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Resumo

A inibicdo do sistema complemento humano € uma das atividades
presentes na saliva e/ou conteudo intestinal de artrépodes hematéfagos e esta
envolvida na protecdo do epitélio do tubo digestivo desses vetores contra a
acao deletéria do complemento presente no sangue ingerido. O objetivo deste
trabalho foi investigar a agdo da saliva de Lutzomyia longipalpis, o principal
vetor de Leishmania infantum nas Américas, sobre as vias classica e
alternativa do sistema complemento de cées, galinhas e cobaias. Para isso,
foram realizados para as trés espécies ensaios hemoliticos e ensaios do tipo
ELISA para deteccdo de C3b na presenca de diferentes concentracfes de
extrato de glandula salivar. Ambos os testes foram realizados em pH 7,4 e em
pH 8,15 (pH do lumen intestinal do inseto logo apds a ingestdo de sangue).
Com soro de caes, foram realizados os experimentos supracitados apenas em
pH 7,4 na presenca da proteina salivar recombinante LIM19, descrita como
inibidora da via classica humana. Os resultados mostram que a saliva é capaz
de inibir fortemente a hemdlise pela via classica de caes e cobaias em ambos
os pHs, mas com fraca intensidade a das aves. Em pH 7,4, a saliva nédo inibiu a
atividade hemolitica da via alternativa de nenhuma das espécies estudadas,
mas observou-se forte inibicdo nos testes com soros de cdes, a0 aumentarmos
0 pH para 8,15. Os resultados dos testes de deposicdo de C3b corroboram
agueles encontrados nos ensaios de hemolise. A proteina LIJM19 inibiu
significativamente tanto a hemalise quanto a deposi¢do de C3b da via classica
de cées. Pode-se concluir que os inibidores salivares de L. longipalpis atuam
de maneira espécie-especifica, atuando sobre o sistema complemento de

mamiferos, mas ndo sobre o das aves.



Abstract

Inhibitors of the complement system (CS) are commonly present in the
saliva of haematophagous insects. Experimental evidence suggests that these
inhibitors are involved in the protection of the midgut against injury by CS
present in the ingested blood. Previous studies have shown that the saliva of
the Phlebotomine sandfly Lutzomyia longipalpis (the main vector of American
Visceral Leishmaniasis) inhibited the human CS. Our aim was to investigate
whether L. longipalpis’ saliva inhibit the classical and alternative pathways of
the complement system from other animals such as dogs, chickens and Guinea
pigs. Erythrocyte lysis assays and ELISA for C3b detection assays were
performed with dogs, chickens and Guinea pigs sera in the presence of different
concentrations of salivary gland extract at pH 7,4 and 8,15 (the vector's
intestinal pH right after the blood meal). Only with dog sera, these assays were
also done in the presence of the recombinant protein LIM19, a salivary inhibitor
of the human classical pathway. Our results show that sandfly saliva is capable
of strongly inhibiting the haemolysis by the dogs and Guinea pigs classical
pathway. This was seen at both pHs. The chickens classical pathway was
inhibited very weakly. At pH 7,4 saliva was unable to downregulate haemolytic
activity of the alternative pathway for all three species studied, but when the pH
was increased to 8,15, the dogs alternative pathway was strongly inhibited. The
ELISA tests results matched those seen in the erythrocyte lysis assays. The
LIM19 protein significantly inhibited the dogs” hemolysis activity and C3b
deposition from classical pathway. In conclusion, L. longipalpis” salivary
inhibitors protect the intestinal epithelium against the mammalian complement
system. They appear to be species-specific, acting on mammals CS, but not on

avian CS.



Introdugdo

1. Introducéo
1.1 Importancia dos Flebotomineos

Os flebotomineos séo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, sub-familia Phlebotominae. Caracterizam-se por apresentar
tamanho reduzido (em torno de 2 a 3 mm), corpo densamente recoberto por
cerdas, asas lanceoladas constantemente semi-eretas e cabeca formando
angulo de noventa graus com o torax, dando-lhes um aspecto corcunda. Como
todos os dipteros, possuem ciclo holometabolo (Fig. 1), passando pelas fases

de ovo, quatro estadios larvais, pupa e adulto (Sherlock, 2003).

= | [y s
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Figura 1: Ciclo biolégico de flebotomineo representando seu
desenvolvimento holometabolo: (A) Ovos; (B) larva de quarto estadio; (C)

pupa; (D) macho e (E) fémea. (Fotos: Gontijo, NF)

As larvas vivem em solo e se alimentam de matéria organica em
decomposicdo. Os adultos se alimentam de seiva de plantas e secrecdes de
afideos. Apenas as fémeas sao hematofagas, com habitos predominantemente
crepusculares e noturnos, necessitando do sangue ingerido para iniciar a
maturacdo dos ovos (Soares e Turco, 2003).

Além de realizarem picadas dolorosas e causadoras de reacgles
alérgicas, os flebotomineos s&o importantes em saude publica por serem
transmissores naturais de diversos agentes patogénicos para seres humanos e
animais, como a bactéria Bartonella, numerosos arbovirus e, com maior
importancia, protozoarios do género Leishmania, os agentes etiologicos das

leishmanioses (Sherlock, 2003).
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Introdugdo

As leishmanioses sdo um grupo de doencas parasitarias de carater
predominantemente zoonoético que apresentam sintomatologia varidvel de
acordo com fatores relacionados ao hospedeiro (ex. idade, estado nutricional,
estado imunoldgico) e ao parasito (ex. espécie, cepa). Podem apresentar-se
sob as formas clinicas cutdnea, mucocutanea, cutanea difusa e a forma
visceral mais grave, comumente fatal em seres humanos quando né&o tratada
(Dantas-Torres, 2007).

A doenca € endémica em mais de oitenta paises e constitui um sério
problema de salde publica em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, com DALY (anos de vida perdidos devido a morte prematura
e anos de producdo perdidos devido a morbidade) de 2.357.000 anos. A
estimativa é de dois milh6es de novos casos por ano, sendo um milhdo e
quinhentos mil casos das formas tegumentares e quinhentos mil novos casos
da forma visceral. Além disso, cerca de 350 milhdes de pessoas vivem em
areas de risco, incluindo a doenca entre as seis endemias prioritarias da
Organizacdo Mundial de Saude (Desjeux, 2004).

Flebotomineos pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia
constituem, respectivamente, os vetores das leishmanioses no Velho e Novo
Mundo. Ao realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro reservatério, o
inseto ingere juntamente com sangue, células do sistema mononuclear
fagocitario contendo formas amastigotas de Leishmania. Em seu trato
digestivo, os protozoérios diferenciam-se em formas flageladas denominadas
promastigotas, cujo desenvolvimento culmina com o aparecimento de formas
promastigotas  metaciclicas. Esta transformacdo €  denominada
metaciclogénese, iniciando-se apdés o término da digestdo sanguinea. As
formas metaciclicas sao infectantes para mamiferos e localizam-se
principalmente na por¢ao anterior do trato digestivo do vetor. Na ocasido de
outro repasto sanguineo, o0s parasitos sao regurgitados no hospedeiro,
havendo assim sua transmisséo e inicio de um novo ciclo biolégico (Kamhawi,
2006) (Fig. 2).

Normalmente, o pH intestinal de um flebotomineo é mantido
rigorosamente em torno de 6,0. Entretanto, apds o repasto sanguineo, o pH do
[imen do intestino médio abdominal, onde o sangue é armazenado, é
rapidamente alcalinizado chegando a uma média de 8,15. Esta alcalinizacéo é
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Introdugdo

necessaria para a digestdo do sangue pelas enzimas tripsina e quimotripsina,

gue possuem pH étimo alcalino (Santos et al., 2008; Santos et al., 2011).

O vetor regurgita formas
promastigotas Promastigotas fagocitadas por
infectantes do parasito neutréfilos atraidos para o local
durante a hematofagia da picada
As promastigotas se

multiplicam e migram paraa / . \/ Os neutréfilos

porgdo anteriordo intestino /_'.. ’ v < @ infectados liberam o
do flebotomineo ./ ® -~ parasito, que sdo
= /'./,’ g \ \ @ ent3o fagocitados por
/ T =~ = ] macréfagos

Amastigotas se transformam

L Hospedeiro ¢
A _vertebrado
( Vetor o8
em promastigotas no A -'
intestino do vetor & |
) £ | transformam-se em
@ : e S8 b2 S amastigotas no interior
< \ ~ / dos macréfagos

Oinseto ingere
células infectadas
enquanto realizaa
hematofagia

As promastigotas

Multiplicag3o das
amastigotas no interior
das células

Figura 2: Esquema representativo do ciclo biolégico de Leishmania sp em
hospedeiro humano e no vetor (Adaptado de

www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis).

1.2 Leishmaniose Visceral Americana

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) € amplamente distribuida no
Novo Mundo, sendo descrita desde o México até a Argentina, com 90% dos
casos ocorrendo no Brasil, onde a doenca j& foi registrada em 20 dos 26
estados nacionais, com incidéncia anual de 3.500 casos (Lainson e Rangel,
2005; Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006). A LVA €& uma zoonose que
acomete predominantemente canideos e humanos, com prevaléncia maior
entre criangas mal-nutridas (Cerf et al., 1987).

Leishmania (Leishmania) infantum (sinonimia L. (L.) chagasi) € o agente
etiologico da LVA, tendo como principal vetor fémeas infectadas de Lutzomyia
longipalpis, espécie considerada primariamente silvestre, mas que tem
demonstrado uma grande capacidade de adaptar-se a varios ambientes,
aumentando sua densidade dentro e ao redor de habitagbes humanas e
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animais no meio urbano, facilitando a transmisséo da doenga (Barata et al.,
2005). Além disso, esta espécie € considerada oportunista em relacdo a fonte
de sangue para sua alimentacéo, realizando hematofagia em grande variedade
de hospedeiros. Isso favorece a transmissao de L. infantum entre os animais e
destes para o homem (Quinnel et al., 1992; Dias et al., 2003; Oliveira et al.,
2008).

Os canideos domésticos sao considerados os principais reservatorios do
parasito, possibilitando facilmente a infeccdo do vetor devido a um intenso
parasitismo cutaneo, além de apresentarem maior indice de infec¢cdo natural
quando comparado com humanos e viverem mais préximos do homem que
reservatorios silvestres (Evans et al., 1992; Dantas-Torres, 2007; Gomes et al.,
2007). Além disso, Quinnel e Dye (1994), em um estudo realizado na llha de
Marajo (PA), correlacionaram positivamente a presenca de caes em habitacdes
humanas com a abundéancia de L. longipalpis no peridomicilio, o que pode
aumentar a taxa de infeccdo no vetor, caso haja caes infectados ou outros
reservatérios na regidao (Gouvéa et al.,, 2007). Devido a estes fatores, a
eutanasia de cdes soro-reativos para Leishmania sp é uma das medidas
adotadas pelo Programa Nacional de Controle da Leishmaniose Visceral (MS,
2006).

Marsupiais (ex. Didelphis albiventris e D. marsupialis) e raposas (ex.
Cerdocyon thous) sdo comumente incriminados como reservatorios
secundarios e/ou silvestres de L. infantum, sendo importantes na manutencéo
do ciclo enzodtico do parasito (Travi et al., 1994; Dantas-Torres e Brandao-
Filho, 2006). Evidéncias de infeccdo natural em roedores domésticos (ex.
Rattus rattus e R. norvegicus) e selvagens (ex. Nectomys squamipes) tém sido
relatadas (Marcelino et al., 2011; Quaresma et al., 2011). Embora a relevancia
destes animais como reservatoérios de L. infantum seja ainda discutida, o fato
dos mesmos possuirem comportamento sinantrépico poderia favorecer a
transmissao intradomiciliar do parasito.

As galinhas domésticas apresentam um papel ainda ndo muito bem
definido na epidemiologia da LVA. A criagdo destas aves no peridomicilio é
frequentemente citada como um fator de risco para aquisicdo da doenca em
areas endémicas, pois sua presenca aumenta o numero de insetos no local
(Caldas et al., 2002; Moreira et al., 2003). Entretanto, quando um flebotomineo
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infectado se alimenta em uma galinha, ele deixa de picar pessoas ou cées, e
assim a presenca destas aves poderia prevenir a transmissdo de Leishmania.
Além disso, as aves sdo refratarias a este parasito, eliminando-o em seu
organismo.

Em areas urbanas e rurais, as galinhas atuam como uma fonte de
sangue comum para os flebotomineos, sendo importantes na manutencéo de
populacdes do vetor. Alexander et al. (2002) citam alguns fatores favoraveis a
hematofagia em galinhas. Entre eles, estd o fato de serem inativas a noite,
horario em que o inseto realiza o repasto sanguineo; de apresentarem areas de
pele exposta, como a crista e a barbela, que s&o altamente vascularizadas; e
possuirem a pele mais fina que a de mamiferos, o que facilita a perfuracédo pela
probéscide dos flebotomineos. Outro importante fator favoravel é o fato de que
trombdcitos de aves sdo menos eficientes no controle da hemorragia quando
comparados com plaquetas de mamiferos, atrasando assim a hemostasia e

facilitando a hematofagia (Alexander et al., 2002).

1.3 Importancia da Saliva do Vetor no Processo de

Hematofagia e Transmisséo do Parasito

Por possuirem pecas bucais curtas e rigidas, os flebotomineos séo
incapazes de canular vasos sanguineos e, portanto, realizam hematofagia do
tipo telmatofagica, na qual penetram sua probdscide na pele do hospedeiro,
atingindo as camadas superficiais da derme, onde cortam tecidos e laceram
capilares, formando assim cole¢gbes de sangue de onde se alimentardo (Fig. 3).
Neste processo, a saliva do vetor € inoculada no local da picada (Andrade et
al., 2007).

Esta forma de alimentacdo expfe o inseto as respostas hemostatica,
inflamatoria e imune do hospedeiro, as quais dificultam o sucesso do repasto
sanguineo (Ribeiro e Francischetti, 2003). Entretanto, L. longipalpis, assim
como outros artropodes hematéfagos, possuem componentes salivares
farmacologicamente ativos capazes de driblar tais respostas do hospedeiro.

Estudos tém mostrado que estes componentes favorecem a ingestdo de
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sangue pelo vetor, bem como o0 sucesso da infeccdo pelo parasito por ele
transmitido (Kamhawi, 2000).

aL:Z e I, N 3,
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Figura 3: Flebotomineo realizando telmatofagia (Foto: Colonel H.E. Shortt).
Em destaque, representacéo da laceracado de capilares com formacédo de

colecdo de sangue da qual o inseto se alimenta.

A hemostasia é o conjunto de respostas do hospedeiro responsavel pelo
controle da perda de sangue devido a injuria de um vaso sanguineo, e envolve
a agregacao plaquetaria, coagulacdo e vasoconstricdo. Os flebotomineos
possuem componentes em sua saliva para combater de forma redundante e
sinérgica cada um desses fatores, como a enzima apirase, que €é um
importante inibidor de agregacado plaquetaria (Kamhawi, 2000); uma proteina
com acgao anticoagulante (Charlab et al., 1999); e o0 mais potente vasodilatador
ja descrito, o peptideo Maxadilan (Lerner et al., 2007).

Titus e Ribeiro (1988) demonstraram que extrato de glandula salivar de
L. longipalpis, quando inoculado juntamente com formas promastigotas de L.
major nas patas de camundongos, provocava exacerbacédo da infeccdo, com
lesdo cinco a dez vezes maior e carga parasitaria cinco mil vezes maior que
nos animais inoculados apenas com o0 parasito. Este fenbmeno € possivel
devido a diferentes mecanismos imunomoduladores mediados pela saliva do
vetor.

Em modelos murinos para estudos de leishmaniose causada por L.
major, a resisténcia ao parasito esta associada a expressao de citocinas como

interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-12
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(IL-12), caracterizando resposta imune do tipo Thl. Esta resposta promove a
estimulacdo de macrofagos para producdo de Oxido nitrico e radicais de
oxigénio, lesivos ao parasito. Ja a susceptibilidade esta ligada a expressao
predominante de IL-4 e IL-10, caracteristicas de resposta do tipo Th2 (Kane e
Mosser, 2001; Sacks e Noben-Trauth, 2002). Utilizando este modelo
experimental, tem-se mostrado que saliva de L. longipalpis direciona a resposta
imune para o tipo Th2, favorecendo o sucesso da infeccdo pelo parasito
(Andrade et al., 2007). Esta modulacdo €é causada principalmente pela
estimulacdo de expressao de IL-4 e diminuicdo na expressao de IFN-y, TNF-a
e IL-2 pela saliva do vetor (Lima e Titus, 1996; Mbow et al., 1998).

Alguns componentes especificos da saliva de L. longipalpis possuem
propriedades imunomodulatérias. Morris et al. (2001) mostraram que o
vasodilatador Maxadilan é capaz de exacerbar a infeccdo por L. major em
camundongos com a mesma intensidade que a saliva total. Esta exacerbacéo
ocorre devido a acdo do vasodilatador sobre os macrofagos, estimulando a
producdo de citocinas do tipo Th2, ao mesmo tempo que provoca uma
diminuicdo na producdo de citocinas do tipo Thl (Brodie et al., 2007).
Adicionalmente, a imunizacdo de camundongos com Maxadilan sintético
propiciou a protecdo dos animais contra a infeccdo por L. major (Morris et al.,
2001).

Outra propriedade salivar relacionada ao sistema imune € a inibicdo do
sistema complemento. Cavalcante et al.(2003) demonstraram que saliva de L.
longipalpis é capaz de inibir a acéo litica do sistema complemento humano
tanto pela via classica como pela via alternativa. Caracterizando o inibidor
salivar, os autores descobriram tratar-se de uma proteina resistente ao calor

com peso molecular entre 10 e 30 kDa.

1.4 O Sistema Complemento

O sistema complemento € um dos principais mediadores da resposta
imune inata dos vertebrados, formado por cerca de 30 proteinas sintetizadas
principalmente em hepatdcitos e macrofagos e que apresentam-se solGveis no

plasma ou associadas a superficie celular. Este sistema atua em esquema de
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cascata proteolitica, sendo sua principal funcdo o reconhecimento,
opsonizacdo e lise de microorganismos invasores e células alteradas do
hospedeiro (Sim e Laich, 2000). Além disso, possui também importante papel
na resposta imune adaptativa, auxiliando a apresentacdo de antigenos,
tornando a resposta humoral mais eficiente (Morgan et al., 2004).
Evolutivamente, o sistema complemento representa um antigo componente da
defesa do hospedeiro e sua sobrevivéncia ao longo da evolugdo denota sua
importancia como fator protetor contra patdogenos invasores (Dunkelberger e
Song, 2010).

Sua ativacao se d& através de trés vias: a classica, a das lectinas e a
alternativa (Fig. 4). A via cléassica é ativada quando o componente Clq,
juntamente com as serino-proteases Clr e Cls (complexo C1), se ligam a
anticorpos IgM e IgG aderidos a superficie de patdgenos invasores. Uma vez
ativado, o complexo C1 é capaz de clivar os componentes C4 e C2, e seus
fragmentos maiores, C4b e C2a, formam o complexo C4b2a sobre a superficie
ativadora. Este complexo possui a capacidade de clivar o componente C3, o
mais importante e abundante componente do sistema complemento, em C3a e
C3b (Dunkelberger e Song, 2010).

O fragmento C3a é uma anafilotoxina, responsavel pela quimiotaxia de
leucdcitos, como neutréfilos, eosindfilos e baséfilos, e pelo recrutamento e
degranulacao de mastoécitos, causando aumento da permeabilidade vascular e
facilitando a infiltragcdo celular em locais de inflamacédo alérgica (DiScipio e
Schraufstatter, 2007). J& C3b € uma opsonina que apresenta um grupo tioéster
exposto, permitindo sua ligacdo covalente a superficie ativadora. Esta
opsonizagado marca o patdégeno como ‘non-self’, sinalizando para que células
de defesa o fagocitem. Além disso, C3b se liga préximo ao complexo C4b2a,
formando o complexo C4b2a3b, conhecido como C5 convertase, pois cliva o
componente C5 em Cb5a e Cbh. Este d& inicio a montagem do complexo de
ataque a membrana (CAM). C6 se liga ao C5b recém ativado e logo forma um
grande complexo composto por C5b, C6, C7, C8 e C9. Durante a montagem do
CAM, estes componentes inserem-se na bicamada lipidica do patégeno,
formando poros que levam a lise celular (Speth et al., 2008).
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Figura 4: O sistema complemento pode ser ativado por trés vias: classica,
das lectinas e alternativa. A via classica é ativada quando Clq se liga a
anticorpos aderidos ao antigeno, ativando Ci1r e C1s, que clivam C4 e C2.
A via das lectinas é ativada quando a lectina ligante de manose (MBL)
encontra moléculas especificas associadas a patégenos, ativando as
serino-proteases associadas a MBL (MASPs), clivando entdo C4 e C2. Os
produtos da clivagem destes componentes formam a C3 convertase das
vias classica e das lectinas, C4b2a, que cliva C3 em C3a e C3b. Uma
segunda molécula de C3b pode associar-se a C4b2a para formar a C5
convertase das vias classicas e das lectinas, C4b2a3b. A via alternativa é
ativada quando C3 sofre hidrolise espontanea e forma a C3 convertase
inicial desta via, C3-H,O-Bb, na presenca dos fatores B e D, levando a
clivagem adicional de C3 e formacgdo das C3 e C5 convertases da via
alternativa (C3bBb e C3bBb3b, respectivamente). A properdina facilita a
ativacdo desta via pois estabiliza suas convertases. As trés vias
convergem para a formacdo das convertases, que geram 0S maiores
efetores do sistema complemento: anafilotoxinas (ex.: C3a), opsoninas
(ex.: C3b) e o complexo de ataque a membrana (CAM). O CAM é a
montagem final dos componentes C5b, C6, C7, C8 e C9, que pode lisar
diretamente superficies opsonizadas (Adaptado de Dunkelberger e Song,
2010).
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A via das lectinas € a mais recentemente descrita. Ela é ativada de
forma similar a via classica, entretanto é independente de anticorpos. A
molécula de ativacdo desta via é a lectina ligante de manose (MBL), que
reconhece motivos especificos (PAMPS) presentes na superficie de patdégenos.
A MBL é semelhante estruturalmente ao componente C1q da via classica, e
como tal, uma vez ligada ao patégeno, ativa as proteases MASP-1 e MASP-2,
que sédo semelhantes estruturalmente e funcionalmente a Clr e Cls,
respectivamente. Uma vez ativadas, as MASPs clivam C4 e C2, formando a C3
convertase C4b2a, que ativa o componente C3, dando continuidade a cascata
proteolitica até a formagdo do CAM (Dunkelberger e Song, 2010). MBL e
MASPs sdo muito menos abundantes no soro que Clg, Clr e C1s, tendo,
portanto, uma importancia menor dentro do sistema complemento (Speth et al.,
2008).

A ativacdo da via alternativa se da de maneira diferente das anteriores,
pois ndo ha uma molécula de reconhecimento definida, como C1q ou MBL. Ela
€ iniciada pela hidrolise espontanea de C3, com formacéo de C3b soluvel (C3b-
H,0O), que se liga ao componente Fator B. Uma vez associados, o complexo
C3b-H,0-B é clivado pela serino-protease Fator D, que cliva o Fator B,
formando C3b-H,O-Bb soluvel. Este produto possui baixa atividade, mas é
capaz de ativar vagarosamente outras moléculas de C3. Se alguma molécula
de C3b se liga a alguma célula do organismo ela acaba sendo inativada. Se,
por acaso, ela se liga a uma superficie estranha, como a superficie de uma
bactéria, ela vai continuar ativa e € capaz de receber moléculas do fator B que
€ imediatamente ativado a Bb formando C3bBb (Dunkelberger e Song, 2010).
Com a ligacdo de mais uma molécula de C3b ao lado do complexo, forma-se a
C5 convertase (C3bBb3b) da via alternativa, que é bastante eficaz na ativacao
de C5 (Banda et al., 2009). Este processo também culmina na formacéo do
CAM. Esta via pode ser amplificada ou inibida através da ligacdo de properdina
ou Fator H, respectivamente, ao C3b aderente (Dunkelberger e Song, 2010). A
properdina, também conhecida como Fator P, estabiliza o complexo C3bBb3b
funcionando assim como uma proteina ativadora. O Fator H atua na C3
convertase da via alternativa removendo Bb do complexo C3bBb ou servindo

como cofator para a proteodlise mediada por Fator | (Ricklin et al., 2010).
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A atividade litica do sistema complemento pode ser experimentalmente
avaliada. Hemécias de carneiro previamente sensibilizadas com anticorpos
ativam a via classica e séo lisadas ao entrarem em contato com soro humano e
animal. Ja hemacias de coelho disparam a via alternativa do soro humano
independentemente de anticorpos e séo lisadas quando adicionadas ao soro.
Quando os ensaios sdo realizados juntamente com inibidores, observa-se a
reducdo da intensidade da hemodlise (Ribeiro, 1987; Cavalcante et al., 2003).
Soro de cobaia (Cavia porcellus) é conhecido por possuir a via classica mais
hemolitica com esta metodologia e € ha muito tempo bastante utilizado nos
testes de diagnostico por fixacdo do complemento (Rice, 1950).

Outra forma de avaliar a atividade do complemento é através de ensaios
imunologicos do tipo ELISA. Sabe-se que o mesmo dispara em contato com
anticorpos (via classica) ou agarose (via alternativa) aderidos a uma placa de
ELISA. Uma vez ativado, seus componentes se ligam a superficie ativadora e
podem ser quantificados por meio de anticorpos especificos. Se 0 ensaio é
feito na presenca de inibidores, o numero de moléculas do complemento
aderidas a placa diminui. Utilizando anticorpos especificos para cada
componente, é possivel ter uma idéia sobre em qual ponto da cascata o

inibidor esta atuando (Barros et al., 2009).

1.5 Importancia da Inibicao do Sistema Complemento para

Artrépodes Hematofagos

O sistema complemento do hospedeiro exerce forte presséao evolutiva nos
parasitos, que por sua vez desenvolvem mecanismos de protecdo contra a
acdo deletéria dos efeitos desse sistema. Exemplo disso sdo os artrépodes
hematdfagos, que desenvolveram inibidores do complemento presentes na
saliva e/ou conteudo intestinal (Schroeder et al., 2009).

Ribeiro (1987) demonstrou que a saliva do carrapato Ixodes dammini
possui a capacidade de inibir a via alternativa do sistema complemento
humano. Trabalhos subsequentes demonstraram que outras espécies dos
géneros Ixodes e Ornithodoros possuem a mesma capacidade, porém através

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

Recentemente, Fazito do Vale (2011) descreveu o mecanismo de agao
do inibidor da via classica presente na saliva de L. longipalpis. Através de
cromatografia liquida (HPLC) e testes imunoenzimaticos, mostrou tratar-se de
uma proteina de aproximadamente 22 kDa que atua ligando-se ao componente
C1lq, bloqueando a ativacdo de C1r e Cls e, consequentemente, o fluxo normal
da cascata. Além disso, ficou demonstrado também que a proteina
recombinante LIM19, cuja forma natural esta presente na glandula salivar de L.
longipalpis, apresenta a mesma acdo sobre a via classica do sistema
complemento humano.

Para os vetores, a inibicdo do complemento tem fungdes muito
importantes. Durante a hematofagia, essa acdo levaria a uma diminui¢ao
parcial da resposta inflamatéria no local devido a producdo reduzida de
anafilotoxinas, diminuindo assim a percepcao pelo hospedeiro e permitindo o
repasto sanguineo completo (Schroeder et al., 2009). Adicionalmente, no local
da picada, os inibidores salivares reduziriam consideravelmente a quantidade
de antigenos salivares opsonizados com C3b, diminuindo assim a
apresentacdo desses antigenos ao sistema imune do hospedeiro. Em
decorréncia disso, o hospedeiro seria menos eficiente em produzir anticorpos
contra proteinas salivares, preservando suas propriedades necessarias para o
sucesso da hematofagia (Barros et al., 2009).

Além disso, a funcdo aparentemente mais Obvia desses inibidores
salivares é a protecdo do epitélio intestinal contra injarias mediadas pelo
complemento. Uma vez que o trato digestivo dos flebotomineos é formado por
apenas uma camada de células (Andrade-Coélho et al., 2001), o dano
provocado pela ativacdo do CAM poderia levar a sua ruptura e morte do inseto.
De fato, Barros et al. (2009) demonstraram que triatomineos que ingeriram
forcadamente (sem a ingestdo de saliva) soro humano concentrado,
apresentavam ceélulas mortas em seu epitélio intestinal provocados pela agéo

do complemento.
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A inibicdo do sistema complemento pela saliva de L. longipalpis
provavelmente favorece o sucesso da infeccao por Leishmania sp pois, apesar
de formas promastigotas deste protozoario possuirem meios de evasao do
complemento, como a metalo-protease gp63, que cliva C3b em iC3b (C3b
inativado), e a presenca de lipofosfoglicano (LPG) em toda sua superficie lhe
conferindo protegéo parcial contra o CAM (Mosser e Brittingham, 1997; Nunes
e Ramalho-Pinto, 1996), trabalhos com L. donovani, L. tropica, L. enrietti e L.
amazonensis, demonstraram que a ativacdo do complemento pode resultar na
morte dos parasitos quando o soro humano e de diferentes espécies, incluindo
caes, galinhas e cobaias, estad mais concentrado (Rezai et al., 1975; Noronha
et al.,1998).
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2. Justificativa

Lutzomyia longipalpis é a principal espécie vetora de Leishmania
infantum na América Latina e, dada sua importancia, muitos estudos tém sido
realizados focando na sua interacdo com os hospedeiros, especialmente na
acado da saliva nos processos de hematofagia e de transmissdo do parasito,
tentando preencher lacunas no conhecimento dessas interacoes.

Entretanto, a maioria desses estudos tem sido realizada apenas com o
hospedeiro humano ou com modelo experimental murino. Levando em
consideracdo que a LVA é uma zoonose e que L. longipalpis € uma espécie
oportunista e, portanto, se alimenta de sangue de uma grande variedade de
vertebrados, € de grande importancia o entendimento de como este inseto
interage com outras espécies animais.

Estudos voltados para a interacdo da saliva com o sistema imune de
hospedeiros vertebrados fazem-se ainda mais necessarios depois da
demonstracao in vivo de protecdo contra infeccdo por Leishmania conferida
através da imunizacdo com componentes salivares (Kamhawi et al., 2000;
Gomes et al.,, 2008). Considerando que os caes seriam 0s hospedeiros a
serem vacinados, é essencial que se saiba como seu organismo interage com
antigenos salivares com potencial vacinal.

Por ser L. longipalpis uma espécie que se alimenta em uma extensa
diversidade de vertebrados, € de esperar que seus inibidores salivares do
sistema complemento sejam capazes de atuar também sobre o complemento
de todos os vertebrados nos quais se alimenta.

Considerando este contexto, a demonstracdo e caracterizacdo da
capacidade da saliva de inibir o complemento de varias espécies de
vertebrados nos quais os flebotomineos se alimentam podem acrescentar
importantes informacbes para compreensdo da sua biologia, da interacao

parasito-hospedeiro e da epidemiologia da LVA.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Investigar a acdo da saliva de L. longipalpis sobre o sistema

complemento de caes (Canis familiaris), galinhas (Gallus gallus) e cobaias

(Cavia porcellus).

3.2 Objetivos Especificos

Investigar se a atividade litica das vias classica e alternativa de caes,

galinhas e cobaias € inibida pela saliva de L. longipalpis;

Investigar se saliva de L. longipalpis € capaz de inibir a deposicédo de
C3b das vias classica e alternativa do sistema complemento de caes e

cobaias;

Avaliar a acéo dos inibidores salivares em pH 7,4 (pH normal do sangue)
e em pH 8,15 (pH do lumen intestinal do inseto logo apdés o repasto

sanguineo);

Investigar se a proteina recombinante LJM19 é capaz de inibir a
atividade hemolitica e a deposicdo de C3b da via classica do sistema

complemento de cées;
Avaliar a influéncia do pH na ativacdo do complemento das trés

espécies e a influéncia da temperatura na ativagdo do complemento das

aves.
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4. Metodologia

4.1 Aprovacdo em Comité de Etica

Todos os procedimentos utilizando animais realizados neste trabalho
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais em 06/07/2011 sob o protocolo de
namero 087/11.

4.2 Criagao dos Insetos

Os flebotomineos utilizados pertencem a uma linhagem oriunda de
Teresina (Pl), criados em col6nia fechada no Laboratério de Fisiologia de
Insetos Hematofagos (LFIH), localizado no Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, seguindo metodologia descrita por
Modi e Tesh (1983), com algumas alteracdes.

As larvas sdo mantidas em potes de plastico com fundo coberto por
gesso (Fig. 5 - A) e alimentadas com dois tipos de racdo: uma a base de fezes
e racdo de coelho juntamente com humus, oferecida principalmente as larvas
de primeiro e segundo estadios, e a outra a base de flocos de cereais integrais
(Neston®) e proteina de soja, que suplementa a alimentacdo das larvas de
terceiro e quarto estadios.

Os adultos sdo mantidos em gaiolas de nailon presas em armacdes de
metal (Fig. 5 — B) e se alimentam em bolinhas de algoddo embebidas em
solugcéo de sacarose 30% oferecidas em pequenas placas de Petri no interior
da gaiola. Como fonte de sangue para as fémeas sdo utilizados hamsters
machos anestesiados com tiopental sédico (Thiopentax®) e colocados no
interior da gaiola até que todas tenham se alimentado.

As condi¢fes climaticas do insetario sdo controladas, com temperatura

em torno de 25°C e umidade relativa entre 60 e 80%.
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Figura 5: Manutencdo dos flebotomineos em col6nia: (A) Pote para

criacdo das larvas; (B) Gaiola para manutencéo dos adultos.

4.3 Obtencdo do Extrato de Glandulas Salivares (EGS) e da

Proteina Recombinante LIM19

Para obtencdo do EGS, glandulas de fémeas de quatro a oito dias nédo
alimentadas com sangue foram dissecadas em solugao salina (NaCl 0,9%) com
auxilio de microscoépio estereoscopico e estiletes entomoldgicos. O material
dissecado era transferido para tubo de 1,5 ml mantido constantemente em

gelo, contendo solucdo especifica para o teste a ser realizado (Fig. 6).

Figura 6: (A) Microscépio estereoscépico e material utilizado para

dissecacdo de glandulas salivares de L. longipalpis; (B) Cabeca
dissecada contendo glandula salivar; (C) Uma glandula salivar composta
por dois acinos salivares e ducto salivar.
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Para os ensaios de hemodlise, as glandulas foram armazenadas em
solugdo salina 0,9%. Para ensaios de deposicdo de C3b decorrente da
ativagdo da via classica, as glandulas foram armazenadas em solugdo HNCM
(HEPES 4mM; NaCl 145mM; CaCl, 2mM; MgCl, 1mM) e para 0s ensaios de
deposicao de C3b por ativacdo da via alternativa, em solucdo HMEBN (HEPES
5mM; MgCl, 7mM; EGTA 10mM; Albumina de soro bovino 5mg/ml; NacCl
140mM). O material dissecado foi entdo sonicado por 30-60 segundos,
centrifugado a 10.000g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante utilizado nos
experimentos. Desta forma, quando nos referirmos a “saliva”’, estamos nos
referindo ao extrato de glandulas salivares.

Para cada teste, as glandulas foram dissecadas e armazenadas na maior
concentracdo desejada. A partir desta solucdo eram feitas diluicdes especificas
para chegar as concentracdes menores. O material era dissecado e testado no
mesmo dia.

A proteina recombinante LIM19 foi gentilmente cedida pelo Dr. Jesus G.
Valenzuela, da Unidade de Biologia Molecular de Vetores do National Institute
of Health — NIH (EUA). O processo utilizado para a clonagem, expressao e
purificacdo dessa proteina pode ser encontrado em Collin et al., 2009 e
Teixeira et al., 2010.

4.4 Obtencao de Soros

Os soros de caes foram provenientes de dez animais adultos, sem raca
definida, soro-negativos para Leishmania, nascidos e criados em canil da
Universidade Federal de Ouro Preto. Para obtencado de soro de galinhas, foram
utilizados trés animais, mantidos em baia no Instituto de Ciéncias Bioldgicas
sem evidéncias da presenca de flebotomineos. As quatro cobaias utilizadas
como fonte de soro foram mantidas no biotério do Departamento de
Parasitologia da UFMG.

Os cdes e as aves tiveram o0 sangue coletado através de punc¢do das
veias jugular e braquial, respectivamente. Dos roedores, a coleta se deu via

puncédo cardiaca em animais anestesiados.
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Em laboratorio, o sangue coletado foi deixado em repouso por uma hora
a 37°C para a formacédo do coagulo e, em seguida, centrifugado a 5000g por 5
minutos. Pools de soros foram formados para cada espécie, aliquotados,
identificados e armazenados em freezer -70°C até o momento dos

experimentos. Cada aliquota foi utilizada apenas uma vez.

4.5 Determinacédo da Influéncia do pH e da Temperatura na
Atividade do Sistema Complemento de Cées, Galinhas e

Cobaias

Durante a padronizacdo dos ensaios de hemdlise e de deposicdo de C3b
descritos abaixo, foram realizados os testes para as vias classica e alternativa
com hemacias de carneiro e de coelho e soro das trés espécies estudadas
diluidos em solugdo com pH 7,4 e pH 8,15, sem a presenca de inibidores
salivares, para avaliar se apenas a alcalinizacdo do pH alterava a eficiéncia do
sistema complemento destas espécies. Especialmente com o soro das aves,
foram realizados também ensaios de hemdlise com incubacgédo a 37°C e 40°C
para observar se havia diferenca na ativacdo do complemento, uma vez que a

temperatura corporal natural das mesmas mantém-se em torno de 40°C.

4.6 Estudo da Acdo do EGS sobre a Hemoalise provocada pelo
Sistema Complemento de Cées, Galinhas e Cobaias (Baseado

em Cavalcante et al., 2003)

Para os testes de hemdlise pela via classica foram coletados 10 ml de
sangue de carneiro através de puncdo da veia jugular e mantidos a 4°C em
solucdo conversadora (glicose 2,05%, citrato de sodio 0,8%, NaCl 0,42% e
acido citrico 0,05%) na proporcao de 1:1. Para utilizacdo das hemacias, 500ul
do sangue foram lavados trés vezes com 5ml de solu¢do GHB-EDTA (HEPES
5mM, NaCl 145mM, EDTA 10Mm e gelatina 0,1%, pH 7,4) através de
centrifugacédo a 480g por 5 minutos a 4°C. ApGs a ultima lavagem, as células
foram ressuspendidas em 3 ml de GHB-EDTA e opsonizadas com anticorpo

anti-hemacia de carneiro produzido em coelho (SIGMA®) diluido 1:1000
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durante incubagdo a 37°C por 30 minutos sob leve agitacdo. Apds a
sensibilizacdo, as células foram lavadas uma vez com solucdo GHB-EDTA e,
em seguida, duas vezes com solugdo GHB* (HEPES 5mM, NaCl 145mM,
CaCl, 0,15mM, MgCl, 0,5mM e gelatina 0,1%). Apos a ultima lavagem, a
concentracdo das hemécias foi ajustada para 2x10° células/ml.

Nos testes, 25ul de EGS na concentracdo desejada (concentracdo de
saliva variando de 0,5 a 20 acinos, de acordo com a espécie animal testada)
foram adicionados a 50ul de soro diluido em tubos de 1,5ml. Os soros foram
diluidos em solucdo GHB?* o suficiente para lisar cerca de 90% das hemAcias.
O soro canino foi utilizado na diluicdo 1:40, o das aves, 1:30 e o das cobaias,
1:200. Em seguida, foram adicionados 50ul de solucdo de heméacias
opsonizadas e os tubos foram entdo incubados a 37°C por 30 minutos.
Seguindo a incubacdo, 500ul de salina gelada foram acrescentados a cada
tubo para parar a reacdo de hemolise. Apds centrifugacdo a 1700g por 30
segundos, transferiu-se 200ul do sobrenadante para uma placa de 96 pocos,
para ser lida em leitor de ELISA (Bio-Rad Benchmark®) a 415nm.

Em cada teste, foram utilizados trés controles: hemdlise total, no qual
eram acrescidos 500ul de &agua destilada fria apés a incubacdo; hemdlise
espontanea, no qual ndo havia adicdo de soro; e hemdlise pelo complemento
(controle positivo), no qual era acrescentado soro, mas ndo havia adicdo de
EGS.

Nos ensaios com a via alternativa foram utilizadas hemacias de coelho
obtidas através de puncéo da veia central auricular e mantidas a 4°C como
descrito anteriormente. Estas células ndo foram opsonizadas, pois as hemacias
de coelho disparam a via alternativa do complemento humano e de outras
espécies animais, e no dia do experimento, 500ul de sangue foram lavados trés
vezes com 5 ml de solucdo Mg-EGTA (HEPES 5mM, NaCl 145mM, EGTA
10mM, MgCl, 7Mm e gelatina 0,1%). Esta solucdo inibe a via classica, pois o
EGTA é quelante de ions Ca*, necessarios a ativacio desta via. Para os testes,
a concentracdo das hemacias foi ajustada para 1x10® células/ml e os soros de
cées, galinhas e cobaias diluidos, respectivamente, 1:5, 1:10 e 1:5. Como

inibidor, foram utilizadas concentracbes de saliva referentes a 1, 2, 5 e 10
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acinos salivares. O restante do ensaio se deu como para a via classica,
descrito anteriormente.

Foram realizados ensaios de inibicdo de hemdlise com as trés espécies
animais e as duas vias de ativacdo utilizando soro e heméacias diluidos em
solucdo GHB?** e Mg-EGTA com pH 7,4 e pH 8,15. Para ambas as vias e
ambos os pHs, os testes foram feitos em duplicata, com no minimo trés

repeticoes

4.7 Estudo da Acao do EGS sobre a Deposicao de C3b de Cées

e Cobaias (Baseado em Barros et al., 2009)

Os ensaios com a via classica foram iniciados com a sensibilizacdo dos
pocos de uma placa de ELISA (Costar®: 9017) por uma noite em camara
umida com 2ug de IgG purificado da espécie a ser testada (50ul por poco)
diluido em solucéo carbonato/bicarbonato (Na,CO3z 15Mm, NaHCO3 35mM, pH
9,6). Os anticorpos foram purificados por cromatografia de afinidade utilizando
Proteina A Sepharose como descrito por Barros (2009) e armazenados em
freezer a -20°C.

Depois de sensibilizados, os pocos foram bloqueados uma vez com 200pl
de solucdo TNB (Tris 10mM, NaCl 140mM e Albumina de soro bovino 3%) por
30 minutos sob agitacdo constante (160 rpm) e, em seguida, com 200 pl de
solucdo TNBTC (Tris 10mM, NaCl 140mM, Albumina de soro bovino 3%,
Tween 20 0,05% e CaCl, 5mM), de forma semelhante ao bloqueio anterior.
Entdo, adicionou-se soro diluido 1:20 em solucdo HNCM juntamente com
quantidade de saliva referente a 0,5, 1, 2, 3 ou 4 acinos salivares e a placa
incubada por 30 minutos a 37°C sob agitacao (160 rpm). Em cada teste, eram
acrescentados 20pl de soro diluido a 80ul de solugdo HNCM contendo EGS,
totalizando 100pl de volume no poco. Pogcos sem saliva e sem soro foram
utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.

Apoés a incubacdo, os pocos foram lavados duas vezes com 200ul de
solugdo de lavagem (Tris 10mM, NaCl 140mM e Albumina de soro bovino

0,1%) por dois minutos. Entdo, foram adicionados 50ul de anticorpo anti-C3
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especifico da espécie a ser testada e a placa incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente sob agitacdo. O anticorpo anti-C3 de céo (ICS®: GC3-
401) foi diluido a 1:3000 em solugdo HN (HEPES 10mM e NaCl 140Mm, pH
7,4) e o anti-C3 de cobaia (ICS®: GC3-601-Z) diluido a 1:1000 na mesma
solucédo. ApoGs duas lavagens, os pocos foram tratados com 50ul de anticorpo
conjugado com peroxidase (CALBIOCHEM®: 401504) diluido a 1:1500 em
solugdo HN e incubados novamente por 30 minutos, a temperatura ambiente,
sob agitacdo. ApOs mais duas lavagens, os pocos foram preenchidos com
200ul de tampao citrato/fosfato (CeHgO7; 50mM e NaHPO, 50mM, pH 5,0)
contendo OPD (Orto-fenileno-diamina - SIGMA®) 1mg/ml e peroxido de
hidrogénio 0,075% e a leitura feita em leitor de ELISA no modo cinético a
450nm por 10 minutos (uma leitura a cada 30 segundos). As velocidades
maximas (taxa de aumento de absorvancia) das rea¢des foram calculadas pelo
software SoftMax Pro 5.2 e os dados gerados, utilizados para os calculos
estatisticos.

Para ensaios com a via alternativa, os pocos foram recobertos
previamente com 100ul de solucdo de agarose 0,1% e deixados secar a 37°C
por uma noite. Entdo foram adicionados 20ul de soro diluido 1:3 (c&o) ou 1:5
(cobaia) em solugdo HMEBN, juntamente com quantidade de saliva referente a
um, dois, cinco ou dez A&cinos salivares diluidos em 80ul de HMEBN,
totalizando assim 100ul de volume no poco. Para esta técnica € necessario
uma concentracdo maior de soro. Por isso, aumentamos proporcionalmente a
concentracdo da saliva neste experimento. A diluicdo dos anticorpos e as
lavagens entre as incubacbes foram realizadas com solucdo HNB (HEPES
10mM, NaCl 140mM e Albumina de soro bovino 1mg/ml, pH 7,4). Os outros
passos do teste ocorreram como descritos para a via classica.

Para as duas espécies, foram feitos ensaios com soro e saliva diluidos
em solu¢ées HNCM e HMEBN com pH 7,4 e pH 8,15. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata, com minimo de trés repeticoes.

Devido a inexisténcia de anticorpo comercial anti-C3 de galinhas, néo
foram realizados ensaio de inibicdo de deposicdo de C3b para esta espécie

animal.
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4.8 Estudo da Acado da Proteina Recombinante LIM19 sobre a

Via Classica do Sistema Complemento de Caes

Foram realizados ensaios hemoliticos para a via classica utilizando a
proteina recombinante LIM19. Inicialmente, 12,5ul de solucdo salina fosfatada
(PBS; pH 7,4) contendo diferentes concentracfes da proteina (0,5ug; 0,25ug;
0,125ug e 0,06ug) foram adicionados a 25ul de soro canino diluido 1:40 em
tubos de 0,5ml. Em seguida, acrescentou-se 25ul de hemacias de carneiro
opsonizadas na concentracdo de 2x10° células/ml. Apés incubacdo a 37°C,
foram acrescidos 250ul de solucéo salina gelada e o restante do ensaio se deu
como descrito para 0os ensaios com EGS.

Foram realizados também testes de deposicdo de C3b da via classica de
cades em pH 7,4, seguindo a metodologia descrita anteriormente. A proteina foi
testada nas concentracdes de 0,25ug, 0,125ug e 0,06ug, diluidos em 80ul de
solugdo HNCM por pocgo.

4.9 Andlise Estatistica

Os calculos estatisticos foram realizados com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0.

De cada experimento isolado foram calculadas as médias das duplicatas
(ensaios de hemdlise) ou triplicatas (ensaios de deposicdo de C3b), das quais
foram subtraidas a média do controle negativo. Os resultados foram entéo
transformados em porcentagem de hemodlise ou de deposicdo de C3b,
considerando o controle positivo como 100% de atividade do sistema
complemento.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov.
As variaveis com distribuicdo normal foram analisadas através do teste T
pareado (no caso de 2 grupos) ou pelos testes ANOVA e Teste de Tukey (no
caso de mais de 2 grupos). Valor de P < 0,01 foi considerado estatisticamente

significativo.
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5. Resultados

5.1 Determinacdo da Influéncia do pH e da Temperatura na

Ativacao do Complemento de Caes, Galinhas e Cobaias

5.1.1 Influéncia do pH na Ativacéo da Via Classica

De acordo com os resultados apresentados na Figura 7, a alcalinizacéo
do pH nado causou diferenca significativa na ativacado da via classica das trés

espécies testadas .
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Figura 7: Atividade hemolitica da via classica de caes (A), galinhas (B) e
cobaias (C) em diferentes pHs. Os resultados foram expressos como a
média da porcentagem de hemdélise e as barras verticais representam 0s

desvios padrdes.
5.1.2 Influéncia do pH na Ativacdo da Via Alternativa

Diferentemente dos resultados encontrados no testes com via classica, a
alteracdo do pH influenciou negativamente a atividade hemolitica causada pela
via alternativa de cées e cobaias, reduzindo esta atividade em torno de 35%
(Fig. 8 — A e C). A deposicdo de C3b das duas espécies também foi diminuida
de forma estatisticamente significativa com o aumento do pH (Fig. 9).
Entretanto, este aumento ndo afetou a ativacdo da via alternativa das aves
(Fig. 8 — B).
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Figura 8: Atividade hemolitica da via alternativa de cées (A), galinhas (B) e
cobaias (C) em diferentes pHs. Os resultados foram expressos como a
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Figura 9: Deposicdo de C3b proveniente da via alternativa de caes (A) e
cobaias (B) em pH 7,4 e pH 8,15. Os resultados foram expressos como
meédia da porcentagem de deposicdo de C3b e as barras verticais

representam os desvios padroes.

5.1.3 Influéncia da Temperatura na Ativacdo do Sistema Complemento das

Aves

Para investigar se a temperatura influenciaria na ativacdo das vias
classica e alternativa do sistema complemento de galinhas, foram realizados

ensaios hemoliticos com incubagdo a 37°C e a 40°C (temperatura corporal
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natural das mesmas), ambos em pH 7,4. Os resultados demonstram que nao

houve diferenca estatistica na ativacdo das duas vias, nas duas temperaturas

testadas (Fig. 10).
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Figura 10: Ativacao das vias classica (A) e alternativa (B) do complemento

de galinhas em diferentes temperaturas. As barras verticais representam

o desvio padrao dos valores observados.

5.2 Acéo do EGS sobre a Atividade Hemolitica da Via Classica

das Trés Espécies Estudadas

Todas as concentracOes testadas de extrato de glandulas salivares de L.

longipalpis foram capazes de inibir significativamente a atividade hemolitica da

via classica de cdes em ambos os pHs. Com quantidade de saliva referente a

2, 3 e 4 acinos, a inibicdo observada foi de mais de 90% da atividade da via

classica (Fig. 11).
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Figura 11. Porcentagem de hemdlise pela via classica de caes na
presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4 e pH 8,15. Os
resultados foram expressos como média da porcentagem de hemoélise e
as barras verticais representam os desvios padroes Os dados marcados

com (*) apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao controle.

Em ambos os pHs, a via classica das aves foi inibida apenas com
concentracfes mais elevadas de EGS. Com quantidade de saliva referente a 8

e 20 acinos, houve inibicdo de hemodlise em torno de 20% e 35%,

respectivamente (Fig. 12).
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Figura 12: Porcentagem de hemdélise pela via classica de galinhas na
presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4 e pH 8,15. Os
resultados foram expressos como média da porcentagem de hemoélise e
as barras verticais representam os desvios padrdes. Os dados marcados

com (*) apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle.

Em pH 7,4, a via classica de cobaias foi inibida por todas as
concentracbes de EGS, até mesmo a concentracdo referente a 0,5 acino
salivar, de forma estatisticamente significativa. Em pH 8,15, tal inibicdo foi

observada com quantidade de saliva referente a 4 e 2 acinos salivares (Fig.

13).
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Figura 13: Porcentagem de hemdlise pela via classica de cobaias na
presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4 e pH 8,15. Os
resultados foram expressos como média da porcentagem de hemoalise e
as barras verticais representam os desvios padrdoes. Os dados marcados

com (*) apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle.

53 Acdo do EGS sobre a Atividade Hemolitica da Via

Alternativa das Trés Espécies Estudadas

Contrastando com os resultados observados para a via classica de
cées, foi observada apenas uma leve inibicdo da via alternativa (em torno de
5%) com a maior concentracdo de saliva testada em pH 7,4. No entanto, ao
elevar o pH para 8,15, foi demonstrada uma inibicdo de mais de 60% com
quantidade de saliva referente a 10 acinos, e em torno de 20% com 5 acinos
(Fig. 14)
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Figura 14: Porcentagem de hemdlise pela via alternativa de cées na
presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4 e pH 8,15. Os
resultados foram expressos como média da porcentagem de hemoalise e
as barras verticais representam os desvios padrdes. Os dados marcados

com (*) apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle.

Como demonstrado na Figura 15, o EGS n&o causou inibicdo da
hemolise pela via alternativa de galinhas em nenhum dos pHs testados, nem

mesmo com concentragfes bem elevadas de saliva (20 acinos).
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Figura 15: Porcentagem de hemolise pela via alternativa de galinhas na

presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4 e pH 8,15. Os
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resultados foram expressos como média da porcentagem de hemoalise e

as barras verticais representam os desvios padrdes.

De forma semelhante ao resultados encontrados para os caes e para as
aves, nao foi observada inibicdo da via alternativa de cobaia em pH 7,4 com
nenhuma das concentracdes testadas (Fig. 16). Nao foi realizado ensaio em pH
8,15 pois como observamos na Figura 8 — C, a alcalinizacdo do pH leva a uma
intensa reducao da hemolise (menos de 20% da hemodlise total), inviabilizando

a deteccédo da acao dos inibidores com esta metodologia.
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Figura 16: Porcentagem de hemodlise pela via alternativa de cobaias na
presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4. Os resultados
foram expressos como média da porcentagem de hemdélise e as barras

verticais representam os desvios padrdes.

5.4 Acdo do EGS sobre a Deposicdo de C3b da Via Classica de

Caes e Cobhaias

Conforme demonstrado na Figura 17, o EGS foi capaz de inibir a
deposicdo de C3b da via classica de cdes de forma significativa (inibicdo em
torno de 80%) com quantidade de saliva referente a 4, 3 e 2 acinos salivares
em pH 7,4 e com 4 e 3 acinos em pH 8,15.

Com intensidade similar, houve inibicdo da deposi¢do de C3b de cobaias

com todas as concentracdes de saliva testadas, em ambos os pHs (Fig. 18).
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Figura 17: Porcentagem de deposicdo de C3b da via classica de caes na
presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4 e pH 8,15. Os
resultados foram expressos como média da porcentagem de deposicao
de C3b e as barras verticais representam os desvios padrdes. Os dados
marcados com (*) apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao

controle.
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Figura 18: Porcentagem de deposi¢cdo de C3b da via classica de cobaias
na presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4 e pH 8,15. Os
resultados foram expressos como meédia da porcentagem de deposicéo
de C3b e as barras verticais representam os desvios padrdes. Marcacao

com (*) representa diferenca estatistica em relagcédo ao controle.
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5.5 Acéo do EGS sobre a Deposicédo de C3b da Via Alternativa

de Caes e Cobaias

Corroborando os resultados encontrados nos ensaios de hemolise, o
EGS provocou a inibicdo da deposicdo de C3b da via alternativa de caes com
quantidade de saliva referente a 10 e 5 acinos salivares (aproximadamente
90% e 65% de inibicdo, respectivamente) em pH 8,15. Em pH 7,4, nenhuma
inibicdo estatisticamente significativa foi observada (Fig. 19).
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Figura 19: Porcentagem de deposicdo de C3b da via alternativa de caes
na presenca de diferentes concentracdes de EGS em pH 7,4 e pH 8,15. Os
resultados foram expressos como média da porcentagem de deposicao
de C3b e as barras verticais representam os desvios padrdes. Marcacao

com (*) representa diferenca estatistica em relacdo ao controle.

Em relagdo a via alternativa de cobaias, similarmente aos resultados
encontrados nos ensaios de hemdlise, nenhuma das concentragbes de saliva
testadas foi capaz de inibir a deposicdo de C3b (Fig. 20). Como demonstrado
na Figura 9 — B, a alcalinizacdo do pH para 8,15 causa uma reducdo
significativa na deposicédo de C3b da via alternativa desta espécie a niveis que
inviabilizam a avaliagdo da acgéo dos inibidores salivares. Por este motivo, ndo

foi realizado ensaio de inibicdo de deposi¢céo de C3b em pH 8,15.
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Figura 20: Porcentagem de deposi¢cao de C3b decorrente da ativacao da

via alternativa de cobaias na presenca de diferentes concentracdes de

EGS em pH 7,4. Os resultados foram expressos como média da

porcentagem de deposicdo de C3b e as barras verticais representam o0s

desvios padrdes.

Os dados obtidos com os diferentes ensaios de atividade do sistema

complemento (ensaios hemoliticos e de deposicdo de C3b) das trés espécies

animais na presenca de saliva foram sumarizados a seguir (Tabela 1 e 2)

visando uma maior facilidade de observacao e comparacdo dos mesmos.
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Tabela 1: Porcentagem de inibicdo da via classica do sistema complemento

de cées, cobaias e galinhas pela saliva de L. longipalpis

Espécie Nimerode Inibicdo da atividade Inibicdo da deposicdo de
animal acinos por hemolitica C3b

ensaio pH 7,4

pH 8,15 pH 7,4 pH 8,15
Cio 4 97 £ 0,6* 97 + 0,1* 84 + 16,9* 78 + 14,8*
3 98 +1,0* 97 + 2,4% 84 +17,8* 70+ 10,0*
2 95+ 1,5% 95+ 1,4% 76 +21,9* 36+ 10,2
1 53+ 28,4* 50+ 5,6* 5+17,0 59+7,0
Cobaia 4 92 + 1,4* 78 + 8,5* 82 +8,3* 85 + 10,4*
2 81+ 1,6* 52+ 12,8* 85+ 9,0* 80 + 4,8*
1 43 +7,2*% 28+9,7 81+ 10,5* 80+ 6,2*
0,5 18+ 4,1* 9+6,3 54+21,9* 75+ 8,2*
Galinha 20 33+£5.2*% 25+114 - -
8 20+ 9,2* 15+9,2 - =
4 11+1,4 7182 - -
2 5+4,9 0+9,3 - -
1 1+£3,2 27,7 - -

Resultados apresentados como meédia + desvio padréo. ( * ): diferenca
estatistica em relacdo ao controle (P< 0,01); (-): ensaio ndo realizado.
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Tabela 2: Porcentagem de inibicdo da via alternativa do sistema
complemento de cées, cobaias e galinhas pela saliva de L. longipalpis

Espécie Numerode Inibicdo da atividade Inibicao da deposi¢ao de

animal acinos por hemolitica C3b

ensaio pH 7,4 pH 8,15 pH 7,4 pH 8,15
Cio 10 6+5,6 62+ 11,2*% 12 + 14,7 89+ 2 6%
5 2+26 18+ 10,6 10+ 10,4 65+ 22,8*%
2 0+0,8 1,8+9,7 14+11,4 40+ 24,6
1 0+0,5 0+7,8 6+3,9 0+10,9
Cobaia 10 0+7,6 = 6,7+£9,9 -
5 0+6,3 - 8,6+3,4 -
2 0+28 = 44+11,1 =
1 0+5,9 - 2,5+12,8 -
Galinha 20 0+5,1 7,8+3,5 - -
10 0+1,6 14+1,8 o -
5 0+4,22 10+4,9 - -
2,5 0+4,4 12+6,9 o -

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. ( * ):
diferenca estatistica em relacdo ao controle (P< 0,01). ( - ): ensaio nédo

realizado.
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5.6 Acdo da Proteina LIM19 sobre a Via Classica de Caes

A proteina recombinante LIM19 foi capaz de inibir a hemdlise pela via
classica de cdes em todas as concentragbes testadas, com diferenca
significativa em relacdo ao controle (Fig. 21). Aléem da hemodlise, a proteina
inibiu também a deposicao de C3b de forma significativa com 0,25ug e 0,125ug
(Fig. 22). Devido a pouca quantidade disponivel desta proteina recombinante

em nosso laboratério, ndo foram realizados ensaios em pH 8,15.
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Figura 21: Porcentagem de hemdlise pela via classica de cées na
presenca de diferentes concentracdes da proteina LIM19 em pH 7,4. Os
resultados foram expressos como média da porcentagem de hemoalise e
as barras verticais representam os desvios padrdes. Os dados marcados

com (*) apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao controle.
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Figura 22: Porcentagem de deposicéo de C3b da via classica de cées
na presenca de diferentes concentracdes da proteina LIM19 em pH 7,4.
Os resultados foram expressos como média da porcentagem de
deposicdo de C3b e as barras verticais representam os desvios padrdes.
Os dados marcados com (*) apresentaram diferenca estatistica em
relacéo ao controle.
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6. Discussao

O sistema complemento € um importante componente da resposta
imune inata dos vertebrados constituido por cerca de 30 proteinas soluveis no
plasma sanguineo ou associadas a superficie celular. O pH normal do sangue
dos seres humanos e animais gira em torno de 7,4 (Reece e Swenson, 2006),
sendo, portanto, o pH natural em que ocorre a ativacdo do sistema
complemento. Santos et al. (2008) mostraram que quando fémeas de L.
longipalpis se alimentam com sangue de hamster, o pH do intestino médio
abdominal rapidamente sofre alcalinizacdo, subindo para 8,15, principalmente
devido a volatilizacdo do CO, sanguineo. Desta forma, realizamos ensaios para
verificar se esta mudanca de pH afetaria a ativacdo das vias classica e
alternativa do complemento de cées, galinhas e cobaias, uma vez que s6 seria
necessario para o inseto inibir este sistema se o mesmo fosse eficaz no novo
pH.

Pudemos observar que a alcalinizagdo do sangue no intestino do vetor
ndo afeta de forma significativa a ativacdo da via classica das trés espécies
(Fig. 7), o que nos permite sugerir que esta via poderia ser ativada no interior
do trato digestivo do flebotomineo caso algum anticorpo inespecifico presente
no sangue ingerido se ligue a células intestinais, constituindo assim um risco
para o inseto. J4 a via alternativa dos mamiferos (cédes e cobaias), foi inibida
significativamente com a alteracdo do pH, com reducdo de cerca de 35% da
atividade hemolitica das duas espécies (Fig. 8). Ensaios de deposi¢do de C3b
com estas espeécies demonstraram que a mudanca de pH afeta negativamente
a opsonizacdo por C3b, diminuindo em aproximadamente 50% e 70% a
deposicdo de C3b da via alternativa de caes e cobaias, respectivamente (Fig.
9), justificando a inibicdo na atividade hemolitica observada previamente.

Barros et al. (2009) encontraram resultados semelhantes estudando a
influéncia do pH na ativacdo do sistema complemento humano. O aumento
para pH 8,0 ndo alterou a ativagdo da via classica, mas provocou uma inibicao
de cerca de 60% da deposicdo de C3b da via alternativa. Desta forma, a

mudanc¢a de pH no intestino do inseto pode atuar como uma protecéo parcial
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contra a via alternativa presente no sangue de mamiferos. Interessantemente,
a alcalinizacdo nao afetou a via alternativa das aves (Fig. 8), permanecendo
com a mesma capacidade litica em ambos os pHs.

A temperatura corporal das galinhas domésticas mantém-se em torno de
40°C (Robertshaw, 2006). Durante a padronizacdo dos ensaios hemoliticos
com soro desta espécie, foram realizados testes com as vias classica e
alternativa em pH 7,4 nos quais os tubos contendo soro e hemécias foram
incubados a 37°C ou a 40°C. Como apresentado na Figura 10, ndo houve
diferenca estatistica na atividade hemolitica de ambas as vias do complemento
das aves entre as duas temperaturas testadas. Desta forma, por uma questéo
de padronizacao para todas as espécies estudadas, realizamos os ensaios de
hemdlise a 37°C.

Extrato de glandula salivar de L. longipalpis, mesmo em baixas
concentragbes, foi capaz de inibir fortemente a hemolise decorrente da
ativacdo da via classica de cées e cobaias. Inibicdo semelhante j4 havia sido
observada sobre a via classica de humanos pela saliva de L. longipalpis e L.
migonei (Cavalcante et al., 2003). No mesmo trabalho, os autores
demonstraram que saliva de L. longipalpis ndo possui nenhuma hemolisina e
que a hemdlise observada era decorrente apenas da ativacdo do sistema
complemento.

Por atuar em ambos os pHs testados, pode-se sugerir que o inibidor
salivar € capaz de proteger o inseto contra a acgédo litica da via classica do
complemento destas espécies. Sabe-se que os flebotomineos ingerem saliva
ao se alimentarem de carboidratos (Cavalcante et al., 2006). Supondo que a
ingestdo de saliva ocorra também durante a hematofagia, o inibidor do
complemento poderia atuar também no interior do seu intestino, inativando o
complemento e protegendo-o.

A inibicdo da via classica de seres humanos, caes e roedores pela saliva
de L. longipalpis pode favorecer a infec¢gdo por Leishmania infantum, pois
Rezai et al. (1975) demonstraram que soro destas espécies € letal para formas
promastigotas de outras espécies do parasito, e que quando o0 soro era
incubado previamente a 56°C, tal letalidade era diminuida, evidenciando que a

morte celular era causada pelo sistema complemento. Além disso, Pearson e
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Steigbigel (1980) demonstraram que a ativacdo da via classica de humanos €&
responsavel por uma porcentagem significativa de morte de formas
promastigotas de L. donovani, espécie viscerotropica, assim como L. infantum.
Considerando que formas promastigotas sao as formas regurgitadas pelo vetor
e, portanto, as primeiras a entrarem em contato com o0 organismo do
hospedeiro, a inibicdo do complemento, juntamente com a acédo das outras
moléculas imunomoduladoras presentes na saliva do inseto, criaria nestes
hospedeiros um microambiente favoravel a infeccdo. De fato, Nascimento
(2011) demonstrou que a atividade litica do complemento humano sobre
formas promastigotas de L. infantum foi significativamente reduzida na
presenca de saliva de L. longipalpis, seu vetor natural. A partir dos resultados
obtidos em nosso trabalho, podemos sugerir que a inibicdo do complemento
pela saliva do vetor pode ser um fator decisivo na determinacdo de um bom
hospedeiro/reservatorio de L. infantum.

Formas amastigotas de Leishmania sp sdo altamente sensiveis ao
sistema complemento (Hoover et al., 1985) e, portanto, também devem se
beneficiar com a inibicdo da via classica de mamiferos, pois durante a
hematofagia, células infectadas do hospedeiro sdo rompidas pelas pecas
bucais do vetor, liberando formas amastigotas do parasito. Neste momento, o
complemento presente no pool de sangue formado pela picada ou no sangue
ingerido pelo inseto poderia ataca-las, levando-as a morte.

De forma contrastante, a via classica das aves foi inibida apenas com
concentracbes muito elevadas de saliva (8 e 20 acinos). Esta é uma inibicdo
bastante fraca se compararmos com a observada sobre a via classica dos
mamiferos. Considerando que L. longipalpis se alimenta muito bem em
galinhas (Sant’Anna et al., 2008) sendo até mesmo utilizadas para alimentagéo
dos insetos em algumas colbnias de laboratorio, esta espécie deve apresentar
outras maneiras de evasado do complemento das aves, de modo a preservarem
suas células intestinais. Barros (2009) demonstrou a presenca de inibidores do
complemento no contelddo intestinal de trés espécies de triatomineos e do
mosquito Aedes aegypti. Fazito do Vale (2011), por sua vez, demonstrou que
conteudo intestinal de L. longipalpis inibe de maneira significativa a deposi¢ao

de C3b da via classica do complemento humano. Este inibidor intestinal
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poderia atuar também sobre a via classica das aves, protegendo assim o
inseto. Outros inibidores podem também estar presentes no intestino dos
insetos.

Em pH 7,4, a via alternativa de nenhuma das espécies estudadas foi
suprimida. Estes dados contrastam com o0s observados por Cavalcante et al.
(2003) e Fazito do Vale (2011), que observaram inibicdo da via alternativa de
seres humanos com quantidade de saliva referente a 5, 10 e 20 &cinos.
Entretanto, em pH 8,15 houve inibicdo significativa nos testes com soro de
cées. Considerando que apenas a alcalinizacdo do pH ja diminui cerca de 35%
da atividade hemolitica, a acdo dos inibidores salivares levaria a protecéo
completa do trato digestivo do inseto contra a acéo litica pela via alternativa de
caes.

A via alternativa de cobaias apresentou-se menos hemolitica que a de
cées, pois na mesma diluicdo (1:5) o soro dos roedores causou apenas 50% de
lise celular, contra 90% de lise causada pelo soro de caes. A alcalinizacdo do
pH apds o repasto sanguineo inibiu a atividade hemolitica de cobaias a niveis
que inviabilizaram o estudo de inibidores salivares em pH 8,15 pois a diferenca
entre o controle positivo e o controle de hemolise espontanea tornou-se
praticamente imperceptivel. Desta forma, podemos sugerir que o proprio
aumento do pH no intestino do inseto, constitui uma forma de prote¢éo contra a
acao litica da via alternativa de roedores.

Saliva de L. longipalpis nédo inibiu de forma estatisticamente significativa a
via alternativa de galinhas em nenhum dos pHs. Tal auséncia de inibicao,
associada ao fato das aves serem fonte de sangue frequente para o vetor,
reforca nossa hipotese da existéncia e importancia de inibidores intestinais do
complemento.

Considerando que um flebotomineo ingere 0,8l de sangue por repasto
(Gontijo, NF, comunicacédo pessoal) e que o hematdcrito das espécies animais
utilizadas em nosso estudo permanece em torno de 45% (Windberger et al.,
2008; Schmidt et al., 2007; Mota et al., 2008), o volume de soro ingerido pelo
vetor € de aproximadamente 0,44ul. Nascimento (2011) demonstrou que
durante a hematofagia, uma fémea de L. longipalpis inocula no hospedeiro

guantidade de saliva referente a um &cino salivar. Desta forma, a quantidade
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de saliva referente a um acino deveria inibir o complemento presente em 0,44pl
de soro.

Nos ensaios com a via classica de caes, em cada tubo foi acrescentado
50ul de soro diluido a 1:40, ou seja, havia 1,25ul de soro por tubo. Com
guantidade de saliva referente a dois acinos salivares, houve inibicdo em torno
de 90%. Isto quer dizer que dois acinos foram capazes de inibir a via classica
presente em 1,25ul de soro. Desta forma, podemos concluir que um &cino
inibiu a via classica de 0,6ul de soro. Nos ensaios com via alternativa, a
diluicdo do soro foi de 1:5 e, portanto, cada tubo continha 10ul de soro. Com
quantidade de saliva referente a 10 &cinos, houve inibicdo de forma
estatisticamente significativa em pH 8,15, demonstrando que 10 acinos
consegue inibir a via alternativa de 10ul de soro e, portanto, 1 acino seria
suficiente para inibir a via alternativa de 1pl de soro. As inibicbes observadas
sdo, portanto, representativas do que acontece na natureza durante a
hematofagia de L. longipalpis em cées.

Devido ao seu forte poder hemolitico, o soro de cobaias foi diluido a
1:200 para os ensaios com a via classica. Assim, em cada tubo havia 0,25ul de
soro (50ul de soro diluido a 1:200) e quantidade de saliva de um &cino inibiu
significativamente a hemodlise. Considerando que o inseto ingere 0,44ul de
soro, o inibidor salivar atua sobre mais de 50% do soro ingerido.

A inibicdo da via classica de galinhas por quantidade de saliva referente
a 20 &cinos, entretanto, ndo representa um fenémeno natural, pois se
considerarmos que 20 &cinos inibe em torno de 30% de 1,7ul de soro (50ul de
soro diluido 1:30), 1 acino inibiria em torno de 30% de 0,085ul de soro,
guantidade bem inferior a ingerida pelo inseto durante o repasto.

Inibidores salivares do complemento com acéo espécie-especifica ja
foram demonstrados para trés espécies de carrapatos. Ixodes ricinus, o
carrapato vetor da Doenca de Lyme na Europa, € considerado um hematéfago
altamente promiscuo que ja foi encontrado parasitando mais de 65 espécies,
incluindo mamiferos, aves e répteis (Milne, 1949). Sua saliva é capaz de inibir
de forma potente a via alternativa de seres humanos, cervos e ourigos, de
forma pouco intensa a de pombos, mas néo inibe a de cées e faisbes. Saliva

de I. hexagonus inibiu a mesma via de seres humanos, cervos, caes e ouri¢os,
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mas ndo inibiu a de pombos e faisdes. Ja a saliva de I. uriae foi capaz de inibir
a acao da via alternativa de pombos, mas ndo afetou a de humanos e faisbes
(Lawrie et al., 1999). Nossos resultados permitem sugerir que o inibidor salivar
de L. longipalpis segue essa forma de atuacdo espécie-especifica.
Infelizmente, informacdes sobre diferencas estruturais e funcionais do sistema
complemento, bem como diferengas nas concentracdes plasméticas dos seus
componentes entre diferentes espécies animais sdo escassas, 0 que dificulta
nossa compreensao sobre como e porque o inibidor salivar € capaz de atuar
sobre uma espécie, mas nao sobre outra.

Otranto et al. (2009) tentaram infectar experimentalmente galinhas com
in6culos subcutaneos de Leishmania infantum na concentracdo de 1x10’
células/ml. Como resultados, nenhum animal apresentou sinais clinicos da
doenca, soroconversdo ou presenca de Leishmania em cultura de tecidos.
Alguns animais apresentaram resultados PCR-positivos para 0 parasito, mas
0s proprios autores afirmam que a deteccdo de KDNA nos tecidos néo significa
viabilidade do parasito. De fato, a auséncia de parasitos nas culturas de
tecidos, sugere que 0s parasitos estavam inviaveis, concluindo que as aves
sdo verdadeiramente incapazes de desenvolver a infeccdo. Entretanto, o
mecanismo exato pelo qual as aves eliminam Leishmania sp ainda nédo foi
totalmente elucidado.

A auséncia ou fraca inibicdo do complemento das aves observada em
nossos resultados pode ser um dos fatores relacionados com a refratariedade
das mesmas a Leishmania sp, pois com o sistema complemento totalmente
funcional no local de inoculacdo, as formas promastigotas ndo resistiriam a
formacdao do CAM e acabariam lisadas. Juntamente com este fator, a
temperatura corporal das aves em torno de 40°C deve ser outro fator limitante
ao sucesso da infeccdo, pois a elevada temperatura corporal poderia danificar
proteinas e membranas celulares do parasito, levando-o a morte. Estudos
mostraram que culturas de L. mexicana e L. major sdo completamente
eliminadas a 37,5°C e 39°C, respectivamente. L. donovani, espécie
viscerotropica e, portanto adaptada a temperaturas corporais em torno de
37°C, tem crescimento parcialmente limitado com o aumento de temperatura
para 39°C (Zilberstein e Shapira, 1994).

57



Discuss@o

Sant’Anna et al. (2010) realizaram alimentacéo artificial de L. longipalpis
com sangue de galinha contendo formas amastigotas de L. mexicana e
observaram sucesso na infeccdo do vetor, com mais de 90% dos insetos
apresentando formas promastigotas apos 6 dias da alimentacdo sanguinea.
Com estes resultados, concluiram que sangue de galinha ndo possuia nenhum
componente capaz de inibir o desenvolvimento do parasito. Entretanto,
analisando a metodologia utilizada neste trabalho, notamos que a alimentacé&o
artificial foi realizada com sangue de galinha adquirido comercialmente e
diluido em solucédo contendo acido citrico e citrato de sodio, substancias que
quelam fons Ca’, necessarios a ativagio da via classica do complemento. Além
disso, a alimentacdo foi realizada com sangue a 35°C. Tais condi¢cdes nao
representam a hematofagia natural. Considerando nossos resultados, se a
alimentacéo artificial fosse realizada com sangue de galinha em solucdo sem
quelante e a 40°C, provavelmente a viabilidade dos parasitos seria diminuida
ou inexistente, em decorréncia da lise pelo complexo de ataque a membrana
ou pela temperatura elevada.

De fato, as aves também sdo refratarias ao Trypanosoma cruzi,
protozoario pertencente a mesma familia das leishméanias e causador da
Doenca de Chagas. Este fenbmeno ocorre devido a acdo litica do sistema
complemento das aves sobre as formas tripomastigotas do T. cruzi, que
tornam-se indetectaveis apdés 4 minutos da inoculacdo feita em galinhas
(Kierszenbaum et al., 1976). Kierszenbaum et al. (1976) demonstraram que 1pl
de soro de galinha tem a capacidade de lisar cerca de 1-3x10" T. cruzi.

Os resultados observados nos ensaios de deposicdo de C3b confirmam
os resultados dos ensaios hemoliticos. A deposicdo de C3b da via classica de
cées e cobaia foi inibida de forma dose-dependente em ambos os pHs (Figs.
17 e 18). A inibicdo da via alternativa de caes foi observada apenas em pH
8,15 (Fig. 19). Esta via em cobaias foi testada apenas em pH 7,4 pois a
alteracdo do pH provoca reducdo significativa da atividade desta via,
inviabilizando a deteccéo da acéo de inibidores. Nao houve inibicdo em pH 7,4
nos testes com soro de cobaias. Infelizmente, por ndo haver anticorpo anti-C3

de galinha, néo realizamos ensaios de deposi¢cao para esta espécie.
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Fazito do Vale (2011), utilizando anticorpos monoclonais para
componentes especificos do sistema complemento humano, observou que
EGS de L. longipalpis inibe a deposicdo de C4b, C3b, C5b e C9, mas nédo a
deposicdo de Clqg. Através de diferentes ensaios, ficou demonstrado que o
inibidor salivar atua ligando-se ao componente Clq, permitindo que este se
ligue ao anticorpo ativador, mas bloqueando a ativacdo de C1r e C1s, inibindo
em consequéncia a cascata da via classica.

Infelizmente, ndo encontram-se disponiveis comercialmente anticorpos
contra outros componentes do complemento de cdes e cobaias, além do anti-
C3. Por isso analisamos a acdo da saliva apenas sobre a deposicdo deste
componente, que € 0 mais abundante e o mais importante. A partir da inibicdo
da deposicédo de C3b destas espécies, podemos concluir que o inibidor salivar
da via classica atua em um ponto anterior a ativacdo de C3 e podemos sugerir
que seja a mesma molécula que inibe a via classica das trés espécies (seres
humanos, cdes e cobaias).

A saliva de L. longipalpis tem a capacidade de inibir a deposi¢céo de C3b
da via alternativa de seres humanos (Fazito do Vale, 2011), mas nao a de cées
e cobaias em pH 7,4, confirmando a eficacia espécie-especifica destes
inibidores. Em pH 8,15, houve forte inibicdo com soro de caes com quantidade
de saliva referente a 5 e 10 acinos salivares, 0 que nos permite concluir que
este inibidor pode proteger o intestino do inseto contra ambas as vias do
complemento de caes. A alcalinizagcdo leva a uma intensa reducdo da
deposicdo de C3b de cobaia, o que explica a inibicdo observada na atividade
hemolitica da via alternativa desta espécie em pH 8,15.

A proteina recombinante LIM19 apresentou atividade inibitéria sobre a
hemdlise pela via classica de cdes de forma estatisticamente significativa
mesmo em concentracdes muito baixas (0,06pug), confirmando ser a mesma
proteina que atua sobre a via classica de caes e seres humanos. Essa proteina
também provocou inibicdo da deposicado de C3b da via classica de cdes. Desta
forma, podemos concluir que este inibidor age sobre o complemento de cées
da mesma maneira que age sobre o de seres humanos: ligando-se ao
componente Clq, inibindo a ativacdo do componente C4 e o restante da

cascata. Isso explicaria a inibicdo da deposicao de C3b de cédo observada em

59



Discuss@o

nossos resultados. Fazito do Vale (2011) demonstrou que a proteina LIM19
nao atua sobre a via alternativa de seres humanos e o modo de acdo do
inibidor desta via permanece a ser esclarecido.

Por atuar no inicio da cascata da via classica o inibidor salivar, além de
proteger o intestino do inseto e formas do parasito contra a lise, atua também
favorecendo a hematofagia, pois bloqueando a clivagem de C3 e C5, havera
formacao diminuida das anafilotoxinas C3a e Cba, responséaveis pela atracao
de leucdcitos para o local e aumento da resposta inflamatoéria. Diminuindo a
degranulacdo de mastécitos e a liberacdo de histamina, a percepcédo do
hospedeiro serd diminuida, permitindo que o flebotomineo realize o repasto
sanguineo completo. Além disso, C3a possui a capacidade de induzir a
ativacdo e agregacao plaquetéria, levando a coagulacdo sanguinea (Marliewski
et al., 2007). Desta forma, o inibidor salivar do complemento, ao bloquear o
fluxo da cascata e consequentemente a producdo de C3a, atua indiretamente
como um anti-coagulante, evitando a hemostasia e favorecendo o fluxo de
sangue pelas pecas bucais do vetor.

Gomes et al. (2008) demonstraram que hamsters previamente
imunizados com a proteina LIM19 tornavam-se protegidos contra o desfecho
fatal da infeccdo por L. infantum. Os animais imunizados mantiveram baixa
carga parasitaria quando comparados com animais controle, além de baixos
titulos de anticorpos IgG anti-Leishmania e inexisténcia de sinais clinicos de
leishmaniose visceral. Estes dados reforcam a idéia de utilizacdo de
componentes salivares do vetor como componentes vacinais em estratégias de
controle da leishmaniose visceral. Considerando que 0s cées, por serem 0S
principais reservatorios de L. infantum nas Américas, seriam 0s animais
vacinados, é de extrema importancia a compreensao de como Seu organismo
reage a componentes salivares do vetor, como a proteina LJM19. Se a
imunizacdo de cdes com esta proteina também vier a protegé-los contra a
doenga, sua incorporacdo a uma vacina para leishmaniose visceral canina

torna-se uma possibilidade promissora no controle desta doenca.
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7. Conclusdes

Saliva de L. longipalpis € capaz de inibir a via classica do sistema

complemento de cades e cobaias tanto em pH 7,4 como em pH 8,15;

Em pH 7,4, saliva de L. longipalpis n&o inibe a via alternativa de cées ou

cobaias, mas em pH 8,15 ha inibicdo da via alternativa de céaes;

Saliva de L. longipalpis é incapaz de inibir as vias classica e alternativa

do complemento de galinhas em pH 7,4 e pH 8,15;

A alcalinizacdo do pH no lumen intestinal do vetor apds o repasto

sanguineo, propicia inibicdo da via alternativa de cées e cobaias;

Os inibidores salivares de L. longipalpis atuam de forma espécie-

especifica;

A proteina salivar recombinante LJIM19 inibe a atividade hemolitica e a

deposicado de C3b da via classica de céaes.
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