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RESUMO

SANTIESTEBAN-LORES, L.E. Andlise de polimorfismos génicos do Fator H do
Sistema Complemento e sua influéncia na susceptibilidade a leptospirose.
2021. 142 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2021.

A leptospirose é uma zoonose causada por bactérias patogénicas do género
Leptospira, constituindo um importante problema de saude publica principalmente
em paises em desenvolvimento com clima ameno e tropical e com condi¢cfes
inadequadas de saneamento basico. O sistema imune inato constitui a primeira linha
de defesa do hospedeiro na infeccdo causada por leptospiras, particularmente o
Sistema Complemento (SC). Sabe-se que leptospiras néo patogénicas morrem
rapidamente, quando incubadas in vitro com soro humano normal como fonte do SC,
enquanto as leptospiras patogénicas sobrevivem por longos periodos de tempo,
possibilitando a disseminagdo pelo hospedeiro e o estabelecimento da infeccao.
Este fato deve-se em parte a habilidade das espécies patogénicas de interagir com
proteinas reguladoras do SC como o Fator H (FH). Com o objetivo de identificar
polimorfismos génicos no FH que possam estar associados com a leptospirose ou
com as manifestacdes clinicas da doenca, neste estudo foram analisadas 184
amostras de pacientes e 162 amostras de individuos controle. Foram sequenciados
os éxons 7, 9, 21, 22 e 23 do gene CFH que codificam para os dominios SCR 5, 7,
18, 19 e 20, respectivamente; que participam da interacdo com proteinas da
superficie da Leptospira. Foram identificados 22 polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs), incluindo quatro variantes intrébnicas e quatro variantes 3’'UTR. Dentre os
polimorfismos identificados nenhum teve associacdo significativa com a leptospirose
na andlise caso-controle. Porém, na andlise de associagcdo com as manifestacées
clinicas nos pacientes com leptospirose foi observada uma associacdo significativa
da variante rs15809 C—G com a prostracdo (p=0,02032; OR 0,21; 95%CI 0,05-
0,97), enquanto a variante intronica rs34815383 T—C teve associagao significativa
com a sindrome renal (p=0,001439; OR 5,3; 95%CI 1,8-15,57). Por outro lado, as
variantes rs1061147 A—C e rs1061170 T—C tiveram associa¢ao significativa com a
febre (p=0,04611; OR 0,23; 95%CI 0,06-0,89). Além disso, as variantes rs55679475
T—C, rs55771831 G—C e rs62625015 C—G apresentaram associagao significativa
com o sintoma de dor na panturrilha (p=0,01341; OR 0,43; 95%CI 0,22-0,85). Na
andlise funcional, os polimorfismos identificados nos SCRs 7 e 18 ndo alteraram a
interacdo do FH com Leptospira interrogans, nem com a linhagem celular humana
HepG2. Este constitui 0 primeiro estudo que analisa a distribuicdo de polimorfismos
do gene CFH na populagédo brasileira e argentina. Os resultados deste trabalho
contribuem para definir marcadores genéticos de susceptibilidade a leptospirose,
possibilitando a identificacdo de populagbes em risco, assim como individuos com
maior probabilidade de desenvolver quadros mais graves dessa doenca.

Palavras-chave: Sistema Complemento. Leptospirose. Fator H. Polimorfismos
génicos.



ABSTRACT

SANTIESTEBAN-LORES, L.E. Analysis of Complement Factor H gene
polymorphisms and their influence on leptospirosis susceptibility. 2021. 142 p.
Thesis (Ph.D. thesis in Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, Sao Paulo, 2021.

Leptospirosis is a zoonosis caused by pathogenic bacteria of the genus Leptospira.
This disease is an important public health problem, especially in developing countries
with a mild, tropical climate and inadequate basic sanitation conditions. The innate
immune system constitutes the host's first line defense against leptospires,
particularly the Complement System (CS). It is known that non-pathogenic
leptospires are killed in vitro within a few minutes in the presence of normal human
serum, while pathogenic leptospires survive for long periods of time, disseminating in
the host and the establishing infection. This fact is due in part to the ability of
pathogenic species to interact with host regulatory proteins of CS such as Factor H
(FH). In order to identify genetic polymorphisms in FH associated with leptospirosis
or the clinical manifestations of the disease, 184 patient and 162 control subject
samples were analyzed. We sequenced CFH exons 7, 9, 21, 22 and 23 that code for
SCR domains 5, 7, 18, 19 and 20, respectively, which interact with leptospira surface
proteins. We identified twenty-two single nucleotide polymorphisms, including four
intronic variants and four 3'UTR variants. Among the identified polymorphisms, none
had a significant association with leptospirosis in the case-control analysis. However,
in the association analysis between polymorphisms and clinical manifestations in
infected patients, a significant association of the rs15809 C—G variant with
prostration was observed (p=0,02032; OR 0,21; 95%CI 0,05-0,97), while the intronic
variant rs34815383 T—C had a significant association with renal disorder
(p=0,001439; OR 5,3; 95%CI 1,8-15,57). On the other hand, rs1061147 A—C and
rs1061170 T—C variants had a significant association with fever (p=0,04611; OR
0,23; 95%Cl 0,06-0,89). Additionally, rs55679475 T—C, rs55771831 G—C e
rs62625015 C—G variants showed a significant association with calf pain
(p=0,01341; OR 0,43; 95%Cl 0,22-0,85). FH carrying polymorphisms in SCR
domains 7 and 18 did not interact differentially with Leptospira interrogans, nor with
the human cell line HepG2. This is the first study that analyzes the distribution of
CFH gene polymorphisms in the Brazilian and Argentinian population. The results
generated here are important to define genetic markers of susceptibility to
leptospirosis, allowing the identification of vulnerable populations, as well as
individuals with high risk to develop severe disease symptoms.

Keywords: Complement System. Leptospirose. Factor H. gene polymorphisms.
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proteinas da leptospira com dominios tipo imunoglobulinas (do inglés -
Leptospiral immunoglobulin-like proteins)
lipopolissacarideo

complexo de ataque a membrana (do inglés - membrane attack complex)
serino protease associada a MBL (do inglés - MBL associated serine protease)
teste de microaglutinacdo (do inglés - microagglutination test)

lectina ligadora de manose (do inglés - mannan-binding lectin)

proteina cofatora de membrana (do inglés - membrane cofactor protein)

mediana da intensidade de fluorescéncia (do inglés - median fluorescence
intensity)
cloreto de sédio

fosfato de s6dio monobasico

bicarbonato de sodio

razdes de chance (do inglés - odd ratio)

tampé&o fosfato salino (do inglés - phosphate buffer saline)

reacado em cadeia da polimerase (do inglés - polymerase chain reaction)
fluoreto de fenilmetanosulfonila (do inglés - phenylmethylsulfonyl fluoride)

reguladores da ativacdo do complemento (do inglés - regulators of complement
activation)
proteina amiloide sérica (do inglés - serum amyloid protein)

Sindrome da Angustia Respiratoria Aguda
Sistema Complemento
do inglés- short consensus repeat

eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sddio (do inglés -
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophorese)
polimorfismo de nucleotideo Unico (do inglés - single nucleotide polymorphism)

temperatura ambiente

sistema regulador de dois componentes (do inglés - two component regulatory
system)
receptores do tipo Toll (do inglés - toll-like receptors)

tetrametilbenzidina
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1.Introducao
1.1 A leptospirose

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias patogénicas do
género Leptospira e constitui um importante problema de saude publica.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude a incidéncia global da
leptospirose mais do que dobrou nos ultimos 15 anos: de aproximadamente
500 000 casos em 1999 subiu para pouco mais de um milhdo de casos em
2015 (COSTA et al., 2015). As principais regiées endémicas incluem o Caribe,
Sudeste Asiatico, Oceania, América do Sul e Central (HARTSKEERL et al.,
2011). A elevada incidéncia da doenca estad principalmente relacionada a
comunidades onde ndo ha condi¢cdes de saneamento apropriadas e a regifes

propicias a enchentes.

O Brasil é o pais de maior numero de casos de leptospirose notificados
anualmente na América Latina (PEREIRA et al., 2018). No Brasil, a
leptospirose € uma doenca endémica que pode se tornar epidémica em
periodos chuvosos, principalmente nas capitais e areas metropolitanas, devido
a enchentes associadas a aglomeragcdo populacional de baixa renda, as
condi¢cdes inadequadas de saneamento e a alta infestacdo de roedores
infectados. Alguns profissionais desenvolvem atividades que facilitam o contato
com as leptospiras, como trabalhadores em limpeza e desentupimento de
esgotos, garis, catadores de lixo, agricultores, veterinarios, tratadores de
animais, pescadores, militares e bombeiros, dentre outros. Contudo, a maior
parte dos casos ainda é mais frequente em pessoas que habitam ou trabalham
em locais com infraestrutura sanitaria inadequada e expostas a urina

contaminada de roedores.

Ha registros de leptospirose em todas as unidades da federacdo
brasileira, com um maior nimero de casos nas regides Sul e Sudeste. No
periodo entre 2010 a 2019 foram confirmados no Brasil 37.713 casos de
leptospirose, representando uma meédia anual de 3770 casos. O numero de
Obitos foi 3246, representando uma meédia de 324 Obitos por ano. O maior
nuamero de casos da doenca foi observado nas regides Sudeste (12.319) e Sul
(12.223), seguido pelas regides Norte (7.180), Nordeste (5.396) e Centro-Oeste
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(595) (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). No municipio de S&o Paulo, neste
mesmo periodo foram registrados 1957 casos, sendo que 264 foram a Obito
com uma taxa de letalidade média de 13,5% (VIGILANCIA EM SAUDE, 2021).
O sorogrupo de maior prevaléncia em territério brasileiro € o0
Icterohaemorrhagiae serovar Copenhageni (ROMERO; BERNARDO; YASUDA
2003; GALLOWAY:; LEVETT, 2010; MIRAGLIA et al., 2013).

As leptospiras causam infec¢des assintomaticas em seus hospedeiros
de manutencédo, nos quais colonizam os tabulos renais proximais, podendo ser
eliminadas na urina. A infeccdo em humanos ocorre pela penetracdo das
bactérias em mucosas intactas e na pele lesada. As leptospiras se disseminam
pela circulacdo sanguinea por todo o organismo, concentrando-se
principalmente no figado, nos rins e nos pulmdes (KO; GOARANT,;
PICARDEAU, 2009). A maior parte dos casos (>90%) € moderada e tem

resolucéo espontanea.

A leptospirose € uma doenca febril de inicio abrupto cujo espectro clinico
pode variar desde quadros oligossintomaticos, leves e de evolucédo benigna a
formas letais. A Sindrome de Welil, caracterizada por ictericia, insuficiéncia
renal e hemorragias € a manifestacio classica da leptospirose grave (WEIL,
1886). No entanto a sindrome de hemorragia pulmonar vem sendo reconhecida
como uma forma grave e emergente da doenca. A letalidade de formas graves
de leptospirose é aproximadamente 10% e chega a 50% quando ocorre a
sindrome de hemorragia pulmonar (GOUVEIA et al.,, 2008). As diferentes
manifestacbes da doenca podem ser explicadas pela carga bacteriana,
viruléncia da estirpe de leptospira infectante e pelo estado de saude do
paciente (PICARDEAU, 2013).

Desde a exposicdo inicial até o inicio dos sintomas transcorrem em
média entre 7 e 12 dias, mas este periodo é variavel, podendo ser tdo curto
guanto 3 dias ou tdo longo quanto um més (MORGAN et al., 2002). A doenca
segue um curso bifasico: de inicio repentino, a fase aguda ou septicémica dura
entre 4 a 7 dias e se caracteriza pela presenca de febre, calafrios, mialgia e dor
de cabeca ndo podendo ser diferenciada de outras causas de doencgas febris
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agudas. Neste periodo as leptospiras podem ser encontradas no sangue ou no
liquor cefalorraquidiano. Esta fase € seguida por um periodo de 1 a 3 dias de
defervescéncia (declinio ou cessdo da febre). Na segunda etapa da doenca
chamada de fase tardia ou fase imune as leptospiras podem ser encontradas
na urina e a producdo de anticorpos especificos pode ser detectada por
métodos sorologicos (Figura 1). Em 10 a 15% dos pacientes pode haver
evolucdo para manifestacdes clinicas mais graves que tipicamente iniciam-se
apoés a primeira semana da doenca (HAAKE; LEVETT, 2015).

Figura 1 - Natureza bifasica da leptospirose e aspectos relevantes em diferentes

estagios da doenca.
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De inicio abrupto, a leptospirose tem um periodo de incubacao variavel, sendo este, em média,
entre 2 a 20 dias. Na fase aguda da doenca, as leptospiras patogénicas sdo encontradas na
corrente sanguinea e persistem no organismo do hospedeiro infectado por cerca de 3 a 10
dias. A segunda fase inicia-se com a producdo de anticorpos especificos e eliminagdo de
leptospiras na urina com duracéo de 10 a 30 dias Soros 1 e 2 pertencem a individuos que se
encontram infectados em fase aguda; soro 3 € proveniente de paciente em fase de
convalescéncia e permite a detec¢do da resposta imune tardia; os soros 4 e 5 sdo de pacientes
em acompanhamento e podem fornecer informacdes epidemioldgicas.

Fonte: Adaptado de LEVETT (2001).
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A insuficiéncia renal aguda € considerada uma importante complicacéo
da fase tardia da leptospirose e ocorre em 16% a 40% desses pacientes
(SITPRIJA, 2006). O rim é o principal 6rgéo alvo na leptospirose devido ao
tropismo renal intrinseco desta bactéria. A leptospirose causa uma forma
peculiar de insuficiéncia renal aguda, caracterizada geralmente como néo
oligurica e hipocalémica devido a inibicdo de reabsorcéo de sédio nos tubulos
renais proximais, aumento no aporte distal de sodio e consequente perda de
potassio. Com a perda progressiva do volume intravascular, os pacientes
desenvolvem insuficiéncia renal oligurica devido a azotemia (alta concentragao
de compostos nitrogenados no sangue) pré-renal. Neste estagio, os niveis de
potassio comecam a aumentar para valores normais ou elevados. Devido a
perda continua de volume intravascular, os pacientes podem desenvolver
necrose tubular aguda e ndo responderdo a reposicao intravascular de fluidos,
necessitando de dialise para tratamento da insuficiéncia renal aguda
(SEGURO; LOMAR; ROCHA, 1990).

O comprometimento pulmonar da leptospirose manifesta-se com tosse
seca, dispneia, expectoracdo hemoptoica e, ocasionalmente, dor toracica e
cianose. A hemoptise franca denota extrema gravidade e pode ocorrer de
forma subita, levando a insuficiéncia respiratoria (Sindrome da Hemorragia
Pulmonar Aguda e Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda — SARA) e ao
Obito. Além disso, a leptospirose pode causar SARA, mesmo sem sangramento
pulmonar presente (SEGURA et al., 2005). A leptospirose pode causar outros
tipos de manifestacbes hemorragicas, frequentemente associados a
trombocitopenia. Além de sangramento nos pulmdes, os fendmenos
hemorragicos podem ocorrer na pele (petéquias, equimoses e sangramento
nos locais de venopuncao), nas conjuntivas e em outras mucosas ou 6rgaos

internos, inclusive no sistema nervoso central (WAGENAAR et al., 2010).

7

O figado é outro 6rgdo alvo afetado na leptospirose. Andlises
histopatolégicas hepaticas provenientes de casos fatais demonstram
congestionamento sinusoidal e distencdo do espaco de Disse (AREAN, 1962).
A presenca de leptospiras nos hepatécitos foi observada por

imunohistoquimica em modelos animais (MIYAHARA et al., 2014). O dano
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hepatocelular e a ruptura das jungdes inter-hepatdcitos causam ao vazamento
dos canaliculos biliares e entrada da bile nos vasos sanguineos sinusoidais.
Como consequéncia ha aumento dos niveis de bilirrubina tipico de ictericia
(MIYAHARA et al., 2014). A ictericia é considerada um sinal caracteristico e €
frequentemente usada para auxiliar no diagndéstico da leptospirose, sendo um
preditor de pior prognostico associado com a Sindrome de Weil (GANCHEVA,
2016). Em certas ocasifes o aumento dos niveis de bilirrubina ocorre em
consequéncia de anemia hemolitica, mais comum em pacientes com

deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (AVDEEVA et al., 2002).

Outras manifestacfes frequentes na forma grave da leptospirose séo:
miocardite, pancreatite (SPICHLER et al., 2007) e disturbios neurol6gicos como
confusdo, delirio, alucinagbes e sinais de irritacdo meningea. A leptospirose é

causa relativamente frequente de meningite asséptica (SILVA et al., 2002).

Na fase de convalescéncia a eliminagdo de leptospiras pela urina
(leptospiraria) pode continuar por uma semana ou, mais raramente, por varios
meses apo0s o desaparecimento dos sintomas. A ictericia desaparece
lentamente e os niveis de anticorpos especificos diminuem progressivamente,
mas, em alguns casos, permanecem elevados por varios meses (LEVETT,
2001). Uveite unilateral ou bilateral caracterizada por irite, iridociclite e
coriorretinite podem ocorrer até 18 meses apés a infeccdo, podendo persistir
por anos (RATHINAM et al., 1997; MARTINS et al., 1998).

No tratamento contra a leptospirose o uso de antibiético € amplamente
empregado. Os casos mais severos sao tratados com doses altas de penicilina
endovenosa; ja 0s casos menos graves sao tratados com antibidticos orais
como amoxicilina, ampicilina, doxiciclina e eritromicina (RICALDI; SWANCUTT;
MATTHIAS, 2013). Atualmente, ndo h& vacina licenciada contra a leptospirose
humana. No entanto, vacinas desenvolvidas a partir da preparagdo de
leptospiras mortas por formalina ou calor (bacterinas), ja foram testadas com
pouco éxito em paises como Japao (KITAOKA; INOUE, 1952; KOIZUMI;
WATANABE, 2005), Cuba (MARTINEZ et al., 2004) e China (YAN et al., 2003).
A limitada eficicia deste tipo de vacinas deriva do curto periodo de protecao
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gue oferecem. A resposta imune gerada pela bacterina ndo estimula meméria
imunolégica prolongada, precisando repetir as doses anualmente para manter
a imunidade (FAINE et al., 1999). Aléem disso, a vacina € sorovar-especifica e,
portanto, a protecdo dependera dos sorovares empregados na sua preparacao.
Assim, para aumentar a eficAcia da vacina em determinada localidade
geografica, deve-se agrupar 0s sorovares mais relevantes na regido onde

pretende ser aplicada.

A busca de antigenos vacinais amplamente conservados entre 0s
sorovares e com menos efeitos adversos é uma importante frente de pesquisa
em leptospirose. Diversos estudos relacionados com proteinas de membrana
externa de leptospira tém sido realizados, em especial com as Leptospiral
immunoglobulin-like proteins (Lig). As proteinas Lig sdo expressas em cepas
virulentas, mas ndo em culturas atenuadas de leptospiras. Além disso, essas
proteinas sdo capazes de induzir a producdo de anticorpos especificos em
pacientes e animais infectados (KOIZUMI; WATANABE, 2004), constituem até
hoje os candidatos vacinais mais promissores com altos e repodutiveis niveis
de protecdo em modelos animais (ADLER, 2015b). Particularmente a por¢ao N-
terminal da LigB quando inoculada com AI(OH)s como adjuvante conferiu
protecdo em 80-100% de hamsters previamente imunizados e depois
desafiados com leptospiras; e ainda imunidade esterilizante foi observada em
87-100% dos animais sobreviventes (CONRAD et al., 2017).

1.2 Leptospira

O género Leptospira pertence a familia Leptospiraceae e a ordem
Spirochaetales (FAINE et al., 1999). As leptospiras sdo bactérias finas e
espiraladas com extremidades em forma de gancho e elevada motilidade em
virtude da presenca de dois flagelos periplasmaticos, que atribuem a elas
movimentos de rotacdo e translacdo (LEVETT, 2001). Estas bactérias
apresentam estrutura de dupla membrana e parede celular de peptideoglicano
intimamente associada a membrana citoplasmatica. Diferente a outras
espiroquetas como Treponema e Borrelia, as leptospiras possuem
lipopolissacarideos (LPS) em sua superficie (ADLER, 2015a).
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Desde sua descricdo original em 1907 por Stimson, 0 género Leptospira
€ dividido em dois grupos com base em sua viruléncia: saproéfitas como
Leptospira biflexa e patogénicas como Leptospira interrogans (STIMSON,
1907). Décadas posteriores andlises filogenéticas revelaram que a Leptospira
pode ser dividida em trés grupos de acordo com o nivel de patogenicidade da
espécie: saprofitica, intermediaria e patogénica (PEROLAT et al., 1998). Mais
recentemente, uma andlise genémica comparativa das espécies do género
permitiu identificar genes ou caracteristicas do genoma especificos de espécies
infecciosas. Este tipo de andlise possibilitou aprofundar na evolucdo da
viruléncia destas bactérias atipicas, mas também proporcionou o refinamento
da classificacdo da Leptospira. Foi proposto um novo esquema de classificacédo
para substituir o anterior que depende de suposi¢cdes baseadas no nivel de
viruléncia. Este esquema propde reclassificar as espécies do género Leptospira
em 4 subclados, denominados P1, P2, S1 e S2, ao invés dos grupos
historicamente denominados como sapréfitos (S1 e S2), intermediarios (P2) e
patogénicoss (P1). O estudo revelou ademais que 0 género Leptospira agora
contém 64 espécies nomeadas (VINCENT et al., 2019).

Essa classificacdo genética coexiste com a classificacdo sorolégica mais
antiga, na qual antisoros sdo usados para estabelecer a relacdo antigénica
entre os isolados. O teste de adsorcdo e aglutinacdo cruzada define os
sorovares, 0s quais sao distinguidos pela heterogeneidade estrutural no
componente carboidrato do LPS da bactéria (TERPSTRA, 1992). Atualmente
mais de 300 sorovares sdo reconhecidos, porém esta lista € periodicamente
atualizada. Os sorovares antigenicamente relacionados s&o organizados por
conveniéncia em soro-grupos. Os sorogrupos séao identificados pelo teste de
microaglutinacdo (MAT, do inglés - microagglutination test) e tém como
propdsito agrupar sorovares com antigenos em comum. Nem sorovares, nem
sorogrupos sao indicativos da relagdo taxondmica entre as cepas, pois um
sorovar (definido por anticorpos direcionados contra seu antigeno
lipopolissacarideo) pode pertencer a mais de uma espécie e membros do
mesmo grupo genético ndo pertencem necessariamente a0 mesmo Sorogrupo.

7

Contudo, é importante caracterizar a distribuicdo de sorovares em diferentes
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regides para fins epidemiolégicos e vacinais (BHARTI et al., 2003; MARQUEZ
et al., 2017).

Recentemente, andlises de reconstru¢cdo de ganho e perda génica ao
longo do tempo permitiram uma melhor compreenséo sobre a evolugéo das
leptospiras. A perda de genes ancestrais, a maioria dos quais codifica
proteinas envolvidas no metabolismo e sistemas de transdugéo de sinal é uma
tendéncia predominante na evolucdo de um progenitor tipo saprofito (S1 e S2)
para intermediarios (P2) e patogénicos (P1) (PICARDEAU, 2017). As espécies
intermediarias (P2) de Leptospira sao filogeneticamente relacionadas a
espécies patogénicas (P1), mas possuem um conjunto grande e diversificado
de genes TCS (sistema regulador de dois componentes), similar aos saprofitos
(S1 e S2); um pequeno locus biossintético de LPS; ndo possuem genes
associados a viruléncia como a lipoproteina LigB e varias familias de
metaloproteinases especificas de patdgenos, que provavelmente sao

essenciais para a infeccdo em mamiferos (FOUTS et al., 2016).

1.3 Sistema Complemento

O Sistema Complemento (SC) € um componente do sistema imune inato
e adquirido formado por um conjunto de mais de 40 proteinas produzidas
principalmente no figado, que podem estar tanto livres no fluido extracelular
(ex: plasma) como associadas a superficie celular, desempenhando um papel
fundamental nos processos de defesa do hospedeiro contra infec¢des (Figura
2) (RICKLIN et al., 2010; KOLEV; LE FRIEC; KEMPER, 2014).

As proteinas do SC sao ativadas sequencialmente em cascata gerando
varios mecanismos efetores, muitos deles relacionados com a eliminacédo de
patogenos (O’HARA et al., 2001). As opsoninas C3b/iC3b e C4b ligadas
covalentemente na superficie dos microrganismos facilitam a fagocitose ao
interagirem com os receptores do SC: CR3 e CR4 presentes em neutrofilos e
macrofagos (ROSS e MEDOF, 1985). A formacdo do complexo de ataque a
membrana (MAC, do inglés- Membrane Attack Complex) sobre a membrana

dos patégenos permite sua lise e eliminacdo (BUBECK, 2014).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da ativacdo do Sistema Complemento
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O reconhecimento de superficies extranhas inicia a Via das Lectinas (VL) por meio das
proteinas de reconhecimento como MBL, ficolinas e colectinas; ou pela Via Classica (VC) onde
Clqg além de reconhecer anticorpos se liga a proteina C-reativa (CRP) e a proteina amiloide
sérica (SAP). Ap6s o reconhecimento ocorre a formacédo das C3 convertases da VC e VL que
clivam C3. O C3a gerado tem atividade inflamatdria, enquanto o fragmento C3b se deposita
nas superficies de patégenos permitindo a formacédo da C3 convertase da Via alternativa (VA)
gue cria uma alca de amplificacdo das outras vias de ativacdo. A formacao das C5 convertases
pela adicdo do fragmento C3b aos complexos C3bBb ou C4bC2a cliva C5 gerando a
anfilotoxina C5a e o fragmento C5b que inicia a montagem do complexo de ataque a
membrana (MAC). As opsoninas C3b e seus produtos de degradacdo iC3b e C3dg se ligam
aos receptores do Sistema Complemento em células do sistema imune e facilitam a aderéncia
(C3b a CR1), fagocitose (iC3b a CR3 e CR4) ou medeiam respostas imunes adaptativas (C3dg
a CR2). Os reguladores estédo senalizados em amarelo. Reguladores solUveis: inibidor de C1
(C1-INH), C4b binding protein (C4BP), Fator | (FI), Fator H (FH), inibidores de anafilotoxinas
(carboxipeptidases), além de vitronectina e clusterina que impedem a insercdo do MAC na
membrana. Os reguladores de membrana incluem CR1, MCP e DAF que desestabilizam as
convertases; e CD59 que previne a formacdo do MAC. A properdina (FP) o Unico regulador
positivo do SC, estabiliza a C3 convertase da VA.

Fonte: Adaptado de Ricklin, Barratt-Due e Mollnes (2017).

Além de suas funcBes microbicidas, o SC também tem grande
importancia nos processos inflamatorios em geral, incluindo aqueles que nao
decorrem de infeccdo (KLOS et al., 2009). Os fragmentos C3a e Cba
desencadeiam a degranulacdo de mastécitos e basdéfilos com a consequente
liberacdo de mediadores inflamatoérios que incrementam a vasodilatacdo e a
permeabilidade vascular (HAAS; van STRIJP, 2007). O SC também participa
da imunidade adaptativa ao contribuir para a eliminagdo de complexos
imunoldgicos e a geracdo de anticorpos pela célula B, assim como a inducao e
manutencdo de células B de memadria no microambiente do centro germinativo,
entre outras importantes funcdes bioldgicas (CHERUKURI; CHENG; PIERCE,
2001).

A ativagdo do SC pode ocorrer por trés vias conhecidas como Via
Classica (VC), Via das Lectinas (VL) e Via Alternativa (VA), com todas

convergindo para a formacao do MAC.

A VC é ativada principalmente pela ligacgdo do componente Clg a
anticorpos dos isotipos IgM e IgG devidamente complexados aos antigenos.
Entretanto, esta via também pode ser ativada em auséncia de anticorpos, ja
gue C1lg reconhece pentraxinas (proteina C reativa e pentraxina-3) associadas

a superficies (KISHORE et al., 2004) e padrdes moleculares associados a
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patdbgenos como o LPS (ROUMENINA et al., 2008) e porinas bacterianas
(ALBERTI et al., 1996).

A molécula de Clq é constituida por 18 cadeias polipetidicas de trés
tipos (A, B e C) que se associam em trimeros formando 6 dominios globulares
idénticos ligados a regides estruturalmente semelhantes ao colageno. A ligacdo
de pelo menos duas dessas porcdoes globulares aos anticorpos dos
imunocomplexos, ou diretamente a particulas ativadoras, causa uma
modificagdo conformacional na molécula de Cl1q, que resulta na subsequente
autoclivagem do C1r. Assim, o Clr adquire a capacidade de ativar o
componente C1s, resultando em um complexo proteico com atividade de serino
protease que cliva os componentes C4 e C2 (GABORIAUD et al., 2014). Cada
dominio globular de Cl1q carrega um ion Ca?* que mantém sua estabilidade e
regula o campo elétrico; a associacdo entre o C1q e o complexo de serino-
proteases C1r-Cls, também é dependente de calcio (ROUMENINA et al.,
2005).

Essas etapas de ativacdo levam a formacdo do complexo C4bC2a,
denominado C3 convertase da VC que cliva o componente C3 em dois
fragmentos: o C3b, uma opsonina que facilita a fagocitose do microrganismo, e
0 C3a, uma anafilatoxina (KRISHNAN et al., 2007). O C3b gerado pela acdo da
convertase pode ligar-se covalentemente nas proximidades do complexo
C4bC2a dando origem a C5 convertase (C4bC2aC3bn). Este complexo
enzimatico ira atuar sobre o componente C5, dando inicio a etapa final efetora,
gue resulta no complexo citolitico MAC (C5b6789n) comum a todas as vias de

ativacao.

A ativacdo da VL é iniciada por proteinas que se ligam a carboidratos
como a colectina ligadora de manose (MBL, do inglés - mannan- binding lectin)
e ficolinas que se ligam a compostos acetilados. A MBL reconhece também
carboidratos possuindo grupos hidroxila nas posi¢cdes 4- ou 3- localizados no
plano equatorial da estrutura de anel como glicose e L-fucose (WEIS;
DRICKAMER; HENDRICKSON, 1992) .
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Ja as ficolinas, das quais se conhecem trés em humanos: ficolina-1
(antiga M), ficolina-2 (antiga L) e ficolina-3 (antiga H), reconhecem compostos
acetilados sejam carboidratos ou nao: por exemplo, N-acetil-glicose, N-acetil-
galactose, N-acetil-glicina, N-acetil-cisteina e acetilcolina (LE et al., 1998;
KRARUP et al., 2004). As ficolinas possuem um dominio tipo fibrinogénio na
porcdo C-terminal envolvido no reconhecimento, e um dominio tipo colageno N-
terminal, presente também em Clg e MBL, que permite a sua oligomerizacao
(ICHIJO et al., 1993).

Essas lectinas, estruturalmente semelhantes a C1g, podem complexar-
se por meio de seu dominio tipo colageno a trés diferentes moléculas,
denominadas, serino proteases associadas a MBL (MASP, do inglés - MBL
associated serine protease): MASP-1, MASP-2 e MASP-3 (GABORIAUD et al.,
2007). Essas enzimas tém funcBes semelhantes as das serino proteases
C1r/Cls da VC. Em condicdes fisiologicas, a MASP-1 € necessaria para a
ativacdo da MASP-2 e ambas as proteases clivam C2, enquanto MASP-2
também pode clivar C4 (HEJA et al., 2012).

Quando a MASP-2 cliva C4 sao gerados dois fragmentos peptidicos,
C4a e C4b, do mesmo modo que na VC. Para que a ativacao do SC prossiga,
0 componente C2 devera se ligar proximo ao complexo lectina-MASP para que
a MASP-2 (ou a MASP-1) possa clivar o C2 em C2b e C2a. O fragmento C2a

permanece ligado ao C4b gerando a C3 convertase da VL.

Da mesma forma que na VC, a ligacdo covalente do C3b nas
proximidades do complexo C4bC2a origina a C5 convertase que, por sua vez,
irA atuar sobre o componente C5, clivando-o e dando inicio a formacédo do MAC
(C5b6789n).

O inicio da ativacdo da VA ocorre lenta e espontaneamente e ocorre
mesmo na auséncia de superficies ativadoras. O componente C3 é constituido
por duas cadeias polipeptidicas (a e B) ligadas entre si por pontes disulfeto. Na
cadeia alfa do componente C3 h& uma ligacdo tio-éster que pode ser

hidrolisada, do qual resulta um C3 conformacionalmente alterado, o C3(H20), e
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essa molécula assim modificada é capaz de se comportar como C3b
(PANGBURN; SCHREIBER; MULLER-EBERHARD, 1981).

Na presenca de ions Mg?*, o Fator B (FB) se associa a C3(H:20),
propiciando a clivagem do FB pelo Fator D (FD), uma serino protease que
circula no sangue na sua forma ativa. Apés a acdo desta enzima, dois
fragmentos séo formados, Ba, liberado para a fase fluida e Bb, que permanece
ligado a molécula de C3(H20) e contém o sitio catalitico (FORNERIS et al.,
2010).

Este novo complexo C3(H20)Bb é a primeira C3 convertase da VA, atua
sobre outras moléculas de C3 e gera novos fragmentos C3a e C3b. Os
fragmentos C3b associam-se ao FB, que é clivado pelo FD formando outra C3
convertase (C3bBb) mais estavel. Este complexo € estabilizado pela proteina
plasmatica reguladora properdina. Os fragmentos C3b podem ligar-se a
superficie de patégenos ou as células do hospedeiro. A ligacdo de novas
moléculas de C3b nas proximidades dessa C3 convertase da origem a C5
convertase da VA (C3bBbC3bn). Nas células do hospedeiro, a deposicéo
desses componentes € modulada por varias proteinas reguladoras presentes
no fluido e na membrana das préprias células interferindo na sua atividade
(PANGBURN; MULLER-EBERHARD, 1986).

As C5 convertases formadas pelas trés vias de ativacdo do SC atuam
sobre C5, clivando-o em dois fragmentos, sendo o menor denominado Cba,
uma anafilotoxina, que € liberado na fase fluida, e o maior chamado de C5b
gue da inicio a etapa efetora de atague a membrana, comum as trés vias de
ativacdo. O Cbb, fracamente associado a C5 convertase, liga-se ao
componente C6 e em seguida aos componentes C7, C8 e multiplas copias de
C9 sédo incorporados, formando o complexo C5bC6C7C8C9n (PODACK;
TSCHOOP; MULLER-EBERHARD, 1982). Um MAC funcional contém até 18
moléculas de C9 e forma um poro de aproximadamente 100 A que permite o
influxo de agua e saida de ions com consequente lise celular (BHAKDI et al.,
1987).
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No decorrer da ativacdo do SC sdo formados peptideos biologicamente
ativos, as anafilatoxinas C5a, C3a e C4a, oriundos da clivagem de C5, C3 e
C4, respectivamente. Esses fragmentos peptidicos tém efeitos pro-
inflamatorios além de induzirem a contracdo da musculatura lisa e aumento da
permeabilidade vascular. Estes pequenos peptideos ativam células do sistema
imune e células ndo mieloides que expressam 0s receptores acoplados a
Proteina G: C3aR e C5aR (KLOS et al., 2013). As anafilotoxinas inducem a
exploséo respiratéria em macréfagos, eosinéfilos e neutrdfilos; inducem a
desgranulacdo de baséfilos e mastocitos com a consequente liberacdo de
histamina que resulta em vasodilatacdo (RICKLIN et al., 2010). C5a também
recruta células T (NATAF et al., 1999) e células mieloides supressoras
(MARKIEWSKI et al., 2008). Embora a atividade funcional de C4a seja
discutivel ja foi observado que pode modular macréfagos e mondcitos (ZHAO
et al., 2014).

1.3.1 Regulacéo do SC

Em condic¢Ges fisioldgicas, a ativacdo do SC é eficientemente controlada
por acdes coordenadas de proteinas reguladoras tanto soluveis como ligadas

as membranas celulares.

As anafilatoxinas (C3a e C5a) sdo inativadas por uma enzima plasmética
(carboxipeptidase N) que cliva a arginina terminal nesses peptidios, gerando
C3a-desArg e C5a-desArg (MATTHEWS; MUELLER-ORTIZ; WETSEL, 2004).
Sabe-se que C3a-desArg perde a afinidade por seu receptor C3aR e, portanto,
suas funcbes inflamatérias, entretanto Cba-desArg ainda conserva
aproximadamente 10% de sua atividade inflamatéria sendo capaz de se ligar
fracamente a seu receptor C5aR (SAYAH et al., 2003).

Outros reguladores soluveis do SC tais como o inibidor de C1 (C1-INH,
do inglés - C1 inhibitor), a proteina de ligagdo a C4b (C4BP, do inglés - C4b
binding protein), o Fator H (FH), o Fator | (FI), a clusterina e a vitronectina,
restringem a acdo do SC em varios pontos da cascata de ativacdo nos fluidos

corporais.
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Além disso, as membranas das células do hospedeiro sédo protegidas
contra o ataque do SC por proteinas de superficie, tais como o receptor 1 de
complemento (CR1 ou CD35); a proteina de membrana com atividade de
cofator (MCP do inglés-membrane cofator protein) ou CD46; as proteinas Fator
de Aceleracdo do Decaimento ou DAF (do inglés-decay accelarating factor)
também chamado de CD55; e a protectina ou CD59. Estas duas Ultimas
proteinas estdo associadas a superficie celular por éancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (KIM; SONG, 2006).

O C1-INH é um inibidor de serino proteases que se liga covalentemente
a Cl1r e Cls inativando estas enzimas e levando a dissociacado do complexo C1
com a consequente liberacdo do Clq (DAVIS; LU; MEJIA, 2010). C1-INH
também se associa a Clr e Cls na forma inativa no complexo C1, retardando

assim sua ativacao espontanea (ZICCARDI, 1982).

O FI é uma serino protease plasmatica que circula na forma ativa, mas
numa conformacao inibida. A atividade catalitica da cadeia leve é inibida no
plasma pela cadeia pesada (ROVERSI et al., 2011). Em presenca de cofatores
como o FH, a cadeia pesada ¢ liberada e o FI cliva o C3b gerando um C3b
inativo (iIC3b) incapaz de se associar ao FB (DAVIS; HARRISON; LACHMANN,
1984). De forma similar C4b é inativado em presenca do cofator C4BP. Este
regulador solGvel apresenta uma conformacdo de octamero composto por 7
cadeias a e uma cadeia . Os trés primeiros dominios SCRs (do inglés-Short
Consensus Repeat) de cada cadeia a estdo envolvidos nas fungdes de cofator
e dissociacdo da convertase (BLOM et al., 1999, 2001), enquanto a cadeia 3
participa da regulacdo da cascata da coagulacdo (DAHLBACK; SMITH;
MULLER-EBERHARD, 1983).

Outros cofatores de membrana que participam da clivagem proteolitica
de C3b e C4b sao MCP (ANDREWS et al., 1985), CR1 (KLICKSTEIN et al.,
1988) e DAF (NICHOLSON-WELLER; WANG, 1994). MCP é composta de 4
dominios SCRs extracelulares e é expressa em todas as ceélulas nucleadas, ja
o CR1 contém 30 dominios extracelulares e é expresso em leucdcitos e
eritrécitos (BARILLA-LABARCA et al., 2002). CR1 é o unico cofator do FI capaz
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de continuar a clivagem proteolitica de iC3b gerando os fragmentos C3c e
C3dg. O CR1 também acelera o decaimento das C3 convertases da VC e VA
(SMITH et al., 2002).

A C3 convertase da VA pode ser também dissociada pela acdo dos
dominios SCRs 1-4 do FH com a consequente liberacdo do fragmento Bb,
entretanto o C4BP previne a formacao das C3- e C5 convertases da VC (BLOM
et al., 1999, 2001). O DAF acelera o decaimento das C3 e C5 convertases da
VA por meio da interagdo do dominio SCR 2 com o fragmento Bb com o qual
tem uma alta afinidade (HARRIS et al., 2007).

A via terminal de ativacdo do SC é fortemente regulada. A clusterina
(TSCHOPRP et al., 1993) - uma proteina plasmética multifuncional de natureza
amfifilica - e a vitronectina (PREISSNER; PODACK; MULLER-EBERHARD,
1989) - um componente da matrix extracelular - se ligam de forma
independente aos complexos soluveis C5bC6C7, C5bC6C7C8 e previnem sua
insercdo na membrana. O CD59 presente em todas as células circulantes, en
células endoteliais e em células epiteliais se liga ao complexo C5bC6C7C8 e
uma vez inserido na membrana impede a polimerizacdo de C9 (MERI et al.,

1990) e a consequente formagé&o do poro.

Assim, as proteinas do SC funcionam mediando uma série de reacdes
biolégicas, todas servindo diretamente para a defesa do organismo contra
agentes microbianos, especialmente contra os microrganismos extracelulares
e, indiretamente, contribuindo para a regulacdo de outros processos de defesa

adaptativos.

1.3.1.1 FH e a familia de proteinas relacionadas

O FH é uma das principais proteinas reguladoras da VA. Esta
glicoproteina solavel de 155 kDa é encontrada no plasma de adultos em
concentragbes que variam entre 242 - 759 ug/mL (FERREIRA DE PAULA et
al., 2003). O FH é sintetizado como uma unica cadeia polipeptidica contendo
1231 residuos de aminoéacidos, incluindo uma sequéncia lider de 18
aminoacidos. Estruturalmente, é composto apenas por 20 mddulos, ou

dominios, SCR (Figura 3). Cada SCR é constituido de, aproximadamente, 60
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aminoacidos e contém quatro cisteinas intradominio que se associam em
pontes dissulfeto (RIPOCHE et al., 1988).

Figura 3 - Estrutura da proteina Fator H, reguladora da ativacéo do SC.

C3b Centro compacto GAG
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& C3bBb, C3 convertase

O FH é composto por 20 dominios SCR; estdo indicadas as regibes de interacdo com
glicosaminoglicanos da matriz extracelular. Em roxo a regido reguladora composta pelos SCRs
1-4 que interage com a C3 convertase da VA.

Fonte: Adaptado de Morgan et al. (2011).

Os primeiros quatro dominios N-terminais regulam a amplificacdo do SC
(KUHN; ZIPFEL, 1996), ao passo que o0s outros 16 dominios contém diversos

pontos de ligacdo que controlam a efetividade funcional dos dominios iniciais.

O FH exerce sua funcao reguladora competindo com o FB pela ligacao
ao C3b e deslocando o fragmento Bb da ligacdo com o C3b, o que se traduz,
portanto, na prevencao da formacdo da C3-convertase da VA (PANGBURN;
SCHREIBER; MULLER-EBERHARD, 1977; SUANKRATAY et al.,, 1999);
acelerando a dissociacao (decaimento) dos complexos C3-convertase (C3bBb)
e Cb-convertase (C3bBbC3b); ou como cofator do FI na clivagem de C3b,
bloqueando a atividade deste fragmento, resultando na formacédo de iC3b e
C3c (Figura 4). Assim, o FH exerce um papel chave na manutencdo da
integridade tecidual e dos niveis séricos de C3. Este fenbmeno faz com que o
FH seja considerado um fator de distingdo do proprio e do nao-proprio do
organismo (MERI; PANGBURN, 1990).

O FH se liga a C3b e C3(H20), mas nédo ao C3 intacto. As mudancas de

conformacéo nos dominios TED e CUB que determinam a transicdo de C3 a
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C3b, expdem os locais de interagdo com o FH. Esta interagdo acontece por
meio de duas regides, o dominio N-terminal e o C-terminal do FH. Os primeiros
4 SCRs da regido N-terminal que concentram a atividade reguladora (WU et al.,
2009), interagem com o dominio MG do C3b. O SCR3 interage com o dominio
CUB e 0 SCR4 com o dominio TED (SCHRAMM et al., 2015), enquanto que 0s
SCRs 1-2 competem com o FB provocando sua dissociacdo de C3b. Os SCR
19-20 contém um segundo local de interacdo com C3b e podem interagir
também com C3d (KAJANDER et al., 2011; HELLWAGE et al., 2002).

Figura 4 - Eventos principais da ativagéo e regulacdo da VA.
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A regulacdo da VA ocorre pela dissociacdo da C3 convertase ou pela clivagem proteolitica de
C3b mediada pelo FIl. Na dissocia¢éo das convertases participam os reguladores de membrana
DAF e CR1 e o regulador da fase fluida FH. Na clivagem proteolitica de C3b participam como
cofatores os reguladores de membrana MCP e CR1, assim como FH.

Fonte: Adaptado de Morgan et al. (2011).

A capacidade protetora do FH quando recrutado nas superficies
celulares proprias deve-se a interagdo com  polianions como
glicosaminoglicanos (GAGs) ou grupamentos de acido sialico, raramente
presentes em patégenos. A interacdo do FH com os GAGs ocorre
fundamentalmente por meio dos SCR 6-8 e SCR 19-20 (CLARK et al., 2013).
Estas regibes do FH permitem o reconhecimento de grupos com carga
negativa na membrana como o sulfato de heparina e explicam as diferencas na
afinidade de ligacdo do FH. A diferenca na susceptibilidade a lise pelo SC

humano de hemécias de coelho e de cabra, que constitui a base dos ensaios
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hemoliticos para avaliar a ativacdo do SC reside nos niveis de expressao de
acido sialico na superficie destas células. Isso permite que o FH se ligue as
hemacias de cabra e nédo se ligue as hemacias de coelho (ROUMENINA et al.,
2014; KAZATCHKINE; FEARON; AUSTEN, 1979). Quando o FH interage com
a superficie de uma célula normal, as glicoproteinas ricas em acido sialico e
outros polissacarideos neutros ou anidénicos aumentam sua ligacdo a C3b, o FI
cliva, entdo, o fragmento C3b em iC3b. Como 0s microrganismos, em sua
maioria, ndo apresentam &cido sialico em suas superficies, o FH néo interage
com a mesma intensidade com as moléculas de C3b ali depositadas,

favorecendo a ativacdo da cascata do SC sobre suas superficies.

A familia do FH compreende um grupo de proteinas muito relacionadas
gue incluem cinco proteinas relacionadas ao FH (FHR, do inglés —Factor H
related proteins) e um produto truncado do FH (FHL-1, do inglés - Factor H-like
-1) (Figura 5 B). Os genes dos membros desta familia estdo localizados em
distintos segmentos do cromossomo 1932 dentro do cluster genético de
proteinas reguladoras do SC (RCA, do inglés — regulators of complement
activation) (MALE et al., 2000) e originaram-se provavelmente a partir do gene
CFH mediante eventos de duplicacdo em tandem (PEREZ-CABALLERO et al.,
2001) (Figura 5 A).

Cada uma das cinco proteinas FHR apresentam entre quatro a nove
dominios SCR. Os dois primeiros dominios SCR da regido N-terminal s&o
similares entre as FHR e apresentam uma alta homologia com os SCR 6 - 9 do
FH, no qual estdo envolvidos na ligacdo a superficies. Por outro lado, os SCR
da regido C-terminal também sdo homélogos entre todas as FHR e séo
similares aos SCR 19 e 20 do FH, também envolvidos na ligacdo a superficies.
Portanto, os sitios de interacdo com superficies do FH estdo presentes em
todas as FHR com diferentes graus de conservacao, isto explica a capacidade
das FHR de interagirem com a maioria dos ligantes do FH. Esta homologia
entre os SCR do FH e das FHR implica que ha similaridades nos ligantes com
0S quais interagem assim como na funcionalidade, porém nenhuma das FHR

contém regides homologas aos SCR 1-4 do FH 0 que questiona a conservacao
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da atividade reguladora das FHR (JOZSI; ZIPFEL, 2008; SKERKA; ZIPFEL,
2008).

Figura 5 - Familia do Fator H.
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Organizacdo genOmica dos genes CFH e CFHR1-5 (A). Setas em diferentes cores
representam e nomeiam os genes. Os quadrados coloridos embaixo indicam as repeticfes das
sequéncias e as linhas verticais indicam a posicdo dos éxons. Organizacao estrutural do Fator
H (FH) e da familia de proteinas relacionadas ao Fator H (CFHR) (B). Dominios SCR estao
representados por circulos e numerados a partir da regido N-terminal. SCR homdlogos estédo
alinhados, as cores similares representam SCR com elevada identidade na sequéncia de
aminoacidos entre as diferentes proteinas.

Fonte: Adaptado de JOzsi et al. (2015).

De acordo com a conservacao de seus dominios e a capacidade de
formar dimeros ou tetrdmeros no plasma as FHR séo divididas em dois grupos
principais. O grupo | inclui FHR-1(cinco dominios SCR), FHR-2 (quatro
dominios SCR) e FHR-5 (nove dominios SCR). Este grupo caracteriza-se por
uma identidade de sequéncia superior a 80% nos SCR 1 e 2 da regido N-
terminal e circulam no plasma como homodimeros, heterodimeros,
homotetrameros ou heterotetrameros (TORTAJADA et al., 2013; GOICOCHEA
DE JORGE et al., 2013). O grupo Il inclue as proteinas FHR-3 (cinco dominios
SCR) e FHR-4 (nove dominios SCR) que n&do formam dimeros.
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O FHL-1 é derivado do splicing alternativo do FH sendo idénticas estas
duas proteinas nos 7 primeiros SCRs da regido N-terminal; sua Unica diferenca
consiste em uma pequena cauda de 4 aminoacidos na regido C-terminal do
FHL-1. Portanto, o FHL-1 retém os dominios necessarios para a atividade
reguladora do SC do FH (ZIPFEL; SKERKA, 1999).

1.3.2 Patologias decorrentes de alteracdes nos genes CFH e FHR

Varios estudos mostraram que alteracdes polimérficas e delecbes no
cluster dos genes CFH e FHR, que codificam as proteinas da familia do FH,
estdo associadas com doencas como C3 glomerulopatias, sindrome hemolitica
urémica atipica (aHUS, do inglés — atypical Hemolitic Uremic Syndrome) e
degeneracdo da macula relacionada a idade, além de maior suscetibilidade a
infeccBes por certos microrganismos. Estas modificagbes podem gerar codons
de parada prematura ou alteragcfes na estrutura protéica causando bloqueio na
sintese da proteina, falha na funcao ou retardo da secrecao de FH (AULT et al.,
1997; CORDOBA; GOICOCHEA DE JORGE, 2008; ZIPFEL; SMITH; SKERKA,
2009). A deficiencia do FH tem como consequéncia uma ativacao
descontrolada da VA, provocando baixos niveis de C3 e FB no plasma e
acumulo de produtos da degradacdo de C3 devido ao seu cConsumo excessivo.
Por este motivo, pacientes com deficiéncia de FH sdo mais susceptiveis a

infeccdes recorrentes.

As C3 glomerulopatias (C3G) abrangem um amplo espectro de
distarbios renais de origem autoimune ou genética e sdo consequéncia de uma
regulacdo defeituosa do SC, particularmente da VA (ZHANG et al., 2012;
CHEN et al., 2014) que ocorre na fase fluida e ndo na superficie endotelial. Os
fragmentos de clivagem de C3 sédo liberados na corrente sanguinea e podem
ser depositados no rim (D’AGATI; BOMBACK, 2012). Na analise histol6gica se
observa um predominio de C3 no glomérulo, auséncia de imunoglobulina com
ou sem glomerulonefrite proliferativa. Baseado nas diferencas histologicas e
nos depdsitos formados, as C3G séo subdivididas em duas categorias
principais: doenca de depdsitos densos (DDD, do inglés - dense deposits
disease) e C3 glomerulonefrite (COOK; PICKERING, 2015).
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Mutacbes no gene do FH tém sido identificadas em pacientes com
diagnéstico de C3G. A maioria destas mutacfes sdo homozigoticas e
frequentemente afetam residuos de cisteina que tém um papel fundamental na
conformacao estrutural de cada dominio SCR. Em alguns casos a mutagao
esta associada com um defeito na secrecdo da proteina: a proteina mutante é
formada no citoplasma, mas o processamento no reticulo endoplasmatico e a
secrecao sdo defeituosos, como consequéncia a proteina mutante se acumula
intracelularmente. Em auséncia de FH a acdo da C3 convertase na fase fluida
€ irrestrita e sua acdo pode ainda intensificar-se se considerarmos que em 10-
17% dos pacientes as mutacdes do FH se apresentam em combinagdo com o
fator nefritico C3 (C3Nef) (SERVAIS et al., 2012), autoanticorpo que estabiliza
a C3 convertase da VA (C3bBb) e incrementa a meia vida deste complexo
(DAHA; VAN ES, 1981).

Durante a ultima década alteracbes no cluster genético das proteinas
relacionadas ao FH tém sido identificadas em pacientes com C3G ou disturbios
relacionados (GOICOCHEA DE JORGE et al.,, 2013). O elevado grau de
homologia entre os genes FHR e entre estes e 0 gene CFH faz este l6cus um
‘hot spot’ de rearranjos génicos, eventos de recombinacdo homologa nédo
alélica e juncéao de extremidades por microhomologia. Estes eventos causam
perdas de segmentos cromossémicos, duplicacdes e formacdo de proteinas
hibridas (GOICOCHEA DE JORGE et al., 2013; TORTAJADA et al., 2013) que
podem formar multimeros e competir com a atividade reguladora do FH ou em
alguns casos estabilizam a C3-convertase da VA levando ao consumo continuo
de C3 e deposicédo dos fragmentos de clivagem (MEDJERAL-THOMAS et al.,
2014a, 2014b; ZHANG et al., 2013).

A (aHUS) é definida como uma microangiopatia trombaotica onde a injaria
endotelial vascular provoca anemia hemolitica e trombocitopenia, com as
principais complicagbes se manifestando em nivel renal (BERGER, 2016).
Considerada uma doenca ultra-rara, ocorre com uma incidéncia de

aproximadamente 0,5/milh&o/ano.
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Na aHUS a patologia ou disturbio implicito é a desregulagdo da VA nas
superficies celulares do hospedeiro. Estima-se que 60% dos individuos com
aHUS tém mutacdes em genes do SC e em aproximadamente 30% dos
afetados as alteragbes ocorrem no FH (25% identificadas em casos
esporadicos e 40% em casos familiales), principalmente na regido C-terminal
(NORIS et al., 2010; FREMEAUX-BACCHI et al., 2013; MAGA et al., 2010)
(Figura 6). Por razbes pouco conhecidas a penetrancia do fendtipo €

incompleta, alguns estudos calculam ser em torno de 50%.

Figura 6 - MutagGes do FH associadas com a Sindrome Hemolitica Urémica atipica.
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Representam-se um total de 102 mutacdes de 152 reportadas na base de dados (www.fh-
hus.org). Os dominios SCR do FH estdo representados como retangulos azuis; as mutagdes
do tipo missense estdo representadas em laranja na parte superior e mutacdes do tipo indel e
frameshift estdo representadas em vermelho na parte inferior. Notar como as mutagfes
missense se agrupam principalmente em torno dos SCRs 18-20, destacado em cinza.

Fonte: Adaptado de Cantsilieris et al. (2018).

As mutacbes no FH observadas nos pacientes com aHUS afetam o
reconhecimento de acido sialico nas células endoteliais, eritrécitos e plaquetas;
deixando estas superficies desprotegidas que ficam, portanto, vulneraveis a
acao do SC (HYVARINEN; MERI; JOKIRANTA, 2016).

patogénese da doenca a interligacdo entre o SC e a cascata da coagulacao

Entretanto na

tém um papel fundamental. A geracdo de C5a pela ativacdo do SC induz a

ativagdo do Fator Tissular em células endoteliais, desencadeando um estado


http://www.fh-hus.org/
http://www.fh-hus.org/
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procoagulante no endotélio (CARSON; JOHNSON, 1990). Uma vez ativada, a
trombina cliva ndo somente fibrinogénio, mas também pode clivar C5,
potenciando a ativacdo do SC. A clivagem de C5 pela trombina pode ser
relevante para a formacdo do MAC nas células endoteliais e nas plaquetas
provocando dano endotelial e ativagdo plaquetaria (ATEFI et al., 2016). A acdo
conjunta das proteinas da coagulacdo e a agregacdo plaquetaria levam a

formacéo de microtrombos em capilares e arteriolas.

AlteragBes em outros genes do SC também tém sido associadas com a
aHUS: MCP (5-9% dos pacientes); Fl (4-8% dos pacientes); C3 (2-8% dos
pacientes) e FB (<4% dos pacientes) (NESTER et al.,, 2015). Em pacientes
onde ndo foram identificadas mutacdes em genes do SC, uma triagem genética
profunda permitiu descobrir variantes em outros genes como: trombomodulina
(DELVAEYE et al., 2009), diacil-glicerol-cinase-¢ (LEMAIRE et al., 2013), e
plasminogénio (BU et al., 2014) que participam da cascata da coagulacao,
assim como na proteina INF2 (CHALLIS et al., 2017) envolvida na
polimerizag@o da actina e cujas variantes sabe-se causam sindrome nefrotica
(BROWN et al., 2010).

Autoanticorpos dirigidos contra o FH sdo responsaveis por 6-8% dos
casos de aHUS em Europa e América do Norte. A presenca desses anticorpos
€ mais frequentemente observada, quando ha deficiéncia de CFHR-1 ou
delecdo homozigota de CFHR-3/CFHR-1 (NORIS et al.,, 2010; FREMEAUX-
BACCHI et al., 2013; MAGA et al., 2010).

1.4 Polimorfismos genéticos humanos associados com a
susceptibilidade a leptospirose

Os polimorfismos ocorrem quando dois ou mais fenotipos sabidamente
diferentes existem na mesma populacdo e podem ser definidos como
alteracdes genéticas presentes em mais de 1% da populacéo. A categoria mais
basica e mais frequente de polimorfismo € uma alteracdo pontual no genaétipo
originada a partir de uma simples troca de um nucleotideo por outro, conhecido
como polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP, do inglés - single nucleotide
polymorphism). Estas variagbes genéticas sdo resultado do processo evolutivo,
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sdo modificadas pela selecdo natural e contribuem para aumentar a
diversidade nas diferentes populacdes (DELANGHE et al., 2012). Os SNPs tém
uma estreita associacdo com algumas patologias clinicas, embora em sua

maioria o impacto na saude humana é modesto.

O grau de severidade nas manifestacbes clinicas observada na
leptospirose pode estar associado tanto com a viruléncia da bactéria como com
a genética do hospedeiro. Polimorfismos em genes relacionados com a
resposta imune foram encontrados associados a suscetibilidade a infec¢ao por
leptospira (LINGAPPA et al., 2004; FIALHO et al., 2009, ESTEVES et al., 2014;
CEDOLA et al., 2015).

Em relacdo a resposta imune inata, um estudo na populacdo argentina
sugeriu que polimorfismos de perda de funcao nos genes tirl e tlr2 podem
aumentar o risco de doenca severa (CEDOLA et al., 2015), corroborando a
importancia pelo menos do TLR2 na defesa contra Leptospira. Porém, em um
estudo na ilha Terceira em Portugal ndo foi observada associacdo de
polimorfismos no gene tlr2 e a leptospirose. (ESTEVES et al., 2014). Os
receptores tipo Toll (TLR, do inglés- toll-like receptors) constituem uma familia
de receptores que desempenham um papel fundamental no reconhecimento de
patdégenos. Dentre os 10 TLRs identificados em humanos, os TLR2 e TLR4 tém
sido os mais estudados na leptospirose. LPS de bactérias Gram-negativas é
capaz de ativar o TLR4 (MILLER; ERNST; BADER, 2005). Contudo, o LPS das
leptospiras, que é menos endotoxico que o LPS de outras bactérias Gram-
negativas, ativa macrofagos humanos pelo TLR2 (WERTS et al., 2001). J& em
camundongos, que sao resistentes a leptospirose, foi observada a ativacdo de
ambos os TLR2 e TLR4 (NAHORI et al., 2005).

A associacdo de polimorfismos no gene IL-18 com a leptospirose
apresentou resultados discordantes em dois estudos diferentes, embora
tenham sido realizados em um curto periodo de tempo em duas coortes
provenientes das ilhas Terceira e Sao Miguel do arquipélago Acores em
Portugal (ESTEVES et al., 2014; FIALHO et al., 2009). Na populacdo de S&o
Miguel, a variante rs16944 da regido promotora do gene IL-78 foi associada
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com maior suscetibilidade a infeccdo sugerindo que os niveis de expressao
desta citocina sdo importantes na resposta inflamatoria inicial contra a
leptospira (ESTEVES et al., 2014). Entretanto, esta associacdo né&o foi
observada na coorte da ilha Terceira (FIALHO et al., 2009).

Em relacdo a genes da resposta imune adaptativa, Lingappa et al.
(2004) investigaram a relevancia dos alelos HLA-DQ e HLA-DR, assim como
do gene tnf-a em um surto de leptospirose em triatletas expostos a agua
contaminada. Embora o gene tnf-a e o alelo HLA-DR ndo demonstraram
diferencas quando correlacionados as manifestacfes clinicas da doenca
(LINGAPPA et al., 2004), HLA-DQ6 foi associado com elevado risco de
desenvolver leptospirose entre os atletas que ingeriram agua contaminada.
Como esta associacdo néo foi especifica para um subtipo particular de alelos
dentro do grupo HLA-DQ6 foi proposto que proteinas da superfice da leptospira
podem agir como superantigenos, se ligando fora da fenda na molécula HLA e
interagindo com regides mais conservadas do TCR, o que resulta na ativagao e
expansdo de uma grande populacao de células T (LLEWELYN; COHEN, 2002).
Porém, no estudo realizado na ilha Terceira do arquipélago Acores, Fialho et al.
(2009), nao confirmaram associacdo entre HLA classe Il e susceptibilidade a
leptospirose. Em compensacéo foi observada uma alta frequéncia dos alelos
HLA-A *24, HLA-A *31 e HLA-B *08 nos pacientes com historico de infeccdo
por leptospiras, sugerindo uma menor capacidade destes alelos de apresentar
antigenos especificos e induzir uma resposta contra a bacteria (FIALHO et al.,
20009).

Quanto ao perfil de resposta Th1/Th2, foi observada uma associacao
significativa entre polimorfismos de ganho de funcéo nos genes IL4 e IL4RB1 e
a susceptibilidade a doenca em estudos realizados na coorte de pacientes
provenientes da ilha Terceira (FIALHO et al., 2009).

A identificacdo de fatores que conferem susceptibilidade genética a
doencas infecciosas como leptospirose ainda € um topico a ser mais bem
explorado. Certamente no futuro estes achados poderdo ser usados como
marcadores para identificar populagdes em risco.
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1.5 Mecanismos de evasao de leptospiras patogénicas ao SC

O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro
na infeccdo frente a leptospiras, particularmente o SC. Esta afirmacédo é
baseada em evidéncias experimentais que demonstram a alta letalidade de
leptospiras saprofitas, quando incubadas in vitro com soro humano normal em
um curto periodo de tempo, enquanto as leptospiras patogénicas sao capazes
de sobreviver por longos periodos (JOHNSON; MUSCHEL, 1966),
possibilitando a disseminagao pelo organismo e o estabelecimento da infeccéo.
Uma das estratégias adotadas por patdégenos para evitar a destruicdo pelo SC
€ a aquisicdo de reguladores da fase fluida; no caso de leptospiras patogénicas
tem sido demonstrada a aquisicdo das proteinas reguladoras FH e C4BP
(BARBOSA et al., 2009).

Leptospiras patogénicas interagem com o FH (MERI et al., 2005) e mais
dois membros desta familia: FHL-1 e FHR-1 (CASTIBLANCO-VALENCIA et al.,
2012). Embora as implicacdes funcionais da interacdo com estas duas ultimas
proteinas sejam ainda desconhecidas, sabe-se que o FH associado a
leptospira conserva sua funcdo reguladora, sugerindo que in Vivo,
potencialmente protegeria a bactéria da acdo do SC (MERI et al., 2005;
CASTIBLANCO-VALENCIA et al.,, 2012). A aquisicdo do FH por estirpes
patogénicas de leptospiras parece ser um mecanismo relevante na resisténcia
ao soro. Em presenca de soro depletado de FH as leptospiras tém uma
sobrevida de 40%; porém, quando o soro é reconstituido com FH purificado até
alcancar concentracdes fisioldgicas a sobrevida destas bactérias atinge 100%
(CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012).

Varias proteinas presentes na membrana externa das leptospiras tém
sido funcionalmente caracterizadas e sabe-se que algumas podem mediar
interacbes com proteinas do hospedeiro. As proteinas leptospirais com
dominios tipo imunoglobulina (LigA e LigB) apresentam multiplas funcgdes,
sendo capazes de interagir com componentes da matriz extracelular, células e
proteinas do SC in vitro. Estas proteinas contém entre 12 e 13 dominios Big

(do inglés-bacterial immunoglobulin-like), respectivamente que sdo idénticos
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nos primeiros 630 amino&cidos da regido N-terminal, ja a por¢cdo C-terminal é
varidvel com apenas 34% de identidade entre as duas proteinas. Estéo
presentes unicamente nas espécies patogénicas e sao expressas durante a
infeccdo em mamiferos (MATSUNAGA et al., 2003). Constituem até hoje os
candidatos vacinais mais promissores com altos e reprodutiveis niveis de

protecdo em modelos animais (ADLER, 2015b).

Estas proteinas se ligam ao Fator H (MERI et al., 2005) e C4BP e
conservam sua fungdo reguladora uma vez ligadas (MERI et al., 2005;
BARBOSA et al.,, 2009, 2010). Um mapeamento dos dominios do FH que
interagem com as Lig revelou que os SCRs 5 e 20 sdo importantes para tal
interacdo (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2012); e presume-se que 0os SCR
adjacentes (5-7 e 18-19) estejam também envolvidos, como observado para a
maioria das proteinas bacterianas (PARENTE et al., 2017).

As leptospiras também interagem com vitronectina, regulador da via
terminal de ativacdo do SC e esta interacdo € mediada pela proteina LcpA
presente em leptospiras patogénicas que também é capaz de se ligar a FH e
C4BP (BARBOSA et al., 2010). Com a vitronectina na superficie as leptospiras
ficam protegidas da acao litica do MAC (DA SILVA et al., 2015).

Recentemente foi demostrado in vitro a capacidade de LigA e LigB
interagirem com plasminogénio. A plasmina gerada em presenca de ativadores
especificos consegue clivar C3b e C5 prejudicando desta forma a cascata de
ativacdo do SC (CASTIBLANCO-VALENCIA et al., 2016).

Outra estratégia de evasao das leptospiras € a producdo de moléculas
gue interferem diretamente com a ativacdo do SC. Sobrenadantes de cultura
de estirpes patogénicas inibem as trés vias de ativacdo do SC mediante a
clivagem de C3, FB, C2 e C4. A protedlise deve-se a presenca de proteases no
sobrenadante do tipo metaloproteases ja que sua atividad é inibida por 1.10-
fenantrolina (FRAGA et al., 2014). As proteases secretadas por leptospiras
patogénicas clivam tanto as proteinas do SC purificadas, quanto aquelas
presentes no soro humano, indicando que este mecanismo de evasao também

pode ocorrer no contexto fisiolégico e contribuir para a viruléncia da bactéria.
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Considerando que o SC é um componente essencial da resposta imune
inata na infeccdo por leptospiras e a relevancia da aquisicdo do FH do soro
como mecanismo de evasao das leptospiras patogénicas a acdo do SC,
pretendemos avaliar a implicacédo do polimorfismo do FH em pacientes na
susceptibilidade a infeccdo por leptospiras com caracteristicas clinicas e

gravidade da doenca.
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2. Objetivos

e Avaliar a influéncia de polimorfismos no gene CFH do SC na

susceptibilidade a leptospirose e na gravidade da doenca.

= Sequenciar os éxons 7, 9, 21, 22 e 23 do gene CFH a partir de
amostras de ADN gendmico de pacientes e controles.

» Analisar a associacdo entre os polimorfismos identificados no gene
CFH e a susceptibilidade a leptospirose, assim como a severidade da

doenca.

» Avaliar a capacidade de formas polimorficas de FH de interagir com a
Leptospira, assim como com proteinas da superficie da bactéria e

células do hospedeiro.
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3. Material e métodos

3.1 Anticorpos e proteinas

A proteina FH purificada, soro humano depletado de FH, bem como os
anticorpos policlonais especificos contra FH foram obtidos comercialmente
(Complement Technology, Texas, TX, Estados Unidos).

Como anticorpos secundarios foram utilizados: anti-lgG de cabra feito
em coelho conjugado a peroxidase, anti-lgG de camundongo feito em cabra
conjugado a peroxidase (KPL, Massachusetts, MS, Estados Unidos); anti-lgG
de camundongo feito em burro conjugado a Alexa Fluor 488 (Thermo Fischer,
Massachusetts, MS, Estados Unidos).

Os anticorpos monoclonais anti-FH (OX24 e L20/3) foram adquiridos da
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Texas, Estados Unidos).

A proteina recombinante LIgAC foi fornecida pela Dra. Angela Silva

Barbosa do Laboratoério de Bacteriologia do Instituto Butantan.

3.2 Populacéo de estudo

Foram analisadas 346 amostras de ADN de pacientes e controles
negativos (Tabela 1). As amostras dos individuos argentinos foram cedidas em
colaboracdo com a Dra. Yosena Chiani do National Institute of Respiratory
Diseases (INER, Santa Fé, Argentina). As amostras de individuos brasileiros
procedentes do Ceard foram cedidas em colaboracdo com a Profa. Dra.
Elisabeth Daher e o Dr. Gdayllon Cavalcante do Departamento de Medicina
Clinica da Universidade Federal do Ceard, enquanto que as amostras
procedentes de Sao Paulo foram cedidas em colaboragdo com Thirsa Franco
do setor de Leptospirose/Dengue do Centro de Vigilancia em Zoonose da
Coordenacéo de Vigilancia em Saude do estado de S&o Paulo. Foram também
incluidos neste estudo amostras de ADN de doadores de sangue do Biobanco
do Instituto de Medicina Tropical da USP. A confirmacdo da leptospirose foi
feita pelo teste de microaglutinagdo (MAT) ou por ELISA. O protocolo do estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do ICB da
USP (N° 1405/17), assim como o Comité de Etica da Secretaria Municipal de

Saude do estado de Sao Paulo (N° 3.105.222). Paralelamente empregamos
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soros de cinco individuos saudaveis dos quais eram conhecidos o0s
polimorfismos do SCR 18 e SCR7 do FH.

Tabela 1 - Distribui¢do geogréfica e classificagdo da coorte avaliada no estudo.

Procedéncia/ Argentina Brasil Brasil (Sdo Paulo

classificagéo (2007-2011) (Ceara-2018) 2019-2020)
Pacientes com 24 22 138
sorologia positiva

para leptospirose

Individuos sem 23 9 53
sorologia positiva

para leptospirose

Doadores de - 77

Biobanco de sangue

3.3 Extrac&o de ADN

Em linhas gerais, recebemos as amostras da Argentina e parte das
amostras do Ceard com o ADN gendmico ja extraido. As amostras de
individuos procedentes do Ceara e de Sdo Paulo e as amostras de doadores
saudaveis do Biobanco foram extraidas no Laboratério de Complemento
empregando um kit comercial para extracdo de ADN genbmico (Wizard,
Promega Corporation, Estados Unidos). A pureza e concentracdo do ADN
foram avaliados em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Massachusetts, MS,
Estados Unidos) e a integridade foi analisada em gel de agarose 1% corado
com SYBRSafe (Figura 7).

Figura 7 - Andlise representativa do ADN gendmico em gel de agarose a 1%.

ADN genémico M

M: marcador de tamanho em pares de base (pb) (1kb DNA ladder, Fermentas).
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3.4 Amplificacéo dos éxons 7, 9, 21, 22 e 23 do gene CFH

Os éxons do FH codificadores dos aminoacidos que compdem os SCR 5
(264-322 aa), SCR 7 (387-446 aa), SCR 18 (1045-1104 aa), SCR 19 (1105-
1165 aa) e SCR 20 (1166-1231 aa) foram amplificados por PCR a partir de
ADN gendmico humano, empregando oligonucleotideos iniciadores especificos
(Tabela 2) e condicfes descritas nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 2- Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (‘Primers’) utilizados na
amplificac@o e sequenciamento das regides de interesse do gene CFH.

Dominio ‘Primers’ (5" —3") Tamanho do
Exon Proteico ‘Forward’ ‘Reverse’ Fragmento (pb)
7 SCR5 ATGCCATTTTGTATTATGCTAAGGA TGCTTCCAACAGCCTTACTTTG 421
9 SCR7 GAAAATCACAGGAGAAATAA GAAAAACCAAAAACTAAATA 598°
21 SCR 18 TTGCTACTCAAAATGAACACTAGG CCTGCTATACTCCCCCAAAATG 2742
22 SCR19 TCACCAGAAATCACAAAACT CCCAGCCCTAAAGAGAAAAA 473
23 SCR20 GTTTATTCAAATCAATATGATGTTTC AACCGTTAGTTTTCCAGGATTTAAT 5570

a Baseado em Pérez-Caballero et al. (2001)
b Baseado em Dragon-Durey et al. (2004)

Tabela 3 - Amplificacdo dos éxons 7, 9, 21, 22 e 23 do gene CFH por PCR.

Componente Con::neir;;[;?géo Volume Concf?:;rla(;éo
ADN Gendmico humano 100 ng 1,0 yL 2 ng/uL
Tampdo de reacdo 10X 10X 5,0 uL 1X
Cloreto de magnésio 50 mM 1,5uL 1,5mM
Primer 5’ 100 uMm 0,5 uL 1uM
Primer 3’ 100 pM 0,5puL 1uM
dNTPs 10 mM 1,0 uL 0,2 mM
Taq ADN polimerase 5 U/uL 0,5 uL 0,05 U/uL
Agua MilliQ estéril - 40 uL -

Consideramos 50 pL como volume final de reacé&o.
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Tabela 4 - Condi¢des da PCR (35 ciclos).

Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Desnaturagdo inicial 95 1 min
2. Desnaturacao (35X) 95 1 min
3. Associagao dos ‘primers’ (35X) 52-56 1 min
4. Extensao (35X) 72 1 min
5. Extenséo final 72 5 min

As bandas correspondentes aos produtos amplificados foram
visualizadas sob luz UV, apds eletroforese em gel de agarose 2% corrido a 80
V em tampao TBE (Tris 0,45 M, acido bdrico 0,44 M, EDTA 10 mM), corado
com SYBRGreen (Figura 8). Os produtos de PCR foram purificados com o
auxilio do kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification, (GE Healthcare, lllinois,
Estados Unidos), a pureza e concentracdo do ADN foram avaliados em
NanoDrop 2000.

Figura 8 - Fragmentos do gene CFH amplificados por PCR em gel de agarose a 2%.

Exon 21 Exon 22 Exon 23 Exon 7 Exon 9

2000 —

1500 —

1200 —

1000 —
800 —
700—— <— 598 pb
600 — e— 557 pb
500 — . <—473pb
400 — * <—421pb
300 — <—274pb

Exon 21 (tamanho total: 274 pb), éxon 22 (tamanho total: 473 pb), éxon 23 (tamanho total: 557
pb), éxon 7 (tamanho total: 421 pb) e éxon 9 (tamanho total: 598 pb). M: marcador de tamanho
em pares de base (pb) (100 bp DNA ladder, Thermo Fischer).

3.5 Reacéo de sequenciamento

Os produtos de PCR purificados foram usados de molde para a reacao
de sequenciamento empregando o kit BigDye Terminator v 3.1 (Applied
Biosystems, Thermo Fischer Scientific) as condi¢cdes descritas nas Tabelas 5 e
6. A reacdo de sequenciamento foi purificada com uma mistura de glicogénio
(Img/mL), acetato de sodio 3 M e etanol 96% (1: 1: 25). Foram adicionados 25
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pL desta mistura em cada tubo e incubados a -20°C por 15 min. A reagao foi
centrifugada a 2500 g durante 20 min, o sobrenadante descartado e emseguida
foram adicionados 50 uL de etanol 70%, repetindo a centrifugacédo durante 10
min. ApoOs descartar o sobrenadante, os tubos foram secados a 96 °C durante 5
min em termociclador. O produto da reacdo de sequenciamento foi enviado
para andlise no Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-
Tronco, do Instituto de Biociéncias da USP. As sequéncias obtidas foram
comparadas com dados depositados no UCSC Genome Browser e no

Emsembl Genome Browser.

Tabela 5 - Reagdo de sequenciamento.

Componente Conlcneirg;t;?c;éo Volume Concftia:&tl:a(;éo
Fragmento de PCR 30-40* ng 1,0 yL 3-4 ng/uL
Tampao de reagéo 5X 5X 1,0 yL 1X
Primer 5’ ou 3’ 20 uM 1,0 uL 2 uM
BigDye Terminator v3.1 25X 2,0 uL 1X
Agua MilliQ estéril - 5,0 uL -
Consideramos 10 pyL como volume final de reagéo
*30 ng para fragmentos < 300pb e 40 ng para fragmentos entre 300-950pb
Tabela 6 - Condic¢des da reagdo de sequenciamento (25 ciclos).
Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Desnaturacao inicial 96 1 min
2. Desnaturacédo (25X) 96 0,5 min
3. Associacgéo do oligonucleotideo molde (25X) 50 0,25 min
4. Extensao (25X) 60 4 min
5. Extenséo final 60 4 min

3.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software R v3.5.3
utilizando o pacote SNPassoc (GONZALEZ et al., 2007). As frequéncias
alélicas e genotipicas foram determinadas por contagem direta do niumero de
gendtipos individuais ou alelos e logo divididas pelo nimero de cromossomos
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para obter a frequéncia alélica ou pelo niamero de individuos para obter a
frequéncia genotipica. A andlise frequéncia dos haplétipos entre pacientes e
controles foi realizada por teste Qui-quadrado. Para avaliar associacdes de
interesse, as frequéncias genotipicas foram comparadas entre pacientes e
controles por meio de uma analise multivariada com ajuda do pacote
SNPassoc que forneceu igualmente os valores de OR e seus respectivos
valores de Cl (95%). O ajuste dos valores de OR com as variaveis “idade”,
“‘género” e “procedéncia” foi realizado empregando-se o modelo de regresséo
logistica. A identificacdo de haplo6tipos e a analise do desequilibrio de ligacéo
por pareamento entre SNPs foi realizada com ajuda do software ‘Haploview’
v4.2, determinado-se o coeficiente de desequilibrio de ligacdo (D) e o
coeficiente de correlacdo (r?). As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. As andlises foram realizadas em
colaboracdo com a Profa. Dra. Alessandra Pontillo do Laboratorio de

Imunogenética do Departamento de Imunologia (ICB-USP).

3.7 Purificacdo de FH a partir de soro humano

(Protocolo adaptado a partir do método empregado no Lab. do Dr. Isenman, Univ. de Toronto, Canada)

Foram extraidos 20 mL de sangue de individuos saudaveis portadores
de polimorfismos conhecidos no SCR 7 e 18 do FH (rs1061170, rs61822181,
rs55679475, rs55771831 e rs62625015). Apds separacao do soro, 10 mL deste
foram incubados com (PMSF-phenylmethylsulfonyl fluoride ) 1 mM por 30 min.
A preparacao resultante foi dialisada por 72 h a 4 °C, contra uma solucao
contendo 8 mM de EDTA e 10 mM de benzamidina pH=5,8; a solucdo foi
trocada por uma nova a cada 24 h. O precipitado formado (fracdo de
euglobulina) foi lavado duas vezes com a mesma solucdo de didlise por
centrifugacédo a 6870 g/ 30 min. O precipitado foi entdo solubilizado em 10 mM
de Tris, 150 mM de NaCl, 100 mM de dextrose, 100 mM de glicina e 0,01% de
azida soOdica, pH=8,5 (Tampdo A). A preparacdo foi entdo submetida a
cromatografia por filtracdo em gel em resina Superdex 200 (GE Healthcare,
lllinois, Estados Unidos), equilibrada com o Tampao A. Foi usada uma coluna
XK 16/100 (Pharmacia Chemical, Uppsala, Suécia) com 180 mL de

capacidade. Sucedeu-se um fluxo de 1 mL/min, coletando-se fragfes de 5 mL
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cada. Esta etapa de purificacdo foi desenvolvida no Laboratério do Prof. Dr.
Shaker Chuck Farah, do Departamento de Bioquimica (IQ-USP). A presenca
do FH foi identificada por SDS-PAGE seguida por Western-Blot. As fracdes
contendo FH foram misturadas e lavadas com tamp&o NaH2PO4 10 mM pH=7,2
(Tampéo B) por Centricon 30 K (Merck, Millipore, Massachusetts, Estados
Unidos) e logo aplicadas em coluna de afinidade (Sepharose 4B-CNBr ativada,
acoplada a anticorpo policlonal de cabra anti-FH humano). A resina foi
equilibrada em tampéo de ligacdo (Tampdo B). Apés adsor¢cdo da amostra, a
resina foi lavada 3 vezes com Tampéo B em volume equivalente a 5 vezes o
volume da coluna. Em seguida o FH aderido a resina foi eluido com tamp&o
glicina (0,1 M; pH=7,2). A concentracdo total de proteina das fracdes foi
avaliada pelo método colorimétrico do Acido Bicinconinico (BCA) (Pierce,
Thermo Scientific, Massachusetts, MS, Estados Unidos) e as fragdes contendo
FH foram identificadas por SDS-PAGE seguida por Western-Blot e logo

concentradas por Centricon.

3.7.1 Preparacéao daresina de Sepharose 4B-CNBr acoplada a anti-
FH

A resina Sepharose 4B ativada com CNBr foi hidratada com HCI 1mM.
Foram usados 3 g de resina (1 g de resina em po equivale a 3,5 mL de resina
hidratada e cada mL de resina hidratada tem a capacidade de se ligar
covalentemente a 5-10 mg de proteina, neste caso anticorpo anti-FH). Apds
trés ciclos de lavagem com HCI 1 mM o anticorpo anti-FH foi misturado com a
resina atingindo uma concentracao de 7,5 mg/mL e a reacao foi incubada a 4
°C durante 18 h. O anticorpo anti-FH foi previamente dissolvido em uma
solucdo de NaHCOs 0,1 M pH=8,3 com NaCl 0,5 M (Tampéao C). Esgotado o
tempo de incubacédo o excesso de sobrenadante foi removido da reacdo e a
resina foi lavada trés vezes com Tampao C por centrifugacéo a 180 x g durante
5 min. ApGs a ultima lavagem, 5 mL de tampéao Tris-HCI 0,1 M pH=8,0 foram
adicionados a resina e o material foi deixado em repouso por 2 h a temperatura
ambiente (TA). Em seguida, o excesso de tamp&o foi removido e a resina foi
equilibrada alternando o pH com duas solugdes: primeiro, tampé&o acetato de
sodio (CH3COONa) 0,1 M pH=4,0 com NaCl 0,5 M; e depois tampé&o Tris-HCI
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0,1 M pH=8,0 com NaCl 0,5 M. Apés trés ciclos de alternancia do pH,

considerou-se a resina pronta para cromatografia.

3.7.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-
PAGE)

As separac0Oes eletroforéticas foram realizadas pelo método de Laemmli
(Laemmli et al., 1970) em tampéo de corrida Tris/glicina/SDS (Tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM e SDS 0,1%, pH=8,3), sob voltagem de 120 V, a TA.

A acrilamida foi utilizada na concentracdo de 5% no gel de
empilhamento e de 10% no gel de separacdo, em espessura de 1 mm. As
amostras foram preparadas em tampao de amostra redutor 5x (Tris-HCI 50 mM
pH=6,8, azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%, p-mercaptoetanol 5%, SDS
2%) e aquecidas a 96 °C por 3 min antes da aplicacdo em gel. Para
acompanhar a corrida das amostras no gel foi aplicado marcador de massa

molecular Pageruler (Thermo Fischer).

A presenca das bandas proteicas foi detectada apds imersédo do gel em
solucdo corante (azul Coomassie R250 0,25%, acido acético glacial 10%,
etanol 45%) por 1 h sob agitacdo. O descoramento foi feito por aquecimento do
gel em solugéo aguosa em microondas até a visualizacé@o nitida das bandas de

proteinas.

3.7.3 Western-Blot

Primeiramente as amostras de proteina foram separadas em SDS-
PAGE. Finda a corrida as amostras foram transferidas do gel de poliacrilamida
para uma membrana de nitrocelulose em sistema Mini-Trans-Blot Cell (Bio-Rad
Laboratories, California, CA., Estados Unidos), por 1 h a 350 mA. Apds a
transferéncia, a membrana foi incubada por 16 h a 4 °C com PBS-T contendo
10% de leite desnatado pra bloquear sitios de ligacdo inespecificos. Os
anticorpos primarios e secundarios foram incubados sequencialmente a TA sob
agitacao e entre cada etapa de incubacéo foram realizadas trés lavagens de 5
min cada com PBS-T. As membranas foram incubadas por 1 h com anticorpo

policlonal anti-FH feito em cabra (1:5000) e seguidamente com anticorpo
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secundario anti-lgG de cabra conjugado a peroxidase (1:10000) por 1 h a TA.
Os anticorpos foram diluidos em solucdo de PBS-T contendo 5% de leite
desnatado. Apds as lavagens, foi feita a revelagdo por quimioluminescéncia
empregando o kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent (Thermo Scientific,
Massachusetts, MS, Estados Unidos).

3.8 Avaliacado da interacao das variantes polimérficas do FH
com L. interrogans

A interagdo das variantes do FH contendo polimorfismos no SCR 18
com L. Interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm foi analisada por
citometria de fluxo e a interacdo com proteinas da superficie da leptospira foi
avaliada por ELISA. A estirpe de leptospiras usada neste traballho (L.
interrogans sorovar Kennewicki estirpe Fromm) foi cedida pelo Prof. Dr. Marcos
Bryan Heinemann do Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo

3.8.1 Citometria de fluxo

Culturas de 2,5 x108 bactérias de L. interrogans sorovar Kennewicki,
estirpe Fromm, foram incubadas por 1 h a 37 °C com soro humano de
individuos contendo variantes polimorficas no SCR 18 do FH, em diferentes
concentragbes (5, 10 ou 20%) ou com FH purificado do soro em duas
concentragcdes (1 ou 5 pg) ou com PBS como controle negativo, tudo no
volume final de 500 uL. Apds incubacdo, as bactérias foram lavadas trés vezes
com PBS e logo ressuspendidas em 50 yL de solucdo anti-FH [monoclonal
(2:50) ou policlonal (1:200)], em PBS 1% BSA e incubadas 1 h a TA. Apés duas
novas lavagens, as bactérias foram incubadas por mais 1 h a 4 °C com [anti-
IgG de cabra conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1:200) ou anti-
IgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (1:200)] em PBS contendo
1% BSA. ApOs trés lavagens, as bactérias foram fixadas com paraformaldeido
2% por 20 min a TA e logo ressuspendidas em PBS no volume final de 200 yL
para analise por citometria de fluxo no FACSCanto Il (BD Biosciences),
Software FACSDiva. Os histogramas em sobreposi¢éo representam a deteccéo

da fluorescéncia emitida pelo fluorocromo FITC ou A488. Como controle
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negativo, as bactérias foram incubadas apenas com 0s anticorpos primarios e
secundarios com a finalidade de detectar a fluorescéncia emitida pela ligacéo
inespecifica destes anticorpos diretamente na bactéria, na auséncia de soro; ou
com um soro humano comercial depletado de FH (Complement Technology)
seguido pela incubagdo com os anticorpos. As andlises dos arquivos adquiridos
foram realizadas com o sofware FlowJo, em colaboracdo com a Profa. Dra.
Denise Morais da Fonseca do Laboratorio de Imunologia de Mucosas do

Departamento de Imunologia (ICB-USP).

3.8.2 ELISA

A proteina recombinante de Leptospira LIigAC (5 pg/mL), diluida em
PBS foi imobilizada em placas de 96 pocos (Costar 3590 High Binding, Corning
Inc.), aplicando 100 pL/pogo. Foram realizadas trés lavagens com PBS-T entre
cada etapa. Os sitios ndo especificos de ligacdo foram bloqueados usando
BSA 3% por 2 h a 37 °C. ApGs bloqueio, as proteinas foram incubadas por 1 h
a 37 °C com (0,75-2,5 ug) de FH contendo ou ndo as variantes polimoérficas,
purificado a partir de soro de individuos saudaveis. Apos lavagem, se seguiu
um segundo bloqueio por 1 h, logo os pogos foram incubados com anticorpo
monoclonal anti-FH humano (1:500) feito em camundongo diluido em PBS-T
1% BSA por 1 h a 37 °C. Apoés este periodo, o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase foi adicionado na diluicdo de 1:3000 em
PBS-T 1% BSA e incubado por 1 h a 37 °C. A revelacgéo foi feita com solucéo
de revelacdo OptEIA contendo tetrametilbenzidina (TMB) (BD Biosciences) e
interrompida com a adi¢éo de 50 pL de H2SOa4 4 N. A leitura da absorbancia foi
feita a 450 nm em leitor de microplacas (Labsystems Uniscience, Multiskan
EX).

3.9 Avaliacédo da interacdo das variantes polimérficas do FH
com células HepG2 por citometria de fluxo.

Uma suspensdo celular da linhagem de células hepaticas humanas
HepG2 contendo 1x10° células foi incubada a 37 °C durante 1 h com 5 ug de
FH purificado do soro individuos saudaveis portadores de polimorfismos

conhecidos no SCR 7 e 18. Como controle negativo as células foram incubadas
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com PBS, em volume final de 500 pyL. ApdOs incubacdo, as células foram
lavadas trés vezes com PBS e logo ressuspendidas em 50 uL de solucéo anti-
FH monoclonal (1:50) , em PBS 1% BSA e incubadas 1 h a TA. Apés trés
novas lavagens, as células foram incubadas por mais 1 h a 4°C com anti-IgG
de camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (1:200) em PBS contendo 1%
BSA. Apos trés lavagens, as células foram fixadas com paraformaldeido 2%
por 20 min a TA e logo ressuspendidas em PBS no volume final de 200 pL para
andlise por citometria de fluxo no FACSCanto Il (BD Biosciences), Software
FACSDiva. As analises dos arquivos adquiridos foram realizadas com o
sofware FlowJo. Trés experimentos independentes foram realizados. Para
determinar diferencas significativas na interacdo do FH (com ou sem as
variantes polimorficas) e as células HepG2 foi realizada uma andlise de
variancia (ANOVA) fator unico, seguido pelo teste de Tukey, adotando-se como
nivel de significancia p<0,05. A linhagem de células hepaticas humanas
(HepG2) foi cedida pela Profa. Dra. Claudimara Ferini Pacicco Lofti do
Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da
Universidade de S&o Paulo.

3.10 Avaliacéo da atividade de cofator de FH ligado nas células
HepG2 por Western-Blot

A atividade de cofator do FH ligado as células HepG2 foi avaliada pela
clivagem de C3b pelo FI. Uma suspenséo celular contendo 1x108 células foi
incubada a 37 °C durante 1 h com 1 pg de FH purificado do soro individuos
saudaveis portadores de polimorfismos conhecidos no SCR 7 e 18. Como
controle negativo as células foram incubadas com PBS, em volume final de 500
ML. Apés seis lavagens, foram adicionados 500 ng de C3b e 250 ng de FlI
(Complement Technology, Inc) em um volume final de 100 yL de PBS. A
reacdo de clivagem foi incubada a 37 °C por 45 min. Como controle positivo da
clivagem 500 ng de C3b, 500 ng de FH e 250 ng de FI foram incubados nas

mesmas condicoes.

Apoés incubacdo, as amostras foram coletadas e analisadas por SDS-

PAGE 10% em condicfes redutoras com o objetivo de observar a clivagem de
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C3b. As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e sitios
nao especificos de ligacdo foram bloqueados usando 10% de leite desnatado
em PBS-T por 18 h a 4 °C. Em seguida, as membranas foram lavadas trés
vezes com PBS-T e os fragmentos gerados apds clivagem pelo FI foram
detectados com anticorpo policlonal anti-C3 feito em cabra (Complement
Technology, Inc) na diluicdo 1:5000. Subsequentemente, as membranas foram
lavadas com PBS-T e incubadas por 60 min a TA com anti-lgG de cabra
conjugado com peroxidase (KPL) na diluicdo 1:10000. Ambos os anticorpos
foram detectados por quimioluminescéncia empregando o kit SuperSignal West

Pico Chemiluminescent (Thermo Scientific).



-62 -

4. Resultados

4.1 Resultados do sequenciamento dos éxons 7, 9, 21, 22 e 23
do gene CFH

O gene CFH localiza-se no cromossomo 1, onde os éxons 7 e 9
encontram-se entre as posicoes 196685064 — 196690239 do ADN gendmico e
codificam os SCRs 5 e 7. (Figura 8). Para o éxon 7 foram sequenciadas 305
amostras divididas entre: 170 amostras de pacientes com leptospirose
confirmada (MAT positivo ou ELISA) e 135 amostras controle (MAT negativo),
enguanto para o éxon 9 foram sequenciadas 307 amostras: 172 amostras de
pacientes e 135 amostras controles. Os éxons 21, 22 e 23 estdo entre as
posicdes 196743451 — 196747504 do ADN gendmico e codificam os SCRs 18,
19 e 20, respectivamente. Para o éxon 21 foram sequenciadas, no total, 342
amostras de ADN, 182 amostras de pacientes e 160 amostras controles. Em
relacdo ao éxon 22 que codifica o0 SCR 19, foram analisadas 336 amostras
correspondendo a 179 pacientes e 157 controles. Para 0 éxon 23 que codifica
0 SCR 20 tém sido analisadas 313 amostras, sendo 171 pacientes e 142

controles.

As caracteristicas dos pacientes participantes do estudo estdo descritas
na Tabela 7. O niumero de pacientes do sexo masculino é quatro vezes maior
gue o feminino e a idade média dos pacientes € 39 anos. No momento da
infeccdo a maioria dos pacientes apresentou sintomas similares a gripe: febre
(90,7%), mialgia (87,4%) e cefaleia (65%). A ictericia também foi um sintoma
bastante comum (57,4%), enquanto distlrbios mais graves, acometendo o rim

e os pulmdes foram menos frequentes.
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Tabela 7 - Caracterizacdo demografica e clinica dos pacientes com leptospirose
participantes do estudo.

Participantes

Parametro
n=184 [n(%)]

Idade
Média 38,9 (£15,4)
Faixa Etaria 18-84
Sexo
Feminino 36 (19,6)
Masculino 148 (80,4)
Procedéncia
Argentina 24 (13)
Brasil (Ceara) 22 (12)
Brasil (Sao Paulo) 138 (75)
Dados Clinicos
Febre 166 (90,7)
Ictericia 105 (57,4)
Mialgia 160 (87,4)
Cefaleia 119 (65)
Sindrome renal ! 63 (34,4)
Sindrome respiratoria 2 8 (4,4)
Sindrome hemorragica 3 28 (15,3)
Vémito 104 (56,5)
Diarreia 66 (35,9)
Prostracao 62 (33,7)
Sufusao conjuntival 19 (10,3)
Coldria 13 (7)
Dor panturrilha 97 (52,7)

1Sindrome renal: oligoandria/ oliguria, niveis elevados de creatinina, e necessidade de dialise.

2 Sindrome respiratéria: tosse, dispneia, taquipneia, necessidade de ventilagdo mecanica.

3 Sindrome hemorragica: plaquetopenia, hemoptise, metrorragia, melena, gengivorragia, epistaxe e
hemorragia pulmonar.

Critérios definidos com ajuda da Dra. Ana Catarina Lunz Macedo, nefrologista pediatrica, e do Dr. Amaro
Nunes Neto, patologista.

Na coorte, foram identificados sete polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) no éxon 21; dois no éxon 22; e trés no éxon 23; todos herdados em
padrdo de heterozigose; enquanto que nos éxons 7 e 9 foi identificado um SNP

em cada, tanto em heterozigose como em homozigose (Tabela 8, Figura 9).
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Figura 9 - Representacdo esquemdtica da estrutura do gene CFH com ampliacéo dos éxons sequenciados neste estudo.
rs1061147 rs1061170

- rs513699

rs36082199

Exon 9 (SCR 7)

————

<——Cen Tel ——>

rs35007611 — TS rs34815383

Exon 21 (SCR 18) Exon 22 (SCR 19) Exon 23 (SCR 20)

rs463726

rs61822181 rs62625015 rs409953 rs15809 rs7772067000 rs460897 > rsago1ga 376577830 | rs35742764
1535274867~ rs459598
P N rs1485416677
rs55679475 rs557731
rs35343172

O gene compreende 23 éxons que se extendem ao longo de 94kb. Cada dominio SCR do FH é codificado por um Unico éxon, exceto o SCR 2 que € codificado pelos éxons
3 e 4. O éxon 10 nao contribui para o transcrito do FH, mas contribui para o transcrito alternativo da molécula FHL-1. Na ampliagéo dos éxons 7, 9, 21, 22 e 23 as linhas
vermelhas representam as posigdes dos SNPs identificados. O segmento verde no éxon 23 representa a 3'UTR. Cen: centrébmero, Tel: teldomero, 3'UTR: regido 3’ ndo

traduzida.
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Tabela 8 - Distribuicdo alélica e genotipica em pacientes e controles dos SNPs identificados nos éxons 7, 9, 21, 22 e 23 do gene CFH.

Efeito o Frequéncia Associacao com
SNP funcional Localizgdo Alel/Gen Pacientes [%(n)]? Controles [%(n)]° doencgas
32,0 (109) 30,7 (83)
C 68,0 (231) 69,3 (187)
rs1061147 A307A (SCYR 5) AA 10,0 (17) 10,4 (14) -
AC 44,1 (75) 40,7 (55)
CcC 45,9 (78) 48,9 (66)
T 69,8 (240) 68,5 (185)
9 c 30,2 (104) 31,5 (85) ARMD (Zareparsi et al.,
rs1061170 Y402H TT 50,0 (86) 48,2 (65) 2005 ; Contreras et al.,
(SCRT) TC 39,5 (68) 40,7 (55) 2014)
cC 10,5 (18) 11,1 (15)
C 55,2 (201) 52,8 (169)
T 44,8 (163) 47,2 (151)
rs61822181 T1046T cc 10,4 (19) 5,6 (9) -
CT 89,6 (163) 94,4 (151)
A 98,6 (359) 98,7 (316) aHUS (Neumann et al.,
T 1,4 (5) 13 (4) 2003), ARMD (Contreras
(s35274867 N1050Y et al., 2014), T2D-ESKD
AA 97,3 (177) 97,5 (156) (Bonomo et al., 2014),
AT 2,7 (5) 2,5 (4) MPE (McCormack et al.,
2018)
T 74,5 (271) 74,4 (238)
rs55679475 Y1058H C 25,5 (93) 25,6 (82) -
T 48,9 (89) 48,7 (78)

Continua
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i Frequéncia 203
SNP Efeﬁo Localizagéo Alel/Gen - a Associacdo com
funcional Pacientes [%(n)]? Controles [%(n)]° doencas
TC 51,1 (93) 51,3 (82)
T 97,3 (354) 98,1 (314)
C 2,7 (10 1,9 (6
($35343172 11059T 21 (10) ®) :
(SCR 18) TT 94,5 (172) 96,3 (154)
TC 5,5 (10) 3,7 (6)
G 74,5 (271) 74,4 (238)
C 25,5 (93 25,6 (82
(s55771831 V1060L (93) (82) ARMD (Contreras et al.,
GG 48,9 (89) 48,7 (78) 2014)
GC 51,1 (93) 51,3 (82)
C 75,8 (276) 76,9 (246)
aHUS (Richards et al.,
G 24,2 (88) 23,1 (74) 2001;&eumannetaL
r$62625015 Q1076E cc 51,6 (94) 53,8 (86) 2003) , ARMD (Contreras
CG 48,4 (88) 46,2 (74) etal., 2014)
G 78,3 (285) 78,1 (250)
409953 T1097T A 2L7(79) 219(70)
IS -
GG 56,6 (103) 56,2 (90)
GA 43,4 (79) 43,8 (70)
C 95,8 (343) 97,5 (306)
G 4,2 (15) 2,5(8)
rs15809 Q1143E
22 cc 91,6 (164) 95,0 (149)
(SCR 19) CG 8,4 (15) 5,0 (8)
C 100 (358) 99,7 (313)
rs777206700 H1165Y
T 0 (0) 0,3(1)

Continua
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i Frequéncia iacs
SNP Efglto Localizagéo Alel/Gen - a Associacdo com
funcional Pacientes [%(n)]? Controles [%(n)]° doencas
cC 100 (179) 99,4 (156)
CT 0 (0) 0,6 (1)
G 99,7 (341) 100 (142)
C 0,3 (1) 0 (0)
rs1485416677 C1167R GG 99,4 (170) 100 (142)
GC 0,6(1) 0 (0)
C 99,7 (341) 100 (142)
T 0.3 (1 0(0 aHUS (Richards et al.,
rS460897 S1191L W © 2001 ; Rodriguez de
cc 99,4 (170) 100 (142) Cordoba et al., 2004 ;
23 Heinen et al., 2006)
(SCR 20) CT 0,6(1) 0 (0)
T 99,7 (341) 100 (142) aHUS ( Pérez-Caballero et
C 0,6 (1) 0 (0) al., 2001; Richards etal.,
rs460184 V1197A 2001; Rodriguez de
TT 99,4 (170) 100 (142) Cérdoba et al., 2004 ;
TC 0,6(1) 0 (0) Heinen et al., 2006)

an=170 para éxon 7, n=172 para éxon 9, n=182 para éxon 21, n=179 para éxon 22, n=171 para éxon 23
bn=135 para éxon 7, n=135 para éxon 9, n=160 para éxon 21, n=157 para éxon 22, n=142 para éxon 23

aHUS: Sindrome Hemolitica Urémica atipica
ARMD: Degeneragdo da Macula Relacionada a Idade

T2D-ESKD: Doencga Renal em Estagio Terminal associada a Diabetes tipo 2

MPE: Exantema Maculopapular

Concluséo
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Na Tabela 8 estédo listados os SNPs identificados e as consequéncias,
assim como a distribuicdo dos respectivos alelos/gendtipos no grupo de
pacientes e controles. Com execdo das variantes rs513699, rs61822181,
rs55679475, rs55771831, rs62625015 e rs409953, a distribuicdo dos SNPs
restantes na coorte analisada resultou em equilibrio de Hardy-Weinberg
(APENDICE A).

Figura 10 - Eletroferograma representativo do sequenciamento de ADN mostrando os
gendtipos dos SNPs encontrados nos éxons 7 e 9 do gene CFH.

A rs1061147 (A>C) B rs1061170 (T>C)
220 290
C AAAT Y AT 6@

A G C A A AAT

220 290
- A AAT C€C AT G G

l
IIP lln| .l.l lllhlll "".". i
Ijl \. , / .]llluf/ I||I],I|" l'l. A{;‘ﬂ \ 'EE' HI||I‘/\ /\

——

Gendétipos A/A, A/IC e C/C do rs1061147 no éxon 7 (A) e os genétipos T/T, T/IC e C/C do
rs1061170 no éxon 9 (B).

De forma similar, a frequéncia dos SNPs identificados neste estudo,
exceto as variantes rs61822181, rs55679475, rs55771831, rs62625015 e
rs409953, esta de acordo com as frequéncias esperadas em bancos de dados
publicos (1000

Genome, Ensembl).



Figura 11 - Eletroferograma representativo do sequenciamento de ADN mostrando os genétipos dos SNPs encontrados nos éxons 21, 22 e 23 do gene CFH.
rs35274867 (A>T) rs55771831 (G>C) e rs55679475 (T>C) rs35343172 (T>C) rs62625015 (C>G)

170 140 150 150 100
G G AT WECAC CAC|IIARCAKASTATATRATGC CACTRTATAA CA T T §$ ATAATC

lﬂ\ /\M\/\( i

X

rs15809 (C/A/G) rs7772067000 (C>T)
200 270
AGTTT AT ACIPTTAY 6TAAIM
rs1485416677 (T>C) rs460897 (C>T) e rs460184 (T<C)

) 200 210 220
T CC G Y G TG T||TTY GAGAACAGG GTG GAATT CAGTYTG

l

|
] AA L AV VY _ VN

Estéo representadas unicamente as variantes ‘missense’. Painel superior: SNPs do éxon 21. Painel do meio: SNPs do éxon 22. Painel inferior: SNPs do éxon 23.
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A Figura 10 mostra o eletroferograma do sequenciamento com as
variantes identificadas nos éxons 7 e 9; enquanto a Figura 11 mostra as

variantes ‘missense’ identificadas nos éxons 21, 22 e 23 do FH.

O SNP identificado no exon 7 (rs1061147) e dois SNPs identificados no
éxon 21 sdo variantes sinbnimas (rs61822181 e rs409953), ou seja, nao
alteram a sequéncia de aminoacidos. O alelo polimérfico (C) do rs 1061147
apresentou maior frequéncia do que o alelo selvagem (A) em pacientes
(67,6%) e controles (69,5%). Da mesma forma o alelo polimorfico (T) do
rs61822181 apresentou maior frequéncia do que o alelo selvagem (C) em
pacientes (89,2%) e controles (94,4%).

Nas regides intrbnicas abrangidas pelos ‘primers’ foram identificados
guatro SNPs, assim como na regiao 3’UTR onde foi possivel identificar quatro

variantes (Tabela 9, Figura 8).

As quatro variantes encontradas na 3'UTR apresentaram uma baixa
frequéncia entre o0s pacientes, ja as variantes intrbnicas rs35097611,
rs34815383 e rs513699 tiveram uma maior representatividade em pacientes e

controles.
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Tabela 9 - Distribuigao alélica e genotipica em pacientes e controles dos SNPs identificados nas regides intrdnicas e na regido 3’'UTR do
gene CFH analisadas neste estudo.

Frequéncia genotipica

SNP Localizacéo Alel/Gen ]
Pacientes [%(n)]? Controles [%(n)]°
C 97,6 (332) 98,5 (266)
T 2,4 (8) 1,5 (4)
rs35097611 Intron 7-8
CcC 95,3 (162) 97,0 (131)
CT 4,7 (8) 3,0 (4)
T 94,2 (324) 97,4 (263)
C 5,8 (20) 2,6 (7)
rs34815383 Intron 8-9
TT 88,4 (152) 94,8 (128)
TC 11,6 (20) 5,2 (7)
T 62,4 (227) 59,7 (191)
37,6 (137) 40,3 (129)
rs513699 Intron 20-21
TT 24,7 (45) 19,4 (31)
TC 75,3 (137) 80,6 (129)
T 100 (358) 99,7 (313)
0 (0) 0,3(1)
rs36082199 Intron 21-22
TT 100 (179) 99,4 (156)
TC 0 (0) 0,6 (1)
G 99,7 (341) 100 (284)
A 0,3 (1 0(0
rs463726 @) ©)
GG 99,4 (170) 100 (142)

Continua
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Frequéncia genotipica

SNP Localizagéo Alel/Gen -
Pacientes [%(n)]? Controles [%(n)]°
GA 0,6(1) 0(0)
G 99,7 (341) 100 (142)
C 0,3 (1) 0(0)
rs376577830
GG 99,4 (170) 100 (142)
3UTR GC 0,6(1) 0(0)
C 99,7 (341) 100 (142)
T 0,3 (1) 0(0)
rs459598
cC 99,4 (170) 100 (142)
CT 0,6(1) 0 (0)
T 99,4 (340) 99,3 (282)
C 0,6 (2) 0,7 (2)
rs35742764
TT 98,8 (169) 98,6 (140)
TC 1,2 (2) 1,4 (2)

an=170 para éxon 7, n=172 para éxon 9, n=182 para éxon 21, n=179 para éxon 22, n=171 para éxon 23

bn=135 para éxon 7, n=135 para éxon 9, n=160 para éxon 21, n=157 para éxon 22, n=142 para éxon 23

Concluséao
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A andlise de desequilibrio de ligacdo (LD) mostrou que os SNPs
rs61822181, rs55679475 e rs55771831, rs62625015 e rs409953 estdo em forte
LD (Figura 12) (APENDICE B), e se combinam para formar cinco haploétipos
principais:

a) haplotipo 1: CTGCG;
b) haplétipo 2: TTGCG;
c) haplotipo 3: TCCGA,;
d) haplétipo 4: TCCGG;
e) haplotipo 5: TCCCA.

Figura 12 - Analise do desequilibrio de ligacéo entre os SNPs identificados no estudo,
definido por Haploview.
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Os numeros na figura indicam o valor de r2. Valores de r2 = 1 (losango preto), indicam
probabilidade mais alta de dois SNPs estarem em desequilibrio de ligagdo. Tons de cinza
correspondem com valores 0 <r2 <1. Losango branco significa auséncia de correlagdo (r2 = 0).
Os cinco SNPs que formam o hapl6tipo estédo destacados no bloco 1.
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4.2 Associacao entre SNPs no gene CFH e a susceptibilidade a

infeccao por leptospira

Realizamos uma analise multivariada da distribuicdo dos SNPs
identificados comparando casos e controles e incluindo como variaveis de
correcdo no modelo geral linear (GLM): idade e género e procedéncia. Na
Tabela 10 sdo reportados os resultados da analise em forma resumida.
Resultados mais detalhados em apéndices (APENDICE C).

Tabela 10 - Modelos de associa¢édo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com
leptospirose comparado com os controles.

SNP Valor p Valor p* OR (95% CI)

rs1061147 0,83700 0,48284 0,70 (0,33-1,51)
rs35097611 0,43107 0,66641 1,56 (0,19-13,18)
rs34815383 0,04247 0,44179 1,62 (0,45-5,87)
rs1061170 0,94671 0,47819 0,71 (0,33-1,52)

rs513699 0,23370 0,45291 0,71 (0,29-1,77)
rs61822181 0,10072 0,14861 0,36 (0,08-1,68)
rs35274867 0,88653 0,55549 0,59 (0,11-3,2)
rs55679475 0,97775 0,83919 0,93 (0,45-1,92)
rs35343172 0,44285 0,43515 2,14 (0,26-17,55)
rs55771831 0,97775 0,83919 0,93 (0,45-1,92)
rs62625015 0,69770 0,89508 1,05 (0,51-2,17)

rs409953 0,94905 0,57708 1,24 (0,58-2,63)

rs15809 0,22978 0,44508 1,76 (0,38-8,19)

* valores p ajustados para as variaveis de corregao “Idade”, “Género” e “Procedéncia”
Estdo representados os valores p de acordo com o modelo de associa¢cdo codominante

As analises de correlacdo ndo revelaram diferencas significativas
(p>0,05) na frequéncia genotipica entre os grupos de pacientes e de controles
para os SNPs identificados no gene CFH (Tabela 10). Porém, vale ressaltar

gue a variante rs34815383 teve uma maior frequéncia entre os pacientes,
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tendo um valor p<0,05 antes da corre¢éo pelas variaveis de ajuste (p=0,04247

e p=0,54259, respectivamente).

Da mesma forma os cinco hapl6tipos identificados tiveram uma
distribuicdo similar entre pacientes e controles, portanto n&o tiveram
associacao significativa com a leptospirose (Tabela 11).

Tabela 11 - Frequéncia dos haplétipos identificados no gene CFH em amostras de pacientes e
controles analisadas no estudo.

No do SNPs* Frequéncia (%) .
Haplotipo valor p
6 8 10 11 12 Casos (n=184) Controles (n=162)
1 C T G C G 54,9 52,7 0,5774
2 T T G C G 19,3 21,6 0,4511
3 T C C G A 20,5 19,6 0,7662
4 T C C G G 3.3 3.4 0,9188
5 T C C cC A 0,5 2,2 0,0607

* Em negrito e italico esta representado o alelo polimérfico de cada SNP. SNP6=rs61822181,
SNP8=rs55679475, SNP10=rs55771831, SNP11=rs62625015, SNP12=rs409953
& Teste Qui-quadrado (p<0,05).

Esses resultados sugerem que os polimorfismos identificados no gene
CFH nao afetam de modo significativo a susceptibilidade a infecgdo por

leptospira, pelo menos na coorte analisada neste estudo.

4.3 Associacéao entre SNPs no gene CFH e as manifestacdes
clinicas da leptospirose.

Em seguida, foi realizada uma analise de associacdo entre os SNPs
encontrados e as manifestacbes clinicas nos pacientes com leptospirose,
considerando como variaveis principais na analise multivariada: febre, ictericia,
mialgia, cefaleia, sindrome renal, sindrome respiratéria e sindrome
hemorragica, vomito, diarréia, prostracdo, sufusdo conjuntival e dor na

panturrilha.

Na Tabela 12 sdo apresentados os principais resultados da analise
multivariada realizada (detalhes em APENDICES D - O). Nesta analise também

foram incluidas as variaveis de correcdo: idade, género e procedéncia.
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A partir da andlise de variaveis para multiplos SNPs foi observada uma
associacdo quase significativa da variante rs15809 com a ictericia, uma vez
gue o p<0,05 antes e depois do ajuste pelas variaveis de correcédo, porém entre
os limites do intervalo de confianca o valor 1 esteve presente (p=0,03002, OR
4,44; 95%CI 0,94-20,98). Esta variante também teve associagdo com a
prostracdo, constituindo um fator de protecdo para o desenvolvimento deste
sintoma (p=0,02032; OR 0,21; 95%CI 0,05-0,97). Observou-se que 13,3 % dos
pacientes que carregam o genétipo C/G ndo desenvolvem prostragdo contra
3,2% dos pacientes que carregam o alelo e desenvolvem o sintoma.

Por outro lado, a variante intrénica rs34815383 teve associacao
significativa com a sindrome renal, constituindo um fator de risco para o
desenvolvimento desta sindrome (p=0,001439; OR 5,3; 95%CI 1,8-15,57),
onde 22 % dos pacientes que carregam o genétipo T/C desenvolveram ictericia
contra 6,3% dos pacientes que carregam o alelo mas ndo desenvolveram esta

sindrome.

As andlises de associacdo também sugerem que o genoétipo selvagem
A/A da variante rs1061147 (SCR 5) e o gendétipo C/C da variante rs1061170
(SCR 7) constituem um fator de protecdo para o desenvolvimento de diarreia
(p=0,01311; OR 0,19; 95%CI 0,04-0,88) e (p=0,01463; OR=0,19; 95%CI 0,04-
0,90); respectivamente, ambos de acordo com os modelos de associacéo
recessivo. Para o rs1061147, 14,1% dos pacientes que carregam o alelo
selvagem A em homozigose néo apresentam este sintoma contra 3,1% que
carregam o genotipo A/A e apresentam o sintoma. Para o rs1061170, 14% dos
pacientes que carregam o alelo polimérfico C em homozigose ndo apresentam
este sintoma contra 3,1% que carregam o genoétipo C/C e apresentam o
sintoma. Estas duas variantes também mostraram associacdo com a febre ao
fazer o ajuste da analise para as variaveis de correcdo. De acordo com o
modelo recessivo de associacdo os pacientes que carregam o alelo polimorfico
A (rs1061147) e C (rs1061170) em homozigose estdo menos vulneraveis a
desenvolver febre (p=0,04611; OR 0,23; 95%CI 0,06-0,89) e (p=0,04886; OR
0,23; 95%CI 0,06-0,91), respectivamente. Observou-se que 25% dos pacientes

gue carregam o genotipo A/A ou C/C ndo desenvolvem febre contra 8,5% dos
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gue carregam o gendtipo A/A e 9,1% dos que carregam o genoétipo C/C e

desenvolvem este sintoma.

Em relacdo ao sintoma de dor na panturrilha, as analises apontam que
0os SNPs: rs1061147, rs1061170 e trés SNPs presentes no SCR 18
(rs55679475, rsb5771831 e rs62625015) constituem também um fator de
protecéo para o desenvolvimento deste sintoma. Para o rs1061147, 66,1% dos
pacientes que carregam o0s genotipos A/C e A/A ndo desenvolvem este
sintoma, contra 44,8% dos pacientes que carregam estes gendtipos e
apresentam o sintoma (p=0,01341; OR 0,43; 95%ClI 0,22-0,85). Para o
rs1061170, 61,9% dos pacientes que carregam os genotipos T/C e C/C néo
desenvolvem este sintoma, contra 39,6% dos pacientes que portam estes
genotipos e apresentam o sintoma (p=0,008325; OR 0,41; 95%CI 0,21-0,80).
Estes resultados foram obtidos de acordo com os modelos de associacao
codominante, dominante e sobredominante. J& para os SNPs rs55679475 e
rs55771831, de acordo com o modelo codominante de associacao, 65,1% dos
pacientes que carregam o0s genotipos T/C (rs55679475) e G/C (rs55771831)
nao desenvolvem o sintoma de dor na panturrilha contra 40,6% dos pacientes
gue carregam estes genotipos e desenvolvem o sintoma (p=0,003749; OR
0,38; 95%CI 0,19-0,74). Para o rs62625015, também de acordo com o modelo
codominante de associacdo, 60,3% dos pacientes que carregam o genotipo
C/G néo desenvolvem o sintoma de dor na panturrilha contra 39,6% dos
pacientes que carregam este genotipo e desenvolvem o sintoma (p=0,01811,
OR 0,45; 95%CI 0,23-0,88).

A variante rs35343172 que teve uma frequéncia alélica e genotipica
baixa na populacdo mostrou ser um fator de protecdo para a cefaleia
(p=0,03334; OR 0,23; 95%ClI 0,06-0,96). Observou-se que 11,1% dos
pacientes que carregam o genétipo T/C nao desenvolvem este sintoma, contra

2,6 % que carregam este genotipo e desenvolvem o sintoma.

Ao realizar a andlise de associacdo entre os diferentes SNPs e
combinagOes de sintomas dentro do grupo dos pacientes, observou-se que 0
gendtipo C/T da variante rs61822181 constitui um fator de protecao frente ao
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desenvolvimento de febre+mialgia+ictericia (p=0,02919; OR 0,32; 95%CI 0,11-
0,95). De forma similar o genétipo T/C das variantes rs34815383 e rs513699
constitui um fator de risco frente ao desenvolvimento de ictericiat+sindrome
renal (p=0,00526; OR 4,32; 95%CI 1,51-12,31) e (p=0,03625; OR 2,52; 95%ClI

1,01-6,27), respectivamente.



Tabela 12 - Distribuicdo genotipica para cada manifestacéo clinica observada em pacientes com leptospirose.

-79-

Sintomas

Presente

Ausente

rs1061147

Presente

Ausente

AIA AlC

c/C A/A

AlC

CiC

rs1061170

TIT T/IC

CiC TIT

TIC C/IC

Ictericia
p valor

OR (95% ClI)

Sindrome Renal
p valor

OR (95% ClI)

Diarreia
p valor

OR (95% CI)

31 96,9

14,1
0,01331°'
0,19 (0,04-0,88)

85,9

96,9

31
0,01463 ©'
0,19 (0,04-0,90)

86,0 14,0

Dor panturrilha
p valor

OR (95% ClI)

44,8

55,2
0,01341 ¢4
0,43 (0,22-0,85)

66,1

33,9

60,4 39,6

38,1
0,008325 ¢4
0,41 (0,21-0,80)

61,9

Febre
p valor

OR (95% CI)

8,5 91,5

25,0
0,04611
0,23 (0,06-0,89) '

75,0

90,9

9,1
0,04886
0,23 (0,06-0,91) '

75,0 25,0

Prostracédo
p valor

OR (95% Cl)

Cefaleia
p valor

OR (95% CI)

Continua
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Presente Ausente Presente Ausente
rs55679475 rs55771831 rs15809
T/IC T/T TIC T/T GIC G/G G/C G/G CIG CIC CIG CIC
12,5 87,5 2,7 97,3
- - - - - - - - 0,03002 ¢
4,44 (0,94-20,98)
65,1 34,9 40,6 59,4 40,6 59,4 65,1 34,9
0,003749 © 0,003749 °© - - - -
0,38 (0,19-0,74) 0,38 (0,19-0,74)
3,2 96,8 13,3 86,7

0,02032 ¢
0,21 (0,05-0,97)

Continua
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Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente
rs62625015 rs34815383 rs35343172
CIG Cc/C CIG c/C TIC TIT TIC TIT TIC TIT TIC TIT
22,0 78,0 6,3 93,7
- - - - 0,001439 ¢ - - - -
5,3 (1,8-15,57)
39,6 60,4 60,3 39,7
0,01811°¢ - - - - - - - -
0,45 (0,23-0,88)
2,6 97,4 11,1 88,9
- - - - - - - - 0,03334°¢
0,23 (0,06-0,96)
Os valores representam a porcentagem de pacientes que carregam
cada gendtipo em presenca ou ausencia do sintoma Conclusdo

p<0,05; OR: ‘odd ratio’ ou raz6es de chance; Cl: intervalo de confianca
c: modelo codominante

r: modelo recessivo

s: modelo sobredominante

d: modelo dominante
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4.4 Analise da distribuicao alélica dos SNPs identificados no

gene CFH entre a populacao brasileira e argentina.

Paralelamente foram analisadas as frequéncias alélicas dos SNPs

identificados entre os individuos da Argentina e os individuos do Brasil. Embora

0 numero de amostras analisadas para cada grupo ndo fosse equivalente, a

distribuicdo dos alelos foi similar nas duas populagdes (Figura 13). Cabe
destacar que o0 rs35284867 e 0 rs35343172 do SCR 18, as variantes intrénicas
rs35097611 e rs34315383, assim como o rs15809 do SCR 19 nédo foram

encontradas dentro das amostras da populagcdo argentina, enquanto na

populacéo brasileira apresentaram uma frequéncia alélica baixa.

A

Figura 13 - Frequéncia alélica dos SNPs identificados no estudo.
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B rs1061147 017535097611 47 \[_s\?, 815383 rs1061170
. 30,5
68,4
] A | | T u T
o) C o}
rs55679475
513699 rs61822181 $35274867
rs \
257
. 457
' mT
T c
C
2,718% rs35343172 rs55771831 rs62625015 rs409953
= 24 ' 21,8
mC 2G
G A
rs15809
39

uC
G

Populagdo argentina (n=47: éxon 7 n=20; éxon 9 n=22; éxon 21 n=46; éxon 22 n=41) (A).
Populacao brasileira (n=299: éxon 7 n=285; éxon 9 n=285; éxon 21 n=296; éxon 22 n=295) (B).
Para cada SNP o alelo polimérfico esta representado em cinza e as frequéncias alélicas estédo
representadas em porcentagem.

Cinco dos SNPs identificados (rs61822181, rs55679475, rs55771831,
rs62625015, rs409953) apresentaram uma frequéncia alélica elevada nas duas
populacdes, argentina e brasileira. Este achado € discrepante com os dados
observados das frequéncias destes alelos na populacdo mundial. Quando
consultadas as bases de dados gendbmicas ‘1000 Genome’ e ‘Ensembl’, nas
popula¢c6es amerindia, africana e europeia, os alelos polimérficos das variantes
rs55679475, rs55771831, rs62625015 e rs409953 apresentam uma frequéncia
entre 0 e 0,3% (APENDICE P).
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O alelo G do rs15809 tem uma frequéncia alélica baixa (1,3%) na
populacdo amerindia, mas na populacdo africana tem uma frequéncia mais
elevada (12%). De forma similar o alelo polimorfico C da variante rs35343172
apresenta uma frequéncia alélica baixa na populagdo amerindia (1,2%) e mais
elevada na populacéo africana (8,7%) (www.ensembl.org).

4.5 Avaliacéo da atividade funcional das variantes polimorficas
do FH

Com a finalidade de conhecer o efeito das variantes polimérficas do SCR
7 (rs1061170) e SCR 18 (rs55679475, rs55771831 e rs62625015) na interacéo
do FH com a L. interrogans, visando que o fortalecimento desta interacéo
pudesse potencializar a evasdo da bactéria ao SC, a interagcdo do FH com a
bactéria foi avaliada por citometria de fluxo. Inicialmente foi empregado soro
humano normal como fonte de FH, entretanto ligacbes inespecificas
observadas entre o soro e 0s anticorpos, direcionaram nossa estratégia para
purificar o FH sérico contendo as variantes polimérficas do SCR 7 e 18.
Igualmente, considerando que os polimorfismos do FH pudessem afetar a sua
interagdo com células do hospedeiro e alterar sua capacidade de controlar a
ativacdo do complemento na superficie celular foi avaliada a interacdo do FH
com células HepG2 por citometria de fluxo e a atividade de cofator do FH por

Western-Blot.

4.5.1 Purificacdo de FH a partir de soro de individuos saudaveis.
Apdés a precipitagdo da fracdo de euglobulina do soro e sua

ressolubilizac&o, seguiram-se duas etapas de purificacdo por cromatografia em

coluna. O cromatograma da primeira etapa de purificacdo por gel filtracdo em

coluna Superdex-200 pode ser visualizado na Figura 14.
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Figura 14 - Cromatograma da purificacdo do FH por gel filtracdo na coluna Superdex-200.
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Fracdes

As linhas em vermelho abrangem as frac6es que contém o FH, identificadas por SDS-PAGE
seguido por Western-Blot.

Apoés a exclusdo do volume morto da coluna foram coletadas frac6es de
5 mL cada que logo foram analisadas por SDS-PAGE e Western-Blot, para
identificar quais delas continham a proteina de interesse. Foram selecionadas
as fragcdes 17 - 20 que, como se observa na Figura 15, sao as mais

representativas quanto a presenca do FH (150 kDa).
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Figura 15 - Andlise das frac8es proteicas eluidas da coluna Superdex-200, por SDS-
PAGE (A) e Western-Blot (B).

M E Fracgoes 12-18 FH Fragdes 19-26 FH A

kDa

180— <—FH

130—

95 —
72—

55 —

43—

(M) marcador de massa molecular (kDa) (Page Ruler, Thermo Fischer); (E) fracdo de
euglobulina ressolubilizada; (FH) Fator H purificado comercial.

Estas fracbes foram concentradas antes de se prosseguir com a
segunda etapa cromatogréafica de purificacdo. Desta vez foi empregada uma
coluna da afinidade (Sepharose 4B-CNBr ativada, acoplada a anticorpo
policlonal de cabra anti-FH humano). O FH foi eluido com uma solucdo de
Glicina 0,1 M; pH=2,7 (Figura 16).

Figura 16 - Cromatograma da purificacdo do FH por afinidade empregando a resina
Sepharose 4B-CNBr ativada, acoplada a anticorpo anti-FH humano.
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As fracBes FT1 e FT2 correspondem a frac@o de proteina ndo adsorvida na resina; as fracdes
W1 a W5 correspondem a 5 lavagens cada uma realizada com tampao de equilibrio em volume
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equivalente a 3 vezes o volume da coluna; as fracBes E1 a E5 correspondem a eluicdo da
proteina de interesse com tampao glicina 0,1 M; pH=2,7. Todas as fracbes foram analisadas
por SDS-PAGE e Western-Blot.

As fracdes eluidas da coluna foram analisadas por Western-Blot para
identificar a presenca do FH. Na Figura 17 observa-se que nem todo FH
presente na amostra se adsorveu na coluna; uma pequena parte permaneceu
no ‘flowthrough’ (fracdo néo adsorvida), no entanto a maior parte interagiu com
0s anticorpos acoplados a resina e eluiu com a solucéo de glicina pH=2,7.

Figura 17 - Analise das fragcOes eluidas da resina de afinidade, por SDS-PAGE (A) e
Western-Blot (B).

M | FT2 Fracdes W1-W5 FH Fracoes E1-E5 A
kDa ==
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..
95— W
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B
—
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Marcador de massa molecular (kDa) (Page Ruler, Thermo Fischer) (M); (I) fracdo concentrada
proveniente da etapa anterior de purificacdo por gel filtracdo fracdo; (FT2) fracdo nédo
adsorvida; (W1 a W5) fragBes correspondentes a 5 lavagens da coluna; (E1 a E5) fracBes
correspondentes a eluicdo da proteina de interesse; (FH) FH purificado comercial.

4.5.2 Avaliagcdo da interacdo do FH com a L. interrogans

Como explicado no inicio da se¢do 4.5, o impacto das variantes
polimérficas do SCR 7 (rs1061170) e SCR 18 (rs55679475, rs55772832 e
rs62625015) do FH na interacdo com as bactérias foi avaliado por citometria de
fluxo. Primeiramente serdo apresentados os resultados desta interacgéo,
empregando-se soro de individuos saudaveis portadores destes polimorfismos

como fonte de FH e depois os resultados da interacdo empregando FH
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purificado. Soros de individuos que ndo carregam o0s polimorfismos foram

empregados como controles.

Inicialmente foram avaliados 3 soros de individuos portadores dos
polimorfismos e 2 de individuos ndo portadores, em trés concentragdes
diferentes (5%, 10% e 20%). A interacdo dos soros com a bactéria teve um
perfil heterogéneo, independentemente da presenca ou ndao dos polimorfismos
(Figura 18). O soro L1804 que n&o apresenta os polimorfismos estudados teve
valores de MFI (Mediana da Intensidade de Fluorescéncia, do inglés - Median
Fluorescence Intensity) muito proximos com as concentracdes de 10% e 5%.
Um perfil similar foi observado com o soro A1806, ndo houve diferencas na MFI
para as concentracbes de 5% e 10%. O soro T1803 que apresenta 0s
polimorfismos né&o titulou, teve MFI similares em diferentes concentracoes
empregadas (5%, 10% e 20%). J& os soros E1802 e T1807 tiveram um perfil
similar de titulacdo com um aumento dos valores de MFI proporcional ao
aumento da concentracdo de soro. Entretanto, foi constatada a presenca de
ligacGes inespecificas entre os anticorpos usados e componentes do soro, ja
um aumento da fluorescéncia foi observado em comparagdo ao nivel basal
(Figura 19 A), quando um soro comercial depletado de FH (Complement

Technology) foi empregado.

Para evitar estas imprecisdes e o0s resultados inexatos que derivam
delas, o anticorpo primario policlonal anti-FH foi substituido por um anticorpo
monoclonal (OX24) anti-FH; e em vez de se empregar soro, o FH foi purificado
a partir do soro de individuos saudaveis que carregavam 0s polimorfismos

estudados.
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Figura 18 - Andlise por citometria de fluxo da interacdo do FH do soro com Leptospira.
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Culturas de 2,5x108 bactérias foram incubadas com soro humano normal de diferentes
individuos 20% (--), 10% (--) e 5% (--); com o0 anticorpo primario policlonal anti-FH feito em
cabra e secundario anti-lgG de cabra (--) ou com PBS (histograma vermelho) como controle
negativo. (A) soro T1807 (polimdérfico); (B) soro L1804 (ndo polimérfico); (C) soro A1806 (néo
polimodrfico); (D) soro E1802 (polimorfico) e (E) soro T1803 (polimdrfico). No painel inferior se
representam os respectivos graficos com os valores de MFI para cada soro.

Com 0s novos anticorpos nao se observaram rea¢des inespecificas com

0 soro ou com a bactéria, como observado na Figura 19 B.

Figura 19 - Histograma representativo da interferéncia dos anticorpos na detec¢éo da
interacdo do soro com as leptospiras.
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Deposi¢ao de FH

Culturas de 2,5x108 bactérias foram incubadas com soro humano depletado de FH: (A) 10% (--)
e 5% (--) e (B) 5% (--). Como controle negativo as bactérias foram incubadas com: (A)
anticorpo primério policlonal anti-FH feito em cabra e secundério anti-IgG de cabra (--); e (B)
anticorpo primario monoclonal anti-FH feito em camundongo e secundéario anti-lgG de
camundongo (--); ou com PBS (histograma vermelho).

Prosseguiu-se entdo com a andlise, empregando e FH purificado do soro
de individuos que portam os polimorfismos estudados. Foram avaliadas duas
concentracdes de FH (1ug e 5ug) (Figura 20). Embora néo foi possivel realizar
analises estatisticas ja que nao houve repeticbes do experimento, pode se
observar que tanto com 5 pug ou 1ug de proteina a interacdo das variantes
polimorficas e ndo polimorficas com a bactéria € bastante similar. Os valores de
MFI sdo similares entre todas as variantes. Com 1ug de proteina as variantes
polimérficas mostram um perfil mais heterogéneo na interacdo com a bactéria,
no entanto os valores de MFI entre as variantes polimorficas e as selvagens

sdo similares. Observa-se que a variante polimorfica T1803 (linha azul, Figura
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20 A, C, E e F) apresenta uma tendéncia a se ligar menos a bactéria e este
efeito € mais marcante, a medida que a concentracdo do FH decresce de 5 ug
para 1ug.

Figura 20 - Andlise por citometria de fluxo da interagéo do FH com Leptospira.
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Culturas de 2,5x108 bactérias foram incubadas com FH 5ug (A e B) ou 1 pg (C e D). A
interagdo com as variantes polimdrficas esta representada em A e C: variante polimorfica
L1801 (--), E1802 (--) e T1803 (--). A interacdo com as variantes nao polimérficas esta
representada em B e D: variante selvagem L1804 (--) e C1805 (--). Controle negativo
(histograma vermelho). No painel inferior se representam os graficos com os valores de MFI (E)
bactérias incubadas com FH 5ug (correspondente as figuras A e B do painel superior); (F)
bactérias incubadas com FH 1ug (correspondente as figuras C e D do painel superior)

4.5.3 Avaliagcdo da interacdo de LigAC de L. interrogans com FH.

E conhecido que leptospiras patogénicas interagem com FH presente no
soro 148, Resultados anteriores de nosso grupo demonstraram in vitro que as
proteinas LigA e LigB, expressas na superficie das leptospiras patogénicas,
participam desta interacdo com C4BP e FH 49, Por este motivo foi avaliada
também por ELISA a interacdo das variantes polimorficas do FH (rs1061170,
rs55679475, rs55772832 e rs62625015) com um fragmento recombinante da
proteina LigA. Este fragmento compreende a regido C-terminal da proteina
(aminoacidos 631-1225) e é chamado de LigAC. A LigAC foi imobilizada em
placa e incubada com FH em diferentes concentragdes (0,75 pg — 2,5 pg).
Como controle negativo empregou-se HSA (albumina humana, do inglés -
Human Serum Albumin).

Figura 21 - Analise da interacdo da proteina LigAC com as variantes polimorficas do FH
por ELISA.
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A proteina recombinante LigAC (0,5 pg/mL) foi imobilizada em placa de ELISA e incubada com
diferentes concentra¢des (0,75 a 2,5 pg) de FH [variante polimérfica L1801 () ou FH variante



-93-

selvagem L1804 ()] e detectadas com anticorpos especificos. HSA foi usada como controle
negativo de ligacéo [retangulos (L1804) e circulos (L1801) vazios]. Cada ponto representa uma
média do valor de absorbancia a 450 nm de 2 experimentos diferentes.

O FH interage com a LIigAC de maneira dose-dependente, entretanto
ndo hé& diferencas na interagdo com esta proteina, quando a variante
polimorfica (L1801) e a variante selvagem (L1804) do FH foram usadas (Figura
21).

4.5.4 Avaliacdo da interacdo das variantes polimorficas do FH com

células HepG2 por citometria de fluxo.

Visto que o rim e o figado sdo importantes 6rgaos alvo na leptospirose
decidimos avaliar se as variantes polimérficas presentes nos SCR 7 e 18
afetariam a interacdo do FH com a superficie celular e sua capacidade de
controlar a ativacdo do complemento. Foi avaliada a interacdo de FH purificado
do soro de individuos que apresentavam as variantes dos SCR 7 e 18 com a
linhagem de células hepaticas humanas HepG2. A deposicdo do FH na

superficie das células foi avaliada por citometria de fluxo.

Figura 22 - Andlise por citometria de fluxo da interagdo do FH com a linhagem de células
hepéticas humanas HepG2.
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Culturas de 1x108 células foram incubadas com FH 5ug. Variantes polimoérficas: E1802, L1801
e T1803. Variantes ndo polimdrficas: C1805 e L1804. No gréfico estd representada a média
dos valores de mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) de trés experimentos. (ns) indica
diferengas nao significativas, p>0,05 (ANOVA fator Unico, teste de Tukey).
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Como se observa na Figura 22, as variantes polimorficas L1801, E1802
e T1803 de FH tém uma tendéncia a interagir menos com a superficie das
células do que as variantes polimorficas L1804 e C1805, no entanto nao se

observam diferencas significativas para as duas variantes.

4.5.4.1 Avaliacéo da atividade de cofator de FH ligado nas células HepG2
por Western-Blot

Apés avaliar a interacdo do FH com a superficie das células HepG2,
investigou-se se sua atividade reguladora como cofator do Fl na clivagem de
C3b era mantida. Para tal, as células HepG2 previamente incubadas com FH
proveniente de individuos com ou sem as variantes polimorficas no SCR 7 e 18
foram incubadas com C3b e Fl. As células HepG2 sem incubagéo prévia com
FH foram empregadas como controle negativo, enquanto C3b incubado com
FH e FI foi empregado como controle positivo da clivagem. Os fragmentos
resultantes da clivagem de C3b foram analisados por Western-Blot com
anticorpos especificos.

Figura 23 - Andlise da atividade do FH ligado as células HepG2 como cofator de Fl na
clivagem proteolitica de C3b.
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Células HepG2 foram incubadas com 5 pg de FH com ou sem as variantes polimorficas. Apds
vérias lavagens, C3b e FlI foram adicionados e incubados por 45 min. Os produtos da
incubacdo foram submetidos a SDS-PAGE em condi¢cdes redutoras, transferidos para
membranas de nitrocelulose e detectados com anti-C3 policlonal. A presenca de fragmentos de
clivagem de C3b de 43 a 68 kDa foi observada. (A): atividade de cofator de FH associado a
superficie de células HepG2; (B): atividade de cofator de FH em fase sollvel (controle positivo
de clivagem de C3b). Variantes polimorficas de FH: L1801 (2), E1802 (3) e T1803 (5).
Variantes nao polimérficas de FH: L1804 (1) e C1805 (4). (6) células HepG2 em auséncia de
FH incubadas com C3b e Fl. O grafico a direita representa a densitometria da membrana de
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Western-Blot realizada sobre as bandas a'46 e a'43. A densidade relativa foi calculada
tomando como referéncia o controle positivo de clivagem de C3b (B).

Para as amostras correspondentes as células HepG2 incubadas com FH
(linhas 1 a 5) pode-se observar a presenga dos fragmentos de 68, 46 e 43 kDa
gerados pela clivagem enzimatica de C3b. Entretanto a intensidade da
clivagem é a mesma para todas as amostras independentemente de as células
terem sido incubadas ou ndo com as variantes ‘missense’ de FH. As bandas
correspondentes a clivagem de C3b foram também observadas quando as
células foram incubadas com FI e C3b mesmo na auséncia de FH (linha 6), o
gue pode ser atribuido a producdo de FH pelas células HepG2 ou talvez a

presenca de alguma molécula produzida por HepG2 com atividade semelhante.
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5. Discussao

Doencas tropicais negligenciadas, incluindo as zoonoses como a
leptospirose, tém um forte impacto em paises em desenvolvimento,
particularmente em comunidades rurais e centros urbanos com condi¢des de
saneamento precarias. A incidéncia da leptospirose € subestimada devido a
limitada disponibilidade de métodos diagndsticos para efetuar a vigilancia
epidemioldgica e porque muito dos sintomas na fase aguda sdo observados em
outras infec¢bes mais comuns; no entanto, sabe-se que a carga global desta
doenca dobrou nos ultimos 15 anos (COSTA et al., 2009). Embora na maioria
dos casos a infeccdo seja leve e autolimitada, estima-se que aproximadamente
60 000 pessoas morrem anualmente por causa da leptospirose (COSTA et al.,
2009). A doenca severa, também conhecida como Sindrome de Weil que
acomete varios oOrgdos atinge entre 5 a 10% dos casos (KARPAGAM;
GANESH, 2020).

Dada a natureza insidiosa da doenca e seu carater negligenciado, a
identificacdo de populacdes susceptiveis, assim como pacientes em risco de
desenvolver um quadro mais grave da doenca constitui um grande desafio para

a saude publica.

Desde a publicacdo do genoma humano no inicio dos anos 2000 e as
subsequentes avaliacbes da diversidade humana em nivel molecular, as
andlises genético-epidemiolégicas aumentaram de forma consideravel. Sabe-
se que existem aproximadamente 14 milhdes de SNPs no genoma humano,
dos quais 200 000 estdo presentes em sequéncias codificadoras,
demonstrando a extensa variabilidade genética e seus possiveis efeitos na
susceptibilidade a doencas (PACHECO; MORAES, 2009).

O SC constitui um componente essencial do sistema imune inato e
adquirido que, além de suas funcdes microbicidas, exerce importantes funcdes
na homeostase (depuracdo silenciosa das células hospedeiras apds a
apoptose, modulacdo da atividade de linfécitos T e B, eliminacdo de
imunocomplexos, etc.). A ativagcdo do SC pode injuriar tanto células proprias
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como células alheias ao organismo. As primeiras sao vulneraveis a agdo do SC
guando ha deficiencia de reguladores ou a funcionalidade destes esta
comprometida; jA& os microrganismos representam uma superficie ativadora
para o SC, permitindo a deposi¢cdo de seus componentes que culmina com a
formacdo do MAC (MERLE et al, 2015). No entanto, sabe-se que
microrganismos patogénicos podem evadir a acdo do SC por vérias
estratégias, entre elas mimetizando ou interagindo com reguladores do
hospedeiro como o FH, principal regulador solivel da VA (FRAGA; ISAAC;
BARBOSA, 2016).

Com este trabalho, pela primeira vez se esta estudando a associacao
entre polimorfismos de um gene do SC e a susceptibilidade a leptospirose.
Paralelamente, de forma singular, também se esta avaliando a frequéncia,
ainda desconhecida de determinados polimorfismos na regidao C-terminal do

gene CFH em amostras da populacdo argentina e brasileira.

Determinados polimorfismos no gene CFH tém sido associados com
doencas infecciosas como a meningite. Um estudo amplo de associacéo
gendmica (GWAS, do inglés- Genome Wide Association Study) efetuado no
Reino Unido com 475 casos e 4703 controles mostrou uma associacao
significativa da meningite com SNPs encontrados nos genes: CFH (rs1065489)
e CFHR-3 (rs426736). Estes resultados foram confirmados em duas coortes:
uma do sul e oeste europeus, consistindo de 968 casos e 1376 controles
(DAVILA et al.,, 2010); e outra da Europa Central (Alemanha, Austria)
consistindo de 248 pacientes e 835 controles (BIEBL et al., 2015). Nos trés
casos 0s autores apontam que variagdes genéticas nestes reguladores do SC
determinam a ocorréncia de doenca invasiva vs colonizacdo assintomatica por

Neisseria meningitidis.

Em um estudo na populacdo brasileira em pacientes com dengue foi
analisado o polimorfismo rs3753394 da regido promotora do gene CFH, assim
como os SNPs rs800292, rs3753396 e rs1065489 dos exon 2, 14 e 19 da
regido codificadora. Observou-se que pacientes que carregam o0 alelo
polimorfico do rs3753394 (regido promotora) apresentam niveis plasmaticos de
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FH 20% mais elevados que aqueles que carregam o genétipo selvagem, sendo
este aumento observado somente na fase de convalescéncia. Um haplétipo
formado por este SNP e pelo rs800292 do éxon 2 confere protecdo para o
fenotipo grave da dengue (PASTOR et al., 2013).

No nosso estudo foram identificados sete polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) no éxon 21 (rs61822181, rs35274867, rs55679475, rs35343172,
rs55771831, rs62625015 e rs409953); dois no éxon 22 (rs15809 e
rs777206700); e trés variantes no éxon 23 (rs1485416677, rs460897 e
rs460184); todos herdados em padrdo de heterozigose; enquanto que nos
exons 7 e 9 foi identificado um SNP em cada (rs1061147 e 1061170,
respectivamente), tanto em heterozigose como em homozigose. lgualmente
foram identificados quatro polimorfismos intronicos (rs35097611, rs34815383,
rs513699 e rs36082199) e quatro variantes na regido 3'UTR (rs463726,
rs376577830, rs459598 e rs35742764).

O SNP identificado no SCR 5 é uma variante sinbnima (rs1061147), que
nao altera a sequéncia de aminoacidos. Esta variante foi encontrada tanto em
heterozigose quanto em homozigose, sendo a frequéncia do alelo polimérfico C

maior do que o alelo selvagem A em pacientes (67,9%) e controles (69,3%).

Na literatura, este alelo selvagem A estd associado com a degeneracao
da macula relacionada a idade (ARMD) quando faz parte do haplotipo
rs1061170, rs3753394, rs800292 e rs1329428 (TGTC), mas isoladamente ndo
parece ter este efeito (CHEN et al.,, 2006). Ja no SCR 7 foi identificado o
rs1061170 que representa a variante Y402H onde o alelo T, de maior
frequéncia, codifica o aminoacido Tirosina (Y); enquanto que o alelo C, mais
raro na populacdo codifica a Histidina (H). Esta variante tem sido associada
com a ARMD (ZAREPARSI et al.,, 2005) e em menor medida com a
longevidade (JYLHAVA et al., 2009). Alguns autores reivindicam que os SNPs
rs1061170 e rs800292, este ultimo também no gene CFH, representam até
78% do risco atribuivel a ARMD na populacdo (DESPRIET et al., 2006). Em um
estudo realizado na populacédo brasileira a variante rs1061170 foi considerada
um fator de risco para o desenvolvimento de ARMD (TEIXEIRA et al., 2010).
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Este polimorfismo altera a especificidade e afinidade da interacdo do FH com
GAGs e CRP na superficie celular, diminuindo a retencdo do FH na superficie
retinal / macular e, portanto, afetando a atividade do SC (PROSSER et al.,
2007; HARRISON; MORIKIS, 2019). No nosso estudo n&do foi identificada
nenhuma associacdo estatisticamente significativa dos SNPs rs1061147 e
rs1061170 com a leptospirose. No entanto, estas variantes mostraram ser um
fator de protecdo para o desenvolvimento de manifestacbes clinicas como

febre, dor na panturrilha e diarreia.

Cinco das variantes identificadas no SCR 18: rs61822181(T1046T),
rs55679475 (Y1058H), rs55771831 (V1060L), rs62625015 (Q1076E) e
rs409953 (T1097T) apresentaram uma frequéncia alélica maior do que a
frequéncia alélica reportada em bases de dados genémicos. Estes resultados
mostram que na populacdo em estudo ha enriguecimento dos alelos
polimérficos destas variantes, mas ndo do gendtipo polimorfico em
homozigose, sugerindo que no caso das variantes ‘missense’ o efeito funcional
do alelo polimorfico deve ser pouco tolerado. Ao comparar a sequencia do
gene CFH contendo as variantes ‘missense’ rs55679475 (Y1058H),
rs55771831 (V1060L), rs62625015 (Q1076E) com outras espécies foi
observado que os alelos polimorficos C e G dos rs55679475 e rs62625015,
respectivamente, sdo mais comuns em espécies de primatos ndo humanos
(APENDICE Q). Por outro lado, em um estudo caso-controle para avaliar a
susceptibilidade a ARMD na populacdo mexicana, a frequéncia alélica dos
polimorfismos rs55679475, rs55771831 e rs62625015 foi similar aquela
encontrada neste estudo (CONTRERAS et al., 2014). Este resultado pode estar

associado com o tamanho da amostra.

A variante rs62625015 ja foi observada em associacdo com aHUS,
tendo sido identificada em dois casos esporadicos desta doenca: em um deles
se apresentava em heterozigose junto com uma delecdo no SCR 19 que
acarretava um ‘frameshift’; entretanto, os niveis de FH do paciente n&do foram
avaliados no estudo (RICHARDS et al., 2001). Em outro paciente, esta
mutacdo foi observada também em heterozigose, um dos progenitores era

portador, e os niveis de FH eram normais (NEUMANN et al., 2003). Por outro
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lado, no estudo que avaliou a susceptibiidade a ARMD na populacdo
mexicana, este SNP foi encontrado em desequilibrio de ligagdo com outros 14
SNPs no gene CFH entre os quais as variantes rs55679475 (Y1058H),
rs55771831 (V1060L), rs1061170 (Y402H), também identificadas em nosso
trabalho. O haplétipo formado por estes SNPs apresentou uma maior
frequéncia nos pacientes do que nos controles, sendo relacionado, portanto ao
risco de desenvolver ARMD (CONTRERAS et al., 2014).

A variante rs35274867 (N1050Y), em um estudo em que foi associada
com a aHUS, foi detectada em dois pacientes, e nos controles apresentou uma
frequéncia alélica de 0,04 (NEUMANN et al., 2003). Em outro estudo, esta
variante nao foi identificada entre os pacientes, e nos controles foi encontrada
em heterozigose com uma frequéncia genotipica de 0,06 (6/100) (RICHARDS
et al.,, 2001). Em uma coorte pediatrica na Turquia esta variante foi detectada
com uma frequéncia alélica de 0,01 (BESBAS et al., 2017). Este polimorfismo
também foi correlacionado com doenca renal em estado terminal associada a
diabetes tipo 2; neste estudo o alelo polimérfico foi achado com frequéncia de
0,032 nos pacientes e 0,022 nos controles, com diferencas significativas entre
os dois grupos (p=0,011) (BONOMO et al., 2014). Em outro estudo foi também
encontrada em associacdo com o polimorfismo Y402H em um caso familial de
degeneragdo macular onde pai e filho eram igualmente afetados, sendo que o
primeiro carregava unicamente a variante N1050Y e o segundo as duas
(RAYCHAUDHURI et al., 2011). E mais recentemente foi identificado em forte
desequilibrio de ligacdo com outra variante no gene CFHR4 (rs78239784) que
teve uma forte associagdo com exantema maculopapular induzido por
farmacos anti-epilépticos (McCORMACK et al., 2018).

No éxon 22 que codifica 0 SCR 19 foram identificados dois SNPs: o
rs15809 que foi encontrado somente nos individuos provenientes do Brasil e 0
rs 777206700 encontrado apenas em um individuo do grupo controle. E
interessante notar que o alelo G da variante rs15809 tem uma frequéncia de
12% na populacado africana e 1% na populacdo amerindia (www.ensembl.org).
Esta observacdo coincide com o fato de a populacdo brasileira ser muito

heterogénea, com um alto grau de miscigenacdo, enquanto a populacdo
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argentina é mais homogénea com ancestralidade predominantemente

europeia.

A variante rs777206700 que s6 foi encontrada em um individuo controle,
altera o local de ‘splicing’. Esta alteragdo pode levar a sintese de uma proteina
aberrante ou mesmo a sua deficiéncia. Como ndo dispunhamos do soro deste

individuo néo foi possivel avaliar o nivel sérico do FH.

As trés variante identificadas no SCR 20 apresentaram uma frequéncia
genotipica de 0,6% em pacientes, ndo sendo detectadas nos controles. A
variante rs1485416677 foi identificada em um Unico paciente, enquanto as
variantes rs460897 e rs460184 foram detectadas simultaneamente em um
mesmo paciente. As duas variantes em conjunto tém sido encontradas em
pacientes com aHUS como mutacfes de novo, ou seja, ndo sdo herdadas a
partir dos progenitores, indicando a conversdo génica como mecanismo
provavel para sua geracdo. Ambas diminuem a interacdo do FH com C3b, e
também sua capacidae de controlar a ativacdo do SC nas superficies celulares
(HEINEN et al., 2006). Entretanto a variante rs1485416677 nao tem sido

associada com doencas.

Estudos prévios de nosso grupo que buscavam mapear as regides do
FH envolvidas na interacdo com a proteina LigA presente em leptospiras
patogénicas demonstraram que os dominios SCR 5 e 20 sdo determinantes
nesta interacdo (CASTIBLANCO-VALENCIA et al.,, 2012), e foi sugerido que
muito provavelmente os dominios SCR 6-7 e 18-19 também participam desta
interacdo como tem sido observado para a maior parte dos ligantes bacterianos
(PARENTE et al., 2017).

No intuito de saber se as variantes SNPs rs55679475, rs55772832,
rs62625015 do SCR 18 e a variante rs1061170 do SCR 7 interagiriam
diferentemente com suspensdes de leptospiras patogénicas, experimentos de
citometria de fluxo foram realizados. Nao se observaram diferencas na
interacdo com a bactéria entre as variantes carregando os polimorfismos e as
variantes selvagens acima mencionados. Entretanto, deve se considerar que a

molécula inteira do FH, como foi usada nestes experimentos, possui 20
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dominios, sendo assim, para avaliar a contribuicdo da substituicdo de um ou
trés aminoacidos em um dominio particular da molécula, esta estratégia talvez
ndo seja adequada; ja que outros dominios do FH podem participar da
interacdo, e a magnitude desta vai depender também de outras possiveis
variantes presentes nesses dominios que nao foram analisados neste estudo.
A isto deve se somar o fato de todos os polimorfismos detectados no SCR 18
estarem em heterozigose, portanto espera-se que aproximadamente 50% dos
niveis plasméaticos de FH nestes individuos seja do tipo selvagem e o restante
do tipo polimoérfico. Ao avaliar a interacdo do FH destes individuos com a
bactéria, tem-se a contribuicdo das duas variantes, que pode estar interferindo
neste resultado. A interacdo das variantes polimoérficas do SCR 18 e SCR 7
com a proteina LigA também ndo mostrou diferencas em relacdo a variante

selvagem.

O FH tem sido o regulador do SC mais extensamente estudado em
associacdo com a aHUS. Nestes pacientes mutacbes encontradas no FH
sabidamente afetam a interagcdo com glicosaminoglicanos polianidnicos ou
C3b, comprometendo o efeito protetor do FH sobre as células endoteliais
(NESTER et al, 2015). Dado que estas mutacbes se concentram
principalmente nos trés dominios da regido C-terminal que s&o analisados
neste estudo, o impacto dos polimorfismos do FH na interagdo com células
humanas e na atividade reguladora foi avaliado. Os polimorfismos do FH
identificados neste estudo nao alteraram sua interacdo com a linhagem de
células hepéaticas HepG2 nem sua atividade reguladora na superficie da célula.
Em condicdes homeostéaticas estas variantes polimérficas s&o inécuas, no
entanto, dado que o figado é um dos 6rgdos acometidos pela leptospirose,
guando o hospedeiro é desafiado pela infecgdo, polimorfismos em proteinas
reguladoras do SC como o FH podem comprometer o controle da ativacao do

SC e contribuir assim para a injuria tecidual.

Nosso estudo tem implicitas certas limitagdes. Em primeiro lugar o
namero de amostras de pacientes analisados pode nao ser o suficientemente
adequado, o que faz aumentar o risco de erro amostral e também dificulta

estabelecer associagdes precisas com pequenos subgrupos dentro da amostra,
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como por exemplo, a associacdo dos polimorfismos com as manifestacdes
clinicas da doenca dentro do grupo dos pacientes. Por outro lado, a selecéo da
populacdo controle no contexto de doencas infecciosas ndo € uma tarefa
simples. Estes individuos devem ser selecionados dentro do mesmo subgrupo
populacional dos pacientes, em outras palavras eles devem ter sido expostos
ao agente infeccioso em algum momento, mas ndo adoecem porque S&o
menos susceptiveis. Aproximadamente, 44% das amostras de individuos
controles analisados aqui, provém de um banco de doadores de sangue, ou
seja, sdo pessoas aparentemente saudaveis e das quais ndo se conhece o
histérico de doencas e possivel exposicdo a patdogenos. Para os efeitos deste
estudo, assumiu-se que os controles, especialmente aqueles com sorologia

negativa, séo individuos expostos que nado se infectaram com leptospiras.

Com este estudo, pela primeira vez estdo sendo identificados
polimorfismos no gene CFH em individuos da populacéo brasileira e argentina.
Os resultados mostram uma distribuicdo similar dos SNPs identificados entre
0s pacientes com leptospirose e controles. No entanto, a distribuicdo do SNP
rs34815383 teve um valor de p quase signficativo antes da correcdo pelas
variaveis de ajuste (p=0,04247; OR 2,41; 95% CI 0,99-5,87). Esta variante
também esteve associada ao risco de desenvolver sindrome renal entre os
pacientes (p=0,001439; OR 5,3; 95%CI 1,8-15,57). Além disso, as variantes
rs1061147 A—C e rs1061170 T—C tiveram associagédo significativa com a
febre (p=0,04611; OR 0,23; 95%Cl 0,06-0,89); enquanto as variantes
rs55679475 T—C, rsb5771831 G—C e rs62625015 C—G apresentaram
associagao significativa com o sintoma de dor na panturrilha (p=0,01341; OR
0,43; 95%CI 0,22-0,85). Por outro lado, na analise funcional, ndo se
observaram diferencas entre o FH carregando os polimorfismos nos SCRs 7 e
18 e o FH selvagem, na interacdo com a bactéria, nem com a linhagem celular

humana HepG2.

Com os conhecimentos aqui gerados, estudos de coorte mais
abrangentes permitirdo confirmar fatores genéticos de susceptibilidade a
leptospirose, que futuramente posibilitariam a identificacdo de populagdes

susceptiveis, assim como individuos infectados com maior risco de desenvolver
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guadros mais graves dessa doenca acentuados pelo desenvolvimento de
ictericia e distarbios renais. Desta forma, tratamentos preventivos como as
vacinas ou outras alternativas profilacticas poderiam ser direcionados as
populacdes de risco. Até o momento ndo h& qualquer estudo sobre
polimorfismo génico de FH na populacao brasileira e argentina em geral e este

estudo podera sanar, pelo menos em parte, esta lacuna.
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6. Conclusdes

Leptospiras patogénicas interagem com proteinas reguladoras do SC
como o Fator H por meio dos dominios SCRs 15-20 e SCRs 5-7. Desta forma
se protegem da acdo do SC, conseguindo se disseminar pelo hospedeiro e

estabelecer a infeccéo.

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a influéncia de
polimorfismos no gene CFH do SC com a susceptibilidade a leptospirose e com
a gravidade da doenca. Com base nos resultados obtidos podemos concluir
gue polimorfismos génicos identificados no gene CFH nos éxons 7, 9 21, 22, 23
e nas regifes flanqueadoras ndo apresentam associacdo estatisticamente

significativa com a leptospirose.

Algumas das variantes identificadas tiveram associacdo com as
manifestacdes clinicas da leptospirose. O rs34815383 apresentou associacao
com a sindrome renal; o rs15809 foi associado com a prostracdo; enquanto as
variantes rs1061147 e rs1061170 tiveram associacdo com a febre e as
variantes rs55679475, rs55771831 e rs62625015 foram associadas com dor na

panturrilha.

Os polimorfismos identificados nos dominios SCR 7 e 18 do FH nao

alteram sua interacdo com a proteina LigA nem com a Leptospira.

Estes polimorfismos também n&o alteraram a interagdo do FH com
células do hospedeiro, utilizando como modelo a linhagem celular hepéatica

HepG2, nem sua atividade reguladora na superficie da célula.

Este estudo mostrou pela primeira vez a distribuicdo de polimorfismos do
gene CFH nos éxons 7, 9, 21, 22 e 23 na populacdo brasileira e argentina.
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APENDICE A - Resultados da analise do equilibrio de Hardy-Weinberg na coorte de estudo.

No SNPs Posicéo HWE p MAF Alelos
1 rs1061147 196685194 0,8628 0,316 C:A
2 rs35097611 196685274 1,0 0,02 CT
3 rs34815383 196690048 1,0 0,044 T:C
4 rs1061170 196690107 0,2896 0,303 T:C
5 rs513699 196743447 5,7909E-40 0,389 T:C
6 rs61822181 196743456 2,5473E-68 0,459 CT
7 rs35274867 196743466 1,0 0,013 AT
8 rs55679475 196743490 1,1401E-13 0,256 T:.C
9 rs35343172 196743494 1,0 0,023 T:C

10 rs55771831 196743496 1,1401E-13 0,256 G:C

11 rs62625015 196743544 1,9143E-11 0,237 C:G

12 rs409953 196743609 1,7401E-9 0,218 G:A

13 rs15809 196745933 1,0 0,033 C:G
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APENDICE B - Anélise do desequilibrio de ligag&o por ‘Haploview’ dos SNPs identificados no

gene CFH.

SNP 1 SNP 2 D' LOD R? Distancia
rs1061147 rs35097611 1,0 2,51 0,044 80
rs1061147 rs34815383 0,263 0,07 0,001 4854
rs1061147 rs1061170 0,942 87,82 0,845 4913
rs1061147 rs513699 0,374 4,19 0,104 58253
rs1061147 rs61822181 0,38 1,89 0,08 58262
rs1061147 rs35274867 1,0 0,73 0,006 58272
rs1061147 rs55679475 0,719 27,2 0,389 58296
rs1061147 rs35343172 0,677 1,14 0,027 58300
rs1061147 rs55771831 0,719 27,2 0,389 58302
rs1061147 rs62625015 0,766 28,72 0,4 58350
rs1061147 rs409953 0,728 22,96 0,326 58415
rs1061147 rs15809 0,633 1,28 0,031 60739
rs35097611 rs34815383 0,159 0,0 0,0 4774
rs35097611 rs1061170 1,0 1,92 0,009 4833
rs35097611 rs513699 1,0 0,44 0,013 58173
rs35097611 rs61822181 1,0 0,8 0,017 58182
rs35097611 rs35274867 0,076 0,19 0,004 58192
rs35097611 rs55679475 1,0 1,26 0,007 58216
rs35097611 rs35343172 1,0 18,1 0,745 58220
rs35097611 rs55771831 1,0 1,26 0,007 58222
rs35097611 rs62625015 1,0 1,14 0,006 58270
rs35097611 rs409953 1,0 1,01 0,006 58335
rs35097611 rs15809 1,0 15,4 0,536 60659
rs34815383 rs1061170 0,223 0,05 0,001 59
rs34815383 rs513699 1,0 0,76 0,029 53399
rs34815383 rs61822181 1,0 0,74 0,039 53408
rs34815383 rs35274867 0,025 0,01 0,0 53418
rs34815383 rs55679475 0,493 0,15 0,004 53442
rs34815383 rs35343172 0,636 0,03 0,001 53446
rs34815383 rs55771831 0,493 0,15 0,004 53448
rs34815383 rs62625015 0,253 0,04 0,001 53496
rs34815383 rs409953 0,004 0,0 0,0 53561
rs34815383 rs15809 0,157 0,92 0,03 55885
rs1061170 rs513699 0,377 4,19 0,098 53340
rs1061170 rs61822181 0,396 2,25 0,082 53349
rs1061170 rs35274867 1,0 1,12 0,007 53359
rs1061170 rs55679475 0,743 32,59 0,442 53383
rs1061170 rs35343172 1,0 1,95 0,012 53387
rs1061170 rs55771831 0,743 32,59 0,442 53389
rs1061170 rs62625015 0,765 31,48 0,425 53437
rs1061170 rs409953 0,752 26,98 0,367 53502

Continua
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SNP 1 SNP 2 D' LOD R?Z  Distancia
rs1061170 rs15809 1,0 1,73 0,017 55826
rs513699 rs61822181 1,0 23,29 0,54 9
rs513699 rs35274867 1,0 0,74 0,008 19
rs513699 rs55679475 1,0 2,05 0,219 43
rs513699 rs35343172 1,0 0,46 0,015 47
rs513699 rs55771831 1,0 2,05 0,219 49
rs513699 rs62625015 1,0 254 0,197 97
rs513699 rs409953 1,0 3,48 0,177 162
rs513699 rs15809 0,439 0,08 0,004 2486
rs61822181  rs35274867 1,0 0,62 0,011 10
rs61822181  rs55679475 1,0 54 0,292 34
rs61822181  rs35343172 1,0 1,03 0,02 38
rs61822181  rs55771831 1,0 5.4 0,292 40
rs61822181  rs62625015 1,0 4,01 0,263 88
rs61822181 rs409953 1,0 2,83 0,236 153
rs61822181 rs15809 1,0 0,87 0,029 2477
rs35274867  rs55679475 1,0 0,56 0,005 24
rs35274867  rs35343172 0,186 0,77 0,019 28
rs35274867  rs55771831 1,0 0,56 0,005 30
rs35274867  rs62625015 1,0 0,46 0,004 78
rs35274867 rs409953 1,0 0,67 0,004 143
rs35274867 rs15809 0,289 1,29 0,033 2467
rs55679475  rs35343172 1,0 1,18 0,008 4
rs55679475  rs55771831 1,0 116,25 1,0 6
rs55679475  rs62625015 1,0 93,74 0,903 54
rs55679475 rs409953 0,99 7335 0,795 119
rs55679475 rs15809 1,0 1,08 0,012 2443
rs35343172  rs55771831 1,0 1,18 0,008 2
rs35343172  rs62625015 1,0 1,0 0,007 50
rs35343172 rs409953 1,0 0,83 0,007 115
rs35343172 rs15809 1,0 22,34 0,721 2439
rs55771831  rs62625015 1,0 93,74 0,903 48
rs55771831 rs409953 0,99 7335 0,795 113
rs55771831 rs15809 1,0 1,08 0,012 2437
rs62625015 rs409953 0,908 63,84 0,74 65
rs62625015 rs15809 1,0 1,12 0,011 2389
rs409953 rs15809 1,0 0,59 0,01 2324 Conclusio

A tabela mostra os valores de D’, LOD, R? e a distancia entre os SNPs. Se dois SNPs ndo
possuem qualquer correlagdo, os valores de D', LOD e R? serdo 0. Se eles estiverem em
desequilibrio, os valores de D’ e R? serdo proximos de 1 e o LOD sera maior que 2. Caso o
alelo seja muito raro, R? e o LOD terdo valores préximos a 0, ndo podendo se tirar uma
conclusdo. Em negrito estdo destacados os SNPs em LD.



APENDICE C - Modelos de associacdo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes e controles.

-126 -

Modelo de Pacientes  Controles Pacientes  Controles
associago & SNPs n (%) n (%) p* OR (95% ClI) SNPs n (%) n (%) p* OR (95% CI)
rs1061147 rs1061170
AA 17 (10,1) 2 (5,6) 1,50 (0,1-7,38) TT 86 (50,3) 17 (45,9) 1
Codominante AC 74 (43,8) 19 (52,8) 0,4828 0,70 (0,33-1,51) TC 67 (39,2) 18 (48,6) 0,4782 0,71 (0,33-15,52)
CcC 78 (46,2) 15 (41,7) 1 CcC 18 (10,5) 2 (5,4) 1,59 (0,33-7,71)
Dominante AA -AC 91 (53,8) 21 (58,3) 0,5107 0,78 (0,37-1,64) TT 86 (50,3) 17 (45,9) 0,5543 1
CcC 78 (46,2) 15 (41,7) 1 TC-CC 85 (49,7) 20 (54,1) 0,80 (0,39-1,66)
RECEsSIVO AA 17 (10,1) 2 (5,6) 0,4287 1,79 (0,39-8,35) TC-TT 153 (89,5) 35 (94,6) 0,4039 1
AC -CC 152 (89,9) 34 (94,4) 1 CcC 18 (10,5) 2 (5,4) 1,85 (0,40-8,61)
. AA - CC 95 (56,2) 17 (47,2) 1 TT-CC 104 (60,8) 19 (51,4) 0,2903 1
Sobredominante
AC 74 (43,8) 19 (52,8) 0,2763 0,66 (0,32-1,39) TC 67 (39,2) 18 (48,6) 0,67 (0,32-1,40)
rs35097611 rs35274867
Codominante CcC 161 (95,3) 35 (97,2) 1 AA 175 (97,2) 35 (94,6) 0,55555 1
CT 8 (4,7) 1(2,8) 0,6664 1,56 (0,19-13,18) AT 5(2,8) 2 (5,4) 0,59 (0,11-3,2)
rs34815383 rs55679475
Codominante TT 151 (88,3) 34 (91,9) 1 TT 87 (48,3) 18 (48,6) 0,8392 1
TC 20 (11,7) 3(8,1) 0,4418 1,62 (0,45-5,87) TC 93 (51,7) 19 (51,4) 0,93 (0,45-1,92)
rs513699 rs35343172
Codominante TT 44 (24,4) 7 (18,9) 1 TT 170 (94,4) 36 (97,3) 0,4351 1
TC 136 (75,6) 30 (81,1) 0,4529 0,71 (0,29-1,77) TC 10 (5,6) 1(2,7) 2,14 (0,26-17,55)
rs61822181 rs55771831
Codominante CcC 19 (10,6) 2(5,4) 1 GG 87 (48,3) 18 (48,6) 0,8392 1
CT 161 (89,4) 35 (94,6) 0,1486 0,36 (0,08-1,68) GC 93 (51,7) 19 (51,4) 0,93 (0,45-1,92)
rs62625015 rs15809
Codominante CcC 92 (51,1) 20 (54,1) 1 CcC 162 (61,5) 35 (94,6) 1
CG 88 (48,9) 17 (45,9) 0,8951 1,05 (0,51-2,17) CG 15 (8,5) 2 (5,4) 0,4451 1,76 (0,38-8,19)
) rs409953 * valores p ajustados para as variaveis de corregdo “Idade”, “Género” e “Procedéncia”
Codominante GG 101 (56,1) 245 (64,9) 1 & Modelos genotipicos de heranca de acordo com Critério de Informacao de Akaike
GA 79 (43,9) 13 (35,1) 0,5771 1,24 (0,58-2,63) p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; ClI: intervalo de confian¢a
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Valor p Valor p*
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 0,11681 0,36733 0,03931 0,59945 0,13497 0,41088 0,04611 0,56664 0,23 (0,06 - 0,89)"
rs35097611 0,18783 0,21689 nd
rs34815383 0,61530 0,69546 0,74 (0,17 — 3,21)
rs1061170 0,12755 0,44141 0,04242 0,52695 0,14257 0,54445 0,04886 0,43639 0,23 (0,06 - 0,91)"

rs513699 0,21218 0,22648 0,41 (0,09 — 1,97)
rs61822181 0,06947 0,07509 nd
rs35274867 0,38642 0,35482 nd
rs55679475 0,93250 0,92954 1,05 (0,35 - 3,18)
rs35343172 0,16822 0,18860 nd
rs55771831 0,93250 0,92954 1,05 (0,35 - 3,18)
rs62625015 0,83025 0,97443 0,98 (0,32 — 2,99)

rs409953 0,39238 0,44809 0,66 (0,22 — 1,95)

rs15809 0,68699 0,69242 1,51 (0,18 — 12,95)

* valores p ajustados para as variaveis de corregéo “Idade”, “Género” e “Procedéncia”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; Cl: intervalo de confianga
r: modelo recessivo
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APENDICE E - Modelos de associa¢do dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com cefaleia.

Valor p Valor p*
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante
rs1061147 0,48051 0,43332 0,51792 0,24237 0,59226 0,47424 0,62838 0,31525 0,72 (0,38 - 1,37)®
rs35097611 0,12611 0,16396 0,35 (0,08 — 1,58)
rs34815383 0,42598 0,48654 0,71 (0,27 — 1,88)
rs1061170 0,92400 0,92024 0,74266 0,75913 0,95951 0,83253 0,90967 0,77533 0,91 (0,47 —1,75)°
rs513699 0,45516 0,35241 1,41 (0,69 - 2,89)
rs61822181 0,10338 0,11472 2,22 (0,82 - 5,97)
rs35274867 0,82726 0,84218 0,83 (0,13 —5,16)
rs55679475 0,97121 0,80516 0,92 (0,49 — 1,74)
rs35343172 0,02176 0,03334 0,23 (0,06 — 0,96)
rs55771831 0,97121 0,80516 0,92 (0,49 — 1,74)
rs62625015 0,78335 0,68740 0,88 (0,49 — 1,66)
rs409953 0,51755 0,33228 0,73 (0,38 — 1,38)
rs15809 0,15129 0,16737 0,46 (0,16 — 1,38)

* valores p ajustados para as variaveis de corregdo “Idade”, “Género” e “Procedéncia”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razbes de chance; Cl: intervalo de confianca
s: modelo sobredominante
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APENDICE F - Modelos de associa¢éo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com mialgia.

Valor p Valor p*
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 0,08053 0,02789 0,86983 0,04164 0,33119 0,13747 0,73433 0,22183 0,41 (0,12 — 1,40)¢
rs35097611 0,86044 0,72062 0,65 (0,07 — 6,22)
rs34815383 0,93453 0,49416 1,79 (0,31 -10,17)
rs1061170 0,30777 0,13834 0,93237 0,15270 0,77645 0,48226 0,74867 0,62079 0,67 (0,22 — 2,06) ¢

rs513699 0,35881 0,14199 0,4 (0,1-1,51)
rs61822181 0,13749 0,05850 nd
rs35274867 1,00000 0,33735 nd
rs55679475 0,59696 0,83234 0,9 (0,34 — 2,36)
rs35343172 0,78499 0,89720 0,86 (0,1 —7,62)
rs55771831 0,59696 0,83234 0,9 (0,34 — 2,36)
rs62625015 0,71508 0,93015 1,04 (0,4 — 2,74)

rs409953 0,18464 0,31611 0,61 (0,24 — 1,6)

rs15809 0,84966 0,57701 0,61 (0,12 — 3,21)

» o«

* valores p ajustados para as variaveis de corregdo “ldade”, “Género” e “Procedéncia”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razbes de chance; Cl: intervalo de confianca
d: modelo dominante
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APENDICE G - Modelos de associacdo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com ictericia.

Valor p Valor p*
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 0,48434 0,40413 0,27876 0,86049 0,62564 0,50945 0,37836 0,89652 0,62 (0,21 -1,80)"
rs35097611 0,34351 0,52351 1,68 (0,32 — 8,8)
rs34815383 0,03969 0,06378 2,83 (0,87 -9,2)
rs1061170 0,17514 0,09803 0,16898 0,41522 0,43875 0,25619 0,34150 0,56711 0,69 (0,36 — 1,32)¢

rs513699 0,89158 0,76834 0,89 (0,42 —1,88)
rs61822181 0,10976 0,25440 0,54 (0,18 — 1,62)
rs35274867 0,26925 0,38979 2,47 (0,27 — 22,81)
rs55679475 0,13878 0,19657 0,65 (0,34 — 1,25)
rs35343172 0,11339 0,27119 2,31 (0,47 —11,42)
rs55771831 0,13878 0,19657 0,65 (0,34 — 1,25)
rs62625015 0,22054 0,27348 0,7 (0,37 — 1,33)

rs409953 0,13371 0,28925 0,7 (0,37 — 1,35)

rs15809 0,01311 0,03002 4,44 (0,94 — 20,98)

* valores p ajustados para as variaveis de corregdo “Idade”, “Género” e “Procedéncia”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; Cl: intervalo de confianga

d: modelo dominante

r: modelo recessivo



APENDICE H - Modelos de associa¢do dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com sindrome renal.
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Valor p Valor p*
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 0,98040 0,89972 0,91432 0,84795 0,94133 0,96350 0,75401 0,81457 1,19 (0,40 -3,57)"
rs35097611 0,56788 0,40357 0,5 (0,09 — 2,69)
rs34815383 0,00300 0,00144 5,3 (1,8-15,57)
rs1061170 0,98250 0,91609 0,91192 0,85972 0,89437 0,63684 0,88780 0,69310 1,17 (0,61 — 2,26) ¢

rs513699 0,24298 0,29052 1,51 (0,7 — 3,25)
rs61822181 0,76099 0,86151 0,91 (0,33 - 2,53)
rs35274867 0,76554 0,78772 1,29 (0,2 - 8,15)
rs55679475 0,67277 0,97051 0,99 (0,52 —1,88)
rs35343172 0,79709 0,58851 0,68 (0,17 (2,8)
rs55771831 0,67277 0,97051 0,99 (0,52 —1,88)
rs62625015 0,40270 0,61391 0,85 (0,44 — 1,62)

rs409953 0,60607 0,91069 0,96 (0,5 - 1,85)

rs15809 0,32366 0,35809 1,68 (0,56 — 5,05)

* valores p ajustados para as variaveis de corregdo “ldade”, “Género” e “Procedéncia”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razbes de chance; Cl: intervalo de confianca

d: modelo dominante
r: modelo recessivo

» o«
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APENDICE | - Modelos de associacéo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com sindrome respiratoria.

Valor p Valor p*
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 1,00000 0,81108 1,00000 0,73226 0,43192 0,74492 0,19505 0,8062 0,78 (0,17 — 3,49) ¢
rs35097611 1,00000 0,45876 nd
rs34815383 0,59832 0,25468 nd
rs1061170 0,77552 0,47704 0,85575 0,54875 0,89492 0,72192 0,85713 0,6376 1,44 (0,32 — 6,61)°

rs513699 0,37493 0,45692 2,14 (0,25 -18,61)
rs61822181 1,00000 0,24282 nd
rs35274867 1,00000 0,51002 nd
rs55679475 0,16145 0,21308 2,73 (0,51 — 14,46)
rs35343172 1,00000 0,36153 nd
rs55771831 0,16145 0,21308 2,73 (0,51 — 14,46)
rs62625015 0,11954 0,12276 3,38 (0,65 —17,7)

rs409953 0,27329 0,41153 1,89 (0,41 - 8,74)

rs15809 1,00000 0,28635 nd

* valores p ajustados para as variaveis de corregdo “Idade”, “Género” e “Procedéncia”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; Cl: intervalo de confianga

d: modelo dominante

s: modelo sobredominante
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APENDICE J - Modelos de associacdo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com sindrome hemorragica.

Valor p Valor p*
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 0,20638 0,12863 0,18628 0,41629 0,23082 0,14175 0,20154 0,42794 0,53 (0,23 —1,25)4
rs35097611 0,35839 0,07971 nd
rs34815383 0,59319 0,40721 1,71 (0,5 -5,85)
rs1061170 0,74092 0,50746 0,54901 0,75138 0,78739 0,60287 0,54617 0,86946 0,63 (0,13 -2,99)"

rs513699 0,33647 0,35276 1,61 (0,57 — 4,58)
rs61822181 0,51024 0,49879 1,66 (0,35 —7,76)
rs35274867 0,78382 0,78922 1,37 (0,14 — 13,24)
rs55679475 0,87365 0,95725 0,98 (0,43-2,22)
rs35343172 0,36510 0,04885 nd
rs55771831 0,87365 0,95725 0,98 (0,43-2,22)
rs62625015 0,50626 0,60775 0,81 (0,35-1,84)

rs409953 0,74722 0,69859 1,18 (0,51 —-2,7)

rs15809 0,78574 0,79855 0,82 (0,17 — 3,92)

* valores p ajustados para as variaveis de correcdo “Idade”, “Género” e “Procedéncia”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; Cl: intervalo de confianca

d: modelo dominante

r: modelo recessivo
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APENDICE K - Modelos de associaco dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com diarréia.

Valor p Valor p&
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante
0,21 (0,04 — 1,01)°
rs1061147 0,03805 0,90619 0,01311 0,20865 0,03914 0,86729 0,01331 0,22193 0,19 (0,04 — 0,88)"
rs35097611 0,81724 0,90108 0,91 (0,2 — 4,05)
rs34815383 0,91168 0,74899 0,85 (0,32 — 2,28)
0,20 (0,04 - 0,95)°
rs1061170 0,04508 0,68203 0,01389 0,33542 0,04985 0,54111 0,01463 0,44410 0,19 (0,04 — 0,90)"
rs513699 0,69468 0,66484 1,18 (0,56 — 2,5)
rs61822181 0,36019 0,30633 1,71 (0,6 —4,89)
rs35274867 0,95799 0,93040 0,92 (0,15 - 5,77)
rs55679475 0,87156 0,75668 0,9 (0,47 -1,72)
rs35343172 0,45167 0,51694 0,63 (0,16 — 2,59)
rs55771831 0,87156 0,75668 0,9 (0,47 -1,72)
rs62625015 0,78203 0,65403 0,86 (0,45 — 1,65)
rs409953 0,36692 0,32374 0,72 (0,37 — 1,39)
rs15809 0,49479 0,47007 0,66 (0,21 — 2,07)

& valores p ajustados para as variaveis de corregdo “ldade”, “Género”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; Cl: intervalo de confianca
r: modelo recessivo

c: modelo codominante



APENDICE L - Modelos de associa¢éo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com prostracao.
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Valor p Valor p&
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 0,58742 0,53290 0,33191 0,94663 0,57674 0,57843 0,30853 0,97453 0,55(0,16 -1,82)"
rs35097611 0,02458 0,00542 nd
rs34815383 0,25806 0,24944 1,76 (0,67 — 4,61)
rs1061170 0,53392 0,88091 0,31647 0,45991 0,50408 0,88354 0,29665 0,44117 0,54 (0,16 — 1,79)"

rs513699 0,98859 0,99087 1
rs61822181 0,88409 0,81317 1,13 (0,41 - 3,07)
rs35274867 0,93925 0,97105 1,03 (0,17 - 6,39)
rs55679475 0,08273 0,07583 1,8 (0,94 — 3,47)
rs35343172 0,01397 0,00157 nd
rs55771831 0,08273 0,07583 1,8 (0,94 — 3,47)
rs62625015 0,11358 0,09869 1,73 (0,9 - 3,34)

rs409953 0,57872 0,54248 1,23 (0,64 — 2,36)

rs15809 0,02290 0,02032 0,21 (0,05 -0,97)

» o«

& yalores p ajustados para as variaveis de corregdo “ldade”, “Género”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; Cl: intervalo de confianga
r: modelo recessivo



APENDICE M - Modelos de associacdo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com dor na panturrilha.
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Valor p Valor p&
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

0,41 (0,20 — 0,82)°¢
rs1061147 0,02294 0,00825 0,94956 0,00920 0,03939 0,01341 0,85489 0,01760 0,43 (0,22 - 0,85)¢
0,45 (0,23 - 0,87)°

rs35097611 0,38344 0,35773 2,09 (0,4 - 10,85)
rs34815383 0,04562 0,02233 3,59 (1,09 — 11,84)
0,38 (0,19 - 0,76)°

rs1061170 0,01430 0,00569 0,97496 0,00512 0,02267 0,00833 0,88072 0,00898 0,41 (0,21 -0,8)¢
0,41 (0,21 -0,8)°

rs513699 0,18819 0,19435 0,6 (0,28 - 1,31)
rs61822181 0,79096 0,88853 0,93 (0,34 — 2,53)
rs35274867 0,34010 0,37120 2,56 (0,28 — 23,71)
rs55679475 0,00241 0,00375 0,38 (0,19 — 0,74)
rs35343172 0,51344 0,53546 1,54 (0,38 - 6,28)
rs55771831 0,00241 0,00375 0,38 (0,19 - 0,74)
rs62625015 0,01025 0,01811 0,45 (0,23 - 0,88)
rs409953 0,05457 0,07675 0,55 (0,29 — 1,07)
rs15809 0,09229 0,09800 2,8 (0,75 -10,47)

& valores p ajustados para as variaveis de corregéo “ldade”, “Género”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou raz6es de chance; ClI: intervalo de confianca

¢: modelo codominante

d: modelo dominante

s: modelo sobredominante



APENDICE N - Modelos de associacéo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com vémito.
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Valor p Valor p&
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 0,79909 0,55560 0,89926 0,50521 0,88114 0,63792 0,98003 0,62478 0,85 (0,43 —1,68) ¢
rs35097611 0,87049 0,97822 0,98 (0,22 — 4,45)
rs34815383 0,96724 0,96965 0,98 (0,35 — 2,75)
rs1061170 0,67941 0,43014 0,91407 0,38403 0,63926 0,37662 0,98690 0,35833 0,73 (0,37 — 1,46) ¢

rs513699 0,33489 0,30518 1,5 (0,69 — 3,23)
rs61822181 0,76720 0,87667 0,92 (0,32 — 2,67)
rs35274867 0,16472 0,04787 nd
rs55679475 0,91316 0,89735 0,96 (0,48 — 1,89)
rs35343172 0,74995 0,67891 1,35 (0,32 - 5,65)
rs55771831 0,91316 0,89735 0,96 (0,48 — 1,89)
rs62625015 0,81252 0,83676 0,93 (0,47 — 1,84)

rs409953 0,95419 0,99643 1

rs15809 0,67249 0,62524 0,75 (0,24 — 2,33)

& valores p ajustados para as variaveis de corregdo “ldade”, “Género”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; Cl: intervalo de confianga
d: modelo dominante



APENDICE O - Modelos de associacdo dos SNPs identificados no gene CFH em pacientes com leptospirose afetados com sufusdo conjuntival.
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Valor p Valor p&
SNP OR (95% CI)
Codominante Dominante Recessivo Sobredominante | Codominante Dominante Recessivo Sobredominante

rs1061147 0,34352 0,96042 0,21892 0,40310 0,10508 0,96747 0,04013 0,33445 nd’
rs35097611 0,29830 0,34322 2,41 (0,44 — 13,24)
rs34815383 0,25915 0,35032 0,41 (0,05 - 3,32)
rs1061170 0,41526 0,55582 0,21917 0,76782 0,12007 0,70679 0,04028 0,57611 nd’

rs513699 0,84800 0,83952 0,89 (0,3 — 2,69)
rs61822181 0,22594 0,21448 0,43 (0,12 — 1,52)
rs35274867 1,00000 0,26318 nd
rs55679475 0,78428 0,93395 0,96 (0,36 — 2,54)
rs35343172 0,45110 0,52500 1,75 (0,34 —9,08)
rs55771831 0,78428 0,93395 0,96 (0,36 — 2,54)
rs62625015 0,59559 0,74895 0,85 (0,32 — 2,28)

rs409953 0,65819 0,74094 0,85 (0,31 -2,3)

rs15809 0,85665 0,85148 1,17 (0,24 - 5,72)

& valores p ajustados para as variaveis de corregdo “ldade”, “Género”
p<0,05; OR: “odd ratio” ou razdes de chance; Cl: intervalo de confianca

r: modelo recessivo



APENDICE P - Comparacéo das freqéncias alélicas dos SNPs rs61822181, rs55679475, rs55771831,

rs62625015 e rs409953 entre a populacéo de estudo e populagdes de referéncia.

-139-

PopulacBes de referéncia (Bases de dados

Populacéo de estudo

SNP/Alelo publicas)*
Geral Africana  Amerindia  Europeia Argentina Brasil
rs61822181
C 87,2 89,5 81,0 88,7 52,2 54,4
T 12,8 10,5 19,0 11,3 47,8 45,7
rs55679475
T 99,9 100 99,7 100 75,0 74,3
C 0,1 0 0,3 0 25,0 25,7
rs55771831
G 99,9 100 99,9 100 75,0 74,3
C 0,1 0 0,1 0 25,0 25,7
rs62625015
C 100 100 99,9 100 78,3 76,0
G 0 0 0,1 0 21,7 24,0
rs409953
G 100 100 100 100 78,3 78,2
A 0 0 0 0 21,7 21,8

* Bases de dados publicas ‘1000 Genome’ e ‘Ensembls’
Frequencias alélilcas representadas em porcentagem
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APENDICE Q - Regido do gene CFH que contém as variantes rs55679475 e rs55771831 e rs62625015
comparada com diferentes espécies de primates ndo humanos.

-Q---N---A--—-¥---T---V- -V---R---Y---Q---C—---R-

Human CBAn 22T GC TaT ATE GHG. .GTA CGT TAT CRE TGT AGG
Orangutan CAA AAT GCT CAT AGA GTG. .GTA CGT TAC GAA TGT AGG
Sooty mangabey CAA AAC GCT CAT ATA GTG. .GTA CGT TAT GAA TGT AGG
Drill AAA AAT GCT CAT ATA GTG. .GTA CGT TAT GAA TGT AGG
Crab-eating macaque AAA AAT GCT CAT ATA GTG GTA CGT TAT GAA TGT AGG
Y R R M
Macaque AAA AAE GCT CAT ATA GTG. .GTA CGT TAT GAA TGT AGG
Pig-tailed macaque AAA AAT GCT CAT ATA GTG. .GTA CGT TAT GAA TGT AGG
Black snub-nosed monkey CAA AAT GCT CAT ATA GTG. .GTA CGT TAT GAA TGT AGG
Golden snub-nosed monkey CAA AAT GCT CAT ATA GTG. .GTA CGT TAT GAA TGT AGG
Ma's night monkey CAA AAT GGT TAT ACA G-G. .GTA TAT TAT GAA TGT AGG
Capuchin CAA AAT GCT TAT AT- —--—-. .GTA CAT TAT GAA TGT AGG
Bolivian squirrel monkey CAA AAT GCT TAT ATG AGG. .GTA TAT TAT GAA TGT AGG
Tarsier AGA AAT GCT AAT ATC ATA. .GTA CAT TTT GAG TGT ATA
Bushbaby GAA AAT GCT AAG ATA ACA. .GTG CAT TAT GAA TGT AAT
Greater bamboo lemur AAA AAT GCT AAT ATA ATA. .GTA CGC TAT GAA TGT GAG

Coquerel's sifaka AAA AAT GCT AAT ATA ATA.
Upper Galilee mountains rat AAA AAT GCT ACT ATA TTA

.GTA CGC TAT GAA TGT AAG
GTG CGT TAT GAA TGC AAT

Os alelos polimérficos de cada variante assim como os aminoacidos codificados pelos cédons
correspondentes estéo representados em vermelho e negrito. Destacados em verde os nucleotideos cuja
troca representa uma variante sinbnima e em amarelo as variantes ‘missense’.


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000000971;r=1:196652043-196747504;t=ENST00000367429;vdb=variation;vf=26010717
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000000971;r=1:196652043-196747504;t=ENST00000367429;vdb=variation;vf=19045806
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000000971;r=1:196652043-196747504;t=ENST00000367429;vdb=variation;vf=8093477
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000000971;r=1:196652043-196747504;t=ENST00000367429;vdb=variation;vf=749707157;vf=8598532
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000000971;r=1:196652043-196747504;t=ENST00000367429;vdb=variation;vf=78739860
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000000971;r=1:196652043-196747504;t=ENST00000367429;vdb=variation;vf=749705273;vf=9338582
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000000971;r=1:196652043-196747504;t=ENST00000367429;vdb=variation;vf=749651774
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000000971;r=1:196652043-196747504;t=ENST00000367429;vdb=variation;vf=295367
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