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RESUMO

HENRIQUE, M. O. Reacgéo eosinofilica decorrente dos componentes salvares do
mosquito Aedes aegypti: caracterizacdo do infiltrado inflamatério. 2016. 92 f.
Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

Durante o repasto sanguineo, os mosquitos hemat6fagos inoculam os componentes
de seu coquetel salivar na pele do hospedeiro podendo causar reacdes inflamatarias.
Existem varios trabalhos que descrevem o infiltrado celular apos a picada de mosquito
utilizando abordagens classicas de histologia. No entanto, sdo escassos os trabalhos
que avaliem esse infiltrado celular de maneira quantitativa/qualitativa com técnicas
mais modernas. Adicionalmente, a literatura cientifica carece de modelos simples para
o estudo das moléculas envolvidas na migracao celular induzida pelos componentes
salivares de mosquitos. Diante disto, em um primeiro momento estudamos o infiltrado
celular na pele da orelha decorrente da picada do mosquito Aedes aegypti em animais
sensibilizados ou ndo com o extrato da glandula salivar (EGS) destes mosquitos
utilizando a técnica de citometria de fluxo. Observamos que enquanto o edema em
animais ndo sensibilizados alcanca um pico 6 horas ap0s a exposi¢cdo aos mosquitos,
0 mesmo s6 acontece apds 24 horas nos animais sensibilizados, persistindo ainda até
72 horas. A fenotipagem das células imunes presentes no tecido por citometria de
fluxo mostrou a complexidade de populacdes celulares presentes na reacéo
inflamatoria a picadas de mosquito, destacando-se o infiltrado de linfécitos B,
neutréfilos e eosinoéfilos que ocorreram em ambos 0s grupos, porém de maneira mais
intensa apo6s 24 horas no grupo sensibilizado. Dentre essas populacdes, os eosindfilos
foram as células que proporcionalmente mais aumentaram em relacdo aquelas
encontradas na orelha de animais naive. Em uma segunda abordagem,
desenvolvemos um modelo de inflamac&o eosinofilica na cavidade peritoneal de
camundongos inoculados com o0 EGS de A. aegypti. Utilizando esse modelo, fomos
capazes de mostrar que a migracdo de eosindfilos se deve a atividade dos
componentes salivares do mosquito e ndo a uma possivel contaminacdo por
endotoxina presentes na preparacdo. Além disso, a desnaturacdo das proteinas do
EGS aboliu sua capacidade de induzir migracdo de eosindfilos, reforcando a
importancia da integridade das moléculas salivares nesse processo. Finalmente,
mostramos que a migracdo de eosinofilos nesse modelo é dependente de IL-5 e de
produtos da 5-lipoxigenase. Em conjunto, esses dados contribuem para a
caracterizagdo da resposta inflamatéria do hospedeiro aos componentes salivares do
mosquito A. aegypti e para o entendimento das moléculas envolvidas na reagéo
eosinofilica presente em individuos sensibilizados.

Palavras-chave: Picada de mosquito. Aedes aegypti. Eosindfilos. Interleucina-5. 5-
lipoxigenase.



ABSTRACT

HENRIQUE, M. O. Eosinophilic reaction resulting from salivary components of
the mosquito Aedes aegypti: characterization of the inflammatory infiltrate. 2016. 92
p. Dissertation (Master thesis in Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

During their blood feeding, hematophagous mosquitoes inoculate the components of
their salivary cocktail in the host skin causing inflammatory reactions. Several works
describe the cellular infiltrate following the mosquito bites using classical histological
approaches. However, only few studies evaluate the cellular infiltrate in a
quantitative/qualitative manner employing recent techniques. Additionally, the
scientific literature lacks simple models to study the molecules involved in cell migration
induced by the salivary components of mosquitoes. In view of this facts, we first studied
the cellular infiltrate in the skin of the ear following Aedes aegypti mosquito bites in
animals sensitized or not with the salivary gland extract (SGE) of these mosquitoes,
using the flow cytometry technique. We observed that, while the swelling reached a
peak at 6 hours after exposure to mosquitoes in non-sensitized animals, the same
occurred only after 24 hours in sensitized animals, and the edema still persisted at 72
hours. Immune cell phenotyping of the tissue by flow cytometry showed the complexity
of cell populations present in the inflammatory reaction to mosquito bites, especially
the infiltration of B lymphocytes, neutrophils and eosinophils that occurred in both
groups, but more intensely after 24 hours in the sensitized group. Among these
populations, eosinophils were the cells that most increased proportionally compared
those found in the ear of naive animals. In a second approach, we have developed a
model of eosinophilic inflammation in the peritoneal cavity of mice inoculated with the
A. aegypti SGE. Using this model, we were able to show that the migration of
eosinophils was due to the activity of the mosquito salivary components and not to a
possible endotoxin contamination of the preparation. Moreover, the denaturation of
SGE proteins abolished its ability to induce eosinophil migration, underscoring the
importance of the integrity of salivary molecules in this process. Finally, we showed
that the eosinophil migration in this model is dependent on IL-5 and 5-lipoxygenase
products. Together, these data contribute to the characterization of the host
inflammatory response to salivary components of A. aegypti mosquitoes and to the
understanding of the molecules involved in this eosinophilic reaction in sensitized
individuals.

Keywords: Mosquito bite. Aedes aegypti. Eosinophils. Interleukin-5. 5-lipoxygenase.
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CAPITULO 1

Reacédo inflamatdria cutanea decorrente da picada do
mosquito Aedes aegypti
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1.1 INTRODUCAO

Os mosquitos séo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Culicidae, a
qual inclui mais de 300 mil espécies, das quais trés géneros sao clinicamente
importantes por afetarem direta ou indiretamente o homem: Anopheles, Aedes e Culex
(HARBACH, 2007; HARBACH; HOWARD, 2007). Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762) € uma espécie considerada cosmopolita originaria do Velho Mundo
encontrada em regifes tropicais e subtropicais, tendo sido introduzida no Brasil
durante o periodo colonial (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Nesse contexto, 0 mosquito
A. aegypti é conhecido por ser vetor priméario de doencas emergentes e re-emergentes
como a febre amarela, Chikungunya, dengue e Zika (BLACK et al., 2002; BURT et al.,
2012; CHRISTOPHERS, 1960; DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; NENE et al., 2007,
ZANLUCA et al., 2015). No entanto, além do papel desse inseto hemat6fago como
vetor para transmissao de doencas, o fato do mosquito se alimentar de sangue pode
desencadear reacfes no tecido do hospedeiro (FEINGOLD; BENJAMIN; MICHAELLI,
1967).

Os machos e as fémeas do mosquito A. aegypti necessitam de acucares,
principalmente néctar, que servem como fonte de energia para o voo e metabolismo
basal. No entanto, este tipo de alimentacdo contribui pouco para a fertilidade
(FOSTER, 1995) e nesse sentido, a alimentacdo sanguinea realizada pelas fémeas é
importante para que ocorra o desenvolvimento dos ovos (CHRISTOPHERS, 1960).
Desse modo, para se alimentar com sucesso, 0 mosquito necessita localizar os vasos
sanguineos de seus hospedeiros vertebrados e, antes de localiza-los, eles
frequentemente fazem varias tentativas, as vezes, mudando o local da picada ou até
mesmo o hospedeiro, processo conhecido como “probing”. Uma vez localizado o vaso,
a alimentag&o pode ocorrer no vaso dilacerado ou no hematoma a sua volta (JAMES;
ROSSIGNOL, 1991). Por conseguinte, o primeiro desafio encontrado pelo mosquito
apos a ruptura fisica da pele é a barreira da hemostasia, um sistema complexo e
redundante do qual fazem parte os processos de coagulacdo sanguinea, agregacao
plaguetaria e vasoconstricdo que rapidamente inibem a absorcdo de sangue pelo
mosquito. Contudo, durante o0 processo evolutivo junto aos seus hospedeiros
vertebrados, os artrépodes hematdfagos desenvolveram um coquetel salivar com

componentes anticoagulantes, antiagregante de plaguetas e vasodilatadores que
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neutralizam os efeitos da hemostasia do hospedeiro, tornando possivel que ocorra a
alimentacdo sanguinea (RIBEIRO, 1987, 2000)

A secrecdo das glandulas salivares € depositada no tecido do hospedeiro
durante o “probing” e durante o repasto sanguineo. Assim, além do trauma causado
pela insercdo pecas bucais do inseto durante a alimentacdo, a reacdo cutanea a
picada do mosquito ocorre principalmente devido aos efeitos da saliva inoculada
durante o repasto sanguineo (FEINGOLD; BENJAMIN; MICHAELI, 1967). As
primeiras evidéncias de que a reacdo a picada de mosquito é de natureza imunolégica
foram reportadas por Mellanby em 1946 e Mckiel em 1959. Ademais, Hudson et al.
(1960) mostraram que mosquitos cujos dutos das glandulas salivares foram cortados
ainda foram capazes de se alimentar de sangue, mas sem provocar reacao alérgica,
mostrando assim que a saliva € essencial para o desenvolvimento das reacdes
cutaneas. Repetidas picadas do mosquito podem provocar uma sequéncia definida
de eventos na pele do hospedeiro (MELLANBY, 1946). A descricao classica da
evolucdo natural das reacfes decorrentes das picadas compreende cinco etapas nos
seres humanos (MELLANBY, 1946):

a) periodo de inducédo de hipersensibilidade com resposta clinica normal;

b) reacdo cutanea tardia;

C) reacdo cutanea imediata seguida de reacao tardia;

d) reacado cutanea imediata,

e) tolerancia imunoldgica ou dessensibilizacao.

Peng e Simons (1998) reproduziram estas etapas de sensibilizacdo e
dessensibilizacdo expondo naturalmente individuos saudaveis e coelhos a 100-140
picadas de mosquito a cada duas semanas por 10 meses.

No periodo de inducdo da hipersensibilidade, ao se alimentar, o mosquito
injeta saliva no local da picada e pode sensibilizar o hospedeiro para proteinas
salivares especificas (HORSMANHEIMO et al., 1996). Na primeira exposi¢cdo, a
resposta localizada € caracterizada pela associacdo de prurido seguido de papula
eritematosa que ocorre em minutos e desaparece dentro de algumas horas. Esta
reacdo ocorre por um fendmeno associado a liberacdo de histamina, mas
independente dos mecanismos alérgicos (FEUILLET-DASSONVAL et al., 2006). No
entanto, este estimulo antigénico inicial ativa os mecanismos imunes adaptativos e,
posteriormente, leva a sintese de anticorpos (FEINGOLD; BENJAMIN; MICHAELI,

1967). Os mecanismos imunes que envolvem a reacdo a picada de mosquito nao
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estdo completamente esclarecidos, mas existem evidéncias que envolvem reacoes
de hipersensibilidades do tipo I, lll e IV (SINGH; MANN, 2013). Garcia et al. (2004)
também sugerem que a resposta cutanea a picada de artropodes é mediada por mais
de um mecanismo imune ao mostrar a presenca de eosinofilos, células T auxiliares,
padrdo de resposta de imunoglobulina E (IgE) e de IgG na urticéria papular ou prurido
estrofulo causada pela picada de pulga

A terceira etapa da evolucdo natural das reacbes alérgicas em humanos
possuem sinais da hipersensibilidade do tipo I, pois € mediado por IgE que reconhece
substancias presentes na saliva do inseto (MIOT; LIMA, 2014). Peng e Simons (1998)
encontraram que o aumento de IgE saliva-especifico inicia na etapa de sensibilizacao
a picada de mosquito. A reacdo imediata pode ser seguida por uma reacao de fase
tardia (SOLLEY et al., 1976). Por fim, na Ultima etapa do processo da reacéo alérgica
ocorre a dessensibilizacdo natural devido a exposi¢ao regular e continua ao alérgeno.
Larrivee et al. (1964) avaliou as altera¢cBes histopatolégicas na pele durante as etapas
da evolucdo natural das reacdes alérgicas proposta por Mellanby (1946). Durante o
periodo de inducao ndo foram observadas alteracGes da pele; no entanto, o segundo
momento que compreende a reacgao tardia foi caracterizado por um infiltrado difuso
de célula mononuclear na derme e, em menor grau, na epiderme no local da picada;
na etapa seguinte, a reacdo imediata foi caracterizada pelo infiltrado de eosindfilos na
derme no local da picada, enquanto células mononucleares estavam presentes na
fase tardia. A quarta etapa, caracterizada apenas pela reacado imediata, apresentou
infiltrado eosinofilico. Por ultimo, no processo de dessensibilizacdo, a histologia
apresentou-se praticamente normal.

No caso do A. aegypti, ja foram identificadas algumas proteinas que provacam
reagOes de hipersensibilidade em decorréncia das picadas do mosquito. A Tabela 1
mostra um apanhado geral desses alérgenos e algumas de suas caracteristicas
bioquimicas e funcionais (ALLERGEN, 2003; 2016; ALLERGOME, 2015; 2016)
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Tabela 1 - Alérgenos presentes na saliva do mosquito A. aegypti.

Alérgeno Nome Massa Funcdo biol6gica Referéncia
molecular
Aed al Apirase 68 kDa  Inibe a agregacdo = CHAMPAGNE et al., 1995;
plaquetaria PENG et al., 2001
Aed a2 D7 37 kDa Desconhecida PENG; LI; SIMONS, 1998;

SIMONS; PENG, 2001
Aed a3 Aegyptina 30kDa Inibe a agregagdo  CALVO etal., 2007
plaquetéria

Aed a4 Glicosidase 67 kDa Digestédo de agucar JAMES,; BLACKMER;
RACIOPPI, 1989
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1.2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A reacdo a picada de mosquito e outros artropodes hematéfagos € um modelo
natural para estudar as células inflamatérias presentes na pele durante a reacao
cutanea alérgica. Na resposta as picadas de mosquitos, algumas das caracteristicas
observadas em humanos também podem ser reproduzidas em modelos murinos apos
sensibilizacdo natural pela picada de mosquitos ou apés sensibilizacao realizada com
alérgenos recombinantes (CHEN; SIMONS; PENG, 1998). O modelo de exposicao as
picadas e aos antigenos salivares também pode ser particularmente relevante para
investigar os mecanismos envolvidos na reacdo eosinofilica cutanea em resposta a
eXposicao aos mosquitos.

Assim, no presente trabalho, tivemos como objetivo avaliar o infiltrado
inflamatério na pele apdés a picada de A. aegypti em camundongos

sensibilizados ou ndo com os componentes salivares do mosquito.



24

1.3 MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental deste projeto se pautou na Lei Federal
n°® 11.794/2008 (Lei Arouca) (BRASIL, 2008), no Decreto n°® 6.899/2009 (BRASIL,
2009) e nas Resolucdes Normativas publicadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (CEUA-ICB/USP),
cujo certificado foi registrado sob o n°. 121, na folha 24 do livro 03 para uso de animais

em experimentagao.

1.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c fémeas com idade entre
6-12 semanas, provenientes do Biotério de Camundongos Isogénicos do
Departamento de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo (ICB/USP). Os animais foram mantidos no mesmo biotério, em estantes
ventiladas e em condi¢cdes controladas de temperatura, umidade e iluminacéo (ciclo

claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a agua e alimento.

1.3.2 Mosquitos e obtencao do Extrato da Glandula Salivar (EGS)

Mosquitos A. aegypti machos e fémeas foram mantidos a 28 °C = 1 °C, com
umidade relativa do ar de 80% + 10% e sob um fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas
escuro no Biotério de Insetos do Departamento de Parasitologia do ICB/USP,
coordenado pela Prof. Dr. Margareth de Lara Capurro, onde foram alimentados com
solucdo de sacarose 10% [p/v] e acasalados. Glandulas salivares de fémeas com 5-8
dias apos emergéncia foram dissecadas em salina tamponada com fosfato (PBS)
(Gibco Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) e transferidas para um pequeno tubo
contendo 50 pL de PBS gelado.

Para o preparo do extrato da glandula salivar (EGS), os tubos contendo as
glandulas salivares foram sonicados para liberacao do material soltvel e centrifugados
a 14.000 g por 10 minutos a temperatura de 4 °C para remoc¢ao do material particulado.
O sobrenadante resultante, referido como EGS, foi reunido e esterilizado por

passagem através de um filtro contendo uma membrana de nitrocelulose com poros



de 0,22 pym Millex (Millipore, Carrigtwohill, County Cork, Irlanda). A concentragao
proteica foi determinada em NanoDrop 2000 (Thermo 8 Fisher Scientific, Wilmington,

DE, USA) e aliquotas foram armazenadas a -80 °C até o momento de uso.

1.3.3 Sensibilizacdo dos animais com EGS e desafio de camundongos com picadas
do mosquito A. aegypti

Resultados prévios de nosso grupo mostram que camundongos expostos
repetidamente as picadas do mosquito A. aegypti apresentam uma peritonite com
grande influxo de eosindfilos. Além disso, foi observado que quando camundongos
naive sao injetados com esse mesmo EGS na cavidade peritoneal, h4 uma forte
producédo de IL-5 por células de baco estimuladas in vitro por concanavalina A ap6s
30 dias dessa inoculacdo (Ramos, 2014).

Animais foram sensibilizados com EGS e desafiados com a picada do
mosquito A. aegypti de acordo com o seguinte protocolo: inoculacéo intraperitoneal
de EGS (5 pg/animal/dia, diluido em 0,5 mL de PBS) por 5 dias consecutivos. Apds
30 dias da primeira inoculacdo os animais foram anestesiados por inoculacao
subcutanea de cetamina (80 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) e a regido dorsal de cada
orelha foi exposta a 5 mosquitos A. aegypti adultos fémeas por 30 minutos. Para tanto,
0s mosquitos foram colocados em um recipiente plastico coberto por uma tela sintética
(fil6 ou tule), conforme metodologia adaptada de Maciel et al. (2014). A regido da tela
onde a cabeca dos animais anestesiados foi colocada foi protegida por uma fita, de
modo que apenas as orelhas ficassem expostas aos mosquitos (Figura 1). Um grupo
controle da sensibilizagcado recebeu inoculacdo intraperitoneal de PBS por 5 dias
(0,5 mL/animal/dia) e foi submetido ao mesmo procedimento de exposicdo aos
mosquitos. Um outro grupo (controle negativo) nédo recebeu inoculacdo e nao foi

exposto aos mosquitos.
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Figura 1 - Protocolo experimental utilizado para a caracterizacdao do infiltrado celular apés
picada de mosquitos A. aegypti. Camundongos receberam injecdo intraperitoneal de
EGS (5 yg/animal/dia) durante 5 dias consecutivos. Trinta dias apds a primeira injecao os
animais foram anestesiados e desafiados na orelha com picadas de mosquito (5 mosquitos
fémeas em cada orelha) durante 30 minutos. A cinética do edema da reacgao cutanea foi
avaliada 2, 6, 24, 48 e 72 horas ap0s o desafio. A avaliagao do infiltrado celular na orelha
foi realizada 6 e 24 horas ap6s ao desafio, por citometria de fluxo. Animais controles da
sensibilizacdo receberam PBS (0,5 mL/animal/dia) por 5 dias e foram expostos aos
mosquitos como descrito em Material e Métodos. O grupo controle negativo ndo recebeu
inoculacéo nem foi exposto aos mosquitos.

1.3.4 Cinética do edema e analise histopatologica da orelha apds a picada de
mosquito A. aegypti

Apés a sensibilizacao intraperitoneal (i.p.) com 0 EGS ou com PBS, os animais
tiveram suas orelhas expostas as picadas do mosquito A. aegypti. A espessura das
orelhas foi medida para avaliar a cinética do edema decorrente da exposicdo aos
mosquitos. O resultado foi avaliado por meio da diferenca entre a medida da
espessura da orelha antes da exposi¢cao e apos 2, 6, 24, 48 e 72 horas da mesma.
Animais controles (ndo sensibilizados pelo EGS) foram expostos a picada do
mosquito. A medida foi realizada com um paquimetro de precisdo (Mitutoyo 7301,
Kawasaki, Kanagawa, Jap&o).

As orelhas dos animais sensibilizados ou ndo e expostas as picadas do
mosquito A. aegypti foram removidas e fixadas em solucdo de formalina 10% antes
do tecido ser embebido em parafina. Cortes histolégicos transversal de 4-5 ym foram
produzidos e corados com hematoxilina e eosina (H&E) e os principais tipos celulares

infiltrados no tecido foram avaliados por microscopia éptica.

1.3.5 Caracterizagao do infiltrado celular por citometria de fluxo (“Fluorescence-
Activated Cell Sorting” — FACS)

Em um outro grupo de experimentos, as orelhas dos animais expostos aos

mosquitos (sensibilizados ou ndo com EGS) foram removidas 6 e 24 horas apos a



27

exposicao e processadas para fenotipagem celular por citometria de fluxo. As orelhas
removidas foram separadas em folhas ventral e dorsal e cortadas em pequenos
fragmentos. Para separagao das células da orelha, o “pool” das orelhas de cada grupo
foi digerido em uma solucdo de PBS contendo 10% de soro fetal bovino (SFB)
inativado, 10 mg/mL de colagenase tipo IV (Sigma) e 1 mg/mL de desoxirribonuclease
1 (DNAse) (Sigma) e incubadas a 37 °C, durante 40 minutos, sob agitacdo de
1250 rpm. Decorrido o tempo de incubacdo, a folha da derme foi separada da
epiderme e, esta suspencdo contendo as células e os fragmentos da orelha foi
transferida para uma peneira de nylon com poro de 40 um e macerada com émbolo
de seringa. A suspenséo resultante foi centrifugada a 1500 rpm, durante 5 minutos. O
sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio
completo (RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, 2 mM de L-glutamina,
100 unidades/mL penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 25 mM Hepes e 2,5 x10°
5 M 2-mercaptoetanol). Orelhas de animais Naive, foram processadas da mesma
maneira. Essa metodologia foi adaptada de Belkaid, Jouin e Milon (1996).

As suspensodes de células das orelhas descritas acima foram centrifugadas e
ressuspendidas em tampéo de FACS (PBS contendo 1% de SFB) contendo anticorpo
anti-CD16/CD32 (diluicdo final 1:1000) para bloqueio dos receptores Fc presentes em
fagdcitos. ApGs contagem, o mesmo numero de células de cada grupo foi adicionado
em tubos de polipropileno de 12 x 75 mm e incubadas por 30 minutos a 4 °C,
protegidos da luz, com os seguintes anticorpos monoclonais para os marcadores de
superficie de camundongos e em diluicbes apropriadas: anti-CD45 (clone: 30-F 11 ),
anti-CD11b, anti-MHC classe Il (I-A/I-E) (clone:M5/114.15.2), anti-F4/80 (clone: CI:A3-
1), anti-Siglec-F (clone: E50-2440), anti-Gr-1 (clone: 1A8), anti-CD11c, anti-CD19
(clone: 1D3), anti-CD3 (clone: 145-2C11), anti-CD4 (clone: GK-1.5), anti-CD8 (clone:
53-6.7), anti-CD117 (clone: 2B8) e anti-FceRI (clone: MAR-1), para caracterizar as
principais populagdes celulares desse infiltrado (macréfagos, eosindfilos, neutrofilos,
células dendriticas, mastécitos, linfécitos B e linfécitos T). Apés nova lavagem e
centrifugacéo, as células foram ressuspendidas em tampé&o de FACS e adquiridas no
citometro FACSCanto II, do Servigco de Citometria do Departamento de Imunologia do
IBC/USP. A andlise dos resultados foi realizada utilizando-se o software FlowJo,
versao X.0.5 (Tree Star, Ashland, OR, EUA).

Para andlise das células presentes na orelha, foi feita, primeiramente, a

exclusdo de células potencialmente mortas e debris celulares que normalmente
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aparecem na regiao inferior esquerda da representagao em “dot plot”, que mostra o
tamanho relativo (FSC) e a complexidade interna ou granulosidade (SSC) dos eventos
adquiridos (Figura 3A). Em seguida, as células foram analisadas em funcdo da
expressao da molécula CD45 (Figura 3B), uma proteina tirosina quinase expressa nas
células hematopoiéticas (NAKANOS; HARADA; MORIKAWA, 1990). Apos a exclusao
de eventos duplos (“doublets” — Figura 3C), a expressao de CD11b foi utilizada para
separar as populacdes linfoides e mastocitos (CD11b") das populacdes mieloides
(CD11b*) (Figura 2D).

Para as populacfes linfoides e mastocitos, os eventos foram analisados em
funcdo da expressdo das moléculas CD19 e CD3 (Figura 2E): as que expressam
apenas CD19 foram consideradas linfocitos B (CD3/CD19*); as que expressam
apenas CD3 foram consideradas linfécitos T (CD3*/CD19°). Dentre estas ultimas, as
células foram analisadas em funcéo da expressdo de CD4 e CD8 na sua superficie
(Figura 2G) para diferenciar as duas populagbes majoritarias de linfocitos T
(CD3*/CD4* e CD3*/CD8*) (PETRIE et al., 1990) e aquelas que ndo apresentaram
expressao de nenhum desses dois marcadores (CD3*CD4 CD8), foram consideradas
células T ndo convencionais. As células que nao expressam na sua superficie CD19
ou CD3 foram selecionadas e analisadas em funcao da expresséo de CD117 e FceRl
(Figura 2F). Trabalhos de outros grupos demostraram que a populagcdo CD117
positiva/FceRI positiva (CD117*/FceRI*) sdo mastocitos (MASHIKO et al., 2015).

Para as populacdes mieloides, as células foram analisadas em funcao da
expressao da molécula MHC-I1 (I-A/I-E) e F4-80 em sua superficie (Figura 2H). Células
com expressao intermediaria para MHC 1l e positivas para F4/80 foram consideradas
macrofagos (MHC 11"YF4/80%). Células com alta expressdo de MHC Il e de CD11c
foram consideradas células dendriticas (MHC II"/CD11c*) (Figura 2l) e os eventos que
apresentavam fluorescéncia negativa para estes dois marcadores foram entao
selecionadas e analisadas em funcdo da expressdo de Siglec-F e Gr-1 na sua
superficie (Figura 2J). Trabalhos prévios demonstraram que a populacdo Siglec-F
positiva/Gr-1 intermediaria sdo eosindfilos (Siglec-F"/Gr-1") e a populagdo Siglec-F
intermediaria/Gr-1 high séo neutrdfilos (Siglec-F"/Gr-1") (LEE et al., 2013).
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Figura 2 - Estratégia de “gating” para identificar células imunes presentes na orelha baseada
nas moléculas de superficie. As células das orelhas de camundongos BALC/c
sensibilizados ou ndo com EGS e picados foram processadas conforme descrito em
Material e Métodos. (A) Exclusédo de debris celulares; (B) Exclusdo de leucocitos CD45
positiva; (C) Selecao de singlets; (D) Exclusdo de células CD11b positivas e negativas e
dos eventos autofluorescentes em um canal do citometro que néo possui fluorocromo para
ser detectado; (E) Avaliacdo da expressdo das moléculas CD3 e CD19 e excluséo do duplo
negativo para estas moléculas; (F) Avaliacdo das moléculas CD117 e FceRI; (G) Avaliacao
da expressao das moléculas CD4 e CD8; (H) Exclusao de células MHC Il e F4/80 positivas
e negativas; (I) Avaliacdo da expressao da molécula CD11c e; (J) Avaliacdo da expresséo
das moléculas Siglec-F e Gr-1.
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1.3.6 Andlise estatistica

A analise estatistica das diferencas entre as médias dos grupos experimentais
foi feita utilizando-se teste t de Student ou andlise de variancia (ANOVA) seguido do
pos-teste Tukey, com significancia minima estabelecida em p < 0,05. Todas as

andlises estatisticas foram realizadas no programa estatistico (GraphPad Prism).



31

1.4 RESULTADOS

1.4.1 Cinética do edema e histopatologia do infiltrado celular na orelha em resposta
a picada do mosquito A. aegypti

No presente estudo, inicialmente avaliamos a cinética temporal do edema no
local da picada do mosquito A. aegypti para determinar o momento adequado da
avaliacao do infiltrado celular. Animais sensibilizados com EGS e expostos a picada
do mosquito (grupo “EGS”) foram comparados com animais nao sensibilizados e
também expostos a picada do mosquito (grupo “PBS”). Orelhas de animais controles
nao picados foram utilizados para a caracterizacao celular do tecido normal (grupo
“Naive”). A cinética do edema foi mensurada 2, 6, 24, 48 e 72 horas apés a picada
do mosquito.

Foi observado aumento da espessura das orelhas apdés a exposicdo aos
mosquitos, tanto nos animais do grupo EGS quanto do grupo PBS. Entretanto,
enguanto o pico do edema ocorreu ap6s 6 horas no grupo PBS, o mesmo s ocorreu
apos 24 horas no grupo EGS (Figura 3A). A comparacao entre os dois grupos mostra
gue a diferenca dos tratamentos nao produziu diferenca significativa na espessura da
orelha entre 2 e 6 horas ap0s a picada. Porém, nos animais do grupo EGS, a picada
induziu um aumento significativo na espessura da orelha ap6s 24 horas comparado
aos animais do grupo PBS (0,25 + 0,1 mm versus 0,10 £ 0,06 mm, respectivamente;
p < 0,01). Embora o edema tenha diminuido ao longo do tempo, a diferenca entre os
grupos se manteve significativa apés 48 horas (0,22 + 0,08 mm versus 0,09 + 0,07
mm; p < 0,01) e 72 horas (0,14 £ 0,07 mm versus 0,048 + 0,04 mm; p < 0,01).

Cortes histopatologicos foram preparados apds 24 horas da exposicdo aos
mosquitos e comparados com orelhas de camundongos Naive (nao
sensibilizados/ndo expostos aos mosquitos). E possivel observar um discreto infiltrado
inflamatério na orelha dos animais que receberam PBS e foram expostos aos
mosquitos (Figura 3C) em comparacao ao grupo controle (Figura 3B). Por outro lado,
nos animais sensibilizados com EGS e desafiados com picadas de mosquitos, a
orelha apresenta um significativo infiltrado inflamatorio e hiperplasia comparada com
os demais grupos (Figura 3D). Essas imagens corroboram os dados de edema

avaliados nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 3 - Cinética do edema da orelha e histopatologia apds picada do mosquito A. aegypti.
Camundongos BALB/c receberam inoculagéo intraperitoneal de EGS (5ug/animal/dia)
durante 5 dias consecutivos para sensibilizacdo. Trinta dias ap6s a primeira inoculacao os
animais foram desafiados in vivo na orelha com 10 mosquitos fémeas de A. aegypti (5 em
cada orelha). Animais controles picados receberam i.p. PBS (0,5 mL). (A) A cinética do
edema foi determinada por meio da diferenga entre a medida da espessura da orelha antes
da exposicéo e 2, 6, 24, 48 e 72 horas ap0s o desafio. Apds 24 horas da exposicao aos
mosquitos, a orelha foi coletada para andlise histoldgica conforme descrito em Material e
Métodos. As laminas foram coradas com Hematoxilina/eosina. (B) Camundongos Naive,
(C) Camundongos inoculados com PBS por 5 dias e expostos naturalmente ao mosquito A.
aegypti 30 dias ap0s a primeira injecéo e eutanasiados ap6s 24 horas e, (D) Camundongos
sensibilizados com EGS (5 pg/animal/dia) por 5 dias consecutivos e desafiados pela
exposi¢cdo natural ao mosquito A. aegypti 30 dias apos a primeira inje¢do e eutanasiados
apos 24 horas. Aumento de 100 x. Setas vermelhas indicam células infiltradas. Resultado
representativo da cinética do edema expressos como média + SEM. *p < 0,01 versus
respectivo grupo PBS (n=8).
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1.4.2 Imunofenotipagem do infiltrado celular na orelha em resposta a picada do
mosquito A. aegypti por citometria de fluxo

Uma vez determinado o pico do edema causado pela picada de A. aegypti
tanto nos animais ndo sensibilizados quanto naqueles sensibilizados com EGS (6 e
24 horas apOs exposicdo, respectivamente), utilizamos esses tempos para
fenotipagem do infiltrado celular no tecido por citometria de fluxo.

A Figura 4A apresenta o numero absoluto de leucécitos totais nas orelhas,
avaliados pela expressdo de CD45 em sua superficie. Comparados aos animais
controles (grupo “Naive”), os animais ndo sensibilizados e expostos aos mosquitos
(grupo “PBS”) ndo apresentaram diferenca significativa no nimero de leucoécitos em
suas orelhas apos 6 horas da exposicdo. Por outro lado, os animais sensibilizados
com EGS e expostos aos mosquitos (grupo “EGS”) j& apresentaram uma diferenca
significativa no numero de células CD45* apdés 6 horas da exposicdo quando
comparados com os grupos anteriores (p <0,01). Apds 24 horas de exposi¢ao o grupo
PBS apresentou um numero significativamente mais alto de leucécitos em sua orelha
guando comparado aos animais Naive (p < 0,01) e ao mesmo grupo apos 6 horas de
exposicao (p < 0,01). O mesmo ocorreu, com o grupo EGS, que apresentou um
namero significativamente maior de leucocitos do que todos os demais grupos,
corroborando com os dados observados no edema e na histopatologia da orelha.

A pele da orelha do camundongo € composta, dentre outras células, por
células imunes de origem linfoide e mieloide. Os leucdcitos presentes na pele e na
microcirculacdo da orelha dos camundongos apresentam aproximadamente o dobro
de populacéo CD11b* em relacdo a populacédo CD11b" e apds a picada do mosquito,
seja em 6 ou 24 horas, nos animais sensibilizados ou ndo com EGS, apresentam

populacdo CD11b" de 3 a 5 vezes maior que a populacdo CD11b" (Figura 4B e 4C).
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Figura 2 - Imunofenotipagem do infiltrado celular na orelha de animais Naive e animais expostos
a picada de A. aegypti apos receberem PBS (grupo “PBS”) ou serem sensibilizados
com o EGS do mosquito (grupo “EGS”). Apés 6 e 24 horas da exposi¢cao aos mosquitos,
as orelhas foram coletadas para fenotipagem por citometria conforme descrito em Material
e Métodos. As células das orelhas dos grupos acima descritos foram marcadas com
anticorpos (A) anti-CD45 e (B e C) anti-CD11b e, em seguida, foram analisadas por
citometria de fluxo. Células/mL refere-se ao pool de células da orelha ressuspendido em 1
mL conforme descrito em Material e Métodos. Resultado representativo de 3 experimentos
realizados nas mesmas condi¢cdes experimentais, expressos como média + SD. *p < 0,01
versus grupo Naive, #p < 0,01 versus 6 horas do mesmo grupo e &p < 0,01 versus respectivo

grupo PBS (n=3).
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A Figura 5A apresenta uma representacdo em dot plot das populaces
CD11b" quanto a expresséo dos marcadores CD3 e CD19. As células B (CD3/CD19%)
sdo pouco abundantes no tecido, representando ao redor de 0,1% dos leucécitos
totais e menos de 0,4% das células CD11b™ nos animais Naive (Figura 5A, primeiro
painel). Nao foram observadas diferencas significativas na porcentagem ou no nimero
de células B da orelha dos animais do grupo PBS apdés 6 ou 24 horas da exposic¢éao,
guando comparados aos animais Naive. Por outro lado, o grupo EGS apresentou um
aumento tanto no nimero quando na porcentagem de células B apdés 6 horas de
exposicao quando comparado aos animais Naive (p < 0,01) e ao grupo PBS apos 6
horas (p < 0,01). Apds 24 horas, 0 numero e porcentagem de células B do grupo EGS
diminuiu para o mesmo nivel do grupo Naive e do respectivo grupo PBS (Figura 5B e
5C).

Nos animais Naive, as células T da orelha (CD19CD3*) representam
aproximadamente 19% dos leucdcitos totais e 62% das células CD11b- (Figura 5A,
primeiro painel). Apds 6 horas de exposi¢cao aos mosquitos, os animais do grupo PBS
ndo apresentam diferenca na porcentagem de células T em relacdo aos animais
Naive, embora o numero absoluto dessas células seja significativamente menor
(p = 0,01). O inverso é observado no grupo EGS, onde sua porcentagem relativa é
significativamente menor do que nos animais Naive e o grupo PBS, mas o numero
absoluto dessas células néo difere dos demais grupos. Apés 24 horas de exposicao,
tanto o grupo PBS quanto o grupo EGS apresentam porcentagens relativas
significativamente menores de células T em suas orelhas do que nos animais Naive,
entretanto, o nimero absoluto dessas células no grupo PBS nao diferem do grupo
Naive. O grupo EGS, apés 24 horas de exposicédo, também apresentou um namero
significativamente maior de células do que o grupo EGS apés 6 horas de exposicéo e
do que o grupo PBS ap0s 24 horas de exposicéo (Figura 5D e 5E).

Vale ressaltar que dentro da populacdo CD11b™ nés encontramos um subtipo
celular que apresentou dupla marcacgéo (CD19*CD3Y), presente somente na orelha de
animais do grupo EGS ap0s 6 horas da exposicao ao mosquito A. aegypti (Figura 5A,
terceiro painel). Algumas possibilidades para essa marcacdo inesperada seréo
comentadas na discussao.

Dentre as células T (CD19CD3*), nos fenotipamos ainda trés populacdes:
células T simples positivas para CD4 (CD4*/CD8), células T simples positivas para

CD8 (CD4/CD8*) e uma populacéo negativa para ambos os marcadores (CD4/CD8"),
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que provavelmente engloba células NKT e células T ndo convencionais. As células T
CD4*/CD8 representaram aproximadamente 5% dos leucdcitos totais e 28,5% das
células T na orelha de camundongos Naive (Figura 6A, painel 1). Dentre todos 0s
grupos experimentais, o grupo EGS ap0s 24 horas da exposi¢cdo aos mosquitos, foi o
anico que apresentou um pequeno aumento na porcentagem de células T CD4* em
relacdo ao grupo Naive (Figura 6B). Esse aumento se refletiu em maior nimero
dessas células presentes na orelha, quando comparado aos demais grupos (Figura
6C).

As células T CD4/CD8* representam menos de 1% dos leucdcitos totais e
0,39% das células T da orelha dos animais Naive (Figura 6A, painel 1). A Figura 6D
mostra que em termos porcentuais, o Unico aumento significativo dessas células
ocorreu 24 horas apos a picada do mosquito nos animais do grupo PBS, tanto em
relacdo ao grupo Naive (p < 0,01) quanto em relacdo ao grupo PBS apds 6 horas de
exposicao (p < 0,01). J4 a Figura 6E mostra que o numero total de células CD4/CD8*
foi semelhante entre todos 0s grupos, e apenas o grupo EGS apoés 24 horas de
exposicao ao mosquito apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo Naive
(p =0,01).

Em nossa andlise, consideramos 0s mastécitos as células CD11b/CD19
/ICD37, que apresentaram co-expressdo de cKit (CD177) e FceRIl (Figura 7). A
porcentagem de mastoécitos é significativamente maior nos animais do grupo EGS
apos 6 horas da exposicao, em relacdo aos animais Naive (p < 0,01). No entanto, a
quantidade destas células presentes no local diminui significativamente 6 horas ap6s
a picada nos animais do grupo PBS e aumenta significativamente 6 e 24 horas ap0s
a picada nos animais do grupo EGS, em rela¢do aos animais Naive (p < 0,01). O grupo
EGS também apresenta numero significativamente maior de mastocitos na orelha
tanto apds 6 horas quanto apés 24 horas, quando comparado com o grupo PBS
(p 0,01 - Figura 7B e 7C).
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Figura 3 - Quantificagdo das populagdes de linfécitos T e linfécitos B na orelha de animais Naive
e animais expostos a picada de A. aegypti apés receberem PBS (grupo “PBS”) ou
serem sensibilizados com o EGS do mosquito (grupo “EGS”). Ap0s 6 e 24 horas da
exposicdo aos mosquitos, as orelhas foram coletadas para fenotipagem por citometria
conforme descrito em Material e Métodos. Células B foram identificadas como CD45*CD11b-
CD3CD19* e células T como CD45*CD11b-CD3*CD19 (A). Porcentagem de células Be T
(B e D), respectivamente. O nimero de células B e T (C e E) foi obtido através da
multiplicagdo do numero total das células na orelha pela porcentagem dos marcadores
CD19*CD3- e CD19-CD3*, respectivamente. Resultado representativo expressos como
média + SD. *p < 0,05 versus grupo Naive, #p < 0,05 versus 6 horas do respectivo grupo e
&p < 0,05 versus respectivo grupo PBS (n=3).
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Figura 4 - Quantificacdo das populacdes de linfécitos TCD4 e linfécitos TCD8 na orelha de

animais Naive e animais expostos a picada de A. aegypti apés receberem PBS (grupo
“PBS”) ou serem sensibilizados com o EGS do mosquito (grupo “EGS”). Ap6s 6 e 24
horas da exposicdo aos mosquitos, as orelhas foram coletadas para fenotipagem por
citometria conforme descrito em Material e Métodos. Células TCD4 foram identificadas
como CD45*CD11b-CD3*CD4*CD8- e células TCD8 como CD45*CD11b-CD3*CD4 CD8*
(A). Porcentagem de células TCD4 e TCD8 (B e D), respectivamente. O numero de células
TCD4 e TCDS8 (C e E) foi obtido através da multiplicacdo do numero total das células na
orelha pela porcentagem dos marcadores CD4*CD8 e CD4-CD8*, respectivamente.
Resultado representativo expressos como média + SD. *p < 0,05 versus grupo Naive, #p <
0,05 versus 6 horas do respectivo grupo e 4p < 0,05 versus respectivo grupo PBS (n=3).
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Quantificacdo das popula¢cdes de mastécito na orelha de animais Naive e animais
expostos a picada de A. aegypti apés receberem PBS (grupo “PBS”) ou serem
sensibilizados com o EGS do mosquito (grupo “EGS”). Apds 6 e 24 horas da exposi¢ao
aos mosquitos, as orelhas foram coletadas para fenotipagem por citometria conforme
descrito em Material e Métodos. Mastdcitos foram identificadas como CD45*CD11b-CD3-
CD19CD117*FceRI* (A). Porcentagem de mastécito (B). O nimero de mastécito (C) foi
obtido através da multiplicacéo do nimero total das células na orelha pela porcentagem dos
marcadores CD117*FceRI*. Resultado representativo expressos como média + SD. *p <
0,05 versus grupo Naive, #p < 0,05 versus 6 horas do respectivo grupo e ép < 0,05 versus

respectivo grupo PBS (n=3).
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A andlise de alguns marcadores na populacdo de células CD11b* dos
leucdcitos totais possibilitou encontrar quatro tipos celulares mieloides que diferem no
fendtipo dos marcadores de superficie, a saber: macréfagos, células dendriticas,
neutrofilos e eosinofilos.

Os macrofagos foram os leucocitos mais abundantes encontrados na orelha
dos animais Naive, representando aproximadamente 19% dos leucadcitos totais e 31%
das células CD11b* (Figura 8A, painel 1). Os animais do grupo PBS apresentaram
porcentagem semelhante de macrofagos apds 6 horas da exposi¢cdo aos mosquitos e
uma pequena, mas significativa, reducdo dessa porcentagem apds 24 horas da
exposicao, quando comparados ao grupo Naive (p < 0,01). Porém o numero absoluto
dessas células foi semelhante em ambos os tempos quando comparados os dois
grupos. Ja o grupo EGS apresentou uma diminuicdo da porcentagem relativa de
macrofagos apdés 6 e 24 horas da exposicdo em relacdo aos animais Naive.
Entretanto, em termos absolutos, o nimero dessas células estava aumentado apo6s
24 horas da exposicdo aos mosquitos quando comparados os dois grupos. Além
disso, ambos os grupos EGS apresentaram significativamente mais macrofagos do
que os respectivos grupos PBS apds 6 e 24 horas da exposi¢cdo aos mosquitos (Figura
8B e 8C).

Foram considerados células dendriticas 0s eventos que apresentaram alta
expressdo de MHC de classe Il e baixa expressdo de F4/80 (Figura 8A). Para
confirmar esse fendtipo, foi avaliada a expressdo da molécula CD1lc nessa
populacdo, mostrando que praticamente toda a populagdo era positiva para esse
marcador (Figura 9A). Dentre as células de origem mieloide, as células dendriticas
estdo entre as mais abundantes encontradas na orelha dos animais controles,
representando, aproximadamente, 13% dos leucdcitos totais e 12,5% das células
CD11b* (Figura 10A, painel 1). Considerando as células CD11c* selecionadas dentro
da populacdo MHC-II", a porcentagem destas células foi semelhante entre os animais
de todos os grupos, com excecdo do grupo EGS 6 horas, que apresentou
porcentagem menor de células CD11c* em relagdo aos animais Naive (p <0,01) e em
relacéo ao grupo PBS (p < 0,01) (Figura 9B). Entretanto, o nUmero absoluto de células
dendriticas néo se altera entre 0s grupos, excecao feita ao grupo EGS apods 24 horas
da exposicdo aos mosquitos, que apresentou numero significativamente maior de

células CD11c* em relacédo aos animais Naive (p < 0,01), respectivo grupo PBS (p <
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0,01) e ao grupo EGS ap0s 6 horas da exposicdo aos mosquitos (p < 0,01) (Figura
9C).

As populacdes de eosinofilos e neutréfilos foram caracterizadas no conjunto
de células CD11b*/MHC-II, através da expressdo de Siglec-F e Gr-1. Os neutrofilos
sdo células Siglec-F"Y/Gr-1" e os eosindfilos sédo células Siglec-F"/Gr-1M (Figura 10A).
Aproximadamente 4% dos leucécitos totais e 22% das células MHC-II- na orelha dos
animais controles sdo neutréfilos (Figura 10A, painel 1). A porcentagem relativa de
neutréfilos aumenta significativamente 6 e 24 horas apds a picada do mosquito, tanto
no grupo PBS quanto no grupo EGS, em relacdo aos animais Naive (p < 0,01) (Figura
10B). Apesar disso, a quantidade de neutréfilos presentes na orelha aumenta
significativamente no grupo EGS 6 e 24 horas ap0s a picada em relacdo aos animais
Naive (p < 0,01) e aos respectivos grupos PBS (p < 0,01). Além disso, nos animais do
grupo EGS, a quantidade de neutréfilos presente no local apds 24 horas da picada é
significativamente maior que a quantidade dessas células presentes apos 6 horas da
picada (p < 0,01) (Figura 10C).

Dentre as populacdes celulares mieloides fenotipadas, os eosinéfilos foram
as células mais raras presentes nos animais controle, representando
aproximadamente 0,5% dos leucdcitos totais e 2% das células MHC-II- (Figura 10A,
painel 1). Nos animais do grupo PBS nédo houve diferenga na porcentagem dessas
células apds 6 horas da exposicdo, mas apds 24 horas, essa porcentagem relativa foi
significativamente mais alta do que nos animais Naive (p < 0,01) e do que no grupo
PBS ap0s 6 horas da exposi¢cdo aos mosquitos (p < 0,01). O percentual de eosindfilos
presentes 6 horas ap0s a picada nos animais do grupo EGS foi significativamente
maior que nos animais Naive (*p < 0,01) e no respectivo grupo PBS (p < 0,01). No
grupo EGS apos 24 horas da exposicdo aos mosquitos, a porcentagem relativa de
células foi diferente apenas ao dos animais Naive (p < 0,01) (Figura 10D). Ja a
guantidade dessas células presentes no local da picada apés 6 ou 24 horas aumentou
significativamente no grupo EGS em relacdo aos animais Naive (p < 0,01) e em
relacéo aos respectivos grupos PBS (p <0,01). Ainda, a migracao dessas celulas para
o local da picada nos animais do grupo EGS €& maior 24 horas apos a picada do que
em 6 horas (p < 0,01) (Figura 10E).
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Figura 6 - Quantificacdo das populacdes de macrofagos na orelha de animais Naive e animais
expostos a picada de A. aegypti apés receberem PBS (grupo “PBS”) ou serem
sensibilizados com 0 EGS do mosquito (grupo “EGS”). Apés 6 e 24 horas da exposicdo
aos mosquitos, as orelhas foram coletadas para fenotipagem por citometria conforme
descrito em Material e Métodos. Macrofagos foram identificadas como CD45*CD11b*MHC-
[Ii"tF4/80* (A). Porcentagem de macréfago (B). O nimero de macréfago (C) foi obtido através
da multiplicacdo do nimero total das células na orelha pela porcentagem dos marcadores
MHC-II"/F4/80*. Resultado representativo expressos como média £ SD. *p < 0,05 versus
grupo Naive, #p < 0,05 versus 6 horas do respectivo grupo e ép < 0,05 versus respectivo
grupo PBS (n=3).
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Figura 7 - Quantificacdo das populacfes de células dendriticas na orelha de animais Naive e

animais expostos a picada de A. aegypti apos receberem PBS (grupo “PBS”) ou
serem sensibilizados com o EGS do mosquito (grupo “EGS”). Apés 6 e 24 horas da
exposicao aos mosquitos, as orelhas foram coletadas para fenotipagem por citometria
conforme descrito em Material e Métodos. Células dendriticas foram identificadas como
CD45*CD11b*MHC-IINF4/80'°CD11c* (A). Porcentagem de células dendriticas (B). O
nuamero de células dendriticas (C) foi obtido através da multiplicagcdo do namero total das
células na orelha pela porcentagem do marcador CD1lc*. Resultado representativo
expressos como média + SD. *p < 0,05 versus grupo Naive, #p < 0,05 versus 6 horas do
respectivo grupo e 4p < 0,05 versus respectivo grupo PBS (n=3).
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Figura 8 - Quantificacdo das populac@es de neutréfilos e eosinéfilos na orelha de animais Naive
e animais expostos a picada de A. aegypti apds receberem PBS (grupo “PBS”) ou
serem sensibilizados com o EGS do mosquito (grupo “EGS”). Ap6s 6 e 24 horas da
exposicdo aos mosquitos, as orelhas foram coletadas para fenotipagem por citometria
conforme descrito em Material e Métodos. Neutrdfilos foram identificadas como
CD45*CD11b*MHC-II'Siglec-FnGr-1" e eosinéfilos como CD45*CD11b*MHC-II-Siglec-
FhiGr-1nt (A). Porcentagem de neutréfilos e eosindfilos (B e D), respectivamente. O nimero
de neutrdfilo e eosindfilo (C e E) foi obtido através da multiplicacdo do nimero total das
células na orelha pela porcentagem dos marcadores Siglec-F"/Gr-1" e Siglec-Fh/Gr-1int,
respectivamente. Resultado representativo expressos como média + SD. *p < 0,05 versus
grupo Naive, #p < 0,05 versus 6 horas do respectivo grupo e p < 0,05 versus respectivo
grupo PBS (n=3).
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1.4.3 AlteracGes quantitativa e qualitativa das populacdes celulares presentes na
orelha dos camundongos em resposta a picada do mosquito A. aegypti

A Figura 11 aponta as proporgcdes das diferentes populacdes celulares
presentes na orelha de camundongos Naive de animais previamente sensibilizados
ou ndo com EGS apds 6 e 24 horas da exposicdo aos mosquitos A. aegypti.

Nosso painel de marcadores permitiu a determinagdo de 7 populagdes
celulares, todas positivas para o marcador CD45 (células T, células B, mastdcitos,
macrofagos, células dendriticas, neutrdéfilos, e eosindéfilos) e 2 subtipos de células T
(células T CD4* e células T CD8*). Nos animais Naive, os macrofagos (CD11b*/MHC-
[I"/F4/80%) e as células T (CD11b/CD3*) foram os tipos celulares mais abundantes,
cada um representando aproximadamente 19% dos leucdcitos totais identificados na
orelha. A imunofenotipagem das células T revelou as populacdes classicas de
linfécitos T CD4* (CD3*/CD4*/CD8) e linfocitos T CD8* (CD3*/CD4-/CD8*) e também
uma populagéo de linfocitos T ndo convencionais (CD3*/CD4/CD8), representando
aproximadamente 5,3%, 0,13% e 13%, respectivamente, do total de células CD45*
(dados ndo mostrados). As células dendriticas presentes na orelha desses animais
representaram a terceira populacéo mais abundante, com aproximadamentel2,5% da
populacdo total de leucécitos. Os mastocitos, eosindfilos e as células B juntos
representaram aproximadamente 0,83%, 0,37% e 0,12% dos leucécitos,
respetivamente. Mesmo utilizando 13 marcadores para diferentes moléculas de
superficie e os parametros de tamanho e complexidade, aproximadamente 44% dos
leucécitos ndo foram classificados dentro de alguma populacéo celular identificada
(Figura 11, painel 1).

Uma analise comparativa global das populacdes celulares dos animais
expostos ao mosquito, tanto do grupo PBS quando do grupo EGS, mostra que apesar
de células T, macréfagos e células dendriticas continuarem sendo populacdes
majoritarias na orelha, suas proporc¢oes relativas foram menores do que nos animais
Naive, excecao feita aos macréfagos e células dendriticas do grupo PBS ap0s 6 horas
de exposicdo. Em todos esses grupos, seja 6 ou 24 horas apos a exposicao, destaca-
se 0 aumento de neutrofilos, que se tornou o tipo celular majoritario, com excecao
novamente ao grupo PBS apds 6 horas da exposicdo, onde macrofagos e células
dendriticas ainda apresentaram-se proporcionalmente mais abundantes (Figura 11).

Dentre as populagdes minoritarias (mastocitos, eosinodfilos e células B), valem aqui
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alguns destaques. Enquanto a porcentagem de mastécitos foi muito parecida entre
todos os grupos, no caso de eosindfilos e linfocitos B, houve uma grande variagédo da
proporcao relativa dessas células. Para eosinofilos, observamos o crescimento da
proporcao relativa dessas células em relacdo aos animais Naive, que foi quase 7
vezes maior nos animais grupo PBS apos 24 horas da picada, mais de 8 vezes maior
nos animais do grupo EGS apo6s 6 horas da picada e quase 10 vezes maior nos
animais do grupo EGS ap06s 24 horas da picada (Figura 11). Situac&o parecida ocorreu
com os linfécitos B, cuja proporcéo relativa em relacdo aos animais Naive também foi
quase 7 vezes maior nos animais grupo PBS apés 24 horas da picada, 11,5 vezes
maior nos animais do grupo EGS ap6s 6 horas da picada e 3,5 vezes maior nos
animais do grupo EGS apds 24 horas da picada (Figura 11).

Para mostrar o que essas diferencas nas propor¢cdes de cada populagéo
celular representam em termos absolutos para cada grupo, preparamos a Tabela 2
mostrando uma relacdo entre o niumero total dessas células, normalizando o valor dos
animais Naive para 1. Nessas condi¢des, o grupo PBS apds 6 horas da exposicao
aos mosquitos apresentou quantidades semelhantes ou menores de cada populagéo
celular em comparacao grupo Naive, com excecdo dos neutréfilos, cuja quantidade
foi 3 vezes maior. Por outro lado, o grupo EGS ap06s 6 horas da exposicao apresentou
grande aumento no numero de linfécitos B (30 vezes), neutréfilo (18,1 vezes) e
eosinofilos (22,3 vezes).

Para os grupos expostos aos mosquitos, as diferencas foram ainda maiores
apos 24 horas, quando comparados aos animais Naives e aos respectivos grupos
apos 6 horas de exposicdo. No grupo PBS, houve aumento do niumero de células B
(12 vezes), linfocitos T CD8* (3,7 vezes), neutréfilos (9 vezes) e eosindfilos (12,1
vezes) em relacéo ao grupo controle. J& o grupo EGS apresentou aumento de células
B (15,2 vezes), células T CD4* (2,3 vezes), linfocitos T CD8* (5,6 vezes), macrofagos
(2,5 vezes), células dendriticas (2,2 vezes), neutroéfilos (33 vezes) e eosindfilos (42,3

vezes), também em relagdo ao grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 2 - Quantificacao relativa das populacfes de leucocitos da orelha de
animais Naive e animais expostos a picada de A. aegypti apos
receberem PBS (grupo “PBS”) ou serem sensibilizados com o EGS
do mosquito (grupo “EGS”).

6 horas 24 horas

Populacao Naive PBS EGS PBS EGS
Células B 1 0,4 30,0 12,1 15,2
Células T 1 0,4 0,6 0,7 1,4

T CD4* 1 0,4 0,8 1,0 2,3

T CD8* 1 0,5 1,6 3,7 5,6
Mastoécitos 1 0,3 1,1 0,6 1,3
Macréfagos 1 0,8 1,9 1,1 2,5
Células
Dendriticas ! bt 08 bt 22
Neutrofilos 1 3,0 18,1 9,0 33,0
Eosinoéfilos 1 1,1 22,3 12,1 42,3

Camundongos BALB/c receberam inoculagéo intraperitoneal de EGS (5pg/animal)
durante 5 dias consecutivos para sensibilizacdo. Trinta dias ap6s a primeira inoculacéo
os animais foram desafiados in vivo na orelha com 10 mosquitos fémeas de A. aegypti
(5 em cada orelha). Animais controles picados receberam i.p. PBS (0,5 mL). Apés 6 e 24
horas da exposi¢cdo aos mosquitos, as orelhas foram coletadas para fenotipagem por
citometria conforme descrito em Material e Métodos. O valor dos animais Naive foi
normalizado para 1. A relagdo do numero total das células de cada grupo para cada tipo
celular foi dividida pela quantidade presente no Naive.
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1.5 DISCUSSAO

O modelo de inflamacédo na pele utilizando a orelha é uma metodologia que
requer pequenas quantidades de inéculo/estimulo e representa um modelo proximo
do hospedeiro homem, sendo por isso empregada por diversos grupos de pesquisa
(ASHRAF; SHAHZAD; SHABBIR, 2015; COCHEZ et al., 2016; MOON et al., 2016;
POHIN et al., 2016). No presente trabalho, a orelha de animais sensibilizados ou nao
com EGS foi exposta a picada do mosquito A. aegypti, seguida pela avaliagdo da
cinética do edema local. Em ambos os grupos, animais ndo sensibilizados (grupo
PBS) ou sensibilizados (grupo EGS) ja apresentam um pequeno edema de
intensidade semelhante apos 2 horas da exposi¢cao aos mosquitos, assumindo a partir
disso uma cinética particular para cada grupo. Nos animais do grupo PBS, o pico do
edema ocorreu apoés 6 horas da exposicao, regredindo nos tempos subsequentes. Por
outro lado, os animais do grupo EGS apresentam um aumento da espessura da orelha
qgue atinge o pico ap6s 24 horas da exposicdo aos mosquitos, que vai regredindo
lentamente, mas ainda mantendo-se alto mesmo apo6s 48 e 72 horas. Nesses 3
periodos (24, 48 e 72 horas ap0s a exposi¢cao aos mosquitos), o edema do grupo EGS
foi significativamente maior do que no grupo PBS (Figura 2A). Como discutiremos
abaixo o infiltrado € composto por células da imunidade inata e adaptativa, no entanto,
a persisténcia do edema no grupo EGS provavelmente é devido a presenca da
resposta imune adaptativa de maneira mais intensa.

Os dados descritos acima séo visualizados nos cortes histoldgicos de orelhas
que mostram migracao celular 24 horas ap0s a picada do mosquito A. aegypti em
ambos os grupos (PBS e EGS), mas de aspecto mais intenso no grupo EGS,
contrastando com a orelha de animais Naive que apresentam proporcionalmente
menor numero de células do sistema imune (Figura 2B). Com base nesses dados
escolhemos os periodos de 6 e 24 horas ap0s a picada para estudar o infiltrado
inflamatorio presente no local da picada, utilizando a técnica de citometria de fluxo.

Nosso primeiro passo foi avaliar quantitativamente a presencga dos leucocitos
nas orelhas, sendo que observamos respostas distintas em termos de migracao
celular apos 6 e 24 horas da picada quando comparamos 0s animais sensibilizados e
ndo sensibilizados com EGS. Ao avaliar o periodo de 6 horas apds exposi¢cao aos
mosquitos, percebemos que somente o grupo EGS apresentou aumento significativo
dos leucécitos totais em comparagdo com animais Naive (células CD45" - Figura 4A).
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Ja no periodo de 24 horas apds a exposi¢cdo, ambos os grupos (PBS e EGS)
apresentaram aumento significativo de leucdcitos totais em relacdo aos animais
Naive, sendo que o grupo EGS apresentou ainda um aumento significativamente
maior do que o grupo PBS. Analisados em conjunto esses dados e a avaliacdo do
edema local, concluimos que o aumento da espessura da orelha do grupo PBS apos
6 horas da exposicéo (pico do edema nesse grupo) provavelmente possui um forte
componente de extravasamento plasmatico e ndo de migracéo celular, uma vez que
nao foi observada diferenca significativa do nimero de leucocitos nesse periodo. Apos
injuria o efeito imediato dos mediadores inflamatérios produzidos € iniciar um exsudato
no tecido extravascular local por proteinas do plasma e, em seguida, por leucécitos
gue normalmente estdo restritos aos vasos sanguineos (MEDZHITOV, 2008). Os
dados de migracao celular 24 horas ap0s a exposi¢cao estdo em concordancia com 0s
dados do edema, uma vez que ambos grupos apresentaram aumento de ambos os
parametros, especialmente o grupo EGS.

A seguir, avaliamos por citometria de fluxo quais populacdes de leucécitos
estavam presentes nas orelhas dos animais sensibilizados ou ndo com EGS e
comparamos com os leucécitos encontrados na orelha de animais ndo picados.
Assim, investigamos o fenétipo da reacdo inflamatéria induzida pela picada de
mosquitos e a diferenca quantitativa e qualitativa dessa resposta em animais que
nunca entraram em contato com mosquitos e daqueles que ja estavam sensibilizados
pelos componentes salivares, como uma maneira de mimetizar a resposta encontrada
na populagdo humana. A pele possui tipos celulares considerados residentes do
tecido e que contribuem para a funcédo da imunidade inata e adaptativa, dentre elas
destacam-se: células T apf de memodria, células de Langerhans (células dendriticas
epiteliais), células T yd e macréfagos (DAVIES et al.,, 2013; HEATH; CARBONE,
2013). Tong et al. (2015) determinaram a densidade de células de Langerhans, células
dendriticas da derme, mastocitos, célula T epiteliais e macrofagos presentes na orelha
de camundongos C57BL/6. Estes autores encontraram a proporcdo de leucécitos
presente na derme, sendo as células dendriticas da derme e os macréofagos as células
predominantes. Os achados de nosso estudo corroboram com essas observacoes
iniciais, sendo que macréfagos, células CD3* (linfocitos T) e as células dendriticas
foram as principais células encontrada no tecido da orelha normal.

Os neutrodfilos foram as principais células presentes 6 horas apo6s a picada do

mosquito nos animais ndo sensibilizados. Ja é bem sabido que os neutréfilos sdo os
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primeiros leucocitos recrutados para o local inflamado (KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013). Portanto, embora a quantidade de leucécitos ndo tenha aumentando,
verificamos o perfil alterado de células presentes na orelha caracterizado pela
migracdo de neutroéfilos para o local da picada e diminuicdo de outros tipos celulares.
Esses dados reforcam que o edema encontrado nos animais desse grupo néo foi
decorrente do aumento do numero de neutréfilos e sim por extravasamento
plasmatico. De fato, picadas de mosquito normalmente causam reacdes inflamatoérias
cutaneas com papulas, edema e vermelhiddo (DEMEURE et al., 2005).

Na literatura cientifica, encontramos andlises histologicas da pele da orelha
de camundongos BALB/c ap6s 36 horas da picada de mosquitos A. aegypti infectados
com o virus West Nile, que revelou um pequeno infiltrado inflamatério local nesses
animais. No entanto, animais sensibilizados pela picada do mosquito ndo infectado,
uma vez por semana por quatro semanas, apresentou um infiltrado 200% maior apos
exposicao aos mosquitos infectados. Este edema no local da alimentacéo nos animais
sensibilizados foi caracterizado pelo infiltrado células mononucleares e neutrofilos
(SCHNEIDER et al., 2007). Trabalho recentemente publicado por Schmid et al. (2016)
utilizando camundongos C57BL/6 deficientes do receptor IFN-a/B mostra que o EGS
do mosquito A. aegypti aumenta o recrutamento de mondcito e neutrofilo para a derme
da orelha 14 horas ap6s receberem injecédo intra-dérmica do virus DENV concomitante
com o EGS. Teixeira et al. (2005) utilizando modelo de “air pouch” para estudar o
recrutamento de leucécito in vivo em resposta ao homogenato da glandula salivar do
fleb6tomo Lutzomyia longipalpis observaram um aumento no recrutamento de
macrofago e eosinofilo em animais BALB/c 12 horas apos infec¢cdo. A orelha dos
camundongos possui uma variedade de populacdo de células imunes de origem
linfoide e mioloide e a sua proporcdo, bem como a quantidade de célula presente,
podem se alterar devido ao recrutamento celular em resposta a picada do mosquito
A. aegypti. Além disso, no presente trabalho o infiltrado celular no local da picada
difere de animal sensibilizado com o0s componentes salivares para um nao
sensibilizado.

Nos animais nédo sensibilizados, 24 horas apds a exposi¢cdo, a migracao de
neutrofilos foi intensificada. Porém, nesse caso observamos também a presenca de
eosindfilos, células B e células T CD8*. Ainda no contexto da picada nos animais néo
sensibilizados, tanto 6 como 24 horas apods a picada, os dados mostraram diminui¢ao

no numero de mastocitos. Por outro lado, estas células apresentaram um pequeno
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aumento nos animais sensibilizados. No entanto, em todos 0s casos estas células
representam menos de 1% dos leucdcitos. Demeure et al. (2005) mostraram que a
picada do mosquito Anopheles stephensi ativa os mastdcitos da pele. Os autores
injetaram corante Azul de Evans intravenoso (i.v.) em camundongos normal (WBB6F1-
**) e deficientes de mastdcitos (WBB6F1-KitV/KitV~) e expuseram os camundongos
aos mosquitos por 1 hora, avaliando a seguir a coloragdo na lesdo causada pelo
mosquito. Eles concluiram que a reacdo observada foi dependente de mastocitos
devido a presenca de coloracdo apenas nos animais normais e ndo nos animais
deficientes. Além disso, esta coloracao foi restabelecida nos animais deficientes
quando os mastdécitos foram reconstituidos com injecéo intra-dérmica de mastocitos
do tecido conjuntivo ou intravenosa de mastocito derivado da medula éssea. Embora
nossos resultados mostrem que os mastécitos estdo entre os leucécitos menos
abundantes, estas células participam dos eventos iniciais da resposta apés a picada.
Quando os mastdcitos sdo ativados liberam aminas vasoativas pré-formadas e
posterioremente, mediadores lipidicos recém-formados como o0s leucotrienos,
citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas como IL-4, IL-5, IL-
6 e IL-13 (HOGAN; SCHWARTZ, 1997). Em condi¢des inflamatérias a IL-5, as
eotaxinas e os leucotrienos participam da migracdo dos eosindfilos (CARLOS et al.,
2011; JOSE et al., 1994; ROTHENBERG; LUSTER; LEDER, 1995). Assim, o maior
namero dos mastécitos nos animais sensibilizados provavelmente contribuiu para
intensificar a resposta. Vale ressaltar que durante a analise dos mastdcitos, tivemos
dificuldades em observar células duplo-positivas CD117*/FceRI*. Optamos por nao
considerar como mastocitos as células para apenas um dos marcadores, embora
essas populacbes simples positivas tenham aparecido consistentemente na anélise
de alguns grupos, o que nédo faz sentido do ponto de vista tedrico. Apesar dessa
questéao ter ficado em aberto no presente material, pretendemos explorar futuramente
mais a fundo o fenotipo de mastacitos do tecido com outros marcadores de superficie
para entender nossos resultados.

Dentre os leucécitos que migraram no local da picada, o eosindfilo foi o tipo
celular que mais aumentou no grupo de animais sensibilizados 24 horas apés a picada
e 0 segundo tipo 6 horas apds a picada. Embora o neutrofilo e as células B
provavelmente desempenhem papel importante na resposta a picada nestes animais,
a presenca de eosinofilos sugere o desenvolvimento de uma fase tardia da reacdo de

hipersensibilidade do tipo I, uma vez que trata-se de resposta inflamatodria antigeno-
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especifica. Estudo realizado por Chen, Simons e Peng (1998) demonstrou que apos
exposicao natural de camundongos BALB/c ao mosquito A. aegypti, 0s camundongos
desenvolveram reacéo imediata e tardia na pele associadas ao aumento de IgE e IgG1
e proliferacdo de linfocitos T, sugerindo uma resposta predominantemente Th2. Barros
et al. (2016) caracterizaram um modelo murino de alergia com exposi¢cdo natural ao
mosquito A. aegytpi e mostraram que apos desafio com EGS aumenta o numero de
eosinofilos e citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) no lavado da cavidade broncoalveolar.

Um outro resultado intrigante foi a presenca de células duplo positivas para
CD3 e CD19 na orelha de animais sensibilizados, 6 horas apés a picada do mosquito.
Este fendtipo pode ser um artefato da citometria ou pode refletir na migracdo de
células B imaturas para o local da picada. Milosevits et al. (1995) encontraram células
CD19*/CD3* ao estudar os leucécitos presente no sangue do corddo umbilical,
inferindo, assim, a presenca de células B imaturas. No entanto, Nagel et al. (2014)
estudando amostras de sangue humano sugerem que a presenc¢a de CD3 nas células
B é resultado da troca dessa molécula no contato antigeno-dependente com a célula
T e ndo devido a producdo enddgena dessas moléculas pelas células B.
Considerando que de fato estar havendo interacdo entre estas células no contexto do
tecido onde a picada do mosquito ocorreu, avaliaremos esse fenbmeno com mais
atencao futuramente para definir se foi um artefato ou se de fato essa populagao
duplo-positiva é real durante a cinética de migracéo celular na pele apds a picada do
mosquito A. aegypti.

A caracterizagdo fenotipica do infiltrado inflamat6rio da pele usando citometria
de fluxo nos permite entender a dinamica das mudancas celulares durante a
inflamacé@o induzida pela picada de mosquitos, além de abrir caminhos para
desvendar os acontecimentos que facilitam a infeccdo viral durante o repasto
sanguineo. O mosquito A. aegypti € conhecido por ser vetor primario de doencas
emergentes e re-emergentes como a febre amarela, febre Chikungunya, dengue e
Zika (BLACK et al., 2002; BURT et al., 2012; CHRISTOPHERS, 1960; DICK;
KITCHEN; HADDOW, 1952; NENE et al., 2007; ZANLUCA et al., 2015). Pingen et al.
(2016) mostraram que a picada ou a saliva do mosquito € importante para a infeccao
viral. Estes autores encontraram um influxo inflamatorio de neutrofilos 6 horas apos a
picada do mosquito e da infec¢do. Eles sugerem que estas células coordenam a
resposta imune localizada programando a imunidade inata de modo a facilitar a

entrada e infeccdo de virus em células mieloides susceptiveis. Na verdade varios
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autores ja descreveram aumento da infeccdo viral na presenca dos componentes
salivares (AGARWAL et al., 2016; STYER et al., 2011). Nossos resultados mostram o
influxo de neutrofilos 6 e 24 horas apds a picada tanto nos animais sensibilizados
como nos animais nao sensibilizados com EGS, no entanto, nos animais
sensibilizados essas células estdo presentes no contexto de uma resposta alérgica,
dessa forma, seria interessante investigar se neste contexto a infeccdo viral é
potencializada ou atenuada. Estudo realizado em Garb&do na Africa Central, onde
ocorreu um surto de Chikungunya em 2007, mostrou que seguida da resposta inata,
inicia a ativacdo da imunidade adaptativa pela ativacdo e proliferacdo das células T
CD8* nos estagios iniciais da doenca (WAUQUIER et al., 2011). Drake et al. (2016)
estudaram o papel dos eosinéfilos na atividade antiviral contra o virus Parainfluenza,
sendo capaz de inibir o virus via producéo de 6xido nitrico. Considerando os trabalhos
dos grupos acima citados, possivelmente os animais sensibilizados com EGS no
presente trabalho fossem capazes de atenuar a infeccdo viral devido a presenca
destes tipos celulares no local da picada.

Existem poucos dados na literatura que caracterizaram popula¢cdes celulares
da pele de individuos ou animais experimentais expostos aos mosquitos, assim ha
necessidade de estudos descritivos como 0 nosso para elucidar a dinamica das
células recrutadas apos a picada de mosquitos em individuos com pouca ou nenhuma
exposicao prévia aos mosquitos e aqueles ja sensibilizados por anos de exposicdes.
Esse conhecimento podera ser Util no entendimento da interagdo do mosquito com o
hospedeiro vertebrado e também fornecera subsidios para compreender o contexto
do microambiente encontrado pelos virus potencialmente transmitidos pelo mosquito

durante o repasto sanguineo.
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1.6 CONCLUSOES

As trés populacdes de leucécitos mais abundantes identificadas na orelha de
animais Naive foram macréfagos, células T e células dendriticas. No entanto, apds a
picada do mosquito A. aegypti ocorreu migracao celular e alterou o perfil de leucécitos
presente na orelha apds 6 e 24 horas da picada, sendo mais intensa em animais
sensibilizados, principalmente 24 horas apos a picada. Os tipos celulares envolvidos,
baseado na quantidade do tipo celular em relacéo ao controle, na resposta a picada
do mosquito A. aegypti nos animais ndo sensibilizados foram neutroéfilos 6 horas apés
a picada e células B, células T CD8"*, macréfagos, neutréfilos e eosinofilos 24 horas
apos a picada. Nos animais sensibilizados migraram células B, células T CD8",
neutréfilos e eosindfilos 6 horas apds a picada enquanto 24 horas apds a picada
células B, células T CD8*, célula T CD4*, macrofagos, células dendriticas, neutrofilos
e eosinofilos. Entretanto, os eosinodfilos séo as células que proporcionalmente mais
aumentam dentre todas as células avaliadas, 24 horas ap0s a exposi¢cdo aos
mosquitos; em comparagdo aos animais Naive: 12 vezes nos animais nao
sensibilizados (grupo PBS) e 42 vezes nos animais sensibilizados (EGS). A figura
abaixo ilustra a presenca dos leucdcitos nos diferentes momentos apés a picada de
cada grupo (Figura 12).
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Figura 12 - Representacdo esquematica da presenca dos tipos celulares apés 6 e 24 horas da
picada do mosquito A. aegypti na orelha. Nos animais nédo sensibilizados (grupo PBS)
apods 6 horas da picada do mosquito ocorreu aumento de neutréfilos e 24 horas apés a
picada, além dos neutrofilos foi encontrado a presenca de células B e eosindfilos na orelha.
Ja os animais sensibilizados, ou seja, que receberam inoculacao intraperitoneal do EGS por
5 dias consecutivos (grupo EGS), apés 6 horas da picada do mosquito foi encontrado a
presenca de células B e eosindfilos e 24 horas apods a picada praticamente todos os tipos
celulares estudados foram encontrados em maior quantidade em relagéo ao controle.
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CAPITULO 2

Participacdo da interleucina-5 e da 5-lipoxigenase na
eosinofilia aguda peritoneal causada pelos componentes
salivares do mosquito Aedes aegypti
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2.1 INTRODUCAO

Wharton Jones descreveu pela primeira vez o eosindfilo no sangue como uma
célula de granulos grosseiros (“coarse granule cells”) em 1846 (HORVATHOVA,
2004). Porém, somente em 1879, Paul Ehrlich fez uma descricdo completa dessa
célula (VENGE, 2001). Em um esfregaco de sangue, o cientista notou a capacidade
dos granulos de algumas células se corarem com o corante acido eosina, dai seu
nome “eosindfilo” (HIRSCH; HIRSCH, 1980 apud GLEICH; LOEGERING, 19842).
Desde entdo, muito se tem aprendido sobre a biologia dessa célula (BOCHNER, 2004)
e seu papel na patogénese da alergia (HAMELMANN; GELFAND, 2001), de
desordens gastrointestinais eosinofilicas (ROTHENBERG, 2004) e na sindrome
hipereosinofilica (LEIFERMAN; GLEICH, 2004). Historicamente, o eosinofilo tem sido
indicado como a célula envolvida na protecdo contra parasitas. Entretanto, numerosas
linhas de evidéncias tém mudado esta perspectiva, mostrando que os eosindfilos sao
leucdcitos multifuncionais pleiotropicos envolvidos também na iniciacdo e na
propagacdo de diversas respostas inflamatérias, assim como na modulacdo da
imunidade adaptativa pela ativacao direta de células T (ROTHENBERG; HOGAN,
2006).

Eosindfilos sdo células residentes em orgdos hematopoiéticos e linfaticos, tais
como medula éssea, baco, linfonodos, timo (STRAUMANN; SIMON, 2004), e outros
tecidos como glandulas mamarias, Utero e intestino (BLANCHAR; ROTHENBERG,
2009). Elas podem ser identificadas pelo seu nucleo bilobado ou trilobado e pelos
grandes granulos especificos, representando de 1% a 5% dos leucoécitos no sangue
de uma pessoa saudavel (BEHM; OVINGTON, 2000; ROSENBERG; DYER;
FOSTER, 2012). Eosindfilos maduros contém até quatro diferentes tipos de organelas
secretoras (granulos cristaloides, granulos primarios, granulos pequenos e vesiculas
secretoras), mas a maior delas é o granulo cristaloide compostos por proteinas com
carga basica (HOGAN et al., 2008), cujo nucleo é composto pela proteina basica
principal (MBP) e cuja matriz € composta pelas proteina catibnica do eosinéfilo (ECP),
peroxidase do eosindfilo (EPO) e a neurotoxina derivada do eosinofilo (EDN)
(ACHARYA; ACKERMAN, 2014). Estes granulos sédo capazes de induzir dano tecidual

2 HIRSCH; HIRSCH apud GLEICH; LOEGERING, 1984, p. 429.
HIRSCH, J. G., HIRSCH, B. I. Paul Ehrlich and the discovery of the eosinophil. 1980.



64

uma vez que possuem atividade citotdxica e também estocam numerosas citocinas,
enzimas e fatores de crescimento (VENGE, 2001).

Durante um processo inflamatorio que tenha a participacdo de eosindfilos,
essas células se multiplicam na medula 6ssea e migram para 0 sangue, um processo
chamado de eosinofilia, e desse compartimento para os tecidos. A eosinofilia ocorre
como resultado de quatro processos (ROTHENBERG, 1998):

a) diferenciacdo das células progenitoras e proliferacdo dos eosindfilos na

medula 0ssea;

b) interacdo entre o eosindfilo e a célula endotelial;

¢) quimiotaxia do eosindfilo;

d) ativacdo e desgranulacao de eosindfilo.

A seguir, a Figura 1 ilustra os processos pontuados acima.
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Figura 1 - Processos envolvidos na eosinofilia. Eosindfilos se desenvolvem na medula dssea em
resposta a estimulacdo das células progenitoras pela IL-5. Eosinéfilos maduros no sangue
periférico aderem nas células endoteliais por meio da interagdo de selectinas e integrinas
com os receptores endoteliais destas moléculas. Exposto a mediadores quimioatraentes, 0s
eosindfilos transmigram entre as células endoteliais e migram para dentro dos tecidos. O
acumulo dos eosindfilos é regulado pela geracao de fatores de ativacdo e de sobrevivéncia
(IL-3, IL-5 e GM-CSF) pelas células T e por mastdcitos. Em resposta aos componentes da
matriz extracelular os eosinéfilos podem gerar citocinas que prolongam sua sobrevivéncia
Fonte: (ROTHENBERG, 1998).

A diferenciacdo das células progenitoras e proliferagdo dos eosindfilos,
também conhecida como eosinofilopoiese, primeiro momento do processo de
eosinofilia, ocorre na medula 0ssea a partir de células-tronco pluripotentes (MISHRA
et al., 1999) que diferenciam-se primeiro em um precursor hibrido com propriedades
de basdfilo e eosindfilo (DENBURG et al.,, 1985). A partir dessas células, os
progenitores mieldides comum CD34* estimulados pelas citocinas IL-3, IL-5 e GM-
CSF e por fatores de transcricdo como o0 GATA-1 dao origem ao granulécito eosindfilo
maduro (SEHMI et al., 1997; YU et al., 2002). De fato, essas citocinas estdo bem
caracterizadas por estimular a eosinofilopoiese in vitro (CAMPBELL et al., 1987,
LOPEZ et al., 1987; METCALF et al., 1986). Enquanto a IL-3 e 0 GM-CSF né&o séao
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especificas para eosindfilo, pois também induzem a diferenciacdo de outras células
mieléides como os mastocitos (YAMAGUCHI et al., 1988), conjuntamente com a IL-5,
sdo capazes de direcionar a diferenciacdo para eosinéfilos (SANDERSON, 1992).
Destas, a IL-5 (previamente conhecida como fator de diferenciacéo do eosindfilo), € a
principal citocina que estimula especificamente a proliferagdo e a diferenciacdo do
eosindfilo (WARREN; MOORE, 1988), bem como estimula a saida do eosindfilo da
medula éssea para a circulacdo periférica em um estado completamente maduro
(FACCIOLI; MOKWA,; SILVA, 1996). Os eosindfilos permanecem pouco tempo no
sangue periférico - meia vida de aproximadamente 18 horas (STEINBACH et al., 1979)
e entdo migram para os tecidos periféricos (FACCIOLI; MOKWA; SILVA, 1996) onde
permanecem de 8 a 12 dias na auséncia de estimulacdo (SORICE; SIMONE, 1986).
No segundo momento do processo de eosinofilia ocorre a interagdo entre o
eosinofilo e as células endoteliais. Neste momento sdo observados 0s mecanismos
de rolamento, adesdo e migracdo dessas células. Inicialmente, no rolamento, o
eosinofilo adere ao endotélio. A P-selectina (CD62P) presente nas células endoteliais
reconhece sua glicoproteina ligante (CD162) no eosindfilo (BOCHNER; GLEICH,
2010; SYMON et al., 1994). Apés essa etapa, ocorre uma exposicao do eosindfilo a
quimioatraentes, descritos logo abaixo, gerando a firme adesdo no endotélio das
moléculas da familia das integrinas (BROIDE; SRIRAMARAO, 2001; ROTHENBERG,
1998), seguida de sua migracdo para o tecido. Os quimioatraentes sao provavelmente
0S responsaveis pela quimiotaxia, terceiro momento do processo de eosindfilia,
resultando no recrutamento do eosindfilo para os tecidos inflamados (ROTHENBERG,
1998). Nesse recrutamento, a eotaxina-1 (CCL11), eotaxina-2 (CCL24) e eotaxina-3
(CCL26) sao as principais quimiocinas envolvidas no trafego de eosindfilos
(DOMBROWICZ; CAPRON, 2001; PROVOST et al., 2013), embora também
participem desse processo RANTES (CCL5), MCP-3 (CCL7), MCP-4 (CCL13) e MIP-
la (CCL3) (JOSE et al, 1994; ROTHENBERG; LUSTER; LEDER, 1995;
ZIMMERMANN et al., 2003). Durante esse processo, ocorre ainda a interagédo com o
receptor 3 de quimiocina CC (CCR3), um receptor acoplado a proteina G,
principalmente expresso em eosinoéfilo e que reconhece boa parte das quimiocinas
descritas acima (DAUGHERTY et al., 1996). Embora a maioria dos estudos
mostrarem o papel da IL-5 e das eotaxinas na migracdo dos eosinofilos, os
mediadores lipidicos também participam desse processo. Dentre os mediadores

lipidicos foram descritos que o Fator de Ativacdo de Plaquetaria (PAF) e os
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eicosanoides como os leucotrieno B4 (LTB4), os cisteinil-leucotrienos e prostaglandina
D2 séo capazes de ativar e recrutar eosinofilos (LUNA-GOMES; BOZZA; BANDEIRA-
MELO, 2013).

Por fim, na Ultima etapa do processo de eosinofilia, ocorre a ativacdo do
eosindfilo, onde participam os receptores de superficie celular como os receptores de
imunoglobulina (FcR) e de complemento, que sao importantes para o reconhecimento
do antigeno; receptores de quimiocinas, para a regulacdo da migracao celular; e
receptores para citocinas e fatores de crescimento, para a regulacdo do crescimento
(VENGE, 2001). Dentre os principais receptores que definem a biologia Unica do
eosinofilo estdo IL-5Ra, o CCR3 e o Siglec-8 em humanos e Siglec-F (também
conhecido como Siglec-5) em camundongos (ROSENBERG; DYER; FOSTER, 2012).
A desgranulacéo é vista como um evento importante na ativacdo dos eosindfilos. Em
doencas alérgicas, acredita-se que a liberacdo do produto dos seus granulos € um
componente essencial no inicio e na fase tardia da resposta dos tecidos da mucosa
ao desafio alergénico. Essa desgranulacdo também ocorre em reacfes alégicas
cutaneas (VENGE, 2001).

As reacles alérgicas cutdneas, assim como outras manifestacbes de
hipersensibilidade imediata, em geral séo caracterizadas pelas fases imediata e tardia,
embora alguns autores reconhegcam a reagdo crdénica como uma possivel terceira fase
(GALLI; TSAI; PILIPONSKY, 2008). A fase imediata ocorre dentro de minutos apoés a
exposicao ao antigeno e compreende processos decorrentes da desgranulacdo de
mastocitos dependente de IgE, como a vasodilatacdo (que causa
eritemal/vermelhiddo) e o aumento da permeabilidade vascular (levando ao
inchaco/edema). A fase tardia, em geral se inicia ap0s 2-6 horas da exposi¢do ao
antigeno, possui um pico entre 6-9 horas e apresenta uma diminui¢do gradual nas 24-
48 horas seguintes, desde que nao haja persisténcia do desafio antigénico. Essa fase
tardia € dependente também da dose do antigeno sendo caracterizada por dor,
sensacao de calor, eritema e endurecimento da pele com eventual formagcao de
papulas e vesiculas/bolhas (GALLI; TSAI; PILIPONSKY, 2008; LEE et al., 2014).
Nessa fase, a migracao e ativacdo de eosindfilos, basdfilos e outros leucocitos é

bastante proeminente.
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2.2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVO

As picadas dos artropodes hematédfagos representam uma fonte de novos
antigenos/alérgenos ao ambiente (PLATTS-MILLS; COMMINS, 2013) que
freqlientemente geram reacdes cutaneas imediatas e de fase tardia, resultando no
influxo de eosindfilos (KARPPINEN et al., 1996). De fato, ha véarias décadas os
eosinofilos tém sido reportados em biopsias de picadas de diversos artrépodes
hemato6fagos, incluindo mosquitos, flebétomos e carrapatos (BROWN; WORMS;
ASKENASE, 1983; COLLIN et al., 2009; REUNALA; BRUMMER-KORVENKONTIO;
PALOSUO, 1994). Como mencionado, este infiltrado de eosindfilos nos tecidos é uma
caracteristica importante de doencas alérgicas, incluindo a dermatite atopica
(OYOSHI et al., 2012), embora novas doencas alérgicas possam surgir como
decorréncia da exposicao a essas picadas (PLATTS-MILLS; COMMINS, 2013). Estas
doencas alérgicas sdo comumente associadas com inflamacao crénica caracterizada
pela infiltracdo e o acumulo de eosindfilos, células T e mastécitos (SOUWER et al.,
2010). Assim, as picadas de mosquito causam reacdes imunologicamente mediadas
gque compreendem o local da picada e podem eventualmente provocar reacdes
sistémicas alérgicas (CRISP; JOHNSON, 2013).

Assim, tivemos como objetivo neste trabalho, avaliar o inicio da resposta aos
componentes salivares do mosquito Aedes aegypti no modelo de inflamacéo
peritoneal, bem como o papel da IL-5 e dos leucotrienos no desenvolvimento da
inflamacéo eosinofilica em resposta aos componentes salivares. Para tanto, tivemos

como objetivos especificos:

a) identificar os leucocitos presentes na cavidade peritoneal apos inoculacéo
dos componentes salivares;

b) identificar se o infiltrado inflamatério é causado pela presenc¢a do LPS no
EGS, bem como se € dependente do estrutura tridimensional das
proteinas do mesmo;

c) determinar a producéao de 1I-5 no lavado da cavidade peritoneal;

d) determinar a participacéo da IL-5 e dos leucotrienos sobre a migracéao de

eosindfilo para a cavidade peritoneal.
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2.3 MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental deste projeto se pautou na Lei Federal
n° 11.794/2008 (Lei Arouca) (BRASIL, 2008), no Decreto n°® 6.899/2009 (BRASIL,
2009) e nas Resolucdes Normativas publicadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (CEUA-ICB/USP),
cujo certificado foi registrado sob o n°. 121, na folha 24 do livro 03 para uso de animais

em experimentacao.

2.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, 129 ALOX 5 (B6.129S2-
Alox5tmiFun) (CHEN et al., 1994) e 129 SvE fémeas com idade entre 6-12 semanas,
provenientes do Biotério de Camundongos Isogénicos do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&do Paulo (ICB/USP). Os animais foram mantidos no
Biotério de Camundongos Isogénicos do Departamento de Imunologia em estantes
ventiladas em estantes ventiladas e em condigbes controladas de temperatura,
umidade e iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a agua e

alimento.

2.3.2 Mosquitos e obtencédo do Extrato da Glandula Salivar (EGS)

Mosquitos A. aegypti machos e fémeas foram mantidos a 28 °C + 1 °C, com
umidade relativa do ar de 80% + 10% e sob um fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas
escuro no Biotério de Insetos do Departamento de Parasitologia do ICB/USP,
coordenado pela Professora Doutora Margareth de Lara Capurro, onde foram
alimentados com solucdo de sacarose 10% [p/v] e acasalados. Glandulas salivares
de fémeas com 5-8 dias apdés emergéncia foram dissecadas em salina tamponada
com fosfato (PBS) (Gibco Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) e transferidas para um
pequeno tubo contendo 50 pL de PBS gelado.

Para o preparo do extrato da glandula salivar (EGS), os tubos contendo as
glandulas salivares foram sonicados para libera¢cdo do material solivel e centrifugados

a 14.000 g por 10 minutos a temperatura de 4 °C para remocao do material particulado.
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O sobrenadante resultante, referido como EGS, foi reunido e esterilizado por
passagem através de um filtro contendo uma membrana de nitrocelulose com poros
de 0,22 um Millex (Millipore, Carrigtwohill, County Cork, Irlanda). A concentracéo
proteica foi determinada em NanoDrop 2000 (Thermo 8 Fisher Scientific, Wilmington,

DE, EUA) e aliquotas foram armazenadas a -80 °C até o momento de uso.

2.3.3 Inoculacéo intraperitoneal do EGS de A. aegypti e obtencdo do lavado da
cavidade peritoneal (LCP)

O modelo de inflamacao peritoneal é utilizado para estudos de migracéo
celular, pois, ap6s um estimulo, um grande numero de leucécito migram para esse
compartimento (ARAUJO-SANTOS et al., 2010). Assim, camundongos das linhagens
descritas no item 2.3.1 receberam inoculacdo intraperitoneal com EGS (5
Mg/animal/dia, diluido em 0,5 mL de PBS) por 5 dias consecutivos. Um grupo controle
consistiu na inoculagao intraperitoneal de PBS (0,5 mL/animal) também por 5 dias
consecutivos. A obtencéo do LCP foi realizada 24 horas apds a ultima inoculacéao de
PBS ou EGS por meio da lavagem da cavidade com 3 mL de PBS gelado. As células
recuperadas foram centrifugadas a 300 g (5 minutos/4 °C), o sobrenadante foi
coletado e liofilizado e as células foram ressuspendidas em PBS para contagem em
camara de Neubauer. Suspensdes celulares contendo 4 x 10 células foram
preparadas em aliquotas de 200 pL e, em seguida, citocentrifugadas a 500 rpm por 5
minutos em laminas para microscopia de 2,6 x 7,6 cm (BIO Research, Sao Paulo, SP,
Brasil). As laminas foram entdo coradas com o kit “3 Step Staining Set” (Richard Allan
Scientific, Kalamazo, MI, EUA). Células mononucleares, eosinéfilos e neutrofilos
foram identificados segundo coloragéo e caracteristicas morfolégicas. Com o auxilio
de um microscopio Optico, as populacdes celulares foram contadas (100
células/lamina) utilizando a lente objetiva de imersdo (aumento final de 1000 vezes).
Apés realizacdo da contagem diferencial, o niamero total de cada tipo celular foi

calculado em funcéo de sua porcentagem em relacdo ao numero total de células.

2.3.4 Avaliacdo do potencial papel de LPS e da integridade dos componentes
salivares na eosinofilia peritoneal induzida pelo EGS de A. aegypti
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Para determinar a concentracdo de endotoxina presente no EGS de A.
aegypti, utilizamos o ensaio cinético quantitativo para deteccdo de endotoxinas de
bactérias Gram-negativas in vitro O Kinetic-QCL™ (Lonza Group Ltd,
Muenchensteinerstrasse, Basel, Switzerland), seguindo instrucées do fabricante. O
ensaio utiliza um preparado de lisado de amebdcitos de limulo (LAL), que € usado
para detectar endotoxinas por método colorimétrico empregando uma leitora de
microplacas. Para isso, um volume de 100 pL contendo diferentes concentracdes do
EGS (10 e 40 pg/mL) foram dispensadas em placa de 96 poc¢os pré-incubada por 10
minutos a 37 °C = 1 °C no leitor de microplaca. O LAL foi reconstituido imediatamente
antes do uso e 100 pL do reagente LAL foi adicionado a cada amostra (substrato). A
microplaca com o reagente LAL/substrato foi colocada em uma leitora de microplacas
sob incubacdo e monitorada ao longo do tempo para detectar o surgimento de
coloracdo amarela. A absorbancia dos pocos individuais foi determinada no
comprimento de onda 405 nm no espectrofotometro. A concentracdo de endotoxina
presente no EGS foi calculada com base em curva padrdo do controle padrdo de
endotoxina, produzida na mesma placa do ensaio.

Como diferentes preparacdes de LPS das diversas companhias produtoras
variam em sua atividade de endotoxina, estimamos essa atividade nas amostras
utilizadas em nosso laboratério (LPS-EB ultrapure, Invivogen, San Diego, CA, EUA),
utilizando o mesmo ensaio. Apds determinada as concentragdes de endotoxina nas
amostras, foi estimado o volume de LPS equivalente presente no EGS da seguinte
forma:

Cees X Vuso

Vips = C
LPS

onde, Vips € 0 volume de LPS equivalente; Cecs € a concentracdo de endotoxina
presente no EGS (EU/mL); Vuso € 0 volume necessario para um grupo de animal; e
Cvrps é a concentracao de endotoxina presente no LPS estoque (EU/mL).

Para descartar que o influxo de eosindfilos para a cavidade peritoneal tenha
sido efeito do LPS presente no EGS, camundongos da linhagem BALB/c receberam
inoculacao intraperitoneal com 10 vezes o volume de LPS equivalente presente no
EGS por 5 dias consecutivos e 24 horas apos a ultima inoculacdo o LCP foi coletado.
Animais sensibilizados e controles receberam EGS (5 pg/animal/dia, diluido em
0,5 mL de PBS) e PBS (0,5 mL/animal), respectivamente, durante os mesmos 5 dias.
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Para avaliar se a eosinofilia peritoneal induzida pelo EGS de A. aegypti é
dependente da integridade estrutural de suas proteinas, o extrato foi aquecido a

temperatura de 95 °C por 5 minutos em banho seco.

2.3.5 Quantificagdo de IL-5 por ensaio imuno-enzimatico (“Enzyme-linked
Immunosorbent Assay” - ELISA)

Para dosagem da IL-5 presente no LCP utilizamos o “BD OptEIA ELISA Set’
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EUA), seguindo instrucbes do
fabricante como descrito a seguir. Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com
anticorpos de captura diluidos em solugao de “coating” (tamp&o carbonato de sodio
0,1 M, pH 9,5). Apds incubagao “overnight” a 4 °C, as placas foram lavadas 3 vezes
com PBS/Tween 0,05% (300 upL/pogo) e, em seguida, incubadas com solugao de
bloqueio (200 pL/pogo de PBS/soro fetal bovino - SFB 10%) por 1 hora a temperatura
ambiente. A seguir, as placas foram lavadas 3 vezes e o LCP liofilizado,
ressuspendido em 100 pL de agua Milli-Q®, foi adicionado a placa (100 yL/pogo). Uma
curva padrdo de IL-5 recombinante foi preparada e também adicionada a placa
(100 pL/pogo). Apos 2 horas de incubacéo a temperatura ambiente, as placas foram
lavadas 6 vezes e 100 yL do reagente de deteccédo (anticorpo secundario biotinilado
e estreptovidina conjugada com peroxidase) diluido em PBS/SFB 10% foram
adicionados em cada poc¢o. Apds incubacéo por 1 hora a temperatura ambiente e mais
um ciclo de 9 lavagens, foram adicionados 100 pL/pogo de uma solugéo reveladora
consistindo numa mistura volume/volume de 3,3,5,5’ tetramethylbenzidine (TMB) e
peroxido de hidrogénio (H202), seguido de incubagdo no escuro por no maximo 30
minutos. A reacdo colorimétrica desenvolvida foi bloqgueada com a adicdo de
50 uL/pogo da solugao de parada (1 M de acido fosforico - HsPOa4). A absorbancia dos
pocos individuais foi determinada no comprimento de onda 450 nm no
espectrofotdometro. As concentragdes de IL-5 presentes nos sobrenadantes do lavado
da cavidade peritoneal foram calculadas com base em curva padrao desta citocina,

produzida na mesma placa a cada ensaio.

2.3.6 Participacéo da IL-5 na eosinofilia peritoneal induzida pelo EGS de A. aegypti
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Para avaliar a participacdo da IL-5 na eosinofilia peritoneal induzida pela
inoculacdo do EGS de A. aegypti, camundongos da linhagem BALB/c receberam
intraperitonealmente 50 ng do anticorpo monoclonal anti-IL-5 (clone TRFK5) diluido
em 0,5 mL de PBS. Animais do grupo controle receberam a mesma quantidade do
isotipo controle (IgG1 de rato — clone RTK2071), diluido da mesma maneira. Apés 24
horas, os animais foram inoculados intraperitonealmente com EGS (5 pg/animal/ dia,
diluido em 0,5 mL de PBS) por 5 dias consecutivos e o LCP foi coletado e preparado

como descrito no item 2.3.

2.3.7 Andlise estatistica

A analise estatistica das diferencas entre as médias dos grupos experimentais
foi feita utilizando-se teste t de Student ou andlise de variancia (ANOVA) seguido do
pos-teste Tukey, com significancia minima estabelecida em p < 0,01. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism versdo 6.01
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Eosinofilia peritoneal aguda induzida pela inoculacdo de EGS de A. aegypti

O recrutamento celular € um evento importante na inflamagéo. Apés um
estimulo, o nimero e os tipos celulares envolvidos nos estagios iniciais de um
recrutamento inflamatorio influenciam no desenvolvimento das respostas futuras e da
imunidade adquirida (TEIXEIRA et al., 2005). Assim, como mostrado na primeira parte
deste trabalho, a picada do A. aegypti induz um perfil de migracéo celular diferente
em animais previamente sensibilizados e em animais que tiveram a primeira
exposicdo ao mosquito. Dessa forma, pareceu-nos pertinente estudar o perfil
inflamatoério nos eventos iniciais da sensibilizacdo e as moléculas envolvidas nesse
processo. Para isso, os animais receberam EGS (5 pg/animal) intraperitonealmente
por 5 dias consecutivos e 24 horas apdés a ultima inoculacéo, o LCP foi coletado para
qguantificacdo de células totais e diferenciais. Essas contagens foram comparadas com
as de um grupo controle, que recebeu PBS (0,5 mL/animal) durante os mesmos 5
dias.

A Figura 2 apresenta o infiltrado celular na cavidade peritoneal. Houve um
aumento significativo na migracéo total de células para cavidade induzida pelo EGS
comparado ao grupo PBS (p < 0,01 - Figura 1A). Para caracterizar o tipo celular
predominante no infiltrado inflamatorio, foi realizada também a contagem diferencial
das células recuperadas do LCP em laminas preparadas em citocentrifuga. Foi
observado um aumento significativo de células mononucleares e de eosindfilos
(Figura 1B e D) presentes no LCP de animais do grupo EGS em relac&o ao grupo PBS
(p =0,01). Os neutrdfilos presente nos LCP n&o apresentaram diferenga significativa
entre os grupos. A migracao robusta de eosindfilos para a cavidade peritoneal dos
animais que receberam os componentes salivares de A. aegypti fica evidente quando
observadas as imagens das laminas preparadas com o material proveniente dos
animais do grupo EGS (Figura 1F) em comparagcao ao grupo PBS (Figura 1E). A
quantidade de mastécitos nédo diferente entre os grupos (dados ndo mostrados).
Tomados em conjunto, estes resultados mostram que o aumento do numero de
células totais presentes no LCP de animais sensibilizados com EGS foi constituido

principalmente pelo influxo de eosinofilos.
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Figura 2 - Infiltrado inflamatério no LCP de camundongos BALB/c que receberam PBS ou EGS
do mosquito A. aegypti. Os animais receberam inocula¢éo intraperitoneal de PBS
(0,5 mL/animal) ou EGS (5 pg diluidos em 0,5 mL de PBS) por 5 dias consecutivos. Apés
24 horas da ultima inoculagéo, o LCP foi coletado e o niUmero de células totais e diferenciais
foi determinado conforme descrito em Material e Métodos: (A) Células totais, (B) células
mononucleares, (C) neutrdfilos, (D) eosindfilos. Fotomicrografias das células do LCP
coradas com corantes hematolégicos para caracterizagéo das células inflamatérias: (E) PBS
e (F) EGS. Setas vermelhas indicam os eosindéfilos. Resultado representativo expressos
como média + SD. *p < 0,01 versus grupo PBS (n=5).
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2.4.2 Papel de LPS e da integridade dos componentes salivares na eosinofilia
peritoneal induzida pelo EGS de A. aegypti

Como o EGS foi obtido a partir de mosquitos fémeas adultos de A. aegypti em
condi¢cBes nédo estéreis, conforme descrito em Material e Métodos, realizamos uma
avaliacdo para determinar se a contaminacao do EGS por LPS seria capaz de induzir
uma resposta imune de inflamacao eosinofilica e, portanto, confirmar que o influxo de
eosindfilos para a cavidade peritoneal é realmente efeito dos componentes salivares
do mosquito. A concentracdo de endotoxina foi determinada no EGS e o volume de
LPS equivalente presente foi estimado. Animais receberam EGS (5 pg/animal) ou LPS
intraperitonealmente, por 5 dias consecutivos e 24 horas apoés a Ultima inoculacdo o
LCP foi coletado. Animais controles receberam PBS (0,5 mL/animal) durante os
mesmos 5 dias. Como esperado, a administracdo EGS aumentou significativamente
a migracdo de eosindfilos para a cavidade peritoneal (p < 0,01) em relagéo ao grupo
PBS. Ja o LPS, mesmo em concentragdo 10 vezes maior do que aquela presente no
extrato, ndo induziu migracao significativa deste tipo celular em relagcéo ao grupo PBS
(p £0,01) (Figura 3A).

Uma vez determinado que a inflamacao eosinofilica presente na cavidade
peritoneal € de fato decorrente da atividade do EGS, realizamos um tratamento
térmico para desnaturar suas proteinas e investigar se o desenvolvimento da
inflamacéo eosinofilica dependia da integridade da estrutura tridimensional dessas
proteinas. Animais receberam o EGS desnaturado ou nédo (5 pg/animal)
intraperitonealmente por 5 dias consecutivos e apds 24 horas a ultima inoculacéo, o
lavado da cavidade peritoneal foi coletado e a contagem de eosindfilos foi comparada
com aquela de animais que receberam apenas PBS pelo mesmo periodo. A Figura
3B mostra que a desnaturagdo das proteinas causada pelo calor nas proteinas do
EGS inibiu o recrutamento de eosindfilos de maneira significativa quando comparada
ao grupo que recebeu EGS néo tratado (p < 0,01). Avaliamos ainda a migracéo de
mononucleares e neutrofilos e, embora de maneira ndo significativa, esses tipos
celulares também se apresentaram diminuidos no grupo que recebeu o EGS

desnaturado (dados nao mostrados).
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Figura 3 — A presencga de LPS e a desnaturacdo térmica das proteinas do EGS né&o induzem
migracgao de eosinofilos para a cavidade peritoneal. Camundongos BALB/c receberam
inoculacéo intraperitoneal de EGS (5 pg/animal/dia, diluidos em 0,5 mL de PBS) ativo ou
inativado a temperatura de 95 °C por 5 minutos e LPS 10 vezes concentrado ao equivalente
de endotoxina (EU/mL) encontrada no EGS, por 5 dias consecutivos. Apos 24 horas da
Ultima inoculagéo, o LCP foi coletado. (A) Numero de eosinéfilos presentes no LCP de
animais que receberam EGS e LPS e (B) nimero de eosindéfilos presentes no LCP de
animais sensibilizados com EGS ativo ou inativo. Animais controles receberam i.p. PBS.
Resultado representativo expressos como média + SD. *p < 0,01 versus grupo PBS e #p <
0,01 versus o grupo EGS ativo (n=5).
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2.4.3 Efeito da neutralizacdo de IL-5 sobre a migracdo de eosinoéfilos na cavidade
peritoneal induzida por EGS

Como a citocina IL-5 é o principal mediador envolvido na maturacao,
sobrevivéncia e saida de eosindfilos da medula éssea, bem como, em condi¢cdes
inflamatorias, participa do recrutamento do eosindfilo (FACCIOLI; MOKWA; SILVA,
1996; SANDERSON, 1992; SEHMI et al., 1997), utilizamos os protocolos de
inoculacdo e tratamento apresentados na Figura 4A e 4C para avaliar a presenca
dessa citocina no sobrenadante do LCP e seu papel na reacéo peritoneal eosinofilica.
A Figura 4D mostra que as células presentes no LCP de animais inoculados com EGS
por 5 dias consecutivos produziram niveis significativamente maiores da IL-5 do que
as células dos animais que receberam PBS (p < 0,01). O pré-tratamento
intraperitoneal dos animais com o anticorpo monoclonal anti-IL-5 (TRFKS5,
50 pg/animal) 24 horas antes das inoculagdes do EGS afetou significativamente o
recrutamento de eosindfilos para a cavidade peritoneal em relacdo aos animais
sensibilizados com EGS que receberam isotipo controle (IgG1 de rato) ou PBS no
mesmo periodo (p < 0,01), reduzindo em 72,2% a migracdo deste tipo celular.
Entretanto, o pré-tratamento dos animais com TRFK5 néo afetou significativamente o
recrutamento celular total e de outros tipos celulares para cavidade peritoneal induzido
pelo EGS, mostrando assim que o tratamento inibiu seletivamente a migracao de

eosinofilos.



79

Coleta LCP 1001 *

80 1

60

401

Das 0 1 2 3 4 5

201
PBS/EGS i.p. —

IL-5 (pg/mL)

PBS EGS
c D
Anticorpo/PBS Coleta LCP 2 4007
£
¢ ¢ “; 300 .
L r 1 [ | | x b
@} I © 2004 T T
Dias -1 0 1 2 3 4 5 2 100 *
PBS/EGS i.p. O —— | |
PBS EGS 19G1 TRKF5
EGS

Figura 4 - Presenca da IL-5 no sobrenadante do LCP e efeito da neutraliza¢cdo dessa citocina no
modelo de reacdo inflamatéria eosinofilica induzida por EGS de A. aegypti.
Camundongos BALB/c receberam inoculacdo intraperitoneal de EGS (5 pg/animal/dia,
diluido em 0,5 mL de PBS) por 5 dias consecutivos. Apés 24 horas da Ultima inoculacdo, o
LCP foi realizado (A). Producéo de IL-5 determinada por ELISA (B). Outro grupo de animais
receberam inoculagdo intraperitoneal de 50 ug dos anticorpos anti-IL-5 (TRFK5) ou IgG1 de
rato (k isotipo) 24 horas antes das inoculacdes de EGS. Apés 24 horas da ultima inoculagao
de EGS foi realizado o LCP (C). Numero de eosindfilos (D) presentes nos animais
sensibilizados e que receberam pré-tratamento com anticorpos anti IL-5 e IgG1. Animais
controles receberam PBS i.p. Resultado representativo expressos como média £ SD. *p <
0,01 versus grupo PBS e #p < 0,01 versus grupo EGS (n=5).
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2.4.4 Efeito na migracdo de eosindfilos para a cavidade peritoneal induzida por EGS
em animais com disrupg¢éo do gene da 5-lipoxigenase (5-LO)

Em condi¢bes inflamatorias, além das eotaxinas 1, 2 e 3 e a IL-5, outros
mediadores como o leucotrieno B4 (LTB4) também participam do recrutamento de
eosinofilos (CARLOS et al., 2011). Assim, verificamos o efeito da deplecdo dos
leucotrienos na migracdo dos eosinofilos. Animais deficientes da enzima 5-LO (ALOX
5) e animais da linhagem selvagem 129 SvG foram inoculados intraperitonealmente
com PBS ou EGS e o LCP foi coletado conforme descrito em Material e Métodos e
nos itens anteriores.

A deficiéncia da enzima diminuiu significativamente a migracdo de células
totais na cavidade peritoneal em resposta ao EGS nos animais ALOX 5 quando
comparado ao grupo SvG (p < 0,01) (Figura 5A). Entretanto, o EGS induziu migracao
de células para a cavidade peritoneal quando comparado ao grupo PBS (p <£0,01). A
deficiéncia da enzima 5-LO teve efeito sobre as células mononucleares e eosindofilos,
que apresentaram tendéncia no aumento em relacdo aos seus controles, mas
diminuiram em relacdo aos animais selvagens. Assim, a reducdo no nimero total de
células refletiu na reducdo das células mononucleares e principalmente na reducao
da migracdo de 79,2% dos eosindfilos. O numero de neutréfilos manteve-se sem

diferenca estatistica entre os grupos e os tratamentos (Figura 5).
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Figura 5 - Papel dos metabdlitos derivados da via da 5-LO no infiltrado inflamatdrio peritoneal
de camundongos 129 ALOX 5 e SvG inoculados com PBS ou com o0 EGS do mosquito
A. aegypti. Camundongos 129 SvG e ALOX receberam inoculac¢do intraperitoneal de EGS
(5 pg/animal/dia, diluidos em 0,5 mL de PBS) por 5 dias consecutivos. Apés 24 horas da
Ultima inoculacdo, o LCP foi coletado. (A) Células totais, (B) células mononucleares, (C)
neutréfilos e (D) eosinodfilos. Animais controles receberam PBS i.p. Resultado representativo
expressos como média + SD. *p < 0,01 versus respectivo controle e #p < 0,01 versus o grupo

129 SvG (n=5).
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2.5 DISCUSSAO

Para entender os tipos celulares envolvidos nos estagios iniciais da resposta
aos componentes salivares do mosquito A. aegypti que influenciam no
desenvolvimento das respostas futuras, nds investigamos o recrutamento celular
causado pelo EGS do mosquito na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, bem
como o papel da IL-5 e da 5-LO nesse recrutamento. Varios autores utilizaram o
modelo de inflamacdo peritoneal para estudar a migracdo de leucdcitos e o0s
mediadores envolvidos nesta migracdo em resposta ao extrato ou lisado da glandula
salivar do fleb6tomo Lutzomyia longipalpis, vetor da leishmaniose (ARAUJO-SANTOS
et al., 2010; MONTEIRO et al., 2005, 2007).

A inoculacéao intraperitoneal do EGS induziu uma resposta inflamatéria local
caracterizada influxo celular de células mononucleares e eosinofilos. Em
circunstancias normais, a migracdo de eosinofilos é regulada pela expresséo
constitutiva de eotaxina-1 (CCL11) (MISHRA et al., 1999). Em condic6es inflamatdrias
porém, a IL-5 coopera com as eotaxinas 1, 2 e 3 (CCL11, CCL24 e CCL26) no
recrutamento de eosindfilos, embora outros mediadores como RANTES (CCL5),
MCP-3 (CCL7), MCP-4 (CCL13), MIP-1a (CCL3), LTBu4 e cisteinil leucotrienos também
participem desse processo (CARLOS et al., 2011; CHAN et al., 1990; JOSE et al.,
1994; ROTHENBERG; LUSTER; LEDER, 1995). Nossos resultados mostraram que
este influxo de eosinofilos na cavidade peritoneal apds a inoculacdo do EGS esta
associado ao aumento da producéo da IL-5 observada no local. Assim, verificamos o
efeito da neutralizacédo da IL-5 com o anticorpo monoclonal TRFK-5 e confirmamos
gue o recrutamento de eosindfilos para a cavidade peritoneal dos animais que
receberam EGS é significativamente diminuido apds o pré-tratamento com esse
anticorpo. Portanto, ha fortes evidéncias da participacdo da IL-5 no recrutamento dos
eosinofilos para a cavidade peritoneal no modelo utilizando o EGS do mosquito A.
aegypti.

Ja foi demonstrado que o EGS de L. longipalpis induz inflamacéo na cavidade
peritoneal com intenso infiltrado de eosindfilos apds 2 dias da inoculacéo, que persiste
até o sétimo dia. No entanto, duas horas ap0s a inoculacdo, os neutréfilos sdo as
células que mais migram para a cavidade (MONTEIRO et al., 2007). O EGS desse
fleb6tomo também € capaz de induzir migracdo de eosindfilos para cavidade

peritoneal 48 horas ap0s o desafio de animais sensibilizados com OVA, quando pré-
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tratado com EGS 48 horas antes do desafio (MONTEIRO et al., 2005). O recrutamento
especifico da populacéo de leucécito durante a resposta inflamatoéria é mediado por
quimiocinas. Estudo com uma fracéo alcali-insollvel da parede do fungo Histoplasma
capsulatum, também demonstrou uma eosinofilia peritoneal aguda IL-5-dependente
(SA-NUNES; MEDEIROS; FACCIOLI, 2004). McCracken et al. (2014) inocularam uma
proteina presente na saliva do mosquito A. aegypti (aegyptin) na orelha de
camundongos C57BL/6 IRF-3/77- - e notaram o aumento na concentragdo da IL-5 no
local, ap6s 48 horas.

Os animais deficientes da enzima 5-LO apresentaram migragéo de eosinofilos
inibida na cavidade peritoneal apos inoculacdo do EGS. Isto mostra que mediador(es)
lipidico(s) dependente(s) da via desta enzima estd envolvido na migracdo dos
eosinofilos para a cavidade. A partir destes resultados, seria interessante investigar
se esta via estd relacionada com o aumento da producédo da IL-5 e/ou diretamente
com a quimiotaxia dos eosinofilos, ou entédo se a IL-5 age sobre a 5-LO, aumentando
sua expressdo, consequentemente, aumentando a producdo do(s) mediador(es)
lipidico(s) gquimioatraente(s) de eosindéfilos, como sugerido por alguns autores
(COWBURN et al., 2016; LUNA-GOMES; BOZZA; BANDEIRA-MELO, 2013).

Recentemente, Jablonka et al. (2016) mostraram que a saliva do triatomineo
Rhodnius prolixus, o vetor do patégeno Trypanosoma cruzi, contém uma proteina da
familia das lipocarpinas que sequestra cisteinil leucotrienos durante a alimentacéo
para inibir a resposta inflamatéria. De modo geral, na saliva dos mosquitos estédo
presentes proteinas da familia D7 que também sdo capazes de se ligar a cisteinil
leucotrienos e antagonizar a resposta inflamatoria do hospedeiro (CALVO et al.,
2009). Czarnetzki e Mertensmeier (1985) mostraram o papel LTB4 na quimiotaxia de
eosinofilos e neutréfilos na cavidade peritoneal em cobaias. Munoz et al. (1997) ja
haviam mostrado que a inibicdo seletiva da 5-LO e o bloqueio do receptor de LTB4
inibem a migracdo de eosindfilos. Estudo com o EGS de L. longipalpis mostrou
aumento na migracédo de macréfago e neutréfilo, bem como a producédo de LTBa4 pelas
células que migraram para peritdnio apds 3 e 6 horas da injecdo (ARAUJO-SANTOS
et al., 2010).

No presente trabalho a resposta inflamatdria ficou comprometida na auséncia
de leucotrienos devido a deficiéncia na enzima 5-LO, indicando que os leucotrienos
participam da migracdo dos eosindéfilos e de células mononucleares, mas ndo de

neutrofilo, para a cavidade peritoneal em reposta ao EGS do mosquito A. aegypti. No
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entanto, supomos que nas primeiras horas o neutroéfilo, macréfagos e mastocitos tem
um papel importante, participando na producdo dos leucotrienos que induz a
guimiotaxia dos primeiros eosinofilos, e depois, juntamente com a IL-5, intensifica esta
migracdo fazendo com que apds 24 horas, os eosindfilos sejam as principais células
inflamatdria nesse modelo.

Como a obtencao do EGS do mosquito A. aegypti hdo pode ser realizada em
condicOes estéreis e existem evidéncias de que o LPS é capaz de induzir o acumulo
de eosindfilos em pele de cobaias in vivo (WEG et al., 1995), resolvemos investigar
se a migracdo de eosinoéfilos observados em nosso modelo poderia ser causada pela
contaminagao do EGS com LPS. No entanto, nossos resultados mostram que o LPS,
mesmo em uma concentracao 10 vezes superior aguela encontrada no EGS, néao foi
capaz de induzir a migracdo do eosindéfilo para a cavidade peritoneal em nossas
condicdes. Assim, a inflamacéao eosinofilica no peritbnio parece ter sido causada pela
atividade dos componentes salivares do mosquito.

A saliva do mosquito A. aegypti contém fatores que podem afetar varios
componentes do sistema imune e da hemostasia do hospedeiro. Dentre estes fatores
estédo: o inibidor do fator Xa que pode inibir a ativagcdo do complemento e a migracao
do leucdcito para o local da picada (STARK; JAMES, 1998); a apirase que inibe a
agregacao plaquetaria (CHAMPAGNE et al., 1995); as sialocininas que sdo moléculas
vasodilatoras (CHAMPAGNE; RIBEIRO, 1994); as proteinas D7 que previnem a
agregacao plaquetaria, vasoconstricdo e dor (CALVO et al., 2006); a aegyptin que se
liga ao colageno e inibe a agregacao plaquetaria (CALVO et al., 2007) e a SAAG-4
que programa as células T para produzir IL-4 (BOPPANA et al., 2009). Além disso,
recentemente foi demonstrado que o EGS de A. aegypti € capaz de matar linfocitos T
naives, mas nao linfécitos T de memdria (BIZZARRO et al., 2013). Dentre essas
atividades biolégica dos componentes salivares, nosso grupo ja mostrou que
camundongos sensibilizados pela picada de A. aegypti desenvolvem inflamacéo
eosinofilica no pulméo apos desafio intranasal com EGS do mosquito (BARROS et al.,
2016). No presente trabalho mostramos, no modelo de inflamagé&o peritoneal, que as
proteinas salivares do mosquito A. aegypti sdo capazes de induzir uma inflamacgéo
eosinofilica aguda de forma dependente de sua estrutura e atividade biologica, uma
vez que a desnaturagdo do EGS reduziu a migracédo de eosindfilos para o peritdnio.
Enfim, os resultados obtidos no modelo de inflamacéo peritoneal sugerem que a IL-5
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e o(s) produto(s) da 5-LO participam dessa inflamacéo eosinofilica aguda na cavidade
peritoneal.

Estudos anteriores demonstraram que a picada do mosquito A. aegypti regula
negativamente citocinas do padrao Thl (IFN-y) e regula positivamente citocinas do
padréo Th2 (IL-4 e IL-10) nos esplendcitos de camundongos C3H/HeJ (ZEIDNER et
al., 1999). Eosindfilos e citocinas do padrao Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) foram detectadas
no lavado broncoalveolar de camundongos sensibilizados pela picada do mosquito e
desafiados intranasalmente com EGS (BARROS et al., 2016). E pelo menos uma
proteina salivar (SAAG-4) ja foi demonstrada como sendo capaz de induzir a producéo
de IL-4 por células T. O presente trabalho acrescenta mais uma peca nesse quebra-
cabeca, mostrando que o EGS de A. aegypti é capaz de induzir a producéo de IL-5,
gue juntamente com mediadores lipidicos derivados da 5-LO e provavelmente
quimiocinas nado avaliadas nesse trabalho, sdo capazes de induzir migracao
eosinofilica. Essa potencial capacidade dos componentes salivares de polarizar a
resposta imune para o perfil Th2 podera ser explorada em modelos de doencas
inflamatorias de padrdo Th1/Thl7, como por exemplo doencas autoimunes. De fato,
Nnosso grupo vem tratando com sucesso animais com encefalomielite autoimune
experimental (Barros, tese em andamento) e com doenca inflamatéria intestinal
(SALES-CAMPOS et al.,, 2015) e nosso trabalho pode gerar hipoteses sobre os

mecanismos de ac¢do do EGS nesses casos.
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2.6 CONCLUSOES

- O EGS de A. aegypti induz inflamacgdo eosinofilica aguda no peritdnio de

camundongos.

- A presenga de endotoxinas no EGS ndo afeta o fendtipo observado, que é

dependente da integridade estrutural/funcional das proteinas presentes no extrato.
- Alinoculagao intraperitoneal de EGS induz a produgéo de IL-5.
- A inflamacéo eosinofilica € dependente de IL-5 e 5-LO.

A Figura 6 ilustra o cenario no peritdnio 24 horas ap6s a Ultima inoculagéo

intraperitoneal de EGS do mosquito A. aegypti por 5 dias consecutivos.
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Figura 6 - Representacdo esquematica do EGS do mosquito A. aegypti modulando a imunidade
na cavidade peritoneal. A inoculacao intraperitoneal do EGS com estrutura tridimensional
das proteinas preservada por 5 dias consecutivos € capaz de induzir a producéo de IL-5 na
cavidade peritoneal, a qual junto com os leucotrienos participa da migracéo de eosindfilos.
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