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APRESENTAGAO

O sistema complemento (SC) é um componente essencial do sistema inato

dos vertebrados, e sua atividade pode ser altamente prejudicial para virus, bactérias
e parasitas. E conhecido que diversos patdgenos e/ou até mesmo artrépodes
hematéfagos possuem diferentes mecanismos para escapar do ataque do
complemento de seus hospedeiros. Entre esses mecanismos, destaca-se a interacdo
com reguladores do complemento do préprio hospedeiro, os chamados “molecules
self”.

Esse sucesso de patégenos em escapar do sistema do complemento foi capaz
gracas o desenvolvimento de receptores capazes de captar o fator H do plasma de
seus hospedeiros podendo ocorre com as bactérias até mesmo parasitas. O fator H,
que é uma Glicoproteina que participa da regulacao da ativagdo do complemento
podendo:

a) Competir com o fator B (FB) para ligagdo em C3b, impedindo a geracdo de

C3bBb;

b) Promover o decaimento dos complexos C3bBb ja formados, através da
dissociacdo de Bb da C3 convertase;

c) Atuar como co-fator do fator I (FI), que por sua vez cliva a cadeia alfa de C3b
transformando-o em C3b inativo (iC3b)

Neste e-book sera elucidado sobre o Fator H e apresentando protocolos

praticos de forma detalhada com base em trabalhos ja publicados e experiéncias

praticas de anos pelo presente autor.
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1. O QUE E A MOLECULA DE FATOR H E COMO PATOGENOS PODEM
UTILIZAR PARA SE EVADIR DO SISTEMA COMPLEMENTO?

O FH funciona como um co-fator para que o Fator I (uma protease plasmatica) inative o
C3b. Dessa forma, o FH pode associar-se com as células do hospedeiro através do
reconhecimento de marcadores celulares com o acido sialico de superficies celulares e, desta
forma, regular negativamente o SC Além do fator H, o C4bp, CR1 e o DAF (os dois ultimos ligados
a membrana) aceleram o decaimento das C3 e C5 convertases (Medjeral-Thomas et al. 2016).

Alguns patogenos obtiveram sucesso em escapar do sistema do complemento
desenvolvendo receptores capazes de captar o fator H do plasma de seus hospedeiros. Uma vez
presente na superficie do patégeno, o fator H promove a inativacdo do complemento pelo fator
[ e assim o patogeno fica protegido da lise mediada pelo complemento. Isto é o que ocorre com
as bactérias do género Borrelia (Gea et al. 2012), Neisseria (Clarck et al.2021), Treponema
(Miller etal. 2011) com protozoarios do género Plasmodium (Kennedy et al. 2016), Toxoplasma
(Sikorski et al. 2020) e Leishmania (Pereira-Filho et al. 2021) em trabalhos ja publicados em
revistas cientificas especializadas no assunto.

De forma interessante, pesquisadores na area publicaram papers demonstrando que
esta atividade foi encontrada em fémeas de géneros de mosquito Anopheles, Culex e Aedes
possivelmente para minimizar o dano intestinal do inseto apés o repasto sanguineo (Khattab
et al. 2015; Pereira-Filho et al. 2020; de Melo et al. 2021). Isso sugere que a captagao de fator H
por fémeas de artrépodes hemato6fagos vetores de patdgenos para humanos poderia ser uma
estratégia conservada, sendo selecionada durante a evolugdo para proteger estes artropodes
contra o dano causado pela ativacao do complemento durante o repasto sanguineo.

Logo abaixo serdo delineados procedimentos praticos e amplamente descritos tomando
como referéncia o parasita Leishmania. No entanto, esses procedimentos podem ser aplicados

em qualquer patogeno com algumas adaptagdes a serem feitas.

2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1 — AVALIACAO DA ADESAO DE C3b,
FATOR H E MAC EM PROMASTIGOTA LEISHMANIA INFANTUM QUANDO
EXPOSTA AO SORO HUMANO NORMAL (SHN) (ADAPTADO DE PEREIRA-
FILHO ET AL. 2021)

Grupos:

e Leishmania + Soro Humano Normal (Células incubadas com SHN 1:20 = 5% em PBS pH

7,4)
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e Leishmania + PBS (Células incubadas no diluente PBS pH 7,4) = Grupo controle

Observacgdes: Usar Leishmania infantum cepa PP75 fase estacionaria. Usar pool de soro
humano normal. Os experimentos serdo realizados com oito replicatas biolégicas, sendo cada
uma com uma triplicata técnica (3 pocos). Pocos sensibilizados apenas com o tampao
carbonato/bicarbonato (Na2C03 15mM, NaHCO3 35mM, pH 9.6) serdo utilizados com o branco
e esse valor sera descontado dos demais grupos ap0s a leitura.

PMSF: Concentracao estoque 200 mM, diluido em Metanol e estocado a - 20°C.
Concentragdo de uso = 2 mM. Classe: inibidor de serino-protease.

E64: Concentracao estoque 1 mM, diluido em agua destilada e estocado a - 20°C.
Concentragdo de uso = 10 pM. Classe: inibidor de cisteino-protease.

EDTA: Concentracao estoque 200 mM, diluido em agua destilada e estocado a - 20°C.

Concentragao de uso = 1,5 mM. Classe: inibidor de metalo-protease.

Protocolo:

e Passol: Uma cultura de promastigotas de Leishmania infantum em fase estaciondaria da
curva de crescimento serd submetida a contagem de células. Para isso 100 pL dessa
cultura sera retirada para diluir em 900 pL de isoton (10,5 g de acido citrico, 7 g de
cloreto de sédio, 15 mL de formol P.A 40 % em 1 L de agua destilada). Ap6s contagem
devera ser pego um volume da cultura cujo namero de células no microtubo sera final
de 1x108 células. As promastigotas serao lavadas duas vezes por centrifugacdo
(3000g/4°C/10min) com 200 pL de tampao PBS pH 7,4 gelado. Apds a ultima lavagem
o sedimento de células sera ressuspendido num volume de 1000 puL de tampao PBS. A

concentracdo de células nessa suspensao sera final de 1x108 células/mL;

e Passo 2: Em seguida, 100 pL (quantidade de 107 parasitos) desta suspensao de células
serdo transferidos para 4 microtubos (100 pL por tubo). Os tubos serdo novamente
centrifugados (3000g/42C/10min) e o tampao PBS descartado, permanecendo apenas
os parasitos no fundo do tubo. Em 3 desses 4 microtubos serao acrescentados 500 pL de
solucao de SHN a 5% diluido em PBS pH 7,4 (475 pL de PBS + 25 pL de SHN). O 4° tubo
funcionara como controle negativo (aos parasitos serao acrescentados 500 pL de PBS,
sem SHN). Todos os 4 microtubos devem ser agitados suavemente e incubados a 372C

durante 10 minutos;
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Passo 3: Apos a incubagdo, cada microtubo sera lavado trés vezes por centrifugacao
(3000g/4°C/10min) com solugdo 200 pL de tampado PBS pH 7,4 gelada. Apés a tltima
lavagem os tubos irdo ser ressuspendidos em 1 mL de tampao bicarbonato/carbonato
NaHCOsz (35mM) /Na2€03 (15mM) pH9,6, contendo inibidores de protease na
concentra¢ao final de (PMSF 2 mM, EDTA 1,5 mM e E64 10 uM). Os tubos serao
submetidos a contagem. Retirar um volume correspondente a 2x10° células e transferir
para outro tubo e completar com volume final de tampao bicarbonato/carbonato até 1

mL, assim a concentragao final sera 2x10° células/mL.

Passo 4: Em seguida, volumes de 100 pL (2x105 parasitos) serdo transferidos para
pocos de uma placa de 96 pocgos (em triplicata) e incubados “overnight” a 37 2C de forma
a placa secar para posterior avaliagdo da ligacao dos componentes C3b, Fator H e MAC a

membrana das promastigotas de L. infantum por meio de ELISA.

Passo 5: Bloquear a placa com 200 pL de leite em pé 5% (2,5 g de leite desnatado em

50 mL de PBS-Tween-20 0,1%) por 30 minutos em temperatura ambiente com agitacao;

(ATENCAO: Nio lavar o bloqueio);

Passo 6: Apds o bloqueio adicionar 50 pL dos respectivos anticorpos para os fatores
pesquisados na placa: Anti-Fator H (CompTech: A237) produzido em cabra
(Concentracao 1:1.000); Anti-SC5b-9 (CompTech: A227) produzido em coelho
(Concentracgao 1:4.000) e anti-C3c (Sigma: C6025) produzido em coelho (Concentrac¢ao

1:2.000) diluidos separadamente em solucdo de leite em p6 5% (2,5 g de leite

desnatado em 50 mL em PBS-Tween20 0,1%]) e incubar por 30 minutos em temperatura

ambiente com agitacao;

Passo 7: Em cada pogo lavar utilizando 200 pL de solucio de leite em p6 5% (2,5 g de

leite desnatado em 50 mL em PBS-Tween-20 0,1%) por trés vezes por 5 minutos com

agitacao constante.

Passo 8: Adicionar 50 pL do anticorpo secundario anti cabra (abcam:ab6741)

(Concentracao 1: 15.000) para os pocos correspondentes de fator H, e adicionar 50 pL

do anticorpo secundario anti coelho (abcam: ab6721) (Concentracdo 1: 1.000) para os

pocos correspondentes ao fator C3c e Anti-SC5b-9, diluidos_em solucido de leite em pé
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5% (2,5 g de leite desnatado em 50 mL em PBS-Tween-20 0,1%) e incubar por 30

minutos em temperatura ambiente com agitacao;

e Passo 9: Em cada pocgo lavar utilizando 200 pL de PBS-Tween-20 0,1% por 5 minutos,

sob agitacio (Dessa vez NAO usar a lavagem com leite);

e Passo 10: Em cada pogo serdo adicionados 200 pL de solugao contendo (citrato de sédio
50 mM, pH 5,5, 0,075% de H202 e 1 mg/mL de o-fenileno-diamina (OPD) (Sigma, co6digo
P9029), a placa sera entdo incubada a 37°C por exatamente 10min. Esta reacdo sera
bloqueada ap6s 10 minutos pela adi¢do de 100 pL de solugao de acido sulfurico (H2504)
1M. Para a leitura, a placa sera transferida para um leitor de micro-placas para obtenc¢ao
do valor da absorbancia no comprimento de onda de 492nm (ATENCAO: Considerar

esse valor e ndo de 450 nm por conta do uso do acido sulfarico (H2S04).

3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 2 — AVALIACAO DA ADESAO DE C3b,
FATOR H E MAC EM PROMASTIGOTA DE LEISHMANIA INFANTUM
QUANDO EXPOSTA AO SORO HUMANO INATIVADO (SHI) A 56°C POR 30
MIN (ADAPTADO DE PEREIRA-FILHO ET AL. 2021)

Grupos:
¢ Leishmania + Soro Humano inativado (Células incubadas com SH inativado 1:20 = 5%
em PBS pH 7,4)
e Leishmania + PBS (Células incubadas no diluente) = Grupo controle
Observacoes: Usar Leishmania infantum cepa PP75 fase estacionaria. Usar pool de soro

humano gque devera ser inativado a 56°C por 30 min. Os experimentos serdo realizados com

oito replicatas biologicas, sendo cada uma com uma triplicata técnica (3 pocos). ). Pocos
sensibilizados apenas com o tampao carbonato/bicarbonato (Na2C03 15mM, NaHCO3 35mM,
pH 9.6) serdo utilizados com o branco e esse valor foi descontado dos demais grupos apés a
leitura.

PMSF: Concentracdo estoque 200mM, diluido em Metanol e estocado a - 20°C.
Concentragdo de uso = 2 mM. Classe: inibidor de serino-protease.

E64: Concentracao estoque 1mM, diluido em agua destilada e estocado a - 20°C.
Concentragdo de uso = 10 pM. Classe: inibidor de cisteino-protease.

EDTA: Concentracao estoque 200mM, diluido em dgua destilada e estocado a - 20°C.

Concentracgao de uso = 1,5 mM. Classe: inibidor de metalo-protease.
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Protocolo:

Passo1: Uma cultura de promastigotas de L. infantum em fase estacionaria da curva de
crescimento sera submetida a contagem de células. Para isso 100 pL dessa cultura sera
retirada para diluir em 900 pL de isoton (10,5 g de acido citrico, 7 g de cloreto de sédio,
15 mL de formol em 1 L de 4gua destilada). Ap6s contagem devera ser pego um volume
da cultura cuja concentracao da suspensdo de células no microtubo sera final de 1x108
células/mL. As promastigotas serdo lavadas duas vezes por -centrifugacdo
(3000g/4°C/10min) com solugdo 200 pL tampdo PBS pH 7,4 gelada. Apds a ultima
lavagem o sedimento de células sera ressuspendido num volume de 1000 pL de tampao
PBS cuja concentracdo da suspensdo de células final no microtubo sera final de 1x108

células/mL.

Passo 2: Em seguida, 100 pL (quantidade de 107 parasitos) desta suspensdo de células
serdo transferidos para 4 microtubos cada. Os tubos serdo novamente centrifugados
(3000g/4°C/10min) e o tampao PBS descartado, permanecendo apenas os parasitos no
fundo do tubo. Em 3 desses 4 microtubos serdo acrescentados 500 pL de solugdo de Soro
Humano Inativado (SHi) a 5% diluido em tampao PBS pH 7,4 (475 pL + 25 pL de SHi). O
4° tubo funcionara como controle negativo, e assim, os parasitos serdao acrescentados
apenas de 500 pL de PBS, sem SHi. Todos os 4 microtubos devem ser agitados

suavemente e incubados a 372C durante 10 minutos.

Passo 3: Apds a incubagdo, cada microtubo sera lavado trés vezes por centrifugacao
(3000g/4°C/10min) com solucdo 200 pL de tampao PBS pH 7,4 gelada. Apds a ultima
lavagem os tubos irdo ser ressuspendidos em 1 mL de tampao bicarbonato/carbonato
NaHCOs (35mM) /Na2€03 (15mM) pH9,6, contendo inibidores de protease na
concentracao final de (PMSF 2 mM, EDTA 1,5 mM e E64 10 puM). Os tubos serdo
submetidos a contagem. Retirar um volume correspondente a 2x10°¢ células e transferir
para outro tubo e completar com volume final de tampao bicarbonato/carbonato até 1

mL, assim a concentragao final sera 2x106 células/mL.

Passo 4: Em seguida, volumes de 100 pL (2x105 parasitos) serdo transferidos para

pogos de uma placa de 96 pogos (em triplicata) e incubados “overnight” a 37 2C de forma
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a placa secar para posterior avaliagdo da ligacdo dos componentes C3b, Fator H e MAC a
membrana das promastigotas de L. infantum por meio de ELISA.

Passo 5: Bloquear a placa com 200 pL de leite em p6 5% (2,5 g de leite desnatado em

50 mL de PBS-Tween-20 0,1%) por 30 minutos em temperatura ambiente com agitacao;

(ATENCAO: Nio lavar o bloqueio);

Passo 6: Apds o bloqueio adicionar 50 pL dos respectivos anticorpos para os fatores
pesquisados na placa: Anti-Fator H (CompTech: A237) produzido em cabra
(Concentracao 1:1.000); Anti-SC5b-9 (CompTech: A227) produzido em coelho
(Concentragao 1:4.000) e anti-C3c (Sigma: C6025) produzido em coelho (Concentracao

1:2.000) diluidos separadamente em solucio de leite em p6 5% (2,5 g de leite

desnatado em 50 mL em PBS-Tween20 0,1%) e incubar por 30 minutos em temperatura

ambiente com agitacao;

Passo 7: Em cada pogo lavar utilizando 200 pL de solucido de leite em p6 5% (2,5 g de

leite desnatado em 50 mL em PBS-Tween-20 0,1%) por trés vezes por 5 minutos com

agitacao constante.

Passo 8: Adicionar 50 pL do anticorpo secundario anti cabra (abcam:ab6741)

(Concentracao 1: 15.000) para os pocos correspondentes de fator H, e adicionar 50 pL

do anticorpo secundario anti coelho (abcam: ab6721) (Concentracdo 1: 1.000) para os

pocos correspondentes ao fator C3c e Anti-SC5b-9, diluidos_em solucio de leite em po

5% (2,5 g de leite desnatado em 50 mL em PBS-Tween-20 0,1%) e incubar por 30

minutos em temperatura ambiente com agitac¢do;

Passo 9: Em cada poco lavar utilizando 200 uL de PBS-Tween-20 0,1% por 5 minutos,

sob agitacio (Dessa vez NAQ usar a lavagem com leite);

Passo 10: Em cada pocgo serdo adicionados 200 pL de solucdo contendo (citrato de sodio
50 mM, pH 5,5, 0,075% de H202 e 1 mg/mL de o-fenileno-diamina (OPD) (Sigma, c6digo
P9029), a placa sera entdo incubada a 372C por exatamente 10min. Esta reacdo sera
bloqueada ap6s 10 minutos pela adigdo de 100 pL de solugao de acido sulfurico (H2504)

1M. Para a leitura, a placa serd transferida para um leitor de micro-placas para obtengao
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do valor da absorbancia no comprimento de onda de 492nm (ATENCAO: Considerar

esse valor e ndo de 450 nm por conta do uso do acido sulfdrico (H2S04).

4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 3 — AVALIACAO DA ADESAO DE FATOR
H PURIFICADO EM PROMASTIGOTAS DE LEISHMANIA INFANTUM (FASE
ESTACIONARIA) (ADAPTADO DE PEREIRA-FILHO ET AL. 2021)

Grupos:
e Leishmania infantum na fase estacionaria + Fator H purificado (Células incubadas com
Fator H purificado em concentracao equivalente a do soro em diluicao 1:20 = 5% em
PBS pH 7,4)

e Leishmania infantum + PBS (Células incubadas no diluente)

Observacgdes: Usar Leishmania infantum cepa PP75 fase estacionadria.

e A concentracdo de Fator H no plasma humano pode variar amplamente desde 116 até
562 pg/ml, dependendo de fatores genéticos e ambientais (Esparza-Gordillo et al. 2004;
Rodriguez de Cérdoba & Jorge 2008). Dessa forma nds estamos considerando que a
média da concentrac¢io de FH no SHN seja em torno de = 250 pg /mL.

¢ A Concentracao de Fator H Comptech = 1mg/ml ou 1000 pL /mL. Dessa forma,
para eu ter a concentracao de fator H igual a do SHN 5%, vou pegar 1,25 pL de FH
e acrescentar por tubo contendo 100 pL com as Leishmania lavadas (ver abaixo os

detalhes no passo 2).

e Passol: Em um microtubo, serao adicionados 1000 pL de cultura de L. infantum em fase
estacionaria da curva de crescimento. As promastigotas serao lavadas duas vezes por
centrifugacdo (3000g/42C/10min) e ressuspendidas em soluc¢do tampao PBS pH 7,4.
Apés a ultima lavagem as células serdo ressuspendidas em 500 pL. do mesmo tampao.
Em seguida, sera retirada uma aliquota de 50uL da suspensao de células para realizar a
contagem em camara hemocitométrica. Apds a contagem, a concentra¢do da suspensao
de células serd ajustada adicionando-se solugdo tampao PBS até a concentragao final de

1x108 células/mL.

e Passo 2: Em seguida, 100 pL (quantidade de 1 x 107 parasitos) sera distribuido para trés
tubos separadamente. Os tubos serdo novamente centrifugados (3000g/42C/10min) e

o tampao PBS pH 7,4 descartado, permanecendo apenas os parasitos no fundo do tubo.
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Em 3 desses 4 microtubos serdo acrescentados 500 pL de solugdo de Fator H diluido em
tampao PBS pH 7,4 (493,75 pL + 6,25 pL de fator H 1 mg/mL (Comptech: A137).). O 4°
tubo funcionard como controle negativo, e assim, os parasitos serdo acrescentados
apenas de 500 pL de PBS, sem Fator H. Todos os 4 microtubos devem ser agitados
suavemente e incubados a 37 2C durante 10 minutos. O tubo serd incubado a 37 ¢C
durante 10 minutos sob agitacdo. Ap6s incubacdo, o tubo sera lavado 3 vezes com 200
uL de tampao PBS pH 7,4, por centrifugacdo (3000g/4°C/10min), para lavagem do fator

H nao ligado.

Passo 3: Apoés a ultima lavagem os tubos irdo ser ressuspendidos em 1 mL de tampao
bicarbonato/carbonato NaHCO3 (35mM) /Na2C0s3 (15mM) pH9,6, contendo inibidores
de protease na concentragao final de (PMSF 2 mM, EDTA 1,5 mM e E64 10 uM). Retirar
um volume correspondente a 2x10¢ células e transferir para outro tubo e completar com
volume final de tampao bicarbonato/carbonato até 1 mL, assim a concentragao final sera

2x106 células/mL.

Passo 4: Em seguida, volumes de 100 pL (2x105 parasitos) serdo transferidos para
pogos de uma placa de 96 pogos (em triplicata) e incubados “overnight” a 37 ¢C para
posterior avaliagdo do Fator H a membrana das promastigotas de L. infantum por meio

de ELISA. A placa devera ser incubada a 372C em camara umida overnight;

Passo 5: Bloquear a placa com 200 pL de leite em p6 5% (2,5 g de leite desnatado em

50 mL em PBS-Tween-20 0,1%) por 30 minutos em temperatura ambiente com

agitacdo; (ATENGCAO: Nao lavar o bloqueio);

Passo 6: Apds o bloqueio adicionar 50 pL dos respectivos anticorpos para os fatores
pesquisados na placa: Anti-Fator H (CompTech: A237) produzido em cabra
(Concentracao 1:1.000); diluidos separadamente em solucdo de leite em p6 5% (2,5 ¢g

de leite desnatado em 50 mL em PBS-Tween-20 0,1%) e incubar por 30 minutos em

temperatura ambiente com agitacao;

Passo 7: Lavar os pocos trés vezes por 5 minutos com agitacao com a solucdo de leite

em po6 5% (2,5 g de leite desnatado em 50 mL em PBS-Tween-20 0,1%);
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e Passo 8: Adicionar 50 pL do anticorpo secunddrio anti cabra (abcam:ab6741)

(Concentracado 1: 10.000) para os pocos correspondentes de fator H, diluido_em solucdo

de leite em p6 5% (2,5 g de leite desnatado em 50 mL em PBS-Tween-20 0,1%) e

incubar por 30 minutos em temperatura ambiente com agitacao;

e Passo 9: Lavar os pocos trés vezes com 200 microlitros de PBS-Tween-20 0,1% por 5

minutos, sob agitacdo (Dessa vez NAO usar a lavagem com leite);

¢ Passo 10: Em cada pogo serdo adicionados 200 pL de solugao contendo (citrato de sédio
50 mM, pH 5,5, 0,075% de H202 e 1 mg/mL de o-fenileno-diamina (OPD) (Sigma, cédigo
P9029), e a placa sera incubada a 372C/10min. Esta reacdo serd bloqueada apés 10
minutos pela adi¢gdo de 100 pL de solucdo de acido sulftirico (H2S04) 1M. Para a leitura,
a placa sera transferida para um leitor de micro-placas para obtencao do valor da
absorbancia no comprimento de onda de 492nm (T6 colocando esse valor e nao de

450nm por conta do uso do acido sulfarico (H2S04).

5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 4 — AVALIACAO DA ADESAO DE C3b,
FATOR H E MAC EM AMASTIGOTA LEISHMANIA INFANTUM QUANDO
EXPOSTA AO SORO HUMANO NORMAL (SHN) (ADAPTADO DE PEREIRA-
FILHO ET AL. 2021)

Observacoes: Usar amastigota like de Leishmania infantum cepa PP75. Usar pool de
soro humano normal.
0 protocolo para a resposta sera realizado de acordo com o protocolo da Pergunta

1 (P1), porém utilizando amastigota like

Grupos:
e Amastigotas like de Leishmania + Soro Humano Normal (Células incubadas com SHN
1:20 = 5%)
e Amastigotas like de Leishmania + PBS (Células incubadas no diluente) = Grupo controle
Para a conversao de promastigota em amastigota utilizaremos o protocolo de
Freitas et al 2012. Dessa forma, promastigotas serdo cultivados em meio de cultura
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 1% de solug¢do de vitaminas BME (Sigma-Aldrich®: B6891) e 2% de urina

humana estéril filtrada em filtro 0,45 micrometros. Os parasitos serdo acondicionados em
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frascos estéreis, e mantidos a uma temperatura de 23+12C em estufa B.0.D. Culturas de
amastigotas axénicas serdo iniciados a partir de promastigotas em fase estaciondria, que serao
incubadas em uma concentracdo de 5x 106 células / mL em meio 199 contendo 20% de soro
bovino fetal e 25 mg / mL de hemina a 37 ° C. A dinamica de transformacgao de amastigota sera

avaliada mediante observacdo da morfologia do parasita.

6. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 5 — AVALIACAO DA INATIVAGCAO DE
C3b NA SUPERFICIE DE LEISHMANIA PELA GP63 (ADAPTADO DE PEREIRA-
FILHO ET AL. 2021)

Contextualizacao: Existe na superficie de Leishmania a gp63, uma metalopeptidase
abundante na superficie de Leishmania, e que contribui para uma infinidade de fun¢des bem
estabelecidas na interagdo deste parasito com o hospedeiro mamifero. Entre essas fun¢oes
destaca-se a clivagem de C3b em iC3b. Dessa forma, iremos avaliar a capacidade dessa clivagem,
além de verificarmos a capacidade da 1,10-Phenantroline (inibidor de metalo-protease) em
impedir essa clivagem. Dessa forma, ao constatarmos esse impedimento da gp63, poderemos
utilizar essa metodologia para verificar o real efeito do Fator H captado pela Leishmania na

clivagem de C3b em iC3b, sem qualquer interferéncia da gp63.

Grupos (Colocados em cada canaleta do gel):

1-C3
2 - C3b;
3 -iC3b;

4 - Leishmania lavada com PBS + SHN;
5 - (Leishmania tratada com 1,10-Phenantroline) + SHN;

6 - Padrao de Peso Molecular

Foi utilizada a orto-Fenantrolina (inibidor de metaloproteases) oriunda de uma solucdo

estoque de 200 mM em metanol que fica estocada a - 20 °C.

e Passo 1: Uma cultura de promastigotas de L. infantum em fase estaciondria da curva de
crescimento foi submetida a contagem de células. Para isso 100 pL dessa cultura foi
retirada para diluir em 900 pL de isoton (10,5 g de acido citrico, 7 g de cloreto de sédio,
15 mL de formol P.A 40 % em 1 L de agua destilada). Ap6s contagem foi pego um volume

da cultura cujo nimero de células no microtubo sera final de 4x108/mL. As
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promastigotas foram lavadas duas vezes por centrifugacdo (3000g/42C/10min) com

200 pL de tampdo PBS pH 7,4 gelado. Apés a ultima lavagem o sedimento de células foi

ressuspendido num volume de 1000 pL de tampao PBS, permanecendo na concentragao

4x108/mL.

Foi colocado 100 pL (quantidade de 4x107 células) em dois tubos cada.

- Tubo A (promastigotas somente com PBS). Ao volume presente no tubo A
COMPLETAR com tampdo PBS até completar um total de 900 pL. Agitou o tubo e incubar por
30 minutos a 37 °C sob agitacdo. Teremos 4 x 107 células em 100 pL (ou 4 x 107 células/mL).
Manter em banho de gelo até o uso.

- Tubo B (promastigotas tratadas com orto-fenantrolina). Ao volume presente no
tubo B completou com tampao PBS até completar um total de 980 uL e adicionar 20 microlitros
de orto-fenantrolina estoque (200 mM em metanol); a concentracao final de orto-fenantrolina
sera de 2 mM. Agitou o tubo e incubar por 30 minutos a 37 °C sob agitacao. Por ultimo lavou
essas células trés vezes com 500 pL de PBS (3000g/4°C/10 min). Ap6s a ultima lavagem
ressuspendeu as células em 100 pL de PBS. Teremos 4 x 107 células em 100 pL (ou 4 x 107
células/mL). Manter em banho de gelo até o uso.

Enumerar os tubos e colocar as quantidades de componentes do complemento e de
Leishmania conforme indica¢des abaixo:

Tubo 1

28 uL. de PBS

2 pL de C3 estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 2

28 uL de PBS

2 uL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 3

28 uL de PBS

2 pL de iC3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

19

FATOR H - DEFINICAO E PROCEDIMENTOS PRATICOS NO CONTEXTO DA PESQUISA CIENTIFICA



Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 4

20 pL da suspensao de Leishmania do tubo A (Leish + PBS)

8 uL de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 horaa 37 °C.

Tubo 5

20 pL da suspensao de Leishmania do tubo B (Leish + Orto)

8 uL de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 6

20 pL da suspensao de Leishmania tubo C (Leish + FH)

7 uL de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

1 pL de fator I da solugdo estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 7
25 uL de PBS

2 uL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

1 pL de fator I estoque (1 mg/mL)

2 puL de fator H estoque (1 mg/mL)

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.
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Tubo 8
10 pL de Padrao de Peso Molecular da Bio-Rad (Precision Plus Protein™ Dual Color

Standards #1610374)

Passo 2: Depois disso, foram adicionadas as amostras nos tubos tampado da amostra
redutor, e os tubos serao fervidos por 5 min. Os tubos serdao submetidos a um speen (1
min a 3000g) e 15 pL do sobrenadante serd submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% (Laemmli, 1970). O procedimento sera interrompido quando o peso
molecular de 25kD do padrao da Bio-Rad (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
#1610374) alcangou a base do gel. As proteinas no gel serdo transferidas para uma

membrana de nitrocelulose durante duas horasa 100 V.

Passo 3: Apds esse passo, a membrana serd bloqueada durante por 2 horas com uma
solucdo de PBS contendo 0,1% de Tween 20 e 10% de leite em p6 desnatado sob agitacdo
constante. Apds o bloqueio, a membrana sera lavada trés vezes por cinco minutos com

PBS/Tween 20 0,1%.

Passo 4: As bandas serdo reveladas utilizando o anticorpo policlonal C3 (Comp Tech:
A213) diluido 1:3000 em PBS/Tween 20 0,1% e incubado a temperatura ambiente
durante duas horas sob agitacdo constante, seguido de um novo ciclo de lavagens (trés

vezes por cinco minutos com PBS/Tween 20 0,1%).

Passo 5: O anticorpo secundario usado sera o conjugado com peroxidase anti-IgG de
cabra (abcam:ab6741) diluido 1:5000 em PBS e incubado a temperatura ambiente
durante duas horas sob agitacdo constante, seguido de um novo ciclo de lavagens

(lavagens (trés vezes por cinco minutos com PBS).

Passo 6: A revelacdo das bandas sera realizada utilizando o kit de substrato DAB

peroxidase (Vector Laboratories) e as imagens obtidas no Alpha DigiDoc™.

21

FATOR H - DEFINICAO E PROCEDIMENTOS PRATICOS NO CONTEXTO DA PESQUISA CIENTIFICA



7. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 6 — AVALIACAO POR WESTERN BLOT
DO EFEITO DO FATOR H LIGADO A SUPERFICIE DE LEISHMANIA NA
INATIVACAO DE C3b (ADAPTADO DE PEREIRA-FILHO ET AL. 2021)

Grupos (Colocados em cada canaleta do gel):

1-C3;
2 - C3b;
3 -iC3b;

4 - Leishmania incubada previamente com FH + C3b

5 - Leishmania incubada previamente com PBS + C3b + FI
6 - Leishmania incubada previamente com FH + C3b + FI
7 - Leishmania incubada previamente com SHN 5%

8 - Leishmania incubada previamente com SHN + C3b + FI

9 - Padrao de Peso Molecular

e Passo 1: Uma cultura de promastigotas de L. infantum em fase estacionaria da curva de
crescimento serd submetida a contagem de células. Para isso 100 pL dessa cultura sera
retirada para diluir em 900 pL de isoton (10,5 g de &cido citrico, 7 g de cloreto de sédio,
15 mL de formol P.A 40 % em 1 L de agua destilada). Apds contagem devera ser pego
um volume da cultura cujo nimero de células no microtubo sera final de 4x108/mL. As
promastigotas serdo lavadas duas vezes por centrifugacdo (3000g/42C/10min) com 200
uL de tampao PBS pH 7,4 gelado. Apds a ultima lavagem o sedimento de células sera
ressuspendido num volume de 1000 pL de tampdo PBS, permanecendo na concentracao
4x108/mL.

Colocar 100 pL (quantidade de 4x107 células) em trés tubos cada.

- Tubo A (promastigotas somente com PBS). Ao volume presente no tubo A
COMPLETAR com tampao PBS até completar um total de 900 pL. Agitar o tubo e incubar por 5
minutos a 37 °C sob agita¢cdo. Teremos 4 x 107 células em 100 pL (ou 4 x 107 células/mL).
Manter em banho de gelo até o uso.

- Tubo B (promastigotas tratadas s6 com fator H puro). Ao volume presente no tubo
C acrescentar 12,5 pL de solugdo estoque de fator H contendo 12,5 pg de fator H (1mg/ml) e
completar o volume com PBS para 1000 pL. Incubar por 10 minutos a 37 °C sob agitacdo. Lavar

3 vezes com 500 pL de PBS (3000g/4°C/10 min) e apds a ultima lavagem ressuspender as
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em banho de gelo até o uso.

células em 1000 pL de PBS. Teremos 4 x 107 células em 100 pL (ou 4 x 107 células/mL). Manter

- Tubo C (promastigotas tratadas SHN 5%). Serdo acrescentados 500 pL de solucao

x 107 células/mL). Manter em banho de gelo até o uso.

de SHN a 5% diluido em PBS ph 7,4 (475 pL de PBS + 25 pL de SHN). Incubar por 10 minutos a
37 oC sob agita¢do. Lavar 3 vezes com 500 pL de PBS (3000g/4°C/10 min) e apds a ultima

lavagem ressuspender as células em 1000 pL de PBS. Teremos 4 x 107 células em 100 pL (ou 4

Enumerar os tubos e colocar as quantidades de componentes do complemento e de

Leishmania conforme indica¢des abaixo:

Tubo 1

28 uL de PBS

2 pL de C3 estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 2

28 uL. de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 3

28 uL de PBS

2 uL de iC3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 4

20 pL da suspensao de Leishmania tubo B (Leish + FH)
8 uL de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.
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Tubo 5

20 pL da suspensao de Leishmania do tubo A (Leish + PBS)
7 uL. de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

1 pL de fator I estoque (1 mg/mL)

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 6

20 pL da suspensao de Leishmania tubo B (Leish + FH)
7 uL de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

1 pL de fator I da solugdo estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 7

20 pL da suspensao de Leishmania tubo C (Leish + SHN)
10 uL de PBS

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 8

20 pL da suspensao de Leishmania tubo C (Leish + SHN)
7 uL de PBS

2 uL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)

1 pL de fator I da solugdo estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 9
10 pL de Padrao de Peso Molecular da Bio-Rad (Precision Plus Protein™ Dual Color

Standards #1610374)

24

FATOR H - DEFINICAO E PROCEDIMENTOS PRATICOS NO CONTEXTO DA PESQUISA CIENTIFICA



e Passo 2: Depois disso, foram adicionadas as amostras nos tubos tampao da amostra
redutor, e os tubos serao fervidos por 5 min. Os tubos serdo submetidos a um speen (1
min a 3000g) e 15 pL do sobrenadante serd submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% (Laemmli, 1970). O procedimento sera interrompido quando o peso
molecular de 25kD do padrao da Bio-Rad (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
#1610374) alcangou a base do gel. As proteinas no gel serdo transferidas para uma
membrana de nitrocelulose durante duas horasa 100 V.

e Passo 3: Apos esse passo, a membrana sera bloqueada durante por 2 horas com uma
solucdo de PBS contendo 0,1% de Tween 20 e 10% de leite em p6 desnatado sob agitagao
constante. Apds o bloqueio, a membrana sera lavada trés vezes por cinco minutos com

PBS/Tween 20 0,1%.

e Passo 4: As bandas serao reveladas utilizando o anticorpo policlonal C3 (Comp Tech:
A213) diluido 1:3000 em PBS/Tween 20 0,1% e incubado a temperatura ambiente
durante duas horas sob agitacdo constante, seguido de um novo ciclo de lavagens (trés

vezes por cinco minutos com PBS/Tween 20 0,1%).

e Passo 5: O anticorpo secundario usado sera o conjugado com peroxidase anti-IgG de
cabra (abcam:ab6741) diluido 1:5000 em PBS e incubado a temperatura ambiente
durante duas horas sob agitacdo constante, seguido de um novo ciclo de lavagens

(lavagens (trés vezes por cinco minutos com PBS).

e Passo 6: A revelacdo das bandas sera realizada utilizando o kit de substrato DAB

peroxidase (Vector Laboratories) e as imagens obtidas no Alpha DigiDoc™.

8. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 6 — AVALIACAO DAS FORMAS DE
DEPOSICAO DE C3 NA SUPERFICIE DE PROMASTIGOTAS DE L. INFANTUM
NA PRESENCA DE SHN E SORO HUMANO INATIVADO (ADAPTADO DE
PEREIRA-FILHO ET AL. 2021)

Grupos (Colocados em cada canaleta do gel):

1-C3;
2 - C3b;
3 -iC3b;

4 -FH + C3b + FI
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5 - Leishmania incubada previamente com Soro Inativado 5%
6 - Leishmania incubada previamente com SHN 5%
7 - Leishmania incubada previamente com PBS

8 - Padrao de Peso Molecular

e Passo 1: Uma cultura de promastigotas de L. infantum em fase estacionaria da curva de
crescimento serd submetida a contagem de células. Para isso 100 pL dessa cultura sera
retirada para diluir em 900 pL de isoton (10,5 g de &cido citrico, 7 g de cloreto de sddio,
15 mL de formol P.A 40 % em 1 L de agua destilada). Apds contagem devera ser pego
um volume da cultura cujo nimero de células no microtubo sera final de 4x108/mL. As
promastigotas serdo lavadas duas vezes por centrifugacdo (3000g/42C/10min) com 200
uL de tampdo PBS pH 7,4 gelado. Apés a ultima lavagem o sedimento de células sera
ressuspendido num volume de 1000 pL de tampdo PBS, permanecendo na concentracao
4x108/mL.

Colocar 100 pL (quantidade de 4x107 células) em trés tubos cada.

- Tubo A (promastigotas somente com PBS). Ao volume presente no tubo A
COMPLETAR com tampao PBS até completar um total de 900 pL. Agitar o tubo e incubar por 5
minutos a 37 °C sob agita¢cdo. Teremos 4 x 107 células em 100 pL (ou 4 x 107 células/mL).
Manter em banho de gelo até o uso.

- Tubo B (promastigotas tratadas com Soro Inativado 5%). Serdo acrescentados 500
uL de solucao de Soro Humano inativado (56°C por 40 min) a 5% diluido em PBS ph 7,4 (475
uL de PBS + 25 uL de SHN). Incubar por 10 minutos a 37 °C sob agitacdo. Lavar 3 vezes com 500
uL de PBS (3000g/4°C/10 min) e apds a ultima lavagem ressuspender as células em 1000 pL
de PBS. Teremos 4 x 107 células em 100 pL (ou 4 x 107 células/mL). Manter em banho de gelo
ate o uso.

- Tubo C (promastigotas tratadas SHN 5%). Serdo acrescentados 500 pL de solugao
de SHN a 5% diluido em PBS ph 7,4 (475 uL de PBS + 25 pL de SHN). Incubar por 10 minutos a
37 °C sob agitacdo. Lavar 3 vezes com 500 pL de PBS (3000g/4°C/10 min) e apds a dltima
lavagem ressuspender as células em 1000 puL de PBS. Teremos 4 x 107 células em 100 pL (ou 4
x 107 células/mL). Manter em banho de gelo até o uso.

Enumerar os tubos e colocar as quantidades de componentes do complemento e de

Leishmania conforme indicagdes a seguir:
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Tubo 1

28 uL. de PBS

2 pL de C3 estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 2

28 uL de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 horaa 37 °C.

Tubo 3

28 uL de PBS

2 pL de iC3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 4

25 pL de PBS

2 pL de C3b estoque (sol. estoque 1 mg/mL)
1 pL de fator I estoque (1 mg/mL)

2 uL de fator H estoque (1 mg/mL)

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 5

20 pL da suspensdo de Leishmania do tubo B (Leish + Sinat)
10 pL de PBS

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

2]
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Tubo 6

20 pL da suspensado de Leishmania tubo B (Leish + SHN)
10 uL de PBS

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 7

20 pL da suspensao de Leishmania tubo C (Leish + PBS)
10 pL de PBS

Volume final = 30 pL.

Incubar por 1 hora a 37 °C.

Tubo 8

10 pL de Padrdao de Peso Molecular da Bio-Rad (Precision Plus Protein™ Dual Color

Standards #1610374)

Passo 2: Depois disso, foram adicionadas as amostras nos tubos tampdo da amostra
redutor, e os tubos serao fervidos por 5 min. Os tubos serdao submetidos a um speen (1
min a 3000g) e 15 pL do sobrenadante sera submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% (Laemmli, 1970). O procedimento sera interrompido quando o peso
molecular de 25kD do padrao da Bio-Rad (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
#1610374) alcangou a base do gel. As proteinas no gel serdo transferidas para uma

membrana de nitrocelulose durante duas horasa 100 V.

Passo 3: Apds esse passo, a membrana serd bloqueada durante por 2 horas com uma
solucdo de PBS contendo 0,1% de Tween 20 e 10% de leite em p6 desnatado sob agitacao
constante. Apés o bloqueio, a membrana sera lavada trés vezes por cinco minutos com

PBS/Tween 20 0,1%.

Passo 4: As bandas serao reveladas utilizando o anticorpo policlonal C3 (Comp Tech:
A213) diluido 1:3000 em PBS/Tween 20 0,1% e incubado a temperatura ambiente
durante duas horas sob agitacdo constante, seguido de um novo ciclo de lavagens (trés

vezes por cinco minutos com PBS/Tween 20 0,1%).
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e Passo 5: O anticorpo secundario usado sera o conjugado com peroxidase anti-IgG de
cabra (abcam:ab6741) diluido 1:5000 em PBS e incubado a temperatura ambiente
durante duas horas sob agitacdao constante, seguido de um novo ciclo de lavagens

(lavagens (trés vezes por cinco minutos com PBS).

e Passo 6: A revelacdo das bandas sera realizada utilizando o kit de substrato DAB

peroxidase (Vector Laboratories) e as imagens obtidas no Alpha DigiDoc™.
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