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RESUMO

Vassalakis JA. O papel do componente C3 do Sistema Complemento na infeccdo in vivo por
Leptospira interrogans. [dissertacdo (Mestrado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2017.

O Sistema Complemento € parte da resposta imune inata e € de suma importancia para a
eliminacdo de processos infecciosos e para garantir a homeostase. A leptospirose € uma zoonose
causada por bactérias do género Leptospira. Essas bactérias invadem o organismo pela pele
lesionada ou mucosas ap0s contato direto ou indireto com a urina de roedores, invadindo a
corrente sanguinea até atingir 6rgdos como figado, pulméo, bago e rim. Neste trabalho
investigamos a importancia da proteina C3 do SC na infecc¢éo in vivo por L. interrogans. Foram
empregados camundongos C57BL/6 deficientes da proteina C3 (B6.C37) e como controle
camundongos congénicos (B6.C3*"*) infectados com a bactéria Leptospira interrogans serovar
Kennewicki estirpe Pomona Fromm (LPF). Observamos que a deficiéncia da proteina C3 causa
uma falha na resposta imunolodgica, causando uma diminuicdo da proliferacdo celular de
mondcitos, neutrofilos, linfécitos B, linfécitos T CD4 e T CD8 no bago. Essa falha da
proliferacdo celular tem como consequéncia uma diminuicdo da resposta inflamatoria,
dificultando a eliminacdo bacteriana dos principais 6rgaos-alvo (figado, rim, pulméo e baco)
nos primeiros dias de infeccdo. A diminuicdo da proliferacao celular no baco dos camundongos
B6.C3" pdde ser observada na circulagdo periférica, onde ndo foi encontrado um nimero
significativamente alto no terceiro dia de infeccdo como foi observado nos camundongos
selvagens, aumentando apenas no sexto dia de infecgdo. Apesar dos camundongos deficientes
de C3 apresentarem uma capacidade menor de eliminacdo da LPF nos dias iniciais de infecc¢éo,
ao sexto dia os camundongos foram capazes de eliminar a LPF de seus 6rgédos alvo, apesar de
ainda apresentarem numeros mais elevados de bactéria quando comparados com 0s
camundongos selvagens. Essa falha da eliminacdo da carga bacteriana demonstrou ter
consequéncias em fases mais tardias da doenca, principalmente no rim, onde observamos o
aparecimento de nefrite intersticial apenas nos camundongos deficientes de C3. Na analise
histopatoldgica, observamos que a proteina C3 ajudou a desencadear um processo inflamatorio
mais intenso no figado, desenvolvendo necrose e areas maiores de infiltrados leucocitarios,
visto em menor intensidade nos camundongos deficientes de C3. A eliminacdo das leptospiras
pode ocorrer pela urina dos hospedeiros. Nossos dados mostraram que 0s camundongos
eliminam a as bactérias pela urina na fase mais tardia da infeccdo, ap6s seis dias e que 0s
camundongos deficientes possuem um numero maior de LPF sendo eliminada do que os
camundongos selvagens nesse momento da infec¢do. Nosso trabalho foi capaz de demonstrar
que a proteina C3, principalmente nos dias iniciais da infeccdo, € importante para montar uma
resposta inflamatoria apropriada para combater a infeccdo por LPF e eliminar a bactéria do
organismo.

Palavras-chave: Leptospira. C3. Sistema Complemento. Infec¢des bacterianas.



ABSTRACT

Vassalakis JA. The role of Complement System component C3 during in vivo infection by
Leptospira interrogans. [Masters thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomeédicas, Universidade de S&o Paulo; 2017.

The Complement System is part of the innate immune response and is of paramount importance
for the elimination of infectious diseases and to guarantee homeostasis. Leptospirosis is a
zoonosis caused by bacteria of the genus Leptospira. These bacteria invade the body through
the injured skin or mucous membranes after direct or indirect contact with the urine of rodents,
invading the bloodstream until reach organs such as liver, lung, spleen and kidney. In this work,
we investigated the importance of the Complement protein C3 in the in vivo infection by L.
interrogans. C57BL/6 mice deficient in C3 protein (B6.C37) and, as control, congenic mice
(B6.C3*"*) infected with Leptospira interrogans serovar Kennewicki strain Pomona Fromm
(LPF) were used. We observed that deficiency of C3 protein causes a failure of the immune
response, causing a decrease in the cellular proliferation of monocytes, neutrophils, B
lymphocytes, T CD4 and T CD8 lymphocytes in the spleen. This failure of cell proliferation
results in a decrease in the inflammatory response, making it difficult to eliminate the bacteria
from the main target organs (liver, kidney, lung and spleen) in the first days of infection. The
decrease in cell proliferation in the spleen of the B6.C3” mice could be observed in the
peripheral circulation, where no significant number was found on the third day of infection as
observed in the wild type mice, increasing only on the sixth day of infection. Although the C3-
deficient mice had a lower LPF elimination capacity on the initial days of infection, mice were
able to eliminate the LPF from their target organs on the sixth day, although they still had higher
numbers of bacteria when compared to the wild type animals. This failure of elimination of
bacterial load has been shown to have consequences in later stages of the disease, especially in
the kidney, where we observed the appearance of interstitial nephritis only in C3-deficient mice.
In the histopathological analysis, we observed that the C3 protein triggered an intense
inflammatory process in the liver, developing necrosis and larger areas of leukocyte infiltrates,
seen in a lower intensity in C3 deficient mice. The elimination of leptospiras can occur through
the urine of the hosts. Our data showed that the mice eliminate the bacteria by the urine in the
later phase of the infection after six days and that the C3-deficient mice have a larger number
of LPF being eliminated than the wild type mice at that time of the infection. Our work has
been able to demonstrate that C3 protein, especially in the early days of infection, is important
in assembling an appropriate inflammatory response to fight LPF infection and eliminate the
bacteria in the body.

Keywords: Leptospira. C3. Complement System. Bacterial infections.
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1 Introdugéo
1.1 Sistema Complemento

A entrada de agentes agressores no organismo desencadeia a primeira linha de defesa
do hospedeiro denominada imunidade inata, a qual consiste em uma resposta imediata de
células e moléculas ao estimulo, a partir de mecanismos previamente estabelecidos a esses
elementos e que, ao final dessa resposta, nao estabelece memaoria imunoldgica, diferentemente
da resposta adaptativa ou adquirida. Entre os principais elementos da imunidade inata estao:
as barreiras fisicas e quimicas, as células efetoras (macréfagos, neutrofilos, células Natural
Killer e células dendriticas e as proteinas que formam o Sistema Complemento (SC). Tais
elementos sdo responsaveis pela ativagdo da resposta imunoldgica que ocorre apds o
reconhecimento de padrées moleculares presentes apenas em microrganismos, os chamados
padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPS), por receptores de reconhecimento de
padrGes (RRPs), como os Toll-like receptors (TLRs). Ap6s o reconhecimento, sdo
desencadeados mecanismos capazes de combater diversos tipos de patdgenos, como a
fagocitose, ativacdo do SC e a producao de citocinas, incluindo quimiocinas. (Cruvinel et al.,
2010).

O SC foi descoberto em 1889 como um componente termo labil presente no sangue
com capacidade de lisar hemacias de espécies ndo humanas, além de possuir caracteristicas
bactericidas (Buchner, 1889). E constituido por proteinas sollveis e de membrana que fazem
parte da resposta inata, porém também participa como um mecanismo efetor da resposta
humoral. As proteinas soliveis do SC s&o encontradas na sua forma néo ativada e, apds uma
série de ativagdes enzimaticas por trés vias distintas, disparam uma cascata na superficie do
patdbgeno com o objetivo de eliminar a infeccdo por meio de opsonizacdo e posterior
fagocitose, pela acdo das anafilotoxinas que atraem células inflamatérias e pela formacdo do
seu complexo de ataque a membrana (MAC) que pode causar a lise osmética do patdgeno
(Nesargikar et al., 2012; Norris, Remuzzi, 2013). Além da resposta contra infec¢cdes por
microrganismos, o SC também participa da remocao de imunocomplexos detritos de células
necroticas e apoptoticas (Sjoberg et al., 2009).

A ativacdo do SC pode ocorrer por trés vias (Figura 1): a Via Classica, que pode ser
ativada a partir da ligagdo do complexo C1 a imunocomplexos; a Via Alternativa, que se inicia
apos a hidrolise espontanea da ligacdo tiol-éster da molécula C3; e a Via das Lectinas, que é

ativada pela ligacao de lectinas, como a lectina ligadora de manose (MBL — mannose-binding
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lectin) e ficolinas, a residuos de carboidratos e N-acetilglicosamina de patdgenos,
respectivamente (Nangaku, 1998). Apesar das diferentes formas de ativagdo, as trés vias do
SC originam C3-convertases e C5-convertases e, ao final de cada uma das vias, podera haver

a formacdo do MAC, que participa ativamente da destruicdo de patdgenos (Nesargikar et al.,

2012).

Lectina
. ligadora de
manose

3 Complexo de
\ ataque a
\ membrana

Figura 1 — As trés vias de ativacao do SC e a formacao do MAC. A Via Cléssica é ativada a partir
da ligacdo do complexo C1 a um imunocomplexo. A Via das Lectinas é ativada a partir da ligacdo da
MBL ou ficolinas a carboidratos e N-acetilglicosamina de patégenos, respectivamente. A ativacédo de
ambas as vias tem como resultado a clivagem de C4 e C2. A Via Alternativa inicia a partir da hidrdlise
espontanea da molécula C3. Todas as vias de ativacdo geram as C3- e C5- convertases, esta Ultima
dara inicio a formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC), responsavel pela lise celular
(Modificada de Walport, 2001).
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1.1.1 Via Cléssica

A Via Cléassica do SC ¢ iniciada, principalmente, a partir da ligacdo do complexo C1
a um complexo antigeno-anticorpo (Ehrlich, Morgenroth, 1900). O complexo C1 é formado
por uma molécula de C1q, duas de C1r e mais duas de Cls. C1q se liga a porcdo Fc de
anticorpos IgM ou 1gG e ativa C1r, que por sua vez, cliva e ativa C1s (Ziccardi, 1983; Reid,
1986), a qual é capaz de clivar as moléculas C4 e C2, ativando-as e dando continuidade a
cascata enzimatica. A clivagem de C4 da origem a dois fragmentos, um maior C4b, que
permanece ligado covalentemente a superficie do patdgeno, e um menor C4a (Law, Dodds,
1990). C2 ligado ao fragmento C4b é clivado por Cls em C2a e C2b (Nagasawa, Stroud,
1977), formando a C3-convertase da Via Classica (C4bC2a) capaz de clivar varias moléculas
de C3 em C3a, uma potente anafilotoxina e C3b, uma opsonina que pode se ligar a C3-
convertase e formar a C5-convertase da Via Classica (C4bC2aC3b) (Takata et al., 1987;
Kozono et al., 1990). C5 é clivado em C5a (anafilotoxina) e C5b, a partir do qual iniciar-se-a
a formacédo do MAC (Loos, 1985).

Além de ser ativada pela ligacdo de C1 a um imunocomplexo, a Via Classica também
é iniciada pelo reconhecimento da Proteina C-reativa (CRP) pela molécula de C1q durante
processos inflamatérios quando ligada a um ligante multivalente (Kaplan, VVolanakis, 1974).
Essa proteina produzida pelo figado possui uma ligacio dependente de Ca?* para fosfocolinas
expressa na superficie de diversos microrganismos e membranas celulares bioldgicas
lesionadas. A CRP faz parte da familia das pentraxinas e é a principal proteina plasmatica de
fase aguda, que apresenta rapido aumento no soro durante uma resposta a infecgdo ou leséo
tecidual (Volanakis, Kaplan, 1971). Suas principais funcGes biologicas constituem o
reconhecimento de patogenos e células danificadas do hospedeiro e posterior eliminacdo pelo
recrutamento do SC e de células fagocitarias. A ativacdo do SC pela CRP ¢ restrita apenas a
formacédo da C3-convertase pela Via Classica, que ocorre de forma semelhante a ativacéo por

imunocomplexos (Mold et al., 1999).
1.1.2 Via Alternativa

A Via Alternativa foi proposta depois da Via Classica com o conceito de que o SC
poderia ser ativado mesmo na auséncia de anticorpos (Pillemer et al., 1954). Esta via é iniciada
a partir da hidrolise espontanea da ligacdo de tidl-éster da cadeia a de C3, resultando na
molécula C3(H:0) (Figura 2), a qual é conformacionalmente semelhante ao fragmento C3b,

onde o Fator B (FB) pode se ligar e posteriormente ter sua por¢cdo N-terminal clivada pelo
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Fator D (FD) em dois fragmentos, Ba e Bb. O fragmento Bb permanece ligado a C3(Hz0)
formando o complexo C3(H20)Bb, a primeira C3-convertase da Via Alternativa (Lanchmann,
Hugher-Jones, 1984; Law, Dodds, 1990). O FB também pode se ligar a molécula de C3b, ser
igualmente clivado pelo FD e formar a segunda C3-convertase da Via Alternativa (C3bBb)
(Gotze, 1986; Choy et al., 1992). Ambas C3-convertases sofrem agéo do Fator P (properdina)
que estabiliza estas enzimas e amplifica a clivagem de C3 (Fearon, Austen, 1975).

Assim como a Via Classica, a Via Alternativa também forma C5-convertase
(C3bBbC3b), capaz de clivar C5 em Cbha e C5b, como anteriormente descrito, e dar inicio a

formagéo do MAC.

Fechado ?80 Ativado
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Figura 2 — Ligacdo tiol-éster. (A) C3 nativo com ligagéao tiol-éster entre moléculas de carbono e
enxofre integra sinalizada pela seta vermelha. (B) Hidrolise da ligacéao tiél-éster entre moléculas de
carbono e enxofre (seta) iniciando a ativagao da Via Alternativa. (Adaptado de Walport, 2001).

1.1.3 Via das Lectinas

A Ultima das vias do SC a ser descrita, também ativada sem a presenca de anticorpos.
Inicia-se a partir da ligag&o de lectinas, como a mannose binding lectin (MBL) e ficolinas, aos
residuos de carboidratos ou residuos acetilados presentes exclusivamente na superficie de
patdgenos. A MBL possui estrutura semelhante a C1q e trés serino proteases encontram-se
associadas a MBL.: a serino protease associada a MBL (MASP)-1, MASP-2, e a MASP-3.
MASP-1 e MASP-2 possuem estrutura analoga a C1r e C1s e, uma vez que MBL se liga ao
carboidrato na superficie do patdégeno, MASP-2, que apresenta funcdo homdloga a C1s, sofre
uma mudanca conformacional e cliva 0 zimdgeno C4 em C4a e C4b (Matsushita, Fujita, 1992;
Holmskov et al., 1994; Thiel et al., 1997). A MASP-3, tltima das MASPs a ser descoberta,
também apresenta estrutura semelhante as outras proteases da familia das serino-proteases
MASP-like (Clr, C1ls, MASP-1 e MASP-2) e pode ser encontrada associada a MASP-2,
formando um grande oligdbmero. A MASP-3 pode regular a deposicdo do fragmento C4b
ligando-se ao complexo MBL/MASP-2 ou impedindo a formagdo do mesmo, inibindo a
clivagem do fragmento C4 pela MASP-2 (Dahl et al., 2001). Além da funcéo inibitoria, a
MASP-3 possui funcdo ativadora, onde a protease cliva pr6-FD em FD, o qual é capaz de
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clivar FB e formar a C3-convertase da Via Alternativa, criando um link entre as Vias
Aternativa e das Lectinas (Dobo et al., 2016). Da mesma forma que ocorre na Via Classica, 0
fragmento C4b se liga covalentemente a superficie do patdgeno, permitindo a ligacdo da
proteina C2, a qual também € clivada por MASP-2 em dois fragmentos, o0 C2a e C2b. O
fragmento C2a ligado em C4b forma a C3-convertase (C4b2a), capaz de clivar a proteina C3
em C3a e C3b. O fragmento C3b pode se ligar & C3-convertase ja formada na superficie do
patdgeno e dar origem a Cb-convertase (C4b2a3b), que possui a capacidade de clivar
moléculas de C5 em dois fragmentos, o fragmento C5a e o C5b, o Gltimo com a capacidade
de dar inicio a formacao do MAC (Holmskov et al., 1994).

1.1.4 Formacédo do Complexo de Ataque a Membrana

Ao sofrer a acdo da C5-convertase, C5 é clivado gerando os fragmentos C5a e C5b. O
fragmento C5b interage com a proteina C6 que, por sua vez, € capaz de interagir com C7
mesmo na fase aquosa. A proteina C8 interage com o complexo, formando C5b-8, o qual fica
estabilizado na bicamada lipidica, facilitando a polimerizacdo de moléculas de C9, formando
o complexo C5b6789n) (Figura 3) que é capaz de formar poros na membrana celular e causar

lise osmética em diversos patdgenos (Podack et al., 1976; Tschopp, Podack, 1981).

C8a C8p C7

Figura 3 — Representacdo do Complexo de Ataque & Membrana. Fragmento C5b ligado as
proteinas C6, C7, C8 e diversas moléculas de C9, que dardo origem ao MAC, formando um poro na
superficie celular (Modificado de Bubeck, 2014).



25

1.1.5 Funcdes do Sistema Complemento

A fagocitose é importante na eliminacéo de células apoptoticas e de patdgenos, para a
homeostasia e resolucdo de processos inflamatorios, estabilizando o organismo. A
opsonizacdo de patdgenos ocorre pela deposicdo de anticorpos, que irdo auxiliar no
reconhecimento, e por fragmentos do SC como C3b, C4b e iC3b, os quais irdo se depositar na
superficie dos patogenos ou de células em processo de apoptose e serdo reconhecidos por
receptores como os receptores do complemento 1, 3 e 4 (CR1, CR3 e CR4) presentes em
macrdfagos, mondcitos e neutrofilos, facilitando a remocéo de tais celulas, assim como de
microrganismos (Merle et al., 2015). Células apoptéticas precisam ser eliminadas do
organismo de forma silenciosa para garantir a homeostasia. Esse processo de remocao €
realizado por fagocitos que degradam e eliminam a célula apoptotica previamente opsonizada
por fragmentos do SC sem que seja montada uma resposta imunoldgica (Ricklin et al., 2010).
Além disso, a ligacdo covalente de C3b pelas trés vias do SC na superficie do patdgeno ird
culminar na ativacdo da via terminal do SC, na qual serd formado um poro de,
aproximadamente, 10 nm na superficie alvo. Esse poro promove a entrada de agua, saida de
componentes intracelulares, como ions, levando a um desequilibrio osmoético e posterior
morte celular (Esser, 1991).

A molécula de Clqg pode se ligar a corplsculos apoptoticos, evitando que antigenos
préprios sejam reconhecidos pelo sistema imune, evitando a formacdo de auto-anticorpos. A
deficiéncia de Clqg estd relacionada com o desenvolvimento de doengas autoimunes
(Roumenina et al., 2011; Macedo, Isaac, 2016). O fragmento iC3b também possui papel
importante na remocdo das células apoptoticas com propriedade anti-inflamatdria via
interacdo com seu receptor CR3 em monacitos, macréfagos, células dendriticas (DC) e células
da microglia (Merle et al., 2015).

O acumulo de imunocomplexos na circulacdo pode causar deposicdo nos vasos
capilares e inflamacdo no local. Para que isso ndo ocorra, 0 SC atua de duas formas: 1)
ligando-se no complexo antigeno-anticorpo evitando que esses complexos se tornem maiores;
2) os fragmentos de C3b podem se ligar sobre a molécula de Ig e bloquear a interacdo com o
antigeno, diminuindo o tamanho do complexo formado. Além disso, os fragmentos C3b e C4b
podem se ligar ao CR1 presente nos eritrocitos e essas células conduzirdo os complexos até
orgdos como figado e baco, onde os fragmentos do SC potencializardo a fagocitose por
macrofagos teciduais residentes (Schifferli et al., 1986; Fearon et al., 1989; Schifferli, Taylor,
1989).
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As anafilotoxinas C3a e Cbha contribuem para a inflamacéo e ativacao de células como
macrofagos, eosinodfilos e neutréfilos que expressam C3aR e C5aR1, induzindo a explosdo
respiratoria. Além disso, induzem liberacdo de histamina por mastocitos e basofilos
promovendo a vasodilatagdo. O fragmento C5a também é o mais potente quimioatraente do
SC, sendo capaz de recrutar leucdcitos para o sitio inflamatério e induzir a liberacdo de
citocinas, auxiliando na resolucdo da infeccéo (da Silva et al., 1967; Till, 1986). O fragmento
C4a é capaz de induzir contracdo do musculo liso e também pode causar eritema e edema
quando injetado na pele humana, porém sdo necessarias elevadas concentracdes de C4a para
que ocorram tais alteragdes. Mesmo assim, C4a parece ndo ter fungdo quimiotatica e sugere-
se que sua atividade bioldgica seja devida a presenca de outras duas anafilotoxinas na mesma
preparacdo (Gorski et al., 1979). Além disso, ainda ndo se sabe se o fragmento possui um
receptor exclusivo para C4a (Barnum, 2015).

Células T e células apresentadoras de antigenos (APC) expressam receptores de
anafilotoxinas em sua superficie. A ligacdo entre as anafilotoxinas C3a e C5a com seus
ligantes C3aR e C5aR1, respectivamente, provoca um aumento da proliferacdo de células T e
da resposta com perfil inflamatério Thl, alem do aumento da producdo de citocinas e de
moléculas coestimuladoras pelas APCs (Noris, Remuzzi, 2013). Além de regular a
proliferacdo de células T, acredita-se que o SC regule fisiologicamente a sobrevivéncia dessas
células e também module a resposta imune adaptativa no caso de infec¢des, autoimunidade e
transplantes. Um estudo mostrou que camundongos deficientes de C3 possuem uma resposta
Th1 reduzida em infec¢do por influenza, um decaimento da expressdo de IL-12 e um aumento
da resposta Th2 (Pekkarinen et al., 2011). O fragmento C3d ligado covalentemente ao
antigeno é capaz de interagir com o CR2 presente nos linfocitos B e células foliculares
dendriticas, aumentando a sintese de anticorpos especificos, aléem de ser importante na

resposta de anticorpos dependente de células T (Dierich et al., 1987).
1.1.6 Regulacéo do Sistema Complemento

A ativacdo do SC pode ocorrer também sobre células saudaveis do hospedeiro. O
produto da hidrolise de C3 na Via Alternativa, por exemplo, ndo diferencia entre células
normais do hospedeiro e microrganismos, podendo causar danos teciduais, caso nao seja
regulada. A regulagdo do SC no hospedeiro é realizada por proteinas plasmaticas e proteinas

ligadas @ membrana celular que controlam a ativacao e inibicdo do SC (Figura 4).
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A inibicdo de C1r e C1s na Via Cléassica e de MASP-1 e MASP-2 na Via das Lectinas
ocorre pela agéo do inibidor de C1 (C1INH) (Pangbun, 1986). Na Via Alternativa, Fator |
(FI), juntamente com a acdo de cofatores, como o Fator H (FH), cliva C3b formando seus
produtos de clivagem: iC3b, C3dg e C3d. O FH compete com o fragmento Bb pela ligacéo a
C3b, deixando-o susceptivel a acdo do FI (Ziccardi, Cooper, 1979). O FI também cliva o
fragmento C4b na presenca de C4b binding protein (C4BP), interrompendo sua fungdo na Via
Cléssica e na Via das Lectinas (Gigli et al., 1979).

O fator de aceleracdo de decaimento (DAF/CD55), presente na membrana de
leucdcitos, neutrdfilos e células epiteliais do hospedeiro, dissocia os complexos C3bBb e
C4b2a, acelerando o decaimento das C3-convertases de todas as vias de ativagdo do SC e,
consequentemente, impedindo a clivagem de C5 (Medof et al., 1984). Outros reguladores
ligados a membrana sao as moléculas CR1 (CD35), presentes em algumas células sanguineas
(Fearon, 1979), e a proteina de membrana com atividade de cofator (MCP/CD46), presente
em células nucleadas (Seya et al., 1986). CR1 E MCP funcionam como cofatores para o Fl
clivar os fragmentos C3b e C4b, inativando-as.

O CD59 é uma glicoproteina presente na membrana de células sanguineas, epiteliais e
endoteliais que inibe a formacdo do MAC, ligando-se ao complexo C5b-8, impedindo que
ocorra a ligacdo e polimerizagdo de moléculas de C9 na membrana da célula saudavel do
hospedeiro (Meri et al., 1990). A regulacdo do MAC também pode ser feita pela clusterina,
outra glicoproteina plasmatica que se liga aos complexos C5b-7, impedindo que 0 mesmo se
ancore na membrana; C5b-8, impedindo a ligacdo de C9 e em C5-9, impedindo a
polimerizacdo e formacdo do poro na membrana (Tegla et al., 2011). A clusterina esta
frequentemente colocalizada com uma outra glicoproteina, a vitronectina (ou S-proteina)
(Tandon et al., 1992), que possui a capacidade de inativar o MAC ao se ligar a C5b-7, C5b-8
e C5b-9, formando os complexos solUveis SC5b-7, SC5b-8 e SC5b-9, respectivamente (Tegla
etal., 2011).

O SC possui apenas um regulador positivo conhecido, a properdina, que possui a
funcdo de estabilizar a C3- e C5-convertase, aumentando a afinidade de C3b pelo FB,
diminuindo a clivagem do fragmento C3b pelo Fl, estabilizando a ativagdo da Via Alternativa
(Fearon, Austen, 1975).
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Figura 4 — Reguladores do SC. C1-INH: inibidor de C1. C4BP: proteina ligante de C4b. FI: Fator I.
MBL.: lectina ligante de manose. DAF: fator de aceleracdo de decaimento. CR1: receptor de
complemento 1. MCP: proteina de membrana com atividade de co-fator. CD59: inibidor de lise de
membrana. Clusterina e S-Proteina. FH: Fator H. Masp-1,2 e 3 (Mannose binding lectin-associated
serine protease). (Modificada de Francis et al., 2003).

1.1.7 Proteina C3

A proteina C3 possui massa de aproximadamente 190 kDa e esta presente em
concentragdes relativamente elevadas no soro humano (cerca de 1,2 mg/ml) (Sahu, Lambris,
2001). E sintetizada nos hepatdcitos, principalmente (Bruijn, Fey, 1985), mas também pode
provir de outras células, como mondcitos/macréfagos, neutréfilos, basofilos, células
endoteliais e epiteliais, mioblastos e adipécitos (Botto, 2000).

Estruturalmente, a proteina C3 contém 1.663 aminoacidos e € formada por uma cadeia
a, com peso molecular de 75 kDa, e uma cadeia 3, de 115 kDa, ligadas covalentemente por
uma ponte dissulfeto (Botto, 2000) (Figura 5). O gene C3 esta localizado no cromossomo 19
e possui 41 éxons, podendo conter cada um 52 a 213 pb, dos quais 25 éxons codificam para

cadeia a e 16 codificam para cadeia  (Sahu, Lambris, 2001).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da estrutura geral da proteina C3 do SC e de seus
fragmentos. A proteina C3 é formada por duas cadeias, uma cadeia maior o € uma menor [3, as quais
estdo ligadas covalentemente por uma ponte dissulfeto (SS). Foi representada na figura (seta) a porcao
da cadeia o onde a C3-convertase age, liberando o fragmento menor C3a. O fragmento C3b, que
permanece ligado & membrana do patdgeno, ¢ formado pelas cadeias o’ e 3. C3b ainda pode ser clivado
pelo Fl e formar o fragmento iC3b e C3f. iC3b ainda pode ser clivado em C3c e C3dg (Modificada de
Botto, 2000).

Apobs ativacdo, as C3-convertases geradas por qualquer uma das vias clivam a proteina
C3 na ligacdo Arg-/-Ser da sua cadeia o, formando os fragmentos C3a e C3b. O fragmento
C3a é um polipeptideo de 77 aa, com estrutura de quatro hélices estabilizadas por trés pontes
de dissulfeto, possui uma sequéncia C-terminal conservada, a qual é importante para interacao
com seu receptor C3aR que pertence a familia dos receptores acoplados a proteina G com sete
dominios transmembranares. Uma vez ligado a seu receptor, C3a induz a transducéo de sinais
intracelulares via proteina G heterotrimérica e fosforilacdo de fofoinositideo 3-quinase
(PI3K), proteina quinase B (PKB) e proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK),

estimulando a sintese de quimiocinas (Merle et al., 2015). C3a é uma potente anafilotoxina
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que regula a vasodilatacdo, aumenta a permeabilidade de pequenos vasos sanguineos e induz
contracdo do musculo liso (da Silva et al., 1967). Nos macrdfagos, neutréfilos e eosinofilos
C3a tem a funcdo de desencadear a explosdo respiratoria, age na liberacdo de granulos de
histamina de mastdcitos e basofilos, na liberacdo de serotonina das plaquetas, e em células B
e mondcitos modula a sintese de IL-6 e TNF-a (Dinasarapu et al., 2012). A regulacdo da
atividade de C3a é feita pela carboxipeptidase N, uma metaloprotease que cliva o residuo de
arginina na porc¢édo carboxi-terminal, dando origem ao fragmento C3a-desArg, o qual ndo é
mais capaz de se ligar ao receptor C3aR, sendo desprovido de funcdo conhecida até o
momento (Matthews et al., 2004).

O FI tem funcéo proteolitica e é capaz de clivar a cadeia o’ do fragmento C3b, na
presenca de cofatores como o FH, MCP e CR1, formando iC3b, que permanece ligado a
membrana celular, e C3f. O fragmento iC3b, assim como C3b, tem como funcéo opsonizar a
membrana do patdgeno e, ainda, pode sofrer novamente a agdo do FI, também com a presenca
de cofatores, e é clivada em C3c e C3dg. A Ultima molécula também pode sofrer acdo de

proteases e ser clivada em dois Ultimos fragmentos: C3d e C3g (Noris, Remuzzi, 2013).
1.2 Leptospiras

As bactérias do género Leptospira foram descobertas no inicio do século X1X (Inada
et al., 1916), sdo membros da familia Leptospiraceae e pertencem a ordem Spirochaetales.
S&o microrganismos aerobios, crescem lentamente entre 28 °C - 30 °C de temperatura (Faine
et al., 1999), sdo morfologicamente finos (medindo cerca de 6-20 um x 0,1 um), helicoidais,
com flagelos no seu espaco periplasmatico, que conferem motilidade as bactérias, e
extremidades em forma de gancho (Figura 6) (Adler, Moctezuma, 2010). S8o constituidas
por uma camada porosa que cerca sua membrana citoplasmatica e parede celular. Esses poros
s80 necessarios para a troca de solutos entre 0 ambiente onde estdo presentes e 0 espacgo
periplasmatico (Plank, Dean, 2000). Devido a sua morfologia fina, sua visualizacdo pelo
microscopio 6ptico comum € dificil, sendo necessaria uma microscopia éptica sob campo

escuro para que possa ser observada (World Health Organization, 2003).
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Figura 6 — Morfologia da bactéria Leptospira. A) Bactérias medindo aproximadamente 0,1um de
largura e 6 pm de comprimento com formato fino e espiralado. Esse formato, juntamente com seus
flagelos nas extremidades em forma de gancho, confere a bactéria seus movimentos de rotagdo e
translacdo. B) Ampliacdo da superficie bacteriana, sendo possivel observar seu formato em espiral
(Bharti et al., 2003).

Esses microrganismos necessitam de seus hospedeiros naturais vertebrados para sua
manutencdo e reproducdo, mas ao serem liberados pela urina dos mesmos, podem permanecer
viaveis por longos periodos, quando em contato com a &gua ou solo umido (Plank, Dean,
2000).

O género é composto por 22 espécies separadas em ndo patogénicas (saprofitas),
intermediarias e patogénicas (Tabela 1) (Picardeau, 2013). As bactérias podem ser
classificadas sorologicamente pela composicao de lipopolissacarideos (LPS) expressos na sua
superficie, tendo sido identificados mais de vinte sorogrupos e duzentos sorovares, ou com
base no seu genoma. Até hoje, foram identificadas dezesseis espécies de Leptospira
patogénicas e mais seis espécies de Leptospira saprofitas, com base em suas caracteristicas
gendmicas, sendo que entre as espécies patogénicas, sete delas sdo as principais causadoras
da leptospirose (Ko et al., 2009; Evangelista, Coburn, 2010). A espécie L. interrogans é
comumente utilizada para se referir as espécies patogénicas e a L. biflexa para espécies
sapréfitas (Ahmed et al., 2006). Seu genoma possui entre 3,9 a 4,6 megabases (Mb) e, dentro
das espécies ja conhecidas, apenas seis genomas de trés espécies foram sequenciados até o
momento (Adler, Moctezuma, 2010).
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Tabela 1 — Principais espécies patogénicas, intermediarias e saprofitas de bactérias do género
Leptospira.

Espécie Referéncia
Patogénicas
L. alexanderi Brenner et al., 1999
L. alstonii Smythe et al., 2013
L. borgpetersenii etal., 1987
L. interrogans Faine e Stallman, 1982
L. kirschneri Ramadass et al., 1992
L. kmetyi Slack et al., 2009
L. mayottensis Bourhy et al., 2014
L. noguchi Faine e Stallman, 1982
L. santarosai Yasuda et al., 1987
L. weilii Yasuda et al., 1987
Intermediarias
L. broomi Levett et al., 2006
L. fainei Perolat et al., 1998
L. inadai Yasuda et al., 1987
L. licerasiae Matthias et al., 2008
L. wolffii Slack et al., 2008
N&o patogénicas
L. biflexa Faine e Stallman, 1982
L. idonii Saito et al., 2013
L. meyeri Yasuda et al., 1987
L. terpstrae Smythe et al., 2013
L. vanthielii Smythe et al., 2013
L. wolbachii Yasuda et al., 1987
L. yanagawe Smythe et al., 2013

Né&o é possivel diferenciar as espécies de Leptospira apenas morfologicamente. Para
diferenciacdo dos sorovares é aplicada a técnica de soroaglutinacdo microscépica (MAT),
empregando anticorpos especificos, onde os sorovares aglutinam de acordo com a suas
caracteristicas antigénicas (WHO, 2003).

No corpo humano, a bactéria penetra por mucosas e pela pele integra ou lesionada,
podendo ser encontrada em qualquer 6rgdo ou tecido. A infeccdo pode ser controlada pelo
sistema imunoldgico, mas, mesmo assim, algumas estirpes podem permanecer depositadas

nos tubulos renais e serem continuamente liberadas na urina (WHO, 2003).
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1.3 Leptospirose

Essa doenca foi descrita pela primeira vez por Adolf Weil que a caracterizou como
uma sindrome infecciosa aguda, apresentando alteracbes como esplenomegalia, ictericia e
nefrite (Weil, 1886). A leptospirose é uma doenca emergente causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira, descobertas como o agente causador em 1916 por Inada et
al. E uma doenca de distribuicdo global e a infeccdo ocorre, em sua maioria, em locais com
clima tropical, com condicGes sanitarias insatisfatorias, enchentes e/ou desastres naturais
(Guerra, 2003).

A infec¢do humana por Leptospira pode ocorrer diretamente por meio do contato com
tecido, urina ou fluidos de animais infectados, principalmente roedores, mas também por meio
de outros animais como gado, cachorros, gatos, e alguns animais selvagens como gambas e
morcegos, ou indiretamente, atraves do contato com agua e solo contaminados por Leptospira
excretada pela urina dos animais infectados (Vijayachari et al., 2008) (Figura 7). Esses
animais servem como reservatorios para estas espiroquetas, as quais podem permanecer nos
tubulos distais dos rins e podem ser eliminadas pela urina desses animais durante anos, muitas
vezes assintomaticamente (Rao, 2006; Sehgal, 2006).

Essa infecgéo foi primeiramente associada a atividades ocupacionais entre fazendeiros,
trabalhadores de minas, esgotos, matadouros, pescadores, produtores de leite, militares e
veterinarios, mas, ap6s medidas protetoras entre esses grupos, percebeu-se que a doenga nao
tinha apenas vinculo ocupacional, sendo associada também as condi¢des precarias de moradia
e falta de saneamento bésico, além de praticas de esportes aquaticos ou atividades recreativas
em aguas contaminadas (Bharti et al., 2003).

A doenca pode se apresentar de forma bifasica, sendo a primeira fase caracterizada
com sintomas pouco especificos. Caso a doenca progrida, o individuo pode desenvolver o
estdgio mais grave da leptospirose, denominada Sindrome de Weil (CDC, 2011). As
manifestacdes clinicas da primeira fase da doenca sdo principalmente: febre, dor de cabeca,
mialgia, dispneia, nduseas e vomitos, podendo ser confundida com outras patologias como
dengue, hepatite, febre amarela, malaria, entre outras, dificultando o diagnostico precoce da
doenca (Hartskeerl et al., 2011). Nos casos da Sindrome de Weil, o individuo apresenta
sintomas como ictericia, problemas renais e hepaticos, e hemorragia (Ko et al., 2009;
Evangelista, Coburn, 2010; Chirathaworn, Kongpan, 2014). A sindrome de Weil é causada
em humanos normalmente pela Leptospira interrogans sorogrupo Icterohemorragiae no

Brasil (Brito et al., 1992), sendo o sorovar Copenhageni o mais comum no Brasil (Ko et al.,
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1999; Romero, Yasuda, 2006; Faria et al., 2008; Miraglia et al., 2013), tendo o rato como
principal reservatdrio natural (WHO, 2003). Os sorovares podem ser associados aos seus
animais reservatorios, as condi¢bes ambientais e ocupacionais, como por exemplo, as praticas
agricolas, sendo possivel identificar a provavel origem de determinada bactéria (Bharti et al.,
2003).

Sintomas Clinicos:
Hemorragia Pulmonar . ”‘0 y
Disfuncao renal e oedores ~

hepatica carreadores

Leptospira na urina
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Figura 7 — Ciclo de transmissao da leptospirose. A bactéria permanece sendo eliminada por longos
periodos pela urina de seus animais carreadores que podem contaminar 0 ambiente. Outros animais
selvagens ou domésticos podem se infectar na 4gua ou solo contaminados e apresentar a doenca ou
servir de reservatério para a bactéria, eliminando-a pela urina e contaminando o solo e a agua. Os
humanos sdo os hospedeiros acidentais e a contaminagdo ocorre pelo contato direto ou indireto com a
urina desses animais reservatorios. Apds a entrada da bactéria pela pele lesada ou mucosas, a bactéria
atinge a corrente sanguinea e posteriormente pode atingir 6rgaos como figado, pulmé&o e rins causando
a infeccdo cronica denominada Sindrome de Weil (Fraga et al., 2014a).

O diagnostico da leptospirose € dificultado pela falta de sintomas especificos, sendo
confundida muitas vezes com diversas outras doengas menos graves. Entre os testes para
diagnosticar a doenca estdo: i) pesquisa da bactéria no sangue por microscopia optica sob

campo escuro, porém é um exame pouco sensivel e com grandes chances de resultados falsos
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positivos; ii) a reacdo em cadeia usando DNA polimerase (PCR), utilizada para encontrar
DNA leptospiral em amostras sanguineas ou de urina, principalmente no periodo inicial da
doenca; iii) teste de Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) por ser mais especifico,
pois detecta anticorpos IgM anti-leptospira tanto no comeco da infec¢éo, quanto IgG em fases
tardias. Além da sensibilidade, tem menor custo que outros testes, como PCR, e necessita de
volumes pequenos de amostra; e, iv) o teste de aglutinacdo microscépica (MAT), que é o
método laboratorial mais utilizado. O teste consiste em um painel com diversos sorovares da
bactéria para que seja detectado no soro de interesse a presenca de anticorpos contra
Leptospira. Apesar de ser um teste confiavel, a eficacia do teste € melhor nas fases mais tardias
da doencga (YYaakob et al., 2015).

O tratamento ¢é feito através de antibioticos como doxiciclina e azitromicina nos casos
menos graves e penicilina, doxiciclina ou cefalosporina de terceira geracdo em casos mais
graves. A vacina para leptospira ja existe em paises como a China, Japao, Vietnd e Cuba que
utilizam bactérias inteiras mortas de sorovares locais como forma de prevencao, além de ja
existirem vacinas para prevenir a contaminacéo de cées e gado (Adler, Moctezuma, 2010). No
entanto, ainda ndo existe uma vacina mundialmente eficaz contra leptospirose (Chikeka,
Dumler, 2015),

1.4 Resposta imune contra leptospiras

Para invadir o hospedeiro e iniciar a infeccdo, as leptospiras patogénicas possuem
proteinas presentes em sua superficie que permitem a interacdo com componentes da matriz
extracelular, como elastina, colageno e fibronectina, e células como fibroblastos, macréfagos
e células endoteliais (Evangelista, Coburn, 2010). As leptospiras patogénicas possuem a
capacidade de interagir com o sistema fibrinolitico pela captura de plasminogénio ou pela
ativacdo em plasmina que, uma vez gerada, facilita a migracdo da bactéria através da barreira
endotelial (Vieira et al., 2013; Castiblanco-Valencia et al., 2016). Ao passar da barreira
endotelial, as leptospiras caem na circula¢do sanguinea onde serdo reconhecidas inicialmente
pelo sistema imune inato. Bactérias Gram-negativas, como € o0 caso da leptospira, possuem
lipopolissacarideos (LPS) em sua membrana que serdo reconhecidos pelas células do sistema
imune. No soro esté presente a LPS-binding protein (LPB) que tem como fungdo se ligar ao
LPS permitindo o reconhecimento via CD14, o principal receptor de LPS. A molécula CD14
interage com o Toll-like receptor-4 (TLR-4), que irad causar a ativacao de vias de sinalizacéo,
como a via de NF-xB (Miller et al., 2005). Porem, o reconhecimento das leptospiras ocorre
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de forma diferente observada na maioria das bactérias Gram-negativas. Nesse caso, a ativagao
de TLR-4 por meio da molécula CD14 é um processo que ocorre apenas em camundongos, 0S
quais também sdo capazes de reconhecer leptospiras via TLR-2. Ja em humanos, o
reconhecimento do LPS de leptospiras acontece somente via TLR-2. Esses processos distintos
e as diferentes interagdes podem ser um dos motivos pelos quais 0os humanos séo, em sua
maioria, mais susceptiveis a bactéria enquanto camundongos sdo mais resistentes a infec¢éo,
visto que possuem um reconhecimento mais efetivo (Nahori et al., 2005).

Outros trabalhos mostraram a importancia do reconhecimento efetivo de leptospiras
patogénicas via TLR-2 e TLR-4 para o hospedeiro. Camundongos C3H/Hel, os quais
naturalmente ndo expressam TLR-4, sdo mais susceptiveis a infec¢do por leptospiras, fato
igualmente observado em animais nocautes tanto para tlr4, quanto em duplos nocautes para
tird e tlr2. Os animais que ndo possuem um reconhecimento efetivo das leptospiras
apresentam uma infeccdo aguda com sintomas graves como disfuncdo hepética e renal, e
hemorragia pulmonar. Além disso, também foi observada uma desregulacdo na producéao de
proteinas pro-inflamatdrias, como o aumento de IFN-y no figado e a diminuicéo de IL-6 e
TNF-a no figado e rins, alterando também o controle do nimero de leptospiras viaveis em
seus 6rgdos-alvo, quando comparados com 0s animais normais (Viriyakosol et al., 2006;
Chassin et al., 2009). A expressdo da citocina IL-1p também ¢ afetada em animais nocautes
para TLR-2 e TLR-4, que apresentam concentracdes menores. A expressdo de IL-1p pode
ocorrer a partir da ativagdo da via de NF-«xB e também pela ativag¢ao do inflamassoma, que ird
ativar caspase 1, clivando pro-IL-1p em IL-1, a qual sera secretada durante a resposta imune.
As leptospiras se mostraram capazes de induzir a producéo de IL-1pB via Nod-like receptor
protein 3 (NLRP3), um dos componentes do inflamassoma, ap6s reconhecimento de LPS e
lipoproteinas via TLR-2 e TLR-4 (Lacroix-Lamande et al., 2012).

Além de serem importantes para o reconhecimento do LPS das leptospiras, os TLRs
também desempenham papel no reconhecimento da hemolisina, uma exotoxina produzida por
essas bactérias que é importante para sua viruléncia por ser capaz de romper hemécias e
induzir apoptose em linfdcitos e macrofagos (Wang et al., 2008; Zhang et al., 2012). Ap6s o
reconhecimento da hemolisina pelas moléculas TLR-2 e TLR-4, é desencadeada a liberagdo
de citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-1f3 e TNF-a por meio das vias de sinalizagdo NF-«kB e
JNK (Wang et al., 2008).

Para melhor entender a fungdo do sistema imunoldgico durante a reposta contra as

leptospiras, camundongos tém sido empregados no estudo para avaliar alteragdes em 6rgéos-
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alvo da doenca e no sangue. Algumas linhagens de camundongos sdo conhecidas por serem
resistentes a infeccdo por leptospiras, porém, espécies patogénicas foram capazes de causar
lesGes hepaticas e renais, além de ser possivel observar a presenca de bactérias vivas até quatro
semanas apos a inoculacdo (da Silva et al., 2009). Os principais danos observados no figado
séo a desorganizacao do padrdo celular no tecido, necrose, infiltrados celulares e aumento do
namero de células de Kupffer. Nos rins a infecgdo causou danos nos tubulos renais, nefrite e
a presenca de infiltrados inflamatorios apos 28 dias de infeccdo (Santos et al., 2010).

A resposta imunoldgica contra leptospiras depende, principalmente, da fagocitose e da
producdo de anticorpos. A agdo dos fagdcitos é potencializada quando a bactéria estd
opsonizada com moléculas de 1gG ou com o fragmento iC3b, o que indica o papel importante
de anticorpos e da resposta inata, respectivamente, durante a resposta imune contra leptospiras
(Banfi et al., 1982; Cinco et al., 2002).

Ap0s serem fagocitadas por células PMNs, as leptospiras sdo eliminadas pela producédo
de perdxido de hidrogénio (H202) (Murgia et al., 2002). Além da fagocitose, neutréfilos sao
capazes de gerar neutrophil extracellular trap (NETS), redes compostas pelo DNA dessas
células com propriedades antimicrobianas. A delecdo de neutrofilos causou aumento na
disseminacdo bacteriana no sangue 3 dias p6s infecgdo e nos rins 14 dias pos infec¢do. Apesar
da maior disseminacdo, os animais tratados desenvolveram nefrite nesse 6rgdo da mesma
forma que os controles, sugerindo que as leptospiras podem atingir os rins antes da formacao
da NETS e, posteriormente, sdo capazes de evadir desse mecanismo (Scharrig et al., 2015).

A importancia da resposta humoral foi demonstrada ap6s animais resistentes a
infeccdo receberem tratamento com cliclofosfamida, substancia que inibe a atividade dos
linfcitos B, onde foi constatado o aumento da susceptibilidade desses camundongos a
infeccdo por Leptospiras (Adler, Faine, 1976). A importancia da producdo de anticorpos para
0 hospedeiro também foi mostrada pela imunizacéo passiva de camundongos com anticorpos

anti-LPS de leptospiras, conferindo protecéo nesses animais (Jost et al., 1986).

1.5 Sistema Complemento na resposta contra leptospirose

Em 2005, Meri et al mostraram que as especies patogénicas L. interrogans e L.
borgpeterseni incubadas com o soro humano normal (SHN) eram mais resistente a acdo do
SC, enquanto a espécie saprofita L. bilfexa era sensivel, com deposi¢do mais acentuada de C5,
C6, C8 e C5b-C9 na sua superficie, quando comparados com as espécies patogénicas. Nesse

estudo, foi demonstrado que as leptospiras patogénicas sdo capazes de se ligar ao FH, um
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inibidor da acdo da C3-convertase, capaz de inativar os fragmentos de C3. Além disso, nosso
grupo demonstrou que estirpes patogénicas de Leptospira sdo capazes de se ligar ao C4BP
por intermeédio da proteina LcpA, presente na superficie de espécies patogénicas (Barbosa et
al., 2009; Barbosa et al., 2010). Essa aquisi¢do dos reguladores do SC pelo patdgeno causa
uma diminuicdo da ativacdo do SC, que acaba depositando menos componentes da Via
Terminal (C5b-C9) e, consequentemente, ocorre menor formacdo do MAC na membrana
externa do patdgeno. Tal fendmeno é observado apenas em espécies patogénicas e ndo em
espécies com patogenicidade atenuada por passagens seguidas em meio de cultura, como a L.
interrogans sorovar Pomona, e nem em espécies saprofitas, como a L. biflexa. As espécies
patogénicas sdo capazes de clivar também o fragmento C4b e sobreviver melhor, quando
incubadas com SHN (Barbosa et al., 2009). Esta bactéria também se liga ao FHL-1 e FHR-1,
sendo que o segundo fator parece ser mais vantajoso para a bactéria, uma vez que consegue
inibir a C5-convertase e diminuir a deposi¢do de C5b na membrana do patégeno e diminuir a
acdo do MAC. Esses reguladores também interagem com as proteinas Leptospiral
immunoglobulin-like A e B (LigA e LigB), importantes para a viruléncia da leptospira, e, uma
vez ligados, essas proteinas permanecem atuando na clivagem de C4b pelo C4BP e C3b pelo
FH (Castiblanco-Valencia et al., 2012). A ligacdo do C4BP pelas proteinas Lig, ocorre
principalmente pelos dominios CCP4, CCP7 e CCP 8, que se ligam na porcdo C-terminal da
LigA e pelos fragmentos CCP7 e CCP8 na pogéo C-terminal da LigB e na LcpA (Breda et al.,
2015).

As leptospiras patogénicas também sdo capazes de secretar proteases que irdo clivar
proteinas do SC, inativando suas vias de ativacdo. Essas proteases foram capazes de clivar as
proteinas C3, C2, C4 e FB, os fragmentos C3b e iC3b (Fraga et al., 2014b) e as proteinas do
MAC C5b, C6, C7, C8 e C9 (Amamura, 2016).

As LigA e LigB ainda sdo capazes de se ligar ao plasminogénio e, uma vez gque essa
ligagdo ocorra, o plasminogénio é convertido para sua forma proteolitica, a plasmina. Essa
protease é capaz de degradar fibrinogénio, a proteina C5 e o fragmento C3b do SC. Essa
ligagdo é especialmente importante para uma melhor disseminacdo bacteriana no hospedeiro
(Castiblanco-Valencia et al., 2016).

Esses trabalhos demonstram in vitro a importancia do SC na leptospirose, porém nao
ha trabalhos que mostrem a importancia dessa resposta in vivo. N0SsO grupo comegou a
empregar modelos murinos com deficiéncia de C5 para observar como ocorreria a resposta.

Nesse trabalho foi demonstrada a importancia da proteina C5 do SC principalmente nos dias
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iniciais da infeccdo. Os camundongos B6.C57 apresentaram uma quantidade maior de
bactérias no figado do que os camundongos selvagens, porém foram encontradas les6es mais
graves nos camundongos B6.C5*"*. A proliferacio de células T dos camundongos selvagens
apresentou mecanismo dependente de C5, sendo prejudicada na auséncia da proteina. Além
disso, as enzimas aminotransferase de alanina (ALT) e aminotransferase de aspartato (AST)
e 0 &cido Urico apresentaram niveis séricos distintos entre os grupos (Castro, 2014).

A partir desses resultados, fomos investigar se C3 influenciaria de forma diferente na
resposta contra a leptospira. A escolha pela proteina C3 é devido a sua importancia na resposta
imunologica e por participar das trés vias do SC, sendo seus fragmentos importantes para a
resposta inflamatdria, participando da opsonizacdo, atracdo de citocinas e quimiocinas e da
resposta de anticorpos. Para isso, empregamos camundongos da linhagem C57BL/6
deficientes de C3 (B6.C37), que possuem falhas nas trés vias de ativacio do SC, e
comparando com camundongos selvagens (B6.C3"*), e avaliamos caracteristicas

inflamatorias.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Verificar a importancia do componente C3 do SC para a resposta imunoldgica contra
leptospiras em modelo murino in vivo. Para isso, serdo utilizados camundongos C57BL/6
selvagens e deficientes de C3, infectados com Leptospira interrogans sorovar Kennewicki

estirpe Pomona Fromm (LPF).

2.2 Objetivos especificos

v Determinar a capacidade de eliminacdo da LPF in vitro pelo soro dos camundongos
B6.C3"*e B6.C3".

v" Avaliar a sobrevida de camundongos B6.C3** e B6.C3"* apds infeccdo com diferentes

indculos de LPF.
v Quantificar o nimero de leucécitos circulantes periféricos durante a infecgéo.

v Determinar por citometria de fluxo os principais tipos celulares presentes no bago

durante a resposta imunoldgica contra a infeccdo nos dois grupos experimentais.
v Monitorar o desenvolvimento da esplenomegalia nas duas linhagens.

v Quantificar a presenca de leptospiras no figado, rim, urina, pulmdo e baco de
camundongos B6.C3** e B6.C3” por PCR quantitativo.

v" Investigar as alteracOes histopatolégicas do figado, rim, pulméo e bago das duas

linhagens de camundongos durante a infeccdo por leptospiras.
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4 Material e Métodos

4.1 Obtencdo dos animais

Camundongos C57BL/6 B6.129S4-C3™€"/J (B6.C3") foram obtidos do The Jackson
Laboratory e ficaram mantidos no Biotério de Camundongos Isogénicos do Departamento de
Imunologia, do Instituto de Ciéncias Biomedicas da Universidade de Séo Paulo, em condi¢cbes
analogas aquelas dos outros animais selvagens C57BL/6J (B6.C3*"*) obtidos do Biotério de
Camundongos Isogénicos do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo e utilizados nesse projeto. Os camundongos
utilizados foram machos com idade entre 6 a 8 semanas. Também foram utilizados hamsters
do Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas do Prof. Marcos Bryan Heinemann da Faculdade de
Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. O trabalho foi executado
conforme aprovado pela Comissio de Etica do Uso de Animais no certificado
074/2015/CEUA.

4.2 Obtencdo e cultivo das leptospiras

No presente estudo foram utilizadas bactérias L. interrogans sorovar Kennewicki
estirpe Pomona Fromm (LPF; patogénica) e L. biflexa sorovar Patoc (Patoc; ndo patogénica),
fornecidas pelo Laboratorio de Zoonoses Bacterianas do Prof. Dr. Marcos Bryan Heinemann,
situado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. As
bactérias foram mantidas em condicBes aerdbicas a 29°C, em meio de cultura Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) (BD Difco™, Franklin Lakes, New Jersey, Estados
Unidos) com 10% de soro de coelho, ao qual foi adicionado 0,015% de L-aspargina (Inlab,
Diadema, Sao Paulo, Brasil), 0,001% de piruvato de sédio (Inlab), 0,001% de cloreto de célcio
(Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos), 0,001% de cloreto de magnésio (Merck,
Whitehouse Station, New Jersey, Estados Unidos), 0,03% de peptona (BD Difco™) e 0,02%
de extrato de carne (BD Difco™).

4.3 Ensaio de sobrevivéncia da LPF na presenca do soro in vitro

Culturas de LPF e Patoc foram centrifugadas por 20 min a 2800 g a 21 °C e o
sedimento formado foi ressuspendido em 1 ml de PBS. As bactérias foram contadas em
camara de Petroff-Hausser em microscopia optica sob campo escuro. Incubamos 1 x 108

bactérias com 40% de soro, que foi anteriormente aliquotado e mantido a -80 °C, de
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camundongos B6.C3*"* e B6.C3" por 2 h a 37 °C sob agitacio suave. Como controle positivo,
usamos 40% de SHN incubado com a espécie patogénica ou ndo patogénica nas mesmas
condices utilizadas para o soro dos camundongos. Soros dos animais B6.C3** e B6.C3" e
SHN foram também inativados pelo calor a 56 °C por 1 h para inativar o0 SC, sendo 0 nimero
de leptospiras restantes nesses controles considerado 100% de sobrevivéncia. Apds a
incubacdo, foram contadas as bactérias que ndo estavam fragmentadas e que mantinham o

formato e motilidade caracteristicos.
4.4 Preparacdo dos indculos de leptospira

As bactérias cultivadas em meio EMJH por sete dias foram centrifugadas durante 20
min em 4487 g a 20 °C antes de retirar o meio de cultura. O sedimento foi ressuspendido em
1 ml de PBS 1 x pH 7,4. A suspensdo foi diluida a 1:500 para contagem das bactérias em
camara de Petroff-Hausser em microscdpio éptico com condensador de campo escuro. Os
indculos foram ajustados para 1,5 x 108 bactérias em 200 pl. Como controle, foram utilizados

indculos contendo unicamente PBS 1 x pH 7,4 estéril.
4.5 Infeccdo dos animais

Os animais foram inoculados via intraperitoneal com 1,5 x 108 LPF, e sacrificados no
terceiro e sexto dia. Para cada tempo de infeccdo, foram utilizados animais B6.C3" e B6.C3**
e mais um grupo de cada linhagem foram inoculados apenas com PBS estéril e eutanasiados
no sexto dia como grupo controle.

Para o ensaio de sobrevivéncia dos animais, os camundongos foram inoculados com
1,5 x 108, 3 x 108 e 6 x 108 em 200 ul. Os animais foram monitorados durante 15 dias e ao
final dos 15 dias foram eutanasiados.

Para cada experimento foi antecipadamente inoculado um hamster em paralelo para
confirmar a viruléncia da bactéria, uma vez que o hamster € um animal sensivel a infeccao
por leptospiras, sendo acompanhado até o dia da sua morte. Para a infeccdo do hamster foi
preparada uma aliquota contendo o mesmo inéculo utilizado nos camundongos e a inoculagdo
foi realizada no Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas na Faculdade de Medicina Veterinaria

e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo pela Dra Gisele Oliveira de Souza.
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4.6 Eutanasia e coleta dos 6rgdos dos animais

Os camundongos foram anestesiados com 125 mg/kg de ketamina e 12,5 mg/kg de
xilazina antes da obtencdo de sangue pelo plexo retro-orbital, através de capilares para micro-
hematocrito heparinizados. O sangue foi separado para dois diferentes propdsitos: a primeira
parte foi mantida em liquido de Turk (4,76 mM de &cido acético e 6,25 mM de azul de
metileno) sendo posteriormente designada para contagem total de leucocitos periféricos e a
segunda parte foi coletada em tubo contendo EDTA 10% pH 8,0 a qual foi utilizada para
contagem diferencial das populag¢des leucocitarias.

Apods coleta total do sangue, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
para posterior coleta de 6rgdos (rins, figado, pulméo e baco). Parte dos érgdos coletados foi
mantida em solucdo formalina 3,7% em PBS pH 7,4 e designada para analise histopatoldgica.
Outras duas amostras dos 6rgdos foram separadas: uma primeira para dosagem de citocinas e
a segunda para quantificacdo de LPF por PCR quantitativo (QPCR).

Antes dos pulmdes dos animais serem coletados, estes 6rgdos foram perfundidos com

10 ml de solucdo de NaCl 0,9%, injetada via intra-cardiaca.
4.7 Monitoramento da esplenomegalia

Apo0s a eutanasia dos animais, o baco foi coletado e pesado. O peso obtido de cada

orgao foi normalizado em relacdo ao peso total do camundongo no dia da eutanasia.
4.8 Anélise leucocitaria

Para contagem total dos leucdcitos na circulacao periférica, o sangue foi diluido 20 x
(380 pl de liquito de Tiirk + 20 pl de sangue) em liquido de Tiirk e, posteriormente, inserido
em camara de Neubauer.

A contagem diferencial de leucécitos foi realizada ap6s extensdo sanguinea em
laminas e coloragdo com o kit Pandtico Répido (Laborclin, Pinhais, Parana, Brasil), onde
foram contadas as 100 primeiras células encontradas, determinando a proporcao entre células
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN).

No baco, os linfdcitos, mondcitos e PMN foram marcados com anticorpos especificos
conjugados com fluorocromos (Tabela 2 — Biolegend, San Diego, CA) para analisar por
citometro de fluxo LSRFortessa™ (BD, Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, Estados
Unidos) a proporc¢éo entre essas células. Foram utilizados 2 ml de tampdo de lise (155 mM de

NH4Cl, 10 mM de NaHCOse 0,1 mM de EDTA) para retirar as heméacias e as amostras foram
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incubadas por 2 min a temperatura ambiente. As amostras foram lavadas com 1 ml de PBS
com 2% de soro bovino fetal (SBF) inativado a 56 °C por 30 min, centrifugadas a 600 g, 4 °C
por 5 min e o sobrenandante foi descartado. Foi adicionado o FcR Blocking Reagent (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Renania do Norte-Verstfalia, Alemanha) na diluicdo de 1:100, as
amostras foram incubadas por 20 min a 4 °C e, posteriormente, foram adicionados 0s
anticorpos (Tabela 2) na diluicdo de 1:100 e incubadas por 30 min a 4 °C. Entdo, as amostras
foram lavadas com PBS-SBF 2% e foi feita a leitura no citdmetro de fluxo. A analise dos

dados foi realizada pelo software FlowJo (Treestar, Ashland, Oregons, Estados Unidos).

Tabela 2 — Tipos celulares marcados e anticorpos conjugados com fluorocromos utilizados.

Célula Fenotipo Anticorpo Fluorocromo
Mondcitos/Macrofagos CD11b* anti-CD11b APC
Neutrofilos Ly6g* anti-ly6g PE
Linfécitos B CD19* anti-CD19 FITC
Linfocitos T CD8* CD4 anti-CD4 APC-Cy7
CD8" anti-CD8 Perc-P
Linfocitos T CD4* CD4* anti-CD4 APC-Cy7
CD8 anti-CD8 Perc-P

APC: aloficocianina; PE: R-ficoeritrina; FITC: isotiocianato de fluoresceina; APC-Cy7: conjugado de
aloficocianina e corante de cianina; PercP: complexo proteico perididina-clorofila.

4.9 Analise histopatoldgica

Apobs fixacdo do figado, rim, pulmao e baco em solu¢do formalina 4%, os 6rgdos foram
enviados ao Laboratério de Histotecnologia do Departamento de Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo onde foram processados para a analise
histopatoldgica. As laminas foram preparadas com cortes de aproximadamente 3 um e coradas
com hematoxilina-eosina (HE) para serem posteriormente analisadas. As analises foram
realizadas pelo Prof. Dr. Thales de Brito do Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo e pelo Prof. Dr. Bruno Cogliati da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S8o Paulo. Nas laminas foram
observadas as altera¢fes provocadas pela infeccdo por LPF no rim, figado, pulmé&o e bago de
cada animal. Cada animal foi avaliado de acordo com as alteracGes apresentadas em cada
orgao conforme classificacdo utilizada por Matsui et al (2011) e os parametros observados
foram classificados em escala onde a auséncia de alteragdes foi classificada como grau O;

presenca de alteracdes leves foram classificadas como grau 1; presenca de alteracOes
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moderadas foram classificadas como grau 2; e a presenca de alteracbes graves foram
classificadas como grau 3. Para os critérios de classificacdo das alteracdes histopatoldgicas
hepaticas foram considerados os seguintes parametros: a) infiltrado de leucdécitos lobular e/ou
portal; b) necrose celular; c) edema; e d) células mitoticas. No pulmdo, as alteracdes
consideradas foram: a) edema; b) hemorragia alveolar; e c) inflamagéo do septo alveolar. Nos
rins, as alteracOes consideradas foram: a) nefrite intersticial; b) congestéo; e ¢) hemorragia.
No baco, as alteracdes consideradas foram: a) hiperplasia folicular; e b) presenca de

hemossiderina.

4.10 Extracdo de DNA dos tecidos

A extracdo de DNA do figado, rim, pulmao, baco e urina dos animais foi realizada de
acordo com o kit Illustra Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK). Apds coleta da urina, a amostra foi mantida em refrigeracéo
a -80 °C e descongeladas no gelo no momento da extracdo. O volume da urina foi paronizado
para todos os animais, onde foi coletado 50 ul de urina de cada animal para iniciar a extracdo
de DNA. Para a extracdo de DNA dos o6rgdos, foram pesados aproximadamente 20 a 25 mg
de cada 6rgao que foram posteriormente lavados com 1 ml de PBS 1 x e centrifugados por 2
min a 16000 g. O sobrenadante foi descartado e os tecidos foram homogeneizados em 50 pl
de PBS 1 x e centrifugados por 10 s a 2000 g. As amostras foram incubadas a 56 °C por 1 h
em 50 pl de tampao de lise tipo 1 (fornecido pelo fabricante) e 10 ul de proteinase K, para
eliminacdo de proteinas, e apds essa incubacdo, foram tratadas com RNase A durante 15 min
em temperatura ambiente para eliminagdo do RNA. A purificacdo das amostras foi realizada
com 500 ul de tampao de lise tipo 4 (fornecido pelo fabricante), uma solucdo caotrdpica, por
10 min em temperatura ambiente, e apds esse periodo, foram transferidas para uma mini
coluna e centrifugadas por 1 min a 11000 g, onde o DNA ficou ligado a membrana de silica.
Para lavagem, as amostras foram centrifugadas por 1 min a 11000 g com mais 500 pl de
tampao de lise 4 e posteriormente com 500 pl de tampao de lavagem tipo 6 (fornecido pelo
fabricante) por 3 min a 11000 g. Apoés a lavagem, o DNA foi eluido com 200 pl o tampdo de
eluicdo tipo 5 (fornecido pelo fabricante) durante 1 min a 11000 g. A concentragdo do DNA

coletado foi medida no espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).
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4.11 PCR quantitativo (QPCR)

A quantidade de LPF nos orgédos dos animais foi estimada por reacdo em cadeia da
polimerase (qPCR), ensaio realizado no Laboratério de Microbiologia Oral da Prof. Dra.
Marcia Pinto Alves Mayer do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biomedicas da Universidade de Sdo Paulo. Primeiramente foi realizada a curva padréo a partir
do gene 16SrRNA de leptospiras obtida por PCR convencional. Foi utilizado 1 ul de DNA
molde da L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm, 5 pl de tampé&o 10x, 10
mM de dNTP, 50 mM de MgClz, 25 pmols/ul de primers universais 16SrRNA [5
GAGAGTTTGATYMTGGCTCAG 3] e [5° GAAGGAGGTGWTCCARCCGCA 3] el
U/ul de Platinum Taq Polimerase (Invitrogen). O volume final utilizado foi 50 ul e a reagdo
foi feita em termociclador convencional (MJ Research, Waltham, MA, EUA). Para
desnaturacdo da fita dupla de DNA, as amostras foram aquecidas a 94 °C por 15 min e
posteriormente foram submetidas a 25 ciclos a 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 45
s e um ultimo ciclo de 10 min a 72 °C. Para observar as bandas do produto amplificado, foi
realizada eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampdo TAE (Tris 80 mM, &cido acético
glacial 40 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,5). O gel foi corado com GelRed Nucleic Acid (Biotium)
e o resultado foi visualizado sob luz UV. O produto gerado possuia aproximadamente 1500
pb (Figura 8) e foi purificado utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, North Rhine-
Westphalia, Alemanha) e o DNA foi quantificado por espectrofotometro Nanodrop nd-1000
(Thermo Fisher Scientific). As amostras amplificadas da curva padrdo foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% e o produto gerado de aproximadamente 1500 pb foi
purificado.

Os produtos purificados e quantificados que foram gerados a partir do PCR
convencional foram diluidos em série (na razdo 10) e a curva padrédo utilizada foi feita com
concentracdes de 10 a 108 copias de DNA.

A quantificacdo foi realizada em microplacas de 96 pocos (Life Technologies)
contendo 1 pl de cada ponto da curva padrao e do branco, e 50 ng de DNA dos tecidos (figado,
rim, pulmé&o e bago) dos animais infectados e ndo-infectados. Em cada amostra ou ponto da
curva padrao, foram adicionados 10 ul de SYBR Green master mix (Life Technologies), 20
pmols/ul  dos primers para o0 gene 16SrRNA  (primer forward: 5
TAGTGAACGGGATAGATAC 3" e reverse: 5" GGTCTACTTAATCCGTTAGG 3°)’ em

um volume final de 20 ul por reagdo. As amostras foram amplificadas no Termociclador Step
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One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA) localizado no
laboratério da Prof. Marcia Pinto Alves Mayer localizado no Instituto de Microbiologia do
Instituto de Ciéncia Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo na seguinte programacao:
desnaturacdo inicial a 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min seguido
de dois ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por um min, e uma etapa final de 0,5 —95 °C (rampa)

por 15 s.

1850 pb

1000 pb

Figura 8 - Amplificagcdo do gene 16S rRNA por PCR. 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,
Invitrogen), N — Controle negativo sem DNA, P — Patoc, F - Fromm.

4.12 Anélise estatistica

Os resultados obtidos no modelo de infeccio de trés e seis dias com 1,5 x 108 LPF
entre os camundongos B6.C3** e B6.C3” foram submetidos ao teste ANOVA two-way,
seguido por comparacdes maltiplas pelo método de Tukey, quando necesséario. Em todas as

analises foi considerado nivel de significancia de pelo menos 5%.
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5 Resultados

5.1 Ensaio de sobrevivéncia in vitro das leptospiras

Trabalhos anteriores demonstraram que as espécies ndo patogénicas de leptospiras séo
eliminadas rapidamente pelo SHN, enquanto as patogénicas conseguem sobreviver por um
periodo maior nas mesmas condicGes (Meri et al., 2005; Barbosa et al., 2009). Sabendo-se da
importancia do SC para a eliminacéo de bactérias e sendo C3 o seu principal e mais abundante
componente, investigamos primeiramente o papel dessa proteina na eliminacdo de uma
espécie ndo patogénica (L. biflexa sorovar Patoc) e uma patogénica (L. interrogans sorovar
Kennewicki estirpre Pomona Fromm em contato com o soro dos camundongos selvagens e
deficientes. Ao incubar ambas as espécies de leptospiras em condi¢bes semelhantes, foi
observado que o soro de camundongos B6.C3** comporta-se semelhantemente ao SHN,
eliminando a espécie de leptospira ndo patogénica rapidamente, enquanto a espécie patogénica
ndo foi eliminada, confirmando a resisténcia da LPF ao SC também no soro de camundongo.
Entretanto, o soro dos animais B6.C3” apresenta resultados diferentes, quando incubado com
a espécie ndo patogénica. No periodo de 2 h, o soro dos animais deficientes nao foi capaz de
eliminar a bactéria ndo patogénica, apresentando resposta semelhantemente ao controle com
SHN inativado (dados ndo mostrados). Na auséncia da proteina C3 do SC a espécie nao-
patogénica mostrou uma resisténcia ao soro semelhante a LPF, enquanto a espécie patogénica

sobreviveu no soro tanto dos animais B6.C3*/* quanto dos animais B6.C3” (Figura 9).
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Figura 9 — Sobrevivéncia de espécies de leptospiras patogénica e ndo-patogénica na presenca de
soro dos camundongos B6.C3*"* e B6.C3. Porcentagem de sobrevivéncia da L. interrogans sorovar
Kennewicki estirpe Pomona Fromm (patogénica) e da L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc | (ndo
patogénica) incubadas por 2 h & 37 ° C com 40% de soro dos animais B6.C3**, B6.C3" e com soro
humano normal (SHN) como controle positivo. Paralelamente, aliquotas dos soros B6.C3**, B6.C3”-
e do SHN foram inativadas a 56° C e incubadas com as leptospiras sob as mesmas condi¢cGes como
controle negativo (100% de sobrevivéncia). Os dados sdo referentes a trés experimentos distintos.
ANOVA: Foi detectada diferenca significativa entre os soros e estirpes (p < 0,001). Tukey: * indica
diferenca significativa e corresponde a p < 0,05.

5.2 Ensaio de sobrevivéncia dos camundongos

Nos ensaios in vivo, primeiramente foi avaliada a sobrevivéncia dos camundongos
selvagens e deficientes de C3 infectados com LPF. Para isso, foram inoculados nos
camundongos B6.C3** e B6.C37 doses diferentes de 1,5 x 108, 3 x 108 e 6 x 108 LPF por
grupo de camundongos. Os animais foram observados por 15 dias e, ao final do experimento,
todos os animais sobreviveram (Tabela 3). A partir deste resultado, escolhemos a menor dose
para 0s experimentos de curta duragio com trés e seis dias. A dose de 1,5 x 108 ja havia sido
utilizada em outro trabalho de nosso grupo com camundongos deficientes de C5 infectados
com LPF e devido a isso, inoculamos os camundongos desse projeto com a mesma dose
(Castro, 2014).

Tabela 3 — Sobrevivéncia dos animais B6.C3"* e B6.C3” inoculados com diferentes doses
de LPF apds 15 dias.

% de sobrevivéncia

Dose inoculada B6.C37 n B6.C3" n
1,5 x 108 LPF 100 4 100 4
3x 108 LPF 100 7 100 5
6 x 108 LPF 100 5 100 5

Sobrevivéncia dos animais B6.C3** e B6.C3" inoculados com diferentes doses de LPF.
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5.3 Variagéo do peso corporal durante a infecgdo por LPF

Um dos sintomas observados em pacientes com leptospirose é a perda de peso. Devido
a isso, 0 peso corporal dos animais foi monitorado antes da infeccdo e no momento da
eutandsia para observar a variacdo do peso corporal causada pela infeccdo. Os animais
apresentaram variagéo de peso positiva durante o terceiro e sexto dias de infec¢do. Entretanto,
a variacao de peso apresentou diferenca significativa entre os camundongos inoculados apenas
com PBS e os camundongos infectados com LPF por trés dias, porém, apesar dessa diferenca,
0S grupos ndo apresentaram perda de peso. Dessa forma, podemos concluir que, apesar da
diferenca entre os tratamentos, a deficiéncia de C3 ndo altera o ganho de peso dos

camundongos durante a infeccdo por LPF (Figura 10).
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Figura 10 — Variacéo do peso corporal dos camundongos infectados com LPF durante trés e seis
dias. Variacdo do peso corporal dos camundongos B6.C3** (Cn=09; 3°dian =10; 6°dian=11) e
B6.C3" (Cn=29; 3°dian = 11; 6° dia n = 12) infectados com 1,5 x 108 LPF ap0s trés e seis dias (d)
ou inoculados apenas com PBS (C = controle). O peso dos animais foi aferido no primeiro dia de
infeccdo e no momento anterior ao sacrificio. Cada animal foi pesado individualmente e a variagdo (A)
entre o peso corporal inicial e final foi calculada para a construcdo do grafico. Os dados séo referentes
a trés experimentos distintos. ANOVA: Ndo foi detectado efeito de interacdo significativo entre
linhagem e tratamento (p = 0,053); Nao foi detectada diferenca significativa entre as linhagens (p =
0,221); Foi detectada diferenca significativa entre os tratamentos (p = 0,008) Tukey: a indica # C (p <
0,05).

Tabela 4 — Variagio do peso corporal dos camundongos B6.C3** e B6.C37 apos trés e seis
dias de infecgdo com 1,5 x 108 LPF representado por média e erro padréo.
B6.C3** B6.C3™"
C 3d 6d C 3d 6d
Peso corporal (A) 1,8+0,4 0,4+0,12 0,8+0,3 0,8+0,2 1,3+0,22 1,0+£0,2
ANOVA: Linhagem x Tratamento, p=0,053; Linhagens, p=0,221; Tratamentos, p=0,008 (Tukey: # C#3d,
p<0,05). d = dias pés-indculo.
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5.4 Quantificacdo de leucdcitos na circulagdo periférica

O numero de leucdcitos circulantes pode variar durante infec¢des, essa alteracao é um
indicativo de que o sistema imune esta respondendo a alteracBes sistémicas causadas por
patdgenos. A quantidade de leucdtcitos circulantes periféricos variou entre 0s grupos
infectados com trés e seis dias. No terceiro dia de infeccdo, 0 aumento do nimero de leucdcitos
totais foi observado apenas nos camundongos B6.C3**, quando comparados com o grupo
inoculado apenas com PBS, enquanto os camundongos B6.C3”" ndo apresentaram diferencas
significativas, quando comparados com o grupo controle no terceiro dia de infeccdo. O
nimero de leuctcitos circulantes diminuiu nos animais B6.C3*/* no sexto dia de infecgdo, mas
o mesmo fato ndo foi observado entre os animais B6.C3”". No segundo grupo ocorreu um
aumento do numero de leucadcitos circulantes periféricos, quando comparado com 0s animais
do mesmo grupo no terceiro dia de infeccdo e com o grupo controle. Os animais B6.C37
apresentaram um aumento mais tardio do nimero de leucdcitos circulantes, sendo que apenas
no sexto dia foi possivel observar diferenca estatistica entre o nimero de células totais nesse
grupo (Figura 11). As diferencas estatisticas encontradas foram distintas entre os grupos. Os
camundongos selvagens apresentaram um aumento do namero total de leucécitos circulantes
no terceiro dia de infeccdo e os camundongos deficientes apresentaram um aumento do
namero total de leucdcitos circulantes no sexto dia infecgdo, mostrando um mecanismo

dependente da proteina C3.
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Figura 11 — Contagem de leucdcitos circulantes totais em camundongos infectados com LPF por
trés e seis dias. Quantificacdo por microscopia Optica de leucocitos/ml de sangue em camundongos
B6.C3"* (C n=29; 3°dian = 10; 6° dia n = 11) e B6.C3" (C n = 9; 3° dia n = 11; 6° dia n = 12)
infectados com 1,5 x 108 LPF ap0s trés e seis dias (d) ou inoculados apenas com PBS (C = controle).
Os dados sdo referentes a trés experimentos distintos. ANOVA: Foi detectado efeito de interacdo
significativo entre linhagem x tratamento (p = 0,015). Tukey: a indica # C; b indica # 3 dias (p < 0,05).

Tabela 5 — Contagem de leucécitos sanguineos periféricos por ml de sangue encontrados em
camundongos B6.C3** e B6.C3” infectados com 1,5 x 10® LPF por trés e seis dias
representados em media e erro padréo.
B6.C3** B6.C3"
Cc 3d 6d C 3d 6d

4+0,6 7,4+0,6% 6+0,9 4,5+0,4 55+0,6  7,8+0,9%

Leucdcitos totais
(x108)
ANOVA, Linhagem x Tratamento, p=0,015 (Tukey, *C, *#3d, p<0,05). d = dias p6s-indculo.

5.5 Propor¢do de MN e PMN na circulagéo periférica

Apesar da diferenca na contagem total de leucdcitos circulantes entre as duas linhagens
nos terceiro e sexto dias, a proporcao entre os leucdcitos MN e PMN néo foi alterada entre os
grupos, nem mesmo quando comparada com 0s animais inoculados somente com PBS
(Figura 12). Devido a esse resultado contrario ao esperado, investigou-se a proporcdo de
leucdcitos presentes no baco dos camundongos de ambos 0s grupos, por se tratar de um érgéo
linfoide diretamente ligado a circulacdo sanguinea e producgéo de células do sistema imune.
Para um resultado mais preciso, empregou-se a contagem de células por meio de citometria
de fluxo, onde foi possivel avaliar um numero maior de células e uma quantidade distinta de

leucocitos.
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Figura 12 — Proporcao de células MN e PMN presentes na circulagdo sanguinea de camundongos
infectados com LPF por trés e seis dias. Porcentagem de células mononucleares (MN; cinza claro)
e polimorfonucleares (PMN; cinza escuro) em camundongos B6.C3** (C n =9; 3° dia n = 10; 6° dian
=11) e B6.C3" (C n =9; 3°dia n = 11; 6° dia n = 12) infectados com 1,5 x 108 LPF apos trés e seis
dias (d) ou inoculados apenas com PBS (C = controle). Os dados sdo referentes a trés experimentos
distintos. ANOVA: Néo foi detectado efeito de interacdo significativo entre linhagem e tratamento (p
= 0,426); Nao foi detectada diferenca significativa entre as linhagens, (p = 0,354) e entre 0s
tratamentos, (p = 0,112).

Tabela 6 — Porcentagem de células mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN)
encontradas no sangue de camundongos B6.C3*'* e B6.C3” infectados com 1,5 x 108 LPF por
trés e seis dias representados por média e erro padréo.

B6.C3""* B6.C3™"
C 3d 6d C 3d 6d
MN (%) 91+1,1 87+1,1 89+2,0 90+2,2 82+1,0 84+3,2
PMN (%) 9+1,1 13+1,1 11+2,0 10+2,2 12+1,0 16+3,2

ANOVA: Linhagem x Tratamento, p=0,426; Linhagens, p=0,354; Tratamentos, p=0,112. d = dias pés-inéculo.

5.6 Desenvolvimento de esplenomegalia

Alteracbes no baco devido a infeccdo por leptospiras sdo descritas desde 0s primeiros
trabalhos publicados em pacientes com leptospirose, entre elas a esplenomegalia (aumento do
tamanho do bago) (Arean, 1962). Sabendo-se dessa informagdo, o peso do bago nos
camundongos B6.C3** e B6.C3" foi monitorado. Como esperado, os resultados obtidos
mostraram que o aumento do bago ocorre durante a infeccdo. Camundongos de ambos 0s
grupos aumentaram o tamanho do baco, quando comparados com o grupo controle, apos o
terceiro e sexto dias de infeccdo, independente da presenca de C3. Porém, diferencas
estatisticas significativas foram encontradas, quando comparados os dois grupos, onde 0s
camundongos deficientes apresentaram comportamento distinto ao observado no grupo
selvagem. Entéo, apesar do aumento do tamanho do bago encontrado tanto no grupo selvagem

quanto no grupo deficiente durante todo o percurso da infec¢do, 0 comportamento observado
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entre as duas linhagens foi distinto. Essa diferenca foi observada durante o sexto dia de
infeccdo, onde, apesar do aumento da massa esplénica em ambos 0s grupos, os resultados
obtidos com os camundongos B6.C3** mostraram que a relag&o entre o peso corporal e 0 peso
do baco desses animais foi menor entre os camundongos deficientes da proteina C3 (Figura
13).
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Figura 13 — Desenvolvimento de esplenomegalia em camundongos infectados com LPF por trés
e seis dias. Relacdo peso corporal/peso (em porcentagem) do bago dos camundongos B6.C3** (C n =
9; 3°dian = 10; 6° dian = 11) e B6.C3” (C n =9; 3°dia n = 11; 6° dia n = 12) infectados com 1,5 x
108 LPF apds trés e seis dias (d) ou inoculados apenas com PBS (C = controle). O peso corporal e do
baco de cada camundongo foi aferido ao final do experimento e calculou-se a relacdo entre os
pardmetros para a constru¢do do grafico. Os dados sdo referentes a trés experimentos distintos.
ANOVA: Nao foi detectado efeito de interagdo entre linhagem x tratamento (p = 0,103). Foi detectada
diferenca significativa entre as linhagens (p = 0,006) e os tratamentos (p < 0,001). Tukey: a indica #C;
b indica #3 dias (p < 0,05).

Tabela 7 — Relagéo entre peso corporal e peso do bago dos camundongos B6.C3** e B6.C3
I apos trés e seis dias de infeccdo com 1,5 x 108 LPF representado por média e erro padrao.

B6.C3** B6.C3""*

Cc 3d 6d C ad 6d

Relacdo peso

0,42+0,09 0,95+0,07¢ 0,67 +0,03"* 0,47 +0,03 1,02+0,10° 0,90+0,04™
corporal/baco

ANOVA, Linhagem x Tratamento, p=0,103; Linhagens, p=0,006 (B6.C3"*#B6.C3"); Tratamentos, p<0,001
(Tukey: &C, *#3d, p<0,05). d = dias pos-indculo.

5.7 Andlise de subpopulacdes celulares no baco

A quantificacdo de subpopulacGes celulares analisadas no bagco dos camundongos
B6.C3"* e B6.C3" durante a infecgdo por leptospiras mostrou uma proliferacdo de subtipos

celulares dependente de C3 (Figuras 14, 15 e 16). Com o0 objetivo de observar o perfil de
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resposta de cada um dos grupos, foram analisados por citometria leucocitos envolvidos na
resposta inata, na resposta humoral e na resposta celular.

As células que expressam a molécula CD11b (Mac-1/CR3) fazem parte da subfamilia
de B2 integrinas e sdo conhecidas como integrinas leucocitarias, por estarem presentes apenas
em leucdcitos com funcdo de adesdo a outras células ou a matriz extracelular. Essa molécula
é expressa em células como mondcitos, macréfagos, granuldcitos e células dendriticas e
possui multiplas fungbes, como mediar a diapedese dos fagdcitos para o sitio de inflamagéo,
e ligar a fragmentos do SC presentes na superficie de patdgenos e facilitar a fagocitose. A
ativacdo dessas células aumenta a expressdo de B: integrinas na superficie dos fagocitos,
incluindo a expresséo de CD11b (Elangbam et al., 1997). Devido a importancia da fagocitose
na resposta contra leptospiras, investigamos a expressdo dessa molécula nas células
esplénicas. Nossos resultados mostraram que o nimero de células CD11b* no baco dos
camundongos B6.C3** foi maior do que o nimero das mesmas células nos camundongos
B6.C3" no terceiro dia de infecgdo. Os camundongos selvagens apresentaram um aumento
significativo do nimero destas células, quando comparado com o grupo controle, enquanto 0s
animais deficientes de C3 ndo apresentaram um aumento do nimero das mesmas células
durante toda a infec¢do. Apesar do aumento do nimero de macrofagos observado no grupo
selvagem no terceiro dia, no sexto dia de infeccdo o nimero dessas células apresentou uma
grande diminuicdo, apresentando um numero significativamente menor do que o nimero de
macrdfagos obtidos nos camundongos B6.C3™ (Figura 14A).

Os camundongos selvagens e deficientes de C3 apresentaram um padréo distinto entre
os dois grupos no numero de neutréfilos durante toda a infecgcdo. O nimero de neutréfilos nos
animais B6.C3*"* foi semelhante no terceiro e sexto dias de infecgdo, quando comparados com
o grupo controle. Os animais B6.C3”" mostraram uma diminuic&o significativa no sexto dia
de infeccdo, quando comparados com os animais selvagens, apesar desse nimero nao ter

variado dentre do grupo deficiente durante o periodo de infeccdo (Figura 14B).
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Figura 14 — Numero de células CD11b* e neutrofilos presentes no baco de camundongos
infectados com LPF por trés e seis dias determinados por citometria de fluxo. (A) Contagem de
células CD11b* no baco de camundongos B6.C3** e B6.C3” (C n=6; 3 diasn =7; 6 diasn =7)
infectados por trés e seis dias (d) com 1,5 x 108 LPF ou inoculados apenas com PBS (C = controle).
ANOVA: Foi detectado efeito de interacdo significativo entre linhagem x tratamento (p < 0,001);
Tukey: * indica diferencas significativas entre B6.C3** e B6.C37, a indica # C e b indica # 3 dias (p
< 0,05). (B) Contagem de células ly6g* presentes no baco de camundongos B6.C3** (C n = 6; 3 dias
n=7; 6 dias n=5) e B6.C3" (C n = 6; 3dias n = 7; 6 dias n = 7) infectados ap0s trés e seis dias (d)
com 1,5 x 108 LPF. ANOVA: Néo foi detectado efeito de interacdo significativo entre linhagem x
tratamento (p = 0,103); Foi detectada diferenca significativa entre as linhagens (* indica diferengas
significativas entre B6.C3** e B6.C3", p < 0,001); N&o foi detectada diferenca significativa entre os
tratamentos (p = 0,412).

A auséncia da proteina C3 também interferiu na proporcéao de linfécitos B durante a
infecgdo. No terceiro dia de infeccdo houve uma diminuigdo do numero de linfocitos B em
ambos 0s grupos, porém a queda foi mais acentuada nos animais B6.C3”, quando comparados
com os animais B6.C3**. No sexto dia de infeccdo, os camundongos B6.C3** e B6.C37
infectados com LPF voltaram a apresentar niveis basais de linfocitos B. Apesar de ndo haver
diferencas estatisticas dentro de cada linhagem no sexto dia de infeccdo quando comparadas
com o grupo controle, os animais deficientes permaneceram com um namero relativamente
menor de linfécitos B no baco do que os animais selvagens (Figura 15), demonstrando um

fendmeno dependente da proteina C3.
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Figura 15 — Numero de linfécitos B presentes no baco de camundongos infectados com LPF por
trés e seis dias determinado por citometria de fluxo. Contagem de células CD19* presentes no baco
de camundongos B6.C3** (C n = 6; 3 diasn =7; 6 diasn =7) B6.C3" (Cn=6; 3diasn=7; 6 diasn
= 7) infectados apos trés e seis dias (d) com 1,5 x 108 LPF ou inoculados apenas com PBS (C =
controle). ANOVA: Nao foi detectado efeito de interacdo significativo entre linhagem x tratamento (p
= 0,228). Foi detectada diferenca significativa entre as linhagens (* indica B6.C3" # B6.C3""*, p <
0,001) e os tratamentos (p < 0,001); Tukey: a indica # C, b indica # 3 dias (p < 0,05).

Os camundongos selvagens infectados com LPF apresentaram um numero maior de
linfocitos T CD4" no bago do que os animais nocautes no terceiro e sexto dias de infeccdo. As
duas linhagens apresentaram aumento no ndmero de linfécitos T CD4" no terceiro dia de
infeccdo, revertido no sexto dia, onde foi observada a diminuigdo na quantidade dessas células
nos dois grupos. Apesar desse comportamento, os camundongos deficientes de C3
apresentaram um namero significativamente menor desses linfocitos tanto no terceiro quanto
no sexto dia de infeccdo, quando comparados com o grupo selvagem (Figura 16A).

Os camundongos selvagens e deficientes de C3 ndo apresentaram diferencas
significativas no nimero de linfécitos T CD8* no bago no terceiro de infeccdo, quando
comparados com o0s respectivos grupos de camundongos ndo infectados. Apesar desse
comportamento, os camundongos deficientes de C3 apresentaram um ndmero
significativamente menor desses linfécitos no terceiro de infeccdo, quando comparados com
o grupo selvagem (Figura 16B). Ou seja, apesar de ndo encontrarmos diferencas significativas
no ndmero de linfécitos nos camundongos de ambas as linhagens no terceiro dia em
comparagdo com 0 grupo controle, o nimero de linfocitos TCD8" tende a aumentar nos

camundongos selvagens, o que ndo ocorre entre os animais deficientes de C3.
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Figura 16 - Numero de linfocitos T presentes no bago de camundongos infectados com LPF ap6s
trés e seis dias determinado por citometria de fluxo. (A) Contagem de células CD4+CD8- no baco
de camundongos B6.C3** (C n = 6; 3 dias n = 7; 6 dias n = 5) e B6.C3" (C n = 6; 3 dias n = 7; 6 dias
n = 7) infectados apos trés e seis dias (d) com 1,5 x 108 LPF ou inoculados apenas com PBS (C =
controle). ANOVA: Foi detectado efeito de interagdo entre linhagem x tratamento (p = 0,009); Tukey:
* indica diferencas significativas entre B6.C3** e B6.C3", a indica # C, b indica # 3 dias (p < 0,05).
(B) Contagem de células CD4-CD8+ no bago de camundongos B6.C3** (C n = 6; 3 dias n = 7; 6 dias
n=7)eB6.C3" (Cn=6;3diasn=7;6dias n = 7) infectados apos trés e seis dias (d) com 1,5 x 10®
LPF ou inoculados apenas com PBS (C = controle). ANOVA: Néo foi detectado efeito de interagdo
entre linhagem x tratamento (p = 0,065); Foi detectada diferenca significativa entre as linhagens (*
indica B6.C3" # B6.C3**) e os tratamentos (p < 0,001) Tukey: b indica # 3 dias (p < 0,05).

Tabela 8 — Quantificacdo das subpopulacdes celulares presentes no baco de camundongos
B6.C3"* e B6.C37 inoculados com 1,5 x 108 LPF ou PBS representada por média e erro
padrdo.

B6.C3** B6.C3"
C ad 6d Cc 3d 6d
Monécitos 48394844 14821+1018  2875+581° 59234265 7496+503" 6095+654"

2Neutrofilos 4827+363 4788+224 5506+923 4163+705" 3080+443" 2397+554"
SLinfécitos 92304569 362549192 5197+570°  5540+1027" 1065+75"  4438+1387"

“Linfdcitos 55004288  14634+944° 693845710 46644827 73494559  2049+464
TCD4*

*Linfdcitos 60541549 94881727 5761+639 4766+951" 4346+269" 2433+531™
TCD8*
IANOVA, Linhagem x Tratamento, p<0,001; Tukey: "#B6.C3*"*, &C, ®#3d, p<0,005. 2ANOVA, Linhagem x
Tratamento, p=0,103; "#B6.C3**, p<0,001. SANOVA, Linhagem x Tratamento, p=0,228; "#B6.C3** p<0,001;
Tukey: C,#3d, p<0,001. “ANOVA, Linhagem x Tratamento, p=0,009; Tukey "#B6.C3**, %&C, ®#3d, p<0,001.
SANOVA, Linhagem x Tratamento, p=0,065; "#B6.C3**, p<0,001; Tukey: *#3d, p<0,05. d = dias pds-indculo.

5.8 Quantificacdo de LPF nos 6rgéos

Ao quantificar o nimero de LPF por qPCR, observou-se que os animais B6.C37
possuem uma diferenca no numero de bactérias no figado, bago e rim durante o terceiro dia

de infecgéo, quando comparado com o grupo B6.C3**. O niimero de leptospiras nesses 6rgaos
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foi maior nos camundongos nocautes do que nos animais selvagens, indicando uma possivel
falha na eliminacdo da bactéria na auséncia de C3. No sexto dia de infeccéo, ocorreu uma
diminuicdo do nimero de bactérias no figado e baco das duas linhagens e no rim dos
camundongos nocautes.

O figado dos camundongos apresentou um numero elevado de LPF no terceiro dia
de infeccdo, porém os animais deficientes apresentaram um nimero maior de LPF, quando
comparados com os camundongos selvagens. Quando a quantificacdo foi realizada no sexto
dia de infeccdo, foi observada uma queda significativa nos dois grupos, que apresentaram

nameros semelhantes de LPF nesse 6rgdo (Figura 17).
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Figura 17 — Quantificacdo de LPF no figado de camundongos infectados por trés e seis dias.
Figado de camundongos B6.C3** (3° dian = 9; 6° dia n = 8) e B6.C3" (3° dia n = 7; 6° dia n = 6)
infectados apos trés e seis dias (d) com 1,5 x 108 LPF. Os dados séo referentes a trés experimentos
distintos. ANOVA: Foi detectado efeito de interacdo significativo entre linhagem x tratamento (p =
0,006); Tukey: * indica B6.C3" # B6.C3**, a indica # 3 dias (p < 0,05).

O mesmo fendmeno observado no figado dos camundongos foi observado no baco
das duas linhagens ap0s trés e seis dias de infeccdo. Ambas as linhagens apresentaram elevada
quantidade de LPF no bacgo no terceiro dia de infeccdo, que diminuiu no sexto dia. Porém,
diferengas significativas foram observadas tanto no terceiro quanto no sexto dia de infecgéo,
onde os camundongos deficientes de C3 permaneceram com ndmeros mais elevados de LPF

nesse 0rgao em comparagdo com os animais selvagens (Figura 18).
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Figura 18 — Quantificacdo de LPF no bago de camundongos infectados por trés e seis dias. Bago
de camundongos B6.C3** (3°dian=9; 6°dian =7) e B6.C3" (3°dian = 11; 6° dia n = 11) infectados
apos trés e seis dias (d) com 1,5 x 108 LPF ou inoculados apenas com PBS (C = controle no infectado
com LPF). Os dados séo referentes a trés experimentos distintos. ANOVA: Ndo foi detectado efeito
de interacdo significativo entre linhagem x tratamento (p = 0,441); Foi detectada diferenca significativa
entre as linhagens (* indica B6.C3" # B6.C3*"*) e os tratamentos (p < 0,001); Tukey: a indica # 3 dias
(p <0,001).

Ao observamos o pulmao de camundongos infectados, observou-se uma resposta
distinta ao que havia ocorrido nos outros 6rgdos. Os camundongos de ambas as linhagens
permaneceram com quantidades semelhantes de bactérias no terceiro dia de infec¢do e no
sexto dia apenas os camundongos nocautes apresentaram uma queda significativa nesse
namero, quando comparado ao terceiro dia de infecgdo, fato ndo observado nos camundongos

selvagens (Figura 19).
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Figura 19 — Quantificacdo de LPF no pulméo de camundongos infectados por trés e seis dias.
Pulméo de camundongos B6.C3** (3° dian=10; 6°dian = 11) e B6.C3" (3°dian=11; 6°dian = 12)
infectados apos trés e seis dias (d) com 1,5 x 108 LPF. Os dados séo referentes a trés experimentos
distintos. ANOVA: Néo foi detectado efeito de interacdo entre linhagem x tratamento (p = 0,160); Nao
foi detectada diferenca estatistica significativa entre as linhagens (p = 0,675); Foi detectada diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos (p < 0,001); Tukey: a indica # 3 dias (p < 0,001).

No terceiro dia de infecgdo, os camundongos deficientes apresentaram maior

guantidade de LPF no rim do que os animais selvagens, mostrando um mecanismo dependente
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de C3 para a eliminacdo precoce da bactéria dos principais 6rgdos alvo. Ao sexto dia, assim
como observado no figado e bago, o numero de LPF foi significativamente menor. Porém,
esse fato foi apenas observado nos camundongos deficientes, enquanto os camundongos
selvagens apresentaram quantificacdo semelhante de bactérias no ultimo dia de infeccao
(Figura 20)
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Figura 20 — Quantificacdo de LPF no rim de camundongos infectados por trés e seis dias. Rim
de camundongos B6.C3*"* (3° dian =10; 6°dian=11) e B6.C3" (3°dian =9; 6° dia n = 11) infectados
apos trés e seis dias (d) com 1,5 x 108 LPF ou inoculados apenas com PBS (C = controle ndo infectado
com LPF). Os dados sdo referentes a trés experimentos distintos. ANOVA: Néo foi detectado efeito
de interacdo entre linhagem x tratamento (p = 0,110); Foi detectada diferenga significativa entre as
linhagens (* indica B6.C3" # B6.C3"*, p = 0,013); Foi detectada diferenca significativa entre os
tratamentos. Tukey: a indica # 3 dias (p = 0,001).

As leptospiras sdo bactérias que colonizam os tubulos renais dos seus hospedeiros,
onde podem permanecer por longos periodos, sendo encontradas com frequéncia
principalmente na urina de roedores infectados. O contato direto ou indireto com a urina ou
com o ambiente contaminado pode causar a entrada das leptospiras pela pele lesionada ou
pelas mucosas, podendo resultar na infeccdo do hospedeiro. A urina dos camundongos
utilizados em nosso projeto foi coletada e, apos extracdo de DNA, analisamos a ocorréncia de
leptospiras nas amostras. No terceiro dia de infeccdo foi observado um numero
significativamente menor de LPF na urina dos camundongos de ambos o0s grupos, quando
comparado com o sexto dia de infec¢do. Apesar do aumento do nimero de LPF no sexto dia
tanto nos camundongos B6.C3** quanto nos camundongos B6.C3”, os animais deficientes
apresentaram um namero significativamente maior da bactéria na urina quando comparados

com os animais selvagens (Figura 21).
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Figura 21 — Quantificacdo de LPF na urina de camundongos infectados por trés e seis dias.
Quantificacdo em logio de LPF presente na urina de camundongos B6.C3** e B6.C37 (3° dia n = 6; 6°
dia n = 6) infectados por trés e seis dias com 1,5 x 108 LPF ou inoculados apenas com PBS (C =
controle). ANOVA: Foi detectado efeito de interacdo entre Linhagem x Tratamento (p = 0,018).
Tukey: * indica B6.C3" # B6.C3**, a indica # 3 dias (p = 0,05).

Tabela 9 — Quantificacdo de DNA de LPF encontradas por gPCR no figado, baco, pulmao,
rim e urina de camundongos B6.C3** e B6.C3” infectados apds trés e seis dias com 1,5 x 108
representados em média e erro padro.

B6.C3** B6.C3™"
ad 6d ad 6d
‘Figado 2,228+0,196 0,224 +£0,126° 3,285+ 0,224" 0,216 £0,085™
?Bago 1,988+0,138 0,646 +0,250° 2,810£0,210 1,768 £0,153™
*Pulmao 0,964 £0,231 0,479 +£0,1472 1,285+0,194 0,303+0,120°
‘Rim 0,450+0,104 0,169 +0,0542 0,981 +0,190" 0,291£0,102™
®Urina 1,635+0,062 2,053+0,228% 1,607+0,078 2,827+0,187"

Dados em logi. *ANOVA, Linhagem x Tratamento, p=0,006; Tukey: "#B6.C3**, %3d, p<0,05. 2ANOVA,
Linhagem x Tratamento, p<0,441, "#B6.C3*"*, 3£3d, p<0,001. SANOVA, Linhagem x Tratamento, p=0,160;
a£3d, p<0,001. “ANOVA, Linhagem x Tratamento, p=0,110; "#B6.C3**, p=0,013; %3d, p=0,001. SANOVA,
Linhagem x Tratamento, p=0,018; "#B6.C3*'*, 2 #3d, p<0,05. d = dias pos-inoculo.

5.9 Analise histopatoldgica

A analise histopatologica foi realizada para observar possiveis alteracfes
morfolégicas nos orgdos alvo da LPF no terceiro e sexto dias de infec¢do. Observamos
alteracdes no figado e baco dos camundongos durante todo o percurso da infeccédo, enquanto
o0 rim ndo apresentou nenhuma alteragdo até o 6° dia de infeccéo e o pulméo néo apresentou

nenhuma alteracdo causada pela infecgdo com a LPF.
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5.9.1 Figado

Os animais usados como controle, inoculados unicamente com PBS, permaneceram
sem alteragdes histoldgicas hepaticas, enquanto os animais infectados com LPF apresentaram
infiltrados leucocitarios na regido lobular e portal e &reas de necrose, alteracBes que séo
comuns na infecgdo por leptospiras em modelos experimentais. Apesar da presenca dessas
lesbes em ambos 0s grupos, os camundongos selvagens apresentaram areas de necrose
maiores, mais frequentes e com maior grau de alteracdo, quando comparados com 0s animais
deficientes durante o terceiro dia de infeccdo, mostrando uma diferenca entre 0s grupos
infectados dependente da proteina C3 (Figura 23B). Os animais selvagens apresentaram focos
de infiltrados leucocitarios maiores e mais frequentes, quando comparados com 0s animais
deficientes no terceiro dia de infeccdo (Figura 22A, 22D e 23A).

No sexto dia de infec¢do, as areas de necrose foram menos intensas, com grau menor
e observadas com maior frequéncia entre os camundongos selvagens (Figura 23B). Durante
0 percurso da infeccdo, os animais B6.C3** apresentaram uma diminuicdo do tamanho da
area e menor frequéncia de infiltrados leucocitarios, enquanto os camundongos B6.C37
apresentaram um padrdo diferente dessa resposta, onde a inflamag&o permaneceu semelhante
até o sexto dia de infeccdo (Figura 22B, 22E e 23A).

Posteriormente, foram avaliados os 6rgdos dos animais utilizados no ensaio de
sobrevivéncia com 15 dias de infeccdo, afim de observar as alteracfes presentes em uma fase
mais tardia da doenca. As areas de necrose nao foram observadas nos grupos estudados e o
tamanho dos infiltrados leucocitarios foi menor em ambos 0s grupos, quando comparados com
os dias anteriores de infeccdo. Os camundongos selvagens apresentaram nimero maior de
focos de infiltrados leucocitarios quando comparados com 0s animais deficientes, sendo que,
no ultimo grupo, apenas um animal apresentou diversos focos de infiltrado leucocitario no
I6bulo hepético. No grupo infectado durante quinze dias ocorreu uma mudanca na aparéncia
citoplasmatica dos hepatdcitos nas duas linhagens. Estas células hepaticas aparecem com
vacuolos menores em seu interior, indicando uma possivel perda de glicogénio, condizente

com a ocorréncia de um processo inflamatério no érgédo (Figura 22C e 22F).
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Figura 22 — Lesdes observadas no figado de camundongos B6.C3** e B6.C3" infectados por
trés, seis e quinze dias com LPF. As imagens A, B e C correspondem ao figado dos camundongos
B6.C3** com 1,5 x 10° LPF durante trés, seis e quinze dias de infecgdo, respectivamente. As
imagens D, E e F correspondem ao figado dos animais B6.C3" inoculados com 1,5 x 10% LPF
durante trés, seis e quinze dias, respectivamente. As setas indicam os infiltrados leucocitarios no
espaco porta e no lébulo hepatico. O asterisco indica a area de necrose. Coloragdo com HE.

Aumento de 100x.
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Figura 23 — Score das leses observadas no figado dos camundongos B6.C3** e B6.C3™ infectados
com LPF. (A) Score dos infiltrados leucocitarios e (B) da presenga de necrose observadas nos
camundongos B6.C3"* e B6.C3" infectados com 1,5 x 108 LPF por trés, seis e quinze dias (d) ou
inoculados apenas com PBS (C = controle). As linhas horizontais correspondem ao valor médio do
grau de lesdo. B6.C3** (Cn=9;3°dian=10; 6°dian=11) e B6.C3” (Cn=9; 3°dia=11; 6° dian
=12). Critérios do score: 0, auséncia de alteracdo; 1, alteracdo leve; 2, alteracdo moderada; 3, alteracdo
grave. Os dados apresentados com trés e seis dias de infecgdo sdo referentes a trés experimentos
distintos. Os dados apresentados com quinze dias de infecgdo sdo provenientes de experimentos
independentes, realizados com inéculos distintos de LPF.
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5.9.2 Bago

Assim como foi observado na Figura 13, os camundongos selvagens e nocautes
desenvolveram esplenomegalia durante a infec¢do. Apds andlise histopatoldgica desse 6rgao,
foi observado um aumento da polpa branca e a expansao clonal das células presentes na
mesma regido de todos os animais infectados no terceiro, sexto e décimo quinto dias em
comparagdo com os camundongos que ndo foram infectados com LPF (Figura 24 e 25A). Os
animais B6.C3*"* apresentaram um aumento da atividade centrofolicular no décimo quinto dia
de infeccdo em comparagio com os camundongos B6.C37, o que indica uma maior
proliferacdo de linfocitos B nesses animais (Figura 24C e 24F).

A presenga de hemossiderina ja& havia sido descrita entre os achados
histopatoldgicos em modelos experimentais com leptospirose (Muensoongnoen et al., 2006).
Em nosso modelo, foram encontrados granulos de hemossiderina na polpa vermelha no baco
dos camundongos infectados no terceiro e sexto dia de infeccdo, que ocorreu com maior

frequéncia e intensidade entre os camundongos selvagens (Figura 24B e 25B)
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Figura 24 — Alteragfes observadas no bago dos camundongos B6.C3** e B6.C3™ infectados
durante trés, seis e quinze dias com LPF. As imagens A, B, C e D correspondem ao baco dos
camundongos B6.C3*"* inoculados com 1,5 x 10° LPF por trés, seis e quinze dias, respectivamente.
As imagens E, F e G correspondem ao bago dos animais B6.C3” inoculados com 1,5 x 108 LPF

por trés, seis e quinze dias, respectivamente. Coloracdo com HE. Aumento de 100x.
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Figura 25 — Score das alteracdes observadas no baco de camundongos B6.C3"* e B6.C3"
infectados com LPF. (A) Grau de hiperplasia lobular nos camundongos B6.C3**e B6.C3™ infectados
com 1,5 x 108 LPF por trés, seis e quinze dias (d) ou inoculados apenas com PBS (C = controle). (B)
Grau de hemossiderina presente na polpa vermelha do bago dos camundongos B6.C3** e B6.C3”
infectados com 1,5 x 108 LPF por trés, seis e quinze dias ou inoculados apenas com PBS. As linhas
horizontais correspondem ao valor médio de lesdo. B6.C3** (Cn=9; 3°dian = 10; 6° dian = 11; 15°
dian =4) e B6.C3" (Cn=09; 3°dia=11; 6° dian = 12; 15° dia n = 4). Os dados apresentados com
trés e seis dias de infeccdo sdo referentes a trés experimentos distintos. Os dados apresentados com
quinze dias de infeccdo sdo provenientes de experimentos independentes, realizados com indculos
distintos de LPF.

5.9.3 Pulméo

Na analise do pulmdo dos camundongos selvagens e deficientes, ndo foram
encontradas alteragdes que pudessem ser atribuidas a infeccdo por LPF, sendo que o 6rgéao
dos animais infectados permaneceu semelhante ao pulmdo dos animais controles que

receberam apenas o indculo com PBS (Figura 26).
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Figura 26 — Analise histopatoldgica de pulmdo de camundongos B6.C3** e B6.C3”
infectados por trés, seis dias e quinze com LPF. As imagens A, B e C correspondem a cortes
de pulmio dos camundongos B6.C3** com 1,5 x 10° LPF por trés, seis e quinze dias,
respectivamente. As imagens D, E e F correspondem a cortes de pulméo dos animais B6.C3”
inoculados com 1,5 x 10 LPF por trés, seis e quinze dias, respectivamente. Coloracdo com HE.
Aumento de 100x.
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5.9.4 Rim

Ao contrério do esperado, ndo foram encontradas alteragdes histopatoldgicas nos
camundongos infectados em nosso modelo curto de infeccao de trés e seis dias (Figura 27A,
27B, 27D e 27E). Pela falta de alteracdes e por se saber que o rim € um 0rgao alvo desta
bactéria, investigamos se em uma fase mais tardia da infeccdo seria possivel observar
alteracdes renais frequentemente encontradas em camundongos infectados com leptospiras
patogénicas. Para isso, foram realizados cortes histoldgicos dos 6rgdos dos camundongos
selvagens e deficientes empregados no ensaio de sobrevivéncia que permaneceram infectados
por 15 dias com a mesma dose utilizada nos ensaios curtos de infeccdo. As alteracdes
encontradas ocorreram apenas nos camundongos deficientes, onde foi possivel observar a

inflamacéo renal caracterizando uma intersticial (Figura 27C, 27F e 28).
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Figura 27 — Lesdes observadas no rim dos camundongos B6.C3** e B6.C3” infectados por
trés, seis e quinze dias com LPF. As imagens A, B e C correspondem a cortes de rim dos
camundongos B6.C3** inoculados com 1,5 x 10° LPF por trés, seis e quinze dias,
respectivamente. As imagens D, E e F correspondem a cortes de rim dos animais B6.C3”
inoculados com 1,5 x 10 LPF por trés, seis e quinze dias, respectivamente. Coloracdo com HE.
Aumento de 100x.
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Figura 28 — Score de lesdo no rim dos camundongos B6.C3*"* e B6.C3™ infectados durante trés,
seis e quinze dias com LPF. B6. C3** (Cn=9; 3°dian =10; 6°dian =11; 15°dian = 4) e B6.C3™
(Cn=29; 3°dian=11; 6° dia n = 12; 15° dia n = 4). As linhas horizontais correspondem ao valor
médio da lesdo. Os dados apresentados com trés e seis dias de infeccdo sdo referentes a trés
experimentos distintos. Os dados apresentados com quinze dias de infeccdo sdo provenientes de
experimentos independentes, realizados com indculos distintos de LPF.
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6 Discussao

Vaérios pesquisadores, incluindo nosso grupo, tém demonstrado em modelos in vitro
que as leptospiras patogénicas sdo capazes de evadir da acdo do SC, conferindo uma
capacidade maior de sobreviver no hospedeiro. As acdes ja descritas incluem a degradacao de
proteinas do SC, como C2, C4, FB, C3 e seus fragmentos por meio de enzimas que sdo
secretadas exclusivamente por leptospiras patogénicas no local da infeccdo (Fraga et al.,
2014b) ou capturadas do hospedeiro como o plasminogénio, que ao se converter em plasmina,
cliva C3b e C5 (Castiblanco-Valencia et al., 2016). A ligacdo de leptospira a proteinas
reguladoras das vias de ativacdo do SC como o C4BP, FH e a vitronectina também é um dos
mecanismos de evasdo que as leptospiras patogénicas possuem para escapar da resposta imune
inata (Meri et al., 2005; Barbosa et al., 2009; Castiblanco-Valencia et al., 2012; Breda et al.,
2015; Silva et al., 2015). Neste trabalho, incubamos soro de camundongos selvagens ou
deficientes da proteina C3 com uma espécie patogénica e outra ndo patogénica de leptospiras
com o objetivo de observar a eliminacdo de cada uma das espécies na presenca ou auséncia
do SC. Os resultados obtidos corroboram com aqueles j& descritos anteriormente na literatura
(Meri et al., 2005; Barbosa et al., 2009), onde observamos que a espécie ndo patogénica foi
facilmente eliminada pelo soro humano normal, enquanto a espécie patogénica mostrou-se
resistente a presenca do SC mesmo considerando-se que o soro de camundongos apresenta
menor concentracdo de proteina do SC do que o SHN, o soro dos camundongos B6.C3**
comportou-se de maneira semelhante ao SHN, ou seja, as bactérias patogénicas sobreviveram
ao serem incubadas com o soro, e as leptospiras ndo patogénicas foram eliminadas. Também
observamos que, ao incubar a L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc | (ndo patogénica) com o
soro dos animais deficientes de C3, a capacidade de eliminag@o ocorreu de forma semelhante
ao soro dos camundongos B6.C3**, e a bactéria foi capaz de sobreviver por mais tempo no
soro, demonstrando a importancia do SC na resposta contra leptospiras.

No entanto, apesar da vasta gama de trabalhos publicados que demonstram a
importancia da relacdo entre leptospiras e 0 SC, pouco se sabe sobre como essas bactérias
agem in vivo. Alguns trabalhos utilizaram animais experimentais para observar a funcao de
outras moléculas do sistema imune durante a resposta contra leptospiras, como por exemplos,
as moléculas de TLR-2 e TLR-4. Pesquisadores estudaram o papel dessas moléculas na
infeccdo por leptospiras patogénicas e hoje se sabe que a auséncia desses receptores
responsaveis pelo reconhecimento bacteriano pode levar os camundongos infectados a obito
(Adler, Faine, 1976; Pereira et al., 1998; Chassin et al., 2009). Camundongos C3H/HeJ séo



75

susceptiveis a infeccdo por leptospiras devido a uma mutagcdo no gene do receptor que
reconhece LPS de bactérias Gram-negativas, o TLR-4. Além de apresentaram maior
mortalidade, camundongos dessa linhagem apresentam graves lesdes pulmonares e renais
compativeis com as lesdes observadas em humanos, que sdo mais susceptiveis a leptospirose
do que os roedores (Pereira et al., 1998). Chassin et al. (2009) realizaram experimentos com
camundongos nocaute para tlr2, tlr4 ou animais que possuiam estes dois genes nocauteados.
Os autores observaram que a auséncia de um dos receptores ou de ambos aumenta a
susceptibilidade de camundongos a infeccdo por leptospiras.

Ainda pouco se sabe sobre a importancia do SC na infec¢éo in vivo por leptospiras.
Ferrer et al. (2014) realizaram um estudo empregando camundongos deficientes de decay
accelerating factor (DAF), uma proteina de membrana reguladora que impede a ativacao do
SC em células préprias saudaveis. Eles observaram que a infec¢do por leptospiras patogénicas
aumenta a susceptibilidade de camundongos C57BL/6 DAF1”, levando-os a Gbito,
diferentemente dos camundongos C57BL/6 normais. Além disso, DAF também foi importante
para controlar a carga bacteriana no rim dos animais, principalmente na fase aguda da doenca.

Devido a falta de trabalhos sobre o assunto e com o objetivo de melhor entender os
mecanismos envolvidos na patogénese da leptospirose, nosso grupo empregou camundongos
C57BL/6 deficientes da proteina C5, comparando-os com camundongos de mesmo fundo
genético selvagem, ou seja, que possuem a proteina C5 do SC. Entre os resultados obtidos, foi
possivel constatar que os camundongos deficientes de C5 possuem uma porcentagem menor
de linfocitos T CD4* e T CD8* na circulacdo periférica, quando comparados com 0s
camundongos selvagens. Os animais deficientes também apresentaram uma concentracéo
menor de citocinas IL-6 e uma concentracdo maior de 1L-12p40 no rim, um dos 6rgdos-alvo
das leptospiras. A deficiéncia de C5 tambeém interferiu na concentragdo das citocinas TNF-a
e IL-6 no pulmao dos animais, sendo que os animais controle apresentaram uma concentracao
menor dessas citocinas nos 6rgaos, quando comparados com os animais deficientes. Além
disso, o figado dos animais deficientes de C5 apresentou areas menores de lesdo que 0s
controles selvagens e também uma quantidade maior de bactérias no terceiro dia de infeccao
(Castro, 2014). Apos esse trabalho, nosso grupo continuou investigando o papel das proteinas
do SC na leptospirose em modelos animais, utilizando agora camundongos C57BL/6
deficientes da proteina C3. Essa proteina possui funcdo importante na imunidade inata e
adaptativa, sendo seus fragmentos importantes para a resposta inflamatoria, opsonizacédo e

fagocitose, e producéo de anticorpos (Wessels et al., 1995), entre outras fun¢des importantes.
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Sabendo-se disso, nosso objetivo principal foi entender o papel dessa proteina durante a
infeccdo in vivo por leptospiras patogénicas.

No presente trabalho, avaliamos se em nosso modelo a falta da proteina C3 seria
capaz de aumentar a susceptibilidade dos animais infectados. Assim como também foi
constatado com a proteina C5, nosso modelo de infeccdo nao foi capaz de causar mortalidade
entre os animais, mesmo em doses elevadas da L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe
Pomona Fromm. Em outros modelos experimentais, a deficiéncia da proteina C3 acarretou
mortalidade de animais infectados com a bactéria encapsulada S. aureus (Cunnion et al.,
2004), com a bactéria P. aeruginosa (Mueller-Ortiz et al., 2004), E. coli (Prodeus et al., 1997;
Flierl et al., 2008) e S. pneumoniae (Rupprecht et al., 2007).

Apbs verificarmos a sobrevivéncia dos animais, iniciamos 0s experimentos com
tempo curto de infeccdo, onde os camundongos selvagens e deficientes de C3 foram
infectados com LPF e sacrificados apos trés e seis dias. Nessa etapa do projeto, avaliamos
parametros observados na leptospirose humana, como a perda de peso corporal. A diminuicéo
de peso é uma caracteristica da leptospirose observada em humanos infectados (Pischke et al.,
2010) e em outros animais, como cachorros (Martinez, Hostutler, 2014), e camundongos
C3H/HeJ (Richer et al., 2015). Nosso modelo apresentou uma variagao de peso positiva, ou
seja, 0 peso corporal dos animais infectados aumentou semelhantemente ao observado com
animais nao infectados, mostrando que a LPF ndo foi capaz de causar a perda de peso ao longo
da infeccdo, mesmo em uma fase mais avancada da doenca.

Ao quantificar os leucdcitos circulantes dos camundongos selvagens e deficientes de
C3, observamos um aumento do ndmero das células circulantes nos primeiros dias de infec¢cdo
nos camundongos selvagens, enquanto animais deficientes ndo apresentaram elevacdo do
namero de leucdcitos totais. Os camundongos deficientes apresentaram maior quantidade de
leucdcitos totais apenas no sexto dia de infeccdo, enquanto os animais selvagens apresentam
uma gueda nesse numero de células, provavelmente devido a migracdo das mesmas para 0s
Orgdos-alvo da bactéria. Apesar desse resultado, ao quantificarmos a porcentagem de MN e
PMN, ndo encontramos diferengas entre as proporg¢des dessas populagdes sanguineas na fase
aguda da doenga. O aumento do numero de leucdcitos foi inversamente proporcional a
quantidade de leptospiras encontradas no figado, baco, pulmao e rim de ambos 0s grupos no
terceiro dia de infeccdo. Camundongos deficientes de C3 apresentaram maior carga bacteriana
em todos os 6rgdos avaliados, enquanto os camundongos selvagens apresentaram quantidades

significativamente mais baixas de LPF. No sexto dia de infeccdo, quando o numero de
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leucocitos totais dos camundongos deficientes comecga a elevar, podemos observar uma
diminuicdo ou quase auséncia da presenca de leptospiras encontradas em todos os 6rgaos,
chegando a numeros préximos a zero. Juntos, esses dados revelam um papel importante da
proteina C3 na resposta imune contra as leptospiras patogénicas. A falta de C3 causou um
atraso no inicio da resposta imune, dificultando a eliminacdo dessas bactérias de seus
principais 6rgdos alvo. A auséncia da proteina C3 acarreta falha de processos como
opsonizacao e fagocitose. Fragmentos gerados pelas C3-convertases, como o C3b e iC3b, sdo
importantes opsoninas que potencializam o reconhecimento de fagdcitos, auxiliando no
combate a infecgBes. A auséncia desses fragmentos acarreta falha da remogéo eficiente de
patdgenos do sangue e de 6rgdos, e no controle da disseminacdo sistémica (Cunnion et al.,
2004; Mueller-Ortiz et al., 2004).

Alguns microrganismos sdo conhecidos por sua alta resisténcia aos tratamentos ja
existentes, como o0 Enterococcus faecium e o Cryptococcus gattii, que acometem pacientes
hospitalizados e imunocomprometidos, e a proteina C3 desempenhou papel importante nessa
resposta, uma vez que seus fragmentos foram capazes de controlar a infeccdo sistémica
(Mershon et al., 2009; Leendertse et al., 2010). Outros modelos importantes foram estudados
como, por exemplo, o grupo de Flierl et al. (2008) que induziram sepse em camundongos
selvagens e deficientes para C3 e também observaram a reducdo na capacidade de eliminacao
bacteriana de E. coli nos camundongos deficientes, novamente associada a diminui¢do da
opsonizacao das bactérias e consequentemente da fagocitose das mesmas. A maior quantidade
de bactérias encontradas no figado dos animais B6.C3” ndo foi proporcional as lesdes
hepéticas observadas, as quais foram menos graves, quando comparadas com aquelas
apresentadas no figado dos camundongos selvagens. Os dados apresentados demonstram que
0 numero alto de LPF neste 6rgdo na auséncia de C3 pode ser causado por uma resposta
inflamatdria pouco efetiva nos primeiros dias de infeccdo. Foram observadas lesdes mais
brandas nos camundongos deficientes de C3, quando comparados com 0s animais selvagens,
que apresentaram grandes areas de necrose no figado e focos maiores e mais frequentes de
infiltrados leucocitarios no terceiro dia de infeccdo, compativel com o maior nimero de
leucocitos totais desses animais. Além da falha na opsonizacdo, a auséncia da proteina C3
implicara consequentemente na menor producdo dos fragmentos C3a e Cbha, que atuam no
recrutamento celular e potencializam a resposta inflamatdria em processos infecciosos
(Mueller-Ortiz et al., 2006). A falha no recrutamento de células inflamatérias para o local da

infeccdo também pode ter aumentado a sobrevivéncia da bactéria dentro do figado desses
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animais, juntamente com a falha na fagocitose. Apesar disso, no sexto dia de infeccéo
detectamos baixas quantidades de LPF no figado de ambos os grupos. Os animais selvagens
apresentaram uma resposta inflamatdria mais agressiva nesse 6rgao com mais areas necroticas
causadas pela morte celular devido a inflamacdo no tecido, e infiltrados leucocitérios,
apoiando a hipétese apresentada acima. Paralelamente a esse estudo, a aluna Denise Harumi
Yamashita esta realizando seu mestrado em nosso laboratorio e vem estudando a acéo da
proteina C3 in vitro e in vivo durante a infeccdo por LPF. Até agora, foi mostrado que
macrofagos peritoneais dos camundongos deficientes de C3 apresentam falhas no processo
fagocitico, podendo explicar a elevada presenca de leptospiras nos 6rgaos e maior nimero de
lesGes observadas em nosso trabalho nos dias iniciais da infecgdo. Uma vez incubadas com as
células dos camundongos selvagens, a fagocitose de leptospiras patogénicas é potencializada,
permitindo concluir que a opsonizagdo é um processo necessario para a defesa do hospedeiro
durante a infec¢do por LPF. Além disso, camundongos deficientes de C3 produziram titulos
de anticorpos especificos anti-leptospiras significativamente inferiores aos observados no soro
de camundongos selvagens imunizados com LPF. Considerando-se que IgG € uma excelente
opsonina, a auséncia de C3 afeta a opsonizacéo tanto pela menor producéo de anticorpos como
de fragmentos C3b, iC3b e C3d gerados em funcdo da ativacéo do SC.

Outra alteracdo comumente observada na leptospirose é a esplenomegalia, onde
ocorre um aumento do tamanho do baco como consequéncia da infecgdo. Ao longo da
infeccdo com a LPF foi observado o desenvolvimento de esplenomegalia tanto nos
camundongos deficientes de C3, quanto nos selvagens durante o terceiro dia de infeccdo.
Apesar disso, 0s animais selvagens infectados com LPF apresentaram o tamanho do bago
semelhante ao tamanho do bago dos camundongos controle, infectados apenas com PBS, no
sexto dia de infeccdo, enquanto os animais deficientes ainda apresentaram o tamanho do baco
semelhante ao observado no terceiro dia de infeccdo. Esses dados corroboram com o0 aumento
dos foliculos linfoides no baco dos dois grupos observados nas analises histopatolégicas.
Além desse aumento, foram encontrados elevados nimeros de LPF no baco dos dois grupos
no terceiro dia de infeccdo, sendo significativamente menores no sexto dia em ambos 0s
grupos. Apesar disso, tanto no terceiro quanto no sexto dias, observamos uma maior
quantidade de bactérias nos animais deficientes, quando comparados com 0s camundongos
selvagens. Esse fato pode ser explicado pela falha na eliminacéo bacteriana nos 6rgaos-alvo

causada pela deficiéncia de C3 e de seus fragmentos, assim como foi observado no figado.
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Posteriormente avaliamos por citometria de fluxo a proporgéo das sub-populagoes
leucocitarias (mondcitos/macréfagos, neutrofilos, linfocitos B, T CD4" e T CD8") no baco
para observar se 0 comportamento de cada tipo celular difere durante a infeccdo dos animais
selvagens e deficientes de C3 e obtermos um resultado mais conclusivo, uma vez que tais
células sdo importantes para a resposta inflamatdria eficiente contra patdgenos. Os linfocitos
B sdo conhecidos pela producdo de anticorpos especificos e, além disso, essas células sdo
capazes de interagir com o fragmento C3d, gerado pela clivagem da proteina C3, por meio do
CR2 e aumentar a sintese desses anticorpos (Fischer et al., 1996). Nosso grupo mostrou que
a deficiéncia da proteina C5 causou a diminui¢do de linfécitos T CD4" e T CD8" no sangue
(Castro, 2014), e o papel da proteina C3 na expansédo clonal desses linfocitos em infecgdes
bacterianas ja foi estudado (Nakayama et al., 2009), mostrando a importancia do SC na
resposta inflamatoria. Além disso, Stefos et al. (2005) observaram a diminui¢cdo do numero
de neutrdéfilos durante a leptospirose em humanos.

Nossos resultados mostraram que os camundongos B6.C37 ndo apresentam
alteracdo no nimero de células CD11b* encontrados no baco, enquanto os camundongos
selvagens apresentam um numero elevado dessas células no terceiro dia de infec¢do. O
ndmero de células CD11b* no bago cai para niveis basais no sexto dia de infeccao,
possivelmente pela migracdo dessas células do bagco para outros 6rgdos afetados pela
leptospirose nesse periodo. Como anteriormente discutido, a auséncia da proteina acarreta
falha de mecanismos como a fagocitose, processo realizado por células como os macréfagos,
mondcitos, PMNs e DCs, as quais expressam a molécula CD11b* em sua superficie,
aumentando essa expressdo em processos infecciosos (Elangbam et al., 1997). Dessa forma,
podemos concluir que a menor presenca dessas células CD11b* pode causar uma demora na
eliminacdo da LPF nesses camundongos.

Os neutrofilos sdo importantes fagocitos e participam da resposta imunoldgica
contra as leptospiras, eliminando essas bactérias pela producdo de peréxido de hidrogénio
(Murgia et al., 2002). Neutréfilos também sdo importantes na eliminacdo de leptospiras
através da producdo de neutrophill extracellular traps (NETS) e, além disso, a delecdo de
neutréfilos tem como consequéncia uma maior capacidade de disseminacdo sistémica das
leptospiras patogénicas (Scharrig et al., 2015). Neste projeto foi possivel observar que o
numero de neutréfilos no bagco dos camundongos selvagens e deficientes de C3 durante a
infeccdo por leptospiras apresentou um perfil totalmente distinto. Observamos durante o

periodo de infec¢do, um aumento gradativo dessas celulas nos camundongos selvagens e uma
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diminuicdo nos camundongos deficientes, sendo que, ao sexto dia, a quantidade dessas células
polimorfonucleares foi significativamente menor nos camundongos deficientes quando
comparados com 0s animais selvagens.

Além de participar integralmente da resposta imune inata, o0 SC também possui papel
importante para desencadear a resposta adaptativa, como a ativacao de linfocitos B e producao
de anticorpos. Nossos resultados apresentaram uma importante queda na expansdo de
linfécitos B nos camundongos deficientes tanto no terceiro quanto no sexto dia de infeccdo,
quando comparados com os camundongos selvagens. A resposta humoral é importante para a
protecdo de camundongos infectados com leptospiras (Jost et al., 1986) e a proliferacéo de
linfocitos B esté relacionada diretamente com a proteina C3, onde o fragmento C3d, gerado
pela clivagem dessa proteina, ligado covalentemente ao antigeno é interage com o CR2
presente nos linfocitos B e células dendriticas foliculares, acarretando aumento da producéo
de anticorpos especificos (Fischer et al., 1996). Esses dados corroboram com 0s resultados
encontrados em nosso laboratério, onde foi possivel observar uma falha da resposta de
anticorpos nos camundongos deficientes até 21 dias pds-infeccdo, onde podemos concluir que
a deficiéncia da proteina C3 causa uma falha na expanséo de linfocitos B e consequentemente
uma falha na producéo de anticorpos especificos contra as leptospiras (Yamashita, 2017).

Além das fungbes ja conhecidas, existem evidéncias de que o SC, principalmente a
molécula C3, possui funcdo na regulacdo da resposta de linfocitos T. Experimentos
envolvendo animais deficientes para C3 e bactérias intracelulares, como a Listeria
monocytogenes, que necessita de uma resposta imune celular efetiva para o controle da
infeccdo no hospedeiro, mostraram que a proteina C3 possui papel importante para que haja
resposta eficiente de células T CD4" e T CD8". C3 mostrou-se importante na expansao clonal
dessas células antigeno-especificos contra a Listeria monocytogenes, provavelmente pela
deficiéncia do fragmento C3a, que possui receptores em linfécitos T e células dendriticas que
auxiliam o recrutamento das mesmas para orgaos linfoides, e da molécula C3b que se liga
com a proteina MCP (CD46), presente em células T, causando proliferacdo destas células
(Nakayama et al., 2009). Outros modelos experimentais de infeccdo também demonstraram o
importante papel da proteina C3 na resposta imune celular efetiva, como modelos virais. O
virus da coriomeningite linfocitaria necessita de uma resposta eficiente de células T para o
controle da infeccdo no hospedeiro. Tal resposta necessita da proteina C3 para o priming e a
expansdo celular de linfécitos especificos, sendo que, uma vez ausente do camundongo, a

proteina deixa de cumprir seu papel na infec¢do e ocorre uma diminuigdo na populacdo de
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linfocitos T CD8". Essa ligacdo entre a proteina C3 e linfécitos T pode ocorrer de algumas
formas, uma delas é pela interacdo direta entre eles modulando a apresentacdo antigénica ou
pela interacdo com o CD46, que ird aumentar a resposta das células T CD8" e, uma vez
deletada a proteina C3, a expansao e resposta celular sera prejudicada (Suresh et al., 2003). A
regulacdo da resposta T pelo SC também se mostrou importante durante a infecgéo pelo virus
influenza, uma vez que a remocéo desse virus também foi prejudicada nos animais que nao
possuiam a proteina C3, possivelmente pela diminuicdo dos linfocitos T CD4" e T CD8". A
apresentacdo de antigenos pelas APCs para os linfocitos depende do encontro dessas células
nos orgaos linfoides secundarios e a falta do C3 causa uma diminui¢do do transporte dos
antigenos para esses 0rgaos, prejudicando a resposta inicial dos linfécitos T. A proteina em
questdo também tem influéncia na acdo desses linfocitos e a falta de C3 acomete a producao
de anticorpos IgG, importantes para resolucéo eficaz dessa infec¢do (Kopf et al., 2002). Esses
resultados corroboram com os dados encontrados neste projeto, quando observamos que 0s
camundongos deficientes de C3 apresentaram quantidades menores de linfocitos T CD4" e T
CD8* esplénicos no terceiro e sexto dia de infeccao.

Complicagdes pulmonares sdo comumente encontradas durante a leptospirose,
sendo, muitas vezes, a causa de 6bito entre os pacientes infectados (Marotto et al., 1999;
Divate et al., 2002; Segura et al., 2005). Entretanto, lesdes pulmonares ndo foram observadas
nos nossos camundongos infectados com LPF tanto deficientes de C3 quanto os selvagens,
diferentemente do observado no modelo deficiente de C5, onde a falta da proteina C5 nos
camundongos causou espessamento do septo alveolar focal ou disseminado, além de ter sido
observado um caso de hemorragia pulmonar entre esses animais (Castro, 2014). Ao
quantificarmos a LPF no pulméo dos animais, encontramos quantidades baixas de LPF no
Orgdo durante o terceiro e sexto dias de infec¢do nos animais deficientes de C3 e nos animais
selvagens sO detectamos estas bactérias no terceiro dia, indicando que a proteina C3 é
importante para a eliminag&o precoce da LPF no pulm&o. Porém, a presenca da bactéria nesse
6rgdo ndo foi suficiente para causar alteracGes histopatoldgicas dependentes da LPF em nosso
modelo experimental.

Ao analisarmos as laminas histopatoldgicas do rim dos animais, ao contrario do que
esperavamos, nao observamos lesdes ateé o sexto dia de infeccdo. A falta de lesGes pode ser
explicada pelo baixo nimero de leptospiras presentes no rim dos animais deficientes de C3 e
também nos animais selvagens durante toda a infecgdo. O rim é um 6rgdo importante na

infeccdo por leptospiras patogénicas, ja que € o local onde a mesma consegue colonizar e
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permanecer em seus hospedeiros de manutencgdo durante longos periodos (Rao, 2006; Sehgal,
2006). Semelhante resultado das analises histopatoldgicas j& havia sido observado nos animais
deficientes de C5, que também néo apresentaram lesdes renais (Castro, 2014), sendo possivel
que o sorovar utilizado em nosso laboratério precise de um tempo maior para colonizar esse
0rgdo. Baseado nessa hipdtese, analisamos cortes histolégicos do rim dos camundongos
infectados com LPF por quinze dias. Com esse tempo de infeccao, foi possivel encontrar um
processo inflamatorio, indicando uma nefrite intersticial exclusivamente no rim dos
camundongos deficientes.

As leptospiras sdo bactérias que colonizam os tibulos renais dos seus hospedeiros, s&o
eliminadas pela urina e podem ser encontradas no ambiente por longos periodos. A partir
dessa informacdo, quantificamos o numero de LPF na urina dos camundongos deficientes e
selvagens infectados com trés e seis dias. Trabalhos anteriores demonstraram em animais
C3H/HeJ que as leptospiras possuem um ciclo bifasico no hospedeiro, aparecendo
inicialmente na corrente sanguinea dos animais e, ap6s o sexto dia, comegam a ser eliminadas
na urina (Richer et al., 2015). Entretanto, apesar da excrecdo pela urina ocorrer a partir do
sexto dia de infeccdo, as leptospiras sdo capazes de colonizar o rim desses camundongos a
partir do terceiro dia de infeccdo (da Silva et al., 2012). Nossos resultados de quantificacdo de
LFP nos camundongos deficientes corroboram com os dados citados acima, os quais foram
realizados em camundongos da linhagem C3H/HeJ, os quais sdo mais susceptiveis a infec¢do
por leptospiras patogénicas. Em nossas analises encontramos uma quantidade maior de DNA
de LPF no terceiro dia de infeccdo e uma quantidade menor no sexto dia. Apesar dos
resultados observados nos camundongos deficientes de C3, os camundongos selvagens
apresentaram quantidades semelhantes de LPF na urina no terceiro e sexto dias de infeccdo,
apesar de apresentarem um nimero maior de LPF no rim ao terceiro dia de infeccdo. Devido
a falha da resposta imune em eliminar a bactéria dos 6rgaos nos primeiros dias de infeccao,
as leptospiras podem ser capazes de sobreviver e replicar nos camundongos deficientes, sendo
encontradas em maior quantidade na urina desses animais no sexto dia de infec¢do. N0ssos
dados sugerem que a LPF é capaz de colonizar esse Orgdo desses animais, porém sao
eliminadas pela urina em maior quantidade quando encontramos uma menor quantidade da

bactéria no rim.
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7 Resumo dos resultados e conclusao

O SC murino € importante para a eliminacao de leptospiras ndo patogénicas mas a

auséncia de C3 nao foi suficiente para causar 6bito ou alterar o peso corporal dos

camundongos infectados.

A infecgdo de 1,5 x 108 LPFs causou:

1.

Aumento do numero de leucocitos periféricos circulantes ocorreu no terceiro dia
de infecgdo no grupo B6.C3** e ndo no grupo B6.C3™", 0 qual s6 apresentou um
namero significativamente maior ao sexto dia de infecg&o;

Auséncia da proteina C3 causou falha na remocdao bacteriana dos érgédos-alvo
nos primeiros dias de infeccgéo;

Os camundongos B6.C37 excretaram uma quantidade maior de LPF na urina
no sexto dia de infeccdo, quando comparados com os camundongos B6.C3**;
A lesdo hepatica dos animais B6.C3*"* foi maior do que a observada nos animais
B6.C37, sendo que o primeiro grupo apresentou mais células necréticas e
mitoticas, mostrando que C3 é importante para uma resposta inflamatéria inicial
efetiva e consequentemente para a eliminacdo da bactéria;

O desenvolvimento de esplenomegalia foi distinto entre os grupos B6.C3** e
B6.C37, onde observamos que ao sexto dia os camundongos deficientes ainda
apresentam o0 bago em tamanho maior quando comparados com 0S
camundongos selvagens;

A expansdo de células do sistema imune no bago ocorreu distintamente entre as
duas linhagens:

e Oscamundongos B6.C37 ndo aumentaram o numero de células CD11b*
esplénicas durante toda a infeccéo.

e O perfil da resposta de neutréfilos esplénicos mostrou um aumento nos
camundongos B6.C3** enquanto os camundongos B6.C37
apresentaram um perfil distinto de proliferacdo destas células.

e A expansdo de linfdcitos B esplénicos foi significativamente menor nos
camundongos B6.C3”, quando comparados com os camundongos

B6.C3** durante todo periodo de infeccio.
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e Os camundongos B6.C37 apresentaram quantidades menores de
linfocitos T CD4" no terceiro e sexto dias de infeccdo, quando
comparados com os camundongos B6.C3**.

e Aexpansao de linfocitos T CD8" apresentou um perfil diferente entre as
linhagens, onde os camundongos B6.C3” apresentaram ndmeros
inferiores dessas células;

7. Os camundongos nao apresentaram lesGes renais no terceiro e sexto dia de
infeccdo e devido a isso, investigamos se em uma fase mais tarde essas lesdes
seriam visiveis. Encontramos nefrite intersticial apenas nos camundongos
deficientes de C3.

Estudos como o nosso sdo necessarios para melhor entender a patogénese da
leptospirose para que seja possivel o desenvolvimento de métodos terapéuticos mais
eficientes. Nossos resultados sdo capazes de mostrar que a proteina C3 do SC murino é
importante para a eliminacéo da LPF nos primeiros dias de infecgéo e, consequentemente uma
resolucdo mais rapida da infeccdo por meio de processos inflamatérios que sdo
potencializados pela presenca dos fragmentos da proteina C3, como a opsonizacao e posterior
fagocitose, e o recrutamento de células e mediadores inflamatdrios. A auséncia de C3 causou
uma falha nos primeiros dias da resposta inflamatdria em nosso modelo animal e na
eliminacdo da LPF e pode estar, possivelmente, causando o aparecimento de lesdes renais em
uma fase mais tardia da infeccéo.

As lesdes cronicas observadas nos rins dos camundongos deficientes de C3, nos
levam a questionar como o SC estaria atuando durante a fase mais tardia na resposta
imunoldgica adaptativa e levantando novas questfes sobre o papel da proteina C3 e seus
fragmentos na regulacdo das células envolvidas durante a resposta, além da sua importancia
durante processos infecciosos cronicos. Novos experimentos utilizando camundongos
deficientes de C3 infectados com LPF sdo necessarios para avaliar em tempos longos de
inoculacdo como esses animais respondem a infec¢do crénica em comparagdo com 0S
controles selvagens, abrindo novos caminhos para o estudo do SC na resposta contra

leptospiras patogénicas.
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