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RESUMO

CD55 e CD59 sdo proteinas de membrana ancoradas por glicosilfosfatidilinositol que apresentam propriedades regula-
doras da ativacdo da cascata do complemento. Essa regulagdo ocorre através da inibi¢ao da C3 convertase pelo CD55
e prevencao da etapa final de polimeriza¢ao do complexo de ataque 8 membrana pelo CD59. Deficiéncia na expressao
dessas proteinas pode estar associada a uma maior ativagao do sistema complemento, inclusive do complexo de ataque
a membrana, levando a morte celular. Pacientes com lupus eritematoso sistémico, com anemia hemolitica e linfopenia,
parecem apresentar uma deficiéncia adquirida de CD55 e CD59. Contudo, os mecanismos que modulam essa diminuida
expressao continuam desconhecidos e o seu impacto nas manifestagdes do lipus eritematoso sist€émico precisa ser mais

bem estudado.
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INTRODUCAO

Sistema complemento

O sistema complemento (SC) ¢ definido tradicionalmente como
uma cascata de proteinas séricas soliveis ativadas sequencial-
mente, resultando em morte celular através da lise direta e/ou
ativagdo de fagécitos. O SC dos mamiferos consiste em mais
de 30 proteinas séricas ¢ 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 funcao imunorregulatoria importante
através do seu papel na imunidade humoral,> modulagdo da
imunidade de células T3 e regulacdo da tolerancia para an-
tigenos proprios nucleares.* Apesar de ser bem reconhecido
pelo seu papel altamente eficiente na defesa contra patdégenos
como bactérias, células infectadas por virus e parasitas, o SC
também vem chamando a ateng@o dos pesquisadores pelo seu
potencial de dano as células do proprio organismo.’

A ativagdo da cascata do complemento pode ser iniciada
através da via classica (dependente de anticorpo), via alterna-
tiva (espontanea), ou via da lectina (mediada pela ligacdo da
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lectina-manose). Apds a sua ativagdo, os fragmentos gerados
do complemento atuam modulando as rea¢cdes humorais e
celulares, principalmente quimiotaxia e anafilaxia, através
da interagdo desses fragmentos de ativagdo com receptores
celulares ou pela deposi¢do dos complexos proteicos na
membrana celular.®

A via classica, um potente mecanismo efetor da imunidade
humoral, é ativada através da interagdo do componente C1
do complemento aos dominios da fracdo 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 ativacdo do
complexo C1, pelo menos dois dos seus seis sitios globulares
devem ligar-se as moléculas de Ig ligadas ao patdogeno. 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 ¢ permite a ligagdo de C2a; o complexo
formado C4b2a é a C3 convertase da via classica.”®

A via alternativa é ativada na auséncia de anticorpo di-
retamente por particulas ricas em carboidratos presentes na
superficie do micro-organismo invasor, envolvendo a ligago
de C3Db (presente de forma soltivel no plasma) ¢ 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, homologa
a C2. O fator B, apés 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 C3.1°

A via das lectinas ¢ ativada através da ligacdo 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 Clq. Apos sua ativac¢do, ocorre a interagao 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).!1?

Portanto, as trés vias de ativagao convergem para a geragao 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 ¢ C5a sdo potentes
anafilatoxinas. O fragmento C5b se agrega com C6 e C7 para
formar o complexo de inser¢do C5b-7; apds esta etapa, ocorre
o recrutamento de C8 ¢ 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) ¢ um poro inserido na bicamada fosfolipidica que
interfere na propriedade de permeabilidade seletiva da membrana,
permitindo a entrada de 4gua, ions e pequenas moléculas para o
citosol da célula-alvo, levando a sua ruptura.'s

Além de uma agdo efetora contra os patdgenos, o com-
plemento tem outras atividades bioldgicas no organismo,
como opsonizagdo e fagocitose, solubilizagdo e remocdo de
complexos imunes e de células apoptoticas, interface entre a
imunidade inata e adaptativa, e acao pro-inflamatoria. Esses
efeitos ocorrem através da ligagdo 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 formagdo 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 soltiveis ou ligadas a membrana celular.'¢

PROTEINAS REGULADORAS DO
COMPLEMENTO CD55/CD59

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

Via cldssica Via das lectinas Via alternativa
(imunocomplexo) (MBL-carboidrato) (C3b-patégeno)

Fator B,
Fator D,
Fator P

C3 and C5
convertase

Y
Inflamacio | [ mac |

Y

Opsonizacao

Figura 1. O complemento pode ser ativado através da via classica, da via das lectinas e da via
alternativa. O componente C1 ¢ composto de C1q, Clre Cls e reconhece o imunocomplexo
ligado a membrana celular; a lectina ligante da manose (MBL) reconhece certos carboidratos
na membrana de alguns patogenos especificos; e 0 C3b reconhece carboidratos presentes
na membrana dos patogenos. 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 degradacdo (DAF
— decay accelerating factor), e o CD59, ou inibidor da lise
de membrana (MIRL — membrane inhibitor of reactive lysis)
(Tabela 1). O CD55 inibe a formagdo de novas C3 e C5 con-
vertases, prevenindo a clivagem de C3 e C5, além de acelerar
a degradagdo dessas enzimas pré-formadas.!” A proteina CD59
¢ o tnico regulador de membrana que interfere diretamente
na estruturacdo do MAC através de sua incorporacao fisica ao
complexo em formacgao, impedindo a ligagao das unidades de
C9 ao complexo C5b-8'% (Figura 2).

O CD55, revisado em Mikesch et 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 soluvel
no plasma, lagrima, saliva, urina, liquido sinovial e liquor.*
Além de regulador do complemento, o CD55 parece proteger
as células 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 degradagao
dessas enzimas pré-formadas.

CD59 Interfere na estruturacao do MAC através de sua

incorporagao fisica ao complexo em formagao, impedindo
a ligagao das unidades de C9 ao complexo C5b-8.

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

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

CD59

(o ] [

Figura 2. As glicoproteinas de membrana CD55 ¢ CD59 regulam o sistema
complemento do ataque as células do proprio organismo: CD55 promove a
degradagdo da C3 convertase da via alternativa (C3bBDb) e da via classica e da via das
lectinas (C4bC2a), e também a degradagao 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 leucdcitos, 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 prevengado de
danos ao proprio organismo através da deposi¢ao inapropriada
do complexo litico MAC, essa proteina ¢ amplamente expressa
na maioria dos tecidos e em todas as células circulantes.

A consequéncia patologica da deficiéncia de reguladores do
complemento presentes na membrana foi inicialmente reconhe-
cida na hemoglobintria 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 hemoglobintria
durante a noite.”> A HPN ¢ caracterizada pelo aumento da lise
dos eritrocitos devido a diminuigdo de proteinas de membrana
ligada a GPI, principalmente CD55 e CD59, responsaveis por
inibir a lise celular autéloga do complemento.”

A HPN ¢ 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 sdo afetadas, sendo que nos pacientes com
HPN normalmente sao encontradas subpopulagdes de células
deficientes e normais. Dentre as proteinas ancoradas pela GPI
estdo as regulatorias do complemento, como CD55, CD59 e
CDA46 (proteina cofator de membrana); e outras proteinas en-
volvidas na fungdo imune,*** como o receptor FC (CD16) em
granuldcitos e células NK, receptor lipopolissacarideo (CD14)
em monocitos, molécula de adesao celular (CD58) em todas as
células hematopoéticas e 0 CD24 em linfocitos, 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
mutagao no gene da PIG-A sao encontrados em individuos nor-
mais. Oelschlaegel ef al.,” em 2001, analisaram por citometria
de fluxo (CF) amostras de sangue de 52 doadores saudaveis e
observaram 3% de deficiéncia de CD55/CD59 nos eritrocitos
e granuldcitos normais. A deficiéncia isolada de CD55 em
humanos nao foi associada a hemolise intravascular ou a outra
evidéncia de falha na regulagdo do complemento. Contudo, a
deficiéncia isolada de CD59 esteve associada a sinais e sintomas
semelhantes 8 HPN?® devido ao fato de o CD59 ser um inibidor

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



O papel das proteinas reguladoras do complemento CD55/CD59 em células de sangue periférico de pacientes com ldpus eritematoso sistémico

mais efetivo do complemento, pois bloqueia a formagdo 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 populacio deficiente de
CD59 nos eritrocitos. Wang et al.*® observaram uma diminui-
¢do significativa de CD55 e CD59 em 52% dos neutrofilos 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 fenétipo HPN. O valor de corte (cutoff)
obtido para a propor¢do de células negativas em individuos
saudaveis foi abaixo de 0,04% em granulécitos e abaixo de
0,07% nos eritrdcitos, tanto para CD55 como para CD59. As
células dos pacientes com DLLG ndo demonstraram alteracao
da expressdo de CD55 ¢ CD59, com excegao dos linfocitos
granulares com fendtipo CD16+CDS56-, 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
acao mediada pelo complemento, como € o caso do rituximabe,
anticorpo monoclonal quimérico direcionado a molécula
CD20, que promove a deplecdo de linfocitos B. Acredita-se
que um dos mecanismos de a¢do seja a sinalizagdo e indugao
de apoptose da célula B mediada pelo complemento. Esta
droga tem sido cada vez mais utilizada como um tratamento
eficiente e especifico, principalmente em linfoproliferacdes 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 remoc¢ao de proteinas reguladoras do
complemento, através da adi¢@o de anticorpos monoclonais ou
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da delegdo génica.’*** tém avaliado o papel do CD55 ¢ 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 (desmielinizacdo) interfere
na transmissao dos impulsos, provocando sintomas variados
da doenga. Alguns experimentos com deficiéncia génica de
CD55 e CD59%%! 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 ef al. também
reportaram que ratos deficientes de C6, incapazes de formar o
MAC, ndo apresentaram dano de axonio nem desmielinizagao,
e as manifesta¢des clinicas foram menos intensas.*

Os autoanticorpos contra citoplasma de neutrofilos (ANCA
— anti-neutrophil cytoplasmic autoantibodies) sdo antiproteinas
citoplasmaticas especificas de neutrofilos e mondcitos, sendo a
mieloperoxidase e a proteinase 3 os principais antigenos-alvo
em pacientes com vasculites e glomerulonefrites. Xiao et al.’’
sugerem que a estimulagao de neutrofilos por ANCA causa a
liberacdo de fatores que ativam o complemento através da via
alternativa, levando a amplificacdo inflamatoria da doenca.
Matsuo et al.*® relataram que a neutralizagdo com anticorpos
monoclonais anti-CD59 em células renais de ratos confere
uma exacerbagdo da doenga 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 ativacdo muscular.
Sugere-se que haja participagdo do sistema complemento na
patologia da mg com base na identificacdo de produtos de ati-
va¢do do complemento no plasma e depdsito na placa motora
dos pacientes.** Kaminski et al. demostraram em estudos com
camundongos que o aumento da expressdo de CD55 e CD59
protege contra a perda de receptores de acetilcolina e diminui
o sintoma de fraqueza muscular.’!

O PAPEL DO COMPLEMENTO E DAS PIgOTEl’NAs
CD55/CD59 EM CITOPENIAS SECUNDARIAS
AO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

O lapus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenca inflamatdria
cronica que acomete principalmente mulheres jovens. E carac-
terizada por acometer multiplos 6rgdos e apresentar alteragdes
da resposta imunoldgica, com presenga de anticorpos dirigidos
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contra proteinas do proprio organismo.® Anormalidades hema-
tologicas sao comumente encontradas em pacientes com LES,
sendo anemia e linfopenia as alteragdes mais frequentes.®'* 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 apos a ligagdo com antigenos circulantes. Esses
complexos imunes tendem a se depositar em 6rgaos, como o
glomérulo renal, com subsequente ativa¢ao do sistema com-
plemento através da via classica, causando dano aos tecidos.®
Apesar da reconhecida acdo efetora do complemento no dano
aos 6rgdos 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 deleg@o do gene Daf-1, que codifica a molécula CD55, em
camundongos MRL/lpr, modelo experimental amplamente
utilizado para estudar LES, exacerbou a gravidade da doenca
autoimune. Esses animais apresentaram linfadenopatia e
esplenomegalia acentuadas, maiores niveis de anticorpos
anticromatina ¢ dermatite mais grave do que os controles.

Pouco se tem estudado até hoje sobre o perfil de expressao
de CDS55 e CD59 nos linfocitos e eritrocitos de pacientes com
LES,” e nenhum estudo avaliou expressdo nos granulécitos
e monocitos. Richaud-Patin et al.,*® por exemplo, avaliaram
a intensidade de expressdo de CD55 e CD59 na membrana
de eritrocitos de pacientes com AHAI e foi encontrada uma
reducdo destas proteinas nos eritrocitos de pacientes lapicos
que apresentam AHAI secundaria. Nesse estudo, os autores
avaliaram a presenca de anticorpos antifosfolipidios IgG e
IgM, e ndo foi encontrada nenhuma correlago 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 linfocitos T e B
de pacientes com LES com e sem linfopenia e demonstraram
que as células de pacientes com linfopenia apresentavam di-
minuigao 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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linfocitos apresentavam maior intensidade dessas proteinas
do que os controles. Outro achado do estudo ¢ que a titulacao
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
exce¢do do anti-SSA, que foi significativamente maior no
grupo dos pacientes com linfopenia, achados que corroboram
os relatados previamente na literatura,®65-67:68

Com o objetivo de avaliar a apoptose in vitro nas doengas
autoimunes, Tsunoda et al.® observaram uma expressao dimi-
nuida de CD59 nos linfécitos 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+ e HLADR+. Nesse
mesmo estudo, foi demonstrado que células T CD8+CD59¢m
(baixa expressao) foram mais suscetiveis a apoptose in vitro.
De acordo com os dados encontrados nesse estudo, os autores
sugerem que a diminuic¢do da expressdo de CD59 em células T
CD8+ ativadas poderia se relacionar com a atividade da doenga
e a ativagdo ou indugdo da apoptose nesses pacientes.

Arora et al®® avaliaram a expressdo de CR1 (receptor 1
do complemento), CD55 e CD59 em eritrdcitos e células do
glomérulo de pacientes lipicos 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 e CD59
estavam aumentados nessas células. Os autores sugerem que
esse aumento de CD55 e CD59 acontece por compensagao da
expressao reduzida de CR1 (regulador do complemento C3 e
CS5 convertase) e como uma tentativa da célula para se proteger
contra a agdo do complemento.

CONCLUSAO

Poucos estudos sobre o perfil de expressao de CD55 e CD59 em
pacientes com LES sdo 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 produgdo de autoanticorpos. Por outro lado,
parece haver uma associagdo com a atividade da doenga. Além
disso, o papel destas proteinas na indugédo de citopenias do LES
ndo esta ainda bem definido. Contudo, estudos sugerem que
niveis de expressao celular de CD55 e CD59 abaixo do normal
conferem uma baixa protecdo a lise exacerbada mediada pelo
complemento. De maneira interessante, células que expressam
niveis elevados dessas proteinas parecem estar envolvidas com
mecanismo de protegdo as agdes citoliticas do complemento.
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