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RESUMO

Pernichelli T. Infeccdo experimental de camundongos C57BL/6 L.(L.)
amazonensis na presenca de saliva de Lu. longipalpis: estudo da relagéo
parasito hospedeiro com énfase a parametros da imunidade [Dissertagc&o
(mestrado)]. Sao Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sao

Paulo"; 2008. p89.

NGs investigamos os efeitos da saliva de Lutzomyia longipalpis capturados no
campo e colonizados em laboratorio, na evolucdo da lesdo e
imunomodulacdo da infeccdo por Leishmania (Leishmania) amazonensis,
uma espécie que é endémica na América do Sul, onde causa Leishmaniose
Cutanea, Leishmaniose Cutanea Disseminada Bordeline e Leishmaniose
Cutanea Difusa Anérgica, com consequéncias graves aos pacientes. Com o
intuito de comparar o efeito dos dois tipos de extrato de glandula salivar,
camundongos C57BL/6 foram inoculados subcutaneamente no coxim plantar
das patas traseiras e nas orelhas com 10° formas promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis na presenca de extrato de glandula salivar de
vetores de captura e de colonia. O tamanho da les&o foi significantemente
menor nos camundongos infectados com extrato de glandula salivar de
vetores capturados, o que também determinou uma infiltracdo menos
proeminente de macréfagos nas lesbes e uma resposta Th2 mais branda
guando comparada com aqueles inoculados com extrato de glandula salivar
de vetores colonizados. Recentemente, foi mostradas diferengas nos

compostos protéicos das glandulas salivares que poderiam parcialmente



justificar a expressao da lesdo. Portanto, nossos achados ressaltam que a
extrato de glandula salivar de flebétomos provavelmente ndo desempenha
um papel importante na exacerbac¢do da infec¢do por Leishmania ja que a
transmissao natural do parasito ocorre através de vetores selvagens e nao

através de vetores colonizados em laboratério.

Descritores: 1.Leishmaniose tegumentar 2.Camundongos 3.Leishmania
(Leishmania) amazonensis 4.Psychodidae 5.Saliva/patogenicidade

6.Imunidade celular 7.Citocinas.



SUMMARY

Pernichelli T. Experimental infection in C57BL/6 mice by L. (L.) amazonensis
in the presence of Lu. longipalpis saliva: Study of parasite host interaction
with emphasis to the immunity parameters [Dissertacdo (mestrado)]. Sao

Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo"; 2008. p89.

We investigated the effects of Lutzomyia longipalpis saliva of vectors captured
in the field and colonized in laboratory on the lesion evolution and
immunomodulation of the infection by Leishmania (Leishmania) amazonensis,
a species that is endemic in South America where it causes cutaneous
leishmaniasis, borderline disseminated cutaneous leishmaniasis and anergic
diffuse cutaneous leishmaniasis, with devastating consequences to the
patients. In order to compare the effect of both salivas, C57BL/6 mice were
inoculated subcutaneously into the hind footpads or into the ear dermis with
10° promastigotes in the presence of salivary gland homogenate from wild-
caught and lab-colonized vectors. Lesion size was significantly lower in the
mice infected with saliva from wild-caught sandflies that also determined a
less prominent infiltration of macrophages in the lesions and a weaker Th2
response in comparison with those co-inoculated with colonized saliva.
Recently, differences were shown in the protein compounds in the salivary
glands that could partially account for the lesion size outcome. In conclusion,
our findings highlight that phlebotomine saliva probably does not play an

important role in the exacerbation of Leishmania infection as the natural



parasite transmission occurs through wild and not laboratory colonized

vectors.

Key Word: 1.Tegmentar Leishmaniasis 2.Mice 3.Leishmania (Leishmania)
amazonensis 4.Psychodidae 5.Saliva/Pathogenicity 6.Cellular Immunity

7.Cytokines
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A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca
antropozondtica causada por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania e transmitida através da picada de insetos de diferentes espécies
da familia Phlebotominae. A infeccdo se caracteriza pelo parasitismo de
células do sistema fagocitico mononuclear e acomete a pele e/ou mucosas
de vias aéreas superiores. Esta doenca é encontrada em 88 paises no
mundo e cerca de 400 milhdes de pessoas vivem em &rea de risco, podendo
adquirir a doenga (Moura et al., 2005).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO) estima que a incidéncia
anual da doenga pode variar de 1,5 a 2 milhdes de casos novos/ano, a
maioria decorrente do acometimento tegumentar (WHO, 2004). Levando-se
em conta a subnotificacdo, pode-se estimar que estes nimeros sejam ainda
maiores. Em decorréncia das diferencas existentes no padrédo epidemiolégico
da leishmaniose tegumentar que ocorre nas Ameéricas, tanto em relacdo as
espécies de Leishmania quanto aos flebotomineos vetores, as formas
clinicas com comprometimento tegumentar tém sido distinguidas em
Leishmaniose Tegumentar do Velho Mundo e Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) (Volf et al., 2000; Almeida et al., 2005; Roberts, 2006).

Com relacéo a histéria da LTA ela pode ser considerada uma moléstia
autéctone do continente americano, sendo conhecida desde antes da
chegada dos europeus. Admite-se que as lesGes tenham impressionado os

artistas da era inca de tal forma que estes esculpiam em suas ceramicas
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(“huacos”) deformidades faciais sugestivas do comprometimento mucoso da

doenga.

Huaco — Hist.Cienc.Saude-Manguinhos
Set./Dez. 2003

Os parasitos causadores da doenca foram descobertos provavelmente
por Cunningham (1885) em pacientes com o Botéo do Oriente e identificados
como Leishmania tropica por Wright (1903). No mesmo ano, Ross criou o
género Leishmania. Somente em 1909, Lindenberg, assim como Carini e
Paranhos, demonstraram, independentemente, a presenca de parasitos nas
lesdes de pacientes brasileiros. Em 1911, Gaspar Vianna descreve o parasito
causador da doenca em nosso pais, diferenciando-o dos protozoarios
isolados no Velho Mundo e denominando-o Leishmania braziliensis (Pessoa
& Barreto, 1948; Scheriber & Mathys, 1987). Em 1922, Henrique Aragao
associa um surto de leishmaniose no Rio de Janeiro a elevada densidade de
flebotomineos e demonstra a participacdo destes dipteros na transmisséo da
doenca (Basano & Camargo, 2004).

Nas Américas, a leishmaniose é endémica e € considerada uma

zoonose primaria de mamiferos silvestres como roedores, marsupiais,
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edentados e primatas, entre os quais as diferentes espécies de Leishmania
sdo transmitidas pela picada de insetos flebotomineos. Ela est4 presente em
24 paises situados desde o Sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina,
com excecao apenas do Uruguai e do Chile (Lainson, 1983; Grimaldi et al.,
1989).

As principais formas de apresentacdo da LTA s&o: Leishmaniose
Cutédnea Localizada (LCL), Leishmaniose Cutaneo-Mucosa (LCM),
Leishmaniose Mucosa (LM), Leishmaniose Cutanea Disseminada Borderline
(LCDB) e Leishmaniose Cutanea Anérgica Difusa (LCAD) (Silveira, 2004 e
2005).

Esta doenca adquiriu um carater ocupacional devido ao alto indice de
trabalhadores que entram em contato com a mata, onde o ciclo silvestre da
doenca acontece. Outro aspecto importante para o desenvolvimento no ciclo
da doenca é a presenca de animais domeésticos dentro da éarea de
contaminacdo que, consequentemente, participam do aumento de numeros
de casos e da urbanizacdo da enfermidade (Leiby et al., 1994; Solbach &

Laskay, 2000; Cruz et al., 2005; Brasil, Ministério de Saude, 2007).

1.1. Vetor

Os insetos vetores que transmitem a LTA aos hospedeiros intermediario
e/ou definitivo sdo da ordem Diptera, insetos portadores de um par de asas
funcionais, da subordem Nematocera por possuirem antenas alongadas e
multi-segmentadas, pertencem a familia Psychodidae por apresentarem

caracteristicas como asas lanceoladas densamente revestidas de cerdas
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longas com nove ou mais veias e estdo classificados na subfamilia
Phlebotominae e no género Lutzomyia por serem transmissores das
leishmanioses no Novo Mundo. Possuem nomes populares como cangalha,
cangalhinha, mosquito-palha, birigui, tatuira, entre outros (Cruz et al., 2005;

Roberts, 2006; Brasil, Ministério de Saude, 2007).

Flebotomineo.

Algumas caracteristicas destes insetos sdo, por exemplo, serem
holometabolos, ou seja, em seu ciclo de vida existem as fases de ovo, larva,
pupa e o inseto adulto, necessitam de solo com matéria organica para que as
fémeas depositem seus ovos a sua locomocgdao é feita por véos saltitantes e
ao contrario de muitos outros dipteros, suas asas sdo mantidas eretas
guando o inseto estd em repouso. Os flebétomos adultos alimentam-se de
substancias acucaradas e somente as fémeas complementam sua
alimentacdo com sangue de animais silvestres, mamiferos e répteis, pois é
uma fonte de proteinas fundamental para a maturacdo e o desenvolvimento
dos ovos.

Durante sua alimentacéo, os flebotomineos, por possuirem um aparelho

bucal curto, podem chegar até seis vezes a espessura da epiderme que sera
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perfurada até que se localize o sangue onde ird se formar sitios hemorragicos
e a consequente ingestdo do sangue, células e linfa que sdo oriundos de
pequenos capilares. A perfuracdo da pele s6 sera interrompida quando o
inseto reconhecer 0 gosto do sangue com o auxilio de receptores gustativos
localizados nas partes proximais das pecas bucais. O reconhecimento é das
purinas, que sao liberadas com o rompimento das hemacias ingeridas a custa
de forte pressédo negativas promovidas por bomba de succado, o cebario e a
faringe, que antecedem o esOfago ou outros fagoestimuladores. Este
processo s ira terminar quando o estbmago estiver completamente
ingurgitado, isto fard com que ocorra um estimulo de terminacdes nervosas
no abdome que enviardo sinais ao cérebro para que se interrompa a succ¢ao
e as pecas bucais sejam retiradas da pele. Semelhante aos outros insetos
hematéfagos, os flebotomineos possuem glandulas salivares que auxiliam
durante a alimentacdo tanto do sangue como de agucar. Duas glandulas
salivares saculares, localizadas no térax, desembocam em ductos salivares
gue forma um canal por todo o comprimento da hipofaringe. Este arranjo das
partes bucais permite a secrecdo da saliva durante o processo do repasto
sanguineo realizada pelo inseto (Schoeler & Wikel, 2001; Soares & Turco,
2003; Cruz et al., 2005; Lainson & Rangel, 2005; Kamhawi, 2006; Rogers &

Bates, 2007; Warburg, 2008.

1.2. Leishmania e flebotomineos

As diversas espécies de Leishmania que infectam o homem e sé&o

agentes de diferentes formas clinicas de leishmanioses descritas no Brasil,
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tém mecanismos de transmisséo idénticos e desenvolvem um ciclo muito
semelhante ao longo do tubo digestivo dos seus vetores flebotomineos
preferenciais. O ciclo de todas as leishmanias que infectam o homem se
inicia de forma idéntica, mas a medida que a infeccdo se estabelece
propriamente, configura-se uma nitida preferéncia de locais para a
colonizagao ao longo do trato digestivo. Essa diferenca de comportamento no
inseto vetor passou a ser usada como instrumento taxondmico para a
distincdo biolégica entre subgéneros de Leishmania. O ponto anatémico
tomado como referéncia foi o piloro, ou seja, o local de jun¢édo dos intestinos
médio e posterior e para onde convergem o0s tubulos de Malpighi. As
espécies cuja colonizacdo se da predominantemente nas porc¢des anteriores
do estdbmago, principalmente na sua porcdo tordcica, sdo ditas de
comportamento suprapilarico e estdo agrupadas no subgénero Leishmania.
Por outro lado, as espécies que colonizam tanto a regido posterior da por¢ao
abdominal do estbmago quanto a pilérica, padrdo de desenvolvimento
denominado peripilérico ou peripilarico, foram agrupadas no subgénero
Vianna (Lainson & Shaw, 1987; Soares & Turco, 2003; Cruz et al., 2005).

A Leishmania € um parasito digenético (heteroxeno), cujo ciclo vital se
passa no hospedeiro vertebrado e no invertebrado, apresentando-se sob
duas formas evolutivas: amastigotas e promastigotas. Essas estruturas tém
em comum um complexo flagelar composto de vacuolo contratil, bolsa
flagelar e flagelo. As amastigotas séo estruturas arredondadas, com flagelo
rudimentar ndo exteriorizado, que se localizam em vacuolos parasitéforos de
células fagocitarias de vertebrados, sobretudo macrofagos. A forma

promastigota é alongada, provida de flagelo livre e se desenvolve no tubo
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digestivo do inseto vetor. Ambas possuem um cinetoplasto que consiste em
uma mitocondria modificada, contendo grande quantidade de DNA (Leiby et
al., 1994; Sacks & Kamhawi, 2001; Vannier-Santos et al., 2002; Cruz et al.,
2005).

A manutengéo da infeccdo por Leishmania nos hospedeiros vertebrados
se da através da multiplicacdo das formas amastigotas dentro de células do
sistema fagocitico mononuclear. Embora formas amastigotas possam circular
no sangue dentro de células que fazem parte desse sistema, é na pele sa ou
com lesdo que estd a maior parte das células infectadas. Os vetores das
leishmanioses no Brasil, flebotomineos do género Lutzomyia, sdo insetos que
possuem pecas bucais relativamente curtas, que n&do permitem uma
penetragéo profunda e puncgdo diretamente dos vasos. Em consequéncia,
estes vetores rasgam a pele da vitima e dilaceram os tecidos provocando
uma hemorragia, da qual drenam o sangue, célula e linfa dos minusculos
capilares rompidos por suas pecas bucais. Devido a esse modo de se
alimentar diretamente no tecido cutaneo, flebotomineos podem ingerir formas
amastigotas de Leishmania ai presentes, juntamente com o sangue oriundo
dos pequenos vasos cortados por suas pecas bucais (Alexander et al., 1999;
Almeida et al., 2003; Cruz et al., 2005; Leiby, 1994; Soares & Turco, 2003).

As formas amastigotas, ingeridas durante o repasto, logo se diferenciam
em formas promastigotas ainda no meio da massa de sangue por digerir. Tal
transformacgdo permitira que os parasitos sobrevivam a digestdo que logo se
iniciara. As formas promastigotas possuem resisténcia as enzimas digestivas,
conferida por uma cobertura glicolipidica (lipofosfoglicana) que envolve todo

o corpo do parasito, inclusive o seu flagelo, mas que é inexistente nas
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amastigotas tomadas do vertebrado. Enquanto o estdmago do inseto secreta
a matriz peritréfica, que estara completamente formada em cerca de 24
horas, as formas promastigotas se dividem intensamente livres no bolo
alimentar envolto pela matriz peritréfica (Sacks & Kamhawi, 2001; Vannier-
Santos et al., 2002). Enzimas proteoliticas secretadas pelo epitélio do
estbmago atravessarao a matriz peritréfica e iniciardo a digestdo do sangue,
destruindo as formas amastigotas retardatarias e que ainda ndo se
diferenciaram em promastigotas. Estas formas j& diferenciadas de uma
espécie de Leishmania séo igualmente destruidas se ingeridas por uma
espécie de flebotomineo de baixa competéncia vetorial, o que sugere
especificidade de condicbes bioquimicas neste primeiro momento de
desenvolvimento do parasito no inseto. As formas promastigotas fixadas no
estbmago de um vetor competente resistirdo e se multiplicardo por divisdo
binaria mesmo durante os repastos seguintes. Com o final da digestéo, a
matriz peritréfica comeca a se desintegrar e os residuos alimentares nela
contidos passardo ao intestino posterior. Porém, as formas promastigotas em
multiplicacdo precisardo escapar para 0 espaco exterior a matriz peritrofica a
custa de secrecao de quitinases para, em seguida, multiplicar-se e fixar-se no
epitélio intestinal. A adesdo das formas promastigotas € feita a custa de
fosfoglicanas que se ligam as microvilosidades das células epiteliais. Esta
adeséo € essencial para que a infeccdo se estabeleca definitivamente, caso
contrario os parasitos podem ser excretados a qualquer momento, como
acontece em espécies nao competentes para a transmissédo de determinada
Leishmania. Apos a adesdo, segue-se a metaciclogénese, ou seja, a

diferenciacdo em promastigotas metaciclicos capazes de infectar o
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hospedeiro vertebrado. Tais formas podem comecar a aparecer quatro dias
apdés o repasto, mas € com cerca de uma semana que 0S parasitos se
movem em direcdo a porcao anterior do trato digestivo e passam para o
intestino anterior (Volf et al., 2000; Ilg, 2000; Spath et al., 2000; Cunningham,

2002; Spath et al., 2003; Cruz et al., 2005).

Ciclo de vida — Leishmania sp.

Em todas as combinacfes de espécies de Leishmania/vetor até agora
estudadas, verificou-se haver um simultdneo acumulo de promastigotas
metaciclicas e bloqueio da porgdo anterior do intestino médio por um tampao
gelatinoso secretado pelos proprios parasitos nele contidos. O componente
principal deste gel secretado pelas promastigotas € uma proteofosfoglicana
flamentosa (fPPG), uma glicoproteina incomum semelhante & mucina
unicamente produzida por Leishmania. Foi demonstrado que a quantidade de

fPPG no trato digestivo do flebotomineo infectado com Leishmania aumenta
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conforme avanca a infec¢do, alcancando o seu pico no sétimo dia. Isso
coincide com o auge da formacdo, migracdo e acumulo de formas
infectantes, os promastigotas metaciclicos, na faringe, na cardia e no
es6fago. O tampao gelatinoso de origem parasitaria bloqueia essas porcdes
do tubo digestivo do inseto infectado, o qual passa a ter dificuldade em sugar
sangue. Com isso, durante o repasto sanguineo, um flebotomineo nesse
estagio de infeccao tentard se livrar desse bloqueio regurgitando os parasitos
juntamente com o gel diretamente dentro do tecido cutdneo do hospedeiro
vertebrado lacerado durante a picada. Essa dificuldade em sugar sangue faz
com que o inseto cometa multiplas e demoradas tentativas de alimentacao
em um mesmo hospedeiro ou em hospedeiros variados. Por conseguinte
aumentam as chances de transmissdo do patdgeno (Rogers, 2004; Cruz et
al., 2005).

A composicao do material regurgitado pelo inseto infectado juntamente
com as promastigotas metaciclicas ndo s facilita como também favorece a
exacerbacéo da infeccéo e lesdo causada pela inoculacdo de Leishmania no
hospedeiro vertebrado. O gel secretado pelo parasito tem varias vantagens
para uma efetiva transmissdo da Leishmania, seja pelo bloqueio do tubo
digestivo do vetor, seja pela capacidade em aumentar a sobrevivéncia dos
parasitos regurgitados na pele do hospedeiro. Por outro lado, a inoculagao do
gel secretado pelo vetor, cujo componente ativo principal é fPPG, pode levar
também a um quadro de protecdo para alguns individuos expostos
constantemente a picadas do inseto. Isto foi comprovado em modelos
experimentais, nos quais foi observada a cura das lesGes (Rittig & Bogdan,

2000; Cunningham, 2002).
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1.3. Patogenia

A resposta imune desenvolvida na LTA demonstra que pacientes
infectados com Leishmania tém a capacidade de montar uma reacao de
hipersensibilidade tardia e de induzir a expansao de linfocitos T circulantes
antigeno-especificos (Solbach & Laskay, 2000; Silveira et al., 2004; Cruz et
al., 2005). A resposta imune celular parece desempenhar um papel
fundamental no curso evolutivo da infecgdo. O desenvolvimento da resposta
imune € precoce, podendo preceder até mesmo o aparecimento da lesédo
tegumentar ou mesmo controlar a infec¢do, evitando o surgimento das lesdes
cutdneas em alguns casos (Silveira et al., 2005). Individuos que vivem em
areas endémicas mostram-se mais resistentes ao desenvolvimento da
doenca quando comparados a individuos que se deslocam para estas areas.
Isso ocorre provavelmente devido a um processo gradual de adaptacao do
sistema imune, conferindo imunidade contra o parasito pela exposi¢ao prévia
a picado do vetor e, conseqlientemente exposicdo a saliva (Barral et al.,
2000; Cruz et al., 2005; Andrade et al., 2007)

Estas caracteristicas podem direcionar, também, para perfis diferentes
relacionados com as manifestacdes clinicas, histopatolégicas e
imunopatoldgicas da doenca. Desta forma, a infec¢cdo poderia manter-se de
forma assintomatica em individuos com a imunidade capaz de conter a
infeccdo ou resultar num leque espectral de manifestacdes clinicas na pele
e/ou mucosa nasobucofaringea, traduzidas por lesdes cutaneas isoladas

(Leishmaniose Cutanea Localizada), lesdes cutaneas disseminadas
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(Leishmaniose  Cutédnea  Disseminada), lesbes  cutadneo-mucosas
(Leishmaniose Cutaneo-mucosa), lesdes mucosas isoladas (Leishmaniose
Mucosa) e lesBes cutaneas difusas (Leishmaniose Cutanea Anérgica Difusa)
(Silveira et al., 2004). A evolucdo para a cura esti associada a inducdo de
citocinas produzidas pelas células TCD4+ do tipo Thl e auséncia de IL-4. A

expressdo de RNA mensageiro nas lesdbes e o padrdo de citocinas
produzidas por células T reativas a Leishmania, claramente evidenciam um
perfil misto de resposta imune celular Thl (IFN-g) e Th2 (IL-4, IL-5) durante a
fase ativa das lesdes, com predominio de Thl nas lesGes cutaneas (Leiby et
al., 1994; Solbach & Laskay, 2000). Tem sido sugerido que a diminuicao de
citocinas de Th2 e o aumento de células TCD8" poderiam contribuir para a
resolucdo da lesdo, através do aumento da atividade citotoxica especifica

sobre macréfagos parasitados ou de mecanismos relacionados a maior

ativacdo de macrofagos pelo INF-g (Carvalho et al., 2007).

Neutréfilo COMPLEMENTO Eosinofilo

Th1 CD4+ ThZ CD4+

Resposta Inflamatéria para infec¢@o por Leishmania sp.
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Em modelos experimentais (BALB/c, C57BL/6) tem sido demonstrado
que diferentes espécies de Leishmania podem causar manifestacdes clinicas
distintas, que podem ser desde lesdes superficiais até uma possivel
visceralizacdo da doenca. Isto se deve a suscetibilidade do hospedeiro a
carga parasitaria inoculada (Lipoldova et al., 2002).

Aspectos da imunologia da infeccao por Leishmania tém sido estudados,
principalmente, utilizando-se L.major em camundongos das linhagens
C57BL/6, C3H, CBA que conseguem ter controle da infec¢do primaria, tidos
como modelo de resisténcia; e em camundongos BALB/c que ndo demonstra
controle eficaz, portanto desenvolvendo uma doenca sistémica letal
(Alexander et al., 1999; Lipoldova, 2000; Almeida et al., 2003; Awasthi et al.,
2004; Cruz et al., 2005). O modelo experimental utilizando a infeccdo de
L.major em camundongos mostrou, modelos classicos de resposta imune
celular do tipo Thl e Th2 com relacdo a infec¢éo intracelular, entretanto é de
suma importancia avaliar outros modelos para que se tenham perfis da
doenca causada por outras espécies de Leishmania (Leiby et al., 1994;
Solbach & Laskay, 2000).

Tanto no modelo experimental, como na infeccdo humana as
subpopulagdes de linfocitos T circulantes e o painel de citocinas (IFN-g, IL-2,
IL4, IL-5, IL-10, IL12, TNF-a, TNF-B) produzidos por estas células estao
associados aos processos de desenvolvimento da doenca, assim como da
evolucado para a cura e a protecao (Awasthi et al., 2004; Oliver et al., 2005;
Murray et al., 2006).

ApoOs a picada do inseto, na infeccdo natural, ou a inoculagdo do

parasito experimentalmente ocorre uma evolugdo da infeccdo com o
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desenvolvimento de lesbes cutaneas, e quando ocorre uma modulagao
adequada da resposta imune a lesdo tende a desaparecer. Os estudos de
caracterizacdo dos linfocitos T circulantes reativos para Leishmania
realizados em pacientes de leishmaniose cutanea mostram que na doenca
ativa h4 uma inducgao preferencial de células TCD4", enquanto um aumento
da proporcdo de células TCD8" é verificado durante o processo de cura

(Soares & Turco, 2003; Campanelli et al., 2006; Carvalho et al., 2007).

1.4. Interacdo do parasito com a célula hospedeira: mecanismos
de evaséo.

O primeiro contato do parasito com a célula hospedeira é caracterizado
por uma interacdo ligante-receptor entre as moléculas de superficie de
ambos, seguida por uma série de reac¢des bioquimicas que pode levar a
2001; Almeida et al., 2003).

A Leishmania se liga a diferentes receptores encontrados na superficie
dos macrofagos, como ao receptor da fracdo Fc da imunoglobulina, aos
receptores do complemento CR1 e CR3, ao receptor de fibronectina e a um
receptor para produtos de glicosilacdo ndo enziméatica (Silveira, 2003).

Por outro lado, dentre as diferentes moléculas integrantes da membrana
de superficie dos parasitos encontram-se glicoconjugados tais como
glicoproteinas e glicolipideos que sdo importantes na sua interacdo com o
macrofago, podendo determinar a sobrevivéncia do parasito. Estes

carboidratos de superficie sdo importantes na adesdo do parasito ao
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macroéfago, e as células do trato digestivo do inseto vetor (Sacks & Kamhawi,
2001; Tuon et al., 2008).

Das varias moléculas de superficie envolvidas nesta interacdo, uma
glicoproteina de peso molecular de 63kD (gp63) e o lipofosfoglicano (LPG)
sdo as principais moléculas da superficie da Leishmania que se ligam ao
macréfago. Esta ligacdo ocorre principalmente com receptor CR3, para a
fracdo C3bi do complemento, mesmo na auséncia de opsoninas do soro.
Além da ligacdo ao CR3, a gp63 pode se ligar a célula hospedeira através do
receptor para manose e fucose. Varios estudos também indicam a
importancia da interacdo direta entre sacarideos de LPG e gp63 e o receptor
lectina-simile do macréfago (Leiby et al.,, 1994; Solbach & Laskay, 2000;

Mosser et al., 1986).

Macrophage

Interacdo entre macrofago e Leishmania sp via receptores de
membrana e proteinas sollveis; Genevieve Forget.
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Porém a sobrevivéncia do parasito na célula hospedeira depende da
sua capacidade de evasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro
vertebrado.

Uma das principais defesas do homem & infeccdo pela Leishmania
refere-se aos mecanismos microbicidas do macréfago, cuja principal funcao é
destruir o parasito. A ligacdo das formas promastigotas metaciclicas a
superficie da célula hospedeira desencadeia um fendmeno oxidativo celular,
gerando metabdlitos toxicos de oxigénio, superdxido (Oy), radical hidroxila
(OH) e, especialmente, peréxido de hidrogénio (H,O,) que tem sido
responsabilizado pela principal atividade leishmanicida do macréfago. Além
da resposta oxidativa, 0 macrofago possui outros mecanismos microbicidas,
como é o caso do oOxido nitrico (NO), gerado a partir da reacdo do
aminoacido L-arginina com o oxigénio molecular (Awasthi et al., 2004;
Mukbel et al., 2007).

A inibicAo da producdo de radicais oxidativos do macrofago é
considerada um dos principais mecanismos de evasdo do parasito. Apds a
infeccdo, ha ativacdo do sistema complemento que gera fragmentos C3b e
C3bi que, por sua vez, depositam-se na membrana do parasito e passam
entdo a atuar como ligantes dos receptores CR1 e CR3, respectivamente.
Quando o parasito utiliza principalmente estes receptores da membrana do
macrofago para a sua adesdo e internalizagcdo, um baixo metabolismo
oxidativo da célula hospedeira € desencadeado, constituindo assim um
mecanismo essencial para a sobrevivéncia intracelular da forma promastigota

infectiva (Mosser, 2003; Murray et al., 2005).
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A presenca de moléculas de fosfatase 4cida na membrana dos parasitos
também contribui para a reducdo da resposta oxidativa (Vannier-Santos et
al., 2002).

A transformacdo em formas amastigotas no hospedeiro vertebrado é
também referida como mecanismo de evasdo importante, uma vez que a
fagocitose de amastigotas desencadeia menor metabolismo oxidativo no
macréfago quando comparadas as formas promastigotas. As formas
amastigotas do parasito sdo mais resistentes a presenca de peroxido de
hidrogénio devido a producdo da enzima catalase. Além disso, elas
produzem superéxido dismutase que as protege de metabdlitos do oxigénio
produzidos pelos macréfagos durante o processo de fagocitose (Sacks &
Kamhawi, 2001; Almeida et al., 2003; Cruz et al., 2005).

A adesdo da Leishmania @ membrana do macréfago € um pré-requisito
para a fagocitose. Neste processo, sdo emitidas extensdes filamentosas pela
superficie da célula hospedeira que englobam o parasito. Apds a
internalizacdo do parasito, o vacuolo parasitéforo sofre fusdo com lisossomas
secundérios. Esta fusdo resulta em maior acidez (pH entre 4,7 e 5,2) do
fagolisossoma. Este microambiente hostil ao parasito faz com que este se
utilize de uma variedade de estratégias para assegurar a sua sobrevivéncia,
dentre elas, a sua capacidade de transformacdo de forma promastigota
(flagelado aerébio) em forma amastigota (anaerdbio). JA que estudos do
metabolismo das amastigotas e de culturas axénicas em meio acido indicam
que estas formas séo acidofilicas e resistentes as hidrolases lisossomais e,
deste modo, totalmente adaptadas as condi¢bes de pH encontradas nos pré-

lisossomos. Além disto, a acdo de uma bomba de prétons com atividade
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ATPase, situada no lado citoplasmatico da membrana das formas
amastigotas, é responsavel pela manutencdo do pH no seu citoplasma em
torno de 6,2 (Vannier-Santos et al., 2002).

Convém ressaltar que a gp63, encontrada em abundancia na superficie
de formas amastigotas, aumenta a sobrevivéncia do parasito por degradar
enzimas lisossémicas e exibir atividade 6tima sob as condi¢des acidofilicas

do fagolisossomo (Joshi et al., 2002).

1.5. Imunopatologia

Varios componentes da resposta imune inata como fatores do
complemento, neutrdfilos, citocinas e quimiocinas participam do mecanismo
de defesa contra a Leishmania. No entanto, a resposta adaptativa Thl com a
producdo de citocinas como INF-g e TNF-a, € o principal mecanismo de
defesa contra este parasito (Belkaid et al., 2000; Pinheiro & Rossi-Bergmann,
2007).

A Leishmania é transmitida ao homem pela picada do fleb6tomo, onde
se multiplicam na forma promastigota. ApGs a inoculacdo na pele destas
formas, € desencadeado mecanismo de defesa anterior a resposta imune
adquirida, representados pela resposta inflamatoria aguda inespecifica, da
qual participam fatores séricos e celulares. Dentre os elementos celulares,
encontram-se os fagécitos (neutréfilos, mondcitos), eosinofilos, mastdcitos,
basofilos e células NK; ja os fatores séricos, sdo proteinas com acdes

inflamatdrias, bloqueadoras e anti-inflamatérias como as do sistema
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complemento, etc (Bittencourt & Barral, 1991; Laurenti et al.; 1996; Ji et al.,
2003).

Participam do sistema complemento um conjunto de cerca de 20
proteinas dispersas no plasma, as quais, quando ativadas, podem mediar
reacdes inflamatérias e formar um complexo de ataque a membrana capaz
de causar danos diretos ao parasito através da destruicdo de suas
membranas. A susceptibilidade da Leishmania ao sistema complemento
depende, fundamentalmente, do estagio de desenvolvimento do parasito.
Estudos demonstram que promastigotas de L. (L.) donovani em fase
logaritmica de crescimento sdo mortas a sua totalidade pela acdo do soro
humano normal na presenca de complemento, enquanto 10 a 20%
sobrevivem a acdo deste soro quando se encontram em fase estacionéria
(Chakraborty et al., 2001). Esta diferenca na susceptibilidade é independente
da quantidade de C3 depositada na superficie do parasito, mas esta
relacionada com a diferenca de tamanho da molécula de LPG do parasito
onde ser& depositado o complexo C5b-9. Além disso, uma proteina quinase
(LPK-1), disposta externamente nas formas promastigotas da Leishmania em
fase estacionaria de crescimento, fosforila o componente C3 do
complemento, interferindo na ativagcdo de componentes terminais deste
sistema atuando como um fator protetor da lise do parasito (Bogdan, 2008).

Um papel concomitante do sistema complemento é a possibilidade de
fixacdo de fragmentos (C3b e C3bi) na superficie das formas promastigotas
metaciclicas e posterior interacdo com os receptores de superficie dos

macréfagos (CR1 e CR3). Neste processo ocorre fraca ativacdo da resposta
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oxidativa do macrofago facilitando a internalizacdo dos parasitos na célula
alvo (Vannier-Santos et al., 2002).

Na leishmaniose cutanea, os macréfagos da derme sdo as células
hospedeiras mais parasitadas sendo também as ceélulas efetoras mais
importantes pela sua atividade leishmanicida com a producdo de radicais
livres em resposta ao INF-g Por sua vez, as células epidérmicas de
Langerhans sdo normalmente infectadas com uma carga parasitaria baixa,
uma ou duas amastigotas por célula, e restrigem a replicacdo parasitaria de
maneira independente do 6xido nitrico, mas sdo criticas na indugdo da
resposta imune especifica por serem responséveis pelo transporte de
parasitos aos linfonodos regionais, local onde esta resposta se inicia (Ponte-
Sucre et al., 2001; Moll et al., 2002). O equilibrio da infeccdo depende de
alguns fatores: apés a penetracao, as leishmanias induzem a producéo de
TNF-a pelos macrofagos, o que potencializa a acdo do INF-g que vai
promover a ativacdo dos macrofagos; por outro lado induz também a
producédo de TGF-f que inibe o INF-g, estando, portanto, relacionada ao
bloqueio da ativacdo dos macréfagos (Lang et al., 2003; Rohousova et al.,
2005; Mora et al., 2005; Leopoldo et al., 2005). Dentro da dinamica do
processo inflamatério, em sua fase inicial, observa-se a importancia de
leucécitos polimorfonucleares (PMN), como neutrdfilos e eosindfilos, no papel
de células fagocitarias dos parasitos que, com o auxilio de imunoglobulinas e
do sistema complemento, matam o0s parasitos por ativagdo do sistema
microbicida dependente de oxigénio.

Um dos principais mecanismos de defesa contra parasitos do género

Leishmania € a ativagdo dos macréfagos pelo INF-g, citocina esta produzida
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por células Thl, as quais sao diferenciadas a partir de células ThO pela acéo
principalmente do IL-12. Porém, a Leishmania é capaz de escapar da lise
intracelular por inibir a producdo de IL-12 pelas células apresentadoras de
antigenos. Além disto, estes parasitos inibem a expressdo de MHC classe Il
nos macréfagos, endocitam e degradam estas moléculas bem como a B-2
microglobulina, reduzindo a capacidade apresentadora de antigenos aos
linfécitos T CD4+. Diminuicdo da expressdo da molécula co-estimulatoria B7-
1 é observada em macréfagos infectados por Leishmania o que também
compromete a ativacao eficiente da resposta imune celular (Kane & Mosser,

2001; Vannier-Santos et al., 2002; Cruz et al., 2005; Hdlscher et al., 2006).

1.6. Saliva do Vetor

As glandulas salivares dos flebotomineos possuem um complexo de

moléculas biologicamente ativas, sendo que as mais estudadas sédo a apirase

e o0 maxadilan (Moris et al., 2001; Thiakaki et al., 2005).

Glandula salivar (® ) de Flebotomineos.
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A apirase € uma enzima com funcao anti-agregacao plaquetaria capaz
de hidrolisar o ATP e o ADP transformando em AMP e fosfato inorganico.
Esta enzima é encontrada tanto no género Phlebotomus como no género
Lutzomyia, vetores do Velho e Novo Mundo, respectivamente. A presenca
dessa enzima em quase todos os insetos hemat6fagos demonstra o quanto é
importante o ADP no processo de agregacdo plaquetaria e
consequentemente, na hemostasia do hospedeiro (Volf et al., 2000; Wahba &
Riera, 2006)

Ao contrario da apirase, o maxadilan s6 é encontrado no vetor do Novo
Mundo, Lutzomyia longipalpis. Ele € um potente vasodilatador, sensivel a
tripisa, com as propriedades de formacédo de eritema (EIF) e possui
caracteristicas funcionais semelhantes ao gene relacionado ao peptideo
calcitonina (CGRP) (Solbach & Laskay, 2000; Sousa et al., 2001). Foi
demonstrada a capacidade do maxadilan de relaxar anéis adrticos, em
poténcia maior que o CGRP (Cruz et al., 2005). A clonagem do maxadilan
mostrou que ele possui receptores para tecidos vasculares e neurais e que
tem uma acédo agonista para o receptor tipo 1 do PACAP (neuropeptideo com
fungéo dilatadora). A remocao da regiao central do maxadilan elimina sua
funcdo de induzir o cAMP e formacéo de eritema mesmo nédo perdendo a
capacidade de receptor do PACAP. Foi demonstrado ainda que o maxadilan
tem capacidade de atuar no endotélio, tanto na parede como em musculo liso
com acumulo de cAMP. Os efeitos do maxadilan sdo encontrados mesmo em
grupos de Lu. longipalpis com variabilidade genética (Valenzuela, 2002; Cruz

et al., 2005; Teixeira et al., 2005; Monteiro et al., 2007).
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Nos flebotomineos do Velho Mundo encontrou-se adenosina e um
precursor de 5’AMP com propriedades vasodilatadoras e anti-agregacao
plaguetaria e capacidade de atividade mesmo em baixas concentracoes
(aproximadamente 1nmol).

Algumas outras enzimas da glandula salivar de Lu. longipalpis,
naturalmente secretadas, foram identificadas por clonagem (Kamhawi, 2000),
entre elas:

5’-nucleotidase: com atividade fosfoesterase

Hialuronidase: auxilia a acdo do maxadilan e sugere-se que tem agao
contra outros microorganismos agindo na despolimerizacdo do &cido
hialurénico

proteina anti-coagulacao

a-amilase

Lulo RGD que tem acédo anti-plaquetaria.

Na saliva de Lu. longipalpis também se encontrou adenosina, que
possui funcdes como: retardar efeitos apoptéticos em células T, efeitos de
vasodilatacdo e agregacdo plaquetaria (Wanderley et al., 2006; Bruchhaus et
al., 2007). Finalmente, o que se observa € que a saliva do vetor possui um
complexo enzimatico muito eficiente para escapar das propriedades

hemostaticas do hospedeiro.

1.7. A salivado vetor e ainfectividade da Leishmania
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Nos anos 80 foi quando demonstrou experimentalmente os efeitos da
saliva na infecgao por Leishmania, em modelo experimental de L. major (10-
100 parasitos em fase estacionaria de crescimento em cultivo) inoculada em
coxim plantar de camundongos CBA junto com saliva de Lu. longipalpis. O
resultado foi um aumento da lesdo e do numero de parasitos quando
comparados com o controle sem saliva (Titus & Ribeiro, 1988).

A exacerbacéo da leséo, utilizando um modelo semelhante ao anterior
foi visto também em camundongos resistentes, C57BL/6 e CBA, a infeccao
por L. major (Mbow et al., 1998; Monteiro et al.; 2007).

A saliva apresenta importancia epidemioldgica, pois contribui para o
aumento da infectividade e do surgimento de novos casos de leishmaniose.
Em experimento utilizando-se L. braziliensis, agente causador de
leishmaniose mucocutadnea no Novo Mundo, camundongos BALB/c, foram
inoculados na pata traseira e somente aqueles inoculados com o parasito
conjuntamente com saliva de Lu. longipalpis desenvolveram lesdo (Kamhawi,
2000).

Um ponto ainda a ser esclarecido refere-se a carga parasitaria
naturalmente inoculada (entre 10-1000 formas promastigotas) e a carga que
introduzida experimentalmente (10°-10°). Em uma lesdo de orelha de
camundongo, 26 horas apds a picada, recuperaram-se aproximadamente
256 parasitos. Isso mostra que a carga parasitaria naturalmente inoculada é
bem menor do que o utilizado experimentalmente (Theodos et al., 1991).

Estudos mostram que a evolucdo da infeccdo por Leishmania na

presenca de saliva € bem mais severa quando comparada com 0s controles
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sem saliva, e isto ocorre pela modulacdo da saliva no sistema imune do

hospedeiro (Theodos et al., 1991; Leiby et al., 1994;, Rohousova et al., 2005).

1.8. Saliva e o sistema imune do hospedeiro

Os parasitos do género Leishmania possuem duas formas evolutivas,
uma forma flagelada extracelular, a promastigota, encontrada no hospedeiro
invertebrado e uma forma intracelular obrigatoria, a amastigota, encontrada
nas células do sistema mononuclear fagocitario do hospedeiro vertebrado.

Estas células parasitadas podem atuar como apresentadoras de
antigenos para as células T; assim como podem ser ativadas,
desencadeando mecanismos microbicidas com potencial para destruir a
Leishmania (Hall & Titus, 1995). Tem sido demonstrado, em modelos
experimentais, que a presencga da saliva inativa estas fun¢fes do macrofago,
como uma inibicdo seletiva, uma vez que o macréfago nao perde sua
habilidade de regular a expressao MHCII da superficie celular (Mukbel et al.,
2007). O componente principal responsavel por esta inativacdo do macrofago
€ o maxadilan, capaz de inibir a proliferacdo de células T e a
hipersensibilidade tardia. Além disso, o0 maxadilan diminuiu a expresséo de
receptores de TNF-a em macro6fagos, a produgdo de citocinas do tipo Thl e
aumenta a expressdo de citocinas relacionadas a resposta Th2. O efeito
vasodilatador do maxadilan pode explicar porque 0s mesmos vetores e
parasitos podem causar uma diversidade de formas clinicas da doenca em
regides diferentes (Cruz et al., 2005). Ja em relacdo ao Velho Mundo, isto

ndo esta bem esclarecido, uma vez que os Phlebotomus possuem adenosina
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e um precursor de 5AMP ao invés de maxadilan. A adenosina possui
propriedades anti-inflamatorias, aumenta a producao de citocinas Th2 e junto
com a inosina diminui as citocinas Thl. Lu. longipalpis e P. papatasi possuem
hialuronidase, mas a sua funcéo ainda ndo esta bem esclarecida, o que se
sabe é que esta enzima tem funcdes de estimular a producéo de iINOS pelos
macréfagos e aumentar citocinas Thl (Moro & Lerner, 1997; Rittig & Bogdan,
2000; Kamhawi, 2000; Sousa et al., 2001; Vannier-Santos et al., 2002, Cruz
et al., 2005). Os mecanismos utilizados pelos componentes da saliva para
modular a resposta imune do hospedeiro ainda ndo sdo bem claros.
Observou-se uma acdo da saliva direta em células do tecido dérmico da
ovelha de camundongos, tanto in vivo como in vitro, independente dos
animais estarem infectados por Leishmania e estes efeitos era relacionado
com a producédo de IL-4, citocina de resposta Th2 (Titus, 1998). Em células
de linfonodo de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis na
presenca de saliva, foi observado também aumento de IL-4 e progressdo da
lesdo. O bloqueio de IL-4 com a utilizacdo de anticorpos especificos levou a

auséncia dos fendmenos de exacerbacédo da leséo (Lima & Titus, 1996).

1.9. A saliva do vetor como um candidato a vacina para

leishmaniose

A perspectiva mais desejavel para o controle da leishmaniose seria o
desenvolvimento de uma vacina eficaz.
O fato de existirem individuos residentes em areas endémicas com

reacao intradérmica de Montenegro positiva, € sem nunca terem apresentado
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sinais clinicos da doenca, sugere que o desenvolvimento de uma resposta
imune eficaz contra o parasito possa ser capaz de controlar a infecgdo. A
exposicao recorrente a picadas do inseto vetor e consequentemente a sua
saliva torna este componente um fator promissor em busca de uma vacina
eficiente (Kamhawi, 2000; Valenzuela et al., 2001).

Experimentos foram feitos utilizando-se modelos, camundongos
C57BL/6 e BALB/c sensibilizados com a saliva natural ou artificialmente e,
em ambos os casos, detectou-se um efeito protetor. Em camundongos
BALB/c houve diminuigdo da lesdo na orelha e em C57BL/6 o total
desaparecimento da lesdo. Nestes animais, anticorpos anti-saliva do vetor
foram detectados, assim como citocinas responsaveis pela resposta imune
celular do tipo Thl, como INF-g e IL-12 (Basano & Camargo, 2004). H& um
consenso sobre a protecdo conferida pela pré-exposicdo as proteinas da
saliva, assim uma possivel atuacdo dela como adjuvante em uma vacina tem
motivado uma série de pesquisas na area (Kamhawi, 2000).

Ha diversos relatos que mostram a utilizacdo tanto de antigenos
purificados como totais de saliva, porém um dos mais recentes e promissores
€ um estudo desenhado em cées imunizados com promastigotas mortas de
L. (V.) braziliensis e saliva. Esta imunizacéo foi capaz de proteger 50% dos
da amostragem sendo que o perfil da resposta imune induzida nestes casos
foi aparentemente protetor, visto que foi similar aquele observado em
individuos curados de leishmaniose, com participacdo de células CDS8",
producdo de niveis consideraveis de IFN-ge na auséncia de IL-4 (Giunchetti

et al., 2008).
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1.10. Justificativa

Deve ser ressaltado, que a grande maioria dos resultados obtidos em
relacdo aos efeitos da saliva do vetor na infectividade dos parasitos do
género Leishmania, descritos acima, foram obtidos utilizando-se o modelo de
infeccdo por L. major, espécie encontrada apenas no Velho Mundo e
glandulas salivares de insetos colonizados. No entanto, o papel da saliva nas
infecgcbes causadas por L. (L.) amazonensis tem nos despertado um
interesse especial, uma vez que esta espécie de parasito é responsavel por
um espectro de manifestagbes clinicas como a leishmaniose cuténea
localizada, leishmaniose cutédnea disseminada e leishmaniose cutanea difusa,
a qual representa o polo anérgico de resposta do hospedeiro e constitui
forma grave da doenca em nosso pais. Além disto, a falta de relatos sobre os
efeitos da saliva de insetos capturados, nos despertou interesse adicional,
uma vez que o seu efeito na infectividade do parasito poderia se aproximar

mais ao que realmente ocorre na infeccdo natural por Leishmania.
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2. OBJETIVOS

Avaliar em camundongos C57BL/6 inoculados com formas

promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis na auséncia e na

presenca de extrato de glandula salivar de Lutzomyia longipalpis capturado

em campo e colonizado em laboratorio:

1 - Evolugéo do tamanho da leséo;

2 - Resposta inflamatoéria aguda e crénica no ponto de inoculacéo;

3 - Fendtipo das células inflamatérias na fase aguda e crénica da infeccao;

4 - Perfil da producéo de citocinas em sobrenadante de cultura de células de

linfonodo de drenagem.



MATERI Al S E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animal

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6,
fémeas, com idade de 6 a 8 semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e mantidos no
Biotério Experimental do Instituto de Medicina Tropical, que cedeu espaco

para o desenvolvimento do projeto.

3.2. Parasito

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (cepa MHOM/BR/73/M2269) isoladas de caso humano de
leishmaniose cutdnea no Pard, classificada por anticorpos monoclonais e
isoenzimas no Instituto Evandro Chagas, Belém, Brasil. A manutencdo da
cepa foi feita com a inoculacdo do parasito nas patas traseiras de
camundongos BALB/c e com repiques a cada dois meses. Para o0s
experimentos, parasitos foram purificados das lesdes das patas, e cultivados
em meio RPMI 1640 (Cultilab) com 10% de soro fetal bovino inativado pelo
calor (marca), 10-g/mL de gentamicina e 100Ul/mL de penicilina. Esta cultura
foi mantida em estufa BOD (Fanem) a 26°C. Foram utilizados parasitos na
fase estacionéria de crescimento para a inoculacdo, do quinto ao sexto dia de
cultivo (fase infectiva), ap6s 2 a 3 passagens em cultura (Sacks & Perkins,

1985). Os parasitos foram lavados com salina tamponada com fosfato 0,01M



35
3. MATERIAIS E METODOS

pH 7,2 (PBS) estéril, a concentracdo de parasitos ajustada para 10%/mL,
sendo 50n utilizado para a inoculagdo subcutanea no coxim plantar traseiro
dos camundongos. Os diferentes grupos experimentais foram inoculados com
0s parasitos na auséncia ou presenca do equivalente a meio par de glandula
salivar de Lu. longipalpis oriundo de colbnia ou captura no campo. Grupos
controles foram inoculados com meio par de glandula salivar de Lu.
longipalpis oriundo de colénia ou captura no campo e PBS estéril na auséncia

de parasitos.

3.3. Glandula Salivar

As glandulas salivares de Lutzomyia longipalpis foram gentilmente
cedidas pelo Laboratério de Entomologia Médica do Centro de Pesquisa
Reneé Rachou — FIOCRUZ, Belo Horizonte (MG), através da colaboragéo do
Dr. Paulo F.P. Pimenta. As fémeas de Lu. Longipalpis, colonizadas em
laboratério e capturadas em campo, ambas da regido da Gruta da Lapinha
em Minas Gerais, forma imobilizadas em freezer a -20°C por dois minutos. As
glandulas salivares foram obtidas por disseca¢do com o auxilio de uma lupa,
um par de estiletes comuns e um outro par de estiletes confeccionados com
agulhas para servirem de coletores. As fémeas foram colocadas em lamina
com uma gota de PBS pH7,2 sendo a regido do torax levemente pressionada
por um estilete e outro pressionando levemente os olhos, somente para dar
apoio. Os corpos gordurosos, quando presentes, foram retirados com o
auxilio dos estiletes. Ap6s a dissecacdo, as glandulas foram retiradas e

acondicionadas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL e mantidas em
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freezer -80°C até o momento do uso. O material foi encaminhado para o
Laboratorio de Patologia de Moléstias Infecciosas da FMUSP em garrafa de
criopreservagao.

O extrato de glandula salivar foi preparado através de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em temperatura ambiente por trés
vezes consecutivas e, posteriormente, passada em um agitador de tubos
(vortex) para homogeneizagdo do lisado. A quantificagdo de proteinas
mostrou que um par de glandula salivar de Lu. longipalpis equivale a
aproximadamente 5mg/mL de proteina. Portanto, ao utilizarmos o equivalente
a meio par de glandula por animal inoculou-se em torno de 2,5ng/mL de
proteina por animal. O extrato de glandula salivar foi adicionado a suspenséo

de parasitos no momento da inoculagéo.

3.4. Efeito do Extrato de Glandula Salivar na infecgdo por L. (L.)

amazonensis:

3.4.1. Protocolo experimental

Para este estudo foram utilizados seis grupos experimentais, sendo
cada um formado por 10 animais/tempo de infeccéo, inoculados no coxim
plantar de ambas as patas traseiras e nas orelhas com formas promastigotas
de L. (L.) amazonensis na auséncia e na presenca de extrato de glandula
salivar de Lu. longipalpis colonizada e capturada. Animais controles foram
inoculados apenas com o extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis

colonizada e capturada ou PBS estéril (Quadrol). Os tamanhos das lesfes
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das patas e das orelhas foram avaliados semanalmente até o sexagésimo dia
de infecgcéo utilizando-se um paquimetro. Os animais dos diferentes grupos
experimentais foram sacrificados por deslocamento cervical apés 1, 7, 30 e

60 dias de infeccéo.

Gr_upos . 24 horas 7 dias 30 dias 60 dias
experimentais

P+EGS-col 10 10 10 10
P+EGS-cap 10 10 10 10
P 10 10 10 10
EGS-col 10 10 10 10
EGS-cap 10 10 10 10
PBS 10 10 10 10

Quadro 1 — Protocolo experimental com o nimero de animais utilizados por
grupo experimental, inoculados com Parasito + Extrato de Glandula Salivar
de Lu. longipalpis de colonia (P+EGS-col), com Parasito + Extrato de
Glandula Salivar de Lu. longipalpis de captura (P+EGS-cap), com Parasitos
(P), com Extrato de Glandula Salivar de Lu.longipalpis de colonia (EGS-col),
com Extrato de Glandula Salivar de Lu. longipalpis de captura (EGS-cap) e
com tampao (PBS).
Para estudo histopatoldgico, fragmentos de pele do ponto de inoculagéo
no coxim plantar foram colhidos com Punch (Biopsy punch Stiefel) com o
auxilio de pinca dente de rato e tesoura de iris ponta curva. Os fragmentos
foram mergulhados em solucdo de formaldeido 10% em tampédo fosfato
0,01M pH7,4 e processados pelas técnicas usuais de microscopia de luz.
Para a caracterizacdo do fendtipo celular as células inflamatorias
envolvidas na lesédo de pele, as orelhas foram coletadas e mergulhadas em
alcool 70% sob agitacdo por 5 minutos para desinfec¢ao e posteriormente as

faces ventral e dorsal foram separadas para recuperacao de células segundo

(Belkaid et al., 1996).
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Apés a retirada dos fragmentos dos pontos de inoculacdo do coxim
plantar e das orelhas, foi feita a assepsia dos animais com alcool 70% e, em
seguida, os linfonodos de drenagem do ponto de inoculagdo do coxim plantar
traseiro (linfonodos popliteos) foram retirados para posterior cultura de

células, para avaliar a producao de citocinas.

3.5. Avaliagcéo daevolugéo do tamanho dales&o da orelha

A dindmica do desenvolvimento da les&o no tecido dérmico das orelhas
dos camundongos inoculados com o parasito, na auséncia e na presenca dos
diferentes extratos de glandulas salivares, de captura em campo e de col6nia,
foi avaliada quinzenalmente até o sexagésimo dia de infeccdo. Mediu-se a
espessura do nédulo das lesGes, com o auxilio de um paquimetro 0,01mm

(Mitutoyo — Brasil).

3.6. Avaliacao daevolucdo do tamanho daleséo da pata

O tamanho da lesdo foi avaliado pelo inchago das patas, através da
diferenca das medidas da espessura da pata inoculada com o parasito na
auséncia e na presenca dos diferentes extratos de glandulas salivares, de
captura em campo e de colbnia e seus respectivos controles. Esta avaliagao
foi feira a cada 15 dias até o sexagésimo dia de infec¢cdo com o auxilio de um

paquimetro (Mitutoyo — Brasil).
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3.7. Caracterizacdo do fenotipo das células nas lesdes cutaneas

Apo6s 1, 7 e 60 dias de infecgdo, os animais foram sacrificados, as
orelhas coletadas e mergulhadas em &lcool 70% sob agita¢éo por 5 minutos.
Depois de secas em temperatura ambiente, os folhetos ventral e dorsal foram
separados com o auxilio de duas pin¢as e lupa. As faces dérmicas foram
depositadas em superficie de 2 mL de meio de cultura RPMI completo por 6
horas em estufa CO2 37°C. Foram utilizados tubos ou placa de polipropileno
para evitar a adesdo de macroéfagos.

Apés este periodo, os meios foram recolhidos em pool/grupo
experimental utlizando tubos Falcon de 50ml em banho de gelo e
centrifugados sob refrigeracéo por 10 minutos a 1.300 rpm. As células foram
lavadas em PBS estéril, e apés contagem, sua concentracdo foi ajustada
para o equivalente a 10° células/100ni. Uma aliquota de amostra de cada
grupo experimental foi citocentrifugada, esfregagcos foram feitos e corados
pelo Giemsa, sendo a porcentagem de células polimorfonucleares e
mononucleares estimadas pelo exame em microscopio de luz.

Em 100m da suspensdo celular em tampado PBS 0,5% BSA foi
adicionado 1m dos seguintes anticorpos: FITC anti-Ly-6G (RB6-8C5,
Pharmingen-USA), PE anti-F4/80 (A3-1, Serotec-UK), FITC anti-CD3e chain,
PerCP anti-CD4 L3T4, anti-CD8a Ly-2 (Pharmingen-USA). Os controles
isotipicos foram IgG2a e IgG2b de rato (Pharmingen-USA); seguida de
incubacgé&o por 30 minutos em temperatura ambiente.

Posteriormente, adicionou-se 300m de solucdo de lise, a suspenséao

celular foi homogeneizada em vértex e incubada por 10 minutos em
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temperatura ambiente. 300m de PBS 0,5% BSA foi adicionado e ap0s
homogeneizacdo os tubos foram centrifugados sob refrigeragdo por 10
minutos a 1300rpm.

A suspensédo foi lavada por mais 1 vez em PBS 0,5% BSA, o
sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 300m de solucéo fixadora (Macs
Facs Fix, Pharmingem-USA). A leitura foi feita em citdmetro de fluxo
(FACSCalibur — Software Cellquest). Para cada amostra, 10° células foram

analisadas.

3.8. Preparo do antigeno de L. (L.) amazonensis para estimulo das

culturas de células de linfonodo popliteo.

Foram isoladas formas amastigotas de L. (L.) amazonensis, em meio de
cultura RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo
calor, 2% de urina humana, 10 pg/mL de gentamicina e 100 Ul/mL de
penicilina, oriundas de infeccdo crbnica na pata traseira de camundongo
BALB/c. Apés duas a trés passagens desta cultura, as formas promastigotas,
em fase estacionaria de cultivo, foram transferidas para tubos com fundo
conico (Falcon) de 50mL, lavadas trés vezes em solugéao salina tamponada
estéril através de centrifugacdo a 3.000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Apés
ser retirado todo o residuo liquido do tubo, estes foram estocadas em freezer
a -80°C na forma de precipitado (pellet).

Para preparo do antigeno, este precipitado contendo as formas
promastigotas passou por um processo de congelamento e descongelamento

com nitrogénio liquido e temperatura ambiente por trés vezes consecutivas.
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Foi realizada nova centrifugacdo a 12.000 rpm por 30 minutos a 4°C e
armazenou-se 0 sobrenadante a -80°C. Uma aliquota foi utilizada para a
dosagem de proteinas pelo método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay,

Hercules, USA).

3.9. Cultura de células de linfonodo popliteo para dosagem de

citocinas

Para coleta dos linfonodos popliteos de drenagem, os animais foram
colocados em alcool 70% por 15 minutos no fluxo laminar. O tecido cutaneo
entre o tornozelo e a regido inguinal foi rebatido para posterior exposi¢cao do
linfonodo popliteo. Todos os linfonodos de um mesmo grupo experimental
foram colocados em uma mesma placa de Petri contendo meio de cultura
RPMI 1640 (Cultilab) com 10% de soro fetal bovino estéril (Laborclin)
inativado pelo calor, 10ng/mL de gentamicina e 100UI/mL de penicilina e
mantidos em banho de gelo. Os linfonodos foram macerados em uma peneira
de células (Cell Strainer 70um BD Falcon) com o auxilio de um émbolo de
seringa estéril de 5mL. Esta suspenséo celular foi colocada em tubo cdnico
de plastico de 15mL e mantida refrigerada. Para avaliacdo da concentracao e
viabilidade das células obtidas, utilizou-se Azul de Tripan na diluicdo de 1/100
e camara de Neubauer. A concentracdo do pool de células do grupo P,
P+EGS-captura, P+EGS-col6nia e seus respectivos controles foram
ajustadas para 10°/mL.

100pl de cada suspensdo celular contendo 10° células foi adicionada em

cada cavidade de placa de 96 cavidades para cultura de célula (TPP-92096).
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A placa de cultura foi dividida em trés grupos, sendo um grupo estimulado
com antigeno especifico (1), o outro com concanavalina A - controle positivo
(2) e o ultimo sem estimulo - controle negativo (3).

Para os grupos 1 e 2 foi adicionado a suspenséo celular 100ul de
antigeno especifico de L. (L.) amazonensis e concanavalina A (Sigma-
Aldrich), respectivamente; na concentracao de 1ug por cavidade. No grupo 3
foi adicionado 100ul de meio RPMI 1640 (Cultilab) estéril. A cultura foi
mantida por 48 horas a 37°C, 5%CO, em estufa de cultura de células
(Revco).

Passado este periodo, as placas foram centrifugadas a 1.300 rpm por 10
minutos para obtencdo do sobrenadante da cultura. Foram feitas aliquotas
em tubos de polipropileno de 2mL dos diferentes grupos experimentais para
posteriores dosagens de citocinas. Retirou-se, de cada cavidade, em torno de
180ul do sobrenadante. Este processo foi feito com a placa e as aliquotas
depositadas em banho de gelo e, em seguida, as amostras foram estocadas

em freezer a -80°.

3.10. Determinacao das concentragdes de citocinas (IL-2, IL-4, IL-10,
IL-12 e INF-g) nos sobrenadantes das culturas de células de

linfondo

As concentragbes de citocinas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-12 e INF-g) foram
determinadas nos sobrenadantes das culturas de células dos linfonodos
coletados dos diferentes grupos experimentais. Para a dosagem das

citocinas utilizou-se Kit comercial imunoenzimatico de ELISA (BD OptEIA™
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Set Mouse Biosciences, San Diego, CA) seguindo as orientagcdes do
fabricante. As concentracdes foram determinadas com base em padrdes
recombinantes e com suas concentracdes pré-determinadas pelo fabricante.
Para montagem das curvas padrdo e obtencdo dos resultados das
concentracbes das amostras foi feita andlise de regressdo linear em
programa Excel do Office 2003. Os limites de deteccdo para as
concentragdes das citocinas pesquisadas foram: IL-2 (200 - 3,1pg/mL), IL-4
(500 - 7,8 pg/mL), IL-10 (2000 - 31,3 pg/mL), IL-12 (4000 - 62,5 pg/mL) e INF-
g(200 - 3,1 pg/mL).

Brevemente, as placas de 96 pocos de alta afinidade (Costar -
Cambridge, MA, EUA) foram sensibilizadas com o anticorpo monoclonal de
captura diluido em seus respectivos tampdes, conforme concentracdes
descritas pelo fabricante (para IL-2, IL-4, IFN-g em tampao carbonato 0,1M
pH 9,5 e para IL-10 e IL-12 em tampdo fosfato de sodio 0,2M pH 6,5) e
incubadas por aproximadamente 18 horas em camara Umida a 4°C. Passado
este periodo, as mesmas foram lavadas por trés vezes com tampdo de
lavagem PBS 0,05% de Tween 20 (PBS-T), bloqgueadas com o tampao
diluente de ensaio (100puL de PBS acrescido de 10% de soro fetal bovino
pH7,0) e incubadas durante uma hora a temperatura ambiente em camara
umida. Apés esta fase, as placas foram novamente lavadas por trés vezes e,
em seguida, 100pL das amostras (sobrenadantes das culturas) foram
adicionadas em triplicata, assim como das respectivas diluicbes das curvas
padrdes, em duplicata, conforme orientacdes do fabricante. A seguir, as
placas foram incubadas duas horas a temperatura ambiente em camara

umida. Na etapa seguinte, as placas foram lavadas por quatro vezes com
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tampdo de lavagem, e apés a adicdo do conjugado (100ul de solucdo do
anticorpo de deteccdo + estreptavidina conjugada a peroxidase) foram
incubadas durante uma hora a temperatura ambiente em camara Umida.
Seguindo-se cinco lavagens, 100uL de solugéo substrato (TMB: 3,3',5,5
tetramethylbenzidine + peréxido de hidrogénio — na proporcédo de 1/1) foi
adicionado nos pocos das placas. Por fim, as placas foram incubadas por
trinta minutos protegidas da luz e, passado este periodo, a reacao foi
bloqueada com 50uL de &cido sulfurico 2N. A leitura foi feita em leitor de
placa de ELISA (Multiskan Ex - Uniscience) utilizando filtro de 450nm e para
correcao da leitora, filtro de 570nm.

Os resultados foram expressos pela média + desvio padrdo das

triplicatas.

3.11. Analise Estatistica

Os testes estatisticos foram feitos utilizando o programa de computador
SigmaStat 3.1 (Statistical Software). Foi utilizado Teste t de Student para
avaliar diferencas significantes entre os grupos experimentais. Nos dados
ndo paramétricos foi usado o teste de Mann-Whitney Rank Sum para um
estudo comparativo entre os grupos. Os resultados foram considerados

significantes para valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Evolugdo do tamanho daleséo

O tamanho das lesfes causadas pela inoculagdo de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis na presenga ou auséncia do extrato de
glandula salivar de vetor capturado em campo ou colonizado aumentou com
o tempo de infecgdo, tanto no coxim plantar como nas orelhas dos
camundongos. Na infec¢cdo do coxim plantar, o grupo inoculado com parasito
+ extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de vetor de col6nia teve uma
lesdo maior quando comparado aos grupos com parasito + extrato de
glandula salivar de Lu. longipalpis de captura e somente com parasitos
durante todo o periodo do estudo (p<0.05). Ja nas orelhas, ndo foi observada
diferenca significante entre os grupos experimentais, entretanto houve uma
tendéncia de uma lesdo mais evidente no grupo inoculados com o parasito +
extrato de glandula salivar de coldnia, enquanto os grupos inoculados com o
parasito + extrato de glandula salivar de vetor capturado e somente como 0s

parasito ndo mostraram diferencas (Figura 1 e 2).



47
4. RESULTADOS

61 EVOLUGAO DO TAMANHO DA LESAO NO e P
- TECIDO DERMICO DA ORELHA i

5 4
£ = p+EG S-col
(=]
IE 4_
o
]
o 3
L
&
£ 27
[+]
|—

1 4

0 T T 1

30 a5 60
Tempo de infecgio (dias)

Figura 1 - Evolugé@o do tamanho da lesdo no tecido dérmico da orelha de
camundongos C57BL/6 infectados com 10° formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis na auséncia (P) e na presenca de extrato de glandula salivar de
Lu. longipalpis de colénia (P+EGS-col) e de captura (P+EGS-cap).
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Figura 2 - Evolugdo do tamanho da lesédo no coxim plantar traseiro de
camundongos C57BL/6 infectados com 10° formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis na auséncia (P) e na presenca de extrato de glandula salivar de
Lu. longipalpis de colénia (P+EGS-col) e de captura (P+EGS-cap).
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4.2. Andlise histopatoldgica da leséo de pele do coxim plantar

A analise do processo inflamatério desencadeado pela inoculacdo de
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis no coxim plantar traseiro de
camundongos C57BL/6 na auséncia ou presenca do extrato de glandula
salivar de Lu. longipalpis colonizados ou capturados no campo mostrou na
fase aguda da infeccdo, 24horas, intenso infiltrado inflamatoério
predominantemente formado por leucécitos polimorfonucleares com presenca
moderada de parasitos, nos grupos P+EGS-col, P+EGS-cap e P (Figura 3).
Com 7 dias de infeccdo, células mononucleares eram predominantes no sitio
inflamatério e pareciam ser mais abundantes no grupo P+EGS-col, assim
como o numero de parasitos na lesdo (Figura 4). Nao foi observada reacao
inflamatdéria nos grupos controle, inoculados somente com o extrato de

glandula salivar de inseto colonizado e capturado no campo.
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Na fase crbnica da infeccdo, aos 30 e 60 dias, foi evidente a
participacdo de infiltrado inflamatério predominante formado por células
mononucleares com fagocitose de parasitos nos grupos experimentais
P+EGS-col, P+EGS-cap e P. Diferenca marcante foi observada aos 60 dias
de infeccdo, quando o grupo P+EGS-col mostrava apenas a presenca de
macroéfagos vacuolizados intensamente parasitados e os grupos P+EGS-cap
e P mostravam além de macré6fagos vacuolizados e parasitos, a presenca de
infiltrado inflamatério nodular formado por mondcitos e linfécitos, e areas

focais de necrose (Figura 5).

Figura 5 — Histopatologia da leséo de pele de camundongos C57BL/6
inoculados com promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia (A) e na
presenca do extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de captura (B) e de
colénia (C) aos 60 dias de infeccéo (H&E - A.O. 40X).

4.3. Andlise histopatolégica da lesdo de pele da orelha

A semelhanca dos resultados encontrados no coxim plantar na fase
cronica da infecgdo, a histologia do tecido dérmico das orelhas dos animais
inoculados com o parasito na presenca da saliva de colénia mostrava a

presenca de macréfagos com abundéancia de formas amastigotas de L. (L.)
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amazonensis. Macréfagos vacuolizados, com nimero menor de parasitas e
areas focais de infiltracdo de células mononucleares, foram observados no
grupo de animais inoculados com o parasito na presenca de saliva de vetor
capturado no campo. Nos animais inoculados somente com o parasito,
poucos macrofagos com formas amastigotas e intenso infiltrado inflamatério

mononuclear caracterizou as lesdes no sexagésimo dia de infecc¢éo.

4.4, Caracterizacdo das células recuperadas da lesdo da orelha

No primeiro dia de infeccdo, os animais infectados com parasitos na
presenca de extrato de glandula salivar mostraram um nimero maior de
células recuperadas do tecido da derme da lesdo da orelha principalmente o
grupo inoculado com parasito + extrato de glandula salivar de colonia. Aos 7
dias de infeccdo, houve uma queda no numero de células recuperadas da
lesdo da derme em todos os grupos experimentais. Ja& no 60° dia pos
infeccdo, o nimero de células recuperadas foi bem maior principalmente nos
grupos inoculados com os extratos de glandula salivar, dentre eles o grupo
inoculado com extrato de glandula salivar de coldnia obteve o maior nimero

de células recuperadas (Tabela 2).
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Grupos 1dia 7 dias 60 dias
P 17x10° 7x10° 38,5x10’
P+EGS-col 28,8x10° 4,2x10° 85,5x10"
P+EGS-cap 23,4x10° 3,2x10° 44.5x10"

Tabela 2 — Numero de células recuperadas por sedimentacdo em meio de
cultura no ponto de inoculacdo do tecido da derme de orelhas de
camundongos C57BL/6 infectados com formas 10° promastigotas de L.(L.)
amazonensis na auséncia ou na presenca de extrato de glandula salivar de
Lu. longipalpis de colonia ou de captura (P, P+ESG-col e P+EGS-cap,
respectivamente).

4.5. Fenotipagem das células recuperadas da leséo da orelha

No inicio da infeccdo (primeiro dia), observou-se uma alta porcentagem
de neutrofilos nas células recuperadas da lesdo da derme da orelha,
principalmente no grupo inoculado somente com o parasito, seguido dos
grupos inoculados com o parasito + extrato de glandula salivar de captura e
de colbnia. Também, pode-se observar no primeiro dia, uma expressiva
porcentagem de macréfagos no grupo inoculado com parasito + extrato de
glandula salivar de colénia. Baixa porcentagem de linfocitos esteve presente
no tecido da derme das orelhas no primeiro dia de infeccdo e ndo mostrou
diferenca entre os grupos experimentais (Figura 6). No sétimo dia de
infeccdo, observou-se uma diminuicdo no numero de neutréfilos e um
aumento no numero de macréfagos das células recuperadas da leséo
principalmente no grupo inoculado com parasito + extrato de glandula salivar
de colbnia, em relacdo ao primeiro dia de infeccdo. Uma porcentagem mais
expressiva de linfécitos foi observada principalmente no grupo inoculado
somente com parasitos quando comparados com 0s grupos inoculados com

os dois tipos de extratos de glandula salivar (Figura 7).
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Na fase cronica de infeccdo, aos 60 dias, uma alta porcentagem de
macrofagos principalmente no grupo inoculado com o parasito + extrato de
glandula salivar de col6nia seguido pelo grupo de extrato de glandula salivar
de captura foi observada. Verificou-se, também, uma alta porcentagem de
linfécitos CD3" e CD4" no grupo inoculado somente com o parasito seguido
do grupo inoculado com extrato de glandula salivar de captura (Figura 8). O
namero de células CD8+ foi baixo e ndo houve diferenca entre os grupos
exceto no sétimo dia de infeccdo que o grupo inoculado somente com

parasito mostrou um nimero mais expressivo destas células.
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Figura 6 - Porcentagem de células marcadas pelos anticorpos monoclonais,
anti-Ly-6, F4-80, CD3-e, CD4 e CD8 nas células recuperadas do tecido
dérmico das orelhas de camundongos C57BL/6, 24 horas apds serem
infectados com 10° promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia e na
presenca de extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de col6nia ou de
captura (P, P+ESG-col e P+EGS-cap, respectivamente).



54
4. RESULTADOS

100 - mp
m P+EGS - col
80 - B P+EGS - cap

% de Células marcadas

Ly-6 F4-80 CD3-e CD4-L3T4 CD8-a

Marcadores celulares

Figura 7 - Porcentagem de células marcadas pelos anticorpos monoclonais,
anti-Ly-6, F4-80, CD3, CD4 e CD8 nas células recuperadas do tecido dérmico
das orelhas de camundongos C57BL/6, 7 dias apOs serem infectados com
10° promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia e na presenca de
extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de colonia ou de captura (P,
P+ESG-col e P+EGS-cap, respectivamente).
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Figura 8 - Porcentagem de células marcadas pelos anticorpos monoclonais,
anti-Ly-6, F4-80, CD3, CD4 e CD8 nas células recuperadas do tecido dérmico
das orelhas de camundongos C57BL/6, 60 dias apds serem infectados com
10° promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia e na presenca de
extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de colonia ou de captura (P,
P+ESG-col e P+EGS-cap, respectivamente).
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4.6. Determinacéao do perfil de citocinas

O perfil de citocinas produzidas pelas células de linfonodos de drenagem
de C57BL/6 infectados com formas promastigotas de L.(L.) amazonensis com
ou sem o extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis capturadas e
colonizadas, e estimuladas in vitro com antigeno especifico estdo
demonstradas nas figuras 9 - 13. No inicio da infeccdo, primeiro dia,
observou-se uma expressiva producdo de IL-12 com niveis altos no grupo
inoculado somente com parasito (p<0.05); este grupo mostrou também niveis
mais elevados de IL-4 e IL-10 quando comparado com 0s grupos inoculados
com os dois tipos de extrato de glandulas salivares estudadas (p<0.05). As
outras citocinas estudadas foram produzidas em menores concentracoes,
sendo inexpressiva a producdo de IL-2 e IFN-g. No sétimo dia de infeccéo,
aumento nos niveis de IL-12 foi observado principalmente no grupo inoculado
somente com o parasito seguido do grupo com extrato de glandula salivar de
captura e depois a dos animais colonizados (p<0.05). As citocinas IL-4 e IL-
10 se mostraram em altas concentracdes em ambos os grupos inoculados
com os extratos de glandula salivar quando se compara com o grupo que foi
infectado somente com o parasito (p<0.05). Com relagédo a IL-10, o grupo
inoculado com extrato de glandula salivar de col6nia foi o que mostrou
maiores concentracdes desta citocina durante a fase aguda (p<0.05). Na fase
cronica da infeccdo, trigésimo dia, a concentracdo de IL-12 foi menor para
todos 0s grupos experimentais. Apesar dos baixos niveis de INF-g em todos
0S grupos experimentais, pode-se observar um aumento expressivo no grupo

inoculado somente com o parasito (p<0.05). Observou-se que, 0S grupos
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inoculados com os dois tipos de extrato de glandulas salivares, mostraram
niveis de IL-4 e IL-10 aumentados durante este periodo de infeccéo,
principalmente o grupo que continha o extrato de glandula salivar de col6nia
(p<0.05). No sexagésimo dia de infec¢do, os niveis de INF-g e IL-2 tiveram
aumentos expressivos principalmente no grupo infectado somente com
parasito (p<0.05). Por outro lado, observaram-se altas concentracdes de IL-4
e IL-10 nos grupos inoculados com ambos os extratos de glandulas salivares,
guando comparado com o grupo infectado somente com parasito,

principalmente no extrato de glandula salivar de animais colonizados

(p<0.05).
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Figura 9 - Determinag&o da concentragao de IL-2 nos sobrenadantes de
cultura de células de linfonodos de drenagem de camundongos C57BL/6
infectados com 10° formas promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia
e na presenca de extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de colonia e
de captura (P, P+ESG-col e P+EGS-cap). * p<0.05 entre os grupos P e
P+EGS—col, ** p<0.05 entre os grupos P e P+EGS—cap, *** p<0.05 entre os
grupos P+EGS—col e P+EGS-cap
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Figura 10 - Determinagao da concentracdo de IL-12 nos sobrenadantes de
cultura de células de linfonodos de drenagem de camundongos C57BL/6
infectados com 10° formas promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia
e na presenca de extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de colonia ou
de captura (P, P+ESG-col e P+EGS-cap). * p<0.05 entre os grupos P e
P+EGS—col, ** p<0.05 entre os grupos P e P+EGS—cap, *** p<0.05 entre os
grupos P+EGS—col e P+EGS-cap
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Figura 11 - Determinag&o da concentragao de INF-g nos sobrenadantes de
cultura de células de linfonodos de drenagem de camundongos C57BL/6
infectados com 10° formas promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia
e na presenca de extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de colonia ou
de captura (P, P+ESG-col e P+EGS-cap). * p<0.05 entre os grupos P e
P+EGS—col, ** p<0.05 entre os grupos P e P+EGS—cap, *** p<0.05 entre os
grupos P+EGS—col e P+EGS-cap
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Figura 12 - Determinagao da concentracao de IL-4 nos sobrenadantes de
cultura de células de linfonodos de drenagem de camundongos C57BL/6
infectados com 10° formas promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia
e na presenca de extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de colonia ou
de captura (P, P+ESG-col e P+EGS-cap). * p<0.05 entre os grupos P e
P+EGS—col, ** p<0.05 entre os grupos P e P+EGS—cap, *** p<0.05 entre os
grupos P+EGS—col e P+EGS-cap
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Figura 13 Determinagdo da concentragdo de IL-10 nos sobrenadantes de
cultura de células de linfonodos de drenagem de camundongos C57BL/6
infectados com 10° formas promastigotas de L. (L.) amazonensis na auséncia
e na presenca de extrato de glandula salivar de Lu. longipalpis de colonia ou
de captura (P, P+ESG-col e P+EGS-cap). * p<0.05 entre os grupos P e
P+EGS—col, ** p<0.05 entre os grupos P e P+EGS—cap, *** p<0.05 entre os
grupos P+EGS—col e P+EGS-cap

Sumarizando, no primeiro dia de infeccdo, observou-se baixos niveis de
citocinas tanto para resposta Thl quanto para resposta Th2 em ambos 0s
grupos inoculados com o parasito associado aos extratos de glandulas
salivares quando comparado aos animais infectados somente com parasito;
j& no sétimo dia de infeccdo, obteve-se niveis mais elevados de citocinas Th2
em ambos o0s grupos inoculados com parasito e os extratos das diferentes
glandulas salivares, enquanto que o grupo infectado somente com o parasito

apresentou uma maior expressdo de IL-12. Com o estabelecimento da

infecgcdo, no trigésimo e sexagésimo dia, 0s animais inoculados apenas com
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0 parasito mostraram uma resposta Thl mais proeminente com niveis mais
elevados de IL-12, INF-g e IL-2 que os grupos inoculados com parasito e 0s
extratos de glandulas salivares; os animais inoculados com parasito na
presenca de extrato de glandula salivar mostraram uma resposta Th2
proeminente, com niveis mais elevados de IL-4 e IL-10 quando comparado
ao grupo infectado somente com parasito, sendo mais expressiva a resposta
do grupo infectado com parasito associado ao extrato de glandula salivar de

colbnia.
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5. DISCUSSAO

A Leishmania (Leishmania) amazonensis € uma das 30 espécies de
Leishmania mais bem conhecidas que causa a leishmaniose no homem e ela
representa um importante agente de leishmaniose cutdnea na Ameérica do
Sul, a forma disseminada borderline e a forma anérgica difusa com
consequéncias severas para o paciente (Silveira et al., 2004).

Com o objetivo de determinar o papel da saliva do vetor na evolugéo da
infeccdo por Leishmania (L.) amazonensis, camundongos C57BL/6 foram
escolhidos como modelo experimental, uma linhagem de camundongo que
desenvolve lesdes crénicas com carga parasitaria persistente, diferentemente
guando infectados com L. major e L. braziliensis (Sacks & Noben-Trauth,
2002; Maioli et al., 2004).

Neste estudo, os animais foram co-inoculados com extrato de glandula
salivar (EGS) of Lu. longipalpis. Apesar de ndo ser o vetor classico de L. (L.)
amazonensis, a co-inoculagcdo de camundongos por esta espécie de parasito
e saliva de Lu. longipalpis tem sido utilizado e bem aceito na literatura
(Theodos et al., 1991; Norsworthy et al., 2004) uma vez que O
estabelecimento de coldnias de Lu. flaviscutellata ndo tem se mostrado facil.

Em adicdo, nos avaliamos os efeitos imunomodulatérios na
leishmaniose cutanea de saliva de vetor capturado em campo, uma
abordagem racional para verificar um cenario real de individuos que vivem
em area endémica e constantemente expostos a picadas de inseto de
campo. De fato, todos os relatos que dizem respeito aos efeitos de

exacerbacdo ou protecdo contra a infeccdo por Leishmania tém sido
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desenvolvidos com saliva de insetos colonizados em laboratorio,
provavelmente devido a dificuldade de se trabalhar com inseto capturado no
campo.

Este estudo mostrou que EGS de Lu. longipalpis capturado no campo
aumenta as lesdes causadas pela inoculagédo de L. (L.) amazonensis em
camundongos C57BL/6, porém em menor extensdo quando comparado com
EGS de vetor colonizado em laboratério e com pequena diferenca quando os
animais foram inoculados somente com o parasito.

O recrutamento de células inflamatérias e a replicacdo de parasitos
pode ser a causa das diferencas observadas nos tamanhos das lesbes dos
diferentes grupos experimentais. No grupo P+EGS-col, o numero de células
inflamatoérias recuperadas das lesdes foi maior que no grupo P+EGS-cap,
seguido pelo grupo controle. Além disso, durante o periodo de infecgcéo
estudado, os animais inoculados somente com 0 parasito mostraram uma
maior porcentagem de neutréfilos no sitio da infecgdo, células que tem um
papel importante na resposta protetora inicial contra Leishmania, como célula
efetora envolvida na morte dos parasitos (Laurenti et al., 1996) e
influenciando o desenvolvimento de resposta imune celular do tipo Thl
(McFarlane et al., 2008). Por outro lado, os macréfagos foram as células mais
abundantes recuperadas dos sitios inflamatérios nos animais co-inoculados
com EGS, em particular naqueles co-inoculados com EGS de vetor
colonizados, tanto na fase aguda como na fase cronica da infecgéo,
provavelmente como consequéncia do recrutamento de macréfagos
desencadeado pela saliva de Lu. longipalpis (Teixeira et al., 2005). O

tamanho da lesdo pode ser também influenciado pela presenca da saliva do
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vetor que sabidamente inibe a producdo de moléculas com potencial
leishmanicida como, 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio pelos macréfagos
assim como sua capacidade de apresentacdo de antigenos (Theodos et al.,
1991; Brodie et al., 2007), importantes eventos para o estabelecimento da
Leishmania, favorecendo o crescimento de parasitos dentro das células
hospedeiras. Estudos prévios mostraram um maior parasitismo tecidual em
camundongos infectados na presenca de EGS, especialmente naqueles co-
inoculados com EGS de vetor colonizados em laboratério, que nos controles
(Laurenti et al., 2005).

A saliva de Lu. longipalpis também € capaz de suprimir a resposta
proliferativa de células T (Titus, 1998 ; Rohousova et al., 2005). Nossos
experimentos mostraram uma menor porcentagem de células T CD4+ em
animais co-inoculatos com EGS de vetor colonizado em laboratério, seguida
de EGS de vetor capturado no campo, a partir do 7" dia de infeccao.

A porcentagem de células T CD8+ foi similar entre os diferentes grupos
experimentais, exceto ao 7" dia de infeccdo quando foi discretamente maior
no grupo controle. E sabido que as células T CD8 participam no controle da
infeccdo por Leishmania, através de citotoxicidade assim como através da
producéo de citocinas, especialmente do IFN-g um potente indutor da
producdo de Oxido nitrico (Muller et al., 1991; Herath et al., 2003 ; Ruiz &
Becker, 2007)

Em nossos experimentos, a producéo de IFN-gfoi expressiva apenas na
fase cronica, aos 60" dia de infeccdo, em todos os grupos experimentais e foi
significantemente maior nos animais inoculados apenas com 0s parasites

(p<0.05). Estes resultados sé&o consistentes com estudos prévios, nos quais o
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IFN-g foi detectado somente nos estagios adiantados da infeccdo (Afonso &
Scott, 1993; Maioli et al., 2004; Norsworthy et al., 2004). Em adicao, € sabido
gue saliva de Lu. longipalpis saliva determina uma marcada inibicdo da
producdo de IFN-g (Rohousova et al., 2005) o que provavelmente influenciou
0s menores niveis observados nos animais co-inoculados com saliva em
nossos experimentos (p< 0.05).

Em oposicao, IL-12 foi a citocina produzida em maiores niveis na fase
aguda, decaindo dramaticamente nos estagios tardios da infec¢do. Os
animais controles foram os que produziram 0s maiores niveis de IL-12
guando comparados a ambos 0s grupos co-inoculados com saliva (p<0.05).
Entre eles, os co-inoculados com EGS de vetor capturado foi o que
determinou nivel mais elevado de IL-12 (p<0.05). A IL-12 é sintetizada por
células apresentadoras de antigenos e direciona a resposta imune celular
para o tipo Thl com producdo de IFN-g e estd associada com o
desenvolvimento de resisténcia (Alexander et al., 1999); contudo, a saliva de
Lu. longipalpis suprime a producgéo de IL-12, como foi observado em nossos
experimentos, fomentando uma resposta imune celular do tipo Th2 (Brodie et
al., 2007). Digno de nota, é que a deteccédo de IL-12 na evolugdo da infeccao
nao se correlacionou com a producéao de IFN-g Recentemente, foi visto que a
infecgdo por L. amazonensis leva a inibicdo da resposta a IL-12 durante a
infecgéo, independente do hospedeiro (Jones et al., 2000) contribuindo com a
progresséo da doenca.

O aumento na producéo de IL-4 observada em nossos experimentos,
nao tem sido descrita na infeccéo por L. (L.) amazonensis (Maioli et al., 2004;

Norsworthy et al., 2004), mesmo na linhagem de camundongos BALBI/c,
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altamente suscetiveis (Ji et al., 2002). Em nossos experimentos, a co-
inoculacdo com EGS de Lu. longipalpis levou a um aumento na producgéo de
IL-4 principalmente ao 7° de infec¢do e na fase crbnica ao 60° dia pos-
infeccdo. Contudo, niveis baixos com pico menor de 40 pg/mL associados
com uma producdo transitéria vista em nossos experimentos reforcam as
observacdes encontradas de que IL-4 ndo € o principal modulador da
exacerbacéo da lesdo na infeccdo por L. (L.) amazonensis na presenca ou na
auséncia de saliva (Ji et al., 2003; Norsworthy et al., 2004)

Por outro lado, IL-10 tem sido implicada na progresséo da doenca e na
persisténcia de parasitos tanto na doenca humana como em animais
experimentais (Bourreau et al., 2001; Kane & Mosser, 2001; Norsworthy et
al., 2004). IL-10 tem um papel importante em controlar a producao de IFN-g
pelos linfécitos T suprimindo a producéo de IL-12 pelos macréfagos e células
dendriticas, além de suprimir a funcdo apresentadora de antigeno destas
células por diminuir a expressdao de moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade tipo Il (Nylén & Sacks, 2007).

Como descrito por outros autores (Brodie et al., 2007; Norsworthy et al.,
2004), nossos experimentos mostraram niveis substanciais de IL-10 durante
a infeccdo por L. (L.) amazonensis. O EGS de Lu. longipalpis promoveu um
aumento significativo da producdo de IL-10, assim 0s grupos co-inoculados
com saliva produziram niveis mais elevados (p< 0.05) quando comparados
aos animais controles, inoculados somente com os parasitos. Os animais
infectados na presenca de EGS de vetor capturado em campo induziram a
producdo de niveis menores de IL-10 (p<0.05) quando comparados aos

animais infectados na presenca de EGS de vetor colonizado em laboratério.
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Em resumo, apesar da producao de IL-12 na fase aguda e de IFN-g na
fase cronica da infeccdo, os camundongos C57BL/6 inoculados com
Leishmania (L.) amazonensis ndo curaram a infeccdo e desenvolveram
lesbes cronicas. Estas lesOes desenvolvidas quase na auséncia de IL-4
indicam que a suscetibilidade a este parasito nao € resultado da producéo de
IL-4, mas parcialmente devido a presenca de IL-10 que pode estar
bloqueando IL-12 e tornando o macrofago refratério aos efeitos de ativacao
de IFN-g, o qual contribui para a resolucdo da infeccéo. A saliva de vetor de
colénia aumentou a suscetibilidade suprimindo a resposta imune celular do
tipo Thl (IFN-g e IL-12) e estimulando uma resposta mais do tipo Th2 (IL-4 e
IL-10). J& a saliva de Lu. longipalpis capturada em campo levou a producao
de citocinas, embora em menores niveis, tanto de Thl como de Th2.

Como ja descrito em relacdo a outras espécies e também em colbnias
da mesma espécie (Wahba & Riera, 2006) é possivel que a composi¢cao de
proteinas da saliva de vetor capturado em campo seja diferente em relacéo a
saliva de vetor colonizado em laboratério, o que pode ser responsavel pelo
menor efeito visto na exacerbacédo da lesdo. Evidéncias em relagcédo a isto
foram descrita recentemente pelo nosso grupo (Laurenti et al., 2005).

Pelo que tem sido descrito na literatura, todos os estudos em relagéo ao
efeito de exacerbacdo da saliva do vetor nas lesdes causadas pela infeccao
por Leishmania tem sido desenvolvidos com a utilizagdo de saliva de vetor
oriundo de colénias de laboratério. Quando a mesma fonte de saliva foi
utilizada em nossos experimentos, resultados semelhantes foram

encontrados; porém, um fraco efeito de exacerba¢édo no tamanho da leséo foi



) 69
5. DISCUSSAO

observado quando EGS de Lu. longipalpis oriundo de captura em campo foi
utilizada.

Em concluséo, estes achados mostram que, na natureza, a saliva do
vetor pode nao ter um papel importante na facilitacdo da infecgcdo como
previamente descrito por outros autores. Como uma exacerbagao significante
nao foi vista sob condi¢cdes mais naturais de transmissdo do parasito (uso de
saliva de vetor capturado em campo), o foco em proteinas salivares como
candidatas para vacina contra Leishmania pode ndo ser relevante como
estratégia profilatica para prevencao da leishmaniose, uma doenca que afeta

milhdes de pessoas por todo o mundo.
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U Os camundongos C57BL/6, inoculados com formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis na presenca dos extratos de glandulas salivares de Lu.
longipalpis oriundos de colonia ou capturados em campo mostram um
tamanho de lesdao maior, tanto nas patas como nas orelhas, quando
comparado a camundongos infectados somente com 0 parasito; sendo que
este aumento foi mais evidente no grupo co-inoculado com o extrato de

glandula salivar de colonia.

U Maior numero de células inflamatérias foi recuperado dos tecidos
dérmicos das orelhas de camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.)
amazonensis na presenca dos extratos de glandulas salivares de Lu.
longipalpis colonizados e capturados em campo quando comparados ao
grupo inoculado somente com o parasito, tanto na fase aguda quanto na fase
cronica da infeccdo, sendo maior no grupo infectado na presenca do extrato

de glandula salivar de col6nia.

U A populacédo celular recuperada das lesdes desencadeadas pela
inoculagdo por L. (L.) amazonensis na orelha de camundongos C57BL/6 na
presenca dos extratos de glandulas salivares de Lu. longipalpis mostrou uma
maior expressao de macrofagos (células F4/80+), e menor de neutréfilos
(células Ly6+) e linfécitos (células CD3+, CD4+ e CD8+) quando comparado

a populacao celular recuperada do tecido dérmico das orelhas dos animais
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inoculados somente com o parasito, sendo que este perfil foi mais evidente

nos animais co-inoculados com a saliva de vetor oriundo de colbnia.

U A analise do perfil de citocinas produzidas pelas células de linfonodos de
drenagem de camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) amazonensis na
auséncia e na presenca dos extratos de glandulas salivares de Lu. longipalpis
oriundos de colbnia ou de capturado em campo mostrou No grupo co-
inoculado com o parasito e as salivas uma falha na resposta imune celular do
tipo Thl, com producéo de niveis mais baixos de IL-12, IFN-g e IL-2 quando
comparado ao grupo inoculado somente com o parasito. Em contrapartida, a
resposta imune celular do tipo Th2, avaliada pela producéo de IL-4 e IL-10,
foi mais proeminente nestes grupos, sendo que o grupo co-inoculado com o

extrato de glandula salivar de colonia este perfil foi mais evidente.

U O estudo mostrou diferencas importantes no efeito biol6gico de ambos os
extratos de glandulas salivares utilizados. Enquanto a saliva de vetor de
col6nia confirmou os efeitos de exacerbacao da infeccdo, a saliva de vetor de
captura mostrou um efeito de exacerbacdo mais discreto com um
comportamento intermedidrio entre o grupo co-inoculado com saliva de

coldnia e o grupo controle, animais inoculados somente com o parasito
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