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RESUMO

Amamura TA. Clivagem de Proteinas do Complexo de Ataque & Membrana do Sistema
Complemento Humano por Proteases de Leptospiras Patogénicas. [dissertacdo (Mestrado em
Imunologia)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2016.

A leptospirose é uma zoonose causada por bactérias espiroquetas que pertencem ao género
Leptospira. Muito frequente em areas tropicais e subtropicais, a doenca representa um grave
problema de salde publica. Nos ultimos anos, diversas pesquisas envolvendo fatores
relacionados a patogénese da leptospirose vém sendo realizadas. Leptospiras patogénicas
possuem a habilidade de escapar do Sistema Complemento humano, sendo capazes de
sobreviver quando em contato com soro humano normal. Em um estudo anterior realizado por
nosso grupo foi observado que sobrenadantes de leptospiras patogénicas inibem as trés vias
de ativacdo do Sistema Complemento. Tal atividade inibitoria estd diretamente relacionada a
atividade de proteases secretadas, as quais sdo capazes de clivar as seguintes moléculas do
Complemento: C3, assim como seus fragmentos C3b e iC3b, Fator B (Via Alternativa), C4 e
C2 (Via Cléssica e das Lectinas). Neste trabalho, expandimos a analise da atividade das
proteases secretadas por leptospiras patogénicas sobre os componentes da Via Terminal do
Sistema Complemento, denominado Complexo de Ataque a Membrana (MAC). Nos ensaios
realizados, verificamos que proteases presentes nos sobrenadantes de cultura de diferentes
espécies e estirpes patogénicas de leptospiras foram capazes de clivar as proteinas C6, C7, C8
e C9 do MAC, ao passo que as ndo patogénicas ndo apresentaram atividade proteolitica
significante sobre estes substratos. As clivagens dessas moleculas do MAC ocorreram de
forma tempo-dependente e de modo seletivo, uma vez que, mesmo utilizando quantidades
reduzidas de sobrenadantes, ainda foi possivel observar a geracdo de produtos de clivagem
das proteinas do Complemento. Tais clivagens foram observadas em C6, C7, C8 e C9 quando
purificadas, mas ndo quando o soro humano normal foi utilizado, possivelmente pela presenca
de inibidores em elevada concentragdo. Observamos também que as proteases secretadas
pelas leptospiras patogénicas foram capazes de clivar o complexo soltuvel SC5b-9, o qual
possui atividade pro-inflamatoria e pode atuar diretamente no endotélio. Ensaios utilizando
inibidores de protease revelaram uma inibicdo da atividade proteolitica pela 1,10-fenantrolina,
indicando a participacdo de metalo proteases. Dentre estas, conseguimos comprovar a
atividade proteolitica da Termolisina recombinante LIC13322, uma metalo protease expressa
exclusivamente por estirpes patogénicas de leptospira. A Termolisina recombinante foi capaz
de clivar o componente C6, tanto isolado quanto como parte integrante do complexo SC5b-9.
Além disso, verificamos que as proteinas do MAC sdo capazes de interagir com a Termolisina
recombinante, indicando que esta protease pode exercer um efeito inibitorio adicional sobre
estas moléculas por um possivel mecanismo de inibicdo por interacdo direta. Por fim, um
ensaio funcional comprovou o efeito inibitorio da Termolisina recombinante, a qual foi capaz
de inibir a formacdo do MAC sobre eritrécitos de carneiro. Deste modo, podemos concluir
que proteases secretadas por leptospiras patogénicas sdo capazes de degradar moléculas
efetoras do Sistema Complemento, representando potenciais alvos para o desenvolvimento de
novas terapias e estratégias profilaticas em leptospirose.

Palavras-chave: Leptospira. Evasdo Imune. Sistema Complemento. Proteases. MAC. TC



ABSTRACT

Amamura TA. Cleavage of Membrane Attack Complex proteins of human Complement
System by pathogenic leptospires proteases. [Masters thesis (Immunology)]. Séo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Leptospirosis is a zoonosis caused by spirochetes from the genus Leptospira. The disease is
common in tropical and subtropical areas, constituting is a serious public health problem. In
recent years, several studies related to the pathogenesis of leptospirosis have been carried out.
Pathogenic Leptospira have the ability to escape the human Complement System, being able
to survive when in contact with normal human serum. In a previous study, our group
demonstrated that supernatants of pathogenic Leptospira inhibit the three activation pathways
of the Complement System. This inhibitory activity can be directly associated to the activity
of secreted proteases, which are capable of cleaving the following Complement molecules:
C3, as well as the fragments C3b and iC3b, Factor B (Alternative Pathway), C4 and C2
(Classical and Lectin Pathways). In this work, we analyze the activity of the leptospiral
proteases on the components of Terminal Pathway of Complement, called Membrane Attack
Complex (MAC). We observed that proteases present in the culture supernatants of
pathogenic Leptospira strains were capable of cleaving the proteins C6, C7, C8 and C9, while
the nonpathogenic strains had no significant proteolytic activity on these substrates. The
cleavages occurred in a time-dependent manner and in a selective way, since even when
reduced quantities of supernatants were used, the cleavage products were still observed. We
only observed cleavage products when purified proteins (C6-C9) but not whole serum was
used, probably because of presence of proteases inhibitors, such as alpha-2-macroglobulin, in
elevated concentrations. We also verify that the leptospiral secreted proteases were able to
cleave the soluble complex SC5b-9, which has proinflammatory activity and may act directly
on the endothelium. Assays using protease inhibitors have shown an inhibition of the
proteolytic activity by 1.10-phenanthroline, indicating the involvement of metalloproteases in
the cleavages. In this context, we decided to analyze the proteolytic activity of Thermolysin a
metalloprotease expressed exclusively by pathogenic Leptospira strains. Recombinant
Thermolysin was capable of cleaving the component C6, either purified or as part of the
SC5b-9 complex. Furthermore, we found that the MAC proteins are able to interact with
Thermolysin, indicating that this protease may have an additional inhibitory effect on these
molecules by a possible mechanism of direct interaction. Finally, a functional assay
demonstrated the inhibitory effect of Thermolysin, which was able to inhibit the MAC
formation on the surface of sheep erythrocytes. From this work, we can conclude that
proteases produced exclusively by pathogenic Leptospira strains are capable of degrading
Complement effector molecules, representing potential targets for the development of new
therapies and prophylactic approaches in leptospirosis.

Keywords: Leptospira. Immune Evasion. Complement System. Proteases. MAC. TCC.



1 INTRODUCAO



1.1 A Leptospirose

A leptospirose é uma importante zoonose de origem bacteriana. Essa doenga que €
reconhecida como um grave problema de satde publica € causada por bactérias do género
Leptospira que incluem espécies patogénicas, intermediarias e saprofitas (ndo-patogénicas)
(Ko et al., 2009). O numero de novos casos de leptospirose € estimado em 1 milhdo a cada
ano, com cerca de 58.900 mortes em todo o mundo (Costa et al., 2015).

A elevada prevaléncia da doenca é observada principalmente em locais de clima
tropical devido a maior sobrevida das bactérias em climas quentes e Umidos. Os grupos
populacionais mais afetados sdo aqueles expostos a condi¢bes de saneamento basico
inadequado. Estas situacbes agravam-se onde ha& enchentes frequentes, propiciando a
disseminacdo das leptospiras no ambiente. Profissionais que desempenham fungdes
ocupacionais associadas a trabalhos ao ar livre como coletores de lixo, agricultores, militares
do exército, veterinarios, que estdo expostos ao contato direto com animais infectados, sao
potenciais alvos para contrairem a leptospirose. Além disso, atividades recreativas como
esportes aquaticos também sdo consideradas condicGes propicias para se contrair a doenca
(Levett, 2001).

A doenca é transmitida pelo contato direto com a urina de animais infectados ou
indiretamente por agua e solo contaminados com leptospiras (Figura 1). Animais domésticos
e selvagens podem ser reservatérios, sendo 0s roedores considerados 0s principais
transmissores (Schreier et al., 2009). As leptospiras colonizam os tubulos renais proximais
destes animais, sendo posteriormente liberadas na urina (Adler, de la Pefia Moctezuma, 2009).

Seres humanos sao considerados hospedeiros acidentais, infectando-se pela penetracao
das leptospiras através de mucosas, da pele lesada ou integra, a qual ocorre somente em
condicBes especificas que favorecam a dilatacdo dos poros, tais como a permanéncia por
tempo prolongado em agua contaminada. Apds a penetracdo no hospedeiro, ha disseminacao
das bactérias via circulacdo sanguinea sendo rapidamente estabelecida a infeccdo sistémica
(Levett, 2001).
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Figura 1 - O ciclo de transmissdo da leptospirose. Os principais reservatorios das leptospiras
patogénicas sdo os roedores, os mamiferos domeésticos e selvagens. As bactérias sdo
eliminadas na urina destes animais e contaminam a agua e o solo. Em roedores, a
leptospirose apresenta-se como uma infecgdo cronica e assintomatica. Ja em mamiferos,
podem ocorrer diferentes manifestaces tais como abortos em bovinos e uveite em
cavalos. A manutencdo da leptospirose nestes animais ocorre pela transmissdo interna
dentro dos rebanhos ou pelo contato continuo com roedores. Os humanos sdo hospedeiros
acidentais e podem ser infectados pelo contato direto com animais ou com a agua e solo
contaminados. As principais manifestagdes clinicas da forma grave da doencga incluem
hepatite, nefrite e hemorragia pulmonar. Os humanos ndo sao considerados reservatorios
de leptospiras, uma vez que ndo eliminam uma quantidade de bactérias suficiente para a
transmissao (Fraga et al., 2014a).



A leptospirose é descrita como uma doenca bifésica. Na fase aguda da doenga, as
leptospiras patogénicas sdo encontradas na corrente sanguinea e persistem no organismo do
hospedeiro infectado por cerca de 3 a 10 dias. A segunda fase inicia-se com a producdo de
anticorpos especificos e eliminacdo de leptospiras na urina com duracdo de 10 a 30 dias
(Levett, 2001).

Manifestacdes clinicas muito variaveis podem ser observadas durante a infeccdo por
leptospiras. A gravidade da doenca varia de acordo com o sorovar infectante, tamanho do
indculo, a idade e o estado de salde do paciente (Evangelista, Coburn, 2010). Na fase aguda
da infeccdo, o quadro clinico assemelha-se ao da gripe com sintomas como febre, cefaleia,
mialgia, nauseas e vomitos. Contudo, a doenca pode evoluir para formas sistémicas graves
como a Sindrome de Weil, caracterizada por ictericia, insuficiéncia renal, comprometimento
hepatico e pulmonar. A sindrome pulmonar hemorrégica vem sendo reconhecida como uma
manifestacdo distinta que ocorre na fase tardia da leptospirose. Os pacientes expressam
sintomas como tosse, dispneia e hemoptise, 0s quais sdo associados a anormalidades
radiograficas que indicam a presenca de infiltrado intersticial e até densa hemorragia
pulmonar apresentando mortalidade superior a 50% dos casos relatados (Levett, 2001,
Spichler et al., 2008).

Manifestacdes oculares tém sido relatadas em infeccdes por leptospirose. A uveite é
uma grave complicacdo da doenca que pode ocorrer apds fase aguda da infecgdo, causando
cegueira em humanos e principalmente em cavalos. Um grande nimero de casos de uveite foi
notificado ap6s um surto de leptospirose seguido por inundacdes na india. Hemorragia
subconjuntival, edema papilar e neurite dptica sdo outras significativas manifestacdes clinicas
causadas pela leptospirose na regido dos olhos (Bharti et al., 2003).

Devido a grande diversidade de sinais clinicos, o diagnostico da leptospirose pode
ser confundido com outras doencas que apresentam sintomas semelhantes. O teste de
aglutinacdo microscépica (MAT) é considerado o padrédo-ouro de diagnostico (Palaniappan et
al., 2007). Contudo, este método apresenta algumas limitacdes, pois é demorado e exige um
conhecimento laboratorial especializado. O MAT é realizado a partir de duas amostras de soro
de pacientes, coletadas com duas semanas de intervalos entre elas (Kitashoji et al., 2015). O
teste é sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos anti-leptospiras em humanos. Neste
teste, soros de pacientes reagem com suspensdes de leptospiras vivas ou inativadas
representantes de sorovares de uma determinada localidade. Apos a incubacdo, a suspensdo é
analisada por microscopia Optica de campo escuro para determinacdo do titulo de aglutinacéo
de leptospiras (Levett, 2001).



A determinagdo do titulo de anticorpos especificos no soro de pacientes é feita por
ELISA. Nesta técnica sdo utilizados diferentes antigenos, tais como proteinas recombinantes
como lipoproteina de 32 kDa (LipL32), Leptospiral immunoglobulin-like protein A (LigA) ou
outer membrane protein L1 (OmpL1) (Fraga et al., 2014a). Diversos autores tém descrito que
anticorpos contra leptospiras podem ser detectados mais precocemente por ELISA, quando
comparados ao MAT, por ser o primeiro método mais sensivel detectando IgM especificas ja
com 4 a 5 dias ap6s o surgimento dos sintomas, anterior a deteccdo dos anticorpos 1gG
aglutinantes, e persistindo pelo menos 5 meses no paciente. Recentemente, tem sido
desenvolvido protocolos de detecgdo de IgM em diferentes formatos de teste rapido para
utilizacdo em laborat6rios. (Cumberland et al., 1999; Goris, 2013; Picardeau, 2013).

A identificacdo de leptospiras por cultura utilizando amostras de sangue, urina ou
tecidos representa um diagnostico definitivo. Contudo, uma desvantagem dessa metodologia €
a lenta taxa de crescimento dessas bactérias, necessitando um longo periodo de incubacéo
(Adler, de la Pefia Moctezuma, 2009). Nos ultimos anos, a reagdo em cadeia empregando
DNA polimerase (PCR) tem sido cada vez mais utilizada para o diagndstico de leptospirose e
tende a substituir os métodos soroldgicos em zonas endémicas devido a sua sensibilidade,
capacidade de diferenciar espécies patogénicas e nao-patogénicas e promover um diagnostico
precoce (Bharti et al., 2003; Picardeau, 2013).

O tratamento da leptospirose depende da persisténcia dos sintomas e seriedade da
doenca. Para casos leves e moderados a doxaciclina é o antibidtico mais recomendado. Ja a
penicilina, ampicilina ou cefalosporina sdo indicadas para os quadros mais graves da doenca
(Ricaldi et al., 2013).

Para prevenir a leptospirose humana, vacinas estdo disponiveis apenas em alguns
paises tais como Russia, Cuba, Franca e Japdo, os quais apresentam populagdes de risco para
a infeccdo. Contudo, ha certas limitacbes no seu uso. As primeiras vacinas produzidas por
meio de suspensdes de leptospiras mortas em meio contendo soro, apresentaram um perfil de
efeitos colaterais como dores, nausea e febre. Além disso, sua eficacia é de curta duragdo,
devendo ser repetida anualmente para conferir protecdo. A vacina é sorovar-especifica, e
portanto, a imunidade é gerada somente contra os sorovares localmente predominantes
(Levett, 2001).

A busca de vacinas com antigenos amplamente conservados entre 0s sorovares e com
menos efeitos adversos é uma importante frente de pesquisa em leptospirose. Diversos
estudos relacionados com proteinas de membrana externa de leptospira tém sido realizados,

em especial com as proteinas Ligs. Tais proteinas sao expressas por cepas virulentas, mas ndo



em espécies saprofitas ou em culturas atenuadas de leptospiras e sdo capazes de induzir a
producédo de anticorpos especificos em pacientes e animais infectados (Silva et al., 2007). As
Ligs tém sido consideradas 6timas candidatas vacinais para leptospirose, conferindo protecéo
em modelos animais. Diferentes fragmentos da proteina LigA foram capazes de conferir
100% de protecdo em modelo experimental empregando hamster. No entanto, estudos
adicionais sdo necessarios para prevenir a colonizacdo renal, uma vez que esses animais
continuaram sendo portadores da bactéria (Faisal et al., 2008; Forster et al., 2013; Palaniappan
et al., 2006).

1.2 As leptospiras

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

A estrutura do lipopolissacarideo (LPS) das leptospiras é semelhante ao encontrado
em bactérias Gram-negativas. Em bactérias patogénicas como L. interrogans, o LPS estende-
se 9,2 nm a partir do folheto externo, enquanto que na saprofita L. biflexa ele se encontra
presente em uma camada mais fina de 6,0 nm. Fosfolipideos, proteinas da membrana externa
e LPS sdo os principais componentes da membrana externa que permitem a troca de solutos
entre 0 espaco periplasmatico e o meio ambiente (Evangelista, Coburn, 2010; Ko et al., 2009;
Raddi, 2012).

A bactéria patogénica L. interrogans sobrevive em diferentes ambientes como na
agua e em hospedeiros mamiferos. Esta espiroqueta é capaz de manter a motilidade em
condicBes de osmolaridade fisiologica (cerca de 150 mM de NaCl), enquanto a saprofita L.
biflexa perde sua motilidade nestas condi¢des. O fato de leptospiras patogénicas suportarem
alteracdes osmdticas preservando a sua motilidade sugere que esta espécie possui uma
vantagem durante a migracdo no hospedeiro em comparacdo com as espécies saprofitas,
ressaltando a importancia da relacdo entre motilidade e viruléncia destas bactérias (Takabe et
al., 2013).



As leptospiras sdo bactérias aerdbicas obrigatdrias com temperatura 6tima para
crescimento entre 28 °C e 30 °C. Em contraste com as espécies patogénicas, as leptospiras
saprofitas também sdo capazes de se multiplicar em temperaturas mais baixas (11 C°-13 °C).
A faixa de pH ideal para o crescimento das leptospiras € 7,2 a 7,6. O tempo de crescimento de
leptospiras patogénicas é estimado entre 14 e 18 h. Ja as leptospiras sapréfitas se multiplicam
mais rapidamente, com tempo de crescimento aproximado de 4 a 5 h (Faine et al., 1999). O
meio mais utilizado para o cultivo de leptospiras é o Ellinghausen—McCullough Johnson—
Harris (EMJH), que é composto por acido oleico, albumina de soro bovino e polissorbato
(Tween) (Adler, de la Pefia Moctezuma, 2010).

Figura 2 - Microscopia eletrbnica de varredura da Leptospira interrogans sorovar
Icterohaemorrhagiae. As leptospiras possuem aproximadamente 0,1 um de largura e
6 uma 20 um de comprimento. Os flagelos localizados em extremidades opostas da
bactéria contribuem para que estas possuam o formato espiralado, conferindo a estas
movimentos de rotacdo e translacdo (Levett, 2001).

O género Leptospira € formado por espécies patogénicas, ndo patogénicas e
intermediarias. Atualmente sdo descritas 21 espécies de leptospiras (Faine et al., 1999). O
teste de aglutinacdo cruzada permitiu a definicdo de sorovares 0s quais sdo distinguidos pela
heterogeneidade estrutural das moléculas de LPS da bactéria fornecendo um importante
instrumento para sua classificacdo. Atualmente mais de 300 sorovares sd&o reconhecidos,
porém esta lista tem sido periodicamente atualizada. Os sorogrupos sdo identificados pelo
MAT e tém como propdsito agrupar sorovares com antigenos em comum. Contudo, 0s
sorogrupos ndo possuem classificacdo taxondmica oficial (Levett, 2001; Cerqueira e
Picardeau, 2009).



A estrutura filogenética determinada a partir da sequéncia do gene rRNA 16S esta em
concordancia com a taxonomia classica aceita para espiroquetas, na qual a ordem
Spirochaetales esté dividida em duas familias: Spirochaetaceae e Leptospiraceae. A analise
da sequéncia do rRNA 16S € considerada 0 método mais preciso para determinar as relacdes
filogenéticas, que identificam trés grupos de leptospiras de acordo com a sua patogenicidade
(espécies patogénicas, saprofitas e intermediarias) (Figura 3). Além do rRNA 16S, outros
genes foram utilizados para diferenciar as espécies que fazem parte do género Leptospira tais
como rpoB, gyrB e ligB (Cerqueira, Picardeau, 2009; Levett, 2015; Paster et al., 1991).
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Figura 2 - Analise filogenética com base nas sequéncias rRNA 16S de Leptospira spp. As espécies
de leptospiras sdo agrupadas como bactérias patogénicas, sapréfitas e intermediarias.
Recentemente, os genomas de Turneriella parva e Leptonema illini foram sequenciados
(Levett, 2015).



1.3 O Sistema Complemento

O Sistema Complemento é composto por mais de 40 proteinas plasmaticas ou
associadas a membranas celulares. Esse complexo sistema faz parte da resposta imunoldgica
do hospedeiro, contribuindo com importantes mecanismos efetores na defesa contra
infeccbes, aléem de promover a remoc¢do de células apoptdticas e de complexos imunes
circulantes (Figura 4). O Sistema Complemento pode ser ativado por trés vias distintas:
Alternativa, Classica e das Lectinas, que compreendem uma série de reacfes em cascata,
culminando com a formacdo do Complexo de Ataque a Membrana (MAC), responsavel pela
lise celular (Lappegard et al., 2014; Walport, 2001).

A Via Alternativa pode ser ativada a partir da hidrolise espontanea da ligacdo tiol-ester
da molécula de C3, gerando C3(H20). Esta molécula, interage com o Fator B (FB) formando
C3(H20)B, permitindo a sua clivagem pelo Fator D (FD) resultando na primeira C3-
convertase da Via Alternativa; C3(H20)Bb. Este complexo na presenca de ions Mg** é capaz
de clivar C3 em C3a e C3b. O fragmento C3b pode interagir com FB que sera clivado
posteriormente pelo FD gerando o complexo C3bBb, que por sua vez, é estabilizado pelo
Fator P (FP) ou Properdina, uma molécula responsavel por aumentar a meia vida das C3- e
C5-convertases desta via. O complexo C3bBb atua como segunda C3-convertase clivando
mais moléculas de C3, o que pode resultar na formacao do complexo C3bBbC3b denominado
C5-convertase da Via Alternativa. Este complexo tem por finalidade, clivar moléculas de C5
em Cba e Cb5b, dando inicio a Via Terminal Comum do Sistema Complemento
(Dunkelberger, Song, 2010; Tegla et al., 2011).

A ativacdo da Via Classica ocorre principalmente pela interacdo de C1q do complexo
C1 aos dominios Cn2 de 1gG ou aos dominios Cx3 das moléculas de IgM ligadas a antigenos.
Na auséncia de anticorpos, outros substratos tais como proteina-C reativa, envelope viral,
parede celular de bactérias Gram-negativas e mielina do sistema nervoso também podem
ativar direto a Via Classica. C1 é um complexo proteico grande e multimérico, composto
pelas moléculas de Clq, Clr, e Cls,. Clq se liga & porgdo Fc dos anticorpos, induzindo a
ativacdo das proteases C1r e C1s na presenca de Ca*". C1s ativado é capaz de clivar a proteina
C4 gerando os fragmentos C4b e Cda. O fragmento C4b pode se ligar covalentemente a
superficie da célula alvo, assegurando que a ativacdo da Via Classica prossiga. C2 liga-se ao
C4b formando o complexo C4b2. C1s cliva C2 gerando os fragmentos C2b e C2a, este Gltimo
permanece associado ao C4b. O complexo C4b2a é denominado C3-convertase da Via

Classica, com capacidade de clivar a molécula C3 em C3a e C3b. Sequencialmente, algumas



moléculas de C3b geradas pela C3-convertase, podem se ligar & propria convertase formando
o complexo C4b2a3b, que atua como a C5-convertase da Via Classica, capaz de clivar a
molécula C5 em C5a e C5b, dando inicio a etapa final de ativacdo do Sistema Complemento
(Sarma, Ward, 2011; Tegla et al., 2011).

A ativacdo da Via das Lectinas inicia-se pela interacdo de carboidratos presentes em
glicoproteinas e polissacarideos microbianos com a lectina ligante de manose (MBL) ou
ficolinas. Estas lectinas sdo proteinas sollveis que apresentam similaridade estrutural e
funcional com C1g. MBL e ficolinas associam-se a serino proteases conhecidas por MBL-
associated serine proteases (MASPs), incluindo MASP 1, MASP 2 e MASP 3. Uma vez que
a MBL ou as ficolinas se ligam & manose, ocorre uma mudanca conformacional em MASP 2
resultando em sua ativagdo. MASP 2 tem a capacidade de clivar C4 em C4a e C4b e C2 em
C2a e C2h. Semelhantemente a Via Classica, sdo gerados os complexos C4b2a com atividade
de C3-convertase e C4b2a3b denominado C5-convertase da Via das Lectinas (Dunkelberger,
Song, 2010; Tegla et al., 2011). MASP-1 parece ser importante para a ativacdo de MASP-2 e
possivelmente de MASP-3. Esta serino protease € capaz de clivar uma série de substratos
presentes no sangue humano, interagir com a cascata de coagulacdo e pode ativar celulas
endoteliais estimulando a sinalizacéo pro-inflamatéria (Dobo et al., 2014). MASP-3 ativa FB
no sangue demonstrando ser importante o seu envolvimento na interacdo entre as Vias
Alternativa e das Lectinas (Dobo et al., 2016).

As C5-convertases geradas pelas Vias Classica, Alternativa e das Lectinas
clivam as moléculas C5, produzindo os fragmentos C5a e C5b. C5b inicia a Via Terminal e
permite a subsequente associacdo das moléculas C6 e C7. O componente C7 do complexo
C5b67 é hidrofdbico e se insere na bicamada lipidica da membrana. A interacdo de C8 leva a
estabilidade do complexo C5b-7, sendo a formacdo completa do MAC finalizada pela
associacdo de diversas moléculas de C9 ao complexo C5b-8 gerando C5b6789,. O MAC
forma um poro na membrana plasmatica, possibilitando a saida de ions e 4agua.
Consequentemente, este mecanismo gera um aumento de volume osmotico e ruptura celular
(Walport, 2001).
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Figura 3 - Ativacdo do Sistema Complemento Humano. O Sistema Complemento pode ser ativado
por trés vias distintas: Classica, Alternativa e das Lectinas. A Via Classica é iniciada pela
ligagdo do complexo C1 aos anticorpos ligados a antigenos presentes na superficie
bacteriana. A Via das Lectinas é ativada por meio da ligacdo de MBL ou ficolinas a
carboidratos na superficie de patogenos. Ja a Via Alternativa é ativada apos a ligagdo
covalente de C3b a superficie de antigenos. As trés vias do Complemento levam a
formagdo de C5-convertases, capazes de clivar C5 em C5a e C5b, iniciando a Via Terminal

do Sistema Complemento (Fonte: modificado de Walport, 2001).



1.4 Fungdes do Complemento

O Complemento participa essencialmente de varios mecanismos efetores gerados
durante a resposta imune inata e adaptativa (Revisado em Walport, 2001).

A opsonizagdo é um dos mecanismos mais importantes que ocorrem durante a fase
de ativacdo do Complemento, sendo os fragmentos C3b, iC3b e C4b responsaveis por se
ligarem covalentemente na superficie de diferentes patdgenos. Esse processo de fagocitose
pode ser facilitado mediante a interacdo dessas opsoninas com receptores especificos (CR1,
CR3 e CR4) presentes nas superficies de células fagocitarias como os neutrofilos e
macréfagos (Revisado em Bohlson et al., 2014; Takizawa et al., 1996).

Os componentes C3a e C5a ndo se fixam aos patogenos e, assim que formados
durante a ativacdo das cascatas do Complemento, séo liberados localmente nos tecidos e na
fase fluida, onde vao desempenhar diferentes fun¢des que envolvem o recrutamento de células
inflamatdrias (fatores quimiotaticos) ou a estimulacdo de mastécitos e basofilos provocando
sua desgranulacao (anafilotoxinas) de mediadores inflamatorios (Daffern et al., 1995; Dias da
Silva, Lepow, 1967; Klos et al., 2009). Além disso, a ativacdo do Sistema Complemento
também ¢é capaz de influenciar a vasodilatacdo, ativacdo de complexos inflamassomas e

secrecdo de citocinas (Laudisi et al., 2013; Manthey et al., 2009).

O Complemento também desempenha importante papel na regulacdo da resposta
imune humoral. O receptor de Complemento CR2 expresso em linfocitos B interage com as
moléculas C3d e iC3b nas superficies dos antigenos, desencadeando um aumento na
sinalizacdo da resposta celular. A interacdo entre CR2:C3d também envolve as células
dendriticas foliculares, em que o aprisionamento de antigenos opsonizados por C3d via CR2,
induz apresentacdo aos linfocitos B virgens, gerando células efetoras e de memoria. C3d é um
adjuvante molecular da resposta imune inata que influencia intensamente a producdo de

anticorpos (Dempsey et al., 1996; Fang et al., 1998; Revisado em Carrol, Isenman, 2012).

O Complemento também é responsavel pela remocédo de complexos imunes mediante
a interacdo dos complexos fixados aos fragmentos C3b e C4b que se ligam a CR1 presente
nos eritrocitos e demais células sanguineas, sendo transportados posteriormente por essas
células para 6rgdos (principalmente figado) para eliminacdo desses complexos. Além disso, a
eliminacdo de células apoptdticas ocorre principalmente por acdo do componente Clq e

outras proteinas do Complemento (Revisado em Ricklin et al., 2010; Takizawa et al., 1996).



Finalmente, uma das funcdes mais drasticas do Complemento € a formacdo do
MAC. Uma vez formado na superficie da membrana da célula alvo ou de patdgenos, este
complexo citolitico promove a entrada de ions e agua causando lise (Mdiller-Eberhard, 1986).



1.5 MAC

Durante o desenvolvimento da resposta imune inata, o Sistema Complemento atua
como um dos mais importantes mecanismos de protecdo do hospedeiro. Dentre suas funcdes,
a lise mediada pelo MAC é evidenciada como um evento fundamental para uma resposta
imune eficiente, sobretudo pela sua participacdo na eliminacdo de patdgenos e células
danificadas (Hadders, 2007).

As C5-convertases geradas pelas Vias Alternativa, Classica ou das Lectinas iniciam a
ativacdo dos componentes finais do Sistema Complemento, que culminam na formagéo do
MAC composto pelas moléculas C5h, C6, C7, C8 e C9 (Podack et al., 1980).

O fragmento C5b pode interagir com as proteinas C6 e C7. O complexo C5b67
permite a incorporacdo da molécula de C8. Esta proteina € formada por trés distintas
subunidades: cadeias o, B e y. Enquanto a cadeia C8f ¢ responsavel pela ligagao de C8 ao
complexo C5b7, a cadeia C8a € a primeira proteina a penetrar nas membranas celulares. Para
a formagdo completa do MAC, ainda se faz necessaria a participacdo de diversas moléculas de
C9, as quais interagem com o complexo C5b8, tendo como resultado a formagdo de um poro
transmembranar. Como consequéncia, ocorre o influxo de &gua e ions, 0 que promove
significativas alteracbes na permeabilidade da membrana, culminando na morte celular
(Hadders, 2012).

O complexo soluvel SC5b-9 apresenta uma composicdo idéntica ao MAC, exceto pela
presenca de uma proteina reguladora plasmatica chamada S-proteina ou vitronectina. Esta
proteina bloqueia a funcéo litica do complexo SC5b-9, pois interage com este complexo no
local de interacdo deste com a membrana. A interacdo da vitronectina ocorre na etapa de
formacdo do complexo C5b-7. Entretanto, esta proteina ndo é capaz de interferir na interacao
deste complexo com as moléculas C8 e C9. A atividade litica do complexo solivel SC5b-9
pode ser restaurada pela dissociacdo reversivel da vitronectina (Bhakdi et al., 1988; Tegla et
al.,2011).



1.6 Moléculas que compdem o0 MAC

1.6.1 Proteina C5

A proteina C5 é sintetizada como uma pré-molécula de cadeia simples de 1676
aminodcidos incluindo um peptideo sinal de 18 amino&cidos, sendo encontrada no soro em
concentracdes que variam entre 0,07 e 0,16 mg/mL em adultos saudaveis (Pfarr et al., 2005).
As principais células produtoras de C5 sdo os hepatdcitos, contudo macréfagos alveolares e
células epiteliais também secretam esta proteina (Tegla et al., 2011).

O gene C5 humano esta localizado no cromossomo 9 e possui 41 éxons. C5 é uma
proteina de 190 kDa e possui duas cadeias: a (115 kDa) e B (75 kDa), as quais sdo unidas por
pontes de dissulfeto. Esta proteina e estruturalmente homdloga a proteina C3 sendo
organizada em 13 dominios (Bubeck, 2014).

A molécula C5 é um componente que participa das trés vias de ativacdo do sistema
complemento. O processo inicia-se pela clivagem proteolitica da molécula de C5 em dois
componentes (C5a e C5b) pelas C5 convertases da Via Alternativa (C3bBbC3b) ou das Vias
Cléssicas e das Lectinas (C4bC2aC3b). O fragmento Cba é a mais potente anafilotoxina
proinflamatdria, além de ser um fator quimiotatico para neutréfilos, enquanto C5b se associa
sequencialmente aos componentes C6, C7, C8 e nC9 (Figura 5B), formando assim o
complexo de ataque a membrana (MAC), que promove a lise celular (Bubeck, 2014; Tegla
2011).



1.6.2 Proteina C6

A proteina C6 é sintetizada como um precursor de cadeia polipeptidica Gnica de 934
aminodcidos incluindo um peptideo sinal de 21 amino&cidos, sendo a mais longa proteina do
MAC com massa molecular aproximada de 100 kDa. As principais células produtoras de C6
sdo os hepatdcitos e os macrofagos, sendo a concentracdo plasmatica da proteina 45 pg/mi.
C6 € uma proteina glicosilada e possui dez dominios: trés Thrombospondin type 1 repeats
(TS), um Lipoprotein receptor class A repeat (LR), um Membrane attack complex/perforina
(MACPF), um Epidermal growth factor like repeat (EGF), dois Complement Control Protein
repeats (CCP) e dois Factor I/membrane attack complex 6/7 modules (FIM) (Figura 5A)
apresentando uma conformagéo parcialmente estendida (Aleshin et al., 2012).

O gene C6 humano esté localizado no cromossomo 5 e contém 18 éxons (Hobart et al,
1993). A proteina C6 conecta os demais componentes da Via Terminal ao C5b, o ultimo
produto de clivagem da cascata do Complemento. A associa¢do entre C5b e C6 facilita a
ligagdo de C7 a estas moléculas alterando a conformagdo do complexo. Entretanto, na
auséncia de C7, C5b6 tem maior meia-vida (DiScipio, Hugli, 1989).

Pacientes deficientes de C6 apresentam um aumento de susceptibilidade a infeccdes
sistémicas por Neisseria gonorrhoeae e também a infeccBes recorrentes tais como a meningite

meningocdcica (Orren et al., 2011).
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Figura 4 — Representacdo esquematica das proteinas que compde o0 MAC e formacdo do
complexo. (A) Comparagdo das proteinas C6 ao C9 e seus respectivos dominios:
Thrombospondin type 1 repeats (TS), Lipoprotein receptor class A repeat (LR),
Membrane attack complex/perforin (MACPF), Epidermal growth factor like repeat
(EGF), Complement control protein repeats (CCP) e Factor I/membrane attack complex
6/7 modules (FIM). (B) Modelo atdmico para o complexo C5b-8. (C) Representacao
esquematica da formacdo do Complexo de Ataque a Membrana (Aleshin et al., 2012;
Berends et al., 2014; Bubeck, 2014).



1.6.3 Proteina C7

A molécula C7 é uma glicoproteina de cadeia unica de 95 kDa composta por 843
aminodcidos incluindo um peptideo sinal de 22 amino&cidos (Barroso et al., 2004). Esta
proteina plasmatica encontra-se na concentracdo de 90 pg/ml. Dados da literatura sugerem
que C7 possua uma arquitetura similar a de C6. Quando o complexo C5b-6 liga-se
avidamente a molécula C7, gera o complexo C5b-7 capaz de se associar e penetrar
minimamente na bicamada lipidica. No entanto, este completo ndo induz lise celular (Aleshin
et al., 2012; Bubeck, 2014 Tegla et al., 2011).

O gene C7 humano esté localizado no cromossomo 5 sendo codificado por 18 éxons
(Barroso et al., 2006). Mutaces no gene C7 podem causar deficiéncia desta proteina
causando perda da funcdo litica do Complemento, promovendo aumento da susceptibilidade a
infeccdes recorrentes por Neisseria meningitidis (Barroso et al., 2006; DiScipio et al., 1988).

C7 e uma das cinco proteinas que compdem o MAC desempenhando um papel
importante na transi¢do hidrofilico-anfifilica, pois confere ao complexo C5b-7 a capacidade
de se ligar diretamente a membrana da célula alvo (Figura 5C). Este complexo ligado a
membrana permite que C8 e C9 se associem sequencialmente possibilitando assim a formacéo

do poro transmembranar (DiScipio et al., 1988).



1.6.4 Proteina C8

A molécula C8 encontra-se na circulacdo como uma proteina oligomérica de 151 kDa,
composta por 3 polipeptideos: cadeia a (64 kDa), cadeia p (64 kDa) e cadeia y (22 kDa). As
principais células produtoras de C8 séo hepatdcitos, mondcitos, macréfagos, fibroblastos,
astrocitos e células endoteliais. Sua concentragdo plasmatica varia entre 55 e 80 pg/ml
(Schreck et al., 2000).

C8a e C8P possuem elevada homologia com as demais proteinas que compde o MAC,
possuindo diversos dominios em comum, tais como o Membrane attack complex/perforina
(MACPF) (Figura 5A) (Hadders et al., 2007). Contudo, a inser¢cdo do poro na membrana
celular tem sido atribuida somente ao dominio MACPF de C8a. Ja 0 dominio MACPF de C8j
é capaz de interagir com o complexo C5b-7 (Figura 5B). A subunidade C8y € um membro da
familia da lipocalina que se liga e transporta pequenos ligantes hidrofobicos e esta associado
ao C8a por ligagdo dissulfeto. Dados da literatura indicam que C8y pode nao ser
imprescindivel para a funcdo de lise, mas ele pode aumentar a atividade do MAC. Isto é
possivel devido a inducgéo de alteragdo conformacional de C8a que aumenta a sua afinidade
pelo complexo C5b-7 e/ou C9, ou pode facilitar a formacdo de mais MAC liticamente ativo.
(Schreck et al., 2000).

Cada subunidade da molécula de C8 ¢ codificada por diferentes genes. Os genes C8a e
C8p estdao localizados no cromossomo 1p32, enquanto o gene C8y estd situado no
cromossomo 9g. O gene C8a se estende por 70 kb e possui 11 éxons. A proteina C8a possui
553 residuos de aminodcidos, sendo composta por um dominio que interage com a
subunidade B e compreende um sitio de ligagdo para C9 (Kojima et al., 1998). O gene C8p
abrange cerca de 40 kb e contém 12 éxons. A subunidade C8B possui um dominio que
interage com a membrana da célula alvo e um dominio que medeia exclusivamente o
reconhecimento e ligagdo de C8 ao complexo C5b-7. O gene C8y se estende por
aproximadamente 1,8 kb e possui 7 éxons. A proteina C8y é composta por 182 residuos de
aminoacidos e se conecta a C8a por pontes dissulfeto (Bubeck et al., 2011; Kojima et al.,
1998).

Dois tipos de deficiéncias da proteina C8 foram relatados em pacientes: tipo I, em que
C8a ¢ C8y sdo amhos deficientes, e tipo II, em que somente C8f ¢ deficiente. Os dois tipos
sdo clinicamente indistinguiveis. Deficiéncias de C8a-y tém sido relatadas

predominantemente em negros, hispanicos e japoneses, sendo estas frequentemente



associadas a infecgdes recorrentes por Neisseria meningitidis. Ja as deficiéncias de C8p tém

sido descritas principalmente em caucasianos (Kojima et al., 1998; Ross, Densen, 1984).



1.6.5 Proteina C9

O componente C9 é uma proteina globular de cadeia unica de 71 kDa com 558
aminodcidos, incluindo um peptideo sinal de 20 aminoacidos. Esta proteina encontra-se no
soro na concentracdo de 60 pg/ml. As moléculas de C9 sdo bastante expressas por
hepatdcitos, mas podem ser produzidas também por mondcitos, fibroblastos e células da glia.
O gene C9 estende-se por aproximadamente 100 kb sendo composto por 11 éxons e esta
localizado no cromossomo 5p13 (DiScipio, Hugly, 1985; Tegla et al., 2011).

A molécula C9 apresenta 27% e 34% de homologia com as proteinas C6 e C8,
respectivamente. Multiplas copias de C9 (12 a 18) sdo associadas ao complexo C5b-8 para
formar poros capazes de promover a lise celular (Tegla et al., 2011). A porcado N-terminal de
C9 é predominantemente hidrofilica, enquanto a parte C-terminal € em sua maior parte
hidrofobica. A organizacdo anfipatica da estrutura primaria esta relacionada com a capacidade
das moléculas C9 polimerizadas penetrarem na bicamada lipidica e promoverem a formacéo
de canais transmembrana com funcéo litica (DiScipio et al., 1984).

Embora a molécula de C9 seja uma glicoproteina soltvel, é possivel induzir a sua
polimerizacao espontaneamente apos incubagao prolongada a 37 °C sob condi¢des adequadas,
como por exemplo na presenca de fons zinco (Zn?*). O polimero de C9 é considerado uma
proteina de membrana integral por ser uma estrutura transmembranar formadora de poro
(Figura 5C) (DiScipio et al., 1984).

A deficiéncia de C9 é herdada como uma caracteristica autossomica recessiva
resultando na incapacidade de formacdo do MAC. Apesar de ser considerada rara em paises
ocidentais, a deficiéncia de C9 é a mais comum entre as deficiéncias do Complemento em
paises orientais como o Japdo e Coréia. Esta imunodeficiéncia promove um aumento da
susceptibilidade a infeccbes por Neisseria, demonstrando um elevado risco de

desenvolvimento de meningite meningococica (Kang et al., 2005).



1.7 Reguladores da Formagéo do MAC

Para evitar uma ativacdo inadequada sobre células normais do hospedeiro e limitar o
consumo das proteinas do Complemento, a cascata de ativagdo e a estabilidade das moléculas
ativadas sdo rigorosamente reguladas por diversas proteinas plasmaticas e outras ligadas a
membrana celular (Zipfel, Skerka, 2009).

A Clusterina é uma glicoproteina de 70 kDa que pode ser encontrada no plasma em
associacdo com lipoproteinas. Este regulador do complemento liga-se ao complexo C5b-7,
impedindo a sua interagdo com a membrana, e inibindo a formagédo de C5b-8 e C5b-9. A
Clusterina esta associada ao complexo SC5b-9 inativo formado em conjunto com a
Vitronectina (Tegla et al., 2011).

A S-proteina ou Vitronectina é uma glicoproteina de 80 kDa que foi primeiramente
descrita como sendo um componente do complexo C5b-9 no soro. Esta proteina interage com
0 complexo C5b-7 soluvel, formando SC5b-7 e incapacitando este complexo de se ligar a
membrana. SC5b-7 pode se associar a uma molécula de C8 ou a trés de C9 para gerar SC5b-8
e SC5b-9, respectivamente. Todos esses complexos sdo denominados inativos e sdo incapazes
de se ligar a membrana. A Vitronectina também € capaz de inibir a polimerizacdo de C9 e a
formacdo do canal pela perforina, limitando desta maneira a geracdo do poro pelo
Complemento e por linfécitos citotoxicos (Tegla et al., 2011).

O CD59 é o principal inibidor do MAC, sendo muito expresso em celulas sanguineas,
endoteliais e em diversos tipos de células ndo vasculares. Além de ser encontrado como
proteina de membrana, 0 CD59 também esta presente na sua forma solGvel no sangue, urina e
outros fluidos corporais. Este regulador atua sobre os complexos C5b-8 e C5b-9 inibindo a
incorporacdo de moléculas de C9 adicionais durante a formacdo do poro. Deste modo, essa
proteina é capaz de inibir a formacdo do MAC evitando a lise de células do préprio
hospedeiro (Farkas et al., 2002; Miwa, Song, 2001; Tegla et al., 2011).

Além de reguladores do hospedeiro, certos patdgenos possuem a capacidade de
controlar e escapar do Sistema Complemento, possibilitando o estabelecimento da infec¢éo
(Zipfel et al., 2007). Estes mecanismos de evasdo do complemento serdo apresentados a

sequir.



1.8 Mecanismos de evasdo ao Sistema Complemento

O Sistema Complemento é um importante componente da imunidade inata e adquirida,
e desempenha um papel fundamental para o reconhecimento e eliminagdo dos patdgenos, que
por sua vez, desenvolveram estratégias de evasdo, possibilitando o estabelecimento da
infeccdo (Lambris et al., 2008; Rooijakkers, van Strijp, 2007; Zipfel et al., 2007).

Borrelia recurrentis e B. duttonii sdo patdgenos causadores de severa doenga séptica,
interagem com os reguladores FH e C4BP contribuindo para a resisténcia ao soro e evasao ao
Complemento (Meri et al., 2006). Staphylococcus aureus pode causar uma variedade de
doencas agudas e crbnicas. A proteina Extracellular fibrinogen binding protein (EfB)
secretada por S. aureus se liga ao componente C3 inibindo a ativacdo das Vias Classica e
Alternativa do Complemento (Lee et al., 2004).

Estudos anteriores demonstraram que leptospiras saprofitas, quando incubadas em
soro humano normal, séo eliminadas rapidamente, revelando notadamente a participacdo do
Sistema Complemento. Ao contrario, estirpes patogénicas sdo resistentes ao soro sendo,
portanto, capazes de sobreviver a acdo do Complemento, o que possibilita a sua disseminacao
no organismo e o estabelecimento da infec¢cdo (Barbosa et al., 2009; Meri et al., 2005).

Um dos mecanismos de escape das leptospiras patogénicas € a expressao de proteinas
de membrana que interagem com uma variedade de componentes da matriz extracelular e
adquirem reguladores negativos do Complemento tais como o FH e 0 C4BP. O FH inibe a
ativacdo da Via Alternativa ao se associar a molécula C3b depositada na superficie do
patdgeno, e atuar como cofator para a acao proteolitica do Fator I (FI), capaz de clivar C3b e
inativa-lo (Castiblanco-Valencia et al., 2012). Estirpes patogénicas também sdo capazes de
interagir com C4BP, que ao se ligar a membrana da bacteéria, retém atividade de cofator de Fl,
enzima responsavel pela clivagem de C4b, inibindo as Vias Classica e das Lectinas (Barbosa
et al., 2009). Proteinas de membrana externa das leptospiras tais como o fator de elongacao
Tu (Wolff et al., 2013), que se liga ao FH, a proteina LcpA que se liga ao C4BP (Barbosa et
al., 2010) e as proteinas LigA e LigB que se ligam a ambos os reguladores foram identificadas
como ligantes destes reguladores. A LcpA ainda é capaz de interagir com o FH e a
Vitronectina, interferindo em todas as etapas do Complemento (da Silva et al., 2015). As
leptospiras sapréfitas sdo susceptiveis a acdo do Complemento e pouco se ligam a esses
reguladores negativos (Castiblanco-Valencia et al., 2012).

As proteinas LenA e LenB se ligam intensamente ao FH e factor H-related protein 1

(FHR-1), sugerindo ter um papel importante na colonizagdo da bactéria no organismo e



protecdo contra a resposta imune do hospedeiro (Barbosa et al., 2006; Stevenson et al., 2007;
Verma et al., 2006). As proteinas Lsa23, Lsa26 e Lsa36 interagem com componentes da
matriz extracelular tais como laminina e plasminogénio. Lsa23 se liga ao FH e C4BP
promovendo a inibicdo do Complemento e estabelecimento da infeccdo (Siqueira et al., 2013).

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

Diversos microrganismos patogénicos tais como bactérias, fungos, parasitas e virus,
secretam proteases capazes de clivar diferentes componentes do Complemento, possuindo
desta forma, uma estratégia de evasao ao sistema imune do hospedeiro. As principais classes
de proteases envolvidas na clivagem de moléculas do Complemento s&o as cisteino, aspartil,
serino e metalo proteases (Mandujano-Gonzalez et al., 2016; Potempa et al., 2009).

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

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

Dentre as aspartil proteases que degradam proteinas do Complemento, ha proteases de
membrana como a outer membrane protein E (PgtE) de Salmonella enterica e também

secretadas como as secreted aspartic proteinases (Saps) de Candida albicans. A protease



PgtE degrada C3, C3b, C4b e C5 e sua expressdo aumenta a resisténcia da bactéria ao soro
humano, contribuindo para a disseminacdo da Salmonella enterica durante a infeccdo
sisttmica (Ramu et al., 2007). Recentemente, Riva e colaboradores mostraram que PgtE
também € capaz de degradar FB e FH visando tanto a ativacgdo como a inibicdo do
Complemento, uma vez que a clivagem de FH pode anular a atividade regulatéria do
Complemento levando a um aumento da formacdo de C3b, ao passo que a clivagem de FB
pode levar a reducdo da quantidade de C3 convertases ativas diminuindo a geracdao de C3b
(Riva et al., 2015).

Proteases asparticas secretadas pela bactéria Candida albicans denominadas Saps
representam uma familia de dez proteinas com mdaltiplas fungdes na patogenicidade do
microrganismo tais como adeséo, invaséo e danos as células do hospedeiro. As clivagens de
C3b, C4b, e C5 pelas Saps 1, 2, e 3 resultam em reducdo na fagocitose da levedura, sendo
observada uma diminuicgéo da inflamacéo, a qual pode estar relacionada aos baixos niveis da
anafilotoxina C5a detectados na presenca das proteases (Gropp et al., 2009).

Enzimas proteoliticas da classe das serino proteases sdo produzidas por fungos
(Aspergillus fumigatus), parasitas (Schistosoma mansoni) e bactérias (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Neisseria meningitidis). A proteina central do Complemento C3
constitui um substrato comum as serino proteases produzidas por estes microrganismos. Além
de C3, o sobrenadante de cultura de Aspergillus fumigatus também possui atividade
proteolitica sobre C4 e C5. Esta atividade foi atribuida a serino protease alkaline serine
protease 1 (Alpl), principal protease secretada pelo patdgeno (Behnsen et al., 2010).
Pacientes deficientes de moléculas do Complemento possuem uma elevada susceptibilidade a
infeccdes invasivas por Neisseria. A atividade proteolitica da serine protease neisserial
autotransporter P (NalP) sobre a molécula de C3 também foi estudada. NalP é uma protease
auto-transportadora que sofre auto-clivagem durante seu processo de secrecdo. Além da forma
secretada, NalP também pode se apresentar em forma lipidada, a qual encontra-se ancorada na
membrana externa da bactéria (Roussel-Jazédé et al., 2013).

As metalo proteases que degradam proteinas do Complemento foram descritas em
bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e
Tannerella forsythia. A bactéria Gram-negativa P. aeruginosa secreta toxinas e fatores de
viruléncia tais como a protease alcalina A (AprA) e a elastase que clivam uma variedade de
proteinas e componentes do Complemento. AprA é uma metalo protease que cliva C3b e

impede a sua deposicdo na superficie da bactéria, dificultando importantes funcbes do



Complemento como a fagocitose por neutréfilos humanos, além de clivar a molécula C2
bloqueando as Vias Classicas e das Lectinas (Laarman et al., 2012).

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

A metalo protease gelatinase E (GelE) de E. faecalis tem a capacidade de hidrolisar o
fibrinogénio e o colageno. GelE além de exercer atividade proteolitica sobre a cadeia o de C3
na presenca de FI e FH, também é capaz de degradar os fragmentos C3b, C3a e iC3b,
reduzindo a fagocitose do patdgeno por leucocitos polimorfonucleares humanos. GelE inativa
a molécula C3 que resulta na inibicdo das trés vias de ativacdo do Sistema Complemento
promovendo um aumento da sobrevivéncia de E. faecalis no do hospedeiro (Potempa et al.,
2009).

Em um estudo anterior realizado por nosso grupo, observamos que Vvarias espécies de
leptospiras patogénicas foram capazes de secretar proteases que clivam proteinas do
Complemento, enquanto as saprofitas ndo apresentaram atividade proteolitica significativa
sobre tais moléculas (Figura 6). As proteases secretadas por leptospiras patogénicas
apresentaram a capacidade de degradar a molécula central C3, assim como seus fragmentos
C3b e iC3b, e também proteinas da Via Alternativa (FB), Classica e das Lectinas (C4b e C2)
constituindo um mecanismo de evasao ao Sistema Complemento (Fraga et al., 2014b).

Para identificar as classes de proteases envolvidas na clivagem das moléculas do
Complemento, nosso grupo realizou ensaios de inibicdo, nos quais os sobrenadantes das
leptospiras patogénicas foram tratados com inibidores de proteases. Os ensaios indicaram que
somente a classe das metalo proteases foi capaz de inibir a atividade proteolitica do
Complemento. Identificamos também uma das proteases responsaveis pelas clivagens, a
Termolisina, que € uma metalo protease capaz de clivar a molécula C3. De forma interessante,
verificamos que a Termolisina é encontrada unicamente em espécies patogénicas de

leptospira, ndo sendo expressa pelas bactérias saproéfitas (Fraga et al., 2014b).



A habilidade de degradar moléculas do Complemento pode contribuir para o0s
processos de invasdo e disseminacdo desse patdgeno no hospedeiro. O componente C5
também foi clivado por proteases de leptospiras patogénicas, porém apenas quando esta
proteina purificada foi empregada como substrato, uma vez que tais proteases ndo foram
capazes de clivar C5 no soro humano normal (Fraga et al., 2014b). Neste trabalho expandimos
a anélise da atividade proteolitica das proteases secretadas por leptospiras patogénicas sobre
0s demais componentes da Via Terminal: C6, C7, C8 e C9, sendo este o objetivo de estudo
deste trabalho.
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Figura 5 - A secrecdo de proteases pelas leptospiras patogénicas constitui um mecanismo de evasao
imune ao Sistema Complemento. Leptospira interrogans secreta metalo proteases capazes de
clivar proteinas das trés vias do Sistema Complemento: C3, C3b, iC3b, Fator B, C2 e C4b.
Dentre as proteases secretadas encontra-se a Termolisina, uma metalo protease expressa
exclusivamente por estirpes patogénicas que degrada C3 (Fraga et al., 2014b).




6 CONCLUSOES



Resumo dos principais resultados obtidos:

As proteases secretadas por cinco diferentes tipos de leptospiras patogénicas séo
capazes de clivar os componentes do MAC: C6, C7, C8 e C9;

Os sobrenadantes de duas estirpes ndo patogénicas de L. biflexa ndo apresentaram

atividade proteolitica sobre as moléculas C6-C9;

As clivagens das proteinas estudadas (C6-C9) do MAC foram tempo-dependentes, ou
seja, com o aumento do tempo de incubagdo houve uma clivagem mais pronunciada

dos substratos;

As proteases secretadas pelas leptospiras patogénicas foram capazes de clivar as

proteinas (C6-C9) do MAC mesmo em quantidades reduzidas dos sobrenadantes;

Ensaios de inibicdo utilizando inibidores de proteases mostraram que enzimas da

classe das metalo proteases estdo envolvidas nas clivagens das proteinas C6-C9;

As proteases secretadas pelas leptospiras patogénicas ndo apresentaram atividade

proteolitica, quando SHN foi empregado como fonte de Complemento;

O complexo solavel SC5b-9 foi clivado pelas proteases das leptospiras patogénicas;

A Termolisina recombinante, uma metalo protease de Leptospira interrogans, foi
capaz de clivar o componente C6 do MAC tanto purificado quanto como parte

integrante do complexo solivel SC5b-9;

A Termolisina recombinante interagiu com os componentes C6, C7, C8 e C9 inibindo

a formacdo do MAC.



Este trabalho teve como objetivo investigar a atividade proteolitica dos
sobrenadantes de leptospiras sobre os componentes C6, C7, C8 e C9 do Complemento.
Com base nos resultados obtidos podemos concluir que os sobrenadantes de culturas
de leptospiras patogénicas foram capazes de clivar tais moléculas, ao passo que 0s
sobrenadantes de espécies ndo patogénicas ndo apresentaram atividade proteolitica
significante sobre estes substratos. Tal atividade proteolitica foi unicamente observada
com as proteinas purificadas, mas ndo no soro completo, possivelmente pela presenca
de inibidores de proteases como, por exemplo, a ax-macroglobulina, presente em

elevada concentragdo no soro.

Enzimas da classe das metalo proteases estdo possivelmente envolvidas nas
clivagens observadas. Dentre estas, proteases da familia das Termolisinas s&o fortes
candidatas a participarem das degradacGes, uma vez que a forma recombinante da
Termolisina LIC 13322 foi capaz de clivar a molécula C6 do complemento, tanto a
proteina individualmente quanto como parte integrante do complexo solivel SC5b-9.
Além disso a Termolisina recombinante ainda foi capaz de interagir com as proteinas
C6, C7, C8 e C9, indicando um fator adicional de inibi¢cdo da acdo do Complemento

por interacdo direta.

Deste modo, a identificacdo de alvos biologicos para as proteases de leptospira
é de grande importancia para o melhor entendimento da patogénese da doenga, bem
como também podera contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas

e/ou preventivas na infeccao por estes patdgenos.
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