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ABSTRACT

Since the first reports about visceral leishmaniasis in Brazil, the sand fly
Lutzomyia longipalpis has been incriminated as the main vector of Leishmania
infantum, the causative agent of visceral leishmaniasis in the Americas. The saliva of
the vector modulates the host immune response at different levels, including inhibition
of the complement activation, making it a critically important component in the
process of disease transmission. This study aimed to show the importance of salivary
inhibitors of the complement of L. longipalpis for the survival of L. infantum
promastigotes when exposed to both, human and dog serum. The amount of saliva
released by females in the byte site during blood feeding was also estimated.
Considering that opsonization with C3b seems important for Leishmania phagocytosis
in @ manner that avoid macrophages activation, we investigated the deposition of C3b
on the parasite surface in the presence or absence of saliva by indirect
immunofluorescence. Stationary phase promastigotes were partially sensitive to the
normal human serum (5% of serum killed almost 50% of the promastigotes). We
observed a significant reduction of cell death when promastigotes were exposed to
the normal human serum in the presence of saliva. This effect was dependent of
saliva concentration. Despite showing partial sensitivity to human complement,
promastigotes presented great resistance to lysis by complement of infected dogs
and uninfected ones. For all hosts, C3b deposition was efficient in the presence and
absence of saliva, showing that, while diminishing the lytic action by normal human
serum, saliva does not prevent the promastigote opsonization by complement. Since
saliva favors the survival of L. infantum promastigotes when exposed to the human
serum, it could be critical in the process of transmitting the parasite to the man.
Altogether, our results could explain why dogs are more susceptible to be infected by

L. infantum than humans.

Key words: Leishmania infantum; Lutzomyia longipalpis; complement; saliva



RESUMO

Desde os primeiros relatos de leishmaniose visceral no Brasil, o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis tem sido incriminado como o principal vetor de Leishmania
infantum, agente causador da leishmaniose visceral nas Américas. A saliva do vetor
modula a resposta imune do hospedeiro em diferentes niveis, incluindo a inibicdo da
ativacdo do complemento, tornando-se um componente de grande importancia no
processo de transmissao desta parasitose. O presente trabalho teve como objetivo
mostrar a importancia dos inibidores do complemento salivares de L. longipalpis para
a sobrevivéncia de promastigotas de L. infantum quando expostas ao soro humano
ou de cées. A quantidade de saliva liberada pelas fémeas durante o repasto
sanguineo também foi estimada. Considerando que a opsonizacdo com C3b parece
ser importante para a fagocitose de Leishmania de uma maneira que evite a ativagao
de macréfagos, investigamos a deposicdo de C3b na superficie do parasita na
presenca ou auséncia de saliva por imunofluorescéncia indireta. Promastigotas em
fase estacionaria foram parcialmente sensiveis ao soro humano normal (5% de soro
matou quase 50% das promastigotas). Observamos uma reducdo significativa na
morte celular quando as promastigotas foram expostas ao soro humano normal na
presenca de saliva. Este efeito foi dependente da concentracdo de saliva. Embora
apresentem relativa sensibilidade ao complemento humano, as promastigotas
apresentaram grande resisténcia a lise pelo complemento de cées infectados e néo
infectados. Para todos os hospedeiros, a deposicédo de C3b foi eficiente na presenca
e auséncia de saliva, mostrando que, embora diminuindo a ac¢éo litica pelo soro
humano normal, a saliva ndo impede a opsonizagcdo das promastigotas pelo
complemento. Como a saliva favorece a sobrevivéncia das promastigotas de L.
infantum quando expostas ao soro humano, ela poderia ser fundamental no processo
de transmissao do parasita ao homem. De modo geral, nossos resultados poderiam
explicar por que os caes sao mais suscetiveis a serem infectados por L. infantum que

0S humanos.

Palavras-chave: Leishmania infantum; Lutzomyia longipalpis; complemento; saliva
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1. INTRODUCAO

1.1. As Leishmanioses

As leishmanioses correspondem a um conjunto de doencas causadas por uma
variedade de espécies de protozoarios parasitos pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do género Leishmania (Ross, 1903),
constituindo um sério problema de saude publica em varias regides do mundo. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que aproximadamente 350 milhGes de
pessoas encontram-se expostas ao risco de contrair a doenca (WHO, 2010).

As leishmanioses estdo distribuidas em 88 paises, dos quais 72 sé&o
considerados paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (Fig. 1). S&o
endémicas nas regides tropicais da Africa e Américas, na india e em regides do
Mediterraneo e Sudoeste Asiatico. Como a notificacdo € compulsoria em apenas 32
dos paises afetados, um substancial nimero de casos nunca € relatado. De fato, 2
milhdes de novos casos, sendo 1,5 milhdo para Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e 500.000 para Leishmaniose Visceral (LV), ocorrem anualmente,
com um numero estimado em 12 milhdes de pessoas atualmente infectadas no

mundo (WHO, 2010).

Figura 1. Distribuigdo geogréfica da leishmaniose visceral no Velho e Novo mundo (WHO, 2010)



As leishmanioses manifestam-se sob diferentes formas clinicas devido,
sobretudo, a variedade de parasitos que afetam a populagdo humana. A LV, causada
pela Leishmania donovani (Laveran & Mesnil, 1903) no Velho Mundo e Leishmania
infantum (Nicolle, 1908) tanto no Velho como no Novo Mundo, é a forma mais grave
que, se nao tratada, pode levar a morte. Um variado numero de espécies de
Leishmania causam as leishmanioses cutanea ou cutdneomucosa, sendo
responsaveis por uma consideravel morbidade em focos endémicos da doenca
(Gramiccia & Gradoni 2005).

Na natureza, todas as espécies de Leishmania sdo transmitidas aos seus
hospedeiros vertebrados por fémeas de insetos dipteros, pertencentes a familia
Psychodidae (Subfamilia: Phlebotominae), conhecidos como flebotomineos. Estes,
por sua vez, estdo distribuidos por quase todas as regides do mundo, sendo
encontrados sob as mais diversas condicdes climaticas e de altitude, em ambientes
silvestres, rurais e urbanos. Sdo representados por mais de 800 espécies, das quais
muitas sdo importantes vetoras de patdgenos humanos. A subfamilia Phlebotominae
inclui seis géneros: Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius no Velho Mundo e
Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya no Novo Mundo (Young & Duncan 1994).

Existem mais de 400 espécies de Lutzomyia descritas, porém a maioria delas
sem importancia na epidemiologia das leishmanioses. Das espécies descritas,
apenas 44 sao vetores conhecidos ou suspeitos de transmitir Leishmania para o
homem (Young & Duncan 1994; Williams & Dias 2005).

Desde os primeiros relatos de LV no Brasil na década de 30, o flebotomineo
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) tem sido incriminado como o
principal vetor de L. infantum em nosso pais e nas Américas (Chagas 1936; Lainson
et al. 1977). Esta espécie de flebotomineo possui uma ampla, embora descontinua
distribuicdo geografica, podendo ser encontrada desde o sul do México até o norte
da Argentina (Young & Duncan 1994). No Brasil, até pouco tempo atrds, havia o
registro da sua presenca nas regides Norte, Nordeste, Centro-oeste e Sudeste.
Recentemente, Souza e colaboradores (2009) relataram o primeiro registro do

aparecimento de L. longipalpis na regiao Sul, no estado do Rio Grande do Sul.



Cerca de 22 espécies de Leishmania sdo encontradas infectando o homem e
destas, 15 ocorrem nas Ameéricas (Shaw 1994; Silveira et al. 2002). Leishmania
infantum é a espécie responséavel pela LV (calazar), uma zoonose que tem como
reservatorio primario algumas espécies de canideos Sul-Americanos, pode atingir
cées, bem como provocar a forma visceral generalizada em humanos (Chagas et al.
1938).

O Brasil esta enfrentando atualmente um processo de expansdo e
urbanizacdo das leishmanioses, com um aumento no numero de casos humanos e
cdes soropositivos em cidades de médio e grande porte (Carvalho et al. 2010). Tanto
a LV como a leishmaniose visceral canina (LVC) apresentam grande impacto na
saude publica do Brasil, pois tem o cdo doméstico (Canis familiaris) como o principal
reservatério de L. infantum nos focos urbanos e peri-urbanos da doencga (Reis et al.
2009).

A principal fonte de infeccdo por L. Infantum em humanos sédo os céaes
naturalmente infectados. Presume-se que a maioria dos caes em areas altamente
endémicas estejam expostos a infeccdo por Leishmania (Baneth e Aroch, 2008). A
proporcdo de caes infectados € muito alta podendo chegar a 80% (Berrahal et al.,
1996), porém o espectro da infeccdo é bastante variavel. Enquanto os caes
mostrando doenca progressiva representam um terco dos cdes soropositivos (Fisa et
al. 1999), um alto percentual de animais infectados permanecem assintomaticos ou
desenvolvem alguns sinais clinicos leves, com resolugéo ao longo do tempo (Carrillo
& Moreno 2009).

A associacdo entre o estatus clinico de caes naturalmete infectados e o seu
papel na infeccdo de flobotomineos L. longipalpis tem sido avaliado, demostrando
uma alta capacidade de transmissdo por caes sintomaticos, embora esta
transmissdo seja possivel também por animais assintomaticos (Travi et al. 2001;
Costa-Val et al. 2007). Da mesma forma, o estatus clinico de cdes naturalmente
infectados mostrou correlacionar-se com a carga parasitaria encontrada na pele,
medula 6ssea e bago desses animais (Reis et al. 2006).

Tem sido estimado que pelo menos 2,5 milhdes de cées estejam infectados

apenas no sudoeste europeu. O numero de animais infectados na América do Sul



também é estimado em milhdes, existindo altos niveis de infeccdo em algumas areas
da Venezuela e Brasil, onde a alta prevaléncia de infec¢do canina é associada com o
elevado risco de doenca humana (Baneth et al. 2008).

No Brasil, a LV apresenta comportamento epidemioldgico ciclico, com
elevacao de casos em periodos médios a cada cinco anos, podendo ser observadas
diferengas nesse comportamento entre estados e municipios. Em 2007, 20 unidades
federadas registraram casos autéctones e, até a década de 90, a regido Nordeste
correspondeu a 90% dos casos no pais. Porém, a doencga encontra-se em expansao
para outras regides, de modo que do total de casos do periodo de 2000 a 2007, 62%
ocorreram na regido Nordeste, havendo uma expansao gradativa para as regioes
Norte, Sudeste e Centro-Oeste, que passaram de 17,1% do total de casos em 2000
para 52% do total de casos em 2007 (MS, 2009).

1.2. O Ciclo Bioldgico de Leishmania

Durante seu ciclo de vida, os parasitos alternam entre dois estagios distintos
de desenvolvimento: as amastigotas e as promastigotas. No hospedeiro vertebrado,
as formas amastigotas de Leishmania caracterizam-se pelo seu formato ovoide, com
aproximadamente 2,5 a 5um de diametro, flagelo ndo exteriorizado e habitam as
células do sistema mononuclear fagocitario (SMF), principalmente os macréfagos,
multiplicando-se no interior do fagolisossomo. As formas promastigotas por sua vez,
caracterizam-se por apresentar corpo alongado, medindo entre 14 e 20um e flagelo
livre na sua porcdo anterior, localizando-se no trato digestivo do inseto vetor
(Descoteaux & Turco 1999; Cunningham 2002).

As formas promastigotas sdo transmitidas aos hospedeiros vertebrados
através da picada de fémeas de flebotomineos, ou do género Phlebotomus (Velho
Mundo) ou do género Lutzomyia (Novo Mundo). A infeccdo € iniciada quando os
flebotomineos fazem um repasto sanguineo em animais doentes (telmatofagia) e
ingerem macrofagos infectados com amastigotas. O sangue ingerido passa para o

intestino posterior e, em seguida, as leishmanias diferenciam-se em diversos



estagios de desenvolvimento a medida que migram do intestino médio abdominal
para a valvula do estomodeu, localizada na regidao anterior do trato digestivo do vetor
e a qual faz uma juncdo com o intestino anterior (Fig. 2). Cada uma dessas fases
(promastigotas  prociclicas, nectomonadas, leptomonadas, metaciclicas e
haptomonadas) € caracterizada por uma morfologia e alteragbes funcionais que
visam garantir a sua sobrevivéncia no vetor (Kamhawi 2006).

A viruléncia é expressa durante a metaciclogénese, um processo no qual
formas promastigotas nao-infectantes e em divisdo transformam-se em formas
infectantes e sem capacidade de multiplicacdo (promastigotas metaciclicas). Estas
sao encontradas principalmente nas regides mais anteriores do tubo digestivo e sao

altamente adaptadas para sobreviver nos hospedeiros mamiferos (Kamhawi 2006).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de Leishmania no inseto vetor e no hospedeiro vertebrado (Modificado de
Kamhawi 2006)



Uma vez no hospedeiro vertebrado, os neutrofilos desempenham um
importante papel nos momentos iniciais da infeccdo por Leishmania. As
promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por estas células, desencadeando a
apoptose desses neutréfilos. Residindo no interior das vesiculas apoptoticas, as
leishmanias sdo entdo fagocitadas por macrofagos (Peters & Sacks 2009). No
interior do vacuolo parasitéforo ou fagolisossomo, a fim de evitar a sua degradacéao,
estabelecem condicdes favoraveis para a sua proliferacdo. O aumento da
temperatura e a diminuicdo do pH no interior do fagolisossomo fornecem os sinais
necessarios para a diferenciacdo das promastigotas em amastigotas. As amastigotas
multiplicam-se intensamente, por divisdo binaria, rompendo os macrofagos
infectados e sendo liberadas para infectar macréfagos vizinhos, reiniciando o ciclo
(Descoteaux & Turco 1999; Cunningham 2002).

1.3. O sistema complemento

O sistema imunolégico dos mamiferos € um notavel complexo de processos
bioquimicos que permitem, dentre outras fungfes, a detecgéo eficaz e represséo de
patdgenos que ameacam a saude do hospedeiro. Dentre 0os componentes deste
sistema, destaca-se o sistema complemento, que liga covalentemente proteinas
especificas a superficie de diferentes organismos invasores objetivando promover a
fagocitose e/ou a lise desses organismos, sendo entdo considerado um sistema
multicompetente. Esse sistema envolve uma complexa rede de proteinas presentes
no soro, livres ou associadas a membrana de células. Podem provocar uma eficiente
e regulada resposta imune citolitica e inflamatéria contra microrganismos (bactérias,
virus, parasitos), tecidos danificados por processos fisicos, quimicos ou injurias
neoplasicas, e outras superficies identificadas como ndo préprias. O sistema do
complemento pode ser ativado através de trés principais vias: a via classica, a via

das lectinas e a via alternativa (Fig. 3)(Dunkelberger & Song 2010).



1.3.1. Avia classica do complemento

A via classica do complemento envolve as glicoproteinas Cl1q, C1r, Cls, e C2-
C9. Uma molécula de C1q, duas de C1r, e duas de C1ls associam-se na presenca de
fons Ca®" para formar um grande complexo protéico denominado C1 (Sim & Dodds
1997). A via classica ocorre quando C1qg, no complexo com as serino proteases C1r
e Cls (o complexo C1), liga-se a regido Fc de anticorpos (geralmente 1gG1 e IgM)
ligados a agentes patogénicos. A ativacdo autocatalitica de C1r ativa C1s e esta cliva
C4 e C2 em fragmentos maiores (C4b, C2a) e menores (C4a, C2b). Os fragmentos
maiores associam-se para formar o complexo C4b2a na superficie do patégeno e
ganham a capacidade de clivar C3, sendo denominado de C3 convertase. A geracao
da C3 convertase, que cliva C3 na anafilatoxina C3a e na opsonina C3b, € o ponto
para o qual converge toda a ativacdo do complemento (Janeway et al. 2005;
Dunkelberger & Song 2010).

1.3.2. A via das Lectinas

A via das lectinas € uma via independente de imunoglobulinas. Diferentemente
do reconhecimento de complexos antigeno-anticorpo que ocorre na via classica, a
via das lectinas utiliza receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como as
lectinas ligantes de manose (MBL) e ficolinas, para realizar o reconhecimento de
estruturas “nonself’ (Janeway et al. 2005; Dunkelberger & Song 2010). Os PRRs
agem sobre poucas estruturas altamente conservadas presentes em um grande
namero de grupos de microrganismos, referidos como padrées moleculares de
reconhecimento de patégenos (PAMPS) (Medzhitov & Janeway 2000). Exemplos de
PAMPs incluem endotoxina ou lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas, acido
lipoteicdico de bactérias gram-positivas, e B-glicanos de fungos (Dunkelberger &
Song 2010). MBL pode se ligar a carboidratos na parede de bactérias gram-positivas
e gram-negativas e fungos, bem como em alguns virus e parasitos. Semelhante ao
complexo C1 da via classica, MBL forma um complexo com serino proteases

denominadas de MASPs -1, -2, e -3, que sao funcional e estruturalmente



semelhantes (embora ndo idénticas) ao Cls e Cl1r, tal que a ligacdo da MBL a
superficies patogénicas leva a uma ativacdo das MASPs, a clivagem de C2 e C4, e

finalmente, a geracdo da C3 convertase: C4bC2a (Dunkelberger & Song 2010).

1.3.3. Avia alternativa do complemento

As proteinas da via alternativa sdo o fator D, fator B, C3 e C5 — C9 (Sim &
Dodds 1997). Esta via é distinta das vias classica e das lectinas, sendo iniciada pela
hidrélise espontanea do C3 (que é muito abundante no plasma) para um analogo de
C3b, C3(H20), que por sua vez se liga ao fator B, permitindo a sua clivagem em Bb
e Ba através do Fator D e formacao inicial da C3 convertase da via alternativa,
C3(H20)Bb (Janeway et al. 2005). Esta C3 convertase constitui a base de um
circuito de amplificacdo em que C3(H20)Bb comecga a converter C3 em C3b e C3a,
de uma forma anéloga a C3 convertase (C4bC2a) das vias classica e das lectinas. O
C3b gerado pode ligar-se a superficies nas proximidades e associar-se com o fator
B, que por sua vez pode ser ativado pelo Fator D para formar C3bBb, a C3
convertase predominante da via alternativa (Walport 2001; Dunkelberger & Song
2010). O complexo pode ser ainda estabilizado pela properdina (Fator P), que ajuda

a estabilizar a C3 convertase da via alternativa (Hourcade 2008).

1.3.4. Mecanismos efetores e de regulacédo do sistema complemento

A fase final efetora da cascata do complemento ser4d sempre a mesma
independente da via inicial de ativacao, e culminara com a formacéo do complexo de
ataque a membrana C5b-9 ou MAC. A primeira etapa desta via é a clivagem de C5,
com consequente formacdo de Cb5a e Cb5b. Uma sequéncia de interacbes néao
enzimaticas entre C5b, C6, C7, C8 e C9 resulta na formagdo do MAC. O peptideo
C5b é estabilizado ao formar um complexo com C6 (C5b6). Quando C7 liga-se a
esse complexo induz a uma transicdo do mesmo ao estado hidrofébico, que permite

ao complexo C5b67 inserir-se, firmemente, na camada bilipidica e ligar-se a



molécula de C8, que também se insere na membrana da célula alvo (Ambrésio
2005).

O complexo C5b-8 possui capacidade litica limitada, mas atua como agente
polimerizante de C9. A ligacdo subseqiente de até 12 ou 15 moléculas de C9,
seguida da polimerizagdo dessas, forma uma estrutura tubular ndo homogénea
(poliC9), inserida na superficie celular, & qual C5b-8 mantém-se ligado. O potencial
litico do MAC depende de C9 produzir poros grandes suficientes para levar a lise da

célula nucleada (Ambrésio 2005).
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Figura 3. Representacdo esquematica das vias de ativacdo do sistema complemento e seus

mecanismos efetores (Modificado de Barros et al. 2009)

A regulagdo do complemento ocorre predominantemente em duas etapas no
interior das cascatas: no nivel das convertases, tanto em sua formacdo quanto na
sua atividade enzimatica, e durante a montagem do MAC (Liszewski et al. 1996).
Caso C4b ou C3b se liguem indevidamente a superficie de uma célula do proprio
organismo (uma ligacdo indevida), um sistema de protecdo pode ser ativado. A
inativacdo das moléculas que se ligarem indevidamente pode ser feita através da

serino protease Fator I, que identifica essas ligacbes espurias e destréi essas



moléculas. Além do Fator | existem outros inibidores que evitam a formacao
desregulada de C3 convertases. O principal exemplo desta categoria de inibidores do
complemento € o Fator de decaimento (DAF ou CD55), que serve para inibir a
montagem de novas C3 convertases e encurtar a meia-vida das convertases pré-
formadas, limitando assim a sua capacidade de continuar a participar na ativacéo do
complemento (Turnberg & Botto 2003; Dunkelberger & Song 2010). Outro controle
desempenhado pelo complemento é a inibicdo da montagem do MAC através de
inibidores ligados a membrana (CD59) ou solluveis (vitronectina, proteina S),
ajudando a limitar as atividades destrutivas do complemento a alvos apropriados e
minimizar a ocorréncia de danos teciduais (Turnberg & Botto 2003).

1.4. Interacao Leishmania — Hospedeiro Vertebrado

1.4.1. Imunologia na infec¢ao por Leishmania

A resposta imune protetora contra Leishmania é mediada por células. Os
parasitas escapam da resposta imune humoral do hospedeiro residindo em
fagolisossomos de células fagocitarias (neutrofilos, macrofagos, etc.). Portanto, os
anticorpos parecem ter pouco efeito sobre a infeccdo e podem estar associados a
suscetibilidade/morbidade na infec¢cdo por Leishmania. Os macréfagos empregam
um numero variado de estratégias de defesa contra o parasito, indo desde a
fagocitose, resultando em uma explosdo oxidativa, até a acidificacdo do vacuolo
parasitéforo, formado pela fusdo do fagossomo com lisossomos. O ambiente &cido
pode promover a desnaturacdo de proteinas, deixando o parasito suscetivel a
degradacao por hidrolases acidas (Cunningham 2002).

A infeccao por Leishmania é caracterizada pelo surgimento de altos titulos de
anticorpos anti-Leishmania no soro, entretanto o papel desses anticorpos na
protecdo de pacientes com LV ainda é incerto. Em humanos, uma analise critica de
isotipos de imunoglobulinas especificas anti-Leishmania revelou elevados niveis de

IgG, IgM, IgE e subclasses de IgG durante a doenga (Anam et al. 1999; Atta et al.
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2004). 1gG nao apenas falha no fornecimento de protecdo contra este patdogeno
intracelular, como também contribui para a progressdo da doenca. A administracao
passiva de IgG anti-Leishmania resultou no aparecimento de grandes lesdes em
camundongos BALB/c com intensa producdo de IL-10 (Miles et al. 2005). Este
resultado pode estar correlacionado com o titulo elevado de anticorpos anti-
Leishmania durante a fase ativa da doenca e a consecutiva queda apos o tratamento
e cura (Sharma & Singh 2009).

Macréfagos, células dendriticas, citocinas como interferon-y (IFN-y), a
interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), e fatores de transcricao
tais como o fator de regulacdo de interferon-1 (IRF-1), sdo cruciais para a resolucao
de infeccbes com todas as espécies de parasitas do género Leishmania
e para uma imunidade protetora de longa duragdo (Bogdan & Rollinghoff 1998).
Células T helper também desempenham um importante papel na resposta imune
contra Leishmania. A expansédo de clones de linfécitos Thl tem um papel protetor,
enquanto a expansao de células Th2 pode causar o agravamento da doenca. A
producdo de IL-12 por células dendriticas e macréfagos faz com que linfocitos T
indiferenciados se diferenciem em células do tipo Thl, induzindo a producao de IFN-y
pelas células T e natural killer (NK). O IFN-y em conjunto com o TNF-a, produzidos
pelos macrofagos infectados, ativam o gene da o6xido nitrico sintetase (iINOS),
resultando na producéo de 6xido nitrico (NO), que € téxico para o parasita. Enquanto
a expansao de células do tipo Thl esta ocorrendo, a expansao de células Th2 deve
ser mantida sob controle. IL-4 regula a diferenciacdo de células Th2. Este tipo de
resposta nado é eficaz contra Leishmania, pois interfere na producéo de IL-12 e IFN-y,

inibindo a producédo de 6xido nitrico (Cunningham 2002).

1.4.2. Ainteracdo Leishamnia - macrofago nas leishmanioses

A fagocitose é uma importante arma no arsenal do sistema imune inato. No

entanto, as leishmanias desenvolveram mecanismos bastante eficientes para

subverter a atividade microbicida dos macrofagos. A fagocitose € composta por dois
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eventos interligados: a interagdo por meio de uma ligagdo de baixa afinidade,
seguida de uma interagdo cinética rapida e a internalizardo seguindo uma ligacdo de
alta afinidade (Handman & Bullen 2002).

As duas grandes familias de moléculas de superficie de promastigotas, gp63 e
lipofosfoglicanos, sao consideradas as ligantes principais para fixagdo aos
macréfagos. A gp63 é uma metaloproteinase, a qual é distribuida de forma
abundante na superficie de promastigotas e em menor intensidade nas amastigotas.
A familia de fosfoglicanos compreende os glicolipidios, como o lipofosfoglicano
(LPG), e as proteinas fosfoglicosiladas, tais como as fosfatases acidas e os
proteofosfoglicanos (PPG). O lipofosfoglicano é um complexo de glicolipidios,
formando uma camada densa sobre toda a superficie das promastigotas (Handman
& Bullen 2002).

A Leishmania entra nos fagocitos mononucleares por fagocitose mediada por
receptores. Os receptores do complemento, CR1 e CR3, desempenham papéis
importantes em ambos 0s processos e podem agir em conjunto para facilitar a
ligacdo e o englobamento do parasito (Handman & Bullen 2002). A interacdo do
parasito com os receptores do complemento ocorre de trés formas: (1) na presenca
de soro, através da ativacdo do componente C3 e ligacdo do fragmento C3bi do
complemento ao receptor CR3; (2) por uma via independente do soro, através da
ligacdo da protease de superficie gp63 ao receptor CR3, e (3), através da ligacdo do
LPG ao CR3 ou CR1 na superficie do macréfago (Handman 1999).

As promastigotas metaciclicas usam da sua opsonizacdo pelo complemento
para ganhar a entrada em macréfagos. O processo de opsonizacdo com C3b e C3bi,
que se ligam aos receptores CR1 e CR3, é a forma predominante pela qual
promastigotas metaciclicas entram no macréfago (Alexander et al. 1999).
Objetivando verificar a importancia do receptor CR3 na ligacdo de espécies de
Leishmania a macrofagos humanos, alguns experimentos foram realizados e o
resultado obtido mostrou que formas promastigotas de Leishmania necessitam da
ativacdo do complemento ou mais especificamente da deposicdo de C3bi na sua
superficie para que possam ser fagocitadas pelos macréfagos via receptor CR3
(Mosser et al. 1992). Este método pode proporcionar uma vantagem de
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sobrevivéncia, uma vez que CR1 e CR3 promovem a fagocitose sem disparar

o]

explosdo oxidativa. Outra vantagem de usar o receptor CR3 € que ele inibe

Q

([N

producdo de IL-12, que é produzida quando a imunidade mediada por células
ativada, protegendo assim as formas promastigotas (Cunningham 2002).

Os receptores CR1 e CR3 e outros, incluindo CR4, o receptor para produtos
finais de glicosilagdo avancada, e o receptor da proteina C-reativa, facilitam a
captacdo das promastigotas pelos macrofagos. A habilidade de usar uma variedade
de diferentes receptores torna mais facil a entrada destas formas no macrofago.
Estes receptores também permitem a entrada das promastigotas nas células de
Langerhans na epiderme, onde podem transformar-se em amastigotas. Embora os
parasitos ndo possam replicar nessas células, elas podem oferecer um ambiente
mais seguro para a transformacédo em amastigotas, pois nao produzem iNOS (iNOS,

NOSZ2), que poderiam matar o parasita (Cunningham 2002).

Macréfago ..

LPG: lipofosfoglocano
gpb3: metaloproteinase (63kD)

Fn: fibronectina

FnR: receptor de fibronectina

CRP: preteina reativa-C

CRP-R: receptor para proteina reativa-C

Figura 4. Interacdo macrofago, complemento e promastigotas de Leishmania (Adaptado de Bogdan &
Rollinghoff 1998)
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Apbs a sua ligagéo a superficie de macréfagos, promastigotas sédo englobadas
em um fagossomo conhecido como vacuolo parasitéforo, que sofre uma série de
eventos de fusdo para formar o fagolisossomo. Moléculas do complexo
lipofosfoglicano (LPG) protegem as formas promastigotas das duras condi¢cdes
encontradas no vacuolo parasitéforo. A diferenciacdo das promastigotas em formas
amastigotas e sua consequente proliferacdo ocorrem no ambiente acido e rico em
hidrolases do fagolisossomo. No entanto, o nivel de expressdo de LPG na superficie
de amastigotas € baixo, entdo outros glicoconjugados também podem proteger as
formas amastigotas. Uma vez dentro dos macrofagos, as leishméanias empregam
uma variedade de mecanismos adaptativos para sobreviver as condi¢cdes adversas
encontradas neste novo ambiente (Descoteaux & Turco 1999; Cunningham 2002).
Elas manipulam o ambiente hostil através da inibicAo de enzimas hidroliticas,
produtos metabdlicos toxicos como o NO, vias de sinalizagdo celular, producédo de
citocinas, e outros eventos. Estas estratégias determinam o sucesso do parasito em
evadir da resposta imune do hospedeiro e promover a sua sobrevivéncia (Bogdan &
Rollinghoff 1998).

1.4.3. Leishmania, complemento e mecanismos de evasao do parasito

Em contato com o soro humano normal, as promastigotas ativam o
complemento pela via classica e via alternativa simultaneamente. Dominguez e
colaboradores (2002) utilizaram como modelo parasitos tripanossomatideos, dentre
eles, quatro espécies diferentes de Leishmania (L. amazonensis, L. donovani, L.
infantum e L. major), objetivando avaliar a acdo das vias classica e alternativa na
opsonizacao por C3 e lise pelo complemento nas formas promastigotas. O resultado
mostrou uma acdo bastante acelerada pelas duas vias, principalmente na via
classica, sugerindo que a infeccdo humana por Leishmania € um processo
extremamente rapido, e as promastigotas devem mostrar estratégias de evaséo
imediatamente ap0s a inoculacdo a fim de evitar a lise pelo complemento

(Dominguez et al. 2002).
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Os primeiros estudos sobre a interacdo de promastigotas com o0 sistema
imune do hospedeiro demonstraram que esses parasitos eram bastante sensiveis a
lise mediada pelo complemento. A observacdo de que as formas metaciclicas
provenientes de cultura em fase estacionaria de crescimento foram mais infectantes
que as promastigotas prociclicas da fase logaritmica, levou a uma avaliacdo de
parasitos provenientes de diferentes fases de crescimento, levando em consideracao
a sua suscetibilidade a lise mediada pelo complemento. Franke e colaboradores
(1985) demonstraram que promastigotas em fase estacionaria de L. panamensis e L.
donovani foram mais resistentes a lise mediada pelo complemento do que eram o0s
organismos provenientes da fase log de crescimento. Usando L. major, Puentes e
colaboradores (1988) obtiveram resultados semelhantes e relacionaram o aumento
da resisténcia a modificacdes estruturais do LPG. O alongamento na cadeia de LPG
na superficie de promastigotas metaciclicas pode proteger o parasito da lise mediada
pelo complemento, agindo como uma barreira fisica, impedindo a inser¢cdo do
complexo de ataque a membrana (MAC) a membrana plasmética das promastigotas.
(Franke et al. 1985; Puentes et al. 1988; Mosser & Brittingham 1997).

O alongamento e modificacdo estrutural do LPG ndo € a Unica mudanca
fenotipica observada durante o desenvolvimento de resisténcia ao complemento
pelas promastigotas. Varios grupos relataram o aumento da expressdo de gp63 em
promastigotas metaciclicas em relacdo as formas prociclicas, e buscaram definir o
papel desta metaloprotease na resisténcia das formas promastigotas a lise mediada
pelo complemento. Usando mutantes de L. amazonensis, Brittingham e
colaboradores (1995) demonstraram uma associagcao entre a expressao de gp63 e a
resisténcia a lise mediada pelo complemento. Organismos expressando tipo
selvagem de gp63 expressaram niveis reduzidos de componentes terminais do
complemento e foram muito mais resistentes a lise que organismos que nao
apresentavam gp63 (Brittingham et al. 1995).

Estes dados demonstram que a metaloproteinase gp63 pode fornecer as
promastigotas alguma resisténcia a lise mediada pelo complemento, e que o
mecanismo desta resisténcia € dependente da atividade proteolitica de gp63, que
cliva C3b a uma forma inativa (C3bi) impedindo assim a continuidade da cascata do
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complemento até a formacdo do MAC (Mosser & Brittingham 1997). Porém, mesmo
inibindo o complemento, a formacdo de iC3b ajuda na ligacdo do parasito aos
receptores CR1 e CR3 dos macrofagos facilitando sua fagocitose por estas células.

Uma vantagem adicional da ativacdo do complemento pelos parasitos € a
geracdo de peptideos quimiotaticos C3a e Cba, atraindo mondcitos para a area
(Brittingham & Mosser 1996). Mondcitos recém-chegados a area de infeccéo
possuem pouca expressao de moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal da classe Il (MHC-Il), ndo podendo apresentar antigenos e sendo
quiescentes aos parasitas durante a fase inicial de infeccdo por Leishmania
(Handman 1999).

Promastigotas de L. infantum provenientes de culturas com poucas passagens
sdo0 mais resistentes a lise pelo complemento em 25 a 50% de soro humano normal
(SHN); em contrapartida, promastigotas em fase estacionaria, provenientes de
culturas com muitas passagens (>16 a 100) sao sensiveis. Este comportamento
pode estar correlacionado com a perda de expressao de gp63, assim como de
glicoproteinas de superficie de promastigotas (PSA, também conhecida como gp46)
durante a cultura em série (Lincoln et al. 2004). A transfeccdo de promastigotas de L.
chagasi com muitas passagens em cultura com plasmidios de expressdo de PSA
restaura a resisténcia ao complemento em células na fase estacionaria, sugerindo a
participacdo do PSA na protecdo das formas promastigotas frente ao complemento
(Lincoln et al. 2004; Moreno et al. 2007).

O efeito do soro fresco em amastigotas de Leishmania também tem sido
estudado. Hoover e colaboradores (1984) observaram que o soro humano normal é
bastante eficiente na lise de formas amastigotas de L. major, mas nem tanto para L.
donovani. Posteriormente, Mosser e demais pesquisadores (1985) relataram que
amastigotas de espécies resistentes também ativam o complemento através da via
alternativa, fixando o componente C3, e que ndo héa correlacédo entre o valor absoluto
de C3 fixado nas amastigotas das diferentes espécies e sua suscetibilidade a
inativacdo pelo complemento, sugerindo que a lise pode ndo ser um indicador

adequado da ativacdo do complemento. Além disso, a fixagdo do componente C3
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pode representar um mecanismo do parasita para facilitar a re-entrada nos fagocitos
do hospedeiro (Hoover et al. 1984; Mosser et al. 1985).

1.5. A saliva de flebotomineos e o seu envolvimento na transmissdao de

Leishmania

1.5.1. O processo hematofagico

Como explicado anteriormente, as diferentes espécies de Leishmania sao
transmitidas ao hospedeiro vertebrado por fémeas de flebotomineos durante o
repasto sanguineo, necessario para a maturacdo dos ovos do inseto vetor. Os
flebotomineos localizam o sangue pela introdugcédo de suas pec¢as bucais na pele do
hospedeiro, rasgando tecidos, lacerando capilares e criando po¢os hemorragicos
sobre a pele, onde se alimentam. E o que chamamos de telmatofagia (Ribeiro 1995).
De maneira geral, durante o repasto sanguineo, os insetos hematéfagos injetam
saliva nos tecidos dos hospedeiros. Neste processo, em flebotomineos, o conteddo
da glandula salivar é injetado ao mesmo tempo em que as formas promastigotas
metaciclicas sdo regurgitadas na pele do hospedeiro (Titus & Ribeiro 1988).

O contetdo salivar auxilia na busca por um ambiente ideal para a
hematofagia. Para exercer com sucesso esta tarefa, os insetos hemat6fagos
precisam superar 0s obstaculos inflamatérios e hemostaticos do hospedeiro,
compostos pela cascata de coagulacdo sanguinea, vasoconstricio e agregacao
plaguetaria. Durante o processo hematofagico, a resposta imune do hospedeiro
acabaria inativando as atividades antihemostaticas das proteinas salivares na
medida em que estas serviriam de antigenos. Assim, flebotomineos da mesma
espécie teriam dificuldade de se alimentar num hospedeiro ja picado anteriormente,
pois seus anticorpos anti-saliva poderiam inativar as atividades anti-hemostaticas das
proteinas salivares (Andrade et al. 2007).

Para superar tais barreiras, os flebotomineos evoluiram de modo a

apresentarem dentro de sua secre¢cdo salivar uma variedade de potentes agentes
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imunomoduladores e moléculas anti-inflamatérias, assessorando no combate e na
neutralizacéo das respostas do hospedeiro vertebrado contra a saliva (Ribeiro 1995).
Desta forma, o conteddo da glandula salivar destes insetos apresenta grande
relevancia parasitologica em razdo da capacidade de regular o sistema imune,
podendo, através do poder inibitério das células de defesa do hospedeiro, criar um
ambiente adequado a sobrevivéncia e multiplicacdo dos microrganismos transmitidos
durante a hematofagia (Andrade et al. 2005; Rohousova & Volf 2006).

1.5.2. A saliva e alguns de seus componentes

No estudo da modulacdo da resposta imune do hospedeiro pela saliva de
flebotomineos e da forma pela qual esta modulacdo afeta a transmissdo e o
estabelecimento da Leishmania, é pertinente que se faca uma anélise das moléculas
salivares identificadas até o momento, assim como a sua atividade farmacoldgica.

A andlise dos componentes salivares revelou uma significativa diversidade
farmacolégica e bioquimica, contendo uma complexa variedade de moléculas
biologicamente ativas (Ribeiro et al. 1986; Ribeiro et al. 1999). Apirase e maxadilan
sdo as mais investigadas. Apirase € uma enzima antiagregante plaguetaria que
hidrolisa ATP e ADP a AMP e fosfato inorganico (Ribeiro 1995). Sua presenca ja foi
demonstrada nas glandulas salivares de espécies pertencentes tanto ao género
Phlebotomus como no genero Lutzomyia, assim como na maioria dos insetos
hemato6fagos investigados (Ribeiro et al. 1986; Ribeiro et al. 1989). O maxadilan é
um polipeptideo vasodilatador, sendo considerado o0 mais potente dos
vasodilatadores conhecidos até hoje. Ao contrario da apirase, foi identificado apenas
no conteudo salivar da espécie L. longipalpis (Ribeiro et al. 1986).

Nos ultimos 10 anos, o isolamento de moléculas especificas através de
técnicas experimentais tem contribuido para uma melhor compreenséo da interacéo
entre patdgeno, vetor e hospedeiro. Uma variagdo no contetdo salivar tem sido
descrita em flebotomineos de uma mesma espécie em diferentes regides

geograficas. O estudo do conteudo salivar de espécies provenientes de diferentes
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partes do mundo certamente aumentaria as chances de encontrar moléculas que
poderiam funcionar como marcadores ou como candidatos a vacinas (Andrade et al.
2007).

1.5.3. Saliva e o sistema imune do hospedeiro

As propriedades imunomudulatorias da saliva de flebotomineos foram
estudadas quase que exclusivamente em duas espécies: Lutzomyia longipalpis e
Phlebotomus papatasi. A saliva destas duas espécies modula a resposta imune do
hospedeiro em diferentes niveis, incluindo tanto a resposta imune inata como a
adquirida. Alguns destes efeitos sdo comuns as duas espécies, e outros sao
especificos (Rohousova & Volf 2006).

A saliva de L. longipalpis também aumenta a infecciosidade de outras
espécies de Leishmania do Novo Mundo. Em camundongos, quando injetados com a
saliva de L. longipalpis, a infeccao por L. braziliensis foi significativamente maior.
Esta observacao foi realizada através da medida do tamanho da lesdo, da carga
parasitaria e do curso da infeccdo. Em camundongos tratados com a saliva, as
lesGes progrediram para uma acumulacdo extensiva de macréfagos parasitados,
persistindo por toda a vida dos camundongos (Samuelson et al. 1991, Lima & Titus
1996, Donnelly et al. 1998). Em L. amazonensis, este efeito € evidente tanto em
camundongos BALB/C quanto em CBA. Em animais tratados com a saliva, as lesdes
sdo maiores e contém uma maior quantidade de parasitas, no entanto, ndo ha
nenhuma mudanca na taxa de infeccdo ou no desenvolvimento intracelular do
parasito em macrofagos do hospedeiro (Theodos et al. 1991, Norsworthy et al. 2004).
Células de linfonodos de camundongos tratados com saliva produziram mais IL-4 e
IL-10, mas ndo houveram diferencas na producéo de outras citocinas como a IL-2,
IL-6, TNF-a e IFN-y (Norsworthy et al. 2004).

Embora os trabalhos citados acima demonstrem o significativo papel da saliva
de flebotomineos na transmissdo e no curso da parasitose em varias espécies de

Leishmania, todos os resultados acima mencionados nao refletem as condigdes
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naturais, uma vez que L. longipalpis ndo € um vetor natural de L. major, L.
braziliensis, nem de L. amazonensis, mas sim de L. infantum. A inoculacéo
simultanea de L. infantum com extrato de glandula salivar de L. longipalpis também
aumenta a infectividade do parasito em camundongos (Warburg et al. 1994). Por
outro lado, a saliva de L. longipalpis ndo melhora a infeccdo experiemental de L.
infantum em cédes (Paranhos et al. 1993, Paranhos-Silva et al. 2003). Além disso, a
adicdo de extrato de glandula salivar do vetor ndo leva a deteccdo precoce de
amastigotas no baco ou a um aumento da carga parasitaria em 0Orgaos internos
(Paranhos-Silva et al. 2003).

A saliva de L. longipalpis afeta a ativacdo do complemento, a proliferacéo de
células T, e varias funcbes de células apresentadoras de antigenos (por exemplo:
monaocitos, macréfagos e células dendriticas) (Fig. 5). As células do sistema
imunolégico mais estudadas em termos de imunomodulacdo pela saliva de
flebotomineos sdo as células apresentadoras de antigenos. Nessas células, a
saliva/maxadilan modula a secrecdo de varias citocinas e altera a expressao de
moléculas co-estimulatérias (Rohousova & Volf 2006). Em mondcitos humanos
tratados com lipopolissacarideos (LPS), a saliva diminui a expressdo de CD80 e
aumenta a expressdo de CD86 e HLA-DR. Em macré6fagos, hA um aumento na
expressdo de CD80 e HLA-DR, mas sem alteracdo na expresséao de CD86. A adicéo
de saliva durante a geracdo de células dendriticas leva a uma diminuicdo na
expressédo de CD80, CD86, HLA-DR e CDla. No entanto, a intensidade de efeitos
estimulatérios e inibitérios varia dependendo do individuo (Costa et al. 2004). Essas
mudancas na expressao de moléculas co-estimulatérias podem alterar a ativacdo e

resposta de células T (Rohousova & Volf 2006).
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Figura 5. Efeitos da saliva do Lutzomyia longipalpis no hospedeiro vertebrado (Modificado de Andrade
et al. 2007)

Outro efeito da saliva de L. longipalpis bem como para o maxadilan sozinho é
a modulacdo na proliferacdo de células T. A saliva é capaz de suprimir
completamente a resposta proliferativa de células T. O mecanismo do efeito inibitorio
ainda ndo estd bem definido, no entanto, os resultados sugerem que a
saliva/maxadilan afeta tanto as células apresentadoras de antigeno quanto as células
T. O peptideo pode inibir a ativacdo de células T ao nivel de sinais co-estimulatorios
ou por supressao prévia de IL-2 (Qureshi et al. 1996; Titus 1998; Costa et al. 2004).

No que diz respeito a ativacdo do complemento, Cavalcante e colaboradores
(2003) demonstraram que tanto a saliva de L. longipalpis quanto de L. migonei
inibem a via classica de ativacdo do complemento, porém, apenas a saliva de L.
longipalpis inibe a via alternativa também. A molécula inibidora da via classica
presente na saliva de L. longipalpis € uma proteina termo-estavel de 10-30 kDa
(Cavalcante et al. 2003). Alguns componentes do sistema complemento sdo serino

proteases, portanto, uma das moléculas com atividade anti-complemento poderia ser

21



um inibidor de serino proteases, encontrado na biblioteca de cDNA de saliva de L.
longipalpis (Valenzuela et al. 2004; Rohousova & Volf 2006).

Supondo que os inibidores do complemento podem proteger alguns
patdgenos, é razoavel inferir que os anticorpos do hospedeiro dirigidos contra esses
inibidores, inativando-os, poderiam comprometer o desenvolvimento desses
patégenos. No entanto, a atividade inibitéria do complemento encontrada na saliva
de varios insetos hematofagos e vetores de diferentes agentes etiolégicos, poderia
estar diretamente envolvida na modulacéo da resposta imune humoral.

E conhecido que mesmo antigenos sollveis, quando opsonizados com C3b,
séo de 10 a 100 vezes mais eficientes na indugéo da resposta humoral que quando
nao opsonizados (Colomb et al. 1996). A presenca de inibidores salivares capazes
de atuar na ativacdo do sistema do complemento pode reduzir consideravelmente a
quantidade de antigenos salivares opsonizados com C3b e, consequentemente,
afetar a apresentacdo desses antigenos ao sistema imune do hospedeiro.
Consequentemente, esses hospedeiros seriam menos eficientes para realizar uma
resposta imune contra proteinas salivares, preservando as atividades que sé&o

necessarias para um repasto sanguineo normal (Barros et al. 2009).

1.5.4. A saliva de flebotomineos na protecédo do hospedeiro vertebrado

Titus e Ribeiro (1988) foram os primeiros a demonstrar o efeito da saliva de
flebotomineos na exacerbacao da infeccédo por Leishmania. Usando como modelo L.
major e saliva de L. longipalpis, inocularam de 10 a 100 parasitos em fase
estacionéria de crescimento com 10% do extrato de uma glandula salivar na pata de
camundongos, observando um aumento no tamanho das lesdGes -cutaneas
resultantes de 5 a 10 vezes maiores que nos controles. Além disso, essas lesbes
continham cerca de 5 000 vezes mais parasitos que nos controles.

A interacdo saliva, sistema imune e Leishmania comporta-se de forma
contraditoria. Embora a saliva de flebotomineos tenha demostrado um importante

papel no processo de transmissdo do parasito, favorecendo a infec¢do, a saliva
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também pode desempenhar um papel na prote¢céo contra a infeccdo em hospedeiros
vertebrados previamente imunizados contra a saliva do vetor. As proteinas salivares
do flebotomineo sdo inoculadas no local de deposicdo do parasito durante a
transmissao pela picada. Assim, as proteinas salivares que influenciam na imunidade
do hospedeiro podem potencialmente ter consequéncias sobre o curso da infeccao.

Esta hipétese tem sido confirmada através do estudo em roedores. Nestes
animais, a imunizacdo com a saliva de flebotomineos conferiu protecéo tanto para a
forma visceral quanto para a forma tegumentar da leishmaniose. Esta protecao foi
associada com o desenvolvimento da imunidade celular na forma de uma resposta
de hipersensibilidade tardia e presenca de IFN-y no local da picada dos
flebotomineos (Kamhawi et al. 2000, Oliveira et al. 2008).

Até o momento, existem poucos dados disponiveis sobre a resposta imune
celular contra a saliva de flebotomineos em cées e seu papel na protecdo contra a
LVC. Collin e colaboradores (2009), utilizando um numero variado de proteinas
salivares de L. longipalpis, observaram a indugao de forte imunidade celular em
cdes. A imunizagcdo com essas moléculas induziu a producdo de altos niveis de
anticorpos 1gG2 e de IFN-y. Apés o desafio com insetos infectados ou néo infectados,
cdes imunizados desenvolveram uma resposta celular no local da picada
caracterizada por infiltracéo linfocitica e elevada expressédo de IFN-y e IL-12. Além
disso, a estimulacao in vitro de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
com o extrato de glandulas salivares resultou na reducdo da infeccdo em
macréfagos. Dessa forma, em individuos previamente sensibilizados com antigenos
salivares, certas proteinas da saliva podem funcionar como potentes imundgenos
obrigatoriamente co-depositados com parasitos durante a transmissdo. Portanto, a
inclusdo dessas proteinas em uma vacina anti-Leishmania poderia estimular o
desenvolvimento de uma imunidade protetora apdés a picada de flebotomineos
infectados (Collin et al. 2009).

Giunchetti e colaboradores (2008), na busca de uma vacina contra a LVC,
avaliaram a acdo de um candidato a vacina composto por proteinas de
promastigotas de Leishmania e extrato de glandula salivar de L. longipalpis contendo

o adjuvante saponina. O canditado a vacina induziu forte resposta do sistema imune
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humoral de cdes em relacdo a saliva e as proteinas do parasito. A andlise
imunofenotipica mostrou um aumento de células B CD21 e células T CD5
circulantes, refletida pela maior contagem de células TCD4 e CD8. A interacéo
observada entre as células apresentadoras de antigenos e o grau de ativacdo dos
linfécitos indicaram uma possivel relacdo entre as respostas imunes do tipo inata e
adaptativa. A elevacéo na frequéncia de linfécitosT CD8+ especificos para L. chagasi
associada a intensa proliferacéo celular, além da elevacao progressiva dos niveis de
oxido nitrico no soro, apresentaram um perfil compativel para o seu uso como uma

potencial vacina anti-LVC.
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2. JUSTIFICATIVA

Na infeccdo por Leishmania, a saliva do vetor tem um importante papel na
transmissao do parasito, modulando a resposta imune do hospedeiro em diferentes
niveis. Embora a inibicdo do complemento pela saliva ndo seja completa, a presenca
de inibidores do complemento na saliva de L. longipalpis possivelmente é de grande
relevancia na transmissdo das promastigotas para o hospedeiro vertebrado, assim
como das formas amastigotas aos flebotomineos no momento do repasto sanguineo.

A exposicdo dos parasitos aos fatores liticos do complemento presentes no
sangue, se nao fosse a existéncia de componentes inibidores presentes na saliva,
poderia impossibilitar o sucesso da transmissdo desses parasitos tanto ao vetor
como ao hospedeiro vertebrado. No momento do repasto, o vetor coloca as
amastigotas em contato com componentes do complemento presentes no sangue.
Na auséncia de inibidores salivares, a acao litica do complemento mataria essas
amastigotas no intestino dos insetos, e assim estes nao se infectariam. Embora mais
resistentes ao complemento, as metaciclicas poderiam também se beneficiar dos
inibidores no local da picada, pois estariam expostas ao sangue até que fossem
fagocitadas. Por sua vez, a opsonizacdo dos parasitos pelo componente C3b do
complemento, embora ndo seja suficiente para disparar a montagem do MAC,
causando a lise do parasito, € de grande relevancia por facilitar a sua fagocitose
pelos macrofagos, favorecendo a manutencao do parasito no hospedeiro vertebrado.

Embora existam muitos trabalhos na literatura envolvendo a interacdo da
Leishmania com o complemento humano, pouco se sabe sobre a interacdo entre o
parasito e a resposta imune no cédo, e como a Leishmania se comporta frente aos
fatores liticos do soro do hospedeiro na presenca ou ndo de componentes salivares

do inseto vetor.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a agdo do complemento humano e canino sobre formas
promastigotas de Leishmania infantum e a acdo protetora da saliva de
Lutzomyia longipalpis sobre o parasito.

3.2. Objetivos especificos

Estudar a cinética de lise das formas promastigotas de L. infantum em
fase estaciondria de desenvolvimento em contato com o soro humano
normal, em vérias diluicdes diferentes, na presenca ou ndo de saliva de

L. longipalpis.

Estudar a cinética de lise das formas promastigotas de L. infantum em
fase estacionaria de desenvolvimento em contato com o soro de cées

normais e infectados, na presencga ou néo de saliva de L. longipalpis.

Investigar comparativamente a deposicdo de C3b na membrana
plasmatica de formas promastigotas de L. infantum na presenca ou nao
de saliva de L. longipalpis por meio de imunofluorescéncia indireta

Estimar a quantidade de proteina salivar liberada durante uma picada e

relacionar esta quantidade com a quantidade de complemento presente

no sangue ingerido.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Parasitos

Os parasitos utilizados neste estudo foram L. infantum
(MHOM/BR/1972/BH46). Esta cepa foi isolada de paciente humano infectado e é
mantida no Laboratério de Imunologia e Genbmica de Parasitos — Departamento de
Parasitologia — UFMG. As formas promastigotas foram cultivadas em meio de cultura
Grace’s Insect Médium (Sigma: G9771) pH 6,5. O meio de cultura foi suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. Os parasitos eram acondicionados em garrafas acrilicas estéreis e
descartaveis, e mantidos a uma temperatura de 23+1°C em estufa B.O.D. Os
parasitos utilizados nos experimentos eram provenientes de cultura no final da fase
estacionaria de desenvolvimento. Com o objetivo de se usar parasitos com maior
poder de infeccdo, exibindo um maior nivel de expressdo de fatores de auto-
protecdo, foi padronizado o uso de parasitos até a sexta passagem em meio de
cultura. Sendo assim, ultrapassado o numero limite de passagens no meio, as
leishméanias foram inoculadas em hamsters para posterior isolamento e utilizacdo nos

experimentos.
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Figura 6. Curva de crescimento de L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46) em Grace’s Insect Medium
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4.2. Flebotomineos Lutzomyia longipalpis

Os flebotomineos L. longipalpis utilizados para a realizacdo dos experimentos
sédo oriundos da cidade de Teresina, Piaui, Brasil. Os insetos foram mantidos em
colbnia fechada no Laboratorio de Fisiologia de Insetos Hematéfagos - Departamento
de Parasitologia — UFMG sob as seguintes condi¢fes: 25+2°C de temperatura e 60-
80% de umidade relativa como descrito por Modi & Tesh (1983), com algumas

modificacdes.

4.3. Extracéo de saliva

Baseando-se na metodologia empregada por Cavalcante e colaboradores
(2003), para a extracdo das glandulas salivares foram utlizadas fémeas de
flebotomineos L. longipalpis de trés a cinco dias de fase adulta e alimentadas apenas
com solucdo de sacarose a 30%. Com o auxilio de alfinetes entomologicos e sob
uma lupa, as glandulas foram dissecadas em solugéo tampao HEPES/NaOH 40mM
em NaCl 0,7% pH 7,4 e em seguida foram transferidas para um microtubo contendo
0 mesmo tampéo, sendo mantidas em recipiente com gelo. Foi mantida a proporcéo
de 5uL do tampéo para cada acino de glandula salivar. As glandulas foram lisadas
por sonicacao durante 10 segundos e depois centrifugadas a 10.000 RPM a 4°C por
5 minutos, coletando-se o sobrenadante.

4.4. Colheita e estocagem do soro

Um “pool” de soro humano foi obtido através da colheita de sangue de 10
doadores voluntarios e saudaveis, com idade entre 20 e 30 anos e residentes no
municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais. O sangue total destes doadores foi
coletado em tubos sem anticoagulante e apds a coagulacao foi centrifugado durante
10 minutos a 1500g a temperatura ambiente. Apds a obtencéo do soro de cada
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doador, eles foram misturados, aliquotados e mantidos em freezer a -80°C até o
momento do uso.

Um “pool” do soro de cinco cées sintomaticos, naturalmente infectados por L.
infantum e outro “pool” de cinco cdes saudaveis foram preparados seguindo a
metodologia descrita para o soro humano. A infeccdo nos céaes foi confirmada por
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), com positividade numa titulagcado de

1:40, ELISA e exame parasitologico de puncao de medula.

4.5. Avaliagdo da lise pelo complemento em Leishmania infantum por

citometria de fluxo

4.5.1. Preparo dos parasitos

Em microtubos, foram adicionados 1000uL de cultura de L. infantum em fase
final da curva de crescimento (a partir de 5 dias apds o ultimo repique). As
promastigotas foram lavadas duas vezes por centrifugacdo e ressuspendidas em
solucéo tampdo HEPES/NaOH 40mM em NaCl 0,7% pH 7,4. Apos a ultima lavagem
as células foram ressuspendidas em 1000 uL do mesmo tampédo. Em seguida, foi
retirada uma aliquota de 100uL da suspenséao de células para realizar a contagem na
Céamara de Neubauer. ApGs a contagem, a concentracdo da suspensdo de células foi
ajustada adicionando solu¢do tampao HEPES/NaOH 40mM em NaCl 0,7% pH 7,4
até as concentracdes de 4x10° células/mL, nos experimentos com saliva, e 2x10°

células/mL, nos experimentos sem saliva.

4.5.2. Cinética de lise das formas promastigotas em contato com o0 soro do
hospedeiro

A avaliacdo da lise pelo complemento foi realizada com trés tipos de soro

(humano normal, cdo normal e cdo doente) em triplicata. Nos experimentos com

auséncia de saliva de L. longipaplis, microtubos contendo 10uL de solug&o de iodeto

29



de propideo (0,01mg/mL) e volumes variaveis de solucdo salina 0,9% e de soro do
hospedeiro foram pré-incubados a uma temperatura de 37°C por 5 minutos. O iodeto
de propideo penetra nas células e ndo é eliminado pela membrana em células
mortas. Uma vez dentro das células mortas, o corante se intercala ao DNA,
tornando-o fluorescente. O volume de soro adicionado aos microtubos foi variavel
para cada um deles. Este soro foi diluido nas propor¢des de 2, 5 e 10% do volume
total em cada microtubo, que foi de 200ul, apds a adicdo de 100ul da suspenséo de
células na concentracdo de 2x10° células/ml (tempo zero). A partir dai, aliquotas de
20ul foram retiradas nos tempos: 30 seg, 1,5 min, 3 min, 4,5 min e 6 min e foram
transferidas para tubos especificos (tubos FACS) contendo 180pul de solucdo salina
0,9% e levados ao citdmetro de fluxo para avaliagdo da ocorréncia da morte celular.
Nos experimentos com presenca de saliva de L. longipalpis, a metodologia
empregada foi semelhante a descrita anteriormente, porém a concentracdo da
suspensdo de células foi de 4x10° promastigotas/ml e o seu volume a ser adicionado
foi reduzido para 50ul. Além disso, os microtubos foram preparados em triplicatas,
pois para cada diluicdo especifica do soro (2, 5 e 10%), foi adicionado 50ul do extrato
de glandula salivar contendo o equivalente a 2, 4 e 8 &cinos, respectivamente. A

analise dos dados foi feita utilizando o software BD CellQuest Pro.

Soro do hospedeiro

lodeto de propideo (IP)

Salina 0,9% Pré-incubados a 37°C
Saliva (ou nao)

4l

Tempo zero (To)

Retirada de aliquotas
|:> (30 seg / 1,5min / 3min / 4,5min / 6min)

4

salina 0,9%
LEITURA NO CITOMETRO DE FLUXO
Figura 7. Representacdo esqueméatica do ensaio de lise de promastigotas de L. infantum pelo

complemento na presenca (ou ndo) de extrato de glandula salivar de L. longipalpis
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4.6. Avaliacdo da fixagcdo do componente C3b do complemento a membrana

plasmética de Leishmania infantum por reacdo de imunofluorescéncia

Com base na metodologia proposta por Mosser e Edelson (1984), a técnica de
microscopia de imunofluorescéncia foi realizada para avaliar a ligacdo do
componente C3b a superficie dos parasitos sensibilizados com o soro do hospedeiro.
Este estudo foi realizado na presenca ou ndo de extrato de glandulas salivares de L.
longipalpis. Foi utilizado como controle o soro inativado de cada hospedeiro, e esta
inativagdo foi feita por meio do aguecimento do mesmo em banho de agua a 56°C
durante 30 minutos.

O preparo dos parasitos utilizados na realizacdo destes experimentos foi
realizado de forma semelhante a descrita no item 4.5.1. Para cada amostra
separadamente, 5x10° parasitos, suspensos em 100yl de solucdo tampao
HEPES/NaOH 40mM em NacCl 0,7%, foram incubados durante 30 minutos a 37°C
com o soro do hospedeiro, na presenca ou nao de saliva de L. longipalpis. A diluicéo
do soro foi de 5% e a quantidade de &cinos utilizados foi de 8 &cinos. Apds a
incubacéo, os parasitos sensibilizados foram lavados duas vezes por centrifugacao e
ressuspensao em tampéao fosfato salino (PBS) pH 7,2. Foram entdo ressuspensos
em 100ul de PBS contendo 1% de albumina bovina (BSA). Uma diluicdo de 1/100 de
anticorpo anti-C3 humano produzido em coelho ou de anticorpo anti-C3 canino
produzido em cabra foi adicionado e incubado por 30 minutos a 37°C sob agitacéo.
Em seguida, os parasitos foram novamente lavados 2 vezes em PBS e ressuspensos
em 100ul de solucédo de Azul de Evans em PBS (0,2 mg/ml) contendo anticorpo anti-
IgG de coelho produzido em cabra e conjugado com fluoresceina (para soro
humano), ou anticorpo monoclonal anti-lgG de cabra produzido em rato e conjugado
com fluoresceina (para soro de cao), ambos numa diluicdo de 1/4000. Ap6s uma
nova incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente, sob agitacéo e protegidos da
luz, foram novamente lavados 2 vezes em PBS e ressuspensos em 50ul de PBS
contendo 20% de glicerina. Os parasitos foram entdo transferidos para laminas e
levados para leitura em microscopio de imunofluorescéncia (comprimento de onda de

520nm), onde foram fotografados e avaliados quanto a intensidade de marcacéo de

31



C3b na membrana plasmatica. Esses experimentos foram realizados em triplicata e
repetidos 3 vezes.

4.7. Quantificagdo de proteinas salivares em extrato de glandulas salivares de
L. longipalpis

Um grupo de insetos adultos foi transferido para gaiolas de tecido logo apos a
emergéncia dos mesmos. Nessas gaiolas, desde o inicio, machos e fémeas
receberam alimento a base de carboidratos, como descrito no item 4.3. Todos o0s
dias, a partir do primeiro e até o quinto dia apdés a emergéncia dos adultos, foi
retirado um grupo de 10 fémeas, as quais foram dissecadas para a extracao de suas
glandulas salivares, sendo que no terceiro, quarto e quinto dias, também foi retirado
um grupo de mais 10 fémeas, as quais realizaram repasto sanguineo em hamster
anestesiados (Tiopental sédico: 60mg/Kg). Logo apds o término do repasto, essas
fémeas também foram dissecadas para a extracdo de suas glandulas salivares.
Seguindo a metodologia descrita no item 4.3, as glandulas foram dissecadas em 40ul
de solucdo tampdo HEPES/NaOH 40mM em NacCl 0,7%, mantidas em microtubo e
congeladas a -80°C até o momento do uso. Para promover o total rompimento dos
acinos das glandulas salivares, momentos antes do uso, cada microtubo sofreu uma
sequéncia de pipetagens por aproximadamente 15 segundos e em seguida foram
centrifugados a uma velocidade de 10.000 RPM a 4°C durante 5 minutos.

A quantificacdo de proteinas salivares totais para cada grupo de 10 fémeas
(20 acinos) foi determinada seguindo uma curva padrdo de concentracdo de
albumina bovina, como descrito por Bradford (1976). Para a leitura das amostras, foi
utilizada uma placa de cultura de 96 pocos e as amostras de cada tratamento foram
distribuidas em duplicata. Esta leitura foi realizada em leitor de micro-placas sob
temperatura ambiente e utilizando-se um comprimento de onda de 595 nm. Trés

dosagens independentes foram realizadas.
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4.8. Andlises estatisticas

Para a analise estatistica dos dados gerados neste estudo foi utilizado o
software GraphPad Prism 5 (GraphPad Inc, EUA). Para verificar se houve
distribuicdo Gaussiana dos dados, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Na
comparacdo entre dois grupos, foi utilizado o teste T student para os dados
paramétricos e o teste de Mann-Whitney para os dados ndo parameétricos. Na analise
entre 3 ou mais grupos, foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni para os
dados paramétricos e Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn’s para os dados nao
paramétricos. Além destes, o teste de Grubbs foi utilizado para detectar a presenca
de possiveis “outliers” nas amostras. Todos o0s testes foram considerados

significativos quando apresentaram um valor de P <0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Cinética de lise em promastigotas de L. infantum por fatores do soro humano

normal

Na avaliacdo da atividade litica pelo complemento utilizando o SHN, a
suscetibilidade das formas promastigotas mostrou-se dependente da concentracéo
do soro do hospedeiro. Sob nossas condicbes experimentais, a atividade litica nas
células mostrou-se presente apenas ap0s o tempo de 1 minuto e meio de incubacao,
permanencendo crescente até os 6 minutos (Figura 8). Para todas as concentracfes
do soro utilizadas, a partir dos 6 minutos a porcentagem de morte celular manteve-se
constante até os 12 minutos de incubacgéo das células (dados ndo mostrados).

O uso de SHN a 2% nao demonstrou nenhum efeito litico significativo sobre as
formas promastigotas de Leishmania, tendo a porcentagem de morte celular
permanecido praticamente constante (3-8%) até os 6 minutos de incubacdo com o

soro do hospedeiro (Fig. 8).

—— Soro 10 %
—— Soro 5%
- Soro2 %
-=- Soro Inativado

Morte celular (%)

c 1 = 1 I I I

o 1 2 3 4 5 6
Tempo (min)

Figura 8. Cinética de lise pelo complemento humano em promastigotas de L. infantum em fase
estacionaria de desenvolvimento, empregando-se soro humano em diferentes

concentracdes, na auséncia de extrato de glandula salivar de L. longipalpis
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Nos ensaios onde foi envolvida a participacdo de EGS de L. longipalpis, foram
observados diferentes niveis de inibicdo da lise das promastigotas na presenca de
saliva. Esta inibicAo mostrou-se dependente tanto da concentracdo do soro como da
concentracdo de EGS utilizada em cada tratamento.

Quando foi utilizado SHN a 10%, a atividade litica do complemento humano foi
observada a partir de 1 minuto e meio de incubacao, e quase 60% das promastigotas
apresentaram-se mortas apos os 6 minutos de incubacdo com o soro (Fig. 9). Nesta
concentracdo de soro (10%), a adicdo de EGS n&do mostrou-se eficiente na protecéo
das células contra a acdo do complemento, néo interferindo nem na velocidade do
processo litico e nem na porcentagem final de morte apés os 6 minutos (ANOVA,

ns).

100+
— Soro 10% + 8ac
S 804 —— Soro 10% + 4ac
< — Soro 10% +2ac
3§ 60 -- Soro 10%
o 40
g
o4
0

Tempo (min)

Figura 9. Cinética de lise pelo complemento humano em promastigotas de L. infantum em fase
estaciondria de desenvolvimento, utilizando soro a 10%, empregando-se quantidades

diferentes de extrato de glandula salivar de L. longipalpis

No uso de SHN a 5%, a acdo do complemento sobre a lise das células
também ficou evidente a partir de 1 minuto e meio de incubagdo com o soro, e com
valores crescentes de morte celular até o tempo de 6 minutos. Nessa concentragdo
de soro, a adicdo de EGS mostrou-se bastante eficiente na protecdo das

promastigotas, apresentando uma resposta dose dependente (Fig. 10).
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Figura 10. Cinética de lise pelo complemento humano em promastigotas de L. infantum em fase
estacionaria de desenvolvimento, utilizando soro a 5%, empregando-se quantidades
diferentes de extrato de glandula salivar de L. longipalpis

A analise realizada apenas do tempo final de incubacdo das amostras (6
minutos) mostrou que, comparado ao tratamento sem saliva, foi observado uma
significativa reducédo da morte celular utilizando o soro a 5% com EGS referente a 8
acinos salivares (Kruskal-Wallis. p=0.04). Por outro lado, tal reducdo néo foi
observada utilizando menores concentracbes de saliva e nem com soro a 10%,

mesmo utilizando o valor mais alto de EGS (Fig. 11).

1

Morte celular (%
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Figura 11. Comparacéo da atividade litica de formas promastigotas de L. infantum pelo complemento
humano em funcéo da concentracao do soro e da quantidade de extrato de glandula salivar
de L. longipalpis considerando o tempo final de 6 minutos (* representa diferencga estatistica
entre as porcentagens de morte celular na presenca e auséncia de extrato de glandula

salivar de L. longipalpis. Kruskal-Wallis. p< 0,05)
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5.2. Cinética de lise em promastigotas de L. infantum por fatores do soro de caes

infectados e ndo

infectados

A avaliagdo da morte celular de Leishmania infantum por fatores do

complemento de caes infectados e nédo infectados mostrou grande resisténcia das

formas promastigotas

ao soro destes animais. Em ambos os grupos, o soro a 10%

nao foi capaz de causar uma morte significativa dos parasitos numa incubacado de

até 6 minutos. Nessa condicéo nao foi observada diferenca significativa comparando-

se os tratamentos com soro a 10% aos grupos controle contendo soro inativado a

10% (Fig. 12 e 13).

100+

Morte celular (%)

Soro inativado
—— Soro 10%

Figura 12. Cinética de lise

em promastigotas de L. infantum em fase estacionaria de desenvolvimento

pelo complemento de cées néo infectados utilizando soro & 10%
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Figura 13. Cinética de lise

em promastigotas de L. infantum em fase estacionaria de desenvolvimento

pelo complemento de cées infectados por L. infantum utilizando soro a 10%
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5.3. Avaliacdo qualitativa da ligacdo do componente C3b na membrana plasmatica

de L. infantum

Na avaliacdo com o soro humano normal, a ligacdo do componente C3b na
membrana plasmatica das células foi positiva quando estas eram incubadas com o
soro a 5% tanto na presenca como na auséncia de extrato de glandulas salivares
de L. longipalpis. Esta ligagao foi confirmada pela positividade na fluorescéncia das
células quando submetidas aos tratamentos. Nao foi observada fluorescéncia nas
células do grupo controle, o qual consistiu de parasitos incubados com o soro
humano normal inativado (Fig. 14C). O protocolo utilizado também néo permitiu a

observacédo de variacdes na intensidade de fluorescéncia entre os tratamentos.

Figura 14. Avaliacdo da ligacdo do componente C3b do soro humano normal a 5% na membrana

plasmatica de L. infantum na presenca (A), na auséncia de saliva (B) e utilizando soro

inativado (C). Aumento de 40X.
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Como descrito no item 5.2, embora ndo tenha sido observada suscetibilidade
dos parasitos frente ao soro de cées infectados e nao infectados, a avaliacdo da
ligacdo do componente C3b do soro desses animais foi positiva. A fluorescéncia foi
positiva nas ceélulas sensibilizadas tanto com o soro de animais infectados (Fig.
15A) quanto com o de ndo infectados (Fig.16A). Assim como no soro humano
normal, esta fluorescéncia ndo foi observada nas células incubadas com os soros

inativados desses animais (Fig. 15B e 16B).

Figura 15. Avaliacdo da ligacdo do componente C3b do soro de cées infectados na membrana
plasmatica de L. infantum utilizando soro a 5% (A) e soro inativado a 5%(B). Aumento de
40x.

Figura 16. Avaliacdo da ligacdo do componente C3b do soro de cdes néo infectados na membrana
plasmatica de L. infantum utilizando soro a 5% (A) e soro inativado a 5%(B). Aumento de
40X.
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5.4. Quantificacdo de proteinas salivares totais

O valor referente a quantidade de proteinas salivares totais nos grupos de
fémeas de flebotomineos alimentadas apenas com carboidratos (n=10) sofreu um
aumento significativo do primeiro ao terceiro dia de fase adulta, ndo tendo sido
observadas diferencas significativas entre os valores referentes ao terceiro, quarto
e quinto dias (Fig. 17). O valor médio observado foi de aproximadamente 0,8 ug de
proteina para um grupo de 5 pares de glandulas, ou seja, 10 acinos (0,16 ug/
fémea) no primeiro dia apdés a emergéncia dos adultos, passando para
aproximadamente 2,2 pg (0,44 ug/ fémea) no terceiro dia.

3,00 -

2,50 A

2,00 A
1,50 A
1,00
0,50 -J
0,00 A T T T T
1 2 3 4 &

Tempo (dias apds emergéncia)

Concentragdo de protelnas
(ugM0 acinos)

Figura 17. Concentracdo de proteinas em extrato de glandula salivar de L. longipalpis de acordo
com a idade

Comparando-se insetos da mesma idade, os grupos de fémeas que
receberam o repasto sanguineo em hamster anestesiado (n=10) apresentaram
significativa reducao (~ 44 - 60%) na quantidade de proteinas totais apds o repasto.
N&o houve diferenca significativa entre os valores encontrados do terceiro ao quinto
dia ap6s a emergéncia, tanto no grupo de fémeas sem repasto quanto no grupo
gue realizaram repasto sanguineo (ANOVA, ns) (Fig. 18). Tracando-se uma média

entre os valores encontrados do terceiro ao quinto dia apos a emergéncia, foi
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observada uma reducdo média de aproximadamente 52% na quantidade de
proteinas salivares totais apés o repasto sanguineo (Fig.19).
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Figura 18. Concentracdo de proteinas em extrato de glandula salivar de L. longipalpis de acordo
com a idade e dieta das fémeas
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Figura 19. Valor médio da concentragdo de proteinas em extrato de glandula salivar de L. longipalpis

em fémeas de 3 a 5 dias de emergéncia com e sem repasto sanguineo
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6. DISCUSSAO

A transmissao de Leishmania aos seus hospedeiros vertebrados ocorre no
momento em que fémeas infectadas com o parasito realizam o repasto sanguineo.
Durante este processo, 0 contetdo das glandulas salivares € injetado junto com as
promastigotas de Leishmania na pele do hospedeiro (Titus & Ribeiro 1988). Os
mecanismos envolvidos nessa transmissao, 0s quais incluem fatores intrinsecos dos
parasitos assim como as variadas combinagfes especificas entre estes e o vetor,
continuam a ser alvos de uma série de debates.

Em contato com o soro humano normal (SHN), as promastigotas de
Leishmania disparam a ativacéo do sistema complemento e a opsonizagdo por C3b
(Mosser & Brittingham 1997). Para que ocorra o sucesso ha infeccdo de seus
hospedeiros, o parasito deve escapar dos efeitos citoliticos do complemento.
Portanto, a identificacdo dos mecanismos que determinam a opsonizacdo das
promastigotas poderia contribuir para o entendimento do processo de evasdo do
parasito as estratégias de defesa do hospedeiro vertebrado.

No SHN, a ativacdo do complemento e o mecanismo de opsonizagcdo das
promastigotas sdo alvos de controvérsias. Alguns estudos indicam que as
promastigotas ativam a via classica do complemento (Dominguez & Torafio 1999;
Navin et al. 1989), embora a maioria afirme que a ativacdo do complemento pela
Leishmania é independente de anticorpo, ou seja, € mediada pelas vias alternativa
ou das lectinas (Mosser & Edelson 1984; Mosser et al. 1986). Com o objetivo de
esclarecer este mecanismo de ativacdo, Dominguez e colaboradores (2002)
estudaram aspectos variados envolvendo a interacdo de quatro diferentes espécies
de Leishmania com os fatores do complemento presentes no soro humano, e
observaram que no SHN as promastigotas ativam as vias classica e alternativa
simultaneamente.

A capacidade da saliva em interferir com o sistema complemento tem sido
observada em diversos grupos de artropodes hematodfagos, incluindo carrapatos
(Valenzuela et al. 2000) e insetos como triatomineos e mosquitos (Barros et al.
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2009). Em flebotomineos, Cavalcante e colaboradores (2003) utilizando como
modelo extrato de glandulas salivares de fémeas de L. longipalpis provenientes dos
municipios de Teresina e Abaetetuba, nos estados brasileiros do Piaui e Para,
respectivamente, e fémeas de L. migonei provenientes da Venezuela, observaram
que a saliva de L. longipalpis das duas localidades foi capaz de inibir tanto a via
cldssica como a via alternativa do complemento humano, na mesma intensidade. Por
outro lado, a saliva de L. migonei inibiu apenas a via classica do complemento, nao
tendo nenhum efeito significativo sobre a via alternativa.

O efeito litico do soro sobre promastigotas e amastigotas de véarias espécies
de Leishmania também tem sido avaliado (Hoover et al. 1984; Dominguez et al.
2002; Moreno et al. 2007), porém nenhum dos trabalhos anteriores avaliou a
suscetibilidade desses parasitos aos fatores do complemento do hospedeiro na
presenca da saliva do vetor, a qual ja foi demonstrado possuir relevante importancia
no processo de transmissao do parasito.

A suscetibilidade das formas promastigotas de Leishmania mostrou ser
dependente da concentracdo do soro e o processo de lise celular apresentou-se de
forma bastante acelerada, visto que na maior concentragcdo de soro (10%),
aproximadamente 50% dos parasitos ja haviam sido mortos no tempo de 4 minutos e
meio. Estes resultados confirmam mais uma vez que, embora possam apresentar
uma certa resisténcia ao complemento do hospedeiro, as formas promastigotas de
Leishmania devem utilizar mecanismos bastante eficientes e mostrar uma resposta
bastante rapida no processo de evaséao do ataque do sistema imunoldgico.

Dominguez e colaboradores (2002) avaliaram a acéo litica do complemento
humano em 4 diferentes espécies de Leishmania: L. donovani Khartoum 1246
(MHOM/SD/43/124), L. amazonensis Maria (MHOM/Br/79/Maria), L. infantum PB75
(MHOM/Fr/LEM75) e L. major NIH 173 (MHOM/IR/-/173). Foram usadas
promastigotas provenientes de culturas axénicas em fase estacionaria de
desenvolvimento e a morte celular foi avaliada por citometria de fluxo utilizando SHN
a 50%. A cinética de lise em SHN mostrou uma grande variabilidade interespecifica
na porcentagem de morte celular, além de uma elevada suscetibilidade aos fatores

do complemento humano para as 4 espécies de Leishmania. Ao final de 3 minutos,
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apenas 15 e 10 % das promastigotas de L. major e L. amazonensis,
respectivamente, sobreviveram.

Moreno e colaboradores (2007), objetivando avaliar a resisténcia de formas
promastigotas de L. infantum provenientes do trato digestivo de fémeas de
Phlebotomus perniciosus, compararam a suscetibilidade ao complemento humano
desses parasitos com a de promastigotas provenientes de cultura axénica em fase
estacionaria de crescimento. Como resultado, observaram uma elevada morte
celular, com aproximadamente 90% dos parasitos mortos aos 3 minutos quando
incubados com o SHN a 50%, sem diferenca significativa na sensibilidade entre as
formas provenientes de cultura e aquelas isoladas do trato digestivo de
flebotomineos.

Grimm e Jenni (1993), também utilizando como modelo promastigotas de L.
infantum isoladas de P. perniciosus aos 14 dias poés-infeccdo e SHN a 12%,
observaram que aproximadamente 50% dos parasitos permaneceram viaveis apos 1
hora de incubacdo a 37°C. Esse resultado estd de acordo com os valores
encontrados no nosso estudo utilizando o SHN a 10%, que foi de aproximadamente
50% de morte aos 6 minutos, permanecendo constante até os 12 minutos (dados
nao mostrados). Em Leishmania, a suscetibilidade in vitro ao complemento humano
parece estar em funcdo da concentracdo do soro, pois apenas metade das
promastigotas foram mortas em 1 hora de incubacdo com soro a 12% (Grimm &
Jenni 1993), e quase todas foram mortas aos 3 minutos de incubag&o com o soro a
50% (Moreno et al. 2007).

A adicdo de extrato de glandula salivar de L. longipalpis embora ndo tenha
influenciado consideravelmente na protecdo das formas promastigotas de
Leishmania nos grupos de maior concentracdo do soro (10%), teve uma grande
contribuicdo na reducéo da morte celular no tratamento o qual se utilizou o soro a 5%
na presenca de extrato de glandula salivar referente a 8 acinos. Neste tratamento foi
observada uma reducao de aproximadamente 85% na morte celular comparado ao
tratamento sem saliva, utilizando-se a mesma concentracao de soro.

A concentracdo de proteinas salivares totais, em fémeas sem alimentacdo

sanguinea, aumenta a partir do primeiro dia apés a emergéncia dos adultos. Este
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valor apresentou um crescente aumento (aproximadamente 2,5 vezes) até o terceiro
dia, mantendo-se praticamente constante até o quinto dia. Na avaliacdo da
guantidade de saliva liberada durante o repasto sanguineo foi observada uma
reducdo de aproximadamente 50% na quantidade de proteinas totais ap0s o repasto.

Prates e colaboradores (2008), realizando um estudo quantitativo das
proteinas salivares em fémeas de L. longipalpis de acordo com a idade e dieta,
observaram valores consideravelmente mais elevados que aqueles observados no
nosso estudo, embora esta quantificacdo tenha seguido um padrdo de crescimento
semelhante. Esse valor consideravelmente mais alto encontrado por Prates e
colaboradores pode ser justificado pela maneira pela qual eles promoveram o
rompimento dos acinos das glandulas salivares, que consistiu no uso de um
sonicador. Desta forma, pode ter havido interferéncia de proteinas intracelulares, as
quais possivelmente ficaram suspensas apdés 0 rompimento das membranas
celulares no processo de sonicagéo.

A estimativa da quantidade de saliva liberada pelas fémeas no momento do
repasto sanguineo € um ponto de grande importancia para se avaliar quais seriam as
reais proporcdes de saliva e soro do hospedeiro nas condi¢cdes naturais, isto é
durante a picada num hospedeiro. Nos ensaios de lise pelo complemento humano,
embora a reducdo mais expressiva tenha sido na proporcédo de 5% de soro com 8
acinos, essa proporcao nao reproduz de forma fiel o que acontece naturalmente no
momento do repasto sanguineo num hospedeiro, sendo a quantidade de saliva
subestimada no nosso modelo experimental, pois a proporcéo de saliva utilizada foi
menor do que a lancada no local da picada em condigces naturais. Rogers e
colaboradores (2001) estimaram o volume de sangue ingerido por fémeas de L.
longipalpis durante o repasto em 1,6ul. Levando-se em consideragdo o hematdcrito
humano (~45%), o volume correspondente ao soro presente no repasto é de
aproximadamente 0,9ul. N6s determinamos que uma fémea lanc¢a no local da picada
durante o repasto 0 equivalente a mais ou menos a saliva presente em um acino
salivar (50% do conteudo dos dois &cinos). Portanto, a proporcdo natural de

saliva/soro é de 1 acino para cada 0,9 ul de soro. Assim, para 0s experimentos com

soro a 5% (10ul de soro em 200 pl) seria necessario o uso de pelo menos 11 acinos
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para mantermos a mesma propor¢ao. De acordo com nossos resultados mostrados
na Figura 8, mesmo utilizando uma quantidade relativa menor de saliva ainda
obtivemos uma significativa inibicdo de morte celular. Seguindo este raciocinio, nos
experimentos com soro a 10% deveriamos usar o equivalente a 22 acinos salivares
para obter o mesmo efeito. Isto explicaria porque nao obtivemos inibicdo do
complemento nestas condic¢des (Figura 9).

A busca por modelos experimentais mais fiéis ao modelo natural de
transmissdo de Leishmania € de grande relevancia para o entendimento da interagédo
entre o parasito, o vetor e o hospedeiro vertebrado. Desta forma, € fundamental que
além da proporcao entre saliva e soro (complemento) se leve em consideracdo a
guantidade de parasitos envolvidos na interacdo com o hospedeiro vertebrado. O
namero de formas promastigotas expostas a uma determinada concentracdo de soro
e saliva deve influenciar na eficiéncia com que o sistema do complemento vai atacar
0S parasitos levando-os a morte. Em nossos experimentos utilizamos apenas uma
concentracdo de parasitos para cada concentracdo de soro e saliva. Porém o
namero de parasitos normalmente regurgitados no local da picada (até 1000
promastigotas)(Rogers et al. 2004) deve ser levado em conta nos proximos
experimentos.

Diversos trabalhos vém demonstrando a participacdo de fatores presentes no
soro de pacientes naturalmente infectados no aumento da citotoxicidade pelo
complemento em parasitos do género Leishmania. Hoover e colaboradores (1985)
avaliaram a participacdo de anticorpos na eficiéncia de ativacdo da via classica.
Observaram um aumento consideravel da citotoxicidade em amastigotas de L.
donovani quando incubadas com o soro de pacientes naturalmente infectados e de
humanos sadios, comparados ao grupo controle incubado apenas com o soro de
humanos sadios.

A atividade litica em Leishmania é desencadeada principalmente pela ativacéao
da via alternativa do complemento, porém a participacdo de anticorpos especificos
anti-Leishmania, os quais apresentam-se em titulos elevados em infec¢des naturais
tanto em humanos como em cées, podem atuar diretamente na ativacdo da via

classica, exacerbando o efeito litico do complemento nessas células.
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Os caes domeésticos sdo o0s reservatorios de maior importancia na
epidemiologia da LV, sendo considerados a principal fonte de infeccdo para o vetor
nas regides urbanas e peri-urbanas (Costa-Val et al. 2007). No entanto, embora
exista uma variedade de trabalhos relacionados a suscetibilidade de promastigotas
ao complemento humano, ndo existem na literatura trabalhos relacionados a cinética
de lise e a sensibilidade desses parasitos aos fatores do complemento presentes no
soro de cées infectados e nédo infectados por Leishmania.

Nesta primeira avaliacdo da sensibilidade de formas promastigotas de L.
infantum aos fatores liticos do complemento presentes no soro de cées infectados e
nao infectados, diferentemente do que ocorre com o soro humano, observamos uma
elevada resisténcia dessas células numa concentracdo de 10% de soro, tanto para
animais saudaveis quanto para animais infectados. A forte resisténcia desses
parasitos a lise mediada pelo complemento canino, dessa forma, poderia explicar,
pelo menos em parte, a relativa vulnerabilidade dos cdes a LVC.

Embora praticamente todas as células tenham permanecido viaveis apés a
incubacdo com o soro canino por até 6 minutos, as formas promastigotas de L.
infantum sdo capazes de ativar o sistema complemento em cédes e opsonizar as
células do parasito com C3b. Nos ensaios de avaliagdo da opsonizacdo por C3b em
promastigotas, ndo observamos nenhuma diferenca aparente entre os resultados
com soro humano, de cdes doentes e de caes nao infectados. Em nossas condicfes
experimentais, a adicdo de extrato de glandula salivar ndo impediu a opsonizacéo
das células pelo componente C3b do soro. Isto é curioso, pois nosso grupo de
pesquisa possui diversas evidéncias experimentais de que a saliva de L. longipalpis
inibe a deposicado de C3b, embora esta deposi¢cao nunca seja inibida completamente.
E possivel que nas nossas condices experimentais (concentracdes de anticorpo e
etc) a diferenca de deposicdo de C3b sobre as formas promastigotas na presenca e
auséncia de saliva ndo seja perceptivel.

Mosser e colaboradores (1985), usando como modelo amastigotas de
diferentes espécies de Leishmania, avaliaram a ativacdo do complemento humano e
relacionaram esta ativacao aos diferentes niveis de suscetibilidade ao complemento

apresentado por cada espécie do parasito. A ativacdo do complemento também foi
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determinada pela identificacdo de C3b ligado a superficie das células por RIFI. Foi
observado que todas as espécies, independentemente do seu grau de
suscetibilidade, foram capazes de ativar o sistema de complemento.

Desta forma, esses dados sugerem que a lise pode ndo ser um indicador
adequado da ativacao do complemento. Isto pode ser particularmente relevante para
parasitos intracelulares obrigatérios como a Leishmania, a qual pode usar da sua
opsonizacao por C3b como uma vantagem adicional para facilitar a sua entrada nos
fagdcitos, favorecendo a manutencao do parasito no hospedeiro vertebrado.

Nosso trabalho foi pioneiro na avaliagdo da participacdo da saliva de
flebotomineos no processo de resisténcia a lise pelo complemento de hospedeiros
de importancia na epidemiologia da LV. Além disso, ndo existiam dados na literatura
referente & suscetibilidade de Leishmania ao complemento de cédes, portanto, NnosSsos
resultados abrem portas para um estudo mais amplo e detalhado desta interacao,
assim como da participacéo da saliva na protecdo do parasito, buscando entender
melhor a modulacdo do sistema imunoldégico pela saliva e seu possivel uso na

formulacdo de uma vacina eficiente contra a LV ou LVC.
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7. CONCLUSOES

A atividade litica pelo complemento em L. infantum utilizando SHN é
dependente da concentracdo de soro. As promastigotas em fase estacionéaria de
desenvolvimento, embora mais resistentes a lise pelo complemento, podem ser
atacadas e mortas pelo complemento humano, que atua de forma bastante rapida no
processo de lise destas células. Por outro lado, as formas promastigotas de L.
infantum podem apresentar grande resisténcia ao complemento presente no soro de
cdes infectados e nédo infectados, mesmo na presenca de titulos elevados de
anticorpos especificos anti-Leishmania nos cées infectados.

A saliva de L. longipalpis pode influenciar consideravelmente na sobrevivéncia
das promastigotas de L. infantum frente ao complemento humano, favorecendo na
sobrevivéncia do parasito durante o processo de transmissdo ao hospedeiro
vertebrado. No entanto, a presenca de EGS de L. longipalpis, ndo impede
completamente a ativacdo do complemento tanto pelo soro humano quanto de céaes
infectados e nao infectados por Leishmania, embora outros trabalhos tenham
demonstrado uma inibicdo desta ativacao na presenca de saliva do vetor.

A quantidade de proteinas salivares em L. longipalpis esta diretamente
relacionada a idade, tendo consideravel aumento na sua quantidade apos o terceiro
dia de emergéncia. Durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, estas
fémeas liberam aproximadamente 50% da quantidade de proteinas salivares totais, o

gue corresponde ao valor encontrado em um &cino de glandula salivar.
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