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RESUMO

A Leishmania (Viannia) braziliensis, é o agente causador da leishmaniose cutanea
mucosa, doenca endémica em algumas regibes do Brasil, que representa um grande
problema de salde publica para o pais. A ativacdo do complemento na superficie de
promastigotas de Leishmania é um importante fator para a infectividade do parasita em
hospedeiros mamiferos, permitindo o seu ataque e invasdo de macrofagos via receptores do
complemento. A Lectina Ligante da Manose (MBL), possui a capacidade de ativar o
complemento e também atua como uma eficiente opsonina. Neste estudo investigou-se a
interacdo de MBL purificada com a superficie de promastigotas da L. braziliensis e a
deposicdo de MBL, Clg, C4 e C3 na superficie do parasita apds interagdo com soro
humano normal (SHN), ndo imune. Foi também avaliada a influéncia das vias classica,
alternativa e das lectinas no efeito litico do complemento sobre os parasitas. Observou-se
que tanto a MBL do soro como o complexo MBL-MASP purificado ligam-se a superficie
da L. braziliensis, através de ensaios de imunofluorescéncia e de inibi¢do utilizando-se
anticorpo monoclonal anti-MBL humana e microscopia confocal. A ligacdo da MBL
demonstrou ser especifica para manose presente na superficie do parasita. Foi também
observado que a deposicdo da MBL na superficie da L. braziliensis ndo alterou o efeito
litico do complemento sobre os parasitas. Deposicdo de Clg, C4 e C3 foi observada ap6s
incubac&o do parasita com SHN. Acido etilenodiamino tetraacetico (EDTA), mas ndo &4cido
etileno glicol-bis B-aminoetileter N,N,N,N-tetraacético (EGTA) inibiram a deposicéo de C3
na superficie do parasita, indicando o envolvimento da via alternativa neste processo. Esses
resultados indicam que a MBL pode ligar-se a L. braziliensis através de carboidrato
especifico na superficie do parasita e fornece evidéncias para um mecanismo de ativacao do

complemento independente de anticorpo.

Palavras Chave: Leishmania (Viannia) braziliensis, MBL, complemento, lectina-ligante da

manose, via classica, via alternativa.
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ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis (L.braziliensis) is the causative agent of
mucocutaneous leishmaniasis, a disease that presents high endemicity in some regions of
Brazil that represents a major public health problem for the country. Activation of
complement on the surface of Leishmania promastigotes appears to be an important factor
for parasite infectivity in the mammalian host, allowing their attachment and invasion of
macrophages via complement receptors. Mannan-binding lectin (MBL) is a well-known
complement activator and an efficient opsonine. In this study, we have investigated whether
serum and purified MBL bind to live promastigotes of L. braziliensis and evaluated the
deposition of MBL, C1qg, C4 and C3 on the parasite surface after interaction with non-
immune human serum (NHS). Using immunofluorescence assays we have observed that
both serum MBL and purified MBL-MASP complex bind to the surface of L. braziliensis
using a mouse monoclonal anti-human MBL antibody and confocal microscopy. MBL
binding to parasite surface was shown to be specific for mannose present on the surface of
parasites, by inhibition assays. It was observed that the presence of MBL doesn’t modify
the lytic effect of complement on the parasites. Deposition of Clg, C4 and C3 was
observed after parasite incubation with NHS. Ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) but
not ethylene glicol-bis B-aminoethylether N, N, N, N-tetra acetic acid (EGTA) abolished
C3 deposition on parasite surface, indicating the involvement of the alternative pathway in
this process. Our results indicate that L. braziliensis binds MBL and that this is mediated by
specific carbohydrate on the surface of parasites and provide evidences for antibody-

independent mechanisms complement activation on parasite surface.

Keywords: Leishmania (Viannia) braziliensis; mannose-binding lectin; complement; MBL,;

alternative pathway; classic pathway.
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1 INTRODUCAO

Leishmania (Viannia) braziliensis, é o agente causador da leishmaniose cutanea
mucosa, doenca endémica em varios paises da América do Sul e um sério problema de
salde publica para o Brasil. Transmitidos através da picada das fémeas de diversas espécies
de flebétomos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) dos géneros Lutzomyia e
Psychodopygus, o qual injeta no hospedeiro promastigotas do parasita. A L. braziliensis
possui um ciclo vital digenético alternando entre o estadgio promastigota que € a forma
flagelada presente no estdbmago do mosquito transmissor e a amastigota sem flagelo,
encontrada no interior dos macréfagos em mamiferos hospedeiros (Molyneux 1987;
Killick-Kendrick 1990).

O complemento é um complexo sistema de defesa do hospedeiro designado a
eliminar patdgenos, que consiste de mais de 30 proteinas séricas e associadas a membranas.
A ativacdo do complemento pode ocorrer através de trés diferentes vias. A via cléssica, que
necessita da presenca do anticorpo e envolve a ativacao inicial de C1 e em sequéncia de C4
e C2. A via alternativa é ativada diretamente por estruturas presentes na superficie do
microorganismo invasor na auséncia de anticorpo. E a via das lectinas por sua vez é ativada
na auséncia de C1 e de anticorpos pela ligacdo da lectina ligante da manose (MBL) a
carboidratos presentes na superficie do microrganismo alvo (Thiel, Holmskov et al. 1992).
Além da capacidade de ativar o complemento a MBL pode atuar diretamente como
opsonina facilitando o ataque e interiorizagdo do microorganismo nos fagdcitos (Kuhliman,
Joiner et al. 1989).

O complemento possui um importante papel na fase de estabelecimento de

infeccOes causadas por parasitas do género Leishmania (Mosser, Springer et al. 1992).



Apo6s a inoculagdo das promastigotas da L. braziliensis em mamiferos, ocorre o contato
desses com o complemento presente no soro do hospedeiro. Diferentes autores
demonstraram que formas promastigotas da L. braziliensis ativam complemento
principalmente pela via alternativa e que in vitro essa ativagdo pode causar a lise dos
parasitas (Pearson and Steigbigel 1980; Mosser and Edelson 1984; Franke, McGreevy et al.
1985; Mosser, Burke et al. 1986; Brittingham, Morrison et al. 1995). As espécies de
Leishmania apresentam diferentes comportamentos quanto a sensibilidade ao complemento
(Noronha, Nunes et al. 1998). Assim, a L. braziliensis afim de escapar do efeito litico do
complemento deve ser rapidamente fagocitada pelos macréfagos (Jokiranta, Jokipii et al.
1995). Quando em presenca do complemento a superficie da Leishmania é recoberta por
fragmentos de ativacdo como C3b e C3bi e a ligagdo aos macrofagos ocorre via receptores
de complemento CR1 e CR3 (Wilson and Pearson 1988; Da Silva, Hall et al. 1989). Desta
maneira a ativacdo do complemento e a acdo dos receptores de complemento sdo
importantes mecanismos utilizados na fagocitose de Leishmania.

Neste estudo demonstrou-se que tanto a MBL purificada como a MBL plasmatica
podem ligar-se especificamente ao carboidrato manose presente na superficie de
promastigotas vivos da L. braziliensis. Além disso, observou-se que a via alternativa e a via

classica sdo ativadas pelo parasita apés interacdo com soro humano normal (SHN).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a interagcdo entre formas promastigotas de L. braziliensis com o sistema

complemento e com a MBL.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar a capacidade das formas promastigotas de L. braziliensis de ativar as vias
alternativa e classica do sistema complemento.

b) Verificar a habilidade da MBL humana purificada e/ou MBL sérica de se ligarem as
formas promastigotas de L. braziliensis.

c) Determinar se a ligacdo da MBL as formas promastigotas de L. braziliensis ocorre
através da manose presente na superficie do parasita.

d) Avaliar a capacidade do SHN de lisar as formas promastigotas da L. braziliensis,
através das vias classica ou alternativa.

e) Verificar a influéncia da adesdo de MBL no efeito litico do complemento sobre

formas infectivas do parasita.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LEISHMANIOSE

3.1.1 CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

Os sitios onde ocorrem o ciclo evolutivo e a transmissdo de L. braziliensis sdo
basicamente nos flebotomineos e nos hospedeiros vertebrados. Somente as flebotomineos
fémeas sdo hematdfagos. Quatro a cinco dias apds o repasto em um hospedeiro infectado as
formas amastigotas se transformam em promastigotas, multiplica-se por fissdo binaria,
migram para as partes anteriores do tubo digestivo atingindo o aparelho picador sugador.
Ao picar outro animal, ocorre a inoculagdo das formas promastigotas, que sdo englobadas
por macrofagos do hospedeiro. Nas células fagocitarias do hospedeiro vertebrado, os
parasitos se transformam em formas amastigotas, que se multiplicam por fissdo binarias
dentro dos vacuolos parasitoforos. A célula infectada multiplica-se, dividindo seus parasitos
entre as células filhas, ou se rompe liberando as amastigotas que sdo, entdo, fagocitadas por
outros macrofagos e tornam a se multiplicar. Em outros repastos sanguineos, novos
flebotomineos ingerem macréofagos infectados. No tubo digestivo do inseto, as formas
amastigotas transformam-se em promastigotas, multiplicam-se por fissdo binaria e o ciclo

recomeca (figura 01) (Lainson 1987).



(1) )

(5)

A= Infective Stage
Fig. 01 Ciclo evolutivo da Leishmaniose
(1) Mosquito retira sangue do hospedeiro e injeta promastigotas.
(2) Promastigotas sao fagocitados pelos macréfagos.
(3) Promastigotas se transformam em amastigotas no interior dos macréfagos.
(4) Amastigotas sao liberados e infectam outras células.
(5) Mosquito ingere sangue infectado do homem.
(6) Ingestéo de células parasitadas.
(7) Amastigotas se transforman em promastigotas no estémago do mosquito.
(8) Promastigotas se multiplicam no estbmago do mosquito transmissor.

Adaptado de: www.dpd.cdc.gov/.../ body_Leishmaniasis_pagel.htm



3.1.2 Leishmania (Viannia) braziliensis

A L. braziliensis, ¢ um protozoario digenético da ordem Kinetoplastida familia
Trypanosomatidae. Este parasita possui duas formas principais distintas: a forma aflagelada
denominada de amastigota (figura 02), é observada “in vivo”, em tecidos humanos e de
animais vertebrados sensiveis a inoculagdo do parasito, dentro e fora de macréfagos; e “in
vitro”, em culturas de macréfagos a 37 ° C. As amastigotas tém formas arredondadas ou
ovoides e medem conforme a espécie de 3-6 um de comprimento por 2-4 um de largura. A
forma flagelada denominada promastigota (figura 03 ) esta presente no tubo digestivo de
flebotomineos e nos meios de cultura a 25 ° C. Apresentam-se alongadas, com 10-15 um de
comprimento por 2-3,5 um de largura, cinetoplasto anterior ao nucleo e flagelo livre
geralmente mais longo que o corpo, saindo da extremidade anterior do parasito, mais larga

do que a extremidade posterior (Marzochi 2002).
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. Fig. 02 Formas amastigotas de Leishmania no interior de
macrofagos. Fonte: www.med-chem.com/Para/
Prob%200f%20Month/Prob%...
e
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-

Fig. 03 Forma flagelada (promastigota) de Leishmania em
cultura.Fonte: www.cvm.okstate.edu/.../
clinpara/lstll_20.htm



3.1.3 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA)

Por leishmaniose tegumentar americana (LTA) entendem-se as enfermidades
causadas por varias espécies de protozoarios do género Leishmania, que acometem a pele
e/ou mucosas do homem e de diferentes espécies de animais silvestres e domésticos das
regides quentes e menos desenvolvidas do Velho e do Novo Mundo. Nas Américas sdo
transmitidas entre os animais e 0 homem pela picada das fémeas de diversas espécies de
flebétomineos dos géneros Lutzomyia e Psychodopygus (figura 04), que no Brasil recebem
as denominagdes: cangalhinha, birigui, mosquito-palha, asa dura, asa branca, catuqui,
catuquira, escangalhado e murutinga (Marzochi 1992). A infeccdo se caracteriza pelo
parasitismo das células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) da derme e mucosas do

hospedeiro vertebrado (monacitos, histidcitos e macréfagos) (Marzochi 2002).

3.1.4 LEISHMANIOSE MUCOCUTANEA (LMC)

Leishmaniose mucocutanea é uma forma mais grave de LTA em que o principal
agente causador é a L. braziliensis, com casos descritos desde o inicio do século passado
(Pessba 1948). Nesta forma de apresentacdo da doenca o envolvimento do tecido mucoso
pela L. braziliensis é geralmente secundario a ulcera cutédnea primaria, e isto se deve a
disseminacédo dos parasitas por via linfatica ou hematogénica. Evidéncias do envolvimento
hematogénico foram obtidas pela cultura de leucocitos do sangue periférico de um paciente
com a doenca aparentemente adquirida no equador (Bowdre, Campbell et al. 1981). Na sua
forma inicial, a doenca se apresenta como uma Ulcera cutanea cronica (Glcera tropical) da
perna, do antebraco, do tronco ou da face. Antes ou ap0s a regressao da Ulcera, as vezes até
anos depois, lesbes secundarias umidas, com ou sem formacao de Ulcera, surgem ao redor

ou perto das jun¢Ges mucocutaneas; que podem localizar-se na laringe, no septo nasal, na



zona anal ou na vulva, podendo ser destrutivas e deformantes. Tais lesdes sofrem
exacerbacGes e remissdes espontdneas e costumam durar por um periodo mais longo
(Samuelson 1994). Na figura 04 estd demonstrado um tipo classico de lesdo na mucosa

nasal provocada pela infecgdo com L. braziliensis.

Fig. 04 Flebotomineo transmissor da
Leishmania (Viannia) braziliensis causador da
LMC. Fonte: www.google.com

Fig. 05 Paciente portador de leishmaniose mucocutanea
em estado avancado apresentando a classica lesdo do
septo nasal provocada pela infec¢céo com L. braziliensis.

Fonte: www.google.com




3.1.5 EPIDEMIOLOGIA

A LTA ocorre em quase todos os paises americanos, do sul dos Estados Unidos ao
Norte da Argentina, com exce¢do do Uruguai e do Chile (Shaw, Quigg et al. 1976; Lainson
1983). No Brasil, esta distribuida em todas as regides geogréficas (Sampaio 1980; Furtado
1982). De acordo com o Ministério da Saude, em média tem-se registrado 30 mil novos
casos da doenca a cada ano. Segundo a mesma fonte em 1996 a regido Nordeste foi
responsavel por 39 % dos casos, com predominio nos Estados do Maranhdo, Bahia e Cear3;
a regido Norte por 35 % dos casos nos Estados do Pard, Rond6nia e Amazonas; a regido
Centro-Oeste por 16 % dos casos principalmente no Estado do Mato Grosso e a regido
Sudeste por 8 % dos casos principalmente em Minas Gerais. Na regido Sul ocorreram 2 %
dos casos principalmente no Estado do Parana. No entanto, a real prevaléncia das
Leishmanioses no Brasil é dificil de ser estabelecida devido as subnotificacdes, ao
diagnéstico incorreto, as afeccdes inaparentes, as variacdes de resposta do hospedeiro e a
multiplicidade de agentes etiolégicos envolvidos (Marzochi 1992).

Nas Américas sdo reconhecidas atualmente 11 espécies de Leishmania
dermotropicas causadoras de doenca em humanos. Por outro lado, no Brasil, as principais
especies de Leishmania causadoras de LTA séo: a L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e
L. (V.) amazonensis (Marzochi 2002). A figura 06 mostra a distribuicdo geografica no

Brasil das espécies que causam a LTA.
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Fig. 06 Distribuicdo geografica das principais espécies de Leishmania dermotrépicas no Brasil

(Marzochi & Marzochi, 1994).
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3.1.6 IMUNOLOGIA NA LTA

O processo de instalagcdo da LTA no hospedeiro é determinado por uma complexa
associacao entre os fatores tanto relacionados a viruléncia do parasita como a resposta
imunolégica do hospedeiro. O sistema complemento desempenha uma importante funcéo
na LTA ja nos primeiros instantes apos a introducdo das promastigotas no hospedeiro, a sua
atuacdo leva a deposicdo de fragmentos de ativacdo do complemento sobre o parasita, 0s
quais sdo essenciais para o estabelecimento da doenca. Maiores detalhes da funcéo do

sistema complemento na LTA estdo descritos no item 3.3.

Nas leishmanioses a resposta imune é predominantemente mediada por células, a
qual envolve todos os mecanismos associados a cura, protecdo ou ao agravamento da
doenca. A funcdo dos linfocitos T com fendtipo CD4" (Thl e Th2) é importante na
instalagdo da doenca. Os linfdcitos Thl produzem interferon gama (IFN-y), interleucina 2
(IL-2), fator estimulador de coldnias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) e fator de
necrose tumoral (TNF), que levam a ativacdo de macréfagos e a destruicdo dos parasitas.
Por outro lado os Th2, produzem IL-4, IL-5, IL-10, que inibem a ativacdo de macrofagos e
levam a ativacdo de linfocitos B com a producdo de anticorpos preferencialmente das
classes 1gG1 e IgE, enquanto que Thl auxilia na producdo de anticorpos do isotipo 1gG2a
(Coutinho, Oliveira et al. 1996).

Na fase ativa da leishmaniose localizada produzida pela L. braziliensis predomina
uma resposta de linfocitos CD4", com produgdo de citocinas de “tipo 17 e “tipo 2" (IFN-y,
IL-2 e IL-4). No processo de cura, ocorre um aumento da resposta de células CD8" e um

padrdo de citocinas de “tipo 1 (Coutinho, Oliveira et al. 1996).
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Formas graves envolvendo mucosas, evoluem com uma imunidade celular
preservada e frequentemente exacerbada, com alta producdo de IL-4 nas lesdes, assim
como de IFN-y, com poucos parasitas, paradoxal ao potencial destrutivo, sugerindo um

processo imunopatologico autogénico (Coutinho, Oliveira et al. 1996).

Diferentes autores tém demonstrado a importancia do estado imunologico do
paciente na evolucdo da doenca, atribuiu-se ao sistema imunoldgico uma funcdo importante
no controle da reativacdo da doenca apos longos periodos de desaparecimento das lesdes

primarias (Walton, Chinel et al. 1973).
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3.2 SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento é composto por mais de 30 proteinas plasmaticas e
associadas a membranas, que possui importante funcdo na resposta imune e inflamatdria.
Apos a sua ativacdo os fragmentos de componentes do complemento atuam modulando
reacOes humorais e celulares. O principal local de sintese das proteinas do complemento é o
figado, por outro lado os macrofagos e fibroblastos realizam a sintese local nos tecidos
(Prodinger 1999; Walport 2001).

O processo de ativacdo enzimatica sequencial dos componentes do complemento
gera uma resposta amplificada diante dos estimulos (Porcel 1993). Um perfeito
funcionamento do processo de ativacdo do complemento é fundamental para a homeostasia
do hospedeiro, pois este atua no combate a patdgenos invasores e também na solubilizacdo
e remocao de complexos imunes (Sim 1992; Volanakis 1998).

Apos a ativacdo do complemento através das vias: classica, alternativa e das
lectinas, o complemento pode gerar diversas funcdes bioldgicas, isto ocorre através da
interacdo dos fragmentos de ativacdo com receptores celulares especificos ou pela
deposicdo de complexos protéicos na membrana celular. Essas atividades sdo de vital
importancia no processo inflamatorio, pois atuam na quimiotaxia e ativagdo de fagocitos
(Porcel 1993; Kirschfink 1997). O produto final da ativacdo do complemento é o complexo
C5b-9 que pode se inserir na membrana alvo e provocar a sua lise. Por outro lado em
concentracdes baixas este complexo induz a liberacdo de mediadores inflamatérios. Outras
funcbes do complemento estdo associadas as atividades imunoregulatérias de C3a, Cha e
C3d (Porcel 1993; Volanakis 1998).

Para ativacdo da via classica se faz necessario uma producéo prévia de anticorpos e

da formacédo do complexo antigeno e anticorpo, esta caracteristica torna esta via parte da
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resposta imune especifica. Por outro lado, as vias alternativa e das lectinas, cuja ativacdo
estd relacionada com a presenca de estruturas especificas na superficie dos
microorganismos invasores sdo parte da resposta imune inata.

Cada via de ativacdo do complemento possui um grupo de componentes
caracteristicos. A via classica utiliza-se dos componentes C1, C4, C2 e C3, da via
alternativa participam o fator D, o fator B (BF), o fator P (properdina) e C3 e a via das
lectinas utiliza a MBL (lectina ligante da manose), MASP-1 (MBL-serina protease
associadas) e MASP-2. O complexo terminal de ataque a membrana (MAC) é formado
pelos componentes C5, C6, C7, C8 e C9. O processo de ativagdo do complemento gera
fragmentos que sdo designados por letras minusculas, por exemplo, C4 gera C4a e C4b,
sendo que o fragmento “b” é maior e permanece ligado a membrana para ser utilizado na
seqliéncia de ativagdo, ja o fragmento “a” ¢ liberado para o meio. O componente C2 ¢
excecdo desta regra, pois o fragmento “a” ¢ o maior. As proteinas de membrana do
complemento possuem designacdes relacionadas com as fungdes que exercem, através de
grupos de diferenciacdo ou ainda simplesmente numeradas consecutivamente, como 0S
cinco receptores de complemento de CR1 a CR5 (Bing 1995; James 1997; Walport 2001).

O sistema complemento ¢ uma importante ”arma” de defesa do organismo contra
microorganismos agressores, logo possui uma funcéo de destruicdo bastante eficaz. Diante
disto, o organismo necessita dispor de um eficiente mecanismo de controle para evitar que
a ativacdo exacerbada deste sistema cause dano ao hospedeiro. Com a fungéo de regulagéo
0 organismo dispde de aproximadamente 50 % de todas as proteinas do complemento. O
mecanismo de controle sobre a geragdo de C3b necessita ser bastante eficaz diante da
importante funcéo deste fragmento no processo de ativacdo das trés vias do complemento

(Sim 1992; Prodinger 1999).
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3.2.1 Via Cléssica

Sendo a primeira descrita, a via classica representa um potente mecanismo
efetor da imunidade humoral. Na sua ativacdo o componente de fundamental importéncia é
C1, o qual é composto de uma molécula de C1q ligado covalentemente a duas moléculas de
C1r e duas de C1s, estabilizadas por ions calcio (Roitt. I.; Brostoff).

O inicio da ativacdo pela via classica € caracterizado pela ligacdo de Clq a
complexos imunes contendo 1gG ou IgM, ou a agregados de IgG (in vitro). Por outro lado,
outros ativadores de Clg tem sido descritos: lipopolissacarides bacterianos, algumas
espécies de micoplasma, virus EBV e HIV, parasitas como Entamoeba, compostos
polianibnicos e proteina C reativa, entre outros (Prodinger 1999). Produtos de lesdo
tecidual, como membrana mitocondrial e outras membranas subcelulares, filamentos
citoplasmaticos, polinucleotideos e componentes de mielina também tém demonstrado
capacidade de ativar C1 (Sim 1992).

Apos a interacdo do anticorpo com o antigeno ocorre alteragdo conformacional da
regido Fc da molécula de imunoglobulina, a qual leva a ligagdo com a molécula de C1q.
Para a ativacdo de C1q sdo necessarias pelo menos duas moléculas de IgG1, 1gG3 ou uma
de IgM, a qual ao encontrar o antigeno muda de conformacéo. A ligacdo da molécula de
Clq ao anticorpo induz alteracdo conformacional que leva a ativacdo sequencial de Clr e
C1s (James 1997; Reid 1998).

Uma vez ativada a molécula de C1s, esta cliva o componente C4 em C4a e Cdb e
C2 em C2a e C2b (figura 07). Os fragmentos C4a e C2b sdo subprodutos no processo de
ativacdo com uma acéo fisiologica limitada. Apos a ligacdo de C4b a célula alvo, tanto este

pode agir como uma opsonina, como pode se ligar com o fragmento C2a, gerando a enzima
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C4b2a, que constitui a C3 convertase da via classica. Esta enzima é capaz de clivar C3, em
C3a e C3b (Prodinger 1999).

O componente C3 é a proteina do complemento em maior concentracdo no soro (1 a
1,4 mg/ml). Sua ativacdo possui um papel central e comum as trés vias da cascata do
complemento. Embora algumas proteases, como a plasmina, ou toxinas como o0 veneno de
cobra tenham acéo sobre C3, as C3 convertases das vias classica e alternativa sdo as unicas
enzimas fisiologicamente relevantes na ativagéo de C3.

O fragmento C3a, produto da clivagem de C3, é uma potente anafilatoxina que pode
atuar a distancia do sitio de ativacdo de C3. Por outro lado, a molécula de C3b, pode fazer
ligagdo covalente com componentes da superficie do antigeno ou com receptores em
superficies proximas (Sim 1992; Prodinger 1999). Assim, a molécula de C3b atua como
uma forte opsonina e ainda forma o complexo C4b2a3b, que é a enzima C5 convertase.
Essa enzima atua na Ultima etapa de ativacdo da via classica, e faz a clivagem de C5 em
C5a e C5b. Enquanto C5a é uma potente anafilatoxina, a ligacdo de C5b a C6 da inicio a
via efetora final da cascata do complemento, até a formacdo do complexo de ataque a

membrana (MAC) (Sim 1992; Bing 1995).

3.2.2 Via alternativa

A via alternativa possui uma importante funcdo de defesa natural contra
microorganismos. Para uma ativacdo eficiente e uma amplificacdo instantanea dessa via se
faz necessario uma superficie ativadora, tal como a parede celular bacteriana, de fungos e
leveduras, lipopolissacarides bacterianos, toxinas, células infectadas por virus e eritrocitos

de coelho (Glovsky 1994; James 1997).
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O fator B (BF), possui funcdo central na ativacdo da via alternativa. Este consiste
em uma serina protease, homologa a C2. A ligacdo de BF ao C3b serve como subunidade
catalitica das C3 e C5 convertases da via alternativa (Volanakis 1998).

O inicio da ativacdo da via alternativa € caracterizado pela ligacdo de C3b a uma
célula alvo. Diante disto surge a questdo a respeito da origem do C3b. Estudos in vitro
demonstraram que na circulacdo C3 sofre hidrolise esponténea e continua, gerando a
moléculas de C3i ou C3(H.0), que possui conformacdo semelhante a C3b (C3b like)
(Lachmann 1992).

Tanto C3(H,0), como C3b gerado pela via classica, pode ligar-se ao BF, em reacao
dependente de magnésio, formando os respectivos complexos C3(H,O)B e C3bB. Estes
sofrem a acdo do fator D que cliva BF em Ba e Bb. O peptidio Ba vai para a fase fluida,
enquanto Bb, liga-se a C3(H,0) ou a C3b, formando duas C3 convertases uma de fase
fluida, C3(H,0)Bb e outra de superficie celular, C3bBb. Esses complexos sdo capazes de
amplificar a reacdo pois fazem a geracdo de mais C3b reativo produzindo mais complexos
C3 convertase (C3bBb) na superficie celular (Abbas 1997).

A properdina (fator P), tem a capacidade de estabilizar o complexo C3bBb, que
pode clivar outras moléculas de C3 (Volanakis 1998; Prodinger 1999). Se moléculas
adicionais de C3b séo inseridas na C3 convertase C3bBbP(C3b)n, é gerada a C5 convertase
da via alternativa, que cliva C5 em C5a e C5b, de forma semelhante a via classica. Nessa
etapa, tanto a via classica como a via alternativa convergem para a mesma seqiiéncia
terminal de eventos, levando a formacdo do complexo de ataque a membrana (figura 07)

(James 1997).
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Figura. 07 Esquema demonstrando o processo de iniciacdo de cada uma das vias de ativagao do

sistema complemento e a via final efetora. Adaptado de: www.antibodyshop.com
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3.2.3 Via das lectinas

Recentemente descrita a via das lectinas (figura 07) tem como principal constituinte
a MBL, que esta associada a uma familia de serina proteases denominadas serino proteases
associadas a MBL (MASPs), que incluem MASP-1, MASP-2, MASP-3 (Matsushita and
Fujita 1992; Thiel, Vorup-Jensen et al. 1997; Dahl 2000) e a truncada versdo de MASP-2
chamada Map19 (Stover, Thiel et al. 1999; Takahashi, Endo et al. 1999). Diferentes
evidéncias indicam que MASP-2 é a mais importante na ativacdo do complemento (Thiel,
Vorup-Jensen et al. 1997). O complexo MBL-MASPs torna-se ativo apés a sua ligacdo ao
microorganismo alvo, através do dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) da
MBL a carboidratos da superficie microbiana. MASP-2 expressa atividade enzimética
similar a C1s que resulta em uma clivagem seqiencial de C4 e C2. O fragmento C4b
gerado liga-se covalentemente a superficie microbiana e subsequentemente interage com
C2 que também sera clivado por MASP-2. O complexo C4b2a criado expressa atividade de
C3 convertase similar as C3 convertases geradas nas vias classica e alternativa. A seguir
esse complexo é capaz de gerar o fragmento C3b através de sua acdo enzimatica sobre C3
amplificando a ativacdo do sistema complemento (Super, Thiel et al. 1989; Turner 2003).

Outras caracteristicas e fungdes da MBL estdo descritas no item 3.2.7.

3.2.4 Viafinal efetora

A via final efetora sera sempre a mesma independente da via inicial de ativacao, e
culminara com a formacéo do complexo litico de membrana C5b-9 ou MAC. A primeira
etapa desta via é a clivagem de C5, através das C5 convertases da via classica ou

alternativa, com consequiente formacéo de C5a e C5b (James 1997; Prodinger 1999).
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Uma seqliéncia de interagcdes ndo enzimaticas entre C5b, C6, C7, C8 e C9 resulta na
formacdo do MAC. O peptideo C5b é estabilizado ao formar um complexo hidrofilico com
C6 (C5b6). Quando C7 liga-se a esse complexo induz a uma transicdo do mesmo ao estado
hidrofobico, que permite ao complexo C5b67 inserir-se, firmemente, na camada bilipidica e
ligar-se & molécula de C8, que também se insere na membrana da célula alvo (figura 07)
(Delves 1992; Volanakis 1998).

O complexo C5b-8 possui capacidade litica limitada, mas atua como agente
polimerizante de C9. A ligacdo subseqliente de até 12 ou 15 moléculas de C9, seguida da
polimerizagdo dessas, forma uma estrutura tubular ndo homogénea (poli-C9), inserida na
superficie celular, a qual C5b-8 mantém-se ligado. O potencial litico total do MAC depende
de C9 produzir poros grandes suficientes para levar a lise da célula nucleada (Abbas 1997;
Prodinger 1999).

A polimerizacdo também é uma caracteristica das moléculas de perfurina, que
formam canais transmembranicos, ao serem liberadas de granulos citoplasmaticos de
linfocitos T citotdxicos e de células natural killer (NK). As perfurinas apresentam grande
homologia estrutural e funcional com C9 (Delves 1992).

Ainda que os poros produzidos por C5b-9 (MAC) permitam a passagem de ions
potassio e calcio para o interior da célula, esses s@o pequenos demais para permitir a saida
de moléculas maiores como proteinas. Tal situagéo resulta no influxo de &gua para a célula,
levando a lise osmotica ou ainda & morte celular devido a um acimulo letal de altas
concentracgdes de calcio (Delves 1992; Abbas 1997).

Quantidades ndo letais do MAC parecem estimular a producdo de uma variedade de

mediadores inflamatdrios, inclusive radicais de oxigénio, prostaglandinas, leucotrienos e
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interleucinas. E portanto, possivel que a resposta celular especifica na auséncia de lise
possa ser uma importante funcdo do MAC (Abbas 1997).
Possivelmente, o papel do MAC na defesa contra microorganismos parece ser

menor do que quando atua patologicamente lesando células do hospedeiro (Abbas 1997).

3.2.5 Conseqiéncias bioldgicas da ativagdo do complemento
O complemento possui atividades bioldgicas envolvidas tanto com lise, decorrente
da insercdo do MAC na célula alvo, como com a ligacdo dos produtos de ativacdo a

receptores de membrana especificos presentes em diferentes tipos de células.

3.2.5.1 Lise de membranas celulares

O mecanismo de destruicdo de microorganismos através do sistema complemento €
uma importante maquina de defesa contra uma variedade de patdgenos. Entretanto varios
desses microorganismos tém adquirido resisténcia a destruicdo mediada pelo complemento,
como algumas bactérias gram positivas, fungos, protozoérios e helmintos (Bing 1995).

Diferentemente dos eritrdcitos, muitas células, particularmente as nucleadas, sdo
relativamente resistentes a lise pelo complemento, sendo que essa ativacdo na sua
superficie é frequentemente sublitica. Este ataque sublitico, alem de proteger a célula do
hospedeiro da citolise, estimula a neosintese de proteinas, o metabolismo de acido
araquidénico e também ativa os leucdcitos polimorfonucleares. Além de elevar
transitoriamente o célcio intracelular e ativar a proteina quinase C, tem o potencial de
induzir atividade pro-coagulante e pro-inflamatoria. Consequentemente, a ligagdo de MAC
na superficie de células do sistema imunologico vidveis sugere um papel modulatério na

sua fisiologia. E possivel que a principal funcdo bioldgica da cascata terminal do
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complemento, como um importante braco efetor da defesa humoral do hospedeiro, va além

daquela originalmente descrita (Prodinger 1999).

3.2.5.2 Opsonizagéo e fagocitose

O papel de favorecer a fagocitose através da opsonizacao, representa uma das mais
importantes contribui¢cdes do complemento na defesa do organismo, mediando a ligagéo e a
ingestdo de particulas estranhas, incluindo virus, bactérias, células tumorais e complexos
imunes soltveis (Bing 1995). A principal opsonina do complemento é o componente C3,
através das moléculas de C3b e iC3b ligadas, covalentemente, a superficie celular, mais
especificamente a receptores de fagocitos como neutréfilos e monécitos/macréfagos. C3b e
C4b ligam-se ao receptor CR1 e iC3b ao receptor CR3. Essas interagfes permitem a
aderéncia de microorganismos aos fagécitos do hospedeiro, levando a sua ingestdo e
consequente destruicdo através das enzimas lisossomais (Bing 1995; James 1997).

As moléculas C5a e C5a des Arg também possuem um papel critico na fagocitose
ao atrairem e ativarem fagdcitos para o sitio da reacdo. As células fagociticas estimuladas
por Cha expressam maior quantidade de CR3 e CR4 (moléculas de adesdo), que ligam os
neutrofilos ao endotélio vascular, permitindo a aderéncia e migracdo desses para o sitio
inflamatdrio (Ross 1992; Prodinger 1999).

O receptor para C1q (C1g-R), também conhecido como receptor de colectinas, esta
presente em mondcitos, macrofagos, célula B, granulocitos, células endoteliais, fibroblastos
e plaquetas. Esse permite a interacdo ndo apenas com C1g, mas com outros membros da
familia colectina, como a MBL. Desta forma, a presenca de C1g-R em diferentes células

favorece que estas realizem o englobamento de bactérias opsonizadas com MBL e de
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complexos imunes-C1g, mediando a fagocitose, induzindo a producdo de radicais de

oxigénio e favorecendo a citotoxicidade celular (Ross 1992; Prodinger 1999).

3.2.5.3 Solubilizacao e remocgéao de complexos imunes

Existe uma constante formacdo de complexos imunes (CI) na circulagdo, com
consequente aumento de concentracdo, diante das respostas a estimulos antigénicos
intensos. A possibilidade de deposicdo desses complexos na parede dos vasos, com
posterior ativacdo do complemento, leva a rea¢Ges inflamatorias altamente lesivas para 0s
tecidos proximos (Abbas 1997). ClI podem ser formados através de interacdes multivalentes
entre a regido Fab das imunoglobulinas e o antigeno e também por interacfes néo
covalentes das regides Fc de imunoglobulinas justapostas. Através da ativacdo da via
classica o complemento inibe a formacdo de CI grandes nos estagios iniciais da reacéo
antigeno-anticorpo, tornando-os pequenos e soltveis. Por outro lado, a via alternativa,
através dos componentes B, P e C3, na presenca do fator | e H, tem a hablidade de
transformar complexos grandes pré-formados, em CI menores e sollveis (Bing 1995).

Os CI formados na circulacdo, ao ativarem o complemento, ficam opsonizados por
C3b e C4b. Como os eritrocitos possuem o receptor CR1 especifico para esses fragmentos,
ligam-se aos complexos, e os transportam até as células fagociticas do figado e bago, onde
estes serdo eliminados, retornando os eritrocitos para a circulacdo (Ross 1992). Essa
interacdo entre eritrocitos e Cl permitiu estabelecer o papel do complemento na remocao
dos ClI da circulacdo, pois os eritrocitos possuem 85 % do CR1 na circulagdo (Prodinger

1999).
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3.2.5.4 Remocao de células apoptoticas

Outra propriedade biologica do complemento, relacionada a interagdo com
receptores celulares, € a remocdo de células apoptdticas pelos macrofagos. A ligacdo de
Clq, proteina C reativa e IgM as células que tenham sofrido apoptose, leva a ativacdo do
complemento na superficie das mesmas, favorecendo a interacdo com receptores do
complemento presentes em macrdfagos, com subsequiente captura e destruicdo das células.
A eliminacdo de células mortas contribui para a reducdo da exposicdo de auto-antigenos ao
sistema imunoldgico e consequentemente desenvolvimento de doencas auto-imunes

(Mevorach, Mascarenhas et al. 1998; Walport 2001).

3.2.5.5 Interface entre a imunidade inata e adaptativa

Outra funcdo do complemento é participar da interacdo entre a imunidade inata e a
adaptativa. A molécula de C1q, quando se liga aos anticorpos nos complexos imunes, que
leva a ativacdo da via classica, representa um dos elos dessa interacdo. A opsonizagdo via
complemento facilita a apresentacéo de antigenos pelas células apresentadoras. Além disso,
a ativacdo de células B, moduladas por co-receptores, especialmente CR2, favorece a

interacdo dessa célula com antigenos e sua subsequente ativacdo (Walport 2001).

3.2.5.6 Efeito pro-inflamatdrio

As anafilatoxinas C3a, C4a e Cba sdo mediadores humorais reconhecidos devido
suas funcdes pro-inflamatorias e imunoreguladoras atuando na defesa do organismo. Estes
efeitos pro-inflamatdrios das anafilatoxinas sdo benéficos nas infeccbes e injurias
localizadas, mas por outro lado, existe um grupo de doencas inflamatdrias crénicas (ndo

infecciosas e sindromes), nas quais este papel é deletério (Ember 1998).
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As anafilatoxinas, principalmente C3a e Cba, ao ligarem-se aos receptores de
mastdcitos e basofilos, provocam degranulacéo e liberagdo de mediadores vasoativos, em
especial histamina e leucotrienos. Esses induzem aumento na permeabilidade vascular e
contracdo da musculatura lisa. C5a tem ainda multiplos efeitos, promovendo derrame
vascular e exocitose, além de favorecer a adesdo de fagocitos ao endotélio vascular. C5a
tem intensa atividade quimiotatica sobre neutrofilos; induz maior expressdo de proteinas de
adesdo, como CR3 e CR4, mediando o tréfico desses nos tecidos; além de estimular a
producdo de radicais de oxigénio e protaglandinas. C3a possui atividade similar, porém
menos intensa (Roitt. 1.; Brostoff; Ember 1998; Prodinger 1999).

O fragmento C2b, liberado pela clivagem de C2, também participa do processo
inflamatorio. Esse interage com a plasmina, levando a contracdo da musculatura lisa,

aumento da permeabilidade vascular e dor (Bing 1995; James 1997).

3.2.5.7 Qutros efeitos

Recentemente foi atribuida a funcdo bactericida a fragmentos produzidos na
ativacdo do complemento. Os autores demonstraram que o fragmento C3a, que € formado
através da ativacdo da molécula de C3 e liberado para o meio circulante, é capaz de destruir
bactérias como: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococus faecalis e
Streptococcus pyogenes. Esta descoberta fornece uma importante ligacdo entre o sistema
complemento e substancias bactericidas, 0s quais sdo importantes constituintes da

imunidade inata (Nordahl, Rydengard et al. 2004).
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3.2.6 O Complemento na Patogenia das Doengas

Deficiéncias hereditarias de componentes do complemento tém sido relatadas em
seres humanos por diferentes autores. Essas deficiéncias, freqientemente herdadas de
forma autossOmica recessiva, sdo raras, mas devido a pouca frequéncia de quantificacdo
sérica de proteinas do complemento na populacédo, a real incidéncia dessas deficiéncias é
dificil de ser determinada. Além disso, apesar das vérias atividades bioldgicas do
complemento, muitas vezes as deficiéncias dos componentes ndo levam a sintomas
clinicos, em fungdo da atuacdo conjunta das diferentes vias de ativagdo (Rother 1992).

Basicamente, existem trés associagdes principais entre complemento e doengas: 1) a
deficiéncia associada a suceptibilidade a infeccGes; 2) as conseqliéncias de anormalidades
na regulacdo do complemento e 3) deficiéncia associada as doencas inflamatérias (Walport
2001).

As deficiéncias do complemento envolvidas com aumento de susceptibilidade a
infeccbes envolvem diversos componentes. Baixos niveis de C3 comprometem as
atividades relacionadas com opsonizagdo e fagocitose, causando uma maior
susceptibilidade as infecgdes por bactérias piogénicas (Prodinger 1999). As alteractes
relacionadas com a deficiéncia de MBL encontram-se descritas no item 3.2.7. As
deficiéncias dos componentes terminais do MAC vdo comprometer a atividade litica e estéo
relacionadas quase que exclusivamente com infec¢Ges por Neisseria meningitidis (Rother
1992; Bing 1995).

Deficiéncias do fator | e H estdo associadas com anormalidade de degradar C3b,
com consequiente descontrole da clivagem de C3 pela C3 convertase da via alternativa

(C3bBb). Isto induz a uma situacdo de deficiéncia secundaria, por consumo, tanto de C3
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como de BF, levando a infecgdes por bactérias piogénicas, assim como por meningococos e
gonococos (Rother 1992; Glovsky 1994).

Comprometimento na expressdo de DAF e CD59 na membrana celular levam a
falhas na regulacdo do MAC, e a doenca conhecida como hemoglobindria paroxistica
noturna. A falta destas duas proteinas de controle é responséavel pela grande sensibilidade
do eritrocito a lise pelo complemento, especialmente na condicéo fisiologica de baixo pH
noturno (Prodinger 1999).

O complemento contribui ainda para a inflamacdo e dano tecidual em doengas
neurodegenerativas e autoimunes, especialmente com manifestagbes renais e
dermatoldgicas, assim como na injuria isquémica e reperfusdo, ou ainda em situacdes de
choque (Prodinger 1999).

Sob condigdes fisiologicas, 0 complemento contribui efetivamente na eliminacédo de
microorganismos ligados a anticorpos, promovendo a sua remocgéo. Entretanto, quando os
Cl ndo sdo eliminados, o complemento torna-se cronicamente ativado, promovendo a
inflamacdo. Um exemplo é na resposta de anticorpos a auto-antigenos que ndo podem ser
carreados do organismo, por estarem limitados a um determinado érgdo, no qual a doenca
se expressa, como na sindrome de Goodpasture e na miastenia gravis. Infeccdes cronicas
como a hepatite C e endocardite bacteriana, também tendem a perpetuar a formagéo de ClI,
com intensa ativacdo e consumo de complemento (Walport 2001; Messias-Reason, Hayashi
et al. 2002).

No lupus eritematoso sistémico (LES), a ativacdo de complemento, por Cl que se
depositam em multiplos 6rgdos, esta diretamente ligada a fisiopatologia da doenca. Por
outro lado, a deficiéncia homozigotica hereditaria de Clg, Cilr, Cls, C4 e C2 esta

fortemente associada com a susceptibilidade ao LES. O comprometimento na ativacdo da
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via classica, decorrente dessa deficiéncia, vai refletir, diretamente, em defeito na
solubilizacdo, e remocéo dos Cl pelos eritrocitos. Deficiéncia de CR1 também compromete
a remocdo dos Cl, favorecendo a deposicdo desses em diferentes tecidos e consequiente
inflamacéo (Glovsky 1994; Abbas 1997; Prodinger 1999). Outras doengas mediadas por Cl,
como artrite reumatoide, glomerulonefrites e vasculites, também apresentam mecanismos
semelhantes a estes envolvidos na sua patogenia (Bing 1995).

Por outro lado o complemento tem participacdo ativa na remocdo de células
apoptdticas, e falhas nesta remocdo levam a acumulo de restos celulares propiciando

doencas autoimunes (Walport 2001).

3.2.7 MBL

A lectina ligante da manose (MBL), também chamada lectina ligante da manana e
proteina ligante da manose pertence a familia das proteinas denominadas de colectinas
(Holmskov, Malhotra et al. 1994), as quais sdo constituidas por um dominio de
reconhecimento de carboidrato (regido de lectina) associado a um dominio de colageno. A
MBL é um importante constituinte do sistema imune inato e uma das mais de trinta
proteinas do sistema complemento (Turner 2003). A concentracgdo circulante de MBL situa-
se em torno de 1ug/ml a 20ug/ml e é determinada geneticamente, pela presenca de
mutacgdes pontuais no exon 1 (codons 52, 54 e 57) e na regido promotora do gene da MBL
(Turner 1996). A presenca de variantes alélicas, assim como a deficiéncia quantitativa de
MBL levam a predisposicao a infecgOes e outras doengas auto imunes (Turner 2003). Um

aumento em torno de 1,5 a 3 vezes na concentragdo da MBL pode ocorrer em situagcOes de
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injuria tecidual ou resposta a infeccOes, caracterizando desta maneira a MBL como uma
proteina de fase aguda fraca (Thiel, Holmskov et al. 1992).

Numerosos estudos durante a ultima década deram origem a terceira via de ativacao
do complemento mediada pela MBL. A importancia bioldgica desta via é indicada pelas
consequéncias clinicas que o seu estado de deficiéncia causa. Em populagdes humanas o
estado de deficiéncia de MBL é relativamente comum e varios estudos procuram associar

essa deficiéncia com situagdes clinicas diversas (Turner 2003).

3.2.7.1 Estrutura da MBL

Por microscopia eletronica a estrutura da MBL lembra um bouquet semelhante ao
de Clg. No entanto, varias estruturas oligoméricas sao observadas (dimeros, trimeros,
tetrdmeros, hexameros) e ainda ndo esté claro qual é a forma circulante predominante (Lu,
Thiel et al. 1990). Todas as atividades funcionais incluindo ligacdo a superficie de
microorganismos e a ativacdo do complemento requerem pelo menos estruturas do tipo
tetrameros (Yokota, Arai et al. 1995).

A estrutura da MBL estd embasada em subunidades, as quais sao formadas por trés
cadeias peptidicas idénticas de 32 kDa. Cada cadeia é caracterizada por um dominio de
lectina (ou dominio de reconhecimento de carboidrato CRD), uma cabeca hidrofébica, uma
regido de colageno e uma regido N-terminal rica em cisteina (Sastry, Herman et al. 1989;
Taylor, Brickell et al. 1989). A trés cadeias da regido de colageno interagem para formar a
classica hélice tripla (Weis and Drickamer 1994) (figuras 08 e 09).

A MBL é uma lectina dependente de céalcio (ou tipo C) que pode fazer ponte

coordenada com os grupos hidroxilas 3 e 4 de varios agucares, incluindo manose, N-acetil-
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D-glucosamina, N-acetil-manosamina, fucose e glucose. O agucar D-galactose ndo se liga
de maneira significante a MBL (Drickamer 1992; Weis, Drickamer et al. 1992).

Acredita-se que a estrutura repetitiva dos agucares revestindo a superficie dos
microorganismos seja o local de ligacdo da MBL, o arranjo desses acgUcares deve possuir
distancias especificas de 45 A para ocorrer a ligacdo (Sheriff, Chang et al. 1994; Weis and
Drickamer 1994). Esta ligacdo simultdnea é necessaria, pois a interacdo aglcar-MBL é
relativamente fraca (lobst and Drickamer 1994). Todas estas caracteristicas facilitam a
ligagdo da MBL com estruturas ndo-proprias da superficie microbiana, mas por outro lado

diminuem a chance desta ocorrer com estruturas préprias.
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Figura. 08 Estrutura tetramérica da MBL que € capaz de ativar o
complemento, esta possui quatro subunidades idénticas. Cada subunidade
possui trés cadeias peptidicas e estdo associados por pontes disulfeto na
regido N-terminal, uma tipica regido de colageno em tripla hélice e uma
regido de cabeca na porcdo C-terminal com trés dominios de lectina. A
regido de colageno esta envolvida com a interagcdo com MASP, sendo que o
complexo MBL-MASP é capaz de ativar o complemento e também se
presume ser esta regido quando modificada que se liga aos receptores de
colectinas. Abreviagdes: CRD, dominio de reconhecimento de carboidratos;

MASP, MBL-associada a serina protease. Adaptado de Turner 1996.
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Figura. 09 Processo de oligomerizacdo da MBL: A subunidade fundamental da MBL

(32 kDa); B oligbmero da MBL formado por 3 cadeias polipeptidicas; C estrutura

completa de MBL formada por 6 oligbmeros Fonte: www.antibodyshop.com.

3.2.7.2 Fungbes da MBL

Nas ultimas duas décadas tem-se demonstrado que a MBL é um dos principais
componentes do sistema imune inato. Existem evidéncias de que essa proteina desempenha
pelo menos quatro fungdes distintas:

1. Ativacéo do sistema complemento
2. Opsonizacédo independente de complemento e anticorpo
3. Modulagéo da inflamacéo
4. Promocéo da apoptose
Destas funcGes a mais bem estuda é a ativagdo do complemento (figura 10) (Turner 2003).
A ativagdo do complemento mediada pela MBL representa a terceira via de

ativacdo, distinta de ambas as vias alternativa e classica, como ja descrito na pagina 21.
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A promocdo da opsonizacdo pela MBL estd associada a varios receptores ou
proteinas ligantes da MBL como cC1lgR/calreticulina (Malhotra, Thiel et al. 1990), C1qRp
(Tenner, Robinson et al. 1995) e CR1 (Klickstein, Barbashov et al. 1997; Ghiran,
Barbashov et al. 2000).

Recentes estudos com doengas tém aumentado evidéncias de uma provavel fungédo
da MBL na modulacdo da inflamag¢&o. O mecanismo ainda ndo esta claro, mas sugere-se
que a proteina exerca um efeito modulador sobre a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias
pelos monacitos (Jack, Read et al. 2001).

Outras evidéncias tém indicado que a MBL (assim como C1q) pode ligar-se a
células apoptdticas e mediar seu ataque por macrdéfagos (Ogden, deCathelineau et al.
2001). Este processo requer a participacdo do receptor cC1qR o qual liga-se a regido de

colageno da MBL, que por sua vez parece estar associado ao CD91.

3.2.7.3 Ligacdo da MBL a microorganismos

A MBL pode ligar-se a uma variedade de microorganismos (Neth, Jack et al. 2000)
e em alguns casos essa ligacdo estd associada a caracteristicas estruturais proprias do
organismo ligante.

Estudos com mutantes isogénicas da Neisseria meningitidis forneceram informacoes
a respeito do papel da capsula e do acido sialico terminal na ligacdo da MBL (Turner
2003). Esse estudo demonstrou que microorganismos com acido sialico na sua estrutura séo
resistentes a ligacdo da MBL, enquanto aqueles que ndo possuem &cido sidlico sdo
vulneraveis. Ao contrario, a presenca ou auséncia de capsula & menos significante na
ligacdo de MBL que a presenca do acido sidlico em estruturas lipopolissacarideas. Em um

estudo com cepas mutantes de Salmonella enterica variante Typhimurium, foi demonstrado
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Fig. 10 Funcdes da MBL. (a) A ligagdo da MBL a superficie de microrganismos promove a fagocitose
através de dois mecanismos. O mais importante é através de ativacdo do complemento pela via das
lectinas. Este € mediado pela MASP-2, que no final leva a grande deposi¢do de C3 na superficie alvo.
Ainda pode ocorrer ligacdo direta da MBL a célula fagocitica. A MBL pode promover a inflamacao
através da liberacao de citocinas dos mondcitos. (b) Um papel da MBL na apoptose é proposto. Tem
sido demonstrado que a lectina liga-se a células T e neutrofilos polimorfonucleares (PMN) apoptoticos
através da regido globular. Para a subseqiente remocdo da célula apoptética é necessario o
reconhecimento da regido de colageno da MBL pelo cC1gR em associacdo com o CD91 das células

fagociticas. Fonte: Turner 2003.
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que a adicdo do antigeno O ndo permitiu a ligagdo da MBL. Estudando-se estruturas
truncadas de lipopolissacarideos (LPS), observou-se que nem sempre a identidade do
acucar terminal vai determinar a ligagdo da MBL. Foi concluido que a estrutura
tridimensional dos LPS tém um importante papel na ligagdo da MBL. Assim a expresséo de
certas estruturas de LPS pode atuar como um mecanismo de viruléncia das bactérias por

reduzir a ligagdo com MBL (Turner 2003).

3.2.7.4 Associagdo da MBL com doengas

A deficiéncia da MBL foi inicialmente reconhecida em criangas com um defeito
funcional de opsonizacgdo, o qual estava associado a presenca de infecgdes recorrentes e
déficit de crescimento (Super, Thiel et al. 1989). Foi entdo sugerido nesse trabalho que a
principal funcdo desta proteina estaria em proteger as criancas durante a janela de
vulnerabilidade que ocorre ap6s diminuicdo dos anticorpos maternos, antes do
desenvolvimento de uma efetiva producdo de anticorpos. Trabalhos posteriores
demonstraram que a MBL de fato possui um papel importante na primeira linha de defesa
contra muitos microorganismos antes da producdo de anticorpos. Essa funcdo atribuiu a
MBL um papel de ante-anticorpo (Alan and Ezekowitz 1991), isto &, anteceder o0s
anticorpos no combate a microorganismos invasores.

A deficiéncia de MBL foi associada com aumento na suscetibilidade a muitas
doencas infecciosas, principalmente para patdgenos extracelulares (Summerfield, Sumiya et
al. 1997) e particularmente com microorganismos que causam infecgdes agudas do trato
respiratorio durante a infancia (Koch, Melbye et al. 2001). Entretanto, demonstrou-se que a
MBL pode também conferir protecdo contra certos parasitas intracelulares como

Leishmania (Santos, Costa et al. 2001).
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A bem estabelecida associacao entre a deficiéncia de componentes da via classica e
a suscetibilidade a doencas autoimunes sugere que esta similar associagdo possa ocorrer
também com a MBL. Estudos com pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico
(LES) da Inglaterra (Davies, Snowden et al. 1995), de Hong Kong (Lau, Lau et al. 1996),
negros dos Estados Unidos (Sullivan, Wooten et al. 1996) e da Espanha (Davies, Teh et al.
1997), evidenciaram aumento na freqiiéncia dos alelos mutantes ou baixas concentracfes
séricas de MBL nesses pacientes. Sugerindo, portanto um papel da deficiéncia de MBL na
suscetibilidade a doengas autoimunes.

Outros autores evidenciaram na Dinamarca e Hong Kong que os alelos variantes de
MBL estdo associados com a gravidade e aparecimento precoce dos sintomas de artrite
reumatdide (Graudal, Homann et al. 1998; Garred, Madsen et al. 2000; Graudal, Madsen et
al. 2000; Ip, Lau et al. 2000).

Diversos estudos tem sugerido que a MBL pode modular a gravidade de doencas
infecciosas e autoimunes. As primeiras evidéncias surgiram num estudo com portadores de
AIDS, cuja sobrevida foi bastante reduzida nos pacientes com alelos mutantes da MBL
(Garred, Madsen et al. 1997). Um estudo posterior confirmou o efeito da deficiéncia da
MBL na progresséo da doenca, a qual esteve associada ao desenvolvimento de sarcoma de
Kaposi (Maas, de Roda Husman et al. 1998).

Estudos em pacientes portadores de Hepatite C sugerem um papel regulatério da
MBL na doenca, sendo observada uma associagdo da deficiéncia de MBL com a resisténcia
ao tratamento com interferon. Se esta associacdo for confirmada, a deficiéncia de MBL
podera ser um importante fator prognostico no tratamento desses pacientes (Matsushita,

Hijikata et al. 1998; Matsushita, Hijikata et al. 1998).
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3.3 Complemento e leishmaniose

Nas ultimas décadas uma grande variedade de estudos tem demonstrado a
importancia do sistema complemento na resposta imune da leishmaniose. Na década de 80,
foi demonstrado o efeito litico do soro humano fresco em promastigotas de L. donovani,
efeito este ndo observado sobre a forma amastigota. Os autores também observaram que o
aquecimento do soro humano a 56°C por 30 minutos retirava este efeito, ficando assim
evidente que o sistema complemento era o responsavel por este fenémeno (Pearson and
Steigbigel 1980). Nessa mesma década diferentes estudos determinaram a ativacao das vias
classica e/ou alternativa do complemento por algumas espécies de Leishmanias. Mosser et
al. demonstrou a ativacdo da via classica por formas promastigotas de L. donovani, assim
como da alternativa por formas promastigotas de L. major, L. mexicana mexicana, L.
mexicana amazonensis, L. braziliensis guyanensis (Mosser, Burke et al. 1986). Num outro
estudo esses autores demonstraram que a ativagdo do complemento e deposicdo de
fragmentos como C3b na superficie do parasita promove um aumento da sua fagocitose
(Mosser and Edelson 1984).

Na década de 90 Mosser et al., realizaram um trabalho com o objetivo de verificar a
importancia do receptor CR3 na ligacdo de espécies de Leishmania a macrofagos humanos.
O resultado obtido mostrou que as formas promastigotas de Leishmania necessitam da
ativacdo do complemento ou mais especificamente da deposi¢do de C3bi na sua superficie
para que possam ser fagocitadas pelos macrofagos via receptor CR3. Como a fagocitose é
uma importante etapa na instalacdo de doencas causadas por microrganismos intracelulares
como as Leishmanias, estes resultados forneceram evidéncias de como estes parasitas
utilizam o sistema imune para instalacdo da doenca no hospedeiro mamifero (Mosser,

Springer et al. 1992).
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Juntamente com o envolvimento de receptores para complemento na fagocitose de
promastigotas de Leishmanias, Wilson and Pearson demonstraram que O receptor para
manose esta também envolvido no processo de fagocitose dos parasitas por macréfagos
(Wilson and Pearson 1986). Estes mesmos autores também observaram que o receptor CR3
e 0 receptor para manose participam de maneira independente na ligacdo de formas
promastigotas de L. donovani a macrofagos humanos (Wilson and Pearson 1988). Um
outro estudo com formas amastigotas de L. major demonstrou que a ingestdo de formas
amastigotas de L. major por macrofagos ocorre primariamente através dos receptores Fc e
CR3, e sugeriu que outros receptores devem também estar envolvidos neste processo (Guy
and Belosevic 1993).

Recentemente Cavalcante et al. investigando 0s mosquitos transmissores da
leishmaniose no Brasil, Lutzomyia longipalpis e Lu. Migonei demonstraram a presenca de
substancia com atividade inibitéria sobre as vias alternativa e classica do sistema
complemento na saliva destes insetos. Estes resultados indicam que a inibicdo do sistema
complemento pode fazer parte do processo de transmissdo da leishmaniose (Cavalcante,
Pereira et al. 2003).

Green et al. demonstraram que a MBL reconhece a manose presente nas
lipofosfoglicanas, principal glicoconjugado de superficie da L. major e L. mexicana,
promovendo a ativacdo do complemento na superficie dos parasitas (Green, Feizi et al.
1994).

Uma funcdo imunomoduladora da MBL foi demonstrada na leishmaniose visceral.
Santos et al. observaram a associacdo entre a concentracdo sérica de MBL em pacientes e a
suscetibilidade a leishmaniose visceral causada L. chagasi. Esses autores observaram que a

fagocitose das formas promastigotas opsonizadas com MBL induz a secrecdo de alta
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concentracdo de fator de necrose tumoral alfa e interleucina 6 por mondcitos humanos.
Demonstrando assim que a MBL pode modular o curso clinico da doenca e a fungdo dos
mondcitos infectados (Santos, Costa et al. 2001).

Todos estes estudos demonstram que o sistema complemento e a MBL estéo
envolvidos diretamente no processo de instalagdo da leishmaniose e também evidenciam
que as diferentes espécies de Leishmania podem apresentar comportamentos distintos

frente a esse sistema.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Parasitas

Formas amastigotas da L. braziliensis cepa MHOM/BR/75/M2904, foram isoladas
de um paciente com Leishmaniose mucocutanea na regido norte do Brasil no estado do
Para. As formas promastigotas foram cultivados in vitro a 23°C em meio de cultura RPMI-
1640 (Sigma Chemicals Co., St Louis, Missouri USA), suplementado com 20 mM de
Hepes (Sigma), 15% de soro bovino fetal inativado (Gibco Laboratories, Paisley, Scotland),
100 ug/ml de estreptomicina e 2UIl/ml de penicilina. Os parasitas foram mantidos em
cultura por sete dias, para atingirem a fase estacionaria de crescimento, sendo entéo
retirados da cultura e lavados por trés vezes com salina tamponada (PBS) pH 7,6 sob baixa

velocidade de centrifugacdo e usados em todos 0s experimentos.

4.2 Complexo MBL-MASP purificado
A MBL humana purificada utilizada nos experimentos foi obtida de uma solugéo
estéril contendo 300 pg de MBL/mlI em solugdo salina (Statens Serum Institute,

Copenhagem, Dinamarca).

4.3 Fonte de complemento e de MBL humana

Como fonte de complemento, utilizou-se um conjunto de soro fresco humano
(SHN) obtido de doadores normais sem historia de leishmaniose e com imunofluorencéncia

indireta negativa para Leishmania.
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Para o0s ensaios que envolveram a MBL sérica, a fonte de MBL utilizada foi um
conjunto de SHN cuja concentragdo individual de MBL em cada soro era superior a 3.000
ng/ml (SHN-MBL). Este conjunto continha dois soros com concentracdo de 3.500 ng/ml,
um soro com 3.600 ng/ml e outro soro com 4.000 ng/ml. Também foi utilizado em alguns
experimentos, soro humano deficiente em MBL (SHN-MBL-def.) obtidos de quatro
individuos voluntérios que apresentavam concentracdo sérica da MBL inferior a 10 ng/ml,
isto é, concentracdo ndo detectavel por ELISA. A concentracdo de MBL sérica foi
determinada por método de enzima imunoensaio (ELISA) utilizando-se reagente comercial
(Statens Serum Institute, Denmark) de acordo com a técnica descrita em Schafranski et al
2004. Todos os soros utilizados neste procedimento também foram obtidos de doadores

sem histdria de leishmaniose e com imunofluorescéncia indireta negativa para Leishmania.
4.4 Adsorcdo do SHN

O SHN utilizado em todos os experimentos foi previamente adsorvido com o
parasita, com 0 objetivo de retirar anticorpos naturais que poderiam estar presentes,
assegurando-se assim que no processo ndo haveria participacdo de quaisquer tipos de
anticorpos contra a L. braziliensis. Este procedimento foi realizado da seguinte maneira: a
200 ul de SHN puro foram adicionados 50 pl de parasitas na concentracdo de 1 x 10° /ml e
incubados a 4°C durante 60 minutos, apos este tempo as suspensdes foram centrifugadas
durante 10 minutos a 3.000 rpm em centrifuga refrigerada (4°C), em seguida o
sobrenadante foi transferido para outro tubo e o procedimento repetido. O sobrenadante

final foi separado do sedimento e imediatamente utilizado nos experimentos.
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4.5 Inativacdo do complemento no SHN (SHN-I)

Para alguns experimentos foi efetuada a inativacdo do sistema complemento, atraves
da incubacdo do SHN a temperatura de 56°C durante 30 minutos. Este procedimento inativa
o fator B e C2, bloqueando as trés vias de ativacdo do complemento cléssica, alternativa e

das lectinas.

4.6 Ensaio de adesédo da MBL humana purificada a promastigotas da L. braziliensis

Formas promastigotas vivas de L. braziliensis em fase estacionéria de crescimento
foram lavadas por trés vezes em tampéo tris (TBS) pH 7,6 com 10 mM de CaCl, a4°C, e a
sua concentracdo ajustada para 1 x 10° células/ml em TBS com 10 mM de CaCl,. Em
seguida, 100 ul da supensédo de parasitas foram incubados em 100 ul de solugdo com 6 e 1
ug de MBL (Statens Serum Institute)/ml em TBS, 10 mM de CaCl; e 1% de albumina
bovina (BSA) por 60 minutos a 4°C. Subseqiientemente os parasitas foram lavados por
duas vezes em TBS com 10 mM CaCl, e ajustados ao volume de 100 ul, sendo entéo
incubados com 100 pl de anticorpo monoclonal de camundongo anti-MBL-Humana (clone
131-01; Statens Serum Institute) na diluicdo de 1:1000 em TBS, 10 mM CaCl, e 1% de
BSA, por 60 minutos a 4°C. Na seqiiéncia as formas promastigotas foram lavadas duas
vezes em TBS com 10 mM de CaCl,, e ajustadas ao volume de 100 ul e incubadas com 100
ul de anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com fluoresceina (Sigma) na diluicdo
de 1:500 em TBS, CaCl, e 1% de BSA por 60 minutos a 4°C. Finalmente os parasitas foram
lavados por duas vezes em TBS com 10 mM de CaCl, e mantidos em 50 ul de suspenséo, e
observados em microscopio de imunofluorescéncia (Nikon E 800) com sistema confocal

(Bio-Rad Radiance 2100), (figura 11).
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O controle deste experimento foi realizado na auséncia de MBL no procedimento,
sendo os parasitas submetidos & mesma sequéncia de reacdo descrita acima. Este

experimento foi realizado em duplicata e repetido por trés vezes.

100 pl 1x 10° leishmanias/ml
+

100 ul 6 e 1 png/ml de MBL

]

100 pl de anticorpo anti MBL humana

100 pl de anticorpo anti IgG marcado
com fluoresceina

Leitura em microscépio confocal

Fig. 11 Esquema ilustrando o ensaio de adesdo da MBL purificada aos promastigotas da L. braziliensis.

4.7 Ensaio de inibicdo da adesdo da MBL purificada a promastigotas de L. braziliensis
Para determinar a ligacao especifica da MBL a agucares presentes na superficie do
parasita, um ensaio de adesdo da MBL foi realizado utilizando-se previamente o seguinte

procedimento. Baseado no conhecimento de que MBL ¢é capaz de ligar-se a estruturas com
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grande quantidade de manose, MBL na concentracdo de 6 pg/ml em TBS, 10 mM CacCl; e
1% de BSA foi pré-incubada com manana (Sigma) na concentracdo de 20 mg/ml, 50 m M
de manose (Sigma) e 50 mM de galactose (Sigma) por 60 minutos a 4°C. Apds este
procedimento esta solugdo foi incubada com 1 x 10° Leishmanias/ml em TBS com 10 mM
de CacCl, por 60 minutos a 4°C. Na seqiéncia os parasitas foram lavados por duas vezes em
TBS com 10 mM CaCl; e ajustados ao volume de 100 pnl, sendo entdo incubados com 100
ul de anticorpo monoclonal de camundongo anti-MBL-humana (clone 131-01; Statens
Serum Institute) na diluicdo de 1:1000 em TBS, 10 mM CaCl, e 1% de BSA, por 60
minutos a 4°C. A seguir as formas promastigotas foram lavadas duas vezes em TBS com 10
mM de CaCly, e ajustadas ao volume de 100 ul e incubadas com 100 ul de anticorpo anti-
IgG de camundongo conjugado com fluoresceina (Sigma) na diluicdo de 1:500 em TBS,
CaCly e 1% de BSA por 60 minutos a 4°C. Finalmente os parasitas foram lavados por duas
vezes em TBS com 10 mM de CaCl, e mantidos em 50 ul de suspensao, e observados em
microscopio de imunofluorescéncia (Nikon E 800) com sistema confocal (Bio-Rad

Radiance 2100). Este experimento foi realizado em duplicata e repetido por trés vezes.

4.8 Ensaio de adesdo da MBL humana sérica a promastigotas de L. braziliensis

Formas promastigotas vivas de L. braziliensis em fase estacionaria de crescimento
foram lavadas por trés vezes em tampao tris (TBS) com 10 mM de CaCl, a 4°C, e a sua
concentraco ajustada para 1 x 10° células/ml em TBS com 10 mM de CaCl,. Em seguida,
100 pl da suspensdo de parasitas foram incubados com 100 ul de SHN (MBL > 3000
ng/ml) na diluicdo de 1 a 90 % em TBS com 10 mM de CaCl, e 1 % BSA por 18 horas a

4°C. Em seguida os parasitas foram lavados por duas vezes em TBS com 10 mM CaCl, e
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ajustados ao volume de 100 ul, sendo entdo incubados com 100 ul de anticorpo monoclonal
de camundongo anti-MBL-Humana (clone 131-01; Statens Serum Institute) na diluicdo de
1:1000 em TBS, 10 mM CaCl, e 1% de BSA, por 60 minutos a 4°C. No passo seguinte as
formas promastigotas foram lavadas duas vezes em TBS com 10 mM de CaCl,, e ajustadas
ao volume de 100 ul e incubadas com 100 ul de anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado com fluoresceina (Sigma) na diluigdo de 1:500 em TBS, CaCl, e 1% de BSA por
60 minutos a 4°C. Na ultima etapa do procedimento os parasitas foram lavados por duas
vezes em TBS com 10 mM de CaCl, e mantidos em 50 ul de suspensao, e observados em
microscopio de imunofluorescéncia com sistema confocal, (figura 12).

O controle deste experimento foi realizado na auséncia de SHN-MBL, sendo o
procedimento o mesmo da sequéncia descrita acima. Este experimento foi realizado em

duplicata e repetido por trés vezes.

100 pl de 1 x 10° Leishmanias/ml + 100 pl de SHN-MBL 1 a 90 %

1 ]

100 pl de anticorpo anti MBL humana

=

100 ul de anticorpo anti 1gG
. marcado com fluoresceina

]

Leitura em microscépio confocal

Fig. 12 Esquema demonstrando o ensaio de adesédo da MBL humana as formas promastigotas

da L. braziliensis.
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4.9. Deposicao de Clqg, C4 e C3 na superficie da L. braziliensis

Formas promastigotas vivas da L. braziliensis em fase estacionéria de crescimento
foram lavadas trés vezes em PBS e sua concentragdo ajustada para 1,5 x 10" parasitas/ml.
100 pl da suspensdo foram incubados por 45 minutos a 37°C com 100 pl das seguintes
solucgdes a 9.0 % em PBS: SHN, SHN-EDTA (acido etilenodiamino tetra acético)(Sigma)
10 mM, SHN-EGTA (4cido etilenoglicol-bis p-aminoetileter N, N, N, N-tetra
acético)(Sigma) 10 mM/MgCl, 6mM e SHN-I. Na sequéncia os parasitas foram fixados em
100 pl de PBS contendo 1.0 % de formaldeido por 60 minutos a 4°C e lavados trés vezes
em PBS. Finalmente os parasitas foram resuspensos em 100 ul de PBS e incubados com
100 ul de anticorpos policlonais de camundongo anti-Clg humano (Sigma), anti-C3
humano (Sigma) e anti-C4 humano (Sigma) conjugados com fluoresceina, por 60 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida os parasitas foram lavados trés vezes e resuspensos em
50 ul de PBS e observados em microscopio de imunofluorescéncia confocal (figura 13).

Este experimento foi realizado em duplicata e repetido trés vezes.
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Fig. 13 Esquema ilustrando a deposicao de Clq, C3, C4 na superficie da L. braziliensis.

4.10 Efeito litico do complemento sobre promastigotas de L. braziliensis

O efeito litico do complemento sobre as formas promastigotas da L. braziliensis foi
avaliado através da determinacdo da mobilidade do parasita, incorporacdo do corante
Trypan Blue (Sigma) e da habilidade de crescimento do parasita em cultura, apés

tratamento com SHN, sob diferentes condigdes:

a) Com o objetivo de avaliar a participacdo da via alternativa na lise dos parasitas, 100
ul de parasitas na concentragdo de 1,5 x 107/ml foram incubados com 100 pl de
SHN, SHN-EDTA, SHN-EGTA, SHN-I e RPMI (Sigma) a 25 % em PBS por 30
minutos a 37°C e a reagédo interrompida pela adicdo de 1 ml de PBS a 4°C . Em

seguida, foi adicionado 200ul de Trypan Blue (Sigma) 0,4 % em PBS. Finalmente,
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dois observadores realizaram a contagem dos parasitas utilizando um
hemocitdmetro em aumento de 400 vezes. Parasitas imdveis e corados em azul
foram considerados mortos. O resultado foi expresso em porcentagem de parasitas

vivos. Este experimento foi realizado em duplicata e repetido seis vezes.

Para identificacdo de uma possivel influéncia da MBL sobre o efeito litico do
complemento contra as formas promastigotas da L. braziliensis, foi realizado um
ensaio de lise em que aliquotas de 100 ul dos parasitas foram previamente tratadas
com 100 pl de solu¢do com 6ug de MBL/ml em TBS com 10 mM de CaCl, e 1 %
BSA por 60 minutos a 4°C e logo em seguida submetidos ao teste de lise com 25%
de SHN. Por outro lado, outras amostras de 100 ul dos parasitas sem nenhum tipo
de tratamento foram submetidas ao ensaio de lise em presenca de 100 ul de solucéo
a 25% de SHN-MBL-def, 100ul de solucéo a 25% de SHN-MBL e com 100 ul de
solucdo com 6 pug de MBL em TBS com 10 mM de CaCl, e 1 % BSA. O ensaio de
lise foi realizado através da incubagdo de todos os tubos descritos acima por 30
minutos a 37°C e a reagdo parada pela adicdo de 1 ml de PBS gelado. Em seguida,
foi adicionado 200ul de Trypan Blue (Sigma) 0,4 % em PBS. Finalmente, dois
observadores realizaram a contagem dos parasitas utilizando um hemocitémetro em
aumento de 400 vezes. Parasitas imdveis e corados em azul foram considerados
mortos. O resultado foi expresso em porcentagem de parasitas vivos. Este

experimento foi realizado em duplicata e repetido trés vezes.

O efeito litico do complemento sobre os promastigotas foi também avaliado através

da habilidade de crescimento em cultura ap6s o tratamento com diferentes
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concentracdes de SHN em PBS (0 %, 2,5 %, 5,0 %, 7,5 %, 10,0 %, 12,5 %, 15,0 %,
20,0 %, 25,0 %, 30,0 % e 50,0 %), 30,0 % SHN-I e RPMI (Sigma), sendo utilizados
sempre 100 pl dos parasitas para 100 ul da diluicdo do SHN. Todos os tubos
contendo os parasitas, diferentes concentracbes de SHN e controles foram
incubados por 30 minutos a 37°C e a reagdo bloqueada com 200 pl de RPMI
(Sigma) a 4°C. Na seqliéncia, uma amostra de 200ul de cada suspensdo foi cultivada
a 23°C em RPMI (Sigma) resultando em uma concentragdo final de 3x 10°
parasitas/ml. A porcentagem de parasitas vivos foi determinada apos 44 horas de
incubacdo, por dois observadores que realizaram a contagem dos parasitas
utilizando um hemocitdmetro em aumento de 400 vezes. Parasitas imodveis e
corados em azul foram considerados mortos. O resultado foi expresso em
porcentagem de parasitas vivos. Este experimento foi realizado em duplicata e

repetido seis vezes.



50

5 RESULTADOS

5.1 Adesdo da MBL purificada a superficie da L. braziliensis

Utilizando-se os recursos da microscopia confocal a superficie das formas
promastigotas da L. braziliensis foi reconhecida pelo complexo MBL-MASP, através de
microscopia confocal, utilizando-se anticorpo de camundongo anti-MBL-humana e
anticorpo anti-lgG-camundongo conjugado com fluoresceina, nas concentracfes de 1 e 6
ug/ml (figura 14). Foi observado que a ligacdo da MBL purificada ocorreu sobre a
superficie do corpo e flagelo dos parasitas vivos (figuras 14 A e B) ndo se difundindo no
tegumento nem sendo a mesma endocitada no citoplasma. O padrdo de fluorescéncia sobre
a superficie do parasita ocorreu de forma irregular e granular. A maioria dos parasitas
demonstrou uma maior intensidade de ligacdo a MBL purificada na base do flagelo, (figura

14 B).

No experimento controle, na auséncia de MBL purificada, ndo foi observado
qualquer sinal de fluorescéncia nem “background” visivel sobre a superficie dos parasitas.

Em microscopia de imunofluorescéncia ela apresenta-se completamente escura (figura 15).



Fig. 14 Imunofluorescéncia confocal da ligagdo da MBL purificada na superficie de

promastigotas da L. braziliensis. Na esquerda s&o observadas imagens sob luz transmitida e
a direita sob luz fluorescente. Os promastigotas foram incubados com MBL purificada, na
sequéncia com anticorpo monoclonal anti-MBL-humana e com anticorpo anti-IlgG-
camundongo conjugado com fluoresceina. (A) ligacdo da MBL no corpo e flagelo do parasita,
em (B) intensa e irregular ligacdo da MBL na base do flagelo. Foi utilizado zoom eletrdnico

para melhor visualizagdo. Aumento: 600 x.

51
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Fig. 15 Imunofluorescéncia confocal do controle negativo do experimento de ligacdo da MBL
purificada a superficie das formas promastigotas da L. braziliensis. Na esquerda s&o
observadas imagens sob luz transmitida e a direita sob luz fluorescente. Os parasitas foram
incubados na auséncia de MBL purificada, na seqiiéncia com anticorpo monoclonal anti-MBL-
humana e com anticorpo anti-lgG-camundongo conjugado com fluoresceina. Na esquerda &
observado o parasita e na direita imagem completamente escura indicando auséncia de

fluorescéncia na superficie do parasita. Aumento: 600 x.

5.2 Inibicdo da adeséo da MBL purificada

Para verificar a especificidade da ligacdo da MBL a manose presente na superficie
da L. braziliensis, a MBL a ser utilizada no ensaio foi previamente tratada com manana que

€ o homopolissacarideo da manose, e com manose purificada. Este tratamento levou ao
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blogueio dos dominios de reconhecimento dos carboidratos (CRD) da MBL, fazendo com
que esta perca a capacidade de se ligar a estruturas contendo manose na superficie do
parasita, o resultando observado foi de auséncia completa de fluorescéncia na superficie da
L. braziliensis, demonstrando assim que a manose é o agucar envolvido na ligacdo da MBL
a superficie das formas promastigotas da L. braziliensis. Em microscopia de
imunoflurescéncia esta se apresenta completamente escura (figura 16). Quando se utilizou a

galactose ndo foi detectado efeito inibitdrio na ligacdo da MBL.

Fig. 16 Imunofluorescéncia confocal da inibicdo da adesdo da MBL através do tratamento
prévio da MBL com manana. Na esquerda sdo observadas imagens sob luz transmitida e a
direita sob luz fluorescente. A MBL foi tratada com manana e em seguida incubada com a L.
braziliensis, na seqiiéncia com anticorpo monoclonal anti-MBL-humana, e com anticorpo anti-
IgG-camundongo conjugado com fluoresceina. Na esquerda é observado o parasita e na
direita imagem completamente escura indicando auséncia de fluorescéncia na superficie do

parasita. Aumento: 600 X.
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5.3 Adesdo da MBL plasmética humana as promastigotas de L. braziliensis

Da mesma maneira que a MBL purificada reconheceu estruturas contendo alta
concentracdo de manose na superficie dos parasitas, a MBL plasmética também reconheceu
a superficie das formas promastigotas da L. braziliensis, observado a partir da concentracéo

de 10 % de SHN-MBL.

A ligacdo da MBL plasmatica ocorreu tanto no flagelo como no corpo do parasita,
apresentando-se de forma irregular e granular. A maioria dos parasitas apresentou uma

reacdo mais intensa na base do flagelo (figura 17).

Utilizando-se dos recursos da microscopia confocal detectou-se que a ligacdo da
MBL plasmaética localizou-se na superficie do parasita, ndo se difundindo no tegumento
nem sendo endocitada no citoplasma. Os parasitas apresentavam-se ainda Vivos

independente da ligacdo da MBL a sua superficie.

Na auséncia de MBL nao foi observado qualquer sinal de fluorescéncia nem visivel
“pbackground” na superficie do parasita. Em microscopia de fluorescéncia esta imagem

aparece completamente escura (figura 18).
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Fig. 17 Imunofluorescéncia confocal da ligacdo da MBL do SHN sobre a superficie dos
promastigotas de L. braziliensis. Em A é observado o parasita sob luz transmitida, em B sob luz
fluorescente. Os promastigotas foram incubados com SHN, em seguida com anticorpo
monoclonal anti-MBL humana, e com anticorpo anti-lgG-camundongo conjugado com

fluoresceina. Foi utilizado zoom eletrénico para melhor visualizacdo.Aumento: 600 x.
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Fig. 18 Imunofluorescéncia confocal do controle negativo do ensaio de ligacdo da MBL
plasmatica sobre a superficie das promastigotas de L. braziliensis. Em A é observado o
parasita sob luz transmitida, em B sob luz fluorescente. Os parasitas foram incubados na
auséncia de SHN-MBL, em seguida com anticorpo monoclonal anti-MBL humana, e com

anticorpo anti-lgG-camundongo conjugado com fluoresceina. Aumento: A e B 600 X.

5.4 Adesdo de C1q, C4 e C3 na superficie do parasita

Foi observado que apds a interacdo com 9,0 % de SHN a 37°C por 45 minutos a
deposicdo de Clg, C4 e C3 ocorre na superficie das formas promastigotas de L.

braziliensis.

A adesdo destes componentes foi visualizada através de ensaios de

imunofluorescéncia utilizando-se da microscopia confocal (figura 19).
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A adesdo de Clg, C4 e C3 foi totalmente inibida quando se utilizou SHN tratado
com EDTA e SHN inativado pelo calor. Por outro lado, SHN tratado com EGTA inibiu a

deposicdo de C1qg e C4, mas ndo a de C3.

No experimento controle em que o SHN estava ausente ndo foram observados

qualquer sinal de fluorescéncia nem visivel background para C1q, C4 ou C3 (Tabela 1).

Tabela 1
Deposicdo de complemento na superficie da L. braziliensis ap6s tratamento com 9,0 % de
SHN por 45 minutos a 37°C, observados através de ensaios de imunofluorescéncia em

microscopia confocal.

Meio de incubacéo Clq C4 C3

SHN ++ ++ +++

SHN/EGTA . ] t
SHN/EDTA - - -
PBS - - -
SHN-I - - -

Resultados sdo demonstrados como intensidade de fluorescéncia na superficie dos promastigotas:
-, sem fluorescéncia; +++, fluorescéncia maxima.

SHN, soro humano normal; SHN/EGTA, soro humano normal contendo 10 mM EGTA e 6 mM
MgCl,; SHN/EDTA, soro humano normal contendo 10 mM EDTA; SHN-I soro humano normal

inativado pelo calor.
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Fig. 19 Microscopia confocal da deposi¢cdo de C3 (A) e efeito litico do complemento (B) sob formas
promastigotas da L. braziliensis. Na esquerda sdo observadas imagens sob luz transmitida e a direita
sob luz fluorescente. Os parasitas foram incubados com 9,0 % de SHN, em seguida com anticorpo anti-
C3-humano conjugado com fluoresceina. (A) parasita em fase pré-litica (B) grupo de promastigotas com

intenso deposito de C3 e que foram completamente destruidos pelo complemento. Aumento: 600 x.
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5.5 Efeito litico do complemento

5.5.1 Participacéo da via alternativa na lise das formas promastigotas de L. braziliensis

A incubacéo das formas promastigotas da L. braziliensis com 25,0 % de SHN, SHN
tratado com EGTA resultou em completa imobilizagdo dos parasitas e a sua marcagdo em
azul demonstrando a incorporacgédo do corante trypan blue e morte dos parasitas. Por outro
lado, quando se utilizou SHN tratado com EDTA e SHN inativado pelo calor houve
inibicdo deste efeito sobre os parasitas, indicando que o sistema complemento através da

via alternativa foi o responsavel pela destruicdo da L. braziliensis (Tabela 2)

Tabela 2
Efeito na mobilidade e incorporagdo de trypan blue sob promastigotas de L. braziliensis

apos interagdo com 25,0 % de SHN por 30 minutos a 37°C.

Meio de incubacdo % Parasites moveis NUmero de testes
SHN 0.0 6
SHN/EGTA 0.0 6
SHN/EDTA 25.1+46* 6
SHN-I 35.4 +2.9* 6
RPMI 35.3+7.4* 6

* Erro padrdo da média

SHN, soro humano normal; SHN/EGTA, soro humano normal contendo 10 mM EGTA e 6 mM
MgCl,; SHN/EDTA, soro humano normal contendo 10 mM EDTA; SHN-I soro humano normal

inativado pelo calor.
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5.5.2 Influéncia da MBL no efeito litico do complemento sobre a L. braziliensis

Os ensaios para verificar a influéncia da MBL no processo de lise causado pelo
sistema complemento, avaliado pelo pré-tratamento da L. braziliensis com 6 ug de MBL
purificada/ml, demonstram a destruicdo de todos os parasitas, indicando que a ligacdo
prévia da MBL a superficie das formas promastigotas da L. braziliensis ndo exerceu papel
protetor na lise mediada pelo complemento. Os experimentos realizados com a finalidade
de determinar se a presenca da MBL era necessaria na lise dos parasitas pelo complemento
utilizando-se SHN com alta concentracio de MBL e SHN deficiente em MBL
demonstraram que tanto 0 SHN com alta concentracdo de MBL como o SHN deficiente em
MBL levaram a lesdo de todos os parasitas. Esses resultados demonstram que a presenca da
MBL ndo é necessaria para que o sistema complemento provogue a lise das formas
promastigotas da L. braziliensis.

Nos experimentos realizados com a finalidade de detectar se a MBL teria uma
atividade litica direta sobre as formas promastigotas de L. braziliensis, observou-se que a
ligacdo da MBL ndo alterou a mobilidade e incorporacdo de trypan blue dos parasitas,
guando comparados com o controle no qual utilizou-se RPMI, indicando que a MBL per se

ndo possui efeito litico sobre a L. braziliensis. (Tabela 3).
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Tabela 3
Influéncia da MBL no efeito litico do complemento sobre formas promastigotas da L.

braziliensis, ap6s incubagdo por 30 minutos a 37°C em diferentes condigdes.

Meio de incubacéo % de parasitas moveis Numero de testes
SHN-MBL-def 0,0 3
SHN-MBL 0,0 3
Leish./MBL 0,0 3
MBL-MASP 325+37* 3
RPMI 353+74 3

* Erro padrao da média

SHN-MBL-def, parasitas incubados com 25% de SHN-MBL-def, SHN-MBL,
parasitas incubados com 25% de SHN-MBL; Leish./MBL, parasitas foram pré-
tratados com 6 pg de MBL-MASP purificado e a seguir incubados com 25% de
SHN; MBL-MASP, parasitas foram incubados com 6 ug/ml do complexo MBL-

MASP purificado.

5.5.3 Verificagdo da capacidade de crescimento da L. braziliensis apds ensaio de lise.

A avaliacdo da capacidade de crescimento das formas promastigotas da L.
braziliensis apds ensaio de lise com concentracdes crescentes de SHN (2,5%, 5,0%, 7,5%,
10,0%, 12,5% e 15,0%) e submetidos a crescimento em cultura a 25°C por 44 horas,
demonstrou que o processo de destrui¢do dos parasitas promovido pelo complemento esta

diretamente relacionado com a concentracdo de SHN utilizada.
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Na presenca de 2,5 % de SHN observou-se que 57,5 % dos parasitas estavam vivos,
com a utilizacdo de 5,0 % apenas 4,0% dos parasitas encontravam-se viaveis, e quando foi

utilizada a concentracdo de 15,0 % de SHN, o efeito litico foi sobre 100 % dos parasitas.

Nos experimentos controles que foram realizados na auséncia de SHN e na presenca
de 30 % de SHN inativado pelo calor, ndo foram observadas alteracdes na viabilidade dos
parasitas, demonstrando que o efeito litico do SHN sobre as formas promastigotas da L.

braziliensis é mediado pelo sistema complemento (figura 20).
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30HI: 30 % de SHN inativado pelo calor.

Fig. 20 Viabilidade da L. braziliensis apés interacdo com diferentes concentracdes de SHN

por 30 minutos a 37°C, em cultura por 44 horas.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foi demonstrada pela primeira vez, a interacdo in vitro entre formas
promastigotas de L. braziliensis e MBL purificada e plasmatica, além da influéncia desta
ligagdo sobre a lise dos parasitas mediada pelo complemento. Demonstrou-se também que
as trés vias do complemento alternativa, cléssica e das lectinas sdo ativadas pela L.
braziliensis. A metodologia empregada visou utilizar condi¢bes in vitro que se
aproximassem daquelas que ocorrem in vivo durante a infeccdo pela L. braziliensis. Com
esta finalidade utilizou-se a forma promastigota da L. braziliensis em fase estacionaria de
crescimento, quando estdo presentes grandes quantidades de formas metaciclicas do
parasita, as quais sdo as formas infectivas da L. braziliensis (Pinto-da-Silva, Camurate et al.
2002).

No processo de infeccdo de um mamifero pela L. braziliensis o mosquito
transmissor injeta as formas promastigotas do parasita no hospedeiro durante a picada. Uma
vez na regido subcutanea as promastigotas entrardo em contato com as proteinas presentes
no contetido extracelular e no plasma humano, e um dos primeiros mecanismos de defesa
do organismo que se torna ativado é o sistema complemento.

Os resultados aqui obtidos demonstraram que as formas promastigotas da L.
braziliensis ligam tanto a MBL purificada como a MBL do plasma humano e que esta
ligacdo ocorre especificamente através do carboidrato manose. A ligacdo especifica da
MBL a carboidratos presentes na superficie da L. braziliensis foi observada através de
ensaios de inibicdo utilizando-se manana, que é o polissacarideo da manose, o qual é
formado por unidades repetitivas do monossacarideo a uma distancia de 45 A e com arranjo
estrutural que permite a ligacdo da MBL (Sheriff, Chang et al. 1994). A prévia utilizacdo de

manana inibiu completamente a adesdo da MBL a superficie do parasita. As unidades
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repetitivas de manose no polissacarideo levaram ao bloqueio dos sitios de reconhecimento
de carboidratos da MBL, impedindo a ligacdo destes com carboidratos do parasita,
indicando, portanto que a ligacdo MBL-L. braziliensis é mediada pela manose. A MBL
purificada foi utilizada na concentracdo de 6 e 1 ug/ml, que esta dentro dos limites padrdes
de concentracdo da MBL encontrada no soro humano (Thiel, Holmskov et al. 1992; Luty,
Kun et al. 1998).

Observou-se também que a MBL presente no SHN também foi capaz de ligar-se aos
parasitas, indicando desta maneira que este evento pode ocorrer durante a infec¢do in vivo
pela L. braziliensis. O SHN utilizado nos experimentos foi oriundo de individuos que nao
possuiam histéria de leishmaniose e com imunofluorescéncia indireta negativa para
Leishmania. Além disso, antes que os SHN fossem utilizados, estes foram pré-adsorvidos
com formas promastigotas da L. braziliensis a 4°C, a fim de eliminar a presenca de
anticorpos naturais ou cross-reativos com L. braziliensis, excluindo assim uma possivel
participacdo de anticorpos no processo de ligacdo da MBL ao parasita.

Os resultados demonstraram que a ligacdo da MBL a L. braziliensis foi mais intensa
na maioria dos parasitas na base do flagelo, uma area da membrana plasmatica que é o
principal local de exocitose, 0 qual contem uma alta concentracdo de antigenos de
superficie (Pimenta, Saraiva et al. 1991; Stierhof, Schwarz et al. 1991).

A ligacdo da MBL sobre o flagelo e superficie da L. braziliensis, em padrdo
granular e irregular observada através de imunofluorescéncia pode ser devida a
multivaléncia da MBL, ja que o complexo MBL-MASP consiste de aproximadamente 18
subunidades de CRD. Como as Leishmanias possuem na sua superficie celular estruturas

glicolipidicas como as lipofosfoglicanas (LPG) (McConville and Blackwell 1991), que
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apresentam grande quantidade de manose, e para que a ligagdo da MBL ocorra é necessario
que as unidades de manose estejam a uma distancia de 45 A e com arranjo estrutural
adequado, isto s6 ocorreria em sitios especificos na superficie do parasita que poderia levar
a um agrupamento das moléculas de MBL.

Estudos anteriores com outras espécies de Leishmania demonstraram que a MBL
reconhece componentes do principal glicoconjugado celular do parasita. Green et al.,
demonstraram que a MBL reconhece estruturas contendo alta concentragdo de manose
como os lipofosfoglicanas (LPG) nas formas promastigotas da L. major e L. mexicana.
Esses autores demonstraram desta maneira que a MBL possui o potencial de opsonizar o
principal estagio infectante destes parasitas, e forneceram evidéncias de ativacdo do
complemento independente da presenca de anticorpos pelas promastigotas (Green, Feizi et
al. 1994). Outro estudo realizado com a cercaria e o verme adulto de Schistossoma mansoni
demonstrou que a MBL é capaz de se ligar a esses dois estagios de desenvolvimento deste
parasita (Klabunde, Berger et al. 2000). Nesse trabalho também se demonstrou que a MBL
em associacdo com as serina proteases MASP1 e MASP2, é capaz de ativar o sistema
complemento através da via das lectinas, utilizando-se soro humano deficiente de C1. De
maneira similar Gruden-Movsesijan et al. investigando varios estdgios do parasita
nematoide Trichinella spirallis, demonstrou que a MBL é capaz de ligar-se tanto a
estruturas de superficie, como internas em todos 0s estagios de desenvolvimento do
parasita. Os autores também demonstraram que a MBL pode ativar o complemento pela via
das lectinas, apontando-a como um mecanismo imune inato de defesa contra este parasita
(Gruden-Movsesijan, Petrovic et al. 2003).

A ativacdo do complemento é um mecanismo essencial no processo de

estabelecimento das leishmanioses, e pode ser iniciado também pela deposicdo do
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complexo MBL-MASP a formas infectivas da L. braziliensis. Os resultados do presente
trabalho sugerem que a MBL pode participar de maneira ativa durante o processo de
instalacdo da leishmaniose mucocutanea, representando um mecanismo de ativacdo do
complemento independente de anticorpo. Como as formas promastigotas da L. braziliensis
podem ativar o complemento pela via cldssica e/ou alternativa, aqui demonstrado, a
atividade da via das lectinas representaria um mecanismo adicional de ativacdo de
complemento que culminaria com o aumento da fagocitose e conseqlientemente favoreceria
0 estabelecimento da doenga.
O envolvimento da MBL na ativacdo do complemento na superficie das
promastigotas da L. braziliensis é consistente com os seguintes relatos da literatura:
1) o provavel glicoconjugado (LPG) ligante para a MBL, também é o
receptor dos componentes de C3 na superficie do parasita (Puentes,
Sacks et al. 1988);
2) a ativacdo do complemento pelo parasita é independente de anticorpo
(Mosser and Edelson 1987) e
3) que a ativacdo do complemento ocorre atraveés das via alternativa,

classica (Puentes, Sacks et al. 1988).

Ja é reconhecido que a MBL por si s pode promover a opsonizacdo e fagocitose de
microorganismos, podendo intensificar a sua interiorizagdo nas celulas fagociticas
(Kuhlman, Joiner et al. 1989). A Leishmania é um patogeno intracelular, logo a fagocitose
é essencial para o estabelecimento da doenca. A MBL tem sido considerada uma molécula
candidata no envolvimento da progressdo de doencas causadas por parasitas intracelulares

(Garred, Harboe et al. 1994; Green, Feizi et al. 1994).
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A ligacdo da MBL a superficie da L. braziliensis pode ser fisiopatologicamente
importante na interacdo entre as formas promastigotas e os macrofagos que é a principal
célula envolvida no processo de estabelecimento da doenca. A ligagdo da MBL pode
aumentar a ativacdo do complemento e deposi¢do de C3b e C3bi na superficie do parasita e
assim incrementar a adesdo e interiorizacdo desses aos macréfagos via os receptores CR1 e
CR3. Esta parece ser a principal via de ataque das formas virulentas (metaciclicas), que é a
principal forma das promastigotas introduzidas na pele do hospedeiro durante a picada do
inseto transmissor (Da Silva, Hall et al. 1989; Mosser, Springer et al. 1992). Acredita-se
que a fagocitose via esses receptores evita a ativacdo dos macrdéfagos e seu efeito
microbicida, facilitando assim a sobrevivéncia intracelular do parasita (Wright and
Silverstein 1983; Da Silva, Hall et al. 1989). Nos resultados deste trabalho observa-se que,
a ligacdo da MBL aos parasitas ndo induz ou altera a lise mediada pelo complemento, é
provavel que a deposicdo da MBL na superficie das promastigotas de L. braziliensis
favoreca a sua opsonizagdo e fagocitose e consequientemente o seu escape da lise pelo
complemento.

A ligacdo da MBL ao microorganismo pode também aumentar a sua fagocitose
através da interagdo direta do dominio de colectina e de CR1 (Ghiran, Barbashov et al.
2000; Turner 2003) nas células mononucleares fagociticas. Isto foi demonstrado em estudos
com a Salmonella montevideo que expressa grande quantidade de lipopolissacarideos ricos
em manose e € rapidamente fagocitada quando opsonizada por MBL na auséncia de
complemento sérico (Kuhlman, Joiner et al. 1989). Assim, a ligacdo da MBL a L.
braziliensis pode acrescentar um mecanismo adicional de interacdo das promastigotas com

as celulas fagociticas, levando a um aumento da fagocitose dos parasitas.
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Foi demonstrado recentemente (Santos, Costa et al. 2001), que a MBL pode
modular as funcdes de células infectadas com L. chagasi in vitro e que, in vivo, as
concentragdes de MBL circulante estdo diretamente relacionadas com o desenvolvimento
de leishmaniose visceral causada por L. chagasi. Os autores demonstraram que 0S
macrofagos infectados com parasitas previamente opsonizados com MBL eram capazes de
produzir altas concentragbes de fator de necrose tumoral alfa e de interleucina 6,
demonstrando assim que a MBL exerce uma funcdo moduladora da secrecdo de citocinas
pré-inflamatorias nos macréfagos infectados. Por outro lado, Laufs et al. demonstraram que
a MBL ndo participa do processo de interiorizacdo da L. major por neutréfilos (Laufs,
Muller et al. 2002).

A MBL esté presente no plasma humano e atua como proteina de fase aguda, que
pode aumentar 1,5 a 3,0 vezes em uma infeccdo aguda (Thiel, Holmskov et al. 1992).
Demonstrou-se recentemente que a MBL pode ter um papel proinflamatério ativo em
diferentes doencas cronicas. Altas concentracGes séricas de MBL em pacientes com doenca
reumatica cardiaca crénica podem causar indesejavel ativacdo do complemento
contribuindo para a patogénese da doenca (Schafranski, Stier et al. 2004). Este efeito
proinflamatério poderia também ser considerado no curso da leishmaniose mucocutanea
causada pela L. braziliensis, pois esta doenca possui como caracteristica longos periodos de
laténcia, e causas ainda desconhecidas determinam o aparecimento tardio das lesGes
mucocutaneas. Portanto, como descrito na leishmaniose visceral, a MBL poderia exercer
uma acgéo pro-inflamatdria nesta segunda etapa da leishmaniose mucocutanea, a qual possui
caracteristica de evolucéo rapida levando a lesdes graves e deformantes e até dbito.

O estagio intracelular (amastigota) das Leishmanias possui camada fina de

glicocalix devido a diminuigédo das LPGs (McConville and Blackwell 1991; Bahr, Stierhof
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et al. 1993) e da glicoproteina de superficie gp63 (Schneider, Rosat et al. 1992; Bahr,
Stierhof et al. 1993). Entretanto, glicoproteinas de baixo peso molecular como o
fosfolipidio-glicoinositol (GIPLs) sdo expressas na superficie das formas amastigotas
(McConville and Blackwell 1991; Schneider, Rosat et al. 1993). Embora existam diferencas
espécie especificas no perfil de GIPL das amastigotas, o principal GIPL caracteristico das
espécies contem residuos de manose que sdo reconhecidos pela MBL (McConville and
Blackwell 1991; Schneider, Rosat et al. 1993). Estas observagdes indicam que as formas
amastigotas podem também ser opsonizadas pela MBL quando estas séo liberadas pela
ruptura dos macrofagos e sdo expostas transitoriamente aos componentes do soro. Existem
evidéncias de que na presenca de soro, formas amastigotas da L. donovani e L. major
invadem macréfagos via receptores do complemento CR3 e receptores para colectinas
(Blackwell, Ezekowitz et al. 1985; Guy and Belosevic 1993).

A deposicdo de C4, C1lqg e C3 na superficie das promastigotas ap6s interacdo com
9,0 % de SHN, indica ativacdo da via classica. A remocdo de célcio pelo EGTA inibiu a
deposicdo de C4 e Clg, mas ndo de C3 demonstrando que 0 magnésio € necessario neste
processo, enquanto o calcio ndo, sugerindo assim ativacdo da via alternativa. Desta forma
demonstrou-se que tanto a via classica como a via alternativa sdo ativadas pelas formas
promastigotas da L. braziliensis. Diversos estudos tém demonstrado que espécies de
Leishmanias podem ativar o complemento por diferentes vias. Mosser et al. demonstraram
que formas promastigotas de L. donovani induzem ativacao da via classica (Mosser, Burke
et al. 1986). Por outro lado, Noronha et al., demostraram que formas promastigotas de L.
amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis sdo capazes de

ativar o complemento pela via alternativa (Noronha, Nunes et al. 1998).



70

Neste trabalho demonstrou-se que as formas promastigotas da L. braziliensis podem
ativar o sistema complemento utilizando as trés vias alternativa, classica e das lectinas.
Desta maneira o processo de interacdo dos parasitas com o SHN envolve provavelmente
uma complexa inter-relagdo entre as trés vias de ativacdo do complemento.

Nossos resultados demonstraram que o SHN € capaz de lesar formas promastigotas
da L. braziliensis, que esta lise se deve a acdo do sistema complemento e que este processo
estd diretamente relacionado com a concentragdo de SHN. Noronha et al. estudando
algumas especies de Leishmanias causadoras da leishmaniose tegumentar americana no
Novo Mundo, observaram que espécies como a L. mexicana e L. amazonensis s&o
resistentes ao complemento durante a sua fase estacionaria de crescimento, e que por outro
lado as espécies L. panamensis, L. guyanensis e L. braziliensis sdo sensiveis ao
complemento durante todo o periodo de crescimento (Noronha, Nunes et al. 1998). Esses
dados estdo de acordo com os obtidos neste trabalho, que comprovaram a lise causada pelo
complemento através de motilidade, incorporacdo do corante trypan blue e capacidade de
crescimento em cultura. Portanto, essas evidéncias levam a hip6tese de que in vivo as
promastigotas da L. braziliensis devem utilizar-se de mecanismos de escape para evitar a
formagdo do complexo litico de membrana do complemento e destruicdo dos parasitas,
levando conseguientemente ao estabelecimento da doenca.

Varios mecanismos de escape da Leishmania a acao litica do complemento tém sido
descritos. Dentre eles, destaca-se a rapida fagocitose das formas promastigotas por
macrofagos que pelo tempo insuficiente evitaria a completa acdo lesiva do sistema
complemento (Jokiranta, Jokipii et al. 1995). Outro mecanismo descrito sugere que durante
a passagem da forma néo infectiva para a infectiva, os glicolipideos de superficie sofrem

alteracdes estruturais, que levam ao bloqueio da inser¢cdo de C5b-9 na membrana do
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parasita (Puentes, Da Silva et al. 1990). Ainda, enzimas presentes na superficie dos
parasitas promovem a fosforilacdo de componentes do sistema complemento como C3, C5
e C9 levando a sua inativagdo e, conseqlientemente inibindo a ativacdo das vias classica e
alternativa (Hermoso, Fishelson et al. 1991). Por outro lado, Mosser e Edelson
demonstraram que a deposicdo de C3 € responsavel pela entrada na célula fagocitica e
sobrevivéncia da L. major (Mosser and Edelson 1987).

As afirmacdes acima descritas demonstram que as leishmanias interagem de uma
maneira bastante complexa com o sistema imunoldgico do hospedeiro incluindo etapas
ainda ndo bem definidas e que necessitam ser elucidadas.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a interacdo das formas
promastigotas da L. braziliensis com o SHN, levou a varias alteragdes na superficie do
parasita, as quais concordam com a sentenca de que nos primeiros instantes apos a
introducdo do parasita no hospedeiro ocorre uma complexa interacdo deste com
componentes do soro, e que com habilidade o parasita utiliza todo este mecanismo para

instalar-se no hospedeiro.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo conduziram as seguintes conclusdes:

1. A MBL humana purificada bem como a plasmatica tém a habilidade de se ligar a
estruturas de superficie das formas promastigotas da L. braziliensis.

2. A ligacdo da MBL humana a L. braziliensis ocorre através da manose presente na
superficie no parasita.

3. A ligacdo da MBL humana a L. braziliensis ndo altera o efeito litico do
complemento sobre os parasitas.

4. As formas promastigotas da L. braziliensis ativam as vias alternativa e classica do
sistema complemento.

5. O soro humano normal é capaz de lisar formas promastigotas da L. braziliensis
através da via alternativa do complemento.

Finalmente, os resultados deste estudo fornecem evidéncias de um mecanismo de

ativacdo do complemento independente de anticorpos, e que as vias da MBL,

alternativa e classica podem ter um papel considerdvel na primeira linha de defesa

contra a L. braziliensis.
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