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Resumo: 

CD55, CD59, CD35 e CD46 são proteínas de membrana que apresentam 

propriedades reguladoras da ativação da cascata do complemento. A deficiência na 

expressão destas proteínas está associada a uma menor proteção contra a ativação 

do sistema complemento, inclusive do complexo de ataque a membrana, levando à 

lise e morte celular. Pacientes com lúpus eritematoso sistêmico (LES) com 

citopenias parecem apresentar uma deficiência adquirida destas proteínas. Contudo, 

os mecanismos que modulam essa diminuída expressão continuam desconhecidos 

e o seu impacto nas manifestações do LES necessitam ser melhor estudados.  

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de expressão de CD55, CD59, 

CD35 e CD46 em células do sangue periférico de pacientes com LES e a correlação 

com a presença de citopenias, atividade da doença e ativação do complemento. 

Foram realizadas análises por citometria de fluxo em leucócitos e eritrócitos de 100 

SLE pacientes e 61 controles saudáveis.  

Neste trabalho foi identificada uma diminuição da expressão de CD55, CD59 

e CD46, em pacientes com LES com linfopenia e neutropenia; apenas CD59 e CD35 

estavam diminuídos em pacientes com LES com anemia, quando comparados com 

controles saudáveis. Além disso, foi observada uma correlação negativa entre a 

expressão de CD55 e de CD59 em neutrófilos e a atividade da doença (SLEDAI); 

uma correlação positiva entre a expressão de CD55 e CD35 em neutrófilos e CD55 

nos linfócitos e o nível de C3; e uma correlação positiva com a expressão de CD35 

nos eritrócitos e o nível C4. Os resultados obtidos no estudo sugerem que há uma 

alteração no padrão da expressão destas proteínas nas células do sangue periférico 

de pacientes com LES, e esta alteração parece estar correlacionada com a atividade 

da doença e / ou atividade do complemento. 
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Introdução 

O organismo humano está constantemente exposto a agentes infecciosos e, 

conseqüentemente, desenvolveu um sistema de defesa imune altamente eficiente 

que visa reconhecer e eliminar tais agentes infecciosos; contudo, a resposta imune 

do hospedeiro contra agentes infecciosos pode constituir uma faca de dois gumes e 

vir a atacar células saudáveis do hospedeiro. Devido a isto, o sistema imunológico 

tem que manter um estreito equilíbrio entre o ataque na superfície estranhas e 

proteção de superfícies de células próprias.  

O sistema complemento é uma importante ferramenta do sistema imune, 

sendo a primeira barreira de combate a patógenos invasores no nosso organismo; 

contudo, uma ativação exacerbada do complemento pode levar à formação do 

complexo de ataque a membrana das próprias células do organismo e a uma 

formação excessiva de mediadores da inflamação. Neste contexto, quando a 

resposta imune ativada pelo sistema de complemento não é devidamente 

controlada, compostos efetores gerados podem atacar e danificar superfícies de 

células próprias; e isso pode resultar em doença.  

As proteínas de membrana celular CD55, CD59, CD46 e CD35 são 

responsáveis pela regulação da ação do complemento nas células. A prevalência de 

deficiência de expressão destas proteínas reguladoras do complemento não é bem 

estabelecida no nosso meio, principalmente em pacientes com Lúpus Eritematoso 

Sistêmico (LES). Recentes estudos sugerem que pacientes com LES possuem uma 

deficiência significativa destas proteínas nas células do sangue periférico e isto 

parece estar associado a citopenias secundárias ao LES. Contudo, o 

mecanismo/causa de diminuição da expressão destas proteínas nas células destes 

pacientes ainda é desconhecido. 
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O projeto de pesquisa que originou este trabalho foi inicialmente desenvolvido 

durante a realização do mestrado acadêmico em que foi evidenciado que existe uma 

diferença no padrão de expressão de CD55 e CD59 em pacientes com LES quando 

comparado com controles saudáveis, além de uma correlação significativa com a 

presença de linfopenia nestes pacientes, corroborando com os poucos achados 

publicados na literatura. Como o desenvolver do projeto, verificou-se a importância 

de correlacionar a intensidade de expressão de CD55, CD59, CD46 e CD35 em um 

número maior de pacientes LES com e sem citopenias e, também, correlacionar a 

atividade da doença como uma possível causa de diminuição destas proteínas. 

 Este projeto contou com o auxílio financeiro do FIPE (O Fundo de Incentivo à 

Pesquisa e Eventos do Hospital de Clínicas de Porto Alegre). O estudo foi aprovado 

pelo comitê de Ética em pesquisa do HCPA, sob o número 09-534. 
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Revisão da Literatura 

 

Sistema complemento 

 

O sistema complemento (SC) é uma das primeiras linhas de defesa da 

imunidade inata que permitem a detecção eficaz e eliminação de patógenos que 

ameaçam a viabilidade do hospedeiro. A maioria das proteínas que compõem o SC 

é sintetizada no fígado, entretanto também pode ser produzida por células mielóides, 

fibroblastos, células epiteliais, endoteliais, e principalmente por macrófagos no sítio 

inflamatório(1). Este sistema é caracterizado por uma cascata de proteínas ativadas 

seqüencialmente, resultando em morte celular através da lise direta e/ou ativação de 

fagócitos(2); além disso, facilita a eliminação de células mortas ou modificadas, 

como partículas apoptóticas e restos celulares(3), possui a capacidade de 

desempenhar função imunorregulatória importante através do seu papel na 

imunidade adaptativa(4, 5) e regulação da tolerância para antígenos próprios(6). 

Apesar de ser bem reconhecido pelo seu papel altamente eficiente na defesa contra 

patógenos, o SC também está sendo estudado pelo seu potencial de dano às 

células do próprio organismo(7).  

Existem três mecanismos de ativação do SC bem estabelecidos (Figura 1): 

através da via clássica (reconhecimento do complexo antígeno-anticorpo através do 

componente C1q do complemento); via alternativa (hidrólise espontânea do 

componente C3 do complemento que se torna ativado e capaz de reconhecer 

estruturas dos patógenos); ou via da lectina (mediada pela ligação da lectina 

ligadora da manose – MBL –  mannose-binding lectin – a carboidratos ligantes na 

superfície do patógeno) (4).  
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A via clássica, um potente mecanismo efetor da imunidade humoral, é ativada 

através da interação do componente C1 do complemento aos domínios da fração 

constante (FC) das imunoglobulinas (Ig) IgM ou IgG complexadas ao antígeno 

(complexo imune antígeno-anticorpo). O C1 é formado por três proteínas (C1q, C1r, 

C1s), e para que ocorra a ativação do complexo C1, pelo menos dois dos seus seis 

sítios globulares devem ligar-se às moléculas de Ig ligadas ao patógeno. Após esta 

ligação, o C1q sofre uma mudança conformacional que gera ativação do C1r e 

clivagem do C1s que, por sua vez, é capaz de clivar C4 e C2. O fragmento C4b liga-

se à membrana celular do patógeno e permite a ligação do fragmento C2a; o 

complexo formado C4b2a é a C3 convertase da via clássica(8, 9).  

A via alternativa é ativada, na ausência de anticorpo, diretamente por 

partículas ricas em carboidratos presentes na superfície do microorganismo invasor, 

envolvendo a ligação de C3b (presente de forma solúvel no plasma) e demais 

componentes da via alternativa: o fator B, o fator D e a properdina (fator P)(10). O 

fator B consiste em uma serina protease, homóloga a C2. O fator B, após sua 

clivagem pelo fator D, liga-se ao C3b formando C3bBb (C3 convertase da via 

alternativa). A properdina tem a capacidade de estabilizar o complexo C3bBb, que 

pode clivar outras moléculas de C3(11).  

A via das lectinas é ativada através da ligação da MBL, um componente 

solúvel no nosso organismo, com carboidratos presentes na superfície do 

microrganismo alvo. A MBL é membro da família das lectinas dependentes de cálcio 

e possui a estrutura semelhante ao C1q. Após sua ativação, ocorre a interação com 

serino-proteases associadas à MBL (MASPs - MBL-associated serine proteases), 

que incluem MASP-1, MASP-2 e MASP-3, que clivam estruturas do complemento C4 

e C2 gerando a C3 convertase (C4b2a)(12, 13). 
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Estas três vias de ativação convergem para a formação do complexo de 

ataque à membrana (MAC: membrane attack complex) de uma maneira semelhante. 

As C3 convertases clivam o componente central do complemento C3 em C3a, um 

peptídeo anafilático e antimicrobiano, e na opsonina C3b. Os fragmentos de C3b 

revestem superfícies dos antígenos alvos e sinalizam essas partículas para rápida 

fagocitose. Na superfície da membrana das células intactas, sob condições normais, 

o depósito de C3b é prevenido pelas proteínas reguladoras do complemento, 

impedindo a progressão da cascata; subsequentemente, o C3b é inativado e 

degradado(14, 15).  

Se a ativação progride, uma nova enzima, a C5 convertase é gerada 

(C4b2a3b da clássica e da lectina; e C3bBbC3b – da via alternativa). Esta enzima 

cliva C5, liberando o poderoso peptídeo anafilático C5a e o fragmento indutor da 

fase terminal, C5b(14). 

O C5b recruta os componentes C6, C7, C8 e várias unidades de C9 (C9n) 

para a superfície alvo. A mudança de conformação destas proteínas solúveis e 

hidrofílicas e a sua agregação induzem a formação do complexo de ataque a 

membrana (MAC), onde a unidade funcional é um poro inserido na bicamada 

fosfolipídica(16). Esse poro interfere na propriedade de permeabilidade seletiva da 

membrana, permitindo a entrada de água, íons e pequenas moléculas para o citosol, 

levando à lise celular (todo o processo da cascata do complemento está resumido na 

Figura 1).   
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Figura 1. Vias de ativação do complemento.  Via clássica: ativada a partir da ligação do 

anticorpo ao antígeno Via alternativa: ativada diretamente por partículas ricas em carboidratos 

presentes na superfície do patógeno. Via da Lectina: a via da lectina é ativada pela interação 

direta da lectina ligadora da manose (MBL) com carboidratos terminais encontrados em 

glicoproteínas bacterianas (manose e N-acetil-glicosamina). Figura adaptada de Nat Rev Drug 

Discov, 2010 (1). 
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Durante o processo de ativação e desenvolvimento da cascata do 

complemento, alguns pequenos fragmentos são gerados, principalmente C3a e C5a, 

os quais atuam modulando as reações humorais e celulares, principalmente 

quimiotaxia e anafilaxia, através da interação destes fragmentos de ativação com 

receptores em células efetoras (C3aR e C5aR).  A atividade quimiotática de C5a é 

100 vezes maior do que a de C3a(17). 

Além de uma ação efetora contra os patógenos através do MAC, o 

complemento possui outras atividades biológicas no organismo: opsonização e 

fagocitose, solubilização e remoção de complexos imunes e de células apoptóticas, 

interface entre a imunidade inata e adaptativa, e ação pró-inflamatória. Estes efeitos 

ocorrem através da ligação dos produtos de ativação com receptores de membrana 

específicos presentes em diferentes tipos de células(2, 18, 19), (Figura 2). 

Quando o complemento é ativado por anticorpos direcionados a antígenos de 

origem externa, mas também eventualmente a antígenos próprios, a ativação 

explosiva e inespecífica da via comum final e a formação excessiva de mediadores 

da inflamação podem causar danos a tecidos e células autólogas. Para proteger ou 

conter estes danos, o SC é fortemente regulado por substâncias solúveis ou ligadas 

à membrana celular, conhecidas como proteínas reguladoras do complemento (Creg 

– complement regulatory proteins), (20). 
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Figura 2. Resumo das principais funções do sistema complemento no organismo. 

Figura adaptada de Nat Biotechnol, 2007 (21) 

 

 

Proteínas reguladoras do complemento CD55, CD59, CD35 e CD46 

 

As células normais, que são resistentes à lise autóloga mediada pelo 

complemento, possuem um sistema regulador do complemento na membrana 

celular constituído por proteínas, sendo as principais o CD55 (ou o fator acelerador 

de degradação: DAF – decay accelerating factor), o CD59 (ou inibidor da lise de 

membrana: MIRL – membrane inhibitor of reactive lysis), CD35 (ou receptor do 
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complemento do tipo 1: CR1 – complement receptor type 1) e o CD46 (ou proteína 

cofator de membrana: MCP - Membrane cofactor protein). 

O mecanismo de ação e a maneira como estas proteínas fixam-se na 

membrana celular são diferentes entre si. O CD55 inibe a clivagem de C3 e C5 

através da inibição da formação de novas convertases de C3 e C5, além de acelerar 

a degradação destas enzimas pré-formadas (22). A proteína CD59 interfere 

diretamente na estruturação do MAC através de sua incorporação física no 

complexo em formação, impedindo a ligação das unidades de C9 ao complexo C5b-

8 (23). Já o CD46 e CD35 atuam na inativação de C3b e C4b. O CD35 atua também, 

no processamento e limpeza dos IC (24); as funções regulatórias do complemento 

destas proteínas estão resumidas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Resumo das principais funções regulatórias das Cregs CD55, CD59, CD35 

e CD46: 

Proteína  Função regulatória do complemento 

CD55 Previne a formação de novas enzimas C3 e C5 convertases, além de 

acelerar a degradação destas enzimas pré-formadas(25). 

CD59 Bloqueia a ligação de C9 ao complexo C5b-8 e previne a formação do 

MAC (23). 

CD35 Atua como cofator para inativar o C3b e C4b através do fator I; além 

disso, interage com o C3b e C4b para promover remoção de 

complexos imunes(24). 

CD46 Atua como cofator para inativar o C3b e C4b através do fator I(24). 
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As proteínas reguladoras ancoradas à membrana celular controlam as 3 vias 

de ativação do complemento. Já os reguladores solúveis são mais específicos e 

controlam ou a via alternativa ou a via clássica ou a da lectina, agindo quase que 

exclusivamente sobre C3 ou C4 (Figura 3). Nesta revisão abordaremos, 

exclusivamente, as proteínas reguladoras de membrana celular. 

O CD55 é uma glicoproteína globular ancorada à membrana pelo 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (24). É expressa em diferentes tipos celulares e 

encontrada sob forma solúvel na lágrima, saliva, urina, líquido sinovial, líquor e 

plasma (26). Em adição a sua função de regulação do complemento, atua como um 

modulador negativo da resposta da célula T (27) e parece proteger as células contra 

a lise mediada por células matadoras naturais (NK-natural killers) (28). Atua ainda 

como um ligante de adesão intercelular, interagindo com CD97 nos leucócitos (29) e 

como um receptor para certos vírus e microorganismos (30).  

O CD59 é também uma glicoproteína globular ancorada a membrana pela 

GPI. Pelo fato de desempenhar papel crucial na prevenção de danos as células 

próprias pela deposição inapropriada do MAC, esta proteína é amplamente expressa 

na maioria dos tecidos e em todas as células circulantes. Além de regulador do 

complemento, o CD59 parece estar envolvido na adesão e ativação das células T 

(31), ativação de neutrófilos via tirosina quinase (32) e na indução da morte celular 

(33). Além do mais, Omidvar e cols (34), avaliando o significado do CD59 nas 

células-alvo na modulação da citotoxicidade, encontraram uma maior suscetibilidade 

das células-alvo que expressavam CD59 à lise mediada por células NK. 
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Figura 3. Mecanismos de regulação do complemento. Reguladores de fase solúvel: o 

inibidor C1 C1INH (inibidor de C1 - C1INH: C1 inhibitor protein) serve como um substrato para 

a serino proteases C1r e C1s, formando um complexo para inativação completa de C1. 

C1INH também inativa as MASP1 e MASP2 da via das lectinas, que são estruturalmente e 

funcionalmente semelhantes à C1r e C1s. C4b e C3b (e C3 hidrolisado) são inativados por 

clivagem proteolítica pelo fator I, que exige um cofator solúvel obrigatório para C4b e C3b, os 

co-fatores são as proteína C4b-ligante (C4BP: C4 binding protein) para C4b e fator H para 

C3b. C4BP e fator H aceleram a degradação C3 convertases, C4b2a e C3bBb, das vias 

clássicas e alternativas, respectivamente. As anafilatoxinas C3a e C5a são inativado por 

carboxi-N-peptidase (CPN), que retira um resíduo de arginina terminal para reduzir as suas 

atividades pró-inflamatórias. A proteína-S e a clusterina se ligam ao complexo C5b-C7 para 

evitar a inserção na membrana celular e interferir na polimerização do C9. Reguladores 

ligados à membrana celular: CD35 (CR1) atua como um cofator para a clivagem de C4b e 
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C3b mediada pelo fator I. Também atua acelerando a degradação das C3 convertases. CD46 

(MCP) também possui atividade de cofator para a clivagem de C4b e C3b mediada pelo fator 

I. O CD55 (DAF) possui a função de acelerar a degradação das C3 convertases das três vias 

de ativação. O CD59 (ou Protectina) interfere na ligação e polimerização do C9. O CRIg 

(regulador do complemento da superfamília das imunoglobulinas), presente em macrófagos e 

células de Kupffer liga-se ao C3b e bloqueia C3- e C5- convertases da via alternativa. O CRIT 

(C2 receptor inhibitor trispanning) liga-se ao C2 e impede sua clivagem por C1s, interferindo 

com a geração da C3 convertase da via clássica. Figura adaptada de Nat Rev Drug Discov, 

2010(1) 

 

O CD35 (CR1 ou receptor C3b/C4b) é uma glicoproteína transmembrana de 

cadeia simples (35) que atua como Creg através da desestabilização de C3b e C4b 

e forçando assim o decaimento das enzimas C3 e C5 convertases da via clássica, 

das lectinas e da via alternativa. Além disso, age como um cofator para inativar o 

C3b e C4b através do fator I, atuando como mais um passo na regulamentação da 

via alternativa (36). O papel do CD35 como um receptor de MBL pode estar 

envolvido em outra via de regulação da via das lectinas (37). Esta molécula é 

expressa em diferentes tipos celulares, tais como eritrócitos, leucócitos e 

fagócitos(38). Sua função biológica varia conforme a célula em que é expresso. O 

CD35 medeia a adesão e a ingestão de partículas revestidas por C3b e C4b pelas 

células fagocíticas; enquanto que nos linfócitos B e células dendríticas foliculares 

promove o processamento do antígeno (39). Em condições fisiológicas, o acúmulo 

dos complexos imunes (IC: immune complex), que ocorrem principalmente em 

doenças autoimunes, podem ser removidos da corrente sanguínea através de 

receptores do complemento (CR), como o CD35. 
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O CD46, ou MCP, é uma glicoproteína transmembrana que regula o sistema 

complemento através da ligação com as opsoninas C3b e C4b e executa a função 

de cofator de suas degradações através da serino protease fator I. Esta molécula é 

expressa em todas as células, com exceção dos eritrócitos (24).  Além de seu papel 

na imunidade inata, o CD46 também regula a resposta imune adquirida. A 

coestimulação de células T CD4+ com CD46 induz à proliferação destas células e a 

diferenciação a uma classe específica de células T reguladoras, chamadas de Tr1 

(40),  caracterizadas pela expressão de Interferon γ (IFNγ), interleucina 10 (IL10) e 

outras moléculas (41). O CD46 também é um receptor para uma lista crescente de 

patógenos humanos como: Herpes Vírus Humano 6, vírus do Sarampo, 

Streptococcus pyogenes sp, adenovírus e Neisseria sp (42-44). A ubiquidade da 

expressão de superfície, a atividade regulatória e a sinalização celular contribuem 

para o CD46 ser alvo de múltiplos patógenos (45). 

A conseqüência patológica da deficiência de reguladores do complemento 

presentes na membrana foi inicialmente reconhecida na hemoglobinúria paroxística 

noturna (HPN). A HPN é caracterizada pelo aumento da lise dos eritrócitos devido à 

diminuição de proteínas de membrana ligada a GPI, principalmente CD55 e CD59 

(46). A deficiência de CD55 e CD59 também  tem sido estudada em outras doenças 

e parece estar correlacionada com sua gravidade(47-54). Yamaguchi e cols(55) 

demonstraram que 28,6% dos pacientes com anemia aplásica (AA) e 27,8% dos 

pacientes com síndrome mielodisplásica (SMD) apresentaram uma população 

deficiente de CD59 nos eritrócitos. Wang e cols (56) observaram uma diminuição 

significativa de CD55 e CD59 em 52% dos neutrófilos de pacientes com AA não 

tratados. Esta deficiência acarreta processos hemolíticos mediados pelo 

complemento semelhantes aos encontrados na HPN.  
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Há poucos relatos na literatura sobre o padrão de expressão normal dessas 

proteínas nas células sangüíneas. Hu e cols (57), em 2005, demonstraram que 

clones com mutação no gene da PIG-A (gene que codifica a GPI, que ancora as 

proteínas CD55 e CD59) são encontrados em indivíduos normais. Oelschlaegel e 

cols (46), em 2001, analisaram por citometria de fluxo (CF) amostras de sangue de 

52 doadores saudáveis e observaram 3% de deficiência de CD55 e CD59 nos 

eritrócitos e granulócitos normais.  

 

Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) e o complemento 

 

O lúpus eritematoso sistêmico é uma doença autoimune inflamatória crônica 

que acomete principalmente mulheres jovens, caracterizada por acometer múltiplos 

órgãos e apresentar anticorpos dirigidos contra proteínas do próprio organismo(58).  

A importância do complemento para o desenvolvimento de LES é claramente 

demonstrada em um trabalho que relatou que mais de 90% dos indivíduos com 

deficiência genética de C1q desenvolveram LES grave; além disso, deficiências de 

C4 e C2 também estão associadas com LES; contudo, estas três deficiências 

genéticas são raras e, portanto, não podem explicar a maioria dos casos LES(59). 

Ainda não se sabe se os pacientes com LES geralmente são portadores de defeitos 

genéticos nas proteínas do complemento, ou nos seus reguladores, que não geram 

uma deficiência total, mas levam apenas ao comprometimento de sua função.  

Estudos apontam que uma falha na regulação da resposta do complemento 

durante à depuração de células em apoptose poderia resultar na liberação de 

antígenos próprios estimulando reações autoimunes em indivíduos com 

predisposição ao LES(60). 



23 

 

Apesar de bilhões de células morrerem por apoptose todos os dias, apenas 

poucas células apoptóticas podem ser identificadas em condições saudáveis, 

comprovando a eficiência e rapidez do seu processo de depuração(61). Células 

apoptóticas ligam-se com moléculas iniciadoras do complemento, como C1q e 

MBL(62), que intensificam a sua captação pelos fagócitos e ativam o sistema 

complemento através da via clássica e das lectinas (respectivamente). A via 

alternativa é ativada espontaneamente, mas é mantida sob controle, principalmente 

por um inibidor solúvel, o fator H (63).  

Outro mecanismo extensivamente estudado em pacientes com LES é a 

ligação de autoanticorpos com antígenos próprios de superfícies celulares e a 

formação de complexos imunes após a ligação com antígenos circulantes. Estes 

complexos imunes tendem a se depositar em órgãos, como o glomérulo renal, com 

subseqüente ativação do sistema complemento através da via clássica, podendo 

causar dano aos tecidos e células vizinhas(19).  

Anormalidades hematológicas são comumente encontradas em pacientes 

com LES, sendo anemia e linfopenia as alterações mais freqüentes(64). A anemia 

de doença crônica, por deficiência de ferro e a anemia hemolítica autoimune (AHAI) 

são as formas mais comuns em pacientes com LES, podendo ocorrer ainda 

mielotoxicidade induzida por drogas e anemia devido à falência renal crônica(65). A 

linfopenia está presente particularmente durante a doença ativa e é fortemente 

associada com crioglobulinas IgM, fixação do complemento e anticorpos anti-

linfócitos(66). A neutropenia é também uma característica comum da doença, com 

uma prevalência da ordem de 47%, e esta pode também ser mediada por anticorpos 

anti-neutrófilos(67). 
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Apesar da reconhecida ação efetora do complemento no dano aos tecidos e 

células de pacientes com LES, pouco se conhece sobre a função e atividade das 

proteínas reguladoras do complemento nesses pacientes e sobre o quanto elas são 

responsáveis pela modulação da gravidade desse dano. 

 

O papel das Cregs em citopenias secundárias ao Lúpus Eritematoso Sistêmico 

 

Na Tabela 2 estão listados resumidamente os principais estudos e achados 

reportados na literatura sobre o perfil de Cregs em pacientes LES. No que se refere 

ao CD55 e CD59, a maioria dos estudos apontam uma diminuição da expressão 

destas proteínas e sua correlação com linfopenia(68, 69) e anemia(70). Além disso, 

um dos estudos demonstrou que pacientes com LES não-linfopênicos apresentaram 

uma maior intensidade dessas proteínas nos linfócitos em relação aos controles(68). 

Recentemente, o perfil de expressão das proteínas reguladoras CD55 e CD59 em 

pacientes com LES foi revisado (71, 72). 

Um trabalho publicado por Miwa e cols (73) demonstrou que a deleção do 

gene Daf-1, que codifica a molécula CD55, em camundongos MRL/lpr (modelo 

experimental amplamente utilizado para estudar LES), exacerbou a gravidade da 

doença autoimune. Estes animais apresentaram linfadenopatia e esplenomegalia 

acentuadas, maiores níveis de anticorpos anticromatina e dermatite mais grave do 

que os controles.  

Outro estudo, realizado com pacientes LES, por Richaud-Patin e cols. (70), 

em que foi avaliada a intensidade de expressão de CD55 e CD59 na membrana de 

eritrócitos de pacientes com AHAI, evidenciou uma redução destas proteínas nos 

eritrócitos de pacientes LES que apresentam AHAI secundária. Neste estudo, os 



25 

 

autores avaliaram a presença de anticorpos antifosfolipídios IgG  e IgM, e não foi 

encontrada nenhuma correlação entre a presença destas imunoglobulinas e a 

expressão de CD55 e CD59. Posteriormente, os mesmos autores(68) investigaram a 

intensidade de expressão de CD55 e CD59 em linfócitos T e B de pacientes com 

LES com e sem linfopenia e demonstraram que as células de pacientes com 

linfopenia apresentavam diminuição de expressão de CD55 e CD59 em comparação 

com os controles. De maneira interessante, observaram que nos pacientes com LES 

que não apresentaram linfopenia, os linfócitos apresentavam uma maior intensidade 

dessas proteínas do que os controles. 

Mas recentemente, Alegretti e cols(69) encontraram uma expressão diminuída 

de CD55 e/ou CD59 nos linfócitos, hemácias e granulócitos, mas não em monócitos, 

de pacientes com LES. A partir destes resultados encontrados, os atores acreditam 

que esta alteração na expressão destas moléculas pode ocorrer devido ao status da 

ativação das células ou por causa da produção de autoanticorpos contra moléculas 

específicas na superfície da membrana, com conseqüente consumo de CD55 e 

CD59 na tentativa de impedir a lise celular pelo complemento.  
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Tabela 2. Resumo dos principais estudos e achados reportados na literatura sobre o 

perfil de Cregs em pacientes LES 

Referencia Principais achados Células analisadas 

Richaud-Patin, 2003(70)  Diminuição de CD55 e CD59 RBC 

Garcia-Vallares, 2006(68) Diminuição de CD55 CD59 linfócitos 

Alegretti, AP, 2010(69) Diminuição de CD55 CD59 WBC / RBC 

Kawano, 1999(74) Aumento de sCD46  soro 

Arora, 2000/2004(75, 76) Diminuição de CD35   

Aumento de CD55 CD59 

Glomérulo  

 RBC 

Cohen, 1992(77) Diminuição de CD35   RBC 

Cornillet, 1992(78) Aumento na freqüência do alelo S polimorfismo 

Lach-Trifilieff, 1999(79) Expressão normal reticulócitos 

Birmingham, 2005(80) Diminuição de CD35   RBC 

Legenda: WBC: leucócitos; RBC: eritrócitos. 

 

Embora a etiopatogenia do LES seja pouco compreendida, a expressão 

deficiente do CD35 é identificada por alguns pesquisadores como um mecanismo 

importante. Um dos primeiros trabalhos desenvolvidos neste contexto foi realizado 

por Cohen e col(77), em 1992, que relataram uma diminuição de CD35 nos 

eritrócitos de pacientes LES. Este estudo avaliou o catabolismo de CD35 nos 

eritrócitos para verificar a possível causa da diminuição desta proteína nestas 

células. Os autores deste trabalho, a partir dos dados obtidos, sugeriram que possa 

ocorrer uma síntese alterada e/ou alteração na expressão de CD35 nas células de 

medula óssea deste pacientes. Neste mesmo ano, o mesmo grupo reportou um 

estudo sobre o polimorfismo de alguns alelos do gene do CD35(78). Neste estudo, 

os autores sugeriram que a diminuição da expressão da CD35 nos eritrócitos dos 
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pacientes com LES está relacionada com o aumento na freqüência do alelo S, e 

concluíram que existe a hipótese uma ligação genética entre CD35 e suscetibilidade 

ao LES. 

Com o intuito de verificar se a perda da expressão de CD35 ocorre nos 

eritrócitos maduros circulantes ou se eritrócitos de pacientes LES já vêm da medula 

óssea com este defeito, Lach-Trifilieff (79), avaliaram a expressão de CD35 em 

eritrócitos maduros e reticulócitos (eritrócitos imaturos), demonstraram que a 

expressão não estava diminuída nestas células mais imaturas e sugeriram que 

existe uma perda acelerada desta molécula nos eritrócitos circulantes cuja causa 

ainda não está elucidada. 

Arora e cols, em 2004, (81) avaliaram a expressão de CD35, CD55 e CD59 

em eritrócitos e células do glomérulo de pacientes com LES que apresentam 

glomerulonefrite proliferativa difusa (GPD). A expressão de CD35 estava diminuída 

nos pacientes com LES e GPD tanto nos eritrócitos quanto nas células do glomérulo 

e o CD55 e CD59 estavam aumentados nestas células. Os autores sugeriram que 

este aumento acontece por compensação da expressão reduzida de CD35, 

característica do LES, e como uma tentativa da célula para se proteger contra a 

ação do complemento. Posteriormente, estes dados foram confirmados por estes 

mesmos pesquisadores com a análise de transcrição de CR1 (CD35) em pacientes 

com LES. Os dados encontrados mostraram um acentuado declínio nos níveis de 

transcrição de CD35 em neutrófilos destes pacientes em comparação com os 

controles(76). Além disso, os autores e demonstraram que os imunocomplexos são 

importantes moduladores negativos da transcrição de CR1 nos neutrófilos de 

pacientes LES.  
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Um dos principais estudos que correlacionaram a expressão de CD35 com a 

atividade da doença foi desenvolvido por Birmingham e cols, em 2006. Neste estudo, 

foram avaliadas as mudanças de expressão de CD35 durante um período de 

acompanhamento de pacientes apresentando doença ativa, em especial naqueles 

com comprometimento renal. Os autores encontraram, em vários momentos no 

tempo de acompanhamento, uma variação na expressão de CD35 nas células dos 

pacientes LES correlacionada com a ativação do complemento; eles sugerem que o 

consumo de CD35 reflete a ativação da sua função (que inclui a proteção contra a 

nefrite do LES).  

Raros estudos são encontrados na literatura sobre a expressão de CD46 em 

pacientes LES(82). Com o objetivo de avaliar a utilidade clínica de CD46 solúvel 

(sCD46) como um marcador da atividade da doença em pacientes com LES, 

Kawano e cols(51) demonstraram níveis elevados de sCD46 no soro de pacientes 

com LES ativo, sendo que estes níveis diminuíram após o tratamento com 

corticosteróides. Além disso, níveis séricos de sCD46 foram significativamente 

correlacionados com níveis reduzidos de CH50 (ensaio para quantificar a atividade 

do complemento). Estes achados, de acordo com os autores, sugerem que os níveis 

de sCD46 refletem a ativação in vivo do sistema complemento e podem servir como 

um parâmetro clínico adicional para avaliação da atividade do LES. 
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Justificativa 

    

O padrão de expressão das proteínas reguladoras do complemento (CD55, 

CD59, CD46 e CD35) em pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico ainda não 

está bem estabelecido. Definir esse padrão de expressão é importante para 

avaliação do seu potencial  significado no desenvolvimento de citopenias no LES, 

bem como para otimizar o uso de terapias de depleção celular que envolvam 

ativação do sistema complemento. 
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Objetivos do trabalho 
 

Verificar se a intensidade de expressão de proteínas reguladoras do 

complemento CD55, CD59, CD46 e CD35 em eritrócitos e leucócitos de pacientes 

com LES está correlacionada com a presença de citopenia nestes pacientes. 

 

 

Objetivos secundários 

 

1. Definir a intensidade de expressão CD55, CD59, CD46 e CD35 na membrana 

celular de eritrócitos e leucócitos. 

2. Comparar os resultados das análise da intensidade de expressão CD55, 

CD59, CD46 e CD35 na membrana celular de eritrócitos e leucócitos dos 

pacientes com LES com  controles saudáveis  

3. Verificar se a linfopenia dos pacientes LES está correlacionada com a 

diminuição de CD55, CD59, CD46 e CD35 nos linfócitos. 

4. Verificar se a neutropenia dos pacientes LES está correlacionada com a 

diminuição de CD55, CD59, CD46 e CD35 nos neutrófilos destes pacientes. 

5. Verificar se a anemia dos pacientes LES está correlacionada com a 

diminuição de CD55, CD59, CD46 e CD35 nos eritrócitos destes pacientes. 

6. Verificar se a intensidade de expressão de CD55, CD59, CD46 e CD35 está 

correlacionada com a atividade da doença, utilizando os índices SLEDAI e 

SLICC, nos pacientes com LES. 

7. Verificar se a intensidade de expressão de CD55, CD59, CD46 e CD35 está 

correlacionada com a atividade do complemento, comparando com os níveis 

de C3 e C4, nos pacientes com LES. 
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Summary 

 

CD55, CD59, CD46 and CD35 are proteins with complement regulatory (Creg) 

properties that ensure cell and tissue integrity when this system is activated. It has 

been reported that SLE (Systemic Lupus Erythematosus) patients seem to have an 

acquired deficiency of these proteins. The aim of this study was to evaluate the 

presence of altered Creg expression on peripheral blood cells from SLE patients and 

its association with anemia, neutropenia and lymphopenia. Flow cytometric analyses 

were performed on white blood cells and red blood cells (RBC) from 100 SLE 

patients and 61 healthy controls. Disease activity was assessed using the SLE 

Disease Activity Index (SLEDAI) and SLICC (systemic lupus international 

collaborating clinics). Compared with healthy controls, we observed in SLE patients 

with lymphopenia and neutropenia decreased expression of CD55 (p<0.001), CD59 

(p<0.001) and CD46 (p<0.05). In SLE patients with anemia, only CD59 (p<0.001) 

and CD35(p<0.001) were decreased. There was a negative correlation between 

CD55 and CD59 expression on neutrophils and the SLEDAI, and a positive 

correlation between CD55 and CD35 expression on neutrophils and C3 level in SLE 

patients. Furthermore, there was a positive correlation between CD35 expression on 

RBC and C4 level in SLE patients. The results obtained in the study suggest that 

there is an altered pattern of Creg expression on the peripheral blood cells of SLE 

patients, and this decreased expression is correlated with disease activity and/or with 

activation of the complement system. 

 

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus, SLE, CD55, CD59, CD46, CD35, 

cytopenias, complement system. 
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Introduction 

 

The complement system (CS) represents the first defense line of innate 

immunity; it acts facilitating the phagocytosis of immune complexes, pathogens and 

apoptotic cells and  forming the membrane attack complex (MAC), resulting in cell 

lysis. This powerful defense system is composed of multiple components (>60 

different proteins and activation products) that trigger in a cascade type system (1). 

The complement as a central defense system is immediately activated within 

seconds upon entry of a pathogen into the human host through three pathways: the 

classical (triggered by antibody–antigen complexes), the lectin (triggered by 

carbohydrates on the surface of bacteria), and the alternative pathways 

(spontaneous and continuous process which is initiated by the conformational 

change of C3). These three pathways use different proteins to produce C3 and C5 

convertases, which involves cleavage of C2 and C4 (classical and lectin pathway) or 

the cleavage of factor B by factor D (alternative pathway). All result in the formation 

of the lytic MAC (membrane-attack complex: C5b-9)  (2, 3). Activation of the 

complement system is a powerful drive to initiate inflammation, but can, if 

unregulated, lead to severe tissue damage and disease. Based on their potent 

damaging capacity the generation and targeting of complement effector compounds 

is tightly regulated(4). 

Normal cell membranes express complement regulatory (Creg) proteins that 

regulate activation of the complement system and provide essential protection 

against self damage (5). There are four major human cell surface Creg proteins: 

CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis - MIRL), which is a complement 

membrane inhibitor that blocks assembly of the MAC by binding to C8 and C9 (6); 
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CD55 (decay accelerating factor - DAF), that accelerates the disassembly of 

preformed C3 and C5 convertases (7); CD46 (membrane cofactor protein), that acts 

as a cofactor for the factor I-mediated cleavage of the activated complement 

components C3b/C4b (8); and CD35 (complement receptor type I, CR1), which is 

also involved in the regulation of C3 fragment deposition and serves as a cofactor for 

the degradation of C3b by factor I (4). These Creg proteins are present on the cell 

surface of whole blood cells, except the CD46, which is not expressed on RBC. It has 

been reported that the production and the expression of some of these complement 

regulatory proteins are altered in autoimmune diseases and that inherited 

deficiencies of the complement system components are associated with a high 

prevalence of systemic lupus erythematosus (SLE), glomerulonephritis, and vasculitis 

(9-11). 

The complement system is integrally involved in the pathogenesis of tissue 

injury in SLE. Tissue deposition of immunoglobulin is a characteristic feature of SLE 

and can cause continued complement activation by the classical pathway (10). 

Therefore, potential differences on the expression of the Cregs proteins could 

implicate different susceptibilities to complement mediated damage and be clinically 

significant. Particularly, altered expression on blood cells could be related to 

cytopenic changes common in this disease. Earlier studies have shown that 

expression of CD35 (12-16), CD55 and CD59 (17, 18) on erythrocytes and CD55 and 

CD59 (19-21) on lymphocytes are decreased in patients with SLE, but some of these 

findings were controversial. The current study aimed to evaluate the expression of 

CD55, CD59, CD46 and CD35 expression on peripheral blood cells from SLE and 

healthy controls using flow cytometry and its correlation with cytopenias on these 

patients. 
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Material and methods 

Subjects 

 

One hundred patients that fulfilled the American College of Rheumatology 

classification criteria (22) for SLE and 61 healthy controls with no history of 

autoimmune diseases were included in the present study. Disease activity was 

measured using the SLE Disease Activity Index (SLEDAI) (23) and SLICC-DI 

(systemic lupus international collaborating clinics) (24). 

The patients were seen during their routine follow-up visits in the outpatient 

clinic of the Department of rheumatology of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

Thirty-eight of them had lymphopenia, defined as <1200 lymphocytes/uL; thirteen of 

them had neutropenia, defined as <1500 neutrophils/uL; and twenty-one of them had 

anemia, defined as hemoglobin <11g/dL. The exclusion criterion was concomitant 

presence of overlap with another autoimmune disease. Peripheral blood samples 

were collected in Na-EDTA Vacutainer tubes. All SLE patients were receiving an 

immunosuppressive drug at the time of blood collection (mycophenolate mofetil, 

cyclophosphamide, azathioprine, methotrexate, cyclosporin and/or rituximab).  

This study was performed with approval of the ethics committee of the 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, and all subjects were informed about the 

objectives and procedures of the study and gave their written informed consent. 

 

Flow cytometric analysis of CD55 and CD59 membrane in leukocytes 

 

For red blood cell (RBC) staining, 100 uL of diluted blood (with an optimal 

dilution with phosphate buffered saline (PBS) to achieve 10000 red cells/uL) were 
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placed into polystyrene tubes (Becton Dickinson (BD) Biosciences, San Diego, CA, 

USA) and were subjected to two-colour staining with 8uL/test of fluorochrome-

conjugated monoclonal antibodies (MoAbs) against CD55PE, CD59FITC, CD35PE 

and CD46FITC (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). After 20 min incubation at 

room temperature, samples were re-suspended in 0.5mL of PBS; and cells were 

analysed on the flow cytometer. 

For leukocyte staining, 100 ul of whole blood (with an optimal dilution to 

achieve 5000 cells/uL) were placed into polystyrene tubes and were subjected to 

two-colour staining with 8uL of each antibody of fluorochrome-conjugated MoAbs 

against CD55PE, CD59FITC, CD35PE and CD46FITC (BD Biosciences, San Diego, 

CA, USA). After 15 min incubation at room temperature,1.0 ml of FACSlyse (BD 

Biosciences, San Diego, CA, USA) was added and lysis was allowed for 10 min at 

room temperature. Samples were washed once and re-suspended in 0.5 mL of PBS.  

Cells were analysed on a FACSCalibur flow cytometer using CellQuest 

software (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Membrane intensity of CD55, 

CD59, CD46 and CD35, which is proportional to the number of CD55, CD59, CD46 

and CD35 epitopes on the membrane, was estimated in the gated subpopulations by 

one-parameter histograms and the relative mean fluorescence intensity (MFI) was 

recorded. The definition of positive and negative cells was set when staining with 

isotype control was performed, in order to set the gates and distinguish positive 

staining from auto-fluorescence and non-specific antibody binding.   
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Serological studies 

 

Measurement of complement 3 (C3) and complement 4 (C4) is used to 

determine whether primary deficiencies or activation-related consumption of the 

complement components are present in SLE patients. C3 and C4 measurements 

were performed using the ADVIA 1800 chemical analyzer system (Siemens) on 

patient’s sera. 

 

Complete Blood Cell Count (CBC) 

 

A complete CBC was performed using the Sysmex XE-2100 (Sysmex 

Corporation/Japan). Slides revised were prepared with SP-100 SYSMEX™ using a 

staining program was as follows: May Grunwald (Biolyon, France) pure time: 2.5 min, 

MG dilute time: 3 min, Giemsa (Biolyon, France) time: 7 min, rinse 0 min and drying 

time 5 min, as instructed by the supplier. 

 

Statistics 

 

Data were compared using Mann–Whitney U-test, Student t-test and 

Spearman correlation coefficient when appropriate. The level of statistical 

significance was established at p<0.05. Statistical analysis was conducted using 

SPSS 16.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA). 
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Results 

 

The description of the 100 patients and 61 healthy controls is summarized on 

Table 1. Of the SLE patients, 38% had lymphopenia, 13% had anemia, 21% had 

neutropenia and 16% had thrombocytopenia (platelets <150.000/uL). None of these 

cytopenias were observed in the healthy control group.  

 

Table 1. Demographic, clinical, and laboratorial features of SLE patients. 

 Patients´s features 
 

SLE 
 (n=100) 

 Healthy controls 
(n=61) 

Sex (F%) 93 67.2 
Age (Year) Median (range) 42 (31-53) 45 (30-61) 
SLEDAIa Median (range) 2(0-5) - 
SLICC-DIb Median (range) 1(0-2) - 
Rash malar (%) 58 - 
Glucocorticoids(%) 90 - 
Nephritis(%) 45 - 
Arthritis(%) 67 - 
AIHAc(%) 28 - 
 
RBC (x1012Cells/uL) 4.15(0.55) 4.4(0.36) 
Hemoglobin(g/dL) 12.0(1.6) 13.5(1.2) 
Platelets (x106Cells/uL) 208(65) 228(45) 
Leucocytes(x103Cells/uL) 5.43(4.07-7.91) 6.96(6-8.59) 
Lymphocytes(x103Cells/uL) 1.32(0.85-1.79) 2.25(1.75-2.85) 
Neutrophils(x103Cells/uL) 3.58(2.22-5.29) 3.77(3.08-4.74) 
Monocytes(x103Cells/uL) 0.48(0.37-0.68) 0.58(0.6-0.75) 
   
Thrombocytopenia* (%) 16 0 
Leukopenia* (%) 17 0 
Lymphopenia* (%) 38 0 
Neutropenia* (%) 13 0 
Anemia* (%) 21 0 

a SLEDAI: systemic lupus erythematosus disease activity index. 
b SLICC-DI: systemic lupus international collaborating clinics 
cAIHA: autoimmune hemolytic anemia (positive Coomb’s test). 
* lymphocytes: <1200/uL;  neutropenia: <1500 neutrophils/uL; anemia:<11g/dL; and 
thrombocytopenia< 150.106Cells/uL 
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Neutrophil analyses 

In SLE patients, the MFIs of all Cregs on neutrophils (granulocytes) were 

significantly lower than that of healthy controls (Table 2).  When comparing 

neutropenic (13/100) with non-neutropenic SLE patients, all Cregs, with the exception 

of CD46, were significantly decreased (Figure 1).  

 

Figure 1: Creg surface expression of neutrophil cell. The figure displays mean 

fluorescence intensity (MFI) of CD55, CD59, CD46 and CD35 on gated neutrophil 

from SLE patients with neutropenia, without neutropenia and controls. Shown is the 

median and interquartilar range from all subjects studied in each group. 

 

 

 



46 

 

There was a negative correlation between CD55 (r=-0.278, p=0.019) and 

CD59 (r=-0.23, p=0.048) expression on neutrophils and the SLEDAI; besides that, 

there was a positive correlation between CD55 (r=0.237, p=0.021) and CD35 

(r=0.334, p=0.030) expression on neutrophils and C3 serum levels in SLE patients, 

and CD55 (r=0.334, p=0.001) with C4 level.  

When analyzing only neutropenic SLE patients, a positive correlation was 

shown between CD59 on neutrophils and C4 serum levels (r=0.828, p=0.006). 

 

 

Table 2. The mean of membrane fluorescence intensity (MFI) of CD55, CD59, CD46 

and CD35 on the blood cells of SLE patients and controls. 

Cell Creg SLE patient Control pb 
    MFI a MFI a   

Neutrophils CD55  515 +132 621 + 168 <0.001** 
 CD59  60 +24 68 +15 0.016* 
 CD35  88(67-154) 138(86-185) 0.007* 
 CD46  97.2 + 21.3 113.5 +19.4 <0.001** 

Lymphocytes CD55  295 +153 350+121 0.021* 
 CD59  21.5(13-31) 32(25-38) <0.001** 
 CD35  23(21-28.7) 28(21-59.5) 0.053 
 CD46  62(49-77.7) 79(65-97.5) <0.001** 

Monocytes CD55  953 +313 1057 +241 0.021* 
 CD59   23(18-33) 22(15.5-33) 0.422* 
 CD46   74.3 +21.9 78.5 +16.8 0.217 
 CD35   122.5(66.2-202.7) 138(85-198.5) 0.296 

RBC CD55   188.5 +44.1 201.6 + 43.5 0.153 
 CD59   73.5(53.5-110.7) 112(102.5-148) <0.001** 
  CD35  9.1 +2.5 15 +5.0 <0.001** 

* Significant statistical difference (p < 0.05). 
**Significant statistical difference (p < 0.001). 
a Media + SD or Median (25-75 interquartile range) 
b Mann–Whitney U-test or Student t-test. 

 

 



47 

 

Lymphocyte analyses 

In SLE patients, the MFIs of CD55, CD59 and CD46 on lymphocytes were 

significantly lower than that of healthy controls (Table 2). When comparing 

lymphopenic (38/100) with non-lymphopenic SLE patients, only CD55 and CD59 

were significantly decreased (Figure 2).  

There was a positive correlation between CD55 (r=0.231, p=0.026) expression 

on lymphocytes and C3 serum levels in SLE patients, and no association with the 

SLEDAI or the SLICC-DI. 

 

Figure 2: Creg surface expression of lymphocytes cell. The figure displays 

mean fluorescence intensity (MFI) of CD55, CD59, CD46 and CD35 on gated 
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neutrophil from SLE patients with lymphopenia, without lymphopenia and controls. 

Shown is the median and interquartile range from all subjects studied in each group. 

 

Monocyte analyses 

In SLE patients, only the MFI of CD55 on monocytes was significantly lower 

than that of healthy controls (Table 2). There was no correlation between Creg 

expression on monocytes and C3 and C4 level or SLEDAI and SLICC-DI in SLE 

patients. 

 

Red blood cells analyses 

In SLE patients, the MFI of CD59 and CD35 on RBC were significantly lower 

than that of healthy controls (Table 2). When comparing anemic (21/100) with non-

anemic SLE patients, there were no MFI CD59 and CD35 statistic difference (Figure 

3).  

 There was a positive correlation between CD35 (r=0.218, p=0.049) 

expression on RBC and C4 serum levels in SLE patients; and no association with the 

SLEDAI or the SLICC-DI. When analyzed only anemic patients this latter correlation 

was stronger (r=0.526, p=0.021). CD46 was not analyzed because it is not expressed 

on RBC. 
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Figure 3: Creg surface expression of RBC. The figure displays mean 

fluorescence intensity (MFI) of CD55, CD59, CD46 and CD35 on gated RBC from 

SLE patients with anemia, without anemia and controls. Shown is the median and 

interquartile range from all subjects studied in each group. 

 

 

Discussion 

 

Our study revealed significantly lower Creg expression on several blood cells 

from SLE patients when compared with healthy controls, more marked in cytopenic 

patients, and in many cases associated with higher disease activity and lower serum 
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C3 and C4 levels.  Although there are a few publications evaluating some of the Creg 

proteins in specific blood cells in SLE patients, our study is the first to encompass all 

the membrane bound Cregs and all blood cells in a large sample of SLE patients. 

This allows a clear and definitive view of the expression profile of these proteins and 

their relations with decreased blood cell numbers and with disease activity.  

We have previously reported a decreased expression of CD55 (but not of 

CD59) on neutrophils from SLE patients (21), and decreased CD35 expression on 

neutrophils has also been shown (16, 25). In this study, besides confirming the 

decreased expression of CD55 and CD59, it was demonstrated that the higher the 

disease activity, the lower their expression on neutrophils.  Furthermore, there might 

be a direct correlation between the lower CD55 and CD35 expression and activation 

of the classical complement pathway, as indicated by the lower C3 and C4 serum 

levels. These findings suggest that the decreased expression of Cregs may be due to 

their consumption trying to protect the cell against complement-mediated lysis, 

perhaps triggered by specific autoantibodies.  

On lymphocytes, the CD55, CD59 and CD46 MFI showed significant 

differences between SLE and controls. Lymphopenic patients presented the lower 

expression of these Cregs. Similarly to our results, Garcia-Valladares (19) 

investigated the MFI of CD55 and CD59 in T and B lymphocytes from SLE patients 

with lymphopenia. Both T and B cells from lymphopenic patients showed decreased 

membrane expression of CD55 and CD59 when compared to controls. Tsunoda et al 

(20) found that the proportion of CD59 on activated T CD8+  lymphocytes in SLE 

patients was significantly reduced compared to controls and that it could be 

correlated with disease activity and be involved in the induced apoptosis of these 

cells. Our data showed that the decreased expression was unrelated to disease 
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activity and accumulated damage using SLEDAI and SLICC-DI, as has been 

reported (19, 21), but demonstrated that the lower C3 level, and consequently greater 

complement activation, the lower the expression of CD55 on lymphocytes in these 

patients. 

 The MFIs of CD59 and CD35 on RBC from SLE patients were significantly 

reduced when compared to healthy controls, but this deficiency does not seem to be 

associated with anemia or autoimmune hemolytic anemia (AIHA), since the non-

anemic and patients with no secondary AIHA also demonstrated reduced CD59 and 

CD35 MFI on their red cells. Our data about the decreased CD35 expression on RBC 

from SLE patients corroborate the findings of the literature (12-16). Furthermore, we 

found that the low expression of CD35 in SLE patients was correlated with low C4 

levels. 

The diminished expression of CD59 on RBC from SLE patients with secondary 

AIHA was previously reported by Richaud-Patin et al (17). However, in contrast with 

our results, SLE patients with no AIHA exhibited a normal expression of these 

molecules. It is important to mention that the number of patients evaluated in our 

study with and without AIHA was 28 and 72, respectively, which is much greater that 

that of the study of Richaud-Patin (11 and 5).  

We also observed a decreased CD35 and CD59 expression on RBC  from 

SLE patients with nephritis (n=45) (p<0.001, data not shown). This finding 

corroborates in part  the findings of Arora et al (18), who have demonstrated that in 

15 lupus nephritis patients, the expression of CD35 was significantly reduced 

compared to the expression on erythrocytes from normal individuals. On the other 

hand, these authors observed that CD55 and CD59 levels were highly elevated in 

RBCs, in contrast with our results.  
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The cause of this generally decreased expression of Creg proteins in SLE 

blood cells is still unclear. Richaud-Patin et al (17) have hypothesized that the 

diminished expression of CD55 and CD59 proteins on red cells might be due either to 

the impaired synthesis of the GPI (glicosilphosphatidilinositol) anchor or to the 

abnormal coupling of the protein to the membrane on red blood cell precursors. 

However, our findings do not support these hypotheses, since in that case the 

expression of Cregs would be uniformly reduced on all blood cells, while different 

patterns of diminished expression depending on each cell type were observed in our 

study. 

A decline in CD35 expression at both mRNA transcript and protein level in 

SLE has been described and it has been suggested to be acquired (26). However, 

nothing is known about the factors involved in this downregulation of CD35 gene 

expression (27). Lach-Trifilieff et al(28) demonstrated that there is no lack of CD35 

expression on young RBC (reticulocytes), in which CD35 is known to be low, and in 

most cases the low CD35 on RBC is due to an accelerated loss occurring in the 

circulation. Holme et al showed that erythrocyte CD35 numbers are reduced during 

periods of increased disease activity and tend to return to normal during remission 

(29). 

The fact that there was a clear association of decreased Creg expression with 

disease activity, low complement levels and decreased peripheral blood cell numbers 

in our study indicates that the mechanism is related to the disease itself. The 

production of auto-antibodies against specific cell self antigens, Creg consumption 

and complement-mediated lysis may be the most plausible explanation, as has also 

been partially suggested by others studies (5, 21, 30).  
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The decreased expression of the Cregs may also involve other functions of 

these proteins. For instance, CD59 has been implicated in the process of signal 

transduction and T-cell activation (31), and it has been reported that CD59 cross-

linking induces internalization of this molecule and endocytosis of the lymphocyte 

membrane (32). Another suggestion, it seems that the epitopes against which the 

monoclonal antibodies are directed somehow express themselves in a differential 

manner, depending on the cells’ activation state (33).   

In conclusion, it was evident that there are differences in the patterns of 

expression of Creg proteins on the peripheral blood cells from SLE patients, since the 

diminished MFI expression of all Cregs proteins were found on neutrophils cells; 

CD55, CD59, and CD46 on lymphocytes; CD55 on monocytes; and CD59 and CD35 

on RBC Moreover, these differences seem to correlate with disease activity, 

complement activation and blood cell cytopenias. The cause of the decreased 

expression on cell surface from SLE patients is not yet established, and the 

mechanisms by which cells are destroyed or sequestered remain rather obscure. We 

believe this is an adaptive phenomenon that happens due to a consumption of the 

Creg proteins when trying to prevent complement-mediated cell lysis. Moreover, the 

fact that each of these four hemopoietic lineages might show underexpression of 

Cregs independently from the others suggests the participation of different 

physiopathologic processes. Deeper understanding of these processes, and the role 

of Cregs, could be important for the development of novel therapies for the blood cell 

involvement in SLE and other autoimmune-mediated diseases. 
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Considerações Finais  

Nosso estudo demonstrou que existe uma diminuição da expressão das 

proteínas CD55, CD59, CD46 e CD35 nas células do sangue periférico de pacientes 

com LES; contudo, a deficiência não ocorre de maneira igual em todas as células.  

Um dos principais achados do nosso estudo foi a identificação de uma 

redução significativa da expressão de todas Creg em neutrófilos de pacientes com 

LES quando comparada com controles saudáveis. A diminuição da expressão de 

CD55 e CD59 correlacionou negativamente com a atividade da doença, 

demonstrando que quanto maior atividade da doença, menor é expressão de CD55 

e CD59. Além disso, a expressão de CD55 obteve uma correlação positiva com a 

quantidade de C3 e C4 nestes pacientes. Estes resultados sugerem que, quanto 

menor o nível de C3 e C4, que está associada com a ativação do complemento, 

menor é a expressão de CD55. A diminuição do C4 sugere uma ativação do 

complemento através da via clássica. 

Neste estudo, a expressão de CD55 e CD59 nos linfócitos mostrou diferenças 

significativas entre os pacientes LES e controles, corroborando com os principais 

relatos da literatura; sendo que a diferença na expressão de CD55 estava presente 

estatisticamente significativo apenas nos pacientes linfopênicos e apresentou uma 

correlação positiva com o nível de C3 nos pacientes LES. Além disso, o CD46 

também estava diminuído, tanto em pacientes com e sem linfopenia. Essas 

diferenças não foram estatisticamente relacionadas à atividade da doença.  

A expressão de CD59 e CD35 nos eritrócitos de pacientes LES mostrou 

significativa redução quando comparada com os controles; contudo, esta deficiência 

não parece estar associada com anemia ou anemia hemolítica auto-imune (AHAI) 
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conforme sugerido por alguns autores, pois, pacientes não-anêmicos e sem AHAI 

secundária também demonstraram redução de CD59 e CD35 nos eritrócitos. 

Os dados obtidos na realização deste trabalho também evidenciaram uma 

diminuição de CD55 na membrana de monócitos; contudo, não foi identificada uma 

correlação com a atividade da doença nem com a ativação do complemento. Além 

disso, CD59, CD46 e CD35 não mostraram diferença significativa quando 

comparados com os controles; no entanto, outros trabalhos são necessários para 

confirmar estes achados, pois não foram encontrados relatos na literatura.  

Nossa hipótese para esta diminuição da expressão de proteínas Cregs 

consiste em um mecanismo adaptativo, associado a uma maior atividade da doença, 

desencadeado por autoanticorpos específicos contra um antígeno celular presente 

na membrana das células dos pacientes LES, ativando a cascata do complemento 

pela via clássica e conseqüentemente diminuição destas Cregs pelo consumo na 

tentativa de proteger a célula contra esta lise mediada pelo complemento. 

Para o melhor conhecimento da causa da deficiência destes marcadores de 

membrana e para avaliar a possibilidade destas alterações serem as possíveis 

causa das citopenias geralmente encontradas no LES, são necessários estudos 

avaliando:  

a) o polimorfismo genético (alteração dos genes que codificam estas 

proteínas ou a quantificação dos respectivos RNAs mensageiros);  

b) a presença de anticorpos contra estas proteínas reguladoras do 

complemento nas células destes pacientes (produzidas devido as 

características da doença);  
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c) se a expressão destas proteínas está correlacionadas à ativação 

celular (estimulação de outras funções realizadas por estas 

proteínas Cregs durante a resposta imune); 

d) se a expressão destas proteínas está correlacionadas mecanismos 

de downregulation; 

e) a presença de anticorpos contra antígenos específicos de cada 

subtipo celular acarretando em um consumo destas moléculas na 

membrana celular, na tentativa de proteger a célula contra o 

complemento. 

Poucos estudos sobre o perfil de expressão de Cregs em pacientes com LES 

são encontrados na literatura. A deficiência adquirida destas proteínas no LES não 

parece ser dependente de mutações genéticas, como ocorre na HPN. Por outro 

lado, parece haver uma associação com a atividade da doença ou com o consumo 

destes marcadores devido ao aumento da ação do complemento nestes pacientes. 

Além disso, o papel destas proteínas na indução de citopenias do LES não está 

ainda bem definido. Contudo, estudos sugerem que níveis de expressão celular de 

Cregs abaixo do normal conferem uma baixa proteção à lise exacerbada mediada 

pelo complemento e podem ser uma das causas do desencadeamento da doença 

em pacientes com susceptibilidade genética. 
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Anexo 1 

Termo de consentimento livre e esclarecido 

Você está sendo convidado(a) para participar, como voluntário em uma 

pesquisa. Após ser esclarecido(a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar 

fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que está em duas vias. Uma 

delas é sua e a outra é do pesquisador responsável.  

Em caso de dúvida você pode procurar o Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre pelo telefone 3359-8304. 

INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA:  

Título do Projeto:  Correlação entre o nível de expressão de CD55, CD59, CD46 e 

CD35e a presença de citopenias em pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico. 

Pesquisador Responsável:  Prof. Dr. Ricardo Machado Xavier 

Telefone para contato: (51) 3359-8315 

O objetivo do estudo 

Comparar as estruturas celulares de pacientes com Lúpus e indivíduos que 

não apresentam esta doença. Essa informação pode ser bastante importante para o

cuidado dos pacientes com Lúpus. Em primeiro lugar, se poderiam identificar 

pacientes com maior risco de desenvolver certas complicações da doença, como 

anemia e linfopenia, permitindo a tomada de medidas preventivas ou tratamento em 

fases bem iniciais. Essa informação também pode ter impacto na escolha de 

medicações que sejam mais apropriadas.  
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Vantagens em participar do estudo 

Não podemos assegurar que você se beneficie diretamente com o estudo. 

Entretanto, as informações obtidas neste estudo poderão contribuir maior 

conhecimento sobre a doença. 

Procedimentos 

Os pesquisadores utilizarão apenas as suas iniciais, idade e sexo como 

informações pessoais. Em relação à coleta de sangue, será coletada apenas uma 

amostra de sangue (4mL de sangue total em um tudo contendo anticoagulante 

EDTA) , em que será realizado um hemograma e uma análise quantitativa das 

moléculas CD55, CD59, CD46 e CD35 por citometria de fluxo. Alem desta coleta, 

não será feito nenhum outro procedimento que lhe traga qualquer desconforto ou 

risco à sua vida. Você poderá ter todas as informações que desejar e poderá não 

participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem 

prejuízo no seu atendimento pelo Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Os dados 

coletados neste estudo são confidenciais, e não serão revelados dados que 

permitam identificar os pacientes em hipótese nenhuma. 
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEIT O 

Eu, _____________________________________, abaixo assinado, concordo em 

participar do estudo “Correlação entre o nível de expressão de CD55, CD59, CD46 e 

CD35 e a presença de citopenias em pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico”. 

Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, os 

procedimentos nela envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios 

decorrentes de minha participação. Foi-me garantido que posso retirar meu 

consentimento  a qualquer momento, sem que isto leve à qualquer penalidade ou 

interrupção de meu acompanhamento/ assistência/tratamento.  

Porto Alegre___ de ___________ de 20__.  

Nome e Assinatura do paciente ou responsável: 

_________________________________  

Nome e Assinatura do pesquisador: 

_________________________________________  
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Anexo 2  

Artigo publicado na Revista Brasileira Reumatologia: 

Rev Bras Reumatol 2009;49(3):276-87 



276 Rev Bras Reumatol 2009;49(3):276-87

ARTIGO DE REVISÃO

INTRODUÇÃO

Sistema complemento

uma cascata de proteínas séricas solúveis ativadas sequencial-
mente, resultando em morte celular através da lise direta e/ou 
ativação de fagócitos. O SC dos mamíferos consiste em mais 
de 30 proteínas séricas e de membrana celular produzidas 
principalmente pelo fígado. Contudo, muitos tipos celulares 

também podem sintetizar a maioria dos componentes do sis-
tema complemento.1

O papel das proteínas reguladoras do 
complemento CD55/CD59 em células 
de sangue periférico de pacientes com 

lúpus eritematoso sistêmico
Ana Paula Alegretti1, Tamara Mucenic2, João Carlos Tavares Brenol3, Ricardo Machado Xavier3

Recebido em 14/10/2008. Aprovado, após revisão, em 18/02/2009. Declaramos a inexistência de conflitos de interesse.
Trabalho realizado na Unidade de Hematologia do Serviço de Patologia Clínica e no Serviço de Reumatologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 
(HCPA).

1. Farmacêutica Bioquímica do Serviço de Patologia Clínica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre
2. Médica Reumatologista do Serviço de Reumatologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre
3. Professor Adjunto do Departamento de Medicina Interna da Faculdade de Medicina da UFRGS
Endereço para correspondência: R. Ramiro Barcelos, 2.350, 2º andar – Serviço de Patologia Clínica – Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). CEP 90035-
003. Porto Alegre – RS. Telefone: (51) 2101-8315 E-mail: rmaxavier@hcpa.ufrgs.br

RESUMO

CD55 e CD59 são proteínas de membrana ancoradas por glicosilfosfatidilinositol que apresentam propriedades regula-
doras da ativação da cascata do complemento. Essa regulação ocorre através da inibição da C3 convertase pelo CD55 

dessas proteínas pode estar associada a uma maior ativação do sistema complemento, inclusive do complexo de ataque 
à membrana, levando à morte celular. Pacientes com lúpus eritematoso sistêmico, com anemia hemolítica e linfopenia, 

expressão continuam desconhecidos e o seu impacto nas manifestações do lúpus eritematoso sistêmico precisa ser mais 
bem estudado.

Palavras-chave: lúpus eritematoso sistêmico (LES), CD55, CD59, complemento.

As evidências na literatura sugerem que o SC tem a capa-
cidade de desempenhar função imunorregulatória importante 
através do seu papel na imunidade humoral,2 modulação da 
imunidade de células T3 e regulação da tolerância para an-
tígenos próprios nucleares.4 Apesar de ser bem reconhecido 

como bactérias, células infectadas por vírus e parasitas, o SC 
também vem chamando a atenção dos pesquisadores pelo seu 
potencial de dano às células do próprio organismo.5

A ativação da cascata do complemento pode ser iniciada 
através da via clássica (dependente de anticorpo), via alterna-
tiva (espontânea), ou via da lectina (mediada pela ligação da 
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lectina-manose). Após a sua ativação, os fragmentos gerados 
do complemento atuam modulando as reações humorais e 

da interação desses fragmentos de ativação com receptores 
celulares ou pela deposição dos complexos proteicos na 
membrana celular.6

A via clássica, um potente mecanismo efetor da imunidade 
humoral, é ativada através da interação do componente C1 
do complemento aos domínios da fração constante (FC) das 
imunoglobulinas (Ig) IgM ou IgG complexadas ao antígeno 
(complexo imune antígeno-anticorpo). O C1 é formado por 
três proteínas (C1q, C1r, C1s), e para que ocorra a ativação do 
complexo C1, pelo menos dois dos seus seis sítios globulares 
devem ligar-se às moléculas de Ig ligadas ao patógeno. Após 
essa ligação, o C1q sofre uma mudança conformacional que 
gera ativação do C1r e clivagem do C1s que, por sua vez, é 
capaz de clivar C4 e C2. O fragmento C4b liga-se à membrana 
celular do patógeno e permite a ligação de C2a; o complexo 
formado C4b2a é a C3 convertase da via clássica.7,8

A via alternativa é ativada na ausência de anticorpo di-
retamente por partículas ricas em carboidratos presentes na 
superfície do micro-organismo invasor, envolvendo a ligação 
de C3b (presente de forma solúvel no plasma) e demais com-
ponentes da via alternativa: o fator B, o fator D e a properdina 
(fator P).9 O fator B consiste em uma serina protease, homóloga 
a C2. O fator B, após sua clivagem pelo fator D, liga-se ao 
C3b formando C3bBb (C3 convertase da via alternativa). A 
properdina tem a capacidade de estabilizar o complexo C3bBb, 
que pode clivar outras moléculas de C3.10

A via das lectinas é ativada através da ligação da lectina 
ligante da manose (MBL – mannose-binding lectin), um com-
ponente solúvel no nosso organismo, com carboidratos presentes 
na superfície do micro-organismo alvo. A MBL é membro da 
família das lectinas dependentes de cálcio e possui a estrutura 
semelhante ao C1q. Após sua ativação, ocorre a interação com 
serino-proteases associadas à MBL (MASPs – MBL – associated 

serine protease), que incluem MASP-1, MASP-2 e MASP-3, 
que clivam estruturas do complemento C4 e C2 gerando a C3 
convertase (C4b2a) e C5 convertase (C4b2a3b).11,12

Portanto, as três vias de ativação convergem para a geração de 
enzimas proteolíticas, denominadas C3 convertases, que clivam a 
proteína C3 em C3a e C3b. O fragmento C3b gerado se combina 
com a C3-convertase, dando origem à C5-convertase, a qual 
cliva C5 em C5a e C5b. Os fragmentos C3a e C5a são potentes 

formar o complexo de inserção C5b-7; após esta etapa, ocorre 
o recrutamento de C8 e múltiplas unidades de C9 na membrana 
da célula-alvo, formando o complexo de ataque à membrana 

(MAC – membrane attack complex).13,14 A unidade funcional do 
MAC (Figura 1) é um poro inserido na bicamada fosfolipídica que 
interfere na propriedade de permeabilidade seletiva da membrana, 
permitindo a entrada de água, íons e pequenas moléculas para o 
citosol da célula-alvo, levando à sua ruptura.15

Além de uma ação efetora contra os patógenos, o com-
plemento tem outras atividades biológicas no organismo, 
como opsonização e fagocitose, solubilização e remoção de 
complexos imunes e de células apoptóticas, interface entre a 

efeitos ocorrem através da ligação dos produtos de ativação 
-

rentes tipos de células.1,6,13

Quando o complemento é ativado por anticorpos direciona-
dos a antígenos de origem externa, mas também eventualmente 

-
mação podem causar danos a tecidos e células autólogas. Para 
proteger ou conter esses danos, o SC é fortemente regulado por 
substâncias solúveis ou ligadas à membrana celular.16

PROTEÍNAS REGULADORAS DO 
COMPLEMENTO CD55/CD59

As células normais, que são resistentes à lise autóloga mediada 
pelo complemento, possuem um sistema regulador do comple-

Figura 1. O complemento pode ser ativado através da via clássica, da via das lectinas e da via 
alternativa. O componente C1 é composto de C1q, C1r e C1s e reconhece o imunocomplexo 
ligado à membrana celular; a lectina ligante da manose (MBL) reconhece certos carboidratos 

na membrana dos patógenos. Todas as vias de ativação originam a formação da C3 e C5 
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mento na membrana celular constituído por proteínas, sendo 
as principais o CD55, o fator acelerador de degradação (DAF 
– decay accelerating factor), e o CD59, ou inibidor da lise 
de membrana (MIRL – membrane inhibitor of reactive lysis)
(Tabela 1). O CD55 inibe a formação de novas C3 e C5 con-
vertases, prevenindo a clivagem de C3 e C5, além de acelerar 
a degradação dessas enzimas pré-formadas.17 A proteína CD59 
é o único regulador de membrana que interfere diretamente 
na estruturação do MAC através de sua incorporação física ao 
complexo em formação, impedindo a ligação das unidades de 
C9 ao complexo C5b-818 (Figura 2).

O CD55, revisado em Mikesch et al.,19 é uma glicoproteína 
globular ancorada à membrana celular pelo glicosilfosfatidili-
nositol (GPI), com peso molecular que varia de 50 a 100 kDa 
em diferentes tipos celulares. É detectado de forma solúvel 
no plasma, lágrima, saliva, urina, líquido sinovial e líquor.20

Além de regulador do complemento, o CD55 parece proteger 
as células contra a lise mediada por células matadoras naturais 

(células NK – natural killers). O CD55 pode também atuar 
como um ligante de adesão intercelular, interagindo com o 
CD97 nos leucócitos, e como um receptor para certos vírus e 
micro-organismos.21

O CD59, revisado por Kimberley et al.,16 é uma glico-
proteína globular pequena, também ancorada pelo GPI, de 
aproximadamente 20 kDa, pertencente à família do antígeno 
leucocitário 6 (Ly-6). Devido ao papel crucial na prevenção de 
danos ao próprio organismo através da deposição inapropriada 
do complexo lítico MAC, essa proteína é amplamente expressa 
na maioria dos tecidos e em todas as células circulantes.

complemento presentes na membrana foi inicialmente reconhe-
cida na hemoglobinúria paroxística noturna (HPN). Essa doença 
hematológica adquirida foi primeiramente descrita em 1866, por 
William Gull, e por Paul Strubing, em 1882, como uma forma 
distinta de anemia hemolítica rara, associada à hemoglobinúria 
durante a noite.22 A HPN é caracterizada pelo aumento da lise 
dos eritrócitos devido à diminuição de proteínas de membrana 
ligada a GPI, principalmente CD55 e CD59, responsáveis por 
inibir a lise celular autóloga do complemento.23

A HPN é uma desordem clonal na qual ocorre uma mutação 
no gene PIG-A (fosfatidilinositolglican A) do cromossomo 
X, acarretando a biossíntese anormal da âncora GPI para 
membrana lipídica.22 Por se tratar de uma desordem clonal 
nas células-tronco hematopoéticas, todas as linhagens celu-
lares do sangue são afetadas, sendo que nos pacientes com 
HPN normalmente são encontradas subpopulações de células 

estão as regulatórias do complemento, como CD55, CD59 e 
CD46 (proteína cofator de membrana); e outras proteínas en-
volvidas na função imune,24,25 como o receptor FC (CD16) em 
granulócitos e células NK, receptor lipopolissacarídeo (CD14) 
em monócitos, molécula de adesão celular (CD58) em todas as 
células hematopoéticas e o CD24 em linfócitos, com atividade 
ainda desconhecida. 

Há poucos relatos na literatura sobre o padrão de expressão 
normal dessas proteínas nas células sanguíneas. Araten et al.,26

em 1999, e Hu et al.,27 em 2005, demonstraram que clones com 
mutação no gene da PIG-A são encontrados em indivíduos nor-
mais. Oelschlaegel et al.,23 em 2001, analisaram por citometria 

humanos não foi associada à hemólise intravascular ou a outra 
evidência de falha na regulação do complemento. Contudo, a 

semelhantes à HPN28 devido ao fato de o CD59 ser um inibidor 

Tabela 1

Principais funções inibidoras das proteínas 
reguladoras do complemento CD55/CD59:

Proteína Função reguladora do complemento

CD55 Previne a formação de novas enzimas C3 e C5 
convertases, além de acelerar a degradação 
dessas enzimas pré-formadas.

CD59 Interfere na estruturação do MAC através de sua 
incorporação física ao complexo em formação, impedindo 
a ligação das unidades de C9 ao complexo C5b-8.

Figura 2. As glicoproteínas de membrana CD55 e CD59 regulam o sistema 
complemento do ataque às células do próprio organismo: CD55 promove a 
degradação da C3 convertase da via alternativa (C3bBb) e da via clássica e da via das 
lectinas (C4bC2a), e também a degradação das C5 convertases (não apresentadas); o 
CD59 inibe a formação do MAC (C5b-9) através da inserção da molécula durante a 
junção dos compontes C5b, C6, C7, C8 e C9 na membrana celular. Figura adaptada 
de Nature Reviews Immunology.70
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mais efetivo do complemento, pois bloqueia a formação do 
complexo de ataque à membrana.

doenças e correlacionada com sua gravidade.29-36 Yamaguchi 
et al.,37 demonstraram que 28,6% dos pacientes com anemia 
aplásica (AA) e 27,8% dos pacientes com síndrome mielodis-

CD59 nos eritrócitos. Wang et al.38 observaram uma diminui-

-
cessos hemolíticos mediados pelo complemento semelhantes 
aos encontrados na HPN. 

Isoda et al.,39 em 2007, avaliaram 40 indivíduos saudáveis 

com DLLG (doença linfoproliferativa de linfócitos granulares) 
compartilhavam um fenótipo HPN. O valor de corte (cutoff)
obtido para a proporção de células negativas em indivíduos 
saudáveis foi abaixo de 0,04% em granulócitos e abaixo de 
0,07% nos eritrócitos, tanto para CD55 como para CD59. As 
células dos pacientes com DLLG não demonstraram alteração 
da expressão de CD55 e CD59, com exceção dos linfócitos 
granulares com fenótipo CD16+CD56-, os quais apresentaram 

 A resistência de células cancerígenas à lise mediada pelo 
complemento é uma das estratégias adquiridas por essas 
células, caracterizando um obstáculo no desenvolvimento de 

complemento.40 Recentemente, estudos avaliaram a superex-
pressão de proteínas reguladoras do complemento em células e 
tecidos como um mecanismo de defesa celular contra um ata-
que exacerbado do sistema complemento.41-45 Esse mecanismo 
pode gerar resistência a drogas utilizadas na imunoterapia com 
ação mediada pelo complemento, como é o caso do rituximabe , 
anticorpo monoclonal quimérico direcionado à molécula 
CD20, que promove a depleção de linfócitos B. Acredita-se 
que um dos mecanismos de ação seja a sinalização e indução 
de apoptose da célula B mediada pelo complemento. Esta 
droga tem sido cada vez mais utilizada como um tratamento 

(especialmente linfomas) e doenças autoimunes.46-49

PROTEÍNAS REGULADORAS DO 
COMPLEMENTO CD55/CD59 EM 
DOENÇAS AUTOIMUNES

Os recentes estudos em modelos animais de doenças autoimu-
nes concomitante com a remoção de proteínas reguladoras do 
complemento, através da adição de anticorpos monoclonais ou 

da deleção gênica.50-53 têm avaliado o papel do CD55 e CD59 
nas células do organismo.54

Dentre as patologias estudadas neste contexto está a esclerose 
múltipla (EM), que é uma das doenças que acometem o sistema 
nervoso central (SNC), mais frequentemente em adultos jovens. 
Sua etiologia é ainda desconhecida, mas há evidências de forma-
ção de autoanticorpos contra antígenos presentes na camada de 
mielina. Na EM, a perda de mielina (desmielinização) interfere 
na transmissão dos impulsos, provocando sintomas variados 
da doença.55

CD55 e CD5950,51 em modelo de encefalomielite autoimune 
experimental (modelo animal para estudos de EM) têm demons-
trado que esses animais apresentaram um grau mais grave da 
doença quando comparados aos controles. Mead et al. também 

MAC, não apresentaram dano de axônio nem desmielinização, 
e as manifestações clínicas foram menos intensas.56

– anti-neutrophil cytoplasmic autoantibodies) são antiproteínas 

mieloperoxidase e a proteinase 3 os principais antígenos-alvo 
em pacientes com vasculites e glomerulonefrites. Xiao et al.57

liberação de fatores que ativam o complemento através da via 

Matsuo et al.58 relataram que a neutralização com anticorpos 
monoclonais anti-CD59 em células renais de ratos confere 
uma exacerbação da doença em modelos experimentais de 
glomerulonefrite.

Na miastenia grave ( mg) o sistema imune produz anticor-
pos contra os receptores nicotínicos de acetilcolina localizados 
na junção neuromuscular, impedindo a ativação muscular. 
Sugere-se que haja participação do sistema complemento na 

-
vação do complemento no plasma e depósito na placa motora 
dos pacientes.59 Kaminski et al. demostraram em estudos com 
camundongos que o aumento da expressão de CD55 e CD59 
protege contra a perda de receptores de acetilcolina e diminui 
o sintoma de fraqueza muscular.31

O PAPEL DO COMPLEMENTO E DAS PROTEÍNAS 
CD55/CD59 EM CITOPENIAS SECUNDÁRIAS 
AO LÚPUS ERITEMATOSO SISTÊMICO (LES)

crônica que acomete principalmente mulheres jovens. É carac-
terizada por acometer múltiplos órgãos e apresentar alterações 
da resposta imunológica, com presença de anticorpos dirigidos 
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contra proteínas do próprio organismo.60 Anormalidades hema-
tológicas são comumente encontradas em pacientes com LES, 
sendo anemia e linfopenia as alterações mais frequentes.61-63 A 

hemolítica autoimune (AHAI) são as formas mais comuns em 
pacientes com LES, podendo ocorrer ainda mielotoxicidade in-
duzida por drogas e anemia devido à falência renal crônica.64 A 
linfopenia está presente particularmente durante a doença ativa e 

-
mento e anticorpos antilinfócitos. Autoanticorpos direcionados 
contra as células sanguíneas podem causam lise celular por meca-
nismos de citotoxicidade dependente de anticorpo, opsonização, 
bloqueio de receptores e apoptose, entre outros.42

Os anticorpos produzidos nas doenças autoimunes podem 
se ligar a antígenos de superfícies celulares ou formar com-
plexos imunes após a ligação com antígenos circulantes. Esses 
complexos imunes tendem a se depositar em órgãos, como o 
glomérulo renal, com subsequente ativação do sistema com-
plemento através da via clássica, causando dano aos tecidos.6

Apesar da reconhecida ação efetora do complemento no dano 
aos órgãos em doenças autoimunes, pouco se conhece sobre o 
mecanismo das proteínas reguladoras de membrana do com-
plemento na modulação da gravidade desse dano.65

 Um trabalho publicado por Miwa et al.66 demonstrou que 

camundongos MRL/lpr, modelo experimental amplamente
utilizado para estudar LES, exacerbou a gravidade da d oença 
autoimune. Esses animais apresentaram linfadenopatia e 
esplenomegalia acentuadas, maiores níveis de anticorpos 
anticromatina e dermatite mais grave do que os controles. 

de CD55 e CD59 nos linfócitos e eritrócitos de pacientes com 
LES,67 e nenhum estudo avaliou expressão nos granulócitos 
e monócitos. Richaud-Patin et al.,68 por exemplo, avaliaram 
a intensidade de expressão de CD55 e CD59 na membrana 
de eritrócitos de pacientes com AHAI, e foi encontrada uma 
redução destas proteínas nos eritrócitos de pacientes lúpicos 
que apresentam AHAI secundária. Nesse estudo, os autores 
avaliaram a presença de anticorpos antifosfolipídios IgG e 
IgM, e não foi encontrada nenhuma correlação entre a presença 
dessas imunoglobulinas e a expressão de CD55 e CD59. 

Posteriormente, os mesmos autores42 investigaram a in-
tensidade de expressão de CD55 e CD59 em linfócitos T e B 
de pacientes com LES com e sem linfopenia e demonstraram 
que as células de pacientes com linfopenia apresentavam di-
minuição de expressão de CD55 e CD59 quando comparados 
com os controles. De maneira interessante, encontraram que, 
nos pacientes com LES que não apresentaram linfopenia, os 

linfócitos apresentavam maior intensidade dessas proteínas 
do que os controles. Outro achado do estudo é que a titulação 
dos autoanticorpos testados (anti-SSA, anti-dsDNA e anti-P 
ribossomal) foi maior nos pacientes linfopênicos. Contudo, 
a prevalência de positividade dos anticorpos foi igual, com 

grupo dos pacientes com linfopenia, achados que corroboram 
os relatados previamente na literatura.63,65,67,68

Com o objetivo de avaliar a apoptose in vitro nas doenças 
autoimunes, Tsunoda et al.69 observaram uma expressão dimi-
nuída de CD59 nos linfócitos T CD8+, mas não em linfócitos 
T CD4+, tanto nos pacientes com LES quanto nos pacientes 
com síndrome de Sjögren, e de forma predominante nas células 
T CD8+ ativadas expressando CD45RO+ e HLADR+. Nesse 
mesmo estudo, foi demonstrado que células T CD8+CD59dim 

(baixa expressão) foram mais suscetíveis à apoptose in vitro.
De acordo com os dados encontrados nesse estudo, os autores 
sugerem que a diminuição da expressão de CD59 em células T 
CD8+ ativadas poderia se relacionar com a atividade da doença 
e a ativação ou indução da apoptose nesses pacientes.

Arora et al.43 avaliaram a expressão de CR1 (receptor 1 
do complemento), CD55 e CD59 em eritrócitos e células do 
glomérulo de pacientes lúpicos com glomerulonefrite prolife-
rativa difusa (GPD); a expressão de CR1 estava diminuída nos 
pacientes com LES e GPD, tanto nos eritrócitos, quanto nas 
células do glomérulo, e, de forma interessante, CD55 e CD59 
estavam aumentados nessas células. Os autores sugerem que 
esse aumento de CD55 e CD59 acontece por compensação da 
expressão reduzida de CR1 (regulador do complemento C3 e 
C5 convertase) e como uma tentativa da célula para se proteger 
contra a ação do complemento. 

CONCLUSÃO

adquirida dessas proteínas no LES não parece ser dependente 
de mutações genéticas, como ocorre na HPN, e também não foi 
correlacionada à produção de autoanticorpos. Por outro lado, 
parece haver uma associação com a atividade da doença. Além 
disso, o papel destas proteínas na indução de citopenias do LES 

níveis de expressão celular de CD55 e CD59 abaixo do normal 
conferem uma baixa proteção à lise exacerbada mediada pelo 
complemento. De maneira interessante, células que expressam 
níveis elevados dessas proteínas parecem estar envolvidas com 
mecanismo de proteção às ações citolíticas do complemento. 
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a b s t r a c t

CD55 and CD59 are glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins with complement inhibitory proper-

ties. CD55 inhibits the formation of C3 convertases, and CD59 prevents the terminal polymerisation of the

membrane attack complex. It has been reported that SLE patients seems to have an acquired deficiency of

these proteins associated with secondary autoimmune haemolytic anaemia and lymphopenia. The aim of

this study was to evaluate the presence of altered CD55 and CD59 expression on peripheral blood cells

from SLE patients. Flow cytometric analyses were performed on red and white blood cells from 23 SLE

patients and 23 healthy controls. We observed more CD55- and CD59-lymphocytes (p = 0.005 and

p = 0.019, respectively), and CD59-granulocytes (p = 0.045) in SLE patients than in controls. These results

suggest there is an altered pattern of CD55 and CD59 expression on the peripheral blood cells of SLE

patients, and it may play a role in the cytopenias in these patients.

� 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The complement system is an important component of the im-
mune process on control of infectious agents; it acts by facilitating
the phagocytosis of immune complexes, pathogens and apoptotic
cells and by forming the membrane attack complex (MAC) result-
ing in cell lysis. The complement system is activated through three
pathways: the classical, the lectin, and the alternative pathways.
These three pathways use different proteins to produce C3 and
C5 convertases, which involves cleavage of C2 and C4 (classical
and lectin pathway) or serine proteases factor B and factor D (alter-
native pathway); and all results in the formation of the MAC (C5b-
9) [1,2]. On the other hand, inappropriate and excessive activation
of the complement system are involved in several pathological
conditions, because its activation leads to tissue injury through
the generation of chemotactic factors and damage of the resident
cells following C5b-9 insertion. Some complement components ap-

pear to mediate tissue damage initiated by autoantibodies in many
immune diseases [3,4].

Normal cell membranes express many proteins that regulate
activation of the complement system and provide essential protec-
tion against damage to self [5]. These proteins are known as com-
plement regulatory (Creg) proteins. There are three major human
cell surface Creg proteins: CD46 (membrane cofactor protein),
which facilitates C3b and C4b inactivation [6], CD59 (membrane
inhibitor of reactive lysis – MIRL), which is a complement mem-
brane inhibitor that blocks assembly of the MAC by binding to
C8 and C9 [7]; and CD55 (decay accelerating factor – DAF), that
accelerates the disassembly of preformed C3 and C5 convertases
[8]. It has been reported that the production and the expression
of some of the regulatory proteins are altered in autoimmune dis-
eases and that inherited deficiencies of the complement system
components are associated with a high prevalence of systemic lu-
pus erythematosus (SLE), glomerulonephritis, and vasculitis
[9–11].

SLE is a multisystem autoimmune connective tissue disorder
with a broad range of clinical presentation and a variable course
and prognosis [12], where B cells produce antibodies directed
against self-antigens, forming immune complexes that are depos-
ited on tissues [13,14]. The complement system is integrally
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involved in the pathogenesis of tissue injury in SLE. Tissue deposi-
tion of immunoglobulin is a characteristic feature of SLE and can
cause continued complement activation by the classical pathway
[10].

Some SLE patients seem to have an acquired deficiency of CD55
and CD59 proteins and it has been associated with secondary auto-
immune haemolytic anaemia (AIHA) and lymphopenia [15,16]. Ri-
chaud-Patin et al. [15] found a diminished expression of CD55 and
CD59 on red cells from several SLE patients with secondary AIHA.
Garcia-Valladares et al. [16] demonstrated that T and B cells from
lymphopenic SLE patients have decreased CD55 and CD59 mean
fluorescence intensity (MFI). Lymphopenia and anaemia are the
most frequent haematological findings in this disease [17,18].
Although the cause is unclear, autoantibodies against lymphocyte
and red cell surface molecules, and consequent cell lysis by com-
plement unspecific activation, could be an explanation for these
manifestations [15,16,19]. Otherwise, the over expression of these
regulatory proteins may exert a protective effect against comple-
ment-mediated injury [20]. Neutropenia is also common in SLE pa-
tients but there are no studies evaluating CD55/CD59 expression
on these cells.

Previous studies have analysed only the MFI of CD55 and CD59
on the cell membrane and did not present any data on the propor-
tion of cells with negative expression of these proteins. Studies
evaluating potential differences on the proportions of CD55- and
CD59-blood cells could be clinically significant. This study assessed
the MFI and the proportion of blood cells with CD55 and CD59
expression on peripheral blood cells from SLE and healthy controls
using flow cytometry.

2. Material and methods

2.1. Subjects

Twenty-three patients that fulfilled the American College of
Rheumatology classification criteria [21] for SLE and 23 age- and
sex-matched healthy controls with no history of autoimmune dis-
eases were included in the present study. These patients were seen
during their routine follow-up visits in the outpatient clinic of the
Serviço de Reumatologia of the Hospital de Clínicas de Porto Ale-
gre. The exclusion criteria were concomitant presence of leukae-
mia, primary lymphoproliferative diseases, overlap with an
autoimmune disease other than Sjögren’s syndrome, and refusal
to consent. Peripheral blood samples were collected in Na–EDTA
Vacationer tubes, and all SLE patients were receiving an immuno-
suppressive drug at the time of blood collection. Lymphopenia was
defined as <1500 cells/lL, anaemia was defined as the reduction of
haemoglobin below 12.0 g/dL, and thrombocytopenia was defined
as the reduction of platelets below 150,000/lL.

This study was performed with approval of the ethics commit-
tee of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre, and all subjects
were informed about the objectives and procedures of the study
and gave their written informed consent.

2.2. Flow cytometric analysis of CD55 and CD59 membrane in

leucocytes

For red blood cell (RBC) staining, 100 lL of diluted blood (with
an optimal dilution with phosphate buffered saline (PBS) to
achieve 10,000 red cells/lL) was placed into polystyrene tubes
(Becton Dickinson (BD) Biosciences, San Diego, CA, USA) and was
subjected to two-colour staining with 3 lL/test of fluorochrome-
conjugated monoclonal antibodies (MoAbs) against CD55FITC
(FK-Biotec, Porto Alegre, RS, Brazil), CD59PE (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA), anti-CD14PE (BD Biosciences, San Diego, CA,

USA), and anti-CD45FITC (FK-Biotec, Porto Alegre, RS, Brazil). After
20 min incubation at room temperature, samples were re-sus-
pended in 0.5 mL of PBS; and cells were analysed on the flow
cytometer.

For leucocyte staining, 100 lL of whole blood (with an optimal
dilution to achieve 10,000 leucocyte/lL) was placed into polysty-
rene tubes and was subjected to two-colour staining with 3 lL of
each antibody of fluorochrome-conjugated MoAbs against
CD55FITC (FK-Biotec, Porto Alegre, RS, Brazil), CD59PE (BD Biosci-
ences, San Diego, CA, USA), anti-CD14PE and anti-CD45FITC (FK-
Biotec, Porto Alegre, RS, Brazil). After 15 min incubation at room
temperature, 1.0 ml of FACSlyse (BD Biosciences, San Diego, CA,
USA) was added and RBC lysis was allowed for 10 min at room
temperature. Samples were washed once and re-suspended in
0.5 mL of PBS.

Cells were analysed on a FACSCalibur flow cytometer using Cell-
Quest software (BD Biosciences, San Diego, CA, USA). Membrane
intensity of CD55 and CD59, which is proportional to the number
of CD55 and CD59 epitopes on the membrane, was estimated in
the gated subpopulations by one-parameter histograms and the
relative mean fluorescence intensity (MFI) was recorded. A pattern
of flow cytometry assay from a control is showed in Fig. 2. The neg-
ative expression of CD55 (CD55-) and CD59 (CD59-) was defined
when cells in the gated subpopulations had FITC and PE fluores-
cence lower than 101. The definition of positive and negative cells
was set when staining with isotype control was performed, in or-
der to set the gates and distinguish positive staining from auto-
fluorescence and non-specific antibody binding.

2.3. Statistics

Data were compared using Mann–Whitney U-test, Fisher’s ex-
act test, Student t-test and Spearman correlation coefficient when
appropriate. The level of statistical significance was established at
p < 0.05. The sample size calculation was based on the comparison
of MFI and the proportion of positive cells from SLE patients versus
healthy controls. Assuming a difference of more than one SD (stan-
dard deviation) for the means, 23 patients per group (a = 0.05, two-
sided test) were necessary to detect a difference between the
groups, with a 90% statistical power.

3. Results

The description of the 23 patients and 23 healthy controls is
summarised on Table 1. Eleven of the 23 SLE patients (47.8%)
had lymphopenia (lymphocytes < 1500 cells/lL); and seven of the
23 SLE patients (30.4%) had anaemia (haemoglobin < 12.0 g/dL),
five of the 23 SLE patients (21.7%) had thrombocytopenia (plate-
lets < 200,000/lL) and one of the 23 SLE patients (4.3%) showed
granulopenia (granulocytes < 1500/lL).

To evaluate the proportion of CD55+ and CD59+ cells and the
membrane intensity of CD59 and CD55 expression in SLE patients
and healthy controls, CellQuest software was used and the histo-
grams of resultant analysis were obtained as shown in the repre-
sentative graph (Fig. 1).

3.1. Red blood cell analyses

The proportion of CD55+ (97.88%) and CD59+ (98.84%) red cells
from SLE patients did not differ significantly when compared with
controls (96.83% and 99.90%, respectively); (Table 2). Nevertheless,
the MFI of CD55 on SLE red cells was significantly reduced when
compared to the expression on red cells from controls (124.27 ver-
sus 181.90), (p < 0.001) (Table 3). This reduction was observed both
in anaemic (7/23) and non-anaemic patients, with (6/23) or
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without AIHA. The MFI of CD59 on red cells showed no significant
differences between the groups (Table 3). There was no association
of the CD55 and CD59 expression on red cells and the SLEDAI
scores.

3.2. Lymphocyte analyses

In SLE patients, the proportions of CD55+ (72.71%) and CD59+
(63.96%) lymphocytes were significantly lower than that of healthy

controls (85.86% and 73.49%, p = 0.005 and p = 0.019, respectively)
(Table 2). Patients with lymphopenia (11/23) had a significantly
lower proportion of CD55+ and CD59+ lymphocyte when compared
to respective controls (p = 0.022 and p = 0.029, respectively), while
the non-lymphopenic patients had no difference (p = 0.090 and
p = 0.180), (data not shown). The CD55 and CD59 MFI on lympho-
cytes also showed significant differences between SLE and controls.
In SLE patients, the CD55MFI (32.6) and CD59MFI (12.13) lympho-
cyteswere significantly lower than that of healthy controls (40.7 and
22.9, p = 0.007 and p = 0.046, respectively) (Table 3). There was no
association of the CD55 and CD59 expression and SLEDAI scores.

3.3. Granulocyte and monocyte analyses

The proportion of CD59+ granulocytes in the SLE patients (94.5%)
was significantly reduced compared to controls (97.26%) (p = 0.045).
There was an inverse correlation between the proportion of CD59+
granulocytes and the SLEDAI scores (r = �0.48, p = 0.028), in which
a lower proportion of CD59+ granulocytes was shown in patients
with higher disease activity. The CD55MFIwas also significantly re-
duced on granulocytes when compared to the expression from con-
trols (p = 0.014). In the single SLE patient with granulopenia a
reduced proportion of CD59 on the granulocytes was found
(76.74%)when compared to respective control (99.98%), and that re-
sult was eight standard deviations below the mean of the controls
(97.27%).

The proportion of CD55+ and CD59+ monocytes and the MFI of
CD55 and CD59 expression showed no significant differences be-
tween the groups.

There was no correlation between the use of glucocorticoids or
immunosuppressive agents with CD55 and CD59 expression on the
different cell types (data not shown).

4. Discussion

In autoimmune diseases, such as SLE, the complement system
produces tissue damage because it is activated under non-specific
conditions, inducing various pro-inflammatory mechanisms,
including the generation of chemotactic factors and complement-
mediated cell lysis [22]. Host cells present a family of complement
regulatory proteins which appear to act in consort to protect host
tissues from autologous complement-mediated damage, among
them are CD55 and CD59 proteins. Their deficiency leads to com-
plement-mediated haemolytic processes such as those seen in
PNH (Paroxysmal Nocturnal Haemoglobinuria) [23].

This study was set out to examine the pattern of expression of
the Creg proteins CD55 and CD59 in SLE and healthy control blood
samples. The MFI of CD55 on SLE patient red cells was significantly
reduced when compared to the expression of controls, but this
deficiency does not seem to be associated with anaemia or with
AIHA in these patients, since the non-anaemic and no-AIHA pa-
tients also demonstrated reduced CD55 MFI on the red cells. It
was also found that the proportion of CD55+ and CD59+ red cells
in SLE patients showed no significant differences compared to con-
trols and this has not been previously studied.

Richaud-Patin et al. evaluated the MFI of CD55 and CD59 on red
cells from patients with AIHA, they found a diminished expression
of CD55 and CD59 on red cells from several SLE patients with sec-
ondary AIHA [15]. However, SLE patients with no-AIHA exhibited a
normal expression of these molecules. They hypothesised that the
diminished expression of these proteins on red cells in these
patients might be due either to the impaired synthesis of the GPI
anchor, or to the abnormal coupling of the protein to the mem-
brane on red blood cell precursors. However, our data do not sup-
port that there is a constitutive impaired synthesis of the GPI
anchor, since in that case, CD55 and CD59 would be uniformly re-

Table 1

Description of SLE patients and healthy controls.

Group SLE patient (n = 23) Healthy control (n = 23)

Age (year)

Median (25–75‰) 35 (19–52) 36 (22–52)

Sex

M:F 1:22 1:22

Disease duration

Median (25–75‰) 8 (1.5–14.5) –

SLEDAIa (index)

Median (25–75‰) 4 (0–16) –

Disease manifestations

n (%)

Cutaneous 15 (65.2%)

Kidney disease 10 (43.5%)

Arthritis 18 (78.3%)

Haematological 13 (56.5%)

Serositis 4 (17.4%)

a SLEDAI: systemic lupus erythematosus disease activity index.

Fig. 1. A patterns of histogram MFI CD55FITC and CD59PE expressions on specific

peripheral blood cells versus counted cells from a control (black line) and SLE

patient (grey line).
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Fig. 2. A pattern of flow cytometry assay from a control. (a) Cells distribution by forward scatter (FSC) and side scatter (SSC). Red population: granulocytes cell; blue

population: monocytes cells; pink population: lymphocytes cells; and purple population: red blood cells. (b) Histogram CD55FITC and CD59PE MFI expressions versus

counted cells from granulocytes gate; (c) histogram CD55FITC and CD59PE MFI expressions versus counted cells from monocytes gate; (d) histogram CD55FITC and CD59PE

MFI expressions versus counted cells from lymphocytes gate; and (e) histogram CD55FITC and CD59PE MFI expressions versus counted cells from red blood cells gate.
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duced on all other blood cells, and different patterns of diminished
expression depending on each cell type were observed. Moreover,
monocyte CD14 expression, marker that is also GPI-anchored
membrane protein, was not reduced on the SLE blood cells (data
not shown). Therefore, further studies are needed to address the
possible causes of this deficiency. The activation status of each cell
type could be a possible explanation for these differences.

In this study, the CD55 and CD59 MFI on the lymphocytes
showed significant differences between SLE and controls. These
differences were unrelated to disease activity or therapy. Similarly
to our results, Garcia-Valladares et al. [16] investigated the MFI of
CD55 and CD59 in T and B lymphocytes from SLE patients with
lymphopenia. Both T and B cells from lymphopenic patients
showed decreased membrane expression of CD55 and CD59 when
compared to controls. Another interesting observation was that
lymphocytes from non-lymphopenic SLE patients had increased
expression of both molecules when compared to controls. They
concluded that the altered expression of CD55 and CD59 seems
to be associated to the disease manifestation.

It was also observed in the current study that the proportion of
CD55+ and CD59+ lymphocytes in SLE patients was significantly re-
duced compared to controls, indicating that SLE patientsmight have
an increased number of cells without CD55 and CD59 expression.
This decreaseof CD55+andCD59+ lymphocyteswas associatedwith
lymphopenia in SLE patients and we do not find any other report on
the literature. The reason by which these Creg are not expressed in
more lymphocytes from SLE patients, and the possible correlation
with lymphopenia need to be further explored.

Tsunoda et al. [24] found that the proportion of CD59+ activated
CD8+ lymphocytes in SLE patients was significantly reduced com-
pared to controls and that it may be correlated with disease activ-
ity and may be involved in induced apoptosis of these cells. Anti-
lymphocyte antibodies are believed to be responsible for the
decreased cell numbers, probably through antibody-dependent
cellular cytotoxicity, opsonization, surface receptor-blockade, and
apoptosis. Complement-mediated lysis is perhaps the most plausi-
ble explanation by which antibodies against lymphocyte self-anti-
gens cause cellular depletion [19].

To the authors’ knowledge this is the first study to investigate
the proportion of CD55+ and CD59+ granulocytes and monocytes
in SLE patients. The new finding of this study was that the propor-
tion of granulocytes with CD59 expression (but not of CD55) in SLE
patients was significantly reduced compared to the expression on
granulocytes from controls and this was associated with disease
activity measured by the SLEDAI. Moreover, the CD55 MFI (but
not of CD59) on the granulocytes was decreased when compared
to the controls. On the other hand, the proportion of monocytes
with positive CD55 and CD59 expression and the MFI showed no
significant differences between the groups.

Complement regulatory proteins might have a controversial
role in innate immunity and, more recently, adaptive immunity.
Besides its function as a complement system regulator, CD55 also
appears to inhibit natural killer cells (NKcells) [25]. Moreover,
DAF is also known as a receptor for certain viruses andmicroorgan-
isms and as a ligand of the CD97 receptor [26,27]. There has been
much research attributing CD59 a role in T-cell activation and sig-
nalling [7]. Van den Berg et al. [28] demonstrated in neutrophils
that specific tyrosine kinases are activated in response to CD59
cross-linking; and further, Murray and Robbins [29] showed that
CD59 activation on T-cells specifically led to phosphorylation of
the TCRg/ZAP70 subunit.

In this study, it was evident that there are differences in the pat-
terns of expression of CD55 and CD59 on the peripheral blood cells
from SLE patients, since the diminished MFI expression or a de-
creased proportion of CD55+ and CD59+ cells were not found on
all blood cells of the same patient. We found a decreased expres-
sion of CD55 and/or CD59 on lymphocytes, RBC, granulocytes,
but not on monocytes. We believe this happened due to a variation
on the expression that can occur on CD55 and/or CD59 depending
on the activation status of these cells, or because of the production
of autoantibodies against specific molecules on the membrane sur-
face and consequent CD55 and CD59 consuming trying to prevent
cell lysis by complement. We do not think that it is due to a defec-
tive biosyntheses of the GPI-anchored membrane protein on stem
cell clone as it occurs in the HPN patient. These results suggest that
there is a difference in the CD55 and CD59 expression pattern on

Table 2

Proportion (mean percentage) of CD55+ and CD59+ cells (FITC and PE fluorescence lower than 101) in SLE patients and controls.

Blood cell SLE patient (n = 23) SD Controls (n = 23) SD Significant (two-tailed)

CD55+ (%) Red cell 97.88 (1.6) 96.83 (3.2) p = 0.243

Lymphocyte 72.71 (16.4) 85.86 (8.2) p = 0.005a

Granulocyte 99.01 (0.27) 99.93 (0.12) p = 0.400

Monocyte 98.98 (2.3) 99.69 (0.3) p = 0.167

CD59+ (%) Red cell 98.84 (2.8) 99.90 (0.2) p = 0.089

Lymphocyte 63.96 (13.8) 73.49 (10.3) p = 0.019a

Granulocyte 94.50 (5.8) 97.26 (2.9) p = 0.045a

Monocyte 90.22 (6.7) 90.72 (7.7) p = 0.806

a Significant statistical difference (p < 0.05).

Table 3

The mean of membrane fluorescence intensity (MFI) of CD55 and CD59 on the blood cells of SLE patients and controls.

Blood cell SLE patient (n = 23) SD Controls (n = 23) SD Significant (two-tailed)

CD55 (MFI) Red cell 124.27 (33.7) 181.90 (23.4) p < 0.001a

Lymphocyte 32.6 (21.5) 40,7 (14.6) p = 0.007a

Granulocyte 66.10 (20.6) 83.95 (23.4) p = 0.014a

Monocyte 122.95 (53.9) 125.45 (35.8) p = 0.866

CD59 (MFI) Red cell 332.72 (80.0) 324.45 (46.4) p = 0.626

Lymphocyte 12.13 (8.3) 22.90 (12.1) p = 0.046a

Granulocyte 29.50 (11.6) 34.72 (20.4) p = 0.338

Monocyte 32.77 (12.5) 33.09 (17.2) p = 0.941

a Significant statistical difference (p < 0.05).
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SLE patient’s cells, and this difference may play a role in the path-
ophysiology of the cytopenias in these patients.
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