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Resumo

A transmissdo do protozoario do género Leishmania ocorre durante o repasto
sanguineo realizado por fémeas de flebotomineos infectadas, através do indculo do
parasita juntamente com a saliva na pele do hospedeiro vertebrado. A saliva do vetor
possui proteinas com agao vasodilatadora, anticoagulante e quimiotatica, que atuam
diretamente no sistema imunoldgico do mamifero. Pressupde-se assim que a mesma
possa exercer influéncia em etapas distintas durante todo o curso da infecgdo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da saliva do vetor Lutzomyia longipalpis
em diferentes momentos da infecgdo de macréfagos murinos de linhagem RAW 264.7
por Leishmania infantum chagasi, causador da leishmaniose visceral. Para tanto, os
flebotomineos foram coletados e apenas as fémeas néo ingurgitadas foram utilizadas.
As glandulas salivares foram extraidas e colocadas em PBS (Phosphate Buffered
Saline) estéril, sonicadas, centrifugadas e os sobrenadantes (incluindo a saliva) foram
conservados a -80°C. Para os ensaios in vitro, os macréfagos RAW 264.7 foram
cultivados em chamber slides e estimulados em diferentes momentos: antes, durante
e pos infecgdo com L. infantum chagasi na proporgao de 10 parasitos por macréfago.
Em seguida as chamber slides foram acondicionadas em estufa a 5% de CO2 a 37°C
por 48 horas. Nossos achados mostram que os grupos estimulados com saliva antes
e durante a infecgdo apresentaram maior numero de macréfagos parasitados em
relacdo ao controle. Verificou-se que os macréfagos estimulados em todos os
momentos apresentaram produgcdo aumentada de 6xido nitrico nos sobrenadantes
das culturas, em especial no grupo durante a infecgdo. Em relagdo a producéao de
citocinas, TNF-a foi detectada nos grupos com estimulos antes e durante a infecgao,
entretanto o grupo antes da infecgdo produziu mais IL-6 em comparagédo aos demais.
Além destes resultados, destacamos que a saliva ainda influencia na proliferacéo e
possivel infectividade do parasito. Portanto, a saliva modula tanto a resposta imune
dos macréfagos como potencializa a infecgdo pela Leishmania, sendo essencial para
a sua manutengao.

Palavras-chave: leishmanioses; infeccao; resposta imune; modulagao; flebotomineo.
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Abstract

Parasitic protozoa of the genus Leishmania are transmitted when an infected sand fly
takes a blood meal from a vertebrate host. During the blood-feeding process sand flies
salivate into the host skin. Vector saliva presents active elements crucial for
hematophagy that act directly on the host immune system, such as vasodilators,
anticoagulants and chemotactic molecules. It is presumed that vector saliva exert
influence on distinct phases throughout the Leishmania infectious cycle. Therefore, our
objective was to evaluate the influence of Lutzomyia longipalpis vector saliva on
Leishmania infantum chagasi infection in the macrophage cell line RAW 264.7. To
obtain saliva, sand flies were collected from rural areas of Chapadinha County,
province of Maranhao, Brasil, transported to the lab, sexed, and the non-blooded
females placed in B.O.D. incubator at 27°C. The salivary glands were dissected out
under sterile phosphate-buffered saline (PBS) solution, sonicated, centrifuged and the
supernatants collected and stored at -80°C. For the in vitro experiments, RAW 264.7
macrophages were cultivated in chamber slides and stimulated with saliva at three
stages of infection: before, during and post L. infantum chagasi infection in a 10:1
parasite: macrophage ratio. Subsequently, the chamber slides were incubated in 5%
CO2 atmosphere at 37°C, for 48 hours. Our findings showed that the saliva-stimulated
cells before and during L. infantum chagasi infection showed the highest number of
Leishmania-infected macrophages. It was observed that the saliva-stimulated
macrophages produced high amount of nitric oxide at all stages of infection, expressly
in the saliva-stimulated cells during Leishmania infection. Regarding the cytokine
production, TNF-a was detected in the saliva-stimulated cells during and post
Leishmania infection. However, the saliva-exposed macrophages produced more IL-6
before Leishmania infection than the other two stages. Furthermore, we show that
saliva affects both Leishmania proliferation and infectivity. Therefore, saliva can
modulate the immune response of macrophages and enhance Leishmania infection,
crucial events for parasite survival.

Key-words: leishmaniasis; infection; immune response; modulation; sandfly
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Promastigota de Leishmania infantum chagasi
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM / UFMA).

1 INTRODUGAO



21

As leishmanioses compreendem um espectro de manifestagdes clinicas que se
sucede desde ulceras cutaneas (leishmaniose cutanea), destruicao total das mucosas
do nariz, boca e garganta (leishmaniose mucocuténea) até a visceralizagédo do
parasito (leishmaniose visceral), frequentemente constituindo a forma mais grave da
doenca. A leishmaniose visceral (LV) possui menor incidéncia (de 200.000 a 400.000
novos casos anualmente) em relacdo a leishmaniose tegumentar americana (LTA)
que atinge de 0,7 a 1,3 milhdes de casos por ano, sendo esta a maior em numeros de
casos pelo mundo, e, desse total, ha entre 20.000 a 30.000 casos de morte
anualmente (WHO, 2017).

O Brasil € um pais endémico para as leishmanioses segundo a Organizagao
Mundial da Saude. Apenas em 2015 foram 19.395 casos reportados de LTA e 3.289
de LV. O estado do Maranh&o é o quarto com maior numero de casos de LTA (539) e
o primeiro em casos reportados de LV (1684) no Brasil (WHO, 2017).

O agente etiolidgico dessas enfermidades é transmitido durante o repasto
sanguineo realizado pela fémea do flebotomineo infectada. Sabe-se que a
transmissdo do protozoario do género Leishmania, ocorre durante o repasto
sanguineo realizado pelos vetores infectados através do inoculo do parasito
juntamente com a saliva no tecido tegumentar do hospedeiro vertebrado (LESTINOVA
et al., 2017).

A saliva do flebotomineo possui proteinas que alteram a homeostase do
sistema imune do mamifero. Possui agao vasodilatadora, anticoagulante, quimiotatica
e imunomoduladora, que resulta em uma modulacao de leucdcitos do hospedeiro para
uma resposta suscetivel ou resistente a infecgdo. Deste modo, dependendo do
hospedeiro, do vetor e da espécie de Leishmania inoculada, podem-se obter
diferentes respostas imunolégicas nas leishmanioses (CARREGARO et al., 2013;
FRANCESQUINI et al., 2014; FERREIRA et al., 2016).

Camundongos pré-tratados com saliva de flebotomineos apresentam aumento
na producdo de imunoglobulinas do tipo M (IgM) primordialmente, seguido pelo
aumento na produgao de imunoglobulinas do tipo G2a (IgG2a) e surgimento de
linfécito B de memoéria (MARTIN-MARTIN et al., 2015), além do aumento dos linfécitos
TCD4* e TCD8", sugerindo uma resposta efetora contra Leishmania. Contudo, quando

a saliva é simultaneamente injetada com o parasito, 0 que ocorre naturalmente
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durante uma infecgdo em condigbes ambientais, nota-se a exacerbacao da infecgao,
com aumento da carga parasitaria e suscetibilidade do hospedeiro vertebrado, devido
a este fato tal imunizacéo nao é totalmente eficiente (CARREGARO et al., 2013).

Nesse mesmo contexto, o pré tratamento com a saliva, sem infecgao, inibe a
quimiotaxia. Diminui a migracdo de neutrofilos, macrofagos, linfécitos B, TCD4™ e
TCD8* através do aumento na producgao de interleucina do tipo 10 (IL10) ou 4 (I1L4)
em camundongos desafiados com ovalbumina (OVA), além de inibir a aptiddao de
apresentagdo de antigenos por células dendriticas (células apresentadoras de
antigenos) para linfocitos CD4*, evidenciando uma resposta reguladora anti-
inflamatdria (CARREGARQO et al., 2008).

Os estudos in vitro indicam que o estimulo da saliva de Lu. longipalpis mais L.
infantum chagasi induz a apoptose de neutrdéfilos através da caspase mediada pelo
Fas-Ligante (FasL). Nessas condi¢des, os neutrofilos produzem CCL2/MCP-1 para
recrutar monécitos e macréfagos para o sitio da infeccdo e assim exacerbar a
infeccdo, através da fagocitose de neutréfilos apoptéticos infectados, evento
associado a sobrevivéncia da L. infantum chagasi (PRATES et al., 2011).

Devido a esses fatos, €& importante salientar que ha prevaléncia de
flebotomineos em areas endémicas (para as leishmanioses) durante todo ano e seu
contato com o homem e outros reservatérios domésticos € continuo (SILVA, et al.,
2012; FILHO et al., 2015; MORAES et al., 2015), ou seja, sempre havera contato do
homem ou animal doméstico com a saliva das espécies de flebotomineos prevalentes
naquele local, durante todo ano e independente da situacdo do mamifero (infectado
ou nao). Além do mais, varios fatores estao relacionados a visceralizagéo do parasito,
como a infectividade da cepa e a influéncia do conteudo salivar do vetor. Até mesmo
o gel formado pelo parasito no eséfago do vetor possui propriedades que auxiliam na
infeccao (CAMPOS-PONCE et al., 2005).

Deste modo, apesar das pesquisas ja existentes abordarem a influéncia da
saliva na infecgdo, esses estudos ndo aplicaram os estimulos em diferentes
momentos a infec¢do em ambiente in vitro. Por conseguinte, este trabalho busca
contribuir com esses achados, esclarecendo a interagdo do vetor, hospedeiro e
parasito da LV, visto que, a saliva do flebotomineo possa gerar alguma resposta

imunoldgica antes, durante e apds infecgao.
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Macrofago (RAW 264.7) estimulado com saliva de Lutzomyia longipalpis 4 horas antes da infecgéo por
Leishmania infantum chagasi.
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM / UFMA).

3 REFERENCIAL TEORICO



25

3.1 Leishmanioses

As leishmanioses s&do um grupo de doengas negligenciadas que variam desde
a leishmaniose tegumentar, que acomete a pele e mucosas do individuo infectado,
até a leishmaniose visceral, onde ocorre a visceralizagdo do parasito no hospedeiro
vertebrado, constituindo assim a forma letal da doenga. Esta enfermidade esta
presente em varios paises pelo mundo, ocorrendo em continentes como: Asia,
Europa, Africa e Américas (Figura 1), com nimero de casos variando de 1 a 1,5
milhdes de casos anuais. Sao consideradas uma das seis doencgas infecciosas mais
importantes do planeta (MS, 2010; MS 2014).
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Figura 1. Mapa da situacido epidemiolégica da leishmaniose visceral no mundo em 2013.
Fonte: modificada de WHO, 2017.

O Brasil, juntamente com Etidpia, india, Somalia, Suddo e Sud&do do Sul,
compreenderam, em 2014, 90% dos casos de leishmanioses no globo. O Brasil € um
pais endémico para as leishmanioses e apenas em 2015, apresentou 3.289 casos
reportados para leishmaniose visceral (LV) e 19.395 casos de leishmaniose
tegumentar (LT). O estado do Maranhado, por sua vez, apresentou 1.684 casos
registrados de LT e 539 casos reportados de LV, destacando-se em primeiro lugar no
numero de casos reportados de LV no Brasil (WHO, 2017).
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O estado do Maranh&o possui caracteristica favoraveis para a proliferacao da
doencga, como a presenga de vetores. Estudos realizados por Silva et al. (2015; 2016),
que capturaram e identificaram varias espécies de flebotomineos, dentre as espécies
capturadas, alguns apresentam importancia médica como: Nyssomyia whitmani, vetor
de Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia) shawi, e Bichromomyia
flaviscutellata, vetor de Leishmania (Leishmania) amazonensis, ambos agentes
etiologicos causadores da LTA. Outro vetor capturado foi Lutzomyia longipalpis (Lutz
& Neiva, 1912), responsavel pela transmissdo do protozoario Leishmania infantum
chagasi (Cunha; Chagas, 1937) causador da LV (MS, 2010; MS, 2014).

Os agentes etiologicos das leishmanioses sao protozoarios do género
Leishmania pertencentes a familia Trypanosomatidae. No mundo existem cerca de 21
espécies deste protozoario (WHO, 2017), enquanto no Brasil existem oito espécies
que acometem o ser humano, sendo sete espécies causadoras da leishmaniose

tegumentar e uma espécie causadora da leishmaniose visceral (Figura 2).

Figura 2. Espécies de Leishmanias relacionadas com as leishmanioses que ocorrem no Brasil.
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= Leishmaniose cutinea 5 Leishmania (Viannia) lainsoni
Leishmania (Viannia) naiffi
Leishmania (Viannia) lindenberg

\@ Leishmaniose mucocutanea =  Leishmania (Viannia) braziliensis

Os aspectos clinicos da doencga variam de acordo com a espécie do parasito.
Leishmania (Leishmania) amazonensis causa a leishmaniose cutanea difusa,
enquanto que Leishmania (Viannia) braziliensis causa a leishmaniose mucocutanea,
a mais amplamente distribuida em territério nacional. As outras espécies que existem

no Brasil sdo Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) shawi,
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Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia)
lindenberg que causam a leishmaniose cutanea (MS, 2010; BRAZIL et al., 2015).

Apenas uma espécie causa a leishmaniose visceral no Brasil, L. infantum
chagasi, resultando, frequentemente, em hepatoesplenomegalia devido a sua
visceralizagdo e, posteriormente, a morte do individuo infectado se né&o for
devidamente tratada (MS, 2014, BRAZIL et al., 2015).

3.2 Ciclo de Leishmania infantum chagasi

Originalmente, o ciclo parasitologico das espécies de Leishmania é silvestre.
Entretanto, com o desmantamento e a urbanizacao, o flebotomineo vetor natural das
leishmanioses invadiu 0 ambiente urbano e pré-adaptou-se ao ambiente peridomiciliar
e doméstico (Figura 3). Devido a este fato, o parasito foi transmitido para animais
domésticos (reservatérios) e para o ser humano. Tanto o homem quanto os animais
domésticos nao estdo adaptados ao protozoario, como ocorre naturalmente com os
animais silvestres, devido a isso, acabam por apresentar as manifestagées clinicas,

caracteristicas destas doengas (MS, 2014).

| Intradomiciliar | Peridoméstico Silvestre

ﬁ/—\ gl
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. =)
Figura 3. O ciclo de Leishmania em transi¢cido do ambiente silvestre ao ambiente peridoméstico

e intradomiciliar.
Fonte: Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM / UFMA).

Sabe-se que L. infantum chagasi é transmitida pela fémea do flebotomineo Lu.

longipalpis durante o repasto sanguineo. A primeira vez que se confirmou a
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competéncia de Lu. longipalpis para a transmisséo de L. infantum chagasi foi em 1977
por Lainson et al. (1977). Até entdo, apenas suspeitava-se da participacdo deste
inseto no ciclo da LV em ambientes endémicos (OLIVEIRA et al., 2017).

O parasito do género Leishmania possui um ciclo de vida heteroxénico (Figura
4), ou seja, uma parte do ciclo ocorre no mamifero e a outra parte no flebotomineo. A
infeccao do mamifero acontece durante o repasto sanguineo praticado pelos insetos
infectados, que inoculam a promastigota metaciclica, forma infectante de Leishmania,
no tegumento do hospedeiro vertebrado. Neste, o parasito (intracelular obrigat6rio)
infecta leucdcitos, como a célula dendritica, neutréfilo e sobretudo o macrofago, a
principal célula hospedeira (KAYE; SCOTT, 2011).
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Figura 4. Ciclo de Leishmania no sistema fagocitico mononuclear. No reservatério canino,
hospedeiro vertebrado e no sistema digestivo do flebotomineo, vetor natural de Leishmania.
Fonte: Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM / UFMA).

Entretanto, este parasito (Leishmania) tem a capacidade de infectar outros tipos
celulares, até mesmo residentes como o fibroblasto, pois sao células que apresentam
baixa producdo de oxido nitrico e, portanto, aumentam as chances de proliferagao
deste parasito durante a fase inicial da infecgdo, contando apenas com a tentativa de
controle dos macrofagos residentes no conjuntivo (BOGDAN et al., 2000; KAYE;
SCOTT, 2011).
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No interior da célula hospedeira, ocorre a destruicdo de varias promastigotas,
mas algumas sobrevivem induzindo a formagdo do vacuolo parasitéforo, e
diferenciando-se em amastigotas. As amastigotas sao ovoides e resistentes a
espécies reativas de oxigénio, e conseguem manipular a atividade oxidativa
intracelular. A reprodugdo ocorre por divisdo binaria até o rompimento celular e
liberagdo das formas amastigotas no meio extracelular para que outros fagoécitos
possam fagocita-las e assim continuar o ciclo (DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).
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TRENDS in Parasitology
Figura 5. Ciclo de Leishmania no flebotomineo. As diferenciagbes do parasito durante o estagio de

vida no sistema digestivo do hospedeiro invertebrado.
Fonte: Kamhawi, 2006.

Dentro do macréfago, o parasito obtém protegcdo contra a agdo do sistema
complemento, e uma vez na circulagdo sanguinea consegue alcangar visceras
importantes para a infecgdo como bacgo e figado. Varios fatores estdo relacionados a

visceralizagdo do parasito, como a infectividade da cepa e a influéncia do conteudo
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salivar do vetor. Até mesmo o gel formado pelo parasito no es6fago do vetor possui
propriedades que auxiliam na infeccao (CAMPOS-PONCE et al., 2005).

Em seguida, durante o processo de hematofagia praticada pelo inseto no
hospedeiro vertebrado ja parasitado, ocorre a ingestdo de células infectadas com
Leishmania internalizada na forma amastigota. A pratica da hematofagia realizada
pela fémea do flebotomineo ocorre para auxiliar a maturagéo de seus ovos. Durante
este processo acontece a inoculagido da saliva na derme do hospedeiro vertebrado e,
se o flebotomineo estiver infectado, o parasito sera inoculado concomitante a saliva
(KILLICK-KENDRICK, 1999; HALADA et al., 2017).

No trato digestivo do vetor (Figura 5), especificamente no final do intestino
médio, ocorre a lise celular dos fagoécitos que liberam as formas amastigotas no interior
da matriz peritréfica do inseto. Neste momento, ocorre uma baixa na viabilidade (cerca
de 66%) e a diferenciagdo da forma amastigota para promastigota prociclica
(comprimento corporal entre 6,5 a 11,5 ym), forma alongada, com flagelo pequeno,
no entanto mével. Entao, ocorre diferenciagao para a forma promastigota nectomona
(comprimento corporal 212 ym), forma em que libera quitinase no trato digestivo do
inseto e assim consegue a ruptura da membrana peritrofica (ROGERS et al., 2002;
KAMHAWI, 2006).

As promastigotas nectomonas diferenciam-se em leptomonas, com
comprimento corporal entre 6,5 a 11,5 um e flagelo maior que o corpo, passam pelo
segundo ciclo de multiplicagdo, seguido pela migracéo para a valvula estomodeal e
diferenciacdo para haptomonas formas curtas e iméveis que se fixam na valvula.
Posteriormente se diferencia em promastigota metaciclica (comprimento corporal <8
pum), forma com grande mobilidade e viruléncia devido ao corpo estreito e pequeno,
entretanto com grande flagelo (ROGERS et al, 2002; KAMHAWI, 2006).

A promastigota haptomona bloquea a valvula do estomodeu. Esta promastigota
secreta a PSG (gel secretado pela promastigota) em seu eséfago e bloqueando a
valvula do estomodeu, daninficando-a. Embebido neste gel, as promastigotas
haptomonas diferencian-se em promastigotas metaciclicas. No momento do repasto

sanguineo, o flebotomineo encontrara dificuldade para ingerir 0 sangue, que
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posteriormente é regurgitado juntamente com as formas promastigotas metaciclicas
no tegumento do hospedeiro vertebrado (ROGERS et al., 2002; ROGERS, 2012).

3.3 Vetores naturais

Os vetores naturais das leishmanioses sdo os flebotomineos (Diptera:
Psychodidae), conhecidos vulgarmente como mosquito palha, tatuquira, birigui,
furrupa, cangalhinha, arrupiado e o conhecido flebétomo. Apesar de seu tamanho
diminuto, de 1 a 3 mm, sao de facil identificacdo devido seu corpo coberto por finas
cerdas de coloracao castanho claro a escuro, seu habito de voar em pequenos saltos
e pousar caracteristico de asas entre abertas em forma de langa (Figura 6). Os
flebotomineos estdo pré-adaptando-se ao ambiente urbano, tanto no ambiente
peridomiciliar como intradomiciliar, principalmente abrigos de animais como
galinheiros, chiqueiro, canil entre outros, o que torna o problema da leishmaniose

ainda mais acentuado (MS, 2014).

Figura 6. Fémeas de Lutzomyia longipalpis, vetor de Leishmania infantum chagasi.
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Entomologia Médica (CCAA/UFMA).

Ha cerca de 1000 espécies de flebotomineos no mundo (BRASIL et al., 2015),
porém apenas 30 espécies aproxidamente possuem importancia médica, pois sao
compententes para transmitirem as espécies de Leishmania (WHO, 2017). O género
Phlebotomus predomina nas regiées da Europa, Asia, norte da Africa, Norte e centro

da Peninsula Arabica entre outras regides desertas e semi-aridas, enquanto o género
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Lutzomyia encontra-se no continente americano adaptados a ambientes de mata
(ORYAN; AKBARI, 2016).

Atualmente, muitos pesquisadores estdo utilizando a chave de identificagao
proposta por Galati (2003), em que os flebotomineos nao estariam no mesmo género,
divindindo assim as espécies em varios outros géneros. Contudo, outra chave que
ainda é bastante utilizada também é a proposta por Young e Duncan (1994), em que

as espécies de flebotomineos das Américas sdo do mesmo género.

Esses insetos habitam solos ricos em matéria organica (lixo e fezes). Locais
que geralmente apresentam essas carateristicas sdo tocas de animais, rachaduras

em paredes, ambientes com alta temperatura e umidade (ORYAN; AKBARI, 2016).

Os flebotomineos sao holometabolos, e para a oviposi¢cao, as fémeas precisam
praticar a hematofagia para obtencédo de de proteinas sanguineas, essenciais para a
total maturacdo dos ovos, isso perdura de 4 a 8 dias. O periodo para oviposi¢cao
depende das condi¢gbes ambientais. Os ovos demoram de 7 a 10 dias para eclodir e
dar origem a larva que ira se desenvolver no total de 4 estagios larvais denominadas
de L1, L2, L3 e L4 no periodo de trés semanas, seguido pela metamorfose em pupa e
emergindo o adulto depois de 10 dias (KILLICK-KENDRICK, 1999).

Em territério nacional, os principais vetores competentes que participam do
ciclo da leishmaniose tegumentar sdo Bichromomyia flaviscutellata; Nyssomyia
whitmani; Nyssomyia intermedia; Psychodopygus wellcomei; Psychodopygus
complexus; Nyssomyia umbratilis; Migonemyia migonei (Tabela 1). O principal vetor
da leishmaniose visceral € Lu. longipalpis que tem ampla distribuicdo, pois adapta-se
bem ao ambiente antrépico (MS, 2010; BRASIL et al., 2015). Mas no estado de Minas
Gerais confirmou-se a competéncia vetorial de Lu. cruzi para o agente etioldgico da
LV, participando como vetor secundario (OLIVEIRA et al., 2017).
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Tabela 1. As leishmanioses que ocorrem no Brasil. Relacionadas ao agente etioldgico e aos vetores
competentes.

AGENTE ETIOLOGICO LEISHMANIOSE VETOR

Leishmania (Leishmania) amazonensis Cutanea difusa Bichromomyia flaviscutellata

Nyssomyia whitmani
Nyssomyia intermedia

Leishmania (Viannia) braziliensis Mucocuténea
Psychodopygus complexus
Psychodopygus wellcomei
Leishmania (Viannia) guyanensis Cuténea Nyssomyia umbratilis
Leishmania (Viannia) shawi Cuténea Nyssomyia whitmani
Leishmania (Viannia) lainsoni Cutanea Trichophoromyia ubiquitalis
Psychodopygus ayrozai
Leishmania (Viannia) naiffi Cutanea Psychodopygus paraensis
Psychodopygus squamiventris
Leishmania (Viannia) lindenberg Cuténea Nyssomyia antunesi
Leishmania infantum chagasi Visceral Lutzomyia longipalpis

Lutzomyia cruzi

Fonte: confeccionada de acordo com dados oriundos de MS (2014), Brasil et al. (2015) e Oliveira et al.
(2017).

3.4 Mecanismos de evasao de Leishmania

O parasito apresenta mecanismos que burlam o sistema imune, permitindo sua
sobrevivéncia, no interior da célula hospedeira. Apés a fagocitose de Leishmania,
ocorre a formagdo do vacuolo parasitoforo seguido pela diferenciagdo da forma
promastigota metaciclica para a forma amastigota. Uma vez dentro do macrofago, o
parasito obtém nutrientes para sua proliferagao intracelular através de receptores de
membrana como a metaloprotease GP63, que atrasam a fusdo do fagolisossoma
devido a clivagem da proteina Vamp 8, o que dimui a oxidagao e o pH, devido a isso,
aumenta a atividade proteolitica e consequentemente dificulta a expressédo do MHC
de classe | (DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).

A GP63 também é responsavel por clivar a proteina de superficie celular
denominada de sinaptotagmina (Syts) que regula negativamente a secregéo de IL-6 e

TNF, com a clivagem desta proteina ocasiona o aumento da secregao desta citocinas,
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auxiliando na quimiotaxia de mais fagdcitos inflamatorios. Multiplica-se entdo os
parasitos por divisdo binaria até a lise da célula hospedeira ou até torna-la apoptotica,
liberando as formas amastigotas no meio extracelular seguido pela infec¢do de outras
células do sistema fagocitico mononuclear (DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).

As diferentes espécies de Leishmania possuem estratégias de sobrevivéncia
para “evadir-se” das respostas imunoldgicas do hospedeiro durante a infeccéo.
Frequentemente, utilizam-se dos receptores das células hospedeiras para conseguir
infecta-las e proliferar pelo maior tempo possivel. No caso da L. infantum chagasi,
destacamos a utilizagédo dos receptores LPG (Lipofosfoglicano) em sua superficie para
se ligar ao receptor complemento trés (CR3) e assim conseguir retardar a fusao do
fagossoma com o lisossoma de 24 a 48 horas, promovendo a sobrevivéncia
intracelular do parasito (UENO; WILSON, 2012; DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).

Geralmente, os macréfagos infectados aumentam a expressao de Fas-L e a
producao de IL-6 e TNF-a, conduzindo para uma resposta proé-inflamatéria e ao
estresse celular (estresse oxidativo), intrigantemente aumentando a viabilidade e
replicagdo do parasito intracelular (FILARDY et al., 2014; PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015). Porém, quando o macréfago € estimulado por IFN-y ocorre a
resposta inflamatdria via ativacdo da PKC (Proteina kinase C), resposta imune
resistente a infecgdo, o que pode levar a destruigdo do parasito (PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015).

A elevada produgdo de IFN-ypode esta associada a piora clinica do
hospedeiro. Aumento da carga parasitaria e gravidade clinica foi relatado por Costa
et al. (2013) em cées de areas endémicas com o aumento excessivo de IFN-y no
sangue periférico. Silva (2011) também observou aumento na producao de IFN-ye
consequentemente de NO no soro de caes proporcional a sua piora clinica. Portanto,
o aumento na produgéao desta citocina inflamatéria € um parametro que nao pode ser,
geralmente, considerado um fator de resisténcia. Devido a isso, a produgéo
exarcebada deste metabdlito (NO) possui efeito deletério e esta associada com o
acréscimo das manisfetagdes clinicas do cao, devido a injuria tecidual causado pelo

aumento da carga parasitaria (FILARDY et al., 2014).
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Macrofagos infectados com Leishmania produzem quimiocinas especificas
para migracao de macrofagos. As quimiocinas produzidas por macréfagos peritoniais
infectados por L. major, onde a molécula sinalizadora JNK, constituinte da MAP
quinase, auxilia na sinalizacio e ativacao do fator de transcrigao c-Jun, o que acaba
na sintese de MCP-1/CCL2, MIP-1/CCL3 e aumento na expressao de moléculas co-
estimulatorias CD-80/CD-86 (FILARDY et al., 2014).

3.5 Interacdo saliva, Leishmania e sistema imune

A saliva é um fator crucial para infeccdo de Leishmania, devido a isso varias
pesquisas foram desenvolvidas com intuito de descobrir os seus constituintes e suas
respectivas acgdes. Ribeiro et al. (1986) iniciaram a pesquisa com saliva de
flebotomineos utilizando a espécie Lu. longipalpis verificando suas propriedades
anticoagulantes, que inibem a agregacao plaquetaria e causam eritema, resultado da
acao da enzima apyrase, presente na saliva de varios insetos hematéfagos inclusive

de Lu. longipalpis.

Titus e Ribeiro (1988) comprovaram que a coinoculagdo da saliva de Lu.
longipalpis com Leishmania major ou Leishmania amazonensis aumentou a carga
parasitaria intracelular em macréfagos em relagao ao controle, demonstrando que a
saliva possui propriedades imunossupressoras. Testes com outras salivas de insetos
hematofagos (Aedes aegypti, Rhodnius prolixus) e aracnideo (/xodes dammini) nao
demonstraram efeito na infeccdo por L. major, indicando que apenas a saliva do
flebotomineo, vetor competente de Leishmania, é capaz de desencadear resposta

imune por macréfagos na leishmaniose.

No decorrer dos anos, observou-se que saliva de Lu. longipalpis auxilia na
infeccao de outras espécies de Leishmania, como demonstrado por Samuelson et al.
(1991). Ainoculagao de L. brasiliensis em camundongos juntamente com a injegao de
saliva de Lu. Longipalpis aumentava a infecgdo, com a presenga de nodulos contendo
macrofagos, linfocitos e neutrofilos, além do aumento da infecao nos linfonodos. Deste
modo, a saliva possui agdo moduladora do sistema imune durante o estagio inicial da

infeccado que influéncia na evolugéo da doenca.
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Outros pesquisadores avaliaram ainda, se a saliva influenciaria diretamente na
proliferacdo do parasito. Para isso, colocaram as espécies L. amazonensis, L.
brasiliensis, L. major e L. donovani em contanto com a saliva de Lu. Longipalpis e
notaram um efeito inibitorio na proliferagdo da promastigota em ensaios in vitro. Neste
mesmo experimento, os autores observaram que a espécie L. infantum apresentou
resultado semelhante as espécies anteriores, entretanto esta cepa foi coletada em
cées infectados naturalmente na cidade de Barcelona-Espanha (CHARLAB;
RIBEIRO, 1993).

Adicionalmente, a exposigdo do parasito a saliva pode influenciar na
metaciclogénese da promastigota no intestino do inseto. Uma vez que durante a
infeccao e estabelecimento do parasito no sistema digestivo do flebotomineo ocorre
espontaneamente a ingestdo da saliva durante a alimentagdo do inseto, seja por
hematofagia ou nectofagia, expondo a promastigota a saliva e auxiliando no seu
desenvolvimento até a infeccdo (CHARLAB et al., 1995).

Portanto, observa-se que a saliva dos insetos vetores das leishmanioses possui
propriedades unicas, que podem estimular tanto o sistema imune quanto o proprio
parasito. Em ensaios realizados com coelhos sensibilizados de 4 a 8 semanas com
saliva de flebotomineo, a producado de IgG foi crescente e prevaleceu presente em
altas concentragbes no sangue periférico do animal durante 8 meses, ou seja, o
sistema imune do mamifero desenvolveu uma resposta imune contra a saliva, que
prioritariamente € o primeiro passo para imunizagao contra a leishmaniose, ja que esta
substancia é inoculada juntamente com Leishmania durante a infecgdo natural
(MARTIN-MARTIN et al., 2015).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a saliva pode pontecializar a infecgéo
pela Leishmania. Como demonstrado por COSTA et al. (2013), onde caes foram co-
inoculados com L. infantum chagasi e saliva de Lu. longipalpis, foram descritas
algumas peculiaridades durante o desenvolvimento da leishmaniose, demonstrando
aumento nas concentracdes de IgG total e IgG2 (correlacionado com a evolugao da
doenca) e aumento progressivo de IFN-y, embora o agravamento do quadro clinico

tenha sido constante, provando que tais fatores que levariam a uma resposta imune
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contra a leishmaniose nao foram suficientes para destruir o parasito ou retardar a

evolugéo da doenga.

Flebotomineo
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Figura 7. A agao da saliva de Lutzomyia longipalpis sobre neutréfilos e macréfagos durante o
repasto sanguineo.
Fonte: ilustracdo de Théo Araujo com base em resultados de Prates et al. (2011).

A saliva tem capacidade de atuar em receptores de neutrofilos, para induzir a
apoptose através da caspase via receptor fas, de forma que, consequentemente,
estas células produzem quimiocinas (MCP-1/CCL2) que recrutam mondcitos e
macrdéfagos para o sitio da infecgéo e, com isso, fagocitam estas células apoptéticas
infectadas e acabam por infectar estes macréfagos (Figura 7), perpetuando a infecgao
no hospedeiro vertebrado (PRATES et al., 2011).

Além disso, a saliva também pode evitar a agdo do sistema complemento

durante a resposta imune inata, inibindo a deposi¢gdo da molécula C4 (complemento
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4) e consequentemente a via classica, evitando a lise do parasito coinoculado com a
saliva, mas ndo inibe a acdo de outras proteinas importantes para coagulagdo como
C1s (FERREIRA et al., 2016), justamente para manter a conformacdo do pool
hemorrhagic no conjuntivo do hospedeiro vertebrado, possibilitando a sucg¢ado do

tecido sanguineo pelo flebotomineo.

Dentro dos varios aspectos citados anteriormente, a saliva também induz ao
efeito protetor quando estimulado antes da infecgao por Leishmania. Camundongos
pré tratados com saliva de Nyssomyia whitmani aumentam a concentragéo de IgG e
IFN-y no sangue periférico, permanecendo semanas depois da imunizagao,
resultando na falha do desenvolvimento das lesbes na infeccdo por Leishmania
braziliensis (GOMES et al., 2016).

Em areas endémicas, pacientes negativos para leishmaniose cutanea (LC)
apresentam IgG aumentada, indicando imunizagdo pela presenca do vetor nao
infectado. Entretanto, quando verificado a concentragéo de IgG em pacientes positivos
para LC, estes apresentavam baixas concentragcdes desse anticorpo (GOMES et al.,
2016), lembrando que nessas areas sempre ha prevaléncia de flebotomineos,
havendo alteragdo apenas da quantidade de algumas espécies da populagdo destes
insetos durante o ano (SILVA, et al., 2012; FILHO et al., 2015; MORAES et al., 2015),
deste modo sempre havera a exposicao dos mamiferos de areas endémicas a saliva

do flebotomineo.

Pesquisas recentes determinaram que pacientes de areas endémicas
prevalentes apresentaram altas concentragbes de IgG anti-saliva de Phlebotomus
papatasi, o que tende para uma resposta do tipo Th2 com produgao de IL-10. Esta
resposta os deixam susceptiveis a infecgao pela L. major, diferentemente de pacientes
que demonstraram maior resisténcia a infec¢ao pelo parasito (KAMMOUN-REBAI et
al., 2017).

Além disso, provou-se que animais infectados com Leishmania, expostos a
picadas de flebotomineos, aumentam a carga parasitaria no sangue periférico. Isso
resulta na maior transmissibilidade deste protozoario para o vetor, demonstrando que
a saliva causa a piora clinica ap6s infecgdo, aumentando a transmissibilidade e maior
dispersao da doencga (VALVERDE et al., 2017).
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3.6 Principais proteinas da saliva de Lutzomyia longipalpis

A saliva do flebotomineo possui varias substancias com propriedades
imunogénicas e que atuam durante a infeccdo. Varios estudos tém identificado e
determinado que algumas delas interferem na homeostase do hospedeiro vertebrado,
como o peptideo denominado maxadilan, que é um potente vasodilatador que
compdem a saliva de Lu. longipalpis responsavel por aumentar o fluxo sanguineo e
facilitar a hematofagia (LESTINOVA et al., 2017).

Outra proteina é a LjM19, que possui propriedades imunogénicas na LV
causada pela L. infantum chagasi. Induz a expressao da enzima iINOS mediada por
macrofagos no bago e figado de hamsteres, decorrente da produgéo de IFN- y e TGF-
B, o que consequentemente prolonga o periodo de vida desses animais por 5 meses,

quando comparado com o grupo controle (KAMHAW!I et al., 2015).

Ja a LUM11 confere uma protecdo mais efetiva para leishmaniose causada pela
L. major em camundogos. Como resultado, esplendcitos produzem IFN- vy, o que leva
a uma resposta imune do tipo Th1, resultando em menores lesées e menor carga
parasitaria (LESTINOVA et al., 2017).

Outras proteinas salivares de Lu. longipalpis utilizadas em pesquisas sao
LIM17 e LJL143, capazes de induzir a producdo de IFN-y e anticorpos IgG2a na
infeccao por L. infantum chagasi em caes (COLLIN et al., 2009; KAMHAWI et al.,
2015). E recentemente outro componente proteico da saliva foi descoberto,
denominado de proteina lufaxin tem acdo anticoagulante, inibindo a producédo de

trombina e, portanto, a formac&o do coagulo de fibrina (LESTINOVA et al., 2017).

As moléculas isoladas da saliva dos flebotomineos diferem da saliva total na
resposta imunologica em mamiferos, como mostrado, algumas possuem propriedades
imunogénicas contra as leishmanioses. A selecdo de substancias especificas de
acordo com sua resposta imunolégica pode definir proteinas como candidatas para
pontencial vacina (LESTINOVA et al., 2017).
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.
Flebotomineo fémea (Psychodopygus) ingurgitada.
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Entomologia Médica (LEME / UFMA).

4 OBJETIVOS



Capitulo suprimido propositadamente por questoes editoriais.
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Par de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis.
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Entomologia Médica (LEME / UFMA).

5 MATERIAL E METODOS



Capitulo suprimido propositadamente por questoes editoriais.
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Flebotomineos armazenados em potes.
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Entomologia Médica (LEME / UFMA).

6 RESULTADOS



Capitulo suprimido propositadamente por questoes editoriais.
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Laminula redonda (13mm) com macréfagos (RAW 264.7) aderidos.
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM / UFMA).

7 DISCUSSAO
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Armadilha HP (Hoover Pugedo) com LED (Light-emitting diode).
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Entomologia Médica (LEME / UFMA).

8 CONCLUSOES



Capitulo suprimido propositadamente por questoes editoriais.
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Imagem de constrate por interferéncia diferencial (DIC) de macrofagos (RAW 264.7).
Fonte: Imagem obtida no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular (LPBM / UFMA).
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