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SOARES Béarbara Nascimento Rocha RibeiBoroconversao de galinhas para antigenos salivares de
L. Longipalpis possibilidade de uso como sentinela em area endémica para leishmaniose visceral
2012.64 f. Dissertacao (Mestrade)Universidade Federal da Bahia. Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, Salva@ri 2.

RESUMO

A Leishamaniose VisceraLV) € transmitida pela picadade insetosda espécie vetora
Lutzomyialongipalpisatravés da inoculacdo dos parasitas juntamente com a saliva na pele do
hospedeiro durante a alimentacédo sanguinea. A saliva deste vetor desempenha um papel importante na
obtencdo do repasto, sendo também capaz de modular o sistema imune do hospedeiro. Algumas
proteinas salivares sdo imunogénicas e podem induzir a producdo de anticorpos especificos. Neste
sentido, a presenca de anticorpos-aaliva pode ser utilizada como roador de exposicao ao vetor.

Na LV, a presenca de galinhas em area endémica é considerada um fator importante na manutencgéo da
fauna flebotominica, além de ser citada como um importante fator de risco para a transmissao da
doenca. Entretanto, o papel daligega na cadeia epidemioldgica da LV ainda ndo €& bem
compreendido. Nosso objetivo neste estudo foi detectar nestes animais a presenca de anticorpos contra
0 sonicado de glandula salivar (SGS) a serem utilizados como marcadores de expdsi¢cdo a
longipalpise investigar o potencial papel destas aves como sentinela para a presenca do vetor em area
endémica. Para isso, quarenta galinhas foram distribuidas em cinco residéncias em Cavunge, area
endémica para LV na Bahia e naturalmente expostas a picadas denfieleos durante oito meses.

Para avaliar a densidade vetorial armadilhas luminosas foram distribuidas e monitoradas mensalmente
nas mesmas residéncias. Amostras de sangue destas aves foram coletadas a cada dois meses
monitorada a soroconversdo para SQSeste de ELISA foi realizado para avaliar o reconhecimento

de SGS onde, ap6s quatro meses do inicio da exposicao 26% das aves se tornaram positivas e com sei
meses de exposi¢do detectamos uma soroconversdo de 100% das galinhas. ApOs oito meses, toda:
apresentavam altos titulos de anticorpos-8@B5, aumentado 2,7 vezes sobre o valocuteoff.

Alémdo SGSoram utilizadas aproteinagecombinantes LIJM1€LJM1lda saliva da L.
longipalpigjue apresentaram desemperdamnelhante aBGS.O teste de coefagcdo aplicado entre a
densidade flebotominica e os niveis de anticorpos especificos ap0s oito meses de exposicdo ndo
foi positivo, porém pddse observar que independente da variacdo na densidade de vetores, apos a
soroconversao, galinhas sdo capazesiaeter os niveis de anticorpos IgY aBGS constantes. Para

avaliar a reatividade cruzada para o reconhecimento a sallvaatagipalpis foram utilizados soros

de galinhas expostas a picadas de barbeifAexes aegyptonde identificamos o reconhe@nto de

duas proteinas da saliva Halongipalpiscom peso de 61 e 79kDa. A proteina recombinante LIM11

ndo apresentou reatividade cruzada quando testada. Estes resultados demonstram que a exposiGac
natural de galinhas ao vetbr longipalpisresulta na pducéo de anticorpos IgY especificos anti

saliva sugerindo o uso destes animais como indicadores da presenca do vetor, lesantando
possibilidade da utilizacdte galinhas como um animsgntinela para a deteccdo da.
longiplapieméareasendémicas.

PALAVRAS CHAVE: AnticorpoGalinhas LutzomyialongipalpisSGS.



SOARES Bérbara Nascimento Rocha Ribeir®eroconversiorof chickens naturally exposed to
lutzomyia longipalpis, in an endemic area of vl: possibility of the chicken as a sentinal. &0d?.

64 f. Dissertagdo (Mestrade)Universidade Federal da Bahia. Fundagdo Oswaldo Cruz, Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz, Salvador, 2012.

ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is transmitted bytzomyia longipalpis when saliva and parasites are
injected ino the host skin during blood feeding. Saliva has an important role not only in the blood
me a | process but it is also able to modul ate t
immunogenic inducing production of assaliva antibodies in theolst that can be used as markers of
exposure to the vector. In VL, the presence of chicken in the endemic area is indicated as an important
source for a blood meal and is often considered as a risk factor for transmission. However the role of
the chicken inthe VL epidemiology has not been defined. Here we investigate if the detection of
antibodies against salivary gland sonicate (SGS) ftontongipalpis could be used as exposure
markers toL. longipalpisand the potential role of the chicken as a sentin@hal. Forty chickens

were distributed in five houses in Cavunge, a VL endemic area in Bahia, where they were naturally
exposed to sand flies during eight months. To evaluate vector density, light traps were distributed and
monitored monthly in the sameses. Blood samples were collected every two months to monitor
the development of arBGS antibodies. ELISA was performed for the recognition of SGS and, after 4
months 26% of the exposed chickens became positive and 6 months later 100% were padsiti@e. Af
months all of them were positive with high antibodies titers against SGS, 2.7x abeafé \altie.

Beside SGS we also used LIJM17 and LIJM11 and these recombinants proteins showed similar
performance as SGS. There was no correlation between spatifisaliva antibody levels and
sandfly density. Although a cressactivity test using sera from chicken exposed to triatomines and
Aedes aegyptiemonstrated that the proteins of 61 and 79 kDa salivary proteins were only detected in
animals exposed to &iomines, LIM11 recombinant protein was shown to be specificlomgipalpis
exposure. Altogether these results show that chicken naturally exposed to the vector develop high
titers of antisaliva antibodies and may be used as important indicators tofr y@esence, raising the
possibility of using chicken as a sentinel animal in endemics areas.

KEY WORDS: AntibodiesChickens,Lutzomyia longipalpisSGS.
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LISTA DE ABREVIATURAS

DNA Acido desoxirribonucleico

DO Densidade otica

ELISA Ensaio de imunoawrcéo ligado a enzima
lgG Imunoglobulina G

lgY Imunoglobulina Y

M Intramuscular

kDa Quilodaltons

L. chagasi Leishmania (Leishmania) chagasi

L. longipalpis Lutzomyia longipalpis
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PBS Tampao de Salinadsfatada (pH 7.4) (Phosphate Buffered saline)
ROC Caracteristica Recebedor Operador

Eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de s6dsmdium dodecyl

SDSPAGE sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
SGS Sonicado de Glandula Salivar

SLA Antigeno Soluvel de Leishmania

WVN West Nile Virus
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1 INTRODUCAO

1.1CONSIDERACOES GERAIS

Pertencente ao Filo Ambpoda, a classe Insecta possui relevante destaque por
representar 70% das espécies de animais e por estar distribuida nos mais variados ambientes
(BORROR e DELONG 1969). Esta classe também se destaca por apresentar diversos insetos
transmissores de agestpatogénicos. Em sua maioria, tais vetores sao insetos hematéfagos
que, durante o repasto sanguineo, transmitem patdgenos aos hospedeiros vertebrados
incluindo o homem. Nos insetos, a hematofagia pode ocorrer em ambos 0s sexos, como
ocorre nas pulgas, atiomineos, piolhos anopluros e moscas, ou apenas nas fémeas, como em
culicideos e flebotomineos (MARCONDES, 200M.realizacdoda alimentacdo sanguinea
comoimportante habito foi constataém cerca de 19.000 espécies de aproximadamente um
milhdo de esp®es ja conhecidas de insetos e tem sido bastante estudado em diferentes
aspectos: bioldgicos, ecoldgicos e vetoriais (RIBEIRO, 199%hnde parte da transmissao de
patdgenos por insetos vetores ocorre no momeptaepasto sanguinedevido a sua
importdncia médica,diferentes trabalhos tém demonstrado que os insetos hematéfagos
possuemem sua saliva um conjunto de molécudas transpdem as barreiras hemostaticas do
hospedeiro facilitando a sua efetiva aquisicdo de sangue. Muitas deskemsilasse
reumem a diferenteproteinagpresentes na saliva dos vetores hematéfagos como proteinas,
enzimas, etc., que possuem atividade-laemostaticas (RIBEIRO, 1995; RIBEIRQ987;
CHAMPGNE, 1994 STARK e JAMES 1998. Além de favorecer a alimentacdo sanguinea, a
saliva de alguns isentos vetores é imunogénica, induzindo no hospedeiro vertebrado,
incluindo o homem, o desenvolvimento de anticorpos-satitta espéciespecifico contra
antigenos salivares (ROHOUSOVA et, @005a). Em virtude dessa caracteristicalwa de
hematéfagos tem sido sugerida como um marcador epidemiolégico de exposicao a tais insetos
(BARRAL et al., 2000; SCHWARTZ et al., 20080UZA et al., 2010; TEIXEIRA et al.,

2010. Nesse sentido, a exposicdo do hospedeiro a saliva de flebotominset®s
hematdéfagos vetores das leishmanioses, tem sidmnbasestudada, uma vez que, a
leishmaniose, é considerada um importante problema de saude publica no Brasil e no mundo
(RIBEIRO, 1995; ANDRADE et al., 200ROHOUSOVA e VOLF, 2006).
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1.2 INTERFACE VETORPARASITA

1.2.10s flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos holometabolos diminutos, pertencentes a Ordem
Diptera, a Familia Psychodidae e Subfamilia Phlebotominae, cujas fémeas possuem habito
hematéfago (GONTIJO e MELO 2004). Popularmente, eboiomineos sdo conhecidos

cComo mosquito pal hlassificacigdaxondraica gnaid deditanrbcanhece A
seis géneros de flebotominedhlebotomus Sergentomyige Chinius no Velho Mundq e
Lutzomyia Brumptomyiae Warileyiano Novo Mundo(LEWIS, 1971). Os génerdsutzomyia

e Phlebotomussdo os principais vetores das leishmanioses, doencas causadas por
protozoarios, nas Américas \¢éelho Mundq respectivamente (FORATINE, 1973). Esses
vetores sdo comumente encontrados em areas florestais ou pd&sgtas, em locais umidos

e escuros com temperaturas moderadas, podendo estar também presentes no ambiente d
domicilio e peridomicilio. Aléem da transmissdo de protozoérios, os flebotomineos também
sdo responsaveis pela transmissdo de virus e bactériddSAR al., 1985), como as
bartoneloses (BIRTLES, 2001) e fleboviroses (TESH, 1988). Os flebotomineos possuem
aparelho bucal do tipo picador sugador e tém como principal fonte de energia carboidratos
obtidos de seiva de plantas (ALEXANDER e USMA,1994). fAsieas sao hematofagas
obrigatérias, pois necessitam de sangue para o desenvolvimento dos ovos, possuindo habitos
alimentares crepusculae noturno (XIMENES et al., 2000 O ciclo bioldégico dos
flebotomineos compreende quatro fases: ovo, larva, pupdte.achdo o ciclo dura cerca de

30 a 70 dias (FORATINE, 1973).

Existem aproximadamente 700 espécies de flebotomineos descritas. Destas, 400
espécies e subespécies sdo do géhatpomyia onde 229 estdo distribuidas no Brasil
(KILLICK -KENDRICK, 2003). A Lutzomyia longipalpis(LUTZ&NEIVA, 1912 apoud
DIAS, LOROZA e REBELO 2008 é a principal espécie transmissora ldsishmania
infantum chagasno Brasil (ARIAS et al., 1985) e certamente preenche todos os critérios
estabelecidos para competéncia vetorial,ad@stdo aqueles considerados essenciais, como a
antropofilia, distribuicdo espacial coincidente com casos humanos da doenca e infeccao
natural pelo parasito (DEANE, 1956; KILLIGKENDRICK, 1990; LAINSON e RANGEL,

2005). No Brasil, d.. longipalpisja apreseta extensa distribuicdo geografica, e de acordo
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com estudos anteriores como o de XIMENES e colaboradores (2000) e LAINSON e
RANGEL (2005) o comportamento eclético e oportunistd .d@angipalpisesta associado a
urbanizacdo da Leishmaniose Visceral (L&gpecialmente devido a flexibilidade de habitos
alimentares e facil adaptacdo as condicdes domésticas, o que permite sua captura dentro de
moradias humanas e abrigos animais (RANGEL e VILELA, 2008).

1.2.2A leishmania

A leishmania, agente etiolégico desshmanioses, € um protozoéario pertencente ao
género Leishmania Filo Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastidea e Familia
Tripanosomatidae (LEISHMAN, 1994). Esses parasitos sdo digenéticos apresentando
diferentes morfologias no seu ciclo biologico. As fasmpromastigotas sao flageladas,
moveis e extracelulares, que podem ser encontradas livres ou aderidas as microvilosidades da
cuticula intestinal no tubo digestivo do inseto vetor (KILLKRENDRICK, 1990;
WALTERS et al, 1989). A forma amastigota, como étowinos tecidos dos hospedeiros
vertebrados, é intracelular obrigatoridERWALDT, 1999.

A principal forma de transmissdo parasitaria para o homem e outros hospedeiros
mamiferos € através da picada de fémeas de flebotomimeosomento em que estas
realizam a hematofagia (SCOTT e FARRELL, 1998). O ciclo da leishmania-g@iaam o
repasto sanguineo do inseto que, ao picar um animal infectado, ingere juntamente com o
sangue as formas amastigotas do protozoario. Estas forimgsnato intestino anterior do
inseto, desenvolvendo uma série de modificacbes morfolégicas, bioquimicas e funcionais
(KILLICK -KENDRICK 1990; WALTERS et al 1989) necessarias para sua sobrevivéncia
dentro do hospedeiro e para o desenvolvimento da inf€&@E0KS, 1989). Uma vez no
interior do trato digestivo do vetor, o parasito assume sua forma promastigota, diferenciando
se em promastigota prociclica, estagio que evita sua expulsdo do intestino médio do
flebotomineo. Posteriormente, a leishmania se toamsf na forma promastigota metaciclica,
forma infectante, fase na qual este parasita migra @gvarcao anterior do intestirgo
flebotomo. O hospedeiro vertebrado € infectado pela picada do vetor quando este, ao realizar
0 seu proximo repasto sanguin@mcula as formas promastigotas metaciclicas. Estas, ao
penetrarem nas células do sistema fagocitario mononuclear local, transfsemam
amastigotas e, por divisdo longitudinal binaria, multipliesmintensamente (MELBY et

al.,1998). As formas amastigst se desenvolvem dentro de macrofagos do hospedeiro
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infectado e estes apresentam os sinais e sintomas da doenca, que possui diferentes formas
clinicas, ou servem de reservatorio do parasitBL(BY et al., 1998.

As leishmanioses estao presentes em &®epam todo o mundo. Essas doencas foram
agrupadas com mais onze enfermidades como doencas tropicais negligenciadas (WHO,
2010). Entre as suas diferentes formas clinicas esta a leishmaniose visceral (LV), a qual &
endémica em 62 paises do mundo. O Brasponde por 90% dos casos registrado de LV na
América do Sul e 77% dos casos em nosso pais estdo distribuidos principalmente na regiao
Nordeste nos estados da Bahia, Ceara, Maranhdo e Piaui (COSTA, 1990). No Brasil, a LV é
transmitida pelo fleb6tomd.utzonyia longipalpis infectado pelaLeishmania infantum
chagasi.

1.2A SALIVA DE INSETOS VETORES EM ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS

1.3.1A importancia da saliva

Para os insetos hemato6fagos, o sangue obtido do hospedeiro € de grande importancia
e, em sua maioria, € nes@sio para suprir demandas nutricionais associadas com 0 seu
crescimento e com o amadurecimento do foliculo ovariano (CARRERA, 1991; NEVES et al.,
2005). Entretanto, a aquisicdo de sangue do hospedeiro vertebrado ndo é tarefa tdo simples
assim, uma vez questesdesenvolveram eficientes mecanismos hemostaticos como a
agregacdo plaquetaria, a coagulacdo e a vasoconstriccdo para evitar a perda sanguinea
provocada por lesdes teciduais (BOWMAN, et al., 1997; SCHOELER e WIKEL, 2001). Por
outro lado, asaliva dosinsetos hematéfagos dispde de um arsenal molecular capaz de
neutralizar essas barreiras hemostaticas (RIBEIRO et al.,, 1994; RIBEIRO, 1995;
BASANOVA et al., 2002; CHAMPAGNE, 1994).

Em flebotomineos, a baa, além de possuir atividadati-hemostatica queacilita a
ingestdo sanguinea, apresenta grande relevancia pela sua capacidade de regular o sistem:
imune do hospedeiro vertebrado, criando um ambiente adequado a sobrevivéncia e
multiplicagdo dos parasitas transmitidos durante a hematofagia (ANDRADE €0@5;
ROHOUSOVA e VOLF, 2006; MENEZES et al., 2008). Em virtude disso, diversos trabalhos
tém descrito componentes salivares de espécies de flebotomineos do Velho Mundo e das
Américas, bem como algumas de suas funcdes. A salida tngipalpis possuio mais
potente vasodilatador conhecido, o maxadilan (MORO e LERNER, 1997). Além desta
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funcdo, também foi descrito que o maxadilan inibe a acdo de macrofagos (LERNER et al.
1991; TITUS e RIBEIRO, 1988.), aumenta o fluxo sanguineo e acelera o repasto no
hogedeiro (RIBEIRO,et al, 1989). Além do maxadilan, foi descrito que as glandulas
salivares dos flebotomineos apresentam um complexo de moléculas, sendo a apirase e
proteinas da familigellow as mais estudadas (RIBEIRO et al.,1989 LENER et al., 1991,
1986 TEIXEIRA et al., 2010 e SHAZIA e READY, 2011). A apirase funciona como um
antragregante plaquetario e é encontrada em flebotomineos dos gé&mézomyiae
PhlebotomugRIBEIRO et al.,1989 e TEIXEIRA et al., 2010). A familia de proteiyellow

é consi@érada o mais importante grupo de proteinas presentes na saliva de flebotomineos. Esta
familia € a mais abundantemente expressa e a mais estudada atualmente, tendo a funcédo de
remocado de mediadorda inflamacd® da resposta hemostatica (RIBEIRO et al102@
XUEQING XU et al., 2011).

1.3.2 Anticorpo antsalivacomo marcador epidemiologico de exposi¢cao ao vetor

Algumas poteinas salivares sdo imunogénicas, capazes de estanpitaducaale
anticorpos e tém sido usadas como ferramenta epidemiologicar@aduar bioldgico de
exposicdo a vetorestropodestais como mosquitos, carrapatos e flebotomineos (LANE et al,
1999; CORNELIE et al, 2007; POINSIGNON et.,a2007; INOKUMA etal., 2000;

BARRAL et al, 2000; GOMESet al, 2002 e VOLF et al 200). Além disso, estudos
recentes demonstram que a presenca de anticorpesabwdi de vetores hemat6fagos pode

ser utilizada como ferramenta para avaliacdo de infestacao de insetos em areas endémicas e ¢
consequente monitoramento do risco de transmissdo deado@m humanos e outros
hospedeiros (SOUZA et al., 2010 e SCHWARTZ et al., 2010).

Existem diversas evidéncias a respeito das propriedades imunogénicas dos
componentes salivares dos flebotomineos, sendo a producao de anticorpos contra as diferentes
proteiras da saliva uma deld8ELKAID et al., 1998; GOSH e MUKHOPADHYAY et al.,

1998; VOLF e ROHOUSOVA et al., 20p1Estudos experimentais com camundongos
demonstram a presenca de anticorpossaiitva apds exposicdo destes animais as picadas de
flebotomineogBELKAID et al., 1998; GHOSH: MUKHOPADHYAY, 1998; VOLF e
ROHOUSOVA, 2001; SILVA et al., 2005).A presenca de anticorpos contra a saliva de

flebotomineos também foi observada em individuos de area endémica para a Leishmaniose
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Visceral, sendo detéados anticorpos IgG especificos aos componentes salivares do vetor
L. longipalpis (BARRAL et al., 2000; GOMES et al.,, 2002). Dados da literatura
demonstram que os diferentes constituintes proteicos da saliva de fleb6tomos podem variar de
acordocom a diversidade de espécies existerdagerindo que a saliva de flebotomineos
pode apresentar diferentes componentes salivares imunog&REISOUSOVA et al

2005a) De fato, neste mesmo trabalho foi demonstrado que diferentes hospedeiros
(camundongoe homem) expostos a picadas de flebotomineos produzem anticorpos que
reconhecem antigenos espéespecificos da saliva dePhlebotomussergenti e
Phlebotomuspapatgssugerindoque a especificidade antigénica esteja ligada a distancia
filogenética entre téons de insetos, e antigenos compartilhados por espécies distintas sao
frequentes apenas em espécies correlatas (ROHOUSOVA 2@il5a). GOMES e
colaboradoreem 2002, awerificar a resposta especifica contra componentes totais da saliva
do L. longipalpis estudaram a frequéncia de reconhecimento especifico para estas proteinas,
verificando que soros deriancasde area endémica para LV sdo capazes de reconhecer as
proteinassalivaresde 45, 44, 43 e a de 35 kDa. Estudos epidemiolégicos desta natureza,
redizados para a identificacdo das taxas de exposi¢do aos vetores das leishmanioses, buscam,
além do uso do SGS como marcador de exposi¢ao ao vetor, a utilizacdo de proteinas salivares
isoladas, como por exemplo, as proteinas recombinantes (BARRAIL 2000; TEIXEIRA

et al, 2010 e SOUZ/Aet al, 2010).A utilizacao dessas proteinas recombinantes da saliva em
estudos de exposicdo a picadas de flebotomineos passa, entdo, a apresentar uma vantagem el
relacdo ao uso da saliva total, uma vez que estas podgrodazidas em abundancia, ndo
havendo variacdes em seu conteudo proteico (VALENZUELA, 2004).Atualmente ja se

pode contar com a biblioteca genémica de varias espécies de flebotomineos, o que possibilita

a clonagem e expressao de distintas pradeioatidas na saliva desses vetores.

Utilizando nove proteinas recombinantes da saliva. dengipalpisTEIXEIRA e
colaboradores (2010) fizeram uma triagem das proteinas especificamente reconhecidas em
soros provenientes de individuos, cdes e raposasndearea endémica para Leishmaniose
Visceral. Neste trabalho, as proteinas recombinantes usadas lfdMé# [13,8 kDa (protein
SL1)], LIL13 [26kDa (D7 related protein)], LJL143 [32,4 kbBgpothetical protein R.
falciparum)], LJL23 [35 kDa épyraseg], LIM111 [42,9 kDa Yellow relatedprotein)],

LIM11 [43 kDayellow relateeprotein)], LIL138 [43,7 kDa (Endonuclease)], LIM17 [45
kDa(Yellow relateeprotein) | e LJL11 [ 60,0Dentré & protdinacdtaelastai d a

LIM11 e LIM17sdo as mais estudadgsmdo utilizadascomo marcadores de exposi¢céo
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capazes de gerar uma resposta de anticorp@siesmehumanosexpostos em uma éarea
endémica para LIBOUZA et al., 2010TEIXEIRA et al., 201DA utilizacao destes antigenos
recombinantedrazem perspectivas pasmacompreensao das interacdes vamspedeiro, além

de favoreceo desenvolvimento de ferramentas epidemiolégicas capazes de correlacionar os niveis
de anticorpos anfiroteina recombinante com a suscetibilidade de infec¢cdes pela leishmania
(BARRAL et al., 2000). Portanto, anticorpos a®GS ou antproteina recombinante da saliva de
flebotomineos podem servir como indicadores Uteis para verificar a distribuicdo espacial de
flebotomineos em uma determinada regido, contribuindo assim para direcionargsa#aontrole

de vetores e doencas (Revisado por TEIXEIRA et al., 2005).

1.3[}JTILIZAC}AOPE ANIMAIS SENTINELA PARA MONITORAMENTO DE
AREAS ENDEMICAS

Animais sentinela saalefinidos comaima coortaleanimais em um local pré
determinado, que é monitoradarante um determinado periodo de tempo em relacdo a um
agente especifico de doenca (WARD et al., 199&yundo a Organizacao Mundial de Saude
Animal (OIE), unidades sentinela sdo descritas como animais com geografifieacida
com testesle diagndstio regularespara deteccdo de antigenos e/ou anticoqurisa agentes
etiolégicos de diferentes doencas.Portanto, esses animais sdo dapazmsitorar e

identificar possiveis locais criadouros de insetos vetores e possiveis riscos de epidemias.

A utilizagdo de galinhas como animais sentinela tem sido descrita em diversas doencas
tais comoWest Nile ViruBVNV) nos Estados Unidos (REISEN et al., 20@9)y i an | npue
France e Holland &t. Louis encephalitisos Estados Unidos (Revisado por RACLOZ et al.,
2007), sendo utilizadas em programas de controle epidigigol Estes animais auxiliam
nomonitoramento  ouidentificacdo de surtos causados por aged
infecciososinvestigacdods mudancas maevaléncia ou incidéncia de uma determinada
doenca,além deavaliar a eficacide programas de contraidemioldgico instituido em
determinada are@®ACLOZ et al.,, 2007)Em resposta a exposicao vetorial eflmenca em
areas endémicas, as aves sentinelas podem produzir anticorpos especificos (KWAN et al.,
2010), sendo a Ig® isotipo principal. Como a molécula de IgG de aves possui estrutura
maior que o0 seu equivalente em mamiferos, geralmente é chamada (®@RgXNDI-
PRADINES et al., 2007).
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Aves utilizadas como sentinela podem soroconverter de acordo com o local em que
foram inseridas e o tempo de permanéncia em area endémica. Esse modelo tem sido associadc
com o fator de risco para transmissdo da doencatdizado para mensurar e estabelecer
medidas de intervencdo emergencial (KWath\al, 2010).Galinhas sentinelas sédo capazes de
fazer soroconversédo paM/NV e a presenca de anticorpos aiiNV nestas aves foi
detectada simultaneamente com casos confirmal#o doencas humanas no mesmo local
(BUCKLEY et al.,, 2003 e KWAN et al., 2010). Aléem de apresentarem anticorpos contra
antigenos de patdgenos, galinhas também sdo usadas como sentinelas em programas de
monitoramento de infestacdo de vetores. Na Bolivegseaves tém se mostrado eficientes no
controle de vigilancia epidemioldgica, uma vez que apesar de ndo se infectarem por
Tripanossoma cruzisdo capazes de desenvolver rapidamente resposta imune detectavel
contra componentes da saliva do vetor, os triateos (SCHWARZ et al.,, 2009a).
Atualmente j& se sabe que aves expostas a picadas de artrépodes hematdfagos desenvolven
anticorpos contra componentes da saliva desses vetores (SCHWARZ et al.,, 2009a). Este
modelo possui relevancia em programas de contraesudos epidémicos e até mesmo
programas para verificacdo de reinfestacdes vetoriais em areas anteriormente tratadas
(SCHWARZ et al, 2009b).Entretanto, apesar da importancia epidemiologica de galinhas
como sentinelas em diferentes doencas, ndo exigtrdos que evidenciem o papel dessas
aves sentinelas em area endémica para leishmaniose, sobretudo consseeddteccao de

anticorpos contra a saliva dos flebotomineos.

1.4GALINHAS: POSSIVEL FATOR DE RISCO PARA LV

Em &reas endémicas para leishmaniasestratégias de controle sdo complexas e de
dificil implantacao, principalmente porque estas implicam no combate do vetor da doenca.
Deste modo, a LV permanece como um problema de saude publica cada vez mais grave no
Brasil e para novas medidas de ctetee faz necessario a compreensdo da cadeia de
transmissao desta doenca, direcionando estudos com os vetores (flebotofameodude
do pouco conhecimento a cerca da dinamicidade da infec¢cdo dos flebotomineos quando
alimentados em determinados animaiazse necessario um estudo epidemiolégico e
entomoldgico para obter definicbes indispensaveis as campanhas de profilaxia das
leishmanioses. Para isso € necessario a identificacdo da disponibilidade de fontes alimentares
(animais domésticos e/ou silvesty em areas onde ocorrem estes vetores, pois constituem um
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fator importante na manutencdo da populacédo de flebotomineos (ALEXANDER et al.,2002).
Estudosfeitos com conteddo estomacal de flebotomineos em diversas areas endémicas
demonstraranalta freqiién@ de sangue de aves em associacdo com o0 sangue de diversos
outros animais (DIAS et al., 2003; NERY et al., 2004; OLIVEIREREIRA et al., 2008).
InvestigacBes conduzidas por DIAS e colaboradores (2003), evidenciaram que a galinha é o
animal doméstico comuante encontrado no ambiente do peridomicilio, constituindo 87,9%

do tipo sanguineo preferencial ldatzomyia longipalpis

Sabese que galinaceos nao se infectamlmsshmaniadevido as suasacacteristicas
fisiologicas, principalmente a alta temperaturarporal e pela atividade do sistema
complemento que impede o seu desenvolvimento (OTRANTO, et al.,, 2009).Apesar de
galinhas ndo atuarem como reservatorio, alguns estudos epidemiolégicos sobriéra LV
demonstrado que a presenca de galinheiros proximbahkdcdes humanas constituem um
fator de risco para a transmissao da doe(BEXANDER et al., 2002; CALDAS et al.,

2001) e queindividuosresidentes em casas proximas a galinheiros possuem risco 4.21 maior
de contrair a LV ( RODRIGUES et al., 1998)umeros séo os fatores que podem favorecer a
alimentacdo de flebotomineos em sangue de galinha. Menores niveis de hemoglobina, a
inatividade durante o periodo noturno e por possuirem areas de exposicdo que facilitam a
alimentagcédo, como cristas e barbelassiem capilares e sua epiderme mais fina, 0o que
também facilita a introducdo da proboscide destes insetos (FREEMAN et al., 1984;
ALEXANDER et al., 2002) Além de possuir caracteristicas fisiolégicas favoraveis para
alimentacdo de flebotomineos, galinhashémsao importantesa atracdo das fémeas para
alimentagéo e posterior realizagéo da corte (BRAY et al., 2010). Inicialmente os machos séo
atraidos para o local da alimentacao liberando feroménios, estes tém a sua volatilizacdo
favorecida devido a altemperatura corporal das aves (41°C), que somado a emissdo de CO2
parece auxiliar a entacdo das fémeas para realizacéo do repasto sanguineo (PETERS et al.,
1983 e BRAY et al., 2010). A relacdo entre galinhas e os fleb6tomos ja havia sido verificada
por TEODORO e colaboradores (1999), quando observaram que o galinheiro se mostra
bastante atrativo parala longipalpis que encontra neste local abundéncia de alimento e
matéria organica Umida para seus criadouros.Com base nestas evaéroxisnidade de

casas e galinheiros constitui um fator de risco para transmissdo da LV. Deste modo,
compreender o papel especifico da galinha na cadeia epidemioldégica de transmisséao da LV

pode auxiliar na implementacdo de medidas preventivas sustentaveis contra a doenca,

24



sobretudo porque estas aves sao criadas em abundancia em zonas rurais e bairros de baix:
renda nas grandes cidades do Brasil (ALEXANDER et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

HIPOTESE
A galinha Gallus gallus domesticli® considerada um animal sentinela para detecigdo

presenca do vetdr. longipalpisem uma area endémica para.LV

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacdo de galinhas como sentinela para detec¢ao da presén¢andgpalpisa
partir dos niveis de anticorpos produzidos contra a saliva deste veton@rarea endémica
para LV.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar os niveis séricos de IgY a18GS em galinhas experimentalmente imunizadas
com SGS dé&. longipalpisem laboratério.

2) Acompanhar a soroconversao para SGSLddongipalpis em galinhas expostas
naturalmente a picadas deste vetor em area endémica para LV.

3) Avaliar a soroconversao para as proteinas recombindrited 1 e LIM17)da saliva
deL. longipalpisem galinhas expostas a picadas deste vetor.

4) Correlacionar os niveis séricos de anticorpos &it-SGS presentes em galinhas
expostas naturalmente &0 longipalpiscom a densidade flebotominica em area endémica
para LV.

5) Verificar a reatividade cruzada em soros de galinhas picadas por outros insetos vetores
usando como antigeno o SGSm@rateinarecombinante LIM11
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3 METODOLOGIA

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Para avaliar a utilizacdo de galinhas como sentinela em area endémica para
Leishmaniose Visceral foram realizadas trés abordagens. Primeiramente, foi avaliado o
desenvolvimento da resposta humotgl ant-SGS em galinhas (n=3) previamente
imunizadas com SGS de longipalpise adjuvanted&reund 6 Nesta etapa, as aves foram
acompanhadas para monitoramento da soroconversao através de testes sorolégicos ELISA
antSGS. O ponto de cortelt-off) foi estabelecido com a média mais trés despamrdoda
densidade 6tica (DO) das amostras de soro de 15 galinhas de area ndo endémica. As amostras
de soro com DO acima destat-off (0.045) foram consideradas positivas para SEs$a
etapa subsidiou os espmentos posteriores realizados em CaviBgieia, area endémica
para LV.

A segunda abordagem constituiuaralise da soroconversée galinhas naturalmente
expostas gicadas dd.. longipalpisem area endémica para LV. Para igginhas (n=40)
foram randomicamente distribuidas em cinco casas no povoado de Cavunge e mantidas nestas
residéncias por um periodo de oito meses. A cada dois meses foram realizadas coletas de
sangue dessas aves para deteccao dos niveis séricos de anticorposSpSanur ELIA e

Western Blat

A terceira abordagem consistiu em verificar a possibilidade de utilizacdo de proteinas
recombinantes da saliva de longipalpiem substituicdo ao SGS& partir daconstrucdo de
curvas ROC (Receiver Operator Characterishs).duas prteinas recombinantes utilizadas
nesta etapa (LJM11 e LIM17) foram previamente selecionadas a partir de um screening de
reconhecimento de quatro proteinas atravé3alelotsfeitos com soros de galinhas picadas
por L. longipalpis Os pontos de corte para estabelecimento deutoff, bem como a
avaliacdo das proteinascombinantesomo marcadores de exposicdo em substituicdo ao
SGSforam estabelecislaa partir da construcdo de curvas ROC (@ever Operator

Characteristic)
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Na terceira abordagem, foi vedéida a reatividade cruzada de proteinas totais e
recombinantes da saliva de longipalpis(SGS, rLJM11 e rLIJM17) em soros de galinhas
expostas d.. longipalpis e outras espécies de artrOpodes vetores cAgues aegypte
triatomineos. O objetivo foi valar, em aves, um marcador de exposicao especifico para o

longipalpisque ndo fosse reconhecido por outras espécies de insetos vetores.

Imunizagoes em laboratorio

Galinhas (n=3) Verificacdo d
i Gali cdoda
12 Abordagem imunizadas com presenca do Monitoramento de
SGSde L. anticorpo IgY anti- soroconverséo
longipalpis SGS

Reconhecimento de IgY anti-SGS

\Sakfias Acompanhamento Elisa
22 Abordagem [Arconicamen hincditl
eXposias (r=40) soroconversio Western Blot

Reconhecimento de IgY anti-Proteinas Recombinantes

Curva ROC: Correlagéo:
Galinhas
a
3% Abordagem | .. omicamente Selecéo de proteinas Proteinas IgY anti-saliva
expostas (n=40) recombinantes. recombinantes X
capazes de IgY anti-proteina
substituir o SGS recombinante

Reatividade cruzada da saliva de L. longipalpis com
saliva de outros insetos vetores

Western Blot:

42 Abordagem Antigenos: Galinhas expostas:
SGS L. longipalpis Avaliar a
rLJM11 Ae. Aegypti reatividade

e triatomineos cruzada

Figura 1. Fluxograma do Estudo.Na 1° abordagem, as galinhas foram imunizadas com SGS. Na 22
abordagem, as galinhatram randomicamente dispostas em area endémica para LV para
monitoramento da soroconversdo para o SGS. Na 32 abordagem, o soro destas aves foi utilizado para
discriminacdo de possiveis proteinas recombinantes da salilvaldiagipalpis.Na 42 abordagem,
verificou-se a reatividade cruzada de antigenos salivaresldagipalpisno reconhecimento de soros

de galinhas expostas a flebotomineos e outros vetores.
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3.2 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O povoado de Cavunge (12.3 ° Sul e 39.3° Oeste) pertencensgipiaude Ipecaeta,
semtarido baiano, que dista 168 Km de Salvador e 57 Km de Feira de Sdaaeordo
com estudo seccional de base populacional realizado no ano de 2010, a populagdo de
referéncia é de 1.185 pessoas, com idades entre 7 dias e 95 lanaBdade possui area
dimensionada em 369,883 Km2 no sdrido baiano e foi escolhida para o estudo por ser
uma area de transmissao ativa de LV. Para introducdo das galinhas nesta area e realizacao
deste estudo, cinco residéncias localizadas no disoriam identificadas e selecionadas pela

equipe realizadora deste projeto.

3.3 OBTENCAO E COLONIZACAO DE FLEBOTOMINEOS

Os flebotomineos foram coletados em Cavunge, municipio de Ipecaeta, no estado da
Bahia. Para as capturas foram utilizados armadilleaipd C.D.C: Centers for Diseases
Control Light Trap (Sudia e Chamberlain, 1962), as quais foram colocadas ao entardecer e
retiradas logo apés o amanhecer. Essas armadilhas foram colocadasdompslio. Os
flebotomineos capturados foram mantidos gaiolas especificas e receberam dieta de
solugdo acgucarada 50% (em pequenos chumacgos de algoddes), sendo acondicionados em
caixas de isopor com chumacos umidos de algod&o, necessarios para manter uma umidade
alta até chegarem ao Insetario do Laboratériondenoparasitologia do Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz (CPqGM)} FIOCRUZ/BA. Para a criagdo desses insetos, as fémeas foram
alimentadas em hamsterdldsocricetusauratys provenientes do Biotério do CPgGM
FIOCRUZ/BA. Esse procedimento de alimentacdo éneatamente utilizado pelo insetario
para a colonizacdo de flebotomineos. Neste, hamsters previamente anestesiados com uma
associacao de Xilasina 10mg/Kg + Ketamina 200mg/Kg (misturados em uma mesma seringa),
por via intra peritoneal, foram colocados na®iga para alimentacdo das fémeas durante 40
60 minutos. Apds a alimentacdo, as fémeas ingurgitadas foram colocadas em potes para
ovoposicdo e mantidas com solucdo acucarada (sacarose/agua destilada) (v/v) em uma estufa
incubadora (B.O.D.) a 24°C. Apos @asao das larvas, as mesmas foram mantidas com racéo
até completar o seu ciclo de vida, chegando a fase de inseto adulto. As condi¢cdes de
temperatura e umidade ritlea do insetario sdo 24°C e 80%espectivamente. Os insetos

adultos obtidos a partir d@lonizacdo foram utilizados para extracédo da glandula salivar.

29



3.4 OBTENCAO DAS GLANDULAS SALIVARES

Glandulas salivares de fémeas adultak.dengipalpisem jejum sanguineo mantidas
apenas com solucdo acucarada por cerca de 5 dias (epldsad@) foram extraidas sob uma
lupa, com auxilio de pinga e estiletes entomoldgicos. As glandulas foram colocadas em
microtubos de 1,5 mL contendo solucédo salina e armazenadd¥ &£ até o momento do
uso. Antes da utilizacdo, as glandulas salivares foram soniaagtas freqiiéncia de 40 Hz
com trés sequéncias de 20 pulsos (Branson Sonifier 450, Danbury, USA). As glandulas foram
mantidas resfriadas durante todo o processo e ap0s a sonicagado foram centrifugadas a 10.000
rpm, a 4° C por 5 minutag&ppendorf Centrifug&810 R).Os sobrenadantes foram coletados

para os experimentos, constituindo o sonicado de glandula salivar (SGS).

3.5 IMUNIZACAO DAS AVES

Galinhas Gallusgallug com aproximadamente 25 semanas de idade fuvadas de
uma granja no municipio de Santotd&&ie Bahia. Estas foranmunizadas com 50 ug de
SGS (Sonicado de Glandula Salivar) Idelongipalpis. Para as imunizacdes, de saliva foi
ressuspenso em 500 pL de PBS (Tampéo fosfato salina, pH 7.4) misturado a um igual volume
de adjuvante completo degeu n d A mistura antigenadjuvante apds homogeneizacéo foi
inoculada no musculo peitoral das galinhas. O esquema de imunizacao incluiu mais duas
doses do homogeneizado (SGS) com o adjuvante incompleto nas concentracdes citadas
acima, com intervalos de Ibas. No total foram realizadas 3 imunizacfes e, o sangue foi

coletado antes e apds cada imunizacdo para acompanhamento da soroconversao.

3.6 INSERCAO DAS GALINHAS EM AREA ENDEMICA

Para avaliar a soroconversaontra antigenos salivares Ha longipalpis galinhas
(n=40) provenientes de uma granja do municipio de Santo Estevdo foram randomicamente
distribuidas em peridomicilios de residéndias5)em Cavunge, area endémica para L&/.
escolha dos domiciliosndeas aves foram inseridas e acompanhadas#&iizadade acordo
com resultados préviosle capturas de flebotomineosobtidusste mesmo logabr nossa
equipe Durante oito meses, sempre apos avaliar a abundancia vetorial, os sangue destas aves

foi coletado para analise de soroconvers#urao anticapo IgY antisaliva
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3.7 OBTENCAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES DA SALIVA DE.
LONGIPALPIS

As proteinas recombinantel saliva doL. longipalpis (LJM11, LIM17, LJL143,
LIM19 e LIML11) foram produzidas pelo Dr. Jesus Valenzuela (NIH, USA), que possui
estréta colaboracdo com o0 nosso grupo de pesquisa. Os métodos utilizados na clonagem e

expressao destas proteinas estdo descritos em Teixeira e colaboradores (2010).

3.8 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES ATRAVES OBOT BLOT

A identificagdo das proteds recombinantes reconhecidas pelo soro de galinhas
expostas naturalmente a picadiasL. longipalpisem area endémica para LV, foi realizada
através déot Blot Para a realizacdo da técnica, a membrana de nitrocelulose foi recortada e
posta em placa d& pocos para a realizacdo das incubac6es. Proteinas da glandula salivar do
vetor L. longipalpis(5 pares) e das recombinantes candidatas (1ug) foram transferidas para
membranas de nitrocelulose em um volume aproximado de 10 uL. As membranas contendo
os anigenos foram bloqueadas com PBS Tween 0,05% mais 5% de leite desnatado durante 2
horas a 37° C. Ap6s 3 ciclos de lavagem com PBS Tween 0,05%, com duracao de 5 minutos
cada, os soros na diluicdo 1:50 foram incubados em PBS Tween 0,05% mais 5% de leite
desngado, durante 2 horas a 37°C. Em seguida foram realizadas trés lavagens e adicionado o
segundo anticorpo (IgY an@hicken conjugado a fosfatase alcakn@IGMA) na diluicdo de
1: 1000, durante uma hora a 37°C. Ap0s trés series de lavagens, a membeasedafa com
0 substrato para fosfatase alcalina (Western BRiemega).

3.9 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTSGS E ANTHPROTEINAS
RECOMBINANTES POR ELISA

Os anticorpos anBGS e antproteinas recombinantes presente nosssdas galinhas
foram detectadoatravés do ELISAHEnzyme Linked Immuno Sorbent Assapara isso,
placas de 96 pocos forasensibilizadagsom SGS de.. longipalpis aproximadamente 5 ug /
ml de proteina salivares, ou comlug /mL de cada proteina recombinante (usadas isoladamente
ou em ombinagao) em tampao carbonato (NaH@C,@5M, NaCO; 0,02 M, pH 9,6) durante

a noite a 4°C. Apoéstrés lavagens com PB&en 0,05%, as placas foram bloqueadascom
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PBS Tween 0,05%, mais 5% de leite desnatado por 1 hora a 37°C.Os soros foram diluidos
(2:200 com PBSTween 0,05%, mais 5% de leite desnatado e incubadospor uma hora a 37°C.
Os pocos foranavados 5 vezes e, em seguida, incubadosigyY anti-Chicken conjugado a
fosfatase alcalina SIGMA, na diluicdo 1:5000, por uma hora, a 37°C. Novamente, assplaca
foram lavadas e reveladas com uma solugdo cromogénica compostaifpofepilfosfatoem

tampdo carbonato de sédio pH 9.6 maislmg/mL de Mgflirante 30 minutos.As
concentracdes de saliva ou proteinas recombinantes utilizadasforam determinadas em um
expeimento de doseesposta para avaliar umsinal 6timo sem perdsersibilidade Em

todos os experimentoes valores obtidos foram subtraidos dos obtidosackground Os
experimentos sorolégicosforam repetidos duas vezes obsendesultados semelhant&®i

realizado estudo cego para os testes soroldégicos com proteinas recombinantes e SGS.

3.10 IDENTIFICACAO SOROLOGICA DE PROTEINAS SALIVARES PORESTERN
BLOT

Para o reconhecimento sorologico de proteinas totais da salivdateyipalpisassim
como deproteinas recombinantes especificas (LIJM11 e LIM17), foi utilizada a técnica de
Western blqgt adaptand@se a metodologia descrita por Teixeira e colaboradores (2010) e

Schwarz e colaboradores (2009)

Proteinas salivares de. longipalpis foram separadas pdSDSPAGE em gel de
poliacrilamida a 15%. Para a eletroforese foi utilizado o equivalente a 1 pg de SGS para cada
ul, sendo usado um total de 12 pl de amostra em canaleta. Para as proteinas recombinantes de
saliva foi utilizado cerca de 8 ug de proteipar poco em gel de acrilamida a 12%. As
proteinas do SGS e recombinantes foram desnaturadas durante 3 minutos a 95°, em seguida a:
amostras foram carregadas por poco. A eletroforese teve duracdo de 30 minutos com
voltagem inicial de 60 V para o gel concawdior e 40 minutos com 120V para o gel
separador. Em seguida, as proteinas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose
usando translot Invitrogen a 200 mA durante 1,5 horas. Apds a transferéncia &naresn
foi corada com Vermelho Roeau, enseguida lavada com PBST 0,05% e bloqueada por 2
horas com PBST 0,05% e leite desnatado 5% a temperatura ambiente. ApGds o bloqueio, a
membrana foi lavada trés vezes e incubada com os soros de giéllitha(1:10) em PBST
0,05% e 5% de leite desnatado. Aembrana foi novamente lavada e incubada com o
anticorpo IgY antichicken Sigma diluido na proporc¢ao (de100Q em PBST 0,05% e 5% de

leite desnatado em temperatura ambiente. Apdés uma hora de incubacdo a membrana foi
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novamente lavada e revelada com a adaé@ Western Blue, substrato conjugado a fosfatase
alcalinaPromega. Apés 3 minutos a reacao foi interrompida pela lavagem da membrana com

agua destilada.

Como controle positivo, foram usados soros de galinhas expostas a picadas de
flebotomineos em areanédémica para LV. Estas galinhésram usadas como fonte de
alimentacdo para esses vetores e possuiam altos titulos de anticorf®GSSan8oro de

galinhas de area ndo endémica, por sua vez, foi usado como controle negativo.

Para avaliar a especificidade teconhecimento da saliva dalongipalpigor western
blot, foram cedidas pelo Técnico Gilmar Ribeiro do Insetario de Triatomineos do LPBM
(Laboratério de Parasitologia e Biologia Moleculswjos de galinhas expostagraacoldnia
de Aedes aegypk a dversas colbnias de triatomineo$r{atoma dimidiata, Dipetalogaster

maximus, Rhodnius robustus, Rhodnius pale@RbBpdnius prolixus

3.11 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad software
Prisma 50 (GraphPad Prism Inc., San Diego, CA). daslossobre os niveis de anticorpos
antes e apds a soroconversdao para SGS foram comparados através do teste pareado d
Friedman O teste de Kruskal Wallis, com ptisste de Dunn foi utilizado para comparacdes
multiplas estimando, assim, as diferencas de valores entre as densidades Opticas (DO) das
imunizacdes em laboratériés analises de soroconversao entre o més 0 e més 8 foi avaliada
pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon com pés teste weurvas ROC fona utilizadas
para estabelecer os valoresatgoff com base na identificacdo dos valores de sorologia que
apresentaram uma maior sensibilidade e especificidade na predi¢cao de positivida&Santi
As analises dearelacdo entre os titulos de anticormsitra 0 SGS e contra proteina
recombinante LIJM11oram controladas por meio do teste ndo paramétricdpdarmanEm
todos o0s casos, 0s valores apresentaram diferencas consideradas estatisticamente

significativas quandp< 0,05
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4  RESULTADOS

4.1 SOROCOIVERSAO DE GALINHAS EXPERIMENTALMENTE IMUNIZADAS COM
SGS DEL. LONGIPALPIS

O desenvolvimento de anticorpos contra antigenos salivarés kagipalpis em
galinhas foi avaliado a partir de imunizagfes experimentais em laboratério utilizando o SGS
dessa g®cie de flebotomineo. Observamos que as galinhas imunizadas apresentaram altos
niveis de anticorpos IgY arBGS e esta producdoi estatisticamente significante entre a
primeira e a terceira imunizacdo (Figura 2). Esses resultados indicam que gafiahas s

capazes de soroconverter contra antigenos da salivdatayipalpis
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Figura 2.Soroconversdo de galinhas imunizadas com o SGS He longipalpisGalinhas éram
imunizadas trés vezes com o SGSLdengipalpis.Apdsimunizacdo as mesmas foram acompaahad

para a soroconversao contra 0 SGS através de ELISA. Os dados apresentam a média e o erro padrao
média de experimentos realizados com trés galinhas. Asterisco representa diferencas estatisticament
significantes calculadas pelo teste ndo paraméteadérdskatwallis (** p <0.001, ***p <0.000).
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4.2 SOROCONVERSAO DE GALINHAS EXPOSTAS NATURALMENTE A PICADAS
DE L. LONGIPALPISEM AREA ENDEMICA PARA LV

A partir de observacdes da soroconversdo de galinhas experimentalmente
imunizadas com o SGS de longipalpis resolvemos avalian desenvolvimento do anticorpo
IgY anti-saliva em galinhas naturalmente exposta a picadhasldagipalpisem area endémica
para LV em um periodo de 8 meses. Ao mensurar 0s niveis séricos destes anticorpos,
observamos um aumengoadual e significativo nos titulos de anticorpos IgY -aativa del.
longipalpis a partir do quarto més de exposicdo (Figura 3). Antes da exposicdo (més 0) as
galinhas variaram suas densidades opticas (DO) entre 0.001 a 0.025. Apds guatro meses di
exposcao, 26% destas soroconverteram e a partir do sexto més 100% se tornaram positivas
com DOs entre 0.089 e 0.1{Egura 3) O aumentala DOs ap6s oito meses de exposicao foi
de 2,7X sobre o valor drt-off. Em conjuntg esses dados confirmague @linhassubmetidas
naturalmente a picadasl. longipalpissdo capazes de soroconverter a partir do quarto més de

exposicdo em area endémica para LV.
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Figura 3. Soroconverséo de galinhas expostas a picadaslddongipalpisem area endénica para
LV. Galinhas(n=40) naturalmente expostas a picadadlelieotomineod.. Longipalpisno periodo de 8
mesesem area endémictram avaliadas para a produgdo de anticorpo IgY-safitta por ELISA.
Dados apresentam a densidade Optica para cadehayalio periodo avaliado. Diferencas foram
analisadas pelteste OneNay ANOVA nédo paramétricale Friedmancom posteste de Dunn para
comparac6es multipladsterisco representa diferencas estatisticamente signifiqarités< 0.0001).

Nosso proximo passo foi avaliar a especificidade do anticorpo Ig¥ata no

reconhecimento de proteinas totais da saliv&.dengipalpis,por Western blot. Para isso,
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foram utilizados soros de galinhas naturalmente expostas a flebotereimeéirea endémica

para LV. Nossos resultados indicaram que apenas um subconjunto de proteinas foi
identificadg sendo reveladas oito proteinas que possu@ronhecimento especifiaoos

soros das galinhas (Figura 4). Esse reconhecimento foi progressifornce observado na

Figura 4, e os pesos moleculares destas proteinas estdo indicados na Tabela 1. As proteinas
identificadas com maior reatividade apresentaram peso molecular similar as proteinas
pertencentes a familigellow, 5’ nucl e o tasdanspeso moleauar de T1@t/® i

KDa, ainda desconhecidas na salivd.dengipalpis
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Figura 4. Proteinas salivares reconhecidas por soro de galinhas pestas a picadas dé..
longipalpisO reconhecimento das proteinas da saliva.dangipalpisem pods de soros de galinhas

(n=5) expostas naturalmente a picadas deste vetor foi demonstrado por Imunoblot. Como controle
positivo (+) foi utilizado soro de galinha de alta exposicdo mantida em area endémica para captura de
flebotomineos. Como controle negati foi utilizado soro de ave de area ndo endémica para
Leishmaniose.

Testes sorolégicos artieishmania também foram realizados durante o periodo de
exposicdo das aves em area endémica, porém estas ndo foram capazes de desenvolver ur

resposta imune IgY dérleishmania.
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4.3 ANALISE DA SOROCONVERSAO DE GALINHAS UTILIZANDO PROTEINAS
RECOMBINANTE DA SALIVA DA L. LONGIPALPIS

A partir dos resultadogbtidos apds a analiske soroconversagas galinhas para
as proteinas totais da saliva de longipalpis, nossaproxima etapa buscou avaliar a
soroconversdo para proteinas recombinantes especificas da saliva kagipalpis
Primeiramente, através de Dot blot, foi possivel identificar as proteinas recombinantes
reconhecidas em soro de galinhas expostas a estessvetn area endémica para LV. Entre as
cinco proteinas recombinantes utilizadas como antigeno a serem mdoshgelos soros
destas aves (LJM11, LIM17, LIM111, LJL14BIdM19), uma maior reatidade foi observada
apenas para as proteinas recombinani®é4lll eLIJM17 (dados ndo mostrados). Em seguida,
0s soros destas galinhas expostas também foram testados para o reconhecimento das protein
recombinantes LIM11 e LIM17 p@restern Bloe observamos que estas aves sao capazes de
reconhecer tais antigenosdira 5).

Para analisar a soroconversao para 0s antigenos salivares recombinantes LIM11 e
LIM17 nas galinhas expostas a picadas em area endémica, realizamos testes soroldgicos pa
niveis de anticorpos anproteinas recombinantes da salivalddongipabpis. Os resultados
apresentaram médias de DOs ap0s a soroconversdao de(Qr40comcut off 0,026 para a
proteina rLJM11; 0,040,079 comcut off 0,040 para aJM17 e média de 0,148,050 com
cut off0,035 para as ambas as proteindd11 eLIM17 conjugdas, demonstrando que existe
uma resposta especifica para esses antigenos salfFayas 6)
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Figura 5. Detecgéo de proteinas recombinantes da saliva Hdalongipalpisem soros de galinhas.

Soro de galinhas naturalmente expostas a picadas Idagpalpis em area endémica para LV foram
usados para identificacdo das proteinas recombinantes salivares LIM11 e LIM/EBtegon BlatSoro

de galinha de alta exposicdo mantida em area endémica para captura de flebotomineos foi utilizado
como controle posivo (+) e como controle negative) foi utilizado soro de ave de area ndo endémica
para Leishmaniose.
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Figura 6. Soroconversao para as proteinas recombinantes da saliva ldelongipalpis em galinhas
expostas a picadas em area enabica para LV. Soro de galinhas (n=40) foram testados, por ELISA,

para a presencga de anticorpos IgY antes (més 0) e apos oito meses (més 8) de exposigéo apicadas de
longipalpisPara andlise foi aplicado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon coftregp@Punn.
(A)Deteccao deanticorplzgy anti-SGS €ut-off 0.045)(B, C e D) Anticorpos IgY aniiJM11 (cut-off
0.026)(B), antiLIM17 (cut-off 0.040) (C) e amiLIM11+H.IM17 (cut-off 0.035) (D).

A partir da construgcdo das curvas RQReceiver Operator Charactatic) foi
possivel avaliar o desempenho dos antigenos recombinantes da salivionigipalpis em
comparagcdao ao SGS para discriminar galingas soroconverteram de galinhas que nao
soroconverteram(Figura 7). Além disso, confirmamos os valorescuteoff, combinando
melhores niveis de sensibilidade e especificidagartir do maior indice de probabilidade de
discriminagéo estabelecido pela curva (Figura@uando comparados os niveis de IgY dos

soro das aves expostas a picadas de flebotomineos déaavespostas através das curvas ROC,
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Sensibilidade

0 SGS, padrao ouro, obteve a melhor performance observada (AUC: 1; p< 0,0001), seguido da
proteinarLIJM11 (AUC: 0,9606; p< 0,0001). Quando analisado o des#ho dos antigenos
conjugados LIM11 &€JM17 (AUC: 0,9575; p< @001) foi observado que estas proteinas
aumentaram a sensibilidade e especificidadeesite quando comparadas coiJ#17, a qual
apresentou menor dgapenho quando comparada comJM11 e LIM11+JM17, conforme
evidenciado pelareducdo nos valores dosrametrodestados (AUC: 0,8173; p< 0,0001)
(Figura 7).

Curva ROC B
Antigeno AUC p Cut-off
— SGS 1 0.0001 0.045
— LIM11 0.9661 0.0001 0.026

LIM17+LIM11 0.9575 0.0001 0.035
LIM17 0.8173 0.0001 0.040

1 - Especificidade

Figura 7. Curvas ROC dos niveis de anticorpos para previsdo da positividade contra proteinas

totais e recombinantes da saliva de. longipalpis (A) As curvas ROC foram construidas utilian

os dados relativos aos niveis séricos de anticorpos de galinhas que soroconverteram contra antigenc
totais de glandula salivar (n= 40). Para controle negativo, foram utilizados soro das mesmas galinhas no
més 0. (B) Informacdes detalhadas obtidas da carva ROC (area sob a curUC, os valores dp

e valores deut-off escolhidos) sdo mostradas na tabela acima.

Buscando confirmar a efetividade dos antigenos salivares recombinantes como
possiveis marcadores para exposi¢cat.dongipalpis foi avdiada a acuracia de cada um dos
antigenos estudados, a partir das analisedasbpela curva ROC (Tabela IPara isso,dram
combinado®s valores de especificidade e sensibilidade para calcular a razéo preditiva positiva
[RP(+)] e a razdo preditiva nativa [RPf)]. A RP(+) aponta que tanto BJM11 sozinha
guanto conjugada com a LIJM17 (LIM11M17) obtiveram RP(+) de 13,99 e 9,2,
respectivamente, apresentarsgocomo melhores antigenos para identificagdo da exposi¢éo ao
L. longipalpis A RP{) apreserada peld. JM11 sozinha e conjugada (LIJM11¥M17) foram
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de 0,07 e 0,11, respectivamente. Por outro lado, a proteina recombinante LJIM17 ndo obteve
bem desempenho discriminado em ambagstes [RP(+) e RP{ (Tabela ).

Tabela 1 Acuracia dos antigenos SS, LIM11, LIM17 e LIM11+LIM17 no reconhecimento de
soros de galinhas expostas a picadas Helongipalpis em area endémica para LV obtida através
de testes de ELISA.

Antigeno Valores de DO Acuracia

Min Max  Média Cut-off Sens. Specif. RP(+) RP(-)

DO
(SD)10®
Pré 0 0,029 0,014
exposicdo (29)
SGS P6s 0029 0238 0076 0,045 1 0,9032 10,33 0
exposicio (69)
Pré 0,003 0,154 0,015
exposicdo (25)
LJM11 Pos 0019 0249 0.140 0,026 0,933 0,933 13,99 0,07
exposicdo (70)
Pré 0,002 0,133 0,019
exposicdo (37)
LIJM17 Pos 0,008 0.206 0,076 0,040 0,8065 0,7097 277 0,27
exposicdo (69)
Pré 0,001 0,132 0,018
exposicio (34)
LIJM1M1+LIM17 Pos 0,040 0217 0,143 0,035 0,900 0,903 92 0,11
exposicdo (50)

Apés a observacao dgue a saliva da.. longipalpise a proteina recombinante
LIJM11 podem atuar como marcadores biolégicos e epidemiologicos de exposicdo a estes
vetores em aeeendémica para LV, a proteibdM11 foi testadaomo antigeno substituto no
reconhecimento de anticorpos asdiivg através de andlise de correlacdo de Spearman.
Nesta, @ niveis de anticorpdgY anti-SGS e LIM1Imensuradogxibiram uma correlagao

positiva mediangSpearman r= 0,422, p<0,01; Fig@a
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Figura 8. Correlacdo entre os niveis de antirpos IgY anti-SGS e IgY anti LIM11. Osniveis de

anticopos IgY antisaliva e IgY antiLJM11 exibidos pelas galinhas (n=40) foram correlacionados,
resultando em uma associa¢cdo mediana. Os dados foram analisados usando o teste de Spearman e, c
valores de e p estdo plotados no grafico.

4.4 QORRELACAO ENTRE NIVEIS DE ANTICORPOS IGY ANTSALIVA COM
DENSIDADE FLEBOTOMINICA NA AREA ENDEMICA PARA LV

Para mensurar o nimero de flebotomineos que infestavam as casas escolhidas
para o estudo em Cavunge, area endémica para LV, foram realizadas capturas
peridomicliares mensais. O total de flebéos capturados durante oito meses cada
residénciaconstituiram a densidadielhotominica no local (Figura).9A partir dos dados de
densidade vetorial, foiealizada a sobreposi¢cdo doéseis de anticorpos Ig¥antisaliva
detectados em galinhas apds oito meses de expdsigaoa R),sugerindo a auséncia de
correlacdo entre os niveis de anticorpos e densidade vetorial apds esse periodo de exposicao.
De fato, quando aplicado um teste de correlacdo de Spedoneomprovada a auséncia de
correlacdo positivaentre densidade flebotominica e a média dos anticorpossadint
detectados nas galinhas apés o periodo de
Porém ao analisar temporalmente a dinardewaelagdo dos niveis de anticorpos-aativa
apresentadopelas galinhas expostas durante oito meses cofiestacao por flebotomineos
no mesmo local, pudemos observar quaependente dos niveis de vetores encontraghus,
quatro mesegalinhas mantém cottes os niveis de anticorp@sgura 9B, C, D, E &F).
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Figura 9. Densidade flebotominica e titulos de anticorpos exibidos pelas galinhas em area
endémica para LV. Os graficos demonstram mimero de fleb6tomos capturad@epresentado por
barrasg osniveisde anticopos IgY antisalivaem galinhagrepresentado pocirculos)aolongo de oito

meses nasesidéncias escolhidas para o estullpés oito mesesforam mensurados os niveis de
anticorpos apresentados pelas galinhaavaliada a densidade de flébwddos presentes no local
estudaddPara andlise edtstica foi aplicado o teste estatistico de Kruskallis com poés teste de
Dunnonde * representa p8&dDdealk gréficos demongirandtenpdranientq aA ) .
dinAmica de soroconversdo associadm a densidade de vetoresn cadacasa em que as galinhas
foram inseridas.

43



4.5 ESPECIFICIDADE NO RECONHECIMENTO DA SALIVA TOTADA L.
LONGIPALPIS

Devido a variabilidade da imunogenicidade de antigesaBvares de vetores
artropodeg0s avaliamos a reatividade cruzada de proteinas da salivaldegipalpis em
soros de galinhas expostas a picadas de triatominedsdes aegpti. Na avaliagdo da
especificidade do reconhecimerde proteinas totais da saliva de flebotominedsavés do
Western blot,observamogjue somente galinhas expostas a triatomineos foram capazes de
reconheceros antigenos salivares com 0os pesos moleculapesximads de61l e 79 KDa
(Figural0).
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Figura 10. Especificidade no reconhecimentae proteinas totais da saliva dad.. longipalpis entre
galinhas expostas a outros vetores artropodes hematofag®ol de soros de galinhas expostas a
picadas de divsas spécies de triatomineos Y& Ae. Aegipty(B) foram testados para verificacdo de
reatividade cruzada com saliva total do flebotomibetongipalpis Como controle negativo foram
utilizados soros dgalinhas de area ndo endémigag(como controle positb soro de galinhas de alta
exposicao utilizada confonte alimentarpara captura de flebotominemmsarea endémica para ().

ApOs verificar a existéncia de reatividade cruzddaduas proteinas da saliva lde
longipalpis(61 e 79 KDa)or soros de gaihas picadas por barbeirésstamos a auséncia de

44



reatividade cruzada da proteina recombinante LIJM11, jA que a mesma apresenta peso
molecular estimado de 43 kDa. Os resultados encontrados evidenciam que ndo existe
reatividade cruzada, sugerindo assim gymoteina recombinante LIM11 pode ser utilizada
como marcador de exposicédo confiavel a ser utilizado em estudos epidemiol6giaosaem

endémica para LV (Figura L1

PM ® © A B
49 KDa

38 KDa ==

28 KDa

18 KDa
14 KDa ===

6 KDa m=—

Figura 11. Especificidade no reconhecimentala proteina recombinante LIM11 da saliva daL.
longipalpis entre galinhas expostas a outros vetores artrépodes hematéfagémol de soros de
galinhas expostas a picadas de dige espécies de triatomineog €Ae. Aegyp{B) foram testados
para verificacdo de reatividade cruzada @bdM11l. Cono controle negativo foram utilizados soros
de galinhas de area ndo endémigae(como controle positivo soro de galinhas de alta exposi¢édo
utilizada para captura de flebotominens area endémica para (V).
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5 DISCUSSAO

Atualmente, é conhecida uma vaadeé de animais que ja foram identificados como
fontes alimentares de flebotomined3OREHAM, 1975, apudLAINSON & SHAW, 1979;
CHRISTENSEN et al.,, 1982; TESH et al.,, 1971). Estudos coninsetos vetores do
génerd.utzomyiamostram que o carater oportunistagea predominar na alimentacdo desses
insetos que poderse alimentar em umampla variedade de vertebrados. As combinagcdes nas
alimentacfes sanguineas relatadas por diversos autores apontam que frequentemente sangt
aves é encontrado no contetido estoindestes insetosD{AS, LOROZA E REBELQ 2003),
porém a preferéncia alimentar por aves bem como o seu papel na cadeia de transmisséo da dc
ainda n&o é bem esclarecidd.EXANDER et al, 2002 e(REBELO 2003). Galinhas sdo animais
criados com facilidade abundancia nos peridomicilios em areas endémicas e, apesar de né
atuarem como reservatorgho importantes na atracdo e manutencao da fauna flebotominica,
sendoconsideradas como fator de risco em areas de transmissdo deLEXANDER et al.,
2002;CALDAS et al., 2004).

Em testes realizados com armadilhas e compostos de feroménios sexuais, f
demonstrado que fleb6tomos machos também possuem papel importante na alimentaca
perpetuacdo da espécie. Estes para atrair as fémeas precisam liberar ferom@niesgse
alcancam curtas distancias e sdo dependentes da volatilizacdo. A volatilizacdo destes compost
otimizada com aumento de temperatura. O macho mi&Zar 0 acasalamento, encontra no
hospedeiro um aliado, além da associacdo de feromOniogeroperatura corporea das aves
(41°C) favorecendo a volatilizacao, galinaceos possuem odor caracteristico e alta emisséo de C
auxiliando a propagacao dos feroménios por distancias mais longas e auxiliando a orientacao
fémeas para realizacédo da alina@o sanguine®ETERS et a).1983 eBRAY et al.,2010)Por
constituir forte atrativo para vetores e/ou facilidade destes em se alimentarem, aves sao usa
como sentinela em diversos estudos para monitoramento de transmissao de(Hoemga®t al.,
2001). Para a realizacdo deste trabafoo avaliadoo papel de galinhas como sentinela para
presenca de vetores em area endéméalV, buscandoa possibilidade de correlagdoent®

niveis séricos de anticorpos IgY asdlivacom a densidade vetoriah area em estudo

Paraavaliar o papel da galinha como sentineta deteccéo daresenca de flebotomineos

em area endémigaaralV, foram realizados testesoroldgicospara verificaro desenvolvimento
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do anticorpoanti-saliva nestes animaiicialmente bram realizadas imunizagoggramuscular

(IM) com SGS e adjuvantenesta etapa fpossivel induzir experimentalmente a producéo de
anticorpos IgY antBGS, constatandoque apds a imunizacdo com SGS ldelongipalpis a
soroconversao ocorrgradativamente Apdés a primeira imunizagcdo 0s niveis de anticorpos
permaneceram equivalentes com o valoculenff, ocorrendo a soroconversdo somente a partir da
segunda imunizacdo. As diferencas estafisiente significativas ocorreraentre a primeira e
demais imuniacdes, ndo havendo diferencas entre a segunda e a terceira. Em estudo realizac
partir de imunizacbes IM em galinhas com proteinas do WNV foi demonstrado que estas s.
capazes de produzir altos niveis de IgY -&NV, porém o aumento nas taxas de anfiosrsé
pode ser observado a partir de uma segunda imunizagéo (ORTH et al., 2009).

Apé6s confirmar a presenca de anticorpos IgY -8@&S em aves imunizadas
experimentalmente, quarenta galinhas foram inseridas em Cavunge, area en@&mloa
Apesar degalinaceosnado se infectarerpor leishmaniapudemosavalia a sua capacidade em
desenvoler uma resposta imune IgY abtishmania. Os resultadosorolégicos antk
Leishmaniapds oito meses de exposicdemonstraram que galinhas n&&o capazes de
desenvolve anticorposcontra o agente etioldgico da LOTRANTO e colaboradores (2010) ao
observarem galinhas provenientes do campo, constataram gquea@s@ossuiam anticorpos anti
Leishmania, sendo capazes de desenvolver anticorpos somente quando inoculafa$0com
promastigotasde Leishmaniainfantum Neste estudo, a soroconversdo foi atribuida a alta
concentracdo de parasitas e uso do adjuvante no inéculo quando comparado com doses utiliz:
habitualmente em imunizacdes e infeccbes experimentsigeriormene, ja havia sido
demonstrado queatjinhas também s&capaes de destruir o tripanossomatid@o cruzi Neste
trabalho o autor comparou a sobrevivéncia de tripomastigotas na corrente sanguinea injetada
via normal e com o complemeninativada Os expementos com complementmativado
prolongou por pelo menos 24 horas o tempo de sobrevivéncia desses parasitas, concluindo qt
sobrevivéncia dd. cruzié dependente da acao do complem@itBRSZENBAUM et al., 1976)
Além dos fatores celulares e humorais/olvidos na destruicdo do parasita, a alta temperatura
corporal (41°C) também pode ser prejudicial ao medgimento das tripomastigotas, sendo
demonstrado ra 1973 por BAKER e McCONNELL que estes parasitas sdo termossensiveis,
porém o efeito de tempemmas como 41°@m culturas dd. cruzainda néo foi estudada com
detalhe.

Aléem dos mecanismos as#itemostasicofa descritosno inicio deste trabalh@ sliva dos

flebotomineos tambémd capaz de induzir a producdo de anticorpos-saliva Ao avaliar a
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soroconversaocontra proteinas salivareem galinhas expostas naturalmente a picadas da
L.longipalpis notouse que a deteccdo sles anticorposocorreua partir do quarto més de
exposicao em area endémica. O efeito de anticorpesalivi@ja havia sidavaliado em hamsters
expostos a picada dehlebotomus argentigenos quais se observou altos titulos de anticorpos
antrcomponetes da sali@HOSH e MUKHOPADHYAY, 1998)Dessa maneifeem etudos
realizadoscom ndividuos residentes em area endémica pa&feé sugeridogue a presenca de
anticorposantisaliva sejaresultado d exposicdo natural a picada de flebotommepe pode
influenciar na epidemiologia da doeng®ARRAL et al., 2000).BELKAID e colaboradores
(1998) observaram no modelo murino queré@gxposicao ao sonicado da glandula salivar (SGS)
levou a producdo de anticorpos asdliva capazes de neutralizar a capacidadeisdold em
exacerbar a infeccadA respostalgY antisaliva avaliadaneste estudog considerada tardia
guando comparadasroarespostas imunes geradas por galinhas expostaoentriabs onde dois

dias @0s uma Unicaexposicdoem area endémiga equivalente a cinco barbeif@spossivel
detectar uma resposta precom® baixas DOsontra seus antigenos salivd8&SHWARZ et al.,
2009).Em concordanciavinhas e colaboradores em 2007 verificaram que uma Gnica exposicao «
flebotomos foi o suficiente para induam individuos voluntarioema resposta IgG afiGS e

que, apds duas exposicdes esta resposta temmais evidente @ando a mediana das DOs IgG
ant-SGS. Estes achadosos levaa concluir que a exposicao regular e frequente de galinhas a
saliva dos vetores da L\Assim como outros hospedeiros vertebraa@asitem elevados os niveis

de anticorpos IgY ansaliva

Para onfirmar a espedifidade da resposta IgY agalivanestas mesmas aves, foi feito
um western blotutilizando a saliva total dh. longipalpis Apesar da diversidade das proteinas
salivares, nossos resultadioslicaram que apenas oito possuem reconhetomespecifico por
soros dagalinhasnaturalmente imunizadas. O experimento mostrou que o reconhecimento pele
proteinas totais da saliva acontece gradativamente, de acordo com o tempo de exposi¢ao, S¢
caracterizadas como mais imunogénicas as ipagda familia yellow, a 32.4a seguidas pelas
proteinas apiras@5kDa 5’ n u c6lékbaei pobiim elesconhecida com peso de Tk
Estes achados corroboram os trabalhos de TEIXEIRA e colaboradores em 2010, quando verific
que individuos e cées de amrea endémica no nordeste do Brasil reconheceram as proteinas c
familia yellow e apirase. Também em 2010, SOUZA e colaboradores verificaram a exposi¢ao
individuos aos vetores da LV, constatando a existéreianta resposta imune a®iGS da.

longipdpis, mais especificamente,reconhecimento pelas proteinas da familia yellow.

48



Para verificar a exposi¢cdo natural a saliva de insetos vetorgsnde maioria dos
trabalhos cientificoséo realizadosomsorologias enmumanosporém a utilizacdo de sotogias
humanas em area de transmissédo deveeafizadgpara verificacdo de incidéncia de uma doenca.
Estudos desta natureza possuem limitacdes quanto atpsistadogtendem gossiveis vieses
comopor exemploadificuldade endeterminar o real locala infec¢caalevido a facilidademse
locomover por longas distancias em um curto periodo de {&WpBN etal, 2010). Assim para
monitoramento de areas de transmissao dealitilizacdo de galinhas como sentinela ndo traz
problemas ético$io pouco risco populacdo localpois estas sdo incapazes de se infectar por
leishmaniapodendadndicaros “ver dadeiros territdorios cri
galinhas ndo alcancam longas distancias do local de cri&sias, alémde auxiliar no
monitoramento de areas de transmisssm capazes de soroconverter em um curto periodo de
tempo, sendo reportagmr KWAN e colaboradores em 2040e avessentinelas positivapara
WNV sdo possiveis indicades de casos humanos, sendo relatadosctengporalmente
concordante®s casosA mesma associacdo foi observada em outra area de atividadéldo W
onde o Culexquinquefasciatufoi o principal vetortangencial (PALMISANO etal., 2005).
Portanto, studos epidemiolégicos com o0 modelo de ave sentinela sdo inesagarsubstituicdo
ao modelo humano podendo ser util para implementacdo de programas de controle de vigilan
epidemioldgica (KWANetal., 2010).

A identificacdoas taxas de exposicdo de hospedeiros vertebrados a \Eidesser
corstatadaem diversos tabalhos cientificos em areas endémicas (BARRAL et al.,; ZBOMES
et al., 2002; SCHWARZ et al., 2009; SOUZA et al.,, 2012 e TEIXEIRA et al., 2010) e estes
normalmenteutilizam como antigeno a saliva total do inseto vetor como marcador de exposicac
Expermentos desta natureza sdo laboriosos, pois necessitam de grandes quantidades d
antigeno bruto, o que vem a ser um fator limitante devido a dificuldades técnica na obtencac
disseccéo de fleb6tomos para extracdo das glandulas. Estudos epidemiokgieoald extensao
tendem a ser prejudicados ndo apenas pelas limitacdes na obtencdo dos antigenos brutos,
também pela variagdo da concentracdo dos constituintes moleculares da glandula, o
certamentgode vira ser um viés de andlise. A partir desfis de reconhecimento dos antigenos
pela espécie hospedeira é possivel desenvolver proteinas recombinantes isoladas com
imunogenicidade a fim de substituir o] uso da salivatotal
(SCHWARTZ et al, 1991 e SCHWARZet al., 2008). Dentre asvantagens daitilizacdo de
antigenos recombinantes em relacdo a antigenos brutos sdo que os recombinantes poden

produzidos em grandes quantidades, além de permitir testes sorologicos altamente reprodutive
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mais confidveis em relacdo as concentracfes de ardigdiizadas (SOUZAetal, 2010,
SCHWARZ etal., 2009H.Em trabalhos pioneiros utilizando proteinas recombinantes de saliva en
substituicdo ao SGS, BARRAL e colaboradores (2000) testaram a antigenicidade do maxadil
(6,5 kDa) deL. longipalpis em soros dendividuos de uma area endémica, como método
alternativo para a substituicdo da saliva tdd@stes testes, foerificada uma correlagéo positiva
com titulos de anticorpos atiteishmania entretanto ndo houve correlacdo com a resposta contra
homogenadala saliva total, o que levou a crer que essa proteina isolada nao se aplica como ul
potencial candidata a utilizagcdo em estudos desta natiNazéeratura jafoi demonstradajue

em flebotomineosas proteinas salivares maisstudads e consideradas comg@otenciais
marcadores de exposicao pertencem a fayell@aw, ondeestudos experimentai®m apenas uma
proteinas isoladaedta familia, a LJIM11fpi capaz de conferir protecdo para LV (GOMES et al.,
2008). A LJM11ja é descrita como aroteina isoladaalsaliva dd.. longipalpisnais reconhecida
quando realizados estudos epidemiolégicos em zonas endémaitasproteina foi capaz de
predizer positividade contra antigenos salivarels. dengipalpisem cées e criangas residentes em
area endémica no Marard)&endo verificado ques valores de DO foram semelhade padrao
observado para arBGSSOUZA et al., 2010 e TEIXEIRA et al., 2010).

Para avaliar o reconhecimento de proteinas reconmésa da saliva dal.
longipalpis o0 presente estudo mostrou queosde galinhas expostas este vetoreconhecem
cinco proteinas recombinantes testadasdpoblot(LIJIM11, LIM19, LIM17, LIM111 e LJL143).
Depois de confirmadoo reconhecimento especifico pelas proteinas da fanyitow,
foramutilizadasnas etapas segues as proteinas recombinantes LIM11 e LIM®DB testes
somwlogicos através de ELISA afitdM11 e antiLJM17 constituiram uma ferramenta poderosa
para a deteccdo especifica de exposicdo ao vetor da LV em areas endémicas, indicando
aumento significativana DO das aves nos tempastrezero a oitomeses de exposi¢cado, sendo
capazes de identificar soroconvergfio galinhas expostas a picadad.dbngipalpis Os valores
de DO quando usadas proteinas recombinantes foram superiores quando comparadosi€eom us
SGScomo antigeno. A utilizagdo dalM17 significou em DOs mais baixas, gerando mais falsos
negativos (40%), e também falsos positivos (7,3%)ando usadas conjugadas LIMILIM17 o
namero de falsos negativos foi reduzel® teste sorolégicoealizadoapenas com BJM11 teve
um numero reduzido de falsos positivos, ndo havendo falsos negativos. Estes dados concorc
com os achados &CHWARZe colaboradores em 20@9SOUZA e colaboradores 2040e, ao

utilizarem proteina recombinanta saliva de vetoseartropodes para verificar exposicao de
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hospedeiros vertebradas vetor verificaram que as DOs obtidas eram superiores as obtidas cor
uso da saliva total.

Em analises feitas por curva RQ&mbém foi avaliada a eficacto usodas proteinas
recombinante através do teste de ELISA pamedizer a soroconversdo aséliva. A
combinacdo das proteinas recombinanté®l11H.JIM17, assm como a utilizacdo daJM11
isoladamentaumentou afeacia do teste em relacdo BAM17. A eficacia foi estimada atraves
deuma naior area sob a curva. Assim, 0s testes sorologitiiando oantigeno recombinante
salivar LJIM11 sdo adequadogara discriminargalinhas que foram expostaéd salivada L.
longipalpis A viabilidade da utilizacdo destes antigenos recombinaartgsem foi avaliadgor
acuraciee comparadaom oanfigeno“padréao ourd , 0 SGS. A subsLOMIL ui ¢
tem sua eficacidemonstradaela curva ROC, RPP e RPAs evidéncias sobre a acuracia de um
teste sdo baseadas em sensibilidade, especificidadurva ROCpara apontar em acuracia
perfeitaindividuogxpostos/ou ndo expostosPortanto o mtodo diagnostico utilizandolaM11
foi capaz dereconhecer e classificgalinhas expostas galinhas ndo expostakevando a uma
producdo de resultados momenor possibilidade de viesesonfirmandoa LJM11 como um
antigeno candidato para marcador de exposi¢adangipalpisEm estudo similar realizado com
1077 individuos de uma é&rea endémica do Maranhdo foi demonstrado que as proteir
recombinantes daaBva deL. longipalpisLIM11 e LIM17 sdo capazes de substituir a utilizacao
do SGSAOo validar a utilizacdo destas proteinas o autor verificowagquenbinacéo dos antigenos
LIM11 e LIM17 poderia aumentar a especificidade em até 91% (SOUZA et al., R0dd&3ndo
confirmar a eficacia da LIM11st& proteinambémfoi avaliada em correlacdmom o SGSO
teste estatistico de Spearman foi aplicado eagr®Os antLIJM11 e antisalivaobtidas apés o
oitavo més de exposicao. O teste de correlacdo aplicagodiivo, demonstrando queLdM11
parece seum marcador confidvgbara detectar galinhas expostas a picadaks dangipalpis
Estes achados corroboram os trabalhos de SCHWARZ e colaboradores em 2009 quar
verificaram que a proteina recombinante davaalie triatomineos também é um marcador
adequado para deteccdo de pequenas infestacdes de diferentes espécies de triatomineo, poc
ser utilizada como uma ferramenta para controle de areas infefiadasncordancia, SOUZA e
colaboradores(2010) também demonstraramcorrelagcdo positiva entre antigenos brutos e
recombinantes cages de reconhecer soros positivos de individxgestos em area endémica
para LV com alta sensibilidade e especificidade, mantendo um perfil de reconheciment
sorol@ico muito semalhante ao do SGSEntretanto, gra validar os dados encontrados no

presente estudo € necessario repetir os experimentos aumentando o niumknbateaj@m de
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testar o uso daJM11 em outragireas de transmissdo para leishmaniose em guéongipalpis

nao seja o vetor.

A avaliacdo dadensidade vetoriaheste estudo, foiemporalmente concordante com o
tempo de permanéncia das galinhas&ea endémicaesta ndo pode ser correlacionadan as
taxas de anticorpos IgY ardalivadetectados nas mesm&s gréficos sobrepostos indicam uma
correlacdo muito fraca, ndo sendo possivel associar a densidade de vetores aos niveis
anticorpos gerados pelas avBerém, stes achados evidenciam goe quarto ndsonde 26%
destasgalinhas soroconvertem a proporcdode soroconversa@ode serrelacionada com a
densidade de flebétomeas apds seis meses 100% fazem a soroconversdo independentemente
namero de flebotomineos capturados, mantendo elevados os niveis de anticorpos-IgY ar
salivaVINHAS e colaboradores em2007 verificaram que uma Unica exposicdo a
aproximadamente trinta fleb6tomos em voluntarios normais foi o suficiente para induzir era un
resposta IgG antsGS e que, ap0s duas exposicdes esta resposta-sernuais evidente elevando
os titulos ddgG ant-SGS.Estes achados levam a concluir que a exposicao regular e frequente ©
galinhas a saliva dos vetores da LV mantem elevados os niveis de anticorpos -Hgpfivanti
SCHWARZ e colaboradores (20f)9verificaram que a resposta imune gerada por galinhas
expostas em area endémica a triatomineos podem ser utilizadas como biomarcador de expos
ao vetor, sendo possivel estimar niveis de infestacdo de acordo com a titulagdo de anticor
mensurada, constituindo uma ferramenta ideal para reconhecimento adeirdestadas por
barbeirosApesar de galinhas serem consideradas sentinetass iggor ndo se infectarem por
Leishmania estas também sdo consideradas como fator de risco em areas de transmissa
leishmanioses, visto que sdo responsaveis pela manuagipulacdo de vetores e atracao de
animais que sao reservatorios para o ambiente do peridomicilio (ALEXANDER et al., 2002).

ApoOs testar a resposta imune dalinhas contra componentesotais da saliva do
flebotomined. longipalpis e a especificidade dsuas proteinas recombinantgsara predizer
exposicdoem area endémica para |L¥halisamosa reatividade cruzadem soro de galinhas
expostas a picadas de outros vetores ndo flebotomiEmosestudos anteriore$eixeira e
colaboradores em 2016 SOUZA e colaoradores (2010) j& haviarestalo as proteinas
recombinantes LIM11 e LJMlpara verificarreatividade cruzada em soros de individuos
expostos em area de leishmaniose cutanea (LC), concluindo que individuos residentes em are:
LC ndo sédo capazes de relkeoer antigenos salivares do vetor da IBm nosso estudo,
verificamosque antigenototaisda saliva dd.. longipalpistambémpodem sereconhecidos por

aves expostas a triatomineos, o reconhecimento cruzado € observado nas proteinas de 61
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KDa. De aordo com NASCIMENTO e colaboradores (2001) e BARBOSA e colaboradores
(2004) alguns antigenos salivares de insetos vetores sdo compartilpadesnesereconhecidos
entre diferentes espécies hospedeiras, como a proteina de 79 kDa precursora da apimhse, m
d a f a nmiudledtidase5e’ inibidora da agregacdo plaquetaria que € reconhecida por coelhc
cobaias e humanos expostos a outras espécies vetores. Devido a variabilidade na imunogenicic
de antigenos salivares compartilhados entre insetos vetom@portante identificar proteinas
isoladas que provoquem uma resposta de anticorpos especifica, independentemente da esy
vetora.Para isso, também testamos a especificidade da proteina recombinante LIM11. Tendo
vista que esta foi a proteina comianareconhecimento em soros de galinhas expostds. ao
longipalpise que o seu peso molecular € equivalente a 43kDa, a LIM11 foi testada através de |
western blotpara afastar a existéncia de reatividade cruzAgasar das proteinas da familia
yellowesarem presents na saliva de quase todos os artroppddsIM11nédofoi reconhecidaor
sorosde aves expostas a vetores ti@otomineos, sendo consideradas bons marcadores de
exposicao aosetores da LV. A identificacdo desperfis de bandas ndo retmtidas por aves
expostas autros insetos vetores, traz&mmo perspectiva 0 uso de proteinas recombingmbes
estas sdo capazes de causar uewposta previsivel na populacdo hospedeira e predizer

infestacBes vetoriasm areagndémicagSCHWARZ et &,2009b).

Em resum@ presente trabalhpossui relevancia uma vez que galinhas séo criadas em
abundancia em peridomicilios de areas endémicas para LV e sdo capazes de desenvo
anticorpos IgY antsaliva, detectando assim possiveis areas de transmisgfio disso, ficou
evidente queo uso @ proteina recombinante LIM11 també&n capaz de discriminar galinhas
expostas a picadas tlalongipalpis. Esta proteina recombinante quando testada para verificagac
de reatividade cruzada, demonstrou ser um amgigmnfiavel, poisalém de gerar respostas

similares ao padrdo SGS néo foi reconhecida por soro de galinhas expostas a outros vetores.
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6 CONCLUSAO

A galinha Gallusgallug é capaz de desenvolver anticorpos IgY -&@iS e anti
proteinas recombinantes daliva deL. longipalpis,sugerio que estes animais podem ser
considerados como sentinelas pdetectara presenca destes vetores em area endémica para
LV. Com isso, autilizacdo da proteina recombinante LIJM11 traz como perspectiva a sua
utilizacdo paa monitoramento de areas de transmisséo, sendo considerada uma ferramenta de
alerta sobre o risco de exposicdo ao flebotomIlndongipalpise consequente risco para a

transmissao da LV.
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