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RESUMO

Dengue, Chikungunya e Zika sdo arbovirus transmitidos aos seres humanos por mosquitos do
género Aedes, principalmente o Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), causando surtos
simultaneos com manifestacfes clinicas semelhantes, representando hoje um desafio no
diagndstico e tratamento dos doentes. Machos e fémeas de A. aegypti alimentam-se de
substancias agucaradas, mas as fémeas necessitam de um repasto sanguineos para maturacao
dos ovos. Para que artropodes hematofagos realizem um repasto sanguineo satisfatorio em
hospedeiros vertebrados, os mecanismos responsdveis pela hemostasia (vasoconstriccao,
agregacao plaquetaria, coagulacao e rea¢fes imunes) precisam ser sobrepostos, de modo que o
inseto permaneca Vvivo e seja capaz de transmitir a infeccdo a diferentes hospedeiros. Além
disso, a saliva de artrépodes hematdfagos deve conter moléculas que causam imunomodulacao
nos hospedeiros vertebrados. Neste contexto, as moléculas presentes na saliva ou no contetdo
intestinal destes artropodes podem ser inibidoras do sistema do complemento (SC), que
constitui parte da resposta imune inata a patdgenos ou parte complementar da imunidade
adquirida devido aos anticorpos ligados aos microorganismos. Os inibidores salivares e
intestinais do SC visam proteger as células do tubo digestivo de artropodes hematéfagos contra
0 ataque do complemento presente no sangue ingerido. Uma outra forma de evadir o SC de
hospedeiros vertebrados seria a captacdo de fator H, também presente no soro. O fator H, uma
vez depositado sob a superficie de células, as protegem da ativacdo do préprio SC ao promover
sua inativacdo pela acdo da proteina regulatéria chamada Fator 1. O presente trabalho teve como
objetivo verificar a atividade anti-complemento do extrato de glandula salivar (EGS) e contetido
intestinal de A. aegypti sobre as vias alternativa, classica e das lectinas do sistema complemento
humano. Além disso, investigamos se o intestino do mosquito é capaz de captar o fator H do
soro humano para se proteger contra o ataque do SC. A inibicdo das vias cléssica e alternativa
foram avaliadas através de ensaios hemoliticos assim como a captacdo do fator H pelo intestino
foi realizado com uso de anticorpo anti-fator H humano. Os resultados mostraram que 0 EGS
ndo é capaz de inibir nenhuma das vias do SC, porém o contetdo intestinal de fémeas de A.
aegypti inibiu a via classica e das lectinas, embora ndo tenha apresentado inibidores soliveis
intestinais contra a via alternativa. O contelddo intestinal ndo inibiu a deposicdo dos
componentes C1g e MBL, porém houve uma expressiva inibicdo da deposi¢do dos componentes
C4b, C3b, C5b e C9. O conteudo intestinal possui uma serino protease que foi capaz de clivar
C4 em bandas menores que 80 kDa. O intestino de fémeas de A. aegypti foi capaz de captar o
fator H do soro humano, diferentemente de machos. Machos de A. aegypti apresentaram tempo
de sobrevivéncia menor em relagdo as fémeas quando submetidos aos componentes do sangue
humano (soro humano normal e hemoglobina). As moléculas de C3 em fémeas de A. aegypti
recém alimentadas permanecem em seu estado original, mas a partir de 30 minutos se tornaram
inativadas com formagdo de iC3b, sugerindo que essa estratégia de prote¢do contra o dano
causado pelo complemento esteja presente em A. aegypti, sendo a captacdo de fator H
primordial para inibi¢do da via alternativa do complemento humano pelo A. aegypti. Diante do
fato de que inibidores de complemento sejam vitais para a sobrevivéncia de fémeas de insetos
hemat6fagos, candidatos vacinais baseados em proteinas de A. aegypti que inibem o
complemento humano tem grande potencial em interferir em aspectos relacionados a
sobrevivéncia e a reproducdo deste mosquito.

Palavras-Chave: Aedes aegypti, Sistema Complemento Humano, Inibidores do complemento,
Fator H



ABSTRACT

Dengue, Chikungunya and Zika are arboviruses transmitted to humans by mosquitoes of the
species Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), causing simultaneous outbreaks with
similar clinical manifestations, representing a challenge in the diagnosis and patient treatment.
A. aegypti males and females feed on plant-derived sugars but females need a blood meal for
egg maturation. In order to obtain blood from vertebrate hosts, haematophagous arthropods
need to overcome host hemostasis, represented by vasoconstriction, platelet aggregation and
coagulation, as well as inflammation and immune reactions. In this context, molecules present
in the saliva and/or intestinal contents of these arthropods may contain inhibitors of the
complement system (CS), which is part of the innate immune response to pathogens. CS
salivary and intestinal inhibitors are crucial to protect gut cells from haematophagous
arthropods against the attack of the complement system present in the ingested blood. Another
way to evade complement activation is the uptake of the regulatory protein factor H, also
present in serum. Factor H, once deposited in cell surfaces, protects them from complement
activation by recruiting the action of the protease called Factor I, thus inactivating the opsonin
C3b, also part of the C3 convertases, which will ultimately trigger complement activation and
MAC formation. The present work aimed to investigate the anticomplement activity of salivary
gland extracts (EGS) and intestinal contents of A. aegypti on the alternative, classical and lectin
pathways of the human complement system. In addition, we investigated whether the mosquito's
gut is capable of capturing human serum H-factor to protect itself against SC attack. Inhibition
of the classical and alternative pathways were evaluated by haemolytic assays and the uptake of
factor H by the A. aegypti gut was performed using human anti-factor H antibodies. The results
showed that the A. aegypti salivary gland extract was not able to inhibit any of the CS pathways.
However, A. aegypti intestinal contents inhibited the classical and the lectin pathways but not
the alternative pathway. The intestinal contents did not inhibit the deposition of C1q and MBL
components, but inhibited the deposition of downstream components C4b, C3b, C5b and C9.
The intestinal content has a serine protease that was able to cleave C4 in bands smaller than 80
kDa. The gut of female A. aegypti was capable of capturing human serum H factor, unlike
males. A. aegypti males presented lower survival rate compared to females when these were fed
with human blood components (normal human serum and hemoglobin). The C3 molecules in
recently blood fed A. aegypti females remain in their original state, becoming inactivated to
iC3b as soon as 30 minutes after the blood feed, suggesting that this strategy against
complement damage is present in A. aegypti. Considering that human complement inhibitors are
vital for the survival of female Aedes mosquitoes, vaccine candidates based on A. aegypti
proteins that inhibit human complement have great potential to interfere in aspects related to
their survival and reproduction.

Key-words: Aedes aegypti, human complement system, complement inhibition, factor H
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1 — Introducéo

1.1 — A ecologia de Aedes aegypti e sua importancia médica como vetor de

arboviroses

O Aedes aegypti, também chamado de pernilongo, pernilongo-rajado ou
mosquito da dengue, é uma espécie pertencente a ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini e género Aedes
(Forattini 2002). E um inseto que apresenta desenvolvimento holometabolo,
caracterizado por apresentar as fases de ovo, larva (L1, L2, L3, e L4), pupa e adulto
(Figura 1) (Forattini 2002) e que apresenta habito extremamente adaptado aos
ambientes urbano e domestico, sendo considerado um mosquito diurno (Natal 2002).
Ambos fémea e macho possuem o tempo médio de vida de 45 dias e nutrem-se de
carboidratos encontrados em seiva de flores e frutas, porém apenas a fémea é
hematdfaga, uma vez que a ingestao de sangue é necessaria para o desenvolvimento dos
ovos (Silva et al. 2008, Carvalho & Moreira 2016).

0 1 2 3 4 5

MILIMETROS

MOSQUITO ADULTO

o

PRIMEIROESTADIO
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO L ¥

DA LARVA

TERCEIRO ESTADIO ‘
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 1: Ciclo biologico de Aedes aegypti. O Aedes aegypti apresenta ciclo
holometéabolo, compreendendo quatro fases: ovo, larva (quatro estadios larvarios), pupa
e adulto. Fonte: deleonscarlett.wordpress.com

13



Acredita-se que 0 A. aegypti tenha origem no continente africano chegando as
Américas através de barris d’agua vindos em navios das primeiras exploragdes e
colonizagdes européias (Mousson et al. 2005). Esse inseto esta distribuido pelos cinco
continentes (Figura 2) (Kraemer et al. 2015) e no Brasil esta presente nos vinte e sete
estados da Federacdo, distribuido em aproximadamente 4.523 municipios (Zara et al.
2016).

A distribuicdo global de A. aegypti é fortemente influenciada por fatores
climaticos, uma vez que temperaturas de 10°C ou menores limitam o desenvolvimento
larval e impactam a sobrevivéncia de adultos (Hopp & Foley 2001), por isso é
encontrado em regides neotropicais, onde fatores ambientais (chuva, temperatura e
umidade relativa) favorecem o ciclo de vida desse inseto, tornando sua distribui¢do cada
vez mais abrangente (Eisen et al. 2014). O rapido crescimento e urbanizacdo das
populacbes humanas em dareas tropicais sem infraestrutura basica de saneamento
ampliaram a faixa de ocorréncia das arboviroses transmitidas pelo A. aegypti, em razéo
da difusdo do mosquito em areas antes livres destas doencas (Rebélo et al. 1999,
Carvalho & Moreira 2016).

Figura 2: Mapa global da distribuicdo de Aedes aegypti. O mapa mostra a
probabilidade de ocorréncia (de 0 azul a 1 vermelho) a uma distancia espacial de
resolucdo de 5 km x 5 km. Fonte: Kraemer et al. (2015).
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Aedes aegypti é o principal vetor urbano de Febre Amarela, sendo também o
vetor primério de arbovirus que causam a Dengue, Chikungunya e Zika (Gloria-Soria et
al. 2016).

A Dengue é a doenca viral predominantemente transmitida por A. aegypti,
sendo também transmitida secundariamente por Aedes albopictus. E causada por um
dos quatro sorotipos distintos de virus (DENV-1,-2,-3, -4) que sd&o membros da familia
Flaviviridae (género: Flavivirus) (Ramos-Castafieda et al. 2017). A Dengue tem como
sintomas: febre alta repentina acompanhada de dores de cabeca, dores por todo o corpo,
seja nos masculos ou nas articulagBes, fraqueza, além da possivel perda de peso,
nduseas, vomitos ocasionais, erup¢do e coceira na pele (Guerdan 2010). A Dengue
hemorragica, tipo mais grave da doenga, tem como sintomas iniciais sdo semelhantes
aos da dengue classica, e ap0os o terceiro ou quarto dia surgem hemorragias causadas

pelo sangramento de pequenos vasos da pele e outros érgdos. (Hopp & Foley 2001).

O virus Chikungunya (CHIKYV) é um alfavirus que circula predominantemente
em regibes tropicais e subtropicais, afetando potencialmente mais de 1 bilhdo de
pessoas (Goupil & Mores 2016, Graham et al. 2016). Ap6s um periodo de incubacdo de
2-7 dias aproximadamente, 95% das pessoas infectadas desenvolverdo sintomas que
consistem em febre alta, dores de cabeca, erupcdo cutanea, mialgia e dores articulares
graves (Sebastian et al. 2009, Ali Ou Alla & Combe 2011). No Brasil, os primeiros
casos autoctones foram registrados no Estado de Amapa e posteriormente, Bahia e
Minas Gerais no ano de 2014 (Figueredo & Figueiredo 2014).

A disseminac¢do pandémica do virus Zika (ZIKV), um outro membro da familia
Flaviviridae, do género Flavivirus, transmitida as pessoas pelos mosquitos do género
Aedes (Sakkas et al. 2016), principalmente por A. aegypti e A. albopictus tornou-se um
grande problema de satde pablica no Brasil recentemente (Campos et al. 2015, Fellner
2016). Desde 1947, ano da descoberta do virus Zika em Uganda, até o ano de 2016, o
mesmo foi registrado em 74 paises, sendo que nas décadas de 1960 e 1980, as infec¢bes
de Zika em humanos foram encontradas em toda a Africa e Asia (Kay et al. 2016). A
confirmacgdo dos primeiros casos no Brasil deu-se ao inicio do ano de 2015 oriundos do
estado do Rio Grande do Norte (Zanluca et al. 2015).
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A infeccéo pelo virus Zika é mais comumente caracterizada por inicio agudo
da febre com duracdo de 3-7 dias, geralmente sem complicagdes graves, seguido de dor
de cabeca, artralgia, mialgia e uma erupcdo maculopapular generalizada que pode
envolver qualquer area do corpo (He et al. 2016, Moreira et al. 2017). Essa doenca tem
sido associada com a ocorréncia de microcefalia e sindrome de Guillain-Barreé, uveite,

mielite e meningoencefalite em adultos (Slenczka 2016).

Embora ainda ndo exista vacina ou tratamento especifico para Zika, em um
estudo publicado recentemente tem se verificado que o medicamento Sofosbuvir,
utilizado para o tratamento da hepatite C, inibiu a replicacdo de ZIKV em diferentes
celulas tais como: hepatoma (Huh-7), células de neuroblastoma (SH-Sy5y) e células
estaminais neurais (NSC) (Sacramento et al. 2016). Especialistas em reproducdo estdo
particularmente preocupados com a propaga¢do do ZIKV, uma vez que se podem ter
outras rotas de infeccdo como a sexual e transplacentéria, resultando em anormalidades

congeénitas fetais (Novak et al. 2016).

Embora nenhum ciclo urbano novo de febre amarela tenha sido relatado nas
Américas desde o final de um programa de erradicagdo do Aedes no final dos anos
1950, o alto numero de individuos ndo vacinados que visitam areas endémicas,
principalmente areas silvestres de febre amarela e retornam a areas urbanas infestadas
por Aedes, tem promovido o aumento do risco de ciclos urbanos de febre amarela
(Massad et al. 2018). No Brasil, a febre amarela é endémica na Bacia Amazodnica
brasileira, com surtos esporadicos ocorrendo fora da area endémica. Entretanto, desde
2016, epidemias de febre amarela estdo ocorrendo no Sudeste do Brasil, com mais de
1.900 casos humanos e mais de 1.600 epizootias de primatas ndo humanos relatados até
abril de 2018 (Rezende et al. 2018).

1.2 — A saliva de Aedes aegypti

As glandulas salivares da fémea de A. aegypti apresentam uma estrutura
trilobada onde se inclui um lobo medial e dois lobos laterais. Cada lobo compreende um
epitélio secretor que rodeia um canal salivar no qual a saliva é liberada durante a
hematofagia (Juhn et al. 2011). Essas proteinas que sdo produzidas nas glandulas

salivares e injetadas no local da picada auxiliam o repasto sanguineo (Almeras et al.
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2010), processo de extrema necessidade para esses mosquitos uma vez que o sangue do
hospedeiro vertebrado é importante na nutricdo, no desenvolvimento de ovos e
sobrevivéncia das fémeas (Gillespie et al. 2000, Andrade et al. 2005). A saliva de
artropodes hematdfagos € fundamental para o processo hematofagico, uma vez que as
proteinas salivares inibem a hemostasia dos hospedeiros vertebrados (agregacao
plaquetéria, coagulacdo do sangue e vasoconstriccdo) e o desenvolvimento da
inflamacdo (Ribeiro JM 1995) além de modular a resposta imune do hospedeiro
(Ribeiro & Francischetti 2003, Oktarianti et al. 2015).

Além de se contrapor a hemostasia do hospedeiro vertebrado, a saliva de A.
aegypti auxilia a infeccdo dos virus transmitidos por este mosquito. Segundo Schmid et
al. (2016), o extrato de glandula salivar (EGS) acelera a dindmica da patogénese da
Dengue ap6s a transmissdo do virus na pele. A presenca da saliva proporciona o
enfraquecimento dos vasos, tornando-os mais permedveis, auxiliando o virus a se

espalhar mais rapidamente, promovendo assim o aumento da severidade da doenga.

Com relagdo ao CHIKV, em um modelo in vitro utilizando células epiteliais
HaCat, 0 EGS de A. aegypti aumentou a replicacdo do virus, e inibiu a producédo de IL-8
sugerindo que no sitio da picada do mosquito de A. aegypti, 0 CHIKV trabalha em
conjunto com a saliva de forma a garantir que se replique nas células da pele e escape
do sistema imunologico do hospedeiro pela supressdo da producdo de IL-8 (Puiprom et
al. 2013).

1.3 — O Sistema Complemento

Composto por mais de 40 proteinas plasmaticas produzidas principalmente
pelo figado ou por proteinas de membrana expressas na superficie celular, o sistema
complemento (SC) é uma parte central da imunidade inata que funciona como uma
primeira linha de defesa contra patdgenos (Merle et al. 2015a, b). Durante a ativacdo do
SC, algumas dessas proteinas circulantes sdo clivadas ao longo de uma cascata que
culmina na opsonizacdo de patdgenos, com alguns desses fragmentos atuando como
potentes mediadores pro-inflamatérios (anafilatoxinas) e na formacéo do complexo de
ataque a membrana (CAM) (Dunkelberger & Song 2010, Thurman & Nester 2016).

A ativagdo desse sistema envolve uma seqiiéncia de enzimas proteoliticas que
17



sdo estimuladas através do reconhecimento de distintos padrdes moleculares na
superficie ativadora que se desmembram em trés vias: a classica, alternativa e a das
lectinas que convergem para a formacdo da C3 convertase (Elvington et al. 2016),
culminando para a formacdo do complexo molecular conhecido como complexo de
ataque a membrana (CAM) (Ghebrehiwet 2016) (Figura 3).

A via classica do complemento € desencadeada quando a glicoproteina C1q,
em complexo com as serino proteases C1r e C1s na presenca de ions Ca™ (complexo
C1), liga-se a regido FC dos anticorpos IgM ou IgG que se encontram aderidos a
superficie celular microbiana. A ligacdo de Clg ao anticorpo promove a ativacdo
autocatalitica de C1r, que por sua vez ativa C1s, que por sua vez cliva C4 e C2 nos
fragmentos C4a, C4b, C2a e C2b. Os fragmentos maiores C4b e C2a se associam para
formacdo do complexo C4bC2a (que constitui na C3 convertase), ou seja, tem a
capacidade de clivar C3 em C3a e C3b. Por sua vez, o C3b liga-se covalentemente a
superficie ativadora proximo ao complexo C4bC2a,i para formar o complexo C4b2a3b,
chamado de C5 convertase. Essa convertase tem a capacidade de clivar moléculas C5
em Cba e C5b. Com a formacdo de C5b, esta se ligard na superficie do patdgeno e
servird como local para receber os componentes C6, C7, C8 e mdltiplas cépias de C9
para formar o complexo de ataque a membrana (CAM). Além disso, C5a e C3a
(subprodutos soltveis da conversdo de C5 e C3), respectivamente, atuam como potentes

guimioatraentes para células fagociticas, particularmente neutrofilos (Garcia et al. 2016)

A via das lectinas foi a mais recentemente descrita e € ativada de forma
semelhante a via classica, no entanto independente de anticorpos. Sua ativacdo ocorre
pela ligacdo da lectina MBL (do inglés, Mannose-binding lectin) ou também chamada
proteina ligante de manose (MBP) as superficies de patdgenos contendo manose. A
MBL é semelhante estruturalmente ao componente C1q da via classica, e como tal, uma
vez ligada ao patdgeno, ativa as proteases MASP-1 e MASP-2. Essas duas serino
proteases possuem um papel similar a C1r e C1s. Uma vez ativadas, a MASP-2 cliva C4
e C2, formando a C3 convertase C4b2a, que por sua vez cliva o componente C3, dando
continuidade a cascata proteolitica até a formagdo do CAM como ocorre na via classica
(Dodds & Sim 1997, Sarma & Ward 2012, Dob¢ et al. 2016, Garred et al. 2016). Outra
lectina que também pode participar do processo de ativagcdo do complemento pela via

das lectinas é denominada Ficolina, semelhante a MBL e pode também reconhecer
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motivos moleculares na superficie de patdgenos (Dobo et al. 2016).

A via alternativa constitui uma rota comum de ativacao independe da presenca
de anticorpos. Esta via é desencadeada quando C3 sofre hidrdlise espontanea e lenta que
permite a exposi¢do de um grupo tioéster interno com ligagcdo de uma molécula de agua.
Esta molécula (C3bH20) contém uma ligacao tioéster exposta para a ligacdo do Fator B
(FB). Quando o FB une-se a essa ligacdo, tem-se a formacao do complexo C3b-H20O-B.
Esse complexo € entdo clivado pelo Fator D (FD), permitindo a formacdo de um
complexo C3-H20-Bb solavel, que é a C3 convertase de iniciagdo, clivando assim
novas moléculas de C3, em C3b e C3a. Essas moléculas de C3b, na presenca de ions de
Mg?*, ao se ligar covalentemente na superficie de determinado corpo estranho
(bactérias, fungos, virus, protozodarios e parasitos multicelulares), ird proporcionar um
sitio de ligacdo para o FB. O complexo C3b-B ¢, entdo, ativado pela serino protease
fator D, gerando a C3 convertase de amplificacdo da via alternativa (C3b-Bb), que cliva
novas moléculas de C3 em C3a e C3b. Essa enzima € estabilizada pela agregacdo de
uma molécula de properdina presente no soro. As moléculas de C3b podem ingressar na
chamada “alca de amplificacdo”, ou se ligar a C3 convertase, o que acarretara na
formagéo de C3b-Bb-C3b (C5 convertase), que cliva o componente C5, desencadeando
as clivagens sucessivas de proteinas do complemento que vao culminar na formacao do
CAM (Sarma & Ward 2011).
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Figura 3: Representacdo das trés vias de ativacdo do sistema complemento. A via
alternativa é desencadeada quando C3 sofre hidrdlise espontanea originando a C3-
convertase inicial desta via na presenca dos fatores B e D. A via classica a ativada
quando C1q se liga complexos antigenos-anticorpos aderidos ao antigeno, enquanto que
a via das lectinas € ativada quando a lectina ligante de manose (MBL) liga-se as
superficies de patdgenos contendo 0 monossacarideo manose. As trés vias convergem
para a formacdo da C3 convertase, desencadeando clivagens sucessivas de proteinas do
complemento que culminam na formacdo da molécula conhecida como complexo de
ataque a membrana (CAM). Adaptado de Sarma & Ward (2012).

20




1.4 — Inibidores do sistema complemento em artrépodes hematéfagos

Desde o fim do século XX, estudos propondo verificar em quais vias e de que
forma os artropodes hematdfagos inibem o SC tém sido realizados, sendo
primeiramente descrito a capacidade da saliva do género Ixodes em inibir o SC. A saliva
desses artropodes mostrou-se capaz de inibir a via alternativa do sistema complemento
embora ndo pudesse interferir na via classica. A saliva também foi capaz de inibir a
producdo de anafilotoxinas que sdo produzidas durante a ativacdo da cascata (Ribeiro &
Spielman 1986, Ribeiro 1987). Desde entdo, algumas moléculas responsaveis pela
inibicdo do complemento foram identificadas na saliva de carrapatos tais como Ixodes
scapularis (Valenzuela et al 2000), Ixodes ricinus (Daix et al 2007; Couvreur et al
2008) e Rhipicephalus (B.) microplus (Silva et al 2016). No caso de Rhipicephalus (B.)
microplus, a saliva foi capaz de inibir as duas vias testadas: via classica e alternativa, e
que essa clivagem bloqueava a clivagem e ativagéo de C4. Os autores sugerem que essa
inibicdo ocorra em algum ponto entre as ativacGes de C1q e C4 (Silva et al. 2016). Em
outro trabalho, foi observado que o extrato de glandula salivar da espécie do carrapato
Amblyomma cajennense, apresentou atividade inibidora da via classica (Franco et al.
2016).

Em outros artrépodes hemat6fagos, Cavalcante et al. (2003) observaram que a
saliva de insetos é capaz de inibir o sistema do complemento humano. Dessa forma, 0s
autores utilizando as espécies de flebotomineos, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
migonei e as espécies de triatomineos, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis e
Rhodnius prolixus, mostraram que a saliva de todos esses insetos inibem a via classica
do SC. A inibicdo da via alternativa foi testada apenas para os flebotomineos e a
atividade de inibicdo foi constatada em L. longipalpis. No que se refere a L. longipalpis,
varios trabalhos foram feitos no sentido de tentar entender o mecanismo de inibicdo do
SC pela saliva extraida desse inseto. Ferreira et al. (2016) descreveram o mecanismo de
acdo do inibidor salivar da via classica desse vetor da leishmaniose visceral. Foi
mostrado que uma proteina de aproximadamente 11 kDa, denominada de SALO
(LIM19) atua ligando-se ao componente C1q, bloqueando a ativacdo de Clr e C1s e,
consequentemente, o fluxo normal da cascata. A atividade da saliva desse diptero
tambem foi estudada por Mendes-Sousa et al. (2013) com soro proveniente de outras
possiveis fontes alimentares de flebotomineos como cées, ratos, cobaias e galinhas.
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Outra proteina da saliva de L. longipalpis denominada de Lufaxin foi capaz de inibir a
via alternativa, impedindo a deposicdo de C3b, Bb, Properdina, C5b e capaz de inibir a
clivagem do fator B pelo fator D em um C3b-B reconstituido (Mendes-Sousa et al.
2017).

Em outro estudo utilizando-se espécies de culicideos como modelo, Mendes-
Sousa et al. (2016) observaram que os mosquitos da espécie Anopheles albimanus
apresentavam um inibidor relacionado com a proteina gSG7 de Anopheles gambiae e
Anopheles stephensi. A partir da sequéncia dessa proteina foi produzida uma proteina
recombinante em Escherichia coli, denominada de albicina e que apresentou uma
inibicdo potente na lise de eritrocitos de coelho em ensaios da via alternativa. Porém
ndo observou-se nenhum efeito inibitdrio sobre as vias cléssica ou das lectinas. Embora
ja se tenha verificado a presenca de inibidores na saliva de mosquitos do género
Anopheles, esse padrdo ndo ocorre com outros mosquitos como Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae), de acordo com Cavalcante et al. (2003). Visto que a presenca de inibidores
na saliva é de importancia na inativacdo do SC, e uma vez que mosquitos da espécie
Aedes aegypti ndo os apresentam na sua saliva, Barros et al. (2009) testaram e
confirmaram a hipdtese de que esses inibidores poderiam estar presente no intestino
desses mosquitos, visto que os préprios autores propdem pela primeira vez que o dano
provocado pela ativacdo do complexo de ataque a membrana poderia levar a lise do

intestino e a morte destes insetos.

1.5 — Mecanismos de evasdo do sistema complemento por artrépodes e parasitos

Os mecanismos de evasdo do ataque do SC parece nado se restringir apenas aos
inibidores sollveis secretados pela saliva ou epitélio intestinal. Recentemente em
mosquitos anofelinos foi demonstrado que a parede intestinal de fémeas de A. gambiae
e A. stephensi captam a proteina reguladora do complemento fator H (FH) do sangue do
hospedeiro para se prevenirem dos possiveis danos causados pelo ataque do sistema
complemento (Khattab et al. 2015). O FH funciona como um co-fator para que o Fator |
(uma protease plasmatica) inative o C3b. Dessa forma, o FH pode associar-se com as
células do hospedeiro através do reconhecimento de marcadores celulares com o acido
sidlico de superficies celulares e, desta forma, regular negativamente o SC (Parente et
al. 2016, Schmidt et al. 2016). Além do fator H, o C4bp, CR1 e 0 DAF (os dois ultimos
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ligados a membrana) aceleram o decaimento das C3 e C5 convertases, enquanto que a
molécula CD59 controla a formacéo do complexo e ataque & membrana (Sarma & Ward
2012).

Alguns patdgenos obtiveram sucesso em escapar do sistema do complemento
desenvolvendo receptores capazes de captar o fator H do plasma de seus hospedeiros.
Uma vez presente na superficie do patdégeno, o fator H promove a inativacdo do
complemento pelo fator | e assim o patdgeno fica protegido da lise mediada pelo
complemento. Isto é o que ocorre com as bactérias Borrelia burgdorferi (Dieterich et al.
2010), Neisseria meningitidis (Malito et al. 2013), Treponema denticola (Miller et al.
2011), com protozoarios do género Plasmodium (Simon et al. 2012) e com VArios outros
patogenos (Inal, 2004; Serruto et al. 2010). De forma interessante, esta atividade foi
recentemente descrita em fémeas das espécies de mosquito Anopheles stephensi e A.
gambiae, possivelmente para minimizar o dano intestinal do inseto apds o repasto
sanguineo (Khattab et al. 2015) e sugere que a captacdo de fator H por fémeas de
artropodes hematofagos vetores de patdgenos para humanos poderia ser uma estratégia
conservada, sendo selecionada durante a evolucdo para proteger estes artropodes contra

o0 dano causado pela ativacdo do complemento durante o repasto sanguineo.
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2 — Justificativa

Durante o processo hematofagico os insetos necessitam estar equipados com
um arsenal de moléculas capazes de inibir o sistema complemento existente no sangue
ingerido. De fato, os inibidores do complemento sdo vitais para a sobrevivéncia de
insetos hematofagos, e, portanto, candidatos vacinais baseados em proteinas de A.
aegypti que inibem o complemento humano tém grande potencial em interferir em

aspectos relacionados a sobrevivéncia e a reproducéo deste mosquito.

A literatura sugere que a saliva de A. aegypti ndo € capaz de inibir o sistema do
complemento humano, tanto pela via classica quanto pela via alternativa (Cavalcanti et
al. 2003), sendo assim essa atividade € exercida pelo contetdo intestinal (Barros et al.
2009). Contudo os mecanismos responsaveis por essa inibicdo ainda sdo obscuros.
Além disso, ndo se conhece qual seria a acdo da saliva ou o do conteudo intestinal sobre

a via das lectinas.

O conhecimento do mecanismo de inibicdo do sistema complemento pelo
conteddo intestinal de A. aegypti podera também auxiliar a area da biotecnologia através
do descobrimento de novas moléculas que possam apresentar atividade farmacoldgica

contra doencas relacionadas ao mal funcionamento do sistema complemento.

Dengue, Chikungunya, Zika e febre amarela sdo doencas causadas por
arbovirus transmitidos aos seres humanos através da picada de fémeas de insetos
hematofagos infectados do género Aedes, principalmente o Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762), causando por vezes surtos simultdneos com manifestacBes clinicas
semelhantes. A co-circulacdo dos trés virus (Dengue, Chikungunya, Zika) representa
hoje um desafio no diagndstico e tratamento dos doentes. Portanto, o estudo do
mecanismo de inibicdo do sistema complemento do mosquito torna-se importante, pois
vem a contribuir no esclarecimento dos parametros da relacdo parasito-hospedeiro

fomentando assim futuras alternativas que possam barrar a expansdo dessas doencas.
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3 — Objetivos

3.1 — Objetivo Geral

Estudar o efeito do sistema complemento humanos em mosquitos adultos de

Aedes aegypti.

3.2 — Objetivos Especificos

v

v

Mensurar a sobrevivéncia para machos e fémeas de A. aegypti submetidos a
diferentes dietas;

Avaliar a presenca de catalase em intestino médio de machos e fémeas de Aedes
aegypti;

Investigar a atividade do extrato de glandula salivar de A. aegypti sobre as vias
classica, alternativa e das lectinas do sistema complemento;

Investigar a atividade do contetdo intestinal de A. aegypti sobre as vias classica,
alternativa e das lectinas do sistema complemento;

Avaliar a atuacdo do conteldo intestinal sobre a formacdo do complexo de
atague a membrana (CAM);

Avaliar a atividade inibidora sobre a deposicdo dos fatores das vias classica e
das lectinas do sistema complemento humano;

Avaliar a capacidade do contetdo intestinal de Aedes aegypti em desligar os
componentes da via classica previamente depositados sobre a superficie
ativadora;

Averiguar a capacidade da parede intestinal de fémeas de A. aegypti em captar
fator H purificado e o fator H presente no soro humano normal;

Avaliar a proporcdo de deposicdo dos componentes C3 e C9 na parede intestinal
na presenca e na auséncia de molécula(s) inibidora(s) soltve(is) presente(s) no
intestino;

Avaliar a acdo do conteldo intestinal de A. aegypti sobre a atividade enzimética
do C1s ativado, sobre C4;

Verificar a classe da possivel protease inibidora presente no conteddo intestinal
de A. aegypti;

Avaliar o perfil do fator C3 e C4 no intestino de Aedes aegypti ap0s repasto

sanguineo com sangue humano.
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4 — Materiais e Métodos
4.1 — Aprovacdo em comité de ética

Os experimentos realizados neste estudo foram conduzidos de acordo com 0s
principios éticos de experimentacdo animal da Universidade Federal de Minas Gerais.
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG) sob nimero de protocolo nimero 001/2017.

4.2 — Origem e criacdo dos mosquitos Aedes aegypti

Os mosquitos utilizados nos experimentos foram da espécie Aedes aegypti
pertencentes a linhagem Rockfeller, gentilmente cedidos pelo professor Dr. Luciano

Andrade Moreira do Centro de Pesquisas Rene Rachou — CPgRR.

Os insetos adultos foram acondicionados em coldnias fechadas em insetario no
Laboratorio de Fisiologia de Insetos Hematdfagos — LFIH mantidos em gaiolas
cilindricas 30 cm X 90 cm com tela na parte superior, temperatura de 27 + 1 °C,
fotoperiodo de 12:12 h (L:E), umidade relativa de 75% e acesso continuo a algod&o
embebido em solucdo de sacarose 10%. Hamsters previamente anestesiados com 0,2
mL de Thiopental® (50 mg/mL) e com o abdémen tricotomizado eram colocados sobre
a tela das gaiolas para que as fémeas realizassem o repasto sanguineo durante 1 hora. Os
ovos eram obtidos 2 dias apds o repasto através do uso de papel filtro embebido em
agua desclorada dentro de potes de plasticos escuros. Apds retirada dos papéis contendo
0S 0Vos, estes eram guardados em recipiente de plastico até coloca-los para eclodir em
cubas de pléastico contendo agua desclorada e sendo fornecida racéo de peixe ad labtium
até a fase de pulpa. As pulpas eram entdo retiradas e colocadas nas gaiolas cilindricas

para a eclosdo dos adultos.

4.3 — Obtencao dos extratos de glandulas salivares (EGS) e contetdo intestinal dos
mosquitos

Para obtencdo do EGS e do conteddo intestinal, fémeas de 4 a 6 dias nédo
alimentadas com sangue foram dissecadas em lamina de vidro escavada contendo PBS
(NaCl 136,8 mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO4 4,76 mM; KH,PO4 1,76 mM), com auxilio de
microscopio estereoscopico e estiletes entomoldgicos. As glandulas salivares (Figura

4A) foram coletadas e transferidas para tubos de polipropileno de 1,5 ml contendo PBS
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e mantidos constantemente em gelo. Os tubos contendo as glandulas foram entéo
sonicados por 60 segundos, centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C e 0
sobrenadante guardado em freezer - 80 °C até utilizagdo nos ensaios. Os intestinos
médios (Figura 4B) foram abertos e lavados em uma gota de 2,5ul de PSB e coletados e
centrifugados como descrito com os EGS. A concentracdo de proteinas nos extratos de
glandulas salivares e conteudo intestinal foi medida utilizando método de Bradford
(Bradford 1976).

*
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Figura 4: Glandula salivar de Aedes aegypti (A1 e A2) e aparelho intestinal de A.
aegypti (B1 e B2) indicando o Intestino Médio (IM). A1 e B1 — Adaptado de Jobling &
Lewis 1987); A1 — Foto tirada por Kel Martins; B> — Foto do Autor. LL — Lobo Lateral,
LM — Lobo medial; IM — Intestino Médio; IP — Intestino Posterior; TM — Tubulos de
Malpighi
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4.4 — Soros, anticorpos e proteinas
4.4.1 — Obtencédo de soro humano

Amostras de sangue foram coletadas por meio da veia cefalica de 25
voluntarios adultos (entre homens e mulheres) e com idade variando de 25 a 60 anos.
As amostras de sangue foram deixadas por uma hora a 37 °C para coagularem e
posteriormente foram centrifugadas a 500 g por 10 min para separacdo e retirada do
soro humano normal (SHN). Os soros obtidos foram misturados, aliquotados em tubos

de polipropileno contendo 0,2 mL de soro e armazenados em - 80 °C até o uso.
4.4.2 — Purificacdo da imunoglobulina G (1gG)

IgG humano foi purificado de acordo com a metodologia proposta por Catty &
Raykundalia (1989). Para cada mL de soro humano foram misturados nove mL de
tampado tris (Solucdo Tris/HCI 1 M pH 8,0) e a essa mistura, foram adicionados 10 mL
de solucdo saturada de sulfato de aménio, gota a gota. Apds a adicdo da solucdo de
sulfato de amdnio, a mistura foi mantida sob agitacdo suave por uma hora. Apds esse
periodo de agitacdo, a mistura foi centrifugada a 10.000 g por 20 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com uma mistura de tamp&o Tris/HCI
1 M pH 8,0 e de sulfato de amonio saturado na propor¢do 1:1. A mistura foi entdo
centrifugada novamente a 10.000 g por 20 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi dissolvido em 2 mL de tampéo fosfato de sodio 0,02 M (pH 7,0). A essa
solucdo foram adicionados mais 2 ml de solucdo de fosfato de sodio 0,02 M contendo
NaCl 1,76 M. Essa solucdo foi entdo deixada a temperatura ambiente por uma hora
antes de continuar a purificacdo. A coluna de Proteina A Sepharose foi previamente
equilibrada em tampdo fosfato de sodio 0,02 M contendo 880 mM de NaCl pH 7,0.
Aplicou-se o material preparado anteriormente e ap6s a ligacdo dos anticorpos a resina,
a lavagem das impurezas ndo ligadas foi feita com tampéo fosfato de sodio 0,02 M
contendo 1 M de NaCl pH 7,0. Posteriormente a coluna foi lavada 2 X com tampédo
fosfato de sodio 0,02 M pH 7,0. Ap0s a ligagdo dos anticorpos a resina e a lavagem das
impurezas ndo ligadas, as moléculas de IgG foram eluidas com tampéo &cido
citrico/NaOH 0,1 M pH 3,0 e coletadas em tubos de microcentrifuga contendo um
volume de 140 pL de tampao TRIS/HCI IM pH 9,0, até que o volume de cada tubo
chegasse a um total de 500 pL, de forma que a solugdo contendo os anticorpos
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purificados fosse corrigida para pH 7,4.

As fracdes obtidas apds a eluicdo das moléculas de IgG foram levadas ao
espectrofotbmetro para leitura a 280 nm. As fracGes contendo os maiores valores de
absorbéancia foram selecionadas, misturadas e aliquotadas. A determinagcdo da
concentracdo de proteinas foi determinada utilizando o método de Bradford (1976). As

aliquotas foram estocadas em freezer — 80 °C até o seu uso.
4.4.3 — Anticorpos e outras proteinas purificadas

Os anticorpos usados para os ensaios de hemolise da via classica foram
produzidos em coelhos contra os eritrocitos de carneiro, sendo cedidos pela Dra.
Marilene S.M Michalick (Antigo Laboratério de Sorologia — Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB da UFMG).

Os outros anticorpos especificos e 0s anticorpos secundarios assim como as
proteinas purificadas utilizadas nos ensaios do complemento foram adquiridos nas
empresas: Sigma-Aldrich (Sigma), Complement Tecnology (Comp Tech), Rhea Biotech
e Abcam. Os anticorpos produzidos especificos contra proteinas do complemento
humano produzidos em cabra foram: anticorpo policlonal Clg (Sigma: C3900),
anticorpo policlonal C4 (Comp Tech: A205), anticorpo policlonal C3 (Comp Tech:
A213), anticorpo policlonal C5 (Comp Tech: A220), anticorpo policlonal C9 (Comp
Tech: A226) e anticorpo policlonal Fator H (Comp Tech: A237). Os anticorpos
produzidos especificos contra proteinas do complemento humano produzidos em coelho
foram: anticorpo monoclonal C3c (Sigma: C6025) e anticorpo monoclonal C4b (Sigma:
C3402). O anticorpo monoclonal MBL (abcam: ab26277) foi produzido em

camundongo.

Os anticorpos secundarios conjugados com peroxidase foram: anticorpo
secundario anti-lgG de coelho produzido em cabra (IC-3R01); anticorpo secundario
anti-lgG de cabra produzido em coelho (IC-1G01) e anticorpo secundario anti-lgG de

camudongo produzido em coelho (IC-1M01).

As proteinas purificadas usadas foram: Cls Enzima (Comp Tech: A104); C3
(Comp Tech: A113), C3b (Comp Tech: A114), iC3b (Comp Tech: A115), C4 (Comp
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Tech: A105), C4b (Comp Tech: A108) e Fator H (Comp Tech: A137).

Os soros humanos depletados usados foram: Soro humano Clg/Factor D
depletado (Comp Tech: A399), soro humano C5-depletado (Comp Tech: A320), soro
humano C6-depletado (Comp Tech: A323), soro humano C7-depletado (Comp Tech:
A324), soro humano C8-depletado (Comp Tech: A325), soro humano C9-depletado
(Comp Tech: A326).

45 — Curva de sobrevivéncia de machos x fémeas de Aedes aegypti frente a
diferentes dietas

Para verificarmos o possivel efeito toxico do sangue em machos de A. aegypti
realizamos experimento de curva de sobrevivéncia. Para isso, foram separados
mosquitos machos e fémeas em potes com 60 mosquitos cada, dividido em 4 grupos: o
1° grupo continha algoddo embebido com 1 mL de solugdo de aclcar 10 % (sacarose
dissolvido em agua destilada); o 2° grupo continha algoddo embebido com 1 mL de
SHN + 0,1g de sacarose (concentracdo final de sacarose igual a 10%); o 3° grupo
continha algoddo embebido com 1 mL de conteddo de hemécias hemolisadas (as
hemécias foram separadas do SHN, lavadas 3x com PBS a 2000 g, o volume do sangue
foi reconstituido com PBS e as hemacias foram posteriormente sonicadas por 1 min em
sonicador de banho). Sacarose foi adicionada a esse material perfazendo uma
concentracdo final de 10%. O 4° grupo continha algoddo embebido com 1 mL de SHN
inativado (a inativagéo foi feita por 30 min a 56 °C) + 0,19 de sacarose (concentracao
final de sacarose igual a 10%). Diariamente, os algoddes de todos os grupos foram

trocados, 0s mosquitos mortos retirados das gaiolas e sua morte era registrada.

4.6 — Avaliacao da presenca de catalase em intestino médio de machos e fémeas de
Aedes aegypti

A catalase intestinal foi ensaiada medindo-se a taxa de queda da absorvancia
do perdxido de hidrogénio que absorve luz de comprimento de onda de 240 nm. Na
medida em que a agua oxigenada ia sendo degradada pela catalase a absorvancia ia

diminuindo proporcionalmente.

Os intestinos médios de machos e fémeas (n = 8) foram dissecados em PBS,

sendo posteriormente colocados, separadamente, em tubo contendo 200 pL de Tampéo
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Fosfato de Potassio [50 mM] pH 7. Apos a dissecacdo os tubos foram sonicados em
sonicador de banho por cerca de 20 segundos e submetidos a analise cinética enzimatica
em espectrofotdmetro a 240 nm, a 30 °C por periodo de 2 min.

Cem microlitros de amostra foram misturados a 900 microlitros de substrato
(perdéxido de hidrogénio misturado ao tampédo fosfato com absorvancia entre 0,520 e
0,550) dentro de uma cubeta de 1 mL em um espectrofotdmetro Shimadzu com
temperatura de 30 "C. A absorvancia foi medida em intervalos de 5 segundos no modulo
cinético de modo que foi possivel calcular a taxa de queda de absorvancia. A atividade
da catalase foi expressa em micromoles de peroxido degradados por minuto (uma
unidade de atividade — U é igual a 1 umol de peroxido degradado por minuto). A
concentracdo do peroxido de hidrogénio foi calculada a partir do coeficiente de extingédo

molar de 39,4. Mt.cm™.

Uma vez que alguns materiais podem degradar ndo enzimaticamente o
peroxido de hidrogénio, essa degradacdo foi avaliada no extrato de intestino fazendo um
ensaio da catalase na presenca de um inibidor da enzima. O inibidor 3-Amino-1,2,4-
triazole foi utilizado na concentracdo final de 10 mM. A degradacdo do peroxido de
hidrogénio medida neste controle foi subtraida da degradacao total medida na auséncia

do inibidor.
4.7 — Ensaios Hemoliticos
4.7.1 — Obtencdo e preparacdo das hemacias de carneiro

O sangue de carneiro foi coletado utilizando uma seringa de 10 mL contendo
solucdo conservadora de hemacia (glicose 113,8 mM, acido citrico 30 mM, NaCl 72
mM, pH 7,4) de volume igual a do sangue coletado na veia jugular de carneiros adultos
mantidos na Escola de Veterinaria da UFMG. Apds a coleta, o sangue foi aliquotado em
tubos de polipropileno de 1,5 mL em capela de fluxo laminar para serem armazenados

em geladeira a 4 °C até o uso por um periodo maximo de dois meses.

Para o preparo das hemaécias de carneiro utilizadas nos ensaios da via classica,
aliquotas presentes em tubos de 1,5 mL foram lavadas e opsonizadas com anticorpo

anti-hemaécias de carneiro produzido em coelho, de acordo com o protocolo de Whaley
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& North (1997) com algumas modificacdes. As hemacias foram centrifugadas uma vez
por cinco min a 480 g, sendo o sobrenadante descartado e as hemécias transferidas para
um novo tubo de polipropileno de 15 mL, e foram lavadas trés vezes por centrifugacao
com 5 mL de solucdo de GHB-EDTA (Hepes 5 mM, NaCl 145 mM, EDTA 10 mM e
gelatina 0,1%, pH 7,4) por 5 minutos a 470 g, descartando o sobrenadante e
ressuspendendo o sedimento. Apés esse periodo, as hemécias foram incubadas com
anticorpo anti-hemacia de carneiro na propor¢do de 1:1000 a 37°C por 30 min. Apoés a
opsonizacao, as hemécias foram lavadas novamente, uma vez, com 5mL de solugédo de
GHB-EDTA e duas vezes com 5 mL de GHB*? (Hepes 5 mM, NaCl 145 mM, CaCl;
0,15 mM, MgCl2 0,5 mM e gelatina 0,1%, pH 7,4), para a retirada de anticorpos néo
ligados. Apds as lavagens, a concentragdo de hemécias foi medida no espectrofotdmetro
a 414 nm e ajustada para 2 x 108 células por mL, cuja absorvancia é igual a 0,654. As
heméacias opsonizadas e lavadas permaneceram mantidas em geladeira a 8 °C até

realizacdo dos ensaios hemoliticos.
4.7.2 — Ensaios hemoliticos da via classica

Os ensaios hemoliticos da via classica foram realizados de acordo com Silva e
colaboradores (2016) modificado a partir de Whaley & Northy (1997), sendo
conduzidos num volume final de 150 pL. Dessa forma o volume de solugdo de EGS ou
contetido intestinal foi adicionado aos 50 uL de SHN (diluido em GHB?" na razdo de
1:60). O material coletado dos insetos utilizado nos ensaios continha 1 glandula para 2
ul de PBS e 1 intestino para cada 2,5 pl de PBS. Depois, 50 uL. da suspensdo de
hemécias de carneiro (concentracio de 2 x 108/ml) foram adicionados aos tubos e a
reacao foi incubada a 37 °C durante 30 min. Apos a incubacéo, foram adicionados 500
puL de PBS gelado em cada tubo para interromper a hemolise. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 1700 g por 1 min e 200 uL do sobrenadante foram transferidos
para uma microplaca de cultura de 96 pocos, onde a absorvancia da hemoglobina
liberada foi medida em espectrofotémetro no comprimento de onda de 414 nm (Dodds e
Sim 1997).

Todos os experimentos foram realizados em duplicata com cinco repeticoes
bioldgicas. Para cada experimento, foram utilizados trés controles diferentes: hemdlise
total (solugéo salina foi substituida por agua destilada); Controle positivo (hemdlise
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provocada pelo SHN sem qualquer amostra de EGS ou contetdo intestinal); e controle
negativo (sem SHN, onde somente hemdlise espontéanea ocorreu). A anélise dos dados
foi feita subtraindo a média dos controles negativos dos demais resultados e 0s mesmos
transformados em porcentagem de hemolise, considerando o controle positivo como
100% de atividade hemolitica (0 controle positivo corresponde a 90% da hemdlise
total).

4.7.3 — Obtencéo e preparacao das hemacias de coelho

O sangue de coelho foi coletado utilizando uma seringa de 10 mL contendo
solucdo conservadora de hemécia (glicose 113,8 mM, &cido citrico 30 mM, NaCl 72
mM, pH 7,4) de volume igual a do sangue coletado por meio de puncdo na veia
auricular marginal de coelhos adultos mantidos no biotério do Departamento de
Parasitologia do ICB/UFMG. Apds a coleta, o sangue foi aliquotado em tubos de
polipropileno de 1,5 mL em capela de fluxo laminar e armazenados em geladeira a 4 °C

até o uso dentro de no maximo 2 semanas.

Para o preparo das hemécias de coelho para utilizacdo nos ensaios da via
alternativa, as aliquotas presentes em tubos de 1,5 mL foram centrifugadas uma vez por
cinco min a 480 g a 4 °C, sendo o sobrenadante descartado. As hemacias foram entéo
transferidas para um novo tubo de polipropileno de 15 mL e lavadas de acordo com
Whaley & North (1997). Dessa forma, foram realizadas trés lavagens usando 5 mL de
solucdo de Mg-EGTA (Hepes 1 mM, NaCl 30 mM, EGTA 10 mM, MgCl, 7 mM,
glicose 3%, gelatina 0,02%, pH 7,4) centrifugando-se por cinco min a 480 ga 4 °C e
descartando o sobrenadante. Apds as lavagens, a concentracdo das hemacias foi medida
no espectrofotdometro a 414 nm, ajustada para 2x108 células por mL e armazenada a 4

°C por até uma semana.
4.7.4 — Ensaios hemoliticos da via alternativa

Os ensaios hemoliticos da via alternativa foram realizados de acordo com Silva
e colaboradores (2016) com protocolo modificado a partir de Whaley & Northy 1997,
sendo conduzidos num volume final de 150 pL. Dessa forma o volume de solug¢ao de
EGS ou contetdo intestinal foi adicionado aos 50 pL. de SHN (diluido em Mg-EGTA na

razdo de 1:10) de modo que a quantidade de lobos salivares ou intestinos fosse
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equivalente a quantidade a ser testada. Depois 50 puL de solu¢do de hemacias de coelho
(concentracdo de 2 x 108/ml) foram adicionados aos tubos e a reacdo foi incubada a
37°C durante 30 min. Os outros procedimentos foram similares aos usados para 0

ensaio da via classica como descrito anteriormente.

475 — Ensaios hemoliticos para avaliacdo da deposicdo dos componentes do

complexo de ataque a membrana (CAM)

Com o objetivo de verificar se o contetdo intestinal de Aedes aegypti possui
algum inibidor capaz de atuar ao nivel da formacdo do complexo de ataque as
membranas, experimentos de hemdlise utilizando soros depletados de C5, C6, C7, C8 e

C9 foram realizados.

Cinco grupos de 300 pL da suspensdo de hemacias de carneiro sensibilizadas
(item 4.5.1) foram coletados e centrifugados a 480 RFC por trés minutos a 4°C. Cada
grupo dessas hemadcias foi entdo ressuspendido em 300 pL, contendo cada qual um dos
soros depletados (soro depletado de C5, C6, C7, C8 e C9) diluidos a 1:10 no tampéo
GHB*? e incubadas a 37 °C por 15 minutos. Durante o periodo de incubacio, o
complemento foi ativado e ocorreu deposicdo de fatores do complemento sobre as
hemaécias até o ponto anterior ao correspondente fator que estava faltando em cada soro

depletado.

Apds a primeira incubacdo, as cinco suspensdes de hemécias foram novamente
centrifugadas a 480 g por trés minutos a 4 °C para a retirada dos soros depletados e as
células de cada grupo foram ressuspendidas em 300 uL. de GHB-EDTA. Para continuar
o ensaio, 25 puL de hemacias de cada grupo foram incubadas com 25 puL de SHN diluido
1:10 em GHB-EDTA misturados previamente com 50 pL de PBS contendo diferentes
quantidades de conteldo intestinal (equivalentes ao conteddo de 10 ou 20 intestinos).
Os tubos foram novamente incubados a 37 °C por 30 min. O EDTA impede que o
complemento seja ativado, mas ndo impede que os complexos ja formados
anteriormente prossigam até a completa formacdo do complexo de ataque as
membranas. A formacdo do complexo de ataque as membranas vai entdo se completar a
ndo ser que exista alguma molécula presente no conteddo intestinal que seja capaz de

atuar neste nivel da cascata do complemento. Depois de terminada a incubagéo, 500 pL
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de PBS gelado foram adicionados nos tubos para parar a reacdo, os tubos foram
centrifugados a 1700 g por um minuto e 200 pL do sobrenadante foram transferidos
para uma placa de 96 pocos e a leitura foi feita a 414 nm. Os controles utilizados foram:
controle positivo (hemdlise provocada pelo SHN sem qualquer amostra) e o controle
negativo (sem SHN, onde somente hemdlise espontanea esta presente). A analise dos

dados foi feita como descrito no item 4.7.2.
4.8 — Ensaios de imunoabsorc¢ao enzimatica em microplacas

4.8.1 — Avaliagdo da atividade inibidora do contetdo intestinal de Aedes aegypti

sobre a deposicédo dos fatores da via classica do sistema complemento humano

A metodologia utilizada para os ensaios da via classica foi baseada em Silva e
colaboradores (2016). Dessa forma cada po¢o de uma microplaca de 96 pocos (Costar®,
codigo 9017) foi sensibilizado com 50 pL de tampéo carbonato/bicarbonato (Na2CO3 15
mM, NaHCO3 35 mM, pH 9,6) contendo 2 pug de IgG humano purificado durante uma

noite a temperatura ambiente no interior de uma cdmara imida.

Apds esse periodo de incubacdo, o conteudo foi descartado e 0s po¢os
sensibilizados foram submetidos a duas séries de bloqueios. O primeiro bloqueio com
200 uL de solugdo de bloqueio 1 (Tris 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 com 3% de leite
desnatado) e um segundo bloqueio com 200 pL de solug¢do de bloqueio 2 (Tris 10 mM,
NaCl 140 mM, CaCl, 5mM Tween-20 0,05% pH 7,4 com 3% de leite desnatado).,
Ambos os procedimentos foram realizados por 30 minutos a temperatura ambiente, sob
agitacdo constante (150 rpm). Apos o bloqueio, 100 pL. de solugaio HNCM (HEPES 4
mM, NaCl 145 mM, CaCl. 2 mM, MgCl. 1 mM, pH 7,4) contendo SHN (1:100) e
diferentes concentracdes de contetdo intestinal de Aedes aegypti foram adicionados a
placa e esta foi incubada a 37°C durante 30 minutos sob agitacdo constante (150 rpm).
Ao controle positivo foi adicionado SHN 1:100 em solucdo HNCM sem contetido
intestinal. Ao controle negativo apenas solucdo HNCM sem soro ou contetdo intestinal.
Terminada a incubagéo, 0s pogos foram lavados trés vezes com 200 puL de PBS/Tween-

20 0,05 %, a temperatura ambiente, durante 5 minutos sob agitacao (150 rpm).

Os diferentes componentes do complemento depositados na superficie da placa

foram avaliados usando anticorpos especificos diluidos em 50 uL/pogo de solucdo de
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anticorpo (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4) incubada a temperatura ambiente
durante 30 minutos sob agitacdo (150 rpm). Para a identificacdo dos componentes foram
utilizados anticorpos primarios anti-Clg, anti-Cbb e anti-C9 diluidos a 1: 2500 e
anticorpos anti-C3b e anti-C4b diluidos a 1: 1000. Cada poco foi lavado trés vezes
como descrito anteriormente. Os anticorpos foram detectados nas placas por adicédo de
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase (50 pL/pogo) diluidos em solucéo
de anticorpo. Para medir a deposi¢cdo dos componentes Clg, C9 e C5b, o conjugado
utilizado foi anti-lgG de cabra produzido em coelho diluido 1: 2500. Para medir a
deposicdo dos componentes C3b e C4b o conjugado utilizado foi anti-lgG de coelho

produzido em camundongos diluido 1: 1500.

Apdbs outro ciclo de lavagem, os componentes ligados as placas foram
revelados pela adigao de 200 uL de solug¢ao tampao de revelagdo (citrato de sdédio 50
mM, pH 5,5, 0,075% de H20- (Synth, codigo P22330) e 1 mg/ml de o-fenileno-diamina
(Sigma, coédigo P9029). As leituras foram realizadas a 450 nm num leitor de
microplacas (Molecular Devices) a cada 30 segundos durante 10 minutos (método
cinético) a 37°C. Os valores maximos da velocidade de crescimento da absorbancia
foram calculados por software SoftMax Pro 5.2 (2002). Para a geragdo dos graficos e
andlise estatistica dos resultados, os dados gerados foram transformados em
porcentagem de deposicao de acordo com a seguinte equacdo: [(Vmax.450nm amostra
com conteddo intestinal — Vmax.450nm solucdo do ensaio)] / [(Vmax.450nmamostra
com SHN -Vméx.450nm solu¢do do ensaio)] x 100. Os resultados foram expressos
como percentagem de inibicdo da deposicdo em relacdo ao controle positivo.

4.8.2 — Avaliacdo da capacidade do contetdo intestinal de Aedes aegypti em
desligar componentes da via classica previamente depositada na placa

Para avaliar a possibilidade do contedo intestinal de Aedes aegypti desligar
fatores previamente depositados pelo sistema do complemento, ensaios de deposi¢do de
componentes da via classica foram feitos segundo (Tyson et al. 2008), com
modificagdes. Neste caso, todos 0s pogos da placa foram incubados por 30 minutos a
37°C com solucdo de ensaio e soro, sem a adicdo do conteudo intestinal. Apos esse

periodo de incubacdo, um processo de lavagem era feito como descrito anteriormente
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para a retirada das moléculas do complemento que néo se ligaram a superficie da placa.
Nos pogos que serviam de controle positivo era adicionada apenas a solu¢éo do ensaio.
Nos pogos “teste” era adicionado 0 contetdo intestinal diluido na solugdo do ensaio.
Para os testes da via classica foram utilizadas dilui¢bes contendo o equivalente a 1, 5,
10 e 15 intestinos. Apo6s nova incubacgdo por 30 minutos a 37 °C a placa foi mais uma
vez lavada. O processo de deteccdo, revelagdo da placa de ELISA e analise estatistica
dos resultados dos compostos depositados foram feitas como descrito no item 4.8.1.

4.8.3 — Avaliacdo da inibicdo da deposicdo dos fatores da via das lectinas do
sistema complemento humano pelo EGS e conteudo intestinal

A metodologia utilizada para os ensaios da via classica foi baseada em
Mendes-Sousa et al. 2016, com modificagdes. Dessa forma cada pogo de uma
microplaca de 96 pocos (Costar®, codigo 9017) foi sensibilizado com 100 pg/ml of
manana de Saccharomyces cerevisiae (Sigma) em 50 pL de tampdo
carbonato/bicarbonato (Na2COz 15 mM, NaHCOz 35 mM, pH 9,6) durante uma noite a
37°C.

Apds um bloqueio de uma hora dos pocos com tampéo de bloqueio (BSA a 1%
em PBS), adicionou-se 1% de soro depletado de C1g/FatorD diluido em solucdo HNCM
juntamente com o volume referente a 20 glandulas salivares ou diferentes quantidades
de contetudo intestinal em PBS (volume final de 100 pL/pogo) e incubada por 30
minutos a 37 °C. Ao controle positivo foi adicionado SHN 1:100 em solu¢cdo HNCM e
ao controle negativo apenas solucdo HNCM. Os pogos foram lavados trés vezes com
200 uL de PBS/Tween 0,05 %, a temperatura ambiente, durante 5 minutos sob agitagcdao

(150 rpm).

Os componentes depositados na superficie da placa foram avaliados usando
anticorpos especificos diluidos em 50 pL/pogo de solugdo do anticorpo HN (HEPES 10
mM, NaCl 140 mM, pH 7,4) incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos sob
agitacdo (150 rpm). Para a identificagcdo dos componentes foram utilizados anticorpos,
anti-C3b e anti-C4b diluidos a 1: 1000, anti-MBL, anti-C5b e anti-C9 diluidos a 1:
5000. Cada poco foi lavado trés vezes como descrito anteriormente. Os anticorpos
foram detectados nas placas por adi¢cdo de anticorpos secundarios conjugados com
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peroxidase a 50 pL/pogo diluidos em solugdo de soro depletado de Clg/FatorD. Os
conjugados foram anti-1gG de cabra produzido em coelho diluido 1: 2500 para medir os
componentes C1q, C9 e C5b, anti-IgG de coelho produzido em camundongos diluido 1:
1500 para medir os medir os componentes C3b e C4b e anti-lgG de camundongo

produzido em coelho diluido 1: 1500.

Ap0s outro ciclo de lavagem a placa de ELISA foi revelada com OPD segundo
descrito do item 4.8.1 e as leituras foram realizadas a 450 nm num leitor de microplacas
(Molecular Devices) a cada 30 segundos durante 10 minutos (método cinético) a 37 °C.
Os valores maximos da velocidade de crescimento da absorbancia foram calculados por
software SoftMax Pro 5.2 (2002). Para a geracdo dos graficos e analise estatistica dos
resultados, os dados gerados foram transformados em porcentagem de deposicdo de
acordo com a seguinte equacdo: [(Vmax.450nm amostra com conteGdo intestinal —
Vméax.450nm solucdo do ensaio)] / [(Vméx.450nmamostra com SHN -Vméx.450nm
solugdo do ensaio)] x 100. Os resultados foram expressos como percentagem de

inibicdo da deposicdo em relacdo ao controle positivo.

4.8.4 — Ensaio para avaliar a proporcao de deposi¢do dos componentes C3 e C9 na
parede intestinal de Aedes aegypti na presenca e na auséncia de molécula(s)

inibidora(s)

Com a finalidade de verificar a importancia do (s) inibidor (es) intestinais na
inibicdo do sistema complemento no intestino de Aedes aegypti, foram feitos ensaios de
ELISA para avaliarmos a propor¢do de deposicao dos componentes C3 e C9 na parede
intestinal na presenga e na auséncia de moléculas inibidoras solGveis. No primeiro
grupo experimental, fémeas de A. aegypti realizaram repastos sanguineos em seres
humanos e tiveram seus intestinos dissecados, abertos para a retirada do sangue e
lavados em PBS. No segundo grupo experimental, os insetos em jejum tiveram seus
intestinos dissecados, abertos e o conteddo intestinal lavado em PBS, sendo
posteriormente incubados com 10 pL de soro humano normal por 10 min. Nesse grupo,
apos a incubagdo, o soro foi lavado em PBS. Esse segundo grupo de insetos serve para
avaliarmos como o complemento se comportaria na auséncia de possiveis inibidores
sollveis, salivares e/ou intestinais. No grupo controle, os intestinos de fémeas em jejum
foram abertos e lavados em PBS. Esses tltimos intestinos ndo foram tratados com soro.
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Em cada grupo haviam 4 intestinos no total. Os intestinos de cada um dos 3 grupos
foram transferidos para tubos de microcentrifuga contendo 200 pL de Tampéo
Carbonato/Bicarbonato de Sodio (NaHCOs 15 mM/ NaxCOs 35 mM pH 9,6) com
inibidores de proteases (concentracdo final PMSF 1 mM, E64 10 uM e EDTA 2 mM),
sendo cada tubo sonicado por 20 segundos. Cinquenta microlitros do material sonicado
de cada grupo contendo o equivalente a 1 intestino foram transferidos para uma placa de
ELISA (Costar®, cod 9017) em triplicata. A placa foi incubada durante a noite a 37°C.
No dia seguinte cada poco da placa foi lavado 3X com 150pul de PBS Tween-20 0,1%.
A placa foi entdo bloqueada com 150 pL de Albumina 5% dissolvida em PBS sob
agitacdo durante 30min a temperatura ambiente. Apds o blogueio a placa foi lavada
como descrito anteriormente e foram adicionados 100 pL de anticorpo policlonal anti-
C3 ou anti-C9 diluidos na concentracdo de 1:1500. A placa foi incubada durante 30 min
sob agitacdo e lavada 3X com 150 pL de PBS Tween-20 0,1%. Apds o tratamento com
0 anticorpo primario, a placa foi lavada por 3 vezes e 100 pL de anticorpo secundario
anti-cabra marcado com peroxidase e diluido a 1:3000 foram adicionados em cada poco.
Essa incubacdo teve a duracdo de 30min a temperatura ambiente sob agitacdo. Apds a
incubacdo a placa foi lavada 3X como descrito anteriormente e revelada pela adicédo de
200 pL de solugao tampao de revelagdo em cada pogo (citrato de sdédio 50 mM, pH 5,5,
0,075% de H202 e 1 mg/mL de o-fenileno-diamina (Sigma, cddigo P9029). A placa foi
entdo incubada num leitor de microplacas (Molecular Devices) a 37°C durante 10
minutos (método end point). Os valores da absorbancia foram plotados no programa

estatistico para a analise estatistica e geracdo dos graficos.

4.8.5 — Avaliacdo da capacidade do intestino de fémeas captarem o fator H

presente no Soro Humano Normal

Intestinos de fémeas de Aedes aegypti provenientes da coldnia foram
dissecados em PBS, abertos através de um corte longitudinal, expondo assim o lumen
intestinal e o epitélio interno dos mesmos, tendo o seu conteudo intestinal lavado e
colocado em contato com SHN por 10min. Outro grupo de mosquitos teve seu intestino
dissecado, porém permanecendo com seus intestinos fechados. Ap6s 10 min de
incubacgéo, os intestinos foram lavados em PBS por 10 min e colocados em tubos de
microcentrifuga contendo Tampdo Carbonato pH 9,6 e inibidores de proteases (PMSF

1mM, E64 10uM e EDTA 2mM), sendo sonicados em um aparelho de ultrassom
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durante 30 segundos. A placa foi deixada incubando durante a noite por 37°C. No dia
seguinte a placa foi lavada 3X com 150 pL PBS Tween-20 0,1% e apds 3 lavagens
foram adicionados 200 pL de leite em pd desnatado 5% dissolvido em PBS Tween-20
0,1%. A placa foi agitada por 30min a temperatura ambiente. Apés o bloqueio a placa
foi lavada como descrito anteriormente e foram adicionados 100ul de anticorpo anti-
Fator H diluido 1:1000. O anticorpo anti-fator H foi incubado por 30 min sob agitagao.
A placa foi lavada 3X com 150 pL de PBS Tween-20 0,1% e ap6s 3 lavagens foram
adicionados 100ul de anticorpo anti-cabra 1:3000 em cada poco. A placa foi novamente
agitada durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para retirar o anticorpo néo ligado,
a placa foi lavada 3X como descrito anteriormente e revelada pela adi¢ao de 200 uL de
solucdo tampdo de revelacdo em cada poco (citrato de sédio 50 mM, pH 5,5, 0,075% de
H2>02 e 1 mg/ml de o-fenileno-diamina (Sigma, codigo P9029). A placa foi entdo
incubada num leitor de microplacas (Molecular Devices) a 37 °C durante 10 minutos
(método end point). Os valores da absorbancia foram plotados no programa estatistico
para a andlise estatistica e geracdo dos gréaficos.

4.8.6 — Avaliacdo da capacidade do epitélio intestinal de A. aegypti na captacdo do
fator H purificado

Intestinos de fémeas e machos de Aedes aegypti provenientes da coldnia foram
dissecados em PBS, abertos, lavados e colocados em contato com 20 pL de solucéo de
fator H (0,05 pg/pL) por 10min e entdo os intestinos foram lavados em PBS 1X por 10
min e colocados em tubos de microcentrifuga contendo Tampdo Carbonato pH 9,6 e
inibidores de proteases (PMSF 1mM, E64 10uM e EDTA 2mM), sendo sonicados em
um aparelho de ultrassom durante 30 segundos. Deixou-se a placa incubando durante a
noite por 37°C. No dia seguinte a placa foi lavada 3X com 150 puL PBS Tween-20 0,1%
e ap06s 3 lavagens foram adicionados 200 uL de leite em pé desnatado 5% dissolvida em
PBS Tween-20 0,1%. Este bloqueio foi feito sob agitacdo moderada durante 30min a
temperatura ambiente. Ap6s o bloqueio a placa foi lavada como descrito anteriormente
e foram adicionados 100 pL de anticorpo anti-Fator H diluido 1:1000. O anticorpo anti-
fator H foi incubado por 30 min sob agitacdo. A placa foi lavada 3X com 150 uL de
PBS Tween-20 0,1% e apo6s 3 lavagens foram adicionados 100 pL de anticorpo anti-
cabra 1:3000 em cada poco deixando em incubacdo por 30min a temperatura ambiente

agitando moderadamente. Apds isso lavou-se a placa 3X como descrito anteriormente.
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Ao final a placa foi revelada com OPD segundo descrito no item 4.8.5.

4.9 — Avaliacdo da acdo do conteudo intestinal de A. aegypti sobre a atividade
enzimatica do Cl1s ativado sobre C4

Para avaliar a agdo do contetdo intestinal (CI) de A. aegypti sobre a atividade
enzimética de C1s ativado, utilizou-se o componente C4 purificado como substrato. O
padrdo de clivagem de C4 (bandas produzidas) foi analisado por meio de western blot

conforme descrito por (Silva et al. 2016).

Para realizar esse experimento, utilizaram-se tubos de microcentrifuga
contendo cada um 25 pL de volume final com proteinas purificadas e diluidas em PBS
1X. O primeiro tubo continha somente C4 purificado (3 pg de C4 purificado que servia
de controle negativo), o segundo tinha C4 + Cls (3 pug de C4 purificado + 0,3 pg de Cls
ativado sem CI e servia de controle positivo), o terceiro com C4 + Cls + contetdo
intestinal (3 pg de C4 purificado + 0,3 pg de Cls ativado + 15 puL de CI contendo o
equivalente a 15 intestinos), o quarto tubo tinha C4 + CI (3 pg de C4 purificado + 15
pL de CI contendo o equivalente a 15 intestinos), 0 quinto e 0 sexto tubo
correspondiam ao terceiro e ao quarto tubos, respectivamente, porém o Cl usado neles
equivalia a 1 intestino. As amostras foram incubadas a 37°C por duas horas. Foram
adicionados a cada tubo 5 pL tampéo de amostra 6X redutor contendo 10% de SDS e
5% 2-B-mercaptoetanol e as amostras foram fervidas por cinco minutos. Depois disso,
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (Laemmli,
1970). O procedimento foi interrompido quando o peso molecular de 25kD do padréo
da Bio-Rad (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards #1610374) alcangou a base
do gel. As proteinas no gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
durante duas horas a 100 V. Apos esse tempo, a membrana foi bloqueada durante por 2
horas com uma solucdo de PBS contendo 0,1% de Tween 20 e 10% de leite em pd
desnatado sob agitacdo constante. Apés o bloqueio, a membrana foi lavada trés vezes
por cinco minutos com PBS/Tween 20.

As bandas foram reveladas utilizando o anticorpo primario policlonal anti-C4
humano diluido 1:2000 em PBS/Tween 20 e incubada a temperatura ambiente durante
duas horas sob agitacdo constante. Em seguida, a membrana foi lavada como citada

anteriormente. O anticorpo secundéario usado foi o conjugado com peroxidase anti-lgG
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de cabra produzido em coelho diluido 1:4000 em PBS e incubado a temperatura
ambiente durante duas horas sob agitacdo constante, seguido de um novo ciclo de
lavagens como anteriormente. A revelacdo das bandas foi realizada utilizando o kit de
substrato DAB peroxidase (Vector Laboratories) e as imagens obtidas no Alpha
DigiDoc™.

4.10 — Avaliacdo da natureza da protease presente no conteudo intestinal de A.

aegypti

Uma vez que o conteddo intestinal de A. aegypti apresentou acdo sobre C4
purificado, clivando esse componente, foi realizado um experimento para investigar a
qual classe de proteases o inibidor provavelmente pertence. Para isso o conteldo
intestinal foi misturado ao componente C4 na presenca de diversos inibidores de
proteases: E64 (inibidor de Cisteino proteases), EDTA (inibidor de Metalo-proteases),
PMSF (inibidor de Serino-proteases) e Pepstatina A (inibidor de Aspartil proteases).

Para realizar esse experimento, utilizaram-se 6 tubos de microcentrifuga
contendo cada um 30 pL de volume final. O primeiro tubo continha somente C4
purificado (3 pg de C4 purificado que funcionava como controle negativo), o segundo
continha C4 + CI (3 pg de C4 purificado + 15 pl de CI equivalentes a 15 intestinos) o
terceiro continha C4 + Cl + EDTA (3 pg de C4 purificado + 15 pul de CI equivalentes a
15 intestinos + 10 mM de EDTA), o quarto com C4 + CI + E64 (3 ug de C4 purificado
+ 15 pl de CI equivalentes a 15 intestinos + 10 UM de E64), o quinto tubo C4 + Cl+
Pepstatina (3 pg de C4 purificado + 15 pl de ClI equivalentes a 15 intestinos + 2 uM de
Pepstatina), o sexto tubo C4 + CI+ PMSF (3 pg de C4 purificado + 15 pl de CI
equivalentes a 15 intestinos + 2 mM de PMSF). As amostras foram incubadas a 37°C
por 1 hora. Foram adicionados a cada tubo 5 pl tampéo de amostra redutor 6X contendo
10% de SDS e 5% 2-B-mercaptoetanol e as amostras foram fervidas por cinco minutos.
Depois disso, as amostras foram submetidas a eletroforese em poliacrilamida num gel a
10% (Laemmli, 1970). A corrida, a transferéncia e a revelagdo das bandas foi feita

conforme descricdo apresentada no item 4.9.
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4.11 — Avaliacéo cinética do processamento de C4 no intestino de Aedes aegypti

ap0s repasto sanguineo com sangue humano

Uma vez que o conteudo intestinal de A. aegypti é capaz de clivar a molécula
de C4 em fragmentos menores e por consequéncia inibir a deposicao de C4b procurou-
se investigar como se d& o processamento de C4, ao longo do tempo, apés a realizagdo
do repasto sanguineo. Mosquitos de trés a cinco dias foram alimentados em voluntérios
e os intestinos médios dissecados nos tempos 5 min, 30 min, 1 hora e 3 horas depois de

realizado o repasto sanguineo.

Como padrdes foram usados as proteinas purificadas: 1 pg de C4; 1 pug de C4b.
Cada material preparado foi transferido para tubos contendo 10 uL de PBS ¢ 5 pL
tamp&o de amostra redutor contendo 10% de SDS e 5% 2-B-mercaptoetanol, sendo os

tubos fervidos por cinco minutos.

Depois disso, as amostras foram submetidas a eletroforese em poliacrilamida
num gel a 10% (Laemmli, 1970), sendo o procedimento da corrida, da transferéncia, do
blogqueio e da incubacdo com anticorpo primario e secundario executado como descrito
no item 4.9. As bandas foram reveladas por quimioluminescéncia com o
reagente Luminata Forte Western HRP substrate (Millipore), seguindo as instru¢6es do
fa