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Resumo:

CD55, CD59, CD35 e CD46 sao proteinas de membrana que apresentam
propriedades reguladoras da ativagdo da cascata do complemento. A deficiéncia na
expressao destas proteinas esta associada a uma menor protegcéo contra a ativagéao
do sistema complemento, inclusive do complexo de ataque a membrana, levando a
lise e morte celular. Pacientes com Iupus eritematoso sistémico (LES) com
citopenias parecem apresentar uma deficiéncia adquirida destas proteinas. Contudo,
0S mecanismos que modulam essa diminuida expressdo continuam desconhecidos
e 0 seu impacto nas manifestacdes do LES necessitam ser melhor estudados.

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de expressao de CD55, CD59,
CD35 e CD46 em células do sangue periférico de pacientes com LES e a correlagéo
com a presenca de citopenias, atividade da doenca e ativacdo do complemento.
Foram realizadas analises por citometria de fluxo em leucdcitos e eritrocitos de 100
SLE pacientes e 61 controles saudaveis.

Neste trabalho foi identificada uma diminuicdo da expresséo de CD55, CD59
e CD46, em pacientes com LES com linfopenia e neutropenia; apenas CD59 e CD35
estavam diminuidos em pacientes com LES com anemia, quando comparados com
controles saudaveis. Aléem disso, foi observada uma correlacdo negativa entre a
expressdo de CD55 e de CD59 em neutréfilos e a atividade da doenga (SLEDAI);
uma correlacdo positiva entre a expressdo de CD55 e CD35 em neutréfilos e CD55
nos linfécitos e o nivel de C3; e uma correlagao positiva com a expresséo de CD35
nos eritrocitos e o nivel C4. Os resultados obtidos no estudo sugerem que ha uma
alteracéo no padrdo da expressao destas proteinas nas células do sangue periférico
de pacientes com LES, e esta alteracao parece estar correlacionada com a atividade

da doenca e / ou atividade do complemento.



Introducgao

O organismo humano esta constantemente exposto a agentes infecciosos e,
consequentemente, 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 saudaveis do hospedeiro. Devido a isto, o sistema imunol6gico
tem que manter um estreito equilibrio entre o ataque na superficie estranhas e
protecao de superficies de células proprias.

O sistema complemento € uma importante ferramenta do sistema imune,
sendo a primeira barreira de combate a patdogenos invasores no nosso organismo;
contudo, uma ativagdo exacerbada do complemento pode levar a formagéo do
complexo de ataque a membrana das proéprias células do organismo e a uma
formagédo excessiva de mediadores da inflamacdo. Neste contexto, quando a
resposta imune ativada pelo sistema de complemento ndo é devidamente
controlada, compostos efetores gerados podem atacar e danificar superficies de
células proprias; e isso pode resultar em doenca.

As proteinas de membrana celular CD55, CD59, CD46 e CD35 séao
responsaveis pela regulagdo da agdo do complemento nas células. A prevaléncia de
deficiéncia de expressédo destas proteinas reguladoras do complemento ndo é bem
estabelecida no nosso meio, principalmente em pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico (LES). Recentes estudos sugerem que pacientes com LES possuem uma
deficiéncia significativa destas proteinas nas células do sangue periférico e isto
parece estar associado a citopenias secundarias ao LES. Contudo, o
mecanismo/causa de diminuicdo da expressao destas proteinas nas células destes

pacientes ainda é desconhecido.



O projeto de pesquisa que originou este trabalho foi inicialmente desenvolvido
durante a realizacdo do mestrado académico em que foi evidenciado que existe uma
diferenca no padrao de expressdo de CD55 e CD59 em pacientes com LES quando
comparado com controles saudaveis, além de uma correlagdo significativa com a
presenca de linfopenia nestes pacientes, corroborando com os poucos achados
publicados na literatura. Como o desenvolver do projeto, verificou-se a importancia
de correlacionar a intensidade de expressdo de CD55, CD59, CD46 e CD35 em um
numero maior de pacientes LES com e sem citopenias e, também, correlacionar a
atividade da doenca como uma possivel causa de diminui¢cao destas proteinas.

Este projeto contou com o auxilio financeiro do FIPE (O Fundo de Incentivo a
Pesquisa e Eventos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre). O estudo foi aprovado

pelo comité de Etica em pesquisa do HCPA, sob o nimero 09-534.
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Revisao da Literatura

Sistema complemento

O sistema complemento (SC) é uma das primeiras linhas de defesa da
imunidade inata que permitem a detecgcado eficaz e eliminacdo de patégenos que
ameacam a viabilidade do hospedeiro. A maioria das proteinas que compéem o SC
€ sintetizada no figado, entretanto também pode ser produzida por células mieldides,
fibroblastos, células epiteliais, endoteliais, e principalmente por macréfagos no sitio
inflamatério(1). Este sistema é caracterizado por uma cascata de proteinas ativadas
sequencialmente, resultando em morte celular através da lise direta e/ou ativacéo de
fagocitos(2); além disso, facilita a eliminacdo de células mortas ou modificadas,
como particulas apoptoticas e restos celulares(3), possui a capacidade de
desempenhar fungdo imunorregulatoria importante através do seu papel na
imunidade adaptativa(4, 5) e regulacdo da tolerdncia para antigenos préprios(6).
Apesar de ser bem reconhecido pelo seu papel altamente eficiente na defesa contra
patbgenos, o SC também estd sendo estudado pelo seu potencial de dano as
células do proprio organismo(7).

Existem trés mecanismos de ativagdo do SC bem estabelecidos (Figura 1):
através da via classica (reconhecimento do complexo antigeno-anticorpo através do
componente C1q do complemento); via alternativa (hidrolise espontanea do
componente C3 do complemento que se torna ativado e capaz de reconhecer
estruturas dos patdégenos); ou via da lectina (mediada pela ligacado da lectina
ligadora da manose — MBL — mannose-binding lectin — a carboidratos ligantes na
superficie do patégeno) (4).
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A via classica, um potente mecanismo efetor da imunidade humoral, é ativada
através da interacdo do componente C1 do complemento aos dominios da fragédo
constante (FC) das imunoglobulinas (Ig) IgM ou IgG complexadas ao antigeno
(complexo imune antigeno-anticorpo). O C1 é formado por trés proteinas (C1q, C1r,
C1s), e para que ocorra a ativagcado do complexo C1, pelo menos dois dos seus seis
sitios globulares devem ligar-se as moléculas de Ig ligadas ao patdgeno. Apds esta
ligacdo, o C1q sofre uma mudanga conformacional que gera ativacdo do C1r e
clivagem do C1s que, por sua vez, é capaz de clivar C4 e C2. O fragmento C4b liga-
se a membrana celular do patébgeno e permite a ligacdo do fragmento C2a; o
complexo formado C4b2a é a C3 convertase da via classica(8, 9).

A via alternativa é ativada, na auséncia de anticorpo, diretamente por
particulas ricas em carboidratos presentes na superficie do microorganismo invasor,
envolvendo a ligacdo de C3b (presente de forma soluvel 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, homologa a C2. O fator B, ap6s 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 € ativada através da ligacdo da MBL, um componente
soluvel no nosso organismo, com carboidratos presentes na superficie do
microrganismo alvo. A MBL é membro da familia das lectinas dependentes de calcio
e possui a estrutura semelhante ao C1q. Apds sua ativagéo, ocorre a interagdo com
serino-proteases associadas a 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 trés vias de ativagdo convergem para a formagédo do complexo de
ataque a membrana (MAC: membrane attack complex) de uma maneira semelhante.
As C3 convertases clivam o componente central do complemento C3 em C3a, um
peptideo anafilatico e antimicrobiano, e na opsonina C3b. Os fragmentos de C3b
revestem superficies dos antigenos alvos e sinalizam essas particulas para rapida
fagocitose. Na superficie da membrana das células intactas, sob condi¢gdes normais,
o depédsito de C3b é prevenido pelas proteinas reguladoras do complemento,
impedindo a progressdo da cascata; subsequentemente, o C3b € inativado e
degradado(14, 15).

Se a ativagdo progride, uma nova enzima, a C5 convertase € gerada
(C4b2a3b da classica e da lectina; e C3bBbC3b — da via alternativa). Esta enzima
cliva C5, liberando o poderoso peptideo anafilatico C5a e o fragmento indutor da
fase terminal, C5b(14).

O C5b recruta os componentes C6, C7, C8 e varias unidades de C9 (C9n)
para a superficie alvo. A mudanca de conformagdo destas proteinas soluveis e
hidrofilicas e a sua agregacédo induzem a formagdo do complexo de ataque a
membrana (MAC), onde a unidade funcional é um poro inserido na bicamada
fosfolipidica(16). Esse poro interfere na propriedade de permeabilidade seletiva da
membrana, permitindo a entrada de agua, ions e pequenas moléculas para o citosol,
levando a lise celular (todo o processo da cascata do complemento esta resumido na

Figura 1).
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Figura 1. Vias de ativacdo do complemento. Via classica: ativada a partir da ligagcdo do
anticorpo ao antigeno Via alterativa: ativada diretamente por particulas ricas em carboidratos
presentes na superficie do patdgeno. Via da Lectina: a via da lectina € ativada pela interagcao
direta da lectina ligadora da manose (MBL) com carboidratos terminais encontrados em
glicoproteinas bacterianas (manose e N-acetil-glicosamina). Figura adaptada de Nat Rev Drug

Discov, 2010 (1).
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Durante o processo de ativagdo e desenvolvimento da cascata do
complemento, alguns pequenos fragmentos sao gerados, principalmente C3a e C5a,
0os quais atuam modulando as reagdes humorais e celulares, principalmente
quimiotaxia e anafilaxia, através da interacdo destes fragmentos de ativacdo com
receptores em células efetoras (C3aR e C5aR). A atividade quimiotatica de C5a é
100 vezes maior do que a de C3a(17).

Além de uma acédo efetora contra os patdégenos atraves do MAC, o
complemento possui outras atividades biolégicas no organismo: opsonizagao e
fagocitose, solubilizagcdo e remogédo de complexos imunes e de células apoptéticas,
interface entre a imunidade inata e adaptativa, e agcéo pré-inflamatéria. Estes efeitos
ocorrem através da ligacao dos produtos de ativacdo com receptores de membrana
especificos presentes em diferentes tipos de células(2, 18, 19), (Figura 2).

Quando o complemento € ativado por anticorpos direcionados a antigenos de
origem externa, mas também eventualmente a antigenos préprios, a ativagcao
explosiva e inespecifica da via comum final e a formagéo excessiva de mediadores
da inflamacao podem causar danos a tecidos e células autologas. Para proteger ou
conter estes danos, o SC é fortemente regulado por substancias soluveis ou ligadas
a membrana celular, conhecidas como proteinas reguladoras do complemento (Creg

— complement regulatory proteins), (20).
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Figura 2. Resumo das principais fun¢des do sistema complemento no organismo.

Figura adaptada de Nat Biotechnol, 2007 (21)

Proteinas reguladoras do complemento CD55, CD59, CD35 e CD46

As células normais, que sao resistentes a lise autéloga mediada pelo

complemento, possuem um sistema regulador do complemento na membrana

celular constituido por proteinas, sendo as principais o CD55 (ou o fator acelerador

de degradacdo: 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 proteina
cofator de membrana: MCP - Membrane cofactor protein).

O mecanismo de agcdo e a maneira como estas proteinas fixam-se na
membrana celular sdo diferentes entre si. O CDS55 inibe a clivagem de C3 e C5
através da inibicdo da formacéo de novas convertases de C3 e C5, além de acelerar
a degradacdo destas enzimas pré-formadas (22). A proteina CD59 interfere
diretamente na estruturacdo do MAC através de sua incorporagao fisica no
complexo em formacgao, impedindo a ligagdo das unidades de C9 ao complexo C5b-
8 (23). Ja 0 CD46 e CD35 atuam na inativacao de C3b e C4b. O CD35 atua também,
no processamento e limpeza dos IC (24); as fungbes regulatorias do complemento

destas proteinas estao resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo das principais fungdes regulatérias das Cregs CD55, CD59, CD35

e CD46:
Proteina Funcéo regulatoria do complemento

CD55 Previne a formagao de novas enzimas C3 e C5 convertases, além de
acelerar a degradagéo destas enzimas pré-formadas(25).

CD59 Blogueia a ligagaéo de C9 ao complexo C5b-8 e previne a formagéo do
MAC (23).

CD35 Atua como cofator para inativar o C3b e C4b através do fator |; além
disso, interage com o C3b e C4b para promover remogao de
complexos imunes(24).

CD46 Atua como cofator para inativar o C3b e C4b através do fator 1(24).

17



As proteinas reguladoras ancoradas a membrana celular controlam as 3 vias
de ativagdo do complemento. Ja os reguladores soluveis s&o mais especificos e
controlam ou a via alternativa ou a via classica ou a da lectina, agindo quase que
exclusivamente sobre C3 ou C4 (Figura 3). Nesta revisdo abordaremos,
exclusivamente, as proteinas reguladoras de membrana celular.

O CD55 é uma glicoproteina globular ancorada a membrana pelo
glicosilfosfatidilinositol (GPl) (24). E expressa em diferentes tipos celulares e
encontrada sob forma soluvel na lagrima, saliva, urina, liquido sinovial, liquor e
plasma (26). Em adicado a sua fungao de regulacao 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 adeséo intercelular, interagindo com CD97 nos leucécitos (29) e
como um receptor para certos virus e microorganismos (30).

O CD59 é também uma glicoproteina globular ancorada a membrana pela
GPI. Pelo fato de desempenhar papel crucial na prevencdo de danos as células
préprias pela deposicéo inapropriada do MAC, esta proteina é amplamente expressa
na maioria dos tecidos e em todas as células circulantes. Além de regulador do
complemento, o CD59 parece estar envolvido na adesao e ativagao das células T
(31), ativacao de neutréfilos via tirosina quinase (32) e na indugcado da morte celular
(33). Além do mais, Omidvar e cols (34), avaliando o significado do CD59 nas
células-alvo na modulacéo da citotoxicidade, encontraram uma maior suscetibilidade

das células-alvo que expressavam CD59 a lise mediada por células NK.

18



Via classica Via das lectinas Via alternativa

 Fator H, MCP, CD3
- ClINH | — 1 (Cig-CTr,-Cls,) MBL-MASPs  «— [« C1INH e R

© , e
« C4BP, MCP.CD35 = C4BP, MCFCD35
e fator| C4b C4b = e factor| e
@—( 7— @ —] —
« C4BP
o 0035 | ey, C4b23 C3bBb
c3
S
= Fator H, MCP, CD35 e fator | b
L] Cﬂfg « Fator H

C4b2a3b C3b,Bb = | =« DAF

/ » CD35

5 —— ©-| 0O

C5b I I I CEb&78(9)n

= proteinasS | | « CD59
«» Clusterina

Figura 3. Mecanismos de regulagdo do complemento. Reguladores de fase soluvel: 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 inativagéo completa de C1.
C1INH também inativa as MASP1 e MASP2 da via das lectinas, que sado estruturalmente e
funcionalmente semelhantes a C1r e C1s. C4b e C3b (e C3 hidrolisado) s&o inativados por
clivagem proteolitica pelo fator I, que exige um cofator soltvel obrigatorio para C4b e C3b, os
co-fatores sdo as proteina C4b-ligante (C4BP: C4 binding protein) para C4b e fator H para
C3b. C4BP e fator H aceleram a degradagéo C3 convertases, C4b2a e C3bBb, das vias
classicas e altemativas, respectivamente. As anafilatoxinas C3a e Cb5a sdo inativado por
carboxi-N-peptidase (CPN), que retira um residuo de arginina terminal para reduzir as suas
atividades pro-inflamatorias. A proteina-S e a clusterina se ligam ao complexo C5b-C7 para
evitar a insercdo na membrana celular e interferir na polimerizagdo do C9. Reguladores

ligados @ membrana celular: CD35 (CR1) atua como um cofator para a clivagem de C4b e
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C3b mediada pelo fator . Também atua acelerando a degradacgédo das C3 convertases. CD46
(MCP) também possui atividade de cofator para a clivagem de C4b e C3b mediada pelo fator
|. © CD55 (DAF) possui a fungao de acelerar a degradagdo das C3 convertases das trés vias
de ativacdo. O CD39 (ou Protectina) interfere na ligacéo e polimerizagédo do C9. O CRIg
(regulador do complemento da superfamilia das imunoglobulinas), presente em macréfagos e
células de Kupffer liga-se ao C3b e bloqueia C3- e C5- convertases da via altemativa. O CRIT
(C2 receptor inhibitor trispanning) liga-se ao C2 e impede sua clivagem por C1s, interferindo
com a geracédo da C3 convertase da via classica. Figura adaptada de Nat Rev Drug Discov,

2010(1)

O CD35 (CR1 ou receptor C3b/C4b) € uma glicoproteina transmembrana de
cadeia simples (35) que atua como Creg através da desestabilizagdo de C3b e C4b
e forcando assim o decaimento das enzimas C3 e C5 convertases da via classica,
das lectinas e da via alternativa. Além disso, age como um cofator para inativar o
C3b e C4b através do fator |, atuando como mais um passo na regulamentacéo da
via alternativa (36). O papel do CD35 como um receptor de MBL pode estar
envolvido em outra via de regulagdo da via das lectinas (37). Esta molécula é
expressa em diferentes tipos celulares, tais como eritrocitos, leucécitos e
fagdcitos(38). Sua fungao bioldgica varia conforme a célula em que é expresso. O
CD35 medeia a adeséo e a ingestdo de particulas revestidas por C3b e C4b pelas
células fagociticas; enquanto que nos linfécitos B e células dendriticas foliculares
promove o processamento do antigeno (39). Em condigdes fisioldgicas, o acumulo
dos complexos imunes (IC: immune complex), que ocorrem principalmente em
doencas autoimunes, podem ser removidos da corrente sanguinea através de

receptores do complemento (CR), como o CD35.
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O CD46, ou MCP, é uma glicoproteina transmembrana que regula o sistema
complemento através da ligagdo com as opsoninas C3b e C4b e executa a fungéo
de cofator de suas degradacgbes através da serino protease fator I. Esta molécula é
expressa em todas as células, com excecgao dos eritrécitos (24). Além de seu papel
na imunidade inata, o CD46 também regula a resposta imune adquirida. A
coestimulacao de células T CD4+ com CD46 induz a proliferagdo destas células e a
diferenciacédo a uma classe especifica de células T reguladoras, chamadas de Tr1
(40), caracterizadas pela expressao de Interferon y (IFNy), interleucina 10 (IL10) e
outras moléculas (41). O CD46 também é um receptor para uma lista crescente de
patbgenos humanos como: Herpes Virus Humano 6, virus do Sarampo,
Streptococcus pyogenes sp, adenovirus e Neisseria sp (42-44). A ubiquidade da
expressado de superficie, a atividade regulatéria e a sinalizagado celular contribuem
para o CD46 ser alvo de multiplos patogenos (45).

A consequéncia patolégica da deficiéncia de reguladores do complemento
presentes na membrana foi inicialmente reconhecida na hemoglobinuria paroxistica
noturna (HPN). A HPN é caracterizada pelo aumento da lise dos eritrécitos devido a
diminuigdo de proteinas de membrana ligada a GPI, principalmente CD55 e CD59
(46). A deficiéncia de CD55 e CD59 também tem sido estudada em outras doencas
e parece estar correlacionada com sua gravidade(47-54). Yamaguchi e cols(55)
demonstraram que 28,6% dos pacientes com anemia aplasica (AA) e 27,8% dos
pacientes com sindrome mielodisplasica (SMD) apresentaram uma populagao
deficiente de CD59 nos eritrocitos. Wang e cols (56) observaram uma diminuigéo
significativa de CD55 e CD59 em 52% dos neutréfilos de pacientes com AA nao
tratados. Esta deficiéncia acarreta processos hemoliticos mediados pelo

complemento semelhantes aos encontrados na HPN.
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Ha poucos relatos na literatura sobre o padrao de expressdo normal dessas
proteinas nas células sanglineas. Hu e cols (57), em 2005, demonstraram que
clones com mutacéo no gene da PIG-A (gene que codifica a GPI, que ancora as
proteinas CD55 e CD59) sao encontrados em individuos normais. Oelschlaegel e
cols (46), em 2001, analisaram por citometria de fluxo (CF) amostras de sangue de
52 doadores saudaveis e observaram 3% de deficiéncia de CD55 e CDS59 nos

eritrocitos e granulécitos normais.

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e o complemento

O ldpus eritematoso sistémico é uma doenga autoimune inflamatoria cronica
que acomete principalmente mulheres jovens, caracterizada por acometer multiplos
orgaos e apresentar anticorpos dirigidos contra proteinas do proprio organismo(58).
A importancia do complemento para o desenvolvimento de LES é claramente
demonstrada em um trabalho que relatou que mais de 90% dos individuos com
deficiéncia genética de C1qg desenvolveram LES grave; além disso, deficiéncias de
C4 e C2 também estdo associadas com LES; contudo, estas trés deficiéncias
genéticas sao raras e, portanto, ndo podem explicar a maioria dos casos LES(59).
Ainda n&o se sabe se os pacientes com LES geralmente sédo portadores de defeitos
genéticos nas proteinas do complemento, ou nos seus reguladores, que ndo geram
uma deficiéncia total, mas levam apenas ao comprometimento de sua fungéo.

Estudos apontam que uma falha na regulagéo da resposta do complemento
durante a depuragcdo de células em apoptose poderia resultar na liberacdo de
antigenos préprios estimulando reagbes autoimunes em individuos com

predisposicéo ao LES(60).
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Apesar de bilhdes de células morrerem por apoptose todos os dias, apenas
poucas células apoptéticas podem ser identificadas em condigdes saudaveis,
comprovando a eficiéncia e rapidez do seu processo de depuragdo(61). Células
apoptoticas ligam-se com moléculas iniciadoras do complemento, como C1q e
MBL(62), que intensificam a sua captacdo pelos fagocitos e ativam o sistema
complemento através da via classica e das lectinas (respectivamente). A via
alternativa é ativada espontaneamente, mas € mantida sob controle, principalmente
por um inibidor soluvel, o fator H (63).

Outro mecanismo extensivamente estudado em pacientes com LES é a
ligacdo de autoanticorpos com antigenos proprios de superficies celulares e a
formacdo de complexos imunes apos a ligagdo com antigenos circulantes. Estes
complexos imunes tendem a se depositar em 6rgdos, como o glomérulo renal, com
subsequiente ativacdo do sistema complemento através da via classica, podendo
causar dano aos tecidos e células vizinhas(19).

Anormalidades hematolégicas sdo comumente encontradas em pacientes
com LES, sendo anemia e linfopenia as alteragdes mais freqientes(64). A anemia
de doenca cronica, por deficiéncia de ferro e a anemia hemolitica autoimune (AHAI)
sdo as formas mais comuns em pacientes com LES, podendo ocorrer ainda
mielotoxicidade induzida por drogas e anemia devido a faléncia renal cronica(65). A
linfopenia esta presente particularmente durante a doenca ativa e é fortemente
associada com crioglobulinas IgM, fixagdo do complemento e anticorpos anti-
linfécitos(66). A neutropenia é também uma caracteristica comum da doenga, com
uma prevaléncia da ordem de 47%, e esta pode também ser mediada por anticorpos

anti-neutroéfilos(67).
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Apesar da reconhecida acao efetora do complemento no dano aos tecidos e
células de pacientes com LES, pouco se conhece sobre a funcéo e atividade das
proteinas reguladoras do complemento nesses pacientes e sobre o quanto elas séao

responsaveis pela modulagéo da gravidade desse dano.

O papel das Cregs em citopenias secundarias ao Lupus Eritematoso Sistémico

Na Tabela 2 estdo 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 diminuicdo da expressao
destas proteinas e sua correlagdo com linfopenia(68, 69) e anemia(70). Além disso,
um dos estudos demonstrou que pacientes com LES nao-linfopénicos apresentaram
uma maior intensidade dessas proteinas nos linfécitos em relagdo aos controles(68).
Recentemente, o perfil de expressédo das proteinas reguladoras CD55 e CD59 em
pacientes com LES foi revisado (71, 72).

Um trabalho publicado por Miwa e cols (73) demonstrou que a delegdo do
gene Daf-1, que codifica a molécula CD55, em camundongos MRL/Ipr (modelo
experimental amplamente utilizado para estudar LES), exacerbou a gravidade da
doenca autoimune. Estes animais apresentaram linfadenopatia e esplenomegalia
acentuadas, maiores niveis de anticorpos anticromatina e dermatite mais grave do
qgue os controles.

Outro estudo, realizado com pacientes LES, por Richaud-Patin e cols. (70),
em que foi avaliada a intensidade de expressdo de CD55 e CD59 na membrana de
eritrocitos de pacientes com AHAI, evidenciou uma reducado destas proteinas nos

eritrocitos de pacientes LES que apresentam AHAI secundaria. Neste estudo, os
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autores avaliaram a presencga de anticorpos antifosfolipidios IgG e IgM, e néao foi
encontrada nenhuma correlacdo entre a presenca destas imunoglobulinas e a
expressao de CD55 e CD59. Posteriormente, os mesmos autores(68) investigaram a
intensidade de expressdo de CD55 e CD59 em linfocitos T e B de pacientes com
LES com e sem linfopenia e demonstraram que as células de pacientes com
linfopenia apresentavam diminuicdo de expresséo de CD55 e CD59 em comparagéo
com os controles. De maneira interessante, observaram que nos pacientes com LES
qgue nao apresentaram linfopenia, os linfécitos apresentavam uma maior intensidade
dessas proteinas do que os controles.

Mas recentemente, Alegretti e cols(69) encontraram uma expressao diminuida
de CD55 e/ou CD59 nos linfocitos, hemacias e granuldcitos, mas nao em monocitos,
de pacientes com LES. A partir destes resultados encontrados, os atores acreditam
que esta alteragédo na expressao destas moléculas pode ocorrer devido ao status da
ativagao das células ou por causa da producdo de autoanticorpos contra moléculas
especificas na superficie da membrana, com conseqiente 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) Diminuigéo de CD55 e CD59 RBC
Garcia-Vallares, 2006(68) Diminuicao de CD55 CD59 linfécitos
Alegretti, AP, 2010(69) Diminuicdo de CD55 CD59 WBC/RBC
Kawano, 1999(74) Aumento de sCD46 Soro
Arora, 2000/2004(75, 76) Diminuigao de CD35 Glomérulo
Aumento de CD55 CD59 RBC
Cohen, 1992(77) Diminuigao de CD35 RBC
Cornillet, 1992(78) Aumento na freqliéncia do alelo S polimorfismo
Lach-Trifilieff, 1999(79) Expressao normal reticulécitos
Birmingham, 2005(80) Diminuigéo de CD35 RBC

Legenda: WBC: leucocitos; RBC: eritrocitos.

Embora a etiopatogenia do LES seja pouco compreendida, a expressao
deficiente do CD35 ¢ 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 diminuicdo de CD35 nos
eritrécitos de pacientes LES. Este estudo avaliou o catabolismo de CD35 nos
eritrocitos para verificar a possivel causa da diminuicdo desta proteina nestas
células. Os autores deste trabalho, a partir dos dados obtidos, sugeriram que possa
ocorrer uma sintese alterada e/ou alteracdo na expressdo de CD35 nas células de
medula 6ssea deste pacientes. Neste mesmo ano, 0 mesmo grupo reportou um
estudo sobre o polimorfismo de alguns alelos do gene do CD35(78). Neste estudo,

os autores sugeriram que a diminuicdo da expressdao da CD35 nos eritrocitos dos
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pacientes com LES esta relacionada com o aumento na freqiéncia do alelo S, e
concluiram que existe a hip6tese uma ligacao genética entre CD35 e suscetibilidade
ao LES.

Com o intuito de verificar se a perda da expressao de CD35 ocorre nos
eritrécitos maduros circulantes ou se eritrocitos de pacientes LES ja vém da medula
o0ssea com este defeito, Lach-Trifilieff (79), avaliaram a expressao de CD35 em
eritrocitos maduros e reticulocitos (eritrécitos imaturos), demonstraram que a
expressdo nao estava diminuida nestas células mais imaturas e sugeriram que
existe uma perda acelerada desta molécula nos eritrocitos circulantes cuja causa
ainda n&o esta elucidada.

Arora e cols, em 2004, (81) avaliaram a expressdo de CD35, CD55 e CD59
em eritrocitos e células do glomérulo de pacientes com LES que apresentam
glomerulonefrite proliferativa difusa (GPD). A expressao de CD35 estava diminuida
nos pacientes com LES e GPD tanto nos eritrécitos quanto nas células do glomérulo
e 0 CD55 e CD59 estavam aumentados nestas células. Os autores sugeriram que
este aumento acontece por compensacao da expressdo reduzida de CD35,
caracteristica do LES, e como uma tentativa da célula para se proteger contra a
acao do complemento. Posteriormente, estes dados foram confirmados por estes
mesmos pesquisadores com a analise de transcricdo de CR1 (CD35) em pacientes
com LES. Os dados encontrados mostraram um acentuado declinio nos niveis de
transcricdo de CD35 em neutréfilos destes pacientes em comparagdo com o0s
controles(76). Além disso, os autores e demonstraram que os imunocomplexos sé&o
importantes moduladores negativos da transcricdo de CR1 nos neutréfilos de

pacientes LES.
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Um dos principais estudos que correlacionaram a expressao de CD35 com a
atividade da doenga foi desenvolvido por Birmingham e cols, em 2006. Neste estudo,
foram avaliadas as mudangas de expressdo de CD35 durante um periodo de
acompanhamento de pacientes apresentando doencga ativa, em especial naqueles
com comprometimento renal. Os autores encontraram, em varios momentos no
tempo de acompanhamento, uma variagdo na expressdo de CD35 nas células dos
pacientes LES correlacionada com a ativacao do complemento; eles sugerem que o
consumo de CD35 reflete a ativagdo da sua fungéo (que inclui a protegdo contra a
nefrite do LES).

Raros estudos sédo encontrados na literatura sobre a expressdo de CD46 em
pacientes LES(82). Com o objetivo de avaliar a utilidade clinica de CD46 soluvel
(sCD46) como um marcador da atividade da doenga em pacientes com LES,
Kawano e cols(51) demonstraram niveis elevados de sCD46 no soro de pacientes
com LES ativo, sendo que estes niveis diminuiram apdés o tratamento com
corticosterdides. Além disso, niveis séricos de sCD46 foram significativamente
correlacionados com niveis reduzidos de CH50 (ensaio para quantificar a atividade
do complemento). Estes achados, de acordo com os autores, sugerem que 0s niveis
de sCDA46 refletem a ativacao in vivo do sistema complemento e podem servir como

um parametro clinico adicional para avaliagao da atividade do LES.
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Justificativa

O padrao de expressao das proteinas reguladoras do complemento (CDS55,
CD59, CD46 e CD35) em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico ainda néo
estd bem estabelecido. Definir esse padrdao de expressao é importante para
avaliagdo do seu potencial significado no desenvolvimento de citopenias no LES,
bem como para otimizar o uso de terapias de deplegcédo celular que envolvam

ativagao do sistema complemento.

29



Objetivos do trabalho

Verificar se a intensidade de expressdo de proteinas reguladoras do
complemento CD55, CD59, CD46 e CD35 em eritrocitos e leucécitos de pacientes

com LES esta correlacionada com a presenca de citopenia nestes pacientes.

Objetivos secundarios

1. Definir a intensidade de expressao CD55, CD59, CD46 e CD35 na membrana
celular de eritrocitos e leucocitos.

2. Comparar os resultados das analise da intensidade de expressdo CD55,
CDS59, CD46 e CD35 na membrana celular de eritrocitos e leucdcitos dos
pacientes com LES com controles saudaveis

3. Verificar se a linfopenia dos pacientes LES esta correlacionada com a
diminuicdo de CD55, CD59, CD46 e CD35 nos linfécitos.

4. Verificar se a neutropenia dos pacientes LES estad correlacionada com a
diminuicdo de CD55, CD59, CD46 e CD35 nos neutrofilos destes pacientes.

5. Verificar se a anemia dos pacientes LES esta correlacionada com a
diminuigdo de CD55, CD59, CD46 e CD35 nos eritrécitos destes pacientes.

6. Verificar se a intensidade de expressao de CD55, CD59, CD46 e CD35 esta
correlacionada com a atividade da doenca, utilizando os indices SLEDAI e
SLICC, nos pacientes com LES.

7. Verificar se a intensidade de expressao de CD55, CD59, CD46 e CD35 esta
correlacionada com a atividade do complemento, comparando com 0s niveis
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 | (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 Clinicas 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 Clinicas 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 FACSIlyse (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 CDS55,
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 Healthy controls
(n=100) (n=61)
Sex (F%) 93 67.2
Age (Year) Median (range) 42 (31-53) 45 (30-61)
SLEDAI? Median (range) 2(0-5) -
SLICC-DIP Median (range) 1(0-2) -
Rash malar (%) 58 -
Glucocorticoids(%) 90 -
Nephritis(%) 45 -
Arthritis(%) 67 -
AIHA®(%) 28 -
RBC (x10"Cells/uL) 4.15(0.55) 4.4(0.36)
Hemoglobin(g/dL) 12.0(1.6) 13.5(1.2)
Platelets (x10°Cells/uL) 208(65) 228(45)
Leucocytes(x10°Cells/uL) 5.43(4.07-7.91) 6.96(6-8.59)
Lymphocytes(x10°Cells/uL) 1.32(0.85-1.79) 2.25(1.75-2.85)
Neutrophils(x10°Cells/uL) 3.58(2.22-5.29) 3.77(3.08-4.74)
Monocytes(x10°Cells/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

@ SLEDAI: systemic lupus erythematosus disease activity index.

P SLICC-DI: systemic lupus international collaborating clinics

°AlIHA: autoimmune hemolytic anemia (positive Coomb’s test).

* lymphocytes: <1200/uL; neutropenia: <1500 neutrophils/uL; anemia:<11g/dL; and
thrombocytopenia< 150.10°Cells/uL
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Neutrophil analyses

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

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

When comparing

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

of CD46, were significantly decreased (Figure 1).
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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.
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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.

b

Cell Creg SLE patient Control p
MFI1? MFI1?
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 45.0 <0.001**

* Significant statistical difference (p < 0.05).
**Significant statistical difference (p < 0.001).
@Media + SD or Median (25-75 interquartile range)
® Mann-Whitney U-test or Student t-test.
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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.
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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
CD5%9) 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 CD%9, 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+ Ilymphocytes 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.

53



Reference

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Zipfel PF. Complement and immune defense: from innate immunity to human
diseases. Immunol Lett. 2009 Sep 22;126(1-2):1-7.

Walport MJ. Complement. First of two parts. N Engl J Med. 2001 Apr
5;344(14):1058-66.

Walport MJ. Complement. Second of two parts. N Engl J Med. 2001 Apr
12;344(15):1140-4.

Zipfel PF, Skerka C. Complement regulators and inhibitory proteins. Nat Rev
Immunol. 2009 Oct;9(10):729-40.

Ruiz-Arguelles A, Llorente L. The role of complement regulatory proteins
(CD55 and CD59) in the pathogenesis of autoimmune hemocytopenias.
Autoimmun Rev. 2007 Jan;6(3):155-61.

Kimberley FC, Sivasankar B, Paul Morgan B. Alternative roles for CD59.
Molecular immunology. 2007 Jan;44(1-3):73-81.

Christmas SE, de la Mata Espinosa CT, Halliday D, Buxton CA, Cummerson
JA, Johnson PM. Levels of expression of complement regulatory proteins
CD46, CD55 and CD59 on resting and activated human peripheral blood
leucocytes. Immunology. 2006 Dec;119(4):522-8.

Kawano M, Seya T, Koni |, Mabuchi H. Elevated serum levels of soluble
membrane cofactor protein (CD46, MCP) in patients with systemic lupus
erythematosus (SLE). Clin Exp Immunol. 1999 Jun;116(3):542-6.

Sleasman JW. The association between immunodeficiency and the
development of autoimmune disease. Adv Dent Res. 1996 Apr;10(1):57-61.
Alahlafi A, Wordsworth P, Wojnarowska F. Activation/inactivation of the
classical pathway of complement in non-lesional skin of patients with systemic
lupus erythematosus. J Cutan Pathol. 2005 Sep;32(8):537-40.

Gupta R, Ahuja T, Agraharkar M. Disorders of the complement system: an
overview. Saudi J Kidney Dis Transpl. 2002 April-June;13(2):119-25.
Ripoche J, Sim RB. Loss of complement receptor type 1 (CR1) on ageing of
erythrocytes. Studies of proteolytic release of the receptor. Biochem J. 1986
May 1;235(3):815-21.

Cohen JH, Lutz HU, Pennaforte JL, Bouchard A, Kazatchkine MD. Peripheral
catabolism of CR1 (the C3b receptor, CD35) on erythrocytes from healthy
individuals and patients with systemic lupus erythematosus (SLE). Clin Exp
Immunol. 1992 Mar;87(3):422-8.

lida K, Mornaghi R, Nussenzweig V. Complement receptor (CR1) deficiency in
erythrocytes from patients with systemic lupus erythematosus. J Exp Med.
1982 May 1;155(5):1427-38.

de Carvalho Lins CE, Pereira Crott LS, Teixeira JE, Barbosa JE. Reduced
erythrocyte complement receptor type 1 in systemic lupus erythematosus is
related to a disease activity index and not to the presence or severity of renal
disease. Lupus. 2004;13(7):517-21.

Marzocchi-Machado CM, Alves CM, Azzolini AE, Polizello AC, Carvalho IF,
Lucisano-Valim YM. CR1 on erythrocytes of Brazilian systemic lupus
erythematosus patients: the influence of disease activity on expression and
ability of this receptor to bind immune complexes opsonized with complement
from normal human serum. J Autoimmun. 2005 Dec;25(4):289-97.

54



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Richaud-Patin Y, Perez-Romano B, Carrillo-Maravilla E, Rodriguez AB, Simon
AJ, Cabiedes J, et al. Deficiency of red cell bound CD55 and CD59 in patients
with systemic lupus erythematosus. Immunol Lett. 2003 Aug 5;88(2):95-9.
Arora M, Arora R, Tiwari SC, Das N, Srivastava LM. Expression of
complement regulatory proteins in diffuse proliferative glomerulonephritis.
Lupus. 2000;9(2):127-31.

Garcia-Valladares I, Atisha-Fregoso Y, Richaud-Patin Y, Jakez-Ocampo J,
Soto-Vega E, Elias-Lopez D, et al. Diminished expression of complement
regulatory proteins (CD55 and CD59) in lymphocytes from systemic lupus
erythematosus patients with lymphopenia. Lupus. 2006;15(9):600-5.

Tsunoda S, Kawano M, Koni |, Kasahara Y, Yachie A, Miyawaki T, et al.
Diminished expression of CD59 on activated CD8+ T cells undergoing
apoptosis in systemic lupus erythematosus and Sjogren's syndrome. Scand J
Immunol. 2000 Mar;51(3):293-9.

Alegretti AP, Mucenic T, Merzoni J, Faulhaber GA, Silla LM, Xavier RM.
Expression of CD55 and CD59 on peripheral blood cells from systemic lupus
erythematosus (SLE) patients. Cell Immunol. 2010;265(2):127-32.

Hochberg MC. Updating the American College of Rheumatology revised
criteria for the classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum.
1997 Sep;40(9):1725.

Bombardier C, Gladman DD, Urowitz MB, Caron D, Chang CH. Derivation of
the SLEDAI. A disease activity index for lupus patients. The Committee on
Prognosis Studies in SLE. Arthritis Rheum. 1992 Jun;35(6):630-40.

Isenberg DA, Gladman D. The Systemic Lupus International Collaborating
Clinics Group--origins and outcomes. Lupus. 2001;10(5):375-7.

Wilson JG, Ratnoff WD, Schur PH, Fearon DT. Decreased expression of the
C3b/C4b receptor (CR1) and the C3d receptor (CR2) on B lymphocytes and of
CR1 on neutrophils of patients with systemic lupus erythematosus. Arthritis
Rheum. 1986 Jun;29(6):739-47.

Arora V, Verma J, Dutta R, Marwah V, Kumar A, Das N. Reduced complement
receptor 1 (CR1, CD35) transcription in systemic lupus erythematosus. Mol
Immunol. 2004 Jun;41(4):449-56.

Arora V, Mondal AM, Grover R, Kumar A, Chattopadhyay P, Das N.
Modulation of CR1 transcript in systemic lupus erythematosus (SLE) by IFN-
gamma and immune complex. Mol Immunol. 2007 Mar;44(7):1722-8.
Lach-Trifilieff E, Marfurt J, Schwarz S, Sadallah S, Schifferli JA. Complement
receptor 1 (CD35) on human reticulocytes: normal expression in systemic
lupus erythematosus and HIV-infected patients. J Immunol. 1999 Jun
15;162(12):7549-54.

Holme E, Fyfe A, Zoma A, Veitch J, Hunter J, Whaley K. Decreased C3b
receptors (CR1) on erythrocytes from patients with systemic lupus
erythematosus. Clin Exp Immunol. 1986 Jan;63(1):41-8.

Winfield JB, Fernsten PD, Czyzyk JK. Anti-lymphocyte autoantibodies in
systemic lupus erythematosus. Trans Am Clin Climatol Assoc. 1997;108:127-
35.

Walsh LA, Tone M, Thiru S, Waldmann H. The CD59 antigen--a
multifunctional molecule. Tissue Antigens. 1992 Nov;40(5):213-20.

55



32.

33.

Deckert M, Ticchioni M, Bernard A. Endocytosis of GPI-anchored proteins in
human lymphocytes: role of glycolipid-based domains, actin cytoskeleton, and
protein kinases. J Cell Biol. 1996 May;133(4):791-9.

Kim DD, Song WC. Membrane complement regulatory proteins. Clin Immunol.
2006 Feb-Mar;118(2-3):127-36.

56



Consideracoes Finais

Nosso estudo demonstrou que existe uma diminuicdo da expressao das
proteinas CD55, CD59, CD46 e CD35 nas células do sangue periférico de pacientes
com LES; contudo, a deficiéncia ndo ocorre de maneira igual em todas as células.

Um dos principais achados do nosso estudo foi a identificagdo de uma
reducao significativa da expressédo de todas Creg em neutréfilos de pacientes com
LES quando comparada com controles saudaveis. A diminuigdo da expressdo de
CD55 e CD59 correlacionou negativamente com a atividade da doenca,
demonstrando que quanto maior atividade da doenca, menor é expressao de CD55
e CD59. Além disso, a expressdo de CD55 obteve uma correlacdo positiva com a
guantidade de C3 e C4 nestes pacientes. Estes resultados sugerem que, quanto
menor o nivel de C3 e C4, que esti associada com a ativacao do complemento,
menor € a expressdo de CD55. A diminuicdo do C4 sugere uma ativacdo do
complemento através da via classica.

Neste estudo, a expressdo de CD55 e CD59 nos linfocitos mostrou diferencas
significativas entre os pacientes LES e controles, corroborando com os principais
relatos da literatura; sendo que a diferenca na expressdo de CD55 estava presente
estatisticamente significativo apenas nos pacientes linfopénicos e apresentou uma
correlacdo positiva com o nivel de C3 nos pacientes LES. Além disso, o CD46
também estava diminuido, tanto em pacientes com e sem linfopenia. Essas
diferencas nao foram estatisticamente relacionadas a atividade da doenca.

A expressdo de CD59 e CD35 nos eritrocitos de pacientes LES mostrou
significativa reducdo quando comparada com os controles; contudo, esta deficiéncia

nao parece estar associada com anemia ou anemia hemolitica auto-imune (AHAI)
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conforme sugerido por alguns autores, pois, pacientes ndo-anémicos e sem AHAI
secundaria também demonstraram reducédo de CD59 e CD35 nos eritrocitos.

Os dados obtidos na realizacdo deste trabalho também evidenciaram uma
diminuicdo de CD55 na membrana de mondcitos; contudo, ndo foi identificada uma
correlacdo com a atividade da doenca nem com a ativacdo do complemento. Além
disso, CD59, CD46 e CD35 nao mostraram diferenca significativa quando
comparados com 0s controles; no entanto, outros trabalhos sdo necessarios para
confirmar estes achados, pois ndo foram encontrados relatos na literatura.

Nossa hipoOtese para esta diminuicdo da expressdo de proteinas Cregs
consiste em um mecanismo adaptativo, associado a uma maior atividade da doenca,
desencadeado por autoanticorpos especificos contra um antigeno celular presente
na membrana das células dos pacientes LES, ativando a cascata do complemento
pela via classica e consequentemente diminuicdo destas Cregs pelo consumo na
tentativa de proteger a célula contra esta lise mediada pelo complemento.

Para o melhor conhecimento da causa da deficiéncia destes marcadores de
membrana e para avaliar a possibilidade destas alteracdes serem as possiveis

causa das citopenias geralmente encontradas no LES, sdo necessarios estudos

avaliando:
a) o polimorfismo genético (alteracdo dos genes que codificam estas
proteinas ou a quantificacdo dos respectivos RNAs mensageiros);
b) a presenca de anticorpos contra estas proteinas reguladoras do

complemento nas células destes pacientes (produzidas devido as

caracteristicas da doenca);
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C) se a expressdo destas proteinas esta correlacionadas a ativacao
celular (estimulacdo de outras funcOes realizadas por estas
proteinas Cregs durante a resposta imune);

d) se a expressao destas proteinas esta correlacionadas mecanismos
de downregulation;

e) a presenca de anticorpos contra antigenos especificos 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 expressdo de Cregs em pacientes com LES
sdo encontrados na literatura. A deficiéncia adquirida destas proteinas no LES néo
parece ser dependente de mutacfes genéticas, como ocorre na HPN. Por outro
lado, parece haver uma associacdo com a atividade da doenca ou com 0 consumo
destes marcadores devido ao aumento da acdo do complemento nestes pacientes.
Além disso, o papel destas proteinas na inducdo de citopenias do LES néo esta
ainda bem definido. Contudo, estudos sugerem que niveis de expresséo celular de
Cregs abaixo do normal conferem uma baixa protecéo a lise exacerbada mediada
pelo complemento e podem ser uma das causas do desencadeamento da doenca

em pacientes com susceptibilidade genética.
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Anexo 1

Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario em uma
pesquisa. Apos ser esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma
delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel.

Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa do

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

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Correlacao entre o nivel de expressédo de CD55, CD59, CD46 e
CD35e a presenca de citopenias em pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico.
Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Ricardo Machado Xavier

Telefone para contato: (51) 3359-8315

O objetivo do estudo

Comparar as estruturas celulares de pacientes com Lupus e individuos que
nao apresentam esta doenca. Essa informacao pode ser bastante importante para o
cuidado dos pacientes com Lupus. Em primeiro lugar, se poderiam identificar
pacientes com maior risco de desenvolver certas complicacdes da doenca, como
anemia e linfopenia, permitindo a tomada de medidas preventivas ou tratamento em
fases bem iniciais. Essa informagéo também pode ter impacto na escolha de
medicacdes que sejam mais apropriadas.
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Vantagens em participar do estudo
N&o podemos assegurar que vocé se beneficie diretamente com o estudo.
Entretanto, as informagdes obtidas neste estudo poderao contribuir maior

conhecimento sobre a doenca.

Procedimentos

Os pesquisadores utilizardo apenas as suas iniciais, idade e sexo como
informacdes pessoais. Em relagcéo a coleta de sangue, sera coletada apenas uma
amostra de sangue (4mL de sangue total em um tudo contendo anticoagulante
EDTA) , em que sera realizado um hemograma e uma analise quantitativa das
moléculas CD55, CD59, CD46 e CD35 por citometria de fluxo. Alem desta coleta,
nao sera feito nenhum outro procedimento que Ihe traga qualquer desconforto ou
risco a sua vida. Vocé podera ter todas as informacdes que desejar e podera nao
participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem
prejuizo no seu atendimento pelo Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os dados
coletados neste estudo sao confidenciais, e ndo serdo revelados dados que

permitam identificar os pacientes em hip6tese nenhuma.
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEIT O

Eu, , abaixo assinado, concordo em

participar do estudo “Correlacéo entre o nivel de expresséo de CD55, CD59, CD46 e

CD35 e a presenca de citopenias em pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico”.

Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacéo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupcdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Porto Alegre de de 20 .

Nome e Assinatura do paciente ou responséavel:

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
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ARTIGO DE REVISAO

O papel das proteinas reguladoras do
complemento CD55/CD59 em células

de sangue periférico de pacientes com

lapus eritematoso sistémico

Ana Paula Alegretti', Tamara Mucenic?, Jodo Carlos Tavares Brenol’, Ricardo Machado Xavier®

RESUMO

CD55 e CD59 sdo proteinas de membrana ancoradas por glicosilfosfatidilinositol que apresentam propriedades regula-
doras da ativacdo da cascata do complemento. Essa regulag@o ocorre através da inibicdo da C3 convertase pelo CD55
e preveng¢do da etapa final de polimerizag¢do do complexo de ataque a membrana pelo CD59. Deficiéncia na expressao
dessas proteinas pode estar associada a uma maior ativagdo do sistema complemento, inclusive do complexo de ataque
a membrana, levando a morte celular. Pacientes com Iupus eritematoso sistémico, com anemia hemolitica ¢ linfopenia,
parecem apresentar uma deficiéncia adquirida de CD55 e CD59. Contudo, os mecanismos que modulam essa diminuida
expressdo continuam desconhecidos e o seu impacto nas manifestagdes do lupus eritematoso sistémico precisa ser mais

bem estudado.

Palavras-chave: lupus eritematoso sistémico (LES), CD55, CD59, complemento.

INTRODUCAO

Sistema complemento

O sistema complemento (SC) € definido tradicionalmente como
uma cascata de proteinas séricas soltveis ativadas sequencial-
mente, resultando em morte celular através da lise direta e/ou
ativagdo de fagdcitos. O SC dos mamiferos consiste em mais
de 30 proteinas séricas e de membrana celular produzidas
principalmente pelo figado. Contudo, muitos tipos celulares
como mondcitos, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais
também podem sintetizar a maioria dos componentes do sis-
tema complemento.'

As evidéncias na literatura sugerem que o SC tem a capa-
cidade de desempenhar fun¢@o imunorregulatdria importante
através do seu papel na imunidade humoral,> modulagdo da
imunidade de células T? e regulagdo da tolerdncia para an-
tigenos proprios nucleares.* Apesar de ser bem reconhecido
pelo seu papel altamente eficiente na defesa contra patogenos
como bactérias, células infectadas por virus e parasitas, o SC
também vem chamando a atencdo dos pesquisadores pelo seu
potencial de dano as células do préprio organismo.’

A ativacdo da cascata do complemento pode ser iniciada
através da via classica (dependente de anticorpo), via alterna-
tiva (espontanea), ou via da lectina (mediada pela ligagdo da

Recebido em 14/10/2008. Aprovado, ap6s revisao, em 18/02/2009. Declaramos a inexisténcia de conflitos de interesse.
Trabalho realizado na Unidade de Hematologia do Servigo de Patologia Clinica e no Servigo de Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

(HCPA).

1. Farmacéutica Bioquimica do Servico de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

2. Médica Reumatologista do Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

3. Professor Adjunto do Departamento de Medicina Interna da Faculdade de Medicina da UFRGS

Endereco para correspondéncia: R. Ramiro Barcelos, 2.350, 2° andar — Servico de Patologia Clinica — Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). CEP 90035-
003. Porto Alegre — RS. Telefone: (51) 2101-8315 E-mail: rmaxavier@hcpa.ufrgs.br
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lectina-manose). Apds a sua ativacdo, os fragmentos gerados
do complemento atuam modulando as rea¢des humorais ¢
celulares, principalmente quimiotaxia e anafilaxia, através
da interagdo desses fragmentos de ativagdo com receptores
celulares ou pela deposicdo dos complexos proteicos na
membrana celular.®

A via classica, um potente mecanismo efetor da imunidade
humoral, ¢ ativada através da interagdo do componente C1
do complemento aos dominios da fra¢do constante (FC) das
imunoglobulinas (Ig) IgM ou IgG complexadas ao antigeno
(complexo imune antigeno-anticorpo). O C1 ¢ formado por
trés proteinas (Clq, Clr, Cls), e para que ocorra a ativagdo do
complexo C1, pelo menos dois dos seus seis sitios globulares
devem ligar-se as moléculas de Ig ligadas ao patogeno. Apos
essa ligacdo, o Clq sofre uma mudanga conformacional que
gera ativagdo do Clr e clivagem do Cls que, por sua vez, ¢
capaz de clivar C4 e C2. O fragmento C4b liga-se a membrana
celular do patogeno e permite a ligagcdo de C2a; o complexo
formado C4b2a ¢ a C3 convertase da via classica.”

A via alternativa ¢ ativada na auséncia de anticorpo di-
retamente por particulas ricas em carboidratos presentes na
superficie do micro-organismo invasor, envolvendo a ligagéo
de C3Db (presente de forma soltivel no plasma) e demais com-
ponentes da via alternativa: o fator B, o fator D e a properdina
(fator P).° O fator B consiste em uma serina protease, homéloga
a C2. O fator B, apds 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.'

A via das lectinas ¢ ativada através da ligagdo da lectina
ligante da manose (MBL — mannose-binding lectin), um com-
ponente soluvel no nosso organismo, com carboidratos presentes
na superficie do micro-organismo alvo. A MBL ¢ membro da
familia das lectinas dependentes de célcio e possui a estrutura
semelhante ao C1q. Apos sua ativagdo, ocorre a interagdo com
serino-proteases associadas a MBL (MASPs — MBL — associated
serine protease), que incluem MASP-1, MASP-2 ¢ MASP-3,
que clivam estruturas do complemento C4 e C2 gerando a C3
convertase (C4b2a) e C5 convertase (C4b2a3b).!"12

Portanto, as trés vias de ativacdo convergem para a geracao de
enzimas proteoliticas, denominadas C3 convertases, que clivam a
proteina C3 em C3a e C3b. O fragmento C3b gerado se combina
com a C3-convertase, dando origem a C5-convertase, a qual
cliva C5 em C5a e C5b. Os fragmentos C3a e C5a sdo potentes
anafilatoxinas. O fragmento C5b se agrega com C6 e C7 para
formar o complexo de inser¢do C5b-7; apos esta etapa, ocorre
o recrutamento de C8 e multiplas unidades de C9 na membrana
da célula-alvo, formando o complexo de ataque a membrana
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(MAC — membrane attack complex).”>'* A unidade funcional do
MAC (Figura 1) é um poro inserido na bicamada fosfolipidica que
interfere na propriedade de permeabilidade seletiva da membrana,
permitindo a entrada de agua, ions ¢ pequenas moléculas para o
citosol da célula-alvo, levando a sua ruptura.'

Além de uma a¢do efetora contra os patdgenos, o com-
plemento tem outras atividades bioldgicas no organismo,
como opsonizagdo ¢ fagocitose, solubilizagdo ¢ remogao de
complexos imunes e de células apoptdticas, interface entre a
imunidade inata e adaptativa, e a¢do pré-inflamatoria. Esses
efeitos ocorrem através da ligacdo dos produtos de ativagdo
com receptores de membrana especificos presentes em dife-
rentes tipos de células.'13

Quando o complemento ¢ ativado por anticorpos direciona-
dos a antigenos de origem externa, mas também eventualmente
a antigenos proprios, a ativagao explosiva e inespecifica da via
comum final e a formag¢o excessiva de mediadores da infla-
magao podem causar danos a tecidos e células autologas. Para
proteger ou conter esses danos, o SC ¢ fortemente regulado por
substancias soluveis ou ligadas 8 membrana celular.'®

PROTEINAS REGULADORAS DO
COMPLEMENTO CD55/CD59

As células normais, que sdo resistentes a lise autdloga mediada
pelo complemento, possuem um sistema regulador do comple-

Via alternativa
(C3b-patdgeno)

Via das lectinas
(MBL-carboidrato)

Via classica
(imunocomplexo)

Y

C1 C3b

Fator B,

Fator D,
Fator P

C3 and C5
convertase

\ 4 Y

Opsonizacgao

Figura 1. O complemento pode ser ativado através da via classica, da via das lectinas e da via
alternativa. O componente C1 é composto de C1q, Clre Cls e reconhece o imunocomplexo
ligado @ membrana celular; a lectina ligante da manose (MBL) reconhece certos carboidratos
na membrana de alguns patogenos especificos; € o C3b reconhece carboidratos presentes

na membrana dos patdgenos. Todas as vias de ativagdo originam a formagdo da C3 e C5
convertase, que geram as anafilatoxinas C3a e C5a, a opsonina C3b e o complexo de ataque
amembrana (MAC). O C3b também amplifica a via alternativa. Figura adaptada de Nature
Reviews Immunology.
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mento na membrana celular constituido por proteinas, sendo
as principais o CD55, o fator acelerador de degradagdo (DAF
— decay accelerating factor), ¢ o CD59, ou inibidor da lise
de membrana (MIRL — membrane inhibitor of reactive lysis)
(Tabela 1). O CDS5S5 inibe a formagao de novas C3 e C5 con-
vertases, prevenindo a clivagem de C3 ¢ C5, além de acelerar
a degradacdo dessas enzimas pré-formadas.!” A proteina CD59
¢ o unico regulador de membrana que interfere diretamente
na estrutura¢do do MAC através de sua incorporagdo fisica ao
complexo em formagdo, impedindo a ligagéo das unidades de
C9 ao complexo C5b-8'® (Figura 2).

O CD55, revisado em Mikesch ez al.,'? ¢ uma glicoproteina
globular ancorada a membrana celular pelo glicosilfosfatidili-
nositol (GPI), com peso molecular que varia de 50 a 100 kDa
em diferentes tipos celulares. E detectado de forma solivel
no plasma, lagrima, saliva, urina, liquido sinovial e liquor.?
Além de regulador do complemento, o CD55 parece proteger
as c€lulas contra a lise mediada por células matadoras naturais

Tabela 1
Principais fungdes inibidoras das proteinas
reguladoras do complemento CD55/CD59:

Proteina Funcao reguladora do complemento

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

CD59 Interfere na estruturagao do MAC através de sua

incorporacao fisica ao complexo em formacao, impedindo
a ligacdo das unidades de C9 ao complexo C5b-8.

A. CD55 acelera a degradacao da C3 convertase
da via cldssica e da via alternativa

B. CD59 inibe a formagao do complexo de ataque a membrana

CD59

Ca | [

Figura 2. As glicoproteinas de membrana CD55 ¢ CD59 regulam o sistema
complemento do ataque as células do proprio organismo: CD55 promove a
degradagio da C3 convertase da via alternativa (C3bBb) e da via classica e da via das

lectinas (C4bC2a), e também a degradagdo das C5 convertases (ndo apresentadas); o
CD59 inibe a formagdo do MAC (C5b-9) através da inser¢do da molécula durante a
jungdo dos compontes C5b, C6, C7, C8 e C9 na membrana celular. Figura adaptada
de Nature Reviews Immunology.”
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(células NK — natural killers). O CD55 pode também atuar
como um ligante de adesdo intercelular, interagindo com o
CD97 nos leucoécitos, e como um receptor para certos virus e
micro-organismos.?!

O CD59, revisado por Kimberley et al.,'® é uma glico-
proteina globular pequena, também ancorada pelo GPI, de
aproximadamente 20 kDa, pertencente a familia do antigeno
leucocitario 6 (Ly-6). Devido ao papel crucial na prevengdo de
danos ao proprio organismo através da deposicdo inapropriada
do complexo litico MAC, essa proteina € amplamente expressa
na maioria dos tecidos e em todas as células circulantes.

A consequéncia patoldgica da deficiéncia de reguladores do
complemento presentes na membrana foi inicialmente reconhe-
cida na hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN). Essa doenga
hematologica adquirida foi primeiramente descrita em 1866, por
William Gull, e por Paul Strubing, em 1882, como uma forma
distinta de anemia hemolitica rara, associada a hemoglobinuria
durante a noite.”> A HPN ¢ caracterizada pelo aumento da lise
dos eritrocitos devido a diminui¢do de proteinas de membrana
ligada a GPI, principalmente CD55 e CD59, responséaveis por
inibir a lise celular autéloga do complemento.?

AHPN ¢ uma desordem clonal na qual ocorre uma mutagao
no gene PIG-A (fosfatidilinositolglican A) do cromossomo
X, acarretando a biossintese anormal da ancora GPI para
membrana lipidica.”? Por se tratar de uma desordem clonal
nas células-tronco hematopoéticas, todas as linhagens celu-
lares do sangue sao afetadas, sendo que nos pacientes com
HPN normalmente sao encontradas subpopulac¢des de células
deficientes e normais. Dentre as proteinas ancoradas pela GPI
estdo as regulatorias do complemento, como CD55, CD59 e
CD46 (proteina cofator de membrana); e outras proteinas en-
volvidas na fun¢@o imune,*** como o receptor FC (CD16) em
granuldcitos e células NK, receptor lipopolissacarideo (CD14)
em mondcitos, molécula de adesdo celular (CD58) em todas as
células hematopoéticas e 0 CD24 em linfdcitos, com atividade
ainda desconhecida.

Ha poucos relatos na literatura sobre o padrdo de expressdo
normal dessas proteinas nas células sanguineas. Araten et al.,*
em 1999, e Hu et al.,” em 2005, demonstraram que clones com
muta¢o no gene da PIG-A sdo encontrados em individuos nor-
mais. Oelschlaegel ez al.,”* em 2001, analisaram por citometria
de fluxo (CF) amostras de sangue de 52 doadores saudaveis e
observaram 3% de deficiéncia de CD55/CDS59 nos eritrocitos
e granuldcitos normais. A deficiéncia isolada de CD55 em
humanos néo foi associada a hemdlise intravascular ou a outra
evidéncia de falha na regulagdo do complemento. Contudo, a
deficiéncia isolada de CD59 esteve associada a sinais e sintomas
semelhantes a HPN?® devido ao fato de o CD59 ser um inibidor

Rev Bras Reumatol 2009;49(3):276-87
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mais efetivo do complemento, pois bloqueia a formacdo do
complexo de ataque a membrana.

A deficiéncia de CD55 e CD59 tem sido estudada em outras
doengas e correlacionada com sua gravidade.?**® Yamaguchi
et al.,’” demonstraram que 28,6% dos pacientes com anemia
aplasica (AA) e 27,8% dos pacientes com sindrome mielodis-
plasica (SMD) apresentaram uma populagdo deficiente de
CD59 nos eritrocitos. Wang ef al.?® observaram uma diminui-
¢do significativa de CD55 e CD59 em 52% dos neutrdfilos de
pacientes com AA ndo tratados. Essa deficiéncia acarreta pro-
cessos hemoliticos mediados pelo complemento semelhantes
aos encontrados na HPN.

Isoda et al.,’* em 2007, avaliaram 40 individuos saudaveis
por citometria de fluxo como controle para avaliar se pacientes
com DLLG (doenga linfoproliferativa de linfocitos granulares)
compartilhavam um fendétipo HPN. O valor de corte (cutoff)
obtido para a propor¢do de células negativas em individuos
saudaveis foi abaixo de 0,04% em granuldcitos e abaixo de
0,07% nos eritrocitos, tanto para CD55 como para CD59. As
células dos pacientes com DLLG nio demonstraram alterago
da expressdo de CD55 ¢ CD59, com excegdo dos linfocitos
granulares com fendtipo CD16+CD56-, os quais apresentaram
deficiéncia dessas proteinas.

A resisténcia de células cancerigenas a lise mediada pelo
complemento ¢ uma das estratégias adquiridas por essas
células, caracterizando um obstaculo no desenvolvimento de
imunoterapias baseadas em anticorpos antitumor que fixam
complemento.* Recentemente, estudos avaliaram a superex-
pressao de proteinas reguladoras do complemento em células e
tecidos como um mecanismo de defesa celular contra um ata-
que exacerbado do sistema complemento.*** Esse mecanismo
pode gerar resisténcia a drogas utilizadas na imunoterapia com
acdo mediada pelo complemento, como € o caso do rituximabe,
anticorpo monoclonal quimérico direcionado a molécula
CD20, que promove a deple¢do de linfécitos B. Acredita-se
que um dos mecanismos de ac¢do seja a sinalizagdo e indugéo
de apoptose da célula B mediada pelo complemento. Esta
droga tem sido cada vez mais utilizada como um tratamento
eficiente e especifico, principalmente em linfoprolifera¢des B
(especialmente linfomas) e doengas autoimunes.*#

PROTEINAS REGULADORAS DO
COMPLEMENTO CD55/CD59 EM
DOENCAS AUTOIMUNES

Os recentes estudos em modelos animais de doengas autoimu-
nes concomitante com a remog¢ao de proteinas reguladoras do
complemento, através da adigdo de anticorpos monoclonais ou
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da delegdo génica.’*? tém avaliado o papel do CD55 e CD59
nas células do organismo.>

Dentre as patologias estudadas neste contexto esta a esclerose
multipla (EM), que ¢ uma das doengas que acometem o sistema
nervoso central (SNC), mais frequentemente em adultos jovens.
Sua etiologia ¢ ainda desconhecida, mas ha evidéncias de forma-
¢do de autoanticorpos contra antigenos presentes na camada de
mielina. Na EM, a perda de mielina (desmielinizagdo) interfere
na transmissdo dos impulsos, provocando sintomas variados
da doenga. Alguns experimentos com deficiéncia génica de
CD55 e CD59%5! em modelo de encefalomielite autoimune
experimental (modelo animal para estudos de EM) tém demons-
trado que esses animais apresentaram um grau mais grave da
doenga quando comparados aos controles. Mead e al. também
reportaram que ratos deficientes de C6, incapazes de formar o
MAC, nio apresentaram dano de axdnio nem desmielinizagéo,
e as manifestagdes clinicas foram menos intensas.>

Os autoanticorpos contra citoplasma de neutrdfilos (ANCA
— anti-neutrophil cytoplasmic autoantibodies) sdo antiproteinas
citoplasmaticas especificas de neutréfilos e monocitos, sendo a
micloperoxidase e a proteinase 3 os principais antigenos-alvo
em pacientes com vasculites e glomerulonefrites. Xiao et al.¥’
sugerem que a estimulag@o de neutrdfilos por ANCA causa a
liberagdo de fatores que ativam o complemento através da via
alternativa, levando a amplifica¢do inflamatdria da doenga.
Matsuo et al.*® relataram que a neutralizagdo com anticorpos
monoclonais anti-CD59 em células renais de ratos confere
uma exacerbacdo da doenca em modelos experimentais de
glomerulonefrite.

Na miastenia grave ( mg) o sistema imune produz anticor-
pos contra os receptores nicotinicos de acetilcolina localizados
na jun¢do neuromuscular, impedindo a ativagdo muscular.
Sugere-se que haja participa¢do do sistema complemento na
patologia da mg com base na identifica¢@o de produtos de ati-
vagao do complemento no plasma e deposito na placa motora
dos pacientes.”® Kaminski ef al. demostraram em estudos com
camundongos que o aumento da expressdo de CD55 ¢ CD59
protege contra a perda de receptores de acetilcolina e diminui
o sintoma de fraqueza muscular.’!

O PAPEL DO COMPLEMENTO E DAS PROTEINAS
CD55/CD59 EM CITOPENIAS SECUNDAR!AS
AO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

O ltpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenga inflamatdria
cronica que acomete principalmente mulheres jovens. E carac-
terizada por acometer multiplos drgdos e apresentar alteragdes
da resposta imunoldgica, com presenca de anticorpos dirigidos
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contra proteinas do proprio organismo.® Anormalidades hema-
tologicas sdo comumente encontradas em pacientes com LES,
sendo anemia e linfopenia as alteragdes mais frequentes.®3 A
anemia de doenga cronica, por deficiéncia de ferro, e a anemia
hemolitica autoimune (AHAI) sdo as formas mais comuns em
pacientes com LES, podendo ocorrer ainda mielotoxicidade in-
duzida por drogas e anemia devido a faléncia renal cronica.* A
linfopenia esta presente particularmente durante a doenga ativa e
¢ fortemente associada a crioglobulinas IgM, fixacao do comple-
mento e anticorpos antilinfocitos. Autoanticorpos direcionados
contra as células sanguineas podem causam lise celular por meca-
nismos de citotoxicidade dependente de anticorpo, opsonizagao,
bloqueio de receptores e apoptose, entre outros.*?

Os anticorpos produzidos nas doengas autoimunes podem
se ligar a antigenos de superficies celulares ou formar com-
plexos imunes apds a ligagdo com antigenos circulantes. Esses
complexos imunes tendem a se depositar em 6rgaos, como o
glomérulo renal, com subsequente ativagdo do sistema com-
plemento através da via classica, causando dano aos tecidos.*
Apesar da reconhecida a¢do efetora do complemento no dano
aos orgaos em doengas autoimunes, pouco se conhece sobre o
mecanismo das proteinas reguladoras de membrana do com-
plemento na modulagdo da gravidade desse dano.®

Um trabalho publicado por Miwa et al.®® demonstrou que
a delecdo do gene Daf-1, que codifica a molécula CDS55, em
camundongos MRL/Ipr, modelo experimental amplamente
utilizado para estudar LES, exacerbou a gravidade da doenga
autoimune. Esses animais apresentaram linfadenopatia e
esplenomegalia acentuadas, maiores niveis de anticorpos
anticromatina e dermatite mais grave do que os controles.

Pouco se tem estudado até hoje sobre o perfil de expressdo
de CD55 e CD59 nos linfécitos e eritrocitos de pacientes com
LES,” e nenhum estudo avaliou expressdo nos granuldcitos
e monocitos. Richaud-Patin et al.,*® por exemplo, avaliaram
a intensidade de expressdo de CD55 e CD59 na membrana
de eritrécitos de pacientes com AHAI, e foi encontrada uma
redugdo destas proteinas nos eritrocitos de pacientes lupicos
que apresentam AHAI secundaria. Nesse estudo, os autores
avaliaram a presen¢a de anticorpos antifosfolipidios IgG e
IgM, e ndo foi encontrada nenhuma correlagéo entre a presenga
dessas imunoglobulinas e a expressdo de CD55 e CD59.

Posteriormente, os mesmos autores* investigaram a in-
tensidade de expressdo de CD55 e CD59 em linfécitos T ¢ B
de pacientes com LES com e sem linfopenia e demonstraram
que as células de pacientes com linfopenia apresentavam di-
minui¢@o de expressdo de CD55 e CD59 quando comparados
com os controles. De maneira interessante, encontraram que,
nos pacientes com LES que ndo apresentaram linfopenia, os
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linfécitos apresentavam maior intensidade dessas proteinas
do que os controles. Outro achado do estudo ¢ que a titulagdo
dos autoanticorpos testados (anti-SSA, anti-dsDNA e anti-P
ribossomal) foi maior nos pacientes linfopénicos. Contudo,
a prevaléncia de positividade dos anticorpos foi igual, com
excecdo do anti-SSA, que foi significativamente maior no
grupo dos pacientes com linfopenia, achados que corroboram
os relatados previamente na literatura, 63656768

Com o objetivo de avaliar a apoptose in vitro nas doengas
autoimunes, Tsunoda et al.®® observaram uma expressdo dimi-
nuida de CD59 nos linfocitos T CD8+, mas ndo em linfocitos
T CD4+, tanto nos pacientes com LES quanto nos pacientes
com sindrome de Sjogren, e de forma predominante nas células
T CD8+ ativadas expressando CD45RO+ ¢ HLADR+. Nesse
mesmo estudo, foi demonstrado que células T CD8+CD59¢4m
(baixa expressdo) foram mais suscetiveis a apoptose in vitro.
De acordo com os dados encontrados nesse estudo, os autores
sugerem que a diminui¢do da expressdo de CD59 em células T
CD8&+ ativadas poderia se relacionar com a atividade da doenga
¢ a ativagdo ou inducdo da apoptose nesses pacientes.

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

CONCLUSAO

Poucos estudos sobre o perfil de expressdo de CD55 e CD59 em
pacientes com LES so encontrados na literatura. A deficiéncia
adquirida dessas proteinas no LES ndo parece ser dependente
de mutagdes genéticas, como ocorre na HPN, e também nao foi
correlacionada a producgdo de autoanticorpos. Por outro lado,
parece haver uma associa¢do com a atividade da doenca. Além
disso, o papel destas proteinas na indugao de citopenias do LES
ndo esta ainda bem definido. Contudo, estudos sugerem que
niveis de expressio celular de CD55 ¢ CD59 abaixo do normal
conferem uma baixa protego a lise exacerbada mediada pelo
complemento. De maneira interessante, células que expressam
niveis elevados dessas proteinas parecem estar envolvidas com
mecanismo de protecdo as agdes citoliticas do complemento.
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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
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SLE patients and 23 healthy controls. We observed more CD55- and CD59-lymphocytes (p =0.005 and
D55 p =0.019, respectively), and CD59-granulocytes (p = 0.045) in SLE patients than in controls. These results
D59 suggest there is an altered pattern of CD55 and CD59 expression on the peripheral blood cells of SLE
Lymphopenia patients, and it may play a role in the cytopenias in these patients.
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Flow cytometry
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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-
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Clinicas de Porto Alegre — HCPA, Rua Ramiro Barcelos, 2350-2° andar, Bairro Bom
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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



128 A.P. Alegretti et al./Cellular Immunology 265 (2010) 127-132

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
Servico de Reumatologia of the Hospital de Clinicas de Porto Ale-
gre. The exclusion criteria were concomitant presence of leukae-
mia, primary lymphoproliferative diseases, overlap with an
autoimmune disease other than Sjogren’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/pL, 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/pLL.

This study was performed with approval of the ethics commit-
tee of the Hospital de Clinicas 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 pL of diluted blood (with
an optimal dilution with phosphate buffered saline (PBS) to
achieve 10,000 red cells/plL) was placed into polystyrene tubes
(Becton Dickinson (BD) Biosciences, San Diego, CA, USA) and was
subjected to two-colour staining with 3 pL/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 pL of whole blood (with an optimal
dilution to achieve 10,000 leucocyte/puL) was placed into polysty-
rene tubes and was subjected to two-colour staining with 3 pL 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 10'. 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 (o = 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/uL); 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/pL) and one of the 23 SLE patients (4.3%) showed
granulopenia (granulocytes < 1500/uL).

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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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) =

SLEDAF (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%)

@ SLEDAL: systemic lupus erythematosus disease activity index.
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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).

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 CD55 MFI (32.6) and CD59 MFI (12.13) lympho-
cytes were 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 CD55 MFI was 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-
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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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Proportion (mean percentage) of CD55+ and CD59+ cells (FITC and PE fluorescence lower than 10') 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 =0.005°
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=0.019?
Granulocyte 94.50 (5.8) 97.26 (2.9) p = 0.045°
Monocyte 90.22 (6.7) 90.72 (7.7) p =0.806
¢ 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<0.001°
Lymphocyte 32.6 (21.5 40,7 (14.6) p =0.007*
Granulocyte 66.10 (20.6 83.95 (23.4) p=0.014°
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 =0.046°
Granulocyte 29.50 (11.6 34.72 (20.4) p=0.338
Monocyte 32.77 (12.5 33.09 (17.2) p=0.941

@ Significant statistical difference (p < 0.05).

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 GPIl-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 patients might have
an increased number of cells without CD55 and CD59 expression.
This decrease of CD55+ and CD59+ lymphocytes was associated with
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 and microorgan-
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
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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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