DOI: http://dx.doi.org/10.9771/cmbio.v19i2.34872

ARTIGO ORIGINAL
ISSN 1677-5090
© 2020 Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas

Niveis inatos de C3 e C4 em pacientes curados para a leishmaniose
visceral e associagao com os aspectos clinico-laboratoriais

Innate levels of C3 and C4 in patients cured for visceral leishmaniasis and association
with clinical and laboratory aspects.

Ana Rubia Alcantara Pelloso!, Amanda Aparecida Silva de Aguiar?, Paloma Barbosa Fernandes?, Luis
Fernando Baldino Lopez®, Luiz Euribel Prestes Carneiro®, Eliana Peresi Lordelo®*

1Bacharel em Biomedicina pela Universidade do Oeste Paulista — Unoeste; 2Mestre em Ciéncias da Saude pela
Universidade do Oeste Paulista — Unoeste; *Mestrando do Curso de Mestrado em Ciéncias da Saude da Universidade
do Oeste Paulista — Unoeste; *Doutor em Imunologia pela Universidade de Sdo Paulo — USP, Docente do Curso de
Mestrado em Ciéncias da Satde e do Programa de Pés-graduagéo em Meio Ambiente e Desenvolvimento Regional da
Universidade do Oeste Paulista — Unoeste; *Doutora em Doengas Tropicais pela Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP, Docente do Curso de Mestrado em Ciéncias da Satde da Universidade do Oeste Paulista — Unoeste

Resumo

Introdugdo: assim que inoculada pelo flebotomineo, a Leishmania entra em contato com o sistema complemento, sendo que poucos
estudos tém avaliado os niveis inatos dos componentes iniciais C3 e C4. Objetivo: avaliar os niveis inatos dos componentes C3 e C4
do sistema complemento em pacientes curados de leishmaniose visceral (LV) e sua associagdo com aspectos clinico-laboratoriais no
momento de diagndstico da doenga. Metodologia: foram estudados 29 pacientes com LV curada. Os niveis de C3 e C4 séricos foram
dosados pela técnica de imunodifusdo radial simples, apds um tempo médio de 59,48 meses pds-tratamento, formados os grupos:
C3: baixo (< 84 mg/dl; n=10), normal (84 a 193 mg/dl; n=14) e elevado (> 193 mg/dl; n=5); C4: muito baixo (< 20 mg/dl; n=10), baixo
(20 a 40 mg/dl; n=15) e normal (> 40 mg/dl; n=4). Os dados clinicos e laboratoriais empregados para as analises foram coletados
por levantamento dos prontuarios, considerando o periodo de diagndstico da doencga de cada paciente. Resultados: foi observada
uma correlagdo positiva fraca entre os niveis de C3 e C4 (rho=0,46; p=0,01). Verificou-se que a maioria dos pacientes sintomaticos
no momento do diagndstico apresentavam niveis inatos normais de C3 e baixos de C4. Pacientes com C3 baixo apresentaram
maiores niveis do hematdcrito em relagdo ao grupo C3 normal (p=0,0406). Conclusdo: conclui-se que o componente C3 do sistema
complemento esta associado as alteragdes do hematdcrito, sugerindo o acompanhamento dos seus niveis em pacientes com LV.
Palavras-chave: Leishmania. Proteinas do Sistema Complemento. Sinais e sintomas. Testes Soroldgicos

Abstract

Introduction: once inoculated by the sand fly, Leishmania comes into contact with the complement system, and few studies have
evaluated the innate levels of the initial components C3 and C4. Objective: to evaluate the innate levels of the C3 and C4 components
of the complement system in patients cured of visceral leishmaniasis (VL) and its association with clinical and laboratory aspects at the
time of diagnosis of the disease. Methodology: twenty-nine patients with cured VL were studied. Serum C3 and C4 levels were measured
by simple radial immunodiffusion technique, after an average time of 59.48 months post-treatment, forming the groups: C3: low (< 84
mg/dl; n=10), normal (84 to 193 mg/dl; n=14) and high (> 193 mg/dl; n=5); C4: very low (< 20 mg/dl; n=10), low (20 to 40 mg/dl; n=15)
and normal (> 40 mg/dl; n=4). The clinical and laboratory data used for the analyzes were collected by surveying the medical records,
considering the period of diagnosis of the disease of each patient. Results: a weak positive correlation was observed between C3 and
C4 levels (rho=0.46; p=0.01). Most symptomatic patients at the time of diagnosis were found to have normal C3 and low C4 levels. Low
C3 patients had higher levels of hematocrit compared to the normal C3 group (p=0.0406). Conclusion: in conclusion, the C3 component
of the complement system is associated with changes in the hematocrit, suggesting the monitoring of its levels in patients with VL.
Keywords: Leishmania. Complement System Proteins. Signs and Symptoms. Serologic Tests

INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenga infecciosa causada
por parasitas do género Leishmania, cuja letalidade sem
tratamento pode alcangar até 10% *. Existem trés manifes-
tagdes clinicas da doencga: visceral (apresenta uma maior

Correspondente/ Corresponding: *Eliana Peresi Lordelo — Universidade
do Oeste Paulista — Unoeste — End: Rod. Raposo Tavares km 572, CEP
19067-175 Presidente Prudente — SP — Brazil — Tel: (18) 3229-1289 —
Email: elianaperesi@yahoo.com.br

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 19, n. 2, p. 249-257, mai./ago. 2020

gravidade); cutanea (mais encontrada); mucocutanea. Nas
Américas, sdo transmitidas entre os animais e o homem
por intermédio da picada das fémeas de espécies distintas
de flebotomineos, pertencentes ao género Lutzomyia 2.

A resposta imune inicia pela ativagdo da imunidade
inata, que possui como componentes celulares os fago-
citos (neutrofilos, mondcitos e macréfagos), células que
liberam mediadores inflamatérios (basdéfilos, mastdcitos
e eosinofilos) e células natural killers. Os componentes
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soltiveis incluem o sistema complemento, as proteinas de
fase aguda e as citocinas 3. O sistema complemento é um
conjunto de mais de 30 proteinas soltveis no plasma san-
guineo que estdo envolvidas em uma rapida eliminagdo
de patdgenos “. Existem trés vias de ativagdo do sistema
complemento: cldssica, das lectinas e alternativa. A via
classica interage com anticorpos ligados na superficie
do patdgeno, enquanto a ligagdo com lectina ligante de
manose (MBL) e ficolinas ativam a via das lectinas °. Ao
contrario das vias anteriormente citadas, a via alternativa
pode ser ativada diretamente pelo patégeno °.

A Leishmania é um parasita intracelular obrigatério,
portanto necessita de um nicho intracelular para sobrevi-
ver e se multiplicar, entretanto, assim que as promastigo-
tas sdo inoculadas pelo flebotomineo na pele, o parasita
entra em contato com o sistema complemento e, apesar
de algumas controvérsias sobre seu papel na eliminagdo
da Leishmania, ja foi demonstrado o envolvimento das
trés vias neste processo °.

A participagdo da via alternativa na leishmaniose
visceral (LV) e cutanea foi demonstrada através da queda
dafragdo de C3 em associagdo com a LV’ e de niveis mais
elevados de C3 emrelagdo aos de C4 em ambos os grupos
estudados & Em estudo experimental foi comprovada
a ativagdo do sistema complemento pela Leishmania,
promovendo a opsoniza¢do do parasita, principalmente
pelo componente C3 °.

Por outro lado, a deficiéncia de C3 promove o de-
senvolvimento de doengas autoimunes, infec¢ées ou
ambas. As infeccOes tendem a ser recorrentes e severas.
Infecgdes recorrentes, como pela Neisseria meningitidis,
foram associadas a deficiéncia do sistema complemento
e sugerido que estes pacientes sejam avaliados para
diferentes componentes do sistema complemento *,
entretanto, ndo foram encontrados estudos que avaliaram
esta relagdo em pacientes com leishmaniose.

Diversas intera¢des parasita-hospedeiro tém sido es-
tudadas na tentativa de compreender melhor o desenvol-
vimento da leishmaniose, entretanto poucos estudos tém
avaliado os niveis constitutivos dos componentes iniciais
do sistema complemento, e se estes niveis colaboram ou
ndo para a permanéncia ou eliminacdo do parasita. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis inatos
dos componentes C3 e C4 do sistema complemento em
pacientes curados de LV e sua associagdo com aspectos cli-
nico-laboratoriais no momento de diagndstico da doencga.

METODOLOGIA

Foram estudados 29 pacientes, dentre os quais 18
homens, com média de idade de 51 anos (minima 19
anos; maxima 76 anos) e 11 mulheres, com média de
idade de 43 anos (minima 20 anos; maxima 82 anos),
atendidos no Ambulatério de Infectologia do Hospital
Regional de Presidente Prudente/SP, com diagndstico
de LV comprovado por quadro clinico-epidemiolégico e/
ou diagndstico imunoldgico, por teste imunoenzimatico

(ELISA) ou Imunofluorescéncia indireta (IFI). No momento
da coleta de sangue para dosagem dos niveis inatos dos
componentes C3 e C4 do sistema complemento, todos os
pacientes eram considerados curados para a LV e, haviam
completado o tratamento com média de tempo de 59,48
meses (minimo 12 meses; maximo 108 meses). Os dados
clinicos e laboratoriais empregados para as andlises foram
coletados por levantamento dos prontudrios, no periodo
de diagnodstico da doenca de cada paciente.

Os componentes C3 e C4 séricos foram dosados pela
técnica de imunodifusdo radial simples, conforme as
normas do fabricante (DIFFU-PLATE, Biocientifica). Bre-
vemente, foram colocados 5 ul de soro de cada amostra
em um pogo da placa contendo anticorpos anti-C3 ou
anti-C4 e incubados durante 48 horas. Apds o periodo de
incubacdo, o diametro do halo formado ao redor do pogo
foi medido em milimetros e a concentragdo determinada
através de valores preestabelecidos na bula do kit. O valor
médio de referéncia para a dosagem de C3 foi de 138
mg/dl, com intervalo de confianca de 95% entre 84 e 193
mg/dl, desta forma, os participantes foram divididos em
trés grupos: baixo (< 84 mg/dl; n=10), normal (84 a 193
mg/dl; n=14) e elevado (> 193 mg/dl; n=5). Para 0 C4, o
valor médio de referéncia foi de 28 mg/dl, com intervalo
de confianca de 95% entre 20 e 40 mg/dl, desta forma,
os participantes foram divididos em trés grupos: muito
baixo (< 20 mg/dl; n=10), baixo (20 a 40 mg/dl; n=15) e
normal (> 40 mg/dl; n=4).

Para a avaliagdo da gravidade da LV foram utilizados
trés critérios: hepatomegalia, esplenomegalia e disfungdo
hepdtica (TGO > 100 U/l e/ou TGP > 100 U/I). Os pacientes
foram classificados com LV grave na presenca de pelo
menos dois dos trés critérios utilizados.Foi realizada uma
analise descritiva da distribui¢do da frequéncia relativa (%)
dos sintomas. As porcentagens dos sintomas em cada grupo
foram calculadas considerando o nimero de individuos que
apresentaram o sintoma em relagdo ao numero total de
participantes (n=29) e, cada porcentagem foi subdividida
segundo os niveis de C3 e C4. A associagdo dos componen-
tes C3 e C4 com a gravidade da LV foi analisada pelo teste do
x>. A associagdo dos componentes C3 e C4 com as varidveis
laboratoriais foi analisada pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn. A correlagdo entre os niveis
de C3 e C4 foi realizada pelo teste de Spearman. Em todas
as analises foi considerado significativo valores de p<0,05.

Todos os pacientes foram informados sobre o es-
tudo e assinaram termo de consentimento livre e es-
clarecido. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade do Oeste Paulista (CAAE:
95040318.0.0000.5515) e esta de acordo com a Declara-
¢do de Helsinki de 1964.

RESULTADOS

Os niveis inatos de C3 e C4 de pacientes curados para
LV apresentaram uma correlagdo positiva fraca (rho=0,46;
p=0,01) (Figura 1).
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Figura 1 — Correlagdo dos niveis inatos de C3 e C4 em pacientes
com leishmaniose visceral curada. A correlagdo foi realizada
pelo teste de Spearman. Foi considerado significante p<0,05.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dentre os sintomas apresentados no momento do
diagndstico, os mais frequentes foram a febre (n=26),
hepatomegalia (n=25), esplenomegalia (n=22) e perda
de peso (n=12). Quando avaliamos a distribuigdo dos sin-
tomas segundo os niveis inatos de C3, verificamos que a
maioria dos pacientes com LV apresentava niveis normais,
enquanto os niveis de C4 se apresentavam baixos (Figura
2). Quando classificamos os pacientes segundo a gravida-
de da LV, foi verificado um maior nimero de individuos
graves (n=24), caracteristica que nao foi influenciada pelos
diferentes niveis de C3 e de C4 (Tabela 1).

Figura 2 — Distribui¢do dos sintomas presentes nos pacientes com leishmaniose visceral curada segundo a classifica¢éo dos niveis
inatos de C3 e C4. Cada barra refere-se a frequéncia relativa (%) de pacientes que apresentaram o sintoma em relagéo ao niumero

total (n=29).
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Fonte: Dados da pesquisa.
Tabela 1- Associagdo da gravidade da leishmaniose visceral

com os niveis inatos de C3 e C4 de pacientes com leishmaniose
visceral curada (n=29), sequndo o teste do y°.

Classificagdo niveis inatos N&o grave (n) Grave (n) P
c3 Baixo 2 8
Normal 2 11 0,9507
Elevado 1 4
Cca Muito Baixo 1 9
Baixo 1 11 0,0676
Normal 3 3

Fonte: Dados da pesquisa.
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Na avaliacdo da série eritrocitaria foi demonstrado
que a maioria dos pacientes com LV apresentava niveis
abaixo do valor de referéncia para os eritrécitos, hemo-
globina, hematdcrito, assim como as plaquetas. Quando
estratificamos segundo os niveis de C3 e C4, somente o
C3 influenciou significativamente nos niveis dos hema-
tdcritos, nos quais os pacientes com niveis baixos de C3
se encontravam mais elevados em relagdo aos pacientes
com niveis normais (p=0,0406). A avaliacdo de outros
parametros, como VCM, HCM e CHCM demonstrou que a
maioria dos pacientes apresentaram niveis normais, que
nao foram influenciados quanto aos diferentes niveis de
C3 e de C4. A avaliagdo do RDW demonstrou que uma
parte dos pacientes (n=12) apresentaram valores acima
valor de referéncia, independente dos niveis de C3 e de
C4 (Figura 3).
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Figura 3 — Avaliagéo da série eritrocitdria e de plaquetas de pacientes com leishmaniose visceral segundo a classificagéo dos
valores inatos de C3 e C4. A comparagdo entre os diferentes grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de

Dunn, e foi considerado significante p<0,05. Linhas horizontais representam a média e linhas pontilhadas os valores de referéncia
de cada varidvel.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A avaliagdo da série leucocitaria demonstrou que a  trou que cerca de metade dos pacientes apresentaram
maioria dos pacientes apresentava niveis abaixo do valor  niveis normais, que ndo foram influenciados quanto aos
de referéncia para leucdcitos, neutroéfilos e eosindfilos. A diferentes niveis de C3 e de C4 (Figura 4).
avaliacdo dos basdfilos, linfécitos e mondcitos demons-

Figura 4 - Avaliagcdo da série leucocitdria de pacientes com leishmaniose visceral segundo a classificagdo dos valores inatos de C3
e C4. A comparagdo entre os diferentes grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, e foi conside-
rado significante p<0,05. Linhas horizontais representam a média e linhas pontilhadas os valores de referéncia de cada varidvel.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Dentre os parametros bioquimicos, o TGO se apre- sentava elevado na maioria dos pacientes, enquanto os
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niveis de bilirrubina (total, direta e indireta) e creatinina  individuos com niveis baixos e elevados foi similar. Os valo-
se apresentavam diminuidos e os niveis de potassio, s6-  res dos parametros bioquimicos ndo foram influenciados
dio e ureia se apresentavam normais. Poucos pacientes  pelos diferentes niveis de C3 e C4 (Figura 5).
apresentaram valores de TGP normais e a proporgao de

Figura 5 — Avaliagdo bioquimica de pacientes com leishmaniose visceral segundo a classificagdo dos valores inatos de C3 e C4.
A comparagdo entre os diferentes grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, sequido do teste de Dunn, e foi considerado
significante p<0,05. Linhas horizontais representam a média e linhas pontilhadas os valores de referéncia de cada varidvel.
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A avaliacdo de parametros de fase aguda demonstrou

gue as proteinas totais se encontravam normais, a albu-
mina baixa, as globulinas elevadas e a relagdo albumina/

globulina baixa. Os valores ndo foram influenciados pelos
diferentes niveis de C3 e C4 (Figura 6).

Figura 6 — Avaliagéio de marcadores de fase aguda de pacientes com leishmaniose visceral segundo a classificagdo dos valores inatos
de C3 e C4. Acomparagdo entre os diferentes grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, e foi consi-
derado significante p<0,05. Linhas horizontais representam a média e linhas pontilhadas os valores de referéncia de cada varidvel.
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Fonte: Dados da pesquisa.

DISCUSSAO

Os pacientes do presente estudo apresentaram idade
entre de 19 a 82 anos, e a razdo observada entre os sexos
foi de 1,6 homens para uma mulher, observando maior
frequéncia em pacientes do sexo masculino, concordando
com os dados do Ministério da Saude, demonstrando
que no Brasil os homens sdo 64,8% mais afetados que as
mulheres. A definicdo sintomatoldgica de LV associa-se
com hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia, inversao
da relacdo albumina/globulina, trombocitopenia, febre
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e perda de peso, dados concordantes com o presente
estudo 2,

Nossos resultados demonstram que pacientes com
LV curada apresentam diferentes niveis inatos de C3 e C4
e ndo foram encontrados outros estudos que realizaram
esta abordagem. A avaliagao do C3 apontou a presenca
de pacientes com niveis elevados deste componente,
fato que poderia favorecer a opsonizagdo de promasti-
gotas metaciclicas pelo C3b, promovendo a fagocitose e
induzindo a lise do parasita, pela formagdo do complexo
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de ataque a membrana (CAM). Entretanto, como me-
canismo de escape, a Leishmania apresenta antigenos
que sdo capazes de inativar o C3b (C3bi), impedindo a
formagdo do CAM, o ndo desencadeamento do estresse
oxidativo e diminuicdo da IL-12, protegendo assim as
formas promastigotas **!*, Nossos resultados, também
demonstraram um grupo com niveis diminuidos de C3 e
de C4, fato que pode predispor ao desenvolvimento de
doengas autoimunes, infeccdes ou ambas 1%,

Desta forma, seria condizente refletir se individuos
com elevados niveis inatos de C3 teriam uma maior
quantidade de C3b formado logo apds a inoculagdo pelo
flebotomineo, fato que poderia facilitar a entrada e per-
sisténcia da Leishmania no seu hospedeiro. Estudo com
camundongos deficientes para CD11b, molécula que atua
como receptor de C3b e induz a fagocitose, verificou que
estes animais eram um pouco mais resistentes a infecgao
in vivo por L. major, evidenciando o papel do CD11b no
desenvolvimento da doenga .

Durante a fase aguda da leishmaniose ocorre a
desregulacdo da hematopoese, devido a hiperplasia e
elevada carga parasitaria presentes na medula dssea é um
achado comum em pacientes com LV é a pancitopenia,
caracterizada pela presenga simultaneamente de trombo-
citopenia, anemia e leucopenia '’. Nossos resultados estdo
de acordo com estes achados, demonstrando diminuig¢do
da série leucocitdria, entretanto somente seis pacientes
apresentaram pancitopenia.

Nossos achados demonstram que a maioria dos pa-
cientes apresentaram anemia com prevaléncia do tipo
normocitica e homocrémica, presenca de anisocitose e
plaquetopenia, resultados concordantes com estudo reali-
zado no Estado do Ceard 8. A anemia pode ser associada a
inimeros fatores, dentre os quais, a destruicdo de eritro-
citos, fato que pode estar associado ao componente C3 do
sistema complemento, como demonstrado em pesquisa
recente, que verificou hemolise via complemento apds a
sensibilizagdo dos eritrdcitos com extrato de leishmania *°.
Nossos resultados demonstraram que individuos com C3
baixo apresentavam um hematdcrito significativamente
mais elevado quando em comparag¢ao com individuos
com niveis normais, demonstrando a associacdo deste
componente com a lesdo de hemdcias.

Os resultados apresentados demonstraram que pa-
cientes com LV apresentam niveis de TGO e TGP elevados
guando associados com niveis normais de C4. Outros
estudos demonstraram niveis elevados destas enzimas,
entretanto, os mesmos autores verificaram niveis ele-
vados de bilirrubina (direta e indireta) e normais para
a creatinina, fato que contradiz nossos resultados, que
demonstraram niveis diminuidos de bilirrubina (direta e
indireta) e de creatinina #%°, Os niveis de ureia no presente
estudo demonstraram-se normais, resultados concordan-
tes com outro estudo realizado no Brasil 8,

Aresposta de proteinas de fase aguda é caracterizada
por uma reagdo inflamatédria ndo especifica do hospe-
deiro, e esta resposta tem a fungdo de barrar a agdo do

patogeno e o dano celular. No presente estudo, os niveis
de proteinas totais se encontram normais e ndo foram
influenciados pelos niveis inatos de C3 e C4. A normali-
dade das proteinas totais foi observada em estudo que
avaliou os pacientes com LV logo apds o diagnéstico 8,
assim como relatado por Gatto e colaboradores (2013)
21 que avaliaram pacientes com LV antes e depois do tra-
tamento, nao observando diferencga entre os diferentes
momentos do tratamento.

Ndo houve influéncia dos niveis de C3 e C4 sobre as
globulinas, que se apresentaram aumentadas em relagao
ao valor de referéncia em todos os grupos, fato observa-
do também por outros estudos ¥, Estudo que avaliou
a produgdo de gamaglobulinas verificou um aumento
em todos os pacientes com LV, associando este achado
laboratorial com a ativa¢do policlonal de células B, fato
frequentemente encontrado nesta doenca 22

Alguns marcadores de fase aguda, sdo conhecidos
como negativos, como é o caso da albumina, que se en-
contram diminuidos durante o processo de fase aguda. Os
niveis séricos de albumina estdo diretamente relacionados
com o estado nutricional do individuo e com o sistema
imunoldégico, mostrando que a ma nutricdo é uma das cau-
sas da hipoalbuminemia, além de estar relacionada com
o processo infeccioso 2%. Nossos pacientes apresentaram
valores diminuidos de albumina, independentemente do
valor de C3 e C4. A hipoalbuminemia também foi relatada
em outros estudos 12?2, Os resultados do presente estudo
também demonstraram que a maior parte dos pacientes
apresentavam uma acentuada inversao da relagdo albu-
mina/globulina, caracteristica comum da LV 2.

CONCLUSAO

Concluimos que o componente C3 do sistema com-
plemento estd associado a alteragdes do hematdcrito, su-
gerindo o acompanhamento dos seus niveis em pacientes
com LV. Além disso, ainda ndo esta claro se niveis inatos
dos componentes C3 e C4 auxiliam na eliminagdo ou
colaboram com a permanéncia da Leishmania logo apds
a entrada no seu hospedeiro, refor¢gando a necessidade
de novos estudos com esta abordagem.
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