DENISE HARUMI SILVA YAMASHITA

PARTICIPACAO DO COMPONENTE C3

DO SISTEMA COMPLEMENTO MURINO
NA PRODUCAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS
E FAGOCITOSE CONTRA Leptospira interrogans

Sao Paulo
2017

Dissertacdo  apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em
Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para
obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.



DENISE HARUMI SILVA YAMASHITA

PARTICIPACAO DO COMPONENTE C3

DO SISTEMA COMPLEMENTO MURINO
NA PRODUCAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS
E FAGOCITOSE CONTRA Leptospira interrogans

Sao Paulo
2017

Dissertacdo  apresentada  ao
Programa de Po6s-Graduacdo em
Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para
obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de concentracdo: Imunologia

Orientadora: Prof.2 Dr2 Lourdes
Isaac

Verséo Original



CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servico de Biblioteca e informagdo Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Harumi Silva Yamashita, Denise

Participacdo do componente C3 do Sistema
Complements Murine na producdo de anticorpos
especificos e fagocitose contra Leptospira
interrogans / Denise Harumi Silva Yamashita;

orientador Lourdes Isaac. —-— S3o Paulo, 2017.
92 p.
Dissertacdo (Mestrado) ) —-— Universidade de Sdo

Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1. Leptospirose. 2. C3. 3. Sistema Complemsnto.
4. Anticorpes. 5. Fagocitose. I. Isaac, Lourdss ,
orientador. II. Tituls.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidata: Denise Harumi Silva Yamashita

Titulo da Dissertacdo: “Participagao do componente C3 do Sistema Complemento Murino na

producao de anticorpos especificos e fagocitose contra Leptospira interrogans”
Orientador: Profé. Dra. Lourdes Isaac

A Comissdo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertacdo de Mestrado/Tese de

Doutorado, em sesséo publica realizada a ......... R . , considerou a candidata:

( ) Aprovada ( ) Reprovada

Examinador(a): ASSINATUIA: .ooiiiiiieeieeeeee e
NOME: oo,

INSHIUICAO: ...

Examinador(a): ASSINALUIA: .oovieiiieiieeeceeeee e,
N O e

T 1SS 1] (U o= o N

Examinador(a): ASSINATUIAL .ottt
NOIMEB. e

INSTIUIGAO: ...

Presidente: YT [ = LU - LT
N (0] 1 0

T 1S3 1] (0o Vo



COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

'cB USP Cudade Universitaria “Armando de Salies Olveira”, Butantd, S80 Paulo. SP Av Professor Lineu Prestes. 2415 - ICB Il - 05508 000
CEUA-ICB/USP - Telefone (11) 30917733 . e-man cep@ict usp o

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliagdo da fungéo fagocitica de células da
linhagem monocitica de camundongos deficientes na proteina €3 do Complemento infectados pela
Leptospira spp", registrado sob o protocolo n® 76/2015, que envolve a produgdo, manutencdo e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), x'a fins de
pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro dé 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
e Experimentacdo Animal (CONCEA). Ante esta conformidade, o referido projeto foi avaliado e aprovado
em 16/10/2015 pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S3o Paulo (CEUA-ICB/USP), outorgando esta licenga de uso de animais tem validade de
04 (quatro) anos a partir da data de aprovagdo.

- Investigador Principal: Dr.(a.) Lourdes Isaac
- Membros da Equipe: Denise Harumi Silvae Yomashita (Pés-graduanda)

Havendo interesse na renovagdo do projeto, a solicitagdo deverd ser protocolada pela
Secretaria da CEUA-ICB/USP até o dltimo dia de validade da atual proposta. Apés esta data uma nova
proposta deverd ser encaminhada.

CERTIFICATE

We hereby certify that the project entitled "Evaluation of the phagocytic function of mice
monocytic lineage of cells deficient on the complement protein C3 infected by Leptospira spp”, protocol
n? 76/2015, which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum
Chordata, subphylum Vertebrata (except human), for scientific research purposes, is in accordance with
the provisions of the Law n? 11.794 passed on October 8", 2008, Decree n® 6899 passed on July 157,
2009, and the rules issued by the National Council for Control and Animal Experimentation (CONCEA).
According to this legislation, the project was evaluated and approved on 10/16/2015 by the ETHICS
COMMITTEE ON ANIMAL USE, Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo (CEUA-ICB/USP),
and the license for animal use is valid for 04 (four) years from the date of approval.

- Principal Investigator: Dr.(a.) Lourdes Isaac
- Team members: Denise Harumi Silva Yamashita (Graduate Student)

If a renewal of the project is intended, the request must be submitted to the CEUA-ICB/USP

secretary before the expiration of the current proposal. After this date, a new proposal must be prepared.

Espécie/Species | Linhagem/Strain Sexo/Gender | Idade-Peso/ Age-Weight = Total
Mus musculus C57bl/6 C3/KO Fémea/Female 4-8 semanas/weeks [ 60
C57bl/6 Fémea/Female 4-8 semanas/weeks 60
L4 —‘f \ )
ﬂw 3 TPV
Prof. Dr. Anderson de Sd Nunes Eliane Aparecida G. M. Nascimento

Coordenador CEUA-ICB/USP Secretdria CEUA-ICB/USP




Dedico ele trabalho ds pessoas mais importantes da minka vida.
@OAWW&MW@L@OM’QW%@W%WSW’
emmnmﬁo@mo@mle:ﬁam.



AGRADECIMENTOS

Devo agradecer de todo o meu coracao primeiramente minha familia, aos meus
pais, Laurice e Ivao, por estarem sempre me apoiando e me ajudando em todos o0s
momentos. Por acreditarem em mim e por terem me ensinado a ter respeito,
humildade, gratiddo e perseveranca através de vossos exemplos de vida. A minha
tia Kinuyo, pelo apoio e carinho de sempre, por nunca medir esforcos para me
ajudar. A minha irma Beatriz, por dizer que tem orgulho de mim e isso me motiva a
ser forte e nunca desistir dos meus objetivos. Ao meu querido noivo, Diogo, pelo
carinho, forca e incentivo. Vocé foi essencial nesta etapa. Amo vocés infinitamente.

A Profa Lourdes Isaac que me deu a oportunidade de estar realizando meu
mestrado em seu laboratoério. Pelos conselhos, paciéncia, apoio e carinho. Por todo
o conhecimento que me foi dado, o que contribui grandemente para a minha
formacé&o. Obrigada por tudo!

Aos amigos do laboratério de Complemento: Julia, Priscilla, Thais, Anielly,
Claudinha, Leo, Ana Catarina e Elena. Pelo convivio diario, companheirismo, pelo
apoio em certos momentos dificeis, pelos 6timos momentos que passamos juntos e
pela amizade. Cada um de vocés tem uma contribuicdo especial neste trabalho.
Amo vocés.

A Marlene Florido, por ter sido maravilhosa comigo, pela amizade e ensinamentos.
Obrigada pelos conselhos e apoio constante.

A Ellen e Leo Batista por todo auxilio prestado durante os experimentos de gPCR e
por sempre serem tao gentis comigo. Agradeco também a Prof.2 Marcia Mayer pelas
contribuicbes dadas em minha qualificacdo e por permitir que eu realizasse as
analises de fagocitose em seu laboratoério.

Ao Dr. Marcos Bryan, Gisele e Antonio da Faculdade de Medicina Veterinaria - USP,
pelo fornecimento das leptospiras utilizadas neste projeto.

A Marlise e Luciano, pela ajuda com os experimentos de LDH e pelo carinho que
tiveram comigo.

Aos funcionarios do Biotério da Faculdade de Medicina - USP pelo fornecimento das
hemacias de coelho.

A Eliane, Fernanda, Ricardo e Prof. Momtchilo por participarem dos meus primeiros
experimentos de imunizacdo dos animais, vocés me ajudaram e ensinaram muito.
Agradeco também pela ajuda com a coloragcdo das laminas e pelo carinho e
amizade.

Aos alunos vizinhos de laboratério: Tabata, Renata, Nuria, Chris Lambert, Edson,
Lucila, Marina, Cris, Zé, Monique e Silvana. Agradeco muito a vocés pelas inimeras
vezes que me ajudaram. Obrigada pelo carinho, apoio e amizade.



Ao Paulo Albe, pela ajuda com as laminas de microscopia e pela amizade.

A Dra. Silvia Massironi e Marcio Caldas pelo apoio e fornecimento dos
camundongos e também aos funcionarios do biotério pela manutencéo dos animais.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de Imunologia, agradeco
pela atencao, carinho e suporte, meu carinho e gratidao por voces.

A Rosana Prisco, pelo precioso apoio estatistico.

Aos ex-alunos do laboratério: Monica, Iris, Adriana, Tati e Leandro, pelos
ensinamentos transmitidos no inicio da pos.

Aos amigos que fiz no departamento: Eliseu, Dhemerson, Vinicius, Fernanda e
Rogério, por todas as vezes que precisei de ajuda e pelos momentos de
descontracao.

Aos animais utilizados neste estudo, 0 meu agradecimento e respeito.

A Capes pelo auxilio financeiro pessoal durante todo o periodo do mestrado.

A Fapesp pelo auxilio financeiro do laboratério. Processos: 2010/50043-0 e
2015/09972-0.



N&o é sobre chegar no topo do mundo e saber que venceu.
E sobre escalar e sentir que o caminho te fortaleceu.

Trem bala - Ana Vilela



RESUMO

Yamashita DHS. Participacdo do componente central C3 do Sistema Complemento
murino na producdo de anticorpos especificos e fagocitose contra Leptospira
interrogans. [dissertacdo (Mestrado em Imunologia)l. S&o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&ao Paulo; 2017.

A leptospirose € uma doenca infecciosa importante mundialmente com mais de um
milhdo de casos estimados a cada ano. Estudos acerca dos mecanismos
imunolégicos envolvendo infeccbes por bactérias leptospiras, seu comportamento e
sua capacidade de sobrevivéncia no hospedeiro, sdo de grande importancia para o
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes. Neste tipo de infec¢do, a resposta
imune inata e imune adaptativa (mediada por Complemento, fagocitose e anticorpos)
Sa0 essenciais para o seu controle.
O Sistema Complemento é importante para a eliminacdo de leptospiras, entretanto
ainda ndo se sabe se a morte destas bactérias depende mais da fagocitose ou da
formacdo do complexo de ataque a membrana. No presente estudo, foram
empregados camundongos C57BL/6 selvagens (B6.C3**) e deficientes da proteina
C3 (B6.C3"") do Sistema Complemento.
Inicialmente investigamos in vivo a producdo de anticorpos anti-leptospiras durante a
infecgdo do animal. Os camundongos de ambas as linhagens foram imunizados com
a Leptospira interrogans sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm (espécie
patogénica) e com a proteina leptospiral immunoglobulin-like (LigBC), presente
somente em espécies patogénicas. Nossos resultados mostraram que O0S
camundongos B6.C37 apresentaram menos anticorpos especificos contra as
leptospiras, bem como para a proteina LigBC, em comparacdo com 0S
camundongos B6.C3**, igualmente imunizados. E importante destacar que a
producdo de anticorpos e proliferacdo de linfocitos B envolve a participacdo do
complemento via CR2 e que pode ser modulada por fragmentos C3d(g),
reconhecidos como importantes adjuvantes na imunidade humoral.
Noés avaliamos também o processo de fagocitose utilizando macréfagos peritoneais
derivados de camundongos B6.C3** e B6.C3”. Observamos que L. interrogans
mostrou-se resistente a internalizacdo por macréfagos peritoneais de ambas as
linhagens de camundongos, entretanto quando estas leptospiras foram previamente
tratadas com soro de B6.C3**, como fonte geradora de opsoninas C3b e iC3b, o
namero de leptospiras aumentou significativamente. Macréfagos derivados de
camundongos B6.C3”- fagocitaram menos leptospiras, quando comparados com 0s
macrofagos de B6.C3**. Esta observacdo ndo pdde ser estendida para outras
particulas, uma vez que néo detectamos diferencas na ingestdo de Zimosan por
macrofagos de ambas as linhagens. A capacidade microbicida dependente da
producdo de NO néo foi afetada pela auséncia de C3. Também observamos que na
auséncia de C3, estas células fagocitarias secretam niveis reduzidos de citocinas
TNF-a, IL-10, IL12p70 e MCP-1. Por outro lado, a citocina IL-6 foi secretada em
maior concentracdo por macrofagos deficientes de C3, quando comparados com 0s
macrofagos de camundongos C3**.

Em apoio a estas conclusdes, nossos resultados demonstram que o C3 é
importante na defesa do hospedeiro, contribuindo para a melhor compreensao do
papel do C3 do Sistema Complemento para controlar esta infeccao.

Palavras-chave: Leptospira. C3. Sistema Complemento. Anticorpos. Fagocitose.



ABSTRACT

Yamashita DHS. Participation of the central component C3 of the Complement
System murine in the production of specific antibodies and phagocytosis against
Leptospira interrogans. [Masters thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2017.

Leptospirosis is an important infectious disease worldwide with more than one million
cases estimated each year. Studies on the immunological mechanisms involving
infections by leptospires bacteria, their behavior and their survival capacity in the
host, are of great importance for the development of more effective treatments. In
this type of infection, the innate immune and adaptive immune response
(Complement mediated, phagocytosis and antibodies) are essential for its control.
The Complement System is important for the elimination of leptospires, however it is
not yet known if the death of these bacteria depends more on phagocytosis or the
formation of the membrane attack complex. In the present study, C57BL/6 wild
(B6.C3**) and C3 protein deficient (B6.C37) mice from the Complement System
were used.

We first investigated the production of anti-leptospire antibodies in vivo during the
infection of the animal. Mice from both strains were immunized with the Leptospira
interrogans serovar Kennewicki Pomona Fromm strain (pathogenic species) and the
leptospiral immunoglobulin-like protein (LigBC), present only in pathogenic species.
Our results showed that B6.C3”7 mice had fewer specific antibodies against
leptospires as well as for LigBC protein compared to equally immunized B6.C3**
mice. It is important to highlight that the production of antibodies and proliferation of
B lymphocytes involves the participation of the complement via CR2 and that can be
modulated by fragments C3d(g), recognized as important adjuvants in humoral
immunity.

We also evaluated the phagocytosis process using peritoneal macrophages derived
from B6.C3** and B6.C37 mice. We observed that L. interrogans was resistant to the
internalization by peritoneal macrophages of both strains of mice, however when
these leptospires were previously treated with serum of B6.C3**, as the source of
opsonin C3b and iC3b, the number of internalized leptospires significantly increased.
Macrophages derived from B6.C37 mice phagocyted less leptospires when
compared to B6.C3** macrophages. This observation could not be extended to other
particles, since we did not detect differences in the ingestion of Zimosan by
macrophages of both strains. The microbicidal capacity dependent on NO production
was not affected by the absence of C3. We also observed that in the absence of C3,
these phagocytic cells secrete reduced levels of cytokines TNF-a, IL-10, IL12p70 and
MCP-1. On the other hand, the IL-6 cytokine was secreted in higher concentration by
C3-deficient macrophages compared to the macrophages of C3** mice.

In support of these findings, our results demonstrate that C3 is important in host
defense, contributing to a better understanding of the role of Complement C3 in
controlling this infection.

Keywords: Leptospira. C3. Complement System. Antibody. Phagocytosis.
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1 Introducéo

1.1 Leptospirose

A leptospirose € uma doenca infecciosa de origem bacteriana causada por
diferentes espécies de bactérias do género Leptospira spp. (Levett, 2001). Uma
estimativa recente revelou que a carga global da leptospirose € um milhdo de casos
a cada ano com cerca de 60 mil mortes (Costa et al., 2015).

Os primeiros isolados de leptospiras foram descritos ha aproximadamente
100 anos por pesquisadores japoneses, a partir de experimentos utilizando-se
cobaias como o primeiro modelo animal de infeccdo aguda. Os animais foram entéo
infectados com sangue de pacientes com leptospirose e desenvolveram sintomas
similares aqueles observados nos doentes, tais como albumindria, congestao
conjuntival, ictericia e hemorragia, critérios utilizados para a definicdo do quadro da
doenca. As leptospiras foram encontradas no figado e nos rins e, baseando-se em
suas caracteristicas morfologicas, foram nomeadas como Spirochaeta
icterohaemorragiae (Inada et al., 1916).

Antecedendo a descoberta, em meados de 1886 o médico patologista Adolf
Weil observou um tipo particular de ictericia, acompanhada de esplenomegalia,
disfuncdo renal, conjuntivite e erupc¢des cutdneas em seus pacientes, o que foi
comprovado anos mais tarde com o isolamento dessa bactéria, e assim, a doenca
em sua forma mais grave foi reconhecida como Sindrome de Weil (Weil, 1886).

Espécies patogénicas de leptospiras tém sido isoladas em uma ampla
variedade de animais, como, por exemplo, cdes, gatos, cavalos, bufalos, gados,
porcos, gambdas, morcegos, ovelhas e cervos (Adler, 2015). Além disso, as
leptospiras também tém sido recuperadas de animais como crocodilos, focas e
ledes-marinhos (Colagross-Schouten et al., 2002; Pérez-Flores et al., 2017).

Embora muitos animais sejam apontados como fonte de leptospiras, 0s
roedores sé&o considerados os principais hospedeiros de manutengédo da doenca e
também o principal transmissor para esta infeccdo em humanos, especialmente os
ratos em centros urbanos (Bharti et al., 2003; Haake, Levett, 2015). Nos animais
infectados, as leptospiras podem colonizar tubulos renais que servem como

reservatério destas bactérias que sao liberadas na urina, podendo sobreviver por
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horas ou dias no ambiente contaminado. Por esta razdo, as leptospiras estao

amplamente difundidas na natureza (Haake, Levett, 2015) (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo de transmissao da leptospirose.
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O ciclo de transmissao da leptospirose inicia-se principalmente quando os animais contaminados
liberam as espiroquetas pela urina, contaminando o solo e a &gua. Os roedores sao
considerados os principais reservatérios da infeccdo humana. Os seres humanos podem se
infectar de diferentes maneiras através de enchentes, esportes aquaticos, trabalho em fazendas
e abatedouros, fatores de risco que se destacam no ciclo de transmissdo. Os sintomas
caracteristicos da doenca em estdgios mais graves estao relacionados com a apresentagéo
clinica: hemorragia pulmonar, disfuncdo renal e hepatica (Fraga et al., 2014).

A leptospirose € considerada uma doenca de grande impacto social, pois
costuma afetar populacdes mais pobres que vivem em regides com caréncia de
saneamento basico e habitacdo adequada. Esses aspectos sdo 0s principais fatores
de risco epidemiolégico, uma vez que estes individuos estdo mais expostos ao lixo a
céu aberto e aos ratos atraidos a esses locais em busca de alimentos (Hagan et al.,
2016). Em situacdes de enchentes, devido a falta de infraestrutura, a agua
contaminada pela urina dos roedores pode misturar-se com a agua das chuvas,
tornando os animais e os seres humanos mais vulneraveis a infecgao por leptospiras
(Ko et al., 1999; Ko et al., 2009).
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Os seres humanos s&o considerados hospedeiros acidentais da doenca. O
contato direto com sangue, urina, tecidos e oOrgaos do animal infectado é
considerado fator de risco para a transmissao da leptospirose e pode afetar
principalmente  determinadas  ocupacbes  profissionais como  aquelas
desempenhadas por veterinarios, fazendeiros, agougueiros, militares, catadores de
lixo, cientistas e tratadores do sistema de esgoto e do controle de roedores, entre
outras ocupacdes que demandam o contato com os animais (Steneroden et al.,
2011). Além disso, como mencionado anteriormente a transmissdo também ocorre
através do contato indireto com a 4gua ou solo contaminados apés a disseminacao
das leptospiras pela urina dos animais infectados (Smythe et al., 1997; Levett, 2001).

Na fase aguda, os pacientes geralmente apresentam febre, fadiga, calafrios,
fortes dores de cabeca, mal-estar, fotofobia, dor retro-orbital, e, de forma incomum a
outras doencas, podem ainda apresentar hemorragia conjuntival (Haake, Levett,
2015). Outros possiveis sintomas incluem tosse, dores articulares e manchas pelo
corpo (Zaki, Shanbag, 2010). Alguns dos sintomas apresentados durante a fase
aguda sao semelhantes aos sintomas de outras doencas de infeccdes virais, 0 que
pode acarretar um diagnostico incorreto em muitos casos. Por esta razao, alguns
casos de leptospirose muitas vezes ndo sao corretamente diagnosticados e
notificados (Burt et al., 2012; Taylor et al., 2015).

Dores abdominais, nauseas, diarreia e vOmitos s&o sintomas
gastrointestinais que podem contribuir para casos de desidratacdo. Se o paciente
evoluir para um quadro mais avancado da infec¢do, os sintomas podem progredir
para complicacdes relacionadas a ictericia, insuficiéncia renal e hepatica, meningite,
miocardite e uveite (Bharti et al., 2003). A gravidade da doenca implica na disfuncéao
de multiplos o6rgdos. No figado e nos pulmdes frequentemente sdo observadas
intensas hemorragias, enquanto nos rins, a inflamacéo resulta em nefrite intersticial
caracterizada por edema e infiltracdo de células inflamatérias (Yang et al., 2006).

O diagnéstico para a leptospirose baseia-se na avaliacdo geral do paciente,
histérico de exposicdo a eventuais locais de risco, além da apresentacéo clinica dos
sintomas caracteristicos da doenca (Ko et al., 1999; Ooteman et al., 2006; Bharti et
al., 2003). Os testes sorolégicos sdo os mais frequentemente utilizados para o
diagnostico de leptospirose. A deteccdo de anticorpos IgG especificos geralmente
pode ser observada a partir da segunda semana pos-infeccdo e podem ser

detectados pelos métodos como Enzyme Lynked Immuno Sorbent Assay (ELISA) ou
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por Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT) (Picardeau, 2013). O MAT consiste na
pesquisa de anticorpos no soro de um paciente infectado, quando este € misturado a
um painel de antigenos de leptospiras vivas em varias diluicbes. O resultado do é
positivo, quando os anticorpos aglutinam com pelo menos um dos sorovares de
leptospira (World Health Organization, 2003).

Outros ensaios moleculares como reacdo em cadeia com DNA polimerase
(PCR) ou PCR quantitativo em tempo real (QPCR) também corroboram para a
pesquisa das espiroquetas em amostras de sangue ou urina, permitindo a
identificacdo ou até mesmo quantificacdo de leptospiras presentes no hospedeiro
infectado (Fukunaga, Mifuchi, 1989; Picardeau, 2013).

O tratamento € feito sob a administracdo oral de duas drogas
antimicrobianas: a doxaciclina e a azitromicina para os pacientes que apresentam as
formas leves da doenca. Os pacientes acometidos com as formas graves
necessitam de intervencdo hospitalar, administracdo de antibiéticos como a
ampicilina via intravenosa ou intramuscular, além de terapias de suporte para
reducdo das taxas de mortalidade (Levett, 2001).

A vacinacdo contra a leptospirose para seres humanos ainda nao foi
introduzida no Brasil e h4d vacinas apenas para uso em animais. Apenas alguns
paises como Cuba, China, Russia, Japdo e Franca, disponibilizam a vacina para
pessoas que vivem em situacdes de risco. Sao preparacbes de bacterinas
(leptospiras inativadas pelo calor), que conferem baixa protecdo e induzem
imunidade em curto prazo, sendo necesséarias anualmente doses de reforco da
vacina (Haake, Levett, 2015; Dellagostin et al., 2017).

1.2 Leptospiras

As leptospiras sao bactérias do tipo espiroqueta e pertencem a familia
Leptospiraceae de ordem Spirochaetales, distribuidas em 3 géneros: Leptospira
spp., Leptonema spp. e Treponema spp. (Faine et al., 1999). Sdo bactérias finas,
moéveis e apresentam uma forma caracteristica tipica helicoidal com extremidades
em forma de ganchos (Levett, 2001) (Figura 2).

No espaco periplasmético, as leptospiras apresentam flagelos, que
Impulsionam seu movimento em dois sentidos, rotacéo e translagcéo (Bharti et al.,

2003). Quanto ao tamanho medem entre 0,1-0,2 um de largura e de 6 a 20 um de
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comprimento com uma amplitude helicoidal de aproximadamente 0,1-0,15 um e de

0,5 um de comprimento (Levett, 2001; Schreier et al., 2009).

Figura 2 - L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae.
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Microscopia eletrénica de varredura da Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae
aderidas em uma membrana de 0,22 um (Levett, 2001).

As leptospiras possuem um envoltorio celular com dupla membrana, sendo a
membrana interna revestida por uma espessa camada de peptideoglicano e a
membrana externa por lipopolissacarideo (LPS), proteinas, lipoproteinas e lipideos
(Haake, 2000; Evangelista, Coburn, 2010) (Figura 3). O LPS das leptospiras €&
semelhante ao LPS de outras bactérias Gram-negativas e seu reconhecimento como
observado na maioria das bactérias Gram-negativas é predominantemente
detectado por receptores semelhantes a Toll tipo 4 (TLR-4) (Goris et al., 2011).
Entretanto, diferencas na composicdo do lipideo A das leptospiras, regiao
responsavel pela atividade endotoxica do LPS, permitem que as leptospiras sejam
reconhecidas por macréfagos humanos apenas por TLR-2. Ao contrario dos
macrofagos humanos, o LPS das leptospiras & reconhecido principalmente por
macréfagos murinos por TLR-2, mas TLR-4 também contribui para a ativagéo e

sinalizacao celular (Nahori et al., 2005; Werts, 2010).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da dupla membrana de leptospiras.
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A dupla membrana das leptospiras € composta por uma membrana interna estritamente
associada a camada de peptideoglicano. A membrana externa é composta por LPS e uma série
de lipoproteinas como LipL32, LigA, LigB, Loa22 e a proteina porina OmpL1 (Fraga et al., 2011).
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As leptospiras sdo bactérias aerobicas obrigatorias, multiplicam-se melhor
em temperaturas entre 28 °C e 30 °C no pH 7,2 e 7,6. Para o cultivo das leptospiras
sdo utilizados meios especiais como o Ellinghausen-McCullough-Johnson Harris
(EMJH), suplementado com 10% de soro de coelho ou 1% de albumina sérica com
adicao de acidos graxos de cadeia longa. O crescimento do numero de leptospiras
leva de 4 a 7 dias e pode ser acompanhado por microscopia Optica sob campo
escuro (Faine et al., 1999).

Tradicionalmente, existem dois tipos de classificacdo para diferenciar as
espécies, onde o primeiro baseia-se na composicao variavel de carboidratos que
formam o LPS, tendo como base mais de 200 sorovares distribuidos em 23
sorogrupos. O segundo sistema de classificacdo baseia-se na caracterizagéo
gendmica entre as espeécies, apoiando-se em experimentos de hibridagdo do DNA
(Levett, 2001; Ko et al., 2009; Evangelista, Coburn, 2010). A analise filogenética
baseada no sequenciamento do gene 16S rRNA indica que existem trés grupos de
leptospiras que incluem espécies patogénicas, espécies saprofitas de vida livre e

outras espécies classificadas como um grupo intermediario, cuja patogenicidade
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causa sintomas leves e sem complicacfes fatais (Ko et al., 2009; Chiriboga et al.,
denominada Leptospira idonii e sua patogenicidade ainda € incerta (Saito et al.,

2015) (Figura 4). Recentemente foi descrita uma nova espécie do género

Figura 4 - Classificacao das Leptospiras.
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(Modificado de: Picardeau, 2017).
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1.3 Sistema Complemento

O Sistema Complemento (SC) é conhecido por ser um dos participantes
mais importantes da imunidade do hospedeiro, sua contribuicdo € fundamental para
0 desenvolvimento de uma resposta imune eficiente, auxiliando outros elementos
celulares, como fagocitos e linfocitos B e modulando ativamente as respostas
Imunes inatas e adaptativas (Walport, 2001).

Seu repertoério € constituido e organizado por proteinas solUveis e proteinas
associadas a superficies celulares. A ativacdo do SC pode ocorrer por ativacdo de
trés importantes vias: Via Classica, Via das Lectinas e Via Alternativa (Walport,
2001; Nesargikar et al., 2012) (Figura 5). Quando ocorre ativagcdao do SC por
gualquer uma das vias, 0s componentes interagem entre si sequencialmente,
formando cascatas enzimaticas complexas que terminam com a formacdo do
complexo de ataque a membrana (MAC), um complexo litico que culmina em lise e
morte celular (Morgan, Harris, 1999).



Figura 5 - As vias de ativacao do Sistema Complemento.
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O SC pode ser ativado por trés diferentes vias: Via Classica, Via das Lectinas e Via Alternativa.
As C3-convertases das Via Classica e Via das Lectinas sdo geradas geralmente na presenca
das moléculas C2 e C4 por complexos de antigeno-anticorpo ou por interacGes de ligacdo de
Lectinas com residuos de carboidratos nas superficies microbianas, respectivamente. A Via
Alternativa é iniciada pela hidrélise esponténea da ligacéao ti6l-ester de C3 seguida pela ligacdo
de Fator B (FB) e posterior clivagem pelo Fator D (FD), gerando as C3-convertases desta via.
Por meio das C3-convertases mais moléculas de C3 séo clivadas, gerando C3b. A associagdo
dos fragmentos C3b as C3-convertases, formam as C5-convertases que participam da clivagem
de C5 em Cbha e C5b. Ao final das cascatas inicia-se a formacao do MAC, quando o C5b ainda

associado a C5-convertase liga-se as moléculas C6, C7, C8 e C9 (Walport, 2001).
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1.3.1 Via Cléssica

A Via Classica foi a primeira a ser descrita; sua ativacdo é dependente
principalmente do reconhecimento de complexos antigeno-anticorpo por moléculas
Clq, pertencentes ao complexo C1 (Ehrlich, Morgenroth, 1900). O complexo C1 é
formado por um conjunto de subunidades conhecidas como Clqg, Clr e Cls. A
atividade desse complexo é dependente de ions calcio (Ca**) e magnésio (Mg**) e,
apos a ligacao de Clq a porcao Fc dos anticorpos IgM ou IgG, ocorre a ativacdo da
serino protease C1r, que cliva a subunidade C1s (Lacroix et al., 1989). A ativagéo de
Cls resulta na clivagem das proteinas C2 e C4. A clivagem de C4 gera dois
fragmentos, C4b um fragmento maior que se deposita sobre superficies celulares e
mais um fragmento pequeno e soluvel com funcdo desconhecida. Em seguida,
ocorre a clivagem de C2, em C2a e C2b, o C2b permanece ligado ao C4b, formando
0 complexo enzimético C3-convertase (C4bC2a), os quais levam a clivagem e
ativacdo do componente C3, ap6s a formacdo do complexo enzimatico C3-
convertase. No complexo, C2b atua como serino protease, clivando C3 em C3a e
C3b, e com a clivagem de moléculas C3, modulam a formacao de outro complexo
conhecido como C5-convertase (C4bC2aC3bn) pela adicdo do fragmento C3b a C3-

convertase (Pangburn, Rawal, 2002).

1.3.2 Via das Lectinas

A Via das Lectinas € iniciada pelo reconhecimento de carboidratos presentes
na superficie de microrganismos. As lectinas mannose binding lectin (MBL) ou
ficolinas interagem com carboidratos ou residuos acetilados presentes
exclusivamente na superficie dos patdgenos, sendo ambas associadas a trés serino-
proteases conhecidas como MBL-associated serino protease (MASP-1, MASP-2 e
MASP-3) (Turner, 1996; Schwaeble et al., 2002). Essas lectinas apresentam
similaridade estrutural e funcional com a proteina C1q. Na presenc¢a de Ca** e Mg**,
MASP-1 apresenta funcdo homologa a Cls, ativando MASP-2. Além disso, MASP-1
também promove a clivagem da proteina C2. No entanto, apenas a MASP-2 pode
iniciar a formacdo da C3-convertase C4bC2a da Via das Lectinas, uma vez que,

MASP-2 é capaz de clivar as proteinas C2 e C4, gerando os fragmentos C2a e C4b
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(Matsushita, Fujita, 1992; Thiel et al., 1997). A MASP-3 possui atividade regulatéria
sobre MASP-2 e inibe a clivagem das moléculas C2 e C4, atuando como um
regulador negativo da Via das Lectinas (Dahl et al., 2001).

O restante do processo de ativagdo dessa via é similar ao que ocorre na Via
Classica, na qual as atividades desses complexos C4bC2a apresentardo a mesma
finalidade de clivar mais moléculas C3 para formar as C3- e Cb5-convertases
(C4bC2aC3bn).

1.3.3 Via Alternativa

A Via Alternativa é continuamente ativada em condi¢des fisioldgicas normais
do hospedeiro. Esta via é iniciada pela hidrélise espontdnea da ligacéo tiol-ester
encontrada na cadeia a intacta do C3 nativo (Law et al., 1979). A C3(H20) formada
possui sitio de ligacdo para o Fator B (FB). Tal ligacdo ocorre na presenca de ions
Mg** e, uma vez ligado, o FB sofre acdo proteolitica do Fator D (FD) gerando os
fragmentos Ba e Bb. O fragmento Bb permanece ligado a C3(H20), formando a
primeira C3-convertase da Via Alternativa, a C3(H20)Bb (Lachmann, Hugher-Jones,
1984; Law, Dodds, 1990). Os niveis de deposicao de C3 podem ser aumentados por
uma alca de amplificacdo da Via Alternativa. A molécula properdina, que opera
exclusivamente nesta via promove a estabilidade dos complexos C3-convertases,
gue clivam C3 em C3a e C3b (Medicus et al., 1976). Uma vez que as moléculas C3b
se associam ao FB, e este pode sofre posterior clivagem pelo FD e
consequentemente geram a segunda C3-convertase conhecida como C3bBb
(Fearon et al., 1973).

No segundo momento de ativagdo da Via Alternativa, o complexo C3bBb
participa na clivagem de mais moléculas C3 e a continua deposicdo de C3b nas
imediacdes, favorecendo a formacdo da Cb5-convertase (C3bBbC3bn). A C5-
convertase cliva a proteina C5 em C5a e C5b. O C5b se associa a C6, C7, C8 e C9,
culminando na génese do MAC, da mesma maneira COmo ocorre nas outras vias de

ativagao do SC.
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1.3.4 Complexo de Ataque a Membrana

O MAC é formado ao final da ativacédo das trés cascatas do SC. Iniciado pelo
complexo C5-convertase, o fragmento C5b ainda associado a esta enzima passa a
interagir com a proteina C6, que por sua vez, € capaz de interagir com a proteina C7
em fase aquosa. Os componentes C6 e C7 sdo as primeiras moléculas que se
associam ao fragmento C5b, formando o complexo C5b67, o qual é inserido na
membrana plasmatica, permitindo a insercdo da proteina C8. Para a formacédo
completa do MAC, varias moléculas de C9 também sao incorporadas na membrana
alvo (C5b6789n), formando um grande poro de atividade citotdxica, culminando em

lise celular osmética (Morgan, Harris, 1999) (Figura 6).

Figura 6 - Complexo de Ataque & Membrana.

Com a clivagem de C5 pelas C5-convertases sao gerados os fragmentos C5a e C5b. A molécula
Cba ¢é libertada na circulacdo e o C5hb associado a C5-convertase passa a interagir com as
moléculas C6, C7, C8 e varias moléculas de C9, gerando um grande poro na bicamada lipidica
conhecido como MAC (Aleshin et al., 2012).

1.4 Funcles do Sistema Complemento

O SC participa dos mecanismos de acdo desenvolvidos contra bactérias
invasoras e na eliminacdo de diversos outros patdgenos. Ativado por esses

microrganismos, numerosos produtos sdo gerados durante a sua ativacao, que vao
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exibir potentes estimulos designados para permitir a ativacdo da resposta
imunoldgica (Ricklin et al., 2010).

A sequéncia de eventos apés a ativacdo do SC pode incluir a geracao de
anafilotoxinas, como os fragmentos C3a e Cb5a, conhecidos como potentes
mediadores pro-inflamatorios. Ambos possuem fungbes comuns relacionadas a
processos que envolvem a capacidade de orientar a migracdo de leucocitos
circulantes para os tecidos, estimular mastocitos e basofilos a liberarem histamina,
ativar células endoteliais, aumentando a expressdo de moléculas de superficies
como B2 integrina, auxiliar na geracdo de citocinas e oxidantes em células
fagociticas e promover a ativacdo dos complexos inflamassomas (Dias da Silva,
1967; Johnson et al., 1975; Elsner et al., 1994; Ember et al., 1994; Foreman et al.,
1994, Daffern et al., 1995; Hartmann et al., 1997; Albrecht et al., 2004; Laudisi et al.,
2013).

O SC também coopera com as células fagociticas, uma vez que sé&o
recrutadas por quimiotaxia pelos fragmentos C3a e Cba para o sitio inflamatério,
essas ceélulas internalizam agentes infecciosos via receptores de superficie tais
como TLRs, receptores de manose (MRs), receptores de Complemento (CRs) e
receptores para porcéo Fc de anticorpos IgG (FcY'Rs) (Underhill, Goodridge, 2012).

O Cl1qg e os fragmentos C3b, iC3b e C4b, sdo opsoninas que se fixam na
superficie de microrganismos e ceélulas apoptoticas. Essas moléculas intensificam o
processo de fagocitose, uma vez que a opsonizacao por estas aumenta a habilidade
de macrofagos e neutréfilos em fagocitar os microrganismos e promover a
eliminacao das particulas alvo (Bohlson et al., 2014).

Os CRs estéo presentes nos macrofagos e a fagocitose mediada por esses
receptores ocorre por um processo dependente de uma variedade de proteinas do
citoesqueleto, como F-actina, vinculina, paxilina, entre outras. ApoOs a ligacdo das
opsoninas complexadas aos antigenos aos receptores especificos permitem a
formacdo de pequenos pseuddpodes. Essa interacdo € suficiente para permitir a
ingestdo do microrganismo e a subsequente fagocitose. A internalizacdo destas
particulas por CRs requer a participacdo de microtubulos e € acompanhada pelo
acumulo de vesiculas compostas por proteinas do citoesqueleto que formam o
fagossomo (Aderem, Underhill, 1999).

Mediante a interacdo de Clg e C3b com os receptores CR1 presentes em

macrofagos, neutrofilos e outras células sanguineas ocorrem o processo de adeséo
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de células apoptéticas, debris celulares e de imunocomplexos presentes na
circulacdo (Korb, Ahearn, 1997). A opsonizacdo dessas particulas com o0s
fragmentos do SC promove o deslocamento destas para o figado e baco, onde
serdo removidas por macrofagos teciduais. Além disso, as células de Kupffer
murinas expressam o0 complement receptor of the immunoglobulin superfamily
(CRIg), capaz de interagir com o fragmento C3b ligado ao antigeno, resultando no
processo de fagocitose (Cornacoff et al., 1983; Klickstein et al., 1997; Helmy et al.,
2006).

Como opsonina, o fragmento iC3b é considerado mais potente do que 0s
outros fragmentos do SC, ja que apresenta alta afinidade de interacdo com
receptores pertencentes a familia das integrinas caracterizados por CR3
(CD11b/CD18) e CR4 (CD11c/CD18), bem como com o CRIg, cuja interacdes
promovem a fagocitose de microrganismos por macrofagos (Johnson et al., 1984;
Ezekowitz et al., 1985; van Lookeren Campagne et al., 2007).

Macrofagos também podem secretar componentes do SC, especialmente
elementos que compdem a Via Alternativa, tais como FB, FD, C3, C5 e properdina
(Hartung, Hadding, 1983). A liberacdo dos componentes no meio extracelular pode
culminar na geracao de C3-convertases, clivando os fragmentos C3 em C3a e C3b,
e a acao local desses mediadores pode aumentar 0os processos de opsonizacao,
bem como de fagocitose (Ezekowitz et al., 1984). Além disso, a properdina também
pode se ligar a particulas alvos, podendo contribuir tanto para os processos de
opsonizacdo quanto para a fagocitose (Flierman, Daha, 2007; Kemper et al., 2008).

As proteinas do SC também estdo envolvidas na regulacdo e ativacdo dos
linfécitos T devido a secrecéo local de C3a para o meio extracelular. A anafilotoxina
C3a é importante para manter a sobrevivéncia dos linfécitos T e, quando em
cooperacdo com a opsonina C3b, pode induzir a diferenciacdo dos linfécitos TCD4*
para o padrdo TH1, sendo essa funcdo importante para a secrecao da citocina pro-
inflamatéria IFN-gama (IFN-y) (Kolev et al., 2015).

Linfocitos T ativados também séo capazes de secretar o componente C3 e a
clivagem intracelular da molécula ocorre mediante acdo de enzimas catepsinas L
(Liszewski et al., 2013), tais fragmentos gerados localmente podem contribuir para a
modulacdo de linfocitos T humanos. Em camundongos, a modulacéo de linfocitos T

pode ser influenciada por C3a, entretanto, a clivagem extracelular de C3 é
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dependente da formacdo das C3-convertases, gerada apos a secre¢do de C3, FB e
FD, proteinas que compdem estes complexos (Lalli et al., 2008; Strainic et al., 2008).

A ativacdo dos linfécitos B inicia-se pela interacdo do receptor para
antigenos (BCR) presente na superficie celular, representado por (IgM e IgD) e duas
cadeias polipeptidicas (Iga e IgPB), responsaveis por desencadear uma sequéncia de
eventos intracelulares (Batista, Harwood, 2009). A influéncia do SC na sinalizagcéo
dos linfocitos B ocorre a partir da existéncia de um complexo trimolecular
caracterizados pelo CR2 e por duas outras proteinas denominadas como CD19-
CD81 presentes nessas células, o qual tem funcdo de interagir com os antigenos
opsonizados com os fragmentos iC3b, C3d e C3d(g) (Fang et al.,, 1998; Carroll,
Isenman, 2012).

Existem duas modalidades distintas para a interacdo do antigeno
opsonizado com os fragmentos ligados ao CR2: 1) a primeira fungdo ocorre na
superficie celular do linfocito B, no qual o receptor BCR atua em conjunto com 0s
correceptores CD19-CD81 potencializando a ativacdo e expansdo clonal dos
linfécitos B, e, 2) a segunda funcdo envolve 0s processos de maturacdo de
afinidade, troca de is6tipo, geracdo de linfocitos B efetores de memaria, ocorrendo
em centros germinativos com a participacdo de células foliculares dendriticas, cuja
interacdo dos receptores CR2 com antigenos opsonizados com os fragmentos
derivados de C3 garante a retencdo prolongada do antigeno nesses locais para o
reconhecimento por linfécitos B (Ahearn et al., 1996; Fischer et al., 1996;
Roozendall, Carroll, 2007).

1.5 Sistema Complemento e leptospiras

A importancia do SC contra as leptospiras é denotada pela eliminacao
eficiente de algumas estirpes saprofiticas, enquanto outras estirpes que apresentam
fatores de viruléncia ndo sao eliminadas pelos seus mecanismos (Meri et al., 2005;
Barbosa et al., 2009). Estudos anteriores realizados por nosso grupo demonstraram
gue as leptospiras patogénicas sdo capazes de secretar proteases que promovem a
clivagem de importantes proteinas que compdem as trés vias de ativacdo do
Sistema Complemento, tais como: C3, C3b, C4b, iC3b, FB e C2 e também as

proteinas C6, C7, C8 e C9 que compdem o MAC. Nesses estudos foram utilizados
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sobrenadantes de culturas de espécies patogénicas como fonte de proteinas que
interagissem com as proteinas pertencentes ao SC. Observou-se que essas
bactérias apresentam uma classe de proteases que sdo secretadas nessas culturas
e quando incubadas com as proteinas inativam as trés vias do Complemento (Fraga
et al., 2014; Amamura et al., 2017).

Outro estudo realizado por nosso grupo demonstrou uma interacao entre o
sistema fibrinolitico e o SC, onde as leptospiras patogénicas foram capazes de
interagir com o plasminogénio. Em sua forma ativa (plasmina) e proteinas leptospiral
immunoglobulin-like proteins (Ligs) presentes na membrana externa dessas
leptospiras. Os resultados revelaram que as leptospiras, por meio de suas proteinas
de membrana LigA e LigB interagiram com o plasminogénio gerando plasmina, esta
capaz de degradar as proteinas C3, C3b e C5 (Castiblanco-Valencia et al., 2016).

Além disso, também foi demonstrado que as leptospiras patogénicas
interagem com os reguladores Fator H (FH) e C4b-binding protein (C4BP). O FH
atua na Via Alternativa, inibindo a ligacdo do fragmento Bb ao C3b, impedindo a
formacdo e acelerando o decaimento da C3-convertase. O analogo processo
regulatério ocorre na Via Classica e na Via das Lectinas, quando a proteina C4BP
esta em atuagdo. A interacdo das leptospiras patogénicas com qualquer um dos
reguladores pode representar um poderoso mecanismo de escape, uma vez que
tanto o FH como o C4BP, sao co-fatores para a atividade da serino-protease Fator |
(F1), responsavel pela clivagem das opsoninas C3b e C4b (Barbosa et al., 2009;

Castiblanco-Valencia et al., 2012).

1.6 Resposta imune a leptospirose

A grande maioria dos estudos sobre o reconhecimento de padroes
moleculares de leptospira centrou-se sobre o papel dos TLRs. Mediante o
reconhecimento do LPS pelo TLR-4, sdo deflagradas vias que culminam na ativacao
do fator de transcricdo nuclear factor kappa b (NF-kb) pela molécula adaptadora
myeloid differentiation primary response protein 88 (MyD-88), estimulando a
producéo de citocinas (Medzhitov et al., 1997; Adachi et al., 1998). Estes receptores
sdo importantes para o reconhecimento das leptospiras em células murinas que

reconhecem o LPS mediante a participacdo dos receptores TLR-2 e TLR-4,
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enguanto que em células humanas, o reconhecimento do LPS de leptospiras e
sinalizacdo dessa molécula ocorrem apenas pela via de TLR-2 (Nahori et al., 2005;
Chassin et al., 2009).

Para demonstrar a importancia da molécula TLR no reconhecimento das
leptospiras em células murinas, nos estudos realizados por Viriyakosol et al. (2006)
foram utilizados camundongos C3H/HeJ, pertencentes a uma linhagem que
apresenta deficiéncia especificamente na molécula TLR-4 e, como resultado, foi
observado que esses animais foram susceptiveis a infeccdo letal causada pela
estirpe patogénica L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae. Os animais
desenvolveram os sintomas graves da doenca, como disfuncdo hepéatica e renal,
bem como hemorragia pulmonar. Além disso, também foram observados baixos
niveis de citocinas inflamatorias, como interleucina (IL)-6 (IL-6) e tumor necrosis
factor (TNF-a) em comparagdo com os camundongos selvagens.

Em camundongos infectados com L. interrogans sorovar Copenhageni, foi
demonstrado que TLR-2 e TLR-4 também estdo envolvidos na sinalizacdo de
complexos inflamassomas. Como primeiro sinal, o LPS é reconhecido pelos TLRs e,
em seguida, uma glicoproteina presente na membrana externa das leptospiras
promove a regulacdo da bomba de Na* e K*, levando a ativacdo de Nod-like
receptor protein 3 (NLRP3) e a secrecdo das citocinas IL-1B e IL-18 (Lacroix-
Lamandé et al., 2012).

Além do reconhecimento das leptospiras por TLR-2 e TLR-4, Cinco et al.
(2002), demonstraram o envolvimento do CR3 presente em macrofagos murinos
(receptor comum dos fragmentos C3b e iC3b) na interacdo direta de leptospiras
fixadas a fibronectina, mediando a fagocitose sem opsoninas, uma vez que 0S
receptores interagem com moléculas de adeséo tais como: fibrinogénio, fibronectina,
vitronectina entre outros componentes da matriz extracelular (Takada et al., 2007).

Os anticorpos desenvolvidos contra as leptospiras desempenham um papel
fundamental na protecdo da infeccdo por leptospirose. Adler e Faine (1976),
concluiram que os anticorpos sao essenciais para promover imunidade protetora,
uma vez que os camundongos tratados com ciclofosfamida foram suscetiveis ao
desafio letal por leptospiras. Tal substancia é responsavel pela inibicdo de linfocitos
B (Turk, 1973). Jost et al. (1986) também demonstrou que o0s anticorpos foram
importantes para proteger animais da infeccéo letal por leptospiras, os quais foram

imunizados passivamente com anticorpos contra o LPS antes do desafio.
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1.6.1 Os macréfagos na infecg@o por Leptospira spp.

Vérios trabalhos foram realizados na tentativa de elucidar o papel dos
macrofagos na fagocitose de leptospiras. Os macréfagos foram reconhecidos como
um importante mecanismo de defesa imune, uma vez que a deplecdo de
macréfagos em camundongos tratados com silica ocasionou a morte dos
camundongos infectados com as leptospiras (Isogai et al., 1986).

Apo6s o reconhecimento do microrganismo, a fagocitose ocorre com a
formacdo do fagolisossoma, um processo em que promove a extensao da
membrana fagocitica e posterior fusdo com os granulos lisossomais. Dentro desses
compartimentos especializados ocorre a digestdo intracelular dos microrganismos
(Cohn, Hisch, 1960). A morte dos microrganismos dentro do fagolisossoma é
controlada por diversas enzimas proteoliticas presentes nos lisossomos. Outro
processo chave que ocorre na membrana dos fagolisossoma, é a geracdo de
metabolitos oxidativos, como o perdxido de hidrogénio (H202) e o anion superdxido
(O2), a partir da oxidagdo da enzima NADPH oxidase, um sistema conhecido como
exploséao respiratoria (Bedard, Krause, 2007).

A enzima catalase, codificada pelo gene katE e expressa durante a fase de
infeccdo por leptospiras, € uma molécula reconhecida por desempenhar um papel
na infeccdo. Neste contexto, as espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas
durante a formacdo da explosédo respiratéria podem ser degradadas pela enzima
catalase, conferindo as leptospiras resisténcia a capacidade destrutiva dos
macroéfagos (Eshghi et al., 2012).

Além dos ROS, a geracdo de NO complementa o quadro de ativagdo dos
macrofagos, cujos efeitos também podem controlar e eliminar o agente patogénico.
O NO é uma molécula intermediaria do nitrogénio, sua sintese é dependente da
metaboliza¢@o da arginina, catalisado pela enzima 6xido nitrico induzivel sintetase
(INOS), cuja expressdo ocorre por estimulos ao reconhecimento de padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMPSs), ativando TLRs, especialmente na
presenca de INF-Y (Mantovani et al., 2004).

Prétre et al. (2011) observaram uma elevada producdo do NO em
camundongos e hamsters infectados com L. interrogans sorovar Copenhageni, cujos
efeitos da molécula reduziram a carga de leptospiras nos rins e diminuiram a

mortalidade dos animais infectados. Além disso, também foi demonstrado que
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culturas de células de Kupffer, quando estimuladas com a lipoproteina LipL32 das
leptospiras, produzem intermediarios de nitrogénio que podem controlar e inibir a
replicacdo das leptospiras (Yang et al., 2002).

Em outro estudo realizado com as espiroquetas, 0s anticorpos foram
considerados como 0s elementos mais importantes para a opsonizagdo de
leptospiras, facilitando a internalizacdo destas bactérias por mondcitos e macrofagos
(Faine et al., 1964; Banfi et al., 1982; Wang et al., 1984).

A polimerizacdo da actina desempenha um papel importante na
movimenta¢do do microrganismo para o interior da célula no processo de fagocitose
(Aderem, Underhill, 1999). Em estudos utilizando uma linhagem de células de
macrofagos murinos J774A.1, foi demonstrado que a internalizacdo das leptospiras
foi mediada por endocitose, uma rota independente da polimerizacao dos filamentos
de actina, sugerindo que a entrada das leptospiras foi independente de fagocitose.
Além disso, a presenca de leptospiras nos compartimentos vesiculares foi
confirmada pelo marcador da proteina de membrana associado aos lisossomos
(LAMP-1). Dessa forma, os autores sugeriram que as leptospiras poderiam evitar a
ativacao de outros mecanismos de acdo desencadeados por esta via fagocitica (Liu
et al., 2007). Entretanto, foi observado que as leptospiras fagocitadas pela linhagem
de macréfagos humanos THP-1 escapam para o citosol e ainda sdo capazes de
sobreviver e se replicar nessas células (Li et al., 2010).

O processo de apoptose é um tipo de morte celular programada e trata-se
de um mecanismo que pode ser utilizado pelos patégenos para escapar da morte
pelos fagdcitos, como por exemplo, as bactérias Listeria monocytogenes e Shigella
flexneri, utilizam do mecanismo para escapar dos macrofagos e serem libertadas
para o meio extracelular (Zychlinsky et al., 1992; Barsig, Kaufmann, 1997). Em um
estudo realizado por Jin et al. (2009), foi relatado que a L. interrogans sorovar Lai foi
capaz de induzir apoptose nos macrofagos por meio da ativagcdo de proteases, mais
especificamente, pelas vias das caspases-3 e caspases-8.

Estudos relatam que as leptospiras patogénicas sao capazes de sobreviver
e se multiplicar dentro e fora dos macréfagos (Cinco et al.,, 1981). Na tentativa de
distinguir mecanismos intracelulares apds a fagocitose de leptospiras patogénicas
por macréfagos murinos foi utilizada a L. interrogans sorovar Manilae UP-MMC-NIID.
Os autores observaram que a estirpe ndo foi capaz de induzir apoptose nos

macrofagos murinos, mesmo sendo esta considerada uma estirpe altamente
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virulenta. Suas conclusbes foram baseadas em observacdes microscopicas que
mostraram leptospiras intactas dentro dos vacuolos fagociticos, aumento e
replicacdo das leptospiras nesses compartimentos e liberacdo das espiroquetas no
meio extracelular apdés 24 horas de incubacdo e sem causar apoptose celular (Toma
et al., 2011).

Estudos que possam determinar a interacdo dos fatores de viruléncia das
leptospiras com macréfagos humanos e murinos ainda séo limitados. Apenas dois
destes estudos confirmam que as proteinas de membrana externa LMB 216 e LigB,
como tendo um papel na infec¢cdo dos macréfagos murinos, promovendo 0 aumento
da taxa de absorcéo das leptospiras (Toma et al., 2014).

Diante das diversidades dos mecanismos de fagocitose, nosso grupo deseja
aprofundar os conhecimentos acerca dos processos de fagocitose a fim de explorar

e entender a participacdo do SC na opsonizagdo destas bactérias.

1.7 Proteina C3

C3 é uma molécula que desempenha inUmeras fun¢des apos sua clivagem
pelas C3-convertases. Além das C3-convertases, outras moléculas como a trombina
podem assumir acdo enzimatica sobre C3, o que consequentemente leva a geracao
dos fragmentos ativos como C3a e C3b (Lambris, 1988; Huber-Lang et al., 2006).

O gene C3 humano esta localizado no cromossomo 19 e a proteina é
composta pela cadeia a (110 kDa) e cadeia B (75 kDa), unidas entre si por pontes
dissulfeto. Sua concentracao sérica corresponde a aproximadamente 1,2 mg/ml em
humanos (Lambris, 1988; Morley, Walport, 2000).

A proteina C3 é sintetizada como uma pré-molécula que sofre modificacdes
pés-traducionais que incluem a clivagem do peptideo sinal (22 aa), remocao de uma
sequéncia de 4 argininas, glicosilacdo e formacéo da ligacéo tiol-éster intracadeia
(Law et al., 1979).

Sintetizada principalmente pelos hepatécitos, a producdo desta proteina é
influenciada pelos mediadores: IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y, os quais induzem a sintese
da proteina C3 na fase aguda em diversos tipos celulares, como
monacitos/macréfagos, neutrofilos, fibroblastos, células endoteliais, mioblastos,

células T, astrocitos, células mesangiais glomerulares, adipécitos, osteoblastos,
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células epiteliais intestinais e células dendriticas (Botto et al., 1992; Morley, Walport,
2000; Reis et al., 2006).

A molécula C3 apresenta um amplo espectro de interacbes por meio de
determinados fragmentos gerados nas clivagens enzimaticas dessa proteina. Com a
clivagem de C3, o componente iC3b é gerado apds o fragmento C3b sofrer clivagem
pelo FI na presenca dos cofatores membrane cofator protein (MCP), FH e do
receptor CR1 que atuam na regulacdo do SC. Com esta clivagem ocorre a liberacéo
dos fragmentos C3f e o iC3b pode sofrer mais uma clivagem adicional pelo FlI,
gerando o fragmento C3c e C3d(g), os quais podem ser posteriormente clivados em
C3d e C3dg por proteases plasmaticas (Lambris, 1988; Morley, Walport, 2000)
(Figura 7).

Figura 7 - Representacdo esquematica da clivagem de C3 e seus fragmentos.
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As enzimas C3-convertases clivam a proteina C3, culminando na geracao dos fragmentos C3a e
C3b. O fragmento C3b pode ser clivado pelo Fl, na presenca dos cofatores: Fator H, MCP, CRL1.
O fragmento iC3b, é gerado apos conversdo do C3b e liberagdo dos fragmentos C3c e C3dg, o0s
guais podem ser clivados em C3d e C3g por proteases plasmaticas (Modificado de Botto, 2000).
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1.8 Modelo animal

Modelos animais tém sido utilizados para avaliar fatores de viruléncia
associados a patogénese da doenca, fisiologia da inflamagdo, bem como,
mecanismos que geram a resposta imune contra as leptospiras. Os roedores séo
considerados os principais hospedeiros de manutencao e sdo animais resistentes a
leptospirose. Embora eles n&do consigam reproduzir a mesma condicdo de
leptospirose humana durante a fase aguda, os animais acabam desenvolvendo os
sintomas cronicos da doenca. Além disso, modelos murinos que apresentam
deficiéncias especificas em um determinado gene de interesse, tém sido
fundamentais para a descoberta de fatores importantes para o controle da doenca.
Como, por exemplo, os camundongos C3H/HeJ deficientes em TLR-4, foram
importantes para compreender o reconhecimento das leptospiras por células imunes
(Viriyakosol et al., 2006).

Os hamsters sdo animais que apresentam o0s sinais de infeccdo
semelhantes aos da infecgdo humana. Entretanto, estes animais sdo mais utilizados
para testes de vacina ou para restauragao da viruléncia das estirpes de leptospiras e
ndo sdo considerados modelos apropriados para o estudo da doenca. Além disso,
nao existem modelos destes animais com diferentes perfis genéticos e também
faltam reagentes especificos para estudos com hamsters, o que impossibilita o
desenvolvimento de técnicas utilizadas na pesquisa (Gomes-Solecki et al., 2017).

Utilizando modelos experimentais murinos, dois trabalhos foram
desenvolvidos por nosso grupo. O primeiro trabalho foi realizado para investigar a
importancia do componente C5 na resposta in vivo a infec¢cdo por L. interrogans
sorovar Kennewicki estirpe Fromm. Os resultados demonstraram que a proteina C5
€ importante para conferir protecdo dos animais nos primeiros dias de infecgéao.
Além disso, os camundongos C5 deficientes apresentaram maior quantidade de
bactérias nos orgaos alvo e um menor niamero de células T, dependentes da
estimulacdo de C5a, em comparagédo com os animais selvagens (Castro, 2014).

Concomitante a este estudo, outro trabalho foi desenvolvido por nosso
grupo, utilizando o mesmo modelo murino deficiente da proteina C3, onde foi
explorado in vivo a importancia de C3 na infeccdo destes animais por L. interrogans

sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm. Os principais resultados mostraram que
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o componente C3 é importante para eliminagdo das leptospiras patogénicas, uma
vez que foi mostrado in vitro, maior sobrevida dessas bactérias na presenca do soro
deficiente do camundongo B6.C3”7 Além disso, no figado, baco e rins dos
camundongos deficientes em C3, foram encontrados maior numero de leptospiras
em comparagao com os camundongos selvagens (Vassalakis, 2017).

Para dar continuidade aos estudos que ja foram caracterizados, neste
projeto escolhemos utilizar a mesma espécie patogénica para avaliar a importancia

da proteina C3 na opsonizacao e producdo de anticorpos contra L. interrogans.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse projeto é avaliar a importancia da proteina C3
na producdo de anticorpos in vivo durante a infeccdo por leptospiras e na

fagocitose in vitro de leptospiras por macréfagos murinos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a producao de anticorpos especificos anti-leptospira e anti-LigBC nos

camundongos selvagens e deficientes da proteina C3.

Comparar a fagocitose de espécies de leptospiras patogénica e nao
patogénica por macréfagos peritoneais murinos de camundongos selvagens e

deficientes da proteina C3.

Avaliar a citotoxicidade de macréfagos infectados com diferentes propor¢cdes
de L. interrogans.

Analisar a deposicdo da proteina C3 nas superficies de espécies de

leptospiras patogénica e ndo patogénica.

Analisar a capacidade de opsonizacdo dos fragmentos de C3 nas leptospiras
e o0 processo de fagocitose destas bactérias por macrofagos peritoneais

Mmurinos.

Comparar a fagocitose de Zimosan na presenca ou auséncia do soro por
macrofagos peritoneais murinos obtidos de camundongos selvagens e

deficientes da proteina C3.

Determinar a importancia da proteina C3 para a geracdo do oxido nitrico em

macrofagos peritoneais murinos infectados com leptospiras.
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Quantificar a producdo de citocinas sintetizadas por macro6fagos peritoneais

murinos em cultura, apés o desafio com leptospiras.
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3 Delineamento Experimental

Modelo Animal
B6.C3** B6.C3™

Obtencao dos macréfagos
peritoneais dos camundongos

Cultura de células aderentes

Infecgdo das culturas com
leptospiras e zimosan

Estudo in vitro

Avaliacao da deposicao de C3
Avaliacdo da fagocitose por gPCR

Dosagem do oxido nitrico e
citocinas

Infec¢do dos camundongos com a
proteina recombinante LigBC

Infec¢do dos camundongos com

Estudo in vivo Leptospira interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Fromm

Quantificagao da produgdo dos
anticorpos anti-LigBC e anti-
leptospira por ELISA
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4 Material e métodos

4.1 Modelos animais

Neste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem
C57Black/6. 129S4-C3™/Crr/’ (deficientes de C3 B6.C37) obtidos do The Jackson
Laboratory. Camundongos C57BL/6 (selvagens B6.C3**), fornecidos pelo Biotério
de Camundongos do Instituto de Ciéncias Biomédicas do Departamento de
Imunologia da Universidade de S&o Paulo — USP foram utilizados como grupo
controle. Todos os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com 5 animais, em
sala climatizada até a realizacdo dos experimentos. A execucdo deste projeto foi
realizada em concordancia com o Comité de Etica no Uso de Animais, conforme o
certificado 76/2015 (CEUA-ICB-USP).

4.2 Sorovares de leptospiras e cultivo

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas duas espécies de
leptospiras: a primeira considerada uma espécie ndo patogénica, Leptospira biflexa
sorovar Patoc estirpe Patoc |, e a segunda considerada uma espécie patogénica:
Leptospira interrogans sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm, gentiimente
cedidas pelo Professor Dr. Marcos Bryan Heinemann - Laboratério de Zoonoses
Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinaria — USP.

A viruléncia da L. interrogans foi mantida em hamsters experimentalmente
infectados com doses letais da espécie. As leptospiras foram isoladas a partir do
macerado de figado de hamsters, apdés a morte desses animais. As culturas de
leptospiras foram mantidas por cinco dias em estufa bacteriolégica a 29 °C sob
condicbes aerdbicas em meio de cultura EMJH (liquido — BD Difco® — EUA),
suplementado com 0,015% de L-asparagina, 0,001% de piruvato de sddio, 0,001%
de cloreto de calcio, 0,001% de cloreto de magnésio, 0,03% de peptona e 0,02% de
extrato de carne. Este procedimento € rotineiramente realizado no Laboratério de

Zoonoses Bacterianas pela Dra. Gisele Oliveira de Souza.
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4.3 Confirmacao da deficiéncia de C3 dos animais B6.C3"
4.3.1 Extragdo de DNA da cauda e reagéao de PCR

Para extrair o DNA dos animais para confirmacdo do seu genotipo, foram
coletadas as caudas dos casais de machos e fémeas obtidos do The Jackson
Laboratory. Foi retirado cerca de 1 cm de cauda de cada animal e armazenado em
nitrogénio liquido, e posteriormente -20 °C até o momento da extragdo. O material foi
macerado sobre uma placa de metal congelado e passado para um tubo contendo
200 ul de tampéo de lise Tris HCI 50 nM pH 8,0; EDTA 10 mM pH 8,0; SDS 0,5%
com 1,5 mg/ml de proteinase K e incubado por 2 h a 65 °C. Posteriormente, foram
acrescentados mais 200 pyl do mesmo tampao de lise sem a proteinase K e as
amostras foram centrifugadas por 20 min a 13000 g em temperatura ambiente (TA).
O sobrenadante foi recolhido e transferido para um novo tubo onde foi precipitado
com 800 ul de etanol absoluto e mais 40 ul de acetato de soédio 3 M e centrifugado
por 5 min a 2300 g. O DNA foi, entdo, lavado com etanol 70% e apds essa etapa foi
adicionado 200 pl de Tris-HCI 10 mM pH 8; EDTA 1 mM (TE) para ressuspender a
amostra. Apos a extracdo, o DNA foi quantificado empregando-se espectrofotémetro
GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (Biosciences Amersham, Inglaterra, Reino
Unido). Para a confirmagdo do gendtipo dos animais, empregamos a reacdo em
cadeia usando PCR (Tabela 1). Empregando o kit lllustra TM Taq DNA Polimerase
(cat. 27-0798-06, GE Healthcare Limited, Inglaterra, Reino Unido) e para a
purificacdo dos fragmentos amplificados, utilizamos o kit lllustra TM PCR, DNA and
Gel Band Purification (cat. 28-9034-70, GE).

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a confirmacéo do
genotipo dos animais.

Identificagdo Sentido 5’ 2> 3’
C3 Comum Forward ATCTTG AGT GCACCAAGCC
C3 Selvagem Reverse GGT TGC AGC AGT CTATGA AGG

C3 Mutante Reverse GCCAGA GGCCACTTG TGT AG
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PCR
Reagentes 1x
Agua 23,8
Tampdéo 10 x 6,0
MgCl225 mM 6,0
dNTP 2,5 mM 4,8
C3 Comum Forward 20 uM 3,5
C3 Selvagem Reverse 20 uM 3,5
C3 Mutante Reverse 20 uM 2,0
Taq 5 U/ul 0,4
DNA 300 ng/ul 10
Volume final 60 pl

4.4 Obtencéo dos soros dos camundongos B6.C3** e B6.C3”"

Os camundongos B6.C3** e B6.C3”- foram anestesiados, via intraperitoneal,
com 200 pl de 125 mg/kg de ketamina e 12,5 mg/kg de xilazina. Em seguida, o
sangue dos animais foi coletado pelo plexo orbital, e apdés 5 minutos centrifugado a
1700 g por 15 min a 4 °C para separacdo dos soros. Os soros obtidos foram

alicotados e armazenados a -80 °C, até o momento de uso.

4.5 Determinacao da atividade hemolitica

Utilizamos eritrocitos de coelho gentiimente cedidos pelo Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP). Para avaliar a
atividade da Via Alternativa os eritrocitos foram coletados de coelhos em solucao
anticoagulante de Alsever. Para os experimentos foram utilizados eritrécitos lavados
3 x em tampéo gelatin veronal buffer (GVB) com 0,1% gelatina, 5 mM Veronal,
145 mM NaCl, 0,025% NaNs3, 0,5 M de CaClz, acido tetra-acético etilenoglicol
(EGTA) 0,2 M e MgCl2 0,2 M pH 7,4 centrifugados por 10 min a 1125 g a 4 °C.
Depois de lavados, os eritrocitos foram preparados em uma suspensdo de 3% no
mesmo tampdo GVB-EGTA-Mg**. Os soros de camundongos foram diluidos
seriadamente de 1:2 a 1:16 em tubos eppendorf e mantidos em banho de gelo. Em
uma placa de 96 pocgos (Costar, medium binding — polystirene, Corning, Inc.) os
soros foram adicionados em um volume de 100 pl e na mesma placa também foram

adicionados 100 pl da suspensédo de eritrécitos de coelho. Como controle, foram
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incluidos os pogos correspondentes a 100% de lise e 0% de lise dos eritrécitos. A
placa foi incubada a 37 °C por 30 min e para interromper a reacdo foram
adicionados aos pocos 15 pl de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Em
seguida, a placa foi centrifugada a 1125 g por 7 min a 4 °C. A leitura da absorbancia
dos sobrenadantes foi feita a 405 nm.

Comparamos os valores obtidos com o esperado de 100% de hemdlise
descontando-se o controle negativo (branco): % de lise = [(D.O. amostra — D.O.
branco) / (D.O. 100% - D.O. branco)] x 100. Em seguida, calculamos o volume
necessario de soro, para hemolisar 50% de eritrocitos. Uma unidade de AP50
representa o volume necessario para hemolisar 50% de eritrécitos. O numero de

unidades AP50 sera expresso considerando-se 1 ml de soro.

4.6 Selecao da proteina recombinante para ensaio de imunizacéo

As proteinas presentes na espécie patogénica L. interrogans e candidatas
para o ensaio de imunizacdo foram expressas em nosso laboratério pela Dra.
Ménica Marcela Castiblanco-Valencia (Tabela 2).

Para escolha da proteina a ser utilizada no ensaio de imunizagdo dos
camundongos B6.C3** e B6.C3", as proteinas foram submetidas a separacdo por
SDS-PAGE 12% em condicbes n&o redutoras com tamp&o de amostra (sem
B-mercaptoetanol) e transferidas para membrana de fluoreto polivinidileno (PVDF).
Para visualizacdo das proteinas, a membrana foi corada com Coomassie Brilliant
Blue R-250 0,1% (Sigma-Aldrich) contendo 50% de metanol e descoradas com acido

acético 10% contendo 50% de metanol.

Tabela 2 - Nomenclatura das proteinas recombinantes de L. interrogans.

Nomenclatura das
proteinas recombinantes Caracteristica Massa molecular (kDa)
de L. interrogans

LipL32 Lipoproteina 32

LigAC Proteina de superficie com dominios Ig-like 63

LigBC Proteina de superficie com dominios Ig-like 56




48

4.7 Imunizacao dos animais com a proteina recombinante LigBC

Para avaliar a participacéo de C3 na estimulacdo da producao de anticorpos,
grupos de sete camundongos B6.C3** e B6.C37 foram inoculados por via
intraperitoneal com doses de 250 pl contendo 5 pg da proteina recombinante LigBC
misturado com 50 pl de hidréxido de aluminio (10 mg/ml) em 0,130 M de NacCl, 0,002
M de KCI, 0,010 M de Na2HPO4 e 0,001 M de KH2POg4, pH 7,4 (PBS 1 x). Depois de
15 dias, os animais receberam a mesma dose em uma segunda imunizagao
intraperitoneal e, apdés uma semana desta Ultima inoculagéo, os animais foram entédo
anestesiados e sangrados pelo plexo orbital para a coleta do sangue. Em seguida,
as amostras de sangue foram processadas para obtencao dos soros imunes. Como
controle negativo, foram utilizadas amostras de soros coletados de camundongos

inoculados apenas com PBS.

4.8 Imunizacéo dos animais com L. interrogans

Culturas de L. interrogans foram centrifugadas a 4.487 g por 20 min a 20 °C.
Em seguida, as culturas foram lavadas 2 x com PBS 1 x. ApOs esta etapa, as
culturas foram ressuspendidas em 1 ml de PBS 1 x e o nimero de bactérias foi
determinado empregando microscopia Optica sob campo escuro. Grupos de sete
camundongos B6.C3** e B6.C3” foram inoculados por via intraperitoneal com 1,5 x
108 leptospiras/ml. Apés 15 dias, os animais receberam o mesmo in6culo em uma
segunda imunizagdo e ap0s uma semana desta Ultima inocula¢do, os animais foram
anestesiados e sangrados pelo plexo orbital para obtencdo do sangue e
posteriormente dos soros para analise da producdo de anticorpos anti-leptospiras.
Como controle negativo, foram utilizadas amostras de soros pré-imunes coletadas

dos dois grupos de animais antes das imuniza¢cées com as leptospiras.

4.9 Determinacdo da concentracdo de anticorpos especificos contra as proteinas
LigBC

A proteina recombinante LigBC (5 pg/ml) foi diluida em tampédo 0,1 M
NaHCOs, 0,1 M Na2COs, pH 9,6 e imobilizada em placas de 96 pocos (Costar, high
binding, Corning Inc.) por 16 h a 4 °C. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 x
com PBS-T. Os sitios de ligacdo nao especificos foram bloqueados com 10% de

leite desnatado em pd (Molico®) diluido em PBS-T por 2 h a 37 °C. Ap6s o periodo
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do bloqueio, os soros foram diluidos seriadamente de 1:100 a 1:25600 com 1% de
leite desnatado em po6 diluido em tampé&o PBS-T e adicionados as placas. As placas
foram incubadas por 1 h a 37 °C e ap0s o término da incubacéo, adicionou-se o
anticorpo secundério anti-lgG de camundongo produzido em coelho e conjugado
com peroxidase (KPL) na diluicdo de 1:5000 em tampao PBS-T. A revelacgéao foi feita
utilizando a solugdo contendo o substrato dihidrocloreto de orto-fenilenodiamina
(OPD) 0,04% diluido em tampéao citrato de sddio dibasico 0,1 M e fosfato de sddio
monobasico 0,2 M pH 5,0 e H202 0,015%. A reacao foi interrompida com a adicédo de
50 pl de H2SO4 4 N. A leitura de absorbéancia foi realizada em microleitor de ELISA
(Labsystems Uniscience, Multiskan EX) no comprimento de onda de 492 nm.

4.10 Determinacédo da concentracao de anticorpos especificos contra L. interrogans

Culturas de L. interrogans foram centrifugadas a 2800 g por 20 min a 20 °C.
Em seguida, as culturas foram lavadas 2 x com PBS 1 x. Apés lavagens, as
leptospiras foram inativadas a 100 °C por 30 min, e em seguida, foram
ressuspendidas em tampéo 0,1 M NaHCOs, 0,1 M Na2COs, pH 9,6. Para a cobertura
das placas de 96 pocos (Costar, high binding, Corning Inc.) foram utilizados 100 pl
da suspensdo de leptospiras inativadas correspondendo a 108 leptospiras/ml por
poco. As placas foram mantidas por 16 h a 4 °C. No dia seguinte, as placas foram
lavadas 3 x com PBS-T. Os sitios de ligacdo nédo especificos foram bloqueados com
10% de leite desnatado em po diluido em PBS-T por 2 h a 37 °C. Ap0s o periodo de
bloqueio, os soros foram diluidos seriadamente de 1:100 a 1:25600 em tamp&o com
1% de leite desnatado em po diluido em PBS-T e adicionados as placas. As placas
foram incubadas por 1 h a 37 °C e ap0s o término da incubacéo, adicionou-se o
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo produzido em coelho e conjugado
com peroxidase (KPL) na diluicdo de 1:5000 em tamp&o PBS-T. A revelacéo foi feita
utilizando o substrato OPD 0,04% diluido em tampé&o citrato de sddio dibasico 0,1 M
e fosfato de sédio monobasico 0,2 M pH 5,0 e 0,015% de H202. A reacdo foi
interrompida com a adicdo de 50 pl de H2SO4 4 N. A leitura de absorbéancia foi

realizada no comprimento de onda de 492 nm em microleitor de ELISA.
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4.11 Obtencéo e cultivo de macrofagos peritoneais murinos

Os camundongos B6.C3** e B6.C3” foram injetados com de 1 ml de
tioglicolato (Sigma-Aldrich) estéril e aquecido antes do seu emprego a 4% na
cavidade peritoneal. O tioglicolato € uma substancia irritante capaz de provocar o
aumento do namero de células inflamatdrias in vivo para o exsudato peritoneal. Apos
3 dias de estimulacao, os animais foram anestesiados e sacrificados e, introduzindo-
se intraperitoneal 5 ml de PBS 1 x gelado por camundongo. As células peritoneais
foram coletadas e centrifugadas a 600 g por 10 min a 4 °C. Posteriormente, o
sedimento foi ressuspenso em 1 ml de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich). A contagem das
células foi realizada em camara de Neubauer e ajustada para a concentracao
desejada de 2 x 10° células peritoneais. Aliquotas de 200 pl/poco da suspenséo
foram adicionadas em placas de 24 pocos (Costar, placa de cultura celular estéril,
Corning Inc.) e foram mantidas sob as condi¢des de 5% de CO2 por 2 h a 37 °C.
Apés este periodo, os pocos foram lavados 3 x com PBS 1 x para remocao das
células ndo aderentes e, apés o término das lavagens, RPMI 1640 foi adicionado
nas placas contendo majoritariamente macrofagos aderentes que foram mantidos a
5% de CO2 por 16 h a 37 °C.

4.12 Preparacao das leptospiras para os ensaios de fagocitose

As suspensodes de L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc | (ndo patogénica) e
L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Pomona Fromm (patogénica) cultivadas por cinco dias, foram
centrifugadas a 4487 g por 20 min a 20 °C e lavadas 2 x com PBS 1 x. Ao final das

lavagens, os sedimentos foram ressuspendidas com 1 ml de PBS 1 x.

4.13 Cultura de macroéfagos peritoneais de camundongos B6.C3** e B6.C37- com
L. interrogans e L. biflexa

As células peritoneais de camundongos B6.C3** e B6.C3”- foram incubadas
em placas de 24 pocos (Costar, placas de cultura celular estéril, Corning Inc.) com
2 x 107 de L. interrogans ou 2 x 107 de L. biflexa multiplicidade de infeccdo (MOI) de
1:50 diluidas em RPMI 1640 sem antibiéticos e soro bovino fetal SBF (SBF) em um
volume final de 200 pl/poco por 30 min a 37 °C. O processo de fagocitose ocorreu

por 30 min e, apés este periodo, os pocos foram lavados 3 x com PBS 1 x. Apés o
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término das lavagens, o antibiético gentamicina (Sigma-Aldrich) foi adicionado em
cada poco em um volume final de 100 pl (25 pg/ml) por 1 h a 37 °C, a fim de eliminar
as leptospiras néo internalizadas pelos macrofagos. Posteriormente, 0s poc¢os foram
lavados novamente 3 x com PBS 1 x e ao final das lavagens, foram adicionados aos
pocos 100 pl de H20 Milli-Q estéril para lise das células aderentes e contagem do

namero de leptospiras fagocitadas.

4.14 Avaliacdo da citotoxicidade dos macréfagos peritoneais infectados com
L. interrogans

Para avaliar a citotoxicidade 2 x 10° macréfagos peritoneais murinos foram
cultivados conforme descricdo no item 4.11 foram infectados com L. interrogans
diluidas em RPMI 1640 sem antibiéticos e SBF na MOI de 1:5, 1:50 e 1:100, por
30 min, a 37 °C. ApOs este periodo, 20 ul dos sobrenadantes foram coletados e
transferidos a uma nova placa de 96 pocos (Costar, medium binding - polystirene,
Corning, Inc.) para determinagdo da atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) com kit comercial (LDH, Labtest, SP, Brasil), conforme as instrugbes do
fabricante. A liberacdo de LDH ocorre por células eucaridticas em situacbes de
perda da integridade da membrana plasmatica e, portanto, pode ser um método de
avaliacdo de viabilidade celular. A atividade de LDH no sobrenadante de cultura &
proporcional ao numero de células lisadas. Como controle positivo, sdo utilizadas
células tratadas com 2% de TRITON-X 100 em RPMI 1640 por 30 min. A liberacao
de LDH nesta condicéo foi considerada como 100% de morte celular. A absorbancia

foi lida em microleitor de ELISA no comprimento de onda de 340 nm.

4.15 Avaliagéo da deposicdo de C3 em L. interrogans e L.biflexa

As culturas de L. interrogans e L. biflexa foram centrifugadas a 2800 g por
20 min a 20 °C e ressuspendidas no final com 1 ml de PBS 1 x. Em camara de
Petroff-Hausser foram contadas 2 x108 leptospiras/ml que foram tratadas com 10%
de soro humano normal (SHN) ou com PBS 1 x, como controle. Por 1 h as amostras
foram incubadas a 37 °C. Ap0s a incubacéo, as suspensfes foram centrifugadas a
10.000 g por 15 min a 10° C e lavadas 5 x com PBS 1 x. Ao final das lavagens, as
suspensdes foram reduzidas com tampao B-mercapto e as deposi¢cées de C3 nas

superficies das espécies de leptospiras foram analisadas por Western Blot.
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As suspensfes foram submetidas a SDS-PAGE 12% e transferidas para
uma membrana de nitrocelulose. Apds a transferéncia, a membrana foi incubada
com 10% de leite desnatado em p6 em PBS-T. ApOs este periodo, a membrana foi
lavada 3 x com PBS-T e incubada com anticorpo primario anti-C3 humano feito em
cabra (Complement Technology) na diluicdo de 1:5000 em PBS-T com 5% de leite
desnatado em po6 por 1 h a 37 °C. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com
PBS-T e a membrana foi incubada com anticorpo secundario anti-lgG de cabra
conjugado a peroxidase feito em coelho (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.) na
diluicdo de 1:10.000 em PBS-T com 5% de leite desnatado em p6 por 1 h a 37 °C.
Ao final, a membrana foi lavada 3 x com PBS-T e a revelacdo foi efetuada com o
kit Enhanced Chemiluminescence System (ECL, Amersham), conforme instrucdes
do fabricante.

4.16 Cultura de macrofagos peritoneais de camundongos B6.C3** com
L. interrogans

Para os experimentos envolvendo opsonizac¢ao de L. interrogans, as culturas
bacterianas foram previamente incubadas com 10% de soro de B6.C3** como fonte
de opsoninas dependentes da ativacdo do SC. Como controle negativo, utilizamos
uma fracdo do mesmo soro inativado pelo calor a 56 °C por 1 h ou soro de B6.C37.
Outro controle negativo introduzido foi soro de B6.C3** pré-incubado com 10 mM de
EDTA, quelante de Ca** e Mg**, inativando assim as trés vias de ativacao do SC.

As bactérias foram incubadas com os diferentes tratamentos de soro por
30 min a 37 °C. Ao término das incubacdes, as suspensdes foram lavadas 3 x com
PBS 1 x por 10 min a 10.000 g a 10 °C. Apds as lavagens, as leptospiras foram
ressuspendidas em 1 ml de PBS 1 x e o nimero de bactérias foi determinado
empregando microscopio Optico e condensador para campo escuro. A concentracao
de 2 x 10’ L. interrogans (MOI 1:50) em RPMI 1640 sem antibiéticos e SBF foi
adicionada em um volume final de 200 pl/pogo contendo 2 x 10° de macréfagos
cultivados conforme descricdo no item 4.11 e o processo de fagocitose ocorreu por
30 min. Apés este periodo, os macréfagos foram lavados 3 x com PBS 1 x. Ao final
das lavagens, adicionamos aos macréfagos o antibidtico gentamicina diluido no
RPMI 1640 em um volume final de 100 pl (25 pg/ml) por 1 h a 37 °C. Ao término das

incubacdes, os macréfagos foram lavados 3 x com PBS 1 x e as reacBes foram
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finalizadas com a adicdo de 100 pl de H20 Milli-Q estéril para lise das células

aderentes e contagem do namero de leptospiras fagocitadas.

4.17 Extragdo de DNA gendmico e andlise da quantificagdo do nimero de
leptospiras fagocitadas por macrofagos peritoneais

As avaliacbes dos ensaios de fagocitose foram realizadas por qPCR. As
amostras contendo as leptospiras fagocitadas foram centrifugadas a 10.000 g por 10
min a 20 °C. O DNA total foi extraido utilizando-se o kit lllustra Tissue & Cells
Genomic Prep Mini Spin, conforme instrugdes do fabricante (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK).

Para andlise quantitativa das leptospiras fagocitadas, inicialmente foi feita
uma curva padrdo a partir do gene 16s rRNA de leptospiras obtida por PCR
convencional nas seguintes condi¢cfes: 50 ng de DNA extraido das culturas de L.
biflexa ou L. interrogans, 5 pl de tamp&o 10 x, 10 mM de dNTP, 1,5 mM de MgClz, 2
pmol/ul de oligonucleotideos universais 16S rRNA [5°-
GAGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3] e [5-GAAGGAGGTGWTCCARCCGCA-37]
(Exxtend Biotecnologia Ltda) e 0,5 U de Platinum Taq Polimerase (Invitrogen) para
um volume final de 50 pl. O PCR foi realizado em termociclador convencional (MJ
Research, Waltham, MA, EUA). As amostras foram aquecidas a 94 °C por 15 min
para desnaturacéao inicial e 25 ciclos a 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por
45 s, seguido de uma extenséo final a 72 °C por 10 min. Os produtos amplificados
foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampé&o Tris 80 mM,
acido acético glacial 40 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,5 (TAE), corado com o corante Gel
Red Nucleic Acid (Biotium). As bandas de DNA foram visualizadas sob luz UV. Em
seguida, o produto de aproximadamente 1500 pb foi purificado (Figura 8) utilizando-
se o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, North Rhine-Westphalia, Alemanha) e
espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific) para realizacdo da curva padrdo. As
amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de 1% agarose e 0
produto esperado de aproximadamente 1500 pb foi purificado. Os produtos
purificados e quantificados gerados a partir do PCR convencional foram diluidos em
série (na razédo 10) e a curva padrdo conteve 10 a 108 cépias de DNA. A curva
padréo utilizada neste estudo, foi realizada em nosso laboratoério pela Dra. Adriana

Patricia Granado Martinez.
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Figura 8 - Amplificagdo do gene 16S rRNA por PCR.
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Produtos do gene 16S rRNA de leptospira (1500 pb) amplificados por PCR a partir de DNA
gendmico de L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc | e L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe
Pomona Fromm. Foram utilizados os primers universais para o gene 16S rRNA. (M) — Marcador
de tamanho em pares de bases (pb) (1 kb plus DNA ladder) N — Controle negativo sem DNA,
P — Patoc, F - Fromm. Imagem cedida pela Dra. Adriana Patricia Granado Martinez.

A reagdo de amplificagdo foi realizada em microplacas (MicroAmp™ Optical
96-Well - Life Technologies) conforme segue: foram as seguintes: 20 pmol/ul de
cada sequéncia de oligonucleotideos para a regido especifica do gene 16S rRNA da
Leptospira (forward: 5- TAGTGAACGGGATAGATAC- 3 e reverse: 5-
GGTCTACTTAATCCGTTAGG-3) 10 pl de Syber Green master mix (Life
Technologies) e 3 pul de DNA total das amostras de leptospiras fagocitadas em um
volume final de 20 pl. As condicbes experimentais compreenderam uma
desnaturacao inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s,
60 °C por 1 min e seguido de dois ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min a uma
etapa final a 0,5 — 95 °C (rampa) por 15 s. As amostras foram amplificadas no
Termociclador Step One Plus Real Time PCR System (Applied Biosystem, Foster
City, CA, EUA), em colaboracdo com o Laboratério de Microbiologia Oral da Profa.
Dra. Mércia Pinto Alves Mayer.

A quantificagdo das leptospiras obtidas na amplificacdo foram multiplicadas
pelo volume total da purificacdo e o valor final dividido por 2, uma vez que o gene
16S rRNA é representado por 2 cOpias no genoma dessas bactérias (Fukunaga,
Mifuchi, 1989).
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4.18 Cultura de macrdéfagos peritoneais derivados de camundongos B6.C3** e
B6.C37- com Zimosan na presenca ou auséncia do soro

Para os ensaios de fagocitose utilizando particulas de Zimosan de
Saccharomyces cerevisiae  (Sigma-Aldrich), macréfagos  peritoneais de
camundongos B6.C3** e B6.C37 foram cultivados em laminulas de vidro de
20 x 20 mm, conforme descri¢cdo no item 4.11. As particulas de Zimosan (14 mg/ml)
foram fervidas por 15 min e lavadas 3 x com PBS 1 x. Em seguida, as particulas
foram ressuspendidas em tampao GVB-EGTA-Mg** (Rieder et al.,, 1988). Para
opsonizacao, os soros de camundongos B6.C3** e B6.C3”- foram adicionados (v/v)
ao Zimosan por 30 min a 37 °C. ApOs a incubacgéao, as particulas de Zimosan preé-
incubadas com os soros de camundongo B6.C3** e B6.C3”7 ou somente com
PBS 1 x foram lavadas 3 x com PBS 1 x e ressuspendidas com RPMI 1640. As
preparacfes foram adicionadas as culturas de macréfagos peritoneais por 1 h e
mantidas a 37 °C com 5% de CO2. Apoés a incubagéo, as laminulas foram lavadas
3 x com PBS 1 x para remover 0 excesso de particulas nao fagocitadas. Ao final, as
laminulas foram tratadas com fixador 5% de paraformaldeido (Sigma-Aldrich) e
4% de sacarose (Sigma-Aldrich) e mantidas por 30 min em TA. Posteriormente, o
excesso de fixador foi removido apos lavagens com PBS 1 x e as laminulas foram
coradas com kit Pandcito. As analises de fagocitose foram realizadas por
microscopia optica de luz (Nikon Eclipse E200) por meio da contagem de

100 macrofagos que fagocitaram uma, trés ou mais de trés particulas de Zimosan.

4.19 Mensuracao da producdo de NO por macréfagos peritoneais infectados com
L. interrogans

Os macrofagos peritoneais de camundongos B6.C3** e B6.C3” cultivados
nas mesmas condicoes descritas no item 4.11 foram infectados com 2 x 107 de
L. interrogans diluidas em RPMI 1640 sem antibiéticos e SBF por 24 h e 48 h. ApGs
este periodo, 50 pl dos sobrenadantes foram coletados e transferidos em duplicata,
para uma placa de 96 pocos (Costar, medium binding — polystirene, Corning, Inc.).
As reacdes foram determinadas pelo método colorimétrico baseado na reacdo de
Griess (Chae et al., 2004). A producéo de NO foi determinada pela dosagem de seu
produto primério de degradacao, nitrito (NOz2), o qual € mais estavel. Para determinar
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indiretamente a quantidade de NO gerada, a cada 50 pl de sobrenadante também
foram adicionados 50 ul do reagente de Griess que contém 58 mM de sulfanilamida
(Sigma) diluido em 44 uM écido fosforico (HsPO4) (Merck) e 0,38 mM de dicloridrato
de N-1-naftil-etilenodiamina (Sigma). Como branco, utilizou-se 50 pl de RPMI 1640 e
0 mesmo volume de reagente de Griess. Uma curva padréo foi feita com diferentes
concentracdes de nitrito de sédio (NaNO32) (Synth) (100 a 1,56 pM) e 50 pl de Griess.
A placa foi protegida da luz e incubada por 10 min a TA. Ao término da incubacao, a

absorbéancia foi lida em microleitor de ELISA no comprimento de onda de 540 nm.

4.20 Dosagem de citocinas nos sobrenadantes de culturas de macréfagos
peritoneais infectados com L. interrogans

A presenca das citocinas monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), IL-6,
interleucina (IL) 10 (IL-10), TNF-a e interleucina-12 (p70) (IL12p70) foi mensurada
nos sobrenadantes dos macrofagos peritoneais de camundongos B6.C3** e B6.C3-
incubados com 2 x 107 de L. interrogans diluidas em RPMI 1640 sem antibioticos e
SBF por 24 h e 48 h, utilizando-se o kit comercial (CBA mouse BD — cytometric

beads array), seguindo instru¢ées do fabricante.

4.21 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pela Sra. Rosana Duarte Prisco do
Setor de Estatistica, ICB-USP. Os ensaios de fagocitose foram avaliados
empregando-se teste t-Student assumindo variancias iguais para L. biflexa e
variancias diferentes para L. Interrogans. Os ensaios de fagocitose com soros e LDH
foram analisados utilizando-se o programa ANOVA um fator, seguida por
comparacdes multiplas pelo método de Tukey. As dosagens de NO e citocinas,
foram analisados empregando-se o programa ANOVA dois fatores, seguida por
comparacdes mdultiplas pelo método de Tukey quando necesséario. A
homogeneidade de variancias foi verificada e quando necessario empregou-se

transformacdo logaritmica. O nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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5 Resultados

5.1 Confirmacéo da deficiéncia de C3 dos animais B6.C3™"

Para confirmar o fundo genético dos animais B6.C37-, as amostras de DNA
utilizadas foram de animais que nasceram apos o cruzamento dos camundongos
obtidos do Jackson Laboratory, além de amostra de um animal B6.C3** (selvagem)
usado como controle. De acordo com o fundo genético, os produtos poderiam
teoricamente apresentar 3 padrfes distintos: a) uma banda com 500 pb,
aproximadamente, para a condicdo de homozigose de B6.C37; b) uma banda com
350 pb, aproximadamente, para B6.C3**; (homozigoto); e, ¢) uma banda de 350 pb
e outra banda de 500 pb, aproximadamente, correspondentes a animais
heterozigotos. Observamos que o DNA de todos os animais deficientes de C3
apresentaram a banda 500 pb e enquanto o DNA do animal selvagem amplificou
como esperado (350 pb) (Figura 9).

Figura 9 — Genotipagem de amostras de DNA de camundongos, apos eletroforese
em gel de agarose.

M B C3 Amostras €3

Em 1 - marcador 100 pb; B- controle negativo (sem DNA); 3 — amostra de DNA de B6.C3**
(aproximadamente 350 pb); 4 a 13 - amostras de DNA de B6.C3" (aproximadamente 500 pb).
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5.2 Determinagdo da atividade hemolitica dos soros mediada pela ativacdo da Via
Alternativa

ApoOs a confirmagéo genotipica, determinamos a atividade hemolitica do
“pool” de soros dos camundongos de ambas as linhagens B6.C3** e B6.C3". Para
determinar a atividade funcional do Sistema Complemento constatamos como
esperado que o soro do camundongo B6.C3** apresentou maior atividade hemolitica
do que o soro do camundongo B6.C37. Entretanto, nds também observamos alguma
atividade hemolitica no soro do camundongo B6.C3”-. Tal fendmeno ocorre pela
atividade da enzima trombina que pode clivar C5, independentemente da acédo de
C3 (Huber-Lang et al., 2006) (Figura 10).

Os valores AP50 foram calculados considerando-se o volume de soro
necessario para hemolisar 50% dos eritrocitos de coelho (Tabela 3).

Figura 10 - Atividade hemolitica mediada pela Via Alternativa do SC dos soros das
linhagens B6.C3** e B6.C3"".
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Tabela 3 - Valores da atividade hemolitica sérica mediada pela Via Alternativa.

Soros Atividade hemolitica U/ml soro (AP50)
+/+
B6.C3 391
B6.C3™" 85

Empregamos soros de camundongos B6.C3** e B6.C3”. Uma unidade hemolitica corresponde
ao volume de soro necessério para lisar 50% de eritrocitos.

5.3 Selecéao da proteina recombinante LigBC para ensaio de imunizacao

Em nosso laboratério foram expressas as proteinas recombinantes Ligs
LigAC e LigBC correspondentes as porcoes C-terminais das proteinas LigA e LigB e
a proteina LipL32 (Castiblanco-Valencia 2014) (Figura 11).

N6s selecionamos a proteina recombinante LigBC porque a banda

correspondente foi mais intensa e possuiamos quantidade suficiente para realizacéo
dos experimentos, descritos a seguir.

Figura 11 - Expresséo das proteinas recombinantes LipL32, LigAC e LigBC.
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As proteinas LipL32, LigAC e LigBC foram analisadas por SDS-PAGE em condi¢cées nao

redutoras. Em seguida, as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF, a qual foi
corada com Coomassie Brilliant Blue.
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5.4 Producdo de anticorpos em camundongos B6.C3** e B6.C37 imunizados com a
proteina de membrana de leptospira LigBC

Para avaliar a importancia do efeito adjuvante de C3 para a producédo de
anticorpos especificos contra leptospiras, administramos nos animais 0,5 pg da
proteina recombinante LigBC em hidroxido de aluminio. Soros dos camundongos
imunizados com a LigBC foram analisados 20 dias depois e a producéo de
anticorpos especificos foi determinada por ELISA. A geracdo de anticorpos IgG
especificos foi comparada entre os soros de camundongos B6.C3** e B6.C3™.
Nossos resultados demonstram que na presenca de C3 ha maior producdo de
anticorpos especificos contra a proteina LigBC (Figuras 12).

5.5 Producéo de anticorpos em camundongos B6.C3** e B6.C37 imunizados com a
L. interrogans

Grupos semelhantes de animais utilizados no estudo anterior também foram
empregados neste estudo. Para estimular a producdo de anticorpos in vivo,
inoculamos nos animais 250 pl contendo 1,5 x 108 de leptospiras/ml em PBS 1 x.

Soros pré-imunes foram obtidos dos camundongos B6.C3** e B6.C37 cinco
dias antes da administragdo do in6culo e foram utilizados como controle negativo.
Soros dos camundongos infectados com L. interrogans foram analisados 20 dias
pés-infeccdo e a producgdo de anticorpos especificos IgG foi determinada por ELISA.
Essas observacdes indicam que a deficiéncia de C3 limitou fungdes importantes
para gerar amplificacdo da resposta humoral contra a proteina LigBC ou contra a
leptospira, que incluem: retencdo do antigeno acoplado aos fragmentos de C3 por
células dendriticas foliculares e estimulacdo dos linfocitos B dependente do SC
(Carroll, 2008) (Figuras 12 e 13).
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Figura 12 - Producéo de anticorpos anti-LigBC.
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Os camundongos B6.C3** e B6.C37 foram imunizados intraperitoneal com a proteina
recombinante LigBC diluida em hidroxido de aluminio ou apenas com PBS como controle
negativo. Grupos de camundongos machos foram divididos em sete animais cada e as analises
foram realizadas a partir de amostras por “pool” dos soros para a quantificacdo dos anticorpos
anti-LigBC por ELISA. A andlise estatistica foi realizada empregando o Mdltiplo teste t com
correcdo de Holm-Sidak com um limiar de significAncia de p=0,004.

Figura 13 - Producédo de anticorpos contra L. interrogans.
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Os camundongos B6.C3** e B6.C3” foram imunizados intraperitoneal com L. interrogans.
Grupos de camundongos machos foram divididos em sete animais cada. Como controle, 0s
soros desses animais foram coletados antes das imuniza¢des (pré-imune). As determinagfes
das concentracdes de anticorpos anti-leptospiras foram feitas por ELISA. A analise estatistica foi
realizada empregando o Mudltiplo teste t com correcdo de Holm-Sidak com um limiar de
significancia de p=0,004.
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5.6 Comparacéo da fagocitose de L. interrogans por macréfagos dos camundongos
B6.C3** e B6.C37 na auséncia do soro

Os macrofagos peritoneais derivados de camundongos B6.C3** e B6.C3™
foram infectados com as espécies: Leptospira interrogans sorovar Kennewicki
estirpe Pomona Fromm (patogénica) e Leptospira biflexa sorovar Patoc estirpe
Patoc | (ndo patogénica) por 30 min, a 37 °C, 5% CO2. Em seguida, as culturas de
macrofagos foram lavadas com PBS 1 x e tratadas com o antibiético gentamicina
para eliminar as leptospiras ndo internalizadas. Ap6s 1 h de incubagédo, as culturas
foram novamente lavadas com PBS 1 x e os macrofagos foram lisados com
H20 Milli-Q gelada e estéril para determinagdo do numero de leptospiras fagocitadas.
A quantificacdo de leptospiras internalizadas foi determinada por qPCR, apds a
extracdo do DNA gendmico total das culturas de macréfagos.

Os resultados expressos na Figura 14A demonstram que macréfagos de
camundongos B6.C3** apresentam maior capacidade de internalizar a espécie nédo
patogénica, onde foram internalizadas uma meédia de 62.717 L. biflexa e 10.201
L. interrogans, comparando-se com os macréfagos de camundongos B6.C37-.
Mesmo assim, observou-se que a espécie patogénica foi menos internalizada tanto
nos macrofagos de camundongos B6.C3** como nos macréfagos de camundongos
B6.C3™-.

Observamos ainda que a espécie patogénica se mostrou mais resistente a
acdo dos macrofagos derivados dos camundongos B6.C3**, em comparacdo com a
espécie ndo patogénica, sugerindo a existéncia de um possivel mecanismo anti-
fagocitico (Figura 14B). Por outro lado, foram internalizadas 231 L. interrogans e
7.607 L. biflexa pelos macréfagos dos camundongos B6.C37-. Observamos que as
duas espécies foram relativamente menos ingeridas, quando incubadas com os
macrofagos dos camundongos B6.C37. Os efeitos observados provavelmente ndo
foram devidos a mecanismos de evasdo conhecidos das leptospiras aos
macrofagos, dado que as leptospiras ndo patogénicas ndo expressam fatores de
viruléncia e sdo suscetiveis aos mecanismos de eliminagdo por fagocitose (Toma et
al., 2011). Macrofagos ativados sdo capazes de sintetizar a proteina C3 (Hartung,
Hadding, 1983). Esta proteina secretada pode auxiliar na internalizacdo de
microrganismos na auséncia do soro, uma vez que podera gerar as opsoninas C3b e

iIC3b, e assim, facilitar o processo de fagocitose pelos macrofagos (Hartung,
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Hadding, 1983; Ezekowitz et al., 1984). NOs especulamos que a diferenca na
ingestdo de leptospiras poderia estar associada a auséncia de C3 dos macrofagos
derivados de camundongos B6.C37- que apresentaram reducdo na internalizacéo de
leptospiras e fagocitose ineficaz, uma vez que essas ceélulas sdo incapazes de
sintetizar e secretar a proteina C3, do SC. NOs tentamos investigar a liberacdo de
C3 pelos macréfagos peritoneais por ELISA. Entretanto, ndo conseguimos por
enquanto detectar a secrecdo da proteina nos sobrenadantes das culturas
infectadas por L. interrogans. Precisamos continuar investigando a presenca desses
fragmentos importantes e demonstrar a participacdo deles na fagocitose das

espiroquetas.

Figura 14 - Fagocitose de L. biflexa e L. interrogans na auséncia do soro.
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Macrofagos (M®) peritoneais foram obtidos de camundongos B6.C3** e B6.C3” previamente
estimulados com tioglicolato. As culturas de macrofagos foram infectadas com diferentes
espécies de leptospiras e o numero de bactérias fagocitadas foi analisado por gPCR. (A) cultura
de macroéfagos infectada com L. biflexa por 30 min. O grafico representa a média de trés
experimentos independentes realizados cada um em triplicata. Teste t-Student: Foi detectada
diferenca significativa entre os macréfagos de camundongos B6. C3** e B6.C3™, p=0,001. (B)
cultura de macroéfagos infectada com L. interrogans por 30 min. O gréafico representa a média de
quatro experimentos independentes realizados cada um em ftriplicata. Teste t-Student: Foi
detectada diferenca significativa entre os macréfagos de camundongos B6.C3** e B6.C37,
p=0,033.
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5.7 Andlise da citotoxicidade dos macréfagos infectados com diferentes proporcdes
de MOI de L. interrogans

No ensaio anterior, observamos que macrofagos deficientes de C3
fagocitaram menos leptospiras (Figuras 14A e B). Uma vez que a citotoxicidade
mediada pela L. interrogans poderia diminuir a ingestdo destas pelos macrofagos,
investigamos o niumero de macréfagos viaveis, pela liberacdo da enzima LDH. Para
isso, os macrofagos foram infectados com L. interrogans em diferentes proporcdes
de MOI de (1:10, 1:50 e 1:100) por 30 min. Os resultados revelaram que a incubacéo
dos macréfagos com diferentes proporcbes de L. interrogans ndo aumentou a
liberagdo de LDH, indicando auséncia de citotoxicidade e morte dos macréfagos em

funcéo da presenca desta bactéria (Figura 15).

Figura 15 - Viabilidade dos macrofagos infectados com L. interrogans.
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Porcentagem de citotoxicidade macréfagos infectados com L. interrogans em diferentes
propor¢cBes de MOI de (1.5, 1:50 e 1:100) por 30 min, medida pela liberacdo de LDH. Como
controle positivo, foram utilizados macroéfagos tratados com Triton-X 100 (100%). O grafico
representa a média de 3 experimentos independentes cada um realizado em triplicata. * indica
diferenca significativa entre os grupos infectados e o grupo controle, onde p<0,001.
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5.8 Deposicdo de C3 na superficie de L. biflexa e L. interrogans

Para confirmar a capacidade de C3 e seus fragmentos se depositarem na
superficie das leptospiras, incubamos 2 x 108 de L. biflexa ou L. interrogans com
10% de SHN ou com PBS, como controle. Apés o término das incubacdes, os
sedimentos foram lavados 5 x com PBS 1 x. Ao término das lavagens, 0s
sedimentos foram ressuspendidos com PBS 1 x e a andlise da interacdo de
L. biflexa e L. interrogans foi determinada qualitativamente por Western blot.

A deposicéo de C3 na L. biflexa foi confirmada pela presenca de uma banda
de 115 kDa, o que corresponde a cadeia a e uma outra banda de 70 kDa, que
corresponde a cadeia B da proteina C3. Além disso, também observamos uma
banda de 40 kDa que representa o fragmento C3d e fragmentos da cadeia a” de C3:
35 kDa e 67 kDa (Figura 16A). Observamos também que houve interacdo de C3
com L. interrogans pela presenca de uma banda de 115 kDa, o que corresponde a
cadeia a e uma outra banda de 70 kDa, que representa a cadeia B de C3 e mais 0
fragmento C3d de 40 kDa (Figura 16B).

A deteccao desses fragmentos indica que houve ativacéo da Via Alternativa
ou Via das Lectinas do SC sobre a superficie das duas espécies de leptospiras

quando incubadas previamente com SHN.



Figura 16 - Interag&o de L. biflexa e L. interrogans com C3b humano.

(A)

(B)

L. bilfexa + PBS L. biflexa +SHN

wa S L - S L

a 115

-
67

40 -
35

L. interrogans + PBS L. interrogans + SHN

S L- S L

KDa

a 115

70

40 —

66

Culturas de (A) L. biflexa e (B) L. interrogans foram incubadas com PBS 1 x ou 10% de SHN
como fonte de C3 por 1 h a 37 °C. Ap6s 5 lavagens, os sedimentos foram analisados por
Western blot empregando anti-C3 humano feito em cabra na diluicdo 1:5000 e como anticorpo
secundério foi utilizado anticorpo anti-lgG de cabra feito em coelho e conjugado com peroxidase
1:10000. (S): sedimentos precipitados, (L): sobrenadante da 52 lavagem.
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5.9 Fagocitose de L. interrogans opsonizada por soro por macrofagos peritoneais de
B6.C3**

Na auséncia do componente central C3, mesmo o SC sendo inicialmente
ativado, ndo ha geracdo dos fragmentos C3b e iC3b, considerados importantes
opsoninas e, portanto, facilitadoras do processo de fagocitose, por meio da ligacdo
aos seus receptores especificos CR1, CR3 e CR4 (Ezekowitz, Gordon, 1986). No
resultado anterior (Figuras 14A e B), nG6s mostramos que, de um modo geral, a
espécie patogénica foi menos internalizada por macréfagos peritoneais do que a
espécie patogénica de leptospira. Em razdo disso, nosso préximo passo foi verificar
se a adicdo do soro de camundongo B6.C3** aumentaria a fagocitose de
L. interrogans. Incubamos a espécie patogénica com 10% de soro de camundongo
B6.C3** ou com os controles: mesmo soro inativado pelo calor apds aquecimento a
56 °C por 1 h, mesmo soro tratado com EDTA e soro deficiente da proteina C3
derivado do camundongo B6.C37. O tempo para fagocitose de L. interrogans foi
30 min, em seguida, as culturas de macréfagos foram lavadas com PBS 1 x,
tratadas com o antibidtico gentamicina e apés 1 h de incubacdo os macrofagos
foram lisados com H20 milli-Q gelada e estéril para recuperacdo das leptospiras
internalizadas. O DNA total foi extraido e o niumero de leptospiras fagocitadas foi
guantificado por gPCR.

NOs observamos que 0s macrofagos internalizaram em média 29.530
leptospiras tratadas previamente com soro de B6.C3**. O aumento na internalizacdo
da espécie patogénica estad associado ao tratamento com o soro de B6.C3** A
opsonizacao conferida pelos componentes presentes no soro foi mediada pela acao
do SC, uma vez que suas propriedades opsonizantes provocaram o aumento da
ingestao de L. interrogans pelos macréfagos. Em contraste, na auséncia de C3, em
média um menor numero de leptospiras 3.705 foi fagocitado pelos macrofagos,
guando na presenca do soro de camundongo B6.C3”7. Da mesma forma,
observamos que o0s macréfagos apresentaram em meédia 575 leptospiras
fagocitadas, quando adicionamos as bactérias tratadas com o mesmo soro tratado
com EDTA e 3.693 leptospiras fagocitadas, quando utilizamos o mesmo soro
inativado a 56 °C. Ambos os tratamentos impedem a ativagdo das vias do SC e o

comprometimento provavelmente resultou em fagocitose ineficaz, o que pode
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explicar, em parte, o menor nimero de L. interrogans ingeridas pelos macréfagos

peritoneais (Figura 17) e (Tabela 4).

Figura 17 - Efeito da opsonizacao de L. interrogans pelos componentes do soro.
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Macrofagos (M®) peritoneais foram obtidos de camundongos B6.C3** previamente estimulados
com tioglicolato. As culturas de macrofagos foram infectadas com L. interrogans na presenca de
10% de soro B6.C3**, mesmo soro inativado pelo calor a 56 °C ou mesmo soro tratado com
EDTA ou com soro de B6.C37. A fagocitose foi analisada por gPCR. O gréafico representa a
média de 4 experimentos independentes realizados cada um em triplicata. ANOVA: Foi
detectada diferenca significante entre os tratamentos p=0,028; Tukey: Soro B6.C3** EDTA #
Soro B6.C3**, * indica diferenca significativa p<0,05.

Tabela 4 — Internalizacdo de L. interrogans pelos macréfagos de B6.C3**.

Células numero de leptospiras ingeridas apds o tratamento com soros

Macréfagos B6.C3*/* B6.C3*/* B6.C37 B6.C3**a 56 °C B6.C3** EDTA

29.530 3.705 3.693 575
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5.10 Fagocitose de Zimosan na presenca ou auséncia de soro por macréfagos de
B6.C3** e B6.C3™

Conforme observamos que os macréfagos de camundongos B6.C3™
fagocitam menos leptospiras (Figuras 14A e B), ficamos interessadas em avaliar se
a fagocitose de outras particulas por esses macréfagos poderia ser também afetada.
Para esse fim, utilizamos particulas de Zimosan previamente tratadas com soro de
camundongos B6.C3** ou B6.C3”- ou simplesmente com PBS por 30 min a 37 °C.
Apo6s incubacdo, as particulas de Zimosan foram centrifugadas e lavadas 3 x com
PBS 1 x. As particulas foram adicionadas as culturas de macrofagos de
camundongos B6.C3** e B6.C3”- e o tempo de fagocitose foi 1 h a 37 °C em 5% de
CO2. Ap6s o término da reacao, as culturas de macrofagos foram lavadas 3 x com
PBS 1 x para remoc¢do das particulas de Zimosan néo internalizadas. Conforme
mostrado na Figura 18 observamos que os macréfagos de camundongos B6.C3™
nao apresentaram dificuldades em fagocitar as particulas de Zimosan néao
opsonizadas.

Observamos que a fagocitose de Zimosan pelos macrofagos de
camundongos B6.C3** foi intensificada pela opsonizacdo do soro de camundongo
B6.C3**, como fonte de opsoninas do SC. Além disso, observamos a fagocitose de
particulas tratadas com o soro de camundongo B6.C3” foi semelhante a fagocitose
de Zimosan por macrofagos de ambas as linhagens de camundongo B6.C37
(Figura 18).

As particulas de Zimosan séo fagocitadas principalmente por receptores de
manose (MR) (Sung et al., 1983). Uma vez que ndés mostramos que a fagocitose de
leptospiras foi reduzida na auséncia de C3 (Figura 14B), acreditamos que a
ingestao destas bactérias ndo depende tanto de MR, uma vez que a falta da
proteina C3 nao interferiu na fagocitose do Zimosan por macréfagos peritoneais de

camundongos B6.C37.
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Figura 18 - Ensaio de fagocitose de particulas de Zimosan por macréfagos
peritoneais de B6.C3** e B6.C37.
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Macrofagos peritoneais obtidos de camundongos B6.C3** e B6.C3" previamente estimulados
com tioglicolato foram incubados com particulas de Zimosan tratadas com soro de B6.C3*"*, soro
de B6.C3" ou apenas com PBS. A fagocitose foi determinada por contagem de particulas
internalizadas por 100 macrofagos em microscopia 6ptica (1000 x). O gréfico representa a média
de 2 experimentos independentes realizados cada um em duplicata.

5.11 Determinacdo do NO secretado nos sobrenadantes das culturas de macréfagos
peritoneais infectados com L. interrogans

Macréfagos ativados desempenham importante papel na defesa contra
microrganismos e produzem NO apos ativagdo da enzima oOxido nitrico induzivel
sintetase. A expressao de iINOS ocorre em resposta a estimulacdo por moléculas
como LPS e citocinas TNF-a, IL-1B e INF-Y, induzindo a sintese de NO, apés a
exposicao ao agente patogénico (Adams, 1996).

Neste estudo, decidimos investigar o papel da proteina C3 na estimulacao e
producdo de 6xido nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos B6.C3** e
B6.C37 estimulados com L. interrogans. Empregando a técnica de Griess, foram
dosadas as concentracdes de nitrito produzidas nas culturas nos tempos de 24 h e
48 h. Observamos que ambas as culturas de macréfagos infectados com
L. interrogans foram capazes de produzir NO. Observamos ainda maior producédo do

NO apo6s 48 h de estimulacdo. Tanto os macréfagos derivados de camundongos



71

B6.C3**, quanto os macréfagos derivados de camundongos B6.C3” foram capazes
de produzir NO em concentracfes semelhantes (Figura 19A).

Avaliamos também a estimulacdo de NO por macrofagos peritoneais de
camundongos B6.C3** infectados com L. interrogans opsonizada pelo soro B6.C3**
ou com soro de B6.C3”. Conforme mostrado na Figura 19B novamente observamos
aumento da producdo de Oxido nitrico com 48 h de incubacdo dos macrofagos
infectados com L interrogans, entretanto, ndo foi possivel observar diferencas

significativas entre os diferentes soros.

Figura 19 - Producéo de NO por macréfagos peritoneais infectados com
L. interrogans.
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(A) Macrofagos (M®) peritoneais obtidos de camundongos B6.C3** e B6.C37 previamente
estimulados com tioglicolato foram infectados com L. interrogans por 24 h e 48 h. Foram
realizados trés experimentos independentes cada um em triplicata. ANOVA: linhagem e tempo,
p=0,037, Tukey: B6.C3** 48 h # B6.C3"* 24 h; B6.C3” 48 h # B6.C3” 24 h, *p<0,05.
(B) Macrofagos peritoneais foram infectados com L. interrogans previamente tratadas com soro
B6.C3** ou soro B6.C37 por 24 h e 48 h. Foram realizados trés experimentos independentes
cada um em ftriplicata. ANOVA: tratamento e tempo, p=0,0166; tempo *p<0,001 48 h # 24 h
independente do tratamento.
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5.12 Analise do perfil de citocinas por macrofagos peritoneais infectados com
L. interrogans

Este estudo foi realizado com a finalidade de verificar se existiriam
diferencas entre os niveis de secrecdo de citocinas da imunidade inata por
macrofagos B6.C3** e B6.C3” infectados por L. interrogans por 24 h e 48 h. O perfil
das seguintes citocinas nos diferentes tempos foi analisado por CBA.

Observamos um aumento na secrecdo de IL-10 nos macrofagos de
camundongos B6.C3"* em comparagdo com os macréfagos de camundongos
B6.C37-, que apresentaram uma menor expressdo de IL-10 no tempo de 24 h.
Entretanto, com 48 h de estimulacdo, ambas os macréfagos das duas linhagens
B6.C3** e B6.C3” apresentaram diminuicédo da secrec¢do de IL-10 (Figura 20A).

Por outro lado, observamos uma diferenca na producédo de IL-6 entre os
macrofagos das duas linhagens de camundongos B6.C3** e B6.C37-, Observamos
um aumento na expressdo de IL-6 por macréfagos de B6.C37 apos 48 h de infeccéo
por L. interrogans (Figura 20B).

Para a producdo de MCP-1 pelos macréfagos das duas linhagens B6.C3** e
B6.C37 nao foi observada diferencas significativas (Figura 20C).

Na Figura 20D avaliamos maior secrecdo de TNF-a pelos macréfagos de
camundongos B6.C3**apds 24 h, sendo os niveis reduzidos das citocinas apds 48 h
de incubacdo em ambos os macréfagos derivados das duas linhagens.

Observamos também aumento da secrecdo de IL-12p70 apoés 24 h infeccéo
de macréfagos de B6.C3** (Figura 20E).



Figura 20 - Dosagem de citocinas geradas por macrofagos de camundongos
B6.C3** e B6.C3" infectados com L. interrogans.
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Os macréfagos (M®) peritoneais de camundongos B6.C3** e B6.C37 foram previamente
estimulados por tioglicolato. As culturas de M® de ambas as linhagens foram infectadas com
L. interrogans por 24 h e 48 h para quantificagédo de citocinas secretadas nos sobrenadantes dos
M®. A dosagem das citocinas foi realizada por CBA. (A) IL-10 ANOVA: linhagem e tempo,
p= 0,573; tempo, * p=0,034 # indica 48 h # 24 h, independente da linhagem; p=0,005 B6.C3" #
B6.C3** independente do tempo (B) IL-6 ANOVA: linhagem e tempo, p=0,302; tempo, p=0,063;
linhagem, *p=0,006 B6.C3** # B6.C3", independente do tempo (C) MCP-1 ANOVA: linhagem e
tempo, p=0,080; tempo, p=0,079; linhagem, p=0,140 (D) TNF-a ANOVA: linhagem e tempo,
p<0,001; Tukey, B6.C3" # B6.C3** independente do tempo; 48 h # 24h, independente da
linhagem, *p<0,05 (E) IL-12p70 ANOVA: linhagem e tempo, p=0,007; Tukey, B6.C3** 48 h #
B6.C3** 24 h, *p<0,05.
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6 Discussao

Nosso grupo tem investigado a interacdo das leptospiras com o SC, tendo
elucidado varios mecanismos de evasdo a esse sistema. Estudos anteriores
demonstraram que as leptospiras patogénicas interagem com reguladores FH e
C4BP, para evitar a deposicdo de C3b e C4b em suas superficies (Meri et al., 2005;
Barbosa et al., 2009; Castiblanco-Valencia et al., 2012). Além disso, as leptospiras
patogénicas sdo capazes de recrutar plasminogénio humano, e uma vez convertido
em plasmina, ha clivagem de C3b, C5 e fibrinogénio (Castiblanco-Valencia et al.,
2016).

O SC é importante para a eliminacdo de leptospiras ndo patogénicas (Meri et
al., 2005; Barbosa et al., 2009), entretanto, ainda ndo se sabe se a morte dessas
bactérias depende mais da fagocitose ou da formacdo do complexo de ataque a
membrana. Em razéo disso, dois estudos utilizando modelos murinos empregando
camundongos deficientes de C5 (B6.C57) ou de C3 (B6.C3”) inoculados com
L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm foram realizados por
nosso grupo. Os resultados mostraram que camundongos B6.C57 apresentaram
maior numero de leptospiras e lesGes menores no figado no terceiro dia de infeccéo.
O recrutamento de células inflamatorias atraidas por fragmentos C5a também foi
prejudicado nesses animais (Castro, 2014). Embora seja importante no inicio da
resposta inflamatéria, ambas as linhagens de camundongos B6.C5** e B6.C57,
foram capazes de controlar a infec¢éo aos 6 dias apds inoculacédo de L. interrogans.

Em tese desenvolvida em nosso laboratério (Vassalakis, 2017) o mesmo
modelo murino utilizado aqui neste projeto foi empregado, para investigar a
importancia da proteina C3 para eliminar esta bactéria. Inicialmente, foi demonstrado
gue as leptospiras patogénicas sobreviveram quando foram incubadas in vitro com o
soro de camundongo B6.C3**, enquanto que as leptospiras ndo patogénicas foram
rapidamente eliminadas na presenca do mesmo soro. Estes resultados corroboram
com dados anteriormente descritos (Meri et al., 2005; Barbosa et al., 2009), que
também observaram maior sobrevida de leptospiras patogénicas incubadas com o
SHN, quando comparadas com as leptospiras ndo patogénicas que foram
rapidamente eliminadas nas mesmas condi¢cdes. Além disso, no mesmo trabalho

(Vassalakis, 2017) foi demonstrado que camundongos B6.C3” apresentaram falhas
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na eliminacdo de leptospiras, pois maior numero destas bactérias foi encontrado no
figado e nos rins apos infeccao in vivo por L. interrogans.

Neste estudo, decidimos investigar a participacdo de C3 na geracdo de
anticorpos durante a infeccdo in vivo e a contribuicdo desta proteina para a
fagocitose in vitro de L. interrogans.

Véarios estudos experimentais utilizando animais deficientes em C3
demonstram a importancia do SC para o desenvolvimento de respostas de
anticorpos especificos a antigenos. Pepys (1974) descreveu pela primeira vez que
ao depletar complemento do soro de camundongos havia menor producéo de
anticorpos contra eritrécitos de carneiro.

Em experimentos realizados por Shigeoka et al. (1984), ratos selvagens
tratados com fator de veneno de cobra (CVF), substancia esta, responsavel por
induzir a deplecéo de C3 por hiperativacao do SC, apresentaram falhas na producéo
de anticorpos contra Streptococcus do grupo B e morreram pos-infeccdo, ao
contrario dos ratos selvagens nao tratados com o CVF, que sobreviveram apés o
desafio de dose letal.

Carter, Fearon (1992) observaram que a estimulacdo de linfécitos B em
cooperacdo do complexo CR2-CD19-CD81 e do BCR juntos com o antigeno
acoplado ao C3d resultou em uma resposta mais potente de anticorpos do que
guando houve ativacdo do BCR sozinho. Além disso, 0 mesmo grupo também
demonstrou que o acoplamento de C3d ao antigeno de lisozima de ovo de galinha
reduziu a quantidade de antigeno necessario para uma 6tima resposta humoral de
até 10.000 vezes (Dempsey et al., 1996).

Considerando a capacidade do fragmento C3d(g) na estimulacdo de
linfcitos B em associacdo com o CR2 presentes em linfocitos B e em células
foliculares dendriticas (Carroll, 2008), imunizamos camundongos B6.C3** e B6.C3"
com L. interrogans. Nossos resultados mostraram que camundongos B6.C37
produziram menos anticorpos IgG especificos apds 21 dias de imunizacédo, do que
camundongos B6.C3**. Além disso, nossos dados puderam ser comprovados
guando grupos semelhantes de animais inoculados com a proteina recombinante
LigBC, presente na membrana externa de L. interrogans. Camundongos B6.C37
também produziram menos anticorpos anti-LigBC, do que observado com
camundongos B6.C3** igualmente tratados. Nés concluimos que a falha na geracéo

de anticorpos pode ser explicada por menor amplificacdo da resposta por linfécitos
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B, provavelmente por menor interagdo do antigeno acoplado ao fragmento C3d(Q)
com CR2. Tal efeito foi relatado anteriormente por Pozdnyakova et al. (2003), em
experimentos com camundongos deficientes em C3 e deficientes em CR1/2
imunizados com polissacarideo capsular do tipo Il de Streptococcus do Grupo B. A
menor producdo de anticorpos foi acompanhada por falhas na troca do isétipo do
anticorpo de IgM para IgG. Além disso, 0s animais apresentaram uma menor
retencdo do antigeno pelas células foliculares dendriticas nos centros germinativos e
uma fraca exposi¢do do antigeno na zona marginal.

As leptospiras sdo bactérias bastante mdveis e, apds penetrarem pelas
mucosas ou pele integra, disseminam-se no hospedeiro atingindo a circulacéo
sanguinea com posterior colonizacdo de orgaos alvos como figado, pulmdes e rins
(Levett, 2001; Viriyasokol et al., 2006; Chassin et al., 2009). Portanto, nesse tipo de
resposta, 0s anticorpos sao de extrema importancia bloqueando a entrada de
patdgenos nas células do hospedeiro, além de auxiliarem em processos de ativacao
da Via Classica do SC e opsonizacao.

Além de demonstrar a importancia de C3 na imunidade humoral na
leptospirose, neste trabalho também investigamos in vitro a fagocitose de
L. interrogans e L. biflexa, utilizando macréfagos peritoneais derivados de
camundongos B6.C3** e B6.C3”". Os macrofagos sdo células cruciais no controle da
infecgdo por leptospiras. A deplecéo de macrofagos em camundongos tratados com
silica resultou em morte dos animais desafiados com as leptospiras (Isogai et al.,
1986).

Outros estudos relatam que a L. interrogans sorovar Lai pode induzir
apoptose para evadir dos macréfagos (Jin et al.,, 2009), entretanto, a infeccdo de
macrofagos com uma estirpe diferente da utilizada no trabalho anterior
(L. interrogans sorovar Manilae), nao foi capaz de promover o mesmo efeito (Toma
et al., 2011). Inicialmente, nds avaliamos se a espécie utilizada neste projeto poderia
provocar morte celular nos macréfagos, entretanto ao determinar a liberacdo da
enzima lactato desidrogenase, ndo observamos citotoxicidade dos macréfagos
infectados com L. Interrogans sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm.

Diversos trabalhos relatam que certas leptospiras patogénicas sao
resistentes a fagocitose por macréfagos peritoneais murinos e humanos, desde que
nao estejam opsonizadas (Banfi et al., 1982; Wang et al., 1984). Além disso, Cinco

et al. (2002) sugerem a participacédo do CR3 na internalizacédo direta de leptospiras.
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Nossos resultados mostram que L. interrogans resiste a acdo dos macréfagos de
camundongos B6.C3**, uma vez que esta espécie foi internalizada em nimero
menor do que a L. biflexa. Este resultado inicial nos levou a investigar se, na
presenca do soro normal de camundongo selvagem (B6.C3**), conseguiriamos
reverter este efeito refratario da L. interrogans e se a internalizacdo da espécie
patogénica seria aumentada pelos macréfagos. Para avaliar tal fenémeno,
incubamos a L. interrogans com o soro de camundongo B6.C3**. Nosso resultado,
demonstrou que a adi¢cdo do soro facilitou a internalizacdo da espécie patogénica
por macréfagos de camundongos B6.C3** o que n&o foi possivel observar quando o
soro de camundongo B6.C37 foi empregado. Da mesma forma, observamos menor
internalizacao de L. interrogans, quando utilizamos o mesmo soro tratado com EDTA
ou com mesmo soro inativado a 56 °C, uma vez que, a atividade das trés vias do
SC, foi bloqueada nessas condi¢des. Nossos dados sugerem que a opsonizagao
conferida pelos componentes presentes no soro foi mediada pela acédo do SC, uma
vez que suas propriedades opsonizantes aumentaram a ingestdo de L. interrogans,
0 que nao foi observado na presenca do soro tratado com EDTA, inativado a 56 °C
ou soro de camundongo B6.C37. Além disso, nosso grupo demonstrou que
L. interrogans pode interagir com os reguladores FH e C4BP, promovendo a
inativacdo de C3b (Meri et al., 2005; Barbosa et al., 2009; Castiblanco-Valencia et
al., 2012). Entretanto, com a clivagem de C3b, mais moléculas iC3b sdo geradas,
levando ao acumulo das opsoninas, o que consequentemente também promove o
aumento de fagocitose das leptospiras.

Vérios estudos demonstram a importancia da opsonizacao por acao do SC.
Camundongos selvagens e deficientes de C3 foram infectados com Streptococcus
do grupo B, agente causador de meningite em neonatos e em adultos portadores de
doencas cronicas. Os resultados demonstraram que a opsonizacdo das bactérias
pelo SC se faz necesséria para diminuicdo da viabilidade bacteriana e requer a
opsonizacdo com anticorpo homologo derivado de coelhos imunizados como fonte
de anticorpos especificos. Em comparacdo, a opsonizacdo das bactérias como o
soro deficiente em C3 diminuiu a fagocitose e remog¢éo do microrganismo infeccioso
pelos macréfagos. Nos ensaios in vivo, os animais B6.C3”7 ndo foram protegidos
contra a infec¢do por Streptococcus do grupo B e apresentaram falhas na imunidade
manifestada por uma menor sobrevida dos hospedeiros e por resisténcia das

bactérias em seus organismos (Wessels et al., 1995).
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Resultados semelhantes foram observados por Mershon et al. (2009) que
verificaram a participacdo do SC na protecdo contra o Cryptococcus gattii. Nos
ensaios in vivo com camundongos selvagens e deficientes de C3 e FB foram
demonstrados que os animais morreram rapidamente apds a infeccdo provocada
pelo fungo. O FB opera apenas na Via Alternativa e é responsavel por formar, por
exemplo, os complexos C3-convertases C3H20Bb e C3bBb. Uma vez que, a morte
ocorreu nos dois modelos animais, 0s autores sugeriram a participacédo das 3 vias
do SC em resposta ao patégeno. Além disso, o tratamento desses animais com
CVF, também provocou a morte desses animais.

Outro estudo realizado com Borrelia burgdorferi da mesma familia das
espiroquetas mostrou que a opsonizacdo dessas bactérias providas do soro como
fonte das proteinas do Complemento, aumentou a capacidade de ingestao destas
pelos macréfagos. Em contrapartida, a incubagdo com o soro deficiente em C3
resultou em menor ingestdo do patdgeno, prejudicando, portanto, o processo de
fagocitose (Hawley et al., 2015).

A Staphylococcus aureus € conhecida por causar artrite séptica severa nos
pacientes infectados com este patdgeno. Para avaliar o papel do SC na artrite
séptica, camundongos C37 foram inoculados com S. aureus. Apds inoculagéo foi
observado artrite severa bem como aumento da carga bacteriana nos rins desses
animais. Um nimero de S. aureus opsonizada com soro de camundongo C37 foi
internalizada por macréfagos peritoneais, comparado com a S. aureus opsonizada
com soro de camundongo C3**. Na et al. (2016) mostraram que a deficiéncia de C3
aumentou a suscetibilidade da artrite séptica, uma vez que na auséncia de C3 houve
menor eliminacdo de bactérias, possivelmente devido a diminuicdo de opsonizacéo
e fagocitose de S. aureus.

Demonstramos também a deposicdo de C3 humano e seus fragmentos na
superficie tanto de L. interrogans quanto de L. biflexa. Esses resultados corroboram
com os dados obtidos por nosso grupo que demonstraram de modo quantitativo por
ELISA, maior deposicdo de C3 superficie da L. biflexa do que na L. interrogans
(Barbosa et al., 2009). A deposicdo de C3 e outras proteinas do SC estd sendo
avaliada por nosso grupo pelos alunos Priscilla Yuri da Silva Okochi e Leonardo
Moura Midon.

Os aspectos da interacdo das leptospiras com os macrofagos é ainda mais

interessante. NOs mostramos que 0s macréfagos de camundongos deficientes de C3
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apresentaram internalizacdo reduzida de ambas as espécies: L. interrogans e
L. biflexa. Outro estudo também relata que os macréfagos de camundongos
deficientes de C3 apresentaram endocitose prejudicada de peptideo 3 amiloide (fap)
(Fu et al., 2012).

NOs especulamos que o C3 sintetizado localmente por estas células
fagocitarias contribuiu para aumentar a fagocitose de L. interrogans por macrofagos
de camundongos B6.C3**. Essa informacdo é consistente com estudos que
fornecem evidéncias de que macréfagos ativados secretam componentes do SC
localmente e que essa acdo poderia contribuir para opsonizacdo e fagocitose de
microrganismos na auséncia de C3 (Hartung, Hadding, 1983; Ezekowitz et al.,
1984). Além disso, foi demonstrado que o C3 gerado intracelularmente em
mondcitos também sofre agdo proteolitica por enzimas catepsinas L, que processam
0 C3, culminando na secre¢do de fragmentos ativos, como C3a e C3b, no meio
extracelular (Liszewski et al., 2013). NOs tentamos sem sucesso detectar a secrecao
da proteina no sobrenadante de macréfagos estimulados com L. interrogans,
entretanto, obter niveis detectaveis de C3 por ELISA. Ensaios futuros serdo
necessarios para comprovar a influéncia da proteina secretada pelos macréfagos na
internalizagéo de L. interrogans.

Apoés verificar que as leptospiras sdo menos ingeridas por macrofagos de
camundongos B6.C37 nés avaliamos se as mesmas células responderiam de modo
semelhante, utilizando particulas de Zimosan. Nossos resultados mostraram que a
deficiéncia de C3 nao suprimiu a ingestdo de Zimosan, promovendo a internalizagao
da mesma quantidade de particulas em comparacdo com o controle. Nossos dados
sugerem que possivelmente a auséncia de C3 estaria afetando na acdo de outro
receptor importante para a fagocitose de leptospiras, independente de do
Complemento.

Anteriormente foi descrito por nosso grupo que as opsoninas C3b e iC3b
promoveram a ativacdo de neutrofilos, culminando na geracdo de ROS. Nos
ensaios, leptospiras opsonizadas com soro humano foram capazes de ativar 3 vezes
mais neutrofilos, gerando producdo elevada de ROS, em comparagdo com
leptospiras ndo opsonizadas (Castiblanco-Valencia, 2014). Outro produto que
contribui para o quadro de ativagdo de macrofagos e neutréfilos € o NO. O NO é
uma molécula importante que pode inibir a replicacdo de Salmonella typhimurium

(Richardson et al., 2009) e de Vibrio cholerae (Davies et al., 2011), entre outros
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microrganismos. No presente estudo, nds avaliamos se a proteina C3 poderia
influenciar na producdo de NO. NOs demonstramos que no modelo murino a
presenca de C3 néo interferiu com a producdo de NO por macréfagos peritoneais,
uma vez que ambos os macrofagos derivados das duas linhagens apresentaram
niveis similares da molécula, nos tempos de 24 h e 48 h.

Além da producédo de NO, nos também avaliamos a importancia da proteina
C3 na geracéo de citocinas em macréfagos B6.C3** e B6.C3”. Embora os niveis de
IL-6 apresentaram-se mais altos no camundongo B6.C3”, observamos que as
citocinas IL-10, TNF-a, MCP-1, IL-12p70 foram menos expressadas em comparacao
com o camundongo B6.C3**. Coletivamente, esses dados sugerem que o
componente C3 pode modular a producéo local de certas citocinas da imunidade
inata e dessa forma contribuir para a defesa imunoldgica local em tecidos afetados.
Uma vez que nosso grupo demonstrou que a deficiéncia de C5 ou de C3 prejudicou
o recrutamento de células inflamatorias, nos dois modelos animais (Castro, 2014;
Vassalakis, 2017).

Strey et al. (2003) mostraram o papel de C3 como modulador de mediadores
inflamatorios, onde C3 foi capaz de modular a producdo de citocinas mediante
ativacao de Nf-kb. Coletivamente, esses dados sugerem que o componente C3 pode
modular a producédo local de certas citocinas da imunidade inata e dessa forma
contribuir para a defesa imunolégica local em tecidos afetados. Uma vez que nosso
grupo demonstrou que a deficiéncia de C5 ou de C3 prejudicou o recrutamento de
células inflamatdrias, nos dois modelos animais (Castro, 2014; Vassalakis, 2017).

Este trabalho contribuiu para aprimorar os conhecimentos sobre a interacdo
de macrofagos e leptospiras, enfatizando a importancia de C3 para controlar a
infeccdo in vivo por L. interrogans. Com base em nossos resultados, convém
ressaltar que os macrofagos sdo essenciais no combate a infeccdo e, portanto,
estes estudos fornecem importantes evidéncias de que a cooperacdo do Sistema
Complemento nos processos de fagocitose ou na producédo de anticorpos podendo
funcionar como um importante mecanismo de defesa contra as leptospiras

patogénicas.
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7 Concluséo

v A producdo de anticorpos especificos anti-leptospira ou anti-LigBC foi

dependente da proteina C3 do Sistema Complemento.

v" Quando comparada com a L. biflexa a L. interrogans é menos fagocitada por

macrdéfagos peritoneais quando opsonizada com C3, a ingestao é facilitada.

v' Os macréfagos peritoneais de camundongos B6.C3** apresentaram melhor
capacidade de fagocitar L. interrogans, ao contrario dos macréfagos de

camundongos B6.C37.

v' A producédo de oxido nitrico pelos macréfagos infectados com L. interrogans

nao é dependente de C3.

v A auséncia de C3 provoca diminuicdo da secrecdo de citocinas IL-10,
IL-12p70 e TNF-a nas culturas de macréfagos infectados com L. interrogans.
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