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RESUMO

Avaliagado da produgio de anticorpos contra a saliva de Lutzomyia longipalpis
em criangas numa area endémica de Leishmaniose Visceral. REGIS
BERNARDO BRANDIM GOMES. Pessoas que vivem numa area endémica de
Leishmaniose Visceral apresentam anticorpos anti-saliva do vetor Lufzomyia
longipalpis. Nés avaliamos IgG total assim como as subclasses I1gG1, 1gG3, 1gG4 e
IgE contra o lisado de glandula salivar de L. longipalpis nos soros de criangas (idade
entre 0-5 anos) naturalmente expostas. Os soros foram obtidos em um estudo
prospectivo no qual realizou-se sorologia (ELISA) e o teste de hipersensibilidade
tardia (DTH) contra antigeno de Leishmania. Os individuos que foram negativos para
ambos os testes na primeira avaliagado (fase 1), foram acompanhados, testados mais
uma vez (fase 2) e classificados em quatro grupos (positivo para sorologia € DTH,
sorologia positiva e DTH negativo, sorologia negativa e DTH positivo e sorologia e
DTH negativos). Quinze soros de cada grupo em ambas as fases foram testados
pela técnica de ELISA, e cinco dos mesmos grupos pela técnica de Western blot
usando extrato de glandula salivar como antigeno. Um aumento significante de 1gG,
IgG1 e IgE anti-saliva foi observado nos grupos que convertem a sorologia e o DTH
anti-Leishmania na segunda fase. Um aumento significante de IgG4 foi observado
somente no grupo que converte a sorologia anti-Leishmania. Nao se observou um
aumento na resposta de IgG anti-saliva quando utilizou-se a saliva de Phlebotomus
papatasi e L. whitmani. A analise por Western blot mostrou um aumento de
reconhecimento de bandas no grupo que converte 0 DTH. Existe pelo menos 10
antigenos no qual dois (50 e 36 kDa) sao reconhecidos comumente pelo soro das
criangas com DTH positivo. Nossos resultados mostram um aumento de anticorpos
IgG, 1gG1 e IgE anti-saliva no grupo de individuos com DTH positivo. Anticorpos
contra as proteinas da glandula salivar de fleb6tomos podem ser relevantes nos
estudos de epidemiologia das leishmanioses e na imunidade natural.

Palavras chaves: Leishmania donovani chagasi, anticorpos, Lutzomyia e

hipersensibilidade tardia.




ABSTRACT

Evaluation of antibody production against Lutzomyia longipalpis saliva from
children at an endemic area for Visceral Leishmaniasis. REGIS BERNARDO
BRANDIM GOMES. People living in endemic areas for Visceral Leishmaniasis
present antibodies against the saliva of the vector, Lutzomyia longipalpis. We have
quantified total as well as specific antibodies against salivary gland lysate of
Lutzomyia longipalpis from the 1gG, IgG1, 1gG3, IgG4 and IgE subclasses in the
serum of naturally exposed children (aged 0-5 years). Sera were obtained from a
prospective study, in which anti-Leishmania serologic assay (ELISA) and delayed-
type hypersensitivity (DTH) were evaluated. Individuals who were negative for both
ELISA and DTH in the first evaluation (phase 1) were followed and tested once more
(phase 2) and classified into four groups (positive for both serology and DTH, positive
serology and negative DTH, negative serology and positive DTH and negative for
both serology and DTH). Fifteen sera from each group in each phase were assayed
by ELISA and five from the same groups by Western blots using salivary gland
extract as antigen. A significant increase of anti-saliva IgG, IgG1 and IgE were
observed in the groups that became serology and DTH positive against Leishmania
in the second phase. A significant increase of IgG4 titers was observed only in the
group that became positive for anti-Leishmania serology. An increase in total 1gG
was not observed in the anti-Phlebotomus papatasi and anti-L. whitmani saliva
response. Immmunoblot analysis showed an increase in the number of recognized
bands in the group with positive DTH. There were 10 main antigens of which 2 (50
and 36 kDa) were commonly recognized by sera from children with positive DTH. Our
results display an increase in anti-saliva I1gG, IgG1 and IgE antibody titers in the
group with positive anti-Leishmania DTH. Antibodies against sandfly salivary proteins
may be of relevance in studying leishmaniasis epidemiology and natural immunity.

Key words: Leishmania donovani chagasi, antibodies, Lutzomyia and delayed-type

hypersensitivity.




1 INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

As leishmanioses constituem um grupo de doencas que apresentam
diferentes aspectos clinicos em humanos. Sdo patologias causadas pela Leishmania
ssp., um protozoario da ordem Kinetoplastida (LAINSON & SHAW, 1987).

A Leishmania possui um ciclo de vida dimérfico sendo encontrada nas
seguintes formas: amastigota e promastigota. Estas formas sdo morfologicamente
semelhantes entre as mais de 20 espécies de Leishmania encontradas na natureza
(LAINSON et al.,, 1987; PEARSON et al., 1994). As amastigotas sdo formas ovais
encontradas no hospedeiro vertebrado e instalam-se intracelularmente nas células
do sistema reticuloendotelial. As promastigotas sdo as formas flageladas
encontradas no trato digestivo do vetor invertebrado (a fémea dos flebotomineos)
onde o desenvolvimento passa por varios estagios até atingir a forma metaciclica,
que é a infectante transmitida pela picada do inseto (SACKS & PERKINS, 1984).

Lainson e Shaw (1987) dividiram o género Leishmania em dois
subgeéneros: Viannia e Leishmania. Esta divisdo &€ baseada no desenvolvimento do
parasita no intestino do vetor. O subgénero Viannia inclui as espécies (seg¢éo
peripilaria) que se desenvolvem no intestino posterior antes de migrarem para o
intestino médio e anterior do inseto. No subgénero Leishmania estdo as espécies
(secao suprapilaria) que se desenvolvem somente no intestino médio e anterior do
vetor, perdendo assim a fase primitiva de desenvolvimento no intestino posterior. No

entanto, esta metodologia ndo €& a unica utilizada para esta finalidade. Outras



técnicas que incluem analises de isoenzimas, anticorpos monoclonais espécies
especificas, andlises do DNA do cinetoplasto e PCR (Polymerase Chain Reaction)
usando oligonucleotideos especificos para Leishmania spp., estao disponiveis em
laboratérios de referéncia da Organizagéo Mundial de Saude.

A cada ano surgem em torno de 2 milhdes de novos casos no mundo,
sendo que 0 maior numero de casos ocorre na Africa, india, sul da Europa, Oriente
Médio, América do Sul e Central (WHO, 2001). Com o aparecimento do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), as leishmanioses tém surgido como uma infec¢do
oportunista em muitos pacientes com imunodeficié€ncia adquirida severa (AIDS) em
varios lugares do mundo (WHO, 1991). O controle das leishmanioses, atuaimente, é
feito através do tratamento quimioterapico em pacientes, eliminagdo dos
reservatorios e controle vetorial para reduzir a transmissdo (PEARSON & QUEIROZ
SOUSA, 1994). Até o momento, ndo existe uma vacina eficaz contra as
leishmanioses.

A doenga humana tem sido tradicionalmente dividida em quatro
manifestagdes clinicas que séo: leishmaniose cutanea, cutanea difusa, mucocutanea
e visceral. Uma simples espécie de Leishmania pode ser responsavel por mais de
uma manifestagao clinica e uma unica manifestagéo pode também ser produzida por
varias espeécies de Leishmania (PEARSON et al., 1996). As manifestagdes clinicas
das leishmanioses dependem de complexas interagbes que abrangem, desde a
caracteristica infectiva da espécie de Leishmania até o estado nutricional e

imunolégico do hospedeiro humano (CERF et al., 1987; PEARSON et al., 1996)



1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL

1.2.1 Consideracgdes gerais

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma antropozoonose causada pela
Leishmania (Leishmania) chagasi, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e unica representante do complexo donovani na América Latina.
Na Africa, india e Asia, a L. donovani é o parasita responsavel pela manifestacéo
clinica da doenga, sendo a L. infantum a responsavel no litoral do Mediterraneo
(LAINSON & SHAW, 1987). A LV é caracterizada por febre, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia, anemia com leucopenia, ativagdo policlonal de células B
com hipergamaglobulinemia, edema e estado de debilidade progressivo, levando 0
paciente ao 6bito se néo for tratado a tempo. Na india é conhecida como Kala-azar
ou febre Dum-Dum; no Mediterréneo é conhecido como Leishmaniose Infantil ou
Visceral e no Brasil € conhecido como Leishmaniose Visceral ou classicamente
como calazar.

A Leishmaniose Visceral € uma causa importante de morbidade e
mortalidade entre criangas e adultos jovens no nordeste do Brasil (EVANS et al.,
1992). PENNA (1934) detectou casos de LV pela primeira vez no nordeste do Brasil
ao examinar figados de pessoas que haviam falecido com suspeita de febre
amarela. Ele encontrou neste material formas amastigotas de Leishmania spp. Os
estudos classicos do casal DEANE (DEANE & DEANE, 1955a, 1955b) e ALENCAR
(1961) no Ceara apontaram a Leishmania (L.) chagasi como o agente etiolégico da

LV. Os mesmos estudos mostraram que o vetor responsavel pela transmissdo era o



flebdtomo Lutzomyia longipalpis e o cdo e a raposa selvagem (Lycalopex vetulus)
constituem os principais reservatérios do parasita.

Conhecida classicamente como uma doenga rural, a Leishmaniose
Visceral tem emergido em grandes cidades do Brasil como em Teresina, capital do
estado do Piaui (COSTA et al., 1990) e Sao Luis, capital do estado do Maranhao
(COSTA et al.,, 1995). As condigbes epidemioldgicas favoraveis criadas pela redugéo
dos espagos ecologicos naturais (desmatamentos e aumento de favelas nos
espagos urbanos das grandes cidades), criam assim, um ambiente propicio para o
estabelecimento do ciclo antropozoondético. O vetor L. longipalpis passou a ser
neste ambiente, o elo de ligagdo entre o reservatério silvestre, 0 homem e o cdo
(REBELO, 2001).

Em areas endémicas do nordeste do Brasil, estima-se que, a cada ano,
7.5% de individuos com menos de 15 anos de idade sdo infectados com
Leishmania, onde somente 20% dos individuos infectados com L. chagasi
desenvolvem a forma classica da doenga. Nestas areas, a maioria das infecgbes sédo
subclinicas. Os individuos apresentam exame fisico normal apesar dos testes com
antigeno de Leishmania serem reativos. Criangas com idades entre 0 a 9 anos
correspondem a 80% dos casos da doenga humana, sendo que 60% com idade
inferior a 5 anos (BADARO et al., 1986; BADARO, 1988).

A ilha de Sao Luis, no estado do Maranhao, uma regiéo epidémica para a
ocorréncia de LV, registra 65% dos casos ocorridos em todo o estado. As criangas
numa faixa etaria de 0 a 5 anos s30 mais acometidas, principalmente as que exibem

intenso movimento migratorio e baixa renda familiar. (CALDAS et al., 2001).



1.2.2 Resposta imune na Leishmaniose Visceral

A resposta imune mediada por células é fundamental na protecéo contra
as leishmanioses. Uma forte reagéo de hipersensibilidade do tipo tardia (Teste de
Intradermoreagédo de Montenegro) a antigeno de Leishmania € comumente
associado a forma assintomatica da doenga. No entanto, em individuos
apresentando manifestagdes clinicas da LV, observa-se a supressdo da resposta
imune celular, responsavel pela disfungdo imunolégica presente nesta patologia.
Assim, as células dos pacientes mostram auséncia de resposta de
hipersensibilidade do tipo tardia a antigenos de Leishmania e auséncia de
proliferagdo linfocitaria. Apresentam também, uma baixa produg¢édo de Interferon
gama (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2), in vitro, quando estimulados com antigenos de
Leishmania. Estas citocinas e a linfoproliferagdo sao recuperadas apdés tratamento
quimioterapico (CARVALHO et al, 1981; CARVALHO et al.,, 1985). Outras
caracteristicas sdo também observadas, como a presenga de fatores supressores no
soro, presenca de imuno-complexos circulantes (GALVAO-CASTRO et al., 1984),
hipergamaglobulinemia policlonal (BARRAL-NETTO et al., 1986) e aumento da
susceptibilidade a varias outras infec¢des (CARVALHO & BACELLAR, 1983;
GUERREIRO et al., 1985).

Em seres humanos, a produgéo de IFN-y esta associada ao controle da
infecgdo em criangas infectadas com L. chagasi. O IFN-y é uma das citocinas mais
importantes para a ativagdo de macréfagos, os quais atuam também no controle da
infeccdo por Leishmania e na apresentagdo de antigenos do parasita (MURRAY et

al., 1983; CARVALHO et al., 1985; CARVALHO et al.,, 1994). A IL-10, no entanto,



teria a fungéo oposta, promovendo a redugdo da proliferagdo linfocitaria, da
produgdo de IFN-y e da atividade citotoxica em células mononucleares responsivas
do sangue periférico (BACELLAR et al., 1991; BARRAL-NETTO et al., 1998).

Na LV experimental e humana, as células T auxiliares CD4+ do tipo Th1,
estao fortemente associadas com um padrao de protegéo (SCOTT., 1991; HEINZEL
et al., 1991). Durante a LV humana, observa-se uma auséncia deste padrdo de
resposta celular, especialmente no bago, com baixa produgéo de IFN-y e altos niveis
de IL-4 e IL-10 (citocinas de padrao Th2). Este tipo de resposta é obtido também
quando ceélulas mononucleares do sangue periférico sdo estimuladas com antigenos
de Leishmania (CARVALHO et al., 1994). No entanto, a citocina IL-12 promove a
producéo de IFN-y, aumenta a resposta citotéxica e restaura a resposta de células
mononucleares do sangue periférico em pacientes com LV (GHALIB et al., 1995;
BARRAL-NETTO et al., 1998).

Varios trabalhos demonstraram em estudos com leishmaniose humana a
relevancia do papel do IFN-y e da IL-12 como as principais citocinas envolvidas na
protecdo do hospedeiro, enquanto a IL-10 seria a citocina responsavel pela
sobrevivéncia do parasita e progressdo da doenga (GHALIB et al., 1993; BACELLAR
et al., 1996; BARRAL-NETTO et al., 1998).

Apesar da ocorréncia da supressdo da resposta imune celular, pacientes
com LV apresentam elevados titulos de anticorpos anti-leishmania, sendo utilizado
inclusive como critério de diagnéstico da doenca. Titulos elevados persistem mesmo
apos a cura clinica e parasitoldgica, durante pelo menos os seis primeiros meses
apos o inicio do tratamento (BADARO et al., 1986). A presenga de produtos
parasitarios poderia ser capaz de causar uma ativagdo policlonal de linfécitos B,

seguida de uma produgdo exacerbada de imunoglobulinas pelo plasmdcitos,



provocando a hipergamaglobulinemia (GALVAO-CASTRO et al., 1984; PERSON et
al., 1996)

Embora existam anticorpos anti-leishmania na LV, a sua presenga nao
estd associada a protegdo do hospedeiro. Nos modelos experimentais de
leishmaniose murina, também nao foi demonstrado o efeito protetor dos anticorpos
presentes no soro imune. Apesar de ndo serem benéficos, ou mesmo prejudiciais a
protecao e a resolugao das lesdes, os anticorpos podem estar envolvidos em outros
fenbmenos, como a modulagéo da interagdo parasita-macrofago (MAUEL, 1982;

SACKS et al., 1984).

1.2.3 Lutzomyia longipalpis (filo Arthropoda) : O vetor

Os flebotomineos sdo pequenos insetos alados, pertencentes a ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. A posi¢éo taxondmica
atualmente mais aceita, reconhece seis géneros distribuidos da seguinte maneira:
Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius no Velho Mundo; Lutzomyia, Brumptomyia e
Warileya no Novo Mundo (YOUNG & DUNCAN, 1994).

Os flebotomineos, do género Lutzomyia nas Américas e Phlebofomus no
Velho Mundo (Europa, Asia e Africa), sdo os principais vetores transmissores das
leishmanioses. As fémeas hematbfogas, com héabitos crepusculares ou noturnos
podem picar o homem tanto no interior do domicilio como fora dele. Estes insetos
necessitam das proteinas presentes no sangue dos hospedeiros vertebrados para a
maturagdo de seus ovos. Estes ovos, por sua vez, sdo depositados em material

organico, em fendas de parede e troncos de arvore, para que ocorra a eclosao e
7



posterior andamento do seu ciclo de vida, com o surgimento de larvas, pupas e
insetos adultos. As fémeas adultas vivem em torno de um més (FORATTINI, 1973).
Os flebotomos ingerem as formas amastigotas quando picam o
hospedeiro vertebrado infectado. As amastigotas transformam-se em formas
promastigotas no intestino do inseto e diferenciam-se em promastigotas metaciclicas
(metaciclogénese) em aproximadamente uma semana, completando o ciclo de vida
do parasita quando o inseto volta a se alimentar no hospedeiro vertebrado para o

repasto sanglineo (SACKS et al., 1984., LAINSON et al., 1977)

O flebétomo Lutzomyia longipalpis (responsavel pela transmissdo nas
Américas) é descrito como o principal transmissor da LV, predominando nas areas
rurais de clima semi-arido do Nordeste brasileiro e que tem como reservatérios o
céo, a raposa e até mesmo o homem, como ocorre com o calazar indiano

(ALENCAR, 1956., DEANE, 1958; COSTA et al., 2000).



1.3 O PAPEL DA SALIVA DE VETORES ARTROPODES NA TRANSMISSAO
PARASITARIA

1.3.1 Componentes da saliva dos vetores artropodes

Os vetores artropodes ao picarem o hospedeiro, injetam, juntamente com
os mais variados patégenos, produtos da sua saliva (LAW et al., 1992). A glandula
salivar dos vetores artrépodes possui substancias farmacologicamente ativas, que
estdo envolvidas em diferentes atividades para resolver problemas comuns a estes
animais. A hemostasia, talvez o principal empecilho para a alimenta¢do de vetores
hematofagos, compreende um conjunto de mecanismos fisioldgicos utilizado pelo
hospedeiro vertebrado no qual estdo envolvidas a coagulagdo, agregacdo de
plaquetas e vasoconstric¢do, que em conjunto impedem a perda de sangue. Para
vencer estes obstaculos, os vetores hematéfagos desenvolveram uma grande
variedade de moléculas com atividades anti-coagulante, anti-agregagio plaquetaria
e vasodilatadora, encontradas na glandula salivar destes insetos (RIBEIRO., 1987;
RIBEIRO, 1995).

Uma grande quantidade de vetores hematdfagos (flebotomineos,
triatomineos, mosquitos, carrapatos) possuem produtos com atividades anti-
agregagao plaquetaria na saliva (RIBEIRO et al., 1989). Esta atividade esta
relacionada com a presenga da enzima apirase, que também esta presente na
parede interna dos vasos sanglineos do hospedeiro vertebrado. Sua fungdo é

impedir a adesdo da plaqueta a parede do vaso. A apirase degrada ADP em AMP,



impedindo um dos estimulos fisiolégicos necessarios para a agregacao plaquetéria
(RIBEIRO et al., 1989).

Apesar da grande maioria dos vetores utilizarem a apirase como agente
anti-agregador plaquetario, outras substancias com as mesmas caracteristicas tém
sido descritas, como o antitromboxano e a prostaglandina E; (PGE;), produzido pelo
triatomineo Rhodnius prolixus e a prostaciclina pelo carrapato Ixodes dammini
(RIBEIRO et al., 1985; TITUS & RIBEIRO, 1990).

A PGE2 e a prostaciclina também promovem a vasodilatagdo, evento que
permite uma maior quantidade de sangue no local da picada. Alguns
vasodilatadores foram descritos e caracterizados. Os triatomineos do género
Rhodnius, por exemplo, liberam éxido nitrico — NO (RIBEIRO et al., 1990; RIBEIRO
et al., 1993; RIBEIRO, 1995). NO é um gas de vida curta, que no género Rhodnius,
se mantém estavel quando associado ao ferro presente no grupamento heme que
ocorre na glandula salivar dos Rhodnius (VALENZUELA & RIBEIRO, 1998).

O carrapato tem como vasodilatador a prostaglandina, um lipideo
derivado do acido araquiddnico (RIBEIRO et al., 1985). Mosquitos do género Aedes
tém taquicininas (LAW et al., 1992), substancias semelhantes as encontradas em
vertebrados, como a substancia P ou neurocinina. Outros tipos de mosquitos, os
Anopheles, apresentam uma enzima, a peroxidase, com atividade que parece ser
capaz de destruir substancias vasoconstritoras (RIBEIRO et al., 1989). As glandulas
salivares dos flebotomineos apresentam um complexo de moléculas, sendo os
peptideos apirase e maxadilan as mais analisadas (LERNER et al., 1991; RIBEIRO
et al., 1986; RIBEIRO et al., 1989). O maxadilan ¢é considerado um vasodilatador
extremamente potente sendo encontrado somente nas glandulas salivares de

Lutzomyia longipalpis (RIBEIRO et al., 1986). A apirase, por outro lado, é encontrada
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nos generos Lutzomyia e Phlebotomus e apresenta atividade anti-agregagéo
plaquetaria (RIBEIRO et al., 1986; RIBEIRO et al., 1989).

Apds entrar em contato com a pele do hospedeiro, o vetor hematéfago
necessita facilitar a obtengdo do sangue para sua alimentagcao. Portanto, antes da
alimentagao propriamente dita, o vetor introduz seu aparelho bucal repetidas vezes
ate formar um “lago” sanguineo (RIBEIRO, 1995).

A epiderme superficial &€ avascular, enquanto a derme possui uma
distribuicdo de vasos caracteristicos. Durante a sondagem, o vetor atinge o vaso
sanglineo, causando a hemorragia, levando a formacgéo do “lago sanguineo”. Como
consequéncia, o sangue que € obtido destes vasos danificados aumenta a chance
do vetor em obté-lo. A laceragciéo dos vasos para a obtengao do sangue é observada
em ambos os tipos: 0s que se alimentam diretamente do canal do vaso e aqueles
que se alimentam do lago hemorragico formado na pele (RIBEIRO et al., 1986;
RIBEIRO, 1995). O mecanismo homeotastico do hospedeiro é muito eficiente € um
pequeno dano causado nos vasos sanguineos € logo reparado pelas plaquetas.
Portanto, a agregacao palquetaria, a vasoconstricdo e a coagulagdo, que ocorrem
durante o processo de hemostasia, diminuem o fluxo sangliineo no local da picada
nao permitindo que o vetor se alimente. Como as reagdes inflamatérias geralmente
estdo associadas a alteragdes no fluxo sanglineo, eritema, edema e dor, a
hemostasia estd ligada inerentemente a reagdo inflamatéria. Substéncias que
impedem estes processos sao as principais armas destes animais para a obtengéo

do seu alimento (RIBEIRO., 1987).
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1.3.2 Saliva de flebotomineos e Leishmanioses

Durante o repasto sanguineo, o fleb6tomo injeta no hospedeiro
vertebrado, juntamente com a forma infectante do parasita, produtos da sua glandula
salivar contendo moléculas com atividades farmacolégicas e que atuam na resposta
hemostatica do hospedeiro. Estas moléculas tém se mostrados capazes de
exacerbar a infecgao por Leishmania em modelos murinos (TITUS & RIBEIRO ,
1988). TITUS & RIBEIRO (1988) mostraram que além de potente atividade anti-
hemostatica e vasodilatadora, a saliva também aumentava a infectividade por
Leishmania.

A andlise da composicdo dos produtos da saliva de flebotomineos,
principalmente L. Jongipalpis e Phlebotomus papatasi, foi importante na
compreenséo do seu efeito na modulagéo da infecgdo por Leishmania e da resposta
imune em modelos experimentais (THEODOS et al., 1991; LIMA & TITUS , 1996).

Camundongos com um fenétipo de resisténcia na infecgdo por
Leishmania se tornam susceptiveis se a inoculagdo de L. major é feita juntamente
com lisado de glandula salivar de L. longipalpis ou P. papatasi, mesmo quando
utilizada uma pequena quantidade de parasita (THEODOS et al., 1991; BELKAID et
al., 1998). Outros trabalhos demonstraram que a inoculagdo de L. braziliensis
juntamente com a saliva de L. longipalpis causa uma lesédo progressiva em BALB/c,
enquanto a inoculagao de Leishmania braziliensis ndo causa lesdo no camundongo (
SAMUELSON et al., 1991; LIMA & TITUS, 1996).

Uma das primeiras abordagens imunoldgicas feitas na tentativa de

esclarecer a imunomodulagdo da saliva na exacerbagdo da infecgéo, foi a avaliagdo
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do comportamento do macrofago presente no sitio da infecgéo. O lisado de glanduia
salivar do flebotomineo Phlebotomus duboscqui, possui atividade quimiotatica para
macrofagos peritoneais murinos (ANJILI & MBATI, 1995). A atragdo de mondcitos
provocada pela saliva do vetor leva a uma exacerbagéo da infecgéo por Leishmania
nos macrofagos do hospedeiro susceptivel (ANJILI & MBATI, 1995). O estudo
histopatoldgico feito no local da inoculagdo (pele de hamster) do lisado de glandula
salivar de L. longipalpis, mostrou que a saliva promove no tecido um acumulo de
macrofagos (LAURENT et al., 1992).

THEODOS & TITUS (1993) mostraram que apesar do macréfago estar
presente no local da infec¢do este ndo é capaz de apresentar eficientemente o
parasita. A saliva inibe a capacidade apresentadora de antigeno do macréfago e de
produzir H,O, em resposta a estimulagdo com IFN-y, evitando uma participagdo
efetiva da imunidade mediada por células T. O peptideo maxadilan, vasodilatador
presente na glandula de L. Jongipalpis, tem mostrado potentes efeitos
imunomodulatérios em macréfagos. Macréfagos de BALB/c tratados com maxadilan
e estimulados com LPS in vitro, apresentaram uma inibicdo na produgéo de TNF-a. e
um aumento de IL-6 (SOARES et al.,, 1998). A saliva do P. papatasi ndo altera a
endocitose de Leishmania por macréfagos mas altera a sua atividade microbicida
induzida por IFN-y. A saliva inibe a produgdo de Oxido nitrico permitindo a
proliferagao da Leishmania no interior do macréfago (HALL & TITUS., 1995).

A saliva do P. papatasi, quando inoculada juntamente com L. major,
exacerba a infecgdo na pata de camundongos resistentes sendo associada a uma
inibico da resposta celular do tipo Th1 com conseqiiente diminuigdo de IFN-y, IL-12
e oxido nitrico sintase. Neste tipo de situagdo, observou-se uma resposta do tipo

Th2 com detecgédo de IL-4 (MBOW et al., 1998). Foi demonstrado, também, que o
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lisado de glandula salivar é capaz de induzir a producgdo de IL-4 quando injetada no
camundongo sem Leishmania (MBOW et al., 1998).

BELKAID e colaboradores (1998) estabeleceram um novo modelo de
infeccdo murina, utilizando a derme da orelha do camundongo para a infecgdo por
Leishmania major juntamente com lisado de glandula salivar do Phlebotomus
papatasi, tentando assim mimetizar a infecgao natural. A exacerbagdo da infeccéo
na orelha foi observada tanto em camundongos susceptiveis quanto nos resistentes
a infeccao por L. major. Esta exacerbagdo esta associada a um aumento inicial na
epiderme da quantidade de células produtoras de citocinas tipo Th2. No mesmo
modelo, uma pré-exposi¢cdo do lisado de glandula salivar, induziu a produgdo de
anticorpos anti-saliva capazes de neutralizar a capacidade do lisado em exacerbar a
infecgao.

Este artigo sugeriu pela primeira vez a possibilidade do inicio de uma
resposta imune contra componentes da saliva, que de alguma forma poderiam
contribuir para diminuicdo da lesdo causada pela inoculagao do parasita juntamente

com a saliva (Figura 1).

BALB/c C57BL/6

Figura 1. Orelhas de camundongos Balb/c e

metaciclicas de L. major. Somente L. major

A i
: H C57BL/6, 10 semanas apoéds inoculagao
| intradérmica de 10° promastigotas

(A), L. major com 0.2 pares de lisado de
glandula salivar (B) e L. major com 0.2 pares
de lisado de glandula salivar em animais pré-

salivar(C). BELKAID et al (1998).
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Neste mesmo trabalho (BELKAID et al., 1998), os autores sugerem que,
em areas endémicas, a intensidade de exposicdo a picadas de fleb6tomos néo
infectados pode influenciar a epidemiologia das leishmanioses cuténeas. Individuos
provenientes de areas ndao endémicas correriam um risco maior de desenvolver as
formas mais graves, uma vez que seriam imunologicamente “naive” ndo somente a
Leishmania, mas também a saliva do flebétomo.

O efeito dos anticorpos anti-saliva também foi avaliado em hamsters
expostos a Phlebotomus argentipes. Apds a exposi¢do, 0 soro apresentou altos
titulos de anticorpos anti-componentes da saliva do vetor e foi relacionado com a
mortalidade subsequiente dos flebotomineos que picaram o animal imunizado. Os
resultados também revelaram que a alimentacdo das fémeas, expresso pela
porcentagem de engorgitamento, diminuiu graduaimente a medida que a
mortalidade das mesmas aumentava durante as picadas subsequentes (GHOSH et
al., 1998). Mortalidade similar foi mostrada quando os insetos se alimentaram do
soro imune através de uma membrana artificial. Neste mesmo trabalho, quando os
fleb6tomos se alimentaram de um preparado de sangue com parasita (L. donovani)
contendo 0 soro com anticorpos anti-saliva, ocorreu a inibigdo do desenvolvimento e
da migragao do parasita no intestino do fleb6tomo (GHOSH et al., 1998 ).

KAMHAWI e colaboradores (2000) mostraram que a pré-exposi¢do de
camundongos a picadas de P. papatasi ndo infectados confere prote¢do contra L.
major. Esta protecdo, no entanto, foi associada com uma forte reacdo de
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) e com a producdo de IFN-y no local da
picada.

VALENZUELA e colaboradores (2001), recentemente, caracterizaram

nove proteinas da gléndula salivar do P. papatasi. Uma destas proteinas, tendo um
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peso molecular aparente de 15 kDa (SP-15), foi capaz de conferir prote¢cdo aos
camundongos vacinados com SP-15 e desafiados com L. major mais saliva. A
vacina produziu uma forte resposta humoral e DTH. Esta vacina protegeu
camundongos deficientes de células B, sugerindo que a protecdo € mediada por
células T através da indugdo de DTH. Estes resultados mostram a importancia de
identificar-se componentes da glandula salivar do fleb6tomo, com a capacidade de
gerar uma resposta imune capaz de diminuir ou combater a infec¢do pelo parasita.

Em seres humanos foi mostrado que individuos picados repetidamente
por mosquitos produziam anticorpos anti-saliva dos insetos, permitindo a tipagem da
classe e das subclasses destes anticorpos (SHAN et al., 1995; e PENG et al., 1997).
A classe de anticorpo presente em maior quantidade nestes ensaios foi a do isotipo
IgE e 1gG4 (BRUMMER-KORVENKONTIO et al., 1994, 1997). Estes isotipos estdo
diretamente correlacionados com reagdes alérgicas desenvolvidas pelo hospedeiro.

Na leishmaniose visceral humana, criangas de uma area endémica que
mostram positividade para o teste cutaneo ac antigeno de Leishmania, apresentam
anticorpos anti-glandula salivar do vetor L. longipalpis. O estudo sugere que, picadas
repetidas pelo vetor podem resultar na produgao de anticorpos anti-saliva (BARRAL
et al., 2000).

Anticorpos humanos anti-saliva de flebétomo podem ser uteis na
identificagdo da distribuigdo espacial dos flebétomos numa determinada area,
podendo auxiliar no direcionamento do controle do vetor e da doenga. No entanto,
para uma avaliagdo em larga escala, em regides endémicas, 0 uso de produtos
recombinantes clonados da glandula do vetor seria mais apropriado. Esta
abordagem tem sido realizada utilizando produtos recombinantes da glandula de L.

longipalpis e carrapato (/xodes scapularis) para avaliar a produg¢do de anticorpos
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presentes no hospedeiro e correlacionar a exposi¢ao destes individuos aos vetores
existentes na area (BARRAL et ai., 2000; SANDERS et al., 1999).

Diante destas informagdes, a hipdtese que se levanta agora é se
individuos que residem numa area endémica para LV, seriam capazes de
desenvolver imunidade anti-saliva do vetor que fosse capaz de interferir na resposta

imune contra a L. chagasi.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar o perfil de anticorpos anti-saliva do vetor Lutzomyia longiplapis em
individuos residentes numa area endémica de leishmaniose visceral, que alteram a

sua resposta humoral e celular contra antigenos de Leishmania.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a alteragdo de titulos de anticorpos IgG, anti-lisado de gléndula
salivar de L. longipalpis em individuos que num periodo de seis meses
convertem a sua sorologia ou reagao de hipersensibilidade cutinea
tardia (Reagdo de Montenegro) contra antigenos de Leishmania;,

e Avaliar a presencga de isotipos IgG1, IgG3, IgG4 e de IgE anti-saliva
nos mesmos individuos;

e Utilizar, como antigeno, glandula salivar de outros flebotomineos para
verificar a especificidade da resposta de anticorpos nos mesmos

grupos;
e Avaliar o perfil de bandas reconhecidas pelo o soro destes individuos

através da técnica de Western blot, tendo como antigeno, o lisado de

glandula salivar.
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3 JUSTIFICATIVA

Os resultados obtidos no modelo murino que mimetiza a transmisséo
natural das leishmanioses (BELKAID et al., 1998) e em humanos (BARRAL et al.,
2000), sugerem que em areas endémicas, a intensidade de exposi¢do a picadas de
flebotomineos nao-infectados pode influenciar a epidemiologia das leishmanioses.
Os individuos que residem nestas areas, e que tém contato com insetos néo-
infectados, estariam desenvolvendo prote¢éo pela produgdo de anticorpos anti-
saliva, capazes de protegé-los quando em contato com o flebétomo infectado com a
Leishmania. No entanto, ndo sabemos até 0 momento se os anticorpos anti-saliva
sdo importantes na protegéo, por néo ter sido determinado, ainda, 0 seu mecanismo
de agédo. Em alguns trabalhos, a prote¢do observada foi atribuida ao DTH formado
contra a saliva do flebétomo Phlebotomus papatasi (KAMHAWI et al., 2000;
VALENZUELA et al., 2001) ou contra outros antigenos, como DNCB e BCG (MAUEL
& ROWE., 1977).

Portanto, a avaliagao do perfil de anticorpos, incluindo classes e
subclasses, no soro de individuos expostos a picadas de L. Jongipalpis num
determinado periodo de tempo e que alteraram sua sorologia ou DTH para
Leishmania, serd importante para uma posterior analise de seu papel na

epidemiologia da leishmaniose visceral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Soros utilizados no estudo

Os soros utilizados no estudo, sdo provenientes de uma area endémica
para Leishmaniose Visceral em Séo Luis, capital do Maranhdo. Estes soros foram
obtidos em colaboragdo com o Dr. Jackson Costa e Arlene Caldas, da Universidade
Federal do Maranhdo. Os mesmos foram coletados durante um estudo
epidemiolégico prospectivo em duas etapas: a primeira etapa no periodo de
setembro a outubro de 1997 e a segunda, de abril a maio de 1998. Foram avaliadas
criangas com idade de zero a cinco anos, residentes nas localidades de Vila Nova e
Bom Viver no municipio de Raposa — Maranh3ao.

Os soros das criangas coletados na primeira etapa foram testados contra
antigeno de Leishmania para se avaliar a infecgdo pela técnica ELISA previamente
descrita (BADARO et al., 1986). As mesmas criangas foram paralelamente
submetidas ao teste cutaneo de Montenegro, para a avaliagdo de hipersensibilidade
tardia (DTH) ao antigeno de Leishmania (REED et al., 1986). Nesta primeira fase, as
criangas que reagiram positivamente a qualquer um dos testes, foram excluidas do
estudo. As que resultaram em testes negativos foram mantidas e avaliadas
novamente apds seis meses. Decorrido este periodo, os individuos foram
submetidos a nova avaliagdo e agrupados de acordo com a mudanga da sua
resposta anti-Leishmania nos grupos de conversio de sorologia e de conversao da

reagdo de Montenegro.
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Os soros utilizados como controle negativo sdo provenientes de
individuos da mesma faixa etaria residentes em area ndo endémica para

Leishmaniose Visceral, no municipio de Salinas no estado da Babhia.

4.2 Consideragdes éticas

Um termo de consentimento foi elaborado e apresentado aos
responsaveis pelas criangcas para a adesdo ou nao ao estudo. O termo, elaborado
pelo Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Maranhao, esclarece

0s objetivos da pesquisa e a importancia da participagdo das criangas.

4.3 Antigenos

O lisado de glandula salivar de L. longipalpis e as membranas para os
ensaios de Western blot, foram fornecidos pelo Dr. José Marcos Ribeiro (NIH-USA).
O lisado de glandula salivar foi ressuspenso em meio tampao carbonato/bicarbonato

de sédio, pH 9.6.
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4.4 ELISA para detectar anticorpos (IgG total) anti-saliva de L. Jongipalpis, P.

papatasi e L. whitmani.

As placas (Linbro/Titertek) foram sensibilizadas com 50ul do antigeno a
4°C durante a noite (1ug de proteina/ml). Apds 4 lavagens com PBS Tween 0,05%,
estas foram bloqueadas durante a noite a 4°C, com PBS Tween 0,1% . Novas
lavagens (4 ciclos) foram realizadas e os soros diluidos (1/100 em PBS Tween
0,05% contendo 0,5% leite) foram adicionados e incubados durante a noite a 4°C.
Novas lavagens foram realizadas e adicionada IgG anti-humana conjugada a
fosfatase alcalina diluida em 1/1000. Incubaram-se ent&o, as placas a 37°C durante
45 minutos. Apds mais trés ciclos de lavagens, adicionou-se o substrato (P-
nitrofenilfosfato), diluido em tamp&o carbonato (1mg/ml), pH 9.6, para a revelagdo. A
reacdo foi interrompida com adicdo de NaOH 3M. A leitura foi feita no

espectrofotdmetro, utilizando-se a luz visivel no comprimento de onda de 405 nm.

4.5 ELISA para detectar subclasses de IgG (1gG1, IgG3 e IgG4) anti-saliva de L.

longipalpis

As placas foram sensibilizadas com antigeno (15ug/ml para IgG4, 1ug/mi
para IgG1 e IgG3) diluido em tamp&o carbonato-bicarbonato pH 9,6, durante 2 horas

a 37°C e depois a 4°C durante a noite. Apds trés lavagens com PBS — Tween
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0,05% (200ul/pogo), as placas foram bloqueadas por duas horas a 37°C com PBS
0,1% (100ul/pogo). Novas lavagens (3 ciclos) foram realizadas e adicionadas as
amostras diluidas (1/40 para IgG4, 1/100 para 1gG1 e 1/10 para IgG3) em PBS-
Tween 0,05% por 02 horas a 37°C e depois a 4°C durante a noite. Depois das
lavagens incubou-se durante a noite, a 4°C, o anticorpo especifico anti-lgG1, anti-
IgG3 (diluidos 1/1000) e anti-lgG4 (diluido 1/500). Apds mais trés ciclos de lavagens,
incubou-se o anticorpo anti-igG de camundongo (conjugado com fosfatase alcalina e
diluida em PBS - Tween 0,05% em 1/1000) por 45 minutos a 37°C. A revelagéo foi
feita com P-nitrofenilfosfato e interrompida com NaOH 3M. A leitura foi feita no

espectrofotdmetro, utilizando-se a luz visivel de comprimento de onda de 405 nm.

4.6 ELISA para detectar anticorpos do isotipo IgE anti-saliva de L. longipalpis

4.6.1 Preparo do RF

Para a dosagem do isotipo IgE € necessario depletar IgG afim de que se
evite a competicao pelo o mesmo sitio antigénico. Para este objetivo foi usado um
produto contendo fator reumatdide (RF-Absorbent, Dade Behring) que se liga a I1gG
deixando livre o isotipo IgE. O RF liofilizado foi ressuspendido em 1,5 ml de agua
destilada estéril e dividido em aliquotas para o armazenamento (-20°C). As amostras
de soro foram pré-diluidas em PBS pH 7,2 na diluicdo de 1:2. Esta mistura foi

novamente diluida em RF (1:4) e deixada a temperatura ambiente por 15 minutos.
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Apds esta incubagao, a mistura foi centrifugada a 13.000 rpm, durante 5 minutos a

4°C e o sobrenadante utilizado para a dosagem de IgE.

4.6.2 ELISA para detec¢ao de IgE

A placa foi sensibilizada (50ul/pogo) com sonicado de glandula salivar de
L. longipalpis na concentragdo de 15ug/mi, durante a noite a 4°C. Na etapa seguinte,
a placa foi lavada 03 vezes com PBS Tween 0,05% e bloqueada com PBS Tween
0,1%. Em seguida, os soros (diluidos em 1/4) foram colocados (50 ul/pogo) e
incubados a 4°C durante a noite. Apds 03 lavagens, o anticorpo anti-IgE conjugado a
fosfatase alcalina (2° anticorpo) foi colocado (100ul/pogo) e incubado por 02 horas a
37°C. Foram feitas mais 03 lavagens e colocado o substrato P-nitrofenilfosfato
(100ul/pogo). Apds 30 minutos a reagao foi parada com NaOH 3M. A leitura foi feita

num espectrofotdmetro utilizando-se luz visivel no comprimento de onda de 405 nm.

4.7 Western blot

O gel de SDS-poliacrilamida com proteinas da glandula salivar de L.
longipalpis (aproximadamente 40ug de proteinas) foi feito em 16% de Tris-glicina,
juntamente com o peso molecular. Apos a eletroforese, as proteinas da glandula
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose usando o tampao Tris-

glicina mais 10% de metanol como tamp&o de transferéncia.
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A membrana contendo antigenos de L. /ongipalpis foi bloqueada com PBS
tween 0,05% mais 5% de leite desnatado durante a noite a temperatura de 4°C.
Apos 3 ciclos de lavagens com PBS tween 0,05% com duragado de 05 minutos cada,
os soros, diluidos em PBS Tween 0,05% (1/10), foram colocados sobre as
membranas, sendo dispensado 600ul por canaleta (BIO-RAD). Os soros foram
incubados durante a noite a 4°C. Foram feitas 03 lavagens e colocou-se o segundo
anticorpo (anti-lgG conjugado a fosfatase alcalina-SIGMA) na diluigdo de 1/500,
durante uma hora a temperatura ambiente. Lavou-se 03 vezes e revelou-se a

membrana com substrato para fosfatase alcalina (Western Blue — Promega).

4.8 Analise estatistica

A andlise dos dados deste trabalho foi realizado utilizando o programa
GraphPad-Prism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA-USA). As comparagbes
dos titulos de anticorpos dos diversos grupos de individuos foram feitas utilizando o
teste pareado e n&o-paramétrico de Wilcoxon. As diferencas foram consideradas

significantes quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinagao dos grupos controles.

Um grupo de individuos da faixa etaria de 1-5 anos, residente em area
ndo endémica para Leishmaniose Visceral, foi utilizado como controle negativo para
IgG contra lisado de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis. O ponto de corte da
técnica ELISA contra o lisado de gléndula salivar foi estabelecido em 0,041
(Densidade Optica) utilizando-se a média da soma destes individuos mais 2 desvios

padrdes (Figura 2).

5.2 1gG contra lisado de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis.

Cento e vinte soros (15 de cada grupo, da 1° e 2° coleta) de individuos
residentes numa area endémica de Leishmaniose Visceral, foram testados contra o
antigeno da gléndula salivar do vetor Lutzomyia longipalpis, para se avaliar a
produgdo de anticorpos IgG. Os grupos de individuos da area endémica estudada
foram divididos de acordo com a resposta anti-Leishmania (DTH e ELISA). Na
primeira coleta, os individuos que cujos testes foram negativos, submeteram-se
novamente a outra avaliagdo apds 6 meses e foram divididos em 4 grupos de acordo
com a resposta anti-leishmania: DTH- SORO-, DTH+SORO-, DTH-SORO+ e
DTH+SORO+. Observou-se um aumento na concentragdo de anticorpos IgG anti-

saliva principalmente nos grupos que converteram o DTH anti-Leishmania (figuras
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3A e 3C). Ao mesmo tempo, verificamos uma queda na produgéo de anticorpos IgG
anti-saliva no grupo de criangas que converteram somente a sorologia anti-
Leishmania (figura 3B). O grupo de criangas que mantém os testes anti-Leishmania
(ELISA e DTH) negativos, em ambas as fases, apresentam uma alta produg¢ao de

anticorpos 1gG anti-saliva também em ambas as fases (figura 3D).

5.3 IgG1, 1gG3 e IgG4 contra lisado de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis.

Com o objetivo de avaliar as subclasses de IgG predominantes na reposta
contra a saliva de vetores, analisamos pela técnica de ELISA a produgdo dos
isotipos IgG1, IgG3 e IgG4 contra o lisado de glandula salivar do L. longipalpis, em
soros de 60 criangas (15 de cada grupo, da 1° e 2° coleta). Somente os grupos que
converteram o DTH e sorologia (DTH+S+) anti-Leishmania ou somente a sorologia
(DTH-S+), foram avaliados nesta fase do estudo. Na subclasse 1gG1 anti-saliva
ocorre um aumento significativo (p = 0,002) somente no grupo que converte 0 DTH
anti-Leishmania (Figura 4A). Observa-se uma queda na produgao de IgG1 no grupo
gue converte somente a sorologia (Figura 4B).

Nao existe aumento na produgdo de anticorpos com o isotipo 1gG3 anti-
saliva, em qualquer dos grupos, em ambas as fases (Figura 5A). Ocorre um discreto
aumento, porém significativo (p=0,02), na produg¢éo de anticorpos com o isotipo IgG4
anti-saliva, somente no grupo de criangas que converte somente a sorologia anti-

Leishmania (figura 5B).
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5.4 IgE contra lisado de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis.

Os anticorpos da classe IgE tem sido detectados em reposta a antigenos
da gléndula salivar de vetores. Verificamos a produgdo destes anticorpos contra o
lisado da glandula salivar de L. longipalpis nos mesmos grupos de criangas
analisados para detectar as subclasses de IgG.

A produgdo de anticorpos da classe IgE foi detectado de maneira
significativa (P = 0.002) no grupo que converte o DTH anti-Leishmania (Figura 5C).

Nao houve diferenga significativa na produgéo de IgE em relagéo aos outros grupos.

5.5 IgG contra lisado de glandula salivar de Phlebotumus papatasi e Lutzomyia

whitmani.

Para avaliar a especificidade da resposta contra os produtos da glandula
salivar de L. longipalpis, testamos pela técnica de ELISA a reatividade destes soros
contra lisado de glandula salivar de outros vetores: Phlebotumus papatasi (fleb6tomo
encontrado no Velho Mundo) e Lutzomyia whitmani (flebétomo encontrado no Novo
Mundo, inclusive na area endémica do estudo). Nenhuma diferenga significativa foi
encontrada entre os grupos analisados com a glandula salivar das duas espécies de

flebotomineos (Figura 6, A e B).
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5.6 Western blottings indicando IgG contra antigenos da glandula salivar de

Lutzomyia longipalpis.

Foi avaliada pela técnica de Western blot a resposta contra diferentes
componentes da mistura antigénica presente na glandula salivar do vetor Lutzomyia
longipalpis, utilizando soros (5 de cada grupo) de individuos da area endémica em
estudo, que converteram o DTH e sorologia ou somente a sorologia anti-Leishmania.
Os resultados mostram que existem pelo menos 10 antigenos na glandula salivar do
vetor, que sdo reconhecidos pelos anticorpos IgG presentes nos soros dos
individuos que converteram o DTH anti-Leishmania (figura 7A). Verificamos neste
grupo uma maior heterogeneidade de resposta com bandas variando de peso
molecular entre 4 a 50 kDa. A banda de aproximadamente 50 kDa esta presente
praticamente em todos os individuos e em ambos 0s grupos, inclusive no grupo que

converte somente a sorologia anti-Leishmania (figura 7B).
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Figura 2. Anticorpos IgG contra a glandula salivar de L. longipalpis detectado por ELISA
utilizando soros de individuos que residem em area ndo endémica (NE) de Leishmaniose
Visceral, endémica e (S+DTH+) controles positivos. O ponto de corte foi construido

utilizando-se a média mais 2 desvios padrées dos soros dos individuos da area néo

endémica (limite de corte > 0,041).

30



020
A
o 015 p=0002 ©
s >
ZE = g
o
L 3
£2 o104 S
o3 0 8
(V]
B &°
0.05-
000 B
$-DTH- S+DTH+
0.20-
p=0.0078
g 0.154 o
= E = E
2 3o
€S 0.10 €9
LI =
© o ©o
hog o
0.05-|
0.00

S-DTH- S-DTH+

Grupo de acordo com a resposta anti-Lelshmania

0.20~

0.15+

0.10

0.00

p=0.0353

0.15+

0.10

0.05-

0.00

8-DTH- S+DTH-

S-DTH- S-DTH-

Grupos de acordo com a resposta anti-Lelshmania

Figura 3. Anticorpos 1gG contra glandula salivar de L. longipalpis detectado por ELISA. Os soros (15

de cada grupo) sao provenientes de individuos de area endémica de LV, coletados em momentos

diferentes (seis meses de intervalo) e testados contra antigenos de Leishmania através do teste

ELISA (sorologia) e teste de hipersensibilidade tardia (DTH). Os individuos que tiveram ELISA e DTH

anti-Leishmania negativos (S-DTH-) foram testados novamente e agrupados de acordo com a

resposta anti-Leishmania: (A) S+DTH+, (B) S+DTH-, (C) S-DTH+ e (D) S-DTH-. O valor do eixo Y

corresponde a densidade &ptica (405 nm) anti-saliva de L. Jongipalpis. As barras mostram a mediana

1 1 desvio padréo. Os valores foram considerados significantes a partir de p< 0.05.
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Figura 4. Anticorpos IgG1 contra glandula salivar de L. longipalpis detectado por ELISA. Os
soros (15 de cada grupo) que tiveram ELISA e DTH anti-Leishmania negativos (S-DTH-)
foram testados novamente e agrupados de acordo com a resposta anti-Leishmania: (A)
S+DTH+ e (B) S+DTH-. Os valores foram considerados significantes a partir de p< 0.05. As

barras mostram a mediana + 1 desvio padréo.
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Figura 5. Anticorpos (A) 1gG3, (B) IgG4 e (C) IgE contra a glandula salivar de L. longipalpis detectado
por ELISA. Os soros (15 de cada grupo) que tiveram ELISA e DTH anti-Leishmania negativos (S-
DTH-) foram testados novamente e agrupados de acordo com a resposta anti-Leishmania (S+DTH- e

S+DTH+). As barras mostram a mediana + 1 desvio padrédo. Os valores foram considerados

significantes a partir de p < 0.05.
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Figura 6. Anticorpos IgG contra a glandula salivar de (A) Phlebotomus papatasi e (B) Lutzomyia
whitmani detectados por ELISA. Os soros (15 de cada grupo) que tiveram ELISA e DTH anti-
Leishmania negativos (S-DTH-) foram testados novamente e agrupados de acordo com a resposta

anti-Leishmania (S+DTH- e S+DTH+). As barras mostram a mediana + 1 desvio padréo.
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Figura 7. Western blot indicando IgG ﬁumano contra antigenos da glandula salivar de L.
longipalpis. Cinco individuos que tiveram ELISA e DTH anti-Leishmania negativos foram
testados novamente e agrupados de acordo com a resposta anti-Leishmania: (A) S+DTH+ e
(B) S+DTH-. PM corresponde ao Peso Molecular.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que criangas
residentes numa area endémica de Leishmaniose Visceral e que apresentam
conversao do teste cutdneo contra Leishmania ap6s seis meses de
acompanhamento, desenvolvem anticorpos séricos contra o lisado da glandula
salivar de Lutzomyia longipalpis.

Alguns trabalhos classicos utilizando glandula salivar de mosquitos
avaliaram a resposta imune humoral humana anti-saliva. Estes estudos mostraram
que, adultos e criangas sensiveis a picadas de mosquitos, apresentam
freqlientemente anticorpos circulantes IgE e IgGG4 contra a gléndula salivar de Aedes
communis e Aedes aegypti (REUNALA et al., 1994, BRUMMER-KORVENKONTIO et
al.,, 1994). No nosso estudo, foi observada elevagao do isotipo IgE. O isotipo IgG4
anti-saliva também foi evidenciado de uma maneira muito discreta, porém
significativo, somente no grupo que converte a sorologia anti-Leishmania, mantendo-
se ausente no grupo que converte o teste cutaneo (DTH).

PALOSUO e colaboradores (1997) mostraram a elevagdo da subclasse
IgG1, sendo a produgao destes anticorpos mais evidente no periodo do ano em que
a presenga do mosquito & mais intensa, quando aumenta o grau de exposi¢cdo das
pessoas. Neste mesmo estudo, nao foi evidenciada a presenga das subclasses IgG2
e IgG3. Os nossos dados mostram uma elevagédo importante de IgG1 no grupo de
criangas que converte o teste cutaneo (DTH) sugerindo uma maior exposi¢cdo deste
grupo ao vetor L. longipalpis. PUNNOVEN e colaboradores (1990) mostraram que a

produgéo simultdnea de anticorpos IgG4 e IgE anti-saliva € diretamente influenciada
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pelo efeito das citocinas IL-4 e IL-13 nas células B. Estes dados indicam que uma
exposi¢cao sazonal ao mosquito leva a um aumento da produg¢ao de anticorpos anti-
saliva do mosquito.

O flebotomineo Lutzomyia longipalpis tem sido encontrado durante todo o
ano em areas endémicas e urbanas (DEANE & DEANE., 1962; SHERLOCK., 1969;
COSTA et al., 1990). REBELO (2001) relata a presen¢a anual do Lutzomyia
longipalpis na ilha de Sao Luis, no estado do Maranhdo, onde o vetor tem sido
encontrado em alta freqiéncia, em todos 0os meses do ano, tendendo a ser mais
abundante no periodo chuvoso (57,2%) do que no seco (42,8%). Estas
caracteristicas da regido aumentam as chances de exposicdo a picadas nos
individuos que ali residem, entre elas os individuos que participaram do nosso
estudo, provocando possivelmente um aumento no perfil de anticorpos anti-saliva do
vetor. Contudo, observamos que a elevagdo dos anticorpos nao acontece
homogeneamente na populagédo. Esta elevagao foi mais importante nos individuos
que converteram a sua resposta imuno celular contra Leishmania, evidenciando
variagdes. E possivel que subgrupos da populacdo sejam mais expostos que outros
e que a taxa de exposicdo seja relevante na possivel protecdo contra a
leishmaniose.

A presenga de anticorpos IgE, IgG1 e IgG4 no nosso trabalho sugere a
ocorréncia de hipersensibilidade do tipo imediata provocada pela saliva do L.
longipalpis. MELLANBY (1946) propds experimentalmente o desenvolvimento de
uma reagao imune resultado de picadas repetidas por mosquitos. Apés as picadas, a
reagdo que ocorre na pele obedece a um padrdo de desenvolvimento: primeiro, as
picadas nao causam reagdo (estagio 1); em seguida, uma reagdo de

hipersensibilidade do tipo tardio aparece (estagio 2); depois, aparecem ambos 0s
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tipos de reacgdo: imediata e do tipo tardio (estagio 3); novamente aparece uma
reacdo do tipo imediata, nesse momento sozinha (estagio 4); e finalmente, nao
ocorre mais reagdes (estagio 5). A literatura classica abordando este tema chama a
atencdo para o papel da saliva em induzir uma resposta alérgica no hospedeiro
(WIKEL et al., 1982). Provavelmente, este perfil de resposta com anticorpos 1gG1,
IgG4 e IgE mostrado nos nossos resultados, pode estar acompanhando a
progressao dos estagios de reacio na pele.

A grande produgédo de IgG, IgG1 e IgE nos individuos com DTH anti-
Leishmania positivo, pode ser resultado de uma intensa exposigdo ao antigeno da
saliva. Como se sabe, imunoterapias favorecem a produgao de IgG4 e IgG1 e que
imunizagdes prolongadas levam a uma mudanga na taxa de isotipos
IgG4/1IgG1(AALBERSE et al., 1983; BIRKNER et al, 1990). O aumento da
quantidade de anticorpos IgG1 seria resultado desta continua exposigéo.
Provavelmente este grupo estaria sendo mais exposto ndo sé a saliva do vetor sem
Leishmania, mas também ao vetor infectado, ja que estas mesmas pessoas sdo
capazes de produzir anticorpos anti-saliva e uma resposta celular contra o antigeno
de Leishmania.

Outro achado nos nossos resultados que nos leva a acreditar em uma
maior exposicao deste grupo a picadas, é o reconhecimento de uma grande
variedade de bandas pelo soro destes individuos quando foram analisados por
imunoblotting utilizando antigeno da glandula de L. longipalpis. Os individuos deste
grupo produzem anticorpos IgG anti-saliva capazes de reconhecer bandas com
pesos moleculares de 4, 6, 30, 36 e 50 kDa. Apesar de acreditarmos que exista uma
exposicdo semelhante ao vetor neste grupo, alguns individuos respondem

diferentemente as proteinas da saliva do flebdétomo. O soro destes individuos
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reconhecem poucas bandas (praticamente sé a de 50 kDa) quando avaliados por
imunoblotting. Provavelmente os mais reativos desenvolvem protegdo ja que além
de reconhecer uma maior variedade de bandas eles convertem o teste cutaneo anti-
Leishmania. Para testarmos esta hipotese, seria necesséario um estudo de cluster na
area endémica. O que nos gostariamos de esclarecer é se os individuos de maior
reatividade anti-saliva, ficam em alguma micro-regido (dentro da area) que tenha
caracteristicas diferentes, como por exemplo, uma distribuicdo espacial de
flebdtomos diferente. Um ensaio com voluntarios que esta sendo desenvolvido no
nosso laboratério, podera nos fornecer alguns dados onde talvez possamos saber
se a resposta imune anti-saliva depende de uma maior exposi¢éo ao vetor ou de
uma resposta individual do hospedeiro.

Por outro lado, Individuos que ao longo deste acompanhamento
convertem somente a sorologia anti-Leishmania, apresentam nos dois momentos de
avaliagdo contra o antigeno de Leishmania, uma banda em comum de 50 kDa. A
producao de anticorpos anti-saliva avaliado por ELISA neste grupo é baixa quando
comparada com 0 grupo que converte o teste cutaneo anti-Leishmania. A banda
evidenciada (50 kDa) neste grupo de individuos com uma resposta baixa de
anticorpos anti-saliva pode ser provocada pela baixa exposi¢éo ao vetor. Esta banda
poderia ser usada no diagnostico de exposi¢ao. Outra hipbtese seria a ocorréncia de
reacao cruzada com outro vetor artropode.

Alguns trabalhos relataram a ocorréncia de reacgdes cruzadas com
antigenos da saliva de vetores. SCHWARTZ e colaboradores (1990), por exemplo,
demonstraram que a produgdo de anticorpos anti-saliva de carrapato, vetor da
doenca de Lyme, correlacionava-se com o aumento dos titulos de anticorpos contra

0 agente etiologico Borrelia burgdorferi. No entanto, no mesmo material, foi possivel
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detectar anticorpos anti-saliva de Dermacentor burgdorferi, carrapato ndo vetor da
doenga de Lyme e anticorpos anti-saliva de Aedes aegypti. Observou-se também a
ocorréncia de reatividade cruzada quando se analisa anticorpos anti-saliva de Aedes
punctor e Aedes communis (BRUMMER-KORVENKONTIO et al., 1997). Com o
objetivo de utilizar proteinas especificas, uma proteina recombinante da glandula
salivar do carrapato /xodes scapularis tem sido utilizada atuaimente como um
marcador de exposigéo da doenga de Lyme, onde a produgéo de anticorpos contra o
antigeno recombinante da glandula salivar correlaciona-se com uma diminuigdo da
taxa de alimentagéo do carrapato no homem (SANDERS et al., 1998, SANDERS et
al., 1999). Por outro lado, VOLF & ROHOUSOVA (2001) encontraram diferengas
importantes nos componentes do lisado da glandula salivar dos flebotomineos do
género Phlebotomus. Os anticorpos produzidos nos animais picados pelos
flebétomos Phlebotomus papatasi, P. pemiciosus e P. halepensis, reconhecem
somente antigenos da glandula de cada espécie correspondente, ndo ocorrendo
inclusive reagdes cruzadas.

Os nossos resultados mostram que quando avaliamos a produgéo de
anticorpos IgG contra o lisado de glandula salivar de Lutzomyia whitmani e
Phlebotomus papatasi, em todos os grupos de individuos, ndo ocorre produgéo de
anticorpos anti-saliva contra nenhuma das duas espécies. Estes resultados nos
mostram que a resposta de IgG contra o antigeno da glandula salivar de L.
longipalpis ndo é devido a uma ativagéo policlonal inespecifica de I1gG. Estes dados,
no entanto, ndo excluem a possibilidade de reagbes cruzadas contra o antigeno da
gléndula de outros vetores. VOLF e colaboradores (2000) ja& haviam demonstrado
que as proteinas da glandula salivar dos flebétomos do Velho Mundo possuem

diferengas que se modificam com a idade do inseto quando comparados com os
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fleb6tomos do Novo Mundo. WARBURG e colaboradores (1994) demostraram que a
composi¢cdo da saliva de subespécies de L. longipalpis, com origens geograficas
diferentes, varia consideravelmente. Além da composi¢do, observa-se também uma
variagdo nas fungdes imunomodulatéria e anti-homeostatica presentes na saliva
destas subespécies de L. longipalpis (LANZARO et al., 1999).

BARRAL e colaboradores (2000) mostraram pela primeira vez que
pessoas expostas a Leishmania reconhecem antigenos da glandula salivar do
flebotomo ao mesmo tempo em que existe uma correlagdo positiva entre 0s niveis
de anticorpos IgG anti-saliva e a resposta ao antigeno de Leishmania por DTH.
Acredita-se que neste grupo com DTH positivo estariam os individuos protegidos de
uma possivel infeccdo por sua capacidade de montar uma resposta imune recente
contra antigenos de Leishmania. Apesar deste grupo apresentar uma maior
concentragdo de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis, o papel destes anticorpos
contendo um possivel efeito protetor em relagédo ao desenvolvimento da doenca,
ainda nao foi esclarecido. E possivel que os anticorpos neutralizem os produtos da
saliva dos fleb6étomos, reduzindo a agdo depressora sobre os macréfagos, o que
favoreceria uma melhor apresentacdo de antigeno e o desenvolvimento da
imunidade celular. Também é possivel especular que a conseqliente redu¢do da
carga parasitaria influencie no desenvolvimento mais eficiente da resposta imune.

Repetidas picadas pelos vetores demonstram resultar na produgéo de
anticorpos anti-saliva (REUNALA et al, 1994; PENG et al, 1998). O
estabelecimento de varios modelos animais tem ndo s6 demonstrado a produgéo de
anticorpos anti-saliva, como também tem procurado elucidar o possivel papel
protetor destes anticorpos (CROSS et al., 1993; MATHEWS et al., 1996; GHOSH et

al., 1998; BELKAID et al., 1998; KAMHAWI et al., 2000; VALENZUELA et al., 2001).

41



WIKEL e colaboradores (1997) demonstraram a produc¢ao de anticorpos
circulantes anti-saliva de carrapato em camundongos e gado. Os autores verificaram
que estes anticorpos promovem uma resisténcia no hospedeiro mediada por
complemento. Esta resposta tem sido utilizada como uma forma de controlar o vetor.
MATHEWS e colaboradores (1996) mostraram a capacidade dos anticorpos anti-
saliva em neutralizar a bioatividade dos componentes da glandula salivar do
mosquito Anopheles stephensis, em camundongos imunizados por picadas
repetidas. Os anticorpos resultados desta imunizagdo atuam contra a apirase, uma
enzima pertencente a composi¢ao da glandula salivar deste mosquito.

O primeiro estudo experimental avaliando o efeito dos anticorpos anti-
saliva de fleb6tomos em animais expostos a picadas foi desenvolvido por GHOSH e
colaboradores (1998). Hamsters expostos a picadas de Phlebotomus argentipes,
desenvolvem altos titulos de anticorpos aparentemente relacionados com o aumento
da mortalidade destes insetos quando se alimentam nestes animais imunizados.

BELKAID e colaboradores (1998) foram, no entanto, os primeiros a
demonstrarem o papel protetor dos anticorpos anti-saliva, em camundongos,
resultados de uma pré-exposicdo ao lisado da glandula salivar do Phlebotomus
papatasi. A exacerbagdo da infecgdo observada em camundongos BALB/C e
C57BL/6 inoculados com Leishmania major mais o lisado da glandula salivar do P.
papatasi foi revertida nos animais pré-expostos ao lisado da glandula.

Na mesma linha de investigagéo, experimentos envolvendo a transmisséao
de L. major para camundongos através da picada natural de P. papatasi infectados,
mostraram que animais previamente expostos a picadas de flebétomos
apresentaram uma reduc¢do significativa das lesbes, quando comparadas com

camundongos ndo expostos (KAMHAWI et al., 2000). Como exemplo de protecéo
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promovida pela pré-exposicao a picadas dos fleb6tomos, o camundongo C57BL/6
mostrou, além da redug¢do das lesbes e da carga parasitaria, uma diminui¢do na
habilidade de infectar fleb6tomos quando alimentados nestes animais. A prote¢édo
montada pelos camundongos estaria diretamente relacionada a uma forte reagao de
hipersensibilidade do tipo tardio (DTH), provocada pelas picadas ou inoculagéo de
saliva previamente. A presenca de IFN-y e IL-12 no local da picada também foi
associada a protecao adquirida pelos animais pré-expostos.

Recentemente, BELKAID e colaboradores (2000) mostraram que, a pré-
exposicao a saliva de flebétomos pode modificar o comportamento alimentar destes
insetos devido a uma reagao de hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) localizada.
Os autores relatam que o P. papatasi alimenta-se com uma maior facilidade no local
da picada onde ocorre DTH, beneficiando-se do aumento do fluxo sangiiineo. Em
outro estudo recente, conduzido por VALENZUELA e colaboradores (2001), os
autores testaram a imunogenicidade de um dos componentes da glandula salivar do
P. papatasi. Uma proteina da glandula com peso molecular de aproximadamente 15
kDa, foi capaz de conferir protecdo em camundongos imunizados e posteriormente
desafiados com parasita mais saliva. Esta proteina produz, ao mesmo tempo, uma
forte resposta imune humoral e DTH. A protecdo adquirida pelos camundongos foi
atribuida ao DTH. O argumento contra o papel dos anticorpos produzidos contra a
proteina baseia-se na observagdo de que camundongos deficientes de células B
também apresentaram protegéo.

Como nas avaliagbes de experimentos com material humano, os modelos
animais nao elucidam o papel dos anticorpos produzidos pelas picadas ou
inoculacbes de saliva de flebotomineo. Os nossos resultados mostram que

individuos que residem em area endémica e que convertem o DTH anti-Leishmania
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(resolugdo espontanea da infecgdo com resposta imune recente), sdo capazes de
produzir anticorpos anti-saliva de L. longipalpis. Estes dados estariam de acordo
com a hipotese de outros autores (BELKAID et al.,, 1998; GHOSH et al., 1998)
sugerindo que a imunidade desenvolvida contra a saliva dos fleb6tomos pode
influenciar a resposta imune contra a Leishmania, resultando em prote¢céo contra a
infeccdo. No entanto, um papel protetor destes anticorpos anti-saliva de L.
longipalpis ainda nao foi estabelecido no homem. O esclarecimento desta fungao
podera ter implicagbes na epidemiologia das leishmanioses e num possivel

desenvolvimento de novas vacinas anti-Leishmania.
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7 CONCLUSOES:

Baseados nos achados de:

¢ Individuos residentes numa area endémica para LV e que convertem o DTH anti-
Leishmania num periodo de seis meses, apresentam aumento na produgdo de
anticorpos I1gG, 1gG1 e IgE (mas nao de IgG3) contra a glandula salivar de L.
longipalpis,

e Apesar da diferenga encontrada na produgdo de IgG4 no grupo de individuos
apresentando sorologia positiva, a producdo desta subclasse foi bastante
reduzida, sugerindo que este isotipo, assim como IgG3, ndo deve ser importante
numa resposta anti-saliva de L. longipalpis;

¢ N&o existiu produgdo de anticorpos IgG contra a glandula salivar de P. papatasi e
L. whitmani nos individuos testados, reforcando a especificidade da resposta
anti-L. longipalpis;

¢ O soro dos individuos da area endémica reconhecem diferentes componentes da
saliva de L. longipalpis, o que pode orientar na estratégia da escolha de

antigenos para diagnéstico de exposi¢ao ao fleblétomo ou numa futura vacina.

Concluimos que:

Os individuos que desenvolvem titulos elevados de anticorpos contra
saliva do flebétomo sdo os mesmos que desenvolvem resposta imuno celular contra
Leishmania, reforcando a hip6tese que a resposta anti-saliva do vetor influencia no

desenvolvimento da resposta imune contra o parasita.
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