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Resumo

Mosquitos pertencentes ao género Anopheles s3ao o0s transmissores
naturais de malaria no mundo. A transmissdo ocorre durante a hematofagia,
quando esses insetos inoculam na pele do hospedeiro formas infectantes do
Plasmodium sp. juntamente com o conteudo de suas glandulas salivares. A saliva
desses mosquitos contém moléculas importantes para o sucesso da hematofagia,
como vasodilatadores e anticoagulantes. Entretanto, ha pouca informacdo
existente sobre a interacao de componentes salivares de anofelinos com o
sistema imune do hospedeiro vertebrado. Este trabalho teve como objetivo
demonstrar e caracterizar a atividade inibidora do sistema complemento na
saliva de anofelinos, principalmente A. albimanus e A. aquasalis, importantes
vetores de malaria na América Latina. Para isso, ensaios hemoliticos, ensaios de
deposicdo e Western blots para detectar ativagdo de componentes do
complemento foram realizados na presenca de extrato de glandulas salivares dos
mosquitos. Os resultados desses experimentos mostraram inibicado significativa e
dose-dependente da via alternativa do sistema complemento pelo extrato de
glandulas salivares das duas espécies citadas. O inibidor salivar de A. albimanus
foi purificado em HPLC e identificado por espectrometria de massa como sendo a
proteina gSG7. O gene dessa proteina foi entdo clonado e expresso em bactérias.
A proteina recombinante apresentou atividade tdo potente quanto o extrato de
glandula salivar de A. albimanus. Anticorpos produzidos contra a recombinante
foram capazes de reconhecer tanto a recombinante como a proteina nativa
presente no extrato de glandulas, além de bloquear a atividade das duas formas
da proteina. Através de ensaio de ELISA e de ressonancia plasmdnica de
superficie, demonstramos que a gSG7 liga-se em properdina, um regulador
positivo da via alternativa do complemento, bloqueando a agao estabilizadora
dessa via. Esta é a primeira descricdo de um inibidor do complemento na saliva
de mosquitos, e apresenta potencial importancia no processo hematofagico e na

transmissdo do Plasmodium sp..

Palavras-chave: Anopheles albimanus, Anopheles aquasalis, glandulas salivares,

sistema complemento, gSG7, inibigdo do complemento.



Abstract

Anopheles mosquitoes are the natural vectors of malaria throughout the
world. The transmission occurs during bloodmeal, when the insects inject
infective forms of Plasmodium together with the contents of their salivary glands.
Their saliva presents active molecules important for hematophagy, such as
vasodilators, anticoagulant and platelet inhibitors. However, little is known
about the interactions of Anopheles’ salivary components with the host’s immune
system. The aim of this work was to demonstrate and to characterize anti-
complement activity in the saliva of neotropical anophelines, specially A.
albimanus and A. aquasalis, important malaria vectors in Latin America.
Hemolytic assays, ELISA assays and Western blots for detecting activation of
complement components were performed in the presence and absence of
salivary glands extracts of both mosquito species. The results showed significant
and dose-dependent inhibition of the alternative pathway by the saliva of the
two species. The salivary inhibitor of A. albimanus was then purified using HPLC
and identified by mass spectrometry, as being a gSG7 protein. The gene of that
protein was cloned and expressed in E. coli bacteria. The recombinant protein
presented anti-complement activity as potent as the salivary glands extracts.
Anti-recombinant gSG7 IgG antibodies produced in rabbits were able to detect
both the recombinant and the native protein in the glands extract. The
antibodies also blocked gSG7 activity in the hemolytic assays. Through ELISA and
surface plasmon resonance, we showed that gSG7 binds directly to properdin, a
positive regulator of the alternative pathway of the complement system. This is
the first report of an anti-complement molecule in mosquito saliva, which has

potential role in blood-feeding and parasite transmission by the vector.

Key-words: Anopheles albimanus, Anopheles aquasalis, salivary glands,

complement system, gSG7, complement inhibition.



1. Introducao
1.1 Malaria e seus vetores

A malaria humana é uma das principais doencas parasitarias no mundo,
provocada por protozoarios do género Plasmodium e transmitida por mosquitos do
género Anopheles. A doenga é responsavel por elevada mortalidade e morbidade em
paises tropicais e subtropicais, sendo atualmente endémica em 97 paises,
acometendo anualmente cerca de 200 milhdes de pessoas e com mais de 45% da
populacdo mundial sob o risco de infeccao (WHO, 2014). Estima-se que cerca de
580.000 pessoas morreram de maldria em 2013, principalmente criancas com
menos de 5 anos de idade residentes no continente africano (Figura 1) (WHO,

2014).

S

Casos confirmados de maléria por
1000 habitantes:

e 00 10-50 0.1-1 Sem transmissdo de maldria
B 50-10 1-10 0-0 N3o se aplica Fonte: N

Figura 1: Distribuicao atual dos casos de malaria no mundo (Adaptado de
WHO, 2014).

Nas Américas, a malaria ocorre em 21 paises, com cerca de 420.000 casos
confirmados e 82 mortes em 2013. Brasil, Colombia e Venezuela apresentaram
72% dos casos deste continente (WHO, 2014). No Brasil, a doenga predomina na
regido amazonica, onde ocorrem mais de 99% dos casos notificados (Oliveira-
Ferreira et al. 2010). A malaria apresenta distribuicdo heterogénea nessa regiao,

sendo as areas de maior transmissdo aquelas recém-ocupadas, areas de garimpo
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e populacgoes ribeirinhas. Nessas areas, o desenvolvimento do vetor e exposicdo
da populacao ao mesmo sdo favorecidos pelos habitos dos moradores e pelas
condicbes deficientes de moradia, favorecendo assim a manutencdo da maldaria
endémica (Alves et al. 2002, Sampaio et al. 2015).

Os plasmodios sao protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae e ao género Plasmodium. Atualmente cinco espécies sdo
consideradas causadoras de malaria humana: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium
knowlesi, sendo as duas primeiras as mais prevalentes no mundo e as principais
causadoras da doenca em humanos (Cox-Singh & Singh 2010, WHO, 2014). P.
knowlesi possui macacos como hospedeiros vertebrados, mas recentemente
casos de malaria humana provocada por essa espécie tém sido relatados na Asia
(Cox-Singh & Singh, 2010). De forma geral, a malaria é caracterizada por
episddios de calafrios, febre com temperatura igual ou superior a 40°C e
sudorese intensa. E comum o paciente apresentar juntamente cefaléia, mialgia,
nauseas e vomitos (MS, 2010). A malaria grave é causada principalmente por P.
falciparum, havendo obstrucdo de capilares sanguineos em 6rgdos como rins,
pulmdes, coracdo e cérebro, sendo comumente fatal se nao tratada a tempo
(Miller et al. 2002, Weatherall et al. 2002). Em mulheres gravidas, a infec¢do
causa anemia e disfuncdo placentaria, prejudicando o crescimento do feto, que
nasce com peso reduzido, favorecendo a mortalidade infantil nas areas
endémicas (Weatherall et al.,, 2002). Recentemente, casos de malaria grave por P.
vivax também tém sido relatados, caracterizados principalmente por anemia
severa, ictericia, trombocitopenia e dificuldade respiratoria (Lacerda et al. 2012).

Os plasmoddios apresentam ciclo biolégico heteroxénico, dividido em ciclo
assexuado no hospedeiro vertebrado e sexuado no mosquito vetor. A infeccdo do
hospedeiro vertebrado ocorre naturalmente quando fémeas de anofelinos
infectadas, ao realizarem a hematofagia, inoculam juntamente com sua saliva
formas infectantes do parasito, denominadas esporozoitos. Esta forma evolutiva
do Plasmodium acumula-se na glandula salivar do mosquito e, em um repasto

infectante, uma fémea inocula em média 120 esporozoitos na pele do hospedeiro

(Medica & Innis 2005).
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Parte dos parasitos inoculados na pele penetram em capilares cutaneos e
caem na corrente sanguinea. Os esporozoitos atravessam o citosol de varias
células para ativar as vias necessarias a invasao e ao futuro desenvolvimento do
parasito no figado (Mota & Rodriguez 2004). Em alguns minutos invadem
hepatocitos, diferenciam-se em formas arredondadas e iniciam o ciclo pré-
eritrocitico, no qual realizam merogonia e geram milhares de células-filhas, os
merozoitos. O hepatdcito parasitado é entdo rompido, liberando os parasitos em
vesiculas conhecidas como merossomos (Sturm et al. 2006). Muitos dos
merozoitos liberados sao fagocitados pelas células de Kupffer, mas os que
conseguem sobreviver invadem hemacias e dao origem ao ciclo eritrocitico.
Nessas células, os plasmddios multiplicam-se novamente por merogonia, gerando
dezenas de milhares de novos merozoitos. Com o rompimento da célula, os
merozoitos liberados invadem novas hemadcias, repetindo novamente a
multiplicacdo assexuada. Apos algum tempo de evolucdo da infec¢ao (cerca de
sete a doze dias para P. falciparum e 24 horas para P. vivax), aparecem no interior
das hemacias formas que ndo mais se reproduzem. S3o os gametocitos ou
gamontes (Weatherall et al. 2002, Bousema et al. 2010).

Quando um anofelino se alimenta em hospedeiro com gametocitos
circulantes, ele ingere estas formas sexuadas do parasito. Devido a alteracdo de pH
e temperatura e producdo de acido xanturénico no trato digestivo do inseto, os
gametdcitos se diferenciam em microgametas masculinos ou macrogameta
feminino (um gametocito pode dar origem a oito microgametas masculinos
flagelados ou a um Unico macrogameta feminino arredondado), que se fecundam e
formam o zigoto (Billker et al. 1997, Billker et al. 1998, Josling & Llinas 2015). Cerca
de 20 horas apés a fusdo dos dois nucleos, o zigoto comeca a movimentar-se e passa
a ser chamado de oocineto. Este atravessa a célula intestinal do inseto, alojando-se
entre o epitélio e a membrana basal do intestino. Nesta localizacdo, transforma-se
em oocisto e inicia o processo de multiplicacdo esporogonica, dando origem aos
esporozoitos. O oocisto maduro rompe-se, liberando os esporozoitos, que caem na
hemolinfa e migram para as glandulas salivares do inseto, invadindo-as. Em um

novo repasto sanguineo, estas formas do parasito sdo inoculadas no hospedeiro
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juntamente com a saliva do vetor, completando seu ciclo biologico (Revisado por
Pimenta et al. 2015).

Os anofelinos sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Culicidae e
sub-familia Anophelinae. O género Anopheles, compreende mais de 400 espécies,
embora apenas aproximadamente 60 tenham importancia epidemiolégica para
malaria (Harbach 2004). Sdo vulgarmente conhecidos como mosquito-prego ou
carapana no Brasil e diferenciam-se de outros culicideos por apresentarem pouso
perpendicular em relacdo ao substrato, palpos do mesmo comprimento da
proboscide, asas manchadas, ovos com expansodes cuticulares formando os
flutuadores, e larvas sem sifao respiratdrio (Forattini, 2002). Taxonomicamente,
distribuem-se em seis subgéneros: Anopheles, Cellia, Kertezia, Lophopodomyia,
Nyssorhynchus e Stethomyia, dos quais Anopheles, Cellia e Nyssorhynchus possuem
o maior numero de espécies (Harbach 2004).

Como todo diptero, os anofelinos apresentam ciclo holometabolo, passando
pelas fases de ovo, quatro estadios larvais, pupa e adultos (Figura 2). As fases
imaturas do ciclo ocorrem em cole¢des de agua com condigdes variaveis de acordo
com a espécie de Anopheles, onde as larvas se alimentam de microrganismos
aquaticos. Os adultos se alimentam de sucos vegetais e apenas as fémeas sao
hemato6fagas, necessitando do sangue ingerido para maturacdo dos foliculos
ovarianos. De forma geral, a copula dos anofelinos se d4 em enxames, formando
‘nuvens’ nas quais os machos agarram as fémeas com suas terminalias,
fecundando-as (Forattini, 2002).

Entre as espécies do género Anopheles existem importantes diferencas
biolégicas que permitem sua adaptacdo a diferentes ambientes, possibilitando a
ampla distribuicdo desses mosquitos nos seis continentes (Figura 3), e a
transmissdo global de malaria (Sinka et al. 2010). Entre os principais vetores de
malaria no Velho Mundo estdo: A. gambiae (principal vetor na Africa sub-
sahariana), A. stephensi (principal vetor nas areas urbanas da India) e A. dirus
(principal vetor no sudeste asiatico) (Sinka et al. 2010). Na América do Norte, A.
pseudopunctipenis é considerado o principal transmissor de malaria no México, e

A. freeborni e A. quadrimaculatus foram importantes vetores da doenga nas costas
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oeste e leste, respectivamente, dos Estados Unidos até a década de quarenta (CDC,

2015).

Adultos

Figura 2: Ciclo biologico de Anopheles sp.. Os anofelinos possuem ciclo
holometabolo, passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto [Fotos: Stephen
Dogget (larva e pupa), Sam Cotton (adultos), Roxanne Connely (ovos)].

Na América do Sul, A. darlingi é a principal espécie transmissora de malaria.
No Brasil, ela é encontrada em quase todo o pais, com excecdo do extremo sul e de
certas areas muito secas na regido Nordeste (Figura 3). E altamente susceptivel a
infeccdo por Plasmodium vivax e P. falciparum e apresenta alto grau de
antropofilia, alimentando-se predominantemente no peri-domicilio (Forattini,
2002, Gil et al. 2007). Entretanto, nas regides costeiras onde a malaria é endémica,
A. aquasalis é incriminado como o principal vetor. Essa espécie possui como
criadouros colecdes de agua salobra e, portanto, suas larvas suportam altos teores
de salinidade (Forattini, 2002; Silva et al. 2006). Devido a esta caracteristica, sua
distribuicao é quase exclusivamente litoranea, ocorrendo nas regides costeiras das
Américas Central e do Sul. Em Belém (PA), Povoa et al (2003) relataram indices de

infeccao natural de A. aquasalis de 1,18% (e de A. darlingi de 1,61%), contribuindo

de forma significativa na transmissao da doenc¢a nessa cidade.
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Ja na América Central, A. albimanus é a espécie mais importante na
transmissdo de P. vivax (Faran 1980). Esta espécie realiza hematofagia no final da
tarde e durante a noite, principalmente fora das moradias humanas, apesar de ser
encontrada repousando tanto no intra- quanto no peri-domicilio (Breeland 1972,
Sinka et al. 2010). Em relacdo a preferéncia alimentar, é considerada uma espécie
oportunista, alimentando-se tanto em humanos quanto em animais, o que
favorece a sua manutencdo nas areas endémicas (Sinka et al. 2010). Suas larvas
toleram diferentes condi¢cdes nos ambientes aquaticos, como salinidade, poluicdo

e turbidez (Faran 1980).
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Figura 3: Distribuicao global dos principais vetores de malaria (Sinka et al, 2010).

1.2 A saliva de Anopheles sp.

Durante a alimentacdo sanguinea, os mosquitos injetam no hospedeiro a

secrecdo de suas glandulas salivares. Cada fémea de Anopheles sp. apresenta duas
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glandulas salivares, cada uma formada por trés lobos (Figura 4), localizadas no

interior do seu torax (Jariyapan & Choochote 2007).

Figura 4: Glandula salivar de fémea de Anopheles aquasalis. As glandulas
salivares de anofelinos sdo compostas por dois lobos laterais (LL) e um lobo
medial (LM) (Foto: Kel Martins).

A saliva dos anofelinos, assim como a de outros artropodes hemato6fagos,
apresenta moléculas importantes para o processo de hematofagia, como
inibidores de agregacdo plaquetaria, anti-coagulantes e vasodilatadores.
Recentemente, com estudos de sialomas (transcriptomas e proteomas de
glandulas salivares) desses insetos, algumas dessas moléculas foram identificadas
e caracterizadas (Titus et al. 2006).

Anopheles albimanus apresenta em sua saliva um peptideo de 6,5 kDa
denominado Anophelina. Esta molécula apresenta atividade inibidora de a-
trombina, proteina responsavel pela clivagem de fibrinogénio e consequente
geracdo de fibrina para formacdo do coagulo sanguineo. Assim, a Anophelina
constitui um importante componente salivar dificultando a hemostasia no local da
picada, favorecendo o repasto sanguineo pelo vetor (Valenzuela et al. 1999).

A proteina anti-plaquetaria de Anopheles (AAPP), descrita na saliva de A.
stephensi, inibe fortemente a agregacdo plaquetaria ligando-se ao colageno
subendotelial do vaso sanguineo lesado pelas pecas bucais do vetor. Desta forma,
bloqueia a adesdo e ativacdo de plaquetas ao colageno. Seus altos niveis de

expressao sugerem que a AAPP possui um importante papel na localizacao de
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vasos sanguineos e na prevencao da hemostasia (Yoshida et al. 2008). Também na
saliva de A. stephensi, foi encontrada uma proteina da familia D7 que liga-se em
tromboxano A2 e leucotrienos, atuando como inibidor de agregacdo plaquetaria e
possivelmente como anti-inflamatério (Alvarenga et al. 2010).

Outra importante molécula inibidora de agregacdo plaquetaria, a enzima
apirase, ja foi descrita na saliva de A. darlingi, A. gambiae e A. dirus (Moreira et al.
2001, Jariyapan & Choochote 2007). A apirase é uma nucleotidase que cliva ATP e
ADP em AMP e fosfato inorganico e desse modo inibe a agregacdo plaquetaria
dependente de ADP (Ribeiro 1995). Mosquitos que tiveram o gene codificador
desta proteina silenciado por RNAi necessitaram do dobro do tempo de mosquitos
normais para localizar vasos sanguineos, retardando assim a hematofagia
(Boisson et al. 2006).

O sialoma de A. gambiae mostrou que esta espécie de mosquito apresenta
varias proteinas salivares relacionadas a hematofagia (como mucinas, que
lubrificam as pecas bucais do inseto) e a digestdo de proteinas e de carboidratos,
(como peptidases e glicosidases, respectivamente). Com ensaios de silenciamento
génico por RNA], ficou demonstrada a importincia de determinadas proteinas
salivares na localizagdo do vaso sanguineo e no sucesso da hematofagia (Das et al.
2010).

Recentemente, Francischetti et al (2014) relataram atividade de
hemaglutinina no extrato de glandulas salivares de cinco espécies de anofelinos. O
extrato de glandulas salivares de A. gambiae apresentou atividade sobre hemacias
de diversas espécies de vertebrados, como humanos, equinos e bovinos. Entre
outras funcdes, essas lectinas podem ser ingeridas durante a hematofagia,
aglutinando hemacias no intestino do mosquito e favorecendo o processo
digestivo (Francischetti et al. 2014).

Além da importancia no processo hematofagico, alguns trabalhos tém
demonstrado a importancia da saliva do vetor na infec¢do pelos esporozoitos de
Plasmodium sp. Utilizando modelos murinos, Vaughan et al (1999) demonstraram
que esporozoitos de P. berguei inoculados por picadas de A. stephensi foram mais
infectantes que esporozoitos inoculados intravenosamente por injecdo com

seringa. Rocha et al (2004) encontraram resultados semelhantes, observando

22



niveis aumentados de parasitemia por P. gallinaceum em galinhas inoculadas com
esporozoitos juntamente com saliva de Aedes fluviatilis.

Assim como demonstrado para outras doencgas transmitidas por artrépodes,
como leishmaniose (Oliveira et al. 2015) e doen¢a de Lyme (Schuijt et al. 2011a), a
pré-imunizacdao de camundongos com saliva do vetor A. stephensi, protegeu esses
animais contra a infeccdo por P. yoelii (Donovan et al. 2007). Estes resultados
fortalecem a ideia da utilizagdo de antigenos salivares como componentes de
vacinas para doengas transmitidas por artropodes.

Os mecanismos pelos quais a saliva de flebotomineos e carrapatos do género
Ixodes favorecem a infeccdo por Leishmania sp. e Borrelia burgdorferi,
respectivamente, vém sendo elucidados ha mais de duas décadas e varias
informacgdes ja foram adquiridas sobre a interagdo da saliva desses artréopodes
com o parasito por eles transmitido e o sistema imune do hospedeiro (Titus et al.
2006). Entretanto, ha relativamente poucos trabalhos na literatura sobre a
interacdo da saliva de anofelinos com o sistema imune de vertebrados e os
processos pelos quais ela pode auxiliar na infeccao pelos plasmédios. Os poucos
trabalhos descritos até o momento foram realizados apenas com extrato de
glandulas ou proteina salivar recombinante de uma espécie, A. stephensi.

Owhashi et al (2001, 2008) demonstraram a presenc¢a de uma glicoproteina
salivar de 200 kDa com atividade quimiotatica para neutrofilos e eosindfilos,
contribuindo para a resposta inflamatoéria no local da picada. Demeure et al
(2005) demonstraram que saliva de A. stephensi induz a degranulacao de
mastocitos na pele de camundongos, provocando extravasamento de liquido e
rapida infiltragdo de neutréfilos. Em linhagens de camundongos deficientes de
mastocitos, essa infiltracdo nao foi observada, reforcando o papel dos mastdécitos
na resposta inflamatoria provocada pela picada de anofelinos. O mesmo grupo
relatou a diminuicdo de respostas por linfécitos T na presenca de extrato de
glandula salivar in vitro e in vivo. Os autores demonstraram que a diminui¢do da
resposta de hipersensibilidade do tipo tardia foi dependente da ativacdo de
mastocitos e mediada por IL-10 (Depinay et al. 2006). Entretanto, nao ha

informacao sobre outras possiveis atividades imunomoduladoras em outras
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espécies de anofelinos, permanecendo as intera¢des na infeccdo malarica um

campo de pesquisa promissor.

1.4 O sistema complemento

O sistema complemento (SC) é um dos principais mediadores da resposta
imune inata dos vertebrados, formado por cerca de 30 proteinas soliveis no plasma
ou associadas a superficie celular. Este sistema atua em esquema de cascata
proteolitica, sendo sua principal fun¢do o reconhecimento, opsonizacao e lise de
microrganismos invasores e células alteradas do hospedeiro (Sim & Laich 2000).
Possui também importante papel na resposta imune adaptativa, auxiliando a
apresentacdo de antigenos e tornando a resposta humoral mais eficiente (Morgan et
al. 2005).

Sua ativacdo se da através de trés vias: a classica, a das lectinas e a
alternativa (Figura 5). A via classica é ativada quando o componente Clq,
juntamente com as serino-proteases C1r e C1s (complexo C1), se ligam a anticorpos
I[gM e IgG aderidos a superficie de patdgenos invasores. Uma vez ativado, o
complexo C1 é capaz de clivar os componentes C4 e C2, e seus fragmentos maiores,
C4b e C2a, formam o complexo C4b2a sobre a superficie ativadora. Este complexo
possui a capacidade de clivar o componente C3, o mais importante e abundante
componente do sistema complemento, em C3a e C3b (Dunkelberger & Song 2010).

O fragmento C3a é uma anafilotoxina, responsavel pela quimiotaxia de
leucdcitos, e pelo recrutamento e degranulacao de mastdcitos, causando aumento
da permeabilidade vascular e facilitando a infiltracao celular em pontos de
inflamacao (DiScipio & Schraufstatter 2007). Ja C3b é uma opsonina que liga-se
covalentemente a superficie ativadora. Esta opsoniza¢do marca o patégeno como
“estranho”, sinalizando para que células de defesa o fagocitem. Além disso, C3b se
liga proximo ao complexo C4b2a, formando a C5 convertase (C4b2a3b), que cliva o
componente C5 em C5a e C5b. Este da inicio a montagem do complexo de ataque a
membrana (CAM). C6 se liga ao C5b recém ativado e logo forma um grande

complexo composto por C5b, C6, C7, C8 e C9. Durante a montagem do CAM, varias
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moléculas do componente C9 inserem-se na bicamada lipidica do patdgeno,

formando poros que levam a lise celular (Dunkelberger & Song 2010).

Via Classica Via das Lectinas Via Alternativa
Complexo antigeno-anticorpo Carboidratos complexos C3 (H,0) Bb
c4 (C3-convertase inicial)
Clq, C1r, C1s > | MBL/Ficolinas
(Complexo C1) MASP-1, MASP-2
C4a 4/
C4ab C3b
2 B
\ D, Properdina  Superficie ativadora
C2b 4-/ Ba
C4b,C2a C3b,Bb
(C3 convertase) (C3 convertase) Amplificagao

C3b = ( G \ > C3b

C3a C3a
cs
C3bC4b,C2a = C3bC3b,Bb
(CS convertase) (C5 convertase)
C5a 4/
\
C5b
-—— (6,(7,C8,C9
\

C5b-9 Complexo de Ataque a Membrana

Figura 5: Esquema representativo das trés vias de ativacdo do sistema
complemento. A via classica é ativada quando C1q se liga a anticorpos aderidos
ao antigeno; a via das lectinas quando a lectina ligante de manana (MBL)
encontra carboidratos especificos associados a patdgenos; e a via alternativa é
ativada quando C3 sofre hidrolise espontanea e forma a C3-convertase inicial
desta via na presenca dos fatores B e D. As trés vias convergem para um ponto
comum, a ativacdo do componente C3, e culminam com a formac¢dao do Complexo
de Ataque a Membrana, responsavel pela formacdo de poros na membrana
celular (Adaptado de Lewis & Ram 2014).

A via das lectinas foi a mais recentemente descrita. Ela é ativada de forma
similar a via classica, entretanto é independente de anticorpos. As moléculas de
ativacdo desta via sdo a lectina ligante de manana (MBL) ou ficolinas, que
reconhecem carboidratos especificos presentes na superficie de patdégenos, como

manana, N- acetilglicosamina ou fucose. A MBL é semelhante estruturalmente ao
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componente C1q da via classica, e como tal, uma vez ligada ao patdgeno, ativa as
proteases MASP-1 e MASP-2. Uma vez ativadas, as MASPs clivam C4 e C2, formando
a C3 convertase C4b2a, que ativa o componente C3, dando continuidade a cascata
proteolitica até a formacdao do CAM. MBL e MASPs sdo muito menos abundantes no
soro que C1q, C1r e C1s, tendo, portanto, uma importancia menor dentro do sistema
complemento (Dunkelberger & Song 2010).

A via alternativa € iniciada pela hidrdlise espontanea de C3, com formacgao
de C3b soluavel (C3b-Hz0), que se liga ao componente Fator B. Uma vez associados, o
complexo C3b-H20-B é clivado pela serino-protease Fator D, que cliva o Fator B,
formando C3b-H20-Bb soluvel. Este produto é capaz de ativar outras moléculas de
C3. Se alguma molécula de C3b se liga a uma superficie estranha, como a superficie
de um patdgeno, ela vai continuar ativa e é capaz de receber moléculas do Fator B
que é imediatamente ativado a Bb, formando C3bBb (a C3-convertase da via
alternativa) sobre o organismo estranho (Dunkelberger e Song, 2010). Com a
ligacdo de mais uma molécula de C3b, forma-se a C5 convertase (C3bBb3b) da via
alternativa, que ativa o componente C5. Este processo também culmina na
formacao do CAM. Esta via pode ser amplificada através da ligagcdo de properdina a
C3-convertase. A properdina (ou Fator P) estabiliza o instavel complexo C3bBb
funcionando como uma proteina ativadora, ligando-se ao mesmo tempo em sitios
dos componentes C3b e Bb que impossibilitam a acdo de reguladores negativos
desta via (Torreira et al. 2009). Por estar em constante ativacdo, esta via apresenta
reguladores negativos especificos, como Fator H e Fator I. O Fator H atua na C3
convertase removendo Bb do complexo C3bBb e servindo como cofator para a

proteodlise mediada por Fator I (Ricklin et al. 2010).

1.5 Inibicdo do sistema complemento por artréopodes hematéfagos

O sistema complemento do hospedeiro exerce forte pressdo evolutiva nos
parasitos, que por sua vez desenvolvem mecanismos de protecdo contra a agdo
deletéria dos efeitos desse sistema. Exemplo disso sdo os artréopodes hematéfagos,
que desenvolveram inibidores do complemento presentes na saliva e/ou contetido

intestinal (Barros et al. 2009, Schroeder et al. 2009, Mendes-Sousa et al. 2013).
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A inibicdo do sistema complemento por um artropode hemato6fago foi
descrita pela primeira vez em estudos com saliva de Ixodes dammini, onde
demonstrou-se que a saliva desse carrapato possui a capacidade de inibir a via
alternativa do complemento humano (Ribeiro 1987), além de inativar as
anafilotoxinas produzidas durante a ativacdo da cascata (Ribeiro & Spielman
1986). Valenzuela et al. (2000) purificaram, clonaram e expressaram a proteina
salivar anti-complemento de Ixodes scapularis (ISAC) e demonstraram que essa
molécula de 18,5 kDa é capaz de inibir apenas a via alternativa, inibindo a
deposicdo de C3b e fator B em superficies ativadoras, além de remover o fator B
ligado anteriormente. A saliva de Ixodes ricinus também possui a capacidade de
inibir a via alternativa e previne a clivagem do Fator B e C3 (Lawrie et al. 2005).
Moléculas semelhantes a ISAC foram encontradas em sua saliva e atuam de modo
parecido, inibindo a ativagcdo dos mesmos componentes (Couvreur et al. 2008).

Estudando a inibicao do complemento por triatomineos, Barros et al (2009)
observaram que tanto a saliva quanto o conteudo intestinal das espécies Triatoma
infestans, T. brasiliensis e Rhodnius prolixus foram capazes de atuar sobre as vias
classica e alternativa do complemento humano, causando diminui¢do significativa
da atividade dessas vias.

Ja a saliva de Lutzomyia longipalpis, principal vetor de Leishmania infantum
nas Américas, possui atividade inibidora da via classica e da via alternativa do
complemento humano (Cavalcante et al. 2003). Vale (2011) descreveu o mecanismo
de ac¢do do inibidor salivar da via classica desse vetor. Através de cromatografia
liquida (HPLC) e testes imunoenzimaticos, mostrou tratar-se de uma proteina de
aproximadamente 11 kDa que atua ligando-se ao componente C1q, bloqueando a
ativacdo de Clr e Cls e, consequentemente, o fluxo normal da cascata. Além disso,
demonstrou também que a proteina recombinante LJM19, cuja forma natural esta
presente na glandula salivar de L. longipalpis, apresenta a mesma ag¢do sobre a via
classica do sistema complemento de seres humanos (Vale, 2011). Essa atividade
também foi observada sobre o SC de cdes, ratos e cobaias (Mendes-Sousa et al,
2013).

Recentemente, Khattab et al (2015) demonstraram que uma das formas

pelas quais fémeas de Anopheles gambiae e A. stephensi se evadem do ataque do
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sistema complemento ao nivel de intestino, é através da ligacdo de fator H do
sangue do hospedeiro as células intestinais. Os autores mostraram por microscopia
confocal a ligacdo do regulador as células epiteliais do intestino do mosquito e
verificaram que mosquitos que se alimentaram com sangue contendo anticorpo
anti-Fator H apresentaram maior indice de mortalidade e menor indice de
fecundidade (Khattab et al, 2015). Para nosso conhecimento, porém, ndo ha relato
na literatura de inibidores do sistema complemento na saliva de culicideos.

Para os vetores hematéfagos, a inibicdo do SC tem fungdes muito
importantes. Durante a hematofagia, essa acdo levaria a diminuicdo parcial da
resposta inflamatéria no local da picada devido a produgdo reduzida de
anafilotoxinas, diminuindo assim a percep¢do pelo hospedeiro e permitindo o
repasto sanguineo completo (Schroeder et al, 2009). Adicionalmente, é possivel que
no local da picada os inibidores salivares reduzam consideravelmente a quantidade
de antigenos salivares opsonizados com C3b, diminuindo assim a producdo de
anticorpos contra proteinas salivares, preservando suas propriedades necessarias
para o sucesso da hematofagia (Barros et al, 2009).

Além disso, a funcdo aparentemente mais 6ébvia desses inibidores salivares é
a protecao do epitélio intestinal contra injurias mediadas pelo complemento. Uma
vez que o trato digestivo dos insetos é formado por apenas uma camada de células
(Billingsley 1990), o dano provocado pela ativacdo do complexo de ataque a

membrana poderia levar a sua ruptura e morte do inseto (Barros et al, 2009).
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2. Justificativa

Apesar dos programas de controle da malaria terem conseguido reduzir
em torno de 45% a incidéncia da doenca no mundo nos ultimos quinze anos,
devido a auséncia de uma vacina eficiente, da resisténcia crescente dos parasitos
aos anti-malaricos existentes e da pouca eficacia dos métodos de controle do
vetor em areas endémicas, a malaria ainda constitui um sério e ameagador
problema de satude publica nessas areas (WHO, 2014).

Anopheles albimanus e A. aquasalis sdao importantes vetores de malaria na
América Latina e, entre as espécies de anofelinos neotropicais, sdo as mais
comumente mantidas em coldnias de laboratério. Isso proporciona acesso a
esses insetos, permitindo sua utilizacdo em trabalhos de pesquisa em diferentes
campos, como o estudo da sua resposta imune a infeccao por Plasmodium (Bahia
et al. 2011), estudos de resisténcia a inseticidas (Molina & Figueroa 2009),
observacdes sobre seu desenvolvimento embrionario (de Carvalho et al. 2002) e
investigacdes de moléculas salivares com funcdo anti-homeostatica (Ribeiro &
Nussenzveig 1993, Valenzuela et al. 1999).

Entretanto, para nosso conhecimento, na literatura ndo consta trabalho
sobre a interacdo da saliva dessas espécies de Anopheles com o sistema imune do
hospedeiro vertebrado, nem a identificagdo e caracterizacgdo de moléculas
salivares especificas envolvidas na interacdo vetor-sistema complemento,
constituindo assim um importante e promissor campo de pesquisa. A
caracterizacdo de como os artrépodes hematofagos conseguem se evadir do
sistema do complemento tem sido tema de varios estudos (Schroeder et al,
2009) e tem constituido uma das linhas de pesquisa do nosso laboratério
(Cavalcante et al, 2003; Barros et al, 2009; Mendes-Sousa et al, 2013), na
tentativa de elucidar as lacunas no conhecimento das interagdes vetor-parasito-
hospedeiro vertebrado.

Estudos voltados para a interacdo da saliva do vetor com o sistema imune
de hospedeiros fazem-se ainda mais necessarios depois da demonstracao in vivo
de protecdo contra infeccdo por Plamosdium sp. conferida através da imunizag¢do
por picadas de anofelinos nao infectados (Donovan et al, 2007). Observagoes de
como antigenos salivares com potencial vacinal interagem com o sistema imune
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de seres humanos sdo importantes para a determina¢do de sua utilizagdo em
possiveis vacinas.

Considerando este contexto, o estudo da inibicio do sistema
complemento pela saliva de mosquitos do género Anopheles é de grande
importancia para um melhor entendimento da interacao destes importantes

vetores com o hospedeiro humano.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Demonstrar e caracterizar a atividade inibidora do sistema complemento
humano presente na saliva de Anopheles albimanus, A. aquasalis, A. dirus, A.

freeborni, A. gambiae e A. stephensi.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar se o extrato de glandulas salivares (EGS) de Anopheles spp. é
capaz de inibir as vias classica, das lectinas e alternativa do sistema complemento
humano;

3.2.2 Avaliar o efeito do EGS sobre componentes especificos da via alternativa;

3.2.3 Identificar, clonar e expressar possiveis moléculas salivares com
atividade inibidora do sistema complemento;

3.2.4 Produzir anticorpo contra possiveis inibidores salivares e avaliar sua
capacidade de bloquear a atividade anti-complemento dos mesmos;

3.2.5 Investigar o mecanismo de a¢do de possiveis inibidores salivares.
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4. Material e Métodos

4.1 Aprovacao em comité de ética

Os experimentos realizados neste estudo foram conduzidos de acordo
com os principios éticos de experimentacao animal da Universidade Federal de
Minas Gerais e do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos. Este trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CETEA/UFMG)
sob numero de protocolo numero 087/11, e pelo Comité de Uso e Cuidado

Animal do NIH, com ID de aprovagdao ASP-LMVR3.

4.2 Criacdo dos mosquitos e obtencao de extrato de glandulas salivares (EGS)

Os mosquitos pertencentes as espécies Anopheles albimanus, A. gambiae,
A. dirus, A. stephensi e A. freeborni foram mantidos em colonias fechadas em
insetarios no Laboratoério de Pesquisa de Malaria e Vetores (LMVR) do Instituto
Nacional de Saude (NIH), Estados Unidos, sob a coordenacdo do Sr. Andre
Laughinhouse. Os insetos adultos eram mantidos em gaiolas cilindricas com tela
na parte superior, onde chumacgos de algoddo embebidos em solu¢do de xarope
Karo® 10% eram oferecidos aos mosquitos. Galinhas imobilizadas eram
colocadas sobre a tela das gaiolas para que as fémeas realizassem o repasto
sanguineo. As formas imaturas (ovos, larvas e pupas) eram mantidas em cubas
de plastico, contendo agua da torneira. As condi¢des climaticas dos insetarios
eram preservadas a 27°C e 75% de umidade.

Os mosquitos das espécies Anopheles aquasalis e Aedes aegypti foram
criados no insetario do Laboratorio de Malaria (LAMAL), no Centro de Pesquisa
René Rachou - CPqRR/FIOCRUZ, sob a coordenacao do Dr. Luciano Moreira. Para
a criacdo de A. aquasalis, gaiolas cilindricas de papeldo (Barripel®) com a face
superior telada eram utilizadas para manter os insetos adultos. Bolinhas de
algoddo com solucdo de agucar 10% e camundongos anestesiados eram
utilizados para sua alimentacdo. As formas imaturas eram mantidas em cubas de

plastico contendo agua do mar diluida 1:10. Para a criacdo de A. aegypti, os
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adultos eram mantidos em gaiolas quadriculares de plastico com as laterais
teladas (BugDorm®) contendo bolinhas de algodao com solugao de agucar 10%.
As formas imaturas eram criadas em cubas contendo agua filtrada e desclorada.
Os insetarios de criacdo das duas espécies eram mantidos a 27°C e
aproximadamente 80% de umidade.

Para obten¢do do EGS, fémeas de 4 a 8 dias nao alimentadas com sangue
foram dissecadas em lamina de vidro escavada contendo PBS ou soluc¢do salina
0,9%, com auxilio de microscopio estereoscopico e estiletes entomologicos. As
glandulas salivares foram coletadas e transferidas para tubos de 1,5 ml contendo
solucdo especifica para o teste a ser realizado e mantidos constantemente em
gelo. Os tubos foram entdo sonicados por 60 segundos e centrifugados a 10.000 g
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante era utilizado nos ensaios. A concentracao
de proteinas nos extratos de glandulas salivares foi medida pelo método de
Bradford (Bradford 1976) ou pelo kit BCA (Thermo Scientific®), ambos
baseados em uma curva padrao de albumina de soro bovino, seguindo as

orientacdes do manual de instrucées.

4.3 Ensaio hemolitico (Baseado em Mendes-Sousa et al., 2013)

Nos testes de hemolise mediada pela via alternativa do SC, foram
utilizadas hemacias de coelho coletadas por puncao da veia auricular de um
animal mantido no biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG (para os
ensaios com EGS de A. aquasalis) ou obtidas comercialmente da empresa
CompTech® (para os ensaios com EGS das demais espécies). As células foram
lavadas trés vezes com solucao Mg-EGTA (HEPES 1 mM, NaCl 30 mM, EGTA 10
mM, MgCl, 7 mM, glicose 3%, gelatina 0,02%, pH 7,4) através de centrifugacdo a
600 g por 5 minutos a 42C seguida de descarte do sobrenadante e ressuspensao
das hemacias em 1 ml de Mg-EGTA. Antes dos experimentos, a concentracao das
células foi ajustada para 1x108 células/ml

Para os ensaios com EGS de A. aquasalis, foi utilizado um pool de soro
humano proveniente da coleta de sangue de doadores voluntarios saudaveis no

Laboratorio de Fisiologia de Insetos Hematéfagos (Departamento de
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Parasitologia, ICB, UFMG). Nos ensaios com as outras espécies, foi utilizado soro
humano normal adquirido da CompTech®. Em ambos os casos, o soro foi
aliquotado e mantido a -80°C até a realizacdo dos experimentos, sendo que cada
aliquota foi utilizada apenas uma vez.

Em tubos de 1,5 ml, foram adicionados 25 ul de soro humano diluido 1:20
em Mg-EGTA juntamente com 12,5 pl de PBS contendo a concentra¢do desejada
de EGS. Em seguida, foram adicionados 25 pl de solucdao de hemacias e os tubos
foram entdo incubados a 372C por 30 minutos para a ativagao do complemento.
Apés a incubagdo, 250 pl de PBS gelado foram acrescentados a cada tubo para
parar a reacdo de hemolise. Apos centrifugacdao a 1700 g por 30 segundos,
transferiu-se 200 pl do sobrenadante para uma placa de 96 pocgos, para ser lida
em leitor de ELISA (Bio-Rad Benchmark®) a 415nm. Exclusivamente com A.
albimanus, foram realizados ensaios com EGS (quantidade referente a 4
glandulas) aquecido em agua fervente por 30 minutos ou incubado por 3 horas a
37°C com 0,2 pg de proteinase K.

Em cada teste, foram utilizados trés controles: controle hemolise total, no
qual eram acrescidos 250 pl de agua destilada fria apds a incubagao a 37°C;
hemolise espontanea (controle negativo), no qual ndo havia adicao de soro,
apenas 25 pl de Mg-EGTA; e hemolise pelo complemento (controle positivo), no
qual era acrescentado soro, mas ndo havia adicdo de EGS. Os testes foram
realizados em duplicata, com no minimo trés repeticdes. Para analise dos dados,
a média dos controles negativos era subtraida dos demais resultados e os
mesmos transformados em porcentagem de hemolise, considerando o controle
positivo como 100% de atividade hemolitica.

Nos ensaios com a via classica, foram utilizadas hemacias de carneiro.
Para os experimentos com EGS de A. aquasalis, foi coletado sangue da veia
jugular de um carneiro adulto mantido no ICB. O sangue era imediatamente
misturado com soluc¢do conservadora (acido citrico 0,05%, citrato de s6dio 0,8%,
glicose 2,05%, NaCl 0,42%) na proporg¢ao 1:1 e armazenado a 4°C. Para preparo
das hemacias, 1 ml do sangue foi centrifugado a 600g por 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante descartado. As células precipitadas foram ressuspendidas e

homogeneizadas em 1 ml de solu¢do GHB-EDTA (HEPES 5 mM, NaCl 145 mM,
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EDTA 10 mM e gelatina 0,1%, pH 7,4) e centrifugadas novamente. Apds mais
duas lavagens semelhantes, as células foram ressuspendidas em 1 ml de GHB-
EDTA e opsonizadas com anticorpo IgG anti-hemacia de carneiro produzido em
coelho (Sigma®) diluido 1:1000 durante incubagdao a 372C por 30 minutos sob
leve agitacdo. Apds a sensibilizacdo, as células foram lavadas uma vez com
solucdo GHB-EDTA e, em seguida, duas vezes com solu¢dao GHB?* (HEPES 5 mM,
NaCl 145 mM, CaClz 0,15 mM, MgCl; 0,5 mM e gelatina 0,1%, pH 7,4). Apos a
ultima lavagem, a concentracao das hemacias foi ajustada para 2x108 células/ml
em solucdo GHB?*. Para os experimentos com EGS das outras espécies de
mosquitos foram utilizadas hemacias de carneiro opsonizadas com anticorpo
adquiridas da CompTech®. Essas células foram lavadas trés vezes em solugao
GVB?* (gelatina 0.1%, veronal 5 mM, NaCl 145 mM, NaN3 0.025%, CaClz 0.15 mM,
MgClz 0, 5mM, pH 7,3) (CompTech®), como descritas anteriormente e a
concentrac¢do ajustada para 2 x 108 células/ml. O restante dos experimentos se
deu como descrito para a via alternativa, utilizando soro humano diluido 1:60 em
solucdo GHB?* (nos ensaios com A. aquasalis) ou GVB?* (nos ensaios com as

outras espécies).

4.4 Ensaio de ativacao da via das lectinas (Baseado em Bergstrom et al. 2009)

Pocos de uma placa de ELISA (Costar®) foram sensibilizados overnight a
4°C com 50 pl de tampao carbonato de sddio 35 mM e bicarbonato de sédio 15
mM pH9,6 contendo 100 pug/ml de manana obtida de Saccharomyces cerevisiae
(Sigma®) ou BSA 1% (controle negativo). Os pogos foram entdo incubados com
200 pl de solucdo de bloqueio (PBS + BSA 1%) por uma hora em temperatura
ambiente sob leve agitacdo. Em seguida, foi adicionado soro humano normal 1%
(diluido em tampao GVB?2*) juntamente com diferentes concentra¢des de EGS de
A. albimanus (volume final de 100 pl por poc¢o) e a placa incubada por 30
minutos a 37°C.

Apés a incubacao, os pocos foram lavados duas vezes com 200 ul de
solucdo de lavagem (PBS-Tw 0,05%) sob agita¢do por dois minutos e em seguida

incubados com 50 pl de solugcdo de bloqueio contendo anticorpo anti-C3
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(CompTech®) 1:1000 por 60 minutos em temperatura ambiente sob leve
agitacao.

Depois de mais duas lavagens, os pogos foram incubados sob agitacao por
60 minutos em temperatura ambiente com 50 pl de solucdo de bloqueio
contendo anticorpo anti-cabra conjugado com peroxidase (Sigma®) diluido
1:1500. Em seguida, os poc¢os foram lavados novamente e 200 pl de tampao
citrato de s6dio 50 mM e fosfato de s6dio 50 mM pH 5,0 contendo OPD (Sigma®)
1 mg/ml e peroxido de hidrogénio 0,075% foram adicionados aos pogos para
revelacdo da placa. A leitura foi feita a 450 nm no modo cinético por 10 minutos
a 37°C em leitor de ELISA (Bio-Rad Benchmark®), utilizando o software SoftMax
Pro 5.2.

Pocos sensibilizados com BSA 1% e pogos sensibilizados com manana e
incubados apenas com soro (sem EGS) foram utilizados como controles
negativos e positivos, respectivamente. Os ensaios foram realizados em
duplicata, com pelo menos trés repeticdes. Para o calculo estatistico, foi calculada
a média de cada duplicata e a média do controle negativo subtraida das demais.
Os resultados foram expressos como porcentagem de ativacao de C3 da via das

lectinas, considerando o controle positivo como 100% de ativacao.

4.5 Ensaio de deposicao de componentes da via alternativa em placas cobertas

com agarose (Baseado em Mendes-Sousa et al,, 2013)

Placas de 96 pogos (Costar®) foram cobertas com 100 pl de solugdo de
agarose 0,1% e deixadas secar a 37°C overnight para a formagao de uma pelicula
de agarose no fundo do poc¢o. Entdo foram adicionados 20 pl de soro humano
normal diluido 1:5 em solu¢gdo HMEBN (HEPES 5 mM, MgCl, 7 mM, EGTA 10 mM,
BSA 5 mg/ml, NaCl 140 mM, pH 7,4), juntamente com EGS de A. aquasalis ou A.
albimanus em 80 pl de HMEBN, totalizando assim 100 pl de volume no pocgo, e a
placa incubada a 37°C por 30 minutos.

Em seguida, os po¢os foram lavados duas vezes com 200 pl de solucdo de
lavagem (Tris 10 mM, NaCl 140 mM e BSA 0,1%) por dois minutos sob agitacao e

foram adicionados 50 pl de anticorpo anti-C3 (CompTech®), anti-Fator B

36



(CompTech®) ou anti-Properdina (CompTech®) diluidos 1:1000, 1:500 e
1:1000, respectivamente, em solucdo contendo HEPES 10 mM e NaCl 140 mM
(pH 7,4) e a placa incubada por 30 minutos em temperatura ambiente sob
agitacdo. Apos duas lavagens, os pogos foram tratados com 50 pl de anticorpo
anti-cabra conjugado com peroxidase (Sigma®) diluido 1:1500 na mesma
solucdo e incubados novamente por 30 minutos em temperatura ambiente sob
agitacdo. O restante do ensaio se deu como descrito para o ensaio de ativagdo da
via das lectinas, utilizando pog¢os incubados sem soro e pogos incubados apenas
com soro (sem EGS ou proteina recombinante) como controles negativos e
positivos, respectivamente. Os ensaios foram realizados em duplicata e, em cada
ensaio, a média do controle negativo foi subtraida das médias das velocidades
maximas das reacdes do controle positivo e dos pocos com inibidor salivar. Os
resultados foram entao transformados em porcentagem de deposicao de cada
componente, considerando o controle positivo como 100% de deposicao.

Para investigar se os inibidores salivares de A. aquasalis e A. albimanus
eram capazes de desligar componentes da via alternativa previamente
depositados sobre superficie ativadora, realizamos ensaios de deposi¢do como
descritos acima, mas com algumas modifica¢des. Inicialmente, foram adicionados
100 pl de SHN diluido em HMEBN (SHN 7% nos ensaios com A. aquasalis e 4%
nos ensaios com A. albimanus) e a placa incubada a 37°C por 30 minutos para
ativacdo da via alternativa e deposicao dos seus componentes no fundo do poco.
Apés duas lavagens com 200 pl do mesmo tampao, 100 pul de HMEBN contendo
EGS relativo a 15 glandulas de A. aquasalis ou concentracao final de 20 nM de
proteina recombinante de A. albimanus foram adicionados aos pogos e a placa
incubada novamente por 30 minutos a 37°C. Pog¢os incubados apenas com
tampdo foram utilizados como controle negativo. Nos ensaios com o inibidor de
A. albimanus, 100 pg de Fator H purificado (CompTech) também foi utilizado
como controle para o desligamento de Fator B. Apd6s mais duas lavagens,
anticorpo anti-Fator B, anti-C3 ou anti-properdina foi adicionado aos pogos e o

restante do ensaio ocorreu como descrito para os ensaios de deposicao.
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4.6 Western blot para detecgao de Fator B e C3a (Baseado em Lawrie et al., 2005)

Ensaios de hemolise pela via alternativa como descritos no item 4.3 foram
realizados utilizando apenas quantidade de EGS referente a 4 ou 15 glandulas
salivares (nos ensaios com A. albimanus ou A. aquasalis, respectivamente) e soro
humano normal diluido 1:35 em Mg-EGTA. Tubos com adi¢cdao de PBS sem EGS
foram utilizados como controles positivos. Os tubos foram incubados a 37°C e em
diferentes tempos de incubacado (tempos 0’ e 30’, nos ensaios com A. aquasalis; e
tempos 0’, 30’ e 60’, nos ensaios com A. albimanus), foram centrifugados a 1700g
por 30 segundos, e uma aliquota de 5 pl do sobrenadante foi coletado e
misturado com tampao da amostra 4 vezes concentrado (Life Technologies®) e
agente redutor 10 vezes concentrado (Life Technologies®). Os tubos foram
entdo aquecidos a 90°C por 5 minutos e seu conteudo aplicado em gel de
poliacrilamida 4-10%. Em cada gel, foi utilizado 10 ng de Bb ou 5 ng de C3a
purificados (CompTech®), um pogo apenas com soro diluido 1:35 ndo incubado
a 37°C e um padrao de bandas pré-corado (SeeBlue Pre stained, Invitrogen®)
que, juntamente com as amostras, correram por aproximadamente 30 minutos a
200 V.

Apés a corrida, as proteinas do gel foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose durante uma hora a 30V e, logo apds a transferéncia,
a membrana foi bloqueada overnight com solucdo bloqueadora (PBS-Tw 0,05% +
leite em pd desnatado 10%) em constante agitacdo. Seguindo o bloqueio, a
membrana foi lavada trés vezes por cinco minutos com PBS-Tw 0,05% e
incubada por uma hora em temperatura ambiente sob agitacdo com anticorpo
anti-Fator B ou anti-C3a (CompTech®), ambos diluidos 1:1000 em PBS-Tw + 1%
BSA. Apds mais trés lavagens, a membrana foi incubada por uma hora com
anticorpo anti-cabra (nos ensaios para deteccao de Fator B) diluido 1:2000 em
PBS-Tw + 1% BSA ou anticorpo anti-coelho (ensaios para detec¢do de C3a)
diluido 1:3000 na mesma solucdo. Ambos anticorpos secundarios eram
conjugados com peroxidase. Apds a incubacdo, as membranas foram lavadas

mais trés vezes e a revelacdo das bandas de Fator B e C3a se deu utilizando o kit
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Peroxidase Substrate DAB (Vector Laboratories®), seguindo as instrucdes do
fabricante.

Para investigar a acao da saliva de A. albimanus na formacao da C3
convertase da via alternativa, 200 ng de C3b purificado, 0,5 ng de Fator D
purificado e 0,5 ug de Fator B purificado (CompTech®) em 20 pl de Mg-EGTA
foram incubados a 37°C juntamente com 20 pl do mesmo tampao com ou sem
EGS referente a 4 glandulas. Nos tempos 0’, 20’ e 40’ de incubac¢do, uma aliquota
dos tubos foi coletada e misturada com tampado da amostra e agente redutor. O
material foi entdo aquecido a 95°C por cinco minutos e corrido em gel de
poliacrilamida 4-10%.

A ativacdo do componente Fator B (surgimento das bandas referentes a

Bb e Ba) foi avaliada através de Western blot realizado como descrito acima.

4.7 Purificacdo e identificacdo do inibidor salivar de A. albimanus

Para purificar o inibidor do complemento de A. albimanus, 200 glandulas
salivares de fémeas entre 4 e 8 dias de vida ndo alimentadas com sangue foram
dissecadas e armazenadas em 100 pl de PBS. O material foi sonicado por 30 a 60
segundos, centrifugado a 10.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
coletado. Uma aliquota do material coletado foi testada em ensaio hemolitico
para confirmar a presenca do inibidor. O restante foi submetido a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando uma coluna de fase reversa (Source 15
RPC 3ml, GE Healthcare®) conectada em sistema AKTA Purifier (GE
Healthcare®). A coluna foi equilibrada com tampao TBS (50 mM Tris, 150 mM
NaCl) pH 7,4 (Tampado A) num fluxo de 1 ml/min e nossa amostra foi entdo
aplicada. As proteinas foram eluidas de acordo com sua hidrofobicidade, usando
gradiente (0 a 100%) de acetonitrila contendo 0,1% de acido trifluoroacético
(Tampao B) num fluxo de 1 ml/min e coletadas em fracdes de 250 pL. A
concentracdo de proteinas foi avaliada a 220 nm, utilizando o software Unicorn
5.0 (GE Healthcare®).

As fragdes coletadas foram centrifugadas em SpeedVac-SC 110 (Savant

Instruments®) a 45°C por 3 horas para completa evaporagdo do tampao B e, em
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seguida, resolubilizadas em 100 pl de PBS. Uma aliquota de 12,5 pl de cada
fracdo foi testada em ensaio hemolitico como descrito anteriormente para
identificar atividade inibidora da via alternativa. As fragdes que apresentaram
atividade e as suas adjacentes, tiveram uma aliquota coletada e misturada com
tampdo da amostra e agente redutor, aquecidas a 95°C por cinco minutos,
corridas em gel de poliacrilamida (4-10%) e coradas com prata usando o Kit
SilverQuest (Invitrogen®), seguindo o seu manual de instrugoes.

Para identificacdo do inibidor, inicialmente a fracdo 1H12 inteira foi
enviada para a plataforma de espectrometria de massa no NIH. O material foi
submetido a digestdo por tripsina e os peptideos gerados submetidos a
cromatografia liquida em nano-escala associada a espectrometria de massa
simultanea (nano LC-MS/MS). As proteinas encontradas na fracdo enviada foram
identificadas a partir de comparagées com os bancos de dados disponiveis
(genoma e transcriptoma) no site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ou
VectorBase (www.vectorbase.org). Em um segundo momento, apenas uma
banda entre 6 e 14 kDa que aparecia exclusivamente nas fragdes com atividade
foi submetida a andlise de espectrometria de massa.

A proteina identificada nos resultados da espectrometria como o inibidor
salivar de A. albimanus foi encontrada no banco de dados do VectorBase e a
similaridade com proteinas de outras espécies de anofelinos foi investigada
através de BLAST no mesmo site ou no NCBI. Para a verificacdo da presenca de
peptideo sinal e de possiveis dominios conhecidos da proteina, foram utilizados
os softwares SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) e
Pfam (http://pfam.xfam.org/), respectivamente. Para o alinhamento das
sequéncias de proteinas e desenho da arvore filogenética foram utilizados o
UniProt  (http://www.uniprot.org/align/) e o PhyML (Seaview®),
respectivamente. Para investigar demais caracteristicas dos genes e das

proteinas, foi utilizado o software DNAstar Lasergene®.
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4.8 RT-PCR para deteccao do gene da proteina gSG7 em extrato de glandulas

salivares de A. albimanus

Para confirmar a presenca do gene referente a proteina gSG7 no extrato
de glandulas salivares de A. albimanus, foram sintetizados primers para a
sequéncia deste gene: albigsg7FOR1 (5° GACAGTCATATTGCCGTTGG) e
albigsg7REV3 (5° AACATGCGCTTTGCATACAG). Esses primers originam um
amplicon de 477 pb.

Inicialmente, foram dissecadas 50 glandulas salivares de fémeas de A.
albimanus com 5 dias de vida ndo alimentadas com sangue. O material foi
dissecado e transferido imediatamente para 50 pl de Trizol® Reagent (Life
Technologies®). Ap6s homogeneizagdo do material com pistilo estéril, foi
realizada extracao de RNA total seguindo o protocolo do Trizol®. O tubo com o
RNA extraido foi secado totalmente em SpeedVac e, em seguida, o material foi
dissolvido em 20 pl de agua ultrapura (Ultra Pure DNAse/RNAse Free Distilled
Water, Life Technologies®).

Utilizando o kit QuantiTect® Reverse Transcription kit (QIAGEN®),
produziu-se o DNA complementar (cDNA) a partir de 5 pl de RNA extraido,
seguindo o manual de instrugdes do kit, com uma alteracdo: ao invés de utilizar o
RT Primer Mix do kit, utilizamos o primer albigsg7REV3 para que apenas o DNA
complementar da nossa sequéncia fosse gerado.

Seguindo o manual de instru¢des do Kit FastStart PCR Master (Roche®),
com os primers descritos acima e o cDNA produzido como molde, foi realizada
PCR para verificar a presenca do gene de interesse. Tubos com agua ultrapura
como molde, sem cDNA, foram utilizados como controle negativo. Os ciclos da
reacdo sdo apresentados no Quadro 1.

Nove microlitros dos produtos da PCR foram misturados com 1 pl de
tampao da amostra 10 x (Invitrogen®), aplicados em gel de agarose 1,2% com
SYBR Safe stain (Invitrogen®) e corridos por 30 minutos a 100 V. Como padrao
de peso molecular, foi utilizado o Gene Ruler 1 kb (Therma Scientific®). Apos a
corrida, o gel foi visualizado e fotografado em aparelho transiluminador com luz

UV.
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Quadro 1: Ciclos de temperatura utilizados nas rea¢oes de PCR para

amplificacao do gene da gSG7 de A. albimanus

Ciclos Temperatura (2C) Tempo

Desnaturagao 1 95 4 min
Desnaturagdo 30 95 30 seg
Anelamento 59 30 seg
Alongamento 72 2 min
Extensao final 1 72 7 min

4.9 Clonagem, expressdo e purificagdo das proteinas gSG7 e gSG7-2 de A.

albimanus e gSG7 de A. darlingi (Baseado em Alvarenga et al., 2010)

Genes sintéticos otimizados das proteinas gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus

e gSG7 de A. darlingi sem a sequéncia do peptideo sinal (Figura 6) ligados em

vetor Petl7b foram produzidos (BioBasic®) e expressos em E. coli BL21 pLys

(New England BioLabs®).

Sequéncia do gene sintético da gSG7 de A. albimanus :
60

ATGGCAAACAACCACATCCGTACGGTACTGAAGCTGTTCCGTACTATCGATCTGGATGAT
TCTAAAAAGAGCTTCTACCTGACCGCAGCTAAATACGGCATCCAGACCCAGCTGCGTGAA
CCTATTATCCGTATCGTCGGTGGTTATCTGCCATCTACTAAACTGAGCGAAGCGTGTGTT
AAAAATATGATTTCCGAGGTGTACGAGATTGAGGGCGACTTCTACTCCAAATTCTCCTAC
GCCTGCGAAGACCATGCTCCGTATTCTGTGGAATGTCTGGAAGATGCGCGCGACGACTAT
CTGACCCAACTGGTTGAACTGTTTAAAGAAACCAAAAAATGCCTGCGCGAA

Sequéncia do gene sintético da gSG7-2 de A. albimanus:
10 20 30 40 50 60

&0
120
180
240
300
351

PTGACTCACGAACACGCTAACAAGATGACCAACATCTTCCGTCGTGTAAAGCTGGACAAG
ACTAAAAACGCCGTGTACCAGGACTACGTCCAGAAAGGTATCAAAACGCTGCTGAAAGAC
CCACTGGTGTCTAAAGCTATGCTGCTGCCTGCATCTAAATCCCTGCCGGATGATTGTCTG
AACGCTATGGTTGATGAAGCACGCGAACATGAAAACAAATTCTACGCGGTTTTCACCTAC
GACTGCCAAGATCACATTCCGACCGCGTTTCCGTGTCTGGAAAAAGGCGTTGCGACCTAT
TATGAAAACCTGAAAGCCCTGGAGAAAAGCACCGAGAAATGCTGCAATATG

&0
120
180
240
300
351
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Sequéncia do gene sintético da gSG7 de A. darlingi :

10 20 30 40 30 60
IllllllllllllllllllllIllllllllIIllllllllIllllllllllllllllllll
ATGGCACATTCTCACATCCGTAAGGTCCTGCAACTGTTCCGTTCTATCGAGCTGGATGAC &0
TCTAAGAAATCCTTCTACCTGACGGCAGCTAAATACGGCATCCAGACCCAGCTGCGTGAA 120
CCACTGGTACGTCTGGTTGGTGGTTTCGCTCCTTCCACTAAACTGTCCGAAGCCTGTGTT 180
AAAAACGCTATTGCGCGCATCTATGAAATTGAAGGCGAATTTTACGCGAAATTCAGCTAC 240
GCCTGTGAGAATCACGACCCGTACAGCGTGGAATGCCTGGAAGAAGCGCAGGATGACTAT 300
CTGACCAAACTGGTGGAACTGTTTAAAGAAACCAAAAAATGCCTGCGCGAG 351

Figura 6: Sequéncias dos genes sintéticos utilizados para clonagem e
expressao de proteinas recombinantes de A. albimanus e A. darlingi.

As bactérias foram transformadas por choque térmico (mantidas em gelo
por 15 minutos, transferidas para banho-maria a 422C por 30 segundos e, logo
em seguida, mantidas em gelo novamente), transferidas para placa de agar LB
contendo ampicilina 100 pg/ml (KD Medical®) e incubadas overnight a 37°C. As
coldnias crescidas foram transferidas para um frasco com 50 ml de meio LB
Broth (KD Medical®) contendo 50 pl de ampicilina 100 mg/ml e 50 pl de
cloranfenicol 35 mg/ml e incubadas a 37°C overnight.

Quatro garrafas com 1 litro de meio LB contendo ampicilina 100 pg/ml e
cloranfenicol 35 pg/ml foram semeadas com 10 ml da cultura crescida e
incubadas até a concentracdo de bactérias atingir Asoo de 0,6 a 0,8. Em seguida as
culturas foram induzidas com 1 ml de IPTG 1 M (Invitrogen®) e incubadas a
370°C por 3 horas. Apos a incubacdo, as culturas foram centrifugadas a 7000 rpm
por 15 minutos a 10°C e o sobrenadante descartado. O pellet formado foi
resolubilizado em 150 ml de TBS e centrifugado da mesma forma. O
sobrenadante foi descartado, e o pellet formado congelado a -20°C overnight.

Apés descongelar, o pellet foi resolubilizado em 150 ml de TBS, sonicado
em sonicador de ponta por aproximadamente 1 minuto e centrifugado por 15
minutos a 7000 rpm a 10°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
resolubilizado, sonicado e centrifugado novamente. O pellet formado foi entdo
resolubilizado em 100 ml de TBS contendo 1 g de Triton X-100 (Sigma-Aldrich®)
e agitado com barra magnética por 30 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi centrifugado como anteriormente, o sobrenadante

descartado e o pellet resolubilizado em 100 ml de TBS. Esta lavagem foi repetida

43



mais duas vezes e apoés a ultima centrifugacao, o pellet foi redissolvido em 50 ml
de tampao Tris 20 mM pH 8,0 contendo hidrocloreto de guanidina (Invitrogen®)
6 M e incubado por 1 hora em temperatura ambiente sob agitacdo constante. Em
seguida, foi adicionado ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich®) na concentracdo
final de 10 mM e o frasco incubado por 30 minutos sob agitagdo constante em
temperatura ambiente. ApOs esse periodo, o material desnaturado pela
guanidina e pelo DTT foi adicionado gota a gota a 4 litros de tampao de
renovelamento (Trizma 20 mM, arginina 300 mM, dihidrocloreto de cistamina 2
mM, pH 9,2) sempre em agitagdo com barra magnética e, em seguida, incubado
overnight a 4°C. As proteinas renoveladas foram concentradas usando aparato de
concentracdo Millipore® pressionado por nitrogénio e filtro de 10 kDa
(Millipore Ultracell®) até atingir o volume final de aproximadamente 10 ml.

Para purificacdo das proteinas, o material foi aplicado em coluna de gel
filtracao HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR (GE Healthcare®) conectada em
aparelho de HPLC (AKTA Purifier, GE Healthcare®) e as proteinas coletadas em
fracoes de 4 ml de TBS pH 7,4. Uma aliquota de cada fracao foi corrida em SDS-
PAGE, corado com Comassie blue. As fragdes contendo a proteina de interesse
foram misturadas e concentradas para aproximadamente 10 ml usando filtro de
10 kDa (Amicon®). As proteinas concentradas foram novamente purificadas
usando coluna de gel filtracdo Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare®) e a
pureza da proteina avaliada por SDS-PAGE corado com Comassie blue. As fracdes
contendo a proteina de interesse foram misturadas, concentradas e a
concentracao final calculada pelo coeficiente de extingdo molar de cada proteina.

As proteinas purificadas foram testadas nos ensaios hemoliticos para via
alternativa e via classica, ensaios de deposicao de componentes do complemento
(C3, Fator B, properdina e C9) e Western blots, como descritos previamente,

substituindo o EGS pelas proteinas recombinantes.

4.10 Identificacdo do inibidor do complemento da saliva de A. aquasalis

Em gel de poliacrilamida 12,5% foram corridos 0,5 pg de gSG7

recombinante de A. albimanus, 0,5 pg de gSG7 recombinante de A. darlingi e 5 g
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de EGS de A. aquasalis e o gel corado com prata para visualizacao das proteinas
presentes.

Para a identificacdo do possivel inibidor salivar de A. aquasalis, um novo
gel foi corrido com 20 pg de EGS dessa espécie e 10 pg de gSG7 recombinante de
A. darlingi e corado com Comassie blue. A proteina recombinante e uma proteina
do EGS de A. aquasalis com peso similar foram cortadas do gel com ajuda de
bisturi, transferidas para tubos de 1,5 ml e tratadas com bicarbonato de aménio,
acetonitrila e iodoacetamina para descorar a banda e desidratar o gel. Em
seguida, as proteinas foram submetidas a digestao por tripsina a 37°C overnight.

Os peptideos gerados pela tripsinizacdo foram entdo sequenciados em
aparelho MALDI-TOF-TOF (Bruker®) mantido no Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFMG, utilizando o software MASCOT. As sequéncias dos peptideos
gerados das duas amostras foram comparados com a sequéncia da gSG7 de A.

darlingi, utilizando o software UniProt (http://www.uniprot.org/align/).

4.11 Western blot e ensaio hemolitico com anticorpo anti-gSG7 de A. albimanus

Anticorpos anti-gSG7 foram produzidos pela Spring Valley Laboratories
(Woodbine, Maryland, EUA), em coelho imunizado com a proteina recombinante
juntamente com adjuvante de Freunds. Apos trés imuniza¢des, o animal foi
sangrado e seu soro foi coletado e enviado ao Laboratorio de Pesquisa de Malaria
e Vetores.

Para purificacao de IgG do soro, foi utilizado coluna de proteina A
(HiTrap™ 5 ml Protein A HP, GE Healthcare®), seguindo o seu manual de
instrucdes. O IgG purificado foi entdo testado por Western blot para ver o
reconhecimento da proteina recombinante e da proteina presente no EGS. Para
isso, quantidade de EGS relativo a 20 glandulas salivares de fémeas de A.
albimanus e 0,2 pg da proteina recombinante gSG7 foram corridos em gel de
poliacrilamida (4-12%) a 200 V por 30 minutos. Antes de aplicados no gel, o EGS
ou a recombinante foram misturados com tampao da amostra e agente redutor e

aquecidas por 5 minutos a 952C.
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Apés a corrida, as proteinas do gel foram transferidas para membrana de
nitrocelulose, que foi bloqueada por duas horas com solucdo bloqueadora (PBS-
Tw 0,05% + leite em p6 desnatado 10%) em agitacdo constante. Seguindo o
bloqueio, a membrana foi lavada trés vezes por cinco minutos com PBS-Tw
0,05% e incubada por uma hora em temperatura ambiente com IgG anti-gSG7
diluido 1:10000 em PBS + 1% BSA. Apo6s mais trés lavagens, a membrana foi
incubada por uma hora com anticorpo anti-coelho conjugado com peroxidase
diluido 1:5000 na mesma solu¢do. Apds a incuba¢do, as membranas foram
lavadas mais trés vezes e a revelacao se deu utilizando o kit Peroxidase Substrate
DAB (Vector Laboratories®).

Para verificar se o IgG anti-gSG7 de A. albimanus reconheceria outras
proteinas salivares de outras espécies de mosquitos, foram aplicados e corridos
em gel de poliacrilamida 12,5%, 0,5 pg de gSG7 de A. albimanus, 0,5 pg de gSG7-2
de A. albimanus, 0,5 ng de gSG7 de A. darlingi, 5 pg de EGS de fémeas de A.
aquasalis e 5 pg de EGS de fémeas de Aedes aegypti. O Western blot foi realizado
como descrito acima, utilizando anticorpos primario e secundario diluidos
1:2000.

Para avaliar a capacidade do anticorpo de bloquear a atividade da gSG7 de
A. albimanus, ensaios hemoliticos foram realizados na presen¢a do IgG anti-gSG7.
Em um tubo de 1,5 ml, foram adicionados 12,5 ul de PBS contendo EGS referente
a 1 glandula salivar ou gSG7 na concentracdo de 30 nM (concentracao final de 5
nM no tubo) e, em seguida, misturados com 12,5 pl de Mg-EGTA contendo
diferentes dilui¢des do IgG anti-gSG7. Apos adicdo de 25 pl de soro diluido 1:20 e
25 pl de hemacias de coelhos na concentragdo de 1x108 céls/ml, o conteudo dos
tubos foi homogeneizado e incubado a 372C por 30 minutos. Um controle foi
adicionado aos experimentos: um tubo com apenas hemadcias e IgG anti-gSG7
diluido 1:10 (concentracao mais alta testada), para averiguar se o anticorpo por
si sO afetaria as hemacias. O restante do ensaio se deu como descrito

previamente no Item 4.3.
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4.12 ELISA para detectar ligacdo de componentes do complemento aos

inibidores salivares de A. aquasalis e A. albimanus

Placas de ELISA (Costar®) foram sensibilizadas com 0,5 pg de gSG7 ou
gSG7-2 de A. albimanus ou 5 pg de EGS de A. aquasalis em 50 pl de tampao
carbonato de sddio 35 mM/bicarbonato de so6dio 15 mM pH 9,6 durante
incubacdo overnight a 4°C. Pogos incubados com BSA 1% foram utilizados como
controles negativos.

Os pogos foram bloqueados por uma hora com 200 pl de solugdo de
bloqueio (PBS + BSA 1%) em temperatura ambiente sob agitacdo e, em seguida,
incubados com 0,2 ug de cada componente do complemento a ser testado (Fator
B, Bb, C3, C3b, Fator D e properdina) em 50 pl de PBS em temperatura ambiente
por 30 minutos. Os poc¢os foram entao lavados duas vezes com 200 pl de solucdo
de lavagem (PBS-Tw 0,05%) por 2 minutos sob agitacdo e incubados com 50 pl
de solu¢do de bloqueio contendo anticorpo especifico para cada componente
testado (anti-C3 foi utilizado para detectar C3 e C3b; anti-Fator B, para detectar
Fator B e Bb) diluido 1:5000 por 30 minutos em temperatura ambiente sob
agitacdo. Apdés mais duas lavagens, os pocos foram tratados com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase diluido 1:3000 em solucdo de bloqueio
por 30 minutos em temperatura ambiente e agitacdo constante. Seguindo a
incubacdo, mais duas lavagens foram realizadas e os poc¢os foram revelados com
200 pl de substrato para peroxidase (OPD e peréxido de hidrogénio em tampao
citrato pH 5,0, como descrito nos ensaios de ELISA no Item 4.5) e ap6s 5 minutos
a 37°C, as placas foram lidas a 450 nm em leitor de ELISA.

Os ensaios foram realizados em duplicata, com 3 repeticdes. As médias
das absorvancias das duplicatas de cada componente foram calculadas e
comparadas estatisticamente com a média do seu respectivo controle negativo

(poco sensibilizado com BSA).
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4.13 Ensaio de ressonancia plasmonica de superficie

Ensaios de ressonancia plasmonica de superficie foram realizados usando
aparelho Biacore T100 (GE Healthcare®). As proteinas recombinantes gSG7 e
gSG7-2 de A. albimanus diluidas em tampao acetato de sddio 10 mM pH 5,0 (20
pg/ml) foram imobilizadas em chips Sensor CM5 (GE Healthcare®) usando
grupamento amina, com alvo de imobilizagdo de 1200 unidades de ressonancia
(RU). Células do chip sem proteina imobilizada foram utilizadas como branco
para subtracdo do efeito do tampdo no sensorgrama. Para avaliar a ligacao de
properdina as proteinas, experimentos de cinética foram realizados com
diferentes concentragoes de properdina em tampao HBS-P (HEPES 0,01 M, NaCl
0,15 M, Surfactante P20 0.005% v/v, pH 7,4, GE Healthcare®). O tempo de
contato das moléculas foi de 120 segundos em fluxo de 30 pl/min a 25°C. A
dissociacdo do complexo properdina-gSG7 foi monitorada por 400 segundos e a
superficie do chip foi regenerada com um pulso de 10 segundos de tampao
glicina 10 mM.

Os sensorgramas foram montados usando o modelo 1:1 de ligacdo de
Langmuir das fases de associacdo e dissociacdo simultaneamente, usando o
software Biacore Evaluation v2.0.3 (GE Healthcare®). A constante de afinidade
(KD) foi calculada a partir da razdo das constantes das taxas de dissociacdo e

associacao (kd/ka).

4.14 Andlise estatistica

Os calculos estatisticos foram realizados com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0. Em todos os experimentos, pelo menos trés repeticoes
independentes foram feitas. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste
Kolmogorov-Smirnov. As varidveis com distribuicdo normal foram analisadas
através do teste T pareado (no caso de 2 grupos) ou pelos testes ANOVA e Teste
de Tukey (no caso de mais de 2 grupos). Valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo (*).
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5. Resultados

5.1 Quantificacdo de proteinas dos EGS das espécies de Anopheles estudadas

A concentracdo de proteinas no extrato de glandulas salivares dos
anofelinos em estudo foi medida por teste de Bradford ou pelo kit BCA. As
meédias e desvios padrdes das concentracdes de proteinas totais no EGS de A.
albimanus, A. aquasalis, A. dirus, A freeborni, A. gambiae e A. stephensi foram,
respectivamente, 0,75 * 0,02 pg/glandula, 0,75 + 0,05 pg/glandula, 0,59 + 0,1
pg/glandula, 0,83 * 0,04 pg/glandula, 0,56 + 0,04 pg/glandula, e 0,71 + 0,08
pg/glandula.

5.2 Ensaios hemoliticos

5.2.1 Via alternativa

Conforme demonstrado na Figura 7, o EGS de A. albimanus, A. aquasalis e
A. freeborni foi capaz de inibir a atividade hemolitica provocada pela via
alternativa de forma dose-dependente e estatisticamente significativa.
Curiosamente, o EGS de A. gambiae, A. dirus e A. stephensi nao apresentou
nenhuma atividade sobre a hemdlise provocada pelo complemento, mesmo com
quantidade de EGS referente a 15 glandulas salivares.

Quando tratado com aquecimento por fervura ou proteinase K, o EGS
referente a 4 glandulas de A. albimanus perdeu a atividade inibidora da via

alternativa (Figura 8).
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Figura 7: Aciao do extrato de glandulas salivares de seis espécies de
Anopheles sobre a via alternativa do sistema complemento humano. O EGS
de A. aquasalis, A. albimanus e A. freeboni foi capaz de inibir a hemolise de forma
dose-dependente e estatisticamente significativa em relagdo ao controle sem
inibidor (ANOVA + Teste de Tukey. * p < 0,05). As barras verticais representam

meédia + desvio padrao das repetigoes.
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Figura 8: Efeito de tratamentos desnaturantes sobre a atividade inibidora
da via alternativa do EGS de A. albimanus. Quando tratado com aquecimento
em agua fervente ou com digestdo por proteinase K, o EGS perdeu sua atividade
(ANOVA + Teste de Tukey). As barras verticais representam média + desvio
padrao das repeticoes.

5.2.2 Via classica

O EGS de A. gambiae e A. albimanus nao foi capaz de inibir a atividade
hemolitica provocada pela via classica do sistema complemento humano (Figura
9). Quando saliva de A. aquasalis foi testada, observamos uma leve inibicdo com
diferenca estatistica significativa apenas quando quantidade de saliva referente a

10 glandulas foi utilizada (p = 0.03402) (Figura 9).
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Figura 9: Acao do EGS de A. albimanus, A. aquasalis e A. gambiae sobre a via
classica do sistema complemento. ANOVA + Teste de Tukey. * p < 0,05. As
barras verticais representam média + desvio padrao das repeticoes.

5.3 Ensaio de ativacdo da via das lectinas

O EGS de A. albimanus ndo apresentou atividade inibitoria sobre a
deposicdo de C3b da via das lectinas, mesmo com concentracdes referentes a 10

glandulas salivares (Figura 10).

Anopheles albimanus

Deposigéo de C3b (%)

Figura 10: Efeito do extrato de glandulas salivares de A. albimanus sobre a
via das lectinas. As barras verticais representam média + desvio padrdo das
repeticoes.

5.4 Ensaio de deposicdo de componentes da via alternativa

Tanto o EGS de A. aquasalis como o de A. albimanus foram capazes de
provocar inibicao dose-dependente e estatisticamente significativa da deposicao

de C3b e Fator B da via alternativa (Figura 11). No caso de A. albimanus, EGS
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referente a 0,5 glandula salivar ja foi suficiente para causar inibicdo significativa
tanto de C3b como de Fator B (p < 0,0001). A deposicao de properdina foi
testada apenas na presenca de EGS de A. aquasalis e apresentou acao inibitéria

forte e dose-dependente (Figura 11).
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Figura 11: Acao do EGS de A. aquasalis e A. albimanus sobre a deposicao de
componentes da via alternativa do sistema complemento. O EGS provocou
inibicao dose-dependente da deposicao de C3b, Fator B e Properdina (ANOVA +

Teste de Tukey. * p < 0,05). As barras verticais representam a média e desvio
padrao das repeticoes.

O EGS de A. aquasalis foi testado em ensaio de desligamento de
componentes da via alternativa previamente depositados em placas cobertas
com agarose. Como observado na Figura 12, ndo houve diferenca estatistica na

deposicdo de componentes de C3b e Fator B ap6ds a incubag¢do com o EGS.
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Figura 12: Efeito do EGS de A. aquasalis sobre componentes da via
alternativa previamente depositados em superficie ativadora. As barras
verticais representam a média + desvio padrao das repeticoes.

5.5 Western blot para detec¢do de Fator B e C3a

O efeito do EGS de A. aquasalis e A. albimanus na ativa¢do de Fator B e C3
foi observado através de Western blot utilizando anticorpos especificos para
cada componente. Na presenca do EGS das duas espécies, houve inibicao da
ativacdo de Fator B (Figura 13), pois ndo houve o surgimento da banda referente
a Bb (produto da ativacdo do Fator B), como observado no controle positivo, em
que foi acrescentado apenas PBS, sem EGS.

O EGS das duas espécies também foi capaz de inibir a ativacdo do
componente C3. Na presenca do extrato de glandulas, ndo houve aparecimento
da banda referente a C3a, produto da ativagdo do componente C3, apos 30 e 60

minutos de incubac¢do a 372C (Figura 14).
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Figura 13: Acao do EGS de A. aquasalis e A. albimanus na ativa¢ao do Fator
B. Ambas as espécies inibiram a ativacdo do componente, ndo havendo
surgimento da banda referente ao componente Bb (produto da ativacao de Fator
B), ap6s 30 e 60 minutos de incubagdo a 372C.
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Figura 14: Acao do EGS de A. aquasalis e A. albimanus na ativag¢ao do
componente C3. Ambas as espécies inibiram a ativacdo do componente, ndo
havendo surgimento da banda referente ao peptideo C3a (indicado pela seta),
apo6s 30 e 60 minutos de incubacgdo a 37°C.
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5.6 Western blot com C3b, Fator B e Fator D purificados

Para investigar se o EGS de A. albimanus interfere diretamente na
formacao da C3-convertase da via alternativa, formou-se este complexo
enzimatico artificialmente através da incubacdo a 372C dos componentes
purificados, na presenca e auséncia do EGS. Com o conteido do tubo em
diferentes tempos de incubacgdo, foi realizado Western blot usando anticorpo
anti-Fator B. Conforme demonstrado na Figura 15, o EGS ndo interferiu na
ativacdo do Fator B, sendo possivel a detec¢cdao dos produtos do Fator B, Bb e Ba

apo6s 20 e 40 minutos de incubacao, mesmo na presenca do extrato de glandulas.
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Figura 15: Acao do EGS de A. albimanus na formacao da C3-convertase com
componentes C3b, Fator B e Fator D purificados. O EGS nao inibiu a ativacdo
do Fator B, sendo observado as bandas referentes aos produtos da ativacdao do
Fator B (Bb e Ba) tanto nas canaletas com e sem EGS.

5.7 Purificacao do inibidor salivar de A. albimanus

A cromatografia de fase reversa em aparelho de HPLC foi utilizada para
purificar o inibidor da via alternativa presente no extrato de 200 glandulas
salivares de A. albimanus. O cromatograma gerado apresentou cerca de 10 picos
de proteinas, separadas de acordo com a hidrofobicidade (Figura 16-A).

Uma aliquota de cada fragdo a partir do primeiro pico foi testada no
ensaio hemolitico e quatro fracdes seguidas (fragdes 1H11, 1H12, 2A1 e 2A2)

apresentaram atividade anti-via alternativa (Figura 16-B). Sobrepondo o
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resultado do ensaio hemolitico ao cromatograma, observou-se que o inibidor foi

eluido em um pico especifico, em torno do 242 ml de coleta (Figura 16-C).
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Figura 16: Purificacdo do inibidor da via alternativa presente no EGS de A.
albimanus. A: Cromatograma do EGS aplicado em coluna de fase reversa e
eluido contra gradiente de acetonitrila. B: A¢do das fragdes da cromatografia na
ativacdo da via alternativa. Quatro fracdes apresentaram atividade anti-
complemento. C: Sobreposicdo do resultado do ensaio hemolitico ao
cromatograma da purificacdo com coluna de fase reversa. O inibidor foi eluido
em apenas um pico especifico.
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As fracbes com atividade e suas adjacentes foram corridas em gel de
poliacrilamida e coradas com a prata. O resultado indicou duas bandas mais
abundantes nas fracdes com maior atividade (1H11, 1H12 e 2A1): uma pouco

maior que 62 kDa e outra menor, entre 6 e 14 kDa (Figura 17).
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Figura 17: SDS-PAGE com fracdes da cromatografia de fase reversa do EGS
de A. albimanus. As fragdes com atividade anti-complemento (1H11, 1H12 e
2A1) apresentaram duas bandas mais intensas: uma em torno de 62 kDa e outra
entre 6 e 14 kDa.

O resultado da espectrometria de massa da fracao 1H12 indicou nove
proteinas salivares de A. albimanus, apresentadas no Quadro 2.

Como observado na Figura 18, as proteinas AALB001854-PA e
AALB009922-PA foram as mais abundantes na fracdo. A AALB009922-PA tem
peso molecular aproximado de 72 kDa, o que sugere ser a banda maior detectada
no gel (alinhada logo acima do marcador de 62 kDa). Entretanto, a AALB001854-
PA identificada na espectrometria de massa tem peso molecular aproximado de
30,7 kDa, em discordancia com o tamanho observado da outra banda mais

intensa no gel, localizada entre os marcadores de 6 e 14 kDa (Figura 17).
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Quadro 2: Proteinas salivares de A. albimanus identificadas na fracao 1H12
submetida a espectrometria de massa

Proteina Peso molecular aproximado Peptideo sinal
AALB009922-PA 71,9 kDa -
AALB001305-PA 36,5 kDa +
AALB009827-PA 197,5 kDa +
AALB001854-PA 30,7 kDa +
AALB001605-PA 58,0 kDa -
AALB005083-PA 89,6 kDa +
AALB010753-PA 23,7 kDa -
AALB000058-PA 26,0 kDa +
AALB007557-PA 13,3 kDa +
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Figura 18: Quantificacdo das proteinas salivares de A. albimanus
identificadas por espectrometria de massa da fracao purificada 1H12, que
apresentou atividade anti-complemento.

Para confirmar o resultado da espectrometria de massa, corremos

novamente as fragdes com atividade em gel de poliacrilamida, coramos com

prata e submetemos apenas a banda menor (entre 6 e 14 kDa) da fragdo 1H12 a

espectrometria de massa. O resultado indicou que a banda corresponde
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realmente a proteina AALB001854-PA. Usando a sequéncia desta proteina
disponivel no VectorBase, fizemos BLASTp no site do NCBI contra outros
anofelinos e vimos que esta proteina tem alta similaridade (e-value de 5e-32 a
2e-41) com a proteina salivar gSG7 de A. darlingi, A. funestus, A. gambiae, A.
sinensis e A. stephensi.

No banco de dados do VectorBase, o gene AALB001854 desta proteina
apresenta seis éxons, com um longo intron no meio da sequéncia, conforme
demonstrado na Figura 19. Entretanto, ao analisarmos mais cuidadosamente a
sequéncia, notamos que, na verdade, se trata de dois genes distintos, que
provavelmente foram anotados erroneamente como sendo um s6 no genoma de
A. albimanus. O primeiro gene comeca realmente no start cddon do gene anotado,
mas termina em stop cédon (TAA) um pouco depois do final do terceiro éxon
(Figura 20). Ja o segundo gene, comeca no start codon um pouco antes do que
seria o quarto éxon do gene anotado (Figura 20) e termina no stop cédon (TAA)

como anotado previamente.
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TCCATGTCTACCAAAGACACCTTCCCCTTTCACACGACACCAGTGATTGCCAGAAATGTC
CGATGTCACACAACAAACATCAACAATGGGGTCCAACTGATTATGGAAGTTATAATTTTA
TTTACAACGCCAGCACGTACTACCATAACTTTGTGCACGCTCCTCCTGGCTGTGGCGTTG
ACTGTGGCTTGCTGGTGCATGTGGAGGTACTGGCCGGAGGTTGGCTTGGTTTCCCCTTTC
CCCAGTCTCCTCACTTGCAACCATTCATCAAAGTCACACAACATTTACTCAACCATGGTC
GGTGTGAAACAGTTGGAGAGGAGTGCACCAGCAGTGATTGTACAAACAAGCAGTTTCCGT
TTGTATTTAATTCAACTCTCTGTCTCCTAGCTTCCCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
TCTTTCTGTCTCTCTGGATATCTTCAACTCTCATCCCATCCGACCTTTGGCGAAACACTT
GCGTAAACAGTTACTTCTTCACAGCGAATGCTCGTGAGGAAATAAAAAGGGAATCCATTA
GCAATGGGAACCGGAGAAGTTGCTGGAAGTTAACCAATTATACCTGGAGTTCCTAATAGG
ATGGCCGTTAGAATGACAGTCATATTGCCGTTGGCAATGGCCTTGATCTGCCTGATGCAG
GTATGCAGCGCCTTTCGGCGCCCTACTACATCACATTCAATGCATAATTTCGCTTCCGAT
TATTCACTTGCTAGGCTGAACCAGCTACGGCGGCAAATAACCACATCAGGACCGTTCTGA
AGCTCTTCCGCACCATTGATCTGGACGATTCGAAAAAGAGCTTCTACCTAACAGCAGCCA
AGTATGGCATCCAGACGCAGCTTCGCGAACCGATCATTCGAATCGTTGGAGGCTATCTTC
CATCCACTAAGGTATGTCTATTCGATGATGCTCTGTGATCACATTAGTATCTGATCCAAC
CGGGTCACTTGCAGCTATCAGAAGCATGCGTGAAGAATATGATCAGCGAGGTATACGAAA
TAGAAGGCGACTTTTACTCCAAGTTCAGCTACGCGTGTGAAGACCATGCTCCCTACTCGG
TCGAATGCCTGGAGGACGCTAGGGACGACTACCTCACCCAACTGGTGGAGCTGTTCAAGG
AAACCAAGAAATGTTTGCGGGAATAAGATGAAGTATGTGACAAACTAAAATGCAGATAAA
CCAATAAACTGTATGCAAAGCGCATGTTCCGGTACATGGAATTATGATTGAGTTGATTGC
TTGAAACATGAGGTTTCTGTGAAGAACAGCAGGGCCTCCAAACAATATTCTATGGAAGCA
TTGACTAATGGTGTGTCTTAACTGGAAACATTTATTACTTTGTCTGCATGTCAGCATTGA
CCTCAGAATGTATTGTTCGTTCCATTCCTGCCAATTTTCAGAACACCAGCTTCCCAACGA
GCTTCATTATTTCCCGAAGAGCGGATTCCCCCCAGAGACCGACAACAGTCTTGTTTATGA
GGGATGGGATCAATATTGAGAAAGGTTCATCATCGTCCGATCCAGGTTTGCTCACCTGGC
ATCCTATCCCATCAACCTGATACCCTATCCTGCAGAAAGTAATTGCATCAAGGCATGGTT
TCTGTTTGCACTCACAGCTAGAGATAGGTGAGCAATCATTTGGTCTGGGACTGGGCTCCA
TGCACCCTTTCTAACAAATCATTCGACGGGGAAAAACAGTATAAGTGTAGCAATTGAACG
GAATTCACTTCAATCCAGTGTTGATTGTGCATCAGGATGGAACTTATTGGTACTAATGTT
GTAATGTTAGCCGCATTTGCATTGATCAGCATAATGCAGGTACTGGAAATGCGACGTAGC
AGTGCTTTCAGATACAGTACCTTCCTTGTAACTGTCGTGATTTATTGGGTTACTTCCAGT
TCAATGCCATCGATGCGACACACGAGCACGCCAACAAAATGACAAACATCTTCAGGCGCG
TCAAGCTAGATAAAACGAAAAACGCAGTTTATCAAGATTACGTCCAGAAGGGAATCAAGA
CGCTGCTGAAGGATCCGCTCGTCTCGAAGGCAATGCTTCTGCCGGCCAGCAAATCGGTAA
GCTGAATCGGTTAACTTCGACCTCCGATCCCAGTTAGTGTACTAGCTCCCTTTACTCCGT
TATTTAAGCTTCCCGACGACTGCCTAAACGCCATGGTGGACGAAGCGAGAGAGCATGAGA
ACAAGTTCTACGCGGTTTTTACGTACGACTGCCAAGATCACATCCCCACAGCTTTCCCAT
GCTTGGAAAAGGGAGTAGCCACGTACTATGAGAACCTGAAAGCGCTGGAAAAATCCACTG
AAAAGTGTTGCAACATGTAATAGCCGCTTTACCACTTTTATGATGACGATGATGATGATG
TAAATGGTGATTGTGTTAGCATGAAATACAATGAAAATATCACAGGCAAATTGAATGATT
GCTGTCCATTTTTATTCTCAAAACAATTTCCGATTTTCTCCCCAAAAAAAAAAATAGAAC
CGGCCATTCGCTTGTGATGGTTGGAGCACGATTCCGAGTACACTGTCGACAGTTTTTGTC
CAACCAACCGGGCGCAGATAGACTGGAAAAATTAAATAAACAAATCCTCACCCCGGAATA
TCACTGAAAGCCTCCGATGAGCCGTTGGCACGTAAACGAATCCATGAAAAAAAGGGGTTG
ATTTGTGGACCATCGCAAAAAGCCCACAGTCAACGGAACGTCCACCCAGGCCCAGCTCAC
CCAGTGGATCATCGGGTCCACGGTCAGTTCAACCATTCTCGCTTATTCGTTCTCCAACAG
AAAGGGCTGGAAAAAACGAGCAGAAGTTATTAAAATAATGCCACATCGAAGGGACTCTCC
CAATGAAGGAAGCACGATCCTCACGGAAAAAAACAATAGCTCTTCACGTCCTCAGCTGGC
AAAAAAAAAAAACAATGGCC

Figura 19: Sequéncia do gene AALB001854 disponivel no VectorBase.org.

Em destaque, as regidoes da sequéncia apresentadas como codificadoras.
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TCCATGTCTACCAAAGACACCTTCCCCTTTCACACGACACCAGTGATTGCCAGAAATGTC
CGATGTCACACAACAAACATCAACAATGGGGTCCAACTGATTATGGAAGTTATAATTTTA
TTTACAACGCCAGCACGTACTACCATAACTTTGTGCACGCTCCTCCTGGCTGTGGCGTTG
ACTGTGGCTTGCTGGTGCATGTGGAGGTACTGGCCGGAGGTTGGCTTGGTTTCCCCTTTC
CCCAGTCTCCTCACTTGCAACCATTCATCAAAGTCACACAACATTTACTCAACCATGGTC
GGTGTGAAACAGTTGGAGAGGAGTGCACCAGCAGTGATTGTACAAACAAGCAGTTTCCGT
TTGTATTTAATTCAACTCTCTGTCTCCTAGCTTCCCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
TCTTTCTGTCTCTCTGGATATCTTCAACTCTCATCCCATCCGACCTTTGGCGAAACACTT
GCGTAAACAGTTACTTCTTCACAGCGAATGCTCGTGAGGAAATAAAAAGGGAATCCATTA
GCAATGGGAACCGGAGAAGTTGCTGGAAGTTAACCAATTATACCTGGAGTTCCTAATAGG
ATGGCCGTTAGAATGACAGTCATATTGCCGTTGGCAATGGCCTTGATCTGCCTGATGCAG
GTATGCAGCGCCTTTCGGCGCCCTACTACATCACATTCAATGCATAATTTCGCTTCCGAT
TATTCACTTGCTAGGCTGAACCAGCTACGGCGGCAAATAACCACATCAGGACCGTTCTGA
AGCTCTTCCGCACCATTGATCTGGACGATTCGAAAAAGAGCTTCTACCTAACAGCAGCCA
AGTATGGCATCCAGACGCAGCTTCGCGAACCGATCATTCGAATCGTTGGAGGCTATCTTC
CATCCACTAAGGTATGTCTATTCGATGATGCTCTGTGATCACATTAGTATCTGATCCAAC
CGGGTCACTTGCAGCTATCAGAAGCATGCGTGAAGAATATGATCAGCGAGGTATACGAAA
TAGAAGGCGACTTTTACTCCAAGTTCAGCTACGCGTGTGAAGACCATGCTCCCTACTCGG
TCGAATGCCTGGAGGACGCTAGGGACGACTACCTCACCCAACTGGTGGAGCTGTTCAAGG
AAACCAAGAAATGTTTGCGGGAATAAGATGAAGTATGTGACAAACTAAAATGCAGATAAA
CCAATAAACTGTATGCAAAGCGCATGTTCCGGTACATGGAATTATGATTGAGTTGATTGC
TTGAAACATGAGGTTTCTGTGAAGAACAGCAGGGCCTCCAAACAATATTCTATGGAAGCA
TTGACTAATGGTGTGTCTTAACTGGAAACATTTATTACTTTGTCTGCATGTCAGCATTGA
CCTCAGAATGTATTGTTCGTTCCATTCCTGCCAATTTTCAGAACACCAGCTTCCCAACGA
GCTTCATTATTTCCCGAAGAGCGGATTCCCCCCAGAGACCGACAACAGTCTTGTTTATGA
GGGATGGGATCAATATTGAGAAAGGTTCATCATCGTCCGATCCAGGTTTGCTCACCTGGC
ATCCTATCCCATCAACCTGATACCCTATCCTGCAGAAAGTAATTGCATCAAGGCATGGTT
TCTGTTTGCACTCACAGCTAGAGATAGGTGAGCAATCATTTGGTCTGGGACTGGGCTCCA
TGCACCCTTTCTAACAAATCATTCGACGGGGAAAAACAGTATAAGTGTAGCAATTGAACG
GAATTCACTTCAATCCAGTGTTGATTGTGCATCAGGATGGAACTTATTGGTACTAATGTT
GTAATGTTAGCCGCATTTGCATTGATCAGCATAATGCAGGTACTGGAAATGCGACGTAGC
AGTGCTTTCAGATACAGTACCTTCCTTGTAACTGTCGTGATTTATTGGGTTACTTCCAGT
TCAATGCCATCGATGCGACACACGAGCACGCCAACAAAATGACAAACATCTTCAGGCGCG
TCAAGCTAGATAAAACGAAAAACGCAGTTTATCAAGATTACGTCCAGAAGGGAATCAAGA
CGCTGCTGAAGGATCCGCTCGTCTCGAAGGCAATGCTTCTGCCGGCCAGCAAATCGGTAA
GCTGAATCGGTTAACTTCGACCTCCGATCCCAGTTAGTGTACTAGCTCCCTTTACTCCGT
TATTTAAGCTTCCCGACGACTGCCTAAACGCCATGGTGGACGAAGCGAGAGAGCATGAGA
ACAAGTTCTACGCGGTTTTTACGTACGACTGCCAAGATCACATCCCCACAGCTTTCCCAT
GCTTGGAAAAGGGAGTAGCCACGTACTATGAGAACCTGAAAGCGCTGGAAAAATCCACTG
AAAAGTGTTGCAACATGTAATAGCCGCTTTACCACTTTTATGATGACGATGATGATGATG
TAAATGGTGATTGTGTTAGCATGAAATACAATGAAAATATCACAGGCAAATTGAATGATT
GCTGTCCATTTTTATTCTCAAAACAATTTCCGATTTTCTCCCCAAAAAAAAAAATAGAAC
CGGCCATTCGCTTGTGATGGTTGGAGCACGATTCCGAGTACACTGTCGACAGTTTTTGTC
CAACCAACCGGGCGCAGATAGACTGGAAAAATTAAATAAACAAATCCTCACCCCGGAATA
TCACTGAAAGCCTCCGATGAGCCGTTGGCACGTAAACGAATCCATGAAAAAAAGGGGTTG
ATTTGTGGACCATCGCAAAAAGCCCACAGTCAACGGAACGTCCACCCAGGCCCAGCTCAC
CCAGTGGATCATCGGGTCCACGGTCAGTTCAACCATTCTCGCTTATTCGTTCTCCAACAG
AAAGGGCTGGAAAAAACGAGCAGAAGTTATTAAAATAATGCCACATCGAAGGGACTCTCC
CAATGAAGGAAGCACGATCCTCACGGAAAAAAACAATAGCTCTTCACGTCCTCAGCTGGC
AAAAAAAAAAAACAATGGCC

Primeiro
gene

L Segundo
gene

Figura 20: Sequéncias dos dois genes anotados como gene AALB001854 de
A. albimanus. As letras vermelhas representam os éxons das sequéncias. A
regido destacada em amarelo marca o final do primeiro gene e o inicio do

segundo.
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O primeiro gene codifica a proteina denominada de gSG7, cuja
sequéncia esta descrita na Figura 21. Ela apresenta peptideo sinal, com sitio de
clivagem entre o 262 e 272 aminoacido. A proteina secretada (sem peptideo
sinal), tem peso molecular de 13,4 kDa, é composta por 116 aminoacidos e ponto

isoelétrico 5,39.

MAVRMTVILPLAMALICLMQAEPATAANNHIRTVLKLFRTIDLDDSKKSFYLT
AAKYGIQTQLREPITRIVGGYLPSTKLSEACVKNMISEVYEIEGDFYSKFSYA
CEDHAPYSVECLEDARDDYLTQLVELFKETKKCLRE

Figura 21: Sequéncia da proteina salivar gSG7 de A. albimanus. Em vermelho
esta representado o sitio de clivagem do peptideo sinal, entre o 262 e 279
aminoacido.

Ja o segundo gene codifica a proteina denominada de gSG7-2, mostrada
na figura 22. Esta proteina também apresenta peptideo sinal, sendo o sitio de
clivagem entre o 182 e 0o 192 aminoacido. Sem o peptideo sinal, a gSG7-2 tem
peso molecular de 13,3 kDa, é composta por 116 aminoacidos e tem ponto

isoelétrico 7,72.

MLAAFALISIMQFNAIDATHEHANKMTNIFRRVKLDKTKNAVYQDYVQKGIKT
LLKDPLVSKAMLLPASKSLPDDCLNAMVDEAREHENKFYAVFTYDCQDHIPTA
FPCLEKGVATYYENLKALEKSTEKCCNM

Figura 22: Sequéncia da proteina salivar gSG7-2 de A. albimanus. Em
vermelho esta representado o sitio de clivagem do peptideo sinal, entre o 182 e
192 aminoacido.

As proteinas gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus apresentam apenas 32,6%
de similaridade e, interessantemente, os peptideos gerados na digestdo por
tripsina para analise por espectrometria de massa da proteina salivar de A.
albimanus recuperada do gel apresentaram similaridade apenas com fragmentos

da primeira proteina (gSG7), conforme demonstrado na Figura 23.
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Figura 23: Alinhamento das sequéncias dos peptideos gerados pelo
tratamento com tripsina da proteina salivar recuperada do gel com a
sequéncia da gSG7 de A. albimanus obtida no VectorBase.

No NCBI, acessamos a sequéncia da gSG7 de A. darlingi (GenBank:
ACI30142.1) e vimos que ela também tem peptideo sinal (entre os aminoacidos
26 e 27 da sequéncia), tem peso molecular de 13,4 kDa, é composta por 116

aminodacidos e ponto isoelétrico 7,77 (Figura 24).

MAARMTIMLPLAVALICLLQTEPGMAAHSHIRKVLQLFRSIELDDSKKSFYLT
AAKYGIQTQLREPLVRFAGGFAPSTRLSEACVKNAIARIYEIEGEFYAKFSYA
CENHDPYSVECLEEAQDDYPTKLGELFKKTKKCLRE

Figura 24: Sequéncia da proteina salivar gSG7 de A. darlingi. Em vermelho
estd representado o sitio de clivagem do peptideo sinal, entre o 262 e 272
aminoacido.

Comparando as sequéncias das gSG7s de A. albimanus e A. darlingi,
pudemos ver que as mesmas apresentam 75% de similaridade (Figura 25). Ja
quando comparada com as sequéncias de gSG7s de A. gambiae (GenBank:
CAC35523.1), A. funestus (GenBank: ABI83776.1), A. sinensis (GenBank:
KFB36874.1) e A. stephensi (GenBank: AAO06828.1), a proteina de A. albimanus

apresentou apenas cerca de 40% de similaridade (Figura 25).
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Figura 25: Comparacido das sequéncias das proteinas gSG7 de diferentes
espécies de Anopheles. (A) Alinhamento das sequéncias da proteina gSG7 de A.
albimanus, A. darlingi, A. funestus, A. gambiae, A. sinensis e A. stephensi. Os
asteriscos indicam os aminoacidos idénticos em todas as proteinas, dois pontos
indicam aminoacidos com alta similaridade e um ponto indica aminoacidos com
pouca similaridade. (B) Arvore filogenética baseada na sequéncia das proteinas
gSG7, confirmando a proximidade maior entre as gSG7s de A. albimanus e A.
darlingi.

5.8 RT-PCR para deteccdo do gene da proteina gSG7 em extrato de glandulas

salivares de A. albimanus

Com o objetivo de detectar o gene da proteina gSG7 no extrato de
glandulas salivares de fémeas de A. albimanus, 50 glandulas salivares foram
dissecadas e tiveram RNA total extraido pelo método de Trizol. A partir do
material extraido, foi produzido cDNA utilizando primer especifico para
sequéncia do gene, e em seguida, foi realizada PCR convencional, utilizando o
cDNA como molde e um par de iniciadores especificos para a sequéncia do gene

citado.
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O produto da PCR corrido no gel apresentou apenas uma banda, em
torno de 500 pares de base (Figura 26), compativel com o tamanho do amplicon
gerado pelos primers utilizados (477pb). No controle negativo, nao houve

amplificacdo de nenhum material, indicando auséncia de contaminacao.
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Figura 26: Eletroforese dos produtos da reacao de PCR para amplificacao
do gene da proteina gSG7 de A. albimanus. Usando o cDNA produzido a partir
de RNA extraido de glandulas salivares, houve amplificacdo apenas de um gene,
que coincide com o tamanho aproximado do amplicon gerado pelos primers
utilizados na reagdo (477pb). No tubo controle, ndo houve amplificacdo de
nenhum fragmento de DNA.

5.9 Expressao e purificacdo das proteinas gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus e gSG7
de A. darlingi

As proteinas gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus e gSG7 de A. darlingi foram
expressas em E. coli BL21 pLys e purificadas através de cromatografias de gel
filtracdo em HPLC. Na Figura 27 estdo representados os cromatogramas do
ultimo passo da purificacdo das recombinantes, com formag¢do de apenas um

pico, indicando a pureza das nossas amostras.
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Anopheles albimanus gSG7 Anopheles albimanus gSG7-2 Anopheles darlingi gSG7
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Figura 27: Ultima cromatografia de gel filtracdo para purificacio das
proteinas recombinantes gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus e gSG7 de A.
darlingi. Nas trés cromatografias, apenas um pico foi formado, indicando pureza

das amostras.

Tal pureza foi confirmada correndo uma aliquota de cada amostra em gel
de poliacrilamida e corando com Comassie blue. Na Figura 28, estdo
apresentadas as trés proteinas recombinantes, evidenciando a auséncia de

contaminantes nas amostras purificadas.
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Figura 28: SDS-PAGE com as proteinas recombinantes ap6s o ultimo passo
de purificacdo. A presenca de apenas uma banda em cada canaleta evidencia a

pureza das amostras.

As trés proteinas foram testadas no ensaio hemolitico para via alternativa
conforme descrito para os ensaios com EGS (25 pl de soro diluido 1:20 + 25 pl de
hemacias + 12,5 ul de PBS contendo as recombinantes). As gSG7s de A. albimanus

e A. darlingi inibiram significativamente a hemolise (Figura 29). A gSG7 de A.
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albimanus apresentou uma potente atividade, sendo necessario apenas 20 nM
(concentragdo final) da proteina para inibir 100% a via alternativa, confirmando
ser realmente o inibidor presente na glandula salivar desse mosquito. A gSG7 de
A. darlingi também apresentou atividade. Entretanto, uma concentracdao maior
desta proteina foi exigida para inibir significativamente a hemdlise. Ja a gSG7-2
de A. albimanus ndo apresentou nenhuma atividade sobre a via alternativa

(Figura 29).

Anopheles albimanus gSG7 Anopheles darlingi gSG7 Anopheles albimanus gSG7-2
120

100

80
60

Hemodlise (%)
Hemolise (%)
Hemodlise (%)

40

20

0

¢ & & & &
& K )
00

Concentragéo final de proteina Concentragéo final da proteina Concentragéo final da proteina

Figura 29: Ac¢ao das proteinas recombinantes gSG7 e gSG7-2 de A.
albimanus e gSG7 de A. darlingi sobre a via alternativa do sistema
complemento. ANOVA + Teste de Tukey, * p < 0,05. Os resultados sdo expressos
como média + desvio padrao de pelo menos trés repeticoes.

As trés recombinantes também foram testadas em ensaio hemolitico da
via classica. Coincidindo com os resultados obtidos com o EGS de A. albimanus,
nenhuma das suas proteinas recombinantes apresentou atividade sobre essa via.
A gSG7 de A. darlingi também ndo apresentou atividade sobre a via classica,

mesmo com concentragdes tdo altas quanto 1 pM (Figura 30).
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Figura 30: Ac¢iao das proteinas recombinantes gSG7 e gSG7-2 de A.
albimanus e gSG7 de A. darlingi sobre a via classica do sistema
complemento. Os resultados sao expressos como média + desvio padrao de pelo
menos trés repeticdes.

As proteinas recombinantes de A. albimanus foram testadas também no
ensaio de ativacao da via das lectinas. Em nenhuma das concentragées testadas

as proteinas apresentaram inibicdo da deposicao de C3b ativado por esta via

(Figura 31).
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Figura 31: Efeito das proteinas gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus sobre a via
das lectinas. As barras representam a média e desvios padroes das

porcentagens de deposicdo de C3b em relagdo ao controle positivo (sem
inibidor).

Ensaios de deposicdo de C3b, Fator B, properdina e C9 na presenca de
gSG7 de A. albimanus e A. darlingi e da gSG7-2 de A. albimanus em placa coberta
com agarose foram realizados, conforme descrito para os ensaios com EGS no
Material e Métodos (Item 4.5). Houve inibicdo dose dependente e
estatisticamente significativa da deposicdao de todos os componentes testados
apenas na presenca da proteina gSG7 (Figuras 32 e 33). A proteina de A.
albimanus se mostrou mais potente, precisando de concentragdes finais em torno

de 20 nM para inibir quase 100% a deposi¢do de todos os componentes (Figura
32).

69



C3b Fator B

140 _ 140
X
< 120 Y 120
§ 100 % 1004
g % - gSG7 | - gSG7
©
'g 40 ,ng» 404
& 20 & 207
° a
0+ T v v v ' 0 ¥
0 20 40 60 80 100 80 100
Concentracao de proteina (nM) Concentragao de protema (nM)
Properdina
S 140
~ 12 <
2 0 S 120
;?i 100 3 100 *
02— ® -~ gSG7 8
o 60 9 R 60 -@- gSG7
© - gSG7-2 o
g 40 2 40 & gSG7-2
k3 g
2 20 Q 20
Q.
8 o+ 1 : ’ T * 0+ r Y °
0 20 40 60 80 100 0 60 80 100
Concentragé&o de proteina (nM) Concentragao de proteina (nM)

Figura 32: Efeito das proteinas gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus sobre a
deposicio dos componentes C3, Fator B, properdina e C9 em placas
cobertas com agarose. A deposicao dos componentes foi avaliada através de
anticorpos especificos para cada componente. Os resultados sdo expressos como
meédia + desvio padrao de pelo menos trés repeticoes.

Ja a proteina recombinante de A. darlingi também apresentou atividade
mas exigiu concentracgao final de 600 nM para inibir totalmente a deposicdo dos
componentes testados (Figura 33). A proteina gSG7-2 de A. albimanus foi
utilizada como controle negativo por ndo apresentar atividade inibidora sobre a

via alternativa.

70



C3b Fator B
120

s S
3 100 <
< 100
@] 7 -~ gSG7 % 80+ - gSG7
S &od & gSGT7-2 &L
60 ©  60-
S ©
IS« p
g 40+ 8 40
[7]
8 2 g 20
c L L L] D c
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0'2 0'4 06 0.8 1.0
Concentragao de proteina (M) Concentragao de proteina (pM)
Properdina c9
X 120 120
®© —
% 100 oﬁ 100
S 80 3 804
st (0]
uq_) 60+ -@- gSG7 1; 60 o gSG7
- H)
-g a0 & gSG7-2 S 40 & gSG7-2
w0 8-
% 20+ 2 204
] o
8 o : ’ ® ) 0 " — )
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Concentracao de proteina (uM) Concentracgao de proteina ( uM)

Figura 33: Efeito das proteinas gSG7 de A. darlingi sobre a deposicao dos
componentes C3, Fator B, properdina e C9 em placas cobertas com agarose.
A deposicao dos componentes foi avaliada através de anticorpos especificos para
cada componente. Os resultados sdao expressos como média + desvio padrdo de
pelo menos trés repeticoes.

A proteina gSG7 de A. albimanus foi também avaliada em ensaio de
desligamento de componentes da via alternativa previamente depositados em
superficie ativadora. Nao houve diferenca estatistica entre os resultados de
deposicdao de C3b, Fator B ou properdina na presenca ou auséncia do inibidor
(Figura 34). Quando Fator H foi adicionado aos pocg¢os, houve diminuicdo

estatisticamente significativa da deposicao de Fator B (Figura 34).
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Figura 34: Efeito da gSG7 de A. albimanus e Fator H sobre componentes da
via alternativa previamente ligados a superficie ativadora. Barras verticais
representam a média e desvio padrao das repeticdes.

Foram realizados também os ensaios de Western blot para detectar
ativacdo de C3 e Fator B presentes no soro humano normal na presenca das
proteinas gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus, na concentra¢do final de 20 nM.
Repetindo os resultados obtidos com o EGS desta espécie, a gSG7 inibiu a
ativacdo tanto do C3 quanto do Fator B (Figura 35). A recombinante gSG7-2 foi

utilizada como controle negativo por ndo apresentar atividade inibitdria.
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Figura 35: Efeito das proteinas gSG7 e gSG7-2 de A. albimanus na ativagao
dos componentes Fator B (A) e C3 (B). Nas canaletas com a gSG7, ndo houve
aparecimento das bandas referentes a Bb (A) e C3a (B), produtos da ativacao de
Fator B e C3, respectivamente.

O Western blot com os componentes purificados C3b, Fator B e Fator D
também foi repetido, substituindo o EGS pelas proteinas recombinantes na

concentracdo final de 20 nM. Nem a gSG7 nem a gSG7-2 inibiram a ativacdo de

Fator B nesse experimento (Figura 36).
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Figura 36: Ac¢ao das proteinas recombinantes gSG7 e gSG7-2 de A.
albimanus na formacao da C3-convertase com componentes C3b, Fator B e
Fator D purificados. As proteinas ndo inibiram a ativa¢do do Fator B, sendo
observado as bandas referentes aos produtos da ativacao do Fator B (Bb e Ba)
nas respectivas canaletas.
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5.10 Identificacao do inibidor salivar de A. aquasalis

As proteinas gSG7 recombinantes de A. albimanus e de A. darlingi foram
corridas ao lado de EGS de fémeas de A. aquasalis em gel de poliacrilamida 12,5%
e coradas com prata. Nas canaletas em que foram aplicadas as recombinantes,
apenas uma banda com peso molecular de aproximadamente 13 kDa foi
observada. Na canaleta em que o EGS foi aplicado, aproximadamente oito bandas
foram detectadas, incluindo uma com peso molecular muito proximo ao das

gSG7s (Figura 37).

€

Figura 37: Eletroforese das proteinas gSG7 recombinantes de (1) A.
albimanus e (2) A. darlingi e do (3) EGS de A. aquasalis em gel de
poliacrilamida corado com prata. A seta indica uma banda no EGS com o
mesmo peso molecular das proteinas recombinantes das outras espécies.

As bandas referentes a gSG7 de A. darlingi e a sua correspondente no EGS
de A. aquasalis foram extraidas do gel e submetidas a tripsinizacdo seguida de
espectrometria de massa. Dos peptideos gerados a partir da amostra de A.
darlingi, um alinhou com 100% de similaridade de aminoacidos com a sequéncia
da gSG7 dessa espécie. Interessantemente, um dos peptideos gerados a partir da
amostra de A. aquasalis também alinhou com 100% de similaridade com um

fragmento diferente da sequéncia da gSG7 de A. darlingi (Figura 38).
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Figura 38: Alinhamento da sequéncia de peptideo gerado da proteina
salivar de A. aquasalis (Pep1l) com a sequéncia da proteina gSG7 de A.

darlingi.

5.11 Western blot e ensaio hemolitico com IgG anti-gSG7 de A. albimanus

Para verificar se o anticorpo anti-gSG7 reconheceria a proteina
recombinante e a proteina presente no EGS, foi realizado Western blot usando o
anticorpo na dilui¢do de 1:10000. Como mostrado na Figura 39, o anticorpo foi

capaz de identificar as duas formas testadas da proteina, apresentando uma

Unica banda em cada canaleta.
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Figura 39: Western blot com anticorpo anti-gSG7 de A. albimanus. O 1gG
produzido em coelho reconheceu tanto a proteina recombinante como a proteina

nativa presente no extrato de glandulas salivares.
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Diferentemente, o anticorpo anti-gSG7 de A. albimanus nao foi capaz de
reconhecer outras proteinas salivares, como a gSG7-2 dessa espécie e a gSG7 de

A. darlingi, nem proteinas do EGS de A. aquasalis ou A. aegypti (Figura 40).

kba 1 2 3 4 5

Figura 40: Western blot com IgG anti-gSG7 de A. albimanus. O anticorpo
reconheceu a gSG7 recombinante de A. albimanus (1) mas ndo reagiu contra
gSG7-2 da mesma espécie (2) nem com gSG7 de A. darlingi (3). O anticorpo
também ndo reconheceu nenhuma proteina no EGS de A. aquasalis (4) ou EGS de

A. aegypti (5).

O IgG anti-gSG7 foi capaz de bloquear a atividade inibidora tanto da
proteina recombinante quanto da proteina no EGS. Quando testado sobre o EGS,
o anticorpo foi capaz de bloquear a atividade estatisticamente significativa nas
diluicdes de 1:10 e 1:100. Ja quando testado com a proteina recombinante, o IgG
bloqueou de forma estatisticamente significativa até na diluicdo de 1:1000
(Figura 41). Quando apenas o anticorpo diluido 1:10 foi incubado com as
hemacias, nenhuma hemodlise foi observada, mostrando que o anticorpo por si sé

nao atua como hemolisina.
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Figura 41: Efeito do IgG anti-gSG7 sobre a atividade do EGS e da proteina
gSG7 recombinante. O anticorpo bloqueou de forma estatisticamente
significativa tanto a atividade do EGS quanto da proteina recombinante (ANOVA
+ Teste de Tukey. **** p<0,0001; * p<0,05). As barras verticais representam
meédia + desvio padrao das repetigoes.

5.12 ELISA para detectar ligagdo de componentes do complemento aos
inibidores salivares

Na tentativa de encontrar o alvo dos inibidores do SC dos anofelinos
estudados, realizamos ensaios com placas de ELISA sensibilizadas com gSG7 de
A. albimanus ou EGS de A. aquasalis, gSG7-2 ou BSA e incubadas com diferentes
componentes do complemento. Utilizando anticorpos primarios especificos para
cada componente, foi possivel identificar uma forte ligacdao de properdina a gSG7,
com diferenca estatisticamente significativa em relacdo a gSG7-2 e BSA (Figura
42). Nao foi detectada ligacdo das proteinas recombinantes a nenhum outro

componente da via alternativa.
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Figura 42: Ligacido de componentes do complemento a gSG7 de A.
albimanus. Através de ELISA com placas sensibilizadas com gSG7, gSG7-2 e BSA
e incubadas com diferentes componentes da via alternativa, foi possivel detectar
ligacdo direta de properdina a gSG7 (ANOVA + Teste de Tukey, **** p < 0,0001).

Também foi detectada ligacao de properdina ao EGS de A. aquasalis com

diferenca estatistica em relagdo ao controle com BSA (p < 0,001) (Figura 43).
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Figura 43: Ligacao de componentes do complemento ao EGS de A. aquasalis.
Através de ELISA com placas sensibilizadas com EGS e BSA e incubadas com
diferentes componentes da via alternativa, foi possivel detectar ligacdo direta de
properdina ao EGS (Teste t, **** p < 0,001).
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5.13 Ensaio de ressonancia plasmonica de superficie

Confirmando a ligagdo observada no ELISA, no ensaio de ressonancia

plasmonica de superficie também foi detectada ligacao de properdina a gSG7 de

A. albimanus (Figura 44). A ligacao foi consistente, com pouca dissociacdo apos o

tempo de contato e a cinética apresentou KD de 7,99 nM. Nao foi observada

ligacdo de properdina a gSG7-2 em nenhuma das concentragdes testadas (Figura

44),
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Figura 44: Ensaio de ressonancia plasmoénica de superficie com gSG7 e
gSG7-2 de A. albimanus. Os sensorgramas mostram a consistente ligacao de
gSG7 em todas as concentragdes de properdina testadas. Ndo houve ligacdo de
properdina a gSG7-2.
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6. Discussao

As proteinas do SC presente no sangue constituem uma importante
arma do sistema imune inato contra patégenos invasores e células alteradas do
hospedeiro. Uma vez ativado, o SC induz o recrutamento e ativacao de fagocitos,
além de formar poros na membrana celular, levando ao desequilibrio osmoético e
morte dos organismos estranhos. Para garantir sua sobrevivéncia, esses
organismos desenvolveram mecanismos de escape do SC, sendo as formas mais
comuns a secrecao de inibidores de componentes especificos da cascata de
ativacdo e a adsorcdo de reguladores negativos do SC presentes no sangue em
sua superficie. Mecanismos de evasdo do SC ja foram descritos em bactérias
(Potempa & Potempa 2012), fungos (Luo et al. 2013), virus (Avirutnan et al.
2010), protozoarios (Sacks & Sher 2002), helmintos (Da’dara & Krautz-Peterson
2014) e até mesmo em células cancerigenas humanas (Okroj et al. 2015).

Para inibicao do SC, artropodes hematéfagos apresentam moléculas
especificas na saliva ou no intestino (Schroeder et al. 2009), pois esse sistema
permanece intacto por até uma hora no sangue ingerido e pode ser ativado
dentro do limen intestinal dos insetos (Simon et al. 2013, Khattab et al. 2015),
causando dano ao trato digestivo caso ndo seja inativado por inibidores salivares
ou intestinais (Barros et al. 2009, Khattab et al. 2015). Assim, seja a nivel salivar
ou intestinal, a inibicdo do SC pode ser considerada um processo crucial para a
sobrevivéncia de artropodes que se alimentam de sangue.

Neste estudo, a atividade anti-complemento foi pesquisada pela
primeira vez no EGS de mosquitos pertencentes ao género Anopheles. A atividade
foi observada nos EGSs das espécies neotropicais A. albimanus, A. aquasalis e A.
freeborni. O EGS de A. albimanus apresentou potente atividade exclusiva sobre a
via alternativa, com inibicao de aproximadamente 80% com quantidade de saliva
referente a apenas uma glandula (Figura 7). Quando submetido a tratamentos
desnaturantes, como aquecimento e digestao por proteinase K, o EGS perdeu a
atividade (Figura 8), indicando que o inibidor é de natureza proteica. O EGS de A.
aquasalis, além de inibir a via alternativa de maneira dose-dependente,

apresentou leve inibicdo da via classica, embora tenha sido necessario uma
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grande quantidade de saliva (referente a 10 glandulas salivares). O efeito do EGS
de A. freeborni sobre outras vias do complemento ndo foi avaliado. As trés
espécies que apresentaram atividade anti-complemento possuem concentragoes
semelhantes de proteina por glandula salivar (aproximadamente 0,8 pg de
proteina/glandula) e, portanto, a diferenca na intensidade da inibicdo da via
alternativa pelos EGSs das trés espécies pode ser devido a outros motivos, como
mecanismos diferentes de inibicdo, diferenca na expressado do(s) inibidor(es) ou
mesmo diferencas estruturais dos mesmos.

A inibicdo da via alternativa pelo EGS de A. albimanus e A. aquasalis foi
confirmada em ensaios de deposicdo em placas cobertas com agarose, onde
observamos a inibicdo da deposicdao de C3b, Fator B e properdina (Figura 11).
Por ensaios de Western blot, demonstramos que na presenc¢a do EGS das duas
espécies nao ha ativacdo dos componentes Fator B e C3 (Figura 13 e 14),
corroborando os resultados observados nos ensaios de deposicao. Esses dados
indicam que os inibidores atuam logo no inicio da cascata de ativacdo da via
alternativa. Quando o Western blot foi realizado utilizando C3b, Fator B e Fator D
purificados, o EGS de A. albimanus nao inibiu a ativacdo do componente Fator B
(Figura 15), indicando que o inibidor ndo atua diretamente em nenhum dos trés
componentes utilizados.

A via alternativa possui grande importancia na ativacdo do CS pois
independe de moléculas ativadoras e, por ser iniciada por hidrdlise espontanea
do componente C3, estd constantemente sendo ativada em baixos niveis na
circulacdo (Dunkelberger & Song 2010). Além disso, ela amplifica em cerca de
80% a atividade da via classica (produgao de C5a e CAM), pois o C3b gerado por
esta via pode formar as C3- e C5-convertases da via alternativa, ativando mais
moléculas de C3 e C5, respectivamente, e consequentemente, formando mais
CAM (Harboe et al. 2004). Apesar de ndo observado em nossos resultados
(apenas com alta concentracdo de saliva de A. aquasalis), é possivel que os
inibidores salivares da via alternativa atuem indiretamente sobre as atividades
das vias classica e das lectinas no local da picada e dentro do intestino do

mosquito, diminuindo a atividade dessas vias.
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Curiosamente, os EGSs de anofelinos do Velho Mundo (A. dirus, A.
gambiae e A. stephensi) ndo apresentaram atividade anti-complemento, mesmo
com altas concentracbes de proteinas salivares (Figura 7). Recentemente,
Khattab et al (2015) demonstraram que A. gambiae e A. stephensi ligam Fator H,
um regulador negativo do SC, ao seu epitélio intestinal, inativando o SC. Isso
explicaria porque esses mosquitos ndo apresentam inibidores salivares, uma vez
que os inibidores intestinais seriam suficientes para a protecdo do trato
digestivo desses insetos. De fato, inibidores do sistema complemento tém sido
descritos no intestino de barbeiros Triatoma infestans, T. brasiliensis e Rhodnius
prolixus (Barros et al. 2009), do flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Mendes-
Sousa et al. 2013), da mosca tsé-tsé Glossina morsitans (Ooi et al. 2015) e do
acaro Sarcoptes scabiei (Bergstrom et al, 2009). Em barbeiros e flebotomineos, ja
foram descritos inibidores do complemento tanto na saliva quanto no intestino,
evidenciando a importancia desses inibidores para a hematofagia e
sobrevivéncia desses vetores. E possivel que existam também inibidores do
complemento no intestino dos anofelinos do Novo Mundo, atuando
sinergicamente com os inibidores salivares na protecao do trato digestivo desses
mosquitos.

Nos ensaios hemoliticos para ativacao da via alternativa, usamos 25 ul
de SHN diluido 1:20. Portanto, em cada tubo utilizado havia 1,25 ul de SHN. EGS
referente a uma glandula salivar de A. albimanus foi suficiente para inibir em
torno de 80% a atividade dessa via (Figura 7). Considerando que: a) um
anofelino ingere em torno de 2,5 ul de sangue (Jeffery 1956, Phasomkusolsil et
al. 2015) e que o hematdcrito humano permanece em torno de 45%, logo o
volume de soro ingerido pelo mosquito é de aproximadamente 1,4 ul; e b) os
anofelinos injetam na pele do hospedeiro até metade do conteddo das suas
glandulas salivares (portanto, o conteudo de uma glandula) (Golenda et al.
1995), a quantidade de saliva de A. albimanus inoculada seria suficiente para
inibir o SC ingerido no respasto sanguineo. Ja A. aquasalis e A. freeborni
necessitaram de quantidades maiores de proteinas salivares para inibir
significativamente o SC (em torno de 10 glandulas). Esses dados reforcam a

hipdtese da existéncia de inibidores intestinais nos anofelinos neotropicais,
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sendo necessarios para agir juntamente com os inibidores salivares na protecao
do intestino dessas espécies contra a ativacao do CAM.

O inibidor salivar de A. albimanus foi purificado e identificado por
espectrometria de massa como pertencente a familia gSG7 (gambiae Salivary
Gene 7), que é amplamente distribuida nas glandulas salivares de anofelinos. O
gene codificador dessa proteina foi descrito inicialmente no sialoma de A.
gambiae, sendo expresso exclusivamente nas glandulas salivares de formas
adultas do mosquito (Lanfrancotti et al. 2002). Posteriormente, esse gene foi
também descrito em A. stephensi (Valenzuela et al. 2003), A. darlingi (Calvo et al.
2009), A. funestus (Calvo et al. 2007) e A. sinensis (Zhou et al. 2014). Esse grupo
de proteinas possui pouca similaridade de sequéncia com outros grupos de
proteinas de outros organismos, apresentam peptideo sinal, ndo possuem
dominios conhecidos e ainda ndo possui estrutura caracterizada.

A gSG7 recombinante de A. albimanus apresentou atividade anti-
complemento de forma semelhante ao EGS dessa espécie em todos os
experimentos testados (ensaio hemolitico, ensaios de deposicao e Western blot),
confirmando ser realmente o inibidor do complemento presente na saliva de A.
albimanus. As sequéncias das gSG7s de anofelinos do Velho Mundo apresentam
aproximadamente 45% de identidade de aminoacidos com a gSG7 de A.
albimanus. As diferencas nas sequéncias dos aminoacidos destas proteinas
devem ocorrer no sitio de agdo da gSG7 dos insetos do Novo Mundo, justificando
a auséncia de atividade anti-complemento nos anofelinos do Velho Mundo. Ja a
mesma proteina madura de A. darlingi apresenta 77% de identidade com a de A.
albimanus e também apresenta atividade anti-complemento. Esses dados
sugerem que a atividade anti-complemento é caracteristica das gSG7s de
mosquitos do Novo Mundo e evoluiram apos a divergéncia de formas do Novo e
Velho Mundos.

No EGS de A. aquasalis observamos uma banda na mesma altura das
gSG7s de A. albimanus e A. darlingi (Figura 37). O resultado da espectrometria de
massa indicou um peptideo com 100% de similaridade com um fragmento da
sequéncia de aminoacidos da gSG7 de A. darlingi. Considerando que as trés

espécies pertencem ao mesmo subgénero (Nyssorhynchus) e sdo

83



filogeneticamente mais proximas, esses resultados sugerem a existéncia de uma
proteina da familia gSG7 no EGS de A. aquasalis, possivelmente o seu inibidor
salivar do SC. O transcriptoma total de larvas L3, L4 e fémeas dessa espécie
alimentadas com ac¢ucar ou sangue foi recentemente publicado (Costa-da-Silva et
al. 2014), com algumas sequéncias depositadas nos bancos de dados virtuais.
Entretanto, nenhuma sequéncia de A. aquasalis apresentou similaridade
significativa com o gene ou a proteina gSG7 de outros anofelinos. RNAm de
glandulas salivares dessa espécie foram extraidos e atualmente estdo sendo
sequenciados e analisados para a anotacdo do sialotranscriptoma. Quando o
mesmo estiver finalizado, poderemos investigar com maior precisdo a presenca
de alguma sequéncia com similaridade com a gSG7 de A. albimanus e A. darlingi.

Isawa et al (2007) produziram a gSG7 recombinante de A. stephensi,
denominada anophensina, e demonstraram que a mesma € inibidora do sistema
cinina-calicreina, ligando-se em Fator XII e cininogénio de alto peso molecular,
bloqueando a producdo de bradicinina, importante mediador de resposta
inflamatéria. Em nosso estudo, outras atividades da gSG7 de A. albimanus,
incluindo a atividade acima descrita, ndo foram investigadas mas é possivel que
ela também apresente outras finalidades além de inibir o complemento.
Considerando que esta espécie de mosquito apresenta dezesseis proteinas no
seu EGS e que apenas nove delas sdo secretadas (Fontaine et al. 2012), ndo seria
de se admirar que suas moléculas salivares apresentem mais de uma funcao,
agindo sinergicamente de modo a favorecer a hematofagia.

Por ensaios de ELISA, demonstramos a ligacdo de properdina a gSG7
recombinante de A. albimanus e ao EGS de A. aquasalis utilizados para
sensibilizar a placa. Essa ligacdo foi confirmada para o inibidor da primeira
espécie através de ensaio de ressonancia plasmonica de superficie (Figura 44),
onde observamos forte ligacao da properdina ao inibidor. Este componente do
SC é uma glicoproteina de 53 kDa formada por 7 dominios de trombospondina,
encontrada comumente na forma de oligdmeros, principalmente dimeros,
trimeros e tetrameros circulantes no plasma com concentragdo de 5 a 20 ug/mL
(Pangburn 1989). A properdina liga-se em C3bB e C3bBb, estabilizando a C3-

convertase da via alternativa, aumentando em até 10 vezes sua vida média,
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permitindo a ativacdo de muito mais moléculas de C3 (Fearon & Austen 1975).
Além disso, protege esse complexo enzimatico de reguladores negativos como
Fator H, que induz a dissociacdo de Fator B de C3b e atua como receptor de Fator
I, que enzimaticamente inativa C3b em iC3b (C3b inativado) (Medicus et al. 1976,
Hourcade 2006, Torreira et al. 2009). De fato, ja foi demonstrado que anticorpos
IgG especificos contra properdina sdo capazes de inibir a atividade litica e a
deposicdo de componentes da via alternativa, ressaltando a importancia desse
componente para a ativacao dessa via (Gupta-Bansal et al. 2000, Pauly et al.
2014). Essa ligacdao explica porque o inibidor salivar de A. albimanus atua
somente sobre a via alternativa e porque nos Western blots realizados apenas
com os componentes C3b, Fator B e Fator D purificados (sem properdina) nao foi
observada nenhuma inibicdo da ativacdo do componente Fator B (Figuras 15 e
35).

Proteinas salivares de artropodes hematdéfagos com atividade anti-
complemento foram identificadas na saliva dos carrapatos Ixodes scapularis
(Valenzuela et al., 2000) e I ricinus (Tyson et al. 2008), vetores da Doenca de
Lyme na América do Norte e Europa, respectivamente. Na saliva de I scapularis
foram descritas a ISAC e a Salp20, proteinas que inibem exclusivamente a via
alternativa. Duas familias de proteinas homologas anti-via alternativa foram
encontradas na saliva de I ricinus: as IRACs (Daix et al. 2007) e as IxACs
(Couvreur et al. 2008). Salp20 e as IxACs inibem a via alternativa ligando em
properdina (Tyson et al. 2008; Couvreur et al. 2008). A inibicao da via alternativa
ja foi descrita também na saliva de L. longipalpis (Cavalcante et al., 2003). Vale
(2011) caracterizou parcialmente essa atividade, demonstrando que o EGS atua
no inicio da cascata inibindo a ativa¢do do Fator B, mas que ndo age inibindo a
atividade enzimatica do componente Fator D. Recentemente, descobrimos que o
inibidor salivar desse flebotomineo trata-se da proteina Lufaxin, inicialmente
descrita como o anti-coagulante salivar de L. longipalpis (Collin et al. 2012).
Resultados preliminares demonstraram que essa proteina recombinante
bloqueia exclusivamente a ativacao da via alternativa através da ligacdo em

properdina (manuscrito em preparagao).
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Por ligarem em properdina, essas proteinas salivares inibem sua ligacao
na C3-convertase da via alternativa, desestabilizando o complexo enzimatico,
acelerando sua dissociacdo, além de permitir a ligacao de reguladores negativos
da C3-convertase, como Fator I, inativando a cascata dessa via. Baseado em
nossos resultados, podemos assumir que os inibidores salivares dos anofelinos
apresentam um mecanismo de acao similar. Entretanto, a gSG7 inibe a deposicao
de Fator B e outros componentes em placas cobertas com agarose mas, diferente
de ISAC e Salp20 (Valenzuela et al, 2000; Tyson et al, 2007), ndo remove
componentes previamente depositados (Figura 34). Assim, podemos concluir
que ela é capaz de bloquear a formacao da C3-convertase, mas nao atua sobre
complexos pré-formados, assim como tem sido descrito para o EGS de L.
longipalpis (Vale, 2011) e as SMIPPs, inibidores do complemento presentes no
intestino de Sarcoptes scabiei, que também inibem a via alternativa ligando em
properdina (Bergstrom et al., 2009).

Ja foi demonstrado que a saliva de L. longipalpis favorece a infeccao por
Leishmania no hospedeiro vertebrado, exacerbando o tamanho e a carga
parasitaria na lesdo cutanea (Titus & Ribeiro 1988) e que, apesar de apresentar
mecanismos proprios de evasdao do complemento (Spéath et al. 2003), a inibicdo
do SC pela saliva do vetor ajuda a manter a viabilidade dos parasitos quando
expostos ao soro humano (Nascimento 2011). Também ja se sabe que TSLPI,
uma proteina salivar do carrapato . scapularis que inibe o SC, é importante para
a transmissao da espiroqueta causadora de Doenga de Lyme, Borrelia burgdorferi
(Schuijt et al. 2011b). O silenciamento do gene dessa proteina ou anticorpos
contra ela provocaram uma diminui¢cdo da sobrevivéncia da bactéria tanto no
hospedeiro vertebrado quanto no intestino do carrapato (Schuijt et al. 2011).
Recentemente, foi demonstrado que merozoitos e gametas de P. falciparum
captam Fator H presente no sangue circulante e no sangue ingerido pelo vetor,
respectivamente, para evadir da lise pelo complemento (Simon et al. 2013, Rosa
et al. 2015). Entretanto, ndo ha relatos de como esporozoitos, as formas
infectantes inoculadas pelo vetor, evadem desse sistema. Essas formas sdo
depositadas na pele do hospedeiro durante a fase de sondagem do mosquito e

apos alguns minutos invadem capilares cutaneos, atingindo a corrente sanguinea
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(Amino et al. 2006), permanecendo expostos ao SC durante todo esse processo.
E possivel e provavel que esta forma evolutiva do parasito tenha seus préprios
mecanismos de escape do SC, mas a presenc¢a de inibidores na saliva dos vetores
do Novo Mundo deve ajudar no sucesso da infeccdo, tornando menos indspito o
ambiente de inoculacao dos esporozoitos.

Neste trabalho demonstramos que anticorpos IgG especificos contra a
gSG7 recombinante de A. albimanus reconhecem tanto o inibidor nativo presente
no EGS quanto o recombinante (Figura 39), confirmando serem a mesma
proteina. Entretanto, os anticorpos nao reconheceram outras proteinas dessa
mesma espécie ou de outras espécies de mosquitos, como a proteina gSG7 de A.
darlingi ou proteinas do EGS de A. aquasalis ou A. aegypti (Figura 40), sugerindo
que o sitio imunogénico da proteina é especifico para cada espécie. Dessa forma,
se proteinas dessa familia forem imunogénicas e estimularem producido de
anticorpos em individuos expostos aos mosquitos em areas endémicas para
malaria, elas poderiam ser bons candidatos para marcadores de exposicdao
espécie-especificos, permitindo a identificacdo de espécies com maior potencial
vetorial, especialmente em areas onde diferentes espécies se sobrepdem.
Adicionalmente, a detec¢do de anticorpos anti-saliva do vetor poderia ser usada
para indicar infeccdo por Plasmodium, além de atuar como marcador da
severidade da doenca (Andrade et al. 2009).

Atualmente, muitos trabalhos tém focado na pesquisa para o
desenvolvimento de vacinas de bloqueio de transmissao (VBT) contra parasitos
transmitidos por artrépodes, cujo objetivo é impedir o desenvolvimento do
patdgeno no vetores e sua subsequente transmissao (Carter 2001). Antigenos de
estagios sexuados do Plasmodium (encontrados no intestino do vetor) e
moléculas salivares e intestinais do mosquito tém demonstrado potencial vacinal
(Carter 2001, Lavazec & Bourgouin 2008). No caso das leishmanioses, estudos de
VBT com antigenos salivares de flebotomineos do Velho e do Novo Mundo tém
sido descritos. Gomes et al. (2008) verificaram que a imunidade a uma proteina
salivar especifica de L. longipalpis, a L]M19 (que é inibidor da via classica do SC),
propiciou protecao significativa contra a leishmaniose visceral fatal em hamster.

Recentemente, Oliveira et al (2015) demonstraram que a imuniza¢ao de macacos
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do género Rhesus com a proteina salivar PdSP-15 de Phlebotomus duboscqi é
capaz de proteger esses animais contra o surgimento de leishmaniose cutdnea
provocada por L. major. Em estudos com carrapatos I. scapularis, também ja foi
descrito que a imunizacdo de camundongos com a proteina inibidora do
complemento TSLPI levou a diminuicao da carga parasitaria em diferentes
tecidos do hospedeiro vertebrado (Schuijt et al. 2011). Considerando a
importancia da evasdao do SC por esporozoitos de Plasmodium nos primeiros
momentos da infeccdo, se um anofelino infectado inocular o parasito em um
individuo imunizado com gSG7 e, portanto, com este inibidor inativado por
anticorpos, os esporozoitos inoculados ficardo mais susceptiveis ao ataque do SC,
resultando em diminuicdo da quantidade de parasitos viaveis no sangue. Além
disso, os anticorpos poderiam bloquear o inibidor no intestino do mosquito,
deixando o complemento ativo neste 6rgdo, podendo causar danos ao epitélio
intestinal do mesmo. Caso estas hipdteses sejam verdadeiras, a gSG7 teria
potencial como um componente de vacina de bloqueio de transmissdo para
malaria.

Atualmente, doencgas auto-imunes mediadas pelo complemento tém
recebido muita aten¢do devido a sua severidade, como a Sindrome Hemolitica
Urémica atipica (SHUa) e a Hemoglobinuria Paroxistica Noturna (HPN), doencas
de carater cronico que levam ao dbito em poucos anos se ndo tratadas (Botto et
al. 2009, Ricklin & Lambris 2013, DeZern & Brodsky 2015). A causa dessas
graves doencas é a desregulacdo da via alternativa do SC por diferentes razoes,
como auséncia ou producgdo insuficiente de reguladores de membrana, como
CD55 e CD59, e mutagdes em genes codificadores de reguladores do SC (como
Fator H e Fator I), levando a produgdo de formas alteradas dessas proteinas que
ndo apresentam a devida funcdo (Roumenina et al. 2011). Essas alteracdes levam
a ativacdo inapropriada dessa via, que ataca células proprias, provocando danos
em tecidos normais do hospedeiro, principalmente eritrécitos. Atualmente, a
droga disponivel para o tratamento da SHUa e da HPN é um anticorpo anti-C5
(Soliris®), que bloqueia a ativagdo do componente C5, prevenindo a ativagdao do
CAM na superficie de células normais (Brodsky et al. 2008). Entretanto, como C5

é um componente comum das trés vias de ativacdo do complemento, sua inibi¢cdo
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leva a susceptibilidade do hospedeiro a patégenos invasores, levando a infec¢bes
respiratorias ou urinarias (Brodsky et al. 2008). Assim, a gSG7 de A. albimanus,
uma proteina de baixo peso molecular que liga em properdina e inibe apenas a
via alternativa, poderia ser um candidato promissor para testes de uma nova
droga para doencas auto-imunes mediadas pelo sistema complemento,
diminuindo o risco de infec¢des durante o tratamento, uma vez que as vias
classica e das lectinas ainda estariam ativas contra patégenos invasores.

Tendo em vista os aspectos levantados nesta discussdo, o
descobrimento de uma molécula da saliva de anofelinos capaz de inibir o sistema
complemento constitui um grande passo no estudo da interagdo vetor-parasito-
hospedeiro vertebrado. Além disso, nosso trabalho abre portas para novos
estudos voltados para a fisiologia e evolucdo de insetos hemato6fagos, vacinas de
bloqueio de transmissao, marcadores de exposicdo e o desenvolvimento de
drogas para sindromes graves e fatais causadas pela desregulacdo do sistema

complemento.
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7. Conclusoes

* EGS de A. albimanus, A. aquasalis e A. freeborni inibem a via alternativa do
sistema complemento humano;

* O inibidor salivar de A. albimanus, A. darlingi e A. aquasalis pertence a
familia de proteinas gSG7;

* Anticorpos IgG contra a gSG7 recombinante de A. albimanus reconhecem
e bloqueiam os inibidores recombinante e nativo desse anofelino;

e A gSG7 atua ligando-se em properdina, o regulador positivo da via

alternativa impedindo que ela estabilize a C3 convertase dessa via.
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