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

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

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

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

CONCLUSOES - A presenga de antiMAX nos grupos em estudo tornou imprescindivel a pesquisa de MAX no vetor de LTA da regiao,
tendo sido registrada pela primeira vez expressao protéica e génica de MAX em L. neivai. Deteccao de antiMAX em controles
confirma exposicao a picadas de fleb6tomos. Titulos de anticorpos antiMAX maiores na LTA sugerem exposicao prévia e natu-
ral a picada e, conseqiientemente, a proteina MAX, nio protegendo da doenga e desfavorecendo seu emprego em vacinagio.
Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar americana

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

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

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

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

As leishmanioses sio zoonoses que afetam a
pele, mucosas ou visceras, resultantes do parasitismo
dos macréofagos pelo protozoario do género
Leishmania, inoculado no organismo pela picada de
um inseto fleb6tomo.' Na regiio de Ribeirao Preto, hi
registro de casos autéctones de leishmaniose tegu-
mentar americana (LTA), sendo Leishmania Viannia
braziliensis e Leishmania Leishmania amazonensis
as espécies implicadas nas formas cutinea e mucosa.’
Quanto aos vetores, tem-se a informagao verbal que
sao encontrados nesta regiao: Lutzomyia intermedia
- Lutz & Neiva, 1912 (SUCEN, Araraquara) e
Lutzomyia neivai - Pinto, 1926 (SUCEN, Mogi
Guagu). Até 1996, ambos eram considerados a mesma
espécie.

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

Varias publicacbes sobre sua capacidade de
imunomodulagio surgiram e implicaram-no como
fator de promocao da infecgao, desviando a resposta
Th1 para Th2 e favorecendo a evolucio da doenca.”
Esses mecanismos (vasodilatacio e imunomodula-
¢i0) promovem campo perfeito para a injecio do
parasito em seu hospedeiro, com resposta inflamato-
ria minima, por picada e salivacio do vetor. Isso tal-
vez possa explicar por que os artropodes sio vetores
extremamente eficientes na transmissio de varias
doengas.

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

MATERIAL E METODOS

Realizou-se levantamento dos prontuarios de
pacientes com diagnéstico confirmado de LTA, atendi-
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dos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMRP-USP), no periodo de 1999 a junho de 2004, apos
aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa (Processo
HCRP n. 5.886/2002), tendo como critérios de inclusio
no minimo dois dos seguintes itens:
1. diagnéstico clinicoepidemiolégico compativel com LTA;
2. intradermorreacao de Montenegro (IRM) positiva;
3. exame histopatolégico de amostra de pele ou de
mucosa compativel com LTA, incluida a descri¢ao da
presenga de parasitos sugestivos do género
Leishmania;
4. reacao sorologica de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para LTA positiva;
5. PCR para pesquisa de leishmania realizada em
amostras de pele ou de mucosa positiva.

Foram selecionados 42 pacientes que melhor
preenchiam os critérios supracitados.

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

Elisa para pesquisa de anticorpos antiMaxadilan

A técnica de ensaio imunoenzimatico nio com-
petitivo indireto (Elisa) para pesquisa de anticorpos
antiMAX foi padronizada para este trabalho. O pepti-
deo recombinante produzido em Escherichia coli,
MAX, foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ethan A.
Lerner, da Harvard Medical School, Boston, MA, USA.
Resumidamente, realizou-se a sensibilizacao da placa
de microtitulacio com 50ul de MAX e adicionaram-se
100ul da amostra de soro diluida (1/50) em PBS-TM
(salina tamponada contendo 5% de leite desnatado).
Ap6s periodo de incubagao (duas horas, 37°C) e lava-
gem, foram adicionados 50ul do conjugado anticor-
po-enzima (antilgG humana) seguido de novo perio-
do de incubacao e lavagem. A seguir, foram adiciona-
dos 100ul do substrato (o-fenilenodiamina di-hidro-
cloreto — OPD-Sigma) e aguardado desenvolvimento
de cor, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por
30 minutos. A reagio foi interrompida por HySO4 1N,
e a leitura processada em 492nm (Labsystems
Multiskan MS).

Extracao de proteinas e de DNA

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

Eletroforese de proteinas

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

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

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

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

As amostras foram amplificadas em termocicla-
dor (Applied Biosystems 9700), obedecendo ao

$335
1 aatcaattgc taaaaaaaaa ttacaaatag aactactaca
gatgttctga atteetectt
61 gatattcttt ctcaattgga tgtataaaag aggctatttt
gtgctgattt tgttagtcag
121 tattctgata aactgcaaaa atgaagcaaa tccttttaat
ctetttggtg gtggttcttg

181 ccgtgtttge cttcagtaag ttcttecttt aggectttee
ttctcaaaac ttaaagtaat

241 ttaatgaaat attctttaaa taatctccat tttcttgtag
acgttgctga gggctgtgat

301 gcaacatgcc aatttcgcaa g

caggcgca tcatagcaat

361  gttrtgeaga cttctgtaca aacaactgea acattcacat
caat

421 ata gtgtcttcaa agaatgtatg aagcagaaga
aaaaggaatt tagttcagga

481 aagtaaaaga ttgaagaaaa ttgtagccga ggagagaaag
aaagaaagtc ccataccata

541  tttegtetgt taattgtaac gaattttccg aaaaaataaa
atattatgca ctcaattta

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

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

seguinte ciclo:

94°C por 3min e 30 seg;

93°C por 30 seg, 52°C por 1 min,72°C por 1min — 35
ciclos

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

Para a identificagio das bandas de DNA, foram

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

Restricao do fragmento de DNA — RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

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

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

Analise estatistica

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

RESULTADOS

Pesquisa de antiMAX em soros de pacientes com LTA
Anticorpos antiMAX, detectados pelo método
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GrAFICO 1: Elisa para pesquisa de anticorpos
antiMAX em controles e pacientes com LTA. Titulos
de antiMAX (DO - densidade 6ptica / cut off) em
amostras de pacientes com LTA maiores que os do
grupo controle (p=0,0132)
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Elisa no soro de pacientes com LTA e controles, foram
significativamente maiores no grupo LTA quando com-
parados aos controles (p=0,0132) (Grifico 1).

Expressao protéica de MAX em L. neivai

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

Expressao génica de MAX em L. neivai

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

DISCUSSAO

O entendimento da relagiao parasito/vetor/hos-
pedeiro na leishmaniose é de extrema importancia na
busca de mecanismos de atuacio para o controle da
LTA. Resposta imune efetiva ¢ aquela que paralisa a
replicacio do parasito dentro dos macréfagos e impe-
de a progressio da doenga. Isso pode ser obtido pela
prévia imunizacio com parasitos ou antigenos selecio-
nados. No entanto, na LTA, em que se tem um vetor,
certamente o fleb6tomo atua no processo de infeccao
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FIGURA 2: Gel de acrilamida 12,5% mostrando eletroforese de pro-
teinas. Colunas: 1. PM de 10kDa; 2. MAX (seta).
As fracoes acima da seta representam dimeros do MAX. 3. FracOes
protéicas de L. neivai. 4. Fragdes protéicas de L. longipalpis. As
fragoes de ambos os vetores comparam-se a fracio do MAX (seta)

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

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

6-7: Produto da PCR digerido com a enzima Hha I, originando

bandas de 80bp (seta) e 30bp, de ambas as amostras, L. longi-

palpis e L. neivai, respectivamente.

e promove o estabelecimento da doenga." Inicial-
mente, 0s experimentos utilizavam extrato de glandu-
las salivares de fleb6tomos, e os resultados sempre
apontavam para aumento da infectividade da leishma-
nia na presenga da saliva.”*" Lima e Titus" observaram
que lisado da glandula salivar de L. longipalpis estimu-
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la, significantemente, a infec¢ao por L. braziliensis em
camundongos BALB/c e que esses animais produzem
duas a trés vezes mais interleucina (IL)-4 se compara-
dos aos animais infectados sem a saliva.

A partir da extragao e clonagem de MAX da saliva
de L. longipalpis, experimentos foram conduzidos para
o melhor entendimento do papel do vetor na infecgao e
modulac¢io da doenca. Morris et al."” demonstraram que
MAX pode substituir a saliva e que a multiplicacio para-
sitaria em camundongos CBA infectados com L. major e
MAX ou L. major e glandula salivar € igual. Submeteram
grupos a vacinacao prévia com MAX e observaram que as
lesbes cutaneas em animais vacinados foram de trés a
cinco vezes menores, com crescimento parasitario redu-
zido, e que cicatrizavam 50 dias apds a infec¢ao, enquan-
to nos grupos tratados somente com adjuvante ou
diluente a cicatrizacio ainda nao havia ocorrido ap6és 65
dias. Para investigar os possiveis mecanismos de prote-
¢ao, promovida pela vacinacao, realizaram dosagens de
anticorpos antiMAX no soro por meio do Elisa e detecta-
ram altos titulos. Células de linfonodos regionais, extrai-
das dos animais tratados, foram estimuladas in vitro com
MAX e produziram INF-y e NO (6xido nitrico) em quan-
tidades significativas. Portanto, respostas humoral e celu-
lar foram estimuladas em camundongos vacinados.

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

O uso de componentes nido parasitarios para
inducao de resposta imune especifica contra parasi-
tos, diminuindo a infeccao, representa nova e promis-
sora perspectiva na busca de vacinas para doengas em
que os patdgenos sao transmitidos por vetores. A
identificacio de um componente especifico na glin-
dula salivar com atividade imunomodulatéria, como,
por exemplo, o MAX, é fundamental para o entendi-
mento da interacao hospedeiro e vetor no nivel mole-
cular. Se esse componente é conservado entre as mul-
tiplas espécies de flebétomos, ter-se-a a possibilidade
de desenvolvimento de uma vacina capaz de proteger
contra multiplas espécies de Leishmania pela imuni-
zacao com uma Unica proteina do vetor."

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

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

A presenca de anticorpos antiMAX em controles
confirma a exposicio a picada de flebétomos.
Moradores de areas endémicas de LTA, mediante a
exposicio natural a picada de fleb6tomos, sao “vacina-
dos” repetidamente. No entanto, embora seja possivel
que essa exposicao promova reducio da gravidade da
doenca, parece nao trazer protecio total. Os resulta-
dos deste estudo confirmam isso, pois 0s pacientes
com LTA apresentam titulos de antiMAX maiores do
que aqueles dos controles e evoluiram com a manifes-
tacao da doenga, incluindo a forma mucosa.

Uma vacina eficaz para leishmaniose sera aque-
la que previna o desenvolvimento da doenca. Uma
redugao do processo de infeccao, como aquela obti-
da pela exposi¢io prévia a picada de fleb6tomos' ou
injecio de MAX, nao necessariamente confere imuni-
dade ao parasito ou previne a progressio da doenca."’
Vetor e patégeno devem ser considerados unidade
unica integrada no processo infeccioso para o desen-
volvimento de vacina segura e eficaz.

CONCLUSAO

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