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RESUMO

O sistema do complemento desempenha um importante papel na imunidade inata e
adaptativa, principalmente através da opsonizacdo de organismos invasores, producao
de anafilotoxinas e formacdo de poros na superficie de patdgenos. A saliva de
Lutzomyia longipalpis, o principal vetor de Leishmania infantum nas Américas, é capaz
de inibir tanto a via classica como a via alternativa do sistema do complemento humano.
Este estudo teve o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a inibi¢gdo do complemento
por L. longipalpis. Em relagdo a via classica, a saliva de L. longipalpis néo inibiu a
deposicdo do primeiro componente do complemento, 0 Clg. Porém, uma expressiva
inibicdo dos componentes seguintes C4b, C3b, C5b e C9 ocorreu quando a saliva estava
presente. A formacdo do complexo de ataque a membrana ndo foi influenciada pela
presenca da saliva, indicando um ponto de inibicdo nas etapas iniciais da cascata. O
extrato de glandula salivar foi capaz de inibir a clivagem do C4, mas ndo atuou inibindo
a atividade enzimatica do C1s. O modo de atuacdo da saliva de L. longipalpis parece
estar relacionado com o fato do extrato de glandula salivar ser capaz de se ligar ao C1q
humano. A proteina salivar responsavel pela inibicdo da via cléssica foi identificada
como sendo a LIM19, uma proteina recombinante de aproximadamente 11 kDa que €
encontrada na saliva como um dimero de 22,3 kDa. A inibicdo da via alternativa
também foi relacionada as etapas iniciais da cascata do complemento. O extrato de
glandula salivar foi capaz de inibir a deposicdo de C3b, fator Bb, C5b e C9. A inibigédo
da deposicdo do fator Bb, e provavelmente de todos 0s outros componentes da via
alternativa, foi relacionada a capacidade da saliva em impedir a clivagem do fator B.
Porém, a saliva de L. longipalpis ndo foi capaz de inibir diretamente a atividade
enzimatica do fator D. Além da inibi¢cdo do complemento pela saliva de L. longipalpis,
0 contetdo intestinal também foi testado. Nesse caso, 0s ensaios de deposi¢do ndo
constataram inibicdo do C5b para a via alternativa. Para a via classica, o contetdo
intestinal de L. longipalpis inibiu a deposicdo de C3b e C5b, sem inibir a deposicdo de
C4b. A presenca de inibidores do complemento na saliva e intestino de flebotomineos
deve estar relacionada com a protecdo do epitélio intestinal contra os efeitos liticos
presentes no sangue ingerido. Além disso, considerando que a opsonizagdo de
moléculas (mesmo moléculas sollveis como as proteinas salivares) por C3b aumenta
consideravelmente sua imunogenicidade, a inibicdo do complemento acabaria por

proteger essas moléculas salivares de uma resposta imunolégica dirigida contra elas.



ABSTRACT

The complement system plays an important role in both innate and adaptive immunity,
mainly by the opsonization of invading organisms, anaphylatoxin production and pore
formation in the surface of pathogens. The saliva of Lutzomyia longipalpis, the main
vector of Leishmania infantum in Americas, is able to inhibit both the classical and
alternative pathways of the human complement system. This study aimed to increase
knowledge concerning complement inhibition by L. longipalpis. In relation to the
classical pathway, L. longipalpis’ saliva did not inhibit the deposition of the first
complement component, C1q. However, a strong inhibition on C4b, C3b, C5b and C9
deposition occurred in the presence of saliva. Membrane attack complex formation was
not directly affected by saliva, indicating inhibition in the early steps of the cascade.
Salivary gland extract was able to inhibit C4 cleavage, but not to inhibit the enzymatic
activity of C1s. The mechanism of action of the Lutzomyia longipalpis’ saliva seems to
be related to the presence of a salivary protein capable of binding human C1q. This
salivary protein responsible for classical pathway inhibition was identified as being
LIJM19, a 11 kDa protein that is found in sandfly saliva as a 22.3 kDa dimer. Alternative
pathway inhibition was also related to the early steps of the complement cascade.
Salivary gland extract was able to inhibit C3b, factor Bb, C5b and C9 deposition.
Inhibition of the alternative pathway was related to the capacity of saliva to avoid factor
B cleavage. Nevertheless, the saliva of L. longipalpis was not able to directly inhibit
factor D activity. The activity of intestinal contents was also tested in deposition assays.
In this case, no inhibition of the alternative pathway was found for C5b. For the
classical pathway, the intestinal contents of L. longipalpis inhibited the deposition of
C3b and C5b, without inhibiting C4b deposition. The presence of complement
inhibitors in the saliva and midgut of sandflies should be related to the protection of the
intestinal epithelium against the lytic effects of the ingested blood. In addition,
complement inhibition might protect the salivary proteins from an immunologic
response directed against the salivary antigens. It is well documented that C3b
opsonization increases considerably the immunogenicity of antigens, even though the

soluble ones such as the salivary proteins.
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Introducéo

1 - INTRODUCAO

1.1 — Leishmania e flebotomineos

O género Leishmania compreende protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae e se caracteriza por possuir em seu ciclo de vida duas formas
evolutivas bésicas: amastigotas e promastigotas. O estagio evolutivo denominado
amastigota é encontrado no interior de células dos hospedeiros vertebrados e possui
forma arredondada ou oval, sendo o flagelo rudimentar e ndo exteriorizado. Por outro
lado, as promastigotas sdo encontradas na luz intestinal de insetos vetores e apresentam
formato alongado e um flagelo livre.

Os hospedeiros invertebrados de Leishmania sdo insetos pertencentes a
familia Psychodidae e a subfamilia Phlebotominae, sendo dois os géneros de
flebotomineos importantes como vetores do parasito: Phlebotomus no Velho Mundo e
Lutzomyia no Novo Mundo (Young & Duncan 1994).

Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva 1912) é o principal vetor de L.
infantum nos paises americanos e pode ser encontrado desde o México até a Argentina
(Young & Duncan 1994, Willians 1999). Os flebotomineos sdo insetos de pequeno
porte, com o corpo densamente coberto por cerdas e quando pousam, mantém as asas
semi-abertas acima do abdome (Killick-Kendrick 1999). Tanto os machos como as
fémeas necessitam de se alimentar de substancias acucaradas tais como seiva de plantas,
néctar de flores e secre¢Bes de afideos como fonte de energia (Chaniotis 1974,
Molyneux et al. 1991, Alexander & Usma 1994). A alimentacdo sanguinea é exercida
apenas pelas fémeas e esse tipo de dieta proporciona nutrientes para a maturacdo dos
ovocitos e producdo de ovos (Soares & Turco 2003). Os flebotomineos possuem pecas
bucais curtas e rigidas e por isso ndo se alimentam de sangue diretamente dos vasos. Ao
invés disso, as fémeas quando picam um hospedeiro dilaceram a sua pele e formam um
pequeno poco subcutaneo contendo sangue e restos de tecido, que sdo entdo ingeridos
pelo inseto. Esse processo, chamado de telmatofagia, possibilita a transmissédo da
Leishmania, uma vez que o parasito raramente é encontrado no sangue e normalmente
se aloja nos macrofagos da pele (Bates 2007).

Ao se alimentar em um hospedeiro infectado, a fémea de flebotomineo
ingere, juntamente com o sangue, macréfagos contendo amastigotas ou amastigotas

livres que sdo liberadas ap6s o rompimento de macr6fagos no momento da picada
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Introducéo

(Handman & Bullen 2002). O sangue contendo 0s parasitos é entdo armazenado no
interior do intestino médio abdominal, onde uma camada acelular composta de quitina e
proteinas, chamada membrana peritrofica do tipo I, é secretada pelo epitélio intestinal
do inseto e envolve todo o bolo alimentar (Hegedus et al. 2009). No interior da
membrana peritrofica as amastigotas diferenciam-se rapidamente em promastigotas
prociclicas, que possuem o formato ovoide, flagelo curto e pouca motilidade. Essas
formas, relativamente resistentes ao ataque das enzimas digestivas do inseto,
multiplicam-se intensamente por divisdo binaria e se diferenciam em promastigotas
nectoménadas, que possuem forma mais alongada e flagelo maior (Bates 2007), Figura
01.

As nectomOnadas tém a capacidade de escapar do confinamento pela
membrana peritrofica e para isso secretam quitinases que, com a ajuda de enzimas do
préprio flebotomineo, digerem a membrana peritrofica e permitem a saida do parasito
(Shakarian & Dwyer 2000, Ramalho-Ortigéo et al. 2005, Bates 2007). Para ndo serem
expulsas juntamente com o alimento digerido e os restos da membrana peritrofica,
algumas promastigotas nectoménadas se fixam ao epitélio intestinal do flebotomineo
infectado através de moléculas de lipofosfoglicano (LPG) superficiais que cobrem todo
0 parasito. Essas moléculas de LPG provavelmente se ligam a lectinas presentes nas
microvilosidades do epitélio intestinal do inseto, impedindo que as leishmanias sejam
expulsas pelos movimentos peristalticos durante a defecacdo do sangue digerido
(McConville et al. 1992, Pimenta et al. 1994, Sacks et al. 2000). Os parasitos migram
para a por¢do anterior do intestino médio toréacico e colonizam a regido da valvula do
estomodeu, que compreende o limite entre o intestino anterior e o intestino médio
(Bates 2007), Figura 01.

As promastigotas leptoménadas, uma forma mais curta do parasito, surgem
das nectomonadas e sofrem um segundo processo de multiplicagdo no interior do
flebotomineo (Gossage et al. 2003). No final do ciclo, duas formas s&o encontradas na
regido da valvula do estomodeu: promastigotas haptomonadas e principalmente
promastigotas metaciclicas. As haptomdnadas, cuja forma precursora ainda ndo esta
clara (nectomé6nadas ou leptomdnadas), sdo promastigotas com flagelo pequeno que se
aderem a parede da valvula do estomodeu formando um bloqueio no local. As formas
metaciclicas, que se originam a partir das leptoménadas, séo as formas infectantes para
0 hospedeiro vertebrado e possuem o corpo pequeno com um grande flagelo, o que

implica em grande motilidade (Bates 2007), Figura 01.
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Intestino médio
toracico
Valvula l .
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FIGURA 01 Ciclo de vida de Leishmania. O flebotomineo infectado regurgita na pele do hospedeiro
formas promastigotas metaciclicas. Apos rapida passagem por neutréfilos, as metaciclicas invadem
macrdfagos, transformam-se em amastigotas e se multiplicam intensamente. Quando um flebotomineo

pica uma hospedeiro infectado, adquire as formas amastigotas que irdo se desenvolver em promastigotas.

Adaptado de Kamhawi (2006).
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O mecanismo de transmissdo das promastigotas metaciclicas para 0s
hospedeiros vertebrados parece estar envolvido com a colonizagdo das leishmanias na
regido da valvula do estomodeu do inseto infectado (Volf et al. 2004). A vélvula do
estomodeu é uma estrutura quitinosa que normalmente se encontra fechada, s6 se
abrindo rapidamente para a passagem de sangue ou das substancias agucaradas
ingeridas pelo inseto, deste modo impede que o alimento retorne até as pec¢as bucais
(Tang & Ward 1998). Porém, em infec¢bes maduras por Leishmania essa valvula é
forcada a se abrir e se torna blogueada pela presenca dos parasitos e de uma substancia
gelatinosa, composta por proteofosfoglicanos filamentosos, secretada pelas
promastigotas (Rogers et al. 2002). Além disso, as quitinases secretadas pelos parasitos
ajudam a danificar a estrutura da valvula do estomodeu e o que possibilita o refluxo do
material contido no intestino médio (Rogers et al. 2008). Deste modo, os flebotomineos
infectados, que fazem um segundo repasto sanguineo, acabam por regurgitar o material
que blogueia a passagem do sangue e assim, as promastigotas metaciclicas, juntamente
com o PSG (gel secretado pelas promastigotas) e a saliva, sdo depositadas na pele do
hospedeiro (Bates 2007).

1.2 — A saliva dos flebotomineos

De um modo geral, os artropodes hemat6fagos enfrentam dificuldades no
momento do repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, pois esses apresentam
respostas fisioldgicas que podem se contrapor a obtencdo de sangue pelo inseto. Assim,
0 inseto precisa sobrepujar as respostas hemostaticas do hospedeiro vertebrado,
controlar a inflamacdo no local da picada e minimizar uma resposta imunoldgica do
hospedeiro contra as moléculas salivares. A saliva dos artrépodes hemat6fagos possui
um papel importantissimo na obtencdo de sangue, uma vez que é rica em moléculas
ativas capazes de interferir com os processos hemostaticos, inflamatorios e
imunolodgicos dos hospedeiros vertebrados (Ribeiro 2003).

No caso especifico de L. longipalpis, Valenzuela et al. (2004) identificaram
as proteinas secretadas mais abundantes nas glandulas salivares desse flebdtomo.
Através do sequenciamento do cDNA e analises de protedmica e bioinformatica, 0s
autores encontraram 35 transcritos com predi¢do para proteinas secretadas. Dentre esses
transcritos, nove cDNAs correspondem a proteinas ja descritas para L. longipalpis e 18

cDNAs apresentaram homologia variada com sequéncias de outros organismos
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depositadas em bancos de dados. Os autores encontraram ainda sete cDNAs que nédo
apresentaram correspondéncia com nenhuma sequéncia depositada, indicando a
presenca de proteinas desconhecidas na saliva de L. longipalpis.

As glandulas salivares de L. longipalpis expressam o mais potente peptideo
vasodilatador conhecido pela ciéncia: o0 maxadilan (Ribeiro e al. 1989). Essa molécula
foi inicialmente chamada de fator indutor de eritema (EIF) e foi caracterizada por sua
sensibilidade a digestéo por tripsina e pela habilidade de induzir um eritema localizado
na pele sem dor ou coceira. O fator indutor de eritema presente na saliva de L.
longipalpis se mostrou funcionalmente similar ao peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, apresentando um poder de dilatacdo de vasos sanguineos de longa duragéo e
a habilidade de relaxar anéis adrticos em estado de constricdo (Ribeiro et al. 1989).
Apbs a purificacdo dessa molécula por cromatografia liquida de alta performance,
Lerner et al. (1991) nomearam o novo vasodilatador de maxadilan e descobriram que
esse peptideo possui atividade 6tima entre o pH 7,7 e pH 8,0 e massa molecular de
aproximadamente 7 kDa.

Lerner et al. (1991) constataram que a injecdo de 0,1 ng de maxadilan
desenvolve um eritema equivalente a injecdo de 50 ng de peptideo relacionado ao gene
da calcitonina, indicando que a molécula encontrada na saliva de L. longipalpis é 500
vezes mais potente que o mais efetivo vasodilatador conhecido até entdo. O maxadilan
se liga a receptores da superficie celular de tecidos vasculares, o que induz o acimulo
de AMP ciclico no interior das células da musculatura lisa vascular e a conseguente
reducdo da concentracdo dos ions de célcio. Esse processo proporciona um relaxamento
dos vasos sanguineos atraves de um mecanismo independente do endotélio (Grevelink
et al. 1995, Jackson et al. 1996).

As espécies de Phlebotomus ndo possuem em sua saliva o vasodilatador
maxadilan, mas em contrapartida alguns representantes do género se utilizam de outras
substancias com atividade semelhante. Phlebotomus papatasi e Phlebotomus argentipes
apresentam altos niveis de adenosina e seu precursor 5’-AMP em sua saliva, com uma
concentracdo de 1nmol por par de glandulas salivares (Ribeiro et al. 1989). Essas duas
substancias possuem atividade vasodilatadora e, além disso, adenosina é um potente
inibidor de agregacéo plaquetaria (Collis 1989, Dionisotti et al. 1992).

A saliva dos flebotomineos apresenta outra molécula com atividade anti-
agregacdo plaquetaria denominada apirase. Esta enzima € encontra na saliva de grande

parte dos artropodes hematofagos (Ribeiro 1995) e entre os flebotomineos ja foi relatada
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tanto em Phlebotomus como em Lutzomyia (Ribeiro et al. 1986, Ribeiro et al. 1989,
Hamasaki et al. 2009). 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). Nos flebotomineos a apirase € uma enzima que tem pH 6timo proximo
do pH 8,0, ponto isoelétrico de 9,3 e dependente de ions de célcio para seu
funcionamento (Hamasaki et al. 2009).

Cerna et al. (2002) descreveram a presenca da enzima hialuronidase na
saliva de seis espécies de flebotomineos, sendo que em L. longipalpis e P. papatasi a
enzima possui atividade maxima em pH 5,0, mas ¢ ativa em valores tdo altos como pH
8,0. A hialuronidase dos flebotomineos é capaz de clivar, além do &cido hialurénico,
outros componentes da matriz extracelular como o sulfato de condroitina A e C. A
presenca de uma atividade de hialuronidase na saliva desses insetos pode ter o papel de
ajudar a difusdo das outras proteinas salivares pelo tecido do hospedeiro picado. Além
de moléculas que facilitam a ingestdo de sangue, L. longipalpis possui em sua saliva
uma alfa-amilase ativa de 54 kDa. A presenca de amilase na glandula salivar de
flebotomineos talvez indique que esses insetos tenham como fonte alimentar de agUcar,
além de dissacarideos, o amido (Ribeiro et al. 2000).

A saliva dos flebotomineos, além de possuir atividades relacionadas
diretamente com a alimentacdo sanguinea, também possui a capacidade de interferir e
modular o sistema imunoldgico de seus hospedeiros vertebrados (Kamhawi 2000).
Sabe-se que uma fémea de flebotomineo albergando uma infeccdo madura por
Leishmania regurgita, no momento da picada, de 100 — 1.000 promastigotas
metaciclicas sob a pele do hospedeiro (Rogers et al. 2004). Porém, a inoculacao através
de seringas de uma quantidade equivalente de parasitos em hospedeiros suscetiveis
usualmente ndo causa doenca e, ao invés disso, promove a imunidade (Menon &
Bretscher 1996). Portanto, pode ser inferido que os componentes salivares presentes no
momento da picada de um flebotomineo podem aumentar consideravelmente a
infeciosidade dos parasitos.

Além das formas metaciclicas de Leishmania e da saliva, uma picada
infectante de flebotomineo deposita sob a pele do hospedeiro o gel secretado pelas
promastigotas (Rogers et al. 2002). O PSG também desempenha um importante papel
na imunomodulacdo do hospedeiro vertebrado (Rogers et al. 2006, Rogers et al. 2009),
contudo, o conhecimento adquirido sobre o papel da saliva na exacerbagéo da infecgéo

por Leishmania € muito maior.
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O efeito de exacerbacdo da infecgdo por Leishmania causado pela saliva de
um flebotomineo foi demonstrado pela primeira vez por Titus & Ribeiro (1988). Neste
estudo os autores inocularam parasitos da fase estacionéria de cultura de L. major na
pata de camundongos juntamente com extrato de glandula salivar de L. longipalpis. Os
resultados mostraram que o efeito da saliva no curso da lesdo cutanea foi mais
pronunciado quando o inéculo continha pequena quantidade de parasitos. As leses
cutaneas em camundongos que receberam dez ou 100 parasitos misturados com o
equivalente a 0,5 pares de glandulas salivares apresentaram tamanho de cinco a dez
vezes maior que os controles sem saliva. Além disso, a quantidade de parasitos
encontrados nas lesfes dos camundongos inoculados com parasitos e saliva era 5.000
vezes maior que a quantidade encontrada nas lesdes do grupo controle. Resultados
semelhantes mostrando que a presenca da saliva de L. longipalpis leva ao aumento da
infeciosidade, elevacdo no numero de parasitos encontrados e exacerbacdo das lesbes
foram descritos para outras espécies de Leishmania e cepas de camundongos diferentes
(Theodos et al. 1991, Lima & Titus 1996, Norsworthy et al. 2004).

Morris et al. (2001) mostraram que a proteina salivar de L. longipalpis que
estd envolvida na exacerbacdo da infec¢do por L. major é o maxadilan, uma vez que
esse peptideo é capaz de aumentar o tamanho das lesGes e 0 nimero de parasitos
encontrados por lesdéo com o mesmo grau de eficiéncia que o extrato de glandula
salivar. Além disso, apés o desafio com 10° parasitos co-inoculados com 0,5 glandulas
salivares, camundongos vacinados com maxadilan sintético obtiveram uma alta
protecdo contra a infec¢do, apresentando lesdes cutdneas até cinco vezes menores que as
lesbes dos camundongos tratados apenas com o adjuvante. Além da reducdo drastica no
numero de parasitos encontrados nas lesdes, os camundongos vacinados foram capazes
de curar as lesdes em 50 dias apds a infeccdo, enquanto os camundongos ndo vacinados
ainda apresentavam lesdes no 65° dia (Morris et al. 2001).

A saliva de P. papatasi, apesar de ndo possuir o vasodilatador e
imunossupressor maxadilan, é capaz de aumentar a infectividade de L. major de uma
maneira semelhante & saliva de L. longipalpis, uma vez que na presencga de saliva as
lesGes aparecem precocemente, sdo mais destrutivas e contém uma quantidade maior de
parasitos (Belkaid et al. 1998, Mbow et al. 1998, Ben et al. 2010). Além disso, a
exposicdo a picadas ndo infectantes de P. papatasi e 0 uso de uma vacina de DNA

expressando a proteina salivar SP15 deste mesmo inseto mostraram-se eficazes na
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protecdo contra infec¢cdo por L. major em modelo murino (Kamhawi et al. 2000,
Valenzuela et al. 2001).

Apesar da saliva de L. longipalpis se mostrar muito eficiente na exacerbagéo
da infeccdo causada por L. major, L. braziliensis e L. amazonensis (Andrade et al.
2007), nenhum desses parasitos € naturalmente transmitido pela picada deste inseto
(Killick-Kendrick 1990). Utilizando um modelo natural de parasito e vetor, Gomes et al.
(2008) inocularam intradermicamente 10° metaciclicas de L. infantum juntamente com
saliva de L. longipalpis na orelha de hamsters com o objetivo de mimetizar a
transmissdo natural por flebotomineos. Os animais infectados na auséncia ou presenca
de saliva mostraram uma evolucdo similar da doenca. Neste mesmo estudo os autores
identificaram uma proteina salivar de L. longipalpis que é capaz de conferir imunidade
em animais vacinados. Os hamsters imunizados pelo plasmideo que codifica a proteina
de 11 kDa (LJM19) e desafiados com L. infantum na presenca de saliva apresentaram
uma poderosa protecdo contra os sintomas graves e a morte causada pela infecgéo por L.
infantum.

Tavares et al. (2011) usaram essa mesma proteina (LJM19) para imunizar
hamsters e desafia-los com L. braziliensis na presenca de saliva de um de seus vetores
naturais: Lutzomyia intermedia. Os resultados mostraram que a imunizagdo com saliva
ou com a proteina LIM19 de L. longipalpis € capaz de proteger hamsters contra o
desafio contendo L. braziliensis e saliva de outra espécie de flebotomineo.

Outra proteina identificada na saliva de L. longipalpis e que confere protecédo
contra Leishmania ¢ a proteina pertencente a familia “amarela” LIM11. Essa proteina
induz uma reacdo de hipersensibilidade tardia que esta relacionada com a protecdo
contra leishmaniose cutdnea no modelo murino (Xu et al. 2011).

Os componentes salivares de L. longipalpis ndo aumentam a infecgdo
experimental de L. infantum em cdes, uma vez que a adicdo de saliva ao indculo
intradérmico ndo promove o0 aparecimento precoce de amastigotas no baco nem
aumenta a carga parasitaria nos orgaos internos (Paranhos-Silva et al. 2003). No
entanto, ndo se pode descartar a importancia da saliva de L. longipalpis para o processo
de infeccdo dos principais hospedeiros de L. infantum, uma vez que cées vacinados com
proteinas salivares deste flebotomineo apresentaram uma forte imunidade celular
protetora (Collin et al. 2009).

Muitos estudos vém sendo feitos na tentativa de elucidar os mecanismos

envolvidos na exacerbagdo da infeccdo por Leishmania pela saliva dos flebotomineos.
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Sabe-se que tanto a saliva de L. longipalpis como a de P. papatasi sdo capazes de atuar
sobre macrofagos e reduzir a morte dos parasitos no interior dessas células. Katz et al.
(2000) mostraram que a adenosina presente na saliva de P. papatasi era responsavel
pela diminuicdo da expressdo da enzima éxido nitrico sintase induzivel e consequente
diminuicdo da producéo de 6xido nitrico em macrdfagos de camundongos. Além disso,
macrdfagos incubados com saliva de L. longipalpis ou maxadilan produziram uma
maior quantidade de citocinas como IL-10, IL-6 e TGF-B e diminuiram a produgdo de
IL-12p70 e TNF-a, 0 que possibilitou a diminuicdo da quantidade de 6xido nitrico
presente (Brodie 2007). O tratamento de células dendriticas com maxadilan promove a
producdo de citocinas do tipo 2 e reduz a producédo de citocinas do tipo 1 (Wheat et al.
2008). Sabe-se que em modelos murinos de leishmaniose a resposta imunolégica do
tipo Th2 esta associada a susceptibilidade aos parasitos e desenvolvimento de lesdes
mais graves, enquanto a resposta do tipo Thl, com expressdo de IFN-y e IL-12, esta
associada com a resisténcia a infeccdo (Sacks & Noben-Trauth 2002).

Além da modulagdo na producéo de citocinas, a saliva de L. longipalpis
também influencia a expressdo de moléculas co-estimulatérias presentes ha membrana
das células apresentadoras de antigenos (Rohousova & Volf 2006). Quando expostas ao
maxadilan, as células dendriticas de camundongos ndo apresentam mudancas nos niveis
de expressdao do MHC de classe 1l, porém a expressdo das moléculas CD80 e CD86 é
diminuida significativamente (Wheat et al. 2008). Em mondcitos humanos tratados com
lipopolissacarideo, a saliva de L. longipalpis diminui a expressdo de CD80 e aumenta a
de CD86 e HLA-DR. Ja em macro6fagos, a saliva leva a um aumento na expressao de
CD80 e HLA-DR e a expressao de CD86 néo sofre alteracdes (Costa et al. 2004).

A saliva de L. longipalpis é capaz de suprimir completamente a proliferacao
de células T em resposta a eritrocitos de ovelha in vivo e a concanavalina A in vitro
(Titus 1998). P. papatasi e Phlebotomus duboscgi também possuem em sua saliva uma
atividade inibidora da proliferacdo de linfocitos T e nesse caso a inibicdo parece estar
relacionada com a liberacdo de IL-10 e prostaglandina E2 pelas células dendriticas que
entraram em contato com a saliva (Carregaro et al. 2008).

Além disso, L. longipalpis possui em sua saliva atividade inibidora do

sistema do complemento humano (Cavalcante et al. 2003).
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1.3 — O sistema do complemento

O sistema do complemento € composto por uma mistura complexa de
proteinas plasmaticas e proteinas de membrana que desempenham um importante papel
na defesa do hospedeiro contra infeccdes. Consiste em uma cascata de reacOes
bioguimicas que promove, principalmente, a deposi¢do de proteinas opsonizantes em
superficies celulares, a geracdo de potentes peptideos pré-inflamatérios e a morte
celular através da formacdo de poros na membrana plasmatica de microorganismos
invasores (Morley & Walport 1999). A ativacdo do sistema do complemento depende
do reconhecimento de padrdes moleculares na superficie ativadora e pode ocorrer
através de trés vias: a via classica, a via das lectinas e a via alternativa (Sim & Dodds
1997).

A via classica é capaz de ativar o sistema do complemento principalmente
através da ligacdo do componente C1 a imunocomplexos contendo anticorpos do tipo
IgM ou 1gG, porém a ativacdo da via classica na auséncia de anticorpos também pode
ocorrer em algumas situacdes (Sim & Dodds 1997). O C1 consiste em um complexo
molecular dependente de Ca*? que se forma quando duas moléculas de Cir e duas
moléculas de Cls se ligam a proteina Clg. Quando o C1q, que constitui a proteina
reconhecedora, se liga a uma substancia ativadora da via cléassica ocorre uma mudanga
conformacional nessa molécula e isso permite que o C1r se torne ativo e hidrolise a
proenzima C1s, que apds ser clivada também ird possuir atividade de serino-protease
(Gaboriaud et al. 2004). O C1s ativado hidrolisa entdo o componente soltvel C4,
formando o fragmento C4b que iré se ligar, de um modo inespecifico, préximo ao local
de ativacdo. O componente C2 ira se ligar ao C4b depositado e entdo também sera
clivado por C1s, o que ocasionard a formacdo de C4bC2a, a C3 convertase da via
classica. Essa convertase possui atividade de serino-protease uma vez que o fator C2a
presente é capaz de clivar e ativar o C3 sol(vel na presenca de fons Mg*2. A hidrélise de
C3 gera o fragmento C3a que ¢é liberado de forma soltvel e o fragmento C3b que, de um
modo semelhante ao C4b, se liga proximo a superficie de ativagdo. O complexo
C4bC2a pode gerar inimeras moléculas de C3b que irdo se depositar na superficie do
agente patogénico, opsonizando esse microorganismo e favorecendo a sua ingestdo por
fagocitos. Quando uma molécula de C3b se liga proximo ao C4b presente no complexo,
forma-se entdo a C5 convertase da via classica (C4bC2aC3b). O C4b e o C3b desse

novo complexo se ligam ao C5 solGvel no plasma e orientam esse componente para ser
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clivado por C2a e posterior deposic¢do do C5b e liberacdo do C5a (Sim & Dodds 1997),
Figura 02.

A via das lectinas é ativada quando a proteina plasméatica MBL (lectina
ligante a manose) reconhece residuos de oligossacarideos neutros contendo manose, N-
acetilglicosamina ou fucose presentes na parede celular de varios tipos de
microorganismos. Assim como o C1q da via cléssica, a MBL também é dependente de
fons Ca*? e possui serino-proteases associadas a sua estrutura. Essas enzimas recebem o
nome de MASP-1 e MASP-2 (serino-proteases associadas a MBL) e desempenham
funcdo semelhante a C1r e C1s. Apds a clivagem de C4 pela MASP-1 ou MASP-2 e C2
pela MASP-1, o resto da cascata do complemento se completa de maneira igual a via
classica (Kawasaki et al. 1983, Sim & Laich 2000, Chen & Wallis 2004), Figura 02.

Embora a via alternativa seja também ativada por complexos imunes
contendo IgG, IgA e IgE, a rota mais comum de ativacdo dessa via independe da
presenca de anticorpos e estd relacionada com inumeras substincias presentes na
superficie de bactérias, fungos, virus, protozoarios e parasitos multicelulares (Sim &
Dodds 1997). Algumas moléculas de C3 solGveis no sangue sofrem uma lenta
conversdo que permite a exposi¢do de um grupo tiol-éster interno com a ligacdo de uma
molécula de H,0. Essa molécula formada, conhecida como C3(H,0) é capaz de formar,
na presenca de fator B e fator D, uma C3 convertase soltvel, a C3(H,O)Bb. Esta enzima
ird entdo clivar o C3 sollvel e gerar fragmentos de C3b que, se estiverem perto de uma
superficie, irdo se ligar tanto em ceélulas do proprio hospedeiro como no material
exogeno. A ativacao da via alternativa por uma superficie e a formacdo da cascata do
complemento vai depender de quanto tempo o primeiro C3b depositado vai permanecer
ativo. Quando esse C3b estiver depositado sobre uma superficie ndo ativadora,
moléculas reguladoras irdo clivar o composto, formando iC3b (forma inativa do C3b) e
impedindo que a cascata do complemento continue. Sobre uma superficie ativadora (por
exemplo um microorganismo), o C3b depositado ndo sera logo inativado e ira servir de
sitio de ligacdo para uma molécula de fator B, que sera clivado entdo pelo fator D, uma
serino-protease. O complexo formado (C3bBb), é a enzima C3 convertase da via
alternativa e, como a C4bC2a da via classica, é dependente de Mg*? e capaz de clivar
outras moléculas de C3 e depositar mais C3b sobre a superficie ativadora. A C5
convertase da via alternativa é subsequentemente formada pela ligacdo de uma segunda
molécula de C3b ao complexo C3bBb, formando entdo C3bBbC3b. Quando o C5 se

liga a C5 convertase da via alternativa, a unidade catalitica da enzima, o Bb, é capaz de
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.....

(Sim & Dodds, 1997), Figura 02.

Portanto, as trés vias de ativagdo do complemento convergem para a
formacéo do complexo de ataque a membrana (MAC) na superficie da célula ativadora.
O fragmento de C5b que é depositado tanto pela acdo da C4bC2aC3b quanto da
C3bBbC3b permanece junto a convertase e deste modo é capaz de ligar o C6 presente
no sangue. Uma vez ligado ao C6, a molécula de C5b expde um sitio de ligacdo a
membranas e expde também um sitio de ligacdo a C7, que quando é incorporado por
esse novo complexo induz a liberacdo do C5b-7 da C5 convertase. Este novo complexo
formado é capaz de se ligar firmemente a membranas bioldgicas e o fato do sitio de
ligacdo apresentar alta instabilidade, permite que o C5b-7 se ligue apenas a membranas
situadas em locais proximos ao da ativacdo do complemento. Porém, esse complexo
esta inserido apenas superficialmente e ndo causa nenhum tipo de dano na integridade
da bicamada lipidica. Com a ligacdo do oitavo componente do complemento (C8),
formam-se poros de pequeno didmetro e a membrana celular se encontra pouco estavel.
Quando o C9 globular e hidrofilico presente no plasma entra em contato com o C8
depositado, transforma-se em uma proteina alongada e anfipatica que atravessa a
membrana e aumenta ainda mais a porosidade. Este C9 depositado ainda é capaz de
recrutar outras moléculas iguais, aumentando assim o tamanho dos poros e promovendo
a lise da célula alvo (Hansch 1988), conforme pode ser observado na Figura 02.

Além da lise da célula alvo, a ativacdo do sistema do complemento produz,
através da clivagem de C3 e C5, os mediadores sollveis C3a e Cba. Essas
anafilatoxinas sdo potentes substancias pré-inflamatérias que interagem com diversas
células do sistema imune. Em macréfagos, neutrofilos e eosindéfilos, a presenca de C3a
e Cbha pode ativar a explosdo oxidativa, enquanto basofilos e mastdcitos reagem a essas
anafilatoxinas liberando histamina para 0 meio. C5a é um poderoso quimioatraente para
células como macrofagos, neutréfilos, basofilos, linfocitos B e T ativados e mastocitos,
sendo que este Ultimo também migra através de um gradiente de C3a (Klos et al. 2009).

Para evitar que o sistema do complemento atue contra células do préprio
hospedeiro e também evitar o desperdicio de componentes, a regulacdo do complemento
é feita por varias proteinas e em varios estagios da cascata. A proteina inibidora de
C1(C1INH) é uma serpina que se liga e forma um complexo covalente com o C1r e C1s
ativados, dissociando essas duas proteases do complexo C1 e evitando assim a clivagem

de C4 e C2 (Agostoni 1989). Outro regulador que atua no primeiro componente do
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complemento é a proteina inibidora de Clq (ClgINH). Essa molécula é pouco
conhecida e atua se ligando ao Clq e impedindo a formacdo do complexo
C1(Kirschfink et al. 1997).

As convertases do sistema do complemento podem ser controladas por trés
diferentes modos: primeiramente, os sub-componentes com atividade catalitica C2a e
Bb se dissociam naturalmente do complexo e ndo se ligam novamente. Existe ainda um
grupo de proteinas regulatérias que se ligam a C4bC2a e C3bBb e estimulam a
dissociacdo desses complexos. As proteinas que possuem atividade de aceleracdo do
decaimento das convertases séo as sollveis fator H e C4bp e as proteinas de membrana
CR1 e DAF. O terceiro modo de regulacdo das convertases € a clivagem de C4b e C3b
pelo fator I, uma serino-protease. A acdo do fator | depende da presenca de co-fatores
protéicos que se ligam ao substrato (C3b e/ou C4b) e possibilitam a clivagem e
inativacdo deste. Os co-fatores para a acéo do fator | sdo: fator H, C4bp, CR1 e MCP.
Tanto como fatores de aceleracdo do decaimento de convertases como co-fatores para o
fator I, o fator H atua apenas sobre C3b, enquanto C4bp atua somente em C4b. As
outras proteinas interagem tanto com a via classica como com a via alternativa. C4bp e
fator H estdo presentes em altas concentracBes no soro humano, e sdo capazes de
controlar a ativacdo de C3 e C5, tanto na fase fluida como associados as superficies.
DAF e MCP estdo amplamente distribuidos nas membranas plasmaticas dos tecidos
humanos e possuem o importante papel de prevenir a amplificacdo da deposicéo de C3b
nos tecidos do hospedeiro. CR1 tem uma distribuicdo tecidual mais restrita (eritrocitos,
leucdcitos e células renais) e além de atuar como receptor de C3b atua também como
uma proteina de membrana reguladora do complemento. A properdina (algumas vezes
chamada de fator P) é uma proteina que, ao invés de atuar como um controlador
negativo, age ligando-se a C3bBb ou C3bBbC3b e confere maior estabilidade as
convertases da via alternativa (Sim & Dodds 1997).

Além do controle sobre as vias de ativacdo, a via citolitica também ¢é
controlada por proteinas reguladoras, tanto soliveis como de membrana. A proteina S
(vitromectina) é encontrada no plasma e possui a capacidade de se ligar ao complexo
C5b-7 liberado da C5 convertase . A juncdo da proteina S a esse complexo impede que
ele seja incorporado a membrana celular, evitando a formacao de poros. Outra proteina
soltvel capaz de controlar a formacdo do complexo de ataque a membrana é a SP-
40/40. Essa proteina se liga ao C8 e também impede a inser¢do do complexo na

membrana celular (H&nsch 1988).
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FIGURA 02 Representacdo esquematica das vias de ativacdo do sistema do complemento. A

ativacdo através das vias cléssica, das lectinas e alternativa leva a formagdo das enzimas C3 convertases

que clivam mais moléculas de C3, amplificando a cascata e gerando opsoninas na superficie do patdgeno.

Além disso, o complemento atua na geracdo de anafilatoxinas (C3a e Cbha) e formacdo de poros na

membrana da célula alvo. Adaptado de Schroder et al. (2009).
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Nas membranas celulares, duas proteinas com acdo reguladora sobre a
formacdo do MAC ja foram descritas. A HFR (fator de restricdo homdloga) € uma
proteina ligada @ membrana através de uma ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPI) e
inibe a formacéo e insercdo do MAC, através de uma acéo intrinseca. A CD59 também
estd ligada a membrana através de uma ancora de GPIl e é a principal proteina
reguladora da formacdo do MAC na maioria das células. Essa proteina age ligando-se
ao C8 no complexo C5b-8 e blogueando a incorporagdo do C9, inibindo assim a

formacéo dos poros e a lise celular (Hansch 1988).

1.3 — Inibic&o do complemento por parasitos

De um modo geral, os parasitos que infectam os seres humanos e outros
vertebrados necessitam lidar com varios aspectos do sistema imune dos seus
hospedeiros. Certamente, o sistema do complemento exerce uma grande pressao
evolutiva sobre esses parasitos, 0 que favorece a selecdo de mecanismos capazes de
proteger esses organismos contra os efeitos potencialmente nocivos do complemento.
De fato, a caracterizacdo de como o0s patdgenos conseguem evadir o ataque pelo sistema
do complemento tem sido tema de muitos estudos.

Entre os protozoarios parasitos, as formas tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi expressam uma glicoproteina de 160 kDa que se liga tanto ao C3b como ao C4b,
inibindo assim a formacédo e acelerando o decaimento das convertases de C3 e C5
(Norris et al. 1989). Outra molécula da superficie do parasito, uma proteina de cerca de
90 kDa (T-DAF), também se mostrou capaz de atuar sobre C3b e C4b e inibir, tanto a
via classica como a via alternativa do complemento humano (Tambourgi et al. 1993).
Além dessas duas proteinas, as tripomastigotas de T. cruzi também secretam uma
proteina de 58 kDa que € capaz de inibir a formacdo da C3 convertase através da via
alternativa. Porém, essa proteina chamada de gp 58/68 ndo inibe a via classica (Fischer
et al. 1988). Posteriormente, Ferreira et al. (2004) mostraram que uma calreticulina
(TcCRT) encontrada na membrana plasmatica de T. cruzi é capaz de se ligar ao Clqe a
MBL humanos. Como consequéncia dessa ligacao, a atividade litica da via classica foi
inibida fortemente e a ligacdo da MBL a polissacarideos contendo residuos de manose
foi diminuida, indicando que essa proteina poderia também inibir a ativacdo do

complemento humano pela via das lectinas.
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As formas promastigotas metaciclicas de Leishmania sdo relativamente
resistentes ao ataque do sistema do complemento. Essa resisténcia parece estar
relacionada em parte pela presenca de uma espessa camada de lipofosfoglicano (LPG)
que recobre toda a superficie celular do parasito. Esse LPG atuaria como uma barreira
mecanica, evitando a inser¢do dos componentes finais da cascata do complemento e a
formagéo de poros na membrana celular da promastigota (Descoteaux & Turco, 1999).
Além dessa barreira fisica, as promastigotas produzem quinases com capacidade de
fosforilar C3, C5 e C9, inibindo assim tanto a via classica como a via alternativa do
complemento (Hermoso et al. 1991).

Outra importante molécula presente na superficie celular da Leishmania e
que possui papel na inativacdo do complemento é a gp63. Essa metalo-protease de 63
kDa cliva rapidamente o C3b ligado ao parasito e gera entdo a forma inativa iC3b, que
ndo é capaz de continuar a cascata do complemento (Brittingham et al. 1995). O iC3b
ligado a superficie do parasito parece facilitar a entrada da Leishmania em macr6fagos
através do receptor CR3 (Rosenthal et al., 1996). Sendo assim, parece que 0s parasitos
do género Leishmania ndo apenas evitam a lise causada pelo complemento, mas
utilizam o iC3b depositado para entrarem de um modo “silencioso” nos macrofagos do
hospedeiro, uma vez que a fixacdo de C3 pelo parasito aumenta sua sobrevivéncia no
interior do macrofago (Mosser & Edelson, 1987).

Apesar de L. amazonensis possuir em sua superficie a gp63, essa protease
parece ndo estar envolvida na resisténcia ao complemento por essa espécie, uma vez que
0 uso de inibidores especificos para metalo-proteases ndo alterou a sobrevivéncia do
parasito em contato com soro humano (Nunes & Ramalho-Pinto 1996). Além disso,
Nunes et al. (1997) mostraram que lisados de promastigotas de L. amazonensis nao
eram capazes de inibir a deposi¢do de C3 sobre placas de ELISA sensibilizadas com
IgG humano, mas eram capazes de inibir a deposic¢do do C9, indicando um mecanismo
de inibig&o atuando num ponto final da cascata.

Durante a invasdo tecidual, os trofozoitos de Entamoeba histolytica
encontram-se em contato direto com o sistema do complemento humano. Apesar de
esses trofozoitos ativarem a via alternativa do complemento, os parasitos mostram-se
resistentes a lise mediada pelo complemento. Com o0 uso de anticorpos monoclonais
contra moléculas da superficie do parasito, Braga et al. (1992) descobriram que uma
adesina galactose-especifica encontrada na parede celular de E. histolytica é a

responsavel pela inibicdo do sistema do complemento. Os autores mostraram que essa

16



Introducéo

proteina, além de possuir alguma similaridade de seqiiéncia com o CD59 humano,
possui reatividade cruzada com anticorpos anti-CD59. Assim como a molécula
reguladora humana, essa lectina encontrada é capaz de se ligar a C8 e C9 e parece agir
impedindo a formacédo do complexo de ataque a membrana.

Naegleria fowleri, o agente causador da meningoencefalite amebiana
primaria, também possui mecanismos de evasdo do complemento conhecidos. Quando
em contato com soro humano, as cepas virulentas de N. fowleri formam vesiculas da
membrana celular para remover os complexos C5b-9 depositados (Toney & Marciano-
Cabral 1994) e, assim como E. histolytica, também possuem em sua superficie uma
molécula similar a CD59 humana (Fritzinger et al. 2006).

Apesar de susceptiveis a lise mediada por complemento heter6logo, os
esporozoitos de Plasmodium se mostram resistentes ao complemento de seus
hospedeiros naturais (Kawamoto et al. 1992), indicando que parasitos desse género
também possuem mecanismo de modulacdo do complemento. A proteina circum-
esporozoito (CSP) de Plasmodium berguei apresenta motivos de adesdo semelhantes a
properdina (Goundis & Reid 1988) e de fato, o CSP ¢ capaz de se ligar ao C3d murino
(Bergmann-Leitner et al. 2005). Especula-se que os motivos semelhantes a properdina
encontrados na CSP inibem a acdo do complemento se ligando ao C3b e orientando essa
molécula na direcdo errada (Ramasamy 1998). Além disso, a penetracdo celular através
de CR1 é um evento importante para a sobrevivéncia e replicacdo do parasito
(Ramasamy 1998).

Entre os vermes trematodeos, as cercarias de Schistosoma mansoni ativam a
via alternativa de maneira eficiente e, além disso, exibem uma alta susceptibilidade a
lise mediada pelo complemento humano (Marikovsky et al. 1986). Porém, os
esquistossomulos formados apds a penetracdo da cercaria na pele do hospedeiro
vertebrado e os adultos presentes no interior dos vasos sanguineos se mostram
resistentes ao complemento. O primeiro mecanismo envolvido na evasdo do
complemento por S. mansoni € a perda do glicocalice cutaneo presente na cercaria,
juntamente com a secre¢do de uma protease capaz de clivar e inativar C3, C3b e C9
(Marikovsky et al. 1988). Além disso, 0s vermes expressam moléculas em seu
tegumento capazes de ligar aos componentes C2 e C3 do complemento humano (Silva
et al. 1993, Inal 2006). Outra proteina, de cerca de 94 kDa, possui similaridade
antigénica e funcional com o CD59 e é capaz de se ligar aos componentes purificados

C8 e C9, inibindo a formagdo do MAC e a lise de eritrocitos de ovelhas e coelhos pelo
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complemento humano. Essa proteina foi identificada como uma paramiosina e sua
localizacdo foi confirmada, através de imunofluorescéncia, no tegumento de
esquistossdbmulos e vermes adultos (Deng et al. 2003). Além das proteinas que o proprio
parasito produz para inibir o complemento, S. mansoni ainda € capaz de adquirir
moléculas dos seus hospedeiros para esse propdsito. E sabido que esquistossdmulos de
S. mansoni podem incorporar em seu tegumento a proteina regulatéria DAF proveniente
de hemécias humanas (Carvalho et al. 1994).

Echinococcus granulosus também € capaz de inibir o complemento humano
(Diaz et al. 1999). Diaz et al. (1997) mostraram que a parede do cisto hidatico de E.
granulosus possui a capacidade de sequestrar o fator H presente no sangue do
hospedeiro e usar essa molécula para proteger o parasito do ataque da via alternativa do
complemento. Os autores mostraram ainda, que esse fator H seqlestrado de fato
funcionava como co-fator para inativacdo do C3b através da acdo do fator I. Procurando
um inibidor independente do fator H, Irigoin et al. (2008) testaram o papel do segundo
composto mais abundante na parede do cisto hidatico, o mio-inositol hexaquifosfato, na
inibicdo do complemento. Apesar de esse carboidrato ser capaz de inibir a ativacdo do
fator B e impossibilitar a formacao da C3 convertase a partir de moléculas purificadas
(Irigoin et al. 2002), ele ndo foi capaz de inativar o complemento na presenga das
proteinas do soro e nem em condicdes fisiologicas, mostrando portanto que a ligacdo do
fator H a parede do cisto hidatico é o mecanismo responsavel pela inibicéo.

Os parasitos nematddeos Necator americanus e Haemonchus contortus
possuem em seus produtos de excregdo/secrecdo uma proteina semelhante a
calreticulina humana capaz de se ligar ao C1q e inativar a lise mediada pela via classica
do complemento (Kasper et al. 2001, Suchitra & Joshi 2005).

Meri et al. (2002) mostraram que as microfilarias de Onchocerca volvulus
ativam o complemento humano, porém séo capazes de inibir a formacdo do complexo
de ataque a membrana. Os autores demostraram que microfilarias de O. volvulus
incubadas com soro humano ndo imune ou com fator H purificado possuem a
capacidade de ligar esse regulador da via alternativa. Na presenca do fator 1, o fator H
sequestrado pela cuticula das microfilarias promove a clivagem do C3b em iC3b,
interrompendo assim a cascata do complemento e protegendo as microfilarias.

Loa loa, um outro filarideo que infecta seres humanos, também evade o
complemento atraves da aquisicdo de proteinas reguladoras presentes no sangue do

hospedeiro vertebrado. As microfilarias coletadas de um paciente infectado

18



Introducéo

apresentaram niveis normais de deposi¢do de C1q, mas praticamente nenhum C5b-9 foi
detectado na superficie dos vermes. Experimentos usando proteinas reguladoras do
complemento marcadas com iodo-125 mostraram que microfilarias de L. loa adquirem
moléculas de fator H e de C4bp do plasma humano e assim impedem a deposicdo dos
componentes finais da cascata do complemento (Haapasalo et al. 2009).

Entre os ectoparasitos, a presenca de moléculas inibidoras do complemento
foi descrita principalmente na saliva de carrapatos da familia Ixodidae. O longo repasto
sanguineo, que pode durar mais de duas semanas em algumas espécies, indica que esses
carrapatos sao capazes de modular processos fisioldgicos de seus hospedeiros como
vasoconstri¢do, inflamacdo, percepgédo de dor e imunidade.

Ribeiro (1987) demonstrou pela primeira vez que a saliva de um artropode
hematofago podia impedir a hemolise de hemécias de coelhos pela via alternativa do
complemento humano. Além disso, o autor mostrou que a saliva do carrapato Ixodes
dammini era capaz de inibir a deposicdo de C3b e também a liberacdo da anafilatoxina
C3a. Em um trabalho posterior, Valenzuela et al. (2000) purificaram, clonaram e
expressaram a proteina salivar anticomplemento de Ixodes scapularis (lsac) e
mostraram que essa molécula era ativa apenas na inibicdo da via alternativa do
complemento, ndo atuando na via classica. O mecanismo de a¢do dessa proteina de 18,5
kDa foi elucidado e mostra que a Isac inibe a deposi¢do de C3b e fator Bb, além de
remover o fator Bb ligado anteriormente. A proteina Isac ndo apresentou nenhuma
similaridade significativa com outras moléculas reguladoras do complemento
conhecidas até aquele momento.

Em trabalhos mais recentes, proteinas homdlogas a Isac foram estudadas no
préprio 1. scapularis e em outras espécies de ixodideos. A proteina Salp20 de I.
scapularis apresenta 83% de similaridade de sequéncia de aminoacidos com a lIsac e
tem o peso molecular de 48 kDa, devido principalmente a glicosilagcdes. Assim como foi
observado para a lIsac, Salp20 também inibe a via alternativa do complemento por
previnir a deposicdo de C3b e fator Bb, além de remover o fator Bb previamente ligado.
O mecanismo especifico que faz com que a Salp20 iniba a via alternativa do
complemento é explicado pelo fato dessa proteina se ligar diretamente a properdina,
retirando esse regulador positivo da C3 convertase e acelerando o decaimento dessa
enzima (Tyson et al. 2007, Tyson et al. 2008). A saliva de Ixodes ricinus também possui
a capacidade de inibir a via alternativa do complemento e previne a clivagem do fator B

e C3 (Lawrie et al. 2005). Moléculas semelhantes a Isac também foram encontradas na
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saliva de I. ricinus e atuam de modo parecido, ou seja inibindo a deposi¢do de C3b e
fator Bb além de se ligarem a properdina (Daix et al. 2007, Couvreur et al. 2008).

Os carrapatos da familia Argasidae também possuem em sua saliva
moléculas inibidoras do complemento. Nunn et al. (2005) mostraram que Ornithodoros
moubata, vetor de algumas borrélias e reservatorio do virus da peste suina africana,
produz uma lipocalina chamada OmCI capaz de inibir tanto a via cl&ssica como a via
alternativa do sistema do complemento humano. Essa proteina atua inibindo a clivagem
do C5 e parece nao ter homologia com as proteinas citadas para os carrapatos da familia
Ixodidae.

A inibicdo do complemento por proteinas salivares poderia facilitar o repasto
sanguineo dos carrapatos e determinar a competéncia vetorial na transmissdo de
patdgenos. Essa hipdtese foi testada por Soares et al. (2005) que administraram, por via
oral, RNA de dupla fita para o silenciamento da expressao de Isac em ninfas de I.
scapularis. Os carrapatos silenciados obtiveram um ganho de peso significativamente
menor que o grupo controle e, além disso, a carga de espiroquetas de Borrelia
burgdorferi no grupo tratado foi diminuida. Em outro trabalho, Tyson et al. (2007)
mostraram que a presenca da proteina Salp20 de I. scapularis era capaz de impedir
cerca de 70 % da mortalidade de Borrelia garinii na presenca de soro humano.

Além de moléculas salivares, alguns artropodes possuem em seus intestinos
compostos capazes de interagir com o complemento. As proteinas D1 e 11, secretadas
pelo intestino de Sarcoptes scabiei, sdo proteases ndo ativas que inibem as trés vias do
complemento humano. Essas proteinas impedem a deposicdao dos componentes C1q,
C4b, C3b e C9 (via cléssica); MBL, C4b, C3b e C9 (via das lectinas); C3b e C9 (via
alternativa). O mecanismo de acdo dessas proteinas esta relacionado com a ligacdo de
Clq, MBL e properdina (Bergstrom et al. 2009). Em um trabalho recente, Mika et al.
(2011) mostraram que uma peritrofina de S. scabiei se liga a MBL humana, o que
poderia depletar a via das lectinas presentes no alimento ingerido e proteger o epitélio
intestinal do acaro.

A saliva de insetos hematdfagos também é capaz de inibir o sistema do
complemento humano. Cavalcante et al. (2003), usando como modelos 0s
flebotomineos L. longipalpis e Lutzomyia migonei e os triatomineos Panstrongylus
megistus, Triatoma brasiliensis e Rhodnius prolixus, mostraram que a saliva de todos
esses insetos inibe a via classica do complemento. A inibicdo da via alternativa foi

testada apenas para os flebotomineos e a atividade de inibicdo foi constatada em L.
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longipalpis. Quando tratada com proteinase K, a saliva de L. longipalpis perdia sua
atividade inibitdria, revelando assim que a molécula responsavel por esse fenémeno é
de origem protéica. Barros et al. (2009) utilizando ensaios ndo hemoliticos, constataram
que ndo s a saliva de triatomineos mas também o conteldo intestinal desses insetos era
capaz de inibir as vias classica e alternativa do sistema do complemento humano. Os
autores mostraram que esses inibidores possuem o papel de proteger o epitélio intestinal
desses insetos contra os efeitos nocivos do complemento presentes no sangue ingerido.
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2 - JUSTIFICATIVA

A saliva dos flebotomineos esta intimamente relacionada com o processo
alimentar desses insetos, tornando o repasto sanguineo mais rapido e eficiente. Além
disso, varios trabalhos publicados nas ultimas décadas descreveram a capacidade da
saliva de L. longipalpis e outros flebotomineos de modular o sistema imune de seus
hospedeiros e, conseqlientemente, beneficiar os patdgenos transmitidos por esses insetos
(Kamhawi 2000). Quando injetada na pele dos hospedeiros vertebrados, juntamente
com formas infectantes de Leishmania, a saliva dos flebotomineos pode aumentar a
gravidade das lesGes causadas e também aumentar a rapidez com que elas aparecem. Ja
foi mostrado que a imunizacdo dos hospedeiros com saliva ou proteinas salivares de
flebotomineos pode protegé-los das leishmanioses (Titus et al. 2006, Tavares et al.
2011, Xu et al. 2011). Assim, torna-se relevante o estudo das atividades
imunomoduladoras contidas na saliva dos flebotomineos e a identificacdo de moléculas
salivares envolvidas no estabelecimento da infecgéo.

Sabe-se que a saliva de L. longipalpis é capaz de inibir o sistema do
complemento humano, tanto pela via classica de ativacdo quanto pela via alternativa
(Cavalcante et al. 2003). Porém, ndo se conhece ainda 0s mecanismos responsaveis por
essa inibicdo nem tampouco a identidade das proteinas envolvidas.

A possibilidade de incluir antigenos salivares na construcdo de vacinas para
0 combate de doencas transmitidas por artropodes é hoje uma perspectiva real, tendo em
vista a importancia da saliva na instalacdo da infecgéo (Titus et al. 2006). Os inibidores
do complemento humano presentes na saliva de L. longipalpis poderiam estar
diretamente relacionados com a protecdo conferida pela saliva aos protozooarios do
género Leishmania, tornando-os assim alvos de estudos futuros para a confeccdo de
uma vacina multi-antigénica para a leishmaniose.

O conhecimento do mecanismo de agdo e das moléculas envolvidas na
inibicdo do complemento pela saliva de L. longipalpis pode também levar a descobertas
de compostos com importancia farmacoldgica. Algumas doencas humanas como 0
lUpus eritomatoso sistémico e a miastenia gravis sdo causadas pela falha na regulacdo
do sistema imune e ataque do sistema do complemento as células autogenas. De fato,
estudos recentes mostraram que uma proteina recombinante inibidora do complemento

derivada da glandula salivar de carrapatos é capaz de diminuir drasticamente a
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severidade da miastenia grave e a mortalidade causada por essa doenca em modelos
experimentais (Hepburn et al. 2007, Soltys et al. 2009).

Além disso, a atividade inibidora do sistema do complemento presente na
saliva de L.longipalpis provavelmente tem um importante papel durante a infec¢édo tanto
do hospedeiro invertebrado quanto do vertebrado. Uma vez que a saliva é depositada no
local da picada, as formas promastigotas presentes na pele de um hospedeiro, durante
uma picada infectante, podem se aproveitar da saliva para protecdo contra a lise
mediada pelo complemento. Além disso, as formas amastigotas de Leishmania podem
se aproveitar dessa atividade presente na saliva de L. longipalpis no momento em que o
flebotomineo se alimenta em um hospedeiro infectado. Uma vez que no local da picada
os macréfagos irdo se romper e as amastigotas, muito sensiveis ao complemento
(Hoover et al. 1985), irdo entrar em contato com 0 sangue, a protecdo conferida pela
saliva contra o ataque do complemento seria muito Gtil para a instalacdo da infeccédo no
intestino do fleb6tomo.

Sendo assim, acredita-se que o0 estudo da inibicdo do sistema do
complemento pela saliva de L. longipalpis seja de extrema importancia para um melhor

entendimento da interacdo deste importante vetor com o hospedeiro humano.
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3-OBJETIVOS
3.1 — Objetivo geral

Este trabalho teve o objetivo de caracterizar a atividade inibidora do sistema
do complemento humano presente na saliva de L. longipalpis, bem como analisar a
presenca de inibidores do complemento no contetido intestinal desses insetos.

3.2 — Objetivos especificos

- Confirmar a presenca de atividade inibidora da via classica do complemento humano

na saliva de L. longipalpis;

- Avaliar se a saliva de L. longipalpis é capaz de inibir a deposicdo dos fatores C1q,
C4b, C3b, C5b e C9 do complemento humano ativados pela via cléssica;

- Determinar se a saliva de L. longipalpis é capaz de desligar os fatores do complemento

humano previamente depositados pela via classica;

- Determinar se a saliva de L. longipalpis possui a capacidade de inibir a cascata do

complemento agindo na formacdo do complexo de ataque a membrana;

- Avaliar se a presenca de saliva de L. longipalpis impede a clivagem de compostos da

via cléssica como o C4;

- Analisar a capacidade da saliva de L. longipalpis de inibir a atividade enzimatica de
C1s;

- Avaliar a interacdo da saliva de L. longipalpis com as proteinas iniciais da via classica

do complemento humano: C1, C4, C2 e C3;

- Analisar a capacidade da saliva de L. longipalpis em se ligar as proteinas iniciais da

via classica do complemento humano: C1g, C4, C2 e C3;

24



Obijetivos

- Determinar o peso molecular da proteina salivar responsavel pela inibicdo da via

classica do complemento humano;

- Confirmar a atividade inibidora da via alternativa do complemento humano presente

na saliva de L. longipalpis;

- Avaliar se a saliva de L. longipalpis é capaz de inibir a deposi¢do dos fatores C3b,

fator B, C5b, e C9 do complemento humano ativados pela via alternativa;

- Determinar se a saliva de L. longipalpis € capaz de desligar os fatores do complemento

humano previamente depositados pela via alternativa;

- Avaliar se a presenca de saliva de L. longipalpis impede a clivagem de compostos da

via alternativa como o fator B;

- Analisar a capacidade da saliva de L. longipalpis em inibir a atividade enzimatica do
fator D;

- Testar a capacidade da proteina recombinante LIJIM19 da glandula salivar de L.

longipalpis em inibir a via classica do sistema do complemento humano;

- Testar a capacidade da proteina recombinante LIJIM19 da glandula salivar de L.

longipalpis em inibir a via alternativa do sistema do complemento humano;

- Avaliar se a proteina LIM19 € capaz de inibir a deposicao dos fatores C1q e C4b do

complemento humano ativados pela via cléssica;

- Verificar se o conteudo intestinal de L. longipalpis possui a capacidade de inibir a

deposicao de moléculas pela via classica do complemento humano;

- Verificar se o conteudo intestinal de L. longipalpis possui a capacidade de inibir a

deposicdo de moléculas pela via alternativa do complemento humano.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 — Origem e manutencgéo dos insetos

Os insetos utilizados nesse trabalho foram provenientes de uma coldnia
fechada mantida no insetario do Laboratério de Fisiologia de Insetos Hematdfagos do
Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) - Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Esta colbnia foi estabelecida em 2006 a partir de
especimes coletados na cidade de Teresina, Estado do Piaui, area endémica para a
leishmaniose visceral.

No insetario, os flebotomineos foram criados de acordo com a metodologia
descrita por Modi & Tesh (1983). Os adultos foram mantidos em gaiolas de nailon
envoltas por um saco plastico contendo um pedaco de algoddo embebido em agua, com
0 objetivo de manter os insetos em um ambiente de alta umidade relativa. Bolinhas de
algoddo previamente mergulhadas em uma solucdo de sacarose 30% foram oferecidas
aos adultos no interior da gaiola como fonte de carboidratos para machos e fémeas. O
repasto sanguineo foi efetuado em hamsters (Mesocricetus auratus) previamente
anestesiados com 0,3 mL de Thiopental® e com o abdémen tricotomizado para facilitar
0 acesso das fémeas a pele do animal. Apos trés dias do repasto sanguineo, o0s adultos
foram transferidos para potes de plastico contendo gesso no fundo onde ficaram livres
para fazer a postura dos ovos na superficie do gesso. Apds a eclosdo, as larvas foram
mantidas nestes mesmos recipientes e receberam como alimentagdo uma racao
preparada com uma mistura de himus, fezes de coelho e racdo de animais.

A criacdo dos insetos foi realizada sob condi¢Ges ambientais controladas,
com temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa do ar de 70 + 5% e fotoperiodo de 12
horas claro e 12 horas escuro (Modi & Tesh 1983).

Em todos os experimentos foram utilizadas fémeas de L. longipalpis com
idade de trés a cinco dias ap0s a emergéncia. Para 0s experimentos em que a saliva foi
usada como amostra, as fémeas nao foram alimentadas com sangue e a alimentagcdo com
sacarose foi mantida até o momento da dissecacdo. J& para 0s experimentos em que 0
conteddo intestinal foi usado como amostra, os flebotomineos permaneciam em jejum
absoluto, para evitar a ingestdo de saliva no momento da alimentagdo com sacarose
(Cavalcante et al. 2006).
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4.2 — Obtencéo dos extratos de glandula salivar e conteudo intestinal

Utilizando um microscépio estereoscdpico e estiletes entomoldgicos, 0s
flebotomineos foram dissecados em solucdo de NaCl 0,9 % para a obtencdo das
glandulas salivares e contetdo intestinal.

Para a obtencdo dos extratos de glandula salivar, as glandulas retiradas
(Figura 03) foram lavadas em solugédo de NaCl 0,9% e transferidas para tubos de
microcentrifuga contendo um volume conhecido da solucdo que seria usada para o
ensaio posterior. As glandulas foram entdo rompidas em um aparelho de ultra-som
durante 30 segundos e o material resultante foi centrifugado a 14.000 RCF durante 10
minutos a uma temperatura de 4° C. O sobrenadante foi colhido para os ensaios.

Para a obtencdo do conteddo intestinal, os intestinos dissecados foram
lavados em solucdo salina e transferidos para uma gota de 10 pL de salina 0,9 %. No
interior dessa gota o intestino foi rasgado com a ajuda de um estilete entomoldgico e o
contetdo intestinal se difundia dentro da gota. A parede intestinal foi descartada e o
volume de 10 pL recolhido com uma pipeta e transferido para um tubo de
microcentrifuga. Esse material foi entdo centrifugado a 14.000 RCF durante 10 minutos

a temperatura ambiente e o sobrenadante foi recolhido para ser utilizado nos ensaios.

FIGURA 03 Glandula salivar de Lutzomyia longipalpis. Imagem obtida com camera fotogréfica

acoplada a um microscépio estereoscopico em aumento de 60 x. Foto do autor.
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4.3 — Obtencéo da proteina LIM19

A proteina recombinante LIM19, uma das moléculas identificadas na
glandula salivar de L. longipalpis (Valenzuela et al. 2004), foi cedida pelo Dr. Jesus G.
Valenzuela (Laboratory of Malaria and Vector Research — NIAID — NIH/USA) para a
realizacdo de alguns ensaios.

O processo utilizado para a clonagem, expressdo e purificacdo dessa
proteina pode ser encontrado em Collin et al. (2009) e Teixeira et al. (2010).
Basicamente, o cDNA do gene que codifica a LIM19 foi amplificado por PCR
utilizando-se um primer direto, deduzido a partir da regido amino terminal da sequéncia,
e um primer reverso codificando um motivo poli-histidina. O produto da PCR foi
clonado no vetor VR2001 — TOPO (Oliveira et al. 2006) e, posteriormente, células TOP
— 10 (Invitrogen) foram transformadas com esse plasmideo. As bactérias que receberam
o0 plasmideo foram cultivadas em meio LB/kanamicina e uma aliquota de cada colénia
foi utilizada para seqlienciamento. As células que possuiam o plasmideo com uma
correta orientacdo do inserto e sequéncia prevista foram selecionadas e cultivadas para
obtencdo de uma grande quantidade de plasmideos. Esses plasmideos foram entdo
purificados utilizando-se o Endofree Plasmid Mega Kit (Qiagen).

As proteinas recombinantes foram produzidas a partir da transfeccdo de
células 293-F (Invitrogen) com os plasmideos contendo o gene da LIM19. Apos 72
horas, o sobrenadante da cultura foi coletado, filtrado, concentrado e aplicado em uma
coluna Hi Trap Chelating HP (GE Healthcare). A eluicdo da proteina foi feita com o
aumento da concentracdo de imidazol e as fragcbes com altas absorvancias a 280 nm
foram coletadas.

Uma Gltima etapa de cromatografia de filtragdo molecular foi efetuada para
a retirada do imidazol presente na amostra e para que essa proteina fosse conservada em
PBS.
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4.4 — Soros, anticorpos e proteinas purificadas

4.4.1 — Coleta e conservacgao do soro humano

O sangue de 20 voluntarios saudaveis foi coletado para a obtengédo de soro.
Apos a coleta de 10 mL de sangue de cada voluntério, os tubos de ensaio contendo o
material foram deixados descansando a temperatura ambiente por um periodo de trés
horas. Ap0s esse tempo, 0 sangue ja estava totalmente coagulado e os tubos foram
centrifugados a 500 RCF por dez minutos. O soro coletado de cada tubo de ensaio foi
misturado com os demais para formar um pool de soro humano. Esse material foi
aliquotado em fracfes de 300 uL e congelado a — 80°C em freezer até 0 momento do
uso.

O procedimento citado acima foi realizado vérias vezes durante o
desenvolvimento do trabalho.

E importante ressaltar que para a coleta do soro humano foram selecionados
apenas voluntarios que ndo estavam em contato permanente com flebotomineos. Para
evitar que o soro coletado contivesse anticorpos especificos contra as proteinas salivares
de L. longipalpis, pessoas que trabalham diariamente na colénia de flebotomineos, por
exemplo, foram descartadas como possiveis doadores.

4.4.2 — Purificacdo do 1gG humano

Para a purificacdo do IgG total presente no soro humano a metodologia
proposta por Catty & Raykundalia (1989) foi utilizada com algumas modifica¢bes. Dois
mL de soro humano foram misturados a 18 mL de tampdo TRIS/HCI 1 M pH 8,0 e a
essa mistura foram adicionados 20 mL de uma solucdo saturada de sulfato de amonio
gota a gota. Apds a adicdo de todo o sulfato de aménio, essa mistura foi mantida sob
agitacdo por uma hora para que parte das proteinas precipitassem. Depois de centrifugar
a preparagédo a 10.000 RCF, por 20 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em uma mistura de tampdo TRIS/HCI 1M pH 8,0 e de sulfato
de aménio saturado na mesma propor¢do usada anteriormente. Ap0s novo periodo de
agitacdo, centrifugacéo e descarte do sobrenadante, as proteinas presentes no sedimento
foram dissolvidas em 2mL de tampéo fosfato de sodio 0,02M pH 7,0 contendo 1 M de

NaCl. Essa solucéo foi entdo aplicada no topo de uma coluna de cromatografia contendo
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Proteina A Sepharose, resina capaz de se ligar especificamente a moleculas de IgG. Para
tanto, a coluna de Proteina A Sepharose foi previamente equilibrada em tampéo fosfato
de sodio 0,02M pH 7,0 contendo 1 M de NaCl. Apds a ligacdo dos anticorpos a resina e
a lavagem das impurezas ndo ligadas, as moléculas de IgG foram eluidas com tampéo
acido citrico/NaOH 0,1M pH 3,0 e coletadas em tubos de microcentrifuga contendo um
volume de 140uL de TRIS/HCI 1M pH 9,0, até que o volume de cada tubo chegasse a
um total de 500uL. Nesta condicdo, a solugdo contendo os anticorpos purificados foi
corrigida para pH 7,4.

As fracdes colhidas apos a eluicdo das moléculas de IgG foram levadas ao
espectrofotdmetro para leitura a 280 nm. As fragcdes contendo os maiores valores de
absorvancia foram selecionadas e misturadas. Apos a determinacdo da concentracdo de
proteinas nessa solucdo através do método de Bradford (1976), utilizando BSA como

padrdo, o material contendo IgG purificado foi aliquotado e estocado em freezer — 80°C.

4.4.3 — Purificagéo do C1g humano

O Clq foi purificado utilizando uma coluna de afinidade contendo IgG
humano ligado a resina, segundo metodologia proposta por Pohl et al. (1980).

A coluna de 1gG-Sepharose foi preparada a partir de CH-Sepharose ativada
(Sigma Cod. A9019) segundo as recomendacBes do fabricante. A quantidade de 0,5
gramas de resina foi suspensa em 100 mL de uma solucdo 1mM de HCI e apos 30
minutos de incubacdo, a resina foi lavada nessa mesma solucdo. Cinco mg de IgG
purificado foram dissolvidos em 10 mL de uma solugdo de bicarbonato de s6dio 0,1M
pH 8, contendo 0,5M de NaCl. Essa solucdo contendo IgG foi misturada com a resina
lavada e incubada a temperatura ambiente por duas horas sob agitacdo constante para
que os anticorpos se ligassem a resina. O bloqueio dos grupos ativos em excesso
presentes na resina foi feito com a incubacdo por uma hora em uma solucdo de
TRIS/HCI 0,1M pH 8. A resina foi entdo colocada no interior de uma coluna e cinco
lavagens com bicarbonato de sédio 0,1M pH 8 foram feitas para remover as moléculas
gue ndo se ligaram. A coluna foi entdo lavada com acetato de sédio 0,05M pH 4
contendo 0,5M de NaCl e uma outra lavagem com fosfato de sodio 0,02M pH 7,0 foi
feita. Uma vez pronta, a coluna de 1gG-Sepharose foi guardada em tampéo fosfato de

sodio 0,02M pH 7 contendo 0,2% de azida sodica a 4°C até o0 momento de uso.
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Para a purificacdo de C1q, a coluna de IgG-Sepharose foi equilibrada com
tamp&o HEPES 5mM pH 7,4 contendo 145mM de NaCl e 10 mM de EDTA. Quatro mL
de soro humano foram misturados com quatro mL do tamp&o usado para equilibrar a
coluna. Essa coluna foi entdo carregada com oito mL de soro diluido 1:1 em tampao.
Apdbs a passagem do material pela coluna, essa foi lavada trés vezes com o mesmo
tampé&o. Para a retirada do EDTA, a coluna foi entdo lavada mais trés vezes com um
tampdo HEPES 5mM pH 7,4 contendo 145 mM de NaCl. A eluigdo do C1q ligado as
moléculas de anticorpo foi feita passando-se pela coluna o tampéo Hepes 5mM pH 7,4
contendo 1M de NaCl. Fracdes de 0,5 mL foram coletadas e a absorvancia a 280 nm foi
medida em espectofotdmetro para cada uma delas. As fracbes com maiores valores de

absorvancia foram selecionadas e misturadas em um unico estoque.

Uma vez que a alta concentracdo de sal presente nas amostras de Clq
purificado poderia prejudicar os ensaios com essa proteina, ultrafiltros com porosidade
de 10 kDa (Amicon Cod. UFC501008) foram usados para dessalinizar as amostras e
também para concentrar as proteinas. As proteinas foram concentradas e lavadas em
PBS no préprio filtro. Apos essa etapa, a quantidade de C1q purificado foi avaliada pelo

método de Bradford (1976) e a amostra estocada em freezer — 80°C.

4.4.4 — Anticorpos e outras proteinas do complemento humano

Anticorpos especificos contra proteinas do complemento humano foram
adquiridos para utilizagdo nos ensaios. Anticorpos monoclonais produzidos em coelhos
contra C3c (Sigma) e C4b (Sigma) e anticorpo policlonal produzido em cabras contra
Clq (Sigma) foram comprados na Sigma. Anticorpos policlonais produzidos em cabras
contra 0os componentes C4 (Comp Tech), C2 (Comp Tech), C5 (Comp Tech) e
C9(Comp Tech) foram adquiridos na Complement Technology e contra o fator B (Calb)
foram adquiridos na Calbiochem.

Para os ensaios de hemdlise da via classica, anticorpos produzidos em
coelhos contra eritrocitos de carneiro foram cedidos pela Dr. Marilene S.M Michalick

(Laboratério de Sorologia — Departamento de Parasitologia — ICB/UFMG).

Utilizou-se o0s seguintes anticorpos secundarios conjugados com

peroxidase: anticorpo monoclonal anti-imunoglobulinas de coelho produzido em
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camundongos (Sigma) e anticorpo policlonal anti — IgG de cabra produzido em coelhos

(Sigma).

As proteinas purificadas: C1 (Comp Tech), C1ls(Comp Tech), C2(Comp
Tech), C3(Comp Tech), C4(Comp Tech) e fator D (Comp Tech) foram adquiridas na
Complement Technology, assim como o soro depletado de fator B (Comp Tech) e o

soro depletado de C6 (Comp Tech).
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4.5 — Ensaios Hemoliticos

4.5.1 — Obtencao e preparo das hemacias

Para os ensaios hemoliticos da via classica, heméacias de carneiro
sensibilizadas foram usadas de acordo com o protocolo de Whaley & North (1997), com
algumas modificagdes.

Carneiros mantidos na Escola de Veterinaria da UFMG foram utilizados
para a obtencdo das hemécias. A obtencdo por puncao venosa de 30 mL de sangue foi
feita com o uso de uma seringa estéril contendo 30 mL de solucdo conservadora de
sangue autoclavada (glicose 113,8mM, &cido citrico 30mM, NaCl 72mM, pH 7,4). Esse
sangue foi entdo aliquotado em tubos de ensaio e mantido a 4° C por até quatro meses.

Para a sensibilizacdo das hemacias de carneiro, um mL da aliquota foi
retirado e lavado por trés vezes consecutivas em tampdo GHB-EDTA (HEPES 5 mM,
NaCl 145 mM, EDTA 10 mM, gelatina 0,1%, pH 7,4). Essa lavagem consistia em
centrifugar as hemacias (470 RCF a 4° C, por 5 minutos) e ressuspender o sedimento
com 10 mL de GHB-EDTA. Apo6s a ultima lavagem, foi adicionado anticorpo anti-
hemécias de carneiro na diluicdo de 1:1000 e essa suspensdo de hemacias contendo
anticorpos foi incubada a 37°C por 30 minutos para que as hemécias fossem
opsonizadas com anticorpos. Apos a sensibilizacdo, as hemacias foram lavadas mais
duas vezes com GHB-EDTA e uma vez com GHB *? (HEPES 5mM, NaCl 145 mM,
CaCl; 0,15 mM, MgCl, 0,5 mM, gelatina 0,1%, pH7,4). Terminada essa lavagem para
retirar os anticorpos nédo ligados, a quantidade de hemaécias na suspensdo foi dosada em
espectrofotdmetro e a concentracdo foi ajustada para 2 x 10% células/mL. Uma vez
sensibilizadas, as hemacias de carneiro foram mantidas em geladeira e usadas por um
periodo de até uma semana.

Os ensaios hemoliticos da via alternativa eram feitos com o uso de hemacias
de coelho ndo sensibilizadas (Whaley & North 1997).

O sangue de coelho foi coletado na veia lateral da orelha de animais
mantidos no biotério do ICB/UFMG. A coleta de dois mL de sangue era feita com uma
seringa contendo dois mL de solucdo conservadora de sangue. Essa mistura foi
transferida para um tubo de ensaio estéril e aliquotas de um mL foram retiradas e

lavadas para a utilizagdo das hemécias nos ensaios.
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A lavagem das hemacias de coelho foi feita como descrito para as hemacias
de carneiro, porém a solucdo usada foi a Mg-EGTA (HEPES 5mM, NaCl 145mM,
MgCl, 7mM, EGTA 10 mM, gelatina 0,1 %, pH 7,4) Apds trés lavagens, as hemacias
de coelho foram dosadas em espectrofotdmetro como descrito anteriormente e a

concentrago ajustada para 2 x 10° células/mL com o uso do tampdo Mg-EGTA.

4.5.2 — Ensaios hemoliticos da via cléssica

Para a confirmacdo da atividade inibidora da via classica presente na saliva
de L. longipalpis e para testar se a proteina recombinante LIM19 foi capaz de inibir
especificamente essa via, ensaios hemoliticos foram feitos utilizando-se soro humano
depletado de fator B (Whaley & North 1997).

O ensaio com saliva foi feito apds a dissecacdo de dez insetos e obtencdo de
um extrato de glandula salivar (EGS) que foi diluido em solugdo de NaCl 0,9%,
conforme o item 4.2. Utilizando-se tubos de microcentrifuga de 0,5 mL, o volume de
12,5 uL de EGS (contendo o equivalente a 2; 1; 0,5 e 0,1 lobos salivares) foi misturado
a 25 pL de soro depletado de fator B diluido 1:60 em solucdo GHB™ . A auséncia de
fator B assegurava que somente a via classica estaria atuando. Apo6s a adicdo de 25 pL
da suspensdo de hemécias de carneiro sensibilizadas, os tubos foram incubados a 37°C
por 30 minutos para que o complemento atuasse na membrana celular dessas células.
Apbs esse tempo, 250 uL de solucédo salina 0,9% gelada foram adicionados a cada tubo
e os contetdos dos tubos foram centrifugados em temperatura ambiente por um minuto
a 1700 RCF. Duzentos uL do sobrenadante foram coletados e com o uso de uma placa
de cultura de 96 pocos, as amostras foram lidas em um leitor de ELISA a 414 nm.

Em cada experimento foram feitos controles sem a presenca de EGS para
determinar a capacidade do soro humano em lisar as hemacias sensibilizadas. Além
disso, controles sem a adicdo de soro foram feitos para estimar a taxa de hemdlise
expontanea dessas células. O controle de hemdlise total foi feito adicionando-se 250 uL
de agua destilada (ao invez de salina) aos tubos. Esse controle foi importante, pois a
hemolise provocada pelo soro na auséncia de inibidores devia representar cerca de 90%
do valor da hemolise total.

Esses experimentos foram feitos em duplicata e trés repetigdes

independentes foram conduzidas. A porcentagem de hemolise provocada pelo soro foi
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calculada, considerando-se como 100% de hemolise os controles em que o EGS néo
estava presente. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da
hemolise.

Os ensaios para testar se a proteina recombinante LIM19 foi capaz de inibir
a via classica do complemento foram feitos como descrito acima. Nesse caso, as

quantidades testadas foram 0,5 ug; 0,25 ug; 0,125 pg e 0,0625 pg.

4.5.3 — Ensaios hemoliticos da via alternativa

Para a confirmagdo da atividade inibidora da via alternativa presente na
saliva de L. longipalpis e para testar se a proteina recombinante LIM19 foi capaz de
inibir especificamente essa via, ensaios hemoliticos foram feitos utilizando-se soro
humano normal na presenca de EGTA (Whaley & North 1997). O EGTA quela os ions
célcio (mas ndo os Mg*?) e inibe somente a via classica.

Nos experimentos em que a saliva foi usada como amostra, 0 EGS foi
preparado apos a dissecacao das glandulas de 40 fémeas de L. longipalpis (item 4.3). As
diluicdes com salina 0,9 % foram feitas de modo que a quantidade de lobos salivares
nos experimentos foi equivalente a 20, 10, 5 e 1.

O volume de 12,5 pL de EGS foi misturado a 25 uL de soro humano normal
diluido 1:10 em solucdo Mg-EGTA em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL. Logo ap6s
a adicdo de 25 uL de suspensdo de hemécias de coelho, os tubos foram incubados por
30 minutos a uma temperatura de 37°C. Terminada a incubacgéo, 250 pL de salina 0,9 %
gelada foram adicionados em cada tubo e esses tubos foram centrifugados por um
minuto a 1700 RCF e temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram colhidos e a
leitura no aparelho de ELISA e andlise dos experimentos foram feitas como descrito do
item 4.5.2.

Os ensaios para testar se a proteina recombinante LIM19 foi capaz de inibir
a via alternativa do complemento foram feitos como descrito acima. Porém, apenas a
quantidade de 0,5 pg de LIM19 foi testada.
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4.5.4 — Ensaio hemolitico para determinar se a saliva de Lutzomyia longipalpis atua

sobre a formacao do complexo de ataque & membrana

Com o objetivo de analisar se o extrato de glandula salivar de L. longipalpis
é capaz de impedir a formacdo do complexo de ataque a membrana, um experimento de
hemolise utilizando soro depletado de C6 foi desenvolvido.

Para esse experimento, 30 insetos foram dissecados e os EGS obtidos
possuiam o equivalente a 10 e 5 lobos salivares.

Trezentos UL da suspensdo de hemacias de carneiro sensibilizadas (item
4.5.1) foram coletados e centrifugados a 480 RFC por trés minutos a 4°C. Essas
hemaécias foram entdo ressuspendidas em 300 pL de soro depletado de C6 diluido 1:10
no tampdo GHB *? e incubadas a 37°C por 15 minutos. Durante essa incubagéo, a via
classica era ativada e as convertases formadas sobre a superficie das hemacias, contudo
ndo ocorria hemolise pois a falta de C6 impedia a formacao do MAC.

Apb6s a primeira incubacdo, a suspensdo de hemacias foi novamente
centrifugada a 480 RCF por trés minutos a 4°C e as células foram ressuspendidas em
300 pL de GHB-EDTA.

Em um tubo de 0,5 mL, 12,5 pL de EGS foram entdo misturados a 25 pL
de soro humano normal diluido 1:10 em solucdo GHB-EDTA e mais 25 pL da
suspensdo de hemacias em GHB-EDTA. O EDTA impede a formacdo de novos
complexos de convertase, mas ndo impede que as convertases ja formadas possam atuar.
Esse tubo foi incubado a 37°C por 30 minutos.

Para esse experimento, os controles foram feitos incubando as hemaécias
com soro 1:10 em GHB-EDTA na auséncia de EGS e incubando essas hemécias na
auséncia de EGS e de soro. Um importante controle também foi feito para mostrar que o
soro diluido em GHB-EDTA ndo é capaz de lisar hemécias que ndo foram previamante
incubadas com soro depletado de C6. A avaliacdo da hemdlise foi feita seguindo o
mesmo protocolo do item 4.5.2.

Uma variacdo desse experimento foi feito incubando as hemécias
sensibilizadas com soro depletado de C6 na presenga de EGS de L. longipalpis. Nesse
caso, a segunda incubacgéo (soro humano normal diluido em GHB-EDTA) foi feita na
auséncia de EGS.

36



Materiais e métodos

4.5.5 — Ensaio hemolitico para avaliar a interacdo do EGS com as proteinas iniciais

da via cléssica do complemento humano: C1, C4, C2e C3

O ensaio foi realizado através da montagem gradual da cascata da via
classica do complemento sobre a superficie de hemaécias de carneiro sensibilizadas (item
4.5.1) segundo a metodologia de Krych-Goldberg et al. (1999). Nesse tipo de ensaio, 0
EGS podia ser acrescentado em cada etapa, de modo que era possivel verificar em que
ponto o EGS iria inibir a montagem.

Em um tubo de microcentrifuga de 0,5 mL, 100uL de suspensdo de
hemacias foram centrifugados a 480 RCF durante trés minutos e a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e as hemécias ressuspendidas em 300 pL de solucdo GHB *? contendo
C1 (1,6 pg/mL). Essa preparacao foi incubada durante 15 minutos e uma temperatura de
30° C. Apos esse periodo, as hemacias foram centrifugadas e lavadas por uma vez em
solucdo GHB™?, para que o C1 ndo ligado as hemacias fosse descartado. As hemécias
foram resuspendidas em 100 pL de solucdo GHB*? contendo a proteina purificada C4 (3
png/mL) e incubadas por 15 minutos a 30°C na presenca e na auséncia do EGS. Se o
EGS néo interferisse nessa etapa, 0 C4 seria ativado por C1s e acabaria aderindo as
hemaécias na forma de C4b. Ap6s nova lavagem, as hemécias foram ressuspendidas em
100 pL de solucio GHB™ contendo C2 purificado (0,75 pg/mL) na presenca de 5 mM
de iodeto de potassio. Essa preparacdo foi entdo incubada por oito minutos a 30°C na
presenca e na auséncia de EGS. Se o EGS nao interferisse nessa etapa, C2 poderia se
ligar a C4b e também ser ativado em C2a que permaneceria ligado a convertase (C1-
C4b-C2a) na superficie das hemécias. Quando oxidado por KIl, a ligacdo de C2a fica
mais estavel e essa molécula fica mais tempo no complexo. Apo6s nova lavagem, 100 pL
de C3 (27 pg/mL) diluido em GHB*? foram usados para ressuspender as células e essas
foram incubadas durante oito minutos na temperatura de 30°C na presenca e auséncia de
EGS. Se a saliva ndo interferisse nessa etapa, o C3 seria ativado em C3b e se ligaria
covalentemente na superficie das hemécias nas proximidades da convertase. As células
foram entdo lavadas mais uma vez com GHB™? centrifugadas por um minuto a 480
RCF e 4°C e ressuspendidas em 100 uL de GHB-EDTA.

Vinte e cinco pL da suspensdo de hemécias obtidas como descrito acima
foram coletados e misturados a 12,5 pL de solucdo salina 0,9 % mais 25 uL de soro de

cobaia diluido 1:10 em GHB-EDTA. Controles foram feitos para garantir que o soro de
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cobaia na presenca de EDTA ndo hemolisaria hemacias que ndo foram pré — tratadas
com proteinas do complemento. A avaliacdo da hemolise foi feita como no item 4.5.2.
Como mencionado, o processo descrito acima foi realizado para avaliar a
interacdo do EGS de L. longipalpis com as proteinas C1, C4, C2 e C3. Os ensaios foram
realizados de modo que a interacdo do EGS com apenas uma das proteinas era testada
por vez. Para cada etapa testada foram utilizadas duas concentracbes de EGS

equivalentes a 15 e 7,5 lobos salivares.
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4.6 — Ensaios de deposicdo de componentes do complemento humano em placas de
ELISA

4.6.1 — Preparo das placas de ELISA

O sistema do complemento humano dispara em contacto com anticorpos
(via cléssica) ou agarose (via alternativa) aderidos ao plastico de uma placa de ELISA
(Barros et al. 2009). Os componentes do sistema que vao sendo ativados em cascata, e
qgue normalmente se aderem as superficies ativadoras (C1lq, C3b, C4b, C5b e etc.),
podem entdo ser quantificados na superficie da placa com o uso de anticorpos
especificos para cada um desses componentes. Quando esse tipo de experimento é feito
na presenca de um inibidor é possivel determinar o ponto onde ocorreu a interrupgéao.

Para a realizacdo dos ensaios de deposicdo dos componentes ativados pela
via classica, microplacas de ELISA (COSTAR®) foram sensibilizadas com 50pL/poco
de tampéo carbonato/bicarbonato de sédio (Na,CO3z 15mM, NaHCO3; 35mM, pH 9,6)
contendo 2ug de 1gG humano purificado (item 4.4.2). A sensibilizacdo das placas
ocorreu durante 12 horas em uma camara umida mantida a temperatura ambiente
(Petersen et al. 2001).

No caso dos ensaios da via alternativa, os pogos de microplacas de ELISA
(COSTAR®) foram recobertos com uma solucéo de agarose 0,1% dissolvida a quente,
em agua destilada (100pL/pogo). Essas placas foram entdo deixadas em uma estufa a
37°C por 24 horas, para que ocorresse a evaporacdo da agua e se formasse uma pelicula
de agarose no interior do poco (Ribeiro et al. 1987).

4.6.2 — Ensaios de deposi¢ao para via classica

Para a realizacdo dos ensaios da via classica, foram dissecados dez insetos e
as suas glandulas salivares foram transferidas para um tubo de microcentrifuga
contendo uma quantidade conhecida de solucdo do ensaio (HEPES 5mM, NaCl 145
mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, pH 7,4). Dilui¢bes foram feitas para a obtencéo de
extratos de glandula salivar (EGS) contendo o equivalente a 2; 1; 0,5 e 0,1 lobos
salivares.

As placas sensibilizadas com 1gG (item 4.6.1) foram tratadas com
200uL/poco de solugéo de bloqueio 1 (3% de BSA em tampédo TRIS/HCI a 10mM e
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NaCl 140mM, pH 7,4) durante 30 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo. A
solugéo de bloqueio 1 foi descartada e os pogcos foram novamente blogueados, nas
mesmas condic¢des, com solugdo de bloqueio 2 (3% BSA em tampéo TRIS/HCI 10mM,
NaCl 140mM, CaCl, 5mM e 0,05% de Tween-20, pH 7,4).

Apbs o bloqueio, os pocgos da placa receberam 100 pL de solugédo do ensaio
contendo EGS e o equivalente a 1 pL de soro humano normal. No controle positivo, 100
ML de solucdo do ensaio contendo soro humano normal foram colocados em cada pogo.
Além disso, um controle contendo apenas solucdo do ensaio foi preparado para avaliar a
ligacdo inespecifica dos anticorpos a placa de ELISA. Cada um desses tratamentos foi
realizado em triplicata. A placa de ELISA foi entdo incubada durante 30 minutos a uma
temperatura de 37°C, sob agitacdo constante. Apds essa incubacdo, cada poco foi lavado
trés vezes com 200 pL de solucdo de lavagem (0,1% de BSA em tampdo TRIS/HCI 10
mM, NaCl 140 mM, pH 7,4) por dois minutos sob agitacao.

A deteccdo das moléculas do sistema do complemento depositadas na placa
de ELISA foi feita através de anticorpos especificos para cada componente a ser
analisado. Para Cl1g, C5b e C9 foram utilizados anticorpos diluidos 1:2500 em uma
solucdo de HEPES/NaOH 10mM, NaCl 140 mM, pH7,4. Para a deteccdo de C3b e C4b
os anticorpos foram diluidos a 1:1000 na mesma solucdo citada acima. Cinquenta
microlitros da solucdo de cada anticorpo diluido foram transferidos para os respectivos
pocos e incubados por 30 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Os
anticorpos ndo aderidos foram lavados com 200uL da solucdo de lavagem, conforme
descrito acima.

Para a deteccdo dos anticorpos depositados na superficie da placa, 50 pL de
uma solucdo de anticorpos secundarios conjugados com peroxidase foram adicionados
em cada poco e incubados por 30 minutos, a temperatura ambiente e sob agitacdo. No
caso dos ensaios de deposicdo de Clg, C5b e C9, foi usado o conjugado anti-cabra
diluido 1:5000 na solu¢cdo HEPES/NaOH 10mM, NaCl 140 mM, pH7,4. Para 0s ensaios
de C4b e C3b, foi usado o conjugado anti-coelho diluido a 1:1500 na mesma solucgéo
usada anteriormente.

Apo6s mais um ciclo de lavagem das placas de ELISA, a revelacdo da
peroxidase foi feita com a adicdo de 200 pL de uma solucdo tampédo 50mM de citrato de
sodio/HCI, 0,075% de H,O, e pH 5,5 contendo 1 mg/mL de O-Phenylene-Diamine
(OPD). As leituras foram realizadas no modo cinético a 450nm em um leitor de

microplacas (Molecular Devices) a cada 30 segundos, durante 10 minutos a 37°C. Os
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valores de velocidade maxima do crescimento da absorvancia foram calculados pelo
Software SoftMax Pro 5.2. Para a criacdo dos graficos, os dados foram transformados
em porcentagem de deposicdo da molécula em questdo, sendo que 100% de deposicdo
correspondeu a atividade encontrada quando nenhum inibidor estava presente.

Ensaios de deposicdo de Clg, C4b, C3b, C5b e C9 pela via classica do
complemento humano também foram feitos em pH 8,15, valor de pH encontrado no
intestino de L. longipalpis logo apos repasto sanguineo (Santos et al. 2008). Para isso, a
incubacdo da placa com EGS e soro humano normal foi feita em HEPES 5mM, NaCl
145mM, CaCl, 2mM, MgCl, 1mM, pH 8,15.

A capacidade da proteina LIM19 em inibir a deposicdo de compostos em
placas de ELISA sensibilizadas com IgG também foi testada. Nesses experimentos,
apenas a deposicao de C1q e de C4b foi analisada em pH 7,4. Quantidades de 0,5; 0,25;
0,125 e 0,0625 pg de LIM19 foram testadas.

4.6.3 — Ensaios de deposicao para via alternativa

Para a realizacdo dos ensaios da via alternativa, foram dissecados 65 insetos
e as suas glandulas salivares foram transferidas para um tubo de microcentrifuga
contendo uma quantidade conhecida de solucdo do ensaio (HEPES 5mM, NaCl
145mM, MgCl, 7mM, EGTA 10mM, pH 7,4). Dilui¢cbes foram feitas para a obtencao
de extratos de glandula salivar (EGS) contendo o equivalente a 20, 10, 5 e 1 lobos
salivares.

Os pogos da placa tratada com agarose receberam 100 pL de solugdo do
ensaio contendo EGS e o equivalente a 7 pL de soro humano normal. No controle
positivo, 100 pL de solucdo do ensaio contendo os 7 pL de soro humano normal foram
colocados em cada pocgo. Além disso, um controle contendo apenas solucdo do ensaio
foi preparado para avaliar a ligacdo inespecifica dos anticorpos a placa de ELISA. Cada
um desses tratamentos foi realizado em triplicata. A placa de ELISA foi entdo incubada
durante 30 minutos a uma temperatura de 37°C, sob agitacdo constante. Apds a
incubacgéo, a microplaca foi lavada para a retirada dos componentes do complemento
ndo aderidos. As lavagens foram repetidas 3 vezes, durante 2 minutos, com 200uL da
propria solugéo do ensaio, sob agitagéo.

A detecgéo de C3b, fator Bb, C5b e C9 foi realizada com a adi¢do de 50uL

de solucdo contendo anticorpos especificos para cada um desses compostos. A dilui¢éo
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utilizada para todos esses anticorpos foi de 1:1000. A incubagdo com os anticorpos foi
realizada a temperatura ambiente, por 30 minutos, sob agitagao.

Os anticorpos ndo aderidos foram lavados com a prépria solucdo do ensaio
como descrito acima. Para detectar os anticorpos contra os componentes do sistema do
complemento aderidos a placa, cada pogo era subsequentemente incubado com 50uL de
uma solucdo contendo anticorpos secundarios conjugados com peroxidase e diluidos
1:1500 em HEPES/NaOH 10mM; NaCl 140mM; BSA 0,1% e pH 7,4. Essa incubacao
era realizada durante 30 minutos, sob agitacdo. O conjugado usado para a deteccdo do
C3b foi um anticorpo anti-coelho, e para os fatores Bb, C5b e C9 foram utilizados
conjugados anti-cabra. Ap6s novo ciclo de lavagem, a placa de ELISA foi revelada com
o0 substrato OPD- H,0, como descrito anteriormente para os ensaios da via classica.

4.6.4 — Ensaio para determinar se a saliva de Lutzomyia longipalpis é capaz de

desligar componentes previamente depositados sobre superficies ativadoras

Para avaliar a possibilidade da saliva de L.longipalpis desligar fatores
previamante depositados pelo sistema do complemento, ensaios de deposicdo de
componentes da via classica (item 4.6.2) e via alternativa (item 4.6.3) foram feitos
segundo Tyson et al. (2008), com modificacoes.

Neste caso, todos 0s pocos da placa foram incubados por 30 minutos e 37°C
com solucdo de ensaio e soro, sem a adicdo dos extratos de glandula salivar. Apds esse
periodo de incubacdo, um processo de lavagem era feito como descrito anteriormente
para a retirada das moléculas do complemento que néo se ligaram a superficie da placa.
Nos pocos que serviam de controle positivo era adicionada apenas a solucéo do ensaio.
Nos pocos “teste” era adicionado o extrato de glandula salivar diluido na solucdo do
ensaio. Para os testes da via classica foram utilizadas dilui¢des contendo o equivalente
a dois lobos salivares e para os testes da via alternativa foram utilizadas dilui¢des
contendo o equivalente a 20 lobos salivares. Apds nova incubacdo por 30 minutos a
37°C a placa foi mais uma vez lavada. O processo de deteccdo dos compostos
depositados e a revelagdo da placa de ELISA foram feitos como descrito nos itens 4.6.2
e4.6.3.
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4.7 — Analise de Western blot da clivagem de componentes do complemento

humano

4.7.1 — Clivagem de C4

A clivagem de C4 no soro humano durante os ensaios hemoliticos da via
classica na presenca de EGS de L. longipalpis foi analisada por Western blot de acordo
com Avirutnan et al. (2010).

Ensaios de hemolise da via classica do complemento humano foram feitos
como descrito no item 4.5.2, exceto que nesse caso foi usado soro humano normal. Os
ensaios foram conduzidos na presenca de EGS equivalente a 4 lobos salivares ou nehum
inibidor presente (controle). A andlise da clivagem de C4 foi feita no inicio da
incubacdo e 30 minutos depois de iniciada a incubacéo.

Imediatamente apds a adi¢do das hemacias, os tubos que foram analisados
no tempo zero foram centrifugados a 1700 RCF por um minuto a temperatura ambiente.
Dez uL do sobrenadante de cada um desses tubos foram coletados e misturados com
dez pL de tampdo de amostra redutor para SDS-PAGE duas vezes concentrado e
fervidos por cinco minutos, sendo que os tubos incubados por 30 minutos sofreram o
Mesmo processo.

As amostras foram aplicadas em um gel de poliacrilamida 10% (Laemmli
1970) e a corrida eletroforética feita a 120 V prosseguiu até que o marcador do tampé&o
da amostra alcangasse a base do gel. As proteinas presentes no gel foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose durante duas horas. Esse membrana foi entdo
bloqueada durante 12 horas com uma solucdo de PBS contendo 0,1% de Tween 20 e
10% de leite em p6 desnatado em agitacdo constante. Apds o bloqueio, a membrana foi
lavada por trés vezes durante sete minutos com PBS contendo 0,1% de Tween 20. A
membrana foi incubada por duas horas em agitacdo constante com 15 mL de anticorpo
policlonal contra C4 diluido 1:2000 em PBS/T. Ap6s um novo ciclo de lavagem, a
membrana foi incubada por mais duas horas em 15 mL de anticorpo anti-cabra
conjugado com peroxidase numa diluicdo de 1:4000 em PBS. A membrana foi
novamente lavada e a revelacdo das bandas de C4 foi feita usando o kit Peroxidase
Substrate DAB (Vector Laboratories).
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4.7.2 — Clivagem do fator B

A clivagem do fator B no soro humano durante os ensaios hemoliticos da
via alternativa na presenca de EGS de L. longipalpis foi analisada por Western blot de
acordo com Couvreur et al. (2008).

Ensaios de hemolise da via alternativa do complemento humano foram
feitos como descrito no item 4.5.3. Os ensaios foram conduzidos na presenca de EGS
equivalente a 40 lobos salivares ou nehum inibidor presente (controle). A analise da
clivagem do fator B foi feita no inicio da incubacéo (tempo zero) e 30 minutos apos o
inicio da incubacéo.

Imediatamente apds a adi¢do das hemacias, os tubos que foram analisados
no tempo zero foram centrifugados a 1700 RCF por um minuto a temperatura ambiente.
Logo apos o inicio da incubacdo (tempo zero), cinco puL do sobrenadante de cada um
desses tubos foram coletados e misturados com cinco pL de tamp&do da amostra sem
SDS e sem B-mercaptoetanol duas vezes concentrado. Essa amostra ndo foi fervida. .
Apds 30 minutos de incubacao, o material presente nos tubos foi centrifugado e 5 pL do
sobrenadante sofreram 0 mesmo tratamento.

As amostras preparadas para eletroforese (10 pL) foram aplicadas em um
gel de poliacrilamida a 10% em tamp&o de tris-tricina em que o SDS néo estava
presente em nenhum dos tampdes.

Apobs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose e o processo de revelagdo do Western blot foi feito conforme citado no
item 4.7.1, com o uso de anti-fator B diluido 1:1000 e uso de conjugado anti-cabra
diluido 1:2000.
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4.8 — Ensaios para determinar se o extrato de glandula salivar de Lutzomyia
longipalpis é capaz de inibir a atividade enzimatica de algumas proteases do

complemento

4.8.1 — Ensaio enzimatico de C1s

Para analisar o efeito da saliva de L. longipalpis na atividade enzimética de
Cls, ensaios com essa enzima foram realizados utilizando C4 como substrato
(Avirutnan et al. 2010).

Em um tubo de microcentrifuga de 0,5 mL, o EGS diluido em PBS
(equivalente a 60 lobos salivares) foi misturado com trés pg de C4 purificado e 0,3 ug
de C1s purificado. O volume final da reacdo foi de 30 pL e os tubos foram incubados a
37°C por 120 minutos. Tubos contendo apenas C4 purificado foram usados como
controle negativo enquanto tubos contendo C4 e C1s na auséncia de EGS foram usados
como controle positivo. Foi feito ainda um controle incubando apenas C4 purificado e
EGS, para avaliar a possibilidade de clivagem do C4 pela saliva.

Apbs a incubacdo, 10 pL de cada tubo foram coletados e misturados ao
tampdo da amostra para SDS-PAGE e a clivagem do C4 foi vizualizada atraves de
Western blot pelo mesmo método descrito no item 4.7.1.

4.8.2 — Ensaio enzimatico do fator D

Os ensaios enzimaticos da atividade do fator D na presenca de EGS de L.
longipalpis foram feitos com o0 uso de um substrato sintético para essa enzima (Kam et
al. 1987).

Para a realizacdo desse ensaio, todos os reagentes (inclusive a amostra de
glandula salivar) foram preparados ou diluidos em solucdo HEPES 0,1M, NaCl 0,05M,
DMSO 10%, pH 7,4.

Vinte e cinco microlitros de EGS contendo o equivalente a dez lobos
salivares foram misturados com 25 pL de fator D purificado (6 pg de proteina/mL) e 50
pL de uma solugdo de Aldrithiol 0,06 mM (Sigma Cod. D8136) em um tubo de
microcentrifuga de 0,5 mL. Apds a homogeneizagdo por pipetagem, essa mistura foi

colocada em uma cubeta de quartzo de 200 pL . A reacdo enzimatica foi iniciada com a
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adicdo de 100 pL de uma solucdo 2mM do substrato Z-1-Lys-SBzL (Sigma Cod
C3647). Essa cubeta foi entdo imediatamente levada ao espectofotometro UV-1800
Shimadzu, onde a leitura no modo cinético foi feita durante 30 minutos & 324 nM e
temperatura ambiente. O controle positivo foi feito sem a adicdo de EGS. Outro
controle contendo EGS mas sem fator D tambem foi realizado. Brancos foram feitos
sem EGS e sem enzima. Na medida em que o substrato era hidrolisado, o aldritiol se
combinava com o tiobenzoato formado que absorve a 324 nm.

A atividade do fator D foi calculada como velocidade maxima da reacdo
pelo software UV-Probe e expressa como mili Densidade Optica por minuto (mDO.

min™).
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4.9 — Ensaio para determinar se o extrato de glandula salivar é capaz de se ligar a

alguma proteina da fase inicial da cascata da via classica

Com o objetivo de analisar a capacidade do EGS de L. longipalpis de se
ligar as proteinas C1q, C4, C2 e C3, ensaios de ELISA foram realizados segundo
Kasper et al. (2001).

Quando as glandulas salivares foram usadas como amostra, 80 insetos foram
dissecados e 0 EGS foi obtido através da diluicdo da amostra em uma solucdo de
Na,CO3; 15mM e NaHCO3 35mM, pH 9,6.

Microplacas de ELISA foram adsorvidas com 50pL de EGS (equivalente a
100 e 50 lobos salivares/pogo) durante 12 horas a 4° C em uma camara umida. Cada
poco foi entdo bloqueado por duas horas a 37° C com 200 pL de uma solucédo de PBS
contendo 0,1% de Tween 20 e 2% de leite em p6 desnatado. Apds o bloqueio, 0s pocos
foram lavados por trés vezes durante trés minutos sob agitacdo com uma solucdo de
PBS/Tween 0,1%. Para analisar a possivel ligacdo de proteinas salivares as proteinas
iniciais da cascata da via classica, 0s pocos foram entdo incubados por duas horas a
37°C com 50 pL de PBS contendo 0,2 pg da proteina purificada a ser testada (C1q, C4,
C2 ou C3). Apds essa incubacdo, nova lavagem foi efetuada e a deteccdo das proteinas
ligadas foi feita usando-se anticorpos especificos (item 4.4.4) diluidos a 1:1000 em PBS
durante 30 minutos e a 37°C. Um novo ciclo de lavagens foi realizado e 50 yuL de uma
solucdo contendo os anticorpos conjugados com peroxidase (item 4.4.4) e diluidos a
1:2000 em PBS foram adicionados em cada pog¢o da placa. Uma nova incubacdo de 30
minutos a 37°C foi feita. Apds mais uma lavagem a placa de ELISA foi revelada com
OPD segundo descrito do item 4.6.2.

Esses experimentos foram repetidos de forma independente pelo menos trés
vezes e 0s resultados foram expressos como valores brutos de velocidade méaxima de

absorvancia (mDO. min™).
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4.10 — Determinacdo do peso molecular da proteina inibidora da via classica do

complemento presente no extrato de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis

O peso molecular da proteina inibidora da via classica foi medido através de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), utilizando um aparelho Shimadzu
LC-20AT.

Para esse experimento 160 insetos foram dissecados e foi obtido um EGS
contendo o equivalente a 300 lobos salivares em 50 uL de salina 0,7 %. Para diminuir a
contaminacdo da amostra com proteinas intracelulares da glandula salivar, o processo de
sonicacdo ndo foi feito nesse caso. Ao invez disso, as glandulas salivares foram
homogeneizadas através de sucessivas pipetagens até o total rompimento das glandulas
e liberacdo do seu contetdo. Essa amostra foi entdo filtrada em membrana de 22 pm
para a retirada de quaisquer fragmento sélido da amostra.

Uma coluna de filtragdo molecular Discovery BIO GFC 150 (Supelco) foi
equilibrada com tampé&o HEPES 20 mM, 145 mM de NaCl e pH 7,4 em um fluxo de 0,2
mL/minuto. Os 50 uL de EGS foram aplicados no aparelho e apds dez minutos de
corrida, fragdes contendo 50 pL comecgaram a ser coletadas de 15 em 15 segundos em
tubos de microcentrifuga pelo coletor Pharmacia LKB — Frac — 200.

Apobs a coleta de 90 fracBes, cada uma delas foi testada quanto a capacidade
de inibicdo da via classica. Um pL de cada fracdo foi usado nos ensaios de hemdlise
(item 4.5.2) utilizando soro humano normal como fonte do complemento.

Para a determinacdo do peso molecular, o kit de padrdes para cromatografia
de filtracdo molecular MWGF70 (Sigma) foi utilizado. Cinquenta puL dos seguintes
padrdes diluidos em salina 0,7 % foram usados: albumina (5mg/mL — 66 kDa), anidrase
carbonica (2mg/mL — 29 kDa) e citocromo C (3mg/mL — 12,4 kDa). Uma curva de
tempo de retencdo versus logaritmo do peso molecular foi construida e a equacdo da
reta obtida pela regresséo linear foi usada para o calculo do peso molecular.

O tempo de retencdo da proteina inibidora da via classica foi definido como
a metade do intervalo de tempo que compreendeu a fracdo com atividade maxima de
inibicdo. Esse tempo de retengdo foi entdo usado na equacdo gerada pela curva padrao e

o antilogaritmo do resultado representou o peso molecular da proteina.
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4.11 — Avaliacéo do conteudo intestinal de Lutzomyia longipalpis na deposicdo de

moléculas do complemento em placas de ELISA

Ensaios de deposicdo de componentes do sistema do complemento foram
feitos também com material do conteddo intestinal de L. longipalpis (item 4.2). Para
esses ensaios, a metodologia foi a mesma usada nos ensaios de EGS (item 4.6.2 e 4.6.3)
e a quantidade equivalente de 8, 4, 2, 1 e 0,5 intestinos foi usada. No caso da via
classica foram testados os componentes C4b, C3b e C5b e para a via alternativa foi

testado apenas o C5b.

4.12 — Anélise estatistica

Em todos os experimentos pelo menos trés repeti¢des independentes foram
feitas. Quando trés ou mais grupos foram comparados, a significancia estatistica foi
determinada usando a analise de variancia simples (one-way ANOVA), seguida do teste
de Tukey de comparacdo multipla. Para comparacgdes entre dois grupos, o teste t de
Student foi utilizado. Valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos
(Software Prism 5).

Para a representacdo da diferenca significativa, os seguintes simbolos foram

utilizados nos graficos: * quando p < 0,05; ** quando p < 0,01 e *** quando p < 0,001.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis e da LIJM19 sobre a atividade

hemolitica da via classica do complemento humano

Para confirmar a atividade inibidora da via classica presente na saliva de L.
longipalpis, ensaios hemoliticos utilizando hemécias de carneiro sensibilizadas foram
conduzidos. Com o objetivo de excluir a possibilidade de ativacdo da via alternativa
nesses ensaios, soro humano depletado de fator B foi usado como fonte do
complemento.

Como esperado, 0 EGS foi altamente eficaz na protecdo das hemacias
contra a lise mediada pela via classica do complemento humano (Figura 04A). Os
resultados mostraram que o EGS de L. longipalpis contendo o equivalente a dois lobos
salivares foi capaz de inibir 99,53+ 0,41% da atividade hemolitica presente no soro.

Conforme pode ser observado na figura 04 B, quando a proteina
recombinente LIJM19 foi utilizada nos ensaios, uma clara relacdo de inibicdo da
hemolise dose-dependente promovida pela via classica também foi constatada. Nesse
caso, valores tdo baixos quanto 0,06 pug de LIM19 foram capazes de inibir 22,7+ 4,6 %
da hemdlise. A medida em que a quantidade de proteina presente no meio aumentou, a
inibicdo da lise de hemacias também cresceu até atingir um platd apés 0,25 ug de
proteina adicionada. Nos ensaios, a quantidade maxima de LJIM19 adicionada (0,5 ug)

foi responsavel por uma inibigdo de 96,4 + 1,42 % da atividade hemolitica.

5.2 — Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis e da LIJM19 sobre a atividade

hemolitica da via alternativa do complemento humano

Os ensaios hemoliticos para a via alternativa foram feitos com o uso de
hemaécias de coelho ndo sensibilizadas e na presenca de EGTA. Em contato com 0 soro
humano, as hemacias de coelho ativam a via alternativa, podendo assim sofrer a lise
mediada pelo complemento. O EGTA é um quelante capaz de seqtiestrar os fons Ca*?,
mas incapaz de quelar os fons Mg*?, o que impede a ativacéo da via classica/lectinas e

mantém a via alternativa intacta.
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FIGURA 04 Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis e da proteina salivar recombinante LIJM19
sobre a via classica do complemento humano. Ensaios utilizando hemécias de carneiro sensibilizadas e
soro humano depletado de fator B foram conduzidos na presenca do EGS (A) ou de LIM19 (B). Os
pontos representam a média de trés experimentos independentes feitos em duplicata e as barras verticais

indicam o desvio padréo.
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Assim como nos ensaios da via classica, a saliva de L. longipalpis inibiu
fortemente a atividade hemolitica da via alternativa (Figura 05 A). O EGS contendo o
equivalente a 20 &cinos salivares foi capaz de inibir a hemdlise em 94,3 + 2,49%,
confirmando assim a atividade inibidora da via alternativa presente na saliva de L.
longipalpis.

A proteina recombinante LIJM19, por sua vez, ndo mostrou atividade
inibidora especifica para a via alternativa, uma vez que a presenca de 0,5 pug de LIM19

ndo foi capaz de reduzir a hemdlise causada pelo soro (Figura 05 B).
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FIGURA 05 Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis e da proteina salivar recombinante LIM19
sobre a via alternativa do complemento humano. Ensaios utilizando hemacias de coelho e soro
humano com EGTA foram conduzidos na presenca do EGS (A) ou de LIM19 (B). Os pontos representam
a média de trés experimentos independentes feitos em duplicata e as barras verticais indicam o desvio

padréo.
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5.3 — Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis e da LIM19 sobre a deposicdo de

moléculas do sistema do complemento humano ativado pela via classica

Os ensaios de deposicdo de moléculas do complemento humano em placas
de ELISA mostraram que a saliva de L. longipalpis ndo é capaz de inibir a deposi¢éo do
componente C1q na superficie da placa em nenhum dos dois valores de pH testados: pH
7,4 (Figura 06 A) e pH 8,15 (Figura 07). Nos testes, a deposicéo e ligacdo do C1q aos
anticorpos 1gG adsorvidos nos pocos da placa de ELISA nédo foi significativamente
menor em nenhuma das dilui¢cdes de extrato de glandulas salivares usado.

Da mesma maneira, a proteina recombinante da glandula salivar de L.
longipalpis LIM19 ndo foi capaz de inibir a deposicdo de C1q (Figura 08 A). Além de
ndo interferir na deposicao do C1q, o EGS néo foi capaz de desligar o C1lg previamente
ligado ao complexo antigeno-anticorpo (Figura 06 B).

A andlise do efeito da saliva de L. longipalpis na deposi¢do do proximo
componente da via classica, o C4b, mostrou um resultado diferente daquele obtido para
0 Clg. Nesse caso, 0 EGS foi capaz de promover inibi¢do na deposicdo do C4b sobre a
superficie da placa de ELISA. Nos experimentos em que o0 sistema do complemento
atuou no pH normal do sangue humano (pH 7,4), a inibicdo da deposicdo de C4b pelo
EGS de L. longipalpis se mostrou significativamente eficiente para as quantidades
equivalentes a dois, um e 0,5 lobos salivares. Com uma quantidade de amostra
equivalente a dois lobos salivares, a deposicdo residual de C4b representou 11,68+
2,16% da deposicdo dessa molécula na auséncia de inibidores (Figura 06 A). O EGS
também inibiu a deposicdo de C4b sobre a superficie ativadora em pH 8,15. Neste caso,
0 EGS contendo o equivalente a dois e um acinos salivares foi suficiente para promover
a inibicdo. A quantidade relativa de dois lobos salivares foi capaz de diminuir para
3,23+2,29% a deposicdo residual de C4b (Figura 07).

Assim como a saliva, a proteina LIM19 também foi capaz de inibir a
deposicdo do C4b. As quantidades de 0,5 e 0,25 pug de LIM19 diminuiram de maneira
significativa a deposicdo do C4b sobre a placa de ELISA. Nesse caso, o uso de 0,5 pug
de LIM19 inibiu 47,22% da deposi¢do dessa molécula (Figura 08 B).

Apesar da eficiéncia na inibicdo de deposicao das moléculas de C4b quando
incubado juntamente com o soro, 0 EGS ndo foi capaz de desligar essa proteina

previamente depositada na superficie da placa (Figura 06 B).
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FIGURA 06 Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis sobre deposi¢do de moléculas pela via classica
O EGS foi incubado nas placas juntamente com o SHN (A) ou ap6s a incubagdo com o SHN (B). A
média de trés experimentos independentes feitos em triplicata é apresentada, com as barras indicando o

desvio padréo.
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A deposicdo do C3b também foi inibida pelo EGS de L. longipalpis. No pH
7,4 pode-se observar grande diminuicdo das moléculas de C3b ligadas a superficie da
placa. Neste caso, as quantidades relativas de dois, uma e 0,5 glandulas salivares se
mostraram eficientes em inibir de modo significativo a deposicdo do fator, mostrando
um valor de inibicdo de 77,36% quando dois lobos salivares foram testados (Figura 06
A). Em pH 8,15 a inibicdo da deposicdo de C3b ocorreu quando EGS contendo o
equivalente a dois e um lobos salivares foi testado. Nesse pH, a inibicdo da deposigéo
de C3b correspondeu a 98,9%, quando 2 lobos salivares foram testados (Figura 07).
Novamente, ndo houve desligamento do C3b previamente depositado (Figura 06 B).

Quando anticorpos especificos contra C5b foram usados, verificou-se
também a inibicdo da deposicdo dessa molécula. Em pH 7,4 a inibi¢cdo ocorreu nos
valores de dois, um e 0,5 lobos salivares, sendo que quando o EGS foi usado contendo o
equivalente a 2 lobos salivares, a inibicdo chegou a 99,4% (Figura 06 A). Nesse caso
também nédo houve desligamento do C5b previamente ligado (Figura 06 B). Em pH
8,15 a inibicdo da deposicdo do C5b ocorreu quando quantidades relativas a dois e um
acinos salivares foram usadas. Nesse caso, uma inibicdo de 97,61% ocorreu quando a
quantidade méaxima de saliva estava presente e uma inibicdo de 61,73% ocorreu na
presenca de um lobo salivar (Figura 07).

O EGS de L. longipalpis também é capaz de inibir a deposi¢do do ultimo
componente do complemento: C9. Para essa molécula, as quantidades relativas de dois
e um lobos salivares foram capazes de diminuir a deposicdo nos ensaios em pH 7,4.
Dois lobos salivares foram capazes de inibir quase totalmente (99,3%) a deposicéo de
C9 sobre a placa de ELISA e a quantidade equivalente a um lobo salivar inibiu 78,45%
da atividade de deposicao do C9 (Figura 06 A). Quando os testes foram realizados em
pH 8,15, resultados semelhantes foram obtidos. Os experimentos em pH 8,15 foram
feitos pois esse € o pH do sangue ingerido dentro do intestino médio dos insetos.Os
EGS contendo o equivalente a dois e um lobos salivares foram capazes de inibir a
deposicdo e a quantidade de dois acinos salivares foi capaz de diminuir para 3,2 % a
deposicéo residual desse composto (Figura 07).

Assim como para as outras moléculas do complemento, o EGS de L.
longipalpis nédo teve a capacidade de desligar moléculas de C5b e C9 previamente
ligadas a superficie ativadora (Figura 06 B).
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FIGURA 07 Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis sobre deposi¢do de moléculas pela via classica
em pH 8,15. O EGS foi incubado nas placas juntamente com o SHN em pH 8,15. A média de trés

experimentos independentes feitos em triplicata é apresentada, com as barras indicando o desvio padrao.
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FIGURA 08 Efeito da LIJM19 sobre deposi¢do de moléculas pela via classica. A LIM19 foi incubada
nas placas juntamente com o SHN. Efeito na deposicdo do C1q (A) e na deposi¢do do C4 (B). A média de

trés experimentos independentes feitos em triplicata é apresentada, com as barras indicando o D.P.
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5.4 — Efeito do EGS de L. longipalpis sobre a deposicdo de moléculas do sistema do

complemento humano ativado pela via alternativa

Os ensaios para a via alternativa do complemento humano foram feitos em
placas recobertas com uma pelicula de agarose. Os resultados mostraram que 0 EGS de
L. longipalpis é capaz de inibir a deposicdo das moléculas do complemento ativadas
pela via alternativa no pH 7,4.

A deposicdo do C3b pela via alternativa do complemento humano na
superficie de placas de ELISA é alterada pela presenca de compostos salivares de L.
longipalpis. Utilizando uma quantidade relativa de 20 glandulas salivares, observa-se
inibicdo de 34,36% da deposicdo de C3b em relacdo ao controle. Os EGS contendo
quantidades menores de saliva também foram capazes de inibir a deposicdo de C3b,
quando 10 e 5 glandulas foram usadas, a inibicdo correspondeu a 23,57 e 11,55%
respectivamente (Figura 09 A).

Quando a molécula avaliada foi o fator Bb, a presenca de EGS de L.
longipalpis foi também capaz de inibir a sua deposicdo. O equivalente a 20 &cinos
salivares inibiu a deposicdo de 64,5% do fator Bb em relacdo ao controle sem saliva.
Uma inibicéo de 42,8% na deposicéo de fator Bb foi obtida quando o soro humano foi
incubado com o equivalente a 10 lobos salivares (Figura 09 A).

A inibicdo da deposicdo de moléculas de C5b pelos extratos de glandula
salivar também foi constatada. Para o C5b, os valores de inibicdo foram 67,3% quando
20 lobos salivares foram adicionados e 43,5% na presenca de 10 &cinos por ensaio
(Figura 09 A).

Para os ensaios utilizando anticorpo anti- C9, o0 EGS também atuou inibindo
a deposicdo desse fator. Observou-se que quantidades equivalentes a 20 lobos salivares
foram capazes de inibir 73,39% da deposicdo dessa molécula, enquanto o equivalente a
10 lobos salivares inibiu 50,22% (Figura 09 A)

De uma maneira semelhante ao que ocorreu nos ensaios da via classica e
apesar de haver inibicdo da deposicao de todas as proteinas da via alternativa testadas, o
EGS representando a quantidade méxima usada nos ensaios de inibicdo da deposicdo
ndo foi capaz de desligar os componentes C3b, fator B, C5b e C9 previamente
depositados pela via alternativa. Os graficos da Figura 09 B mostram que ndo houve

diferenca significativa entre os grupos comparados.
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FIGURA 09 Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis sobre deposicdo de moléculas pela via
alternativa. O EGS foi incubado nas placas juntamente com o SHN na presenca de EGTA (A) ou ap6s a
incubacdocom SHN/EGTA (B). A média de trés experimentos independentes feitos em triplicata é

apresentada, com as barras indicando o desvio padréo.
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5.5 — Atuacédo do EGS sobre a formacao do complexo de ataque a membrana

Com o objetivo de investigar se a saliva de L. longipalpis atua diretamente
nas etapas finais da cascata do complemento, um ensaio hemolitico em que hemacias
pré-incubadas com soro humano depletado de fator C6 foi realizado.

O tratamento com soro depletado de C6 promove a montagem das
convertases sobre a superficie das hemécias e assim, ndo promove hemdlise pela falta
do componente C6. C6 é o primeiro componente do complexo de atague a membrana e
sua deposicao sobre a membrana é pré-requisito para que 0s demais componentes sejam
montados.

Quando soro normal na presenca de EDTA € adicionado as hemacias
previamente tratadas com soro depletado de C6, a montagem do complexo de ataque as
membranas se completa e a hemdlise ocorre. O EDTA impede que esse soro normal
produza novas convertases sobre a superficie das hemacias, mas permite que as
convertases ja montadas previamente continuem ativas. Se o EGS tiver alguma
molécula capaz de interferir diretamente com a montagem do complexo de ataque as
membranas, entdo quando o soro normal adicionado de EGS fosse adicionado as
hemacias ocorreria inibigdo da hemdlise. Uma vez que isso ndo ocorreu (Figura 10 A)
pode-se concluir que 0 EGS ndo possui nenhuma molécula capaz de inibir diretamente a
montagem do complexo de atague a membrana.

Para confirmar que de fato a saliva inibe o complemento humano em um
ponto inicial da cascata, ensaios em que o EGS foi adicionado juntamente com 0 soro
depletado de C6 e omitido na incubagdo com o soro contendo EDTA foram realizados.
Nesse contexto, os EGS contendo o equivalente a dez e cinco acinos salivares foram
capaz de inibir de modo significativo a hemolise, mostrando que realmente a inibicédo
ocorre no inicio da cascata do complemento (Figura 10 B). Isso esta plenamente de
acordo com os resultados de inibicdo da deposicdo de C4b e C3b pela via cléssica e de
C3b e Bb pela via alternativa (Figuras 06A e 09A).

5.6 — Interacdo do EGS com as moléculas iniciais da cascata da via classica

Uma vez que os resultados anteriores mostraram que o ponto de inibicdo do
complemento pela saliva de L. longipalpis encontra-se nas etapas iniciais da cascata da

via classica, ensaios utilizando as proteinas C1 (complexo), C4, C2 e C3 purificadas
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foram feitos. Nesses ensaios, a incubacdo do EGS com cada proteina era feita
separadamente, de modo a reconhecer se a saliva estaria atuando especificamente sobre
algum desses compostos.

Os resultados mostrados na Figura 11 indicam que, de modo curioso, 0
EGS de L. longipalpis ndo teve a capacidade de inibir a hemolise de hemaécias
sensibilizadas em nenhum dos grupos testados. Quando os EGS contendo o equivalente
a 15 e 7,5 lobos salivares foram incubados com as proteinas purificadas do
complemento C1, C4, C2 e C3 separadamente e sequencialmente, ndo foi possivel
observar a inibi¢do da atividade hemolitica quando comparada com 0s grupos controles

em que a saliva estava ausente.
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FIGURA 10 Atuacao do EGS de Lutzomyia longipalpis na formacdo do MAC. O EGS foi incubado
com hemécias de carneiro previamente tratadas com soro depletado de C6 (A) ou incubado juntamente
com o soro depletado de C6 (B). A hemolise foi causada por SHN-EDTA. A média de trés experimentos

independentes feitos em duplicata é apresentada, com as barras indicando o desvio padrao.
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FIGURA 11 Interacdo do EGS de Lutzomyia longipalpis com as proteinas iniciais da via classica.
Ensaios hemoliticos em que o EGS foi incubado separadamente com C1, C4, C2 e C3 purificados foram
feitos para determinar a atuacdo da saliva em cada uma dessas proteinas. A média de trés experimentos

independentes feitos em duplicata é apresentada, com as barras indicando o desvio padréo.

5.7 — Clivagem dos compostos C4 e fator B em ensaios hemoliticos na presenca do

EGS de Lutzomyia longipalpis

A capacidade da saliva de L. longipalpis de impedir a ativagdo (clivagem)
do fator C4 (via cléssica) e fator B (via alternativa) foi analisada através de Western
blot.

Quando a via cléssica foi ativada, pdde-se observar que a subunidade o da
proteina C4 foi hidrolisada, dando origem a um fragmento menor chamado de o’,
presente no C4b. Na presenca do EGS de L. longipalpis contendo o equivalente a quatro
lobos salivares a clivagem do C4 foi totalmente interrompida, uma vez que ap6s 30
minutos de ensaio hemolitico ndo foi possivel observar a banda correspondente a
subunidade o’ no blot (Figura 12 A).

Da mesma forma, a clivagem do fator B dando origem ao fator Bb foi
inibida totalmente em ensaios hemoliticos da via alternativa. Apds 30 minutos, a
presenca de fator Bb pode ser observada no controle, mas ndo quando o EGS

equivalente a 40 lobos salivares estava presente (Figura 12 B).
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FIGURA 12 Inibicio da clivagem de C4 e fator B pelo EGS de Lutzomyia longipalpis presente nos
ensaios hemoliticos. O sobrenadante dos ensaios hemoliticos para a via classica e para a via alternativa

foi coletado e a eficacia do EGS em impedir a clivagem do C4 (A) e do fator B (B) foi analisado.
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5.8 — Atuacao do EGS de Lutzomyia longipalpis na atividade enzimatica de Cls e
fator D

Como o EGS de L. longipalpis impediu a clivagem tanto do C4 como do
fator B nos ensaios de hemdlise, a possibilidade da saliva atuar inibindo as enzimas que
clivam naturalmente essas moléculas foi levantada. Para testar essa hipotese, ensaios
enziméaticos foram realizados com as proteinas purificadas: Cls ativada (enzima
responsavel pela clivagem do C4) e fator D (enzima responsavel pela clivagem do fator
B).

Para o ensaio da C1s, o substrato natural da enzima (C4) foi utilizado e a
atividade proteolitica foi visualizada através da gera¢do do fragmento o’ pela clivagem
da subunidade a de C4. Os resultados mostraram que o EGS de L. longipalpis ndo
possui a capacidade de inibir a atividade enzimatica de C1s, uma vez que a banda
referente ao fragmento o’ do C4b estava presente no blot tanto do contole positivo
quanto quando uma quantidade equivalente a 60 acinos salivares foi adicionda a reacdo
enzimatica (Figura 13 A).

Quando o EGS de L. longipalpis foi testado para a possivel inibicdo
enzimatica do fator D, o substrato sintético Z-I-Lys-SBzL foi utilizado. A Figura 13 B
mostra que 0 EGS ndo foi eficaz na inibicdo do fator D, j& que a atividade enzimatcia

permaneceu igual na auséncia e na presenca de saliva.

5.9 — Ligacdo do EGS de Lutzomyia longipalpis aos componentes iniciais da via

classica do complemento humano

Com o objetivo de determinar se 0 EGS de L. longipalpis ou a proteina
recombinante LIM19 sdo capazes de se ligar a moléculas do complemento humano,
ensaios de ELISA foram feitos sensibilizando as placas com 20 e 10 ug de proteinas
salivares totais ou um e 0,5 ug de LIM19. Apos a sensibilizacdo, as placas foram
bloqueadas e tratadas com cada uma das proteinas avaliadas: C1q, C4, C2 e C3.

Quando as placas de ELISA foram sensibilizadas com o EGS, a quantidade
relativa de 20 pg de proteinas salivares foi capaz de se ligar de modo significante, mas
ndo muito intenso a0 C4 e ao C2 (p<0,05) (Figura 14). Quando a proteina do

complemento avaliada foi o Clq, aligacdo ao EGS ocorreu nas duas quantidades de
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FIGURA 13 Efeito do EGS de Lutzomyia longipalpis sobre as enzimas Cls e fator D. Ensaios
utilizando as enzimas purificadas foram conduzidos para avaliar a possivel inibi¢do direta de Cls e fator
D pelo EGS. No caso de Cls (A), C4 foi usado como substrato e a clivagem foi visualizada através de
Western blot. Para a atividade de fator D (B), o substrato Z-I-Lys-SBzL foi utilizado. A média de trés

experimentos independentes feitos em duplicata é apresentada, com as barras indicando o desvio padrao.
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saliva que foram testadas e a ligacdo do EGS ao C1q foi mais contundente (p<0,001)

(Figura 14)
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FIGURA 14 Avaliagdo da ligacdo das proteinas iniciais da via cléassica ao EGS de Lutzomyia
longipalpis. Placas de ELISA sensibilizadas com EGS de Lutzomyia longipalpis foram bloqueadas e
incubadas com proteinas purificadas do complemento humano. A ligacdo das proteinas ao EGS foi
estimada através do uso de anticorpos especificos para cada proteina. A média de trés experimentos

independentes feitos em duplicata é apresentada, com as barras indicando o desvio padrao.
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5.10 — Peso molecular da proteina inibidora da via classica do complemento

presente na saliva de Lutzomyia longipalpis

A cromatografia de filtracdo molecular em HPLC do EGS contendo o
equivalente a 300 lobos salivares de L. longipalpis mostrou um perfil cromatografico
complexo, com proteinas de variados pesos moleculares (Figura 15 A).

Cada fracdo coletada na cromatografia foi usada para o ensaio da via
classica do complemento humano com o objetivo de se obter um pico de atividade
maxima e relacionar esse pico com o tempo de elui¢do. Apos o0s testes com as fraces
coletadas, o grafico resultante mostrou que somente um pico de atividade anti-
complemento para a via cléssica foi encontrado (Figura 15 B). O fato da cromatografia
ter revelado um pico Unico de atividade e esse pico ter um formato bem definido e
bastante estreito indica que provavelmente apenas uma proteina salivar esteja
relacionada com a inibicéo da via classica.

Com o uso de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), o peso
molecular da proteina inibidora da via classica do complemento foi calculado. Os
padrdes de peso molecular conhecido (albumina, anidrase carbonica e citocromo C)
foram usados na construcao da equacédo da reta padrdo. A férmula gerada pela regressao
linear foi y= - 6,7675x + 26,375 (R?= 0,994), sendo que os valores de y representaram o
tempo de retencdo das moléculas e x o logaritmo do peso molecular.

A atividade inibidora da via classica presente no EGS teve um tempo de
retencdo de 17,25 minutos e ap6s os calculos, o peso molecular da proteina inibidora da
via classica do complemento presente nas glandulas salivares de L. longipalpis foi
estabelecido como 22,3 kDa.

As fracBes coletadas na cromatografia foram também testadas para a
capacidade de inibicdo da via alternativa do complemento humano. Porém, em nenhuma

das fragGes coletadas foi encontrada atividade de inibi¢&o para essa via.
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FIGURA 15 Determinagdo do peso molecular da proteina inibidora da via classica presente na
saliva de Lutzomyia longipalpis. O EGS foi submetido a uma coluna de filtracdo molecular e as fragGes
coletadas foram usadas para ensaios da via classica. (A) Perfil cromatogréafico do EGS de L. longipalpis

em coluna de gel filtracdo. (B) Inibi¢do da hemolise pelas fragGes coletadas.
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5.11 — Efeito do conteddo intestinal de Lutzomyia longipalpis na deposicdo de

moléculas do complemento humano

Além da saliva, o conteudo intestinal de fémeas de L. longipalpis também
foi testado quanto a capacidade de inibir a deposicdo de moléculas do complemento
humano, tanto pela via classica como pela via alternativa.

Nesse caso, a deposicdo do C5b pela via alternativa ndo foi inibida pela
presenca de nenhuma das quantidades testadas de conteudo intestinal (Figura 16 A).

Para a via classica, o contetdo intestinal ndo impediu a deposi¢do do C4b
sobre as placas de ELISA (Figura 16 B), mas as quantidades equivalentes a oito e
quatro intestinos inibiram significativamente a deposicéo do C3b e C5b (Figura 16 C e
D)
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FIGURA 16 Efeito do conteddo intestinal (Cl) de Lutzomyia longipalpis sobre deposicdo de
moléculas do complemento humano. (A) Efeito do ClI na deposi¢do do C5b pela via alternativa. (B)
Efeito do CI na deposicdo do C4b pela via classica. (C) Efeito do Cl na deposicdo de C3b pela via
classica. (D) Efeito do CI na deposicdo de C5b pela via classica. A média de trés experimentos

independentes feitos em triplicata é apresentada, com as barras indicando o desvio padréo.
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6 — DISCUSSAO

Além de exercer a funcdo bioldgica primaria de proteger o hospedeiro
contra infecgdes e eliminar microorganismos, sabe-se que o sistema do complemento
tem atuacdo vital em outros processos como na imunidade adaptativa e homeostase
(Carroll 2004, Kemper & Atkinson 2007). Assim, o complemento é visto hoje como um
complexo sistema de vigilancia imune que interage com outros sistemas bioldgicos e
tem o papel de distinguir o tecido saudavel do proprio hospedeiro de detritos celulares,
células apoptoticas e organismos invasores (Ricklin et al. 2010).

A producédo de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-1B ¢ IL-6) mediante
ativacdo de receptores do tipo Toll é sinergicamente aumentada pela ligacdo de C3a e
Cb5a aos seus receptores na superficie de células apresentadoras de antigeno. A via de
sinalizacdo dos receptores de anafilotoxinas nessas células converge com as vias de Toll
2,4 ¢e9, o que explicaria o fato observado (Zhang et al. 2007). Além disso, a interagdo
entre os dois sistemas acontece na medida em que a ativagédo de receptores do tipo Toll
induz a expressao de alguns componentes do complemento (Kaczorowski et al. 2010).

Outro sistema bioldgico que € influenciado de maneira reciproca pelo
complemento é a cascata de coagulacdo sanguinea. Com o objetivo de aumentar a
coagulacdo local e prevenir a disseminacdo de microorganismos pela circulacdo, o
sistema do complemeto pode atuar amplificando a coagulacéo e inibindo a fibrindlise. O
mecanismo envolvido esta relacionado com a inducdo da expressdo do fator tissular e
do inibidor do ativador do plasminogénio pelo C5a (Markiewski et al. 2007). A MASP-
2, além de ativar a via das lectinas, pode clivar a protrombina e gerar trombina, ativando
assim a cascata da coagulacdo (Krarup et al. 2007). A ativacdo do complemento por
proteinas da coagulacdo sanguinea também pode ocorrer. Por exemplo, o fator XIlI
ativado pode ativar o complexo C1 e a trombina é capaz de clivar o C5, gerando
moléculas ativas de C5a (Ghebrehiwet et al. 1981, Huber-Lang et al. 2006).

O sistema do complemento também é capaz de interagir com linfécitos B na
producdo de anticorpos. A ligagdo de antigenos opsonizados com C3d (ou fragmentos
relacionados C3dg e C3bi) aos receptores CR2 da superficie de células B juntamente
com 0s co-receptores CD19 e CD81 é capaz de estimular fortemente a producgédo de
anticorpos por essas células. Para os linfocitos B, esse sinal funciona com um potente
adjuvante, diminuindo o limiar de ativagdo da célula e aumentando a producdo de

anticorpos em até dez mil vezes (Dempsey et al. 1996, Roozendaal & Carroll 2007).
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O funcionamento das células T também € influenciado pelo sistema do
complemento (Carroll 2004). Nesse sentido, os produtos gerados pela ativacdo do
complemento podem modular a atividade dos linfocitos T indiretamente, através da
atuacdo nas células apresentadoras de antigenos, ou diretamente, através da interacdo
com o proéprio linfécito.

A associacdo de antigenos com fragmentos de C3 é fundamental para seu
reconhecimento e processamento pelas células apresentadoras de antigeno. A auséncia
de C3 reduz a apresentacdo de antigenos e consequentemente diminui a imunidade
relacionada as células T (Jacquier-Sarli et al. 1995, Kopf et al. 2002, Suresh et al 2003).
Além disso, em camundongos deficientes em C3 a maturacdo completa das células
dendriticas apo6s a internalizacdo de antigenos ndo acontece (Jacquier-Sarli et al. 1995).
Os peptideos C3a e C5a também sdo importantes na regulacdo da producéo de citocinas
por células apresentadoras de antigeno e as fungdes dos linfocitos T CD4 e T CD8 sao
diminuidas em camundongos deficientes para os receptores dessas anafilotoxinas
(Drouin et al. 2001, Kohl et al. 2006). O complemento também é capaz de influenciar as
células T diretamente, a ativacdo de receptores para moléculas do complemento e
reguladores de membrana presentes na superficie dessas células atua na proliferacéo,
viabilidade e producgéo de IFN- y (Heeger et al. 2005, Strainic et al. 2008).

Uma vez que o sistema do complemento possui um papel central na
eliminacdo de infeccbes e milhdes de anos de coevolucdo ocorreram entre
microorganismos e esse componente do sistema imune, ndo € surpreendente que varios
patdgenos tenham desenvolvido mecanismos de evasdo do complemento. Estratégias de
inibicdo do sistema do complemento podem ser encontradas em virus, bactérias, fungos,
parasitos e até mesmo em artropodes hematdfagos (Lambris et al. 2008, Schroeder et al.
2009).

No caso de L. longipalpis, a interacdo da saliva com o sistema do
complemento humano foi demonstrada por Cavalcante et al. (2003). Nesse trabalho, 0s
autores constataram a inibicdo das vias classica e alternativa do complemento humano
pelo extrato de glandula salivar desse flebotomineo, mas ndo identificaram as moléculas
responsaveis e nem demonstraram o mecanismo de ac&o do inibidor salivar.

Nesse contexto, o presente estudo surgiu como uma continuacao do trabalho
citado acima, com o objetivo de adicionar conhecimento sobre o tema e na tentativa de
identificar as proteinas salivares responsaveis pelo fendmeno observado e propor um

modelo do mecanismo de inibicdo.
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Com relacéo a via classica, ensaios hemoliticos foram feitos para confirmar
a inibigéo pela saliva de L. longipalpis. Neste caso, o uso de soro depletado de fator B
como fonte do complemento foi importante para excluir a possibilidade de ativagéo
concomitante da via alternativa, uma vez que a C3 convertase da via classica, ao clivar
0 C3 solavel pode iniciar o loop de amplificacdo promovido pela via alternativa (Sim &
Dodds 1997). Na auséncia de fator B, a C3 convertase da via alternativa ndo pode ser
formada e apenas a via classica estara atuando na lise das hemaécias.

A curva de inibicdo da via classica pelo EGS de L. longipalpis (Figura 04
A) foi semelhante aquela encontrada por Cavalcante et al. (2003) com inibicdo de
valores maiores que 90% quando o equivalente a dois &cinos salivares estavam
presentes no ensaio.

O ensaio de hemolise da via classica utilizado para identificar a atividade
inibidora do complemento no EGS de L. longipalpis, possui a vantagem de ser
extremamente simples e sensivel, uma vez que diluicdes finais de soro tdo baixas
quanto 1:150 sdo suficientes para hemolisar cerca de 90 % das hemécias de carneiro
opsonizadas com IgG. Porém, o ensaio de inibicdo da hemolise € capaz apenas de
mostrar se existe uma atividade inibidora, ndo demonstrando em qual ponto da cascata
essa inibicdo ocorreu. Com o objetivo de determinar em quais componentes da cascata
do complemento a saliva de L. longipalpis é capaz de agir, ensaios em placas de ELISA
utilizando anticorpos especificos para algumas proteinas do complemento foram feitos.

Os resultados mostraram que o EGS foi eficiente em inibir a deposicdo dos
componentes C4b, C3b, C5b e C9. Porém, a deposicdo do primeiro componente da via
classica e molécula reconhecedora dessa via, 0 C1q, ndo foi afetado pela saliva (Figura
06 A). Resultados semelhantes foram encontrados quando o pH do meio foi aumentado
para pH 8,15 (Figura 07). Esse é o valor de pH encontrado no interior do intestino das
fémeas de L. longipalpis logo apds o repasto sanguineo (Santos et al. 2008) e como uma
das hipdteses para a presenca de um inibidor do sistema do complemento na saliva
desses insetos é a protecdo do epitélio intestinal contra o complemento presente no
sangue ingerido, essa inibi¢do deveria funcionar também nesse pH.

A saliva de L. longipalpis ndo foi capaz de desligar da placa de ELISA
nenhum dos componentes previamante depositados pela acdo da via classica (Figura 06
B). Alguns desses componentes se ligam a superficie ativadora atraves de uma interagao
covalente, como ¢é o caso da ligacdo do C3b (Sim & Dodds 1997), e por isso seria

altamente improvéavel que algum inibidor atuasse desfazendo essa ligagdo. Porém,

72



Discussao

outros componentes sdo passiveis de remogdo por inibidores. E o caso das amebas
Entamoeba hystolytica e Naegleria fowleri, que possuem inibidores semelhantes ao
CD59 humano, capazes de se ligarem a C8 e C9 e impedir a formagdo do complexo de
ataque a membrana (MAC) depositado (Braga et al. 1992, Fritzinger et al. 2006).

O fato da saliva de L. longipalpis inibir a deposicdo do C4b, mas nao inibir
a deposi¢cdo do Clq (Figura 06 A) indica que um inibidor salivar esta atuando em
algum ponto da via entre esses dois componentes. Uma vez que o sistema do
complemento atua como uma cascata de reacdes bioguimicas, todo evento que ocorre
em um ponto da cascata, acarreta consequéncias nas etapas seguintes. Desse modo,
quando se observa a inibicdo dos componentes C3b, C5b e C9 (Figura 06 A) néo se
pode concluir que a saliva atuou diretamente sobre esses componentes, uma vez que a
inibicdo da deposicdo do C9, por exemplo, pode ser apenas um reflexo da inibi¢do na
deposicdo do C4b.

Se um segundo inibidor estivesse presente na saliva e atuasse inibindo
alguma etapa no final da cascata do complemento, sua presenca seria mascarada pelo
inibidor que atua no inicio da via. Sendo assim, os experimentos utilizando o soro
depletado de C6 foram conduzidos com o objetivo de avaliar se, além da inibicdo entre
0 Clq e C4, 0 EGS de L. longipalpis seria capaz de inibir as etapas finais da cascata do
complemento e a formacdo do complexo de ataque & membrana. Os resultados obtidos
mostraram que de fato o EGS ndo inibe as etapas finais da cascata do complemento,
uma vez que a saliva de L. longipalpis ndo impede a hemélise de hemacias contendo 0s
componentes iniciais ativados do complemento (Figura 10 A). Quando a saliva foi
incubada juntamente com o soro depletado de C6, uma forte inibicdo da hemdlise foi
observada (Figura 10 B), resultado esse que reforca a tese de que o EGS de L.
longipalpis atua nas etapas iniciais da via classica para a inibicdo do complemento. Uma
vez que a formacdo do complexo de ataque a membrana é uma etapa comum entre todas
as vias do complemento (Kondos et al. 2010), podemos afirmar que a saliva de L.
longipalpis ndo atua diretamente na formagdo do MAC, independente da via de ativacao
do complemento.

Em todos os sistemas bioldgicos que funcionam em cascata, a regulacéo e a
inibicdo sdo mais efetivas quando a atuacdo ocorre nas etapas iniciais do processo.
Basicamente, um numero menor de moléculas esta envolvido no comeco da cascata, 0

que facilita a acdo de moléculas reguladoras. Apds a amplificacdo da resposta, um
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numero maior de reguladores/inibidores seria necessario para controlar os efeitos da
cascata.

Uma vez que os resultados indicaram que o ponto de inibicdo da via cléssica
pela saliva de L. longipalpis estava nas etapas iniciais da cascata, mais especificamente
entre 0 C1q depositado e a deposicdo de C4b, os experimentos que se seguiram tiveram
como foco essa parte da cascata.

Nos sobrenadantes dos ensaios de hemolise da via cléssica, a saliva de L.
longipalpis impediu totalmente a clivagem do C4 pelo complexo C1 formado na
superficie das hemacias (Figura 12 A), resultado esse consistente com o fato do EGS
inibir a deposicdo do C4b (Figura 6 A). Outros organismos também possuem a
capacidade de impedir a deposicdo do C4b (Barros et al. 2009, Avirutnan et al. 2010) e
atuam de alguma forma na clivagem de C4 (Avirutnan et al. 2010). No caso dos
flavivirus da dengue, febre amarela e febre do Nilo Ocidental, a deposicdo do C4b é
fortemente inibida pela presenca da proteina ndo estrutural NS1. Nesse estudo, 0s
autores relacionaram a inibigao da deposi¢do do C4b com a clivagem do C4 pela propria
proteina viral, que produziria fragmentos ndo ativos e inibiria 0 complemento
(Avirutnan et al. 2010). Esse parece ndo ser o caso da saliva de L. longipalpis, uma vez
que o EGS néo foi capaz de clivar o C4 purificado (Figura 13 A)

Para que ocorra a deposi¢cdo do C4b pela via classica sobre uma superficie
ativadora, o C4 precisa necessariamente ser clivado pela enzima C1s (Sim & Dodds
1997), o que ndo ocorre na presenca da saliva de L. longipalpis (Figura 12 A). Desse
modo, a inibicdo direta da atividade enzimatica de Cls pelo EGS poderia estar
envolvida com o mecanismo de acdo usado pelo flebotomineo para a inibicdo da via
classica. Essa hipotese foi fortalecida pela identificacdo na glandula salivar de L.
longipalpis de um transcrito responsavel pela codificacdo de uma proteina com alta
similaridade com a familia de inibidores de serino-proteases do tipo serpina (Valenzuela
et al. 2004). Apds o teste dessa hipdtese, ndo foi possivel obter nenhuma evidéncia que
0 EGS de L. longipalpis atuaria inibindo diretamente o C1s. A Figura 13 A mostra que
a formagéo da banda o’ correspondente a clivagem do C4 em C4b pelo C1s ocorre
mesmo quando uma grande quantidade de saliva estava presente no meio. Quanto a
serpina identificada na saliva de L. longipalpis (Valenzuela et al. 2004), essa molécula
poderia estar envolvida na inibicdo das proteases presentes na cascata da coagulacéo,

facilitando assim a ingestdo de sangue pelo inseto.
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Com o objetivo de identificar exatamente com qual molécula da via classica
a saliva de L. longipalpis estaria interagindo na inibi¢do do complemento, um ensaio em
que as etapas iniciais da cascata da via classica foram “montadas” passo-a-passo na
superficie de hemacias sensiblizadas foi desenvolvido (Krych-Goldberg et al. 1999).
Nesses ensaios, as proteinas purificadas do complemento C1, C4, C2 e C3 foram
incubadas de forma separada e sequencial, de modo que o EGS de L. longipalpis
poderia ser testado de forma independente em cada uma dessas proteinas. Para nossa
surpresa, os resultados dos ensaios mostraram gque dessa forma a saliva de L. longipalpis
ndo era capaz de inibir a via classica, mesmo que em altas concentracdes (Figura 11).
Como a saliva de L. longipalpis atua inibindo a ativacdo do C4 e assim impedindo a
deposicdo do C4b (Figuras 12A e 09A), o resultado esperado para o0 experimento citado
acima seria que a saliva inibiria a hemolise somente quando incubada com C1 ou até
mesmo com C4.

Apesar do EGS néo ter sido capaz de inibir a hemdlise quando incubado
com as proteinas purificadas, algumas conclusdes puderam ser tiradas com o
experimento: (1) A saliva de L. longipalpis realmente ndo impede a deposicao do Clqg,
uma vez que se fizesse isso, 0 C1 ndo se ligaria as hemaécias e seria observada inibicédo
da hemdlise. Essa conclusdo corrobora o resultado de deposi¢cdo do C1q mostrado na
Figura 06A. (2) A saliva de L. longipalpis realmente ndo inibe a atividade enzimética
de C1s, pois se isso fosse verdade, seria observada inibicdo da hemolise quando o C4
foi incubado com EGS, conclusdo corroborada pelo resultado da Figura 13A. (3) A
saliva de L. longipalpis ndo é capaz de deslocar o tetramero C1r,C1s, do complexo C1.
Se isso ocorresse, a incubacdo do EGS com o complexo Clculminaria na inibicdo da
hemolise.

A capacidade das proteinas salivares em se ligar aos componentes iniciais
da cascata da via classica também foi avaliada. Conforme pode ser observado na Figura
14, o EGS adsorvido em placas de ELISA é capaz de se ligar ao C1g humano e essa
ligacdo provavelmente é o que ocasiona a inibicdo da via classica pela saliva de L.
longipalpis.

O Clq € uma proteina hexamérica que tem sua estrutura classicamente
comparada a um ‘“buqué de tulipas”, compreendendo seis fibras de tripla-hélice
semelhantes ao colageno que se associam para formar o stalk (talo do buqué). Em
determinado ponto do stalk, as fibras de colageno divergem e formam seis stems (hastes

do buqué), cada uma delas terminando em uma “cabeca” globular (Gaboriaud et al.
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2004). Funcionalmente, as seis cabecas globulares da molécula de C1g compreendem as
regides reconhecedoras, que se ligam aos anticorpos e outros padrdes ativadores. Os
stems, por sua vez, formam um arcabouco onde as moléculas com atividade proteolitica
C1r,C1s; se ligam (Gaboriaud et al. 2007).

Em geral, moléculas que se ligam as cabecas globulares do Clg, como 0s
anticorpos e a proteina C-reativa, sdo ativadoras eficazes da via cléassica (Sjoberg et
al.2009). Por outro lado, moléculas que interagem com os stems ou com o stalk da
estrutura do C1q normalmente sdo capazes de inibir a ativacdo dessa via do
complemento (Groeneveld et al. 2005). Isso ocorre provavelmente por conta da
competicdo por sitios de ligagdo com o tetrdmero C1r,Cls, ou ainda por conta de
mudancas conformacionais no Clg que impediriam que essa molécula ativasse a
unidade catalitica C1r.

Quando analisados em conjunto, os resultados discutidos até agora podem
indicar um mecanismo de acdo da saliva de L. longipalpis na inibicdo da via classica do
complemento humano. A proteina salivar responsavel pela inibicdo se liga a molécula
de Clg (Figura 14), o que provavelmente impede a ativacdo de C1r,Cls, (ou sua
ligacdo ao C1g). Uma vez que a unidade catalitica do complexo C1 nao foi ativada, o
C4 ndo seré clivado (Figura 12A). Como conseqiiéncia, a deposicdo do C4b ¢ inibida
(Figura 06A) e isso impede a formacéo da C3 convertase e deposicdo dos componentes
seguintes (Figura 06A). Assim, todo esse processo culmina na inibicdo da hemolise
observada (Figura 04A). Interessantemente, a saliva ndo foi capaz de inibir a hemdlise
quando incubada com o complexo C1 purificado (Figura 11). Uma possivel explicacdo
seria o fato de que a purificacdo do C1 é um processo que geralmente ativa a molécula
(Berg 2000), e talvez a saliva de L. longipalpis s6 seja capaz de atuar no complexo C1
inativado (antes de C1r ativar C1s por meio de proteodlise ou antes de Clr e Cls se
associarem a C1q).

O mecanismo de inibi¢do da via classica baseado em ligacdo a molécula de
Clq parece ser bem difundido entre os organismos que lidam com o sangue de
hospedeiros. A proteina de revestimento do astrovirus humano do tipo 1 é capaz de
inibir a ativacdo da via classica do complemento humano através da ligagdo de Clq
(Bonaparte et al. 2008). Mais precisamente, essa proteina interage com o C1q e desloca
as enzimas C1r e C1s associadas a ela (Hair et al. 2010). Calreticulinas encontradas nos
produtos de excrecdo/secrecdo de Necator americanus e Haemonchus contortus

também se ligam ao Clq e inibem a ativacdo da via classica (Kasper et al. 2001,
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Suchitra et al. 2005). Nos acaros causadores da sarna humana, as moléculas D1 e I1 se
ligam apenas a regido do stalk do C1q, inibindo a atividade hemolitica da via classica e
também a deposicdo de moléculas como C4b, C3b e C9 (Bergstrom et al. 2009).
Possivelmente, a molécula inibidora da via classica presente na saliva de L. longipalpis
também se liga apenas a regido do stalk de Clg, uma vez que a saliva ndo impede a
ligagdo do C1q aos complexos antigeno-anticorpo (Figura 06A).

A molécula envolvida na inibicdo da via classica pela saliva de L.
longipalpis parece mesmo ser a proteina LIM19. Entre todas as proteinas recombinantes
da saliva de L. longipalpis, essa foi a Unica com atividade consistente na inibi¢do do
complemento humano (Valenzuela JG - comunicacdo pessoal). De fato, nossos
experimentos com essa proteina mostraram claramente uma inibigdo dose-dependente
da via classica, com valores maiores que 90% quando 0,25 pg de LIM19 estavam
presentes no meio (Figura04B). Além disso, assim como o EGS de L. longipalpis, a
LIJM19 ndo foi capaz de inibir a deposicdo de Clq (Figura 08A), mas foi capaz de
inibir a deposicéo do C4b (Figura 08B).

A cromatografia de filtragdo molecular do EGS de L. longipalpis revelou
apenas um pico de atividade anti-complemento para a via cléssica (Figura 15A e B). O
formato simétrico do pico indica que apenas uma proteina na saliva de L. longipalpis
seria responsavel pela inibicdo da via classica, resultado que esta de acordo com o fato
da LJM19 ser a Unica proteina recombinante que se mostrou realmente ativa na inibicédo
da via cléssica.

Nossos resultados mostraram ainda um peso molecular de 22,3 kDa para a
proteina inibidora da via classica do complemento humano (Figura 15A e B). A
LIJM19, por sua vez, é uma proteina de 11 kDa (Valenzuela et al. 2004). Provavelmente,
em condicdes fisioldgicas as moléculas de LIM19 se ligam, formando um dimero de
aproximadamente 22 kDa.

A LIJM19 € uma proteina descoberta através de estudos de sequienciamento
do cDNA das glandulas salivares de L. longipalpis (Valenzuela et al. 2004). A
sequéncia contendo 115 aminoacidos ndo possui similaridades com sequéncias de
outras proteinas depositadas nos bancos de dados.

Até o momento, trés trabalhos foram publicados relatando a imunizacéo de
modelos experimentais com essa proteina e descrevendo o aparecimento do certa

protecdo contra Leishmania.
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No primeiro trabalho, Gomes et al. (2008) avaliaram a resposta imune
celular e humoral de hamsters imunizados com os plasmideos que codificam as
proteinas salivares mais abundantes de L. longipalpis. Dos 16 plasmideos testados,
quatro foram selecionados por induzir ou a producéo de anticorpos, ou uma resposta de
hipersensibilidade tardia ou ambas. Os autores imunizaram hamsters, separadamente,
com esses quatro plasmideos e ap6s o desafio com L. infantum chagasi e EGS de L.
longipalpis, a avaliacdo da infeccéo foi conduzida. Cinco meses apo6s a infecgédo, apenas
0 grupo imunizado com LJM19 possuia um numero de parasitos significativamente
mais baixo, no figado e no bacgo, que o grupo controle. Além disso, esse grupo foi o
Unico que ndo apresentou os sinais clinicos da leishmaniose visceral, sendo que os
animais imunizados com LIJM19 sobreviveram até oito meses apds a infec¢do. No grupo
controle, todos os animais morreram em até seis meses. A protecdo conferida pela
imunizacdo com LIJM19 foi atribuida as maiores razdes IFN-y/TGF-B no figado ¢ bagco
dos animais do grupo teste e ainda a uma expressdo elevada de iINOS nesses 6rgaos.
Hamsters imunizados com LIM19 e expostos a L. longipalpis apresentaram, no local da
picada, um ambiente associado a resposta imunoldgica do tipo 1, com elevada expressao
de IFN-y e IL-10. A protecdo conferida pela imunizagdo com LIM19 também estaria
relacionada a formacdo desse ambiente hostil para a Leishmania no local da picada
(Gomes et al. 2008). Uma vez que a LIM19 é a molécula responsavel pela inibicdo da
via classica do complemento (Figura 04B), parte da protecdo contra Leishmania
causada pela imunizacdo com essa molécula poderia estar relacionada com a inativacédo
da atividade inibidora do complemento no momento da picada.

O segundo estudo publicado com essa proteina mostrou que a imunizacao
de hamsters com o plasmideo correspondente a LIJM19 induziu uma reacdo de
hipersensibilidade tardia contra a saliva de L. longipalpis e também de L. intermedia.
Além disso, os animais imunizados com LIJM19 e desafiados com L. braziliensis na
presenca de EGS dos dois flebotomineos apresentaram les6es menores e uma reducéo
na carga parasitaria. Nesse caso, houve um aumento significativo na produgdo de IFN-y
pelos linfonodos dos animais imunizados, 0 que sugere que a imunizagdo com essa
proteina induz uma resposta imune protetora através da expressdo aumentada de
citocinas pro-inflamatorias (Tavares et al. 2011).

A publicagdo mais recente com a LIM19 trata-se da imunizagdo de hamsters
com plasmideos dessa proteina salivar em conjunto com uma vacina de DNA contendo

o plasmideo que codifica a proteina 11 da membrana do cinetoplasto de L. donovani —
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KMP 11 (Silva et al. 2011). Hamsters imunizados intradermicamente com LJM19,
KMP11 ou LIJM19 mais KMP11l foram desafiados com promastigotas da fase
estacionéria de cultura de L. infantum chagasi mais o EGS de L. longipalpis. Os
resultados mostraram que todos os trés grupos experimentais foram de certa forma
protegidos contra a infec¢do. Porém, ndo houve aumento na protecdo quando as duas
vacinas foram inoculadas conjuntamente. Esse trabalho mostrou ainda que a imunizacéo
de hamsters com o plasmideo da LIJM19 foi capaz de impedir o surgimento de
alteracdes hematoldgicas decorrente da leishmaniose visceral no modelo utilizado.

Apesar de trés artigos publicados demonstrando a capacidade da LIM19 em
conferir protecdo em hamsters imunizados, s6 agora uma funcéo foi relacionada a essa
molécula. Infelizmente, poucos experimentos foram feitos com a proteina purificada até
0 momento, uma vez que sé muito recentemente tivemos acesso a LJIM19. Sendo assim,
os testes de funcdo dessa proteina devem continuar em nosso laboratorio.

A inibicdo da via alternativa pela saliva de L. longipalpis também foi
confirmada (Figura 05A). Assim como Cavalcante et al. (2003), uma quantidade maior
de lobos salivares do que aquela usada nos ensaios da via classica foi necessaria para
inibir fortemente a via alternativa. Isso ndo indica necessariamente que o EGS de L.
longipalpis é menos ativo na inibicdo da via alternativa, uma vez que a quantidade de
soro nos ensaios nesse caso foi seis vezes maior. Quando a proteina recombinante
LIJM19 foi testada para a capacidade de interferir na via alternativa, ndo houve inibicédo
da hemdlise (Figura 05B), e por isso 0s experimentos foram feitos apenas com o EGS.

Nos ensaios de deposicdo da via alternativa, a saliva de L. longipalpis foi
capaz de inibir a deposicdo de todos os componentes testados (Figura 09A). O fato do
EGS de L. longipalpis ndo impedir a formacdo do complexo de ataque a membrana
(Figura 10A) e inibir a deposicdo dos componentes iniciais da via alternativa,como o
C3b e o fator B, indica que, nesse caso, a inibicdo também ocorre nas etapas iniciais da
ativacdo da cascata.

Os carrapatos do género Ixodes possuem a capacidade de inibir a via
alternativa do complemento humano, mas ndo inibem a via classica (Schroeder et al.
2009). A saliva desses carrapatos inibe a deposicdo de C3b e fator Bb, fato esse que
impede a formacdo da C3/C5 convertase e portanto impede também a insercdo do
complexo de ataque & membrana e a lise celular (Valenzuela et al. 2001, Tyson et al.
2007, Couvreur et al. 2008). O mecanismo usado pelas proteinas Irac de Ixodes ricinus

e Salp20 de Ixodes scapularis é a ligacdo a properdina (Tyson et al. 2007, Couvreur et
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al. 2008). A properdina é um regulador positivo da via alternativa que se liga a C3
convertase dessa via e estabiliza o complexo enzimatico, aumentando assim sua meia
vida (Kemper et al. 2010). As proteinas salivares desses carrapatos, ao se ligarem a
properdina, retiram esse regulador positivo da C3 convertase e acabam por acelerar o
decaimento dessa enzima. Como consequéncia dessa ligacao a properdina, a saliva dos
Ixodes e as proteinas responsaveis pela inibigdo do complemento nesses carrapatos sao
capazes de impedir a clivagem do fator B e desligar o fator Bb previamente depositado
em uma superficie ativadora (Tyson et al. 2007, Couvreur et al. 2008).

Assim como a saliva dos carrapatos do género Ixodes, o EGS de L.
longipalpis inibiu a deposicdo do C3b e fator Bb (Figura 09A), aléem de impedir
completamente a clivagem do fator B (Figura 12B). Porém, a saliva de L. longipalpis
ndo foi capaz de desligar o fator Bb previamente depositado na superficie das placas de
ELISA (Figura 09B). Esse resultado talvez indique que o mecanismo de acdo da
inibicdo da via alternativa pela saliva de L. longipalpis seja diferente daquele usado
pelos carrapatos. Por outro lado a possibilidade do mecanismo de inibicdo da via
alternativa ser devido a ligacdo da properdina ndo pode ser excluida, uma vez que as
proteinas D1 e |11 de Sarcoptes scabiei inibem a via alternativa através da ligacdo de
properdina, mas ndo sao capazes de acelerar o decaimento da C3 convertase (Bergstrom
et al. 2009).

O modo pelo qual a saliva de L. longipalpis impede a clivagem do fator B
(Figura 12 B) ainda ndo esta bem esclarecido. Assim como o caso do bloqueio da
clivagem do C4 nos ensaios da via classica (Figura 12 A), a enzima responsavel pela
clivagem do fB, o fator D, ndo parece sofrer inibicdo pela saliva de L. longipalpis
(Figura 13B).

Curiosamente, em nenhuma das fracGes coletadas da cromatografia de
filtracdo molecular (Figura 15A) a atividade inibidora da via alternativa foi encontrada.
Uma explicacdo para esse fato talvez seja a perda de atividade da molécula responsavel
durante o processo de cromatografia. Outra explicacdo seria que a inibicdo da via
alternativa pela saliva de L. longipalpis depende da acdo em conjunto de duas proteinas
e quando essas moléculas sdo separadas pela cromatografia, a atividade € perdida.

A inibicdo da via alternativa pela saliva de L. longipalpis ainda necessita de
ser mais bem investigada. A compreensdo de qual molécula (ou quais moléculas) é a
responsavel pelo fenbmeno e como a saliva atua é importante para o melhor

conhecimento da interacdo vetor-hospedeiro.
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Além da saliva, as fémeas de L. longipalpis possuem em seu contetdo
intestinal uma atividade capaz de inibir a deposicdo de componentes da via classica do
complemento humano sobre um superficie ativadora (Figura 16B, C e D). Esse mesmo
conteddo intestinal ndo foi capaz de inibir a deposicdo do C5b pela via alternativa
(Figura 16A). Aparentemente, a inibicdo da via classica pelo conteudo intestinal de L.
longipalpis é feita de modo distinto daquele feito pela LIM19 ou pela saliva. Enquanto
0 EGS é capaz de inibir a deposicdo de C4b e todos o0s outros componentes seguintes
(Figura 06A), o conteddo intestinal dos flebotomineos ndo foi capaz de inibir a
deposicdo de C4b (Figura 16B), mas foi capaz de inibir a deposicdo de C3b e C5b
(Figura 16C e D).

A presenca de inibidores intestinais do sistema do complemento em
triatomineos e mosquitos foi demonstrada por Barros et al. (2009). Nesse estudo, 0s
autores mostraram que ndo sO a saliva dos triatomineos, mas também o contetdo
intestinal desses insetos era capaz de inibir o complemento. O contetdo intestinal de
Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis e Rhodnius prolixus foi efetivo na inibigéo da
deposicdo do C4b e C3b pela via classica e na deposicdo do C3b pela via alternativa. O
mosquito Aedes aegypti, que ndo conta com um inibidor salivar do complemento
(Cavalcante et al. 2003), possui também em seu intestino componentes capazes de inibir
a deposicdo de C3b tanto pela via classica como pela via alternativa (Barros et al. 2009).

Sarcoptes scabiei também possui em seu intestino moléculas capazes de
interagir com o complemento (Mika et al. 2011). Esses acaros possuem peritrofinas que
se ligam ao MBL, possivelmente para inibir a via das lectinas e a formagédo do
complexo de ataque a membrana no epitélio intestinal.

A protecdo das ceélulas intestinais contra a acdo litica do sistema do
complemento presente no sangue ingerido é de fato a explicacdo mais Obvia para a
presenca de inibidores do complemento na saliva/intestino de artrépodes hematdfagos.
Triatomineos que se alimentaram normalmente de sangue humano, ndo apresentaram
deposicdo do complexo de ataque a membrana no epitélio intestinal, fato esse que foi
atribuido a presenca de inibidores intestinais e salivares. Quando esses insetos foram
forcados a se alimentar na auséncia de saliva e com soro humano duas vezes
concentrado, os inibidores intestinais ndo foram capazes de sozinhos, inibirem o
complemento de modo satisfatorio. Foi entdo constatada, por imunofluorescéncia, a
deposicdo do MAC nas células intestinais e a morte celular através do corante iodeto de

propideo (Barros et al. 2009).
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A protecdo do intestino pode ndo ser a Unica funcdo atribuida aos inibidores
do complemento presentes na saliva e intestino de L. longipalpis e outros artropodes
hematdfagos.

Devido a interacdo entre as cascatas do complemento e da coagulacao
sanguinea (Markiewski et al. 2007), a inibicdo do complemento pela saliva de L.
longipalpis poderia ajudar o flebotomineo na obtengdo de sangue no momento da
picada. Além disso, a diminuicdo da producdo de C5a no local da picada devido a
inibicdo do complemento pela saliva poderia prevenir a degranulacdo de mastocitos e
liberacdo de histamina no local, diminuindo assim a percep¢do do hospedeiro a picada
do inseto (Erdei et al. 1997).

Uma vez que antigenos opsonizados com fragmentos de C3d se mostram
muito mais imunogénicos e estimulam as células B a produzirem uma quantidade até
10.000 vezes maior de anticorpos (Roozendaal & Carroll 2007), a funcdo de inibidores
do complemento poderia estar relacionada a modulagdo da producdo de anticorpos
contra as proteinas salivares.

Os inibidores de complemento salivares e intestinais podem ter importancia
durante a transmissdo de patdgenos por artropodes hematdfagos. Kyckova & Kopecky
(2006) mostraram que a saliva de Ixodes ricinus protege a espiroqueta de Borrelia
afzelii contra a lise mediada pelo complemento in vitro. A proteina anti-complemento
S20NS de 1. scapularis foi capaz de impedir a lise de Borrelia garinni, uma espécie
causadora da doenca de Lyme na Europa, em 70% quando essa bactéria foi incubada
com soro humano normal diluido 1:5 (Tyson et al. 2007). Isolados de Borrelia
burgdorferi sensiveis ao complemento foram protegidas da acdo litica do soro humano
pela adicdo da proteina salivar de carrapatos Salpl15. As espiroquetas de B. burgdorferi
foram capazes de se ligar a Salp15 e assim impedir a insercdo do complexo de ataque a
membrana (Schuijt et al. 2008).

Possivelmente, os parasitos do género Leishmania também se beneficiam da
atividade inibidora do complemento presente na saliva dos flebotomineos. Apesar de
serem relativamente resistentes & acdo litica do soro humano (Bogdan & Rollinghoff
1997), as promastigotas metaciclicas poderiam usar os inibidores salivares de L.
longipalpis como uma complementagdo na resisténcia a lise mediada pelo
complemento. Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que a lise causada
pelo soro humano em promastigotas de L. infantum foi significativamente diminuida

com a adigdo do EGS de L. longipalpis (Alves 2011).
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Por outro lado, as amastigotas de Leishmania sdo altamente suscetiveis a
lise pelo soro humano (Hoover et al. 1985a, Hoover et al. 1985b). E assim, os inibidores
do complemento presentes na saliva e no intestino de L. longipalpis poderiam ser
extremamente importantes para o parasito no momento em que um flebotomineo se
alimenta em um hospedeiro infectado. No local da picada ou dentro do intestino do
inseto, as amastigotas (agora fora do espaco intracelular ap6s a ruptura dos macrofagos
infectados) estariam em contato direto com o0s componentes do sistema do
complemento. Se o complemento nédo fosse inativado pela saliva/contetdo intestinal, ele
poderia provocar a morte das amastigotas. Talvez esse seja 0 momento em que as

leishmanias se beneficiam dos inibidores do complemento de L. longipalpis.
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7 — CONCLUSOES

- A saliva de Lutzomyia longipalpis € capaz de inibir a via classica e alternativa do

complemento humano;

- A proteina recombinante LIM19 é capaz de inibir a via classica do complemento

humano, mas ndo é capaz de inibir a via alternativa;

- A saliva de L. longipalpis, assim como a LIM19, ndo inibe a deposi¢édo do C1q, mas
inibe a deposicdo dos componentes seguintes nos ensaios da via classica;

- A saliva de L. longipalpis inibe a via classica do complemento em pH 8,15;

- A saliva de L. longipalpis inibe a deposigdo de C3b, fator Bb, C5b e C9 nos ensaios da

via alternativa;

- A saliva de L. longipalpis ndo é capaz de desligar componentes previamente
depositados em superficies ativadoras;

- A saliva de L. longipalpis impede a clivagem dos componentes C4 e fator B, mas nao

inibe as enzimas responsaveis por essa clivagem;

- A saliva de L. longipalpis se liga ao componente C1q da via classica;

- O peso molecular da proteina inibidora da via classica em condi¢des fisioldgicas é
22,3 kDa;

- O conteudo intestinal de L. longipalpis ndo inibe a deposicdo do C5b pela via

alternativa nem do C4b pela via cléssica, porém é capaz de inibir a deposicdo do C3b e

C5b pela via classica.
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