¢ capaz de inibir a ativagao da Via das
Lectinas, dissociando MASP-1 e MASP-2 do seu complexo (Matsushita et al., 2000; Dahl et
al., 2001; Chen, Wallis, 2006).

Com agao semelhante a Cls ativada, a MASP-2 cliva a proteina C4 em C4a e C4b. A
proteina C2 se liga ao fragmento C4b, permitindo que MASP-2 clive C2 em fragmentos C2a ¢
C2b. O fragmento C2a, permanecera ligado ao C4b, formando a C3-convertase (C4bC2a),
clivando C3 em C3a e C3b (Carrol, Isenman, 2012). O fragmento C3b podera se unir ao
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complexo C4bC2b e formard a C5-convertase (C4bC2aC3b), iniciando a Via Terminal
Comum (Zipfel, Skerka, 2009; Meri, Jarva, 1998).

As atividades das Vias da Cléssica e das Lectinas sdo reguladas por: inibidor de ClI
(CI-INH. Do inglés — CI Inhibitor), a proteina ligadora de C4b (C4BP. Do inglés — C4b —
Binding Protein) e a proteina de membrana com atividade de cofator (MCP. Do inglés —
Membrane Cofactor Protein). O primeiro interage tanto com as serino proteases Clr e Cls,
promovendo a dissociacdo de ambas das moléculas de Cl1q, MASP-1 e MASP-2, inativando-
as ¢ inibindo a ativagcdo da Via das Lectinas (Fraczek, Martin, 2010; Vinci et al.., 2002). O
segundo regulador, MCP, atua impedindo a montagem da segunda C3-convertase e promove
um aceleramento do decaimento deste complexo enzimadtico e age similarmente a um cofator
da clivagem de C4b pelo FI, prevenindo assim a formagdo das C3- e C5-convertases da Via
Classica e Via das Lectinas (Fujita et al., 1985; Lappin, Whaley, 1990; Meri, Jarva, 1998;
Nesargikar et al., 2012; Zipfel, Skerka, 2009). O terceiro atua como outro cofator de FI,
mediando a clivagem dos fragmentos C3b e C4b (Nesargikar et al., 2012; Miwa, Song, 2001).

1.7.3 Via Alternativa

A Via Alternativa mantém sempre a vigilancia contra invasdo de patogenos. E ativada
de maneira espontanea e constante em superficies bioldgicas, no plasma e em outros fluidos
corporais. Essa via inicia-se a partir da hidrolise espontdnea da ligacdo tidl-ester do
componente C3, na qual serd convertido em C3(H,O). Apds hidrolise, o dominio tiol-ester
(TED) de C3 sofre uma mudanga estrutural, expondo o sitio de ligagdo para o Fator B (FB).
Por sua vez, o FB ligado a C3(H,O) ¢ clivado por uma serino protease, o Fator D (FD),
formando uma C3 convertase, C3H,OBb. Nesta etapa, o complexo ¢ capaz de interagir e
clivar C3 nativo, gerando novos fragmentos C3a e C3b (Pangburn et al., 1981; Isenman et al.,
1981; Winters et al., 2005; Nishida et al., 2006).

A C3-convertase, tanto da Via Classica quanto da Via das Lectinas, ¢ capaz de
amplificar a Via Alternativa. Novos fragmentos de C3b sdo formados e depositados na
superficie celular, at¢ que forme uma nova C3-convertase, criando uma eficiente alca de
amplificacao que cliva C3 e monta a convertase que amplia a resposta (Ricklin et al., 2010). A
properdina ¢ uma proteina reguladora positiva que estabiliza a C3 convertase da Via
Alternativa, evitando sua dissociacdo pelos reguladores negativos desta via, Fator H (FH) e
posterior clivagem pelo Fator I (FI), que por consequéncia a inativariam (Kemper, Hourcade,

2008). Essa proteina pode reconhecer alvos diretamente, sendo assim capaz de ligar-se ao
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patdgeno, ativando ou danificando células hospedeiras e induzindo a ativacao da propria Via
Alternativa (Spitzer et al., 2007; Lutz, Jelezarova, 2006).

A deposicao de C3b ¢ aumentada pela alga de amplificagdo, levando a formagdo da
C5-convertase (C4b2a3b ou C3bBb3b). Esta nova convertase cliva a proteina C5 em
fragmentos C5a e C5b (Muller-Ebehard, 1985; Ricklin et al., 2010).

Os reguladores negativos FH e FI citados anteriormente sdo importantes
principalmente na formacao das convertases da Via Alternatiava. Este fato ocorre devido ao
FH possuir multiplos sitios de ligagao para C3b e assim, acelerando o decaimento da C3-
convertase da Via Alternativa (Farries et al., 1990). Este serve como cofator por facilitar a
clivagem de C3b pelo FI e induz a dissociagdo do complexo C3bBb, desempenhando um
importante papel controlando a Via Alternativa. Por sua vez, o FI cliva a proteina C3,
formando novos fragmentos de C3b, tornando-os incapazes de ligar-se ao FB, inibindo a
formagao das C3 e C5 convertases, na presenca dos cofatores moleculares como: Fator H,

MCP, CR1 ou C4BP (Merle et al., 2015a; Nesargikar et al., 2012; Minta et al., 1998).

1.7.4 Via Terminal Comum

A ativagdo da Via Terminal Comum resulta na formacdo de grandes poros (cerca de
10 nm) na membrana alvo (Bubeck, 2014). Esse novo complexo enzimatico cliva C5 em
fragmentos bioativos C5a e C5b, sendo a primeira uma poderosa anafilotoxina, induzindo
inflamacao e também a fun¢ao de regeneracao de 6rgaos. O fragmento C5b liberado, por sua
vez, sofre uma importante mudanca conformacional, permitindo a interacao de C6 que se
envolve no dominio TED de C5b, formando um complexo reversivel C5bC6. Apods esse
evento, a proteina C7 se associard com C5bC6, formando o complexo C5b-7 lipofilico, que se
fixa na membrana, acompanhado pela insercao da proteina C8 (C8f - C8ay). O C9 se ligara
ao C8 e iniciara o processo de polimerizagao de multiplas proteinas C9, formando o complexo
C5b-9, que causari lise celular (Figura 5) (Preissner et al., 1985). Um complexo pode conter
até 18 moléculas da proteina C9. No entanto, uma ou duas moléculas de C9 ja seriam
suficientes para formar poros funcionais, favorecendo a entrada de ions e 4gua, aumentando o
volume celular e subsequente ruptura celular (Cole, Morgan, 1979; Morgan, 1989; Koski et

al., 1983).
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Figura S - Modelo parcial do MAC. Revelando as proteinas: C6 (azul claro), C7 (rosa), C8p (azul escuro), C8a
(vermelho). C8y (verde) e C9 (amarelo) (Lovelace et al., 2011).

A regulacdo do MAC ¢ realizada principalmente por CD59, proteina abundante na
membrana de vdrios tipos celulares, tais como leucocitos, células epiteliais e células
endoteliais (Bubeck et al., 2011, 2014; Nesargikar et al., 2012; Davies et al., 1989). O CD59 ¢
a principal proteina reguladora da etapa terminal e previne a montagem do MAC por bloqueio
da incorporag¢ao de C9 ao complexo catalitico de C5b-8, impedindo a formagao completa do
MAC na bicamada lipidica (Bubeck et al., 2011, 2014; Nesargikar et al., 2012; Meri et al.,
1990). O regulador nao se liga a componentes C8 e C9 livres, mas interage com dominio
MAC/PF de cada proteina sobre uma mudanca conformacional associado com complexo de

formagao C5b-9 (Fletcher et al., 1994).

1.8 Proteinas do Sistema Complemento

1.8.1 C3

A proteina C3 possui 1663 aminodcidos, incluindo um peptideo lider de 22
aminoacidos. Seu peso molecular ¢ de aproximadamente 187 kDa, composto de duas cadeias,
a e B, com pesos moleculares de aproximadamente 110 kDa e 75 kDa, respectivamente. Apds
clivagem por C3-convertases e outras proteases, observamos seguintes fragmentos: em uma
primeira clivagem formara C3a (9 kDa), C3b (177 kDa); na segunda clivagem, C3f (2 kDa);

em uma terceira clivagem originara o fragmento iC3b, que ird liberar C3c (135 kDa) e C3dg
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(40 kDa) (Janssen et al., 2005; Muller-Eberhard, 1988). Sua concentragdo no soro ¢ de
1,2mg/ml (Sahu, Lambris, 2001). C3 ¢ produzida principalmente por hepatocitos, mondcitos,
neutrdfilos, células endoteliais capilares e de veia umbilical, epitélio glomerular, mioblastos,
astrocitos, células dendriticas entre outras células (Kohler, Muller-Eberhard, 1967; Reis et al.,
2006).

O gene C3 ¢ codificado por 41kb, localizado no cromossomo 19p13.3-p13.2. E
composto por 41 éxons, variando seus tamanhos de 52 a 213 bases, sendo que deles, 16
codificam para cadeia B e 25 codificampara cadeia a (de Bruijn, Fey, 1985; Sahu, Lambris,
2001). Sua deficiéncia pode aumentar a susceptibilidade a infecgdes piogénicas e ocasionar
insuficiéncia renal como glomerulonefrite membranoproliferativa (Pereira de Carvalho et al.,

2003; Reis et al., 2006).

1.8.2 C5

A proteina C5 possui um peso molecular de aproximadamente 185 kDa e possuem
dois pontes de dissulfeto nas cadeias, a e 3, com pesos moleculares de aproximadamente 115
kDa e 75 kDa, respectivamente. Possui uma sequéncia de homologia com C3 e C4, incluindo
os dominios correspondentes na regido tiol-ester (Morley, Walport, 2000). Consiste em 1676
residuos de aminoécidos, incluindo 18 aminoacidos de peptideo lider (Ooi, Colten, 1979). E
encontrada em concentragdes séricas de 75 pg/ml no plasma, sintetizada por hepatocitos,
monocitos, macrofagos e células alveolares do tipo II (Kohler, Muller-Eberhard, 1967).

O gene C5 encontra-se no cromossomo 9933, com sua estrutura genética de 79 kb. Sua
deficiéncia leva a susceptibilidade a infec¢des bacterianas, tendo entdo infec¢des recorrentes

por espécies de Neisseria (Haviland et al., 1991; Carney et al., 1991; Wang et al., 1995).

1.8.3 C6

A proteina C6 tem por finalidade ligar os componentes do complexo ao fragmento
C5b. Possui um peso molecular de aproximadamente 100 kDa, ¢ sintetizado por um precursor
de cadeia tnica de 913 aminoacidos, incluindo um peptideo lider de 21 aminoacidos
(DiScipio, Hugli, 1989; Aleshin et al., 2012). A molécula pode ser encontrada em
concentragoes séricas de 45 pg/ml no soro, sendo os hepatdcitos e macrofagos as principais
células produtoras (Wiirzner et al., 1991; Hobart et al., 1977).

O gene C6 esta no cromossomo 5pl2-14, o gene abrange cerca de 80 kb e ¢ codificado

por 18 éxons. Os introns variam de 450 pb para 12 kb (Abbott et al., 1988; Hobart et al.,
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1993). A deficiéncia desta proteina leva a um aumento na susceptibilidade a doencas
recorrentes de meningite meningococica e infecgdes por Neisseria gonorrhoeae (Orren et al.,

2011).

1.8.4 C7

A proteina lipofilica C7 desempenha um papel essencial na formagao do complexo da
Via Terminal do Sistema Complemento biologicamente ativa, permitindosua inser¢do na
membrana lipidica do local alvo, servindo como ancora para o restante das proteinas do
MAC. Uma glicoproteina sintetizada como um precursor de cadeia inica de 843 aminodacidos,
incluindo um peptideo lider de 22 aminoacidos, possui um peso molecular de 95 kDa
(DiScipio et al., 1988; Agah et al., 2000). Achado em concentragdes séricas de 90 mg/ml,
sendo que sao sintetizados por granulocitos (Wiirzner et al., 1991).

O gene C7 em humanos possui sua localizagdo no cromossomo 5p12-14, semelhante
ao gene C6, abrangendo também 80 kb e sendo codificado em 18 éxons. Os introns sdo
uniformemente espagados variando de 1 kb para 9 kb (Abbott et al., 1988). A deficiéncia de
C7 leva a uma perda da fungdo litica do Sistema Complemento, esses pacientes apresentam
susceptibilidade a infecgdes causadas por N. gonorrhoeae, apresentando quadros recorrentes

de meningite meningococica (Thomas et al., 2012).

1.8.5 C8

A proteina C8 o primeiro componente que penetra a bicamada lipidica apos interagao
com MAC, medeia a ligagdo e incorporagao de C9 para o MAC. O C8 envolve um sitio de
ligacdo especifico de C9 dentro do dominio MACPF C8a (Slade et al., 2006; Lovelance et al.,
2011). C8 ¢ uma proteina oligomérica de 150 kDa composta por 3 subunidades ndo idénticas
(a, B e v), sendo organizados com uma ligagao dissulfeto do dimero a-y € uma cadeia 3 ndo-
covalentemente associado. E encontrado em concentracdes séricas variaveis entre 55 e 80
ng/ml, sintetizados por hepatocitos, monocitos, macrofagos, fibroblastos, astrocitos e células
endoteliais (Schreck et al., 2000; Hadders et al., 2007; Slade et al., 2008; Bubeck et al., 2011).

A cadeia C8a possui peso molecular de 64 kDa, possuindo 553 residuos de
aminoacidos, o gene C84 esta localizado no cromossomo 1p32 e possuem um vao de genes
de 70 kb, contendo 11 éxons. A cadeia C8[ possui peso molecular de 64 kDa também,

possuindo 537 residuos de aminoacidos, o gene C8b estd localizado no cromossomo 1p32 e
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possuem um vao de genes de 40 kb, contendo 12 éxons. A cadeia C8y possui peso molecular
de 22 kDa, possuindo 182 residuos de aminodcidos, o gene C8G estd localizado no
cromossomo 9q34.3 e possuem um vao de genes de 1,8 kb, contendo 7 éxons (Morley,

Walport, 2000).

1.8.6 C9

A proteina C9 forma um polimero com 12 a 19 copias da molécula associado ao
complexo C5b-8, penetrando na bicamada lipidica e ativando assim sua funcdo litica
formando um poro na membrana da célula alvo. E uma a-globulina de cadeia tinica de 558
aminodcidos, incluindo um peptideo lider de 20 aminoéacidos, com peso molecular de
aproximadamente 71 kDa (DiScipio et al., 1984, DiScipio, Hugli, 1985, Tegla et al., 2011). E
produzido por hepatdcitos, mondcitos, fibroblastos, células gliais.

O gene (9 ¢ localizado no cromossomo 5pl3, junto com os genes das proteinas C6 e
C7, porém estdo minimante por 2,5 kb. Abrange aproximadamente 100 kb e contém 11 éxons.
Os tamanhos dos mesmos podem variar entre 100 e 250 pb. Apresenta uma sequéncia de
homologia de 27% com C6 e de 34% de C8a/C8B. A deficiéncia de C9 possui uma
prevaléncia de 1:1000 em populagdo japonesa, causando um aumento na susceptibilidade para
infeccdo com Neisseria, mais comumente manifestado como meningite meningocodcica

(Hobart et al., 1993; Tegla et al., 2011).

1.9 Mecanismos de evasao da leptospira pelo Sistema Complemento

Diversos microrganismos sdo capazes de sobreviver, principalmente em hospedeiros
imunocompetentes, realizando um eficiente controle e bloqueio da resposta do Complemento
e de outras reagdes imunes (Zipfel et al., 2013). Estes patdgenos conseguem evadir do
Complemento influenciando sua ativacdo por diversas maneiras, entre elas: produgdo de
capsulas que evitam a ativagdo do complemento; aquisi¢ao de algumas proteinas reguladoras
de fase fluida do hospedeiro, como FH e C4BP, inibindo assim a Via Cléssica, das Lectinas e
Alternativa. O FH, quando ligado a membrana externa da bactéria, pode inibir a ativacdo da
Via Alternativa ao se associar ao fragmento C3b, que também se encontra depositado em sua
superficie, atuando como um cofator na agao proteolitica do FI, inativando este fragmento.
Quando as leptospiras patogénicas interagem com C4BP, retém a atividade de cofator do FI,

no qual ¢ o fator importante para a clivagem do fragmento C4b (Meri et al., 2005; Barbosa et
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al., 2009; Castiblanco-Valencia et al., 2012); secre¢do de proteases que clivam e inativam
proteinas do Complemento (Fraga et al, 2014; Amamura et al.,, 2017); e aquisi¢do de
proteases do hospedeiro, representando assim uma importante estratégia de evasao imune

(Vieira et al., 2009, 2011, 2012; Castiblanco-Valencia et al., 2012; Wolff et al., 2013).

As proteases, secretadas pelas leptospiras patogénicas, sdo capazes de clivar C3 nativa,
C3b e iC3b, bem como o FB, C2 e C4b, assim,inibindo a ativagao de todas as vias iniciais do
Sistema Complemento (Fraga et al,, 2014). Recentemente foram observados que essas
proteases também sdo capazes de clivar as demais proteinas que formam o MAC (Amamura
etal., 2017).

As leptospiras patogénicas também possuem a capacidade de adquirir moléculas
precursoras proteases do hospedeiro, um exemplo, a mais conhecida ¢ o plasminogénio.
Quando ligado a superficie de leptospiras patogénicas, o plasminogénio ¢ convertido em
plasmina, capaz de clivar o fragmento C3b e a proteina C5; esta protease também pode
degradar fibrinogénio, fibronectina, laminina e elastina (Vieira et al., 2009, 2011, 2012;

Castiblanco-Valencia et al., 2012; Wolff et al., 2013).

Sabe-se que as leptospiras possuem proteinas de membrana externa como a leptospiral
complement regulator-acquiring protein A (LcpA) que se liga a reguladores do Sistema
Complemento como C4BP e com FH (Barbosa et al., 2010). Recentemente, Silva et al. (2015)
demonstraram a interagdo da LcpA também a Vitronectina, uma glicoproteina que
desempenha um papel principal em processos bioldgicos de reparacdo tecidual, migragao
celular e regulacdo da via terminal comum por inibicdo da formagdo do complexo C5b-7 e
polimerizacao de C9 (Singh et al., 2010, da Silva et al., 2015). Por ensaio de competicao,
observou-se que esta proteina de membrana interage com as trés proteinas reguladoras do
hospedeiro por meio de sitios de ligagdes distintos (da Silva et al., 2015). O fator de
elongacdo Tu e LcpA também se ligam ao FH (Wolff et al., 2013). As leptospiras nao
patogénicas sdo susceptiveis a acdo do Sistema Complemento e pouco se ligam a esses

reguladores negativos (Castiblanco-Valencia et al., 2012).

Outras proteinas como LenA e LenB sdao conhecidas por se ligarem ao FH,
proporcionando as leptospiras uma prote¢ao contra respostas imunes do hospedeiro (Barbosa
et al., 2006; Verma et al., 2006; Stevenson et al., 2007). A proteina Lsa23 liga-se aos fatores

de regulagdo FH e C4BP, enquanto as Lsa26 e Lsa36 sdo capazes de interagir com a laminina
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e plasminogénio, tanto quanto com outros componentes da matriz extracelular (Siqueira et al.,
2016).

Para avaliar e obter uma maior compreensdo de alguns mecanismos de evasdao da
leptospira, nosso grupo estudou a maneira que algumas espécies (saprofita, patogénica e
atenuada) sobrevivem em soro humano normal (SHN) e inativado (SHNi). Como resultado,
foi observado maior sobrevida de estirpes patogénicas em SHN e a morte da espécie saprofita.
Em outro ensaio estirpes L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc | e L. interrogans sorovar
Pomona estirpe Pomona, foram incubadas em SHN, SHNi, soro deficiente de MBL e soro
deficiente de Cls e a porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada. Os resultados sugeriram que
a Via Alternativa ¢ importante para a eliminacdo da estirpe Patoc I e a Via Classica, da estirpe
Pomona (Barbosa et al., 2009).

A deposicao das proteinas do Sistema Complemento, tais como C3, C4, C5, C6, C7,
C8 e C9, foi também quantificada para avaliar a interacdo destes componentes com a
membrana da bactéria em trés estirpes diferentes: uma patogénica (L. interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Fromm), uma atenuada (L. interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona)
e uma nao-patogénica (L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I). Com excecao de C4, as
demais proteinas do Complemento citadas acima se depositaram na superficie de membrana
da estirpe Patoc I mais intensamente em relacdo as outras estirpes (Barbosa et al, 2009).

Neste trabalho empregamos sete tipos de leptospiras patogénicas e dois de leptospiras
ndo patogénicas, a maioria ainda nao estudada, com o objetivo de ter um panorama mais
completo sobre a susceptibilidade ou resisténcia que estas espiroquetas podem apresentar
quando o Sistema Complemento ¢ ativado, especialmente nos momentos iniciais da infecgao.
Nesta investiga¢do aprofundaremos também o estudo da contribuicdo das diferentes vias de

ativacdo do Complemento envolvidas com o controle desta infecgao.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a importancia da ativagdo de cada via do sistema complemento na sobrevida

de espécies ndo patogénicas e patogénicas de Leptospira.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a sensibilidade de 9 estirpes deLeptospira em soros humanos normais, soro
normal inativado pelo calor e soros tratados com quelantes (EDTA/EGTA 10 mM),

pela contagem de bactérias vivas por microscopia optica sob campo escuro.

2. Avaliar a sensibilidade das estirpes ndo patogénicas quando desafiadas a soros
depletados ou deficiente das proteinas: Clq, MBL, FD, C3, C5, C6, C7, C8 ou C9,

apo6s contagem de bactérias vivas por microscopia dptica sob campo escuro.

3. Avaliar a interagcdo das leptospiras com as proteinas do Complemento, analisando a

deposicao de C3, C5, C6, C7, C8 e C9 por Western Blot.

4. Avaliar a deposi¢ao das proteinas C3, C5, C6, C7, C8, C9 por ELISA.
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3Delineamento experimental

Leptospira spp.

7 estirpes patogénicas e 2 nao
patogénicas

Deposicao de
Ensaios de proteinas do Sistema
Sobrevivéncia Complemento em 9
estirpes
é N
| Com EDTA/EGTA em 9 ELISA (C3, C5, Cé, C7,
estirpes de Leptospira C8,C9 e MAC)
\ y
e "
Com soros depletados
ou deficiente de Clq,
—! MBL, FD, C8 ¢ C9, em Western Blot (C3, C5,

estirpes ndo patogénicos C6,C7, C8 e C9)

de Leptospira

\
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4 Material e métodos

4.1 Sorovares de leptospiras e condi¢des de cultivo

Utilizamos sete sorovares patogé€nicos e dois sorovares ndo-patogénicos de Leptospira,
conforme a Tabela 1. As culturas foram fornecidas pelo Prof. Marcos Bryan Heinemann, do
Laboratorio de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo. As leptospiras foram cultivadas por cinco dias, a 29 °C, sob
condi¢des aerdbicas, em meio liquido Ellinghausen McCullough modificado por Johnson e
Harris (EMJH - Difco® EUA) suplementado com 10% de albumina de soro bovino (BSA),
enriquecido de L-asparagina (0,015%), piruvato de sodio (0,001%), cloreto de magnésio

(0,001%), cloreto de calcio (0,001%), peptona (0,03%).

Leptospiras patogénicas

L. interrogas sorovar Kennewicki estirpe Fromm
L. interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona
L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214
L. kirshneri sorovar Cynopteri estirpe 3522 C
L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen
L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae estirpe RGA
L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A

Leptospiras saprofitas \

L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I
L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11

Tabela 1 - Espécies e diferentes estirpes de Leptospira utilizadas.

Para a manutengdo da viruléncia da L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm
foram necessarias passagens repetidas desta bactéria em hamsters, cujo procedimento foi
realizado no laboratorio de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. J& as atenuagdes das demais estirpes patogénicas
foram feitas por passagens sucessivas em meio de cultura EMJH enriquecido com BSA em

nosso laboratorio.

4.2 Soro humano normal, inativado e depletado

As amostras de soro humano normal (SHN) foram obtidas de doadores adultos sadios,

ap6s consentimento informado e assinado, aprovada pela Comissio de Etica CAAE n°
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44969315.6.0000.5467, misturadas, aliquotadas e congeladas a -80 °C até o momento de uso.
Como controle negativo, empregamos SHN inativado (SHNi) apds aquecimento a 56 °C por
60 minutos. Em alguns experimentos, utilizamos soros de pacientes deficientes de MBL ou
soros comerciais depletados das seguintes proteinas: Clq, FD, C8 e C9 (Complement

Technology®).

4.3 Avaliacao do papel das trés vias do Complemento na sobrevida de leptospiras

Amostras de suspensdes bacterianas contendo aproximadamente 1 x 10°
leptospiras/ml, cultivadas em meio EMJH com BSA foram incubadas a 37 °C por 120
minutos, com 40% de SHN, SHNi, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5 ou 10 mM,
acido etileno glicol tetra-acético (EGTA+Mg*") 5 ou 10 mM, SHN tratado com 5 ou 10 mM
de EDTA, SHN tratado com 10 mM de EGTA, soro humano deficiente de MBL ou soros
humanos depletados comerciais de Clq, FD, C8 e C9, um volume final de 200 pl. Para atingir
os volumes finais, foi adicionado meio de cultura de leptospiras (EMJH-BSA). Apos
incubacdo, a sobrevivéncia das estirpes na presenca de cada tipo de soro foi estimada com a
contagem do numero de bactérias viaveis em camara de Petroff-Hausser empregando
microscopia Optica sob campo escuro. A sobrevivéncia das leptospiras na presenga de cada
soro foi comparada aquela observada com SHNi (100% de sobrevida). As leptospiras mortas
fragmentam-se rapidamente e ndo sdo mais visualizadas ao microscopio Optico de campo

escuro (Barbosa et al., 2009).
4.4 Anticorpos

Os anticorpos policlonais especificos contra proteinas do Complemento foram obtidos
comercialmente da empresa Complement Technology (Texas, TX., Estados Unidos). Os
anticorpos primarios anti -C3, -CS5, -C6, -C7, -C8, -C9 humanos feitos em cabra, foram
utilizados nas dilui¢cdes de 1: 2500 ou 1:5000. O anticorpo secundario anti- IgG de cabra
conjugado com peroxidase obtido de coelho foi empregado nas diluicdes de 1:5000 ou
1:10000 da empresa Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc (Gaithersburg, MD, Estados
Unidos).
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4.5 Interacao das leptospiras com as proteinas do Complemento

Este ensaio foi realizado para avaliar a deposicao das proteinas do Complemento na
superficie da Leptospira. As culturas de leptospiras foram centrifugadas a 2800xg por 20
minutos a 20 °C e os precipitados foram lavados duas vezes com PBS 1x (cloreto de potassio
2,7 mM, cloreto de sodio 137 mM, fosfato dibasico de sodio 10 mM e fosfato monobasico de
potassio 1,7 mM, pH 7.,4) e ressuspendidas no volume final de 1 ml, posteriormente incubadas
por 15 minutos a 37 °C sob agitagdo, com 20% de SHN como fonte de proteinas do
Complemento e em PBS 1x como controle negativo, em um volume final de 1 ml. Apds
incubagdo, a ativacdo do Complemento foi interrompida colocando os tubos no gelo por 1
minuto. As suspensdes foram lavadas trés vezes com PBS 1x e centrifugadas a 10000xg por
10 minutos a 10°C e ressuspendidas em 1 ml de PBS 1x para serem analisadas por Western
blot ¢ em Iml de NaHCO; 0,1 M, pH 9 quando avaliadas por ELISA. Apos as lavagens, as
bactérias foram contadas por microscopia sob campo escuro para o uso de 1 x 10® bactéria/ml.

A deposigdo das proteinas do Complemento foi analisada por SDS-PAGE 12% e 15%,
Western Blot e ELISA, com anticorpos policlonais especificos contra as proteinas do

Complemento.

4.6 Western Blot

A deposigao de proteinas do complemento em superficies de leptospiras foi analisada
em condi¢des redutoras com tampdo de amostra 5x (Tris-HCl 50 mM pH 6,8, azul de
bromofenol 0,1%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 100 mM e SDS 2%), aquecidas a 96 °C por
3 minutos e analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970). Para confeccdo dos géis utilizamos solugdo estoque de acrilamida 30%, géis de Imm
de espessura na concentracdo de 5% de gel de empilhamento e 12% a 15% no gel de
separacdo. As corridas eletroforéticas dos géis foram feitas com tampao Tris-Glicina (Tris-
HCI 25 mM pH 8,3, glicina 250 mM, SDS 0,1%) sob voltagem de 120 V, a temperatura
ambiente. O padrao de tamanho molecular usado foi o PageRuler Protein Ladder

(Fermentas).

Para andlise por Western Blot, as amostras foram submetidas a SDS-PAGE e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, em sistema Mini-Trans-BlotCell (Bio-Rad

Laboratories Inc., California, CA, Estados Unidos), por 1 hora a 350 mA. Apds transferéncia,
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as membranas para analise das proteinas C5, C6, C7, C8 e C9 foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente com PBS 1x, contendo 10% de leite desnatado e Tween 20 0,05%
(PBS-T) para bloquear os sitios de ligacao inespecificos apos este periodo, foram realizadas
trés lavagens das membranas com PBS-T, sendo estas incubadas com anticorpos primarios,
anti-C5, anti-C6, anti-C7, anti-C8 ¢ anti-C9 em PBS-T com 5% de leite desnatado nas
dilui¢des de 1:2500 por 18 horas a 4 °C, porém para avaliar a deposi¢do da proteina C3, o
bloqueio apos a transferéncia foi realizada por 18 horas a 4 °C, com PBS 1x, contendo 10%
de leite desnatado e Tween 20 0,05% (PBS-T), apos bloqueio, foram realizadas trés lavagens
das membranas com PBS-T, sendo esta incubada com anticorpo primdrio anti-C3 diluido em
PBS-T com 5% de leite desnatado, nas dilui¢cdes de 1:5000, por 1 hora a 37°C. Em seguida,
foram feitas trés lavagens com PBS-T e todas as membranas foram incubadas com o
anticorpo secundario anti-IgG de cabra conjugado a peroxidase, diluidos em PBS-T com 5%
de leite desnatado, nas diluigdes de 1:5000 para a avaliagdo das proteinas do MAC e 1:10.000
para C3, por 1 hora a 37 °C. Ap6s trés lavagens com PBS-T de todas as memebranas citadas,
a revelagdo foi efetuada com o kit Enhanced Chemiluminescence System (ECL, Amersham),

segundo instrugdes do fabricante.

4.7 ELISA

A ligagdo das proteinas do Complemento na superficie bacteriana também foi avaliada
por ELISA. Apos ressuspender em NaHCO; 0,1M, pH 9,6, as suspensdes bacterianas (1 x 10®
leptospiras/ml) foram imobilizadas em duplicata em placas de ELISA (Costar 3590 — 96 well,
High Binding) por 18 horas a 4 °C. Os pogos foram lavados trés vezes com PBS-T e
bloqueados com 3% de BSA (Sigma) por 2 horas a 37°C. As proteinas aderidas as bactérias
foram detectadas com anticorpos primarios anti-C3, anti-C5, anti-C6, anti-C7, anti-C8, anti-
C9 e anti- Neo MAC C5b-9 diluidos em PBS 1 x contendo 1% de BSA, nas dilui¢des 1:5000,
incubados por 1 hora a 37 °C. Em seguida, foram realizadas trés lavagens com PBS-T e
posteriormente o anticorpo secundario anti-IgG de cabra conjugado a peroxidase, diluido em
PBS 1x contendo 1% de BSA foi adicionado a cada pogo, na dilui¢ao de 1:10000, as placas
incubadas novamente por 1 hora a 37 °C. As placas foram lavadas por trés vezes em PBS-T e
adicionados o substrato dihidrocloreto de orto-fenilenodiamina (OPD, Sigma) 0,04% diluido
em tampao citrato fosfato pH 5,0 (citrato de sodio dibasico 0,1 M e fosfato de sddio
monobasico 0,2 M) e 0,01% de H,0O, 30% (Merck) para a revelagdo. Ap6s 5 minutos, a reacao
foi interrompida pela adi¢do de 50 pl de H;SO4 4 N. A absorbancia a 492 nm foi lida em

leitor de microplacas (Labsystems Uniscience, Multiskan EX).
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4.8 Analise Estatistica

Os resultados de sobrevivéncia com os quelantes da estirpe nao patogénica Patoc e da
estirpe patogénica Fromm foram analisados por ANOVA trés fatores (soro, com e sem SHN;
dose, SmM e 10mM; quelantes, EDTA e EGTA) seguida por comparagdes multiplas pelo
método de Tukey. As demais estirpes patogénicas, inclusive a estirpe Fromm, incubadas com
SHN, SHNi e SHN+EDTA ¢ EGTA 10 mM foram analisadas empregando-se ANOVA um
fator, seguida por comparagdes multiplas pelo método de Tukey. O ensaio de sobrevivéncia
com SHN, SHNi e SHN tratados com quelantes e o ensaio de sobrevivéncia com soros
depletados com estirpes ndo patogénicas foram analisados empregando-se ANOVA dois
fatores (estirpes, Patoc e Andamana; tratamentos, SHN, SHNi, SHN+EDTA 10mM e
SHN+EGTA 10mM ou SHN, SHNi, SHN+EDTA 10mM e os soros depletados), seguida por
comparag¢des multiplas pelo método de Tukey. Por fim, os ensaios de deposicdo por ELISA
foram analisados empregando-se ANOVA um fator (estirpes) seguido por comparagdes
multiplas pelo método de Tukey. O nivel de significancia adotado foi p<0,05. Todas as
analises estatisticas foram realizadas no Setor de Estatistica do ICB-USP pela Sra. Rosana

Duarte Prisco.
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5 Resultados

5.1 Avaliagao da interferéncia de EDTA e EGTA na susceptibilidade de leptospiras aos soros
tratados com tais quelantes

Como citado anteriormente, leptospiras ndo patogénicas sao sensiveis ao tratamento in
vitro com SHN, enquanto as patogénicas sdo resistentes (Meri et al., 2005). Neste trabalho,
ampliamos o numero de tipos de leptospiras avaliados, conforme descrito em Material e
Meétodos (Tabela 1). Decidimos também investigar a contribui¢do das trés vias de ativacao
para a eliminacdo in vitro de leptospiras. Inicialmente tratamos SHN com os quelantes EDTA
ou EGTA. O EDTA inativa as trés vias de ativacio, pois sequestra os fons Ca*" e Mg®". Ja o
EGTA sequestra principalmente Ca>", sendo usado para inativar a Via Cléssica e a Via das

Lectinas.

Para eliminar a possibilidade de efeitos toxicos do EDTA e EGTA diretamente sobre
estas bactérias, determinamos a porcentagem de sobrevida na presenca desses quelantes nas
concentragoes de 5 ¢ 10 mM cada.Como mostrado nas Figuras 6 e 7, nao observamos morte
de leptospiras nao patogénicas (L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I) e patogénicas (L.
interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm), quando incubadas nessas concentragdes. Em
seguida, tratamos SHN com EDTA ou EGTA, ambos nas concentragdes finais de 5 e 10
preparados em meio de cultura das leptospiras (EMJH-BSA). Conforme mostrado na Figura
6, o tratamento de SHN com 10 mM de EDTA permitiu que aproximadamente 83% da
suspensdo de leptospiras ndo patogénicas sobrevivessem, enquanto com o tratamento com
SHN-+EGTA 10 mM aproximadamente 45% sobreviveram. A porcentagem de leptospiras
mortas quando incubadas com SHN+EDTA 5 mM ou SHN+EGTA 5 mM foi
significativamente maior do que quando incubadas com SHN tratadas com os mesmos
quelantes na concentragao de 10 mM. Nao houve diferenca estatistica quando leptospiras

patogénicas foram incubadas com SHN, SHN+EDTA, SHN+EGTA (Figura 7).
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Figura 6- Sobrevida de leptospira nio patogénica na presenca de quelantes e soros tratados com EDTA e
EGTA. As sensibilidades ao EDTA e EGTA e soros tratados com ambos os quelantes foram avaliadas com L.
biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I, em diferentes concentragdes dos quelantes (5 e 10 mM), bem como, o soro
humano normal (SHN) tratado: com diferentes concentragdes de EDTA e EGTA (5 e 10 mM). Consideramos as
contagens obtidas com o tratamento com SHNi como 100%. Resultados de 4 experimentos. Quelante x Soro x
Dose, p=0,471; Soro x Dose, p=0,138; Quelante x Dose, p=0,489; Quelante x Soro, p=0,002 (Tukey,
EDTA+SHN#EDTA ¢ EGTA+SHN; EGTA+SHN#EGTA, independente da Dose, p<0,05); Dose, p=0,004
(10mM#5mM, independente do Quelante e do Soro).

Quando comparamos as duas estirpes ndo-patogénicas L. biflexa sorovar Patoc estirpe
Patoc I e L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, observamos que houve uma diferenga
significativa de sobrevivéncia entre Andamana e Patoc, independente do tratamento do soro
com os quelantes. As duas estirpes incubadas com SHN+EDTA (aproximadamente 89% e
83%, respectivamente) e SHN+EGTA (aproximadamente 60% e 50%, respectivamente)
sobreviveram em maior porcentagem do que quando comparadas com SHN
(aproximadamente 6% e 0%), mostrando que ambos os tratamentos bloquearam as respectivas
vias do Complemento como citadas anteriormente (Figura 8). No entanto, ha necessidade de
repetirmos estes experimentos com concentragdes superiores de EGTA, para garantir
efetivamente que as Vias Classica e das Lectinas foram bloqueadas. Observamos também que
quando tratamos o SHN+EDTA 10 mM a porcentagem de sobrevivéncia dessas leptospiras €
semelhante a porcentagem encontrada quando tratadas com SHNi, confirmando entdo, a

importancia do Sistema Complemento para a eliminagdo dessas bactérias.
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Figura 7 - Sobrevida de leptospira patogénica na presenca de quelantes e soros tratados com EDTA e
EGTA. Sensibilidades ao EDTA e EGTA e soros tratados com ambos os quelantes foram avaliados com L.
interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm, em diferentes concentra¢des (5 ¢ 10 mM), bem como, com 40%
de soro humano normal (SHN) tratado: com diferentes concentragdes de EDTA ¢ EGTA (5 ¢ 10 mM).
Comparamos as contagens obtidas com SHNi (100%). Resultado de 3 experimentos, a) ANOVA trés fatores:
Quelante x SHN x Dose, p=0,955; SHN x Dose, p=0,682; Quelante x Dose, p=0,792; Quelante x SHN, p=0,616;
Dose, p=0,784; SHN, p=0,972; Quelante, p=856. b) ANOVA um fator: Grupos, p=0,802.



48

As espécies patogénicas mantiveram-se resistentes tanto na presenca de SHN sem
tratamento prévio quanto com SHN+EDTA ou com SHN+EGTA, exceto a estirpe Pomona
(Figura 9a) que apresentou uma diferenca em sua resisténcia, quando incubada com

SHN+EDTA (Figuras 7 e 9).
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Figura 8 - Resisténcia ao soro de estirpes nao patogénicas de Leptospira. A sensibilidade ao soro foi
avaliada com L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11 e L.biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I comparando-se
as contagens de amostras incubadas com 40% SHN, SHN+EDTA 10 mM ou SHN + EGTA 10 mM, com SHNi
(100%). Resultados de 4 experimentos, ANOVA dois fatores: Estirpe x Quelante, p=0,208; Estirpe,
Andamana#Patoc, independente do Quelante, p=0,011; Quelante, p<0,001 (Tukey, SHN+EDTA10mM#SHN e
SHN+EGTA 10mM; SHN+EGTA 10mM#SHN e SHNi; SHNi#SHN, independente da Estirpe, p<0,05).
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Figura 9 - Resisténcia de diferentes tipos de leptospiras patogénicas incubadas com soro. A sensibilidade ao
soro foi avaliada com a) L. interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona. n= 3 experimentos, ANOVA um fator:
Grupos, p=0,026 (Tukey, SHN+EDTA10mM#SHN+EGTA10mM e SHNi, p<0,05). b) L. noguchi sorovar
Panama estirpe CZ 214. n=4 experimentos, ANOVA um fator: Grupos, p=0,198. c¢) L. kirshneri sorovar
Cynopteri estirpe 3522 C. n=4 experimentos, ANOVA um fator: Grupos, p=0,533. d) L. interrogans sorovar
Pyrogenes estirpe Salinen. n=4 experimentos, ANOVA um fator: Grupos, p=0,720. e) L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae estirpe RGA. n=4 experimentos, ANOVA um fator: Grupos, p=0,450. f) L. interrogans
sorovar Copenhageni estirpe 10A. n= 3 experimentos, ANOVA um fator: Grupos, p=0,350. Comparando-se as
contagens de amostras incubadas com 40% de SHN, SHN+EDTA 10 mM ou SHN + EGTA 10 mM, comSHNi
(100%).

5.2 Avaliagdo de susceptibilidade a soros depletados com as estirpes ndo patogénicas

Como mostrado anteriormente (Figura 8), as leptospiras ndo patogénicas tratadas com
SHN-+EGTA 10 mM tiveram uma taxa de sobrevivéncia menor do que quando tratadas com
SHNi e SHN+EDTA 10 mM. Assim, questionamos se a Via Alternativa seria Unica para a
eliminagdo desta espécie, pois os dados apresentados mostram sobrevida de aproximadamente
40% de L. biflexa sorovares Patoc ¢ Andamana, indicando que a morte foi causada, pelo

menos em parte pela Via Alternativa.

Para continuar a avaliar a importancia de cada via do Sistema Complemento na morte
das estirpes Patoc e Andamana, utilizamos soros depletados ou soro de paciente deficiente.
Assim, empregamos soro depletado de C1q (para avaliar a contribuicao da Via Classica), soro
de paciente deficiente de MBL (Via das Lectinas), soro depletado de FD (Via Alternativa) e

por fim os soros depletados de C8 e C9 (Via Terminal Comum). Como as espécies
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patogénicas mostraram-se resistentes as condig¢des desafiadas anteriormente, a sobrevivéncia

na presenga desses soros depletados ndo foi avaliada.

As leptospiras ndo patog€nicas apresentaram uma baixa sobrevida com os soros
depletados de Clq, FD e deficiente de MBL quando comparadas com a porcentagem de
sobrevida das estirpes incubadas com SHNi (Figura 10). Interessantemente, a sobrevivéncia
das leptospiras quando incubadas com soro deficiente em MBL foi significativamente maior
(aproximadamente 43%) do que quando comparadas com soros depletados de Clq
(aproximadamente 15%) e FD (aproximadamente 6%), sugerindo que a Via das Lectinas
possa ser importante também para o reconhecimento e ativacdo do Sistema Complemento
durante a infeccdo com tais espiroquetas. No entanto, ha que se considerar que o soro de
paciente deficiente de MBL pode apresentar ficolinas em concentra¢gdes normais, podendo
ainda ativar a Via das Lectinas, mesmo que parcialmente. As leptospiras ndo patogénicas
sobrevivem igualmente quando incubadas com soros depletados de C8 ou de C9, SHNi ou
SHN+EDTA 10 mM, mostrando que o MAC ¢ responsavel pela eliminagdo in vitro da

leptospira pela sua agdo litica, independente da estirpe de leptospiras ndo patogénicas.

5.3 Avaliagao da deposi¢ao das proteinas do Complemento na superficie das leptospiras

Uma das finalidades deste estudo foi avaliar em maior numero de espécies de
leptospiras a deposicao de C3 e de moléculas que compdem o MAC, ja que a presenca dessas
proteinas e/ou seus fragmentos reflete a ativacdo do Sistema Complemento sobre estas
espiroquetas. Para confirmar se hd diferenca de deposicdo entre espécies patogénicas e nao
patogénicas, as nove estirpes de leptospiras (conforme Tabela 1) foram incubadas durante 15
min, com 20% de SHN, como fonte das proteinas C3, C5, C6, C7, C8 e C9 e as interagdes
foram analisadas por Western blot e ELISA, empregando anticorpos especificos contra cada

componente estudado.
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Figura 10 - Sobrevivéncia de leptospiras ndo patogénicas na presenca de soros depletados. L. biflexa
sorovar Patoc estirpe Patoc I e L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, foram incubadas com 40% de SHNi,
SHN, SHN+EDTA 10 mM, soro deficiente em MBL (SD-MBL), ou soro depletado de C8 (SD-CS), ou de C9
(SD-C9), ou de Clq (SD-C1q) ou de Fator D (SD-FD), incubou-se durante 120 minutos. Os resultados sao
apresentados como a sobrevivéncia em relacdo a sobrevida de bactérias em soro inativado pelo calor (100%).
n=4 experimentos, ANOVA dois fatores: Estirpe x Tratamento, p=0,411; Estirpe, p=0,803; Tratamento, p<0,001
(Tukey, SHN, SD-FD, SD-Clq e SD-MBL #SHNi; SD-Clq, SD-MBL, SD-C9, SD-C8 ¢ SHN+EDTA
10mM=#£SHN; SD-FD, SD-Clq, SD-MBL e SD-C8#SHN+EDTA 10mM; SD-Clq, SD-C9, SD-FD e
SD MBL#SD-C8; SD-Clq, SD-FD e SD-MBL#SD-C9; SD-FD e SD-MBL#Clq; SD-FD#SD-MBL,
independente da Estirpe, p<0,05)

Como observado na Figura 11, além das bandas de peso molecular de
aproximadamente 185 kDa, representando C3 ndo reduzido completamente, 110 kDa (cadeia
a) e 75 kDa (cadeia ), com algumas espécies podemos observar também a presenga de uma
banda de aproximadamente 40 kDa (fragmento da cadeia o’de iC3b). A presenga deste
fragmento sugere ativacdo do Sistema Complemento. Quanto a deposi¢do das demais
proteinas C5, C6, C7, C8 e C9 (Figuras 12 a 16), observamos a presenca de banda mais
intensa nas estirpes saprofitas L. biflexa sorovar Patoc e Andamana e bandas de intensidades

variaveis nas demais espécies estudadas.

Como nao observamos claramente por Western blot a deposigao de C5, C6, C7, C8 ¢
C9 nas espécies patogé€nicas mencionadas, resolvemos avaliar esta possivel interacdo por
ELISA, por ser uma técnica quantitativa e mais sensivel que a primeira. Conforme ilustrado
na Figura 17, ndo foram observadas diferencas significativas da deposi¢do do componente C3
ou seus fragmentos dentre os diferentes tipos de leptospiras. J4 a interagao das proteinas C6 e

C7 (Figuras 18b e 19a) foi mais acentuada nas duas estirpes nao patogénicas, quando
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comparadas com as demais espécies, sendo que ha uma diferenga significativa entre ambas
quanto a deposi¢do de proteina C7. No entanto, somente a L. biflexa sorovar Andamana
estirpe CH11 apresentou maior deposicao dos componentes C5, C8 e C9 (Figuras 18a, 19b e

20), quando comparada com a L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I e espécies patogénicas.
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Figura 11 — Interacdo de leptospiras nio patogénicas e patogénicas com C3. L. biflexa sorovar Patoc estirpe
Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm, L.
interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214, L. kirshnerisorovar
Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A foram incubadas com (P)
PBS e (S) SHN. (L) aliquota da ultima lavagem. As nove estirpes foram incubadas com 20% de SHN ou com
PBS por 15 minutos. Apds varias lavagens, as amostras foram submetidas 8 SDS-PAGE em condigdes redutoras,
transferidos para membranas de nitrocelulose ¢ tratadas com anti-C3 humano, e posteriormente com anticorpo

secundario anti-IgG conjugado com peroxidase. O controle da reagdo sem bactéria ¢ representado pelo SHN
(1:1000).
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Figura 12 — Interacdo de leptospiras nio patogénicas e patogénicas com CS5. L. biflexa sorovar Patoc estirpe
Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm, L.
interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214, L. kirshnerisorovar
Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A foram incubadas com (P)
PBS e (S) SHN. (L) aliquota da tultima lavagem. As nove estirpes foram incubadas com 20% de SHN ou com
PBS por 15 minutos. Apds varias lavagens, as amostras foram submetidas 8 SDS-PAGE em condigdes redutoras,
transferidos para membranas de nitrocelulose e tratadas com anti-C5 humano, e posteriormente anticorpo

secundario anti-IgG conjugado com peroxidase. O controle da reagdo sem bactéria é representado pelo SHN
(1:200).
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Figura 13 - Interacio de leptospiras nio patogénicas e patogénicas com C6. L. biflexa sorovar Patoc estirpe
Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm, L.
interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214, L. kirshnerisorovar
Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A foram incubadas com (P)
PBS e (S) SHN. (L) aliquota da ultima lavagem. As nove estirpes foram incubadas com 20% de SHN ou com
PBS por 15 minutos. Apds varias lavagens, as amostras foram submetidas 8 SDS-PAGE em condigdes redutoras,
transferidos para membranas de nitrocelulose e tratadas com anti-C6 humano, e posteriormente anticorpo
secundario anti-IgG conjugado com peroxidase. O controle da reagdo sem bactéria é representado pelo SHN
(1:200).
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Figura 14 - Interacio de leptospiras niao patogénicas e patogénicas com C7. L. biflexa sorovar Patoc estirpe
Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm, L.
interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214, L. kirshneri sorovar
Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A foram incubadas com (P)
PBS e (S) SHN. (L) aliquota da tltima lavagem. As nove estirpes foram incubadas com 20% de SHN ou com
PBS por 15 minutos. Apos varias lavagens, as amostras foram submetidas 8 SDS-PAGE em condic¢des redutoras,
transferidos para membranas de nitrocelulose e tratadas com anti-C7 humano, e posteriormente anticorpo
secundario anti-IgG conjugado com peroxidase. O controle da reagdo sem bactéria ¢ representado pelo SHN
(1:200).
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Figura 15 — Interacio de leptospiras nao patogénicas e patogénicas com C8. L. biflexa sorovar Patoc estirpe
Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm, L.
interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214, L. kirshnerisorovar
Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A foram incubadas com (P)
PBS e (S) SHN. (L) aliquota da ultima lavagem. As nove estirpes foram incubadas com 20% de SHN ou com
PBS por 15 minutos. Apds varias lavagens, as amostras foram submetidas 8 SDS-PAGE em condigdes redutoras,
transferidos para membranas de nitrocelulose e tratadas com anti-C8 humano, e posteriormente anticorpo
secundario anti-IgG conjugado com peroxidase. O controle da reagdo sem bactéria é representado pelo SHN
(1:200).
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Figura 16 - Interacio de leptospiras nio patogénicas e patogénicas com C9. L. biflexa sorovar Patoc estirpe
Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm, L.
interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214, L. kirshnerisorovar
Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L. interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A foram incubadas com (P)
PBS e (S) SHN. (L) aliquota da tltima lavagem. As nove estirpes foram incubadas com 20% de SHN ou com
PBS por 15 minutos. Apds varias lavagens, as amostras foram submetidas 8 SDS-PAGE em condigdes redutoras,
transferidos para membranas de nitrocelulose e tratadas com anti-C9 humano, e posteriormente anticorpo
secundario anti-IgG conjugado com peroxidase. O controle da reagdo sem bactéria é representado pelo SHN
(1:200).
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Figural?7 - Niveis de deposicio de C3 em nove estirpes de Lepfospira analisada por ELISA. As estirpes L.
biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CHI11, L. inferrogans sorovar
Kennewicki estirpe Fromm, L. interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe
CZ 214, L. kirshneri sorovar Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L.
interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A, foram
incubadas com 20% de SHN ou em PBS, a 37 °C durante 15 minutos. Apos extensas lavagens, foram utilizados
1x10°® leptospiras/ml para revestir os pogos de placa de ELISA. A absorbancia foi medida a 492 nm. n= 4
experimentos, ANOVA um fator: Estirpe, p=0,073.
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Figura 18 - Niveis de deposicio de CS5e C6 em nove estirpes de Leptospira analisada por ELISA. As estirpes
L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, L. interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Fromm, L. interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe
CZ 214, L. kirshneri sorovar Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L.
interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A, foram
incubadas com 20% de SHN ou em PBS, a 37 °C durante 15 minutos. Apos extensas lavagens, foram utilizados
1x10® leptospiras/ml para revestir os pogos de placa de ELISA. A absorbancia foi medida a 492 nm. a) n= 4
experimentos, ANOVA um fator: Estirpe, p=0,018 (Tukey, Andamana # Icterohaemohrragiae e Pyrogenes,
p<0,05). b) n= 4 experimentos, ANOVA um fator: Estirpe, p<0,001 (Tukey, Patoc # Fromm, Pomona, Panama,

Pyrogenes, Icterohaemohrragiae, Copenhageni; Andamana # Fromm, Pomona, Panama, Cynopteri, Pyrogenes,
Icterohaemohrragiae e Copenhageni, p<0,05).
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Figura 19 - Niveis de deposicio de C7e C8 em nove estirpes de Leptospira analisada por ELISA. As estirpes
L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CHI11, L. interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Fromm, L. interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe
CZ 214, L. kirshneri sorovar Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L.
interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A, foram
incubadas com 20% de SHN ou em PBS, a 37 °C durante 15 minutos. Apos extensas lavagens, foram utilizados
1x108 leptospiras/ml para revestir os pogos de placa de ELISA. A absorbancia foi medida a 492 nm. a) n= 4
experimentos, ANOVA um fator: Estirpe, p<0,001 (Tukey, Patoc # Andamana, Fromm, Pomona, Panama,
Cynopteri, Pyrogenes, Icterohaemohrragiae, Copenhageni; Andamana # Fromm, Pomona, Panama, Cynopteri,
Pyrogenes, Icterohaemohrragiae e Copenhageni, p<0,05). b) n= 4 experimentos, ANOVA um fator: Estirpe,
p<0,001 (Tukey, Andamana#Copenhageni, Icterohaemohrragiae e Pyrogenes, Cynopteri # Icterohaemohrragiae
e Pyrogenes, p<0,05).
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Figura 20 - Niveis de deposicio de C9em nove estirpes de Leptospira analisada por ELISA. As estirpes L.
biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I, L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11, L. inferrogans sorovar
Kennewicki estirpe Fromm, L. inferrogans sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe
CZ 214, L. kirshneri sorovar Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L.
interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni estirpe 10A, foram
incubadas com 20% de SHN ou em PBS, a 37 °C durante 15 minutos. Apos extensas lavagens, foram utilizados
1x10® leptospiras/ml para revestir os pogos de placa de ELISA. A absorbancia foi medida a 492 nm. n= 4
experimentos, SHN: ANOVA um fator: Estirpe, p=0,003 (Tukey, Andamana#Fromm, Pomona, Panama,
Pyrogenes, ¢ Icterohaemohrragiae, p<0,05)
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6 Discussao

Johnson e Muschel (1965) pela primeira vez observaram que leptospiras nao
patogénicas morriam na presenca de soro humano, mas sobrevivam se o soro fosse
previamente inativado pelo calor. Por outro lado, espécies patogé€nicas eram mais resistentes
ao tratamento com SHN. Outras bactérias Gram-negativas foram também descritas como
resistentes ao soro: algumas estirpes de Escherichia coli (Vosti, Randall, 1970; McCabe et al.,
1978), Klebsiella (Benge, 1988), Serratia marcescens (Simberkoff et al., 1976), Pseudomonas
aeruginosa (Borowski, Schiller, 1983), Neisseria gonorrhoeae (Schoolnik et al., 1976;
Eisenstein et al., 1977) e Vibrio vulnificus (Johnson et al., 1984). Trabalhos subsequentes
demostraram que muitas espécies de bactérias Gram-negativas em geral sdo eliminadas pela
acdo litica que envolve componentes do Sistema Complemento (revisado em Rowley,
Wardlaw, 1958; Johson, Harris, 1967). No entanto, algumas apresentam fatores de viruléncia

que permitem a evasao deste sistema de defesa do hospedeiro (Benge, 1988).

Os mecanismos de evasdo imune permitem a disseminacdo e coloniza¢do de
leptospiras patogénicas em diversos 6rgaos do hospedeiro, além da conhecida propriedade de
interagirem com componentes da matriz extracelular (Johnson, Harris, 1967; Merien et al.,
2000; Meri et al., 2006; Stevenson et al., 2007). Para que as leptospiras patogénicas
sobrevivam aos mecanismos liticos do Sistema Complemento, elas precisam adquirir
reguladores, principalmente da fase fluida do hospedeiro, depositando-os sobre sua propria
superficie, como inicialmente demonstrado por Meri et al. (2005) a exemplo das L.
interrogans  sorovar  Copenhageni  estirpe  Wijnberg, L. interrogans  sorovar
Icterohaemorrhagiae estirpe 142, L. interrogans sorovar Zanoni estirpe Zanoni, L.
borgpeterseni sorovar Sejroe estirpe Topino 1, L. borgpeterseni sorovar Mini estirpe Sari, L.
biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I. O mesmo mecanismo foi observado pelo nosso grupo
(Barbosa et al., 2009) para as leptospirasL. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I, L.
interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm, L. interrogans sorovar Pomona estirpe
Pomona, L. borgpetersenii sorovar Javanica estirpe Veldrat Bataviae 46, L. kirshneri sorovar

Cynopteri estirpe 3522 C, L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214K (Barbosa et al., 2009).

Outro mecanismo utilizado pela leptospira patogénica para evasdo ¢ a secrecdao de
proteases que clivam as principais proteinas do Sistema Complemento (Fraga et al., 2014).

Em acordo com este conceito, Amamura et al. (2017), demonstraram L. interrogans sorovar
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Kennewicki estirpe Fromm tiveram a sobrevida reduzida para 60% quando incubadas na

presenga de SHN tratado com 1,10,fenantrolina, conhecido inibidor de metaloproteases.

Dentre as leptospiras, a L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm mostrou ser
resistente a todos os tratamentos realizados neste trabalho, possivelmente pelos dois
mecanismos citados acima, sendo este resultado reproduzido também com L. interrogans
sorovar Pomona estirpe Pomona, L. noguchi sorovar Panama estirpe CZ 214, L. kirshneri
sorovar Cynopteri estirpe 3522 C, L. interrogans sorovar Pyrogenes estirpe Salinen, L.
interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae estirpe RGA e L. interrogans sorovar Copenhageni

estirpe 10A.

Barbosa et al. (2009) mostraram que L. interrogans sorovar Pomona estirpe Pomona ¢
parcialmente resistente a acdo do Complemento, porém neste trabalho, notamos que a
sobrevivéncia na presencade SHN foi semelhante aquela observada com SHNi (Figura 9a).
Quando a sobrevida de leptospira na presenca de SHN+EDTA foi comparada com SHNi,
observamos uma diferenga estatistica significativa, contudo a porcentagem de morte foi
menor que 10%. Também avaliamos os demais sorovares de espécies patogénicas atenuadas
(Figura 9b ao 9f) que se comportaram como a L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe
Fromm, ndo demonstrando nenhuma diferenca na porcentagem de sobrevida. Essa possivel
diferenca da Pomona com as demais espécies patogénicas pode ser sugerida pela forma como
elas sdo mantidas em laboratorio, pois a L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm
mantém a sua viruléncia pelas passagens em hamsters, enquanto os demais sorovares sao
atenuados por varias passagens de cultura in vitro, como citado em Material e Métodos (item
4.1), podendo possivelmente apresentar mutacdes de proteinas de superficie de membrana
nestas estirpes. Outra hipotese pode ser de que estas possiveis mutagdes no sorovar Pomona, o

tornem sensivel ao EDTA, fazendo com que morram mais bactérias em sua presenga.

Até o momento, ndo foram descritos mecanismos de evasao do Sistema Complemento
nas espécies ndo patogé€nicas, como observado nas patogénicas, explicando porque quando
incubamos tais leptospiras ndo patogénicas com SHN ha répida eliminagdo destas. Em cerca
de 60 minutos ja ¢ possivel observar a acdo do Sistema Complemento ¢ com 120 minutos,
praticamente todas elas foram mortas (Meri et al., 2005; Barbosa et al., 2009), sendo este

ultimo tempo de incubagdo empregado no presente trabalho.

Ao incubar espécies nao patogé€nica e patogénica de leptospiras com quelantes (EDTA

e EGTA) (Figuras 6, 7), observamos que ambos ndo interfiram na taxa de mortalidade de
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nenhuma das espécies. Porém, quando a espécie ndo patogénica foi incubada com
SHN+EDTA e SHN+EGTA na concentragio de 5 mM, apresentavam alta taxa de
mortalidade, pois esta concentragdo foi insuficiente para bloquear todas as vias do
Complemento (Figura 6). Assim, utilizamos a concentracdo de 10 mM, e observamos que
maior nimero de bactéria ndo patogénica incubada com SHN+EDTA 10 mM sobreviveu do
que quando incubada com SHN+EGTA 10 mM. A porcentagem de sobrevida da espécie
patogénica em SHN nao foi significativamente diferente da porcentagem de sobrevida em

qualquer outro tipo de tratamento.

No presente trabalho, ao incubar as duas estirpes saprofitas com os soros, observamos
que na presenga de SHN morreram como o esperado e com o SHNi sobreviveram (100%), o
que estd de acordo com os trabalhos anteriormente citados. Neste experimento foi
demonstrada a importancia da ativagdo do Sistema Complemento para a morte de tais
leptospiras (Figura 8). Aproximadamente 90% (Andamana) e 83% (Patoc) das estirpes
tratadas com SHN+EDTA 10 mM. Aproximadamente 60% (Andamana) e 40% (Patoc) das
estirpes tratadas com SHN+EGTA 10 mM sobreviveram (Figura 8), sugerindo que a Patoc
(estirpe Patoc 1) talvez seja mais sensivel que a Andamana (estirpe CH11), provavelmente

pela presenca de diferentes proteinas de membrana expressas em cada uma delas.

No trabalho de Barbosa et al. (2009) quando a espécie nao patogénica foi incubada
com soros deficientes de MBL e Cls, os autores observaram a morte de aproximadamente
80% e de 90% dessas bactérias para estes soros respectivamente, sugerindo que a principal via
para eliminagdo das leptospiras pudesse ser a Via Alternativa. No entanto, a porcentagem de
sobrevivéncia de leptospiras ndo patogénicas na presenca de soro depletado de FD (Figura
10) ou depletado de FB (Breda et al., 2018) foi semelhante aquela encontrada quando
incubadas com SHN. Em outras palavras, considerando os resultados acima, poderiamos
sugerir que a Via Alternativa ndo parece ser a mais importante para a elimina¢do destas
espiroquetas. Entretanto, ao compararmos com os resultados mostrados nas Figuras 6 e 8, o
tratamento com SHN+EGTA 10 mM reduziu a sobrevivéncia para aproximadamente 40%
Patoc e 60% Andamana, enquanto com SHN praticamente eliminou todas essas leptospiras.
Continuaremos a explorar estas observacdes empregando concentragdes de EGTA maiores
que 10 mM, que possam talvez melhor assegurar que a Via Alternativa seja a inica realmente

preservada no SHN+EGTA.
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Embora o papel da Via Alternativa para eliminar leptospiras ndo patogénicas tenha
sido sugerido por Meri et al. (2005) e Barbosa et al. (2009), no presente trabalho as duas
estirpes ndo patogénicas empregadas obtiveram valores de sobrevida distintos, quando
incubadas com soros depletados de Clq,de FD ou soro deficiente em MBL. Barbosa et al.
(2009) mostraram que a L. biflexa sorovar Patoc era eliminada quando incubada com soro
deficiente de MBL ou deficiente de Cls. No entanto, a participacdo da Via das Lectinas, ndo
poderia ter sido excluida por completo, uma vez que soro deficiente de MBL ainda apresenta
ficolinas 1, 2 e 3 em concentragdes suficientes para ativar esta via (0,06-1,07 pg/ml, 3,3-5
png/ml e 18,4-25 pg/ml, respectivamente) (Hummelshoj, 2005;.Krarup et al., 2005; Munthe-
Fog et al., 2007, 2008; Honor¢ et al., 2008; Rovig et al., 2009). Nas nossas condi¢des, 0 soro
deficiente de MBL permitiu uma sobrevida de 50% (Figura 10). Infelizmente, ndo tivemos
acesso a soro de paciente deficiente de ficolinas para melhor explorar esta questdo.
Finalmente, as bactérias quando incubadas com soros depletados de C8 e C9 sobreviveram
como nas culturas tratadas com SHNi, confirmando que a eliminacao destas sdo afetadas pela

acao do MAC.

Em nossas condigdes a Via Alternativa ndo foi importante para eliminacdo da L.
biflexa sorovares Andamana e Patoc, uma vez que ambas ndo sobreviveram quando incubadas
com soro depletado de FD (Figura 10). Resultados semelhantes foram observados pelo nosso
grupo em publicac¢do recente (Breda et al., 2018) onde L. biflexa sorovar Patoc igualmente
ndo sobreviveu na presen¢a de soro humano depletado de FB, a semelhan¢a do que ocorre em
SHN. Breda et al. (2018) demostraram que a L. biflexa sorovar Patoc ¢ capaz de se ligar a Clq
e ativar a Via Classica, independentemente da presenca de anticorpos especificos
antileptospira.Neste trabalho também utilizamos soro depletado de Clq para incubar as
estirpes ndo patogénicas e avaliar a importancia da Via Classica.Observamos uma taxa de
sobrevivéncia pequena, mas significativa de aproximadamente 10%, um valor maior que
quando tratadas com soro depletado de FD e SHN. Resultados semelhantes foram observados
por Barbosa et al. (2009) empregando o soro deficiente de Cls. Assim, podemos sugerir que a

Via Classica poderia contribuir minimamente para a morte das leptospiras ndo patogénicas.

Meri et al. (2005) demonstraram que 15 minutos j& seriam tempo suficiente para a
deposi¢do das principais proteinas do Sistema Complemento em leptospiras, e que apds este
periodo seria atingido um plato. Por esse motivo este tempo foi selecionado para incubar as
leptospiras patogé€nicas e nao patogénicas em nossos ensaios de deposicdo. Em estudos

realizados previamente por Barbosa et al. (2009) foi demonstrado diferenca na deposicdo dos



67

componentes C3, C5, C6, C7, C8 e C9 entre estirpes saprofitas (Patoc I) e patogénicas, por
ELISA. Meri et al. (2005) avaliaram a deposicdo das proteinas C3, C5, C6, C8 e MAC
observando diferenca em todos estes componentes, exceto C3. No presente trabalho foi
avaliada a deposicao das proteinas C3, e C5 a C9 nos sorovares nao patogénicos Patoc e
Andamana e nos patogénicos listados na Tabela 1. Nao detectamos diferenca na deposi¢ao de
C3, igualmente depositado em todas as estirpes de leptospiras testadas. Foi encontrada
diferenca na deposi¢aodas proteinas C5, C8 e C9 sendo maior para o sorovar Andamana
quando comparado aos demais sorovares, nao sendo encontrada diferenga significativa da
deposicdo quando consideradoso sorovar Patoc e os sorovares patogénicos. Na avaliacdo de
deposicdo das proteinas C6 e C7 houve diferenga significativa com maior deposi¢do nas
estirpes saprofitas quando comparadas as patogénicas. Uma explicacdo para esta aparente
divergéncia de resultados pode ser a menor concentragdio de SHN (20%) utilizado na
incubacdo das leptospiras em nossos experimentos, sendo que nos trabalhos acima citados, os

autores utilizaram 40% de SHN.

No presente trabalho a diferenca de deposi¢do das proteinas do Complemento sobre as
leptospiras foi avaliada qualitativamente por Western blot. Observamos a presenga de bandas
com peso molecular de aproximadamente, 110 kDa e 75 kDa (cadeias o e [ de C3,
respectivamente) e uma banda com peso molecular de aproximadamente 40 kDa indicando a
parte da cadeia o’ do fragmento iC3b, indicados na Figura 11. Pode-se inferir que o Sistema
Complemento foi ativado,pois a proteina C3 e seus fragmentos depositaram na membrana das
leptospiras ndo patogénicas. Mesmo em algumas das leptospiras patogénicas foi observada a
deposicao de iC3b. O iC3b ¢ uma importante opsonina para fagocitose ¢ demonstrada também
em estirpes virulentas de Streptococcus pneumoniae. O receptor do Complemento CR3
quando interage com opsoninas (iC3b) pode mediar a interagdo de leptospiras com as células
fagociticas (Cinco et al., 1981; 2002). Por Western blot observamos também a deposi¢ao das

proteinas C3, C6 e C7, em acordo com os resultados obtidos ELISA.

Empregando estudos de interagdo dos componentes da Via Terminal Comum do SC
com Salmonella minnesota S218, Joiner et al. (1982) observaram resisténcia deste patogeno a
deposicao das proteinas C8 e C9, sendo considerado um mecanismo de escape para lise pelo
MAC. Observamos fenomeno semelhante em nossos experimentos, sendo as espécies
patogénicas pouco susceptiveis a deposi¢do das proteinas que compdem a Via Terminal
Comum, enquanto que as espécies L. biflexa sorovar Patoc e L. biflexa sorovar Andamana

apresentaram maior interagao.
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As diferengas de resisténcia ou sensibilidade das leptospiras ao Sistema Complemento
podem interferir no sucesso ou fracasso dainfeccdo do hospedeiro. Meri et al. (2005)
mostraram que a resisténcia de leptospiras patogénicas a agao bactericida do SHN depende da
aquisicdo do FH nas superficies de leptospiras patogénicas. Nosso grupo também demonstrou
que a aquisi¢do de outros fatores de regulagdo de fase fluida por proteinas de superficie
externas das leptospiras sdo benéficas para evasdo e sobrevivéncia. Como por exemplo, a
aquisicdo de C4BP, FH, FHR-1 e Vitronectina (Barbosa et al., 2009, 2010; Valencia-
Castiblanco et al., 2012; da Silva et al., 2015). A proteina de membrana Leptospiral
endostatin-likeprotein A (LenA) ¢ capaz de interagir com a proteina reguladora FH (Verma et
al., 2006), bem como as proteinas leptospiral immunoglobulin-like (Ligs) que interagem tanto
com FH, FHR-1 quanto com C4BP (Choy et al., 2007; Matsunaga et al., 2003 e 2007,
Palaniappan et al., 2004; Valéncia-Castiblanco et al., 2012). A proteina [leptospiral
complement regulator-acquiring protein A (LcpA) também interage com os reguladores
C4BP, FH e Vitronectina (Barbosa et al., 2010, da Silva et al., 2015). Estas proteinas de
membrana expressas durante uma infeccdo sdo importantes fatores de viruléncia que
permitem a ineficacia das trés vias do Complemento em espécies patogénicas e a morte das

estirpes ndo patogénicas, ja que estas ndo expressam esses reguladores de superficie.

A secrecdo de proteases por leptospiras patogénicas pode auxiliar na evasao, inibindo
vias do Sistema Complemento, pois sdo capazes de clivar as proteinas C3, C3b, iC3b, C4b,
FB, C2, C5 (Fraga et al., 2014), e também outras proteinas como C6, C7, C8 e C9 (Amamura
et al.,, 2017). Porém estas pesquisas mostraram que a termolisina s6 € capaz de clivar as
proteinas que compdem o MAC em forma purificada; o mesmo €xito ndo ¢ visto em proteinas
oriundas do soro, portanto hd ainda uma divida do nosso grupo se a termolisina seria
realmente capazde clivar tais proteinas que estdo depositadas em sua membrana celular na

presenca de SHN.

Sendo assim, neste trabalho podemos sugerir que a Via das Lectinas, dependente de
ficolinas 1, 2 e 3,poderia ser a mais relevante para a eliminacao das leptospiras de espécie nao
patogénica. J4 a Via Classica mostrou-se minimamente eficaz na eliminagao das bactérias ndo
patogénicas, pois houve uma menor frequéncia de bactérias sobreviventes em relagdo a Via
das Lectinas, porém, maior em relagdo a Via Alternativa. Por outro lado, a Via Alternativa ¢ a
menos importante, ja que os sorovares de L. biflexa foram quase totalmente eliminados na

auséncia do FD e FB.
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Por fim, nenhuma via do Sistema Complemento foi capaz de afetar as espécies
patogénicas nas condi¢des estudadas neste trabalho. Futuramente, avaliaremos mais
profundamente quais mecanismos da Via das Lectinas sdo ativados para a eliminagdo das
leptospiras ndo patogénicas, assim como as contribuigdes destes mecanismos na tentativa de

eliminacdo dessas bactérias patogénicas durante o processo da infecgao.
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7 Conclusoes

e Os sorovares Patoc ¢ Andamana de L. biflexa sdo susceptiveis a a¢cdo bactericida do
Sistema Complemento, quando incubadas com SHN, no entanto, sdo capazes de
resistir ao tratamento com SHN+EDTA 10 mM, e em porcentagem menor, ao
SHN+EGTA 10 mM.

e Leptospiras ndo patogénicas sdo mortas principalmente pela ativacdo da Via das
Lectinas, ¢ minimamente, pela Via Classica. A Via Alternativa parece nao ser
importante para a eliminagao de tais leptospiras.

e As espécies patogénicas mostraram-se resistentes ao SHN em todas as condigdes de
tratamento, portanto, foram resistentes a todas as vias do Sistema Complemento.

e A proteina C3 ¢ depositada em intensidade semelhante nas superficies das leptospiras
patogénicas e ndo patogénicas. No entanto, a ativagdo do componente C3 foi
evidenciada, principalmente, na espécie de leptospiras ndo patogénicas, € em poucas
espécies patogénicas.

e As proteinas C6 e C7 depositam-se em maior quantidade em ambos os sorovares
saprofitas quando comparados com as espécies patogénicas. Foi observada diferenca
de deposicdo entre as estirpes de espécie saprofita apenas na proteina C7.

e Por sua vez, a L. biflexa sorovar Andamana estirpe CH11 deposita mais proteina C5
quando comparada com sorovares o sorovar Pyrogenes e Icterohaemorrhagiae, C8
quando comparada com sorovares Pyrogenes, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni e
C9 quando comparadas com sorovares Kennewicki, Pomona, Panama, Pyrogenes e
Icterohaemorrhagiae.

e A interagdo de proteinas do Complemento ndo ¢ observada de maneira semelhante

entre os dois sorovares nao patogénicos, mesmo pertencendo a mesma espécie.
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