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Resumo   

Da Silva, Tiago Francisco. Avaliação da Fagocitose de Leptospira por Macrófagos de 

Camundongos Deficientes de C3 do Sistema Complemento. 2021. Dissertação 

(Mestrado em Ciências com ênfase em Imunologia). Instituto de Ciências Biomédicas. 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

 

A leptospirose é uma zoonose importante para a saúde pública, causada por bactérias 

espiroquetas do gênero Leptospira. A resposta imune inata contra essas bactérias depende 

em grande parte da fagocitose e da ativação do Sistema Complemento. Este sistema é 

composto por diversas proteínas solúveis ou presentes na superfície celular, que atuam 

tanto na imunidade inata quanto na adaptativa. C3 é a proteína mais abundante desse 

sistema e a sua importância fica evidenciada especialmente em pacientes deficientes, pois 

são muito suscetíveis a repetidas infecções.  

Diversos estudos têm mostrado que a proteína C3 desempenha um papel fundamental no 

combate a infecções, responsável pela geração de opsoninas que facilitam a eliminação 

de microrganismos, entre estes as leptospiras, mas o papel de C3 para a diferenciação e 

resposta intracelular em leucócitos ainda é pouco entendido.  

Para entender melhor a importância de C3 para o desenvolvimento de células da 

imunidade inata, este trabalho buscou comparar diversos parâmetros celulares 

importantes para a fagocitose de leptospiras em macrófagos de camundongos C57Bl/6 

(selvagens) e C57Bl/6 C3-/- (deficientes de C3). 

Inicialmente, as populações celulares presentes no exsudado peritoneal foram avaliadas 

por citometria de fluxo. Observamos aumento do número de macrófagos residentes 

(F4/80high) e menor número de macrófagos diferenciados a partir de monócitos (F4/80low) 

em camundongos deficientes de C3, demonstrando que talvez o recrutamento celular 

destas células esteja sendo afetado, implicando em menor afluxo destas células 

inflamatórias para o sítio inflamatório. 

Como o citoesqueleto de macrófagos desempenha um papel crucial para a função 

fagocítica, e tendo em vista sua importância para a migração e formação de evaginações 

e invaginações que permitem o englobamento de partículas, analisamos a presença e 

distribuição de α-tubulina e F-actina em macrófagos peritoneais e diferenciados da 

medula óssea. A ausência de C3 afetou de maneira significativa a morfologia e tamanho 

dessas células, uma vez que na ausência de C3 os macrófagos apresentaram menor 

intensidade de marcação com anti-α-tubulina e redução do tamanho celular (área), 

evidenciada pelo uso de faloidina (reage com F-actina). Em seguida, a presença das 

seguintes moléculas de superfície celular foi quantificada por citometria de fluxo: 



 
 

CD11a/CD18, CD11b, CD11c, CD64, CD197, CD206, CD282, CD284, CD36, CD80, 

MHC II e CD21/CD35. A presença dos seguintes receptores CD282 (TLR2), CD64 

(FcγR1) e CD36 (scavenger receptor) foi aproximadamente 20 % menor em macrófagos 

diferenciados da medula óssea de camundongos deficientes de C3, quando comparada 

com os macrófagos de camundongos selvagens. Entretanto, a presença desses mesmos 

receptores foi semelhante em macrófagos peritoneais dos dois grupos de camundongos. 

Por outro lado, a presença do receptor de Complemento 4 (CR4; CD11c/CD18) foi seis 

vezes mais elevada em macrófagos peritoneais e diferenciados da medula óssea de B6.C3-

/-. 

Avaliamos também a fagocitose de Zimosan e E. coli K12 que foi maior em macrófagos 

B6.C3-/-, o que pode estar vinculado as alterações que observamos na morfologia celular 

e na expressão de determinados receptores de membrana. 

Surpreendentemente, a fagocitose in vivo de L. interrogans por macrófagos da cavidade 

peritoneal foi maior em camundongos deficientes de C3. No entanto, ainda há 

necessidade de se acertar melhor as condições experimentais.  

Por fim, medimos a ação de ROS e ativação de MAPK em macrófagos de ambos os 

grupos de camundongos, após estímulo com 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). 

Tais parâmetros foram menos intensos em macrófagos de B6.C3-/-, confirmando a 

importância de C3 para a sinalização celular, e merece ser mais amplamente estudado no 

futuro. 

Em conjunto, nossos resultados sugerem que a presença de C3 durante o desenvolvimento 

ontogenético de camundongos C57Black/6 pode influenciar determinados parâmetros 

morfológicos e funcionais de macrófagos, células estas de fundamental importância para 

a resposta imune inata e adquirida.  

  



 
 

ABSTRACT  
Da Silva, Tiago Francisco. Evaluation of Leptospira Phagocytosis by Macrophages of 

C3 Deficient Mice in the Complement System. 2021. Dissertation (Master of Science 

with an emphasis on Immunology). Institute of Biomedical Sciences. University of São 

Paulo, São Paulo, 2021. 

 

Leptospirosis is an important zoonosis for public health, caused by the spirochete bacteria 

of the genus Leptospira. The innate immune response against these bacteria depends 

largely on phagocytosis and activation of the Complement System. This system is 

composed by several proteins that are either soluble or present on the cell surface, 

participating in both innate and adaptive immunity. C3 is the most abundant protein in 

this system and its importance is especially confirmed in C3 deficient patients, as they 

are very highly susceptible to severe and recurrent infections. 

Several studies have shown that the C3 protein plays a fundamental role in the control of 

infections, responsible for generating opsonins which facilitate microorganism killing, 

including leptospires. However, the role of C3 in leukocyte differentiation and 

intracellular response has not been investigated so far. 

To better understand the importance of C3 for the development of macrophages, this 

study aimed to compare several important cell parameters for phagocytosis of leptospires 

on macrophages of C57Bl/6 (wild) and C57Bl/6 C3-/- mice (C3 deficient). 

Initially, the cell populations in the peritoneal exsudate were assessed by flow cytometry. 

Higher number of resident macrophages (F4/80high) and lower number of macrophages 

differentiated from monocytes (F4/80low) were observed in C3 deficient mice, when 

compared to wild mice, suggesting that monocyte recruitment to the inflammatory site 

maybe is impaired. 

The cytoskeleton plays a crucial role in phagocytosis and is important for migration and 

formation of cell evaginations and invaginations which allow particle internalization. 

Considering that, the presence and distribution of α-tubulin and F-actin in peritoneal 

macrophages and bone marrow derived macrophages was analyzed. The absence of C3 

significantly interfered in macrophage morphology and size, since they stained less with 

anti-α-tubulin and reduced cell size (area), evidenced by the use of phalloidin (reacts with 

F-actin). Then, the presence of the following cell surface molecules was quantified by 

flow cytometry: CD11a /CD18, CD11b, CD11c, CD64, CD197, CD206, CD282, CD284, 

CD36, CD80, MHC II and CD21/CD35. The presence of the following receptors CD282 

(TLR2), CD64 (FcγR1) and CD36 (scavenger receptor) was approximately 20% less in 

bone marrow differentiated macrophages from C3 deficient mice, when compared to 



 
 

macrophages from wild mouse strain. However, the presence of these same receptors was 

similar in peritoneal macrophages from both groups of mice. On the other hand, the 

presence of the Complement 4 receptor (CR4; CD11c / CD18) was six times higher in 

peritoneal macrophages and differentiated from the bone marrow of B6.C3-/-. 

We also evaluated the phagocytosis of Zimosan and E. coli K12, which was higher in 

B6.C3-/- macrophages, which may be linked to the cell morphology changes and 

expression of certain membrane receptors. 

No significant difference in the in vitro phagocytosis of leptospires by murine 

macrophages was observed. However, it is still necessary to improve the experimental 

conditions. Surprisingly, the in vivo phagocytosis of L. interrogans by peritoneal 

macrophages was higher in C3 deficient mice. 

Finally, we measured ROS and MAPK activation in macrophages, after 12-O-

tetradecanoylforbol-13-acetate (TPA) treatment. Both were less intense in B6.C3-/- 

macrophages compared to B6.C3+/+ macrophages, confirming the importance of C3 for 

cell signaling which remains to be further investigated. 

Taken together, our results suggest that C3 may influence morphology and macrophage 

functions during ontogeny of C57Black/6 mice, which is of great importance for innate 

and acquired immune responses. 
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1. Introdução 

 

1.1 Sistema Complemento 

Jules Bordet propôs a existência de um fator presente no soro fresco capaz de 

complementar a ação dos anticorpos na eliminação de bactérias. Por seus estudos nessa 

área e em Microbiologia, recebeu o Prêmio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1919. 

Atualmente sabemos que ao invés de um único fator, um conjunto de mais de 40 proteínas 

solúveis ou associadas à membrana celular compõe o Sistema Complemento. Este sistema 

é parte importante da Resposta Imune Inata e da Resposta Imune Adquirido, 

correspondendo a aproximadamente 3 g de proteína por litro de plasma e 15% da fração 

globulina [Nesargikar et. al., 2012; Walport, 2001].  

O Sistema Complemento pode ser ativado por pelo menos três vias: a Via Clássica, Via 

Alternativa e a Via das Lectinas. Uma vez ativado, este sistema pode desempenhar 

diversas funções biológicas, entre elas: a) a geração de opsoninas (C3b, iC3b, 

principalmente) que facilitam a fagocitose; b) lise mediada pela formação do Complexo 

de Ataque à Membrana (MAC) que pode se instalar sobre a superfície do parasita; c) 

geração de mediadores pró-inflamatórios como C3a e C5a que promovem o recrutamento 

de leucócitos para o sítio inflamatório [Dias da Silva et al., 1967]; e, com poder de causar 

desgranulação de mastócitos e basófilos. As proteínas do Sistema Complemento podem 

atuar como uma ponte entre a resposta inata e adquirida, uma vez que o fragmento C3d é 

um forte ativador de linfócitos B, intensificando a produção de anticorpos (resposta 

humoral) por essas células [Carroll, 1998]. 

 

1.1.1 Via Clássica  

A Via Clássica recebeu este nome por ter sido a primeira via de ativação estudada, embora 

esta seja a via evolutivamente mais recente entre as três, tendo em vista a sua ativação 

dependente da resposta imune adaptativa. Sua ativação geralmente é iniciada pela ligação 

de C1q do complexo C1 com domínios CH2 de duas IgG ou com domínios CH3 de uma 

única IgM, quando estas imunoglobulinas estão ligadas especificamente a antígenos. O 

complexo C1 é formado pelas subunidades C1q, duas moléculas C1r e duas moléculas 

C1s. C1r e C1s são zimógenos, e uma vez ativados, podem funcionar como 

serinoproteases. Após a ligação de C1q ao imunocomplexo, as unidades C1r passam a ser 

ativadas, o que propicia também a ativação das subunidades C1s, e esta por sua vez será 

capaz de clivar C4, encontrada na forma solúvel no plasma. A proteína C4 (210 kDa) é 
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composta por três cadeias α, β e γ, e uma vez clivada por C1s ativado, gera dois 

fragmentos: um maior (C4b) e um menor (C4a). C4b pode se ligar covalentemente à 

superfície celular ou a outras proteínas solúveis, enquanto o fragmento C4a é uma 

anafilotoxina que atua em diversas funções pró-inflamatórias como quimiotaxia de 

monócitos e neutrófilos (recrutando estas células até o sítio de infecção), além de 

propiciar liberação de histamina por mastócitos e basófilos, gera um aumento na produção 

de radicais livres dependentes do metabolismo de O2 em neutrófilos e induz contração do 

músculo liso [Gorski et al., 1979]. 

O fragmento C4b se liga a outra proteína solúvel denominada C2. Esta ligação permite a 

clivagem desta proteína pela ação de C1s, gerando dois fragmentos: C2a e C2b. O 

fragmento C2a permanece ligado a C4b, formando assim o complexo enzimático C4b2a, 

conhecido como a C3-convertase da Via Clássica. Este complexo tem a capacidade de 

clivar C3 – proteína-chave para o funcionamento de todas as vias do Sistema 

Complemento – gerando dois fragmentos: C3a e C3b. C3a é uma anafilotoxina e vários 

fragmentos C3b podem se ligar ao complexo C4b2a, formando a C5-convertase da Via 

Clássica (C4b2a3bn), com capacidade para clivar uma proteína chamada C5 em 

fragmentos C5a e C5b. C5a também é uma anafilotoxina, e C5b, dando assim início ao 

final da cascata de ativação que é conhecida como Via Terminal Comum. 

 

1.1.2 Via Alternativa  

Quase 50 anos após a descrição da Via Clássica, Pillemer et al. (1954) propuseram a 

existência de uma nova via de ativação do Sistema Complemento: a Via da Properdina, 

hoje conhecida como Via Alternativa. Eles chegaram a essa conclusão tendo em vista que 

o Sistema Complemento poderia ser ativado mesmo na ausência de anticorpos, agindo 

diretamente sobre fungos e bactérias. 

A Via Alternativa recebeu este nome por ter sido a segunda a ser descrita, embora seja 

filogeneticamente mais antiga e mais usada do que a Via Clássica. O início da ativação 

dessa via é resultado da hidrólise espontânea da ligação tiol-éster da proteína C3, gerando 

uma nova espécie química chamada C3(H2O), com conformação estrutural similar ao 

fragmento C3b. C3b resultante da ação da C3-convertase também pode dar início a Via 

Alternativa. 

Com a clivagem da ligação tiol-éster em C3(H2O) ou o fragmento C3b poderão se ligar 

covalentemente na superfície do patógeno. C3(H2O) ou C3b enquanto ativados podem se 

ligar a uma proteína plasmática chamada Fator B (FB). Esta interação permite a ação de 
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uma serinoprotease plasmática denominada Fator D – que clivará o FB – resultando na 

formação das C3-convertases da Via Alternativa [C3(H2O)Bb e C3bBb]. Com a clivagem 

de C3 pela C3-convertase, há geração de novos fragmentos C3a e C3b. C3a, como já 

mencionado acima, é uma anafilotoxina, enquanto C3b pode se ligar na própria C3-

convertase, gerando assim a C5-convertase da Via Alternativa [C3(H2O)BbC3bn ou 

C3bBbC3bn] dando início à formação da Via Terminal Comum. A Properdina regula 

positivamente a C3-convertase da Via Alternativa, melhorando a estabilidade e meia vida 

deste complexo enzimático. 

Como esta ativação pode ocorrer de forma constante e espontânea, a regulação desta via 

se torna muito importante para impedir que a cascata seja ativada sobre células próprias 

(descrito mais adiante), além de evitar o consumo exacerbado de C3, o que prejudicaria 

a ativação das vias do Sistema Complemento, quando necessário. 

 

1.1.3 Via das Lectinas 

Aproximadamente quarenta anos após a descrição da Via Alternativa, a Via das Lectinas 

foi descrita. Esta via é ativada a partir do reconhecimento de carboidratos e moléculas 

acetiladas presentes em abundância na superfície de muitas bactérias e fungos. A cascata 

é iniciada a partir da ligação de colectinas circulantes como “Mannose Binding Lectin” 

(MBL) ou ficolinas.  

Em alguns aspectos, a Via das Lectinas guarda semelhança com a Via Clássica: MBL e 

ficolinas são estruturalmente semelhantes a C1q. Após ligação da MBL (ou de ficolinas) 

com polissacarídeos microbianos, as serinoproteases “MBL-associated serinoproteases” 

(MASPs) poderão clivar as proteínas C4 e C2, resultando na formação da C3-convertase 

(C4b2a) que igualmente atua na Via Clássica. As serinoproteases MASP-1 e MASP-2 são 

homólogas a C1r e C1s respectivamente, presentes no complexo C1. Outra serinoprotease 

chamada MASP-3 é descrita como reguladora da atividade de C4 e C2, já que esta atua 

como competidora de MASP-2 diminuindo sua ação [Dahl et al., 2001; Dobó et al., 2016].  

 

1.1.4 Complexo de Ataque à Membrana  

A C5-convertase cliva C5, gerando C5a e C5b, iniciando a formação da Via Terminal 

Comum seguida pela ligação da proteína C6, inserção na membrana das proteínas C7 e 

C8 e, por fim, diversas proteínas C9 (Poli-9), formando o MAC (C5b6789n) sobre a 

membrana microbiana [Morgan, 1989].  
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O Sistema Complemento atua como um dos mais importantes componentes da resposta 

imune do hospedeiro. Dentre suas funções, a lise mediada pelo MAC é evidenciada como 

um evento fundamental para uma resposta imune eficiente, sobretudo pela sua 

participação na eliminação de patógenos e células danificadas. Diversos organismos 

evoluíram produzindo uma parede celular mais resistente à ação de tal complexo, 

evitando a perfuração de sua membrana, mas a resposta do MAC ainda é fundamental 

para o combate de vários patógenos, como, por exemplo, bactérias do gênero Neisseria, 

onde a imunodeficiência em alguma proteína formadora do MAC pode gerar infecções 

graves para tal patógeno (meningite e gonorreia), enquanto indivíduos com ação normal 

do MAC são resistentes e normalmente eliminam estas bactérias [Walport, 2001].  

Como mencionado acima (item 1.1.2), diversas proteínas do próprio Sistema 

Complemento atuam como reguladoras, sendo importantes para evitar que sejam gerados 

quadros inflamatórios crônicos e respostas contra células próprias, além do consumo 

exacerbado principalmente da proteína C3. Fator H (FH) e a Proteína Ligante de C4b 

(C4BP) são proteínas solúveis reguladoras que atuam sobre as C3-convertases, a primeira 

sobre a Via Alternativa e a segunda sobre as demais vias (Via Clássica e Via das 

Lectinas), tendo maior afinidade com os fragmentos C3b e C4b, respectivamente. Tanto 

FH quanto C4BP têm a capacidade de agir como cofator da enzima Fator I, que por sua 

vez pode clivar C3b e C4b em fragmentos menores. O Receptor de Complemento (CR) 

CR1 e a Proteína de Membrana com atividade de co-fator (MCP ou CD46) também atuam 

sobre as convertases associadas à membrana, sendo também cofatores do Fator I. O Fator 

de Aceleração do Decaimento (DAF ou CD55) presente na membrana pode atuar inibindo 

as C3-convertases de todas as vias [Nicholson-Weller et al.,1981,1983]. Além destas, o 

Inibidor de C1 (C1-INH) atua controlando a ativação do complexo C1. A Via Terminal 

Comum pode ser regulada pela proteína de membrana CD59 e por proteínas solúveis 

como a Vitronectina e Clusterina. 
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Figura 1. Principais vias de ativação do Sistema Complemento.  Representação esquemática da ativação 

do Sistema Complemento sobre a membrana de uma bactéria. A) Via Alternativa; B) Via Clássica; C) Via 

das Lectinas; e em D) Via Terminal Comum. Esta figura foi preparada pela bióloga Milena Carvalho 

Carneiro. 

 

1.2 Proteína C3  

A proteína C3 é importante em muitas funções geradas pelo Sistema Complemento e sua 

deficiência resulta em infecções graves e repetitivas com alta taxa de mortalidade 

[Ulbrich et. al, 2001; Reis et al., 2006; Ricklin et al., 2016]. 

Os fragmentos de C3, C3b e principalmente iC3b são opsoninas importantes para a 

fagocitose realizada por células fagocitárias. Outro fragmento de C3 importante é C3d 

gerado após clivagem da proteína C3 pelo Fator I, este é reconhecido pelo Receptor de 

Complemento 2 (CR2 ou CD21) presente em linfócitos B e células dendríticas foliculares; 

na ausência desta proteína a produção de anticorpos é prejudicada [Carter & Fearon, 

1992; Hebell et al., 1991, Pekkarinen et al., 2015]. 

Assim como a maioria das proteínas do Sistema Complemento, C3 é sintetizado 

principalmente no fígado por hepatócitos, além de leucócitos, fibroblastos, células 

epiteliais e por outras células [Alper et. al, 1969]. A sua síntese pode ser estimulada por 

padrões moleculares de microrganismos como o LPS de bactérias Gram-negativas e 

citocinas como a Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral (TNF)-α, já o 

Interferon γ (IFN-γ) inibe a síntese de C3 [Katz & Strunk, 1989].  

A proteína C3 humana é codificada por um gene de cópia única no braço curto do 

cromossomo 19, contendo 41 exons. Os 16 primeiros éxons codificam para a região dos 

aminoácidos da cadeia β e os 25 restantes para a cadeia α. [Vik et. al; 1991]. A proteína 
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madura possui 185 kDa e em um indivíduo adulto saudável a presença no soro varia entre 

1,0 e 1,6 mg/ml, sendo o mais abundante componente do Sistema Complemento. Como 

já explicado acima, C3 ao ser clivado pela C3-convertase na sua cadeia α, gera um 

fragmento com 77 aminoácidos (C3a), e outro conhecido como C3b formado pela cadeia 

α’ (resultante da clivagem da cadeia α) e pela cadeia beta (70 kDa). A cadeia α’ pode ser 

novamente clivada pelo Fator I em iC3b e C3dg. Assim, como C3b e iC3b, esses 

fragmentos permanecem ligados covalentemente à superfície do microrganismo.  

 

1.3 Macrófagos  

Os macrófagos pertencem ao Sistema Mononuclear Fagocítico. Estas células participam 

de forma essencial tanto da imunidade inata quanto da adquirida. Os macrófagos são 

encontrados em basicamente todos os tecidos, e são originados a partir de um progenitor 

eritro-mielóide proveniente do saco vitelínico, responsável pela maioria dos macrófagos 

que residem nos tecidos [Hoeffel & Ginhoux, 2018]. Além disto, os macrófagos podem 

ter origem estimulada a partir da migração e diferenciação de monócitos circulantes do 

sangue periférico para o tecido. Durante o desenvolvimento dos monócitos, o progenitor 

mieloide pode se desenvolver primeiramente em monoblasto, pró-monócito e finalmente 

em monócitos que saem da medula óssea e migram para a corrente sanguínea [Gordon & 

Taylor, 2005]. O mesmo progenitor mieloide pode dar origem a outros PBMCs como 

neutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastócitos e células dendríticas. 

A maturação de macrófagos permite que estes desempenhem diversas funções, como 

processamento e apresentação de antígenos, expressão de várias citocinas e proteínas da 

fase inflamatória aguda, atuam também eliminando células apoptóticas, senescentes ou 

danificadas e uma de suas principais funções é a fagocitose [Wynn et al. 2013]. Os 

macrófagos participam também do reparo de tecidos lesionados, do crescimento de novos 

vasos sanguíneos e síntese da matriz extracelular [Gordon, 2003]. 

Os macrófagos são células plásticas, capazes de responder à estímulos do ambiente e 

podendo assumir uma gama de fenótipos. Na literatura, o que normalmente é encontrado 

é a divisão de macrófagos em M1 e M2 (M2a, M2b, M2c) onde as células M1 podem ser 

ativadas na presença de IFN-γ, LPS e Fator Estimulador de Colônias de Granulócitos-

Macrófagos (GMCSF), entre outros. A subpopulação M1 apresenta características pró-

inflamatórias, microbicidas, antitumorais, boa capacidade de apresentação de antígenos e 

combate a patógenos intracelulares (citotóxica). Já a subpopulação de macrófagos M2 

pode ser ativada por IL-4 (M2a), IL-13, TGF-β, imunocomplexos (M2b), Fator 
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Estimulador de Colônias de Macrófagos (MCSF) e IL-10 (M2c) [Martinez & Gordon, 

2014], entre outros, sendo estes macrófagos considerados importantes para a resposta 

imunorreguladora, antiinflamatória, e para o remodelamento tecidual, angiogênese, 

cicatrização e desenvolvimento tumoral [Saqib et. al., 2018; Cho et. Al., 2014; Martinez 

& Gordon, 2014]. De fato, as populações M1 e M2 são os extremos de um gradiente, 

onde fenótipos variáveis podem ser encontrados, dependendo da integração de sinais feita 

pelas células, no ambiente onde as mesmas estão expostas. 

 

1.3.1 Fagocitose 

O naturalista ucraniano chamado Elie Metchnikoff cunhou o termo conhecido hoje como 

fagocitose, a partir de estudos com larva de estrelas-do-mar. Metchnikoff espetou a larva 

com acúleo de uma roseira e notou que 24h depois o acúleo estava cercado por células 

[Nathan, 2008]. Com seus trabalhos Metchnikoff ajudou a entender o que 

compreendemos hoje como fagocitose e o importante papel de macrófagos na proteção 

contra agentes externos. 

A fagocitose é importante para o controle de infecções, uma vez que microrganismos 

podem ser reconhecidos principalmente por receptores presentes na superfície de 

fagócitos onde poderão ser eliminados. A capacidade dos receptores de interagir com 

moléculas estranhas de patógenos permite o desencadeamento de atividade microbicida 

de fagócitos, possibilitando a ingestão e remoção de grandes partículas, incluindo agentes 

infecciosos [Allen & Aderem, 1996], dificultando assim o desenvolvimento de doenças 

parasitárias.  

Para melhorar a resposta celular, diversas opsoninas facilitam o reconhecimento de 

partículas que precisam ser fagocitadas. Anticorpos da classe IgG e fragmentos C3b e 

iC3b do Sistema Complemento estão entre as principais opsoninas ao se ligarem à 

superfície de microrganismos, permitindo assim a eliminação dos mesmos. Este é um 

importante mecanismo para combate de diversas infecções, embora determinadas 

bactérias, fungos e parasitas possam ser reconhecidos diretamente por fagócitos. No 

contato com moléculas alteradas ou estranhas e partículas, os fagócitos emitem 

prolongamentos citoplasmáticos conhecidos como pseudópodes que internalizam as 

partículas, formando subsequentemente uma vesícula chamada fagossomo. 

Posteriormente, esta vesícula se funde aos lisossomos, gerando o fagolisossomo cujo 

conteúdo contribui para a eliminação dos microrganismos internalizados [Straus W, 

1964; Ehrenreich & Cohn, 1967; Stossel et al., 1972]. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Ilya_Ilyich_Mechnikov
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Com a fagocitose diversas reações intracelulares são ativadas para eliminação das 

partículas, sendo a destruição intracelular mediada por enzimas proteolíticas liberadas 

pelos lisossomos e por radicais livres produzidos pela explosão respiratória, gerando 

espécies reativas de oxigênio (ROS) como ânion superóxido (O2
-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxilas (OH-) [Bedard et al., 2007]. Há também a 

formação de óxido nítrico (NO), um importante agente microbicida. 

 

1.3.2 Receptores Celulares 

Os macrófagos possuem diversos tipos de receptores localizados tanto na membrana 

plasmática quanto intracitoplasmáticos, possibilitando a interação com diferentes alvos, 

como por exemplo: 1) receptores para opsoninas derivadas do Sistema Complemento 

(CR) e para anticorpos IgG (FcγR); 2) receptores de reconhecimento (PRR) para os mais 

diversos Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPS) ou ao dano tecidual 

(DAMPs), tais como Toll-Like Receptor (TLR), Nod-like receptor (NLR), Rig-Like 

Receptor (RLR), receptor para C1q, receptor para MBL, entre outros; 3) receptores para 

carboidratos como o receptor de manose (CD206); e, 4) receptores tipo Scavenger que 

podem reconhecer diversos lipopeptídeos e LPS [Sastry & Ezekowitz, 1993; Taylor et 

al., 2005].  

 

1.3.2.1 Receptor do tipo Toll 

Dentre os PRRs, os TLRs foram os primeiros identificados e os melhores caracterizados 

até o momento. Em humanos há 10 diferentes TLRs descritos até o momento (TLR1-

TLR10), enquanto em camundongos 12 foram observados (TLR1-TLR9, TLR11-

TLR13), podem ser encontrados tanto na membrana plasmática como associados a 

compartimentos intracelulares como retículo endoplasmático, lisossomos, endossomos, 

entre outros [Kawasaki & Kawai, 2014]. Os receptores TLRs podem reconhecer diversos 

PAMPs como lipídios, proteínas, lipoproteínas, ácidos nucléicos, entre outros. Cada 

receptor possui um domínio transmembrana e uma região citoplasmática curta conhecida 

como domínio Toll/Receptor IL-1 (TIR), que se comunica com moléculas acessórias para 

desencadear a sinalização celular. 

Assim como outras bactérias Gram-negativas, as leptospiras são ricas em LPS, cuja 

presença é predominantemente detectada por receptores semelhantes ao TLR-4 (CD284). 

Entretanto, há diferenças na composição do lipídeo A responsável pela atividade 

endotóxica do LPS dessas bactérias, permitindo que elas sejam reconhecidas por 
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macrófagos humanos apenas pelo TLR-2 (CD282), conhecido ligante para ácido 

lipoteicóico presente nas bactérias Gram-negativas. Já o LPS das leptospiras é 

reconhecido por macrófagos murinos tanto pelo TLR-2 quanto pelo TLR-4, resultando 

em ativação e sinalização celular [Chassin et al. 2009; Werts, 2010]. 

Após a interação TLR2/4-LPS, ocorre a sinalização intracelular que pode culminar com 

a ativação de fatores de transcrição de genes importantes para o processo inflamatório 

desencadeado pela presença de leptospiras [Werts, 2010]. 

 

1.3.2.2 Receptor Scavenger 

Na década de 1970, Brown e Goldstein descreveram os receptores Scavenger (SRs), 

identificados pela capacidade de reconhecer e ligar em diferentes formas de lipoproteínas 

de baixa densidade (LDL), promovendo a diferenciação de macrófagos em células 

espumosas. Esta diferenciação pode gerar condições crônicas como a aterosclerose. 

Os SRs são capazes de reconhecer vários ligantes comuns, tais como lipoproteínas, 

células apoptóticas, éster de colesterol, fosfolipídios, proteoglicanos, ferritina e 

carboidratos [Zani et al., 2015]. 

Existem diversas classes de SR (A-J) [Prabhudas et al., 2014] conhecidas como 

supergrupo de SR. Cada classe possui semelhanças em sua sequência primária, mas entre 

as classes a semelhança é muito pouca ou nenhuma. 

A classe SR-A possui 5 membros (SR-A1, SR-A3-6), SR-A1 (CD204, MSR1) é 

considerada um importante receptor de LDL, que, quando alteradas e ligadas ao receptor, 

ocasionam a formação de células espumosas, dando início à patogênese da aterosclerose 

- principal causa de infarto. SR-A1 também é um receptor de células apoptóticas e de 

microrganismos.  

A classe SR-B é composta por 3 membros (SR-B1-3). SR-B1 (CD36) é expressa por 

monócitos, macrófagos, plaquetas e endotélios selecionados. SR-B1 foi bem descrita pelo 

reconhecimento de LDL oxidada e células apoptóticas [Taylor et al., 2005]. Em 

macrófagos, o CD36 desempenha diversas funções biológicas como migração, 

sinalização e processo inflamatório, além de ter sido observada sua ligação com 

eritrócitos infectados com o parasita causador da malária Plasmodium falciparum [Asch 

et al., 1987; Ockenhouse & Chulay, 1988]. 

1.3.2.3 Receptor de Manose 

O receptor de manose (MR, CD206, MRC1) é uma glicoproteína transmembrana de 180 

kDa, pertencente à família dos receptores de lectinas do tipo C. É expresso pela maioria 
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dos macrófagos teciduais, células dendríticas e células endoteliais linfáticas. Em sua 

região extracelular, há um domínio N-terminal rico em cisteína (CR) que se liga em 

glicoproteínas contendo açúcares sulfatados. Este mesmo receptor apresenta também oito 

domínios de reconhecimento de carboidratos (CRDs) que se ligam a manose e fucose 

[Stahl & Ezekowitzt,1998; Azad et al., 2014].  

O CD206 é capaz de interagir com diversos microrganismos como bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas, leveduras, parasitas e micobactérias. 

 

1.3.2.4 Receptor de Complemento 

Três grupos de receptores de Complemento transmembranar do tipo 1 presentes na 

membrana de células imunes são bem descritos: Receptor de Complemento 1 (CR1 - 

CD35) e CR2 (CD21) que possuem domínios short-consensus repeat (SRC); CR3 

(CD11b/CD18) e CR4 (CD11c/CD18), membros da família das integrinas; e, o receptor 

semelhante CRIg,  da superfamília das imunoglobulinas [Dustin, 2016]. 

CR1 possui alta afinidade com os fragmentos C3b e C4b, promovendo assim a fagocitose 

de partículas opsonizadas pelos mesmos. CR1 também interage com imunocomplexos 

com C3b e C4b depositados, promovendo a remoção dos mesmos da circulação. CR1 é 

expresso principalmente em células derivadas da medula óssea, entre elas neutrófilos, 

monócitos, macrófagos, células dendríticas, eosinófilos, linfócitos e eritrócitos 

[Klickstein et al., 1997].  CR1 atua como co-fator para Fator I, atuando assim como 

regulador da C3-convertase, tendo em vista a clivagem do fragmento C3b em iC3b 

interrompendo a alça de amplificação da Via Alternativa [Jacobson & Weis, 2008] 

(Figura 1). 

CR2 tem a capacidade de se ligar aos fragmentos iC3b, C3d e C3dg [Boackle, 2018]. Em 

primatas, CR2 é expresso na superfície de linfócito B e em células foliculares 

dendríticasatuando em sinergismo com BCR, aumentando a secreção de anticorpos de 

alta afinidade e geração dos centros germinativos em linfócitos B. 

CR3 (αM/β2) é o maior receptor de iC3b, além de possuir a capacidade de se ligar com a 

molécula de adesão intracelular-1 (ICAM-1 - CD54) que é importante para a 

transmigração de leucócitos [Diamond et. al., 1990].  CR3 é expresso em células 

mieloides e linfócitos T ativados.  

CR4 (αX/β2) possui menor afinidade a iC3b em comparação com CR3 [Chen et. al., 2012], 

e também foi observada a sua capacidade de interagir com ICAM-1, ICAM-2 e VCAM-
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1 [Dustin, 2017]. CR4 é expresso por células dendríticas, macrófagos teciduais e 

linfócitos T efetores. 

CR3 e CR4 têm importante papel na fagocitose, quando interagem com uma variedade 

de proteínas do citoesqueleto como F-actina, vinculina, paxilina, entre outras. [Allen & 

Aderem, 1996]. Além disto, foi demonstrado que ambos receptores atual sobre a ativação 

das células juntamente com CD14 após indução com LPS [Dedvedev et al., 2021]. 

CRIg é expresso em células de Kupffer e macrófagos peritoneais, em células de Kupffer 

o receptor é importante por interagir com iC3b para eliminação de microrganismos 

circulantes além de promover a autofagia induzida pela infecção de bactérias 

intracelulares [Helmy et. al., 2006; Kim et. al., 2016]. 

 

1.4 Sinalização Celular   

Os receptores celulares de superfície têm a função de traduzir sinais bioquímicos do 

ambiente em atividades celulares, desde que o estímulo atinja o limiar necessário para a 

sinalização.  

Após a ativação dos receptores de uma célula, eles podem desencadear em uma ou mais 

cascatas de sinalização. Tipicamente, receptores ativados ligam-se e ativam proteínas 

efetoras, que por sua vez ativam outras proteínas, direta ou indiretamente, e iniciando-se 

assim uma ou mais cascatas de sinalização. A ativação direta pode ser feita por interação 

que leve à mudança de conformação da proteína efetora ou por modificação covalente 

como fosforilação. A ativação indireta pode ser feita por segundos mensageiros, como 

cAMP ou Ca+2, que uma vez produzidos ou liberados na célula, ligam-se a proteínas e 

enzimas de vias de sinalização, ativando-as. Os efeitos da sinalização celular são variados 

e dependem do sinal que a iniciou, da célula que recebe o sinal, e das condições do 

microambiente, como disponibilidade de nutrientes. A sinalização celular, disparada por 

receptores de membrana é essencial para diversas funções como migração, proliferação, 

secreção de moléculas, e até morte celular. No caso de macrófagos, podemos destacar 

geração de espécies reativas de oxigênio, secreção de citocinas, secreção de 

metaloproteinases, e fagocitose. Uma parte dessas atividades depende de transcrição de 

novos genes, implicando que a ativação de fatores de transcrição também é essencial na 

sinalização celular. 

Entre os fatores de transcrição importantes para a biologia de macrófagos, um dos mais 

estudados é o Fator Nuclear kappa B (NF-κB), que possui papel fundamental para a 

inflamação, ativação de linfócitos, formação e sobrevivência dos órgãos linfoides 
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secundários [Ghosh & Hayden, 2008; Alcamo et. al., 2002; Bogdanova et. al., 2018]. 

Outra importante via de sinalização que foi analisada neste projeto é a via da Mitogen 

Activated Protein (MAP) quinase (MAPK), responsável pela ativação de diversos fatores 

de transcrição como AP-1 [Allen &Aderem, 1996].  

 

1.4.1 Fator Nuclear kappa B (NF-κB) 

Essa é uma família de fatores de transcrição que se liga a elementos consenso kappa B 

no promotor de diversos genes, em homo ou heterodímeros. Existem cinco proteínas NF-

κB que possuem em comum um domínio de ligação ao DNA chamado RHD (Rel 

Homology Domain) [Gilmore, 2006; Liu et. al., 2017]. NF-κB1 (p50) e NF-κB2 (p52) 

possuem o domínio RHD, sendo capazes de ligar a DNA, mas não são capazes de 

transativação, embora sejam capazes de inibir transcrição. Já RelA (p65), RelB e c-Rel 

possuem tanto o domínio RHD quanto o de transativação, TAD (do inglês transcription 

activation domain) [Gilmore, 2006]. Para que a transativação da transcrição ocorra ambos 

os domínios são necessários, sendo assim, a proteína NF-κB1 forma heterodímeros com 

RelA (ou c-Rel) conhecidos como heterodímeros canônicos NF-κB. 

A ativação de NF-κB pode ser iniciada de diversas formas, pela sinalização de PRRs, 

citocinas e até mesmo TCR (receptor de antígeno da célula T) e BCR (receptor de 

antígeno da célula B) [Zhang & Sun, 2015; Liu et. al., 2017]. A sinalização por NF-κB é 

dividida em canônica e não canônica ou alternativa. A via canônica se caracteriza pela 

degradação da proteína inibidora IκBα após ubiquitinização de IκBγ (ou NEMO), e 

ativação de IκBβ (estas três unidades formam o complexo enzimático trimérico IKK). 

IkB sequestra NF-kB no citoplasma através do bloqueio do peptídeo de sinalização 

nuclear (NLS – nuclear localization sequence). Quando IkB é degradado, a sequência de 

localização nuclear é exposta e o dímero é transportado para o núcleo, o que permite sua 

atividade. Já a ativação não canônica não envolve a degradação de IκBα, mas sim o 

processamento de NF-κB2 (p100) pela quinase indutora de NF-κB (NIK), que fosforila 

p100 permitindo quebra de p100 na subunidade p52, e eliminando os domínios de 

ankirina, o que permite que o dímero seja transportado para o núcleo, onde pode ligar a 

DNA. A via não-canônica parece ser ativada por sinais específicos, tal como a 

superfamília dos receptores TNFR, estes são LTβR, BAFFR, CD40 e RANK [Liu et. al., 

2017]. 

NF-κB possibilita a transcrição de centenas de genes envolvidos na regulação do processo 

inflamatório, entre estes genes estão envolvidos a secreção de diversas citocinas e 
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quimíocinas, e permitindo a sobrevivência da célula, angiogênese, proliferação e 

diferenciação dos linfócitos T, entre alguns transcritos pela ativação do NF-κB estão IL-

1, TNF-α, IL-12, BCL-2 ICAM-1entre outros [Liu T. et. al., 2017]. 

 

1.4.2 Fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K) 

PI3K é uma enzima que pode ser recrutada para a membrana celular pela ativada de 

diversos receptores (entre eles os receptores de tipo Toll) por citocinas, fatores de 

crescimento, insulina e outros ligantes. Após ativação, PI3K catalisa a fosforilação de 

fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4, 5 trifosfato (PIP3). PIP3 

atua como um local de ancoragem para a serina-treonina quinase Akt (também conhecida 

como PKB, do inglês Protein kinase B) e dois ativadores adicionais, quinase-1 

dependente de fosfoinositídeo (PDK1) e alvo de mamífero do complexo 2 de rapamicina 

(mTORC2). Essas enzimas fosforilam a Akt nos resíduos Thr308 e Ser473, causando sua 

ativação [Ouyang et. al., 2000; Ozaita et. al., 2007].  

A ativação de Akt está diretamente relacionada com a ativação de diversas proteínas que 

atuam como fatores de transcrição, entre estas proteínas estão eNOS [Fulton et. al., 1999], 

IKK [Ozes et. al., 1999], mTORC, que podem promover reprogramação metabólica em 

células cancerosas, síntese de proteínas, sobrevivência e proliferação celular [Lien et. al., 

2016]. Em macrófagos, a via de Akt participa da polarização em fenótipos M1 ou M2 

[Ruckerl et. al., 2012; Byles et. al., 2013; Vergadi et. al., 2017].  

Existem três isoformas distintas descritas de Akt, Akt1/PKBα, Akt2/PKBβ e Akt3/PKBγ [Franke, 

2008]. Onde Akt1/PKBα seja a isoformas mais predominante e encontrada em todos os tecidos, 

ela está frequentemente associada no tecido nervoso com maior expressão em neurônios em 

regeneração [Cho et. al., 2001], Akt2/PKBβ associada a tecidos responsivos a insulina 

[Jones et. al., 1991; Konishi et al., 1994] e Akt3/PKBγ me expresso no cérebro e testículo 

[Nakatani et. al., 1999]. 

 

1.4.3 Proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK/ERK)  

As proteínas que pertencem ao grupo das MAPK são proteínas citoplasmáticas que atuam 

sobre a transdução de sinais após algum estimulo, entre as proteínas descritas encontram-

se a família de quinase regulada por sinal extracelular (ERK), a família de quinase p38 e 

a família de quinase N-terminal c-Jun (JNK) [Roskoski et. al., 2012]. 

ERK é ativada principalmente por fatores de crescimento e influencia na adesão, 

crescimento e divisão celular [Roskoski et. al., 2012]. A ativação canônica da via é 
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iniciada pela fosforilação de proteínas da família Ras por receptores transmembranas, 

gerando a ligação de Ras com trifosfato de guanosina (GTP), está ligação permite a 

fosforilação de uma quinase específica denominada Raf, ativações sucessivas da via Ras 

Raf MEK, culminando na ativação e consequentemente transmigração de ERK 

[Roskoski et. al., 2012]. 

A ativação da via de MAPK tem efeitos diversos nas células, desde proliferação, até 

funções específicas de cada linhagem. No caso de macrófagos, as diferentes proteínas da 

via de MAPK estão envolvidas em modulação de fenótipo, reorganização do 

citoesqueleto, entre outras funções [Yoon & Seger 2006; Asano et. al., 2011]. 

 
Figura 2. Esquema das vias de sinalização. Demonstração esquemática das vias de ativação 

desencadeadas após a excitação dos receptores por seu respectivo ligando, TLR2/TLR4 (LPS), CR3 (iC3b) 

e o Receptor de Tirosina Quinase. Esta figura foi criada usando Servier Medical Art, licenciada sob uma 

Creative Commons Attribution 3.0 Unported License: https://smart.servier.com. 

 

1.5 Leptospirose  

A leptospirose é uma importante zoonose bacteriana causada por espiroquetas do gênero 

Leptospira. Este gênero inclui espécies patogênicas, intermediárias e saprofíticas [Ko et 

al., 2009; Adler & Moctezuma, 2010]. A estimativa para o surgimento de novos casos 

desta doença chega aproximadamente a 1 milhão por ano, com mortalidade próxima de 

60 mil casos anuais. [Costa et al., 2015].  

A doença é encontrada especialmente em locais com clima tropical e ameno, devido à 

capacidade deste patógeno sobreviver em ambientes quentes e úmidos. As leptospiras têm 

como hospedeiro diversos animais como cães, gatos, suínos, bovinos, entre outros, mas 

os roedores são vistos como os principais hospedeiros de manutenção e transmissores 
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para infecções em humanos especialmente em centros urbanos [Steneroden et al., 2011]. 

As leptospiras patogênicas muitas vezes geram um quadro clínico assintomático, tendo o 

ser humano como hospedeiro acidental. Esta infecção ocorre principalmente após contato 

com água ou solo contaminados pela urina de animais infectados com leptospiras [Levett, 

2001].  

A maior incidência de leptospirose é observada em países em desenvolvimento e carentes 

de infraestrutura básica necessária como tratamento de água e esgoto em grandes centros 

urbanos. Com isso, a urina de animais contaminados pode se misturar com focos de água 

facilitando assim a transmissão de leptospiras a partir do contato com feridas ou pelas 

mucosas. Durante períodos chuvosos os riscos são maiores, principalmente em casos de 

enchentes.  

Uma vez tendo penetrado no hospedeiro, as leptospiras se locomovem para a circulação 

sanguínea, podendo gerar diversos problemas sistêmicos com diferentes manifestações 

clínicas. A doença pode ser dividida em fase aguda ou crônica. Durante a fase aguda os 

pacientes podem apresentar febre, fadiga, calafrios, fortes dores de cabeça, mal-estar, 

fotofobia, dor retro orbital, tosse, dores articulares e manchas pelo corpo. Tais sintomas 

são muito comuns em diversas doenças, dificultando o diagnóstico preciso nesta fase. Em 

casos mais graves a doença pode ocasionar icterícia acompanhada de esplenomegalia, 

insuficiência respiratória, dores abdominais, diarreia, insuficiência renal, conjuntivite, 

erupções cutâneas e hemorragia pulmonar [Levett, 2001; Adler & Moctezuma, 2010]. O 

quadro mais grave da doença é conhecido como Síndrome de Weil, pela descrição inicial 

do quadro sintomático de pacientes pelo médico Adolf Weil em 1886. 

 

1.5.1 Leptospira ssp. 

As leptospiras possuem um envoltório celular com dupla membrana, sendo a membrana 

interna revestida por uma espessa camada de peptideoglicano e a membrana externa por 

lipopolissacarídeo (LPS), proteínas, lipoproteínas e lipídeos [Haake, 2000; Evangelista & 

Coburn, 2010]. São bactérias finas e móveis e no espaço periplasmático apresentam 

flagelos que impulsionam seu movimento em dois sentidos: rotação e translação; 

possuem como característica sua forma típica helicoidal com extremidades em formato 

de gancho. Medem entre 0,1-0,2 μm de largura e 6-20 μm de comprimento (amplitude 

helicoidal de aproximadamente 0,1-0,15 μm e de 0,5 μm de comprimento) [Levett, 2001].  

As leptospiras, como diversos outros patógenos, desenvolveram diversos mecanismos 

para evadir o Sistema Complemento do hospedeiro, como a secreção de proteases [Fraga 
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et al., 2014], a produção de biofilmes [Ristow et al., 2008] e aquisição de proteases e 

proteínas reguladoras do Complemento como FH e C4BP [Castiblanco-Valencia et al, 

2012; Fraga et al. 2016; Barbosa & Isaac, 2018], além disso, as leptospiras podem evadir 

a resposta imune através de algumas proteínas de membrana com ação inibitória como a 

LipL21 [Ratet et. al., 2017]. Certas espécies patogênicas exibem também a capacidade de 

escapar do fagossomo [Toma et al., 2011].  

Estudos anteriores demonstraram que os macrófagos têm um papel fundamental no 

combate das leptospiras por meio da fagocitose [Chen X et al., 2017], sendo esses 

fagócitos as principais células no combate durante a resposta imune inata. A fagocitose 

de leptospiras por macrófagos é muitas vezes mediada por proteínas do Sistema 

Complemento [Isogai et al., 1986], dentre estas, se destaca o papel de C3 para geração de 

opsoninas que auxiliam no combate da infecção, demonstrando assim a importância 

destes mecanismos no controle de leptospirose. 

 

2. Hipótese de Trabalho 

A nossa hipótese é que a deficiência da proteína C3 interfira em parâmetros celulares 

importantes para o mecanismo de fagocitose desempenhado por macrófagos murinos, 

tendo como possíveis alvos destas alterações geradas pela deficiência de C3 mecanismos 

de migração celular, a expressão de receptores na membrana ou a sinalização destes 

macrófagos. 
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3. Objetivos e Delineamento Experimental 

3.1 Objetivos Específicos 

1. Quantificar as populações celulares de linfócitos B, neutrófilos e macrófagos no exsudato 

peritoneal.  

2. Avaliar possíveis diferenças no citoesqueleto, comparando a presença de α-tubulina e F-

actina em macrófagos dos dois grupos de camundongos;  

3. Investigar o papel do C3 para a expressão de moléculas que participam direta ou 

indiretamente da fagocitose de L. interrogans, L. biflexa e E. coli por macrófagos 

murinos. Para tanto, compararemos macrófagos de camundongos C57 Black/6J 

(selvagens; B6.C3+/+) com macrófagos de camundongos deficientes de C3 (B6.C3-/-);  

4. Avaliar a expressão e ativação de NF-kB, MAPK (Erk 1/2) e PI3K durante a infecção in 

vivo por leptospiras por macrófagos de camundongos B6.C3+/+ e B6.C3-/-;  

5. Quantificar da carga bacteriana e a fagocitose de leptospiras marcadas por macrófagos 

peritoneais durante uma infecção in vivo em camundongos B6.C3+/+ e B6.C3-/-.  

 

3.2 Delineamento Experimental  
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4. Material e Métodos 

4.1 Camundongos 

Para este trabalho foram utilizados macrófagos de camundongos machos C57Black6 (B6) 

selvagens (B6.C3+/+) e deficientes de C3 (B6.C3-/-) de 6 a 8 semanas da vida com mesmo 

fundo genético. Os camundongos B6.C3-/- foram adquiridos do The Jackson Laboratory 

e mantidos no Biotério de Camundongos do Instituto de Ciências Biomédicas do 

Departamento de Imunologia da Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos 

em ciclo claro/escuro (12/12 h), tendo água e comida esterilizada à vontade. Este projeto 

foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da USP – CEUA 

Protocolo 9308301118.  

 

4.2 Confirmação da deficiência de C3 dos animais B6.C3-/- 

4.2.1 Reação em cadeia empregando DNA Polimerase – PCR convencional 

Para confirmar que a deficiência de C3 nos animais B6.C3-/-, macrófagos foram obtidos 

como descrito nos itens 4.3 e 4.4, e, após cultivo, 400 µl de Trizol (Sigma-Aldrich) foram 

adicionados às placas para lisar as células aderentes. Em seguida, as amostras foram 

processadas, seguindo o kit Illustra Tissue & Cells Genomic Prep Mini Spin, conforme 

instruções do fabricante, após as etapas de lise (GE Healthcare, Little Chalfont, 

Buckinghamshire, UK para purificação. A concentração de DNA nas amostras foi 

quantificada por espectrofotômetro (Nano Drop 2000 – Thermo Fisher Scientific), 

seguido por congelamento a -20 ºC até o momento do uso. 

Para confirmação do genótipo, empregamos PCR convencional (Tabela 1), nas seguintes 

condições de amplificação: desnaturação inicial a 95 °C por 1 min; 35 ciclos de 95 °C por 

1min, 56 °C por 1 min e 72 ºC por 1 min; e uma etapa final de 72 °C por 5min.  

Tabela 1– Reagentes e sequência de primers para PCR Convencional  

 

PCR Sentido 5’              3’ 

Reagentes    

Água  39,5 μl  

Tampão 10 x  5,0 μl  

MgCl250mM 1,5 μl  

dNTP10mM 1,0 μl  

C3 Comum Forward100 μM 0,5 μl ATC TTG AGT GCA CCA AGC C 

C3 Selvagem Reverse 100 μM 0,5 μl GGT TGC AGC AGT CTA TGA AGG 

C3 Mutante Reverse 100 μM 0,5 μl GCC AGA GGC CAC TTG TGT AG 

Taq DNA polimerase 50 U/μl 0,5 μl  

DNA 100 ng/μl 1,0 μl  

Volume final  50,0 μl  
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4.2.2 Análise por Western blot 

Para avaliar a presença ou ausência de C3 nos soros dos camundongos empregados, um 

pequeno volume de sangue foi retirado e o soro foi separado (misturando o soro de pelo 

menos 3 camundongos de cada grupo) e diluído em três diferentes concentrações 1:100, 

1:250 e 1:500 em PBS. Em seguida, o tampão da amostra 5X (Tris-HCl 50 mM pH 6,8; 

azul de bromofenol 0,1%; glicerol 10%; -mercaptoetanol 100 mM; e, SDS 2%) foi 

adicionado por 5 min a 96 ºC para redução das ligações dissulfeto e separação das cadeias 

α e β da proteína C3. As amostras foram então submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida - SDS (SDS-PAGE) em concentração de 5% para o gel de empilhamento 

(tampão Tris-HCl, pH 6,8: Tris-HCl 0,5 M e SDS 0,1%; solução de acrilamida 30% 

contendo 29% de acrilamida e 1% de N,N’-metilenobisacrilamida; 10% de persulfato de 

amônio e TEMED: N,N,N′,N′-tetrametilenodiamina). O gel de separação a 12% foi 

preparado com tampão Tris-HCl, pH 8,8: 1,5 M de Tris-HCl e 0,1% de SDS; solução de 

acrilamida a 30%; 10% de persulfato de amônio e de TEMED. A corrida foi efetuada a 

120 V em tampão de corrida (25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS pH 

8,3) à temperatura ambiente até as amostras percorrerem todo o gel. Em seguida, as 

amostras foram transferidas do gel de poliacrilamida para uma membrana de nitrocelulose 

empregando o sistema Mini-Trans-Blot Cell (Bio-RadLaboratories, Califórnia, CA., 

Estados Unidos), por 1 h a 350 mA em tampão de transferência (25 mM de Tris-HCl pH 

8,3, 192 mM de glicina, 0,02% de SDS e 20% de etanol). Após transferência, a membrana 

foi incubada por 16-18h a 4 °C com PBS-T (0,05% de Tween 20 diluído em PBS) 

contendo 10% de leite desnatado. Por fim, a membrana foi incubada em agitação por 1 h 

em temperatura ambiente com o anticorpo primário anti-C3 de camundongos 

(Complement Technology) diluído em PBS-T (1:500) com 10% de leite para evitar 

ligações inespecíficas. Após este período, a membrana foi lavada em PBS-T por três vezes 

para retirada dos anticorpos que não se ligaram especificamente e o anticorpo secundário 

(anti-IgG de cabra conjugado com peroxidase; diluição 1:10.000) foi adicionado nas 

mesmas condições (por 1 h em agitação, diluído em PBS-T contendo 10% de leite). Ao 

término da incubação, a membrana foi lavada novamente por três vezes com PBS-T. Em 

seguida, a solução de revelação de membrana (kit Super Signal West Pico 

Chemiluminescent Substrate- Pierce, Ilinois, IL., Estados Unidos) foi adicionada, como 

descrito pelo fabricante e a membrana foi exposta a um filme fotográfico (Hyper film – 

GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). 
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4.2.3 Avaliação da atividade hemolítica 

Para avaliar a atividade da Via Alternativa do Sistema Complemento, hemácias de coelho 

foram utilizadas (Faculdade de Medicina da USP) devido à incapacidade destas células 

de se ligarem ao FH de camundongos. O FH é uma das principais proteínas reguladoras 

da Via Alternativa do SC, sendo assim a cascata de ativação das proteínas progride até a 

lise celular, permitindo avaliar a capacidade de ação do SC do soro dos camundongos. O 

sangue de coelho foi colhido e diluído em volumes iguais de solução de Alsever (20g/L 

dextrose, 8g/L Citrato de Sódio, 4g/L Cloreto de Sódio) para evitar a coagulação, logo 

após coleta, o sangue com a solução de Alsever foi armazenado a 4ºC até o momento de 

uso (até 2 meses). 

Para a análise 1-2 ml da suspensão foi lavada a 1157 x g por 10 min a 4 ºC em tampão 

GVB-EGTA-Mg2+ (VBS 5X: 41,9g/L de NaCl, 1g/L de barbiturato de sódio, 2,3g/L de 

ácido barbitúrico, pH 7,2; GVB: 1g gelatina dissolvida em 200 ml de VBS 5X para 1L; 

GVB-EGTA-Mg2+: 5 ml de EGTA 0,5M, 2,5 ml de Cloreto de Magnésio 0,2 M, 20 ml 

de GVB – diluído em água ultra pura até o volume final de 100 ml). Após a última 

lavagem, as hemácias foram ressuspendidas no tampão GVB-EGTA-Mg2+ para uma 

concentração final de 3% de hemácias. 

O soro dos animais B6.C3+/+ e B6.C3-/- foi obtido, misturado (por grupo) e diluído 

separadamente em diferentes concentrações 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32 em PBS. Em 

seguida, 100 µl das diluições foram transferidas para poços de placas de 96 poços 

(Costar); em seguida, 50 µl das hemácias diluídas a 3% foram transferidas para cada poço. 

Como controles foram utilizados 100µl de H2O ou do tampão contendo 15µl de EDTA 

0,5 M. 

Por fim, as placas foram transferidas para estufa a 37 ºC por 1h; ao final deste período 15 

µl de EDTA 0,5M foram adicionados em cada poço para interromper a reação; a placa 

foi então centrifugada a 514 x g por 7 min em temperatura ambiente e o sobrenadante 

transferido para uma nova placa e a liberação de hemoglobina foi quantificada em 

espectrofotômetro a 405 nm.  

 

 

 

4.3 Obtenção e cultivo de macrófagos murinos  

Camundongos B6.C3+/+ e B6.C3-/- receberam uma dose de 1 ml de tioglicolato (Sigma-

Aldrich) 4% na região peritoneal (a solução de tioglicolato foi fervida por 15 min antes 
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da injeção) ou receberam apenas PBS estéril como controle negativo. Após 48h, estes 

animais foram eutanasiados com isoflurano (anestésico inalatório - todo o procedimento 

ocorreu seguindo as normas submetidas e aceitas pelo CEUA USP). Após a morte do 

animal, a cavidade peritoneal foi exposta e seu interior lavado com PBS e aspirado para 

coleta do exsudato peritoneal. As células obtidas foram centrifugadas a 289 x g por 10 

min a 4 ºC e o sedimento foi ressuspendido em DMEM (Gibco) contendo 10% de soro 

fetal bovino (SBF - Interlab) inativado previamente a 56 ºC por 1 h. Em seguida, as células 

foram contadas e mantidas em placas de cultura (Costar) em estufa a 37 ºC com 5% de 

CO2 por duas horas para adesão. Após este período, as placas foram lavadas com PBS 

para retirada de células não aderentes como neutrófilos e linfócitos B. A maioria das 

células que permaneceram aderidas correspondem em macrófagos. Um novo volume 

fresco de DMEM contendo 10% de SFB foi adicionado a cada placa. As culturas foram 

mantidas na estufa nas mesmas condições por 16-18 h até sua utilização. Além de 

macrófagos peritoneais, também usamos neste estudo macrófagos derivados da medula 

óssea. Para tanto, a tíbia e fêmur também foram retirados dos mesmos animais para 

obtenção de células da medula óssea. 

 

4.4 Diferenciação em macrófagos a partir de células da medula óssea 

Após eutanásia, o fêmur e tíbia foram retirados dos camundongos, em seguida um 

pequeno corte nas extremidades de cada osso foi realizado e com o auxílio de uma seringa 

e o interior de cada osso foi lavado com PBS para obtenção das células ali contidas. Após 

coleta, as células foram centrifugadas a 289 x g por 10 min a 4 ºC, o sobrenadante foi 

descartado e 1ml de tampão para lise das hemácias (155mM NH4Cl, 10mM NaHCO3 e 

0,1mM EDTA - pH 7,2) foi adicionado por 1 min. Em seguida, 3 ml de PBS foram 

adicionados e as células centrifugadas novamente a 289 x g por 10 min a 4 ºC. Por fim, o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi ressuspendido em DMEM com 10% 

SFB e 30% do sobrenadante das células L929. Este sobrenadante foi obtivo após cultivo 

de 7 dias de 1x106 de células L929 (fibroblastos murinos) como fonte de M-CSF em meio 

DMEM com 10% de SFB mantidos na estufa a 37 ºC em concentração de 5% de CO2, 

após este período o sobrenadante foi filtrado e armazenado a -20 ºC até o momento do 

uso [Weischenfeld and Porse, 2008]. 

 

4.5 Obtenção dos soros dos camundongos B6.C3+/+ e B6.C3-/- 
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Camundongos B6.C3+/+ e B6.C3-/-foram anestesiados com 200µl de solução de PBS 

contendo 10% Cetamina e 5% Xilazina (Syntec) via intra-peritoneal. Após confirmação 

do efeito anestésico, o sangue dos animais foi retirado a partir de uma incisão na região 

submandibular. O sangue foi centrifugado a 1700 x g por 10 min a 4 ºC para separação 

do soro, sendo este alicotado e armazenado a -80 ºC até o momento de uso. Após 

eutanásia, o sangue dos animais não infectados também foi retirado por punção cardíaca. 

 

4.6 Quantificação da população celular no exsudato peritoneal 

Células do exsudato peritoneal de camundongos B6.C3+/+ e B6.C3-/- foram coletadas 

como descrito anteriormente. As células foram marcadas com anticorpos monoclonais 

(Biolegend – Tabela 2) anti-F4/80 (macrófagos), anti-CD19 (linfócitos B) e anti-Ly6G 

(neutrófilos). Para quantificação de macrófagos M1 e M2, a população celular F4/80+ foi 

selecionada e a população positiva para CD206 foi dividida para quantificar as 

populações M1 (CD206low) e M2 (CD206high). Após as marcações, as populações foram 

analisadas por citometria de fluxo para quantificação e comparação do número total de 

células obtidas e frequência entre os dois grupos de animais.  

 

Tabela 2. Anticorpos conjugados usados para marcação celular 

Células e Receptores  Anticorpo  Fluorocromo  

Macrófago F4/80  APC/Cy7  

CCR7 Anti-CD197  PerCP-Cy5.5 

Receptor de Manose  Anti-CD206  APC 

Toll Like Receptor 2  Anti-CD282  PE  

Toll Like Receptor 4  Anti-CD284  APC 

Scavenger Receptor-B  Anti-CD36  PerCP-Cy5.5 

Receptor de Complemento 1 e 2 Anti-CD35/21  PerCP-Cy5.5 

Receptor de Complemento 3  Anti-CD11b  FITC 

Receptor de Complemento 4  Anti-CD11c  PE/Cy7 

FcγRI Anti-CD64  Pacific Blue 

MHC classe II  Anti-I-Ab Alexa Fluor 488 

B7  Anti-CD80  PerCP-Cy5.5 

LFA - 1 Anti-CD11a PerCP-Cy5.5 

Neutrófilo Anti-Ly6g  PE  

Linfócito B  Anti-CD19  PE/APC 

 

 

 

4.7 Avaliação da presença de proteínas do citoesqueleto  

Os macrófagos foram obtidos como descrito anteriormente e 2x105 foram cultivados em 

placas de 24 poços (TPP) e no dia seguinte os poços foram lavados com PBS e as células 
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fixadas com PFA 4% contendo 5mM EGTA por 10 min. Em seguida, o PFA foi aspirado 

e as células foram lavadas em PBS por duas vezes, e uma última vez com PBS-TX (0,1-

0,5% de Triton X) durante 10 min para permeabilizar as células. Para impedir ligações 

inespecíficas, as células foram bloqueadas por 30 min em 2,5% de BSA (albumina sérica 

bovina) diluída em PBS-TX em um volume final de 50 µl. Após bloqueio, o anticorpo 

primário anti-αTubulin (sc-8035, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 

diluído 100x em PBS-TX, foi incubado à temperatura ambiente no escuro. No dia 

seguinte, os macrófagos foram lavados 3 x com PBS-TX e o anticorpo secundário (anti-

IgG de coelho conjugado com Alexa Fluor 568; diluição 1:500) juntamente com Faloidina 

(Alexa Fluor 488; diluído 1:100) foram acrescentados por 1h. Por fim, uma nova lavagem 

foi feita em PBS-TX e uma última em água ultrapura, a solução de montagem contendo 

4′, 6-diamidino-2-fenilindol - DAPI - (ProLong Gold antifade Mountant– Invitrogen) foi 

acrescentada para corar os núcleos das células. As imagens foram geradas por High 

Content Imaging InCell Analyzer 2200 GE (CEFAP – USP) e analisadas pelo software 

ImageJ para avaliação do citoesqueleto. 

 

4.8 Avaliação da presença de moléculas de membrana em macrófagos murinos 

Os macrófagos de camundongos foram obtidos como já descrito acima. As células 

aderentes foram soltas das placas com o auxílio de solução de EDTA 5mM diluída em 

PBS; as placas ficaram sobre gelo por 10 min para facilitar a retirada celular. Em seguida, 

os macrófagos foram lavados por duas vezes com PBS contendo 2% de SFB a 289 x g 

por 10 min a 4ºC. Após as lavagens, o sedimento foi ressuspendido no PBS com 2% de 

SFB juntamente com diferentes anticorpos (Tabela 2) visando à avaliação da expressão 

de diversas moléculas presentes na superfície de macrófagos. As amostras foram 

analisadas por citometria de fluxo. 

 

4.9 Fagocitose de Zimosan  

Zimosan-FITC (Thermo Fisher Scientific) é obtido da parede celular do fungo 

Saccharomyces cerevisiae, comumente utilizado como ativador da Via Alternativa do 

Sistema Complemento e aqui usado conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceína; 

Zimosan-FITC). Suspensões de Zimosan-FITC foram tratadas com diferentes 

concentrações de soros dos animais B6.C3+/+ B6.C3-/- como fonte de opsoninas por 30 

min em agitador a 37 ºC a 200 rpm no escuro. Após este período, as suspensões de 

Zimosan-FITC foram lavadas com PBS a 289 x g por 10 min a 4 ºC para retirada de 
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proteínas que não se ligaram à parede do fungo. Em seguida, as partículas de Zimosan-

FITC foram incubadas com os macrófagos [peritoneais ou diferenciados da medula óssea 

de camundongos B6.C3+/+ e B6.C3-/- - concentração de MOI 0,5 (ou seja 1 partícula de 

Zimosan para cada 2 macrófagos) e MOI 1] por 1 h em estufa a 37 ºC, sob tensão de 5% 

de CO2 em placas de 35 mm de diâmetro para cultivo de células (Kasvi). Por fim, os 

poços foram lavados para retirada do excesso de Zimosan-FITC não endocitado e as 

células foram soltas das placas com o auxílio de solução EDTA 5mM por 10 min a 0 ºC, 

para posterior análise por citometria de fluxo. 

 

4.10 Fagocitose de E. coli K12 

Suspensões de E. coli E-2861 cepa K-12 conjugadas com FITC (Thermo Fisher 

Scientific) foram utilizadas em diferentes concentrações tendo sido previamente tratadas 

com PBS ou com soro de B6.C3+/+ ou B6.C3-/-por 30 min em agitador a 37 ºC a 200 rpm 

no escuro. Após este período, as bactérias foram lavadas com PBS a 289 x g por 10 min 

a 4 ºC para retirada de proteínas séricas que não se ligaram à membrana. Em seguida, as 

bactérias foram ressuspendidas e incubadas com macrófagos peritoneais (residentes ou 

após estimulo com tioglicolato) ou macrófagos diferenciados da medula óssea de 

camundongos B6.C3+/+ ou B6.C3-/-, por 1 h a 37 ºC em concentração de 5% de CO2 em 

placas de 35 mm de diâmetro para cultivo de células (Kasvi). Por fim, as células foram 

retiradas das placas com auxílio de solução de EDTA 5mM e analisadas por citometria 

de fluxo. 

 

4.11 Obtenção e cultivo de Leptospira ssp.  

As culturas de L. interrogans sorovar Kennewicki estirpe Pomona Fromm (LPF - 

patogênica) e L. biflexa sorovar Patoc estirpe Patoc I (Patoc - saprofítica) foram 

gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Marcos Bryan Heinemann (Laboratório de 

Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina Veterinária – USP). As bactérias 

patogênicas foram obtidas a partir de macerado do fígado de hamsters infectados com 

doses letais de LPF. Os órgãos foram retirados logo após a morte desses animais, 

garantindo assim a virulência da suspensão de LPF a ser empregada.  

Após obtenção da cepa patogênica e saprofítica, as bactérias foram mantidas por 7 dias 

em estufa bacteriológica a 29 °C sob condições aeróbicas em 10 ml de meio de cultura 

EMJH (líquido – BD Difco ® – EUA, suplementado com 0,015% de L-asparagina, 

0,001% de piruvato de sódio, 0,001% de cloreto de cálcio, 0,001% de cloreto de magnésio 
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e 10% de meio de enriquecimento para cultura de leptospira - Difco). Após uma semana, 

2 ml do cultivo bacteriano foram transferidos para novos tubos com acréscimo de 8 ml 

de meio novo para repique das bactérias. Ao final de duas passagens, depois de retirada 

das bactérias do macerado dos órgãos dos animais, as bactérias foram congeladas a -80 

ºC com 10% de glicerol e armazenadas até o momento de uso. 

Para preparação das bactérias, as suspensões de leptospiras patogênicas e saprofíticas 

foram descongeladas, lavadas com PBS e centrifugadas a 5432 x g por 20 min a 25 ºC 

para retirada do glicerol. Em seguida, o sedimento foi ressuspendido em 10 ml de meio 

EMJH e as bactérias foram mantidas separadamente em estufa a 29 ºC em condição 

aeróbica por 7 dias para crescimento. Após este período, as bactérias foram transferidas 

para tubos Falcon e lavadas por 3x em PBS a 5432 x g por 20 min a 25 ºC. Ao final o 

sedimento foi ressuspendido em 1 ml de PBS e um volume de 4 µl da ressuspensão diluído 

60x foi utilizado para contagem das bactérias em câmara de Petroff-Hausser em 

microscópio de campo escuro (microscópio óptico Olympus BX51 - Olympus, Shinjuku, 

Tóquio, Japão). 

 

4.12 Fagocitose de Leptospira por macrófagos 

As bactérias em cultura foram lavadas 3x com PBS 1X a 5432 x g por 20 min a 25 ºC, 

quando então a suspensão foi então transferida para novos tubos Eppendorf e incubadas 

com 10% de soro dos camundongos B6.C3+/+ ou de B6.C3-/-, ou apenas com PBS 1X 

como controle negativo por 30 min em agitador a 37 ºC e 200 rpm para opsonização. Em 

seguida uma nova centrifugação foi feita e o sedimento foi ressuspendido em DMEM sem 

antibiótico e sem SFB. Após lavagem, as bactérias foram transferidas para placas de 24 

poços (Costar) que continham 5x105 de macrófagos obtidos de camundongos B6.C3+/+ ou 

B6.C3-/-, tanto da cavidade peritoneal quanto diferenciados a partir da medula óssea. As 

bactérias foram incubadas com culturas de macrófagos (MOI 25, 50 ou 100) em estufa a 

37 ºC com 5% de CO2 por 30 min. Ao término deste período, os poços foram lavados 

com PBS e 50 nM de gentamicina diluída em DMEM sem SFB foi adicionado em volume 

de 200 µl por 1h em estufa a 37ºC com 5% de CO2 para matar as bactérias que não foram 

englobadas. Por fim, os poços foram lavados com PBS e 400 µl de Trizol (Sigma-Aldrich) 

foram adicionados e logo em seguida as placas foram mantidas a -20 ºC até o momento 

da extração de DNA total para quantificação da presença de leptospiras por PCR 

quantitativo (qPCR). 
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Além da quantificação por qPCR, a fagocitose de leptospiras foi também avaliada por 

citometria de fluxo. Para tanto, as bactérias foram incubadas a 37º C em agitador a 200 

rpm por 30 min com 10µM de CSFE (Sigma-Aldrich) como descrito por Liu et. al (2014). 

Em seguida, as leptospiras foram lavadas com PBS e incubadas com os soros de B6.C3+/+, 

B6.C3-/-ou apenas meio como controle, por 30 min. Posteriormente as bactérias foram 

lavadas e incubadas com os macrófagos e, ao final da incubação, as culturas de 

macrófagos foram fixadas com paraformaldeído (PFA) 4% por 10 min e as amostras 

analisadas por citometria de fluxo. 

 

4.13 Extração do DNA de leptospiras 

O DNA de L interrogans e L. biflexa foi extraído para quantificação do número de 

bactérias fagocitadas pelos macrófagos provindos dos diferentes grupos de camundongos. 

Após o ensaio de fagocitose, o antibiótico gentamicina foi acrescentado para matar as 

bactérias não fagocitadas e 400 µl de Trizol foram adicionados para lisar a cultura de 

células aderentes. Em seguida, as placas foram congeladas (como descrito anteriormente). 

Para o protocolo de extração foi utilizado o kit IllustraTissue &Cells Genomic Prep Mini 

Spin, conforme instruções do fabricante, após as etapas de lise (GE Healthcare, Little 

Chalfont, Buckinghamshire, UK). 

Para quantificação absoluta, o DNA de 1x109 leptospiras (contadas em câmara de Petroff-

Hausser) foi extraído e quantificado para construção de curva padrão, seguindo diluição 

logarítmica na base 10. A partir disto, o DNA amplificado das amostras foi comparado 

com os valores obtidos a partir da construção da curva padrão e a quantificação do número 

de bactérias das amostras foi então determinada. 

 

4.14 qPCR 

A concentração máxima utilizada foi 50 ng de DNA. A reação de amplificação foi 

realizada em microplacas (MicroAmpTM Optical 96-Well - Life Technologies) onde 20 

pmol/μl de cada sequência de oligonucleotídeos para a região específica do gene 16S 

rRNA de Leptospira [forward: 5´- TAGTGAACGGGATTAGATAC- 3´ e reverse: 5´- 

GGTCTACTTAATCCGTTAGG-3´] 10 μl de Syber Green Master Mix (Life 

Technologies) e 3 μl de DNA total das amostras de macrófagos incubados com leptospiras 

em um volume final de 20 μl. As condições experimentais feitas em sequência foram: 

desnaturação inicial a 95 °C por 10 min; seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s; 60 °C 

por 1 min; dois ciclos de 95 °C por 15 s; 60 °C por 1 min; e uma etapa final a 0,5 – 95 °C 
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(rampa) por 15 s. As amostras foram amplificadas no Termociclador QuantStudio 3 Real-

Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific). Como controle endógeno da reação, o 

gene 18S [forward: 5’–GGACAGGATTGACAGATTGAT AGC–3’ e reverse: 3’-

TGCCAGAGTCTCGTTCG TTA – 5’] de mamíferos foi amplificado. A confirmação da 

especificidade da reação foi avaliada pela construção da curva de melting que indicou a 

presença de um único pico de dissociação. Os dados obtidos foram considerados 

confiáveis apenas quando onde o controle negativo (sem DNA) não foi amplificado ou 

demonstrava uma amplificação tardia (após 30 ciclos), além disto, paralelamente, a 

eficiência da reação foi avaliada com o uso de diferentes concentrações de DNA 

bacteriano. Eficiência próxima de 100% e o R2 mínimo de 0,95 foram requisitos 

necessários para que os dados fossem considerados nas análises. 

  

4.15 Avaliação do estresse oxidativo 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são reconhecidas sinalizadoras da resposta celular 

e desempenham um papel crucial na eliminação de microrganismos. Com o objetivo de 

avaliar a ação de ROS dos macrófagos utilizamos a marcação com iodoacetamida 

(conjugada com FITC). Iodoacetamida tem a capacidade de se ligar a resíduos de cisteína 

reduzidas por ROS, sendo assim, os macrófagos foram estimulados com 10 ng/ml de LPS 

ou TPA por 30 min para ativação das células. Após este período, as células foram lavadas 

com PSB 1X por três vezes para retirada do excesso de TPA ou LPS e 5mM de EDTA 

foi utilizado para que as células aderidas em placas se soltassem e ficassem em suspensão. 

Em seguida, as células foram centrifugadas a 289 x g por 10 min a 4 ºC e o sedimento foi 

marcado com Iodoacetamida-FITC (Sigma-Aldrich) diluído 20.000X por 30 min sobre o 

gelo. Por fim, as células foram centrifugadas a 289 x g por 10 min a 4 ºC para retirada da 

Iodoacetamida-FITC livre; as células foram ressuspendidas em PBS para quantificação 

da fluorescência por citometria de fluxo. 

 

4.16 Avaliação das vias de sinalização 

Os macrófagos diferenciados da medula óssea (5x105 células/poço) foram ativados 

previamente com 10 ng/ml de LPS, 10 ng/ml de TPA ou PBS por 30 min. Em seguida as 

células foram e fixadas com 1% de PFA por 10 min. Após fixação as células foram 

permeabilizadas com metanol  90% por 1 min, os poços foram lavados com PBS 1x por 

três vezes, em seguida o bloquei foi feito com a utilização de FC Block por 10 min e os 

anticorpos primários anti-phospho p44/42 (MAPK) e anti-phospho p65 NF-κB (Cell 
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Signaling Technology) foram acrescentados por 20 min. Após a marcação os poços foram 

lavados com PBS e o anticorpo secundário (anti-IgG de coelho conjugado com FITC) foi 

utilizado por 30 min. Por fim, as células foram analisadas em microscopia de 

fluorescência. 

 

4.17 Avaliação da fagocitose de L. interrogans in vivo 

As bactérias virulentas foram lavadas com PBS 1x três vezes e coradas com CSFE (como 

descrito no capítulo 4.10), em seguida, foram incubadas ou não com 10% ou 20% de soro 

de camundongos B6.C3+/+ para opsonização por 30 min, posteriormente as bactérias 

foram lavadas novamente por três vezes com PBS 1x para retirada do excesso de proteínas 

do soro e  1x108 (dose sub-letal) de bactérias viáveis suspensas em volume final de 200 

µl de PBS  foram injetadas na cavidade peritoneal de camundongos B6.C3+/+ ou B6.C3-/-

. Após 1h, os animais foram eutanasiados, a suspensão de células peritoneais obtida e 

fagocitose foi quantificada por citometria de fluxo. 

 

 

4.18 Citometria de fluxo 

As amostras preparadas anteriormente foram transferidas para tubos de citometria em 

volume final de 200 µl já ressuspendidas em PBS com 2% de SBF e analisadas em 

citômetro FACS Canto II (ICB-USP) pelo software FACS Diva. Os dados obtidos foram 

analisados em FlowJo. Utilizamos também citômetro Flow Sight – Amnis (IB-USP) para 

geração de imagens que foram analisadas em software IDEAS. Todos os anticorpos 

utilizados estão indicados na Tabela 2. 

 

4.19 Análise estatística 

Todos os dados obtidos foram analisados em software GraphPad Prism seguindo o teste 

t-Student ou Anova Two-way, com a utilização do teste de Tukey como pós teste. Foram 

aplicados os valores de *p<0,5; **p<0,1; *** p<0,01; e ****p<0,001. ΔMFI foi obtido a 

partir da divisão de cada amostra pela média do controle de cada dia do experimento 

(como referência foram considerados os valores obtidos da análise dos camundongos 

B6.C3+/+). 
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5. Discussão  

Diversos trabalhos já demonstraram que a fagocitose de microrganismos fica prejudicada 

na ausência da proteína C3 [Scieszka et al., 1991; Gavin et al. 2019], mas nenhum estudo 

demonstrou se esta deficiência poderia de alguma forma alterar diretamente a capacidade 

intrínseca de macrófagos fagocitarem. Tendo em vista este cenário, diversos 

experimentos foram realizados neste projeto buscando comparar determinados 

parâmetros celulares em macrófagos de camundongos normais e deficientes de C3. 

Macrófagos são células heterogêneas encontradas em quase todos os tecidos [Mosser & 

Edwards, 2008], por isso optamos pela utilização de macrófagos diferenciados a partir da 

medula óssea, além daqueles obtidos da cavidade peritoneal, já que essas células se 

desenvolvem de maneira mais uniforme. Optamos também pela utilização de modelo de 

macrófagos estimulados e não estimulados, seja pela injeção de tioglicolato na cavidade 

peritoneal ou pela incubação com LPS ou TPA. 

Inicialmente o número de macrófagos no exsudado peritoneal foi analisado, para 

investigar se a diferenciação de monócitos em macrófagos estaria afetada pela ausência 

de C3. Camundongos B6.C3-/- possuem uma prevalência de macrófagos F4/80high, 

caracterizados como macrófagos residentes que não dependem da diferenciação de novos 

monócitos circulantes para renovação [Davies et al., 2013]. Em outras palavras, na 

ausência de C3, o estímulo inflamatório representado pela injeção de tioglicolato de 

alguma forma recrutou menos macrófagos para a cavidade peritoneal. Estes resultados 

estão em acordo com o menor número relativo de macrófagos F4/80low em camundongos 

B6.C3-/-. Este fenômeno pode ser resultado de uma menor geração de fatores 

quimiotáticos como C3a e C5a, e/ou de certas quimíocinas responsáveis pelo 

recrutamento celular, ou uma alteração nos monócitos que resultaria em uma menor 

migração destas células para o tecido. Nosso grupo já demonstrou que em um modelo de 

infecção com leptospiras, macrófagos de camundongos deficientes de C3 produzem 

menos TNF-α - citocina com papel importante no processo inflamatório - sendo que 

macrófagos são a maior fonte desta citocina, sinalizando que a deficiência de C3 poderia 

interferir na resposta celular dependente de macrófagos [Yamashita et al., 2017]. 

A morfologia do citoesqueleto dos macrófagos também foi avaliada, uma vez que 

desempenha um papel crucial na migração celular e no englobamento de partículas, 

permitindo a formação de evaginações e invaginações. Para tanto, a presença intracelular 

de F-actina e α-tubulina nos macrófagos de camundongos deficientes de C3 foi avaliada 

e comparada com camundongos selvagens. Observamos diversas diferenças nos 



51 
 

parâmetros analisados, embora não saibamos ainda avaliar se tais diferenças são de 

importância biológica. Constatamos um aumento na circularidade e morfologia mais 

sólida (menos invaginações) em macrófagos de B6.C3-/- peritoneais estimulados com 

tioglicolato; enquanto macrófagos de B6.C3-/- diferenciados da medula óssea exibem 

maior presença de α-tubulina. Estas diferenças também podem ser observadas na 

estrutura do citoesqueleto e morfologia entre os animais pode estar vinculada a migração 

destas células, tendo em vista que os filamentos de tubulina são fundamentais para o 

deslocamento dos macrófagos até o sítio inflamatório [Nogales, 2000; Rotsch et. al., 

2012; Li & Yang, 2015]. 

Os padrões moleculares associados ao patógeno (PRRs) e os receptores para opsoninas 

como certas moléculas do Sistema Complemento e anticorpos são cruciais para a resposta 

imune desempenhada por macrófagos, sendo assim, diversos PRRs e receptores de 

opsoninas foram avaliados. Além destes, a capacidade de apresentarem moléculas que 

participam da apresentação de antígenos também foi avaliada pela quantificação da 

presença de moléculas de MHC de classe II, assim como a molécula coestimuladora B7-

1 (CD80). 

A maior diferença observada foi na avaliação de moléculas CD11c, onde a presença foi 

cinco a seis vezes mais intensa em macrófagos de camundongos B6.C3-/- em comparação 

com os macrófagos de camundongos B6.C3+/+. CD11c é uma integrina que juntamente 

com CD18, forma dímeros que compõem o CR4 (p150,95; αXβ2). CR4 reconhece 

fragmentos de C3, possuindo maior afinidade com o fragmento iC3b, além disso, CR4 

pode se ligar ao fibrinogênio e ICAM-1 auxiliando na adesão celular [Diamond et al., 

1993]. CR3 e CR4 podem reconhecer os fragmentos de C3 e, assim, facilitar a fagocitose 

de microrganismos. No entanto, alguns estudos mostraram que em células humanas este 

papel perece ser desenvolvido majoritariamente por CR3, enquanto CR4 está mais 

envolvido com adesão celular [Lukácsi et al., 2017]. 

Além de CD11c, observamos um aumento em macrófagos peritoneais B6.C3-/-

estimulados para a presença das moléculas de MHC de classe II e CD64 (FcγRI). 

Acreditamos que a aumento da presença de CR4 e CD64 sejam mecanismos 

compensatórios, onde um dado receptor poderia ser super expressado na ausência de seu 

ligante, buscando desta forma aumentar a resposta, ou seja, na ausência dos fragmentos 

de C3, outras moléculas aumentariam sua presença na tentativa de suprir alguma 

deficiência causada. O aumento da presença de moléculas de MHC II em macrófagos de 

camundongos deficientes de C3 já foi demonstrado para a ativação de linfócitos T 
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alorreativos. Embora fosse demonstrado que não houve aumento da expressão gênica de 

MHC, apenas o aumento da presença da molécula na superfície foi observado [Zhou et 

al., 2006]. 

Constatamos menor presença de diversas moléculas na membrana de macrófagos de 

camundongos B6.C3-/- diferenciados da medula óssea com ou sem a ativação com LPS, 

quando comparado com macrófagos de B6.C3+/+. Observamos menor presença de CR1. 

Diferentemente dos macrófagos peritoneais, quando diferenciados da medula, a presença 

de CD64 foi menor em B6.C3-/-, e uma pequena redução de CD206 (receptor de manose) 

foi observada na ausência de LPS. No entanto, quando os macrófagos foram ativados, 

este fenômeno não foi observado. CD282 (TLR2) e CD36 (SR-B1) também foram menos 

expressos em B6.C3-/- na ausência ou presença de LPS. Ambas as moléculas são 

importantes para a interação dos macrófagos com diversos microrganismos. O papel de 

TLR2 é bem descrito na interação com Zimosan, E. coli e leptospiras, enquanto SR-B1 

foi observado na ligação de macrófagos com eritrócitos infectados com Plasmodium 

falciparum [Asch et al., 1987; Ockenhouse & Chulay, 1988]. Há indícios que C3 possui 

ação nuclear [Kremlitzka et al., 2019] podendo interagir com o DNA e com isso afetar a 

expressão de alguns genes. Isto pode ser um indício que a ausência de C3 poderia 

prejudicar diretamente a expressão de algumas moléculas. Este fenômeno pode ser 

justificado de forma indireta, já que a ação da opsonização feita pelos fragmentos de C3 

é importante para a eliminação de células apoptóticas. 

Nosso grupo tem buscado entender os mecanismos de interação entre leptospiras e o 

Sistema Complemento, para tanto o modelo de camundongos deficientes de C3 ou C5 

tem sido utilizado [Yamashita et al., 2017]. Com as alterações geradas em macrófagos de 

camundongos B6.C3-/- observadas até o momento, decidimos avaliar se estas 

modificações poderiam implicar na fagocitose desempenada por estes macrófagos, tendo 

em vista que, em trabalho realizado anteriormente em nosso laboratório, foi demonstrado 

que macrófagos peritoneais de camundongos deficientes de C3 (C57/B6 C3-/-) 

apresentavam menor capacidade in vitro de fagocitose de leptospiras patogênicas e não 

patogênicas. Além disso, na ausência de C3, a produção de anticorpos anti-leptospira foi 

bastante prejudicada, quando comparada à de camundongos selvagens igualmente 

tratados [Yamashita et al., 2017]. 

Buscando replicar os resultados obtidos anteriormente em nosso laboratório, a fagocitose 

de diversas partículas foi avaliada. Inicialmente utilizamos Zimosan-FITC, incubado 

previamente com soros retirados de camundongos selvagens ou deficientes de C3. 
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Diferentemente do esperado para a fagocitose de leptospiras, os macrófagos peritoneais 

de camundongos B6.C3-/- demonstraram uma melhor capacidade de englobar a partícula 

de Zimosan-FITC, tanto na presença quanto na ausência de opsoninas. Estes 

experimentos foram repetidos, no entanto os resultados ainda não foram quantificados.  

Para avaliar se a diferença de fagocitose observada entre os macrófagos B6.C3+/+ e B6.C3-

/- seria um fenômeno específico para leptospiras ou se poderia ser replicado em outros 

exemplos de bactérias, avaliamos a fagocitose de E. coli K12. Observamos aumento da 

fagocitose de E. coli em macrófagos B6.C3-/- para MOI 10, mas em MOI 1 este efeito não 

foi observado. Estes experimentos também serão repetidos, pois esperávamos que 

macrófagos de camundongos selvagens fossem capazes de fagocitar E. coli em maior 

número quando opsonizadas com soro normal. 

Menor fagocitose de L. interrogans-CFSE foi observada em macrófagos diferenciados da 

medula óssea de camundongos deficientes de C3, quando comparados com tais células 

vindas de camundongos selvagens. Esta diferença foi encontrada apenas quando MOI 25 

foi empregada, nas concentrações MOI 50 e 100 a diferença estatística na fagocitose de 

L. interrogans (patogênica) e L. biflexa (não patogênica) não foi observada por citometria 

de fluxo. Surpreendentemente também não observamos diferença na fagocitose quando 

por qPCR, sendo assim, se faz importante averiguar os nuances de cada técnica para que 

assim o real fenômeno possa ser comprovado. 

Sabemos que a ausência de C3 interfere na diferenciação e maturação de células 

dendríticas [Reis et al., 2008] e com os dados observados até o momento esta deficiência 

poderia também influenciar o funcionamento de macrófagos. Para ampliar o nosso 

entendimento sobre a influência de C3 optamos por avaliar a resposta destas células a 

partir da ativação de vias de sinalização já amplamente conhecidas. Constatamos que a 

ativação com TPA foi prejudicada nas células deficientes de C3, tanto para a oxidação de 

cisteína, quanto para a forma ativa da MAPK, o que demonstra uma desregulação na 

ativação desta célula que pode resultar na não eliminação do patógeno. TPA foi 

demonstrado como um promotor gênico importante para o câncer de pele em 

camundongos e por ter a capacidade de se ligar a PKC, gerando uma gama de respostas 

celulares [Fürstenberger, G. et al., 1981], a redução da ativação das via das MAPK e da 

ação de ROS quando ativadas com o TPA poderia influenciar na resposta imune em 

macrófagos, resultando em uma piora ao combate a certas infecções, além disto, TPA é 

uma molécula similar ao PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) que é comumente 

utilizada para diferenciação de monócitos de linhagem humana THP-1 em macrófagos, 
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sendo assim, se faz importante entender se a diferenciação dos monócitos em macrófagos 

não é prejudicada em camundongos B6.C3-/-. 

Para enriquecer o entendimento do efeito de C3 durante resposta imunológica 

desempenhada por macrófagos, também avaliamos a fagocitose in vivo de L. interrogans 

(patogênica) em camundongos B6.C3+/+ e B6.C3-/-. Ficou demonstrado que a fagocitose 

in vivo foi melhorada nos macrófagos de camundongos B6.C3-/- em comparação com os 

macrófagos B6.C3+/+ (Figura 25), o que associamos ao possível efeito de compensação 

desenvolvido por estas células devido à ausência da síntese de C3 nestes animais, o que 

levaria estas células ao refinamento de outros mecanismos de reconhecimento e 

fagocitose das bactérias, resultando na melhora da capacidade fagocítica mesmo quando 

as bactérias foram apresentadas opsonizadas pelos fragmentos de C3. A compensação da 

fagocitose em macrófagos B6.C3-/- pode estar associada as alterações no citoesqueleto e 

na expressão de receptores de membrana como CR4 observado anteriormente neste 

trabalho. Notamos resultados inesperados nos ensaios de fagocitose, pois quanto 

utilizamos soro como fonte de C3 para gerar opsoninas e aumentar a fagocitose, não 

ocorreu este fenômeno nem em macrófagos B6.C3+/+, como já bem descrito na literatura. 

Confirmamos com relativa frequência o genótipo dos animais e presença de C3 no soro 

dos camundongos B6.C3+/+ e ausência nos camundongos B6.C3-/-, além de confirmar a 

ativação e deposição de proteínas do Sistema Complemento. Futuramente pretendemos 

repetir estes experimentos para solucionar este problema nos ensaios de fagocitose. 

Diversas células podem sintetizar C3, incluindo macrófagos, mas as células hepáticas são 

as principais produtoras [Alper et. al, 1969]. Por macrófagos também secretarem C3 

existe a possibilidade de que a diferença na fagocitose encontrada anteriormente entre 

macrófagos de camundongos B6.C3-/- e B6.C3+/+ poderia ser justificada pela capacidade 

destes macrófagos B6.C3+/+ produzirem C3 e desta forma ativar o Sistema Complemento 

para gerar opsoninas que melhorariam a fagocitose, mas Zhou et al. (2006) demonstraram 

que a capacidade de produção de C3 por macrófagos murinos é muito baixa e não altera 

de forma significativa a atividade dos macrófagos. 

Com os resultados obtidos neste trabalho fica evidente que a deficiência de C3 é 

responsável por diversas alterações em macrófagos, e tais modificações precisam ser 

melhor estudadas e consideradas em possível trabalhos futuros sobre o papel do Sistema 

Complemento de forma mais ampla durante a resposta imune. 
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6. Conclusões e considerações finais  

Com os dados obtidos neste estudo podemos concluir que: 

a) C3 é importante para o recrutamento e diferenciação de monócitos circulantes 

para macrófagos na cavidade peritoneal de camundongos; 

b) C3 influencia a morfologia de macrófagos peritoneiais estimulados com 

tioglicolato e na sua ausência mais filamentos de α-Tubulina são gerados em 

macrófagos diferenciados da medula óssea; 

c) A expressão de receptores celulares foi alterada pela deficiência de C3, em 

destaque o aumento da presença de CR4 na superfície que é um receptor de 

fragmentos de C3, podendo este ser talvez um mecanismo de compensação 

desenvolvido por macrófagos; 

d) A fagocitose in vitro de Zimosan e E. coli foi maior em macrófagos desenvolvidos 

na ausência de C3; no entanto a fagocitose de leptospiras não foi alterada; 

e) Após ativação com TPA, a ação de ROS e a ativação de MAPK in vitro foram 

relativamente menores em macrófagos diferenciados diretamente da medula óssea 

de camundongos deficientes de C3. 

f) A fagocitose de L. interrogans foi mais intensa quando inoculadas na cavidade 

peritoneal de camundongos deficientes de C3, quando comparada com 

camundongos selvagens de mesmo fundo genético. 

 

Infelizmente neste trabalho ainda não conseguimos reproduzir os resultados obtidos 

anteriormente por nosso grupo, que demonstraram menor fagocitose de leptospiras por 

macrófagos deficientes de C3. Neste projeto observamos que a fagocitose de Zimosan, E. 

coli e de L. interrogans por macrófagos de camundongos B6.C3-/- foi maior em 

comparação com quando realizada por macrófagos de B6.C3+/+. Sendo assim, se faz ainda 

necessário aprimorar os protocolos empregados antes de repetir esses experimentos. 

Embora as alterações na capacidade fagocítica dos macrófagos ainda sejam um ponto em 

aberto, observamos neste trabalho distinções entre as populações celulares na cavidade 

peritoneal dos dois tipos de camundongos, onde os camundongos deficientes de C3 

apresentaram maior população de macrófagos residentes após estímulo com tioglicolato 

em comparação com macrófagos de B6.C3+/+. Estes macrófagos residentes possuem um 

perfil distinto dos estimulados, o que poderia resultar na alteração da resposta celular 

entre os dois grupos de animais. Além disso, observamos alteração na sinalização das 

células, onde após a ativação com TPA os macrófagos B6.C3-/- em comparação com 
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macrófagos B6.C3+/+ demonstraram menor produção de ROS e ativação da via MAPK 

responsável pela transcrição de diversos genes como a secreção de citocinas pró 

inflamatórias e fatores mitogênicos.  

Em conjunto, nossos resultados sugerem que a presença de C3 durante o desenvolvimento 

ontogenético de camundongos C57Black/6 pode influenciar determinados parâmetros 

morfológicos e funcionais de macrófagos, células estas de fundamental importância para 

a resposta imune inata e adquirida.  
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