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RESUMO

As leishmanioses sd@o zoonoses que afetam pele, mucosas ou visceras, resultantes do
parasitismo dos macréfagos pelo protozoario do género Leishmania, inoculado no
organismo pela picada de flebotomos. Na regidio de Ribeirdo Preto, ha registro de casos
autoctones de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), sendo Leishmania Viannia
braziliensis e Leishmania Leishmania amazonensis as espécies implicadas, e Lutzomyia.
neivai seu vetor. Maxadilan (Max) € um peptideo, presente na saliva de Lu. longipalpis,
vetor da leishmaniose sist€mica ou calazar. Durante o repasto sanguineo, seus mecanismos
de vasodilatagido e imunomodulag@o promovem campo perfeito para injeg@o do parasito no
hospedeiro, produzindo resposta inflamatdoria minima local. Sua capacidade
imunomodulatoéria, desviando a resposta Thl para Th2, implicam-no como fator de
promogdo da infec¢do. Diante destas evidéncias, Max (proteina e cDNA) tem sido
empregado em vacina experimental para leishmaniose, conferindo protegdo contra a
infecg@o. Como a expressdo de Max se limita exclusivamente a Lu. longipalpis, teve-se por
objetivos: 1) detectar anticorpos anti-Max em soro de pacientes com LTA e 2) verificar a
expressdo do gene e da proteina Max em Lu. neivai, vetor na regido estudada. Anticorpos
anti-Max foram detectados por ELISA no soro de 41 pacientes com LTA e 63 controles. A
extragdo de proteinas, DNA e RNA de Lu. longipalpis e Lu. neivai foi realizada pelo
método Trizol. A detec¢do de proteinas foi feita por eletroforese. Para a detecgdo da
proteina Max em ambos os vetores foram realizados Dot Blot € Immunoblotting (IB),
utilizando-se soros de coelho imunizado contra Max, soros de coelhos sadios de biotério, e

soros de pacientes com LTA e controles. A amplificagdo do gene Max foi feita por PCR-



Xl
RFLP com primers especificos, e digestio com as enzimas Hha I e Rsa I, além do
seqiienciamento do DNA. A expressio do gene Max foi obtida por RT-PCR. Titulos
maiores de anticorpos anti-Max foram observados na LTA (p=0,0043). A eletroforese
mostrou frages protéicas semelhantes para os dois vetores. A fragdo de peso molecular
similar & proteina Max foi confirmada por IB com soro de coelho imunizado. Os grupos
LTA, controles e coelhos de biotério apresentaram anticorpos contra proteinas de Lu.
longipalpis € de Lu. neivai por Dot blot, inferindo-se serem anticorpos anti-Max. A
amplificagdo de fragmento do gene Max, em amostra de Lu. neivai, foi confirmada por
PCR-RFLP, e seu seqiienciamento mostrou 66,5% de homologia com o gene de Lu.
longipalpis. A RT-PCR mostrou amplificagdo do cDNA da amostra de Lu. neivai,
confirmando que o gene Max guarda homologia quando expresso em Lu. neivai. Presenga
de anti-Max nos grupos estudados tomou imprescindivel a pesquisa de Max no vetor da
LTA da regido, registrando pela primeira vez a expressdo protéica e génica de Max simile
em Lu. neivai. A detec¢io de anti-Max em controles e em animais de laboratério confirma
exposi¢do natural a picadas de flebotomos. Titulos de anti-Max maiores na LTA sugerem
que exposi¢do prévia e natural a picada e, conseqiientemente, a proteina Max, ndo protege
contra a evolugdo da doenga, desfavorecendo seu emprego isolado em vacinagio.
Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar americana, Maxadilan, anticorpos anti-Max,

expressdo protéica, expressdo génica, Max simile, Lutzomyia neivai.



Xiii

ABSTRACT

Leishmaniasis are zoonoses that affect skin, mucosa or viscera, resulting from the
parasitism of macrophages by the protozoa Leishmania, which is inoculated in the
organism by sand fly bite. In the region of Ribeiréio Preto, autochthons cases of American
Tegumentar Leishmaniasis (ATL) are present, being Leishmania Viannia braziliensis and
Leishmania Leishmania amazonensis mainly species related, and Lutzomyia neivai as their
vector. Maxadilan (Max) is a peptide present in the Lutzomyia longipalpis saliva, vector of
systemic leishmaniasis. Their vasodilatory and immunomodulatory properties promote a
perfect scenario for the inoculation of parasite in the host, with minimum inflammatory
response. Its immunomodulatory capacity switches Thl to Th2 cytokine profile promoting
infection. Therefore, Max (protein and cDNA) has been used in experimental vaccines for
leishmaniasis. Since Max is shown exclusively in Lu. Longipalpis saliva, the purposes of
our study were: 1) to detect antibodies anti-Max in sera samples from patients with ATL
and 2) to verify the genetic and protein expression of Max in L. neivai, vector of ATL in the
area of study. Antibodies anti-Max were detected by ELISA in sera from 41 patients with
ATL and 63 controls. The extraction of proteins, DNA and RNA from Lu. longipalpis and
Lu. neivai was accomplished by the method Trizol, following for the detection of proteins
by electrophoresis. Dot Blot and Immunoblotting (IB) were performed for the detection of
Max in both vectors, using immune rabbit’s serum against Max, sera from healthy rabbits,
and from patients with ATL and controls. Max gene’s fragment was amplified by PCR-
RFLP with specific primers following by enzymatic restriction with Hha I and Rsa I,

besides DNA sequencing. Max gene expression was performed by RT-PCR. Increased
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titles of anti-Max were observed in ATL (p=0.0043). Electrophoresis of proteins showed
similar fractions for both vectors, and a protein fraction with molecular weight similarity to
Max was confirmed by IB with immune rabbit serum. Patients with ATL, controls and
healthy rabbits presented antibodies to proteins of Lu. longipalpis and Lu. neivai by Dot
blot, inferring that these antibodies could be anti-Max. Amplification of Max’s genetic
fragment was confirmed by PCR-RFLP, which DNA sequencing showed 66.5% of
homology. RT-PCR showed amplification of cDNA from Lu. neivai samples, supporting
the idea that the Max gene has homology when expressed in Lu. neivai. The description of
antibodies anti-Max in ATL patients and controls turned indispensable the research of Max
in the phlebotomy vector of ATL in the area of study. Protein and genetic expression of
Max-simile in Lu. neivai was registered for the first time. Antibodies anti-Max detection in
controls and rabbits confirms the previous exposition to sand fly bites. Increased titles of
anti-Max in ATL patients suggest that previous and natural exposition to the bite and,
consequently, to the protein Max, do not protect them against the disease, therefore
discouraging its isolated employment in vaccination.

Keywords: American tegumentar leishmaniasis, Maxadilan, antibodies anti-Max, protein

expression, genetic expression, Max-simile, Lutzomyia neivai.
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As leishmanioses sdo zoonoses que afetam a pele, mucosas ou visceras, resultantes
do parasitismo dos macrdéfagos pelo protozoario do género Leishmania, inoculado no
organismo pela picada de um inseto fleb6tomo (TORO, 1983). E uma doenga priméria de
pequenos mamiferos, principalmente roedores, desdentados e marsupiais - leishmaniose
cutinea e cutaneo-mucosa - € de canideos - leishmaniose visceral (LV) (TORO, 1983).

A infecgdo, na maioria das espécies reservatorio, tende a ser benigna e inaparente,
pois a relagdo entre parasito € o hospedeiro é balanceada, enquanto, no hospedeiro
acidental, a infec¢@o pode ocasionar lesdes destrutivas da pele, ou alteragdes nos orgdos
internos, as quais podem ser fatais (LAINSON; SHAW, 1978). A evolugéo para cada uma
das diferentes formas clinicas da leishmaniose dependera da espécie de leishmania
infectante e da relagdo parasito-hospedeiro. Todavia, todas as formas desta infecg@o
protozoaria apresentam trés fatores patogénicos em comum: macrdéfagos teciduais sdo alvos
para a replicagdo do parasito em seu intracelular; a resposta imuno-inflamatéria do
hospedeiro determina a expressdo e evolugdo da doenga; e infecgdo tecidual persistente

pode ocorrer (MURRAY et al., 2005).

1.1. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A leishmaniose tegumentar americana é definida como doenga infecciosa cronica,
ndo contagiosa, caracterizada pelo comprometimento da pele, mucosa e cartilagens.
Causada por diferentes espécies de leishmania, até o momento, sdo reconhecidas 14
espécies do subgénero Leishmania e Viannia. Pode produzir ampla variedade de lesdes, por

vezes dificultando e retardando o diagnéstico clinico (SAMPAIO; RIVITTI, 1998).
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1.1.1. Histérico da LTA

Embora a leishmaniose cutanea existisse ha centena de anos, uma das primeiras €
mais importantes descri¢des clinicas da doenga foi feita em 1756, por Alexander Russel,
ap6s examinar um paciente turco. Segundo dados da época, a doenga acometia nativos
durante a infancia, que geralmente apresentavam lesdes em face, embora alguns também
tivessem lesdes nas extremidades. Os estrangeiros somente manifestavam doenga alguns
meses apds sua chegada na area endémica. Poucos escapavam de ter lesSes e, raramente,
acometia 0 mesmo individuo mais de uma vez. Representagdes de lesdes cutdneas e
deformidades faciais sdo encontradas em ceramicas do periodo pré-Inca do Equador e Peru,
datadas do primeiro século DC. Elas mostram que as formas cutinea e cutaneo-mucosa
prevaleciam no Novo Mundo desde aqueles tempos (WHO, 2005).

Alexandre Cerqueira, em 1885 na Bahia, identificou primeiramente a moléstia e
suspeitou do papel dos flebotomineos como vetores. Gaspar Vianna, em 1911, propds a

denomina¢ido Leishmania braziliensis para o agente especifico da LTA no Brasil

(VIANNA, 1912).

1.1.2. Ciclo de vida da leishmania

O género Leishmania pertence a familia Trypanosomatidae e a ordem
Kinetoplastida (REY, 1992). Em seu ciclo vital, os parasitos alternam entre formas
amastigotas intracelulares no hospedeiro vertebrado e formas promastigotas extracelulares
em flebotomos, seus vetores bioldgicos.

A infecgdo inicia-se quando o flebétomo, ao se alimentar no vertebrado

contaminado, infecta-se com formas amastigotas, as quais podem ser encontradas no
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sangue circulante ou nos macréfagos da pele do hospedeiro. Dentro do aparelho digestivo,
inicia-se o processo de diferenciagéo do parasito Leishmania em véarios estagios distintos de
desenvolvimento & medida que migra da sua por¢do posterior para a anterior,
transformando-se em sua forma promastigota (KAMHAWI, 2006). Ao se alimentar em um
novo hospedeiro, injeta saliva contendo formas infectantes do parasito, que se ligam a um
ou mais receptores dos macrofagos para proceder a endocitose, sendo subseqiientemente
fagocitadas, encapsuladas no vaciolo endossomal, que se funde com lisossomos. Ha a
perda do flagelo, com encolhimento do parasito, que se transforma na forma amastigota,
multiplica-se, podendo chegar a romper o vactiolo para infectar outros macrofagos. As
formas amastigotas estdo adaptadas a temperatura corporal dos mamiferos e ao meio acido
dos fagolisossomos (GREVELINK; LERNER, 1996; KILLICK-KENDRICK, 1990;
LAINSON, SHAW, 1978; PEARSON; SOUSA, 1996) (Figura 1A).

Cada estagio de diferenciagdo caracteriza-se por mudancas morfologicas e
funcionais, necessarias para garantir sua sobrevivéncia dentro do fleb6tomo. As formas
amastigotas se diferenciam em pequenos promastigotas prociclicos, que possuem flagelo
curto, sdo relativamente resistentes a acdo de enzimas digestivas e iniciam o primeiro ciclo
de multiplicagdo dentro do vetor. Posteriormente, evoluem para formas nectomonadas
(aderentes ao epitélio ao tubo digestivo), lectomonadas (segundo ciclo de multiplicagéo) e
haptomonadas sucessivamente. Por ultimo, apresentam-se como formas metaciclicas,
infectantes, adaptadas para eficiente transmissdo ao hospedeiro vertebrado (GREVELINK;
LERNER, 1996; KAMHAWTI, 2006; KILLICK-KENDRICK, 1990; LAINSON; SHAW,
1978). Séo formas alongadas, medindo 15-26 x 3 um de didmetro, possuem nticleo central

e flagelo, que se estende a partir do p6lo anterior do protozoario (GONTIJO; CARVALHO,
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2003; MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK, 1987; PEARSON; SOUSA, 1996; TORO,
1983). Este flagelo proporciona mobilidade ao parasito, além de contribuir para a sua
fixagdo ao epitélio digestivo do hospedeiro invertebrado (PESSOA; MARTINS, 1982)
(Figura 1B).

As formas amastigotas encontram-se no interior dos macréfagos do hospedeiro
vertebrado, medem 2-3 um de didmetro, apresentando forma ovodide, com um mnicleo
excéntrico e citoplasma claro, onde se observa estrutura mitocondrial especializada - o
cinetoplasto - que possui forma alongada, estendendo-se circularmente por todo o
protozoario, apresentando na proximidade do flagelo, que ¢ rudimentar, filamentos
entrelagados e compactos, que correspondem ao DNA. Este DNA extranuclear encontra-se
na forma de maxi e minicirculos concatenados (MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK,
1987; TORO, 1983).

Os insetos vetores s3o dipteros pequenos (2-3 mm), pertencentes a familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, sendo os géneros Phlebotomus comum no Velho
Mundo (Europa, Asia e Africa) e Lutzomyia, no Novo Mundo (Américas), possuindo ampla
distribui¢do nas regides tropicais e subtropicais. S6 a fémea ¢ antropofilica e hematofaga,
pois necessita dos nutrientes do sangue de seus hospedeiros vertebrados para produgio de
ovos (GONTIJO; CARVALHO, 2003; MARSELLA; GOPEGUI, 1998; ROHOUDOQOVA,;

VOLF, 2006; TORO, 1983). (Figura 1A).
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Figura 1A: Ciclo da leishmaniose. O fleb6tomo, ao se alimentar no vertebrado contaminado,

infecta-se com formas amastigotas. No seu tubo digestivo, ocorre a transformacéo da

leishmania em sua forma promastigota. Ao picar um novo hospedeiro, injeta saliva

contendo estas formas infectantes, que sfo fagocitadas pelos macréfagos. H4 a perda do

flagelo, com retorno a forma amastigota. Estas se multiplicam, rompendo o vaciolo para

infectar outros macréfagos. VL: Leishmaniose Visceral. CL: Leishmaniose Cuténea.

(hup://www.who.int/tdr/diseases/leish/iifecycle.hum)

Troracic midgut

Stomodeal
vaive

Leptomonads, 4-7 days
Wl Metacychcs. 5-7 days
Haptomonads, 5~7 days

Abdominal midgut

TRENDS i1 Parasitology

Figura 1B: Ciclo de vida da Leishmania em vetor competente. Ilustracdo do surgimento tempo-

dependente das diferentes formas morfolégicas do promastigota em seu vetor

(KAMHAWI, 2006).
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De um total de 1000 espécies conhecidas de flebotomos, aproximadamente 70
transmitem leishmaniose. A competéncia vetorial, em muitas espécies, parece estar
associada a capacidade do parasito em resistir as enzimas proteoliticas secretadas pela
glandula salivar do flebétomo durante o antepasto sanguineo, e da fixagdo da leishmania ao
epitélio do tubo digestivo do vetor, evitando sua excrecdo. Esta ligagdo ¢ mediada por
lipofosfoglicans de superficie do promastigota (SACKS, 2001).

Fatores na saliva parecem elevar a infectividade do promastigota (CHARLAB et al.,
1999; LERNER et al, 1991; PEARSON; SOUSA, 1996; QURESHI et al., 1996;
VALENZUELA et al., 2001). Os insetos, ao picarem, injetam as formas promastigotas da
leishmania juntamente com a sua saliva, contendo agentes vasodilatadores potentes
(LERNER et al., 1991), anti-agregantes plaquetarios (VALENZUELA et al.,, 2001) e
prostaglandinas E; (LONARDONI et al., 2000). A estratégia vetorial, em inibir o sistema
de coagulag@o e a resposta inflamatéria do hospedeiro, promove redugdo da sensibilizagéo
e inflamag@o local, facilitando a infec¢do (GILLESPIE et al., 2000).

No hospedeiro, a resposta a infecgdo parece ser regulada pelo influxo de células de
defesa e pela produgdo local de citocinas. Resposta celular Thl CD4+ predominante
associa-se a ativagdo de macrofagos por IFN-y e a secregéo de IL-12, IL-2 e TNF. Células
Thl CDg + também produzem IFN-y e promovem a ativagdo da resposta Thl CD4+, na
tentativa de controle da infec¢do e cura da doenga. Células CDg+ e CDs+ de memoria
também regulam resisténcia a re-infec¢ées e a imunidade induzida por vacinagdo. Em
qualquer processo inflamatdrio, mecanismos de contrabalango sdo normalmente ativados
para reduzi-lo. Sabe-se que citocinas, como IL-4, IL-10 e IL-13 (citocinas associadas a

resposta Th2), e TGF-B reduzem a resposta Thl e desativam macrdéfagos, portanto,
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moderando a destruigdo dos tecidos, mas, ao mesmo tempo, permitindo a infecgdo
intracelular. Embora respostas Thl e Th2 polarizadas possam ser produzidas em animais
experimentais, relacionando-se com resisténcia e susceptibilidade respectivamente, em
pacientes com infec¢@o clinicamente ativa néo ha essa polarizag@o definida, com detecgéo
de citocinas ativadoras e supressoras da resposta celular (MURRAY, et al, 2005; PIRMEZ
et al., 1993; SILVEIRA et al., 2004). Mais recentemente, had descri¢do das células T

regulatorias (Treg CD4+CD25+) na fisiopatologia da leishmaniose tegumentar

(CAMPANELLI et al., 2006).

1.1.3. Classificacdo das espécies de leishmanias
As principais espécies de Leishmania envolvidas na LTA no Brasil sdo descritas a
seguir (GONTIJO et al., 2003; LAINSON et al., 1994):

e Leishmania (Viannia) braziliensis Vianna, 1911: espécie mais prevalente no
homem. E incriminada pela forma mais destrutiva de leishmaniose cutinea no Novo
Mundo, cujas lesdes se caracterizam por ulcera Unica ou em pequeno numero,
frequentemente persistente e desfigurante, com abundante reagdo inflamatodria
tissular e escassez de parasitos (GRIMALDI Jr., 1982). E responsavel pelas formas
cutinea localizada, cutineo-mucosa e recidivante. E encontrada em todas as zonas
endémicas do pais e associada a presenga de animais domésticos. O homem ¢
hospedeiro acidental, assim como os roedores domésticos (LAINSON et al., 1994),
cées, eqiiinos (AGUILAR et al., 1987; YOSHIDA et al., 1990), gatos (PASSOS et
al., 1996) e mulas (BRASIL-MS, 2000). Seus hospedeiros naturais sdo mamiferos

silvestres, tendo sido registrada em roedores (Proechimys sp., Rhipidomys sp.,
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Oryzomys sp., Akodon sp. e Rattus sp.) e em marsupiais (Didelphis sp.). E
transmitida por diferentes espécies de flebotominios como Lu. whitmani, Lu.
wellcomei, Lu. intermedia, Lu. neivai, Lu. mignorei e Lu. pessoai (GONTIJO et al.,

2003).

Leishmania (V.) guyanensis Floch, 1954: causa, sobretudo, lesdes cutdneas. Sua
maior incidéncia é na margem norte do Rio Amazonas em areas de colonizacio
recente, estando associadas com desdentados e marsupiais. Os flebotominios
envolvidos na transmissdo da doenga sdo Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. whitmani

(GONTIJO et al., 2003).

Leishmania (V.) naifi Lainson & Shaw, 1989: ocorre na Amazonia, nos estados do
Para e Amazonas, sendo o tatu seu reservatdrio natural. Este parasito causa LTA de
evolugdo benigna. Os principais vetores envolvidos sdo Lu. squamiventris, Lu.

paraensis e Lu. Ayrozai (GONTIJO et al., 2003).

Leishmania (V.) shawi Lainson et al., 1989: responsavel por casos esporadicos no
Amazonas e Para, tem como reservatorio varios animais silvestres, como macacos,

preguicas e, como vetor, Lu. whitmani (GONTIJO et al., 2003).

Leishmania (V.) lainsoni Silveira et al., 1987: registrada apenas na Amazdnia, tem a
paca como animal suspeito de reservatorio natural e, como vetor, Lu. ubiquitalis

(GONTIO et al., 2003).
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e Leishmania (Leishmania) amazonensis Lainson & Shaw, 1972 agente etioldgico da
LTA, incluindo a forma anérgica, também conhecida como leishmaniose cutinea
difusa. Seus reservatérios s@o roedores e marsupiais € Lu. flaviscutellata, Lu.

reducta, Lu. olmeca e Lu. nociva os principais vetores. Apresenta pouca atragdo

pelo homem (BRASIL-MS, 2000; LAINSON et al., 1994;).

1.1.4. Formas clinicas da LTA
O curso clinico da infec¢do em humanos depende dos fatores de viruléncia do
parasito e da resposta imune do hospedeiro. Citaremos a seguir as formas clinicas da LTA

mais freqiientemente encontradas no Brasil.

Leishmaniose cutinea localizada (LCL)

Endémica na América Central e do Sul, é causada por espécies pertencentes aos
complexos Viannia e Leishmania. Ap6s periodo de incubagdo médio de uma semana a trés
meses, a lesdo cutdnea primaria se desenvolve no local da picada do inseto, que, com
freqiiéncia, localiza-se em area cutidnea exposta do hospedeiro, podendo ser unica ou
multipla. Como regra geral, o tamanho da lesdo € inversamente proporcional ao numero das
lesdes primarias (GRIMALDI Jr., 1982).

A lesdo priméria surge como papula eritematosa, que se desenvolve de maneira
insidiosa, evoluindo para nédulo sem ulceragdo (forma nodular) ou torna-se vegetante
(forma verrucosa). Estas formas durante sua evolugdo podem sofrer ulceragéo.
Freqilentemente, a lesdo primaria evolui para ulcera desde o inicio, apresentando-se
circunscrita com borda violacea hipertréfica, e base granulomatosa e crostosa (GRIMALDI

Jr, 1982). Quando presentes, dor e prurido sdo moderados. Pode ocorrer disseminagio
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linfatica, principalmente associada a lesGes cutdneas extensas, que se evidencia pela
presenga de nédulos subcutineos ou corddes linfaticos, que podem se desenvolver em tomo
da tlcera. A ulceragdo cutinea tende a resolugdo espontinea ap6s 6 a 12 meses, deixando
cicatriz hiper ou hipocrémica (GREVELINK; LERNER, 1996; GRIMALDI Jr., 1982).
Chulay et al. (1988) recomendam o tratamento de todos os pacientes com lesdo
ativa, como também daqueles com confirma¢do ou suspeita de infec¢do por Le.
braziliensis, mesmo apds cura espontidnea da lesdo, com o intuito de reduzir o risco de

desenvolvimento de doenga cutdneo-mucosa.

Leishmaniose cutinea difusa (LCD)

Variante anérgica da LCL, tem sido descrita nas Américas e Africa, sendo
Leishmania (Leishmania) amazonensis a principal espécie implicada na América do Sul.
Inicia-se com lesdo unica, que posteriormente se dissemina metastaticamente, originando
lesdes nodulares multiplas, ndo ulceradas, que se distribuem em todo o tegumento,
principalmente nos membros, regido glitea e face, lembrando a hanseniase Virchowiana.
As lesGes sdo ricas em macréfagos, com abundantes parasitos, havendo auséncia de
linfécitos. A intradermorreagdo de Montenegro € negativa. N@o invade orgdos internos,
apresentando resposta parcial ao tratamento, com recidivas ocasionais, tornando-se cronica

(COSTA et al., 1998; GREVELINK; LERNER, 1996; GRIMALDI Jr., 1982).

Leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM)

Tem como agente mais comum Leishmania (Viannia) braziliensis. O envolvimento

mucoso pode ocorrer por extensdo direta de lesdes cutdneas de regides proximas, ou devido
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a disseminagio linfatica ou hematogénica, que ocorre em 1-10% dos infectados. Surgem
meses ou anos apds a resolugéo da lesdo cutanea inicial localizada a distancia, mas em
alguns casos podem ser concomitantes (MURRAY et al., 2005). Aproximadamente 50%
dos pacientes apresentam lesdes cutaneo-mucosas dentro de dois anos da lesdo cutanea
inicial, e 90% dentro de 10 anos (GREVELINK; LERNER, 1996).

Alguns fatores encontram-se associados ao seu desenvolvimento: sexo masculino,
lesdes primadrias extensas ou multiplas, lesdo com persisténcia maior que 1 ano e tratamento
inadequado da lesdo cutinea (GRIMALDI Jr., 1982). Freqiientemente, inicia-se no septo
nasal, que se torna inflamado e infilrado, com subsequente perfuragdo. Ha predilecio pela
parte da cartilagem distal do nariz, devendo-se ao fato de que as narinas externas recebem
ar frio, e a baixa temperatura favorece o desenvolvimento da leishmania. A deformagéo
resultante denomina-se nariz em tapir. A doenga isolada do palato ¢ rara (MARSDEN,
1994). Pode levar a mutilagdo do septo nasal, palato, faringe, amigdalas, lingua e labio,
permanecendo intactas as estruturas 6sseas. A disseminagdo nas membranas mucosas dos
olhos e genitais ¢ rara. A invasdo do trato respiratério, incluindo laringe, traquéia e
brénquios, pode resultar em comprometimento respiratério e da deglutigdo, com
conseqiiente méa nutrigdo e pneumonia aguda, que podem levar ao dbito (GREVELINK;

LERNER, 1996; GRIMALDI Jr., 1982; MARSDEN, 1994).

Leishmaniose recidivante (LR)

Tem como agente implicado na América do Sul Leiskmania (Viannia) braziliensis.
Caracteriza-se pelo desenvolvimento de novas lesGes no centro ou periferia de cicatrizes de

lesGes agudas curadas. Clinicamente, apresentam-se como papulas eritematosas escamosas
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dentro de cicatrizes de leses curadas. As lesdes tendem a tornarem-se resistentes ao
tratamento e¢ a cronificagdo (COSTA et al.,, 1996; GREVELINK; LERNER, 1996;
GRIMALDI Jr., 1982; OLIVEIRA-NETO et al., 1998).

Recentemente, Silveira et al. (2004) propuseram o termo “leishmaniose cutinea
disseminada borderline” como forma intermediaria entre a LCL e os polos extremos

patogénicos LCM e LCD.

1.1.5. Epidemiologia da LTA

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose €
endémica em 88 paises distribuidos em 4 continentes. Aproximadamente 350 milhdes de
pessoas vivem nessas areas. Mais de 90% dos casos de LTA ocorrem no Ird, Afeganistio,

Siria, Arabia Saudita, Brasil e Peru (DESJEUX, 2004) (Figura 2).

Distributian of Gld ‘Afold and b Le shmariasie

Figura 2: Distribuiciio da LTA no mundo (http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis _maps/en/)
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Anualmente, estima-se que 1 a 1,5 milhdes de criangas e adultos evoluem com
LTA, e a incidéncia da infecg¢do torna-se ainda maior quando as formas subclinicas sdo
consideradas (MURRAY et al., 2005).

No Novo Mundo, ¢ encontrada desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina. O foco mais importante ¢ o sul-americano, que compreende todos os paises,
com exce¢do do Uruguai e do Chile (GONTIJO et al., 2003). Historicamente, a LTA
sempre foi uma doenga de areas rurais, associada a derrubada das florestas. Geralmente,
adultos do sexo masculino e em idade produtiva eram infectados em conseqiiéncia do
trabalho no campo ou atividades militares (MEDEIROS; ROSELINO, 1999).

A incidéncia da LTA no Brasil vem aumentando, e surtos epidémicos foram
notificados nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regido
Amazoénica, relacionados a colonizagdo predatéria (GONTIJO et al., 2003). No periodo de
1985 a 2001, observou-se tendéncia de crescimento da endemia, com registro de autoctonia
em todos os Estados. A regido Nordeste apresenta o maior nimero de casos, € a regido
Norte, os coeficientes mais elevados (SUCEN, 2004). De acordo com dados de 2003 do
Ministério da Saude, sdo registrados, por ano, no Brasil, aproximadamente 33 mil casos de
leishmaniose em sua forma tegumentar.

No Estado de Sdo Paulo, com a devastagdo da cobertura florestal primitiva,
verificou-se a redugio na notificagdo de LTA a casos esporadicos. A partir da década de 80,
no entanto, novos casos da doenga foram notificados, cuja transmissdo foi relacionada a
fatores antropicos, sem vinculos com grandes ecossistemas florestados. Nesta nova fei¢édo
da doenga, marco de uma transi¢io do seu perfil epidemioldgico, a distribuigdo espacial da

autoctonia dos casos ampliou-se, com aproximadamente 25% dos municipios do Estado
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apresentando ao menos a notificagio de um dunico caso (Figura 3). Os dados
epidemiolégicos mostram que o padrdo de transmissdo da LTA se alterou, sendo evidente o
aumento da incidéncia com tendéncia a endemicidade, e ocorréncia de casos esporadicos
e/ou micro surtos, além de expansido geogrifica das areas (CAMARGO-NEVES et al,,

2002).

Figura 3: Mapa identificando as areas ocupadas pelos municipios com registro de incidéncia
de LTA, Estado de Sio Paulo, 1986 a 1995 (CAMARGO-NEVES et al.., 2002).

ttp://www scielo br/scielo.php?script=scj_artte =8003786822002000400004 & ting=es =en&nrm=iso

A re-emergéncia da LTA sob novo perfil epidemioldgico nido apresentou risco
diferenciado entre os grupos de idade e sexo, e sua transmissdo parece ndo poder ser
atribuida a uma unica espécie de flebotomineo. No entanto, atribui-se preponderante papel
vetorial de Le. braziliensis a Lu. intermedia (Lutz & Neiva) no ambiente domiciliar, e a
Lu. whitmani (Antunes & Coutinho) e Lu. migonei (Franga) no ambiente extradomiciliar
(CAMARGO-NEVES et al., 2002; FERREIRA, et al., 2001).

Camargo-Neves et al. (2002) realizaram estudo da correlagdo da presenca de
espécies de flebotomineos com os registros de casos de LTA no Estado de Sio Paulo, no

periodo de 1986 a 1995. Nos 140 municipios com transmissdo da doenga, a pesquisa
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entomoloégica realizada mostrou que as espécies mais freqiientemente capturadas no
ambiente domiciliar foram: Lu. intermedia, em 87,1% dos municipios; Lu. whitmani, em
53,6%; Lu. migonei, em 49,7%; Lu. pessoai, em 28,5% e Lu. fischeri, em 53,6%. Os
autores admitem o envolvimento de mais de uma espécie na transmissdo de Le. braziliensis.
Os resultados deste trabalho mostram mais claramente que Lu. intermedia foi a espécie
mais abundante. Porém, dado ao seu alto grau de endofilia, apresenta menor poder vetorial
no ambiente domiciliar do que Lu. migonei, ao se considerar que, inicialmente, ndo hé fonte
de infecgdo primaria neste ambiente. Apesar de ambas as espécies estarem presentes nas
areas de maiores incidéncias da doenga, Lu. migonei esteve associada com Os maiores
coeficientes padronizados de incidéncia, ou seja, nos ambientes alterados ou do tipo mata
residual, ambos favoraveis a presenga desta espécie. Isto pode ser explicado pelo seu
comportamento tanto zoofilico quanto antropofilico. Conseqiientemente, haveria maior

chance de se infectar em reservatorios primarios e em animais domésticos, como o c@o

(Figura 4).
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Figura 4: Mapas identificando as dreas ocupadas pelos municipios com as correspondentes
espécies de flebotomineos, Estado de Sio Paulo, 1986 a 1995 (CAMARGO-NEVES

Estudo realizado no litoral norte de Sdo Paulo, na cidade de Ubatuba, evidenciou
aumento da incidéncia da LTA nos anos de 1993 e 2003, sugerindo comportamento ciclico
da doenga. A presenga de casos em todas as faixas etdrias e em ambos 0s sexos indica
transmissdo no ambiente peri ou intradomiciliar, e o registro elevado de Lu. intermedia no
intradomicilio sugere ser esta a espécie implicada na transmissdo da LTA em Ubatuba
(SUCEN, 2004). Ainda, no litoral norte, Brito et al. (2002) conduziram um estudo com o
objetivo de caracterizar a fauna flebotominica e a distribui¢do sazonal e horaria das
espécies existentes na localidade de Jaragud, situada no municipio de S#o Sebastifo.
Coletas quinzenais foram feitas no ambiente domiciliar, peridomiciliar e na floresta durante
um ano. Lu. intermedia mostrou-se como a espécie predominante em todos os ambientes
pesquisados (94,8% em relacdo as demais espécies), principalmente no ambiente

domiciliar. Observaram atividade do vetor ao longo do periodo noturno, mas com picos nas
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primeiras horas ap6s o crepusculo vespertino, € maior densidade durante o periodo seco e
frio do ano. Sugerem que as alteragdes ambientais, resultantes da manipulagdo humana,
podem estar contribuindo para os diferentes comportamentos de populagdes da mesma
espécie. Alia-se o fato de que as manchas de florestas residuais em ambientes modificados
podem formecer a Lu. intermedia € a animais silvestres € ou sinantrdpicos, estes ultimos
eventuais reservatorios do agente, possibilidade de envolvimento na manutengdo do ciclo.
Além disto, permitem que, a partir destas areas, o vetor possa freqiientar as matas ou
invadir os domicilios, aumentando os riscos da populagio humana de contrair a
leishmaniose (APARICIO, 2004).

Mayo et al. (1998) publicaram estudo realizado no municipio de Itupeva, regido
sudeste do Estado de Sao Paulo, sobre 12 casos de LTA ocorridos em 1992. A éarea
apresenta alta diversidade de flebotomineos, provavelmente em virtude da vegetagdo e
relevo diversificados. Do total de flebotomineos coletados no ambiente domiciliar e na
mata, 81,4% pertenciam a quatro espécies: Lu. migonei (32,4%), Lu. whitmani (26%), Lu.
intermedia (12%) e Lu. fisheri (10,9%). A predominéncia de Lu. migonei e Lu. whitmani no
ambiente domiciliar indica que estas espécies, juntamente com Lu. intermedia, podem
desempenhar importante papel na transmissdo da LTA na érea de estudo. Foi constatada
ainda a presenga de Lu. longipalpis, quase que exclusivamente no ambiente domiciliar, e
isto se reveste de importdncia para a Vigilancia Epidemiolégica devido ao risco de
introduggo da LV no Estado de Séo Paulo.

Um aspecto importante na medicina tropical € a analise de -caracteristicas
geograficas relacionadas com o risco de transmissdo de doengas. Devido a auséncia de

dados detalhados de satide publica, estas analises sdo freqlientemente reduzidas a
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compreensdo da distribui¢do de espécies criticas como vetores e reservatorios. No trabalho
realizado por Peterson et al. (2003 e 2004), foi examinada a aplicabilidade de nova técnica,
modelagem de nicho ecolégico, no estudo da distribuigéo de cinco espécies de mosquitos
do género Lutzomyia encontrados nos municipios do Estado de Sdo Paulo. A técnica
resultou em previsGes altamente significativas, sendo a amostragem minima para obtengdo
de previsdes eficazes de 40 municipios.

Na regido Nordeste do Brasil, de forma semelhante, a doenga esta ocorrendo na
interface entre as éreas peri-urbanas e rurais, e acometendo individuos de todas as idades e
ambos os sexos. Sugerem que as espécies de Lutzomyia, responsaveis pela transmisséo da
doenga, tenham se adaptado com sucesso ao seu novo meio (OLIVEIRA et al., 2004).
Follador et al. (1999) relatam surto de LTA em povoado na Bahia e a leishmania envolvida
foi caracterizada como Le. braziliensis, € o vetor, Lu. intermedia. O acometimento de
criangas, de individuos de ambos os sexos € o componente de agregag@o familiar sugerem
padrdo de transmiss@o peri ou intradomiciliar. Nas regides amazdnicas do Estado do
Maranhdo, a doenga apresenta as mesmas caracteristicas epidemioldgicas do passado
(adultos, masculinos e agricultores), mas nota-se aumento proporcional dos casos
acometendo criangas e mulheres, sugerindo a transmissio em ambiente antrépico
(MARTINS et al., 2004).

Viarios estudos sobre a distribui¢do de flebotomineos nas diversas regides do pais
foram publicados. Souza et al. (2002) constataram, no Estado do Rio de Janeiro,
predominio de Lu. intemedia (38,3%) no peridomicilio € com maior densidade nos meses
mais quentes do ano, enquanto Lu. whitmani (38,6%) foi observada em areas de plantagéo

de bananas e florestas, e principalmente nos meses mais frios. No Maranh@o ha relato da
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peri-urbanizagdo de Lu. whitmani em um foco de LTA (LEONARDO; REBELO, 2004).
Oliveira et al. (2003) conduziram estudo de flebotomineos na zona urbana de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, no periodo de 1999 a 2000. Destaca-se a presenga em areas
urbanas de vetores da leishmaniose visceral (Lu. longipalpis) e da leishmaniose tegumentar
(Lu. whitmani, Lu. flaviscutellata e Lu. migonei).

Na regido nordeste do Estado de Sdo Paulo, a area em estudo, séo citados por
Bechelli et al. (1961): o relato de Silveira, que data de 1919, no qual referem ter encontrado
na regido da Mogiana prevaléncia de LTA de 9,4%, e o relato de Barbosa, que data de
1936, que na mesma regido encontwou prevaléncia de 2,8%. Também Pessoa e Pestana
apud Furtado (1980) descreveram a ocorréncia de casos no municipio de Sdo Carlos, em
1939. Apds este periodo, ndo mais houve notificagido ou relato de casos na regido nordeste
do Estado.

Em 1961, Bechelli et al. (1961) relatam caso autéctone da cidade de Ribeirdo
Preto e apds, em 1972, Forattini et al. (1972a) descrevem foco ativo no municipio de Luis
Antonio, ambos pertencentes a regido nordeste do Estado.

Em 1999, Medeiros (1999), em levantamento realizado no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, no periodo de 1978 a 1998, verificou
223 casos, sendo 25 casos autéctones do municipio de Ribeirdo Preto.

Mais recentemente, Medeiros (2002) realizou trabalho de sequenciamento, com
andlise filogenética de 61 amostras de produtos de PCR de pacientes com LTA atendidos
no HC-FMRP-USP, detectando a presenga dos subgéneros Viannia e Leishmania nos casos

analisados.
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Tem-se a informag@o que o vetor encontrado nesta regido € Lutzomyia intermedia
(dados da SUCEM - Araraquara). No entanto, segundo informagdes de Claudio Casanova
(SUCEN - Mogi-Guagu), a espécie prevalente na regido de Ribeirdo Preto é Lutzomyia
neivai. A discordancia destes dois dados justifica-se, pois, até 1996, os flebotomineos antes
classificados como Lutzomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912) foram agrupados em duas
espécies [Lu. intermedia s.s. € Lu. neivai (Pinto, 1926)] que constituem um complexo de
espécies (MARCONDES, 1996). A identificagdo das fémeas € facilmente feita pelas
caracteristicas das espermatecas e de seus dutos, além de existirem varias diferengas
morfométricas adicionais (MARCONDES et al., 1998). Os machos podem ser
diferenciados por morfometria, utilizando propor¢des entre medidas de estruturas e anélise
por rede neural (MARCONDES; BORGES, 2000). O estudo do DNA mitocondrial
permitiu distinguir dez haplétipos, alguns caracteristicos de cada espécie, e ressaltou a
proximidade entre as espécies (MARCONDES et al., 1997). Com a reclassificagdo,
revisando-se as amostras anteriores € as coletas atuais, confirma-se Lu. neivai como
principal vetor desta regido (MARCONDES et al, 1998)..

Sabe-se que, nas areas deste vetor, a endemia ocorre em regido florestal
remanescente e/ou residual, atingindo individuos de ambos os sexos e todos os grupos
etarios, com tendéncia ao acometimento familiar. A caracteristica focal de transmissdo
sugere adaptagcdo em ambientes modificados pelo homem, tanto em zonas rurais, como na
periferia de grandes cidades (MEDEIROS; ROSELINO, 1999). Um estudo sobre o molde
de dispersdo de Lu. neivai na regido sudeste do Brasil, onde se localiza nossa area de

estudo, mostrou que a movimentagao espacial deste vetor € focal e a sua possivel dispersdo
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da floresta para o peridomicilio pode ser um importante meio de introdugdo da
leishmaniose na zona urbana (CASANOVA et al., 2005).

Segundo dados fornecidos pela Professora Eunice Galati, do Departamento de
Epidemiologia da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo (USP), que
realizou capturas na regido de Cassia dos Coqueiros - SP, as espécies vetoras que ocorrem
sdo: Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia/ Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Pintomyia
pessoai, Migonemyia migonei. As duas espécies mais freqiientes sdo Lutzomyia/ Nyssomyia
neivai € Lutzomyia longipalpis.

Vale ressaltar que a nomenclatura — Nyssomyia - adotada é uma classificagdo

recente, por ela proposta, mas a mesma ainda néo ¢ seguida pela maioria dos estudiosos de

flebotomineos (ANDRADE FILHO et al., 2003).

1.2. Maxadilan

1.2.1. Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) é o vetor mais importante de
Leishmania chagasi, agente etiologico da leishmaniose visceral no Novo Mundo. Grande
numero de artigos sobre Lu. longipalpis foi publicado recentemente € a melhor
compreensdo da biologia do vetor se constitui em mais uma medida no controle da
leishmaniose.

A saliva de artropodes hematdfagos apresenta diversidade de substancias que
compreendem  peptideos  vasodilatadores, anti-inflamatérios, anti-histaminicos,
anticoagulantes e muitos outros, e sdo responsaveis pela sucgdo efetiva, com percepcio

minima pelo hospedeiro vertebrado (RIBEIRO, 1987; SOARES; TURCO, 2003).
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Na leishmaniose experimental, milhdes de parasitos sdo injetados por seringa para
indugd@o da doenga. Ao contrério, na infecg¢@o natural, o vetor injeta de 1 a 100 parasitos
(WARBURG et al. 1986). A partir desta observagdo, Titus e Ribeiro (1988) realizaram
experimentos nos quais camundongos eram infectados com Le. major na presenca e
auséncia de lisado de glandula salivar de Lu. longipalpis. Este procedimento resultou em
lesdes cutaneas maiores (5 a 10 vezes) e presenga de grande numero de parasitos (até 5580
vezes a mais) nos animais infectados com ambos Le. major e glandula salivar, comparados
aos animais infectados na auséncia da saliva. Material obtido de outros artropodes
hematéfagos ndo promoveu este fendmeno. A partir deste trabalho inicial com Le. major,
observou-se que a saliva dos flebotomos exacerba a infec¢do com todas as espécies de
Leishmania ja testadas. Samuelson et al. (1991) mostraram que a infecgdo com Le.
braziliensis e lisado de glandula salivar de Lu. longipalpis em camundongos BALB/c
promoveu lesées cutaneas progressivas, enquanto nos controles, quando se injetou somente
parasitos, observaram pequenos nodulos cutdneos € com rapida regressdo espontinea.
Theodos et al. (1991) determinaram que a exacerbagio das lesdes pela infec¢ido conjunta do
parasito e glandula salivar é um fenémeno observado em camundongos de diferentes
espécies, BALB/c, CBA, C57BI/6, C3H e DBA/2, embora a intensidade e as caracteristicas
do efeito variassem nos grupos.

Theodos e Titus (1993), baseados em trabalhos anteriores que mostravam maior
infectividade do parasito quando associado a saliva do vetor (Lu. longipalpis), testaram a
seguinte hipotese: o extrato de glandula salivar age inibindo a resposta imune do
hospedeiro. Os resultados deste experimento, in vitro, indicaram que a saliva inibe os

macrofagos em sua apresentagdo de antigenos as células T. Lima e Titus (1996) observaram
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que o lisado da glandula salivar de Lu. longipalpis estimula, significantemente, a infec¢io
por Le. braziliensis em camundongos BALB/c, e que estes animais produziram duas a trés
vezes mais IL-4 se comparados aos animais infectados na auséncia da saliva. Tratamento
com anticorpos neutralizantes anti-IL-4 bloquearam os efeitos da saliva. Norsworthy et al.
(2004) concluiram que o lisado de glandula salivar de Lu. longipalpis estimula a infecg@o
por Le. amazonensis e correlacionaram este fato com o aumento da produgéo de IL-10 por
linfécitos T e macréfagos.

A maioria dos trabalhos utiliza animais experimentais, nos quais se avalia a resposta
imune, principalmente de camundongos, perante a saliva dos fleb6tomos. Em 2004, Costa
et al. examinaram os efeitos do homogeneizado de glandula salivar de Lu. longipalpis sobre
mondcitos, macrofagos e células dendriticas humanas em relagéo a produgéo de citocinas e
expressdo de moleculas de superficie celular. Estas células foram obtidas de doadores
saudaveis do Hemocentro do Estado da Bahia, em Salvador. Demonstraram aumento na
produgéo de IL-6, IL-8 e IL-12p40 e redugdo dos niveis de TNF-a e IL-10 pelos mondcitos
humanos incubados com glandula salivar e estimulados por LPS. Ja a pré-incubagéo destas
células com soro humano, contendo anticorpos especificos anti-glandula salivar, aboliu os
efeitos sobre a produgdo de citocinas. A intensidade dos efeitos estimulatorios e inibitdrios
variou entre os diferentes doadores, e este fato ndo foi considerado inesperado, visto que €
descrito em varias publicagées de estudos com humanos. A capacidade da saliva em
interferir na produgdo dos componentes da resposta imune inata, aumentando IL-6 e
reduzindo TNF-a, promove a sobrevivéncia de Leishmania dentro das células infectadas e,

consequentemente, a evolugio da doenga no hospedeiro.
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IL-8 é uma substancia quimiotatica de neutréfilos e estes estdo presentes em grande
quantidade nas lesdes cutdneas recentes de leishmaniose. Relato recente mostra que
neutréfilos infectados por Le. major apresentam menor taxa de apoptose celular, sugerindo
que a Leishmania seja responsavel pela maior sobrevida dos neutrdfilos e,
consequentemente, dos parasitos infectantes. Finalizando, sugerem que componentes da
saliva promovem o desenvolvimento de uma resposta imune celular a partir do aumento de
IL-12p40 e inibicdo da producdo de IL-10. Em relagdo a expressdo de moléculas de
superficie em células apresentadoras de antigenos, demonstraram que a saliva afeta a
expressdo dessas moéleculas (CD80 e CD86 — MHC classe II) em mondcitos e macrofagos,
mas muito pouco sobre as células dendriticas (AGA et al., 2002).

Diante de todas as evidéncias, indaga-se sobre qual fator na saliva seria responsavel
por estes efeitos e qual o mecanismo da agdo desta molécula. Inicialmente, foi proposto que
tanto a vasodilatacdo quanto os mecanismos imunomodulatorios eram mediados por um
unico peptideo na saliva e que este estaria relacionado a neuropeptideos dos mamiferos
(TITUS; RIBEIRO, 1990). Posteriormente, o gene codificador do peptideo vasodilatador
presente na saliva dos fleb6tomos foi identificado, clonado e seu produto denominado
Maxadilan (GILLESPIE et al., 2000; SOARES et al., 2003).

Maxadilan (Max) é um peptideo vasodilatador potente € com propriedades
imunomodulatérias, extraido do lisado de glandulas salivares de Lutzomyia longipalpis por
Lerner et al. (1991). E um peptideo composto por 63 aminoacidos que, apés clivagem C-
terminal, passa a ter 61 aminoécidos, contendo 4 residuos de cisteina ligados por pontes

dissulfeto nas posigoes 1-5 e 14-51 (Figura 5). Um par de glandulas salivares contém em
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média 10ng de Max (1-2% da proteina salivar total) e seu peso molecular é de

aproximadamente 7kDa (LERNER et al., 1991).

A
5 14 51

1
GSIL CDATCQFRKAIDDCQKQAHHSNVLQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKAGK

a-Helix
10 22

47 63
a-Helix

Figura 5: A. Seqiiéncia de aminoacidos do peptideo Max. B. Estrutura secundaria do Max
apresentando duas a-hélices (10-22 e 47-61) e uma ponte dissulfeto (linha
pontilhada) (MORO et al., 1992) (http://www.jbc.org/cgi/content/full/274/33/23103)

Lerner e Shoemaker (1992) clonaram e produziram Max recombinante em
Escherichia coli com as mesmas propriedades do natural, possibilitando sua caracterizagéo
estrutural e funcional. Quando injetado na pele, produz eritema prolongado equivalente ao
observado tanto pela injecdo do Max extraido da saliva, quanto pela injegdo da saliva total
ou pela picada do flebotomo. Portanto, Max parece ser o principal vasodilatador salivar de
Lu. longipalpis, o que possibilita sucgio efetiva ao picar a pele do hospedeiro.

A atividade vasodilatadora do Max € 500 vezes maior que a do CGRP (calcitonin
gene related peptide), até entdo o mais potente vasodilatador conhecido. Seu mecanismo de
acdo ¢ endotélio-independente, ligando-se a receptores na superficie celular e promovendo

3

aumento intracelular de AMPc associado a redugio do Ca*’, com subseqiiente
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vasodilatagdo (JACKSON et al., 1996). Moro e Lerner, em 1997, demonstraram que Max €
um agonista especifico dos receptores pituitarios tipo 1 (PAC1) do peptideo ativador da
adenil-ciclase (PACAP-pituitary adenylate cyclase activating peptide), um peptideo
endégeno encontrado nos mamiferos. Surpreendentemente, o peptideo salivar ndo apresenta
qualquer sequéncia homologa ao PACAP, apesar de se ligar no mesmo sitio em seu
receptor tipo 1 e promover sua ativagdo. Com o objetivo de melhor caracterizagéo do Max,
estes mesmos autores estudaram a relag@o entre estrutura e atividade do Max, através de
substitui¢des e delegdes de aminoacidos. Concluiram que a substituigdo das cisteinas na
posi¢do 14 ou 51 suprime sua atividade e a dele¢do da sequéncia de aminoacidos 24-42
resulta em um antagonista especifico do receptor PACAP tipo 1 (MORO et al., 1999).
Lanzaro et al. (1999) observaram polimorfismo na sequéncia de aminoacidos do
Max, e isto se toma consideravel em se tratando de uma proteina tdo pequena (7kDa). Max
obtido de diferentes espécies do complexo Lu. longipalpis, em diversas regides geograficas,
mostrou, aproximadamente, 23% de discordancia em sua sequéncia de aminoéacidos. No
entanto, todas as variantes apresentam atividade vasodilatadora equivalente. Em estudo
mais recente, Milleron et al. (2004) apresentaram a diversidade antigénica do Max. Os
resultados sugerem que: 1 - Max é imunogénico quando introduzido através da picada do
flebotomo, 2 - o polimorfismo protéico do Max ocorre em uma mesma populagdo de
flebétomos, 3 - a porgdo variavel do Max induz respostas antigénicas especificas em uma
populagio de hospedeiros naturais e 4 - a porg@o variavel parece ser mais antigénica que
sua por¢do constante. Inferem que as regides variaveis do Max se ligam a IgG, pois elas sdo
responsaveis pela interagéo da proteina com os receptores tipo 1 do PACAP. Ao contrério,

as regides constantes do Max parecem ser essenciais para sua atividade vasodilatadora, mas
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ndo se ligam a receptores. Diante de todas as observagdes, os autores propdem a hipdtese

de que os fleb6tomos tenham desenvolvido essa diversidade do Max como meio de defesa

a resposta imune do hospedeiro (Figura 6).
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Figura 6. Seqiiéncia de aminoacidos da proteina MAX. As regides variaveis da proteina estao

sombreadas em cinza. Os residuos diferentes da seqii€ncia consensual estdo em negrito.

As abreviagdes das variantes de MAX s@o as seguintes: BZba=Baturité, Brasil,
Libéria=Libéria, Costa Rica; BU=Bucaramanga, Colémbia; SMAX=MAX sintético.

Peptideos variantes sintéticos (vMAX) foram compostos por 19 aminoacidos mostrados

dentro da linha pontilhada. O peptideo constante (c(MAX) foi composto pela seqiiéncia
consensual de 18 aminoacidos dentro da linha continua (MILLERON et al. (2004)
http://www.ajtmh.org/cgi/content/full/70/3/286

Além das alteragdes qualitativas, Yin et al. (2000) demonstraram diferengas

quantitativas na expressio do ,RNA para Max em diferentes espécies do complexo Lu.

longipalpis capturadas na América Central e América do Sul. Sugerem que a diferenca na

vasodilatagdo induzida pelo Max, observada entre as espécies, resulta da quantidade de

Max na saliva (quantificada através do RNA mensageiro) e ndo pela poténcia das variantes

do Max.
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A partir da clonagem do Max e, posteriormente, sua sintese em laboratdrio, varias
publicagdes sobre sua capacidade de imunomodulagio surgiram. Bozza et al. (1997)
investigaram os efeitos do Max sobre as fungdes dos macroéfagos de BALB/c. Os resultados
apresentados neste trabalho indicam efeito imunomodulatério do Max, inibindo a produgéo
de TNF-a e aumentando a de IL-6, através da ligag@o a receptores PACAP tipo 1 dos
macrofagos, com ativagdo e subsequente elevacdo de AMPc intracelular. Demonstraram
que o tratamento dos macrofagos com o antagonista do receptor PACAP tipo 1 (PACAPe-
38) bloqueou a agdo do Max, e que a utilizagdo do ligante natural desses receptores
(PACAP38) teve o mesmo efeito do Max. Estes mesmos autores, em 1998, publicaram que
Max e PACAP38 protegem camundongos BALB/c contra endotoxemia letal. Essa protegéo
correlaciona-se com a redug@o dos niveis séricos de TNF-a,, aumento dos niveis de IL-10 e
pela inibigdo da ativag@o plaquetaria in vivo. No entanto, experimentos com camundongos
IL-10""demonstraram que Max reduz, mas ndo previne a morte pela endotoxemia. Em suas
conclusdes sugerem que a ativagdo dos receptores PACAP tipo 1 pode controlar a
superprodugdo de citocinas prd-inflamatérias durante a endotoxemia mediada por
mecanismos parcialmente dependentes de IL10 (BOZZA et al., 1998).

A saliva dos flebotomos, contendo fatores vasodilatadores e imunomodulatérios,
resulta em sucgdo efetiva e com resposta inflamatéria minima do hospedeiro. Estes
mecanismos promovem campo perfeito para a injecdo do parasito em seu hospedeiro
através da picada e salivagéo do vetor. Isso, talvez, possa explicar porque os artrépodes sé@o
vetores extremamente eficientes na transmissdo de varias doengas. Experimentos
desenvolvidos por Morris et al. (2001) demonstraram que Max pode substituir toda saliva e

exacerbar a infec¢do por Le. major em camundongos na mesma intensidade. Determinaram
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que 3ng de Max e metade da glandula salivar de Lu. longipalpis s@o igualmente eficientes
na multiplicag@o parasitdria em camundongos CBA infectados por inje¢des com Le. major
e Max ou Le. major e glandula salivar. Submeteram grupos a vacinagéo prévia com Max e
observaram que as lesGes cutdneas em animais vacinados foram 3 a 5 vezes menores, com
crescimento parasitario reduzido, e que cicatrizaram 50 dias apds a infec¢@o, enquanto nos
grupos tratados somente com adjuvante ou diluente, a cicatrizagéo ainda ndo havia ocorrido
ap6s 65 dias. Para investigar os possiveis mecanismos envolvidos na protegdo observada
nos animais vacinados, os pesquisadores caracterizaram as respostas anti-Max promovidas
pela vacinagdo. Por meio de ELISA, detectaram altos titulos de anticorpos anti-Max no
soro. Células de linfonodos regionais, extraidas dos animais tratados, foram estimuladas in
vitro com Max e produziram INF-y e NO (6xido nitrico) em quantidades significativas.
Determinaram o fendtipo dessas células por citometria de fluxo e constataram 82% de
CD4, 10% de CD8 e 4% de células I-A* . Portanto, respostas humoral e celular foram
estimuladas em camundongos vacinados.

Castro-Sousa et al. (2001) estudaram a capacidade do Max e do lisado de glandulas
salivares de Lu. longipalpis na promog¢do de infec¢do de camundongos CBA por Le. major
e de BALB/c por Le. braziliensis. Ndo observaram diferengas no tamanho das lesGes entre
os grupos de camundongos CBA tratados com salina (controle) ou Max ou lisado de
glandula salivar, embora o nimero de parasitos no local de injeg@o e no bago fosse maior
no grupo tratado com Max, porém sem diferenga estatistica. No grupo de camundongos
BALB/c, as lesdes nos animais tratados com Max eram ligeiramente maiores se comparado

com o grupo ndo tratado, mas essa diferenca ndo foi mais observada apos a 14* semana de

infecgdo.
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O’ estudo, publicado por Guilpin et al. (2002); sugere que o aumento da
hematopoiese possa ser outro mecanismo de maior suscetibilidade dos camundongos a
infecgdo por Leishmania. Demonstraram que Max estimula a produgdo de IL-6 pelas
células estromais da medula 6ssea com consequente aumento da hematopoiese, que é
promovido pela interagdo entre Max e os receptores PACAP.

Rogers e Titus (2003) apresentaram os efeitos do Max sobre a resposta imune
primaria humana in vitro. Células mononucleares periféricas e mondcitos foram obtidos de
doadores de sangue saudaveis, isolados e colocados em cultura. Apos, eram incubados com
Max por 3 horas e, posteriormente, estimulados com Le. major. O sobrenadante foi
coletado em 48 e 72 horas e processado a dosagem de citocinas. Observaram redugédo da
secregdo de IFN-y e IL-12p40 pelas células mononucleares periféricas e de TNF-a pelos
monocitos e, contrariamente, detectou-se aumento na produgdo de IL-6. Finalizando,
determinaram que Max atua sobre essas células através da ligagdo a receptores PACAP.
Sugerem que os efeitos imunomodulatdrios do Max sobre células humanas tém importante

implicagdo para o desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose.

1.2.2. Phlebotomus papatasi (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

Estudos prévios mostraram que o lisado de gldndula salivar de Lutzomyia
longipalpis, mosquito transmissor da leishmaniose no Novo Mundo, estimula a infec¢do
causada por Le. major em camundongos CBA. Portanto, a saliva atuaria sobre a resposta
imune do camundongo infectado. Entretanto, no Velho Mundo, Le. major é transmitida na

natureza pelo mosquito Phlebotomus papatasi.
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Mbow et al. (1998) pesquisaram a capacidade de imunomodulagdo do lisado de
glandula salivar de Phlebotomus papatasi sobre camundongos CBA infectados por Le.
major. Analisaram o tamanho das lesbes e o crescimento parasitario, € dosaram mRNA de
citocinas do material obtido dos linfonodos em sitios de drenagem das lesdes cutdneas.
Constataram aumento no tamanho das lesGes cutineas, acompanhado de maior crescimento
parasitdrio em camundongos infectados com Le. major e lisado de glandula salivar
(equivalente a metade da glandula). Camundongos CBA sdo resistentes a doenga e sua
exacerbagdo € correlacionada a inibi¢do da produgéo de citocinas Th1 e fatores associados -
IFN-y, IL-12 e NO sintase - e aumento da citocina Th2 - IL-4. Entretanto ndo houve
alterag@o nas dosagens de IL-10 e TGF-P. Importante ressaltar que o lisado de glandula
salivar também aumentou a expressdo de IL-4 nos camundongos ndo infectados por Le.
major.

Estd claro que lisado de glandulas salivares de flebotomineos, tanto do Velho
quanto do Novo Mundo, exacerba a infec¢do por Leishmania em camundongos, porém
apresenta diferentes efeitos farmacologicos nos experimentos animais. Enquanto que na
saliva de Lu. longipalpis foi identificado o peptideo Maxadilan, em Ph. papatasi nédo foi
detectada nenhuma molécula semelhante. Os autores sugerem que a saliva de Ph. papatasi
possa conter molécula semelhante ao Max, que perdeu sua capacidade de vasodilatag@o,
mas n3o de imunomodulagdo, ou molécula ndo relacionada ao Max (GILLESPIE et al.,
2000; MBOW et al., 1998). Foi demonstrado que adenosina €, possivelmente, o fator na

saliva de Ph. papatasi que altera a capacidade dos macréfagos em destruir os parasitos

(KATZ et al, 2000; VALENZUELA et al, 2001).
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Belkaid et al. (2000) demonstraram que Ph. papatasi induz resposta de
hipersensibilidade do tipo tardia em humanos e roedores, facilitando a sucg¢do de sangue.
Em ambos, a resposta de hipersensibilidade foi associada ao aumento do fluxo sangiiineo,
avaliada pelo método Doppler. Provavelmente, como conseqiiéncia do aumento do fluxo de
sangue, o mosquito necessite de menor tempo para picar € se alimentar. Ainda néo € certo
se isto constitui processo de selegdo ou resposta adaptativa. Camundongos desenvolveram
resposta de hipersensibilidade tardia apés inoculagdo intradérmica da glandula salivar.
Observaram a migragdo de células mononucleares, eosindfilos e linfocitos T CD4,
sugerindo que a glandula salivar de Ph. papatasi promova resposta mista Thl e Th2. De
forma semelhante, esse mesmo infiltrado € visto na pele humana apds picada de inseto.
Uma das principais hipdteses sobre a saliva dos flebétomos € que ela promova
imunosupressio local. No entanto, nesse estudo, os autores sugerem que os componentes da
saliva sfo altamente imunogénicos, induzindo resposta de hipersensibilidade tardia. Um
dado observado no experimento foi que aqueles camundongos, pré-sensibilizados por
picadas de mosquitos ndo infectados, apresentavam maior resisténcia a leishmaniose
transmitida, e esta resisténcia parece ser promovida, inespecificamente, pela resposta de
hipersensibilidade tardia do hospedeiro aos antigenos salivares. Portanto, a identificagdo e
clonagem dos componentes salivares poderdo ser uteis para a dessensibiliza¢do dos
individuos com as forma graves da doenga, além de poder ser incluidos como componentes

de vacina anti-leishmaniose.
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1.2.3. Lutzomyia intermedia (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

Pouco se sabe sobre a composi¢do ou o papel da saliva de Lu. intermedia, o
principal vetor de Le. braziliensis. Baptista et al. (2004) analisaram a presenga de
anticorpos contra a saliva de Lu. intermedia em pacientes moradores de area endémica de
leishmaniose no Estado do Rio de Janeiro. Foram selecionados 33 individuos que
apresentavam anticorpos anti-Leishmania com titulos acima de 1:160 e submetidos ao
ensaio de ELISA, utilizando-se como antigeno glandulas salivares extraidas de fémeas de
Lu. intermedia, criadas em laboratério. Destes individuos, 23 tinham lesdo cutinea ou
mucosa ativa e 10 estavam curados ha mais de 12 meses, apds tratamento especifico. Dos
33 pacientes testados, cinco, todos com les3o ativa, mostraram a presenca de anticorpos
contra a saliva do inseto. Embora preliminares, os resultados indicam que individuos
moradores de areas endémicas e, portanto, expostos as picadas do inseto, desenvolvem

anticorpos contra saliva de Lu. intermedia.

1.2.4. Lutzomyia whitmani (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)

Estudos anteriores mostraram que a saliva de Lu. longipalpis estimula a infec¢io
por Le. braziliensis em camundongos. No entanto, Le. braziliensis ndo é transmitida na
natureza, nem por Lu. longipalpis, nem por Ph. papatasi. O hematéfogo Lutzomyia
whitmani € um dos seus vetores naturais e responsaveis pela transmiss@o do parasito no
Brasil. Para determinar se a saliva de Lu. whitmani pode aumentar a infectividade de Le.
braziliensis, Bezerra e Teixeira (2001) inocularam grupos de camundongos BALB/c com
Le. braziliensis na presenca ou auséncia de lisado de glandula salivar de Lu. whitmani.

Constataram que, na presenga da saliva, as lesdes cutaneas tinham maiores dimensdes. No
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entanto, sua evolugdo ndo alterou, com regresséo espontanea e gradual, mas de forma mais
lenta se comparada aos controles sem a inoculagio da saliva. Na saliva de Lu. longipalpis, a
molécula Max, com propriedades vasodilatadoras e imunomodulatorias, ¢ tida como
responsavel por esses eventos. Entretanto, nenhum fator foi identificado, ainda, na saliva de

Lu. whitmani.



2. OBJETIVOS
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Diante das evidéncias de imunomodulag@o promovidas pelo peptideo Max, atuando
na evolugdo da infecgdio, € do seu emprego em vacina experimental para leishmaniose,
associados a sua expressdo limitada exclusivamente a Lu. longipalpis, vetor do calazar,

teve-se por objetivos:

1) detectar anticorpos anti-Max em amostras de soro de pacientes com LTA e de

controles;

2) verificar a expressdo protéica e genética de Max em Lu. neivai, vetor da LTA na

regido estudada.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Casuistica
Apbs aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa (Processo HCRP no.

5886/2002), deu-se inicio ao levantamento dos prontudrios dos pacientes com diagnostico

confirmado de LTA, atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP-USP), no periodo de 1999 a

junho de 2004. A casuistica de pacientes com o diagnoéstico de LTA foi composta

obedecendo-se, além do critério de n° 1, no minimo um dos seguintes critérios de inclus3o:

1. Diagnéstico clinico-epidemioldgico compativel com LTA. Para aqueles pacientes com
a forma cutanea, pela relevincia da espécie do flebétomo implicada na LTA,
considerou-se somente os provenientes da regido nordeste do estado de Séo Paulo.

2. Intradermorreagdo de Montenegro (IRM) positiva. Para tal foram utilizados os
antigenos produzidos pelo Instituto Adolfo Lutz (suspens@o ultrassonicada de
Leishmania em salina fluoretada e fenicada) e pelo laboratério Reagentes Biologicos
Pimenta Abreu (antigeno de culturas puras de Leishmania (V.) braziliensis) de acordo
com sua disponibilidade no Ambulatério de Dermatologia.

3. Exame histopatoldgico de amostra de pele ou de mucosa com descrigdo de infiltrado
linfohistiocitario granulomatoso com predominio de plasmdcitos, incluida a presenga de
parasitos sugestivos do género Leishmania.

4. Reagdo soroldgica de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para LTA positiva. Os testes
sorolégicos foram realizados segundo especificagdes do kit adquirido da Fiocruz.

5. PCR (polymerase chain reaction) positiva para pesquisa de leishmania em amostras de
pele ou de mucosa, além da identificagdo da espécie por seqiienciamento de DNA ou

por PCR-RFLP (PCR-restriction fragment lenght polymorfism).
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Nao havendo critério de exclusdo para a composig¢dao da casuistica, foram selecionados
41 pacientes que melhor preenchiam os critérios de inclusdo para o diagnéstico de LTA

supracitados.

3.2. Grupo controle
O grupo controle foi composto por 63 doadores saudaveis do Banco de Sangue do

Hemocentro de Ribeirio Preto.
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Tabela 1. Dados demograficos e clinico-laboratoriais dos pacientes com diagndstico de LTA, atendidos no HC-FMRP-USP, de 1999 a junho de 2004

AMOSTRA
89
90
99
111
123
127
129
135
136
138
139
140
147

158
159
160
165
166

167

178

213
21242

4/249
5246

6/235
71227

IDADE
(anos)

56
13
54
17
44
54
32
52
40
46
58
37
52

40
51
64
58
53

34

64

45
3

65
58

56
51

SEXO

mMTETME TEEXEEXEEELELLEEnEREXL

LTX X @wmmgKX

PROCEDENCIA

Franca
Pontal
Nuporanga
Ituverava
Sta Rosa
Taquaritinga
Ribeirdo Preto
Serrana
Ribeirdo Preto
Guariba
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto
Tambat

Ribeirdo Preto
Rincdo
Ribeirdo Preto
Guariba

Ituverava
Santa Rosa do
Viterbo
Serrana
Ribeirdo Preto
Pontal

Sdo Sebastidao
do.Paraiso

Estado da Bahia
S3do Sebastido
do.Paraiso

JardinGpolis

ZONA

cCc W CcCcCccCc Cccccccoc ccccccoccoccoaccoccaccaccacaca

TEMPO DE
EVOLUCAO FQRMA PRESENCA DO
PROFISSAO (meses) CLINICA IRM PARASITO RIFI SEQ PCR-RFLP
Jardineiro 3 CUT POS AUSENTE 1/160 - Le. braz
Estudante 12 CUT NEG AUSENTE NEG Le. braz Le. braz
Lixeiro 7 CUT NEG AUSENTE 1/80 Le.braz  Le. braz
Feirante 8 CUT NEG AUSENTE NEG Le. amaz L. spp
Do lar 2 CUT POS AUSENTE 1/40 - NEG
Aposentado 3 CUT NEG PRESENTE 1/40  Le. braz  Le. braz
Mecénico 4 MUC Sem dados PRESENTE 1/320 - -
Inativo 4 CUT Sem dados PRESENTE 1/80 - Le. braz
Servigos gerais 3 CUT NEG AUSENTE 1/80 - Le. braz
Tratorista 4 CUT POS PRESENTE 1/80 - Le. braz
Professor S CUT NEG PRESENTE 1/40 - Le. braz
Pedreiro 2 CUT POS AUSENTE NEG Le. braz L. spp
Fomeiro 72 MUC POS AUSENTE NEG - -
Aucxiliar de
Enfermagem 1 CUT POS AUSENTE NEG Le. braz Le. Braz
Aposentado 3 CuUT NEG AUSENTE NEG Le. braz Le. Braz
Operirio 4 CUT NEG AUSENTE 1/320 - NEG
Agricultor 7 CUT POS AUSENTE NEG - Le. Braz
Lavrador 2 CUT POS AUSENTE 1/80 - L spp
Lavrador 18 CUT NEG AUSENTE 1/80 - NEG
Motorista 3 CUT POS PRESENTE NEG - Le. Braz
Cabeleireiro 4 CUT POS AUSENTE NEG - Le. Braz
Menor 6 CUT NEG AUSENTE NEG - Le. Braz
Lavrador 240 MUC NEG PRESENTE 1/80 - Le. Braz
Lavrador 240 MUC POS AUSENTE NEG - L. spp
Lavrador 24 MUC NEG AUSENTE 1/40 - -
Lavrador 72 MUC POS PRESENTE 1/40 - -
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oz
10/248
12/252
14/230
17/256
19/262
20/261
21/263
29/272
31/232
32/195
35
38/277
40/287
41/291

50
29
32
22
62
53
27
36
44
33
9
63
39
37
34

TR EX

Jaboticabal
Ribeirdo Preto
Ribeirdo Preto

Sertdozinho
Luiz Antonio

Delfinépolis
Luiz Antonio

Cajuru

Descalvado

Delfinépolis
Ribeirdo Preto

Serrana
Porto Ferreira
Descalvado
Estado de Goids

rMrCOCCowmCcococcoccoccocaocaoaacacca

Lavrador
Pedreiro
Pedreiro
Marceneiro
Aposentado
Do lar
Pedreiro
Lavrador
Comerciante
Lavrador
Menor
Lavrador
Do lar
Motorista
Lavrador

300
12
60
10
31
18
4

4
5
2
12
4
36

CUT
CUT
MUC
MUC
MUC
CUT
CUT
CuT
CuT
CUT
CUT
CuT
CUT
CUuT
MUC

POS
Sem dado
POS
Sem dado
POS

AUSENTE
PRESENTE
PRESENTE

AUSENTE

AUSENTE
AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE

AUSENTE
PRESENTE
PRESENTE

AUSENTE
PRESENTE

AUSENTE

1/40
1/40
1/320
1/40

L. spp
Le. Braz
Le. Braz

L. spp

L spp

L. spp
Le. Braz
Le. Braz

L spp

Le. Bra;
Le. Braz
Le. Braz

IRM: intradermorreacdo de Montenegro; RIFI: reacdo de imunofluorescéncia indireta para leishmaniose; SEQ: sequenciamento de DNA; PCR-

RFLP: polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorfism; M: masculino; F: feminino; U: urbana; R: rural; CUT: cutinea; MUC:

mucosa; POS: positiva; NEG: negativa; -: ndo realizado; Le. braz: Leishmania (Viannia) braziliensis; Le. amaz: Leishmania (Leishmania)

amazonensis.
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3.3. ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Max

A técnica de ensaio imunoenzimatico n3o competitivo indireto (ELISA) para
pesquisa de anticorpos anti-Max foi padronizada no Laboratério de Sorologia, HC-FMRP-
USP. O peptideo recombinante produzido em Escherichia coli, Max, foi gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Ethan A. Lemer, Harvard Medical School, Boston, MA, USA.

Realizou-se a sensibilizagio da placa de microtitulagio (Dynatech Immulon™ 2) de
96 pogos com SOuL de Max diluidos em TCB (tampédo carbonato-bicarbonato), perfazendo
a concentragdo entre 120 e 125pg/mL de Max por pogo, seguida de incubagéo por 48 horas,
a 4°C. Descartou-se o excesso da solugio remanescente nos pogos e, a seguir, lavou-se a
placa com 300uL de PBS-T20 (salina tamponada com fosfato-Tween 20) por 3 vezes, com
intervalos de 1 minuto, e o fluido restante foi desprezado por inversdo da placa sobre papel
absorvente. Adicionou-se 100uL da amostra de soro diluida (1/50) em PBS-TM (salina
tamponada contendo 5% de leite desnatado). Apos periodo de incubagéo (2 horas, 37°C) e
lavagem, foram adicionados aos pog¢os SOpuL do conjugado anticorpo-enzima (anti-IgG
humana especifica para cadeia y-peroxidase — Sigma) diluido em PBS-T20 contendo 50%
de soro bovino fetal. Seguiu-se novo periodo de incubagdo (2 horas, 37°C) e lavagem.
Adicionaram-se 100uL do substrato (o-fenilenodiamina di-hidrocloreto — OPD — Sigma)
aos pocos e aguardou-se o desenvolvimento de cor, ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente, por 30 minutos. A reagéo foi interrompida pela adi¢do de 100pnL de H2SO4 1IN, €
a leitura processada em 492nm em espectrofotometro (Labsystems Multiskan MS).

Os experimentos foram feitos em momentos diferentes e com trés lotes distintos da
proteina Max. Teve-se o cuidado de se verificar a integridade da proteina destes lotes

realizando-se eletroforese com concentrages semelhantes da proteina de cada lote (Figura
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7). Como padr@o, utilizou-se a proteina aproptina, de conhecido Peso Molecular de 6,5kDa,

gentilmente cedida pelo Prof. Lewis Joel Greene, FMRP-USP.

6,5 kDa —»

Figura 7. Gel de acrilamida 15% mostrando eletroforese da proteina Max (aproximadamente

7kDa) dos trés diferentes lotes. 1. Peso Molecular - proteina aproptina de 6,5kDa; 2.
Max lote 143pg/mL (0,572pg/ul); 3. Max lote 323ug/mL (0,646ug/uL); 4. Max lote
1,2mg/mL (0,600pug/pL). As fragdes apontadas pelas setas representam dimeros da

proteina.

Para o experimento ELISA, realizaram-se curvas de titulag@o para cada lote de Max
recebido. O cut off foi determinado a partir dos titules de ELISA obtidos para o grupo
controle. Este foi calculado com a média desses titulos somada a dois desvios padrdes. Em
dois experimentos (vide anexo), realizou-se ainda a CIE (contraimunoeletroforese) contra
Max com os soros do grupo controle, conforme descrito a seguir, e para o calculo do cut off
nestes respectivos experimentos, considerou-se somente aqueles controles que

apresentaram CIE negativa. Ndo houve necessidade de realiza¢do de CIE dos demais soros
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do grupo controle, pois se comparando os titulos de ELISA do grupo controle CIE(-) e
CIE(+) ndo houve significancia estatistica.

Agruparam-se todos os dados correspondentes aos titulos obtidos pela leitura em
espectrofotometro (D.O.: densidade optica) nos diferentes experimentos em um unico

grupo, realizando-se o seguinte calculo:

D.O. final = D.O. do soro em estudo

cut off do experimento

3.4. Contraimunoeletroforese (CIE) para pesquisa de anticorpos anti-Max

Em gel de agarose 1%, aplicou-se 8uL do antigeno Max conforme a concentragido
do lote recebido (328ug/mL no experimento com soros do grupo controle e 1,2mg/mL em
experimentos com soros de coelhos sadios) nos pogos correspondentes ao p6lo negativo da
cuba de eletroforese (Bio-Rad) e 15uL dos soros (1:1) nos pogos do pdlo positivo. Apos
imers3o do gel em tamp@o barbital-sddico, aplicou-se corrente elétrica 30mA por 1 hora. A
seguir, para a leitura, corou-se o gel com azul brilhante — Coomassie Blue (Laboratério

Sigma).

3.5. Extraciio de RNA, DNA e de proteinas.
A extragdo de RNA, de DNA e de proteinas foi realizada pelo método Trizol. As
amostras foram extraidas de exemplares de Lu. longipalpis (controle positivo), criados em

insetario e cedidos gentilmente pela Dra. Alda Falcgo, FioCruz-BH, e de 30 espécimes de
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Lu. neivai, flebotomos coletados em campo e identificados pelo Dr. Claudio Casanova,
SUCEN-Mogi Guagu. Os espécimes de fleb6tomos foram conservados a — 70°C até sua
utilizag#o.

Para a extragdo, utilizaram-se dez segmentos cefalicos de Lu. longipalpis e de Lu.
neivai separados do corpo com pinga estéril. Inicialmente, fez-se a homogeneizagdo com
ImL de trizol para cada 50-100mg de tecido, até a dissolugdo completa. A seguir, incubou-
se a amostra por 5 minutos, em temperatura ambiente, com 200uL de cloroférmio para
cada mL de trizol utilizado, homogeneizando-se vigorosamente por 15 segundos. Apods 10
minutos, em temperatura ambiente, centrifugou-se a amostra a 12.000g por 14 minutos, a
4°C. Transferiu-se a fase aquosa para outro eppendorf estéril, deixando-o para os passos
seguintes. Adicionaram-se 500uL de isopropanol, deixando-se em temperatura ambiente
por 10 minutos e, apds, centrifugou-se a 12.000g por 10 minutos a 4°C, com precipita¢éo e
formagdo de pellet contendo o RNA. Lavou-se o pellet com 1mL de etanol 75%,
homogeneizou-se a amostra e centrifugou-se a 7.000g por S minutos a 4°C. Desprezou-se o
sobrenadante, secou-se o pellet, seguido por ressuspensdo com 100uL de agua DEPC
(dietilpirocarbonato) e, apo6s incubagdo a 55°C por 10 minutos, obteve-se a solugdo
contendo o RNA.

Depois da remocéo total da fase aquosa do tubo inicial, adicionaram-se 300pL de etanol
e centrifugou-se a 2.000g por 5 minutos, a 4°C. Removeu-se cuidadosamente e estocou-se
em tubo limpo a nova fase aquosa (fase incolor, branca e vermelha) para posterior extragdo
de proteinas. Deixou-se somente o pellet contendo o DNA, lavando-o com 1mL de citrato
de sdédio 0,1M diluido em etanol 10%. A amostra foi mantida em temperatura ambiente,

com homogeneizagdo periédica durante 30 minutos, seguida por centrifugagdo a 2000g por
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10 minutos, a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com 1,5mL de
etanol 75%. ApoOs nova centrifugagdo a 2.000g por 5 minutos a 4°C, desprezou-se o
sobrenadante, secou-se o pellet por aproximadamente 15 a 30 minutos em capela de fluxo
laminar, dissolvendo-o em 100puL de NaOH, 8mM pH= 8,4, obtendo-se o DNA.

A partir da fase liquida do sobrenadante obtido no inicio da extragdo de DNA, realizou-
se a extragdo de proteinas. Para isso, adicionou-se isopropanol (1:1), deixando a amostra
em temperatura ambiente por 15 minutos e, posteriormente, centrifugou-se a 12.000g por
10 minutos a 4°C. Apds desprezar o sobrenadante, lavou-se o pellet trés vezes com 2mL da
solug@o de hidrocloreto de guanidina 0,3M diluido em etanol 95%, deixando a amostra por
20 minutos em temperatura ambiente. Centrifugou-se a 7.500g por 5 minutos a 4°C e
ressuspendeu-se o pellet em 1,5mL de etanol absoluto. A amostra foi homogeneizada em
vortex e colocada, novamente, por 20 minutos em temperatura ambiente, homogeneizando-
se periodicamente. Centrifugou-se a 7.500g por 5 minutos a 4°C, desprezou-se o
sobrenadante e secou-se o pellet na capela por aproximadamente 15 a 30 minutos. Este foi
dissolvido em 100puL de SDS (sulfato duodecil de s6dio) 1%, colocado a 50°C por 3
minutos e transferido o sobrenadante para um tubo limpo.

A quantificagio de RNA/DNA e de proteinas extraidas foi realizada em
espectrofotometro de absor¢do em 260nm e 280nm, respectivamente (Beckman Coulter DU

640).

3.6. Eletroforese de proteinas
As amostras, Max (0,33ug/pL), proteina extraida de Lu. longipalpis (0,02ng/pL)

e de Lu. neivai (0,01pg/puL), foram submetidas a eletroforese vertical (Bio Rad) em gel de
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acrilamida 12,5% apds fervura por 3 minutos a 100°C e tratamento com mercaptoetanol.
Utilizou-se o tamp@o Tris/glicina, preparado no laboratério, € corrente elétrica 100V/30mA
por 1 hora e 20 minutos. O gel foi corado pelo método da prata (aperfeicoado Blum et al,

1987) e fotografado.

3.7. Immunoblotting

Os antigenos foram transferidos eletroforeticamente do gel de acrilamida para uma
membrana de nitrocelulose utilizando-se 0 Mini Trans-Blot. Colocou-se a membrana dentro
de uma solugio bloqueadora, num angulo de 45°, em agitagdo, por 1 hora, em temperatura
ambiente. Retirou-se a solu¢do bloqueadora e adicionou-se TTBS (tampdo Tris buffer
salina), lavando-a por 10 minutos, em temperatura ambiente, com leve agita¢ido. Depois de
retirada do banho com TTBS, adicionou-se a solugdo com anticorpo primario (soro de
coelho imunizado 1:20) 28 membrana, incubando-a por 2 horas, em leve agitagdo. Removeu-
se 0 anticorpo primario com duas lavagens com TCBS (Tween Citrato buffer salina) por 5
minutos € em temperatura ambiente. Desprezou-se o0 TCBS e adicionou-se o anticorpo
secundario (Proteina G conjugada com peroxidase — BioRad 170-6467), incubando-se por 2
horas, com leve agitagdo, em temperatura ambiente. A lavagem final foi realizada com
remocdo da solugdo do conjugado e lavando-se a membrana, por 2 vezes, com solugéo
TTBS, por 5 minutos e leve agitacdo em temperatura ambiente. Lavou-se a membrana,
ainda, em TBS por 5 minutos, em temperatura ambiente, com leve agitag&o para remover o
Tween-20 residual da superficie da membrana. Procedeu-se a revelagdo, com adigdo de
600uL do reagente B em 100mL do tamp&o de cor em temperatura ambiente, e esta solugéo

final a 20mL do reagente de cor A, sendo utilizada imediatamente. Imergiu-se a membrana
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nessa solugdo reveladora até surgimento de cor, evitando periodos superiores a 45 minutos.
Em seguida, lavou-se a membrana em 4gua destilada por 10 minutos com leve agitag@o e

fotografou-se.

3.8. Dot blot

Dois pL das amostras de proteina extraida de Lu. longipalpis (0,094 5ug/pl) e de
Lu. neivai (0,1092ug/pul) foram aplicadas em membrana da nitrocelulose (BioRad
162.0145) e posteriormente bloqueados com uma solugédo composta por leite desnatado 5%
e buffer Tris-tween 20 0,1%. Incubou-se a membrana previamente sensibilizada com soros
de coelho imune (descrito a seguir) e coelho ndo-imune (1/10,1/25 e 1/50 em buffer Tris-
tween), com soros do grupo controle e com soros do grupo LTA (1:25), overnight, a 4°C.
Apos varias lavagens em buffer Tris-tween, incubou-se com proteina G (BioRad) por 2
horas e utilizou-se solug@o reveladora (BioRad) para visualizagéo.

Além do dot blot, realizou-se CIE contra o antigeno Max com soros de coelhos
imunizado, ndo imunizado e, ao acaso, foram recrutados mais 8 coelhos sadios mantidos

em biotério para o experimento. A técnica ja foi previamente descrita no item 3.4.

3.9. Imunizagéo de coelho contra a proteina Max

O coelho imune, acima citado, foi imunizado contra Max, pois se necessitava de um
controle sabidamente positivo. Resumidamente, a técnica de imunizag#o consistiu em: fez-
se 4 aliquotas de 0,ImL de Max [150pg/mL] diluidos em 2mL de soro fisioldgico. A
seguir, fez-se emulsdo de uma dessas aliquotas (0,5mL) com 0,SmL de adjuvante de

Freund, que foi injetada nas coxas do coelho (dia 1). Nove dias ap6s, outra dose foi injetada
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na musculatura do membro anterior préximo a axila (dia 10). No dia 20, a 3* aliquota,
adicionada ao adjuvante de Freund (1,0mL), foi distribuida em quatro pontos, nas cinturas

dianteira e traseira. No dia 30, procedeu-se & nova injegdo como booster.

3.10. PCR (polymerase chain reaction) para pesquisa do gene Max em Lu.
longipalpis e Lu. neivai

Para a verificagdo da expressdo génica do Max em amostras de DNA extraidas de
Lu. longipalpis € de Lu. neivai, utilizou-se a PCR com primers especificos para Max
(Invitrogen) que resultam em produtos de 106bp (Figura 8).

sense: 5 GCCATAGATGACTGCCAGAAGC ¥’
no sense: 5’ TTCCAGGTAGTTGGGAGGTATCC 3’

A PCR foi realizada com volume final de 25pL contendo buffer 10x 2,5uL, dntp
2mMol SpL, agua estéril 10,3ul, primer sense (100pmol) 1pL, primer antisense
(100pmol) 1pL, e Taqg DNA polimerase 0,2uL. A esta mistura foram adicionados SuL do
DNA extraido da amostra a ser amplificada (0,28ug/uL). Utilizou-se um tubo “branco”
com agua ao invés de DNA para controle negativo.

As amostras foram amplificadas em termociclador (Applied Biosystems 9700),

obedecendo-se o seguinte ciclo de aproximadamente 2 horas e 30 minutos:

e 93°C por 30 seg,
e 94°Cpor 3 min e 30 seg, 52°C por 1 min, 72°C por 1min — 35 ciclos

e 72°Cpor 10 min, e a seguir por 4 °C.
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1 aatcaattgc taaaaaaaaa ttacaaatag aactactaca gatgttctga attttttctt

61 gatattcttt ctcaattgga tgtataaaag aggctatttt gtgctgattt tgttagtcag

121 tattctgata aactgcaaaa atgaagcaaa tccttttaat ctetttggtg gtggttcttg

181 ccgtgtttge cttcagtaag ttcttccttt aggectttee ttctcaaaac ttaaagtaat

241 ttaatgaaat attctttaaa taatctccat tttcttgtag acgttgetga gggcetgtgat

301 gcaacatgcc aatttcgcaa ggeeatagat gactgeeaga ageags _caat
361 gttttgcaga cttctgtiaca aacaactgca acattcacat caatggatac ctcecaacta
421 cctggaaata gtgtcttcaa agaatgtatg aagcagaaga aaaaggaatt tagttcagga

481 aagtaaaaga ttgaagaaaa ttgtagccga ggagagaaag aaagaaagtc ccataccata

541 ttttgtttgt taattgtaac gaattttccg aaaaaataaa atattatgca ctcaattta

Figura 8. Gene do Maxadilan (iup:/www.nchinlm.nih.sov/entez/viewer.lee 2db=nucleotidedval=135945 ),
Em amarelo, os primers utilizados na PCR, cujo produto final corresponde 2 seqiiéncia
de 106pb. Os destaques em vermelho e azul mostram os sitios de restri¢io das enzimas

Hhale Rsa I, respectivamente.

Para a identificagdo das bandas de DNA, foram aplicados 4ul. da amostra
amplificada adicionando-se SuL de corante (Loading buffer) em gel de acrilamida 10% nfo
desnaturante, que foi submetido a eletroforese vertical (Bio-Rad) com tampdo TBE 1X, a
150 V por 2 horas. Estas correram juntamente com o marcador de peso molecular (PM) de
10bp. Os géis foram revelados pela prata e dispostos em placas de vidro para secagem e

formam fotografados.
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3.11. Restricio do DNA por PCR-RFLP (PCR-restriction fragment lenght
polymorphism)

A partir da seqiiéncia de nucleotideos amplificada de 106bp, utilizaram-se as
enzimas de restri¢do Hha I (Biolabs R0139S) e Rsa I (Biolabs R0167S). Hha I age sobre o
sitio de restri¢do GTCG|C, gerando duas seqiiéncias: aproximadamente 25 e 80bp. Ja a Rsa
I atua no sitio GT | AC resultando em duas seqii€ncias de aproximadamente 55bp. A Figura
8 mostra a seqiiéncia amplificada de 106bp, os primers utilizados e o sitio de restrigdo das
enzimas Hha I e Rsa I (Biolabs 1675).

Utilizou-se 1,0ng de DNA do produto da PCR, 1,0pL do buffer e 5U da enzima de
restrigdo Hha I ou 10U de Rsa I, que sdo completados com agua em volume final de 10uL,
e submetidos a temperatura de 37°C, overnight. Para a visualizag3o das bandas, aplicaram-
se SpL do material digerido adicionados a 5uL de corante (Loading buffer) em gel de
acrilamida 10% n@o desnaturante, submetendo-se a eletroforese vertical com tamp&o TBE,
a 150V por 2 horas. Estas correram juntamente com 2pL do marcador de peso molecular
(PM) de 10bp. Os géis foram revelados pela prata e dispostos em placas de vidro para

secagem e, posteriormente, fotografados.

3.12. Seqiienciamento dos produtos da PCR

Realizou-se nova PCR com o primer sense ou anti sense e com os nucleotideos
marcados segundo o kit sugerido do fabricante e suas normas (DNA Sequencing Kit Big
Dye Terminator, Applied Byosistems). Para este seqiienciamento, além dos primers ja
utilizados, foi desenhado um novo primer sense, cujo produto final amplificado é maior

(248bp), favorecendo o seu seqiienciamento (Figura 9).
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1 aatcaattgc taaaaaaaaa ttacaaatag aactactaca gatgttctga attttttctt
61 gatattcttt ctcaattgga tgtataaaag aggctatttt gtgctgattt tgttagtcag

121 tattctgata aactgcaaaa atgaagcaaa tccttttaat ctctttggtg gtggttcttg

tieftccttt aggcctttce ttctcaaaac ttaaagtaat
241 ttaatgaaat attctttaaa taatctccat tttcttgtag acgttgctga gggctgtgat
301 gcaacatgcc aatttcgcaa ggecaragar gactgeccaga ageaggcegea tcatagcaat
361 gttttgcaga cttctgtaca aacaactgca acattcacat caatggatac ctcccaacta
421 cctggaaata gtgtcttcaa agaatgtatg aagcagaaga aaaaggaatt tagttcagga
481 aagtaaaaga ttgaagaaaa ttgtagccga ggagagaaag aaagaaagtc ccataccata

541 ttttgtttgt taattgtaac gaattttccg aaaaaataaa atattatgca ctcaattta

Figul‘a 9- Gene dO Max (http./www. nebrotm.nih.gov/entrezviewer fegi'db=nucleotide&rval=159451). Em
amarelo, os primers utilizados na PCR, cujo produto final corresponde & seqiiéncia de

106pb. Em azul, o “novo” primer sense, cujo produto final apresenta 246bp.

As amostras de DNA resultantes da PCR, juntamente com o DNA controle positivo
cedido pelo manufaturador do seqiienciador (pgem), foram colocadas no seqiienciador
automdtico de DNA [ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystem)] e a leitura

resultante analisada a posteriori.
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3.13. RT-PCR

Utilizaram-se 12uL. de RNA extraido pelo método Trizol, e adicionaram-se 8uL de
Mix [0,7uL de inibidor de RNase, 4uL de buffer S5x TR (transcriptase reversa), 1uL de dntp
10mMol, 0,6uL de Transcriptase Reverse (Invitrogen) e 1,7ull de agua estéril]. Misturou-se
tudo, deixando-se a temperatura de 42°C por 90 minutos €, posteriormente, congelou-se a

-20°C. Procedeu-se a PCR, utilizando-se para o cDNA o mesmo protocolo do item 3.10.

3.14. Analise estatistica

Para a analise dos titulos de anticorpos anti-Max, uma vez que os dados obedeceram
a curva de normalidade, utilizou-se o teste t de student quando se comparou dois grupos.
Para comparag@o de trés grupos ou mais, utilizou-se a Anélise de Variancia. Para a anélise

dos grupos dois a dois, foi feito o teste de Tukey.



4. RESULTADOS
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Os resultados dos titulos de anticorpos séricos anti-Max s@o apresentados segundo o
experimento realizado [ELISA e CIE (contraimunoeletroforese)]. A descricdo dos

resultados de cada experimento compreende o grupo de pacientes com LTA e o grupo

controle.

4.1. Titulos de anticorpos séricos anti-Max pelo método ELISA

Os soros do grupo controle ndo reagentes para Max, quando empregada a CIE
(contraimunoeletroforese), foram titulados por ELISA, e seus titulos foram considerados
para a determinagdo do cut off do experimento ELISA (vide item 4.2).

Comparando-se os anticorpos anti-Max, detectados pelo método ELISA, em soros
de pacientes com LTA (titulos variando entre 0,020 e 2,040; média: 0,708; desvio padréo:
0,450 D.O./cut off) e em controles (titulos variando entre 0,030 e 1,200; média: 0,500;
desvio padrio: 0,280 D.O./cut off), estes foram significantemente maiores no grupo LTA

(p=0,0043) (Figura 10).
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Figura 10. Titulos de anticorpos anti-Max, detectados pelo método ELISA, nos soros de
pacientes com LTA e no grupo controle. D.O.: densidade éptica de cada amostra com
leitura em espectrofotdmetro 492nm; cut offt média da D.O. das amostras do grupo
controle somada a dois desvios padrdes; linha horizontal: média dos valores; linha
pontilhada: valor da D.O. = cut off. Os titulos no grupo LTA s3o maiores que no grupo
controle (teste t de student: p=0,0043).

Para melhor interpretacéo dos resultados de titulos de anticorpos anti-Max, dividiu-
se o grupo de pacientes com LTA segundo a forma clinica (cutanea ou mucosa), a resposta
a IRM (positiva ou negativa), o resultado da RIFI (positiva ou negativa), o encontro de
parasitos no exame histopatolégico de pele ou mucosa (presente ou ausente) € o tempo de
evolugdo da doenga (0 a 4 meses, 4 a 8 meses e maior de 8 meses). Todos estes dados

encontram-se na tabela 1 em Material e Métodos.
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4.1.1. Titulos dos anticorpos anti-Max em soros de pacientes com LTA segundo

a forma clinica

A comparagdo dos titulos de anticorpos anti-Max detectados no grupo controle

(titulos variando entre 0,030 e 1,200; média: 0,500; desvio padrdo: 0,280 D.O./cut off), no

grupo LTA forma cutdnea (titulos variando enwe 0,020 e 2,040; média: 0,724; desvio

padrdo: 0,491 D.O./cut off) e LTA forma mucosa (titulos variando entre 0,190 e 1,220;

média: 0,661; desvio padrdo: 0,306 D.O./cut off) foi significante (teste andlise de varidncia:

p=0,016). Comparando-se os grupos 2 a 2, os titulos do grupo LTA forma cuténea

resultaram maiores do que os do grupo conwole (p<0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Titulos de anticorpos séricos anti-Max, detectados pelo método ELISA, nos grupos

controle, LTA forma cutinea e LTA forma mucosa. D.O.: densidade Gptica de cada

amostra com leitura em espectrofotdmetro 492 nm; cut off: média da D.O. das amostras

do grupo controle somada a dois desvios padrdes; linha horizontal: média dos valores. Na

comparagdo entre 0s grupos, houve significincia entre os grupos controle e LTA forma
cutianea (teste de Tukey: p<0,05).
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4.1.2. Titulos dos anticorpos anti-Max em soros de pacientes com LTA segundo

a resposta a IRM

A comparagdo dos titulos de anticorpos anti-Max, detectados pelo método ELISA,

no grupo controle (titulos variando entre 0,030 e 1,200; média: 0,500; desvio padréo: 0,280

D.O./cut off), no grupo LTA com IRM (-) (titulos variando enwe 0,020 e 1,490; média:

0,677; desvio padrdo: 0,446 D.O./cut off) e LTA com IRM (+) (titulos variando enwre 0,060

e 2,040; média: 0,712; desvio padrdo: 0,476 D.O./cut off) foi significante (teste anélise de

varidncia: p=0,0302). Na comparagéio dos grupos 2 a 2, os titulos de anti-Max no grupo

LTA com IRM (+) foram maiores do que nos controles (p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Titulos de anticorpos séricos anti-Max, detectados pelo método ELISA, nos grupos
controle, LTA com IRM negativa (-) e LTA com IRM positiva (+). D.O.: densidade

Optica de cada amostra com leitura em espectrofotdmetro 492 nm; cut off: média da D.O.

das amostras do grupo conwole somada a dois desvios padrGes; linha horizontal: média

dos valores. Na comparagio entre os grupos, houve significincia comparando-se grupos
controle € LTA com IRM (+) (teste de Tukey: p<0,05).
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4.1.3. Titulos dos anticorpos anti-Max em soros de pacientes com LTA segundo
o resultado da RIFI

Quando comparados os grupos controle (titulos variando enwe 0,030 e 1,200;
média: 0,500; desvio padrdo: 0,280 D.O./cut off), LTA com RIFI (-) (titulos variando enwre
0,020 e 1,490; média: 0,663; desvio padréo: 0,433 D.O./cut off) e LTA com RIFI (+)
(titulos variando entre 0,060 e 2,040; média: 0,741; desvio padrdo: 0,468 D.O./cut off), os
titulos de anticorpos anti-Max entre os grupos foram significantes (teste andlise variancia:
p=0,0137). Na comparac@o dos grupos 2 a 2, os titulos de anti-Max do grupo LTA com

RIFI positiva foram maiores do que no grupo controle (p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Titulos de anticorpos séricos anti-Max, detectados pelo método ELISA, nos grupos
controle, LTA com RIFI negativa (-) e LTA com RIFI positiva (+). D.O.: densidade
Optica de cada amostra com leitura em espectwrofotdmetro 492 nm; cut off: média da D.O.
das amostras do grupo conwrole somada a dois desvios padrdes; linha horizontal: média
dos valores. Na comparacéo entre os grupos, pelo teste de Tukey, houve significincia

entre os grupos controle e LTA com RIFI (+) (p<0,05).
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4.1.4. Titulos dos anticorpos anti-Max em soros de pacientes com LTA segundo
o encontro de parasitos no exame histopatolégico de pele ou mucosa

A comparagdo dos titulos de anti-Max entre os grupos controle (titulos variando
entre 0,030 e 1,200; média: 0,500; desvio padrdo: 0,280 D.O./cut off), LTA com parasito
ausente (titulos variando entre 0,020 e 2,040; média: 0,744; desvio padrédo: 0,491 D.O./cut
off) e LTA com parasito presente (titulos variando entre 0,100 e 1,390; média: 0,633;
desvio padrdo: 0,349 D.O./cut off) foi significante (teste andlise de varidncia: p=0,0016).
Comparando-se os grupos 2 a 2, os titulos de anti-Max foram maiores no grupo LTA com

parasito ausente, comparados aos do grupo controle (p<0,01) (Figura 14).
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Figura 14. Titulos de anticorpos séricos anti-Max, pelo método ELISA, nos grupos controle,
LTA com parasito ausente (-) e LTA com parasito presente (+) no histopatolégico
de pele ou mucosa. D.O.: densidade éptica de cada amostra com leitura em
espectrofotdmetro 492 nm; cut off média da D.O. das amostras do grupo controle
somada a dois desvios padrdes; linha horizontal: média dos valores. Na comparagdo
entre 0os grupos, houve significincia entre os grupos controle € LTA com parasito (-)
(teste de Tukey: p<0,01).
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4.1.5. Titulos dos anticorpos anti-Max em soros de pacientes com LTA segundo
o tempo de evolugio clinica da LTA forma cutinea

Para comparag@o dos titulos de anticorpos anti-Max entre os grupos controle e LTA
segundo tempo de evolugdo da doenga, consideraram-se somente os dados dos pacientes
com a forma cuténea, pois nesta forma clinica é possivel precisar o seu tempo de evolugio,
diferentemente da forma mucosa. Os intervalos de tempo estabelecidos foram de 0 a 4
meses (periodo em que a IRM pode ser negativa), de 4 a 8 meses (periodo de doenga ativa)
e maior que 8 meses (periodo que alguns pacientes evoluem com regressdo espontinea).
Comparando-se o grupo controle (titulos variando entre 0,030 e 1,200; média: 0,500;
desvio padrdo: 0,280 D.O./cut off), o grupo LTA com tempo de evolugéo 0 a 4 meses
(titulos variando entre 0,060 e 1,390; média: 0,601; desvio padrdo: 0,428 D.O./cut off),
LTA com tempo de evolugido 4 a 8 meses (titulos variando entre 0,200 e 2,040; média:
1,013; desvio padrio: 0,687 D.O./cut off) e LTA com tempo de evolugdo maior que 8
meses (titulos variando entre 0,370 e 1,310; média: 0,734; desvio padrdo: 0,318 D.O./cut
off), houve significincia (teste analise de varidncia: p=0,0016). Na comparagio entre
grupos 2 a 2, os titulos de anti-Max dos grupos LTA 4 a 8 meses foram significantemente

maiores do que os do grupo controle (p<0,01) (Figura 15).



Resultados 63

3.00-
2.75+
2.504
2.25-

5 2.00- v

3 1.75-

~ 1.504 v

Q 1254 . o : .
1.00- . -
075_ -:.:.:- A (XY
0.50 B0,  —ii— .
0.25_ :ﬁ! A‘A v -
0.00-] LTl Las v

controle 0-4m 4m - 8m > 8m

Figura 15. Titulos de anticorpos séricos anti-Max, detectados pelo método ELISA, nos grupos
controle, LTA 0-4 meses, LTA 4-8 meses e LTA maior que 8 meses. O tempo
corresponde & evolugfo clinica da forma cutinea da LTA. D.O.: densidade 6ptica de cada
amostra com leitura em espectrofotdmetro 492 nm; cut off: média da D.O. das amostras
do grupo controle somada a dois desvios padrdes; linha horizontal: média dos valores. Na
comparacgéo entre os grupos, houve significincia entre os grupos controle e LTA 4-8

meses (teste de Tukey: p<0,01).

4.2. Titulos de anticorpos séricos anti-Max pelo método da CIE

(contraimunoeletroforese)

4.2.1. Anticorpos anti-Max por CIE com amostras de soro do grupo controle

Realizou-se a pesquisa de anticorpos anti-Max por CIE em 27 soros do grupo
controle (Figura 16). O objetivo foi detectar, por outra técnica sorolégica, a presenga ou
ndo de anticorpos anti-Max e, assim, determinar o cu? off do experimento de ELISA, jd que
se considerou para seu célculo somente aqueles controles com CIE ndo reagente (NR). Os
soros, cujos resultados da CIE foram reagentes (40,7%), também foram titulados, com

titulos variando de 1/1 a 1/32 (Tabela 2). Comparando-se os titulos de ELISA do grupo
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controle CIE(-) e CIE(+) nd@o houve significancia estatistica. Desta forma, n3o houve

necessidade de realizag@o de CIE dos demais soros do grupo controle.

Tabela 2. Titulos de anticorpos séricos anti-Max, pela técnica da CIE, no grupo controle.

No. do soro do Titulo de anti-Max No. do soro do Titulo de anti-Max
grupo controle pela CIE grupo controle pela CIE

2104 1/4

2126 ~  NR 6899 ~ NR

6799 11 6903 1/32

6807 NR 7042 ' ~ NR

6813 NR 7043 NR

6915 NR o 7054 1/4

6821 NR 7066 11

6826 1/16 ' 7067 1/4

6827 12 7068 1/16

6837 NR 7076 N 1/8

6844 NR 7095 NR

6853 NR 7106 NR

6861 NR 7114 1/8

6886 b NR : 7218 NR

NR: ndo reagente
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Figura 16. Placa de agarose 1% de CIE para pesquisa de anticorpos anti-Max com soros do
grupo controle. O poco A corresponde ao antigeno Max (328ug/ml). O pogo B, aos soros
do grupo controle 1:1. Quando, no soro humano hé presenga de anti-Max, ao se passar a
corrente elétrica, na migragdo do anticorpo e do antigeno, ha formagZo de uma linha de
precipitagdo (seta). Os soros que reagiram contra Max foram: 1; 3-5; e 9. Os soros do
grupo controle, cujo resultado da CIE foi ndo reagente, foram titulados por ELISA, e
considerados para a determinagdo do cut off do experimento ELISA (item 4.1).

4.2.2. Anticorpos anti-Max por CIE em soros de coelhos

Tornou-se necessaria a imunizagdo de um coelho contra Max para a obtengdo de
soro especifico reagente contra Max, que serviu como controle positivo nos experimentos
de CIE e de immunoblotting (IB).

A pesquisa de anticorpos anti-Max por CIE, utilizando-se soros de coelho
imunizado contra Max e nf3o imunizado sadio, mantido em biotério, foi positiva, para
ambos, em dilui¢des até 1/4 (Figura 17). Diante dos resultados positivos encontrados para o
soro do coelho ndo imunizado sadio, foram escolhidos, ao acaso, amostras de mais oito
coelhos sadios, mantidos em biotério, para outro experimento de CIE. Destes, quatro

animais apresentaram resultados da CIE reagentes (Figura 18).
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Figura 17. Placa de agarose 1% de CIE para pesquisa de anticorpos anti-Max com soros de
coelho imunizado (i) e nfio imunizado sadio (s). O antigeno Max (8pL) foi utilizado em
concentragdes distintas (pogo A), segundo o lote de Max: (2 — 6) Max 328ug/mL; (7 — 12)
Max 143ug/mL e (13 — 18) Max 1,2mg/mL. Os soros (15uL) foram colocados no pogo B, em
dilui¢des crescentes até 1/4. Quando, no soro hd presenga de anticorpos anti-Max, ao se passar
a corrente elétrica, na migragéo do anticorpo e do antigeno, ha formag¢do de uma linha de
precipitagdo (seta). No pogo 1, foi colocado antigeno de Paracoccidioides braziliensis (A) e
soro humano (1:1) sabidamente positivo para este antigeno (B), utilizado como controle

positivo da reagdo. Os soros que reagiram contra Max foram: 7 a 18.
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Figura 18. Placa de agarose 1% de CIE para pesquisa de anticorpos anti-Max com soros de
coelho imunizado (i) e ndo imunizados sadios (s). O pogo A corresponde ao antigeno Max
(8uL; 1,2mg/mL). O pogo B, ao soro do coelho 1:1 (15uL). Quando, no soro do coelho ha
presenga de anti-Max, ao se passar a corrente elétrica, na migrag@o do anticorpo e do antigeno,
h4 formagdo de uma linha de precipitagdo (seta). O pogo 1 corresponde ao soro de coelho

imunizado (i), os demais, de 2 a 9, aos soros de coelhos sadios (s). Os soros que reagiram
contra Max foram: 1-2; S; 7-8.
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Os resultados dos experimentos seguintes referem-se a expressio protéica e génica
de Max no vetor da LTA na regido de estudo. No nordeste do Estado de S&o Paulo, o vetor
identificado corresponde a Luzzomyia neivai. Como as expressdes do gene e da proteina
Max foram descritos somente em Lutzomyia longipalpis, vetor da leishmaniose visceral ou
calazar, amostras de proteina e de DNA deste vetor foram utilizadas como controle positivo

para as expressdes citadas.

4.3. Expressio protéica de Max em Lu. neivai por eletroforese de proteinas e

immunoblotting

4.3.1. Eletroforese de proteinas

ApOs a extragdo protéica de amoswas de Lu. neivai e Lu. longipalpis, as fragdes de
proteinas foram identificadas em gel de acrilamida (Figura 19). Varias fragSes protéicas
foram observadas para as amostras de Lu. neivai e Lu. longipalpis. Entre elas, as fra¢des de

ambos os vetores, com aproximadamente 7kDa, comparam-se a fragdo do Max.
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Figura 19. Gel de acrilamida 12,5% mostrando eletroforese de proteinas de amostras de Lu.

neivai e Lu. longipalpis comparadas a proteina Max (aproximadamente 7kDa). 1.
PM 10kDa; 2. Max (0,33ug/uL) (seta). As fragdes acima da seta representam dimeros
de Max. 3. Fragdes protéicas de Lu. neivai (0,01pg/uL). 4. Fragdes protéicas de Lu.

longipalpis (0,02png/uL). As fragdes protéicas de ambos os vetores, correspondentes a
7kDa, comparam-se a fragdo de Max (seta). Ao lado, detalhe das fragdes protéicas de
Lu. neivai (3) e Lu. longipalpis (4), correspondentes a 7KDa, equivalentes a proteina

Max (linha sob as fragdes).

4.3.2. Immunoblotting (IB)

Uma vez identificada fragdo protéica, por eletroforese de proteinas, em amostra de
Lu. neivai, correspondente as fracdes de Lu. longipalpis e da proteina Max de
aproximadamente 7kDa, procedeu-se a confirmag¢do de que seria de fato uma proteina

simile ao Max, utilizando-se a técnica de IB.



Resultados 7()

Inicialmente fez-se IB com a proteina Max e soro de coelho imunizado contra Max,
a fim de se confirmar a resposta imune especifica do coelho contra a proteina Max (Figura
20). O soro do coelho imunizado contra Max serviu como controle positivo das reagdes

descritas a seguir.

Figura 20. Immunoblotting da proteina Max. A membrana de nitrocelulose contendo Max, apds a
transferéncia da proteina do gel de acrilamida, foi incubada com soro de coelho
imunizado contra Max (1:20) confirmando a sensibilizagdo do coelho conwa a proteina
Max.

Uma vez confirmada a sensibilizagdo especifica do coelho imunizado contra a
proteina Max, procedeu-se ao experimento de IB com amostras de proteinas extraidas de
Lu. neivai e Lu. longipalpis.

Apos a transferéncia de proteinas extraidas de Lu. longipalpis € Lu. neivai e sua
incubag@o com soro de coelho imunizado contra Max, observou-se a ligag@o de anticorpos
anti-Max em frac¢do protéica correspondente a proteina Max para ambos os vetores (Figura

21). Isso néo foi verificado quando da incubag¢&io com soro de coelho nfo imunizado. Esse
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experimento comprovou que a fragdo protéica de Lu. neivai, de aproximadamente 7kDa,

corresponde a proteina Max descrita em Lu. longipalpis.

............-.>

.ccc-ocvc--v-ob

®o0s0000060OCOCSLEN

—— 7kDa

Figura 21. Immunoblotting com amostras de proteina extraida dos vetores Lu. longipalpis e

Lu. neivai e soro de coelho sensibilizado contra Max. 1: amostra de proteina extraida
de Lu. longipalpis (0,04pg/mL) e 2. amostra de proteina extraida de Lu. neivai
(0,04pg/mL) incubadas com soro de coelho contendo anticorpos anti-Max na diluigdo

1/20; 3: amostra de proteina de Lu. longipalpis (0,04pg/mL) incubada com soro de
coelho sadio ndo imunizado na diluigdo 1/20. Anticorpos especificos anti-Max reagiram
contra a proteina Max, correspondente a aproximadamente 7kDa (seta), contida na
amostra protéica de ambos os vetores (1 e 2), assim como, em menor intensidade, com
fragdes de maior peso molecular (seta pontilhada). Observar a menor intensidade de
ligagdo do soro imunizado de coelho & fragdo correspondente & proteina Max em

amostra de Lu. neivai.
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A seguir, s@o apresentados os resultados de dot blot, quando se procurou demonstrar
que soros dos pacientes com LTA e controles, assim como de coelhos, reagiam
especificamente contra amostras de proteinas de Lu. neivai e Lu. longipalpis. Esses
resultados inferiram que esses soros reagiram contra proteina Max de Lu. longipalpis e Max

simile de Lu. neivai.

4.4. Dot blot com proteinas extraidas de Lu. longipalpis e Lu. neivai

4.4.1. Dot blot com soros de pacientes com LTA e controles

Para este experimento, utilizaram-se os soros de pacientes do grupo LTA que
apresentaram os maiores titulos de anticorpos anti-Max no experimento ELISA e controles
com CIE (-).

A pesquisa de anticorpos por dot blot contra proteinas extraidas de Lu. longipalpis e
Lu. neivai em soros de pacientes com LTA mostrou reatividade contra antigenos de Lu.
longipalpis para todos os seis soros estudados (126, 132, 139, 140, 165 e 99). Contra
antigenos de Lu. neivai, houve positividade em cinco dos seis soros testados (126, 139, 140,
165 e 99) (Figura 22). Para os soros do grupo controle, constatou-se reatividade somente

contra antigenos de Lu. longipalpis (Figura 23).
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Lu.longipaipisl

Lu. neivai

Figura 22. Dot Blot com amostras de proteinas de Lu. longipalpis e de Lu. neivai e soros de
pacientes com LTA. Fitas sensibilizadas com 2uL da proteina extraida de Lu.
longipalpis (0,0945ug/uL) e de Lu. neivai (0,1092ug/pL) foram incubadas com soros
de pacientes do grupo LTA (1/25). A reagdo mostrou-se positiva contra antigenos de
Lu. longipalpis em todos os soros estudados (pontilhado azul). Contra antigenos de Lu.

neivai, houve positividade nos soros 126, 139, 140, 165 e 99.

Lu. longipalpis

Lu. neivai

Figura 23. Dot Blot com amostras de proteinas de Lu. longipalpis e de Lu. neivai e soros de
controles. Fitas sensibilizadas com 2ul. de proteina extraida de Lu. longipalpis
(0,0945pg/uL) e de Lu. neivai (0,1092 pg/pL) foram incubadas com soros do grupo

controle (1/25). A reagdo mostrou-se positiva contra antigenos de Lu. longipalpis para
todos os soros estudados.
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4.4.2. Dot blott com soros de coelhos

A pesquisa de anticorpos por dot blott contra proteinas extraidas de Lu. longipalpis e
de Lu. neivai foi realizada com soro de coelho imunizado contra Max. Esta se mostrou
positiva contra proteinas de Lu. longipalpis nas diluigdes 1/10, 1/25 e 1/50. Para proteinas
de Lu. neivai, ndo houve reatividade (Figura 24). J4 o coelho sadio nfio imunizado
apresentou anticorpos contra proteinas de Lu. longipalpis nas dilui¢des 1/10, 1/25 e 1/50,

enquanto para proteinas de Lu. neivai, observou-se reagdo fraca na dilui¢do 1/10 (Figura
24).
Soro de coelho imunizado contra proteina Max Soro de coelho sadio

e ! TR
1710 | F o12s r 1/50

?

Lu. longipalpis

Lu. neivai

Figura 24. Dot Blott com amostras de proteinas extraidas de Lu. longipalpis e de Lu. neivai e
soro de coelho. Fitas sensibilizadas com 2uL. de amostras de proteinas exwraidas de Lu.
longipalpis (0,0945ug/uL) e de Lu. neivai (0,1092ug/ulL) foram incubadas com soro de
coelho imunizado contra Max e soro de coelho sadio ndo imunizado, nas dilui¢ées 1/10,
1/25 e 1/50. Houve reatividade para antigenos de Lu. longipalpis com soro de coelho
imunizado e ndo-imunizado, nas diferentes dilui¢des. Para antigenos de Lu. neivai,

houve fraca reatividade do soro de coelho ndo imunizado, na diluigdo 1/10.
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Completando os resultados, serdo apresentados os experimentos que comprovaram
a expressdo do gene simile ao Max em amostra de DNA extraida de Lu. neivai por PCR-
RFLP (polymerase chain reaction — restriction. fragment lenght polymorphism), RT-PCR

(reverse transcription - PCR) e seqiienciamento de DNA.

4.5. Expressio génica de Max em Lu. neivai

4.5.1. PCR e restri¢do do fragmento de DNA

Utilizando-se par de primers especifico para seqii€éncia do gene Max, observou-se
amplificagdo de fragmento de DNA de 106bp na PCR com amostra de Lu. longipalpis
(controle positivo) e de Lu. neivai, correspondendo ao esperado para fragmento de Max
(Figuras 25 e 26). A confirmag@o foi feita por restrigdo enzimatica (PCR-RFLP). No ensaio
em que foi utilizada a enzima Rsa I, observou-se a digestdo do fragmento de 106bp e o
surgimento de dois novos fragmentos de aproximadamente 55bp. No ensaio com a enzima
Hha I, observou-se também a digestdo do fragmento de 106bp em dois menores: de
aproximadamente 25 e 80bp. O fragmento de Lu. longipalpis foi completamente digerido
com Rsa I, enquanto o de Lu. neivai ndo o foi. Ja com a enzima Hha I, os fragmentos de
ambos os vetores foram digeridos completamente (Figura 25). A expressdo da digestdo do
fragmento de DNA amplificado de Lu. neivai foi mais fraca do que para Lu. longipalpis,
mesmo apods repeticdo de trés experimentos. Embora expresso em Lu. neivai, estes

resultados mostram provavel polimorfismo do gene Max de Lu. neivai.
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106pb

Figura 25. Gel de acrilamida 10% mostrando produtos de PCR amplificados para o gene Max
(2 esquerda do marcador de PM) e apds a digestio enzimatica (a direita do
marcador de PM). 1: PCR para Max de amostra de Lu. longipalpis (seta A). 2: PCR
para Max de Lu. neivai (106bp). 3: PM de 10bp. 4-5: Produto da PCR de amostras de
Lu. longipalpis e Lu. neivai, respectivamente, digerido com a enzima Rsa [ (seta B).
6-7: Produto da PCR de amostras de Lu. longipalpis e Lu. neivai, respectivamente,
digerido com a enzima Hha I (seta C),. Observar que a enzima RSA [ digere o
fragmento de Lu. neivai em dois sitios de restri¢@o, conferindo-lhe polimorfismo em

relagdo a Lu. longipalpis.
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4.5.2. RT-PCR

Com a inteng@o de se conferir a expressdo protéica do gene Max simile em Lu.
neivai, optou-se por fazer o experimento com amostra de ,RNA.
Desta forma, observou-se amplificagdo, por RT-PCR, de fragmento de 106bp para

amostra de Lu. longipalpis (controle positivo), correspondendo ao esperado para fragmento

de Max, e para Lu. neivai (Figura 26).

Lu. longipalpis

o

Lu. neivai

e
cDna cDna

106 bp

Figura 26. Gel de acrilamida 10% mostrando resultado da PCR e RT-PCR com par de
primers especificos para seqiiéncia do gene Max, utilizando-se amostras de DNA e
RNA (cDNA) de Lu. longipalpis e de Lu. neivai. Colunas 1: PCR de material de DNA
extraido de Lu. neivai; 2: RT-PCR de amostra de Lu. neivai; 3. PCR de amostra de

DNA extraida de Lu. longipalpis; 4. RT-PCR de amostra de Lu. longipalpis; 5: PM de
100 bp.
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4.5.3. Seqiienciamento dos produtos da PCR

Para o seqiienciamento do DNA de Lu. neivai (Figura 27), optou-se
por desenhar outro par de primers, cujo produto da PCR corresponde a 248
bp. Foram realizados 6 experimentos com sense e anti-sense para melhor
padronizagdo. Salienta-se que o seqiienciamento do produto do DNA de Lu.
longipalpis resultou melhor quando utilizado o anti-sense. Para Lu. neivai,

o primer sense resultou melhor seqiienciamento.

s
Figura 27: Seqiienciamento do produto de 248 bp obtido pela PCR para Max de DNA

extraido de Lu. neivai,
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A anédlise da seqiiéncia de 248 bp mostrou a correspondéncia de
66,5% (165/248) entre os nucleotideos lidos pelo seqiienciador e o gene do

Max descrito exclusivamente em Lu. longipalpis (Figura 28).

1 aatcaattgc taaaaaaaaa ttacaaatag aactactaca gatgttctga attttttctt
61 gatattcttt ctcaattgga tgtataaaag aggctatttt gtgctgattt tgttagtcag
121 tattctgata aactgcaaaa atgaagcaaa tccttttaat ctctttggtg gtggttettg
181 ccgtatttge cttcagtaag ticttccttt aggectttee ttctcaaaac ttaaagtaat
241 ttaatgaaat attctttaaa taatctccat tttcttgtag acgttgctga gggctgtgat

301 gcaacatgcc aatttcgcaa ggccatagat gactgccaga agcaggegea tcatagcaat
361 gttttgcaga cttctgtaca aacaactgca acattcacat caatggatac cleccaacta
421 cclggaaata gtgtcttcaa agaatgtatg aagcagaaga aaaaggaatt tagttcagga
481 aagtaaaaga ttgaagaaaa ttgtagccga ggagagaaag aaagaaagtc ccataccata
541 ttttgtttgt taattgtaac gaattttccg aaaaaataaa atattatgca ctcaattta

Figura 28: Gene do Maxadilan descrito para Lu. longipalpis

(hup://www . nebinlninth.cov/entrez/viewer.deei?db=nuclcotide&val=159451). Em

azul, os primers utilizados na PCR, cujo produto final corresponde & sequéncia de
248 bp. Os destaques em vermelho mostram a correspondéncia do seqiienciamento do
produto da PCR obtido de amostra de DNA de Lu. neivai com o gene MAX descrito

para Lu. longipalpis, quando se utilizou o primer sense para o seqiienciamento.



5. DISCUSSAO
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Nos ultimos anos, o numero de casos de leishmaniose tegumentar americana vem
aumentando em todo pais, incluindo a regido nordeste do Estado de Sdo Paulo. Chama a
aten¢do que, além do surgimento de casos autdctones, pdde-se verificar a mudanga no
padrdo epidemiologico da doenga, sendo importante a contamina¢do domiciliar e
peridomiciliar na manuteng@o desse quadro. Para tanto, o papel do vetor ¢ fundamental,
promovendo o transporte dos parasitos para tdo proximo de seus hospedeiros (MEDEIROS;
ROSELINO, 1999; TOLEZANO, 1994).

A relag@o parasito-vetor-hospedeiro nas leishmanioses tem sido motivo de intensa
pesquisa nos ultimos anos. Estudos mostram que os vetores ndo se limitam a carreadores
dos parasitos, tendo participagd@o ativa na promogéo e estabelecimento da doenga, mediada
por sua saliva (THEODOS et al., 1991, TITUS; RIBEIRO, 1988). O indculo efetivo contém
dois importantes componentes: a saliva do vetor e o gel secretado pelo promastigota. Este
gel foi recentemente descrito e constitui-se por proteofosfoglican filamentoso, contendo a
maioria das formas metaciclicas e, da mesma forma que a saliva, exacerba a infec¢io pelo
parasito (ROGERS et al., 2004).

A demonstragdo de que a proteina Max pode substituir a saliva total de Lu.
longipalpis em todas as suas propriedades (MORRIS et al., 2001), e que esta apresenta
atividade imunomodulatoria favorecendo a evolugdo da LTA (MORRIS et al., 2001;
ROGERS; TITUS, 2003), possibilitou a atual pesquisa em busca da sororreatividade a um
antigeno salivar especifico em populagéo de area endémica de LTA.

Até os dias atuais, nio se encontrou em literatura consultada a pesquisa de
anticorpos anti-Max no soro de pacientes com LTA. A detecgéo de titulos de anticorpos

anti-Max em controles € em pacientes com LTA, sendo estes com doenga ativa, sugere
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exposi¢do a picada de artropodes hematdfagos que expressem a proteina Max em sua
saliva. Na litoratura, a caprosséio do Max foi descrita somente em Lu. longipalpis. Andrade
et al. (2005); apresentaram extensa revisdo sobre a fungdo e composicdo da saliva de
diversos artropodes hematdfagos e, inclusive, dentre os outros vetores da leishmaniose ja
estudados, o género Phlebotomus ndo expressa Max. Mais recentemente, houve relato de
deteccdo de anticorpos anti-saliva de Lu. intermedia por ELISA, vetor natural da LTA em
varias regides do pais, em pacientes com LTA (BATISTA et al., 2004).

A constatacio de que habitantes de areas endémicas sejam mais resistentes a
leishmaniose, comparados aqueles advindos de areas ndo endémicas para a doenga, pode
ser justificada por sua exposi¢do natural a picada de flebotomos. Experimentalmente, tanto
a exposicdo de animais a picadas de flebotomos ndo infectados (SILVA et al., 2005;
THIAKAKI et al., 2005), quanto a inje¢éo de lisado de glandula salivar de Lu. longipalpis
em camundongos (LIMA; TITUS, 1996; TITUS; RIBEIRO, 1988) conferiram protegéo
parcial destes animais a leishmaniose. No entanto, embora seja possivel que essa exposigido
promova redugdo da gravidade da doenga, parece ndo trazer protegdo total, visto que a
incidéncia da doenga em areas endémicas permanece alta. Nossos resultados confirmam
isso, pois o grupo de pacientes com LTA apresenta titulos de anticorpos anti-Max
significantemente maiores comparados aos do grupo controle, € evoluiram com a
manifestagdo da doenga, incluindo a forma mucosa.

Castro-Sousa et al. (2001) verificaram que a capacidade do Max e do lisado de
glandulas salivares de Lu. longipalpis na promogéo da infec¢do por Leishmania em
camundongos pode ser pequena e inconsistente. Ndo observaram diferengas no tamanho

das lesdes entre os grupos tratados com salina (controle) ou Max ou lisado de glandula
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salivar, e embora o numero de parasitos no local de injegdo e bago fosse maior no grupo
tratado com Max, ndo houve diferenga estatistica. Sugerem que vacinas baseadas em
antigenos salivares podem n#o ter a mesma eficacia nas diferentes regides endémicas.

Quando da divisdo dos pacientes segundo a forma clinica apresentada no momento
do diagnéstico, observa-se que aqueles com a forma cutéinea apresentaram maiores titulos
de anticorpos anti-Max quando comparados aos controles € aqueles com a forma mucosa.
Na comparagdo entre os grupos, houve significancia entre os grupos conwole ¢ LTA forma
cutdnea. Se estes titulos maiores de anti-Max nos individuos com a forma cutidnea podem
promover protecdo, isto podera ser concluido somente apds um estudo prospectivo, com
seguimento desses pacientes e coletas periddicas de sangue para dosagens de anti-Max,
correlacionando com sua evolugdo ou ndo para a forma mucosa. Outra possibilidade para
esses titulos maiores em LTA forma cutinea € que, nesta forma, a exposi¢do a picada €
mais recente e, por isso, titulos maiores de anticorpos anti-Max puderam ser constatados,
guardando semelhanga ao que € descrito como booster em vacinagao.

Em relagdo a imunologia da LTA forma cutinea, as investigagdes baseiam-se no
perfil de citocinas produzidas por linfécitos T, subtipos CDs" e CDg", no local da lesio,
com especial interesse no interferon gama (INF-y / Th,) e interleucina 4 (IL-4 / Th,). Sabe-
se que esse padrio de citocinas tem papel crucial na determinagdo de resisténcia (CD,"
Thl) ou susceptibilidade (CD,4" Th2) a leishmaniose (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). O
equilibrio das respostas Th;/Th, promove a cura espontanea das lesdes em alguns pacientes.
Em muitos casos, no entanto, algum tipo de tratamento € necessario para a regressdo total
da doenga. Em geral, os pacientes com LTA forma cutinea apresentam imunidade mediada

por células eficiente, com predominio da resposta imune CD;" Thl (PIRMEZ et al., 1993;
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SILVEIRA et al., 2004). Experimentalmente, isto pdde ser constatado quando submeteram
camundongos CBA a vacinagéo prévia com Max, € a dosagem de anticorpos anti-Max no
soro, através do ELISA, detectou altos titulos. Observaram que estes animais, depois de
infectados por Le. major, apresentaram lesdes menores, com crescimento parasitario
reduzido e que cicatrizavam 50 dias apés a infecgdo. Além disso, células de linfonodos
regionais, extraidas dos animais tratados, quando estimuladas in vitro com Max,
produziram INF-y e NO (6xido nitrico) em quantidades significativas, justificando o
reconhecimento da sensibilizagdo prévia a proteina Max (MORRIS et al., 2001). Mais
recentemente, ha relatos sobre o papel de linfocitos T reguladores na etiopatogenia da LTA
(BELKAID, 2003), sugerindo-se que essas células migram para o sitio de infec¢do da
Leishmania em humanos e, possivelmente, contribuem para o controle local da fungio das
células T efetoras (CAMPANELLI et al., 2006).

Quando se avaliou os titulos de anticorpos anti-Max nos pacientes com LTA,
segundo a resposta 8 IRM no momento do diagndstico, observaram-se maiores titulos tanto
naqueles com IRM (-) quanto com IRM (+), se comparados aos controles. No entanto, na
comparagdo entre os grupos, houve significancia entre os grupos controle e LTA com IRM
(+). Observagdo semelhante foi relatada por Gomes et al. (2002), que mostram que criangas
de area endémica para leishmaniose visceral, que apresentaram desenvolvimento de
resposta de hipersensibilidade tardia contra Le. chagasi, também tiveram aumento dos
titulos de anticorpos anti-saliva de Lu. longipalpis, evidenciados por ELISA e Western blot.
Especulam que a neutralizagdo dos componentes salivares, por resposta humoral ou celular,
promova resposta imune mediada por células eficiente contra Le. chagasi, com

possibilidade de desenvolvimento de resposta Thl contra o parasito.
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A divisdo do grupo de pacientes com LTA, segundo o resultado da RIFI, evidenciou
que tanto aqueles com sorologia negativa quanto positiva apresentam titulos de anti-Max
maiores que os do grupo controle, sendo estatisticamente significante a comparagéo entre
grupos controle e RIFI (+). Criangas de area endémica para leishmaniose visceral, que
apresentaram viragem sorolégica anti-Le. chagasi pelo método de ELISA, também tiveram
aumento dos titulos de anticorpos, subclasse 1gGy, anti-saliva de Lu. longipalpis (GOMES
et al., 2002).

Desenvolvimento de alergia contra saliva de insetos € freqlientemente observado em
populagées expostas a eles (ARLIAN, 2002). A presenga de resposta de hipersensibilidade
imediata no sitio da picada do fleb6tomo pode criar microambiente indspito, podendo até
dificultar a sobrevida do parasito no local de sua inoculagdo (GOMES et al., 2002). Os
nossos resultados mostram correspondéncia entre titulos de anticorpos anti-Max e anti-
leishmania (RIFI), podendo estar relacionados & resposta humoral para ambas as proteinas.
Se esta resposta protege contra a evolugdo da LTA, somente uma avaliagdo prospectiva
confirmara esta hipotese.

A influéncia de anticorpos produzidos contra extratos de Lu. longipalpis e contra
componentes da sua saliva em relagédo aos aspectos bioldgicos dos flebétomos ja foi
avaliada. Vilela et al. (2006) mostraram que fémeas de Lu. longipalpis, alimentadas em
coelhos imunes contra extratos de tubo digestivo de Lu. longipalpis € em coelhos
submetidos a repetidas picadas, apresentaram decréscimo de sua fecundidade e aumento da
mortalidade. Em outro trabalho, verificaram que anticorpos anti-Max, detectados em
camundongos previamente sensibilizados por esta proteina, reduzem a propriedade

vasodilatadora do Max secretado pela saliva do fleb6tomo no momento da picada,
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ocasionando menor suc¢do de sangue e diminui¢do significante da produgdo de ovos por
Lu. longipalpis (MILLERON et al., 2004).

A constatag@o de que pacientes com auséncia de parasitos ao exame histopatoldgico
apresentam titulos de anti-Max maiores e estatisticamente significantes aos encontrados em
controles, nos remete as mesmas considerages ja feitas sobre anti-Max estimulando
resposta Thl, ideal para o controle da evolug@o da doenga, como também criando ambiente
local desfavoréavel para sobrevida do parasito.

O tempo de evolugdo da doenga correlaciona-se com o aumento dos titulos de
anticorpos anti-Max até 8 meses de evolug@o da LTA, havendo significancia somente na
comparagéo entre os grupos controle e de pacientes com LTA com tempo de evolugéo entre
4-8 meses. Esta constatagdo mais uma vez reforg¢a a hipétese de ativagdo predominante de
resposta Thl, uma vez que se espera resposta negativa a IRM até 4 meses de evolugéo da
LTA.

A realizagdo da CIE foi importante para a identificag@o de anticorpos anti-Max por
outro método, reafirmando os resultados obtidos pela técnica de ELISA. Além disto, os
experimentos de ELISA com soros dos doentes foram realizados em momentos distintos e
com antigenos de lotes diferentes, sendo que para cada lote, realizou-se uma curva padréo
de resposta. Para reunir todos os resultados em um tnico grupo, a CIE realizada em soros
do grupo controle foi fundamental para o calculo do cut off do experimento, pois se
considerou, para seu célculo, somente aqueles controles que apresentaram CIE (-). Como
ndo houve diferenga estatistica no grupo controle com CIE (+) e CIE (-), ndo se realizou

CIE para os soros controles do 1ltimo experimento.
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A positividade da CIE, quando se testou soro de coelho imunizado contra Max, era
prevista e almejada. No entanto, o resultado positivo da CIE com soros de coelhos sadios
do biotério (5/8) alertou para a possivel exposi¢do a picada de fleb6tomos em area
endémica para LTA. Milleron et al. (2004a) demonstraram a presenga de anticorpos anti-
Max em soro de camundongos (4/4) sensibilizados por picadas de Lu. longipalpis, assim
como em porcos (6/9) e humanos (8/40) habitantes de 4reas endémicas para Lu. longipalpis
na Nicardgua. Encontraram correlagédo positiva entre os niveis séricos de anticorpos anti-
Max e anticorpos anti-glandula salivar. A técnica Western blot confirmou a especificidade
dos anticorpos anti-Max e anti-glandula salivar. Quando se testou soro de porcos
provenientes dos Estados Unidos, 4rea ndo endémica, estes ndo reagiram contra os dois
antigenos pesquisados. Em relag@o aos nossos resultados, outra hipétese para o achado de
anticorpos anti-Max titulados em soros de animais residentes em biotério seria que outros
insetos poderiam expressar proteina simile ao Max, ainda nfo descrita na literatura.

Quanto aos titulos de anti-Max em soros humanos, demonstrados por Milleron et al.
(2004), pelo método ELISA, quando se utilizou proteina Max sintética na concentragéo de
Spg/mL, estes sdo comparaveis aos titulos por nds encontrados, embora tenhamos utilizado
a proteina Max recombinante, na concentragéo de 120 a 125 pg/mL. Poderia se questionar
se essas proteinas apresentam antigenicidade semelhante. Para tal, experimentos com as
mesmas amostras de soro teriam que ser realizados. A concentragédo da proteina Max,
considerada 6tima para nossos experimentos, foi obtida apds padronizagéo da curva padréo
de resposta para cada experimento.

Sabe-se que individuos (BARRAL et al., 2000; GOMES, et al., 2002) e cdes (Bahia

et al., 2006) expostos a Le. chagasi, por infec¢do natural, reconhecem antigenos de
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glandula salivar dos vetores flebotomos, especificamente de Lu. longipalpis. Em area
endémica para LV, detectou-se também anticorpos anti-glandula salivar de Lu. longipalpis,
por ELISA, em soros humanos e de cées assintomaticos. O teste Western blot confirmou a
presenca desses anticorpos, que se ligaram preferencialmente a fragdo protéica salivar de
44kDa. Paralelamente, verificaram-se altos titulos de anticorpos anti-glandula salivar de Lu.
longipalpis em raposas selvagens, sendo que estas ndo apresentavam anticorpos anti-Le.
chagasi, apesar do encontro de parasitos em medula dssea de trés animais (3/11). Quando
testados estes soros contra glandulas salivares de Lu. whitmani e Lu. intermedia,
constataram-se titulos de anticorpos contra estes flebotomos (GOMES et al., 2006). Apesar
dos titulos baixos encontrados para ambos e dirigidos contra proteinas de um vetor (Lu.
intermedia) que nao esta presente na area em estudo, uma explicag@o possivel seria reagdo
a antigenos comuns entre os flebotomos.

Nos experimentos ora apresentados, pelo método dot blot, pode-se verificar reag@o
imune em soros humanos e de coelhos contra antigenos protéicos extraidos de Lu.
longipalpis e, adicionalmente, constatou-se resposta contra antigenos de Lu. neivai, vetor
natural da LTA na regido nordeste do Estado de Sao Paulo.

Também foi realizado dot blot contra proteinas extraidas de Lu. longipalpis e de Lu.
neivai com soros de coelho imunizado contra Max e coelhos residentes no biotério. Esses
mesmos soros ja haviam sido testados pelo método de CIE contra Max. De forma n@o
esperada, amostras de soros do coelho imunizado e de um coelho do biotério reagiram
contra a proteina extraida de Lu. longipalpis, mas ndo de Lu. neivai. Trata-se de

experimento Unico, devendo ser adicionadas outras amostras ou revista a concentragdo da
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proteina empregada, embora tenha sido utilizada a mesma concentragdo para soros
humanos com resultados positivos.

A eletroforese de proteinas de amostras de Lu. longipalpis € Lu. neivai mostra varias
fragbes protéicas, algumas semelhantes e outras distintas. Como sdo amostras extraidas do
segmento cefalico e ndo exclusivamente da glandula salivar do flebétomo, nédo podemos
atribui-las somente a proteinas salivares. No se encontrou em literatura consultada padrio
eletroforético de proteinas extraidas de forma semelhante a extragdo ora apresentada.
Oportunamente, registra-se que a extragdo de proteinas do segmento cefalico, técnica
menos trabalhosa e mais rapida do que a obtengdo da glandula salivar do vetor, propiciou
resultados confiaveis.

Estudo para detec¢iio de anticorpos contra vetores do Velho Mundo, realizado por
Rohousova et al. (2005), mostrou que 40% dos soros coletados de individuos saudaveis
moradores em area endémica para Le. tropica apresentavam altos titulos de anticorpos IgG
anti-saliva de Ph. sergenti e Ph. papatasi, duas espécies de flebotomos mais abundantes
nesta area. Sabe-se que Ph. sergenti € o vetor de Le. tropica, enquanto Ph. papatasi é
refratario a este parasito. Individuos com doenga ativa por Le. tropica apresentavam altos
titulos de anticorpos anti-Ph. sergenti, quando comparados aos individuos saudaveis desta
mesma regido. Em relagdo aos titulos anti-Ph. papatasi, estes foram iguais em ambos os
grupos. Comparando os resultados relatados nesse trabalho aos nossos dados, altos titulos
de anticorpos anti-Ph. sergenti e anti-Max em area endémica podem refletir maior
exposigdo a picadas de flebétomos e, portanto, maior probabilidade de transmissdo de Le.
tropica e Le. braziliensis, respectivamente. Estes dados se mostram uteis para a

caracterizagdo epidemiologica de areas endémicas, podendo-se monitorar a exposi¢do de
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humanos, animais domésticos e outros hospedeiros a picadas de flebétomos, assim como
identificar as espécies implicadas. Portanto, em areas endémicas, a resposta imunolégica do
hospedeiro a picada de flebétomos pode ser utilizada como fator de risco para a transmissdo
da leishmaniose.

A reatividade imunoldgica contra extratos salivares € complexa, pois cada antigeno
no homogeneizado pode promover diferentes respostas em individuos distintos,
dependendo da freqiiéncia e intensidade da exposi¢do. Moradores de areas endémicas para
LV, no Brasil, e LTA, na Turquia, apresentaram altos titulos de IgG anti-saliva (GOMES et
al., 2002, ROHOUSOVA et al., 2005). No estudo realizado por Gomes et al (2002), a
banda protéica, de peso molecular correspondente ao Max, foi reconhecida por somente
dois soros testados (2/13), sugerindo que a proteina Max poderia ndo induzir resposta
humoral em humanos. O principal antigeno na saliva de Lu. longipalpis, verificada neste
estudo, foi de 45 kDa. Nossos resultados demonstrados pela titulagdo de anticorpos anti-
Max, empregando-se ELISA, se contrapdem a sugestdo citada pelos autores. J4 na
eletroforese de proteinas salivares de Ph. papatasi, que sabidamente ndo expressa Max,
soros de pacientes com LTA e moradores saudaveis da regido endémica reagiram
fortemente contra proteina de 30 kDa (ROHOUSOVA et al., 2005).

E importante salientar que todos os experimentos citados na literatura tém sido
conduzidos com diferentes espécies de leishmania, incluindo aquela responsavel pela forma
cutanea (LIMA; TITUS, 1996; NORSWORTHY et al., 2004), e a proteina salivar Max, que
até o momento foi descrita exclusivamente em Lu. longipalpis, vetor do calazar. No Velho
Mundo, onde se encontra somente o género Phlebotomus, hospedeiros picados por

flebotomos ou animais expostos experimentalmente a proteinas salivares produzem
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anticorpos que reconhecem antigenos salivares espécie-especificos (ROHOUSOVA et al.,
2005; VOLF; ROHOUSOVA, 2001). Thiakaki et al. (2005) relataram que a imunidade
protetora mediada pela glandula salivar, seja por exposig@o natural ou inoculag@o de lisado,
também € espécie-especifica, ja que a pré-exposicdo de camundongos ao lisado de
glandulas salivares de outras duas espécies de flebotomos estudadas (Ph. papatasi € Ph.
sergenti) foi ineficaz para a prote¢do do animal contra a infecg¢do por leishmania (Le.
amazonensis). Apesar da combinag@o utilizada por estes autores (Lu. longipalpis - Le.
amazonensis) ndo ser a natural, € também citada em muitos estudos. A investigagdo da
reatividade contra antigenos salivares recombinantes, que possam substituir toda a saliva e
sejam comuns aos varios fleb6tomos, promoveria o melhor entendimento da relagéo
parasito-vetor-hospedeiro na leishmaniose e, conseqiientemente, a busca de mecanismos de
atuagdo para o controle da LTA.

O uso de componentes parasitarios € ndo parasitarios para indugdo de resposta
imune especifica contra parasitos, corroborando para a protecdo contra a infecg@o,
representa uma perspectiva na busca de vacinas para doengas em que os patdégenos sdo
transmitidos por vetores (COLER et al,, 2005). A identificagdo de um componente
especifico na glandula salivar com atividade imunomodulatdria, como, por exemplo, a
proteina Max, ¢ fundamental para o entendimento da interagdo vetor-hospedeiro. Reed, em
2001, citava que se este componente fosse conservado entre as multiplas espécies de
flebotomos, ter-se-ia a possibilidade de desenvolvimento de uma vacina capaz de proteger
contra multiplas espécies de Leishmania através da imunizagdo com uma Unica proteina do
vetor. Diante dos resultados aqui apresentados, a constatagdo da presenga de anticorpos

anti-Max no soro de pacientes com LTA, chamando a atengéo para a presenga de anti-Max
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também em controles e coelhos de biotério, somado ao fato de ndo termos o relato de
capturas sistemdticas de Lu. longipalpis em nossa area de estudo, tornou-se imprescindivel
a pesquisa da expressdo de Max em Lu. neivai, vetor responsavel pela transmissdo da LTA
na regido do estudo. Portanto, de forma inédita, constataram-se a expressdo génica e
protéica de Max em Lu. neivai. Ressalta-se a homologia da seqiiéncia obtida de 248bp
correspondente ao gene Max em Lu. neivai. Quando comparada a seqiiéncia do gene Max
de Lu. longipalpis, descrita no GenBank, constatou-se a similaridade de 66,5%. Resta
seqiienciar todo o gene para se estabelecer similaridades e polimorfismos do gene Max em
ambos os vetores. Quanto as proteinas extraidas de Lu. longipalpis € Lu. neivai, obteve-se
bandas cujo peso molecular ¢ idéntico ao Max para ambos os vetores, com reconhecimento
pelos anticorpos anti-Max de coelho imunizado.

O estudo dos vetores em doengas infecciosas vem ganhando destaque,
principalmente devido & busca de vacinas eficazes para essas doengas. Os flebétomos néo
sdo meros “transportadores” dos parasitos. Sua saliva consiste em um alvo em potencial
para vacinag@o contra leishmaniose (TITUS; RIBEIRO, 1988). Essa matéria foi motivo de
editoriais de revistas de grande impacto em 2001 (ENSERINK, 2001; REITHINGER,
2001; TAYLOR-ROBINSON, 2001).

O desenvolvimento de vacina contra leishmaniose esbarra na diversidade antigénica
do parasito e na resposta imune inerente e especifica do hospedeiro. As proteinas salivares
diferem em sua capacidade em mediar a resposta imune do hospedeiro, podendo induzir
resposta humoral ou celular ou ambas (OLIVEIRA et al, 2006). Belkaid et al. (1998) e
Kamhawi et al. (2000) observaram que a exposi¢do prévia a picadas de fleb4tomos néo

infectados promovia niveis de imunidade contra Le. major maiores que qualquer injegéo de
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parasito e adjuvante. Mostrou-se que esta imunidade decorre da hipersensibilidade tardia do
hospedeiro contra a saliva do vetor (BELKAID et al.,, 2000). Valenzuela et al. (2001)
isolaram uma proteina de 15 kDa (SP-15) da saliva de Ph. papatasi e mostraram que,
quando utilizada como vacina, protegeu camundongos infectados por Le. major e glandula
salivar. A vacina induziu respostas humoral e celular. No entanto, atribuiu-se a prote¢@o
induzida a resposta imune do tipo celular, pois camundongos deficientes em linfécitos B
vacinados com SP-15 controlaram a infecgdo com sucesso. Imunizagdo similar e bem
sucedida contra Le. major ja havia sido obtida com vacinagdo com Max (MORRIS et al.,
2001). Dados mais recentes mostram que vacinas com cDNA que expressam proteinas da
glandula salivar de Lutzomyia longipalpis, indutoras de forte resposta humoral, ndo
protegem hamsters da infecg¢@o por Le. chagasi. Ao contrario, imunizagdo com cDNA que
expressam proteinas indutoras de resposta celular promovem protegdo por mais de 6 meses
(BRODSKYN et al, 2005).

Os principais obstaculos para este tipo de vacina se devem as diferencas na
composigao protéica da saliva entre as espécies, e as variagdes antigé€nicas destas proteinas,
assim como para os antigenos parasitarios. Estudos com a proteina SP-15 indicam que ela
ndo apresenta polimorfismo significante entre as espécies estudadas, sugerindo seu uso
como vacina (ELNAIEM et al., 2005). Ao contrario, varias pesquisas com Max indicam
que esta proteina apresenta polimorfismos genéticos e, conseqiientemente, de aminoacidos,
inclusive nos sitios antigénicos, em subespécies de Lu. longipalpis (LANZARO et al.,
1999; MILLERON et al.; 2004a/b; WARBURG et al., 1994). Dos 61 aminoacidos que
constituem a proteina Max, ja foram relatadas variagdes naturais em 21 residuos. Estes

variantes apresentam sua atividade vasodilatadora preservada e tém estrutura secundaria
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similar (LANZARO et al., 1999). Posteriormente, atribuiu-se a especificidade antigénica ao
fragmento C-terminal dos peptideos variantes (MILLERON et al.; 2004a). Sabe-se que a
por¢do central da cadeia P esta envolvida na ativag@o do receptor € em estudo de analise
funcional de mutagées do Maxadilan, identificaram-se os residuos da cadeia [ responsaveis
por esta ativagdo (REDDY et al., 2006). Nossos dados mostram a expressio de uma
proteina Max simile em Lu. neivai e, assim como o ja descrito para Lu. longipalpis, esta
provavelmente também apresenta polimorfismos se comparada a proteina Max de Lu.
longipalpis. Estes altos niveis de variagdes podem interferir na implementagdo de uma
vacina efetiva contra leishmaniose baseada na proteina Max, sugerindo-se uma possivel
adaptag@o do vetor contra a resposta imune do hospedeiro (MILLERON et al., 2004a).

Uma vacina eficaz para leishmaniose sera aquela que previne o desenvolvimento da
doenga. A redugdo do processo de infec¢do, como aquela obtida pela exposi¢do prévia a
picada de flebotomos (KAMHAWI, 2000) ou inje¢do de Max, ndo necessariamente
confere imunidade contra o parasito ou previne a progressio da doenga (MORRIS,
2001). Deve-se levar em conta o bindmio - vetor e patégeno - como uma unidade
integrada no processo infecto-parasitario para o desenvolvimento de .uma vacina segura e
eficaz (ROGERS et al., 2004).

Concluindo, a presenga de anticorpos anti-Max na populagdo de area endémica néo
preveniu a evolugdo da LTA, inclusive estando presentes na forma mucosa. E importante
ressaltar a constatag@o inédita da express@o do gene simile e da proteina em Lu. neivai. Na
busca de vacinas baseadas em antigenos de vetores, a proteina Max, expressa em vetor do
calazar e da LTA, se torna um candidato em potencial, embora ndo de forma isolada, pois

pode representar antigeno comum aos varios vetores da leishmaniose. Quanto a promissora
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vacina com a proteina SP-15, experimentos conduzidos com soros humanos devem ser
aguardados.

Finalizando, a nossa pretensdo, em um futuro proximo, consiste: (1) na realizagio
de ELISA e Immunoblotting, utilizando proteinas salivares extraidas de Lu. longipalpis e
de Lu. neivai, incubadas com soros de pacientes com LTA, por ocasio do diagnostico da
LTA e um ano apos o tratamento, comparando-se grupos de moradores de area endémica

com IRM (+) e (-), e controles de banco de sangue; e (2) no seqiienciamento do gene e da

proteina Max simile em Lu. neivai.
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Pacientes com LTA, residentes na regido nordeste do Estado de Sao Paulo,
apresentam anticorpos séricos anti-Max, cujos titulos s@o significantemente maiores
do que os do grupo controle.

O grupo controle, composto por individuos da mesma regido do estudo,
apresentando anticorpos séricos anti-Max, confirma a exposi¢éo natural a picada de
flebétomo.

A pesquisa de Max em amostras de Lu. neivai, vetor da LTA na regido do estudo,
confirmou a expressdo protéica e génica de uma proteina Max simile.

Titulos de anticorpos anti-Max mais elevados no grupo de pacientes com LTA, com
lesdes cutdneas e em mucosa em atividade, sugerem que a exposigdo prévia e
natural & picada do vetor Lu. neivai e, conseqiientemente, a proteina Max simile,

n3o estaria conferindo protegdo imunoldgica contra a LTA.
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ANEXOS

TABELA 1: Titulos de anticorpos anti-MAX em pacientes com LTA e controles dosados pelo

método ELISA (D.O. — densidade 6ptica) e sua respectiva transformagao em D.O./cut off .

ELISA ELISA ELISA
PACIENTES | (D.O.) [ D.O./cut off [ CONTROLES | (D.O.) | D.O./cut off | CONTROLES | (D.0.) | D.O./cut off
135 [0,188] 1,39 1 0,060| 0,44 20 0,102 | 0,74
129  [0,122| 0,90 2 0,050, 0,36 21 0,005 0,04
127 [0,091| 0,67 3 0,096 0,70 22 0,061 | 0,45
123 |0,008| 0,06 4 0,166, 1,21 23 0,079 | 0,58
111 |0,002] 0,02 5 0,042 0,31 24 0,035 | 0,26
99  |0,144| 1,07 6 0,008 0,06 25 0,057 | 0,42
9 (0,051 0,37 7 0,057| 0,42 26 0,040 | 0,29
89 [0,061| 0,45 8 0,054 0,39 27 0,085 | 0,62
165 |0,158] 1,17 9 0,099 0,72 28 0,104 | 0,76
160 |0,014| 0,10 10  [0,113] 0,82 29 0,029 | 0,21
159 [0,042] 0,31 11 0,064 0,47 30 0,086 | 0,63
158 |0,036| 0,27 12 (0,089 0,28 31 0,004 | 0,03
147 |0,026| 0,19 13 [0,024| 0,18 32 0,032 | 0,23
140 0,181 1,34 14 [0,054| 0,39 33 0,060 | 0,44
139 |0,138] 1,02 15  |0,044| 0,32 34 0,049 | 0,36
138 |0,014| 0,10 16 0,011 0,08 35 0,018 | 0,13
136 |0,095| 0,70 17 |0,078] 0,57 36 0,141 | 1,03
167 |0,091 0,67 18 0,113] 0,82
166 0,186 1,38 19 |0,046| 0,34

Lote do MAX: 1,2 mg/mi

Concentragao por pogo: 120 ug/ml
Cut off do experimento: 0,135




TABELA 2: Titulos de anticorpos anti-MAX em pacientes com LTA dosados pelo método ELISA

(D.O. —densidade 6ptica) e sua respectiva transformacéo em D.O./cut off.

PACIENTES ELISA (D.O.) D.O./cut off
2/242 0,127 1,49
4/238 0,076 0,89
5/246 0,056 0,66
6/235 0,069 0,81
71227 0,052 0,61
9/222 0,173 2,04
10/248 0,042 0,49
12/252 0,029 0,34
14/230 0,049 0,58
17/256 0,104 1,22
19/262 0,046 0,54
20/261 0,076 0,89
21/263 0,074 0,87
29/272 0,048 0,56
31/232 0,043 0,51
32/195 0,024 0,28

35 0,031 0,36
38/277 0,111 1,31
40/287 0,044 0,52
41/291 0,035 0,41

178 0,056 0,66

213 0,071 N 0,84

Lote do MAX: 500 pg/ml
Concentragdao de MAX por pogo: 125 pg/mi
Cut off do experimento: 0,085



TABELA 3: Titulos de anticorpos anti-MAX em controles dosados pelo método ELISA (D.O. -

densidade éptica) e sua respectiva transformagéo em D.O./cut off e titulo de CIE.

CONTROLES ELISA (D.0.) | D.O.cutoff | CIE
2104 0,152 0,57 1/4
2126 0,084 0,32 NR
6915 0206 | 077 | NR
6861 0,173 0,65 NR
6886 0,060 0,23 NR
6899 0,152 0,57 NR
7066 0,177 0,67 11
7067 0,215 0,81 1/4
7106 0,150 0,56 NR
7218 0,219 0,82 NR

NR: ndo reagente.

Lote do MAX: 143 ug/ml
Concentragdao de MAX por pogo: 71,5 pg/ml
Cut off do experimento: 0,27



TABELA 4: Titulos de anticorpos anti-MAX em controles dosados pelo método ELISA (D.O. -

densidade 6ptica) e sua respectiva transformacdo em D.O./cut off e titulo de CIE.

CONTROLES ELISA (D.O.) D.O./cut off CIE
6799 0,050 0,20 11
6807 0,140 0,56 NR
6813 0,250 1,00 NR
6821 0,070 0,29 NR
6826 0,280 1,12 1/16
6827 0,100 0,40 1/2
6837 0,030 0,12 NR
6844 0,130 0,25 NR
6853 0,070 0,29 NR
6903 0,220 0,88 1/32
7042 0,140 0,56 NR
7043 0,150 0,6 NR
7054 0,230 0,92 1/4
7068 0,300 1,2 1/16
7076 0,130 0,52 1/8
7095 0,140 0,56 NR
7114 0,240 0,96 1/8

NR: néo reagente.

Lote do MAX: 143 ug/ml
Concentracdo de MAX por pogo: 71,5 pg/ml
Cut off do experimento: 0,25
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PP013 - Maxadilan (MAX) — Proteina salivar de Lutzomyia longipalpis:
deteccao de anticorpos antiMAX em leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e expressiao génica e protéica de MAX em
Lutzomyia neivai
Maxadilan (MAX) — Salivary protein of Lutzomyia longipalpis:
Detection of antibodies anti-MAX in American tegumentar
leishmaniasis (ATL), and genetic and protein expression of
MAX in Lutzomyia neivai

Juliana Machado Aires ’ Maria Fernanda Chociay’ Margarida M. P Nascimento®
José Fernando de C. Figueiredo® Ana Maria F. Roselino’

Resumo: FUNDAMENTOS - A proteina MAX, componente salivar de Lutzomyia longipalpis, vetor do calazar ou leishmaniose
sistémica, tem sido empregada como vacina para leishmaniose tegumentar experimental, com funcoes de vasodilatacao e
imunomodulacio.

OBJETIVOS - Detectar anticorpos séricos antiMAX em pacientes com LTA e verificar a expressao de MAX em L. neivai, vetor da
LTA na regido em estudo.

METODOS - Anticorpos antiMAX foram detectados por Elisa em soro de 42 pacientes com LTA e 63 controles. A extragdo de pro-
teinas e de DNA de L. longipalpis (controle positivo) e de L. neivai foi realizada pelo método Trizol e seguida pela detecgio
de proteinas por eletroforese e pela expressao génica de MAX por PCR-RELP (polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism) com as enzimas Hha I e Rsa 1.

REesuLtapOs - Titulos maiores de anticorpos antiMAX foram observados na LTA (p=0,0132). A eletroforese de proteinas mostrou
fracoes semelhantes para L. longipalpis e L. neivai, tendo-se observado para ambos fracio protéica de peso molecular similar
a proteina MAX. A expressdo génica de MAX em L. longipalpis e L. neivai foi confirmada por PCR-RFLP.

CoNCLUSOES - A presenca de antiMAX nos grupos em estudo tornou imprescindivel a pesquisa de MAX no vetor de LTA da regiao,
tendo sido registrada pela primeira vez expressio protéica e génica de MAX em L. neivai. Deteccao de antiMAX em controles
confirma exposi¢io a picadas de flebétomos. Titulos de anticorpos antiMAX maiores na LTA sugerem exposicao prévia e natu-
ral 4 picada e, conseqiientemente, a proteina MAX, nio protegendo da doenca e desfavorecendo seu emprego em vacinacao.
Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar americana

Abstract: BACKGROUND - The protein MAX, salivary component of Lutzomyia longipalpis, vector of calazar or systemic leis-
bmaniasis, bas been used as vaccine for experimental tegumentar leishmaniasis, which vasodilatory and immunomodu-
latory functions are described.

OBJECTIVES - Our purpose was to detect antibodies antiMAX in sera samples from patients with ATL and to verify the genetic
and protein expression of MAX in L. neivai, phlebotomy vector of AIL in the area of study.

METHODS - Antibodies antiMAX were detected by ELISA in sera from 42 patients with ATL and 63 controls. The extraction of
proteins and of DNA from L. longipalpis (positive control) and L. neivai was accomplished by the method Trizol, following
for the detection of proteins by electrophoresis, and genetic expression of MAX by PCR-RFLP (polymerase chain reaction-res-
triction fragment length polymorphism) with the enzymes Hha I and Rsa I.

ResuLas - Increased titles of antibodies antiMAX were observed in ATL, compared to controls (p=0,0132). Electrophoreses of
proteins showed similar fractions for L. longipalpis and L. neivai, and for both a protein fraction with molecular weight
similarity to MAX was observed. The genetic expression of MAX in L. longipalpis and L. neivai was confirmed by PCR-RFLP
Concrusions - The description of antibodies antiMAX in ATL patients and controls turned indispensable the research of MAX
in the phlebotomy vector of ATL in the area of study. For the first time, it was registered protein and genetic expression of
MAX in L. neivai. The antiMAX detection in controls confirms the previous exposition to prick of phlebotomies. Increased
titles of antibodies antiMAX in ATL patients suggest previous and natural exposition to the bite and, consequently, to the
protein MAX, not protecting them of disease and discouraging its employment in vaccination.

Keywords: American tegumentar leishmaniasis
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INTRODUCAO

As leishmanioses sio zoonoses que afetam a
pele, mucosas ou visceras, resultantes do parasitismo
dos macrofagos pelo protozoirio do género
Leishmania, inoculado no organismo pela picada de
um inseto {lebdtomo.' Na regido de Ribeirao Preto, hi
registro de casos autoctones de leishmaniose tegu-
mentar americana (LTA), sendo Leishmania Viannia
braziliensis e Leishmania Leishmania amazonensis
as espécies implicadas nas formas cutinea e mucosa.’
Quanto aos vetores, tem-se a informagio verbal que
sao encontrados nesta regiao: Lutzomyia intermedia
- Lutz & Neiva, 1912 (SUCEN, Araraquara) e
Lutzomyia neivai - Pinto, 1926 (SUCEN, Mogi
Guacu). Até 1996, ambos eram considerados a mesma
espécie.

Maxadilan (MAX) é um peptideo de 7kDa, vaso-
dilatador potente e com propriedades imunomodula-
torias, presente na glindula salivar de Lutzomyia lon-
gipalpis.’ Lerner e Shoemarker® clonaram e produzi-
ram MAX recombinante em Escherichia coli com as
mesmas propriedades da proteina salivar. Sua ativida-
de vasodilatadora é 500 vezes maior que a do CGRP
(calcitonin gene-related peptide), até entio o mais
potente vasodilatador conhecido.*” MAX é um agonis-
ta especifico dos receptores pituitirios tipo 1 do pep-
tideo ativador da adenil-ciclase (Pacap —pituitary
adenylate cyclase activating peptide), um peptideo
endbégeno encontrado nos mamiferos. Surpreen-
dentemente, o peptideo salivar ndo apresenta qual-
quer seqiéncia homdéloga ao Pacap, apesar de se ligar
no mesmo sitio em seu receptor tipo 1 € promover
sua ativagio.’

Virias publicagoes sobre sua capacidade de
imunomodulagio surgiram e implicaram-no como
fator de promocgao da infeccdo, desviando a resposta
Th1 para Th2 e favorecendo a evolugao da doencga.™
Esses mecanismos (vasodilatacio e imunomodula-
¢i0) promovem campo perfeito para a injecio do
pirasito em scu hospedeiro, com resposta inflamaté-
ria minima, por picada e saliva¢ao do vetor. Isso tal-
vez possa explicar por que os artropodes sao vetores
extremamente eficientes na transmissao de varias
doencas.

Diante das evidéncias de imunomodulaciao
promovida pelo MAX. ele tem sido empregado em
vacina experimental para leishmaniose.” Como sua
expressao se limita a L. longipalpis, vetor do calazar,
teve-se por objetivos: 1) detectar antiMAX em soro de
pacientes com LTA e 2) verificar a expressao de MAX
em L. neivai, vetor da LTA na regiao estudada.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se levantamento dos prontuarios de
pacientes com diagndstico confirmado de LTA, atendi-

An Bras Dermatol. 2005;80(Supl 3):5333-8.

dos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMRP-USP), no periodo de 1999 a junho de 2004, apo6s
aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa (Processo
HCRP n. 5.886/2002), tendo como critérios de inclusao
no minimo dois dos seguintes itens:
1. diagndstico clinicoepidemioldgico compativel com LTA;
2. intradermorreagao de Montenegro (IRM) positiva;
3. exame histopatoldgico de amostra de pele ou de
mucosa compativel com LTA, incluida a descri¢cao da
presenga de parasitos sugestivos do género
Leishmania;
4. reagio sorolédgica de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para LTA positiva,
5. PCR para pesquisa de leishmania realizada em
amostras de pele ou de mucosa positiva.

Foram selecionados 42 pacientes que melhor
preenchiam os critérios supracitados.

O grupo controle deste trabalho foi composto
por 63 doadores saudaveis do Banco de Sangue do
Hemocentro de Ribeirao Preto.

Elisa para pesquisa de anticorpos antiMaxadilan

A técnica de ensaio imunoenzimatico nio com-
petitivo indireto (Elisa) para pesquisa de anticorpos
antiMAX foi padronizada para este trabalho. O pepti-
deo recombinante produzido em Escherichia coli,
MAX, foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ethan A.
Lerner, da Harvard Medical School, Boston, MA, USA.
Resumidamente, realizou-se a sensibilizagao da placa
de microtitulacio com 50ul de MAX e adicionaram-se
100ul da amostra de soro diluida (1/50) em PBS-TM
(salina tamponada contendo 5% de leite desnatado).
Apbs periodo de incubagao (duas horas, 37°C) e lava-
gem, foram adicionados 50ul do conjugado anticor-
po-enzima (antilgG humana) seguido de novo perio-
do de incubacio e lavagem. A seguir, foram adiciona-
dos 100ul do substrato (o-fenilenodiamina di-hidro-
cloreto — OPD-Sigma) e aguardado desenvolvimento
de cor, a0 abrigo da luz e a temperatura ambiente por
30 minutos. A reacio foi interrompida por H,SO 1N,
e a leitura processada em 492nm (Labsystems
Multiskan MS).

Extracao de proteinas e de DNA

A extracio de proteinas e de DNA de exempla-
res de L. longipalpis (controle positivo), obtidos de
insetirio e cedidos gentilmente pela Dra. Alda Falcao,
FioCruz-BH, e de L. mneivai, coletadas em campo e
identificadas pelo Dr. Claudio Casanova,
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN)
- Mogi Guacu, foi realizada pelo método Trizol.
Resumidamente, os tecidos sio desintegrados por
ultrassom até que se dissolvam por completo, utilizan-
do 1ml de trizol para cada 50-100mg de tecido.
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Adicionam-se 200uL de cloroférmio para cada mililitro
de trizol utilizado e homogeneiza-se vigorosamente
por 15 segundos. A seguir, incuba-se por 10 minutos
em temperatura ambiente e centrifuga-se a 12.000g,
por 14 minutos, a 4°C. Transfere-se a fase aquosa, que
contém o RNA, para outro eppendorf. Ao material res-
tante, adicionam-se 300uL de etanol, em temperatura
ambiente por dois ou trés minutos e centrifuga-se
2.000g, por cinco minutos, 4°C. Remove-se a nova fase
aquosa para posterior extragao de proteinas, deixando
o pellet que contém o DNA. Lava-se o pellet que ficou
no tubo com 1ml de citrato de sédio 0,1M diluido em
etanol 10%. Ap6s homogeneizacao e centrifugacio,
despreza-se o sobrenadante e ressuspende-se o pellet
com 1,5ml de etanol 75%. Incuba-se a amostra por 15
minutos em temperatura ambiente e centrifuga-se
(2.000g, cinco minutos, 4°C). Despreza-se o sobrena-
dante, seca-se o pellet, dissolvendo-o em 100uL de
NaOH, 8mM, pH=38,4, obtendo-se assim o DNA. Para
a extracao de proteinas, adiciona-se 1,5ml de isopro-
panol (1:1) a fase liquida do sobrenadante obtido na
extracao de DNA. Incuba-se (15 minutos) e centrifuga-
se a amostra (12.000g, 10 minutos, 4°C). Despreza-se
o sobrenadante e lava-se o pellet trés vezes com 2ml
da solucao de hidrocloreto de guanidina 0,3M diluido
em etanol 95%. Apds a ultima lavagem, ressuspende-
se o pellet em 1,5ml de etanol absoluto, incuba-se (20
minutos, temperatura ambiente) e centrifuga-se
(7.500g, cinco minutos, 4°C). Despreza-se o sobrena-
dante, seca-se o pellet, dissolvendo-o em 100uL de
SDS 1%, deixando por trés minutos a 50°C, obtendo-
se assim a extragao de proteinas.

Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas foi feita em gel de
acrilamida 12,5%, com as amostras de: MAX (16,66ug),
proteina extraida de L. longipalpis (1,11ug e 0,56ug) e
de L. neivai (0,48ug). Apds corrida por uma hora e 20
minutos, 100V/30mA, foi corado pelo método da prata.

Polymerase Chain Reaction (PCR) para pesquisa
de Maxadilan em L. longipalpis e L. neivai

Para a verificacao da expressao génica do MAX
em amostras de DNA extraidas de L. longipalpis e de
L. neivai, utilizou-se a PCR com primers (Invitrogen)
que resultam em produtos de 106bp (Figura 1).

A PCR foi realizada com volume final de 25uL
contendo buffer 10x 2,5uL, dntp 2mMol 5uL, dgua esté-
ril 10,3uL, primer sense (100pmol) 1uL, primer antisen-
se (100pmol) 1uL e TagDNA polimerase 0,2uL. A essa
mistura foram adicionados 5ul. do DNA extraido da
amostra a ser amplificada. Utilizou-se um tubo “branco”
com agua em vez de DNA para controle negativo.

As amostras foram amplificadas em termocicla-
dor (Applied Biosystems 9700), obedecendo ao
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1 aatcaattgc taaaaaaaaa ttacaaatag aactactaca
gatgttctga attttttctt
61 gatattcttt ctcaattgga tgrataaaag aggctatttt

gtgctgattt tgttagtcag

121 tattctgata aactgcaaaa atgaagcaaa tccttttaat
ctctttggtg gtggttcttg

181 ccgtgtttge cttcagtaag ttcttccttt aggectttcc
ttctcaaaac ttaaagtaat

241 ttaatgaaat attctttaaa taatctccat tttcttgtag
acgttgctga gggctgtgat

301 gcaacatgcc aatttcgcaa g

cag: .. a tcatagcaat

361  gttrtgcaga cttctgtaca aacaactgca acattcacat
caat

421 ata gtgtcttcaa agaatgtatg aagcagaaga
aaaaggaatt tagttcagga

481  aagtaaaagattgaagaaaa ttgtagccga ggagagaaag
aaagaaagtc ccataccata

541  ttttgtetgt taattgtaac gaattttccg aaaaaataaa
atattatgca ctcaattta

FiGURA 1: Gene do maxadilan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&v
al=159451). Em amarelo, os primers utilizados na PCR,
cujo produto final corresponde ao fragmento de 106pb.

Os destaques em vermelho e azul mostram os sitios de restricio
das enzimas Hha I e Rsa I, respectivamente

seguinte ciclo:
® 94°C por 3min e 30 seg;
® 93°C por 30 seg, 52°C por 1 min,72°C por 1min — 35
ciclos

72°C por 10min, e a seguir por 4°C até a proxima fase.

Para a identificagao das bandas de DNA, foram

utilizados 5uL do material amplificado em gel de acri-
lamida 10% nao desnaturante (150V, por duas horas).

Restricao do fragmento de DNA - RFLP
(Restriction Fragment Lenghbt Polymorphism)

A partir da sequéncia de nucleotideos do frag-
mento amplificado de 106bp, utilizaram-se as enzi-
mas de restricio Hha I e Rsa 1. Hha I age [?]sobre o
sitio de restrigao G_CG ™ C, conferindo dois fragmen-
tos: 30 e 80bp. J4 a Rsa I atua no sitio GT|AC resultan-
do em dois fragmentos de 50bp (Figura 1).

Resumidamente, utilizaram-se 1,0ug de DNA do
produto da PCR, 1,0uL do buffer e 5U da enzima de
restricio Hhal ou 10U de Rsa I, que sio completados
com 4gua em volume final de 10puL, a 37°C, overnight.

Anilise estatistica

Para a anilise dos titulos de anticorpos
antiMAX, uma vez que os dados obedeceram a curva
de normalidade, utilizou-se o teste ¢ de Student.

RESULTADOS

Pesquisa de antiMAX em soros de pacientes com ITA
Anticorpos antiMAX, detectados pelo método

An Bras Dermatol. 2005;80(Supl 3):5333-8.
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GRrAFICO 1: Elisa para pesquisa de anticorpos
antiMAX em controles e pacientes com LTA. Titulos
de antiMAX (DO - densidade éptica / cut off) em
amostras de pacientes com LTA maiores que os do
grupo controle (p=0,0132)
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Controle LTA

Elisa no soro de pacientes com LTA e controles, foram
significativamente maiores no grupo LTA quando com-
parados aos controles (p=0,0132) (Grifico 1).

Expressao protéica de MAX em L. neivai

Virias fragoes protéicas foram observadas no
gel de acrilamida para as amostras de L. neivai e L.
longipalpis. Entre elas, fracoes de pesos moleculares
semelhantes de ambos os vetores compararam-se a
fracio do MAX (Figura 2).

Expressao génica de MAX em L. neivai

Como indica a figura 3, observou-se amplifica-
¢ao de fragmento de 106bp na PCR de L. longipalpis
(controle positivo) e de L. neivai, correspondendo ao
esperado para fragmento de MAX. A confirmacao foi
feita por meio de PCR-PFLP. No ensaio em que foi uti-
lizada a enzima Hha I, observaram-se a digestio do
fragmento de 106bp e o surgimento de dois novos
fragmentos: de 30 e 80bp. No ensaio com a enzima
Rsa I, observou-se também a digestao do fragmento
de 106bp em dois fragmentos de 50bp.

DISCUSSAO

O entendimento da relacio parasito/vetor/hos-
pedeiro na leishmaniose é de extrema importancia na
busca de mecanismos de atuacio para o controle da
LTA. Resposta imune efetiva é aquela que paralisa a
replicacio do parasito dentro dos macréfagos e impe-
de a progressio da doenca. Isso pode ser obtido pela
prévia imunizagao com parasitos ou antigenos selecio-
nados. No entanto, na LTA, em que se tem um vetor,
certamente o flebétomo atua no processo de infeccao

An Bras Dermatol. 2005;80(Supl 3):5333-8.
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FIGURA 2: Gel de acrilamida 12,5% mostrando eletroforese de pro-
teinas. Colunas: 1. PM de 10kDa; 2. MAX (seta).
As fragoes acima da seta representam dimeros do MAX. 3. Fragoes
protéicas de L. neivai. 4. Fragoes protéicas de L. longipalpis. As
fragoes de ambos os vetores comparam-se a fragio do MAX (seta)

Ficura 3: Gel de acrilamida 10% mostrando produtos de PCR
amplificados para MAX (2 esquerda do marcador de PM) e apds
digestao enzimdtica (a direita do marcador de PM). Colunas: 1:
PCR para MAX de L. longipalpis (seta: 106bp). 2: PCR para MAX

de L. neivai (106bp). 3. PM de 10bp. 4-5: Produto da PCR digeri-
do com a enzima Rsa |. originando bandas de 55bp (seta), de
ambas as amostras, L. longipalpis e L. neivai, respectivamente.

6-7: Produto da PCR digerido com a enzima Hha I, originando
bandas de 80bp (seta) e 30bp, de ambas as amostras, L. longi-

palpis e L. neivai. respectivamente.

e promove o estabelecimento da doencga." Inicial-
mente, os experimentos utilizavam extrato de glindu-
las salivares de fleb6tomos, e os resultados sempre
apontavam para aumento da infectividade da leishma-
nia na presencga da saliva.”*" Lima e Titus'"* observaram
que lisado da glindula salivar de L. longipalpis estimu-
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la, significantemente, a infec¢io por L. braziliensis em
camundongos BALB/c e que esses animais produzem
duas a trés vezes mais interleucina (IL)-4 se compara-
dos aos animais infectados sem a saliva.

A partir da extracio e clonagem de MAX da saliva
de L. longipalpis, experimentos foram conduzidos para
o melhor entendimento do papel do vetor na infecgio e
modulac¢io da doenga. Morris et al. demonstraram que
MAX pode substituir a saliva e que a multiplicacio para-
sitiria em camundongos CBA infectados com L. major e
MAX ou L. major e glindula salivar é igual. Submeteram
grupos a vacinacio prévia com MAX e observaram que as
lesOes cutineas em animais vacinados foram de trés a
cinco vezes menores, com crescimento parasitario redu-
zido, e que cicatrizavam 50 dias apds a infec¢ao, enquan-
to nos grupos tratados somente com adjuvante ou
diluente a cicatrizacao ainda nio havia ocorrido ap6s 65
dias. Para investigar os possiveis mecanismos de prote-
cio, promovida pela vacinagio, realizaram dosagens de
anticorpos antiMAX no soro por meio do Elisa e detecta-
ram altos titulos. Células de linfonodos regionais, extrai-
das dos animais tratados, foram estimuladas in vitro com
MAX e produziram INF-y e NO (6xido nitrico) em quan-
tidades significativas. Portanto, respostas humoral e celu-
lar foram estimuladas em camundongos vacinados.

Rogers e Titus® apresentaram os efeitos do MAX
in vitro. Células mononucleares periféricas e mondci-
tos foram obtidos de doadores de sangue saudaveis,
cultivados em meios de cultura e incubados com MAX.
Posteriormente, foram estimulados com L. major, e
observaram-se reducdo da secrec¢io de IFN-y e de IL-
12p40 pelas céluLas mononucleares periféricas e de
TNEF-0 pelos mondcitos, e, contrariamente, detectou-
se aumento na producio de IL-6. Os dados sugeriram
que os efeitos imunomodulatérios do MAX sobre célu-
las humanas tém importante implicagao para o desen-
volvimento de vacinas contra a leishmaniose.

O uso de componentes nao parasitirios para
inducdo de resposta imune especifica contra parasi-
tos, diminuindo a infecgio, representa nova e promis-
sora perspectiva na busca de vacinas para doengas em
que os patégenos sao transmitidos por vetores. A
identificagio de um componente especifico na glan-
dula salivar com atividade imunomodulatéria, como,
por exemplo, o MAX, é fundamental para o entendi-
mento da interagao hospedeiro e vetor no nivel mole-
cular. Se esse componente é conservado entre as mul-
tiplas espécies de fleb6tomos, ter-se-a a possibilidade
de desenvolvimento de uma vacina capaz de proteger
contra multiplas espécies de Leishmania pela imuni-
za¢do com uma unica proteina do vetor."

E importante salientar que todos os experimentos
tém sido realizados com diferentes espécies de leishma-
nia, incluida a responsavel pela forma cutinea, enquanto
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a proteina salivar — MAX — s6 € descrita em vetor do cala-
zar. Mais recentemente, houve relato de anticorpos anti-
saliva de L. intermedia em pacientes com LTA.”

Diante destes resultados — a constatacio da
presencga de antiMAX no soro de pacientes com LTA,
chamando a atengio para a presenca de antiMAX tam-
bém em controles — tornou-se imprescindivel a pes-
quisa da expressio de MAX em vetor responsavel pela
transmissao da LTA na regidao de estudo. De forma
inédita, constatou-se a expressao génica de MAX em
L. neivai, vetor responsavel pela transmissao da LTA
na regiao, assim como a expressao de fracio protéica
correspondente a0 MAX.

A presenca de anticorpos antiMAX em controles
confirma a exposicio a picada de fleb6tomos.
Moradores de areas endémicas de LTA, mediante a
exposicao natural a picada de fleb6tomos, sdo “vacina-
dos” repetidamente. No entanto, embora seja possivel
que essa exposi¢ao promova redugio da gravidade da
doenga, parece nao trazer protecio total. Os resulta-
dos deste estudo confirmam isso, pois os pacientes
com LTA apresentam titulos de antiMAX maiores do
que aqueles dos controles e evoluiram com a manifes-
tacdo da doenga, incluindo a forma mucosa.

Uma vacina eficaz para leishmaniose sera aque-
la que previna o desenvolvimento da doenga. Uma
redugio do processo de infec¢do, como aquela obti-
da pela exposi¢do prévia a picada de fleb6tomos™ ou
injecdo de MAX, nio necessariamente confere imuni-
dade ao parasito ou previne a progressio da doencga.”
Vetor e patégeno devem ser considerados unidade
unica integrada no processo infeccioso para o desen-
volvimento de vacina segura e eficaz.

CONCLUSAO

A populagiao controle, apresentando anticorpos
antiMAX, confirma a exposi¢ao natural a picadas de fle-
bétomos. Diante dos titulos de anticorpos antiMAX
maiores na amostra de LTA, com lesdes cutineas e
mucosas em atividade, sugere-se que a exposi¢ao prévia
e natural a proteina MAX nio estaria conferindo prote-
¢ao imunoldgica contra a leishmaniose tegumentar, des-
favorecendo seu emprego em vacinacao. a
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Juliana Aires, MD

Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo
SQSW 302 Bloco A Apto 306

Brasilia DF 70673-201

Brazil

Dear Dr. Aires:

It is my pleasure to inform you that you have been selected to receive a scholarship
grant under the International Scholarship Program of the 18th World Congress of
Dermatology Fund to attend the 65th Annual Meeting of the American Academy of-
Dermatology to be held February 2-6, 2007 in Washington, DC at the Washington
Convention Center. This means that your poster abstract has been selected for
presentation and you will be expected to prepare a poster for presentation. You will
receive your poster number and poster guidelines in a few weeks.

Scholarship Details
You will be able to register for the meeting and one 1-day course at no charge. Any fees

for additional sessions will be your responsibility. You will also receive a meal and
rooming allowance of $1,250 that will be provided by check. Please note that the
scholarship program does not include any specific travel expenses; you must make
your own travel arrangements.

Registration/Housing
You will receive your program material and registration/housing information for the 65th

Annual Meeting of the American Academy of Dermatology in late October. Hotel
reservations can be made on your registration form. Please note that a deposit of
US$175 per unit for your hotel room is required.
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Visa Process
You should immediately begin the process of contacting the U.S. embassy in your

country to find out the requirements for obtaining a visa to attend the meeting. It could
take up to three months to process your visa, so please allow plenty of time for visa
processing. Please find attached helpful information sheet, “How to Apply for a Visa”.
For more information on visas, please use the following link:

http://www.unitedstatesvisas.qgov.
Scholarship Breakfast

On behalf of the Committee on International Affairs, it is my pleasure to invite you to
attend the Committee on International Affairs' Breakfast Meeting at the Annual Meeting.
It will be held on Friday, February 2nd from 7:15-8:30 AM; we will let you know the
exact location in upcoming correspondence. Your scholarship checks will be distributed
at the time of the scholarship breakfast. If you are unable to attend the breakfast, you
will be able to pick up your check at the Volunteer Booth in the Resource Center of the
Exhibit Hall after 12:00 Noon on Friday, February 2nd. Arrangements will be made with
a bank in Washington, DC for cashing these checks.

Abstract Book
We will be preparing a special abstract book for the World Congress poster exhibits for

distribution within the Poster Exhibit Hall at the Annual Meeting.

Annual Meeting Gift
We are going to provide all scholarship recipients with a polo shirt with the

AAD/Washington DC logo.

Acceptance Form :
Please complete the enclosed acceptance form to formally accept this scholarship grant

and indicate your shirt size.

If you have any questions, you may contact Ms. Linda Ayers at the address or fax
number listed above, or by e-mail at layers@aad.org. Congratulations on your selection

for the scholarship.

Sincerely,

Roy S. Rogers

Roy S. Rogers, lll, MD
Chair, World Congress Fund Review Task Force

RSR/jem

CC: Jennifer Miller, Member Services Specialist, AAD
Linda Ayers, Administrative Assistant, AAD

Enclosure
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September 14, 2006

Juliana Aires, MD
Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, University of Sao Paulo

SQSW 302 A 306
Brasilia DF 70673-201
Brazil

Dear Poster Applicant:

Thank you for submitting an application for a poster exhibit at the American Academy of Dermatology 65™ Annual Meeting,
February 2-6, 2007 in Washington, DC. The Poster Exhibit Task Force is pleased to inform you that the following abstract

is confirmed for presentation as a poster exhibit:

Detection of antibodies anti-Max in ATL, and genetic and proteic expression of Max simile.

POSTER EXHIBIT NUMBER
Your poster exhibit number is P4092. It will be listed under the category Infection (Bacterial and Parasitic) in the

program book.

Please refer to the attached Poster Exhibit Guidelines for the location, schedule, and rules and regulations.

REGISTRATION INFORMATION
A program book on CD and registration materials will be mailed to you in October. Your appropriate category based upon

your abstract submission information will be located on the back of the registration booklet next to your name. In order to
participate in any portion of the meeting or to receive a name badge, you are required to register.

Contact Information

Poster Exhibit Questions — Sara Peterson, 847-240-1493; speterson@aad.org
Registration Questions — Robin Downey, 847-240-1486; rdowney@aad.org
Scholarship Questions — Jennifer Milier, 847-240-1241; jmitler@aad.org

On behalf of the Task Force, thank you for your participation in the AAD 65th Annual Meeting Poster Exhibit Program.

Sincerely,

Theodore Rosen, MD
Chairman, Poster Exhibits Task Force

TR/sjp:laa

CC: Jennifer Miller, Staff Liaison, World Congress Education Fund Task Force
Linda Ayers, Member Services
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