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VIU

Avaliação da atividade inflamatória da saliva de L. longipalpis utilizando o modelo do 
bolsão inflamatório. CLARISSA ROMERO TEIXEIRA. A saliva do vetor flebotomíneo 
contém uma grande variedade de moléculas que modulam a resposta hemostátíca, imune e 
inflamatória do hospedeiro influenciando o estabelecimento do parasita. Neste trabalho, 
utilizamos o modelo do bolsão de ar em camundongos BALB/c e C57BL/6 com o objetivo de 
caracterizar a resposta inflamatória induzida pelo homogeneizado de glândula salivar (SGH) de 
Lutzomyia longipalpis. Em nossos resultados, foi possível observar uma cinética diferente de 
recrutamento celular entre as duas linhagens. Enquanto em BALB/c ocorreu o recrutamento 
significante de macrófagos e eosinófilos após doze horas, apenas neutrófílos foram recrutados em 
C57BL/6. Analisando as quimiocinas que poderiam estar envolvidas neste recrutamento 
diferenciado, detectamos um aumento na expressão de CCL2/MCP-1 induzido em BALB/c mas 
não em C57BL/6. Este dado foi confirmado quando camundongos BALB/c foram tratados com 
anticorpo monoclonal anti-CCL2/MCP-l ou bindarit, uma droga que inibe a síntese de 
CCL2/MCP-1. Estes tratamentos induziram uma redução no recrutamento de macrófagos, e na 
expressão de CCL2/MCP-1. A produção de CCL2/MCP-1 também foi observada in vitro quando 
macrófagos J774 foram expostos ao SGH. O efeito do SGH também foi neutralizado após pré- 
incubação com soro contendo anticorpos anti-SGH e também em camundongos pré-expostos a 
picadas de L. longipalpis. Com o objetivo de avaliar qual(is) molécula(s) da saliva estariam 
envolvidas neste efeito, utilizamos construções de cDNA e proteínas recombinantes da saliva de 
L. longipalpis como estímulo. Observamos que a proteína recombinante de 1 IkDa da saliva de L. 
longipalpis, assim como o seu cDNA, parece ter uma atividade inflamatória mais inicial. As 
proteínas recombinantes da família “yellow” e de 61 kDa e os cDNA equivalentes a estas 
proteínas teriam um efeito mais tardio. A combinação do SGH com a L. chagasi resultou em um 
efeito aditivo no recrutamento de neutrófílos e macrófagos quando comparado à resposta 
inflamatória induzida apenas pela L. chagasi nas duas linhagens. O SGH também modificou o 
perfil de expressão de CCL2/MCP-1, CCL4/MlP-lp, CCLll/eotaxina e CXCLI/KC induzida 
pelo parasita nas duas linhagens de camundongo. Estes resultados sugerem que a saliva de L. 
longipalpis desempenharia papel importante na modulação da resposta inflamatória do 
hospedeiro induzida pelo parasita resultando no recrutamento de uma maior quantidade de células 
inflamatórias para o local da picada.

Palavras-chave: flebótomo, saliva, leishmaniose, inflamação, quimiocinas.

RESUMO________________________________________________________________
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ABSTRACT

Evaluation of the inflammatory activity from L. longipalpis saliva in the air pouch model, 
CLARISSA ROMERO TEIXEIRA. Saliva of blood feeding arthropods contains a great variety 
of hemostatic, inflammatory and immunomodulatory molecules and has been incriminated in 
facilitating the establishment o f the parasite in their host. We report on the leukocyte 
chemoattractive effect o f salivary gland homogenate (SGH) from Lutzomyia longipalpis using an 
air pouch model in BALB/c and C57BL/6 mice. We were able to observe a different kinetics of 
cell recruitment between the two mouse strains. While SGH induced a significant increase in 
macrophage and eosinophil influx in BALB/c mice after twelve hours, only neutrophils were 
observed in the C57BL/6 exudate. Analyzing the expression of chemokines responsible for this 
differentiated effect, we observed an increased expression of CCL2/MCP-1 in BALB/c but not in 
C57BL/6 mice. In fact, treatment with Bindarit, an inhibitor of CCL2/MCP-1 synthesis, and also 
with a specific anti-MCP-1 mAb resulted in a drastic reduction of macrophage recruitment and 
inhibition of CCL2/MCP-1 expression in the lining tissue. CCL2/MCP-1 production was also 
seen in vitro when J774 murine macrophages were exposed to SGH. The SGH effect was 
abrogated by pre-incubation with serum containing anti-SGH IgG antibodies as well as in mice 
previously sensitized with L. longipalpis bites. To investigate which salivary molecules were 
responsible for this effect, we stimulated the air pouch using cDNA constructions and protein 
recombinants from L. longipalpis saliva. We observed that the 1 IkDa recombinat and its cDNA, 
induced an early inflamatory response, while recombinants and cDNA from the yellow family 
and 6 IkDa protein induced a late response. The combination SGH with L. chagasi resulted in na 
aditive effect on leukocyte recruitment when compared to L. chagasi alone in both mouse strains. 
SGH also modified CCL2/MCP-1, CCL4/MIP-lp, CCLl 1/eotaxin and CXCLl/KC expression 
induced by the parasite in both mouse strains. These results suggest that L. longipalpis saliva 
plays an important role in modulating host’s inflammatory response induced by the parasite 
recruiting more inflammatory cells to the site of inoculation.

Key words: sand fly, saliva, leishmaniais, inflammation, chemokines.
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1 INTRODUÇÃO

1.1. A LEISHMANIOSE

A leishmaniose é causada por protozoários do gênero Leishmania, ordem 
Kinetoplastida e família Trypanosomatidae. A Leishmania apresenta duas formas 
evolutivas distintas, uma forma promastigota flagelada e extracelular, encontrada no trato 
digestivo do vetor, flebotomíneos do gênero Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia 
no Novo Mundo (LAINSON et al., 1987); e a forma amastigota e intracelular parasitando 
células do sistema fagocítico mononuclear dos hospedeiros mamíferos onde multipicam- 
se por divisão binária. A transmissão do parasita ocorre quando a fêmea do vetor 
flebotomíneo infectado, ao realizar seu repasto sangüíneo, pica um determinado 
hospedeiro mamífero e inocula junto com a saliva as formas promastigotas infectantes 
(ALEXANDER et al., 1999).

A leishmaniose exibe manifestações clínicas diversas envolvendo o tegumento 
como na forma cutânea (LC), mucocutânea (LMC) ou difusa (LD) à uma forma visceral 
(LV) potencialmente fatal (PEARSON et al., 2000). Encontra-se presente em todos os 
continentes, com exceção da Oceania, sendo endêmica em 88 países das Américas do Sul 
e Central, África e Ásia. Por muitos anos, o impacto das leishmanioses na saúde pública 
tem sido grosseiramente subestimado em parte devido à falha no registro de casos que é 
obrigatório em apenas 32 dos países afetados. Estima-se que mundialmente 350 milhões 
de pessoas correm risco de infecção, cerca de 12 milhões apresentam alguma forma da 
doença e aproximadamente 1,5-2 milhões de novos casos de leishmaniose surgem por 
ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

No Brasil, os vetores responsáveis pela transmissão da L. (L.) chagasi ao homem 
são as espécies Lutozmyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo que a L. longipalpis é a 
principal espécie transmissora (BADARÓ et al., 1986; EVANS et al., 1992). A LV 
apresenta uma média anual de 3.156 casos distribuidos em 17 estados principalmente 
pelo Nordeste com 66% deles ocorrendo nos estados da Bahia, Ceará, Maranhão e Piauí 
(COSTA et al., 2005). Os casos de LV podem ser encontrados na área rural e peri-urbana 
atingindo áreas urbanas nos últimos anos. É um problema crescente de saúde pública no



país, com uma média anual de casos de 3.156 caso, incidência de dois casos/100.000 
habitantes e letalidade em torno de 10% nos últimos dez anos (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2004).

A situação crítca em que a leishmaniose ainda se encontra, além do tratamento 
problemático e ausência de vacina eficaz tem incentivado a busca por novos candiatos ao 
controle da doença. Nos últimos anos, a saliva do vetor e seus componentes têm 
despertado interesse como novo alvo em potencial para o controle da transmissão do 
patógeno através do desenvolvimento de novos candidatos a vacina.

1.2. MECANISMOS DE RESISTÊNCIA E SUSCETIBILIDADE NA LV 
EXPERIMENTAL

O desenvolvimento de modelos experimentais para o estudo da lesihmaniose 
permitiram a obtenção de evidências sobre a os mecanismos envolvidos na resistência ou 
suscetibiiidade a infecção pela Leishmania.

Na LC, por exemplo, a resistência a infecção pela L. major no modelo murino foi 
associado a capacidade de linfócitos T CD4+ em gerar IFN-y que ativa os macrófagos 
parasitados resultando na eliminação dos parasitas intracelulares (HEINZEL et al., 1989 e 
1991). Por outro lado, na LV, o modelo murino não reflete os aspectos da infecção ativa 
na LV humana. Camundongos considerados suscetíveis (BALB/c, C57BL/10) 
apresentam no início da infecção por L. donovani aumento da carga parasitária que é 
controlada numa fase tardia. Este controle é mediado pela produção de IFN-y produzido 
por células T espiênicas de camundongos BALB/c com a participação de células CD4+ e 
CD8+ (BARBOSA et al., 1987; MURRAY et al., 1982; STERN et al., 1988). A 
formação de granulomas hepáticos, geração de óxido nitrico (NO) e TNF-a também são 
responsáveis pelo controle parasitário nestes animais numa fase tardia da infecção 
(SQUIRES et al., 1989; TUMANG et al., 1994). A incapacidade de controlar a replicação 
por L. donovani no curso inicial da infecção em BALB/c está associada à diminuição da 
capacidade das células espiênicas produzirem IFN-y in vitro, mas não IL-4 ou IL-5 
(KAYE et al., 1991). Com o desenvolvimento da infecção, entretanto, a capacidade de 
produzir IFN-y contra o parasita é recuperada (MELBY et al., 2001). A IL-12, citocina



que estimula células T e NK a produzirem IFN-y, também desempenha um papel 
importante no controle da infecção neste modelo (TRINCHIERI, 1993; ENGWERDA et 
al., 1998; MURRAY, 1997). Os camundongos resistentes, como o CBA, são capazes de 
controlar a infecção pela L. donovani pelo desenvolvimento de uma resposta celular 
específica mediada por linfócitos T CD4+ e também por T CD8+. A produção endógena 
de IFN-y e TNF-a, a formação de granulomas hepáticos (KAYE et al., 1991; SQUIRES 
et al., 1989). Experimentos de re-infecção em animais que controlaram a infecção 
mostram que o fígado se torna resistente ao desafio, enquanto o baço não controla a 
infecção, sugerindo a existência de resposta imune órgão-específica (MURRAY et al., 
1992; ROUSSEAU et al., 2001).

Apesar do extenso uso do camundongo em estudos para LV, este modelo não 
reproduz as características da LV no homem. Uma das principais conseqüências da LV 
humana ativa é a supressão da resposta imune celular, acompanhada de uma intensa 
replicação parasitária no fígado, baço e medula óssea. Por outro lado, em áreas 
endêmicas, um grande número de indivíduos adquire a infecção subclínica, associada ao 
desenvolvimento de uma resposta celular antígeno específica, acompanhada da produção 
de IFN-y que os torna resistentes à infecção (CARVALHO et al., 1981 e 1985; BADARÓ 
et al., 1986). O camundongo, mesmo as linhagens consideradas suscetíveis, controlam a 
infecção por L. donovani, L. infantum e L. chagasi. Devido a estas limitações, o modelo 
murino de LV é considerado um bom modelo apenas para a avliação dos mecanismos que 
levam a replicação inicial do parasita e infecção sub-clínica. Estas características, no 
entanto, não o qualificam para estudos da progressão da doença como observada na LV 
humana ativa. As características clinicopatológicas da infecção do hamster com L. 
donovani resulta no crescimento lento da carga parasitária, caquexia, 
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia e supressão da resposta de 
células T a antígenos de Leishmania (PEARSON et al., 1990). Neste aspecto, o hamster 
tem sido caracterizado como um modelo de suscetibiiidade para LV que apresenta 
características semelhantes a doença ativa no homem.



Os flebotomíneos, assim como os demais artrópodes hematófagos, necessitam da 
alimentação sanguínea para sobrevivêncica e maturação de seus ovos. A obtenção de 
sangue pelo vetor flebotomíneo tem como maior desafio enfrentar as barreiras impostas 
pelo hospedeiro. Os animais vertebrados desenvolveram mecanismos eficientes de 
hemostasia para evitar a perda de sangue provocada por lesão vascular; agregação 
plaquetária, coagulação sanguínea e vasoconstricção. Como os flebotomíneos possuem 
peça bucal muito curta, são incapazes de penetrar nas camadas mais profundas da pele. 
Eles provocam a laceração dos capilares superficiais para que ocorra a ingestão do 
sangue (ADLER et al., 1926; LEWIS et al., 1975).

Para garantir o acesso ao alimento sangüíneo, a saliva inoculada no local da 
picada possui uma grande diversidade de substâncias farmacologicamente ativas com 
atividade vasodilatadora, anti-agregante plaquetária e anti-coagulante permitindo a 
formação de um “lago sanguíneo” (RIBEIRO et al., 1987 e 1995; STARK et al., 1998). 
Algumas destas moléculas já foram descritas e caracterizadas como a apirase, uma 
ATP/ADPase que inibe a agregação plaquetária encontrada na saliva de L. longipalpis e 
P. papatasi. Além da apirase, outros componentes como a prostaglandina E2 (PGE2) e 
prostaciclina também bloqueiam a agregação plaquetária e promovem a dilatação 
vascular (VALENZUELA et al., 2001). Existe uma certa diversidade nas moléculas com 
atividade anti-hemostática em flebotomíneos da mesma família. Enquanto os 
flebotomíneos do gênero Phlebotomus possuem AMP e proteína fosfatases com atividade 
(PP)-1/2A, a saliva de L. longipalpis possui níveis significantes de atividade (PP)-1/2A, 
mas não de AMP e adenosina (KATZ et al., 2000). Por outro lado, uma atividade tipo 5’- 
nucleotidase foi demonstrada em L. longipalpis mas não em P. papatasi (CHARLAB et 
al., 1999). Dentre as substâncias vasodilatadoras, os flebotomíneos do gênero 
Phlebotomus possuem adenosina como vasodilatador enquanto o gênero Lutzomyia 
possui o maxadilan (peptídeo de aproximadamente 7kDa), caracterizado como um 
potente vasodilatador responsável pero eritema observado no local da picada logo após a 
alimentação sanguínea (LERNER et al., 1991). O maxadilan também apresenta uma
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grande variação antigênica dentro da mesma espécie de flebotomíneos (LANZARO et al.,
1999).

A composição complexa da saliva, e o efeito combinado destes componentes que 
possuem atividade anti-hemostática, vasodilatadora e anti-coagulante são essenciais para 
sobrevivência e adaptação destes artrópodes hematófagos permitindo a obtenção de 
sangue como alimento.

1.4. ATIVIDADE IMUNOMODULATÓRIA DA SALIVA

A saliva também exerce um efeito direto sobre a função de células do sistema 
imune individualmente (Figura 1). A saliva de L. longipalpis foi capaz de inibir a 
produção de IL-10 e TNF-a e elevar a produção de IL-6, IL-8 e IL-12p40 por monócitos 
e células dendriticas humanas estimuladas com LPS. A expressão de moléculas co- 
estimulatórias, importantes na ativação e manutenção da resposta de linfócitos T também 
foi alterada em monócitos (elevação de CD86 e FILA-DR) e macrófagos (redução de 
CD80 e elevação de HLA-DR). A redução na expressão destas moléculas também foi 
observada na diferenciação de células dendriticas e na maturação induzida por CD40L 
(COSTA et al., 2004). Recentemente, foi demonstrado que a cultura de células espiênicas 
de camundongos BALB/c incubadas com a saliva de P. papatasi, P. sergenti ou L. 
longipalpis reduziu a proliferação de linfócitos induzida por concanavalina A, assim 
como a produção de IFN-y, IL-2 e IL-4. Embora a saliva destas três espécies tenha sido 
capaz de induzir alterações na resposta linfocitária e na produção de citocinas a 
intensidade da atividade imunomodulatória foi diferente para as três espécies 
(ROHOUSOVÁ et al., 2005).

A saliva dos flebotomíneos também é capaz de induzir um processo inflamatório 
inicial no hospedeiro, levando ao recrutamento de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos. 
Recentemente, foi demonstrado um intenso infiltrado inflamatório no local da picada em 
camundongos BALB/c expostos a repetidas picadas de L. longipalpis. A  inoculação de 
soro proveniente destes animais picados por L. longipalpis e previamente incubado com 
SGH do mesmo vetor provocou uma resposta inflamatória inicial com a presença quase



que exclusiva de neutrófilos, sugerindo a participação de imunocomplexos em gerar uma 
resposta inflamatória (SILVA et al., 2005). Esta atividade pró-inflamatória da saliva 
também já havia sido observada na saliva de P. duboscqi, L. longipalpis e P. papatasi 
onde 0  recrutamento de macrófagos resultou em benefício para a Leishmania (ANJILl et 
al., 1995; ZER et al., 2001). O recrutamento celular inicial é um fator importante no 
estabelecimento da infecção por Leishmania. já que a composição celular resultante 
poderá facilitar ou dificultar o crescimento do parasita no interior destas células.

1.5. A SALIVA DE FLEBOTOMÍNEOS NA INFECÇÃO PELA Leishmania

Durante o processo de alimentação do flebotomíneo, a Leishmania também é 
inoculada na derme junto com a saliva. A modificação da resposta imune e inflamatória 
do hospedeiro pela saliva favorece também o parasita, desempenhando papel relevante no 
estabelecimento da infecção. Em modelos experimentais já foi demonstrado que a co- 
inoculação do homogeneizado de glândula salivar (SGH) de L. longipalpis com 
Leishmania major resultou em uma exacerbação significativa da lesão e da carga 
parasitária. Este efeito tornava-se ainda mais evidente quando baixos inóculos (lO' a 10 )̂ 
do parasita eram utilizados na infecção (BELKAID et al., 1998; TITUS et al., 1988). 
Posteriormente foi demonstrado que o maxadilan co-inoculado com L. major levava a um 
aumento da lesão sugerindo que uma única molécula seria responsável pelo efeito 
exacerbador da lesão (MORRIS et al., 2001). A infecção pela L. braziiiensis, que mesmo 
em camundongos suscetíveis termina em cura espontânea, na presença do SGH de L. 
longipalpis resultou na formação de lesões cutâneas progressivas com a presença de 
macrófagos densamente parasitados e persistência de granulócitos (LIMA et al., 1996; 
DONNELLY et al., 1998; SAMUELSON et al., 1991). A inoculação da saliva de L. 
longipalpis com L. amazonensis também levou a formação lesões maiores que se 
desenvolveram rapidamente com um número maior de parasitas na orelha de 
camundongos BALB/c (THIAKAKI et al., 2005).



Diversos trabalhos têm demonstrado que a exposição do hospedeiro a saliva dos 
flebotomíneos resulta em uma resposta imune contra seus componentes. Esta resposta é 
ampla, abrangendo desde uma resposta humoral com a produção de anticorpos 
especifícos, até uma resposta celular com a produção de uma reação de hipersensibilidade 
tardia (RHT). Em animais expostos a picadas de flebótomos ou inoculados com o SGH, 
ocorre o desenvolvimento de níveis elevados de anticorpos anti-saliva (BELKAID et al., 
1998; GHOSH et al., 1998; BELKAID et al., 2000; VALENZUELA et al., 2001; VOLF 
et al., 2001). Camundongos BALB/c expostos a picadas de L. longipalpis produziram 
anticorpos anti-saliva com um predomínio de IgG, particularmente IgGl, mas não de 
lgG2a e IgG2b anti-saliva (MONTEIRO et al., 2005). A IgG total presente nestes 
animais reagiu predominantemente com três bandas protéicas presentes no SGH de L. 
longipalpis (16, 44 e 45 kDa). Recentemente foi demonstrado que camundongos expostos 
a picadas de P. papatasi, P. sergenti ou L. longipalpis produziram anticorpos especifícos 
contra os antígenos únicos da saliva de cada vetor (THIAKAKI et al., 2005).

A produção de resposta imune contra a saliva também desempenha um papel 
importante na proteção contra a infecção pelo parasita. Diversos trabalhos têm 
demonstrado que ao mesmo tempo que a saliva dos flebotomíneos exacerba a infecção 
pela Leishmania, a pré-exposição a saliva ou a picadas de flebotomíenos não-infectados 
resulta em redução drástica da lesão a uma infecção subsequente ( TITUS et al., 1988; 
BELKAID et al., 1998 e 2000). A pré-exposição de camundongos a picadas de P. 
papatasi ou inoculação do SGH deste mesmo vetor, foi capaz de bloquear o 
estabelecimento da infecção por L. major (BELKAID et al., 1998 e 2000; 
VALENZUELA et al., 2001). Camundongos BALB/c imunizados com a saliva de L. 
longipalpis desenvolveram proteção parcial contra desafío com L. amazonensis e a saliva 
resultando em lesões menores que se desenvolveram lentamente (THIAKAKI et al., 
2005). O exato papel destes anticorpos na exacerbação ou proteção à infecção por 
Leishmania ainda não está totalmente esclarecido. Em áreas endêmicas para 
leishmaniose, a exposição a picadas de flebótomos não-infectados pode influenciar a 
epidemiologia da doença. A presença de anticorpos anti-saliva de L. longipalpis foi
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detectada no soros de crianças que residem numa área endêmica para LV no Maranhão, e 
uma forte correlação foi encontrada entre altos níveis de anticorpos IgG anti-saliva e uma 
reação de hipersensibilidade tardia (RHT) anú-Leishmania, sugerindo que anticorpos 
anti-saliva de flebotomíneos no homem podem servir como marcadores importantes de 
exposição a vetores da leishmaniose nestas áreas (BARRAL et al., 2000). Posteriormente 
em outro trabalho nesta mesma área endêmica, crianças que tinham RHT mú-Leishmania 
positivo, e, portanto, estariam protegidos contra a infecção, desenvolveram uma resposta 
de anticorpos IgG anti-saliva de L. longipalpis. Por outro lado, crianças da mesma área 
que apresentavam somente resposta sorológica positiva para antígenos de Leishmania e 
RHT anú-Leishmania negativo apresentam baixos níveis de anticorpos anti-saliva. No 
soro dos indivíduos que converteram o RHT para Leishmania, foram detectados 
principalmente as subclasse IgGl e IgE caracterizando uma resposta mista (Thl/Th2) que 
também tem sido descrita em indivíduos expostos a picadas de outros vetores. Os 
antígenos salivares reconhecidos pelos anticorpos anti-saliva presentes nos soros estava 
dispostos no grupo de proteínas com pesos moleculares de aproximadamente 45, 44, 43, 
35, 27 e 16 kDa (GOMES et al., 2002). Recentemente foi observada a presença de altos 
níveis de IgG anti-saliva de P. sergenti e P. papatasi em indivíduos residentes em uma 
área endêmica para L. tropica em Saniiurfa (Turquia). Neste estudo, indivíduos com 
lesões ativas causadas por L. tropica apresentavam níveis mais elevados de IgG anti-P. 
sergenti do que indivíduos saudáveis da mesma área, enquanto os níveis de IgG anti-P. 
papatasi foram semelhantes para ambos os grupos (ROHOUSOVÁ et al., 2005). A 
produção de anticorpos contra moléculas da saliva parece também dificultar a 
alimentação sanguínea do vetor em animais sensibilizados. 0  repasto sanguíneo de P. 
argentipes em hamsters imunizados com picadas deste mesmo vetor resultou em redução 
no percentual de ingestão sangüínea e aumento da mortalidade dos flebótomos a medida 
que os níveis de anticorpos anti-saliva aumentaram nestes animais (GHOSH et al., 1998).

Exposições repetidas à saliva do flebotomíneo, também levam ao 
desenvolvimento de imunidade celular no hospedeiro contra os produtos salivares, 
caracterizada por uma RHT com a presença de células inflamatórias recrutadas para o 
local da picada. O desenvolvimento de RHT também pode refletir uma adaptação do 
vetor à resposta imune do hospedeiro, já que o desenvolvimento deste tipo de resposta



facilita a alimentação do vetor devido a um aumento do fluxo sanguíneo no local da 
reação (BELKAID et al., 2000). Outro aspecto relevante relacionado ao desenvolvimento 
de uma RHT, é a proteção contra Leishmania que ela promove em animais que 
desenvolvem preferencialmente este tipo de resposta. Esta reação tornaria o local da 
picada em um ambiente inóspito para o estabelecimento da infecção pela Leishmania, ou 
modificaria o microambiente, contribuindo para o desenvolvimento dos eventos iniciais 
que iriam influenciar a resposta imune do hospedeiro contra a Leishmania. A importância 
do desenvolvimento de uma RHT na proteção contra a infecção foi evidenciada quando 
uma proteína de 15 kDa, isolada da saliva de P. papatasi (PpSP15), foi capaz de bloquear 
a transmissão da L. major. Animais imunizados com PpSP15 ou o plasmídeo contendo a 
seqüência SP15, tornaram-se resistentes a um desafio posterior constituído do parasita 
mais saliva. Os animais imunizados apresentaram uma intensa resposta celular (RHT) e 
alta produção de anticorpos. Mesmo camundongos deficientes de células B, quando 
imunizados com o plasmídeo, mostraram proteção contra um desafío posterior, sugerindo 
que a resposta imune celular, caracterizada por RHT, recrutaria células inflamatórias para 
o sítio da infecção, como por exemplo, macrófagos ativados, que produziriam NO, 
radicais livres de oxigênio e IL-12 resultando em um ambiente inóspito para o 
estabelecimento da Leishmania (VALENZUELA et al., 2001).

Até o momento, o estudo da saliva em modelos experimentais ou in vitro tem 
esclarecido mecanismos importantes, que envolvem aspectos diversos da doença como a 
imunidade contra a Leishmania e o estabelecimentodo parasita no hospedeiro que até 
então eram estudados apenas com relação ao parasita isoladamente. Estes novos aspectos 
também abrem novas perspectivas quanto a possíveis novos candidatos para a construção 
de uma vacina eficaz em combinação com antígenos do parasita (Anexo I).

1.7. QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES

As quimiocinas constituem uma superfamília de proteínas com baixo peso molecular 
(8 a 17 kDa) responsáveis pelo controle da migração e ativação de leucócitos. 
Atualmente, as quimiocinas e moléulas de adesão são reconhecidas como os principais 
controladores da migração leucocitária (MOSER et al., 2004). As quimiocinas foram



originalmente isoladas e identificadas como citocinas capazes de atrair e recrutar 
seletivamente populações de leucócitos. Também desempenham funções que vão além 
do recrutamento de leucócitos. Têm participação essencial na organogênese, crescimento 
e metástase de células tumorais, na recirculação homeostática de leucócitos e na 
interação vírus e células hospedeiras (CHRISTOPHERSON II et al., 2001; ROSSI et al., 
2000). Na sua maioria, são secretadas por uma variedade de células, incluindo 
leucócitos, células epiteliais e endoteliais, fíbroblastos e outros tipos celulares em 
resposta a vários estímulos exógenos e endógenos como citocinas pró-inflamatórias, 
lipopolissacarídeos e diversos patógenos (MOSER et al., 2004).

As quimiocinas podem ser classificadas de acordo com a posição de resíduos de 
cisteína localizados na região N-terminal destas moléculas. São designadas, CC, CXC e 
CXXXC, onde o C representa o número de resíduos de cisteína e X representa outros 
aminoácidos. As famílias das CXC e CC quimiocinas englobam a maioria das 
quimiocinas. As quimiocinas CXC são divididas em duas sub-famílias: ELR, que possui 
uma seqüência de três aminoácidos (Glu-Leu-Arg) que precede as duas primeiras 
cisteínas da molécula, e não-ELR que não possui esta seqüência. A presença desta 
seqüência está relacionada a um efeito predominante sobre a atração de neutrófilos e a 
ausência desta seqüência está relacionada com a migração de linfócitos (BAGGIOLINI et 
al., 2001). As quimiocinas CC atraem principalmente monócitos e linfócitos T, apesar de 
serem também quimiotáticas para basófilos, eosinófilos e células NK. Dois outros grupos 
menores não fazem parte destas famílias, sendo designadas como família C e família 
CX3C (MACKAY et al., 1997; ROLLINS et al., 1997). A quimiocina XCLl/linfotactina, 
da família C, tem sido descrita como sendo quimiotática para subpopulações específicas 
de linfócitos B e T. A CXSCLl/Fractalcina, única quimiocina CX3C, tem potente 
atividade quimiotática para linfócitos T, células NK e monócitos ( KENNEDY et al., 
1995; BAZAN et al., 1997; HEDRICK et al., 1997).

As quimiocinas exercem suas funções pela ligação a receptores presentes na 
superfície das células. A mensagem transmitida pelas quimiocinas é decodificada por 
receptores que iniciam uma sinalização que irá resultar em múltiplas respostas celulares 
que envolvem quimiotaxia, adesão e ativação de leucócitos. Os 21 receptores de 
quimiocinas descritos pertencem à família de receptores que atravessam sete vezes a
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membrana celular, com a porção intracelular ligada à proteína G ( SAUNDERS et al., 
1999; MURDOCH et al., 2000). A família das quimiocinas e seus receptores é 
caracterizada como um sistema redundante onde a maioria dos receptores de quimiocinas 
liga mais de uma quimiocina, além disso, diferentes tipos de células podem expressar 
vários destes receptores, de modo que se um ligante ou um receptor estiver defeituoso, 
um conjunto de quimiocinas ou receptores alternativos podem efetuar a função biológica 
na célula (MANTOVANI et al., 1999). Outra característica interessante deste sistema é 
que a função resultante de um mesmo receptor pode variar dependendo do ligante, assim 
como do microambiente em que ele se encontra (KENAKIN et al., 2003).

Microorganismos infecciosos podem diretamente estimular a produção de citocinas 
por células residentes como células dendriticas, macrófagos e linfócitos T yô pelo 
reconhecimento através de receptores como os tipo Toll (JANEWAY et al., 2002). A 
quimiocinas desempenham papel importante na resposta imune contra diferentes 
patógenos através da regulação e mobilização de subpopulações apropriadas de 
leucócitos capazes de exercer mecanismos antimicrobianos nos tecidos infectados 
(MANHHEIMER et al., 1996; ALIBERTI et al., 1999; RITTER et al., 2000). Portanto, a 
produção local de quimiocinas pode ser considerada como alvo fundamental para ação 
dos mecanismos de escape de patógenos que podem criar um microambiente favorável 
para a progressão e cronicidade da infecção.

1.8. QUIMIOCINAS E A RESPOSTA INFLAMATÓRIA NA LEISHMANIOSE

Na leishmaniose, o desenvolvimento de uma resposta celular é fundamental para a 
defesa do hospedeiro e controle da doença. Neste aspecto, as quimiocinas desempenham 
papel relevante como o recrutamento de leucócitos e ativação celular, participação na 
imunidade mediada por células e atividade leishmanicida.

A resposta inflamatória é iniciada no local da picada one a saliva do vetor e o 
parasita são depositados. Neste local, células residentes são capazes de produzir 
rapidamente quimiocinas e citocinas, desencadeando rapidamente uma resposta 
inflamatória (SPELLBERG et al., 2000). Logo nas primeiras horas após a infecção, a
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primeira população celular que migra para o local da picada é formada basicamente por 
neutrófilos recrutados pela produção de quimiocinas que atraem preferencialmente este 
tipo celular. Na infecção experimental com L. major ocorre uma produção rápida de 
MlP-2 e CXCLl/KC na pele de animais infectados (MULLER et al., 2001). A infecção 
de macrófagos in vitro também resulta em uma rápida produção de IL-8 por macrófagos 
humanos e CXCLl/KC por macrófagos murinos (BADOLATO et al., 1996; RACOOSIN 
et al., 1997). No homem, neutrófilos infectados com L. major também secretam IL-8, o 
que resulta no recrutamento de mais neutrófilos para o local (LAUFS et al., 2002). A 
própria Leishmania libera um fator quimiotático para neutrófilos conhecido como fator 
quimiotático da Leishmania que também contribui para uma intensa migração inicial de 
neutrófilos (VAN ZANDBERGEN et al., 2002). Todas estas quimiocinas recrutam 
preferencialmente neutrófilos que são capazes de fagocitar e destruir o parasita 
rapidamente. Os neutrófilos também podem ser infectados levando a produção de 
CCL4/MIP-1P e apoptose tardia destas células (AGA et al., 2002; VAN ZANDBERGEN 
et al., 2004). A produção de CCL4/MIP-ip induz a migração de macrófagos para o local 
para fagocitose dos neutrófilos apoptóticos, o que leva a produção de TGF-p e PGE2. A 
produção destas moléculas resulta na desativação de macrófagos caracterizando uma 
entrada “silenciosa” da Leishmania no hospedeiro (FADOK et al., 1998; LASKAY et al., 
2003; RIBEIRO-GOMES et al., 2004).

Após a migração inicial de neutrófilos, os macrófagos formam a segunda população 
de leucócitos que migra para o local da infecção. A infecção por L. major induz a 
produção de CCL2/MCP-1 por macrófagos humanos e murinos (BADOLATO et al, 
1996; RACOOSIN et al., 1997). Comparando o padrão de expressão de quimiocinas na 
lesão de indivíduos com LC e LD causadas por L. mexicana foi possível observar que as 
lesões dos indivíduos com LC apresentavam expressão aumentada de CCL2/MCP-1, 
CXCL9/MIG e CXCLIO/IP-10; enquanto nas lesões de indivíduos com LD predominava 
CCL3/MIP-la (RITTER et al., 1996). Camundongos C57BL/6 (resistentes) e BALB/c 
(suscetíveis) apresentaram expressões significativamente diferentes de várias quimiocinas 
após infecção pela L. major. Os linfonodos de camundongos resistentes infectados com 
L. major expressavam significativamente mais CCL2/MCP-1, CXCLlO/IP-10 e 
XCLl/linfotactina que os linfonodos de camundongos suscetíveis, indicando que estas
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quimiocinas podem ter um papel importante no desenvolvimento da imunidade do 
hospedeiro contra L. major.

As células NK também migram rapidamente para o local da infecção atraidas pela 
expressão de CXCLlO/IP-10 induzida pela infecção pela L. major e L. braziiiensis 
(LASKAY et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2004). Estas células são produtoras de IFN-y e 
sua produção precoce pode influenciar a definição de uma reposta Thl. A importância 
desta quimiocina na infecção foi demonstrada quando a administração de CXCLlO/IP-10 
recombinante em camundongos BALB/c aumentou a atividade das células NK e a 
resistência contra L. major (VESTER et al., 1999). Outra quimiocina, o CCL5/RANTES, 
também foi relacionado a resistência à infecção por L. major. O tratamento de 
camundongos resistentes infectados com L. major com met-RANTES, um antagonista 
funcional dos receptores desta quimiocina, tornou esses animais suscetíveis à infecção 
(SANTIAGO et al., 2004).

Na leishmaniose visceral, o padrão de quimiocinas encontrado no baço e fígado de 
camundongos infectados é diferente, o que sugere uma participação importante destas 
proteínas no processo de formação de granuloma e controle da parasitemia nestes órgãos. 
Esta diferença foi observada quando camundongos infectados com L. donovani 
desenvolveram uma rápida produção de CCL3/MIP-la , CCL2/MCP-1 e CXCLlO/IP-10 
(COTTERELL et al., 1999). Os macrófagos atraídos pela produção de CCL3/MIP-la e 
CCL2/MCP-1, após estimulação com IFN-y, parecem ser a fonte de produção de 
quimiocinas que favorecem uma reposta Thl como o CXCLIO/IP-IO. A expressão de 
CXCLIO/IP-IO permanece elevada durante a fase tardia, o que permite a formação do 
granuloma no fígado. Entretanto, no baço de animais infectados, ocorre a produção de 
citocinas do tipo Thl e Th2, o que é compatível com a expressão contínua de 
CCL2/MCP-1 e não CXCLlO/IP-10 sugerindo que o recrutamento de macrófagos e não 
de linfócitos T para o baço resultaria na persistência do parasita no baço e não no fígado 
(ROUSSEAU et al., 2001). A produção de CXCLlO/IP-10, amplificada por células T 
também foi essencial para permitir a formação do granuloma hepático e na resposta 
inflamatória, conferindo resistência a esses animais (COTTERELL et al., 1999). Em 
outro trabalho foi demostrado que camundongos deficientes de CCR2, CCR5 ou
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CCL3/MIP-la, infectados com L. donovani, apresentaram uma baixa produção de IFN-y 
durante a fase inicial da infecção. Durante a fase crônica da doença, as concentrações de 
IFN-y aumentaram nos camundongos deficientes de CCR5 e CCL3/MIP-la, e o aumento 
desta citocina foi correlacionada com uma diminuição da carga parasitária, sugerindo que 
CCR2, CCR5 e CCL3/MIP-la teriam papel importante na geração de IFN-y participando 
da defesa do hospedeiro contra L. donovani (SATO et al., 1999). A ausência do receptor 
CCR2 em camundongos infectados com L. donovani também está associada à migração 
reduzida de células de Langerhans para o linfonodo, resultando em uma redução 
nonúmero de células dendriticas CD8a+ (SATO et al., 2000).

As quimiocinas e seus receptores também podem exercer papel importante na 
polarização do padrão de resposta imune (SALLUSTO et al., 1998). Em camundongos 
suscetíveis à infecção pela L. major, a migração de células dendriticas para o linfonodo e 
baço que é dependente de CCR2 e CCR7, é bloqueada em camundongos deficientes para 
CCR2 que apresentam redução significante na sensibilização de linfócitos Thl (SATO et 
al., 2000). Camundongos infectados pela L. donovani também apresentam expressão de 
CCR7 reduzida nas células dendriticas, impedindo sua migração e resultando em 
progressão da infecção (ATO et al., 2002). O CCRl também parece desempenhar papel 
importante na produção de citocinas do tipo Th2 na infecção pela L. major mas não para 
mediar a migração de macrófagos para os linfonodos ou para a lesão (RODRIGUEZ- 
SOSA et al., 2003). Já o CXCR3 parece ter um papel importante na defesa contra a 
infecção pela L. major. Camundongos deficientes para CXCR3 não são capazes de 
controlar a infecção pois apesar de desenvolverem uma resposta Thl ocorre um bloqueio 
na produção de IFN-y na lesão (ROSAS et al., 2005).

Na leishmaniose, algumas quimiocinas também apresentam a capacidade de ativar 
macrófagos induzindo atividade leishmanicida. Este efeito foi observado na produção de 
CCL2/MCP-1 durante a infecção por L. major e L. donovani (RITTER et al., 1996 e
2000). A produção de CCL2/MCP-1 e CCL3/MIP-la também estão relacionadas ao 
controle da infecção in vitro pela L. infantum e na infecção pela L. donovani por um 
mecanismo que envolve a produção de óxido nitrico (BHATTACHARYYA et al., 2002).

A avaliação do papel de quimiocinas e receptores na lesihmaniose confirmam a 
importânica destas proteínas em mediar a resposta inflamatória. O perfil de quimiocinas
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produzidas pode ser modificado dependendo da espécie e virulência do parasita o que 
resulta no recrutamento de uma determinada população de leucócitos como células 
hospedeiras ou células que mediariam a destruição do parasita (Anexo II).

1.9.M 0DEL0 DO BOLSÃO DE AR

O modelo do bolsão de ar ou “air pouch” foi desenvolvido inicialmente por Selye e 
colaboladores em 1953 para estudar mecanismos da hidrocortisona na resistência dos 
tecidos a agressões utilizando o óleo de cróton como estímulo. Uma grande vantagem 
que este modelo de inflamação in vivo oferece é a criação de um ambiente delimitado por 
uma estrutura que recobre o limite interno semelhante a uma membrana sinovial. A 
formação desta cavidade permite a coleta e análise fenotípica das células que migram em 
resposta a uma pequena quantidade de estímulo (TESSIER et al., 1998; MATTE et al., 
2002; FORGET et al., 2005). A formação da membrana sinovial é resultante do 
rompimento mecânico do tecido conectivo subcutâneo devido a inoculação repetida de ar. 
Seis dias após a formação inicial do bolsão de ar, já é possível observar a formação desta 
membrana o que permite o estudo de estímulos com atividade inflamatória (EDWARDS 
et al., 1981; SEDGWICK et al., 1983). Uma desvantagem do modelo é a ausência de 
mastócitos como células residentes que podem influenciar a resposta inflamatória através 
da produção de citocinas e quimiocinas (CARVALHO et al., 2005).

Vários trabalhos tem utilizado este modelo para estudos que avaliam o efeito de 
estímulos na inflamação aguda e crônica até a formação de tecido de granulação 
(GILROY et al., 1998). A estimulação do bolsão de ar com lipídio A permitiu a 
avaliação do papel do CD44 e IL -la  na resposta inflamatória induzida por este estímulo 
(MATSUKURA et al., 1998). Em um trabalho que comparava o efeito de três corticóides 
in vivo, foi possível detectar diferenças na velocidade e intensidade anti-inflamatória das 
drogas testadas (RULL et al., 2003).

Recentemente, diversos trabalho têm demonstrado a utilidade do modelo do bolsão 
de ar também na avaliação da resposta inflamatória induzida pela Leishmania. A 
utilização deste modelo possibilitou a detecção de diferenças na resposta inflamatória



iniciai e produção de citocinas e quimiocinas induzida entre a L. major e L. donovani ou 
entre cepas de L. braziiiensis (MATTE et al., TEIXEIRA et al., 2005b). Em outro 
trabalho mais recente também foi possível observar o efeito modulatório da Leishmania 
na indução da proteína tirosina fosfatase (SHP-I) do hospedeiro utilizando o modelo do 
bolsão de ar (FORGET et al., 2005).

Figura 1: Efeitos da saliva de Lutzomyia longipalpis no hospedeiro vertebrado. (I) 
Infiltrado inflamatório, (2) resposta imune humoral, (3) formação de imuno-complexos e 
(4) regulação da expressão de moléculas coestimulatórias e citocinas nas células 
apresentadoras de antígenos (TEIXEIRA et al., 2005a).
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose pemianece como um problema grave de saúde pública mundial 
ainda sem perspectivas para um novo tratamento ou vacina. Recentemente, o estudo da 
saliva do vetor tem aberto caminhos na busca por novos candidatos à vacina.

O controle da infecção pelo hospedeiro requer o recrutamento de leucócitos para o 
local da infecção resultando na eliminação do parasita e resolução da infecção. Para que 
este controle ocon-a, os eventos iniciais que mediam a interação parasita-hospedeiro 
como a resposta inflamatória têm papel fundamental. Na lesihmaniose, a resposta 
inflamatória ocorre logo após a inoculação do parasita na pele durante a alimentação 
sanguínea envolvendo uma rápida acumulação de leucócitos. Este processo inflamatório 
é controlado e dependente da produção de moléculas de adesão e quimiocinas que atraem 
determinados subtipos celulares para o local da picada definindo o curso da infecção. A 
saliva, inoculada junto com o parasita na pele, possui uma grande diversidade de 
componentes que permitem a obtenção de sangue como alimento. Diversos trabalhos têm 
demonstrado que a saliva do vetor desempenha papel essencial no estabelecimento da 
Leishmania, e que a imunidade gerada contra os componentes da saliva são capazes de 
induzir resposta protetora contra a infecção. Estas moléculas também são capazes de 
induzir uma resposta inflamatória no local da picada que ainda não foi bem caracterizada.

A identificação dos leucócitos que migram para o local da picada e caracterização 
das quimiocinas envolvidas neste processo, além da determinação do(s) componente(s) 
da saliva responsáveis por este processo são de extrema importância para o 
esclarecimento dos fatores que envolvem a modulação dos componentes da saliva na 
resposta do hospedeiro.
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3 HIPÓTESE

A saliva de Lutzomyia longipalpis induz unma resposta inflamatória diferenciada 
no local da picada em camundongos BALB/c e C57BL/6 resultando em um perfil mais 
permissivo à infecção pela Leishmania chagasi.

4 OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do homogeneizado de glândula salivar (SGH) de Lutzomyia 
longipalpis no recrutamento de diferentes tipos celulares e sua influência na resposta 
inflamatória induzida pela Leishmania chagasi utilizando o modelo do bolsão de ar.

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

4.2.1. Avaliar o efeito do SGH de L. longipalpis no recrutamento celular no modelo do 
bolsão de ar induzido em camundongos BALB/c e C57BL/6;

4.2.2. Avaliar o perfil de quimiocinas produzidas em resposta ao SGH no modelo do 
bolsão de ar induzido em camundongos BALB/c e C57BL/6;

4.2.3. Avaliar o efeito de moléculas da saliva de L. longipalpis no recrutamento celular 
uitilizando o modelo do bolsão de ar;

4.2.4. Investigar o efeito do SGH no perfil de expressão de quimiocinas e no 
recrutamento celular induzido pela L. chagasi.
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5 M A T ER IA L E M ÉTO D O S

5.1. Animais

Camundongos BALB/c e C57BL/6, machos (4-6 semanas) foram criados e 
mantidos com água e ração comercial balanceada ad libitum  no biotério do Centro de 
Pesquisas Gonçalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ). O projeto foi submetido e aprovado 
pelo Comitê de Ética Animal do CPqGM - FIOCRUZ.

5.2. Parasita

Promastigotas de L. chagasi (MHOM/BROO/MER/STRAIN2) foram cultivadas 
em meio Schneider (Sigma, St. Louis, MO, EUA) suplementado com soro bovino fetal 
20% (Cripion, Brasil), L-glutamina 2mM, penicilina lOOU/ml e streptomicina lOOfxl/ml 
(Sigma, St. Louis, MO, EUA).

5.3. Obtenção e preparo do SGH de L. longipalpis

Fêmeas de L. longipalpis com 5-7 dias (cepa Cavunge) foram mantidas no 
Insetário do Laboratório de Imunoparasitologia/CPqGM. Os machos foram alimentados 
com uma solução de glicosse e as fêmeas alimentadas em hamsters {Mesocricetus 
auratus) anestesiados. As glândulas salivares foram obtidas de fêmeas mantidas no 
laboratório com 5-7 dias após eclosão das larvas. Após dissecação, as glândulas foram 
estocadas em uma solução PBS estéril a -70°C. Imediatamente antes do uso, as glândulas 
erão sonicadas e centrifugadas a 10,000g por 2 minutos e o sobrenadante (SGH, 
homogeneizado de glândula salivar) utilizado para os experimentos.
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O bolsão de ar foi realizada pela inoculaçãos de 4 ml de ar na superfície dorsal de 
camundongos BALB/c e C57BL/6. Cem microlitros de SGH (0.5 par/animal), salina 
estéril, LPS (20 jxg/ml; Calbiochem, Behring Diagnostics, La Jolla, CA, EUA), L. 
chagasi (10^), L.chagasi + SGH, cDNA (lO^ig) ou proteinas recombinantes (lOOng) 
foram inoculados no bolsão de ar imediatamente após a injeção de ar como descrito 
previamente ( MULLER et al., 2001; MATTE et al., 2002). Após 2, 4, 6, 12 e 24 horas 
(experimentos com salina, LPS e SGH) ou 12, 24, 48 e 72 horas (experimentos com 
L.chagasi e SGH); 3-5 animais por grupo experimental foram sacrificados e o bolsão de 
ar lavado com 5 ml de salina estéril possibilitando a coleta do exudato leucocitário. Este 
exudato foi centrifugado a lOOg por 10 min a 4°C e o sedimento celular ressuspenso em 
uma solução de PBS + BSA10% (Sigma, St. Louis, MO, EUA).

5.4. Modelo do Bolsão de A r

5.5. Western Blot

A eletroforese com SGH de L. longipalpis (80 pares de glândula) foi realizado em 
um gel de Tris-glicina a 16% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Após a transferência 
para membrana de nitocelulose foi realizado o bloqueio com uma solução com 5% de 
leite desnatado em PBS-tween 0,05% durante a noite a 4°C. A membrana foi posicionada 
em um sistema mini-proteam II (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e incubada com soro 
(1:50) em tampão de bloqueio por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida foi 
realizada adição do anticorpo IgG anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina 
(1:1000) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) por uma hora. A visualização de bandas 
específicas foi realizada utilizando um substrato de fosfatase alcalina (Promega, Madison, 
WI, EUA) e a reação foi parada com a adição de água deionizada.
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5.6. ELISA para detecção de IgG anti-SGH de L. longipalpis

Placas de 96 poços (Limbro®/Titertek®, Aurora, OH, EUA) foram sensibilizadas 
(70p.l/poço) com SGH (5|j,g/ml) por uma hora a temperatura ambiente. Após lavagem 
com PBS-Tween 0,05% e bloqueio (250|J,1) por duas horas com uma solução de PBS- 
tween 0,05% e BSA 3% (Sigma, St. Louis, MO, EUA), as amostras foram adicionadas 
(soros, 1:50) e incubadas durante a noite. Após nova lavagem, foi adicionado o anticorpo 
IgG anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e 
incubada durante uma hora a 37°C, seguido do substrato de fosfatase alcalina (p- 
nitrofenil fosfatase, Sigma, St. Louis, MO, EUA). Após 15 minutos, a reação foi parada 
com NaOH 3m (50^1) e reação lida a 405 nm.

5.7. Isolamento de RNA e RT-PCR

O RNA total foi extraído da parede interna do bolsão de ar utilizando reagente de 
TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as intruções do fabricante. 
Resumidamente, após a lise celular o RNA foi precipitado com isopropanol, lavado com 
etanol a 70% e solubilizado em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A 
concentração do RNA e a pureza foram determinadas pela leitura a A260 e A280 e as 
amostras armazenadas a -70°C. A síntese de cDNA foi realizada com aproximadamente 
1-2 |ag de RNA em um volume total de 20 [i\ contendo 2,5 |iM de oligonucleotíeos 
iniciadores, oligo (dT)i2.ig, 1 mM dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), tampão Ix 
(20 mM Tris-HCl, pH 8,4, 50 mM KCI, 2 mM MgC^), 20 U de inibidor de ribonuclease 
e 50U de transcriptase reversa (Superscript II, Gibco, Carlsbad, CA, USA). A reação foi 
incubada a 42°C por 50 minutos e encerrada a 95*^0 por 5 minutos.
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Os oligonucleotídeos iniciadores específicos para quimiocinas murinas (P-actina, 
CCL2/MCP-], C C L3/M IP-la, CCL4/M IP-lp, CCL5/RANTES, CCLll/eotaxina, 
CXCLl/KC e CCR2) foram utilizados para amplificar os cDNA através do PCR. A p- 
actina murina foi utilizado como controle para avaliar a expressão de genes. Os 
oligonucleotídeos iniciadores foram preparados pela empresa Invitrogen Life 
Technologies (São Paulo, Brasil), baseado em seqüências (Tabela 1) publicadas 
anteriormente (KAWAKAMI et al., 1997; NEUMANN et al., 1998).

A expressão de mRNA foi analisada pela reação de transcrição reversa da 
poiimerase em cadeia (RT-PCR) da seguinte forma: uma alíquota de 5)j,1 do cDNA obtido 
foi amplificada em uma reação de 25p,l contendo tampão para PCR Ix (5 nmol KCL, 1 
nmol Tris-HCL, pH 8,4, 1,5 nmol MgCLi), 0,2 nmol de cada dNTP, 200 nmol de cada 
oligonucleotideo iniciador e Taq DNA poiimerase (lU ) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 
em um termocilcador PTC-100 (MJ Research Inc., Waltham, Mass., USA). As condições 
da reação foram: 30 ciclos por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54 a 55®C, e 2 minutos a 
72°C, com uma extensão fmal de 7 minutos a 72°C. Para cada reação, uma amostra 
negativa (água) foi adicionada em paralelo. Os produtos de PCR foram visualizados após 
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% com uma solução de nitrato de prata a 10%. O 
tamanho do produto do RT-PCR foi confirmado com um peso moleuclar de 100-pb 
adicionado em paralelo com as amostras. A intensidade da banda do produto amplificado 
foi analisada pelo programa EagleSight®, versão 3.2 (Stratagene, La Jolla, CA, USA). O 
resultado da expressão de CCL2/MCP-1 e CCR2 após doze horas (grupos estimulados 
com salina, LPS e SGH) foi expresso como a razão da expressão das quimiocinas com a 
expressão da p-actina das mesmas amostras.

5.8. Detecção de mRNA para quimiocinas
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Tabela 1. Sequência dos prim ers e tamanho dos produtos do PC R

Oligonucleotideo Oligonucleotideo iniciador 
Sense (5’-3’)

Oligonucleotideo iniciador 
Anti-sense (3’-5’)

Tamanho do 
Produto (pb)

T G G  A A T  C C T  G T G  G C A  T C C  A T G  A A A  C

P-Actina

CXCLl/KC

CCLl 1/eotaxina

CCL2/
MCP-l/JE

C CL3/M lP-la

CCL3/MIP-1P

CCL5/RANTES

CCR2

T A A  A A A  G C A  G C T  C A G  T A A  C A G  

T C C G

C C  T T G  A C C  C T G  A A G  C T C  C C T  T G G  T T C  C G T  G C G  T G T  T G A  C C A  T A C  A A T  A T G

A G T  C C T  T G G  G C G  A C T  G G T  G C

C T A  A G G  A C C  A C T  T G C  C A T  G G A

C  C G G  A A G  A T T  C C A  C G C  C A A  T T C

C C T  G C T  G C T  T T T  C T T  A C A  C C

C  C C A  C G T  C A A  G C A  G T A  T T T  C

C T A  C G A  T G A  T G G  T G A  G C C  T T G  T

G C A  G A G  C T C  C A C  A G C  G C T  T C

C T G  G T A  G C T  C T C  T G C  C C T  G T T  T

T  G A G  G A A  C G T  G T C  C T G  A A G

C A C  C T A  A T A  C A A  T A A  C A C  G G C

C T G  G T T  T C T  T G G  G T T  T G C  T G T  G

A C C  A A T  G T G  A T A  G A G  C C C  T G T  G

349

422

243

445

427

427

506

368

5.9. Cultura de macrófagos J774

A Hnhagem celular J774E foi mantida a 37°C com 5% CO2 em meio RPMI 1640 
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) suplementado com soro bovino fetal a 10% (HyClone, 
Logan, Utah, EUA), HEPES 25mM, penicilina 100 U/ml e streptomicina 100 )J.g/ml 
(Gibco, Carlsbad, CA, USA). As células (4x10^ /ml) foram distriuidas em placas para 
cultura de 24 poços (Costar, Cambridge, Michigan, EUA), contendo laminulas redondas 
com 13 mm de diâmetro em duplicatas (Novocastra Laboratories, UK). Após 24 horas, os 
macrófagos foram tratados ou não com LPS (50 fig/ml) ou SGH (0,5 par/poço) ou SGH 
pré-incubado por 1 hora a 37°C com soro anti-SGH específico. Oito horas após a 
estimulação as laminulas foram removidas e fixadas em metanol por 5 minutos.
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5.10. Imunohistoquímica

As laminulas contendo os macrófagos J774 ou cortes do tecido da parede interna 
do bolsão de ar fixadas em lâminas foram desparafmizados e incubadas com uma solução 
de leite desnatado a 10% por 20 min a temperatura ambiente para o bloqueio das ligações 
inespecíficas. Os anticorpos primários (50 p,!, 1:100) para CCL2/MCP-1, CCL3/M IP-la, 
CCL4/M lP-ip, CCL5/RANTES ou CCR2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
EUA) foram diluídos em PBS contendo 0.01% de saponina, adicionados e incubados 
durante a noite a 4°C. As lâminas foram lavadas três vezes com uma solução de PBS 
contendo Triton-X-100 a 1% (Amresco, Solon, Ohio, EUA), e o anticorpo secundário (50 
fj.1, 1:300,Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) foi adicionado e incubado por 45 
minutos em câmara úmida a temperatura ambiente. As lâminas foram novamente lavadas 
três vezes com uma solução de PBS contendo Triton-X-100 a 1%. A peroxidase 
endógena foi bloqueada pela incubação em H2O2 a 3% por 20 min a temperatura 
ambiente, e então 50 p.1 de streptavidina-peroxidase (Vectastain ABC kit, mouse IgG, 
Vector Laboratories) foi adicionado por 30 minutos a temperatura ambiente. A reação foi 
revelada com uma solução de 3-3’diaminebenzidine (kit DAB, Vector Laboratories) e a 
contra-coloração realizada com hematoxilina. Os macrófagos J774 estimulados com LPS 
(50 pg/ml) foram utilizados como controle positivo. Os anticorpos monoclonais foram 
substituídos por anticorpo murino irrelevante como controle negativo.

5.11. Tratamento com bindarit e anticorpo monoclonal anti-CCL2/MCP-l

Bindarit ou ácido 2-metil-2-{[l-fenilmetil)-lH-indazol-3-yl]metoxi}propiônico 
(Angelini Farmaceutici - ACRAF, Aprilia, Itália) foi administrado na dose de 200 mg/kg 
intraperitonealmente uma hora antes e sete horas depois da indução do bolsão de ar 
induzido com a estimulação do SGH (0,5 par/animal). A dose de bindarit foi determinada 
baseada em trabalhos anteriores que demonstravam sua inibição preferencial da síntese 
de CCL2/MCP-1 (SIRONI et al., 1999; GUGLIELMOTTI et al., 2002; BHATIA et al., 
2005). Para o tratamento com anticorpo monoclonal anti-MCP-1, os animais receberam 
injeção i.p. com o anticorpo anti-MCP-1 neutralizante (R&D Systems, Minneapolis, MN,
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EUA) em um volume fmal de 200 |il (100|j.g) uma hora antes da indução do bolsão de ar 
e estimulação com SGH (0,5 par/animal).

5.12. Obtenção de soro anti-SGH d e i .  longipalpis

Para obtenção de soro anti-SGH, hamsters {Mesocricetus auratus) foram expostos 
a picadas de fêmeas de L. longipalpis (cepa Cavunge, 5-7 dias). Os animais foram 
anestesiados e expostos três vezes a aproximadamente 50 flebotomíneos a cada quinze 
dias. Quinze dias após a última exposição, os animais foram sacrificados e o soro 
coletado para determinação de IgG anti-SGH por ELISA.

5.13. Imunização com saliva de L. longipalpis

Camundongos BALB/c anestesiados (Avertina, Acrós Organics, NJ, EUA) foram 
sensibilizados através da exposição natural a picadas de 15 fêmeas de L. longipalpis não- 
infectadas na orelha esquerda, cinco vezes com intervalos de dez dias. Uma semana após 
a última exposição o soro foi coletado para avaliar a presença de IgG anti-SGH. Os 
animais considerados positivos (cut-off = 0.045) foram utilizados para realização dos 
experimentos.

5.14. Imunização com os plasmídeos de cDNA da saliva deZ,. longipalpis

Grupos de camundongos BALB/c foram sensibilizados intradermicamente na 
orelha direita com cDNA que codificam produtos da saliva de L. longipalpis. Os 
plasmídios LJM17, LJM19, L JM ll e L JL ll (10|j,g) foram inoculados isoladamente ou 
em combinação, ou com 0,5 par de SGH em 10 |j,l de salina. Cada grupo foi vacinado 
três vezes com intervalos de 14 dias. Catorze dias após a última imunização uma alíquota 
de soro foi coletada para determinação de anticorpos anti-SGH por ELISA e Western 
blot. Os animais considerados positivos (cut-off = 0.045) foram utilizados para realização 
dos experimentos.

25



A obtenção dos plasmídeos de cDNA contendo as seqüências das proteínas da 
glândula salivar de L. longipalpis foi realizada no laboratório do Dr. Jesus Valenzuela 
(National Institutes o f Health, Bethesda, MD, EUA). O cDNA codificando para uma 
determinada proteína salivar foi amplificado a partir de cDNA de L. longipalpis por PCR, 
utilizando Taq poymerase (Gibco, Carlsbad, CA, USA) e oligonucleotídeos específicos. 
O produto de PCR foi visualizado em um gel de agarose 1,5% e imediatamente clonado 
no vetor de clonagem, denominado VR2001-TOPO. As células foram incubadas durante 
a noite a 37°C. Oito colônias foram pescadas e misturadas com 10 |j,1 de água estéril. 
Cinco i-d de cada amostra foi transferido para o meio de cultura Luria com Kanamicina 
(100 |ag/ml) e incubadas a 37° C. Os outros 5 )j.l de foram usados como modelo para uma 
reação de PCR utilizando dois oligonucleotídeos específicos para o vetor VR2001- 
TOPO, com a finalidade de confirmar a presença do inserto e para análise seqüencial. 
Após a visualização do produto do PCR em um gel de agarose 1,1%, os oito produtos de 
PCR foram seqüenciados utilizando um seqüenciador de DNA CEQ2000 (Beckman 
Coulter). Foi escolhida uma amostra que continha a seqüência que era iniciada do N- 
terminal até o codon de parada dos cDNA das proteínas salivares. As células contendo o 
plasmídeo carreando os genes de interesse foram cultivados em meio Luria durante a 
noite a 37° C com Kanamicina e a purificação do plasmídeo foi feita usando um kit de 
isolamento de plasmídeo “mega prep endofree” (Qiagen, Alemanha). O plasmídeo 
VR2001 contém o gene resistente a Kanamicina, o promotor do citomegalovírus humano 
e o peptídeo sinal ativador do plasminogênio tecidual acima do sítio de clonagem. Após o 
isolamento do plasmídeo, a amostra e o plasmídeo controle (VR2001 sozinho) foram 
lavados 3 vezes com água ultrapura. As concentrações das amostras foram medidas por 
absorbância em UV. Antes de serem estocadas a -70°C, as amostras foram esterilizadas 
por filtração com filtros de 0.2p,.

5.15. Construção dos plasmídeos de cDNA e descrição do vetor VR2001-TOPO
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As proteínas recombinantes de 11 kDa, 43kDa, 44kDa e 45kD da saliva de L. 
longipalpis foram produzidas no laboratório do Dr. Jesus Valenzuela (National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, EUA) como descrito anteriormente (RAMALHO-ORTIGÃO 
et al., 2005). Resumidamente, as proteínas foram obtidas pela transfecção de células 
“FreeStyle 293-F cells” (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) utilizando o sitema “Rapid 
Translation System” (RTS500, Roche Molecular Biochemicals). Inicialmente, os 
respectivos cDNA foram amplificados por PCR. Para a expressão nas células 293-F, o 
cDNA foi clonado utilizando o vetor VR2001-TOPO, uma versão modificada do vetor 
VR1020 (Vical Inc., San Diego, CA, EUA) (OLIVEIRA et al., 2005), onde, para a 
expressão de RTS500, o mesmo cDNA foi clonado no vetor de expressão pCRT7/NT- 
TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Em ambos os casos, a orientação da inserção foi 
confirmada pelo seqüenciamento. Após a purificação de 2-4 ^g do DNA utilizando o 
“EndoFreeTM Plasmid MEGA prep kit” (Qiagen, Alemanha), 30 ng do plasmídeo 
VR2001 purificado foi utilizado para transfectar células 293-F e 50 |iig do plasmídeo 
pCRT7/NT purificado foi utilizado para RTS500 de acordo com as intruções do 
fabricante. As células 293-F transfectadas foram crescidas por 48-72 h a 37 °C e 8% de 
CO2. Após este tempo, o sedimento celular e 0 sobrenadante foram coletados. O 
sobrenadante foi concentrado aproximadamente 20-25 vezes utilizando 0 filtro Centricon 
Plus-20 (cut-off 5 kDa) (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). O sedimento celular e o 
sobrenadante concentrado foram mantidos a 4 °C. A expressão com o sistema RTS500 
foi realizado por 24 h (30°C) a 120 rpm. em um RTS ProteoMaster (Roche Molecular 
Biochemicals). Aproximadamente 1,0 ml do produto in vitro foi removido do 
compartimento da câmara de reação e centrifugado por 2 h a velocidade máxima (16.000 
g). O sedimento foi lavado diversas vezes com 1,0 ml de Tris 50mM (pH 8.0), EDTA 20 
mM (pH 8.0) e mix de inibidor de protease “Complete Protease Inhibitor Mix” TE 
50/20/PI (Roche Molecular Biochemicals). Para cada lavagem, a amostra foi centrifugada 
por uma hora em velocidade máxima. Antes da última rotação, 10 |il da amostra foram 
retirados e separados em um gel NuPAGE 4-12% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e

5.16. Expressão das proteínas recombinantes de L. longipalpis in vitro
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corado com Gel Code Blue Stain reagent (Pierce, Rockford, IL, USA) para confirmar a 
presença da proteina recombinante.

5.17. Análise estatística

Os dados obtidos estão representados como a média ± erro padrão da média e 
foram analisados estatisticamente pelos testes ANOVA ou Kruskal-Wallis com nível de 
significânica de p< 0.05. Todos os experimentos foram realizados com pelo menos três 
repetições.
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6 R ESU LTA D O S

6 .L Efeito da saliva de L. longipalpis no recrutamento celular in vivo

Para avaliar a atividade inflamatória do SGH de L. longipalpis nós utilizamos o 
modelo do bolsão de ar induzido no dorso de camundongos BALB/c e C57BL/6 através 
da injeção de ar em conjunto com o SGH (0,5 par/ml), LPS (20 |o.g/ml) ou salina e após 2,
4, 6, 12 e 24h o exudato foi coletado para contagem e determinação do perfil de 
recrutamento celular. O SGH induziu o recrutamento celular diferencial nas duas 
linhagens de camundongo testadas. Enquanto em camundongos BALB/c o recrutamento 
celular foi iniciado duas horas após a estimulação e o pico máximo após doze horas (Fig. 
2A), em camundongos C57BL/6 o recrutamento celular foi iniciado após quatro horas e o 
pico de recrutamento ocorreu somente após 12 horas para neutrófilos e 24 horas para 
macrófagos (Fig. 2B). Enquanto poucos leucócitos foram encontradas no exudato quando 
os animais foram estimulados com salina, o SGH de L. longipalpis mostrou-se um forte 
recrutador de neutrófilos em camundongos BALB/c (Fig. 2C) e C57BL/6 mice (Fig. 2D). 
Entretanto, apenas o estímulo com o SGH levou a um aumento do número de macrófagos 
e eosinófilos em camundongos BALB/c após 12 horas. Este efeito não foi observado em 
camundongos C57BL/6 que neste mesmo tempo de avaliação apresentava um exudato 
composto apenas por neutrófilos. Este resultado foi reforçado com a comparação do 
recrutamento de macrófagos e eosinófilos entre BALB/c e C57BL/6 (Fig. 2E). Estes 
resultados sugerem que o SGH de L. longipalpis apresenta uma importante atividade 
inflamatória diferenciada dependendo da linhagem de camundongo utilizada.
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(E)

BALB/c C57BL/6
1 Macrófagos rZ~] Eosinófilos

Figura 2: In filtração  leucocitária em cam undongos BALB/c e C57BL/6 estimulados
com o SGH de L. longipalpis. Infiltração leucocitária no bolsão de ar de camundongos 
BALB/c (A) e C57BL/6 (B) estimulados com 0,1 ml de SGH de L. longipalpis (0,5 
par/animal) após 2, 4, 6, 12 e 24h. Recrutamento celular em camundongos BALB/c (C) e 
C57BL/6 (D) 12h após estimulação com salina ou SGH. Diferença significativa para 
macrófagos (*, p  = 0,0390) e eosinófilos (**, p  = 0,0210) entre o valor do grupo 
estimulado com o controle negativo (salina) e o estimulado com SGH. (E) Representação 
da diferença do recrutamento entre macrófagos e eosinófilos após estimulação com SGH 
em camundongos BALB/c e C57BL/6. Diferença significativa para macrófagos (*, p  -  
0,0280) entre BALB/c e C57BL/6. Os valores representam a média ± SEM de 4 animais 
por grupo.
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Após a determinação do perfil de células encontradas no exudato em resposta ao 
estimulo com o SGH, nós avaliamos a participação de quimiocinas possivelmente 
envolvidas neste recrutamento. Nos pontos de avaliação da cinética, o tecido que reveste 
a parede interna do bolsão de ar foi retirado para extração de RNA e avaliação da 
expressão das quimiocinas CCL3/M IP-la, CCL4/M IP-lp, CCL5/RANTES, 
CCL2/MCP-1, CX CLl/KC, CCLll/eotaxina e CCR2. Com os resultados obtidos, foi 
possível obervar que o SGH induziu um padrão de expressão de quimiocinas diferente 
em camundongos BALB/c e C57BL/6. Enquanto em BALB/c a injeção do SGH no 
bolsão de ar induziu uma expressão de CCL3/M IP-Ia após 2 horas , CCL4/MIP-1P após 
4 e 12 horas e CCL5/RANTES após 4 e 6 horas, estas quimiocinas não foram induzidas 
quando camundongos C57BL/6 foram estimulados com SGH (Fig. 3A e B). Não 
observamos diferença significante na expressão de CXCLl/KC entre as duas linhagens. 
Por outro lado, a expressão de CCLl 1/eotaxina foi observada em C57BL/6 após 2, 4 e 24 
horas e apenas 4 e 24 horas em BALB/c. A expressão de CCL2/MCP-1 também foi 
diferente nas duas linhagens. Enquanto em BALB/c o CCL2/MCP-1 foi detectado em 
quase todos os pontos avaliados (4, 6, 12 e 24 horas), foi detectado apenas após 2 e 4 
horas cm C57BL/6. O receptor para CCL2/MCP-1, CCR2, também foi detectado após 12 
horas em BALB/c e após 4h em C57BL/6. A análise densitométrica após 12 horas em 
camundongos BALB/c revelou um aumento na expressão de CCL2/MCP-1 nos animais 
tratados com o SGH quando comparado com o controle (salina) mas não tão elevado 
quanto ao estímulo com o LPS (Fig. 3C), enquanto o aumento na expressão de CCR2 nos 
camundongos tratados com SGH foi similar aos controles (Fig. 3D). Mesmo quando a 
expressão de CCL2/MCP-1 foi detectada em camundongos C57BL/6, a análise 
densitométrica da expressão desta quimiocina induzida 2 e 4 horas nesta linhagem foi 
menos intensa quando comparada a expressão após 12h em BALB/c. A expressão de 
uma maior diversidade de quimiocinas que recrutam preferencialmente mononucleares, 
principalmente CCL2/MCP-1, para o local da picada em camundongos BALB/c sugere

6.2. Avaliação do perfíl de expressão de quimiocinas induzido pelo SGH
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um participação importante desta quimiocina no aumento do recrutamento de macrófagos

induzido pelo SGH observado anteriormente.

(A)
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Figura 3. Expressão de quim iocinas induzido pelo SGH. Análise por RT-PCR da 
expressão de CCL2/MCP-1, CCL3/M IP-la, CCL4/MIP-1(3, CCL5/RANTES, 
CXCLl/KC, CCLl 1/eotaxina e CCR2 na parede interna do bolsão de ar de camundongos 
BALB/c (A) e C57BL/6 (B) 2, 4, 6, 12 e 24h após estimulação com salina, LPS (20 
|ag/ml) ou SGH (0,5 par/animal). Análise densitométrica da expressão de CCL2/MCP-1 
(C) ou CCR2 (D) em camundongos BALB/c após 12h representado como a média ± 
SEM da razão entre a expressão da banda da quimiocina ou receptor e da P-actina da 
mesma amostra representativo de pelo menos dois experimentos independentes. 
Diferença significativa (*, p  = 0,0033) entre o valor do controle negativo (salina) e o 
grupo tratado com SGH.
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Após termos observado um aumento na expressão de CCL2/MCP-1 na parede 
intema que recobre o bolsão de ar de camundongos BALB/c, avaliamos se o SGH seria 
capaz de induzir também a produção de CCL2/MCP-1. A cultura de macrófagos J774 foi 
estimulada na presença do SGH durante seis horas e em seguida avaliada quanto à 
presença de CCL2/MCP-1 por imunohistoquímica. O SGH induziu um aumento na 
produção de CCL2/MCP-1 (Fig. 4B) quando comparado ao controle não estimulado (Fig. 
4A) que foi similar a produção induzida pelo LPS (dado não mostrado). Para confirmar 
que este efeito era específico, o SGH foi pré-incubado com soro anti-SGH antes de ser 
adicionado a cultura. Nesta condição, a produção de CCL2/MCP-1 foi completamente 
inibida (Fig. 4C) sugerindo que a atividade inflamatória induzida pelo SGH pode ser 
neutralizada por anticorpos específicos. A produção de CCL2/MCP-1 também foi 
visualizada no tecido que recobre a parede interna do bolsão de ar estimulado com SGH 
(Fig.4E), mas não após estimulação com salina (Fig. 4D).

6.3. Avaliação da produção de CCL2/M CP-1 in vitro
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Figura 4. Produção de CCL2/M CP-1 in vitro e in vivo. A produção de CCL2/MCP-1 
(setas) detectada por imunohistoquímica após estimulação com SGH. Macrófagos J774 
foram cultivados sem estímulo (A) ou tratados com SGH (0,5 par/poço) (B) ou com SGH 
pré-incubado com soro anti-SGH de L. longipalpis (C) por oito horas. A produção de 
CCL2/MCP-1 também foi avaliada in vivo na parede interna de camundongos BALB/c 
após doze horas observada nos animais estimulados com salina (D) ou SGH (E).
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Para certificar que o recrutamento de macrófagos após estimulação com SGH é 
devido ao aumento de CCL2/MCP-1, um grupo de camundongos BALB/c foi 
previamente tratado com bindarit, um inibidor da síntese de CCL2/MCP-1, ou com 
anticorpo monoclinal anti-MCP-1 neutralizante. O tratamento com anticorpo anti-MCP-1 
(Fig. 5A) ou bindarit (Fig. 5B) resultou na redução significante do recrutamento de 
macrófagos. O tratamento com bindarit e com o anticorpo anti-MCP-1 resultou na 
inbição da expressão de CCL2/MCP-1 (Fig. 5A e B). Este resultado reforça o papel do 
CCL2/MCP-1 como a quimiocinas responsável pelo aumento no recrutamento de 
macrófagos induzido pelo SGH em camundongos BALB/c.

6.4. Inibição de CCL2/M CP-1
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Figura 5. Inibição de CCL2/M CP-1. (A) Infiltrado leucocitário coletado do bolsão de 
ar de camundongos BALB/c tratados com anticorpo monoclonal anti-MCP-1 (aMCP-1) 
ou não-tratados (NT) uma hora antes da estimulação do SGH e análise da expressão de 
CCL2/MCP-1 por RT-PCR no tecido da parede interna dos dois grupos I2h após 
estimulação com SGH (0,5 par/animal). Diferença significativa do valor do recrutamento 
de macrófagos (*, p  = 0,0286) entre os grupos tratados com aMCP-1 e NT. (B) 
Infiltrado leucocitário coletado do bolsão de ar de camundongos BALB/c tratados com 
bindarit (BIND) uma hora antes e sete horas depois da estimulação com SGH e análise da 
expressão de CCL2/M CP-I por RT-PCR no tecido da parede interna dos dois grupos 12h 
após estimulação com SGH (0,5 par/animal). Diferença significativa do valor do 
recrutamento de macrófagos (* ,p  = 0,0259) entre os grupos tratados com BIND e NT. Os 
valores representam a média ± SEM de 4 animais por grupo.
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Como o efeito do SGH em macrófagos J774 foi neutralizado pela pré-incubação 
da saliva com soro anti-SGH in vitro, nós resolvemos investigar se o efeito do SGH 
também poderia ser inibido in vivo. Quando o SGH foi pré-incubado com soro anti-SGH 
houve redução no recrutamento de macrófagos e eosinófilos enquanto o número de 
neutrófilos e linfócitos permaneceu similar ao perfil de recrutamento induzido pelo SGH 
isoladamente (Fig. 6). A pré-incubação do SGH com o anti-soro específico resultou em 
68% de redução no recrutamento de macrófagos quando comparado ao efeito do SGH. 
Enquanto aproximadamente SjlxlO"* macrófagos e 2,31 xlO^eosinófilos foram recrutados 
pelo SGFI apenas 1,0x10^ macrófagos e 0,81x10'' eosinófilos foram observados após 
estímulo com o SGH pré-incubado com soro anti-SGH. A inibição não foi observada com 
relação aos neutrófilos ou linfócitos (9.68x10'* vs 12.6x10^' com SGH e SGH + soro, 
respectivamente para neutrófilos). A incubação deste mesmo soro com LPS não resultou 
na neutralização da resposta inflamatória confirmando a especificidade do soro anti-SGH 
(Fig. 6). Estes resultados sugerem que a presença de um fator quimiotático para 
macrófagos no SGH pode ser neutralizado por anticorpos presentes no anti-soro 
específico.

6.5. Inibição do recrutamento com soro anti-SGH
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Figura 6. Inibição específica do recru tam ento  de macrófagos após estim ulação com 
SGH. O bolsão de ar em camundongos BALB/c foi estimulado com LPS (20 |J.g/ml), 
SGH (0,5 par/animal), soro a-SGH, LPS ou SGH pré-incubado por Ih com soro anti- 
SGH. Diferença significativa entre o valor do recrutamento de macrófagos (*, p  = 
0,0364) e eosinófilos (**,/? = 0,0286) entre os grupos estimulados com SGH e SGH + 
soro a-SGH.
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6 .6 . Inibição do recrutamento induzido pelo SGH por anticorpos anti-SGH 
naturalmente induzidos

Para entender melhor o efeito dos anticorpos anti-SGH, testamos se a atividade 
quimiotático induzida pelo SGH também poderia ser inibido por anticorpos circulantes 
produzidos naturalmente em camundongos BALB/c após a pré-exposição a picadas de L. 
longipalpis não-infectados. O efeito quimiotático induzido pelo SGH foi drasticamente 
reduzido em camundongos pré-sensibilizados resultando em decréscimo no recrutamento 
de macrófagos (78.2% de inibição) enquanto os neutrófilos tiveram uma redução que não 
foi significativa (41.5% de inibição) (Fig. 7A). A expressão de CCL2/MCP-1 na parede 
interna do bolsão de ar nos animais expostos foi complatamente inibida doze horas após a 
estimulação com SGH (Fig. 7B). Este resultado reforça a importância dos anticorpos 
anti-saliva produzidos pela exposição repetida a picadas do vetor na neutralização do 
recrutamento celular mediado pelo SGH.

(A)
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Figura 7. Inibição do efeito do SGH in vivo em cam undongos BALB/c sensibilizados 
pela exposição a p icadas de L. longipalpis. (A) Camundongos BALB/c foram expostos 
cinco vezes a picada de L. longipalpis (intervalo de 10 dias). Dez dias após a última 
exposição o bolsão de ar foi induzido e estimulado com SGH (0,5 par/animal). Diferença 
significativa entre o recrutamento de macrófagos (*, p  = 0,0366) entre o grupo de 
expostos e os não-expostos. (B) Análise da expressão de CCL2/MCP-1 por RT-PCR do 
tecido que recobre a parede interna do bolsão de ar dos animais expostos (E) e não- 
expostos (NE) 12h após a estimulação com SGH. O resultado é representativo de pelo 
menos três experimentos.
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6.7. A atividade inflam atória  do SGH de L. longipalpis é m ediado por componente 
protéico

Com 0 objetivo de investigar a composição do(s) componente(s) da saliva de L. 
longipalpis responsável(is) por sua atividade inflamatória, pré-incubamos o SGH com 
Proteinase K antes da inoculação no bolsão de ar de camundongos BALB/c. Observamos 
que doze horas após a estimulação com o SGH pré-incubado com a Proteinase K ocorreu 
uma redução no número total de leucócitos recrutados para o bolsão de ar. Analisando as 
sub-populações de leucócitos detectamos uma redução significativa no recrutamento de 
neutrófilos e macrófagos (Fig. 8). Este resultado sugere que o efeito do SGH no 
recrutamento leucocitário é induzido por componente(s) protéico(s).

■ ■ M acrófagos i S i  L in fó c ito s

Figura 8: In filtração  leucocitária no bolsão de a r  de cam undongos BALB/c 
estim ulado com SGH  previam ente tra tado  com Proteinase K. Exudato inflamatório 
no bolsão de camundongos BALB/c estimulado com SGH, SGH tratado com Proteinase 
K (SGH + Prot.K) e Proteinase K (Prot.K) após 12h. Os valores representam a média ± 
SEM de 4 animais por grupo. Diferença significativa (*, p  = 0.0286) entre o valor do 
grupo estimulado com SGH e o estimulado com SGH + Proteinase K para macrófagos e 
neutrófilos.
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6 .8 . Avaliação da imunização com construções de cDNA da saliva de L. longipalpis 
na neutralização do efeito do SGH

Como observamos a inibição do recutamento induzido pelo SGH em animais 
expostos a picadas de L. longipalpis não infectados, decidimos investigar se a imunização 
contra construções de cDNA específicos para a saliva de L. longipalpis também seria 
capaz de neutralizar o recrutamento do SGH. Os animais foram submetidos a 3 
imunizações com 10|j.g (i.d.) dos cDNA LJL19, L JM ll, LJM17 ou L JL ll que 
codificavam para os componentes proteicos da saliva de 1 IkDa, 44kDa e 45kDa (famíla 
de proteínas “yellow” da saliva de L. longipalpis) e ólkD a, respectivamente. Os cDNA 
foram administrados isoladamente, em combinação em grupos ou todos juntos (mix de 
cDNA) com intervalos de 10 dias. Dez dias após a última imunização, coletamos soro dos 
animais para avaliar a produção de anticorpos IgG específicos anti-SGH. Dos grupos 
imunizados com os cDNA isoladamente apenas os imunizados com L JM ll e LJM17 
induziram a produção de IgG anti-SGH (dados não-mostrados). O soro dos animais 
destes grupos também reconheceu banda específicas equivalentes as proteínas de 44 e 
45kDa da saliva total de L. longipalpis respectivamente, como observado por Western 
Blot (Fig. 9A).

Após a imunização os animais foram desafiados com o SGH no bolsão de ar. Nos 
grupos imunizados com os cDNA isoladamente não houve inibição da atividade 
inflamatória do SGH sugerindo o possível envolvimento de mais de um componente da 
saliva. Quando todos os cDNA foram combinados na imunização de um novo grupo de 
animais (mix de cDNA), houve uma redução significativa do recrutamento celular de 
forma semelhante aos animais imunizados com o SGH (Fig. 9C). Resolvemos então, 
combinar os cDNA em grupos menores para detectar quais moléculas estariam sendo 
envolvidas neste fenômeno. Após desafio com o SGH, observamos a redução 
significativa no recrutamento de neutrófilos e macrófagos nos grupos I, III e IV 
semelhante ao observado no grupo imunizado com o SGH. Estes resultados sugerem que 
a atividade inflamatória do SGH seria mediado por mais de um componente da saliva já 
que apenas a imunização com a combinação dos cDNA foi capaz de neutralizar sua 
atividade.
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Figura 9. Infiltração leucocitária no bolsão de ar de camundongos BALB/c 
imunizados com construções de cDNA da saliva de L. longipalpis. (A) Western Blot 
dos soros de camundongos imunizados com LJM17 ou LJMl \. O soro de camundongos 
sensibilizados a picadas de L. longipalpis não-infectados foi utilizado como controle 
positivo (C+) e o soro de camundongos não-expostos foi utilizado como controle 
negativo (C-). Recrutamento celular no bolsão de ar induzido pelo SGH em 
camundongos imunizados com (B) os cDNA isoladamente, (C) com os cDNA em 
combinação (mix cDNA) ou (D) em grupos. Um grupo de animais não imunizados (CT) 
e imunizados com SGH (SGH) foram utilizados como controle negativo e positivo, 
respectivamente. Diferença significativa (*, p  = 0.0357) no número de neutrófilos e 
macrófagos entre os grupos CT e mix cDNA e também entre o número de neutrófilos (*, 
p  = 0,0286) entre o controle (CT) e os Grupos 1, Ilí e IV e macrófagos (**, p  = 0,0286) 
nos Grupos I, II, III e IV. Todos os grupos foram estimulado com SGH (0,5 par) e após 
12h 0 exudato coletado para determinação da contagem total e diferencial dos leucócitos. 
Os valores representam a média ± SEM de 4 animais por grupo.
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Após a observação que a imunização com a combinação das construções de 
cDNA testadas resultou na inibição do recrutamento induzido pelo SGH, avaliamos se os 
própios cDNA utilizados como estímulo seriam capazes de induzir atividade inflamatória 
semelhante à induzida pela saliva total (SGH). Dez microgramas dos cDNA (LJM l9, 
LJMl 11, LJM l 1, LJM 17 e LJLl 1) foram inoculados no momento da indução do bolsão 
de ar de camundongos BALB/c e o exudato coletado após 6, 12 e 24 horas. Inicialmente 
observamos que após 6 horas, nenhum dos cDNA foi capaz de induzir resposta 
inflamatória significante. Entretanto, após 12 horas, os cDNA LJM19 e L JL ll 
apresentaram um aumento no número total de leucócitos. Neste ponto de avaliação, a 
resposta induzida pelo LJM 19 foi semelhante a induzida pelo SGH. Após 24 horas, 
observamos que o recrutamento celular permaneceu elevado apenas no grupo estimulado 
com L JL ll enquanto que nos demais grupos ocorreu uma redução no número total de 
leucócitos recrutados (Fig.lOA).

Quanto a composição do exudato leucocitário nos tempos avaliados, observamos 
que após 6 horas, neutrófilos eram as células predominantes nos exudatos sem diferença 
significativa entre os grupos estimulados com os cDNa (Fig. lOB). Já no tempo de 12 
horas, onde detectamos o pico de recrutamento celular com o SGH, observamos um 
aumento no número de macrófagos recrutados nos grupos estimulados com LJM l9 e 
L JL ll semelhante ao observado no grupo estimulado com SGH (Fig. lOC). No último 
tempo avaliado (24h) ocorre uma queda nas populações de leucócitos recrutadas com 
exceção do grupo estimulado com L JL ll que apresentou um aumento no número de 
neutrófilos e macrófagos recrutados de forma semelhante ao SGH (Fig. lOD).

6.9. Avaliação do papel das construções de cDNA da saliva de L. longipalpis no

recrutamento celular in vivo
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F igura 10. In filtração  leucocitária no bolsão de a r  de cam undongos BALB/c 
estim ulados com construções de cDNA da saliva de L. longipalpis. 0  bolsão de ar 
induzido em camundongos BALB/c foi estimulado diretamente com os cDNA 
isoladamente (LJM19, L J M lll ,  L JM ll, LJM17 e L JL ll), SGH ou plasmídeo vazio 
(pCT). 0  exudato foi coletado para determinação da contagem total (A) e diferencial 
após (B) 6, (C) 12 e (D) 24 horas. Os valores representam a média + SEM de 4 animais 
por grupo.
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Com 0 mesmo objetivo de avaliar qual(is) seria(m) a(s) molécula(s) 
responsável(is) pela atividade inflamatória induzida pela saliva total (SGH), testamos o 
efeito de proteinas recombinantes no recrutamento celular. Os recombinantes de 11 kDa, 
43kDa, 44kDa e 45kDa foram utilizados como estímulo (lOOng) no momento da indução 
do bolsão de ar por 6, 12 e 24 horas.

Quanto ao número total de leucócitos recrutados, observamos que logo após 6 
horas ocorre um pequeno recrutamento celular induzido pelos recombinantes com 
exceção do 1 IkDa, que induziu recrutamento celular (lóxloV m l) superior ao grupo SGH 
controle (7xl0Vml). No tempo de 12 horas, apenas o grupo estimulado com o 
recombinate de 11 kDa apresentou recrutamento celular semelhante ao induzido pelo 
SGH, enquanto o recrutamento induzido pelos demais recombinates permaneceu sem 
alteração significante. Entretanto, no último tempo avaliado (24 horas), ocorreu um 
aumento no número total de leucócitos recrutado pelos recombinates 43kDa, 44kDa e 
45kDa (famíla de proteínas “yellow” da saliva de L. longipalpis) semelhante ao 
encontrado com o SGH, enquanto o recrutamento induzido pelo recombinante de llkD a 
foi reduzido neste tempo (Fig. 1 lA).

Na análise da composição de cada exudato obervamos que no tempo de 12 horas 
apenas o grupo estimulado com o recombinante de llk D a  apresentou um recrutamento 
composto por neutrófilos e macrófagos e eosinófilos semelhante ao SGH, enquanto os 
demais recombinates induziram recrutamento composto basicamente de neutrófilos e 
uma pequena quantidade de macrófagos e eosinófilos (Fig. IIB ). No tempo de doze 
horas ocorreu um aumento no número de macrófagos recrutado pelos recombinantes 
onde apenas o recombinante de 1 IkDa apresentou novamente uma resposta semelhante a 
composição encontrada no SGH (Fig. IIC ). No último ponto avaliado, o recrutamento 
de neutrófilos induzido pelo recombinate de llk D a  é reduzido enquanto o número de 
macrófagos permanece constante e ainda semelhante ao SGH. Nos demais grupos 
estimulados com os recombinantes de 43kDa, 44kDa e 45kDa detectamos um aumento 
no número de neutrófilos e macrófagos recrutados. Neste ponto de avaliação o grupo 
estimulado com o recombinante de 43kDa apresentou perfil de recrutamento semelhante

6.10. Avaliação do papel das proteínas recombinantes da saliva de L. longipalpis no
recrutamento celular in vivo
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ao do SGH enquanto que no grupo estimulado com o recombinate de 45kDa apresentou 
um recrutamento de neutrófilos e macrófagos superior ao encontrado para o SGH (Fig.
11 D).

(A)

(B)
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Figura 11. Infiltração leucocitária no bolsão de ar de camundongos BALB/c estimulados 
com proteínas recombinantes da saliva de L  longipalpis. O bolsão de ar induzido em 
camundongos BALB/c foi estimulado diretamente com as proteínas recombinantes 
isoladamente ( llk D a , 43kDa, 44kDa e 45kDa) ou SGH. O exudato foi coletado para 
determinação da contagem total (A) e diferencial após (B) 6, (C) 12 e (D) 24 horas. Os 
valores representam a média ± SEM de 4 animais por grupo.
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Como a L. chagasi é inoculada no local do repasto sanguíneo juntamente com a 
saliva do vetor, avaliamos a capacidade dop SGH de L. longipalpis em modular a 
resposta inflamatória induzida pela L. chagasi. Doze horas após a inoculação, foi possível 
observar que o exudato inflamatório apresentava um aumento significante no número 
total de leucócitos recrutados quando o parasita foi inoculado junto com o SGH superior 
ao recrutamento induzido pelo SGH e L. chagasi isoladamente (Fig. 12A e C). Este efeito 
foi ainda mais evidente após 72 horas em C57BL/6 (Fig. 12C) o que não foi observado 
em BALB/c (Fig. 12D) neste mesmo tempo (76x10'* e 16xl0'^/ml, respectivamente). Em 
todos os tempos avaliados, observamos que tanto o SGH quanto a L. chagasi induziram o 
recrutamento de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos em camundongos BALB/c e 
C57BL/6 (Fig. 12B e D). A combinação da L. chagasi com o SGH resultou em uma 
resposta inflamatória significante no número total de leucócitos recrutados, 
principalmente quanto a neutrófilos e e macrófagos após 12 e 48 horas em BALB/c e 
12h em C57BL/6. Estes resultados sugerem que a saliva exerceria um efeito aditivo na 
resposta inflamatória induzida pela L. chagasi.

6.11. Efeito do SG H  no recrutamento celular induzido pela L. chagasi in vivo

(A)
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Figura 12. Efeito do SGH no recrutam ento induzido pela Leishmania chagasi em 
cam undongos BALB/c e C57BL/6. O bolsão foi estimulado com SGH (0,5 par), L. 
chagasi (10® metacíclicas) ou L. chagasi + SGH por 12, 24, 48 e 72 horas de 
camundongos BALB/c (A e B) e C57BL/6 (C e D). Diferença significativa em (A) entre 
os grupos estimulados com L. chagasi e L.chagasi + SGH após 12h (* ,/?  = 0,0114) e 48h 
( * * ,/?=  0,0273); (B) número de neutrófílos e macrófagos entre os grupos estimulados 
com L. chagasi e L.chagasi + SGH após 12 {*, p  = 0,0273) e 48h (**, p  = 0,0273); (C) 
entre os grupos estimulados com L. chagasi e L.chagasi + SGH após 12h ( *,/? = 0,0223) 
e 72h (** ,/?  = 0,0241) e (D) número de neutrófílos (**,/? < 0,0001) e macrófagos (*,/> = 
0,0154) entre os grupos estimulados com L. chagasi e L.chagasi + SGH após 12h. Os 
valores representam a média ± SEM do número total e diferencial de leucócitos 
recrutados para o bolsão de ar.
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6.12. Avaliação da expressão de quimiocinas induzido pela L. chagasi na presença 
do SGH

Com a observação que a saliva de L. longipalpis é capaz de modificar a resposta 
inflamatória induzida pela L.chagasi induzindo o recrutamento de um maior número de 
leucócitos, decidimos em seguida avaliar quais quimiocinas estariam envolvidas nesta 
resposta. Nos pontos de avaliação da cinética (12, 24, 48 e 72 horas) o tecido que reveste 
a parede interna do bolsão de ar foi retirado para extração de RNA e avaliação da 
expressão das quimiocinas CCL3/M IP-la, CCL4/MIP-1P, CCL5/RANTES, 
CCL2/MCP-1, C C Lll/eotaxina, CXCLl/KC e CCR2. Com os resultados obtidos, foi 
possível obervar que o SGH induziu um padrão de expressão de quimiocinas diferente 
em camundongos BALB/c e C57BL/6 quando o SGH era combinado com a L.chagasi

Quanto às quimiocinas que recrutam preferencialmente macrófagos, podemos 
observar que o CCL2/MCP-1 foi induzido pela L. chagasi isoladamente apenas em 
C57BL/6 após 72 horas. Entretanto, quando o parasita foi co-inoculado com o SGH, 
detectamos CCL2/MCP-1 em BALB/c (24, 48 e 72 h) e C57BL/6 (12, 48 e 72h). Com 
relação a CCL4/MIP-1P, observamos que em BALB/c nos tempos de 12 e 24 horas 
ocorreu uma inibição da expressão desta quimiocina quando o parasita era combinado 
com o SGH, o que não foi observado em C57BL/6, onde CCL4/M IP-1P também foi 
expressa na presença do SGH. Não foi observada nenhuma expressão de CCL5/RANTES 
nos tempos avaliados.

Quanto às quimiocinas recrutadoras de granulócitos, observamos que em BALB/c 
enquanto CX CLl/KC era expresso 24 e 48 horas em todos os grupos. A CCLl 1/eotaxina 
foi expressa após 72 horas quando os estímulos foram co-inoculados (L.c.+ SGH). Um 
padrão diferente foi encontrado em C57BL/6 onde CXCLl/KC foi expresso após 72 
horas, enquanto CCLl 1/eotaxina foi expressa em todos os tempos avaliados com exceção 
do ponto de 72 horas. Estes resultados sugerem que também ocorre a modificação do 
perfil de expressão de quimiocinas quando a L. chagasi é inoculada com o SGH no 
modelo do bolsão de ar, resultando consequentemente em um padrão de recrutamento 
diferenciado para o local da picada do vetor.
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(B)

F igura 13. Expressão de quim iocinas induzido pelo SGH e L. chagasi. Análise por 
RT-PCR da expressão de CCL2/MCP-1, CCL3/M IP-la, CCL4/MIP-lp, 
CCL5/RANTES, CXCLl/KC, CCLl 1/eotaxina e CCR2 na parede interna do bolsão de ar 
de camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) após estimulação com SGH (0,5 
par/animal), L. chagasi (10^ metacíclicas) ou L. chagasi + SGH por 12, 24, 48 e 72 horas.
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7 D ISCU SSÃ O

A caracterização da resposta inflamatória inicial mediada pela saliva do 
flebotomíneo inoculada junto com a Leishmania no momento da alimentação sangüínea, 
tem importância fundamental para o esclarecimento dos eventos iniciais que podem 
modular a resposta do hospedeiro em um ambiente favorável ao estabalecimento do 
parasita.

Utilizando o modelo do bolsão de ar para avaliar a resposta inflamatória do SGH de 
L. longipalpis, observamos que nas duas linhagens testadas, ocorreu recrutamento celular 
que apresentava composição diferente do exudato inflamatório. Enquanto em BALB/c 
houve um aumento no número de macrófagos e eosinófilos recrutados atingindo um pico 
após 12 horas, em C57BL/6 foi detectada a presença predominante de neutrófilos. O 
aumento no recrutamento de macrófagos em C57BL/6 ocorreu somente após 24 horas. 
Estes resultados sugerem que, assim como estas linhagens respondem de forma diferente 
ao parasita, também respondem diferente à ação da saliva do vetor. O aumento no 
número de eosinófilos correspondeu com a expressão de CCLll/eotaxina no interior do 
bolsão de ar. A presença de eosinófilos tem sido fortemente relacionada às reações 
alérgicas e picadas de insetos. Em cães inoculados com a saliva de L. longipalpis foi 
demonstrada a formação de uma resposta inflamatória caracterizada por uma intensa 
eosinofllia (PARANHOS et al., 1993). Os eosinófilos também foram observados no 
processo inflamatório que se desenvolveu no local de imunização com a proteína 
recombinante de 15 kDa de P. papatasi e também na lesão de camundongos infectados 
com L. braziiiensis e saliva de L. longipalpis (DONNELLY et al., 1998; VALENZUELA 
et al., 2001). Estas células podem participar na vasodilatação favorecendo a alimentação 
sangüínea do vetor e ao mesmo tempo criar um ambiente inóspito para os patógenos em 
potencial transmitidos pelo vetor (BELKAID et al., 2000).

Quando analisamos o envolvimento de quimiocinas que recrutam 
preferencialmente macrófagos, observamos a expressão diferenciada de CCL2/MCP-1 no 
tecido que recobre a parede interna do bolsão de ar de BALB/c. O SGH foi capaz de 
induzir a expressão de CCL2/MCP-1 em BALB/c enquanto apenas uma expressão menos 
intensa foi observada após duas e quatro horas em C57BL/6. Mesmo nestes pontos de
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avaliação, a expressão desta quimiocina e receptor foi muito mais fraca em C57BL/6 
quando comparado a BALB/c. Observamos também a expressão de CCL3/M IP-la 
apenas em BALB/c e nenhuma expressão significante das outras quimiocinas avaliadas. 
O efeito quimiotático para macrófagos induzido pela saliva de flebotomíneos, mas sem a 
caracterização das quimiocinas envolvidas, já havia sido descrito anteriormente em, 
modelos de migração celular in vitro com a saliva de L. longipalpis e de outras espécies 
de flebotomíneos como P. duboscqi e P. papatasi (ANJILl et al.,1995; ZER et al., 2001).

O recrutamento mais precoce de macrófagos induzido pelo SGH em BALB/c e não 
em C57BL/6 é particularmente interessante. Na fase inicial da infecção, a capacidade de 
macrófagos em responder a sinais de ativação do tipo Thl contra patógenos intracelulares 
é importante na determinação da proliferação ou eliminação do parasita. O recrutamento 
de um número reduzido de macrófagos também foi associado com lesões menores em um 
modelo de camundongos imunodeficientes (BARRAL-NETTO et al., 1995). Diversos 
trabalhos têm demonstrado que a saliva do vetor também pode modular a resposta de 
macrófagos e monócitos para um fenótipo mais permissivo à sobrevivência da 
Leishmania. A  saliva inibe a produção de óxido nitrico, H2O2, e a apresentação de 
antígeno por macrófagos (TITUS et al., 1990; THEODOS et al., 1993 HALL et al., 
1995). A exacerbação da infecção também tem sido associada à inibição da produção de 
citocinas do tipo Thl e com a exacerbação na produção de citocinas do tipo Th2 pela 
saliva de P. papatasi (MBOW et al., 1998). Trabalhos recentes sugerem que a saliva de 
L. longipalpis induz um infiltrado inflamatório intenso e difuso caracterizado por 
neutrófilos, eosinófilos e macrófagos observados após 48 horas na derme da orelha de 
camundongos BALB/c expostos a picadas de flebotomíneos não-infectados (SILVA et 
al., 2005). Entretanto, um trabalho recente ufilizando outro tipo de abordagem mostrou 
que a saliva de L. longipalpis também teria atividade anti-inflamatória em um modelo de 
peritonite imune induzida por ovalbumina (OVA). Neste modelo de inflamação, a 
administração da saliva de L. longipalpis por via endovenosa antes do desafio com OVA 
no peritôneo de camundongos imunizados resultou em uma redução significativa na 
migração de neutrófilos e linfócitos T CD4+ e CD8+ (MONTEIRO et al., 2005).

Para confirmar 0 papel do CCL2/MCP-1 no recrutamento de macrófagos após 
estimulação com SGH em BALB/c, pré-tratamos um grupo de animais com anticorpo
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monoclonal anti-MCP-1, o que resultou em redução significante no recrutamento de 
macrófagos e inibição da expressão de CCL2/MCP-1. Este resultado foi reforçado com o 
uso de bindarit, um derivado indazólico sem efeitos imunosupressores sistêmicos e 
atividade no metabolismo do ácido araquidônico, que foi demonstrado ser capaz de inibir 
a síntese de CCL2/MCP-1 in vitro e in vivo ( SIRONI et al., 1999; GUGLIELMOTTI et 
al., 2002; BHATIA et al., 2005). Os animais tratados com bindarit mostraram redução 
significante no recrutamento de macrófagos e na expressão de CCL2/MCP-1 no tecido da 
parede interna do bolsão.

O CCL2/MCP-1 é um membro da família CC das quimiocinas, originalmente 
identificada como um fator potente na capacidade de atrair monócitos, células dendriticas 
e células NK (YOSHIMURA et al., 1989). Apenas o estímulo inicial induzido pelo 
CCL2/MCP-1 é capaz de induzir a migração e o direcionamento de leucócitos, sugerindo 
um efeito quimiotático potente mediado por esta quimiocina (KITO et al., 2002). Pode 
ser produzido por uma diversidade de tipos celulares como fibroblastos, células 
endoteliais, monócitos, macrófagos e células tumorais (WEBER et al., 1999). A produção 
de CCL2/MCP-1 está relacionada com a estimulação de algumas citocinas como TNF-a 
e IL -lß . Em um trabalho recente foi demonstrado que o aumento no recrutamento de 
macrófagos encontrado na decídua de pacientes com pré-eclampsia, estava diretamente 
relacionado com a expressão de CCL2/MCP-1 exacerbado pela produção de TNF-a e IL- 
lß  (LOCKWOOD et al., 2006). Outra citocina, o TGF-ß, também foi capaz de induzir a 
produção de CCL2/MCP-1 por células do túbulo proximal renal (QI et al., 2005). 
Evidências recentes sugerem que a produção de CCL2/MCP-1 é estimulada via TLR2 e 
TLR4 (M 0LLER et al., 2003; YUMOTO et al., 2005; YANG et al., 2006). A 
importância na estimulação via TLR2 em desencadear o processo infiamatório mediado 
pelo CCL2/MCP-1, também foi demonstrada quando uma molécula de superfície do T. 
cruzi induziu a expressão desta quimiocina de forma dependente de TLR2 (COELHO et 
al., 2002).

O CCL2/MCP-1 também desempenha papel importante na indução da resposta 
adaptativa. É capaz de direcionar a diferenciação de linfóctios ThO em Th2 in vitro por 
um mecanismo dependente de IL-4 (KARPUS et al., 1997). Sua expressão já  foi 
associada à polarização para uma resposta Th2 mesmo na presença de IFN-y (GU et al..
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2000). A produção de CCL2/MCP-1 por fibroblastos foi capaz de induzir a diferenciação 
de linfócitos produtores de IL-4 (DISTLER et al., 2006). Em camundongos deficientes 
para CCL2/MCP-1, o granuloma secundário induzido pelo antígeno SEA de Schistosoma 
mansoni, que é dependente de uma resposta Th2, foi reduzido significativamente 
(CHENSUE et al., 1996; LU et al., 1998). Por outro lado, a produção de CCL2/MCP-1 
pode também estar relacionado ao desenvolvimento de uma resposta celular tipo Thl. 
Esta característica pode ser observada no modelo de encefalomielite autoimune, onde 
camundongos deficientes para CCL2/MCP-1 apresentaram um recrutamento reduzido de 
macrófagos para o sistema nervoso central e conseqüentemente uma resposta Thl 
deficiente (HUANG et al., 2001). A tGPI-mucina, uma glicoproteína isolada da 
tripomastigota de T. cruzi, foi capaz de induzir resposta inflamatória em modelo de 
inflamação pleural. Esta resposta correspondeu a um aumento na produção de 
CCL2/MCP-1 dependente de IFN-y e TLR2. Os autores sugerem que esta glicoproteína, 
majoritária na superfície do parasita, seria importante na interação parasita/hopedeiro 
resultando na produção de citocinas pró-inflamatórias e NO (COELHO et al., 2002). Em 
outro trabalho, o bloqueio de CCL2/MCP-1 não resultou em alteração na polarização 
para uma resposta Thl em camundongos MRL/lpr, mas modificou diretamente a reposta 
Thl regional nos glomérulos com deficiência na expressão de IL-12 e IFN-y (SHIMIZU 
et al., 2005). É possível que o envolvimento desta quimiocina em respostas 
iumunológicas com características opostas dependam de vários fatores como; o agente 
infeccioso, o tempo de avaliação e o modelo utilizado no estudo.

Como macrófagos e neutrófilos são as principais células presentes no tecido que 
recobre a parede interna do bolsão após estimulação com SGH (dados não mostrados), 
nós decidimos investigar se o SGH seria capaz de induzir a produção de CCL2/MCP-1 
por macrófagos J774 in vitro. O SGH induziu a produção de CCL2/MCP-1 que foi 
neutralizada pelo soro anti-SGH, indicando que a atividade inflamatória do SGH pode ser 
neutralizada por anticorpos específicos. A inibição no recrutamento de macrófagos 
induzido pelo SGH por anticorpos específicos também foi observada quando o SGH foi 
pré-incubado com anticorpos anti-SGH ou em camundongos naturalmente expostos a 
picadas de L. longipalpis não infectados. A redução do recrutamento de macrófagos foi 
associada a uma inibição da expressão de CCL2/MCP-1 nos animais expostos que
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também foi detectado in vitro em macrófagos J774. Estes resultados sugerem que 
provavelmente uma ou mais moléculas imunogênicas presentes na saliva de L. 
longipalpis seriam responsáveis por este efeito. Diversos trabalhos têm demonstrado a 
relação na produção de anticorpos anti-saliva em áreas endêmicas para leishmaniose, 
onde indivíduos são constantemente picados por flebotomíenos não infectados e 
desenvolvem resposta anti-saliva. Estudos em uma área endêmica de São Luis mostraram 
que crianças residentes nesta região desenvolveram resposta humoral anti-saliva que 
ocorreu simultaneamente ao surgimento da resposta celular anú-Leishmania (GOMES et 
al., 2002). Em outro trabalho, indivíduos de uma área endêmica na Turquia com lesão 
causada por L. tropica apresentavam níveis mais elevados de IgG anú-P. sergenti do que 
indivíduos saudáveis da mesma área. Por outro lado, os níveis de IgG anti-P. papatasi 
foram semelhantes para ambos os grupos. Neste trabalho, os autores sugerem que a 
produção de anticorpos anti-saliva poderia ser utilizada como monitoramento de 
exposição do hospedeiro como risco de transmissão em áreas endêmicas (ROHOUSOVÁ 
et al., 2005). Estes dados reforçam a hipótese de que a indução de resposta imune contra a 
saliva de L. longipalpis pode facilitar o desenvolvimento de uma resposta imune contra a 
Leishmania.

A produção de anticorpos anti-saliva também pode influenciar na alimentação do 
vetor. Este efeito foi demonstrado quando P. argentipes alimentados em hamsters 
previamente expostos a picadas deste mesmo vetor apresentaram ingestão de uma 
quantidade reduzida de sangue resultando em redução na taxa de alimentação e na 
ovoposição (GHOSH et al., 1998). Os anticorpos também podem neutralizar o efeito de 
determinado componente da saliva, como em camundongos sensibilizados a picadas de 
Anopheles stephensi, que desenvolveram anticorpos anti-apirase inibindo sua atividade 
catalítica (MATHEWS et al., 1996). A neutralização do efeito de determinados 
componentes da saliva pode ainda alterar o curso da infecção. A pré-incubação do SGH 
com o soro de animais sensibilizados neutralizou completamente a exacerbação da 
infecção em camundongos BALB/c e C57BL/6 (BELKAID et al., 1998).

Após a caracterização da atividade inflamatória do SGH de L. longipalpis, 
iniciamos a investigação da(s) molécula(s) responsáveis por este efeito utilizando 
construções de plasmídeos de cDNA de componentes da saliva. A seleção dos cDNA
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utilizados foi baseada em dados obtidos previamente em hamsters imunizados com 
construções de cDNA da saliva de L. longipalpis com relação à sua capacidade de induzir 
RHT e/ou anticorpos (dados não publicados). Na imunização com os cDNA selecionados 
observamos que a imunização com os cDNA isoladamente não resultou na neutralização 
do efeito do SGH no bolsão de ar. Por outro lado, a imunização com a combinação de 
todos os cDNA (“mix de cDNA”) ou mesmo separando os CDNA em grupos menores 
resultou no bloqueio do recrutamento induzido pelo SGH. Como cada uma destas 
construções de cDNA codifica a produção de uma determinada proteína da saliva, estes 
resultados sugerem que provavelmente mais de uma molécula da saliva seria responsável 
pelo efeito do SGH observado no modelo do bolsão de ar. A ação de múltiplos 
componentes da saliva exercendo o mesmo efeito seria possível, pois a saliva de diversos 
artrópodes hematófagos muitas vezes possui diversas moléculas com efeitos biológicos 
redundantes no hospedeiro (RIBEIRO et al., 2003).

Baseado na confirmação que o(s) componente(s) da saliva envolvido(s) neste 
efeito teria(m) composição protéica (pré-incubação com Proteinase K), utilizamos os 
próprios cDNA e proteínas recombinantes como estímulo. 0  recrutamento celular 
induzido pelos cDNA foi detectado inicialmente somente após I2h, onde foi possível 
observar que LJM 19, que codifica a proteína de llk D a, induziu recrutamento celular 
semelhante ao SGH com relação ao número total de células recrutadas e a composição do 
exudato. O LJLl 1, que codifica a proteína de 61kDa, também apresentou recrutamento 
celular com a presença de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos, mas com cinética 
diferente, atingindo recrutamento semelhante ao SGH somente após 24 horas. A resposta 
inflamatória reduzida observada após 6 horas em todos os cDNA testados provavelmente 
ocorreu devido ao tempo mínimo necessário para o processamento destes plasmídeos e 
produção de resposta pelas células do hospedeiro (GURUNATHAN et al., 2000). Este 
efeito não foi observado quando as proteínas recombinantes foram inoculadas 
diretamente no bolsão de ar. Neste caso, observamos uma resposta rápida da proteína de 
llk D a  logo nas primeiras 6 horas induzindo resposta superior ao SGH que, após 12 
horas, passou a ser semelhante ao recrutamento induzido pelo SGH. Este efeito Inicial 
rápido da proteína recombinante de 1 IkDa pode ter ocorrido pela quantidade de proteína 
utilizada no experimento (100 ng). No entanto, as proteínas recombinantes de 43kDa,
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44kDa e 45kDa apresentaram efeito similar ao SGH somente após 24 horas. Estas três 
proteínas pertencem à família de proteínas da saliva de L. longipalpis conhecidas como 
“yellow” (VALENZUELA et al., 2004). O soro de indivíduos de uma área endêmica e de 
camundongos expostos a picadas de L  longipalpis foram capazes de reconhecê-las, 
confirmando que estas proteínas são fortemente imunogênicas (GOMES et al., 2002; 
SILVA et al., 2005).

Estudos com a saliva de P. papatasi demonstraram que uma proteína de 15 kDa 
(PsSPl 15) isolada da saliva deste vetor foi capaz de induzir uma intensa resposta celular, 
produção de anticorpos e proteção contra a infecção em animais imunizados com esta 
molécula (VALENZUELA et al., 2001). Entretanto, a indução de uma resposta celular 
pode não indicar necessariamente uma resposta protetora. Em trabalho recente, ao testar 
diversas construções de cDNA da saliva de Phlebotomus ariasi, os autores observaram 
que apesar dos animais imunizados com os cDNA produzirem uma resposta celular de 
RHT apenas uma parte deles desenvolveu uma resposta Thl caracterizada pela produção 
de lgG2a, enquanto os demais desenvolveram uma resposta Th2 com a produção de IgGl 
(OLIVEIRA et al., 2005). Neste trabalho, nossos resultados sugerem que a proteína de 
llkD a, codificada pelo L JM l9, o que foi novamente observado pela proteína 
recombinante de llk D a , desempenharia papel importante no recrutamento celular mais 
inicial induzido pelo SGH. Por outro lado, as proteínas de 43, 44, 45 e 6 IkDa parecem 
contribuir numa resposta inflamatória mais tardia. O esclarecimento da atividade 
inflamatória de cada uma destas proteínas recombinantes ainda requer a realização de 
novos experimentos, testando diferentes concentrações e avaliação da produção de 
quimiocinas.

Em seguida, avaliamos a capacidade do SGH de modificar a resposta inflamatória 
induzida pela L. chagasi. O parasita foi capaz de induzir uma reposta inflamatória intensa 
composta por neutrófilos, macrófagos e eosinófilos. Trabalhoó- anteriores demonstraram 
que a Leishmania aciona o recrutamento de uma população mista de células 
inflamatórias, como macrófagos, eosinófilos e neutrófilos que podem variar entre 
espécies e cepas (MATTE et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2005b). Apesar da Leishmania 
ter como célula hospedeira preferencial o macrófago, ela também é capaz de infectar 
outros tipos celulares como fibroblastos, células dendriticas e neutrófilos ( BOGDAN et
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al., 2000; AGA et al., 2002; PRINA et al., 2004). Na leishmaniose, os neutrófilos 
desempenham papel importante no início da infecção por serem capazes de fagocitar e 
destruir promastigotas de L. donovani in vitro. São importantes no controle inicial do 
crescimento parasitário no baço, mas não no fígado de camundongos infectados com L. 
infantum (ROUSSEAU et al., 2001). Entretanto, podem ser infectados pela Leishmania 
que permanece viável no interior destas células (MÜLLER et al., 2001; LAUFS et al., 
2002).

Quando a L. chagasi foi associada ao SGH ocorreu um aumento no recrutamento 
especialmente de neutrófilos e macrófagos induzido pelo parasita em camundongos 
BALB/c e C57BL/6 após doze horas. Os resultados sugerem que a resposta inflamatória 
induzida pela L.chagasi também difere dependendo da linhagem de camundongo 
utilizada. Quanto à análise fenotípica do exudato induzido pela L.chagasi ao ser 
combinada com o SGH, novamente observamos a predominância de neutrófilos, 
eosinófilos e macrófagos em BALB/c e neutrófilos e macrófagos em C57BL/6. Embora a 
resposta inflamatória induzida pela L.chagasi e L.chagasi + SGH inicialmente tenha sido 
mais intensa em BALB/c, no ponto mais tardio avaliado (72h) o número de leucócitos 
recrutados por estes mesmos grupos em C57BL/6 foi superior ao induzido em BALB/c.

Ao avaliarmos as quimiocinas envolvidas no padrão de recrutamento encontrado 
com a L.chagasi, observamos que o SGH induziu um padrão de expressão de 
quimiocinas diferente em camundongos BALB/c e C57BL/6 quando o SGH era 
combinada com a L. chagasi. Esta diferença pode ser observada na expressão das 
quimiocinas recrutadoras de granulócitos. Observamos que em BALB/c, a expressão de 
CXCLl/KC foi mais precoce quando comparado ao C57BL/6. A indução da expressão de 
CXCLl/KC e outras quimiocinas que recrutam granulócitos logo no início da infecção 
pela Leishmania já  foi descrito anteriormente, além da própria Leishmania que também 
libera um fator quimiotático para neutrófílos (VAN ZANDBERGEN et al., 2002). Na 
infecção experimental com L. major ocorre uma produção rápida de MlP-2 e CXCLl/KC 
na pele de animais infectados (MULLER et al., 2001). Na infecção in vitro também foi 
observada uma rápida produção de CXCLl/KC por macrófaos murinos (RACOOSIN et 
al., 1997). A expressão de CCLl 1/eotaxina também foi diferente entre as duas linhagens 
quando o SGH foi combinado com a Leishmania. Enquanto esta quimiocina foi detectada
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em todos os pontos avaliados em C57BL/6 foi detectada em BALB/c somente após 72 
horas. Recentemente foi demonstrado que a expressão de CCLll/eotaxina também foi 
detectada com mais intensidade na lesão de animais infectados com uma cepa virulenta 
de L. braziiiensis quando comparado a uma cepa menos virulenta (TEIXEIRA et al., 
2005b). Detectamos diferenças também na expressão de quimiocinas recrutadoras de 
macrófagos, onde a expressão de CCL2/MCP-1 na co-inoculação com o SGH resultou no 
aumento da expressão desta quimiocina em BALB/c e C57BL/6 em quase todos os 
tempos avaliados, o que não foi observado quando a Leishmania foi inoculada 
isoladamente. A indução da expressão de CCL2/MCP-1 já  foi descrita na infecção por 
outros patógenos como Bartonella henselae e Rickettsia rickettsii (CLIFTON et al., 2005; 
McCORD et al,, 2005). A expressão desta quimiocina na infecção pela Leishmania]k foi 
demonstrado in vivo e in vitro, mas seu papel ainda permanece controverso 
(BADOLATO et al., 1996; CARRERA et al., 1996; RACOOSIN et al., 1997; 
COTTERELL et al., 1999). Camundongos deficientes para CCL2/MCP-1 apresentaram 
uma resposta Th2 diminuída tornando-se resistentes à infecção pela L. major (GU et al., 
2000). Por outro lado, CCL2/MCP-1 induz atividade de macrófagos e liberação de 
enzimas lisossomais (ROLLINS et al., 1991). A expressão desta quimiocina agindo 
sinergicamente com IFN-y, também estimula diretamente a destruição do parasita em 
macrófagos infectados com L. major (RITTER et al., 2000). Além disso, tem sido 
relatado que CCL2/MCP-I pode estimular diretamente a eliminação do parasita via 
geração de NO por macrófagos murinos infectados com L. donovani 
(BHATTACFIARYYA et al., 2002), ou via indução de intermediários reativos de 
oxigênio em monócitos murinos infectados com L. major (RITTER et al., 2000). O 
tratamento com CCL2/MCP-1 e CCL3/M IP-la de camundongos infectados com L. 
donovani resultou na redução significativa da carga parasitária no baço e fígado (DEY et 
al., 2005).

O efeito do CCL2/MCP-1 na leishmaniose pode depender da cepa ou espécie de 
Leishmania utilizado. Estudos com macrófagos murinos mostraram que a indução de 
quimiocinas na infecção pela Leishmania foi dependente da cepa utilizada do parasita. A 
expressão de CCL2/MCP-1 foi predominantemente induzida por uma cepa pouco 
virulenta de L. major, enquanto uma cepa mais virulenta induziu uma expressão reduzida
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desta quimiocina. Neste trabalho os autores sugerem que a virulência da Leishmania 
estaria fortemente relacionada à modulação da expressão de quimiocinas por macrófagos 
(RACOOSIN et al., 1997). Em outro trabalho, a utilização do modelo do bolsão de ar 
possibilitou a compararação da resposta inflamatória induzida pela L. major e L. 
donovani. Enquanto a L. major induziu uma resposta inflamatória inicial intensa com a 
expressão de diversas citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, apenas uma resposta 
inflamatória moderada foi observada após estimulação com L. donovani (MATTE et al., 
2002). Recentemente, comparando a resposta inflamatória induzida por dois isolados 
diferentes de L. braziiiensis foi observada a expressão aumentada de CCL2/MCP-1, 
C C L3/M lP-la, CXCLl/KC, XCLl/linfotactina-1 e CCLll/eotaxina na lesão de 
camundongos infectados com a cepa H3227 que produzia lesões mais severas. Por outro 
lado, na lesão mais branda resultante da infecção pela cepa BA788 foi detectada a 
expressão apenas de CXCLlO/IP-10 (TEIXEIRA et al., 2005b).

No modelo murino, parece haver uma forte associação de quimiocinas com o perfil 
de resistência e suscetibiiidade à infecção. Na infecção por L. major, ocorre expressão 
significativamente diferente de várias quimiocinas em camundongos C57BL/6 e BALB/c 
(VESTER et al., 1999). Nesse estudo, linfonodos de camundongos resistentes infectados 
com L. major induziram a expressão de CCL2/MCP-1, CXCLlO/IP-10 e 
XCLl/linfotactina quando comparados com camundongos suscetíveis, indicando que 
estas quimiocinas podem ter um papel importante no desenvolvimento da imunidade do 
hospedeiro contra L. major. CXCLlO/IP-10 é um potente recrutador de células NK 
produtoras de IFN-y contribuindo na resistência à infeceção pela L. major (SCMARTON 
et al., 1993). A expressão de XCLl/linfotactina-1, CCL3/M IP-la, CCL4/MIP-1P e 
CCL5/RANTES foram associadas com uma resposta tipo Thl (SCHRUM et al., 1996; 
DORNER et al., 2002). No homem, em indivíduos com LC ou LCD causadas por L. 
mexicana, as lesões de indivíduos com LC continham altos níveis de CCL2/MCP-1, 
CXCL9/MIG e CXCLIO/IP-IO; enquanto as lesões de indivíduos com LCD expressavam 
predominantemente C C L 3/M IP-la (RITTER et al., 1996). Nesse estudo, os autores 
sugerem que, em LC, a produção de CCL2/MCP-1 seria responsável pelo recrutamento 
de macrófagos mais maduros e/ou ativados, que por sua vez matariam os parasitas e
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Os leucócitos desempenham tarefa importante tanto na patogênese como na 
defesa do hospedeiro, e o recrutamento de determinada população celular para o local da 
picada pode determinar o caminho que será seguido. Neste trabalho observamos que a 
saliva de L. longipalpis, no modelo do bolsão de ar, é capaz de induiz uma resposta 
inflamatória diferenciada dependendo da linhagem de camundongo utilizada, e também 
capaz de modular o perfil de recrutamento induzido pelo parasita. Também observamos 
que, a proteína da saliva de llk D a  teria, pelo menos em parte, papel importante em 
intermediar este efeito inicialmente enquanto as proteínas da família “yellow” e de 61kDa 
seraim responsáveis por um efeito mais tardio. Porém, novas avaliações precisam ser 
realizadas para melhor definir o envolvimento destes componentes da saliva na resposta 
inflamatória. A saliva do vetor também foi capaz de modular o recrutamento inicial de 
leucócitos induzido pela L. chagasi para o local da picada. Um estudo mais detalhado das 
populações de leucócitos que migram para o local como a produção de citocinas e 
caracterização do fenótipo celular pode esclarecer novos aspectos envolvidos na 
sobrevivênica da Leishmania no hospedeiro ou no estabelecimento de um ambiente hostil 
para a permanência do parasita .

controlariam a doença. Por outro lado, em LCD, CCL3/M IP-la induziria a migração de
células mais imaturas ou desativaria estas células, favorecendo a progressão da doença.
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8 C O N C LU SO ES

8.1. A saliva de L. longipalpis foi capaz de induzir uma resposta inflamatória no modelo 
do bolsão de ar, caracterizada pela presença de neutrófilos, macrófagos e eosinófilos com 
cinética diferente em camundongos BALB/c e C57BL/6;

8.2. O recrutamento aumentado de macrófagos em camundongos BALB/c foi fortemente 
associado à expressão de CCL2/MCP-1 no modelo do bolsão de ar;

8.3. Observamos que a proteína recombinante de llk D a  da saliva de L. longipalpis 
parece ter uma atividade inflamatória mais inicial, enquanto as proteínas da família 
“yellow” e a proteína de 6 IkDa teriam um efeito mais tardio no modelo do bolsão de ar;

8.4. A saliva induziu um efeito aditivo no perfil de recrutamento celular induzido pela L. 
chagasi resultante da modulação na expressão de CCL2/MCP-1, CCL4/M IP-ip, 
CCLl 1/eotaxina e CX CLl/KC em BALB/c e C57BI76;
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Saliva from Lutzomyia longipalpis Induces CC Chemokine 
Ligand 2/Monocyte Chemoattractant Protein-1 Expression and 
Macrophage Recruitment^
Clarissa R. Teixeira,*̂ Maria Jânia Teixeira,*̂ Regis B. B. Gomes,Claire S. Santos,*
Bruno B. Andrade,*"'■ Imbroinise Raffaele-Netto,* João S. Silva,® Angelo Guglielmotti,*
José C. Miranda,* Aldina Barral,*̂  ̂Cláudia Brodskyn,*̂  and Manoel Barral-Nettô *̂^
Saliva of bloodfeeding arthropods has been incriminated in facilitating the establishment of parasite in their host We report on 
the leukocyte chemoattractive effect of salivary gland homogenate (SGH) from Lutzomyia longipalpis on saliva-induced inflam
mation in an air pouch model. SGH (0.5 pair/animal) v̂ as inoculated in the air pouch formed in the back of BALB/c or C57BL/6 
mice. L. longipalpis SGH induced a significant influx of macrophages in BALB/c but not in C57BL/6 niice. SGH-induced cell 
recruitment reached a peak at 12 h after inoculation and was higher than that induced by the LPS control. This differential cell 
recruitment in BALB/c mice vvas directly correlated to an increase in CCL2/MCP-1 expression in the air pouch lining tissue. In 
fact, treatment with bindarit, an inhibitor of CCL2/MCP-1 synthesis, and also with a specific anti-MCP-1 mAb resulted in drastic 
reduction of macrophage recruitment and inhibition of CCL2/MCP-1 expression in the lining tissue. CCL2/MCP-1 production was 
also seen in vitro when J774 murine macrophages were exposed to L, longipalpis SGH. The SGH effect was abrogated by 
preincubation with serum containing anti-SGH IgG Abs as well as in mice previously sensitized with L. longipalpis bites. Inter
estingly, the combination of SGH with Leishmania chagasi induced an increased recruitment of neutrophils and macrophages 
when compared with L. chagasi alone. Taken together these results suggest that SGH not only induces the recruitment of a greater 
number of macrophages by enhancing CCL2/MCP-1 production but also synergizes with L. chagasi to recruit more inflammatory 
cells to the site of inoculation. The Journal o f  Immunology, 2005, 175: 8346-8353.
D uring bloodfeeding, insect saliva is injected into the 

host’s skin. This saliva contains a great variety of he
mostatic, inflammatory, and immunomodulatory mole

cules. Understanding mammalian response to insect saliva is of 
utmost importance in several ways. Besides being related to al
lergy (1, 2), insect saliva is known to facilitate parasite survival 
(3-5). In mice, saliva from Lutzomyia longipalpis or Phlebotomus 
papatasi leads to larger Leishmania ma/or-associated lesions than 
those resulting from the parasite alone (6).

The mammalian hosts do mount an anti-insect saliva response. 
The phlebotomine saliva enhancing effect on leishmaniasis can be 
abrogated by preexposure to immune sera (4,5). Immune response 
against sand fly saliva is also observed in children from areas en
demic for visceral leishmaniasis. Seroconversion against L. longi-
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palpis saliva occurred at the same time as the host developed an 
anti-Leishmania cell-mediated immune response (7, 8),

Cell recruitment is a vital event in inflammation. Cell number 
and composition in the initial stages after stimuli greatly influences 
future responses and the development of acquired immune re
sponses. Initial cell recruitment is also important in leishmaniasis 
(9, 10). Saliva from Phlebotomus duboscqi attracts vertebrate 
monocytes in vitro (11) and saliva from P. papatasi not only at
tracts macrophages but also enhances infection by Leishmania do
novani in these cells, resulting in increased parasite load (12).

Synthesis of inflammatory mediators is a fundamental mecha
nism for leukocyte recruitment to an injured tissue. We thus in
vestigated the chemotactic effect and mediators of salivary gland 
homogenate (SGH)  ̂ from L  longipalpis in vivo using the air 
pouch model because little is known about the influence of insect 
saliva on chemokine expression. We observed that L. longipalpis 
saliva is able to recruit a higher number of macrophages in the air 
pouch of BALB/c mice that correlates with the increase in CCL2/ 
MCP-1 and CCR2 expression. Moreover, by using bindarit, a mol
ecule that has been shown to inhibit CCL2/MCP-1 production both 
in vitro and in vivo (13-15) and MCP-1 neutralizing Abs, we 
observed a reinforced role of CCL2/MCP-1 in orchestrating the 
recruitment of macrophages to the BALB/c air pouch.
Materials and Methods
Mice
Inbred BALB/c and C57BL/6 mice of both sexes, 8-12 wk of age were obtained from the animal facility of Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz- Fundação Oswaldo Cruz (CPqGM-FIOCRUZ, Bahia, Brazil). The experimental procedures were approved and conducted according to the Animal
 ̂Abbreviation used in this paper; SGH, salivary gland homogenate.
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Care and Utilization Committee of the CPqGM-FIOCRUZ (Process no. 070).
Parasites
Leishmania chagasi (MHOM/BROO/MER/STRAIN2) promastigotes were cultured in Schneider’s medium supplemented with 20% inactive FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 fil/ml streptomycin.
Air pouch and leukocyte migration
Air pouches were prepared by injecting 3 ml of air into the dorsal surface of BALB/c and C57BL/6 mice under light anesthesia. One hundred microliters of SGH (0.5 pahr/animal) or SGH preincubated with anti-SGH senim (0.5 pair/animal plus 50 /il of serum preincubated for 1 h at 37°C) in endotoxin-free saline were injected into the air pouches immediately following an air injection, as previously described (16). Control mice were injected with 100 /il of endotoxin-firee saline (negative control) or LPS (20 fig/ml; positive control). After 2, 4, 6, 12, and 24 h intrapouch inoculation, three to five animals per experimental group were lethally anesthetized, and the pouch washed with a total of 5 ml of endotoxin-free saline to collect leukocytes of the exudates. Lavage fluids were centrifuged at 100 X g for10 min at 4°C, and pellets were resuspended in saline, stained in Turk’s solution, and counted in a Neubauer hemocytometer. Differential celt counts were done microscopically on cytospin preparations stained with H&E.
Sand flies and preparation o f  salivary glands
L  longipalpis sand flies, 5- to 7-day-oId females of the Cavunge strain, ^were reared at Laboratório de Imunoparasitologia (CPqGM) using a mixture of rabbit feces and rabbit ration as larval food. Sand fly colonies were maintained at 26°C. Adult male sand flies were ofi'ered a sucrose solution, and females were fed on lightly anesthetized hamsters (Mesocricetus au- 
ratus). Salivary glands were obtained from 5- to 7-day-old laboratory-bred 
L. longipalpis females. Salivary glands were dissected, placed in endotox- in-free PBS on ice, and stored at -70“C. Immediately before lise, glands were sonicated and microfuged at 10,000 X g for 2 rain, and the supernatant was used for the studies.
Oligonucleotide primers
Oligonucleotide primers specific for mouse chemokines and chemokine receptors were used to amplify cDNA by PCR. p-actin primers were used as a control to evaluate the expression of a housekeeping gene. The primers for chemokines, chemokine receptors, and p-actin were prepared at Invitrogen Life Technologies based on sequences published elsewhere (17, 
18).
RNA isolation and cDNA preparation by reverse transcription
Total RNA was extracted from the air pouch lining tissue using TRIzol reagent (Invitrogen Life Technologies), according to manufacturer’s instructions, Briefly, after cell lysis, RNA was precipitated with isopropanol, washed with 70% ethanol, and solubilized in diethylpyrocarbonate-treated water. RNA concentration and purity was determined by measuring at Aj«, and A28ot n̂d samples were immediately stored at —70°C, cDNA synthesis was performed on —1-2 fig of RNA in a total volume of 20 /l1 containing 2.5 jxM oligo(dT),2_i8 primers, 1 mM dNTP (Invitrogen Life Technologies), 1X first-strand buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KQ, 2 mM MgClj), 20 U of RNase inhibitor, and 50 U of Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen Life Technologies). The reaction mixture was incubated at 42°C for 50 min and stopped at 95°C for 5 min.
Chemokine and chemokine receptors mRNA detection
Expression of mRNA was analyzed by RT-PCR for the following; CCL2/ MCP-1 (JE, murine homologAje), CCL3/MIP-la, CCU/MIP-lp, CCL5/ RANTES, CCR2, and p-actin. A 5-fil aliquot of the cDNA obtained was amplified in a 25-/aI reaction containing 1X PCR buffer (5 nmol KCI, 1 nmol Tris-HCl (pH 8.4), 1.5 nmol MgClj), 0,2 nmol each dNTP, 200 nmol each primer, and 1 U of TaqDNA polymerase (Invitrogen Life Technologies) in a PTC-100 thermal cycler (MJ Research). Reaction conditions were 30 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 54-55°C, and 2 min at 72°C, with a final extension step of 7 min at 72°C. For each set of primers, a negative sample (water) was run in parallel. PCR products were visualized by UV light after electrophoresis through a 6% acrylamide gel containing 0.5 /u,g/ml ethidium bromide. The sizes of the RT-PCR products were confirmed by comparison with a 100-bp ladder run in parallel on the same gel. The band intensity of the amplified products was analyzed using Eagle- Sight v.3.2 software (Stratagene). The results are expressed as a ratio of expression of chemokine or chemokine receptor to jj-actin expression.

J774 macrophage cell culture and stimulation
The mouse macrophage cell line J774E was maintained at 37°C in 5% COj in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% FBS (HyCIone Laboratories), 25 mM HEPES, 100 U/ml penicillin, and 100 /Ag/ml streptomycin/ml (Invitrogen Life Technologies).Cells (4 X 10’ per ml) were plated in 24-well culture plates (Costar) containing 13-mm diameter glass coverslips (Novocastra Laboratories) in duplicates. After 24 h, macrophages were treated or not with LPS (50 fig/ml) or SGH (0,5 pair/well) or SGH preincubated for 1 h at 37°C with specific anti-SGH serum. Eight hours after stimulation, coverslips were removed and fixed with methanol for 5 tnin.
Immunohistochemical reactions
Methanol-fixed J774 cells on 13-mm diameter glass coverslips (Novocastra Laboratories) were processed for immunohistochemical assessment of chemokines. Coverslips were incubated with 10% nonfat milk for 20 min at room temperature to block nonspecific binding and to help prevent excessive drying out of the section. Primary Abs (50 fil, 1/100) of CCL2/MCP-1,

■Mi miicropliagr» C:2Z3cosinophili
FIGURE 1. Leukocyte infiltration into BALB/c (A) and C57BL/6 (B) mice air pouch tissue. Pouches were stimulated with 0.1 ml of endotoxin- 
free saline, or L  longipalpis saliva (with SGH at 0.5 pair/animal). Twelve hours after stimulation, pouches were washed and differential cell counts 
performed in Turk’s solution. Values represent mean ± SEM of four mice per group. C, Representation of difference between macrophage and eo
sinophil recruitment in BALB/c and C57BL/6 mice. Significant difference from value for macrophage (♦, p = 0.0390) and eosinophils (•*, p = 0.0210) between saline and SGH-treated groups.
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CCL3/MlP-la, CCL4/M1P-10, CCL5/RANTES, or CCR2 (Santa Cruz Biotechnology), diluted in PBS containing 0.01% of saponin, were added and incubated overnight at 4°C. Coverslips were washed three limes with PBS containing 1% Triton X-100 (Amresco), 5 min each wash, and then secondary Ab (50 /il, 1/300 dilution of anti-rabbit or anti-goat biotin conjugate; Vector Laboratories) was added and incubated for 45 min in a moist chamber at room temperature. Coverslips were then washed three times with PBS containing 1% of Triton X-100 as previously described. Endogenous peroxidase was blocked by incubation with 3% H2O2 for 20 min at room temperature, and then 50 p.1 of streptavidin-peroxidase (Vectastain ABC kit, mouse IgG; Vector Laboratories) was added for 30 min at room temperature. Chromogen reaction was developed with 3-3'-diaminobenzi- dine (DAB kit; Vector Laboratories) solution and counterstained with Mayer’s hematoxylin. J774 cells stimulated with LPS were used as positive controls. Monoclonal Abs were substituted for nonimmune rabbit Igs or irrelevant mouse Abs as negative controls.
Treatments
Bindarit or 2-methyl-2-([l-phenylmethyl)-lH-indazol-3-yl]methoxy)pro- panoic acid (Angelini Farmaceutici) was administered at the dose of 200 mg/kg i.p. 1 h before and 7 h after air pouch induction and SGH stimulation (0.5 pair/animal). The dose of bindarit was chosen based on earlier reports showing that the molecule is a preferential inhibitor of CCL2/MCP-1 synthesis (13-15). For anti-MCP-1 mAb treatment, animals received an i.p.

injection of purified neutralizing anti-MCP-I mAb (R&D Systems) in a final volume of 200 fti (100 /xg) 1 h before air pouch induction and SGH stimulation (0.5 pair/animal).
Sand fly anti-saliva serum
Hamsters (M. auratus) were exposed to bites from 5- to 7-day-old female 
L. longipalpis (Cavunge strain). Three animals were lightly anesthetized and exposed three times to ~50 bites every 15 days. Fifteen days after the last exposure, animals were sacrificed and serum was collected and tested for IgG anti-saliva detection by ELISA, as previously described (19).
Sensitization o f mice
Groups of mice (n = 10) were sensitized five times by natural exposure to15 uninfected L. longipalpis females in the left ear at 10-day intervals. A week after the last exposure, sera were collected to evaluate the presence of IgG anti-SGH. Mice considered positive (cutoff = 0.045) were used to induce air pouch stimulated with SGH as earlier described.
Statistical analysis
Data were reported as the mean ± SEM and were analyzed statistically by means of ANOVA or the Student t test with the level of significance at 
p < 0.05.

FIGURE 2. RT-PCR analysis of the expression of CCL2/MCP-1 and its receptor CCR2 from BALB/c {A) or C57BL/6 (B) air pouch lining tissue 2, 4, 6, 12, and 24 h after saline, LPS (20 /ig/ml), or SGH (0.5 pair/animal) stimulation. Densitometric data of CCL2/MCP-1 (C) or CCR2 (D) expression in BALB/c mice at 12 h as the mean ± SEM of Ihe ratio of chemokine to /3-actin band from the same sample. The profiles are representative of at least two independent experiments. Significant difference (*,p = 0.0033) from value for negative control (saline) group and SGH-treated group.
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Results
Effect o f  SGH on leukocyte recruitment in vivo
To investigate the inflammatory effect of L. longipalpis saliva we 
used the air pouch model previously described as an in vivo re
cruitment model that allows exudate analysis (20,21). Air pouches 
were raised on BALB/c and C57BL/6 mice injected with SGH (0.5 
pair/ml), LPS (20 iig/ml), or saline, and after 12 h the exudate was 
collected. Although few cells were found in the pouch exudate 
when endotoxin-free saline was injected, SGH from both L  lon
gipalpis and LPS (data not shown) were potent recruiters for neu
trophils and lymphocytes in either BALB/c or C57BL/6 mice (Fig. 
1, A and B). However, only SGH induced an increase in macro
phage and eosinophil recruitment in BALB/c mice, whereas this 
effect was not observed in C57BL/6 mice. This result was rein
forced when the difference between macrophage and eosinophil 
recruitment in BALB/c and C57BL/6 mice was compared (Fig. 
1C), showing that the increase was only observed in BALB/c mice 
after 12 h. In addition, our results describe an important inflam
matory event driving macrophage chemotaxis mediated by SGH.
Expression o f  CCL2/MCP-1 in the air pouch lining tissue
After detecting the increase in macrophage recruitment due to 
SGH stimulation we decided to investigate the participation of the 
macrophage recruiting chemokines CCL3/MIP-la, CCL4/MIP- 
1/3, CCL5/RANTES, and CCL2/MCP-1. Injection of SGH in the 
air pouch induced nonsignificant expression of CCL3/MIP-la, 
CCL4/MIP-1 ,̂ and CCL5/RANTES (data not shown). Of note 
after SGH stimulation, there was an expression of CCL2/MCP-1 at 
4,6, 12, and 24 h ih the lining tissue of BALB/c, but only expres
sion at 2 and 4 h in C57BL/6 mice (Fig. 2, A and B). The receptor 
for CCL2/MCP-1, CCR2, was also detected at 12 h in BALB/c and 
at 4 h in C57BL/6 mice. Densitometric analysis at 12 h in BALB/c 
mice revealed a significant increase in expression of CCL2/MCP-1 
in SGH-treated mice when compared with saline control, but not as 
high as LPS (Fig. 2C), whereas the increase in CCR2 expression in 
SGH-treated mice was similar to the increase in saline controls 
(Fig. 2D). It is noteworthy that densitometric analysis of SGH 
induced CCL2/MCP-1 expression at 2 and 4 h in C57BL/6 mice 
(maximum expression) compared with 12 h in BALB/c mice (data 
not shown) showed a higher expression of CCL2/MCP-1 on 
BALB/c mice than in C57BL/6 mice induced by SGH. A basal 
CCL2/MCP-1 production in the lining tissue from the nonstimu
lated mice may be due to resident tissue cells acting as an early 
source of mediators while infiltrating cells could be the source of 
chemokines at a higher intensity after SGH injection (22). The 
higher expression of CCL2/MCP-1 only in BALB/c mice suggests 
the involvement of this CC chemokine in this phenomenon and 
may be responsible for the increased macrophage recruitment.

Production o f CCL2/MCP-1 in vitro
Because we demonstrated an increased expression of CCL2/ 
MCP-1 mRNA in the lining tissue of BALB/c, we decided to in
vestigate whether SGH was able to induce CCL2/MCP-1 produc
tion in vitro. J774, a BALB/c macrophage cell line, was cultured 
in the presence of SGH. After 6 h, immunohistochemical reactions 
for detection of CCL2/MCP-1 were performed. SGH induced an 
increased production of CCL2/MCP-1 that was not seen in the 
untreated control (Fig. 3, A and B) and was comparable to LPS- 
induced CCL2/MCP-1 production (data not shown). To confirm 
that this effect was SGH specific, we preincubated .SGH with anti- 
SGH serum. In this case, CCL2/MCP-1 production was com
pletely inhibited, suggesting that the stimulatory effect induced by 
SGH was neutralized and again confirming the ability of SGH to 
induce CCL2/MCP-1 production (Fig. 3C).
Inhibition o f CCL2/MCP-1
To investigate whether the increase of macrophage recruitment as 
a result of SGH stimulation was due to an increase of CCL2/ 
MCP-1 expression, a group of BALB/c mice was previously 
treated with bindarit, an inhibitor of CCL2/MCP-1 synthesis, and 
also with antí-MCP-1 neutralizing mAh. Treatment with bindarit 
or anti-MCP-1 mAb treatment resulted in significant reduction of 
macrophage recruitment (Fig. 4, A and B). Bindarit resulted in total 
inhibition of CCL2/MCP-1 expression. Interestingly, anti-MCP-1 
mAb treatment also led to a decrease in CCL2/MCP-1 expression 
evidenced by RT-PCR (Fig. 4A). Chemokine mRNA expression 
seems to be dependent on previous chemokine production and can 
function as a regulatory mechanism, i.e., lower concentration of 
protein can lead to a decrease in the message of the molecules (23, 
24). Together, these results reinforce that CCL2/MCP-1 is the CC 
chemokine most likely responsible for the increased macrophage 
recruitment induced by SGH.
Inhibition o f macrophage recruitment with anti-SGH serum
Because SGH effect on J774 cells was abrogated after preincuba
tion with anti-SGH in vitro, we decided to investigate whether 
SGH effect could be inhibited in vivo as well. When SGH was 
preincubated with specific antiserum there was a reduction in mac
rophage recruitment. However, neutrophil, eosinophil, and lym
phocyte migration remained similar to the LPS-positive control 
(Fig. 5). Preincubation of SGH with specific antiserum lead to a 
68% abrogation of the macrophage recruitment when compared 
with the effect of SGH alone. Although 3.1 X 10"* macrophages 
were recruited by SGH, only 1.0 X 10“* macrophages were ob
served under stimulus with SGH preincubated with anti-SGH se
rum. No such abrogation was observed with neutrophils, eosino
phils, or lymphocytes (9.68 X lO“* vs 12.6 X 10“* with SGH and

FIGURE 3. CCL2A1CP-1 production in vitro after stimulation with SGH. J774 cells were plated in 24-wcll culture plates containing glass coverslips. After 24 h, macrophages were untreated
(A) or treated with SGH (0.5 pair/well)(B) or with SGH preincubated with anti- 
L  longipalpis SGH serum (Q. Eight hours after stimulation coverslips were removed and immunohistochemical reaction was perfomied for MCP-1 detec
tion (arrows).
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FIGURE 4. Inhibition of CCL-2/MCP-1. A, Leukocyte infiltration into BALB/c air pouches treated with anti-MCP-1 mAb i.p. treatment (100 ̂ ig) 1 h before SGH stimulation and RT-PCR analysis of CCL2/MCP-1 from nontreated (NT) anti-MCP-1 mAb treated (oMCP-l) BALB/c air pouch lining tissue 12 h after SGH (0.5 pair/animal) stimulation. B, Leukocyte infiltration into BALB/c mice air pouches treated with bindarit (200 mg/kg i.p.) 1 h before and 7 h after SGH stimulation and RT-PCR analysis of CCL2/MCP-1 fiom nontreated (NT) and bindarit-treated (BIND) BALB/c air pouch lining tissue 12 h after SGH (0,5 pair/animal) stimulation. Values represent mean ± SEM 
of four mice per group. Significant difference (*, p = 0.0259) from value for macrophage recruitment in control and treated groups.

SGH plus anti-SGH serum, respectively for neutrophils). Preincu
bation of LPS with anti-SGH scrum did not result in LPS-induced 
inflammatory response inhibition confirming the antiserum speci
ficity. This result suggests the presence of macrophage chemotac-

Né«tr«plillí BZüaEòsínóptiils Mftcrophiige« E 3  Ljnnrtphocytei:
FIGURE 5. Specific inhibition of macrophage recruitment after SGH stimulation. Air pouches in BALB/c mice were stimulated with LPS (20 /ig/ml), SGH (0.5 pair/animal), anti-SGH serum (a-SGH), LPS, or SGH preincubated for 1 h with anti-Z. longipalpis SGH serum. Significant difference from value for macrophages (*, p = 0,0364) and eosinophils (**, 
p = 0,0286) between SGH and SGH + anti-SGH groups.

tic components in SGH that can be neutralized by Abs present in 
the specific antiserum.
Inhibition o f SGH macrophage recruitment by naturally induced 
anti-SGH Abs
Accumulating evidence points to the importance of Abs anti-saliva 
in protection of immunized mice (4, 5). To further understand the 
effect of anti-SGH serum, we decided to test whether SGH che
motatic effect could also be inhibited by Abs produced in BALB/c 
mice preexposed to bites from uninfected L. longipalpis. The che
moattractive effect induced by SGH was severely reduced in pre
exposed animals: macrophage recruitment was dramatically de
creased (78.2% inhibition), whereas neutrophil had a smaller 
reduction (41.5% inhibition) (Fig. 6A). In addition, expression of 
CCL2/MCP-1 in the air pouch lining tissue of exposed mice was 
completely abrogated 12 h after SGH stimulation (Fig. 6B). This 
result reinforces the importance of Abs anti-saliva in SGH-medi- 
ated macrophage recruitment.
Effect o fL . chagasi and SGH on leukocyte recruitment in vivo
After demonstrating the inflammatory effect of SGH we investi
gated whether it was able to modify the inflammatory response 
induced by L. chagasi, the parasite transmitted by L. longipalpis 
sand flies. Exudate cells were collected 12 h later and showed that 
both SGH and L. chagasi induced recruitment of neutrophils and 
macrophages in BALB/c mice (Fig. 7). However, L. chagasi was 
able to induce the recruitment of a greater number of cells to the 
pouch space when compared with SGH alone. The combination of 
L. chagasi with SGH resulted in an exacerbated inflaimnatory re
sponse indicating that SGH also has an effect on the parasite re
cruitment profile, which is an additive effect on L. chagasi-induced 
leukocyte recruitment.
D iscussion
The data presented in this study indicate that SGH from L. longi
palpis induces an increased macrophage recruitment into the mu
rine air pouch. Several studies have described the use of the mouse 
air pouch model as a very consistent and straightforward model to 
investigate inflammatory response, creating the environment for



FIGURE 6. Inhibition of SGH eifect in vivo in BALB/c mice (n = 6) sensitized with bites from L. longipalpis. A, BALB/c mice were exposed five times to L  longipalpis bites (10-day intervals) or nonexposed. Ten , days after the last exposure, air pouches were induced and stimulated with SGH. Significant difference (*, p = 0.0366) from macrophage recruitment value is represented for nonexposed and exposed group. B, RT-PCR analysis of CCL2/MCP-1 from nonexposed (NE) and exposed (E) BALB/c air pouch lining tissue 12 h after SGH (0.5 pair/animal) stimulation. The results are representative of three experiments.

collection and phenotypic analysis of cells migrating into the 
pouch space (20, 21, 25). Interestingly, SGH was able to induce 
neutrophil, eosinophil, and macrophage recruitment after 12 h in 
BALB/c but not in C57BL/6 mice. Neutrophil recruitment was 
similar to other stimuli (LPS, for example), whereas eosinophils 
were increased as compared with the increase in control mice. 
Eosinophils have been strongly related to mosquito bites and al
lergies. Actually, eosinophilia was detected on dogs intradermally 
inoculated with saliva from L. longipalpis (26), in the inflamma
tory process at the site of immunization of mice with recombinant 
15-kDa protein from P. papatasi, and also in cutaneous lesions in 
mice infected with Leishmania braziiiensis and L. longipalpis sa
liva (27, 28). Eosinophils may participate in vasodilation favoring 
sand fly feeding but may alternatively be important players in cre
ating an inhospitable environment for potential invaders transmit
ted with saliva (29).

Recent observations suggest that L. longipalpis saliva induced 
an intense and diffuse inflammatory infiltrate characterized by neu
trophils, eosinophils, and macrophages observed up to 48 h in the 
ear dermis of BALB/c mice exposed to bites from uninfected sand 
flies (30). Of further interest was the increased macrophage re
cruitment induced by SGH in BALB/c but not in C57BL/6 mice. 
These two mouse strains differ in their susceptibility for Leishma
nia, as BALB/c mice are highly susceptible and C57BL/6 mice are 
partially resistant to several Leishmania species (31, 32). The fact 
that these animals, which differ in their response to Leishmania, 
also differ in their inflammatory response to sand fly saliva is note
worthy. Several studies have clearly demonstrated that salivary 
gland lysate inhibits NO (33), HjOj production (34), and Ag pre
sentation (35) by macrophages. The exacerbation of disease has 
been also associated with inhibition of the production of Thl cy
tokines and with enhancement of IL-4 Th2 cytokine by saliva from 
P. papatasi (36). The capacity of macrophages to respond to Thl 
activation signals against intracellular pathogens during the non-

c m  Neutrophils j^^EosinophiU  
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FIGURE 7. Effect of Leishmania on leukocyte infiltration into BALB/c mice air pouches. Pouches were stimulated with 0,1 ml of L. longipalpis saliva (SGH; 0.5 pair/animal), 10̂  stationary phase L. chagasi or £. cha
gasi -H SGH for 12 h. After stimulation pouches were washed and differential cell counts performed in Turk’s solution. Values represent mean i  
SEM of four mice per group. Significant difference from neutrophil (», p = 0.0043) and macrophage (**, p = 0,0039) recruitment value for SGH, L  
chagasi, and L. chagasi + SGH stimulated groups is represented.

immune early phases of infection is crucial for determining 
whether the invading organisms proliferate or are eliminated. A 
lack of macrophage recruitment has also been related to failure of 
lesion enlargement in an immunodeficient murine model (37).

This increased macrophage recruitment was linked to CCL2/ 
MCP-1 and its receptor CCR2 expression in the air pouch lining 
tissue but not other macrophage recruiting CC chemokines (CCL3/ 
MIP-la, CCL4/MIP-1P, or CCL5/RANTES), SGH was able to 
induce a strong CCL2/MCP-1 and CCR2 expression in BALB/c 
mice, whereas only a weak expression was observed 2 and 4 h in 
C57BL/6 mice. Even in these time points, the expression of this 
chemokine and its receptors was much weaker in C57BL/6 when 
compared with BALB/c mice (data not shown). Moreover, neu
tralization with anti-MCP-1 mAb resulted in a significant reduc
tion of macrophages recruited and inhibition of CCL2/MCP-1 ex
pression. This result was reinforced by using bindarit, an original 
indazolic derivative devoid of systemic immunosuppressive effects 
and of activity on arachidonic acid metabolism, which has been 
shown the ability to inhibit CCL2/MCP-1 synthesis both in vitro 
and in vivo (13-15). Bindarit-treated mice showed a significant 
reduction of macrophage recruitment and also inhibition of CCL2/ 
MCP-1 expression in the lining tissue. Together, these results in
dicate that CCL2/MCP-1 is the CC chemokine involved in mac
rophage recruitment after SGH stimulation.

Because macrophages and neutrophils were the main cell pop
ulations present in the lining tissue after SGH stimulation (data not 
shown), we decided to investigate whether SGH was also capable 
of inducing CCL2/MCP-1 by J774 macrophages in vitro. SGH 
induced CCL2/MCP-1 production that was abrogated by specific 
anti-SGH serum, indicating that SGH inflammatory effect could be 
inhibited by specific Abs. Interestingly, Saliva effect on macro
phage recruitment was also specifically inhibited without affecting 
polymorphonuclear cell recruitment in vivo when it was preincu
bated with specific anti-SGH Abs or in BALB/c mice naturally 
exposed to uninfected L  longipalpis bites. This result is particu
larly interesting because it mimetizes the real situation in an en
demic area where individuals are constantly exposed to bites from
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uninfected sand flies and they develop anü-saliva immune re
sponse. In fact, in children from an endemic area the development 
of an anti-saliva humoral response occurred at the same time as the 
appearance of anti-Leishmania cell-mediated immunity (8). Inter
estingly, the decrease in macrophage recruitment was associated 
with a strong inhibition of CCL2/MCP-1 expression in the exposed 
animals, which was also detected in vitro in J774 cells. These 
results suggest that probably one or more immunogenic molecules 
present in L. longipalpis saliva are responsible for this effect. The 
importance of anti-sand fly saliva Abs has also been emphasized. 
Phlebotomus argentipes allowed to feed on hamsters previously 
exposed to sand fly bites, which is associated with a small amount 
of blood ingestion, decreased the feeding rate on animals and low
ered the numbers of eggs laid, suggesting that anti-sand fly saliva 
Abs bind and neutralize the sand fly products (38).

We next evaluated the role of SGH in modifying the inflanmia- 
tory response induced by L. chagasi. The parasite was able to 
induce a strong inflammatory response composed by neutrophils, 
macrophages, and eosinophils. When L. chagasi was associated 
with SGH, there was an increase in leukocyte recruitment espe
cially on neutrophil and macrophage recruitment, indicating an 
additive effect of SGH. Previous work has demonstrated that 
Leishmania triggers recruitment of a mixed population of inflam
matory cells, such as macrophages, eosinophils, and neutrophils, 
which can vary between species and strains (20, 39). The ability of 
SGH to modulate L. chagasi inflammatory response by increasing 
leukocyte recruitment is interesting because a potent macrophage 
recruitment may be related to higher susceptibility to Leishmania 
and linked to recently recruited macrophages being “safe havens” 
for this parasite (40).

Taken together, the results obtained in this study suggesting that 
SGH from L. longipalpis can act on inflammatory mediators lead
ing to an increase in macrophage recruitment probably due to ex
pression of CCL2/MCP-1 are particularly interesting. The ability 
of SGH to modulate initial recruitment of macrophages to the bite 
site might facilitate the entry of Leishmania into their host cells 
and their establishment in the hostile environment of the vertebrate 
skin. CCL2/MCP-I has been associated with Th2 polarization (41) 
but also with L  major killing by human monocytes (42). Overall, 
understanding the role of vector saliva components is important as 
these molecules could be future targets for pharmacologic or vac
cine interventions (43).
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Inflnência da Saliva de Flebotomímeos na Leishmaniose Experimental e Humana

Role of Sand Fly Saliva in livpeilmental and Human Leislimaniasis

Clarissa Teixeira'■  ̂Regis Gomes^’̂ , Manoel B arral-N etto '-A ld ina BarraP’̂ -̂  Cláudia Brodskyn'’ 
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A leishmaniose é transmitida pela picada do vetor flebotomíneo infectado. A saliva deste flebótomo 
possui um repertório de moléculas que modulam as respostas hemostática, inflamatória e 
imunológica do hospedeiro. Os eventos iniciais entre a leishmania e o sistema imune do hospedeiro 
estão diretamente relacionados ao desenvolvimento da infecção ou h proteção contra o parasita. Os 
componentes da saliva influenciam diretamente essas interações. Estes componentes têm sido 
bastante explorados e vários trabalhos na literatura têm estudado estes aspectos. Nesta revisão, 
discutimos as contribuições da literatura, que procuram esclarecer a influência da saliva na 
resposta imune inicial anti-Ieishmania do hospedeiro e no estabelecimento da infecção, trazendo 
novas perspectivas para o tratamento, controle e profilaxia da doença.
Palavras-chave: Vetor, saliva, Leishmania, infecção.
Leishmaniases are transmitted to their vertebrate host by infected phlebotomine sand fly. The 
saliva from these insects contains a repertoire ofpharmacologically active molecules that are 
able to interfere with the host’s haemostatic, inflammatory and immune responses. The initial 
events between Leishmania and the host’s immune response are directly related to disease 
progression or protection against the parasite, and saliva contributes directly to these interactions. 
Recent work in the literature has described these aspects, and these interactions have been 
extensively investigated. In this literature review, we have identified reports that explain the 
role ofsaliva in the initial immune response against Leishmania in the host and against infection, 
bringing new perspectives fo r  treatment, prophylaxis and disease control.
Key words: Vector, saliva, Leishmania, infection.

As leishmanioses causadas por protozoários do 
gênero Leishmania constituem um problema sério 
de saúde pública em várias regiões do mundo. Os 
flebotomíneos, vetores das leishmanioses, ingerem 
os parasitas quando picam o hospedeiro vertebrado 
infectado. As amastigotas, que vivem de forma 
intracelular no hospedeiro vertebrado, transformam-
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se em prom astigotas no intestino do vetor, 
diferenciando-se em promastigotas metacíclicas por 
volta de uma semana. A infecção por leishmania 
ocorre quando a fêmea, ao realizar o repasto 
sangüíneo, necessário para maturação dos ovos, 
inocula 0 parasita no hospedeiro vertebrado 
Durante esse processo, o conteúdo da glândula 
salivar é depositado no local da picada, promovendo 
0 bloqueio de m ecanism os hem ostáticos do 
hospedeiro que beneficiam o vetor na obtenção do 
alim ento. Recentem ente, a im portância dos 
componentes da glândula salivar dos flebotomíneos 
em estabelecer um a infecção eficiente  por 
leishmania, tem se tornado mais clara, trazendo 
novas perspectivas para o controle da doença.

mailto:brodskyn@cpqgm.fiocruz.br
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Caracterização dos Com ponentes Salivares de 
Flebótomos

A obtenção de sangiie como alimento para o vetor 
flebotomíneo tem como maior desafio enfrentar as 
dificuldades impostas pelos mecanismos de defesa do 
hospedeiro. A hemostasia, processo utilizado pelo 
hospedeiro para evitar a perda de sangue, é controlada 
por componenetes anti-coagulantes, anti-agregação 
plaquetária e vasodilatadores da saliva 
Algumas dessas moléculas já  foram caracterizadas, 
como a hialuronidase, que auxilia na difiisão de outros 
componentes; a apirase, prostaglandina E2 (PGE2) e 
prostaciclina, que bloqueiam a agregação plaquetária 
e prom ovem a dilatação sangüínea. Dentre as 
substâncias vasodilatadoras, o maxadilan, presente 
apenas na saliva d e i. longipalpis, foi caracterizado 
como um potente vasodilatador Estas moléculas, 
com funções redundantes e sinérgicas, têm como 
objetivo principal a formação do “lago sangüíneo” para 
obtenção de alimento por parte dos flebótomos

Devido à importância da saliva no repasto sangüíneo 
dos flebotomíneos, na imunidade do hospedeiro e 
transmissão do patógeno, a caracterização dos 
componentes salivares responsáveis por essas 
atividades é necessária para com preender os 
mecanismos de ação bem como desenvolver novas 
estratégias para bloquear a transmissão do patógeno. 
A purificação dos componentes salivares tem sido um 
desafio devido á pequena quantidade de proteínas da 
glândula salivar. Muitas proteínas salivares com 
atividades an ti-hem ostáticas, inflam atórias e 
im unom odulatórias foram  iso ladas seguindo 
abordagens bioquímicas e da biologia molecular.

Novas abordagens experimentais encontram-se em 
desenvolvimento, na tentativa de se caracterizar 
moléculas presentes nas glândulas salivares dos vetores. 
As abordagens experimentais têm mudado do estudo 
de uma única molécula presente na glândula salivar para 
0 estudo do complexo total de genes e proteínas 

• secretadas pelos aitrópodes, usando uma abordagem 
de “alta performance” (high-throughput). A idéia é 
combinar um protocolo de seqüência massiva de 
biblioteca:s dé cDNA da glândula salivar, ümá

abordagem proteômica para isolar um grande gaipo 
de proteínas salivares e ensaios de alta performance 
funcionais e biológicos para analisar e testar as 
atividades biológicas destas novas moléculas 
Estudos de alta perfomance genômicos e proteômicos 
têm resultado na descoberta de genes e proteinas que 
não foram anteriormente descritas em artrópodes. Essas 
novas abordagens perm item  não som ente a 
caracterização de fatores salivares envolvidos em 
homeostase e inflamação, mas também a identificação 
de novas proteínas salivares, cujas fianções biológicas 
ainda não são conliecidas.

Outra alternativa para a genômica flincional é o uso 
da vacinação de DNA. A obtenção de plasmídeos 
contendo um promotor e cDNAs selecionados que 
podem ser injetados no animal para a indução de uma 
resposta imune seria mais eficiente do que produzir 
grandes quantidades de uma proteína recombinante para 
injetar em animais para produção de anticorpos

O Papel da Saliva em Modelos Experim entais

As proteínas salivares do vetor têm capacidade de 
modificar a resposta inflamatória e imunológica do 
hospedeiro. Como conseqüência, o parasita que é 
inoculado na derme durante a alimentação é favorecido 
pela presença da saliva, já que a mesma é capaz de 
exarcebar a infecção por leishmania em modelos 
murinos experimentais. A co-inoculação do sonicado 
de glândula salivar (SGS) de Phlebotomus papatasi 
com Leishmania major na pata e, mais recentemente, 
na derme da orelha de camundongos, resultou em uma 
exacerbação dramática da lesão ALeishmania 
braziiiensis, que noiTnalmente não leva à infecção 
mesmo em camundongos suscetíveis como BALB/c, 
quando co-inoculado com SGS de Lu. longipalpis 
resultou em lesões cutâneas progressivas com a 
presença de macrófagos densamente parasitados e 
persistência de granulócitos

Os com ponentes p resen tes na saliva dos 
flebotom íneos também apresentam  atividade 
imunogênica, induzindo à produção de anticorpos 
contra diferentes proteinas. O e}(áto papel déssês
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anticorpos na exacerbação ou proteção à infecção por 
leishmania ainda não está totalmente esclarecido. 
Estudos têm sugerido um possível mecanismo de 
bloqueio na transmissão da leishmania. Animais 
expostos a picadas de flebótomos ou inoculados com 
0 SGS desenvolvem elevados níveis de anticorpos IgG 
anti-saliva(^-’'’’̂ '-̂ >̂. Recentem ente, nosso grupo 
mostrou que camundongos BALB/c expostos a 
repetidas picadas de Lu. Longipalpis, transmissor da 
L. chagasi, produz anticorpos anti-saliva, além de um 
intenso infiltrado inflamatório Neste estudo, 
observou-se um predomínio de IgG, particularmente 
IgG l, mas não de IgG2a e IgG2b anti-saliva (Figura 
l) . A IgG total presente nesses animais reagiu 

íi • predom inantem ente com três bandas protéicas 
j  yj- V presentesnçSGSúqL. longipalpis{\6,4 4 e 45 kDa).

d^ desses animais
^||||^Í3^^adç>S;pqr^^ previamente incubado

òómiSGS do rnesmo vetor, provocou uma resposta 
inflamatória inicial com a presença quase que exclusiva 
de neu tró filo s , sugerindo  a pa rtic ip ação  de 
imunocomplexos em gerar uma resposta inflamatória 
(Figura 1). A pré-exposição a picadas de P. papatasi 
ou inoculação do SGS em camundongos foi capaz de 
bloquear o estabelecimento da infecção por Z. major 
(3.9.2i)_ Ghosh & Mukhopadhyay (1998/’  ̂atribuem aos 
anticorpos anti-saliva a dificuldade do P. argentipes 
em realizar um eficiente repasto sangüíneo em hamsters 
imunizados com picadas deste mesmo vetor. A 
percentagem de engorgitamento sangiu'neo diminui e a 
mortalidade dos flebótomos aumenta à medida que os 
níveis de anticorpos anti-saliva aumentam nesses 
animais.

Exposições repetidas à saliva do flebótomo também 
levam ao desenvolvimento de imunidade celular no 
hospedeiro contra os produtos salivares, caracterizada 
por uma reação de hipersensibilidade tai'dia (RFIT) com 
a presença de células inflamatórias recrutadas para o 
local da picada. Este recrutam ento é um fator 
importante no estabelecim ento da infecção por 
leishmania, já  que este evento facilitaria a penetração 
e crescimento do parasita no interior destas células. O 
desenvolvimento de RHT facilitaria também a 
alimentação do flebótomo. Observou-se que fêmeas

alimentam-se mais rapidamente em hospedeiros que 
desenvolvem reação de hipersensibilidade tardia; o que 
pode refletir uma adaptação do vetor à resposta imune 
do hospedeiro

A saliva também está envolvida no processo 
inflamatório inicial no hospedeiro. Utilizando o modelo 
do bolsão de ar inflamatório, temos observado que a 
saliva de L. longipalpis induz a um maior recmtamento 
de neutrófilos, eosinófilos e, principalmente, 
macrófagos, quando comparados à salina ou LPS 
(dados não publicados). 0  aumento significante no 
recmtamento de macrófagos na presença da saliva está 
relacionado à presença de CCL2/MCP-1, quimiocina 
recrutadora de macrófagos. Entretanto, este efeito é 
bloqueado pela pré-incubação da saliva com anticorpos 
anti-SGH em animais previamente expostos a picadas 
de L. longipalpis. Utilizando este mesmo modelo, 
observamos um aumento no número de células 
recrutadas na presença de L. chagasi, ou L. chagasi 
mais saliva (dados não publicados). Estes resultados 
indicam que a saliva contribuiria para uma intensa 
reação inflamatória no local da picada, atraindo um 
maior número de possíveis células hospedeiras para a 
entrada do parasita. Esta atividade pró-inflamatória da 
saliva também já  havia sido obsei-vada na saliva de P. 
duboscqi e P. papatasi 0  recaitamento de 
macrófagos resulta em benefício ao hospedeiro ou à 
leishmania que dependerá da predominância de 
macrófagos ativados ou moléculas que causem 
desativação.

Outro aspecto relevan te  relacionado ao 
desenvolvimento de uma RHT é a proteção contra a 
le ishm ania em anim ais que desenvolvem  
preferencialmente essa reação. Assim, a RHT tomaria 
0 local um ambiente inóspito para o estabelecimento 
da infecção pela leishmania, ou modificaria o micro
ambiente, contribuindo para o desenvolvimento dos 
eventos iniciais que iriam influenciar a resposta imune 
do hospedeiro contra a leishmania. Usando uma 
abordagem de alta performance, Valenzuela et al. 
(2001) isolaram um grande número de proteínas 
salivares e genes do vetor Phlebotomus papatasi e 
encontraram uma proteína de 15 KDa, denominada 
?'sSP115,- çãpaz dé bloquear a transmissão da L.
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Figura 1. Efeitos da saliva de Lutzomyia longipalpis no hospedeiro vertebrado. (1) Infiltrado inflamatório, (2) 
resposta imune humoral, (3) fonnação de imuno-complexos e (4) regulação da expressão de moléculas co- 
estimulatórias e citocinas nas células apresentadoras de antígenos.

Monócito 
'ML-6 , IL -8  e IL-12p40 

TCd85, HLDAR 
J,IL-10 e TNF-a

M urino; IgG e IgG1 ^
Humano; IgG, lgG4 e IgG1 Célula Dendritrica 

'L-CdSS, CdSO e HLADR

major. Assim, animais imunizados com a proteína ou 
o plasmídeo contendo a seqüência SP 15, tomaram- 
se resistentes a um desafio posterior constituído de 
parasita  m ais saliva. Os anim ais im unizados 
apresentaram uma intensa resposta celular RHT e alta 
produção de anticorpos. Os autores verificaram ainda 
que camundongos, mesrho deficientes de células B, 
quando imunizados com o plasmídeo, mostraram 
proteção contra um desafio posterior, sugerindo que a 
resposta imune celular, caracterizada por PJ-IT, recruta 
células inflamatórias para o sítio da infecção, como, 
por exemplo, macrófagos ativados, produzindo NO, 
radicais livres de oxigênio e IL-12, criando um ambiente 
inóspito para a leishmania.

A caracterização de um grande número de proteínas 
salivares e seus respectivos cDNAs peiTnitem-nos 
testar grande quantidade de candidatos em um sistema 
determinado. Outra vantagem refere-se à utilização da 
vacinação de DNA para a busca de candidatos à

vacina, através da produção de proteínas nativas no 
anim al in je tado  versus o uso de pro te ínas 
recombinantes. A quantidade de DNA requerida para 
vacinação é muito menor do que aquela capaz de 
induzir a uma reposta imune quando da utilização de 
proteínas recom binantes. Assim , esse tipo de 
abordagem está acelerando o estudo de proteínas 
salivares dos vetores transmissores de patógenos. 
Genes funcionais, previamente não relatados na saliva 
dos artrópodes, estão agora sendo descritos. Esse tipo 
de m odelo experim ental deve contribuir no 
desenvolvimento de vacinas para doenças transmitidas 
por vetores.

Dados preliminares do nosso laboratório mostraram 
que, construções de cDNAs provenientes da glândula 
salivar deZ. longipalpis, foram capazes de induzir a 
uma resposta imune celular e/ou humoral contra 
antígenos da glândula de Lu. longipalpis em hamsters 
e BALB/c. Além disso, algumas constmções de cDNA
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foram capazes de proteger animais desafiados comZ. 
chagasi m ais SGS de L. longipalp is. E ssas 
constmções de cDNA, que resultaram em proteção, 
também foram capazes de induzir à reação de RTH 
nos animais imunizados (dados não publicados).

O Papel dos Componentes Salivares no Hom em

Estudos em nosso laboratório sugerem que, em 
áreas endêmicas para leishmaniose, a exposição a 
picadas de flebótomos não infectados pode influenciar 
na epidemiologia da doença. Indivíduos provenientes 
de áreas não endêmicas correriam um maior risco de 
desenvolver formas mais graves de leishmaniose, uma 
vez qUe seriam imunologicamente “naives”, não 
somente à leishmania, mas também à saliva do 
flebótomo. Recentemente, Barrai et al. (2000)^^  ̂e 
Gomes et al. (2002)<*\ desenvolvendo estudos em 
uma área endêmica para leishmaniose visceral (LV), 
demonstraram a presença de anticorpos anti-saliva 
de Lu. longipalpis em soros de crianças que residem 
no mesmo local (Figura 1). Uma forte correlação foi 
encontrada entre altos níveis de anticorpos IgG anti- 
saliva e uma resposta de hipersensibilidade tardia 
(RHT) anti-leishmania sugerindo que anticorpos 
anti-saliva de flebótomos no homem podem servir 
como marcadores importantes na exposição a vetores 
das leishmanioses nessas áreas. Estas informações 
podem ser utilizadas de diversas formas, uma delas 
seria na identificação da distribuição espacial dos 
flebótomos em uma determinada área, auxiliando no 
direcionamento do controle do vetor e da doença. 
Outra forma seria como m arcador de proteção. 
Indivíduos residentes em uma área para LV que são 
RTH positivos para antígenos de leishmania e, portanto, 
estariam protegidos contra a infecção, desenvolvem 
uma resposta de anticorpos IgG anti-saliva de Lu. 
longipalpis. Por outro lado, indivíduos da mesma área 
que possuem somente resposta sorológica positiva para 
antígenos de leishmania, RHT anti-leishmania negativo 
(não protegidos), apresentam  baixos níveis de 
anticorpos anti-saliva. No soro das crianças que 
convertem o RHT para leishmania, foram detectadas.

principalmente, as subclasse IgGl eIgE<*\ AlgGltem 
sido relacionada a uma resposta Thl no homem, 
enquanto que o aum ento de IgE sugere o 
desenvolvimento de uma resposta de hipersensibilidade 
imediata, já  que é considerada como marcador de 
resposta do tipo Th2. Esse tipo de resposta mista (Thl/ 
Th2) tem sido relatado em indivíduos expostos a picadas 
de outros vetores. Areação se inicia com RHT, seguida 
de uma reação de hipersensibillidade imediata, sendo I 
finalizada com dessensibilização Os antígenos i 
salivares reconhecidos pelos anticorpos anti-saliva ; 
presentes nos soros dos indivíduos da área endêmica 
estão dispostos respectivamente em um grupo de 
proteínas com pesos moleculares de aproximadamente 
45,44,43, 35, 27 e 16 kDa (8).

A saliva também exerce um efeito direto sobre 
células apresentadoras de antígenos. 0  SGS de 

' Lu.longipalpis foi capaz de inibir a produção de IL- 
10 e TNF-a e elevar a produção de IL-6, IL-8 e IL- 
12p40 por monócitos e células dendriticas humanas 
estimuladas com LPS (Figura 1). A expressão de 
moléculas co-estimulatórias, importantes na ativação 
e manutenção da resposta de linfócitos T, também 
foi alterada em monócitos (elevação de CD86 e HLA
DR) e macrófagos (redução de CD80 e elevação de 
HLA-DR). A redução na expressão dessas moléulas 
foi observada na diferenciação de células dendriticas 
e na m aturação induzida por CD40L. A pré- 
incubação da saliva com anticorpos anti-SGH 
bloqueou os efeitos da saliva anteriormente descritos, 
evidenciando a importância dos anticorpos na 
neutralização dos possíveis efeitos deletérios da saliva 
ao sistema imune do hospedeiro

Em conlusão, o estudo da saliva em modelos 
experim entais ou in vitro tem trazido novos 
esclarecimentos com relação ao estabelecimento da 
infecção. Estes novos aspectos também abrem novas 
perspectivas quanto a possíveis novos candidatos para 
a construção de uma vacina eficaz. A utilização de 
vacinas de DNA poderá ser uma excelente alternativa 
na indução de uma resposta imune eficaz contra 
produtos da saliva destes vetores, bloqueando 
conseqüentemente a transmissão da leishmania 
veiculadas por estes insetos.
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ABSTRACT
The saliva from blood-fceding artliropod vectors is enriched with molecules that display diverse functions that 
mediate a successful blood meal. They function not only as weapons against host’s haemostatic, inflammatory 
and immune responses but also as important tools to pathogen establishment. Parasites, virus and bacteria 
taking advantage of vectors’ armament have adapted to facilitate their entry in the host. Today, many salivary 
molecules have been identified and characterized as new targets to the development of future vaccines. Here 
we focus on current information on vector’s saliva and the molecules responsible to modify host’s hemostasis 
and immune response, also regarding their role in disease transmission.
Key words: saliva, bites, hemostasis, host, vector, infection.

INTRODUCTION
B lo o d - fe e d in g  arthropod.s can  re q u ire  verteb ra te  

h o s t b lo o d  fo r  nu tr it io n , egg deve lopm en t, and su r

v iv a l.  T h e  m e d ic a l and p u b lic  h e a lth  im p o rta n ce  o f  

these e c topa ra s ite s  is  e v id en t because  o f  the a la rm 

in g  em e rg en ce  o f  new  ve c to r-b o m e  in fe c t io u s  agents 

and the re su rg ence  o f  p re v io u s ly  k n o w n  ones. T h e  

m o rb id it y  and m o rta lity  o f  in fe c t io u s  d iseases ti ans- 

m itte d  b y  b lo o d - fe e d in g  a rt lu o p o d s  w e re  m o re  e x 

p re s s iv e  than  a ll o the r causes in  the  las t cen tu r ie s  

(G u b le r  1998).

*̂ 'Iember, Acadcmia Brasileira de Ciências 
Correspondence'to; Manoel Bamil-Netto, MD 
E-mail: mbarral@cpqgm.fiocruz.br

H aem a tophagous vec to rs  o f  d isease  are not 

regarded s im p ly  as to o ls  fo r  the  d e liv e ry  o f  th e ir 

pa thogens. A d v a n ce s  in  b io m e d ic a l research  fo 

cused  on  the ro le  o f  b lo o d - fe e d in g  a rth ropods sa liv a  

in  the tra n sm iss io n  o f  som e  in fe c t io u s  d iseases have 

sh ow n  the p re sence  o f  a c o -e v o lu t io n a ry  re la tio n - 

s l i ip  be tw een these vec to rs  and the pa thogen  they 

transm it. R athe r, v e c to r ’ s s a liv a  seem s to be  a p o 

tent p h a rm a c o lo g ic a lly  a c t ive  f lu id  that d ire c t ly  a f

fects the haem osta tic , in f la n m ia to ry  and im m un e  re 

sponses o f  verteb ra te  host (R ib e iro  1995a).

B e fo re  b lo o d  m ea l, haem atophagous a rt lu o - 

pods m ust lo ca te  b lo o d  b y  in tro d u c in g  th e ir m ou th - 

parts in to  the verteb ra te  ho s t s k in  tearing  tissues 

and la ce ra t in g  c a p illa r ie s , w h ic h  creates hem 
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o rrh ag ic  p o o ls  upon  w h ic h  it  feeds. S u ch  in sec ts  

as tr ia to m in e  bugs feed  d ire c t ly  f ro m  in s id e  venu le s  

and a rte r io le s , a fte r been  gu id e d  b y  an in it ia l h e m 

o rrh ag ic  p o o l ( L a v o ip ie r re  1965, R ib e ir o  1987b). 

D u r in g  th is p ro cess in s e c t ’ s sa liv a  is  in je c tcd  in to  

the h o s t ’ s sk in  at the s ite  o f  the b ite . T h is  sa liv a  

con ta in s  a g rea t v a r ie ty  o f  h aem osta tic , in f la n u n a -  

to ry  and im m u n o m o d u la to ry  m o le cu le s  su ch  as p ro 

te ins, p ro s ta g la n d in s , n u c le o t id e s , and n u c le o s id e s  

that lo c a l ly  m o d ify  the p h y s io lo g y  o f  the host, m a k 

in g  an adequate  m icroenv irom -nen t fo r  p a ra s it ism . 

Pa thogens tran sm itted  b y  these ve c to rs  in te ra c t w ith  

bo th  sa liv a  com ponen ts  and ho s t m ed ia to rs  ta k in g  

advantage o f  the a lte red  host p h y s io lo g y  to b e com e  

estabUshed (B e lk a id  et a l. 2000 , Jone s et a l. 1992, 

T itu s  and R ib e ir o  1988).

U n d e rs ta n d in g  m a m m a lia n  re spon se  to in 

sec t’ s s a liv a  is  o f  u tm os t im p o rta n ce  in  seve ra l w ays . 

B e s id e s  b e in g  re la ted  to  a lle rg y  (R e u n a la  et a l. 1994, 

Shan  et al. 1995) in s e c t ’ s s a liv a  is  k n o w n  to f a c i l i 

tate pa ra s ite  su i-v iva l (B e lk a id  et al. 1998 , K a m h a w i 

2000 , S am u e lso n  et al. 1991). A r th ro p o d  sa liv a  is  

a lso  re la ted  w ith  s p e c if ic  a n tib o d y  p ro d u c t io n  b y  

hum ans and o the r verteb ra tes aga in s t its  c o m p o 

nents (B ru m m e r-K o rv e n k o n t io  et al. 1994, F e in g o ld  

a n d B e n ja m in i 1961, W ik e l 1996). C o n v e rse ly , host 

im m u n ity  to v e c to r s a liv a  m ay  decrease  in fe c t iv it y  

o f  the tran sm itted  pa thogens (B e lk a id  et al. 1998, 

B e l l  et a l l  1979). T h e se  responses can  be  used as 

e p id e m io l^ ic a l m arke rs o f  vec to rs e xpo su re  (B a r-  

ra l et a l. 2000 , S c h w a r tz  et a l. 1990, 1991) and a lso  

suppo rt the p o s s ib il it y  to p reven t and treat a lle rg ic  

responses and to d e ve lo p  an ti-a i1h ropod  va cc in e s .

A c c o rd in g ly ,  the pu rpose  o f  th is  re v ie w  is  to 

e xpose  the sa liv a ry  m o le cu le s  that have  been id e n t i

f ie d  and ch a ra c te r ize d  in  v a r io u s  b lo o d - fe e d in g  

arth i'opods and its a c t iv it ie s  re la ted  to h o s t ’ s d e 

fense, in c lu d in g  hem osta s is  and im m u n e  response. 

Indeed, w e  a lso  fo cu s  on  the ro le  o f  s a liv a  in  pa ra s ite  

tra n sm iss io n  and recen t data suggestin g  that s a liv a ry  

pep tid es are an a lte rn a tive  target fo r  the c o n tro l o f  

pa thogen  tra n sm iss io n  th rough  the d e ve lo pm en t o f  

e ffe c t iv e  vacc in e s .

ARTHROPOD SALIVA AND HOST HEMOSTASIS: 
THE BLOOD QUEST

A tte m p t in g  to p ro be  and feed , b lo o d -s u c k in g  a rth ro 

pod s m ust c irc u m v e n t the host h a em o sta tic  system . 

H o s t  hem osta s is  is  h ig h ly  so p h is t ic a te d  and e f f i

c ie n t p rocess that in c lu d e s  se ve ra l redundan t pa th 

w ay s  geared  tow ards o v e rco m in g  b lo o d  lo ss; am ong 

w h ic h  a rc  b lo o d -co a g u la t io n  cascade , v a so co n s

t r ic t io n , and p la te le t ag g reg a tion  (R ib e iro  1987b, 

1995a). T he se  com p onen ts  act toge the r le a d in g  to 

the arrest o f  b lo o d  f lo w  at the  s ite  o f  vesse l le s ion . 

T o  o ve rco m e  these ob s tac les , b lo o d - fc e d in g  a rth ro 

pod s have  e vo lv e d  w ith in  its  s a liv a ry  se c re tion s an 

a rray  o f  po ten t p h a n n a c o lo g ic a l com p on en ts , such 

as an tico agu lan ts , a n ti-p la te le t and vasod ila to rs 

(C ham pagne  1994, R ib e iro  1995a, S ta rk  and Jam es 

1996b). A s  a ru le , b lo o d -su c k e rs ’ s a liv a  con ta in s 

at leas t one an tic lo t t in g , one  an tip la te le t, and one 

v a s o d ila to ry  substance  (R ib e iro  and F ra n c is ch e tt i

2003 ). In  m any  cases, m o re  than  one  m o le cu le  e x 

is ts  in  each  ca tego ry  and in  som e , a m o le cu le  a lone  

is  re sp o n s ib le  fo r  m o re  than one  an ti-haem osta tic  

e ffect. F o r  e xam p le , co m p o u n d s  su ch  as adenosine  

and n it r ic  o x id e  that are once  a n tip la te le t and va

s o d ila to ry  are fo un d  in  sa liv a . S a liv a ry  m o le cu le s  

re sp o n s ib le  fo r  these e ffe cts  on  h o s t h em osta s is  have 

been  ch a ra c te r ize d  and som e p ro te in s  w e re  iso la ted , 

in d ic a t in g  the p o s s ib il it y  to n e u tra liz e  these m echa 

n ism s .

P l a t e l e t  A g g r e g a t i o n

T h e  f irs t  h o s t ’ s m ech an ism  to  a vo id  b lo o d  lo ss 

d u r in g  t issu e  in ju ry  seem s to be  p la te le t aggrega

t io n . P la te le ts  can  be  activa ted  b y  d iv e rse  s t im u lu s  

in c lu d in g  c o lla g e n  exposu re , th ro m b in  in te ra c t io n , 

th ro m bo xan e  A 2 and A D P . A f te r  ac tiva ted , p la te le ts  

aggregate , p ro m o te  c lo tt in g , and re lease  v a so co n 

s tr ic to r  m ed ia to rs  to fo rm  the p la te le t p lug . B lo o d  

feeders can  in h ib it  th is  agg rega tion  t liro u g h  d if fe r 

en t w ays . A n o p h e lin ,  a p ep tid e  f ro m  Anopheles 
albimanus saUva (F ig . I f )  that behaves as an a lpha- 

th ro m b in  in h ib ito r , a lso  con tr ib u te s  fo r  the an ti- 

c lo tt in g  phenom ena  obse rved  in  e xp e r im e n ta l es
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says (V a le n zu e la  e t al. 1999). T h e  s a liv a iy  g la nd  

hom ogena te  o f  the iic\: Rhodnius proiixus (F ig . Id )  

p resents a 1 9 k D a  p ro te in  nam ed Rhodnius proii
xus a g g reg a tio n  in h ib ito r  1 (R P A I-1 )  that in h ib its  

c o lla g e n - in d u ce d  p la te le t aggregation  b y  b in d in g  to 

A D P  (F ra n c is ch e t t i et al. 2 000 ), the sam e e ffe c t o b 

se rved  b y  a m o le c u le  w ith  s im ila r  sequence  and^ 

s ta ic tu re  (p a U id ip in )  iso la te d  fro m  sa liv a  o f  Tria
toma pcdlidipennis ( F ig . Id ) (N o e sk e -Ju n g b lu t et 

al. 1994). T h e d e e r f ly  Chrysopss^^. s a liv a  (F ig . la ,  

b  and d) can  p re ven t p la te le t agg regation  in d u ce d  

b y  A D P ,  tn ro m b in  and co lla g e n , and a lso  in h ib it s  

f ib r in o g e n , b in d in g  to the g ly co p ro te in  I lb /II Ia  re 

cep to r on  p la te le ts  (G re v e lin k  et al. 1993). A D P  

has a k e y  fu n c t io n  in  hem ostas is  th rough  in d u c t io n  

o f  p la te le t ag g reg a tio n  and de rive s f ro m  ac tiva ted  

p la te le ts  and in ju re d 'c e l ls  (V a rg a ftig  e t a l. 1981). 

T h u s , i t  is  no t s u rp r is in g ly  that the m o st c o m m o n  

m o le c u le  in v o lv e d  in  in h ib it io n  o f  p la te le t agg re 

g a tio n  en coun te red  on the m a jo r ity  o f  b lo o d  fe e d 

in g  a rth ropods seem s to be the sa liv a ry  apy ra se  e n 

zym e . that h y d ro ly s e s  A T P  and A D P  to A M P  and 

o rthophospha te , p re ven tin g  the e ffe ct o f  A D P  on  

hem ostas is . H o w e ve r, at least tw o  d iffe ren t fa m i

lie s  o f  th is  e n zy m e  e x is t and bo th  k n o w n  fa m ilie s  

re q u ire  Ca^”'" and /o r Mg^'*' fo r  therr ac tion . Aedes 
aegypti (C h am p a g n e  et al. 1935b), A n o p h e le s  (A re a  

et al. 1999) and C u le x  m osqu ito e s  (F ig . le )  (N a s c i-  

m ento  et al. 2 0 00 ) p re sen t in  th e ir s a liv a  apyrases 

f ro m  the sam e fa m ily  o f  5 ’ -n u c leo tida ses . A  n o v e l 

apyrase  e n zym e  sequence  was fo u nd  re ce n t ly  in  

the s a liv a ry  g la n d s  o f  the haem atophagous bed bug  

Cimex lectularius (V a le n zu e la  et al. 1998) and h o 

m o lo g o u s  sequences w ere  fo u nd  in  the sand f lie s  

Lutzomia longipalpis (C h a r la b  et al. 1999) and Phle
botomus papatasi (V a le n zu e la  et al. 2 0 01 ), in d i

ca t in g  that th is  f a m ily  o f  en zym es is  w id e sp re ad  

am ong  a rth ropod  sp ec ie s  (F ig . le ) . T h is  n o v e l 

apyrase  fu n c t io n s  e x c lu s iv e ly  w ith  Ca^“*". It is  im 

po rtan t to sh o w  that, in  the sand f lie s  sa liv a ry  c o m 

ponen ts a n a ly ze d , a sa liv a ry  5 ’ - n u c leo tid ase  w as 

a lso  fo u n d  in  L. longipalpis but not in  P. papatasi 
(F ig . le )  (C h a r la b  et al. 1999). F in a lly , the sa liv a ry

apyrase  fro m  Triatoma infestans (F ig . le )  a lso  be 

lo n g s  to the 5 ’ -nu c leo tid a se  fa m ily  (F au d ry  et al.

2 004 ) and are p e cu h a r ly  dependent o f  Mn-"^ and 

Co^'*' (R ib e iro  et al. 1998).

P la te le t fu n c t io n  can a lso  be an tagon ized  b y  

substances that in c rease  p la te le t c y c l ic  adenosine  

m on oph o spha te  ( c A M P )  o r c y c lic  guanos in e  m on o 

phospha te  ( c G M P ) .  P re v io u s  w o rk  had dem on 

strated that p ro stag lan d in  E 2 ( P G E 2 ) and p ro sta cy - 

j. c l in  ob ta in ed  fro m  t ic k ’ s sa liv a  can  in c rease  p la te le t 

% y c l ic  n u c leo tid e s  (H ig g s  et al. 1976). N it r ic  O x id e  

(N O )  re leased  w ith in  sa liv a  o f  the bugs Rhodnius 
proiixus and Cimex lectularius (F ig . Ig )  activates 

the c y to s o lic  guany la te  cyc la se  enzym e , c au s in g  an 

a n ti-c lo tt in g  e ffe c t (R ib e iro  et al. 1993, V o g t 1974).

B l o o d -c o a g u l a t i o n  C a s c a d e

T h e  b lo o d -co a g u la t io n  cascade is  la u n ch e d  b y  va r

io u s  m echan ism s set b y  in ju ry  to b lo o d  vesse ls. It 

ends in  the p ro d u c t io n  o f  active  th rom b in , w h ic h  

c leave s  f ib r in o g e n  to f ib r in , the c lo t p ro te in . T h e  

f ib r in  p o ly m e r iz e s^ n d  fo rm s the b lo o d  c lo t, p ro 

v id in g  r ig id it y  to the, p la te le t p lug . Sa liv iu ry  an ti

co agu lan ts  f ro m  b lo o d - fe e d in g  ar th ropods seem s to 

target s p e c if ic  p roteases o r com p lexes o f  the b lo o d - 

co a g u la t io n  cascade, b lo c k in g  o r d e la y in g  the c lo t  

fo rm a t io n  p ro ce ss u n t il the b lo o d  fe ede r f in ish e s  

the m ea l (R ib e iro  1987b). D if fe re n t in sec ts  have 

e vo lv e d  d ive rse  m o le cu le s  re spon s ib le  fo r  these ac

tion s, w h ic h  e ffe ctiveness a lso  varies b y  species. 

M a n y  o f  these sa liv a ry  m o lecu le s  are in  d iffe ren t 

stages o f  m o le c u la r  charac te r iza tion . M o s t  sa liv a ry  

an tico agu lan ts  target com ponen ts in  the f in a l c o m 

m o n  pa thw ay  o f  the coagu la t io n  ca s ca d e /  in c lu d 

in g  fac to rs V , X a  and II (th rom b in ). F p r  e xam 

p le , an ophe lin  is  a un iq ue  peptide  iso la ted  fro m  the 

s a liv a  o f  Anopheles albimanus (F ig . 2 f)  that fu n c 

tion s  as a sp e c if ic  and tig h t-b in d in g  th ro m b in  in 

h ib ito r  (N o e ske -Ju ngb lu t et al. 19,95, V a le n zu e la  et 

a l. 1999). A n o th e r  m osqu ito , Aedes aegypti, 
(F ig . 2d ) p resent w ith in  its sa liva  a 4 8 k D a  pep tid e  

fa c to r  X a  in h ib ito r  that was pu r ifie d , c loned , e x 

p ressed  and show n  to be  a m em ber o f  the se rp in

An Acad Bras Cienc (2005) 77 (4)
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Fig. 1 -  Vector’s saliva acting on platelet activation and aggregation: (1) Blood feeding vectors induce 
vessel laceration and tissue injury resulting in collagen exposure when probing for a blood meal. (2) Thus, 
platelets aggregate, promoting clotting, and release of vasoconstrictor mediators promoting hemostasis. 
Blood feeders can inhibit platelet aggregation by preventing fibrinogen, thrombin (Anopheles albimanus and 
Chrysops spp.) o t cAMP/cGMP stimulation (fioophilus microplus). (3) Platelet activation and degranulation 
also occur after thromboxane A i  tliat results in vasoconstrictor response and (4) the NO present witliin bug's 
saliva can prevent haemostatic effect {Cimex lectularius and Rhodnius proiixus).(,5) They can also bind to 
ADP (Rhodnius proiixus, Triatoma pallidipennis and Chrysops spp.) or (6) Prevent the action of ADP through 
salivary apyrase to prevent platelet aggregation (Aedes aegypti, Anopheles gambiae, Culex quinquefasciatus, 
Lutzomyia longipalpis, Phlebotomus papatasi, Triatoma infestans and Cimex lectularius).

family o f serine protease inhibitors (Stark and James
1998). Salivary gland extract of Culicoides vari- 
ipennis (the. primary North America vector of blue- 
tongue viruses) (Fig. 2d) contains a factor Xa in
hibitor similarly to all the. subfamily of culicine 
mosquitoes (Perez de Leon et al. 1997). It has been , 
proposed that despite variation in the degree of inhi

bition, all anophelines have thrombin directed anti
coagulants and culicine mosquitoes have factor Xa 
directed anticoagulants. Differences in the site of 
action of the anticoagulants must likely reflect the

long period of independent adaptation of the two 
subfamilies to the challenges presented by ver
tebrate hemostasis (Stark and James 1996a).

A potent and specific low molecular mass 
(3,530 Da) anticoagulant peptide purified from 
salivary gland o f Glossina morsiatans morsiatans 
(Fig. 2f) is a thrombin inhibitor (Cappello et al.
1996, ,1998). This peptide is a stoichiometric in
hibitor o f thrombin and also a potent inhibitor of 
thrombin-induced platelet aggregation.

S u b tra c t iv e  c lo n in ?  co m b in ed  w ith  b io c h e m 
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ic a l app roaches w as used to d is c o v e r a c t iv it ie s  in  

the sa liv a ry  g la nd s  o f  t lie  h a em atophagou s sand f ly  

Lutzomyia longipalpis (C h a r la b  et al. 1999). S e 

quences o f  n in e  fu ll- le n g th  co m p le m e n ta ry  D N A  

( c D N A )  c lo n e s  w e re  o b ta in ed  and f ive  w e re  p o s

s ib ly  a ssoc ia ted  w ith  b lo o d  m ea l a c q u is it io n , each 

h a v in g  c D N A  s im ila r it y  to: (a) the bed bug  Cimex 
lectularius apyrase , (b) a 5 ’ -n u c leo tid a se /pho spho - 

d iesterase, (c) a h y a lu ro n id a se , (d) a p ro te in  c o n ta in 

in g  a c a rb o h yd ra te -re co g n it io n  d o m a in  (C R D ) ,  and 

(e) a u n iq u e  R G D -c o n ta in in g  pep tid e . T h is  w o rk  

was the first to id e n t ify  a h y a lu ro n id a se  a c t iv ity  in  

a haem atophagous in s e c t  s a liv a ry  g land . T h e  C R D -  

p ro te in  and the R G D  co n ta in in g  pep tid e  seem  to be 

in v o lv e d  in  a n t ic lo t t in g  a c t iv it ie s .

T r ia to m in e  bugs a lso  e vo lv e d  po ten t a n ti

coagu lan ts, as fac to rs V  and V I I I  in h ib ito r s  fro m  

Triatoma infestans ( F ig . 2 c  and e) (P e re ira  et al. 

1996) and tr ia b in , a s a liv a ry  142 -res ide  p ro te in  

o f  Triatoma pallidipennis (F ig . 2 f)  that se le c t iv e ly  

in te racts w ith  th ro m b in , e x c lu s iv e ly  v ia  its  f ib r in o 

gen re c o g n it io n  e xo s ite  (F u e n te s -P r io r  et al. 1997). 

P r o l ix in  S (n itro p h o r in  2), f ro m  sa liv a ry  g la nd  e x 

tracts o f  Rhodnius proiixus ( F ig . 2 c ) in h ib its  c o ag 

u la t io n  fa c to r V n i-m e d ia to r  a c t iv a t io n  o f  fa c to r X  

and accounts fo r  aU the an ti-c lo t t in g  a c t iv ity  o b 

se rved  in  its saUva (R ib e iro  et a l. 1995). S a h va  o f  the 

hard t ic k  and L y m e  d isease  vecto r, Lxodes scapularis 
(F ig . 2d ), w as g e n e t ic a lly  sequenced  in  a c D N A  l i 

brary. In  th is p rocess, a c lo n e  w ith  sequence  h o m o l

ogy  to tissue  fa c to r pa thw ay  in h ib ito r  w as id e n t if ie d  

and th is  c D N A  codes fo r  a m atu re  p ro te in , he re in  

c a lle d  ix o la r is ,  w ith  140 am in o  ac id s . O b se rva t io n s  

o f  Lxo la r is  fu n c t io n  e v id en ce d  the b lo c k a g e  o f  fa c 

tor X a  gene ra tion  b y  e n d o th e lia l c e l ls  exp re ss in g  

tissue  factor. T h is  w o rk  a lso  dem onstra ted  that ix d -  

la r is  uses fa c to r X  and F a c to r  V i l a  as sc a ffo ld s  fo r  

the in h ib it io n  o f  fa c to r  V i la / T is s u e  fa c to r c o m p le x  

(F ig . 2a) (F ra n c is ch e tt i et al. 2002 ).

V a s o c o n s t r i c t i o n

A ra ch d o n ic  a c id  is  re le ased  b y  ac t iva ted  p la te le ts  

w hen  b lo o d  vesse ls  are la ce ra ted  b y  a r th ro p o d s ’

m ou tlip a rts  and is  conve rted  b y  o the r p la te le t en

zym es in to  th rom boxane  A 2 , a p o w e rfu l p la te le t- 

aggregating , p la te le t-dag ranu la tin g , and vasocons- 

tr ic t in g  substance  (R ib e iro  1987b). A c t iv a te d  p la 

te lets a lso  re lease  se ro ton in , w h ic h  toge the r w ith  

th rom boxane  A 2 is re spo n s ib le  fo r  the e a r ly  v a so 

co n s tr ic to r  response  in  lo c a l in f la m m a t io n  caused 

by  tissue  in ju ry  (W e ig e lt  et al. 1979). S a liv a  fro m  

b lo o d  feede r in sec ts  presents v a so d ila to ry  sub 

stances o r  m o le cu le s  that an tagon ize  v a so co n s tr ic 

tors p ro du ced  on the site  o f  tissue  in ju ry  caused  by  

in o cu la t io n  o f  m outhparts d u r in g  p ro b in g . T hese  

m o le cu le s  act d ire c t ly  o r  in d ir e c t ly  on  sm oo th - 

m u sc le  c e lls  a c t iva tin g  in tra ce llu la r  e n zym a tic  pa th 

w ays that le ad  to c A M P  o r  c G M P  fo rm a tio n . S ia -  

lo k in in ,  a ta c h y k in in  decapep tid e  fro m  Aedes ae
gypti, is  a v a so d ila to r th rough  a c t iv a tin g  n i t i ic  o x id e  

p ro d u c t io n  b y  endo theha l c e lls  v ia  c G M P  in d u c t io n  

(C h am pagn e  and R ib e iro  1994).

M a x a d ila n , a 6.5 k D a  p ep tid e  en coded  b y  a 

gene c lo n ed  fro m  Lutzomyia longipalpis s a liv a ry  

g lands, is  the  m ost po ten t s a liv a ry  v a s o d ila to r  k n o w n  

u n t il n o w  and a lso  has im m u n o m o d u la to ry  p i'op - 

e rties ( L e m e r  et al. 1991, L e rn e r  and S h o e m a ke r 

1992). T h e  va so d ila to ry  e ffe c t o f  m a x a d ila n  is  en

do th e liu m  independen t and co rre la tes w ith  an in 

crease  o f  c A M P  in  sm oo th  m u sc le  c e lls  (G re v e lin k  

et al. 1995), a c tin g  as a sp e c if ic  ag o n is t o f  the 

p itu ita ry  adeny la te  c yc la se  a c t iv a tin g  p o ly p e p tid e  

( P A C A P )  type  I re cep to r on v a scu la r and  neu ra l 

tissues and a lso  on m acrophage  su rface  (M o ro  and 

L e rn e r  1997, M o ro  et a l, 1996). T h e  p re sence  o f  

adenos ine  and its  p re cu rso r 5 ’ - A M P  has been 

dem onstra ted  in  sa liv a ry  g lands o f  Phlebotomus 
papatasi (R ib e iro  et al. 1999) and Phlebotomus 
argentipes (R ib e iro  and M o d i 2001 ), w it l i  v a so d ila 

tory, an tip la te le t-agg rega tion  and inam unom odu la - 

to ry  p rope rt ie s  (C o lh s  1989, D io n is o t t i e t a l. 1992, 

L e w is  et a l. 1994). N o te  that Phlebotomus in sects 

do no t have  m axa d ila n  and Lutzomyia do  no t have 

adenos ine  in  th e ir sa liva . These  d iffe ren ce s  in  p h a r

m a c o lo g ic a l strateg ies am ong sand flie s  f ro m  tlie  

sam e fa m ily , bu t fro m  genera that d iv e rg ed  no t e a r ly
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Fig. 2 -Blood-coagulation cascade (intrinsic and extrinsic system) activated in response to tissue injury 
is also blocked by salivary molecules. The blood-coagulation cascade is activated after blood vessels injury 
resulting in the production of active thrombin, which cleaves fibrinogen to fibrin that polymerizes forming 
a stable clot blocking blood loss. Salivary anticoagulants from blood feeding arthropods inhibit specific 
targets of the coagulation cascade. They target components such as factor Dia {Cimex lectularius and Rhod
nius proiixus)', Vin {Rhodnius proiixus and Triatoma infestans); Xa {Aedes aegypti, Culicoides variipennis, 
Simulium vittatum, Ixodes scapularis, Ixodes ricinus and Rhipicephalus appendiculatus)', V {Simulium vitta- 
tum  and Triatoma infestans), VII {Ixodes scapularis) and thrombin {Anopheles albimanus, Simulium vittatum, 
Boophilus microplus, Glossina morsiatans, Triatoma pallidipennis and Rhodnius proiixus) resulting in inhi
bition or delayed blood-thrombin {Anopheles albimanus, Simulium vittatum, Boophilus microplus, Glossina 
morsiatans, Triatoma pallidipennis and Rhodnius proiixus) and coagulation response.

than  the la s t  separa tion  o f  the co n t in en ta l p la tes, 

stresses the  d iv e rs ity  o f  com p ou nds fo u n d  in  the 

sa liv a ry  g la n d s  o f  b lo o d - fe e d e r a rth ropods (R ib e iro  

et a l. 1999). F in a lly ,  the b la c k  f ly  Simulium vitla- 
tum s a liv a ry  g land  has a 15 k D a  v a so d ila to r  that 

acts on  A T P -d e p e n d e n t K -c h a n n e ls  and has no  stru c 

tu ra l s im ila r it y  to  o the r k n o w n  p ro te in s  (C u p p  et al.

1994, 1998).

A n o th e r  e xam p le  o f  s a liv a ry  v a so d ila to r  is  

p ro s ta g la n d in  E 2 ( P G E 2 ) and p ro s ta g la n d in  F 2 

( P G F 2) d em onstra ted  fro m  sa liv a ry  g la nd  h o m o 

genate  o f  d iffe re n t t ic k  sp e c ie s  (D ic k in s o n  et al.

1976, R ib e iro  et a l. 1985). P G E 2 and  p ro s ta c y c lin  

d ila te  h o s t ’ s b lo o d  vesse ls , thus a n ta g o n iz in g  the 

va so co n s tr ic to r  co m p o n en t o f  h em os ta s is  t liro m - 

b o x an e  A 2 . T h e  tr ia to m in e  bug  Rhodnius proiixus 
re le ases N O  w ith in  its  sa liv a , as does the c im ic id  

bug  Cimex / e c iu /a r/u i (R ib e iro  et al. 1993, V o g t 

1974). T o  c a r ry  th is  v o la t i le  substance  to the host 

t issue , these bugs d e ve lo p ed  a d if fe re n t h em e  p ro 

te in  (n itro p h o r in s )  that re v e rs ib ly  b in d s  and s ta b i

l iz e s  N O  m a k in g  v ia b le  to re le a se  th is  gas in  the 

host sk in . Rhodnius n it ro p h o r in  is  a m em be r o f  

the l ip o c a lin  f a m ily  (C h am p a g n e  et al. 1995a) and
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Ciine.x n itro p h o r in  is  a m em ber o f  the in o s iio ! pho s

phatase fa m ily  (V a le n zu e la  et al. 1995).,. B ecause  

Cimex leaularius and Rhodnius proiixus b e lo n g  to 

d ifi'e ren t hem ip te ran  fa m ih c s  (C im u c id a e  ant! Re - 

d uv id ae . re sp e c t iv e ly )  and e vo lv e d  in dep en d en tly  

to  b lo o d -fe ed in g , Cimex leciulariiis and Rhodnius 
proiixus n itro p h o r in s  m ay rep re sen t a case o f  c o n 

vergent e vo lu t io n  (V a le n z u e la  c t  a], 1995). In the 

case o f  Rhodnius proiixus, fo u r  N O -ca rr> 'in g  p ro 

te ins w ere  i.solaied and nam ed N M -N 4  n itro p h o rin s  

(Cham pagne  et a l. 1995a). In.teresting ly, the m a in  

n itro p h o r in  from  th is  tr ia to m in e  has a v e ry  h igh  

a ff in ity  to h is tam ine , a c o m m o n  au ta co id  found  by  

b lo o d - fe e d in g  in sec ts  on  the s k in  o f  a lle rg ic  hosts. 

H is tam in e  b in d s  to n it ro p h o r in  and ii ir th e r  d isplace.s 

N O  at the .site o f  in ju ry . Thu.s, th is  n itro p h o r in  

a lso  w o rks  as an an ti-h is ta ,ra in ic  substance  (R ib e iro  

1995a).

A n o p h e lin e  m o squ ito e s  do  no t p ro du ce  vaso 

d ila to ry  substances, but ra the r secrete a pe rox ida se  

e n zym e  tha l has s ig n if ic a n t  N A D P H  o x id a se  a c t iv 

ity . T he N A D P H  o x id a t io n  p roduce s H 2O 2 , w h ic h  

is used by  the e n zy m e  to de s tro y  se ro to n in  and c a t

e cho lam in e s , thus in a c t iv a t in g  host's  p h y s io lo g ic  

va so co n s tr ic to r substances that m ay  in te rfe re  w ith  

in se c t fe e d in g  (R ib e iro  1993a, R ib e ir o  and V a le n 

zu e la  1999).

indeed , haem atophagy  e vo lv e d  in dep end en tly  

in  severa l o rde rs o f  in sec ts  and tick s . Fo rth i.s  reason, 

a va r ie ty  o f  s a liv a ry  an ti-b aem osta tic  co m p o u n d s  are 

found  in  these d ive rse  g roups o f  a rth ropods. T h e  

co m b in ed  e ffe cts  o f  apyra.ses, p ro sta g la n d in s , an 

t ith ro m bo tic s . a n t i- c lo t t in g  and m a iiy  c la sses o f  va 

so d ila to rs  e ffe c t iv e ly  coun te rac t h o s f h em ostas is  

and increase  the chance  o f  b lo o d -su cke rs  su rv ivo r.

SAUVA. ANi) HOST IMMUNE SYSTEM; 
liRKAiClNG DOWN 'I'Hli ENEMY

lM.MUNOMODUI.,.‘VrORY PROPERTIE-S OF B l OOD- 

FEKDER ARTtlRCJl'ODS S A IJV A  COMPONENTS

A f te r  repeated expo.sure to s a liv a ry  an tig en s, host 

im m un e  sys tem  m ay  e labo ra te  c e llu la r  (de layed -

type  h yp e rsen s it iv ity . D T H )  and/or h iim o ra i reac- 

ticms that w i l l  a lte r the lo c a l s ite  o f  p ro b in g  that 

m ay re su lt on re jec tion  o f  d ie  e ctopa ra s ite  (W ik e l 

1982). T h is  ho s t ’ s res is tance  is  re la ted  to a ,T h l 

iFrinu ine response, w ith  s ig n if ic a n t p ro d u c t io n  o f  in 

te rfe ron  ( I F N ) - ’/ ,  in te r le u k in  ( IL ) -2  and IL -1 2 . T o  

face  th is p rob lem , b lo o d - fe e d in g  a j'th ropods have 

e vo lv e d  sa liv a ry  im m u n o m o d u la to ty  factors, w h ich  

p reven t h o s t fro m  becom ing , se n s it ize d  lo  the  vaso- 

m o du la to ry  substances o f  sa liv a  that fa c ilita te  b lo o d  

m ea l (G il le s p ie  e t al. 2000) o r  even re ta rd  de le te 

riou s  host responses. Su ch  factors in du ce  a T h 2  

d e v ia t io n  o f  h o s t ’ s im m une  response, w h ic h  favors 

in sec t su rv ivo r. M a n y  types o f  im m u n o m o d u la to ry  

m o le cu le s  have  been iso la ted  ti'om  d iffe ren t b lo o d 

feed ing  a rth ropod  species. M o s t  o f  these m ed ia to rs 

act d ire c t ly  o r in d ire c t ly  on im m u ne  e ffe c to rs  c e lls , 

l ik e  m acrophages, T  c e lls , B  c e lls , ,Natural K i l le r  

( N K )  c e lls  und granu locy tes .

C e rta in  a c t iv it ie s  obse rved  are c o n im o n  to  a ll 

vecto rs , fo r  e xam p le  the in f la m m a t io n  in h ib ito rs  

(an t i-co m p lem en t p ropertie s), t lie  cytok ines/ 'chem o- 

k in e s  m o du la to rs  and an ti-coagu lan ts  (S andem am

1996. W ik e l 1996). F o r  both ra p id ly  fe ed in g  in sects 

and s lo w ly  feed ing  t ick s , the re d u c tio n  o f  h o s t im 

m u n ity  to  th e ir sa liv a ry  com ponenLS enhances the 

l ik e lih o o d  that a host w il l  be  a su ita b le  sou rce  o f  fu 

ture b lo o d  m ea ls (S ch o e le r and W ik e l 2(X)1). H a rd  

t ic k s  rem a in  attached to the host fo r days and th is  

lo ng  in te ra c t io n  genera tesa  v ig o ro u s  ho s t ’ s re sponse  

to t ic k  b ite  and its sahvu ry  com ponen ts , re su lt in g  in  

re je c t io n  o f  these parasites (,R ibe iro  1995a). R a p id ly  

feed ing  in sec ts , su ch  as sand flies , a lso  in du ce  an 

in tense  D T H  response at the s ite  o f  the b ite . In ie r- 

e s iin g jy , the la rge r b lo od  f lo w  encoun te red  at the 

D T H  site favors the sand f lie s  to p robe  and feed 

faste r (B e lk a id  et a l. 2000). A rth ro p o d  m o d u la t io n  

o f  host im m u n ity  co u ld  p ro v id e  the ap p rop r ia te  en- 

v iron rn e tit fo r  pathogen tra n sm iss io n  and e s ta b lish 

m ent, w h ic h  co u ld  be co m b in ed  w ith , o r  fo llo w e d  

by, im m u n e  eva.sion m ed ia ted  b y  the in fe c t io u s  agent 

(R ib e iro  1987c). In c reas ing  b o d y  o f  e v id en ce  is su p 

po rt in g  th is  v iew .
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INNATE IM1MUNE KEiSPONSE

Innate in u n u n c  system  con s is ts  o f  a ll the im m u n e  

d d e n s e s  tha t la c k  im m u n o lo g ic  m em o iy . Innate 

responses fre qu en tly  in v o lv e  c o m p lem e n t, acufe- 

phase p ro te in s  besides g n u u ilo c y ie s , m ast c e lls , 

d e n d r it ic  c e lls ,  m acrophages, and N K  ce lls . C o m 

p lem en t com ponen ts , p rostag land in s , le iik o tr ie n e s  

and o the r in f lam m a to r) ' in du c to rs  a l l co n tr ib u te  to 

the re c ru itm en i o f  in f lam m a to ry  c e lls  to the s ite  o f  

e c top a ra s ite  exposu re . T hu s, these c e lls  and in f la m -  

m a io ry  n jed ia to rs  represent the f irs t l in e  o f  im iT iune 

de fense  aga inst b lo o d -fe e d in g  a it l iro p o d s  l ik e ly  a f

fe c t in g  its  fe e d in g  process.

T h e  e a r ly  events o f  co m p lem e n t a c t iv a t io n  ai'c 

based on  an e itz ym a tic  a m p lify in g  ca,scade c o m p a 

ra b le  to th a t seen in  b lo o d  c lo tt i ng. T h e .co m p le m en t 

fragm en ts C 3 a , C 4 a  and C.5a activa te  m ast c e lls , 

w h ic h  re lease  h is tam ine , c y to k in e s  and o th e r p ro - 

in f la m m a to ry  substances (D e lv e s  and R o it r  20 00 ). 

C5a a lso  acts as a p o w e rfu l n eu tro ph il che rno - 

a ttractant. T h e  co m p lem e n t com ponen ts  C 5 b , G 6  

C l,  C 8 , and C 9  fo n n  the in em b rane -a tta ck  c o m 

p le x  (D e lv e s  and R o it t  2fK)0). w h ic h  perforate.s c e ll 

m em branes and m ay  lead to ihe  death  o f  the lin in g  

c e lls  o f  in s e c t ’ s m outhparts. T h e  a lte rn a tive  p a th 

w ay  o f  co m p le m e n t seem s to be in v o lv e d  in e x p re s 

s ion  o f  b lo o d - fe e d in g  a ith ro p o d  re s is tance  (W ik e l 

1979). T h u s , the a n ap h y la to x in s  C 3 a a n d  C.5a cause  

fu rthe r relea.se o f  vasoac tive  m ed ia to rs , w h ic h  in 

crease  v a s cu la r  p e rm e ab ility  and po ten tia te  the a c 

c u m u la t io n  o f  an tib od ie s  .and im m une  c e lls  at the 

site  o f  the b ite . D e sp ite  these ob s tac le s , b lo o d 

su cke rs  are c ap a b le  o f  h a v in g  a  su cc e s s fu l b lo o d  

m ea l I ik e ly  th rough  host im m u n o m o d u la t io n  b y  s a l i

va ry  com p onen ts . S a liv a  o f  the tick Ixades darnm ini 
( F ig . 3a) an tagon ize s  an ap inda to x in  a n d b ra d y k in in  

l ik e ly  b y  t l ie  p re sen ce  o f  a carbo .Kypep tidase  (R tb e i-  

r o  and S p ie lm a n  1986) and can  a lso  in h ib it  C 3 a  re 

lease  and C 3 b  d e p o s it io n  (R ib e iro  1987a). S a liv a  o f  

Lutzomyia longipalpis is capab le  o f  in h ib it in g  both  

th t  c la s s ic a l an<! a ite rna tive  C o n 'ip lc ii ie n t  pa thw ays 

(F ig . 3a!, w b f i- . is  that on..:iKi’ui\in acted

o n ly  on  th e ,fo rm e r (C a v a lc a n te  e t a l  2i)03).. T h e  

tr ia to m in e  bugs Pirtnsirongyiu^ uwgistus, Tridicmta 
bimiUensix and Rhodnius proiixus ( F ig . 3a ) w ere  

a lso  a b le  to  in h ib it  the  c la s s ic a l pa lhvyay \vhereas 

the  m o squ ito  Aec/e.v aegyii and  ficO. Clcnoccphalides
w ere  not (C a va lc an te  et a l, 200,3).

T h e  m o le c t ile s  co IIe c iiN 'c ly  re ie ixe d  to as acute- 

phase  p ro te in s  enhance  host re s is tan ce  to in fe c t io n  

and p rom o te  t lie  re p a ir  o f  d am aged  tissue  (D e lv e s  ' 

and R o it t  2000 ). P la sm a  le v e ls  o f  these,.prote ins 

change  r a p id ly  in  re spon se  to' in fe c t io n , 'in f la m m a 

t io n  and tissue  in ju ry . In a d d it io n  to  som e  c o m 

p lem en t com p o n en ts , the  a cu te -phase  p ro te in s  in 

c lu d e  C -  iu id  S -  re a c t iv e  p ro te in s , .scam i a m y lo id  

A, p ro te in , proteina.se in h ib ito r s  and an tico ag u lan t 

pep tides. T h e se  substances o r th e ir  fu n c t io n  m a y . 

be a lte red  b y  JirthrQpod sa liv a ry  com ponen ts  fo r  the 

su ccess o f  b lo o d  :m ea],,(Cappe llo  et al.' 1996, fJom , 

e t  al. 2 0 0 0 , N o e ske -Ju n g b lu t .e t  a l. 1995 , P a c se n .e t  ’ 

a i. 1999). .

.Host’ s m ast c e lls ,  loaded  w 'ith hivStamine an d ; 

se ro ton in  h a ve  h ig h -a f f in ity  re cep to rs  to  .igE. T lie s e  

c e lls  are ac tiva ted  and deg ranu la te  in  the p resence  o f  , 

d iv a le n t e c top a ra s ite  an tig en s c ro s s  lin k e d  w ith  tw o  

IgE , re le a s in g  th e ir va.soactive am ines tliat lead s to 

lo c a l edem a, and e ry them a . A f te r  a c t iv a t io n , m ast 

. c e lls  p ro du ce  and re le ase  seve ra l a ra ch id o n ic  a c id  

m e tabo lite s  ;ind a d iv e rs ity  o f  c y to k in e s , in c lu d in g  

lL - 4  and tu m o r n e c ro s is  fo c io r ( T N F ) - a ,  w h ic h  s t im 

u la te  the im m une  re s jion se  lo  p rog ress tow ard  a T h 2  

o r an tib o d y  m ed ia ted  response . Ma.s't c c l is  are a lso  

re spo n s ib le  fo r  the p ro d u c t io n  o f  nen -'c -g row ing  

in o ie cu le s , su ch  as b ra d y k in in , se ro ton in  and hi.s- 

tam in e  ( B o y c e  2 0 04 ). S o m e  b lo o d -su ck e rs  s a l i

va ry  com ponents 'C .Tn  in te rfe re  ir i these proces.ses. 

F o r  e xam p le , e x tra cts  o f  Aedes aegypti's .si\Vi\iay 
g land s ( l- ig , 3 c )  in h ib it  the re le a se  o f .T N F - a  fro m  

ra t m ast c e lls , but do  no t in h ib it  an tig en -in d u ced  . 

h is tan 'iin e  se c re t io n  (B is ,sonnctte  et a l. 1993). S a l i 

va ry  adeno.sine d eam in a se  a c t iv ity  has been d e m o n 

strated in  tw o  c u l ic in e  m o squ ito e s  (R ib e iro  et al. 

2 0 0 1 ) At'des aegypti, ('iih\x quinqut’fascintus, and in 

llie  sand i'l;. l.u'zoniyiit i|-'is;. 3v i iC 'lia i-
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lab  et a l. 2()()0), bu i not in  t!ie iu io p h e lij ie  Anophe- 
les gambiae ( 'R ib c iro  et al. 2001 ). T lie  adenosine  

dean iinast' a c t iv ity  in  Aedes (lei^ypii m ay  h e lp  bh'x>d 

feed ing  by  re m o v in g  adenos in e , a m o le cu le  a s so c i

ated w ith  both  pa in  pe rcep tiu n  in h ib it io n  and in d u c 

tion  o f  ma.st ce l! d eg ran u la t io n  in  vertebrates, and by 

p ro du c in g  i i io s in e , a m o le c u le  that p o te n t ly  in h ib its  

the p rodu c tio n  o f  in f la m m a to ry  c y to k in e s  (R ib e iro  

e l al. 2001). B ra d y k in in  and h is tam in e  are im p o r

tant inediator.s o f  itch  (A le .xande r 1986) and pa in  

(C la r k  1979) w h ic h  c o u ld  s t im u la te  host g room in g  

and rem ova l o f  d ie  b lo o d  feed ing  a rth ropod . It i.s 

perhaps not s u rp r is in g lh a t  the som e in.sect.s' .salivary 

g lands, lik e  Lxodes scaptilaris (R ib e iro  and M a th e r

1998) and Rlwdniits proiixus (R ib e iro  and W a lke r 

1994) c o n ta in  k in in a se s  that in h ib it  b ra d yk in in . In

deed, hard t ic k s  a lso  p rodu ce  h iiitam ine -fa ind ing  p ro 

te in s that m in im iz e  lo c a l in f lam m a tio n  h o s l’ s re- 

•sponse (C h in e ry  and .A y ite y -S m ith  1977, Paesen et 

al. 1999). F in a lly ,  da ta  suggest that sa liv a  o f  Tria- 
rofiia infextaifi can  in h ib it  so d iu m  channe ls  a c t iv ity  

in  nerves b y  an u n sp e c if ie d  m o le cu le , vvitii po ten tia l 

a n t in o c ic e p iiv e  e ffe c ts  (D an  et al. 1999).

A r th ro p o d s ’ .saliva can  in du ce  im m une  sup

p ress ion  o f  in na te  im m u n e  c e lls .  Ixodes tUimmini 
(F ig . 3b) s a liv a ry  g la n d  hom ogenate  in h ib its  rat 

n eu troph ils  fu n c t io n  (R ib e iro  et a l  1990). S a liv a ry  

g la nd  ex tra cts  ( S G E )  from  Dermacenior reticula- 
tus (F ig . 3 f) ad u lt t ic k s  in du ce  a decrease in  hum an 

natura l k i l le r  ( N K )  a c t iv ity  ac t in g  on the first step 

o f  N K  c e ll a c t iv ity , n a m e ly  e ffecto r/ta rge t c e ll c o n 

juga te  fo rm a tio n  (K u b e s  et al. 2002 ). N K  c e ll c y to 

to x ic ity  as w e ll as N O  p ro d u c t io n  by  m acrophages 

are in h ib ite d  b y  Ixodes ricinus S G E  (K o p e c k y  and 

K u th e jlo v a  I99S ) and by  Phlehotomus papatasi 
(F ig . 3 0  sa liv a  ( R ib e iro  et al. 1999. W 'a iium b i and 

W arbu rg  1998), T h e  s a liv a  o f  th is  p h le b o to m in e  a lso  

con ta in s  a poten t in h ib ito r  o f  p ro te in  phosphatase  1 

and pro te in  p h o sp h a ta se 2 A  o f  m u rin e  m acrophages, 

suggesting  that the Phkhotomus papatasi sa liv a ry  

phosphatase  in h ib ito r  m ay  in te rfe re  w ith  the a b il

ity  o f  ac tiva ted  m acrophage.s to trt in sn jit s ig n a ls  to 

the nuc leu s , the reby  p reven ting  up  regu la t io n  o f  the

ittduced n it r ic  o x id e  syntha.se gene ir jh ib it in g  die 

p rodu c tio n  o f  N O  (K a tz  et a l. 2000,. W a itu m b i a.nd 

W arburg  1998). .Adenos ine  and its p r e c u r s o r s ’ -. 

•AMP, a lso  iso la ted  fro m  Phlebotomus pnpatasi 
(F ig . 3d) .salivary g land s (K a t z  et al. 2000 , R ib e iro  

et a l. 1999) have been reported  to enhance lL - 6 ,  

IL -1 0 , lL - 4  and P G E 2 p ro du c t io n , and together w ith  

in o s in e  (p roduct o f  adenos ine  deam inase) were 

show n to decrease the p ro d u c t io n  o f  l.L -12 , IF N -  

y .  ' r N l- - a  and N O  (M a sko  et ul. 2000 . M asko  et 

a l  1998. H asko  et a l. 1996, L e  M o in e  et al. 1996, 

L in k  et al. 2000). In the p resence  o f  sa liv a ry  g lands 

e.xtracts o f  Lutzomyia InngipaJpis (F ig . 3d), m ac ro 

phages w ere  unab le  to pre.seut an tigen , w e re  re fra c 

to ry  lo  a c tiva tion  b y  I F N - y  and w ere  unab le  to p ro 

duce  H 2 O 2 o r N O  (M a ll and T itu s  1995,. Theodos 

and T itu s  1993, T itu s  and R ib e iro  1990). T h is  in 

h ib it io n  seem s to be se le c t iv e , a.s it  d id  no t a lte r the 

a b il it y  o f  I F N - y  to up regu la te  .V IHC  c la s s  II e xp res

s ion  on ih e ir  su rfaces. O n  hum an  m onocy te s, s a li

va ry  g la iid  hom ogenate  ( S G H )  o i Lu. longipalpis 
in du ce s an in c rease  in  IL -6 , l.L -8 , and 1 L - I2 p 4 0  p ro 

du c tio n , but a decrease in  tu m o r necro s is  fa c to r  a.nd 

. I L - IO  p roduc tio n . S G H  a lso  a ffec ts  the e xp ress ion  

o f  c o -s t im u la to ry  m o le cu le s  ( C D 8 0  and C .D 86) 011 

the su rface  o f  huirsan m onocy te s and rnacrop liages 

(F ig . 3d). A  redu c tio n  in. C D 8 0 , C D 8 6 , H L A - D R  

and C D la  m o le cu le s  d u r in g  D e i id r i i ic  ee l! (D C )  d lf-  

fe ren r ia t io ii from  hum an  m onocy te s and m atu radon  

indu ced  b y  C .D 4 0 L  a fte r S G H  s t im u la t io n  is a lso  

obse rved  (F ig . 3e) (C o s ta  c t al. 20(M ). D C s  p la y  a 

m a jo r ro le  in  host im m une  responses th rough p ro 

cess in g  and p re sen ting  a rth ropod  sa liv a ry  an tigens 

to T - lyn )pho cy te s  in  d ra in in g  lym p h  nodes. Rhipi- 
cephahts .sanguineus (F ig . 3e) t ic k  sa liv a  in h ib its  

tiie  d if fe re n t ia t io n  (.vf D C  and decreases î he popu

la t io n  o f  d iffe ren d a ted  im m a tu re  D C . i-u rthe rm ore , 

m atu ra tion  o f  DC ’ s t im u la te d  b y  lip o p o ly sa c ch a r id e  

( I .P S )  in  the p resence o f  s a liv a  re su lted  it! a low e r 

e xp re ss io n  o f  c o s t im u la to ry  (C D 4 0 , C D S O  and 

C D 8 6 )  m o le cu le s  and a lso  reduced  p roduc tio n  'of 

in te r le u k in -1 2 (C ava ssan i et a l  2005). Rather, D C  

cu ltu re d  w ith  d c k  sa liv a  revea led  them  to be poo r

,-li! Acad Bms CiViie(20()5)77 (4)
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s t in iu la io rs  o f  c y lo k in e  p ro d iic lio n  b y  a iu ig e n -  

sp e c if ic  T  c e ils .

F u ith e r s lu d ie s  show ed  tha l rn axa d ik in . th rough  

a c liv a t io n  o f  P A C A P  ly p e  1 receptor, in h ib ite d  ih e  

e xp re ss io n  o f  T N F -o ' b y  m acrophages and in c re a sed  

le ve ls  o f  t iic  c y to k in e s  iL - 6  and IL -1 0  as w e ll as 

p ro s ta g la n d in  E i  (B o zx a  et a l. 1998, L a n z a ro  c l  a l. 

1999, Soa res et al. 199B). M a .xad ilan , as ■well as 

w h o le  sa liva ry ' g la nd  lysa te  suppressed  ly p e ' 1 re 

sponses and e iih a n c c ii type  2 responses b y  hum an . 

P B M C  and  p u r if ie d  m onocy te  cu ltu re s  in vitro 
(R oge re  and T itu s  2003.). M a x a d ila n  decreased 

I F N - y .  !L -1 .2andT iN 'F -Q ' p ro du c tio n , w h ile  in c r e a s - ' 

in g  I.L-6 se<;ret:ion b y  hum an P B M C  few  hou rs a f 

ter s t im u la t io n  w ith  Utixhmania m ajor o r L P S .  in 

deed, it w a s  suggested  that th is  Lutzomyia lorigi- - 
va so d ila to r  c o u ld  in te rfe re  on the I F N - y  re-' 

lease th rou g h  the su pp ress ion  o f  I L -1 2  p ro d u c t io n  

by  T - ly m p h o c y tc s  (F ig . 3g), p o s s ib ly  as a re su lt o f  

changes in d u ce d  in. raacropbage.s and N K  ce lls . In- 

fe res tin g ly , i t  has been found  iba t the  p r im a ry  a m iiio  

a c id  sequence  o f  m a xa d ila n  pep tid e  is  p o ly m o rp h ic  

(L a n za ro  et al, 1999) and s ib lin g  .species w ith in  the 

Lutzomyia longipalpis c o m p le x  preser\t s ig n ii ic a n t  

d iffe ren ce s  in  th e ir  am oun ts o f  m a xa d ila n  n i i iN A  

(Y in  et a l. 2000 ). D e sp ile  these d iffe ren ce s , the va

so d ila to ry  a c t iv ity  appears not to be  a lte red  (L a n za ro  

et al. 1999). T h e  m axa d ila n  p r im a ry  sequence  p o ly 

m o rp h ism  m ay  rep resent an c v o lu t io i ia iy  van tage  to 

the sand fly, p re ven tin g  the host fro m  b e co m in g  sen

s it iz e d  to th is  im [)on.ant pep tide  and, con se tju en lly , 

tlie  loss o f  b lo o d  m ea l. It ha.s a lso  been p ropo sed  

that d i.ffe rences in  sa liva.ry com ponen ts  o f  d if fe r 

ent g e o g rap h ica l p o p u la t io n s  o f  sand ,(lies m ay  be 

re .sponsib le  fo r  the d iffe ren ce s  obse rved  in  c l in ic a l 

m a n ife s t a t io n  o f  v is c e ra l le ish m an ia s is  in  A m e r ic a  

(W arbu rg  c i al. 1994), S o , d iffe ren t stra teg ies o f  

host im m u n o iT io d u la to iy  appear to ha\'e e\-ol v cd  fo r  

O ld -W o r ld  and  N e w -W o r ld  sand fiie.s.

T h e  o b se rva t io n s  above  show  us th a t 'b lo o d -  

fe ed in g  a rth rop ods evo ls 'ed  stra teg ic  m ecl'ia .n ism s 

10 evade  o r suppress the inna te  im n u n ic  re sponse  :snd 

il)a i ,%ali\a u i ectop^ ir.is iies n i.iv  have a kes ru le  in

th is  p ro cess. ■

ACQUIRED tMMUNE KESPONSE
Im m u n o g lo b u lin  and T  c e ll m ed ia te d  im m u n e  re 

sponses are in d u ce d  d u r in g  the f ir s t  e xpo su re  lb  e c 

topa ra s ite s  feed ing . T h e  a b il it y  o f  an an im a l to re 

spond  to  a g iven  m o lecu le . depend.s upon  the ge 

n e t ic a lly  d e fin ed  c a p a c ity  to proce,ss and pre.senl 

them  to im m u n o co m p e te n t T  ly m p h o c y te s  in  c o n 

text o f  m a jo r h is to c o m p a t ib il ity  c o m p le x  ( M H C )  

an tigens. V a r ia t io n s  are e xpec ted  in  the a b ilit ie s  

o f  ra n d o m ly  b red  an im a ls  to  d e ve lo p  .and e x p re s s ' 

re s is tance  to  a rth ropod  fe e d in g  or. any in fe c t io u s  

agent. .B lo o d -fee d in g  a rth rop od  sa liv a ry  im m u n o 

gens are la rg e ly  p ro ce s se d ’.fo r p re se n ta t io n 'to  im 

m uno co m pe ten t tym phocytii.s  b y  L a iig e h a n s  c e lls , 

w h ic h  are lo c a te d 'in  ; a -s u p ra b a s a L p o s it io n  w ith in  ; 

the  e p id e rm is  (S c h o e le r  and  .W ik e l 2001;). A ls o ,  : 

these an tig en  p re se n t in g .c e lls  ( A F C )  can  t ra r is p o it : 

im rn im o g e n s  to the d ra in in g  ly m p h  node,- p ro m o i-  

in g  a t it ib o d y  and  c e l l  m ed ia ted  re.spQnses, w h ic h  

e v e n tu a lly  c le a r  b lo o d -su c k e r  sa liv a r) ' an tigens fro m  

the sk in . Toge the r w ith  L a n g e rh a n s  c e lls  and den 

d r it ic  c e lls , m acrophages; and N .K  c e lls  seem i; t o ; 

l in k  the tw o  in s tances o f  im m u n e  responses, inna te  

(u n sp e c if ic )  and a cqu ire d  ( h ig h ly  sp e c if ic ) . A n  in 

f lu x  o f  ho s t ly m p iio c y te s  and m ac ro p h ag cs  (genera t

in g  the D T H  response), b a so p h ils , and e o s in o p h ils  

is ob se rved  at the s ite  o f  the b ite  and c irc u la t in g . 

and h o m o cy io t ro p ic  a n tib o d ie s  (p rim an ,' I g M  and 

IgF,. sw itc h in g  at la te -phase  to  .IgG iso ty p e )  arc p r o 

duced  (B e lk a id  et a l. 2000 , F e n e ir a  et a l, 2003 , 

S c b o e le r  and W ik e l 2001 ), in d e e d , m em o ry  B  and 

T  ly in p h o c y te s  are gene ra ied  a.s a re su lt o f  th is  in i 

t ia l e xpo su re  to b lo o d - fe e d c r  sa.l,i\'ary im m u nog en s . 

H aem a to fa go u s  a rth ropod  fe e d in g  upon  a re s is tan t 

host induce,s a v e ry  d if fe re n t pa ttern  o f  re sp o n s iv e 

ness. T h e  p resence  o f  r c a c l iv c  a n tib o d ie s  and e f

fe c to r T  Iym )3hocy ics assu res a ra p id  response  to 

in fe s ta t io n . I f  m e m o ry  B  and 'F  ly m p h o cy te s  heed 

to be s t im u la ted , the re spon se  w i l l  b ecom e  m ax im a l 

w ith in  a fe w days o f  re -in  fcs ta t io n  and can im pa i r the 

,i.b iiilv  o l i l io  l it t f in ip o d  o h ia ii i :i h iin 'v i rncid f 'c r

.4)! AcoJ HrciS Cii'iu: i2(XK5'i 77 l'4l



ARTHROPOD SALIVA AND HOST DEFENSE SYSTEM

Fig. 3 -  H o s t n iitm in c  response is m od ilied  by  itrthropod.’s sa liva . Salivary molecules can act on (iiffcre iit 

effector ce lls  and mediators o f  the imnuine sy,stein: (1) T he  com plem ent system: inh ib iiion  o f coTiipfcinent 

release o f va.soactive mediators and cell activaiion in both c lassical and alternative pathways {Luizomyui 
longipalpis, Ixihlcs dammini, Pimsmmgyhts megisUis, Triatoma brasiiiL'nsis and Rhodnius pmlLxusy, (2) 

N e u iro p iiils :  inh ib it ion  o f  nom rophii fu iic iion  (Lxodes dammini)\ (3) Ma.s’t cclL'»; reduction o f ma.st cc ll 

degranulatiori and release o f inflanuuatory n)ediator.s (Aedes aegypii, Cule.K (jiiinqnefaseinius. Phleholonms 
papciuisi, Rhodniiisproiixus and i.xodesscapularis): (4) .Antigen P resen tino  Ce lls; m acrophages: in iiib ition  

o f niacropliage activation (Ftdehoiomus papasusi and Lutzomyia lonijipalpis) and d c n d r ii ic  celLs; reduc

tion o f dendritic ce ll differcHtiation, maturation and cytokine production (Phlflmomus papaimi. Lutzomyia 
Inngipalpis and Rhipicephalus siuif;iiineus)\ (5) N K  cclls: re.duction o f N K  ce ll cytoto;ticity {Dermacm- 
tor rt:iicu!(Utis, ixodcs rici/tus and Phlehoti.imas pitpaiasi); (6) Lyinphocyte.'s: B celb; inh ib ition  o f  cell 

pro lifera iion and uioduUuion o f im m in ioo lobu lin  production (Siimdiiim vitiatmn, Rhipicephalus sanpittnnis. 
Rhipicephalus (tppendicuknus, Amblyomma variegatum and Dernwcentar andersoni) and T  cells: mod»- 

la iion o f  cy lok ine  production, reduced pro liferaiive re.sponse and impairad Icukocyte traffic {Phlehotomus 
papaiasi, Lutzomyia longipalpis, Aedes aegypti, Cimex pipiens, Cide.x quiiHjuefusciatus, SiimiUum viitaiuin, 
lxodes scapularis, Lxodes ricinus, Dermaceruw reiicuUuus, Rhipicephalus appeiuiicuksius and Rhodnius 
proiixus) and (7) A iit ibod ie .s  and Im m une Com plexes: m odification o f  in in 'mnoglobiilin response.s profile 

(InH)phllus microplus and I:<ode.s ticks).
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a ha rd  l ic k ,  the deve lopm ent o f  a D T H  re spon se  b y  

an unn a tun il l io s i prc-ex[)osed to its S id iv a iy  c o m p o 

nents in  the s ite  o f  the b ite  m ay lead  to tlie  re je c t io n  o f  

the in se c t (R ib e iro  1995b). w h ile  o the r in s e c ls , l ik e  

sand f lie s , take  advantage to th is  p rocess, fe e d in g  

tw ice  as fast a l the site  o f  in f lam m a tio n , that p resen t s 

a la rge r b lo o d  (iosv than no rm a l s k in  (B e lk a id  et a l. 

2000 ). In the case o f  t icks , the re je c t io n  is  ra re ly  

seen in  na tu ra l a sso c ia tio n  and it seem s that bugs 

c o -e vo lv ed  w ith  the host lo  o ve rcom e  the im n u in e  

response  (R ib e iro  1995b).

T hu s, b lood -teec iin g  ectaparas ites d e ve lo ped  

stra teg ics to suppress host a cqu ire d  im m u n e  re -- 

sponscs. A b i l i t y  to a lte r host de fenses m ig h t  be  a 

fa c to r in  d e te rm in in g  the range o f  hosts a p a rt ic u la r  

sp e c ie s  can  parasite . In th is w ay, a tho rough  und e r

stand ing  o f  the  m o le cu le s  in v o lv e d  in  in d u c t io n  o f  

h o s t im m uno ssu p p re ss io n  can be e x trem e ly  im p o r

tant in  the  id e n t if ic a t io n  o f  v a cc in e  in rnnm ogens .

C t;t.n .;LAR  iM M U N ti R e s p o n s e  AND 

C Y T O K iK K  N e t w o r k

C y to k in e s  act as c e llu la r  m essengers, fo rm in g  an 

in teg ra ted  n e tw o rk  that is  h ig h ly  in v o lv e d  in  re g u la 

tion  o f  inna te  im m u n ity  and o rchestra ting , toge the r 

w ith  l3'm phocy tes , a ll the com ponen ts  o f  a cq u ire d  

im m u n e  respon,ses. in  th is  section  \ve e xp lo re  these 

aspects o f  h o s l ’s im m u n o reg u la t io n  b y  m ost im p o r 

tant b lo o d - fc e d in g  a rth ropod  spec ie s th a l have  been 

stud ied .

T ic k s  arc s ig n if ic a n t vec to rs o f  in fe c t io u s  d is 

eases to both hnm ans and a n im a ls . T ic k s  fe ed in g  on 

the host seem  to have a sy s tem ic  im m u n o su p p re s 

s ive  e ffe c t  o n  the h o s t ’ s im m u ne  .system , in c lu d in g  

lym p h o cy te s . L ym p h o cy te s  from  t ic k - in fe s tcd  e x 

p e r im en ta l an im a ls  had g rea tly  reduced  responses 

to nu togen s in vitro (W ik e l 19S2. W ik e l et a l. 1978, 

W ik e l and  O sbu rn  1982). T h is  e ftc c t has su b se 

q u e n t ly  been dem onstra ted  in vinv  u s in g  the  sa liv a  

o r  s a liv a ry  g la n d  extracts o f  seve ra l d if i'e ren t spec ie s . 

o f  ha rd  t ic k s  (i-'erreiiT i and S ilv a  1998. Fu ch sb e rg e r 

et-a l. 1995. R am achand ra  and W ik e l 1992, 1995. 

R ib e iro  c i a!, 1‘ > 5̂. U r ii ih 'c  c l al. 199-U. 'I 'ick  s.ili

v a iy  P G E i  w as p r im a rily , th ough t.to  be re sp o n s ib le  

. fo r  th is  ly m p h o c y t ic  su pp ress ive  e ffe c t (Inok iirtla - e t , 

a l. 1994, R a m a ch a n d ra a n d  W ik e f  1992, R ib e ir o  et 

a l. 1985). T h e  t io w n -re g u la lio n  o f  T - o r  B - iy m p h o -  

c y te s  and m acrophage.s b y  P G E i ,  w as p re v io u s ly  

d em onstra ted  on in vitro  s tu d ie s  (B a h ! et a l. 1991,

■ P h ip p s  et al. 1991, S pa ta fo ra  e t aJ.'. 1991) an d  it is 

v e ry  l ik e ly  the p ro s ta g la nd in s  w o u ld  have so fne  e f

fe c ts  on  the in m tu n e  sys tem  o f  (he host, lxodes 
scapularis sa liv a  (F ig . 2g ) can  in h ib it  lL - 2  th rough  

a s o lu b le  lL - 2  b in d in g  p ro te ic  fa c to r  p re sen ted  in its 

sa liv a . ( G il le s p ie  et al. 2001 ). I L - 2  activa te s T  c e lls  

and 11^-21'eceptors h.'ive been de,s.cribcd on  n ia n y  c e ll 

type s in c lu d in g  B  c e lls , m a c ro p h ag cs  and N K  c e lls  

(S ie g e l et al, 1987, S m ith  1992 , T h e ze  c t  a l. 1996} 

h ig h lig h t in g   ̂ the, im po rta n ce  o f  thi.s s im p le  c e l

lu la r  in h ib ito ry  m ech an is fn . S a liv a  o f  a n o th e r t ic k ,  

lxodes r/c/Hw.v (F ig .. 3g ), is .a b le  to rcdu ce  the c o n 

c a n a v a lin  A  (C o n  A)-^or P H A - in d u c e d  ly m p h o p ro 

life ra t io n  (S cho rde re t and  B ro sS a rd  199.3, U r io s le .  

e l a l. 1994). T h is  re d u c tio n  in  re spo n s iven e ss  oc-^ 

cu rred  in  p a ra lle l vvith a decrease  in  the JL -2  .secre

t io n  b y  the sp le n o cy te s  e xpo sed  to the sa liv a . A n 

o th e r s tu d y  sh ow ed  a re d iic t io h  o f  sp le n ic  c e ll p ro 

l ife ra t iv e  response  to B - c e l l  m ito g e n s  in  B A L B / c  

m ice  g iven  .fou r sequen tia l' in fe s ta t io n  wiih lxodes 
ricinus (F\q. ,3b), but the respon.sc to C o n  A  o r  P H  .A 

w ere  s l ig h t ly  enhanced  (D u sb a b e k  et al. 1995). 

F e w  d if fe re n ce s  w ere  detected  in  ic g a rd  to the C o n -  

,A- o r  L P S -s t im u la te d  in 17/ro .re sponses o f  sp le n o 

cy te s from  C 3 f-!/H e / m ice  that, w e re  t ick -n a i\ 'e  o r  had 

been infe.sted one to fo u r  t im e s  vvith Lxodes scapu- 
laris (S ch o e le r  c t  ai. 2000 ). 1-lowever, an tigen - 

s p e c if ic  p ro life ra t iv e  re spon ses to so lu b le , s a liv a ry  

g la n d  p ro te in s  o f  Lwdes scapitlaris ( F ig . 3g ) d id  

d e v e lo p  in  the m ouse  ly m p h o cy te s  d u r in g  the co u rse  

o f  t l ic  in fe s ta t io n s  (S ch o c le r  et al. 1999). C on cu r-, 

rent w ith  the d e ve lo pm en t o f  these responses t!u*rc 

w as a decrease  in  e xp re ss io n  o f  the T h l  c y to k in e s , 

I L - 2 and IF N -)/ , and an u p -re g u la t io ii o f  the T h2 - 

c y to k in e s , lL - 4  and I I . - 10 in  su scep t ib le  a n im a ls  

(S ch o e le r  ct al. 1999, Z d d n e r  et al. 1^97). These  

e ffe c ts  w ere  not seen in  res istant B A L B 'C  m ice , sue.-
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g fs t in g  a hasj.s o f  g c n o lic  p re d isp o s it io n  in  C 3 H /H e J  

m icc  Strain to Lxodes xcapiilaris in fe s ta t io n .

M ic e  s t in u iU u cd  w ith  sa liv a  fro m  Rhipice- 
phnliis' sanguineus (i-'ig. 3g) in du ced  tra n s fo rm ing  

g row th  I'actor (TGF)-/^  p rn d u c t io ii v,’h i!e  I L -1 2  was 

reduced. S ii.s ccp tib ie  m ic c  e xposed  lo  l ic k  ii!fe.s- 

ta tion  m odu la ted  the im m u n e  re sponse  d ra s t ic a lly  

re d u c in g  p ro life ra tion , o f  ly m p h  node  c e lls  a fte r 

C o n  A  s t im u la t io n  «nd a p ro d u c t io n  o r T h 2  cy to k in e  

representeci by  ,IL-4. IL -1 0  and T C !F -/ i (F e rre ira  and 

S ilv a  1999). .A s im ila r  response  w as o b se rved  in  

d og s (su scep tib le  host) in fe s ted  w ith  thi.s t ic k ,  they 

had a reduced p ro life ra t iv e  re a c t io n  and a s ig n iiic a n t  

im m ed ia te  but no D 'l 'H  re sponse  to a cu taneons test 

indu ced  by  t ic k  e,\iract, w hereas gu in ea  p ig s  ( re s is 

tant host) deve loped  a strong  LTI'H  reaction  (F’e ire ira  

et al, 2003),

E.xtracts p i’cpa red  fro m  the sa liv a ry  g la nd s  o f  

Kbipicephaius appendkulaius t ic L s  (F ig . 3g ) re 

duced  the expre,ss ion o f  I F N - a ,  T N F - a ,  I L - l o ,  

IL-1/>, iI,^-5, I L - 6 , 11 -̂7 and lL - 8  b y  L P S -s t im u la te d  

hum an p e r ip h e ra l b lo o d  le u ko cy te s  (Fu ch sbe rg e r 

et a i. 1995). 'I l iu s ,  the sa liv a  o f  these t ic k s  m ay s t im 

u la te  the d e v ia t io n  o f  h o s l ’ s im m u n e  sy s tem  to a 

T h 2  pattern, fa v o r in g  the b lo o d -su c k e r ’ s su rv iv a l. 

W o rk  w ith  sa liv a  fro m  Dennacentorandersoni 
3g) (B e rg m an  e t a l. 1995, 1998) ha.s sh o w n  th a l a 

p ro te in  o f  a p p ro x im a te ly  36  k D a  is  re sp o n s ib le  fo r 

suppress ion  o f  T  c e ll p ro life ra t io n  b y  a ji u n know n  

m echan ism  (B e rg m an  et a l. 1995). T ic k  s a liv a i7  

com ponen ts can a lso  a ite r the le u ko cy te  tra ff ic  and 

the in te ra ct io n s  be tw een  ac tiva ted  e n d o th e lia l c e lls  

and adhes ion  m o le cu le s  on  the le u ko cy te  su rface. 

S p le n ic  lyTnphocyte,s o f  m ice  in fe s ted  w ith  Denna- 
ci'iuar andersoni (F ig . 3g ), as w 'ell as no rm a l ly m 

phocytes e.xposed to its sa liv a , had redu ced  e.>ipre.,s- 

s io n  o f  som e o f  these adhes ion  m o le cu le s: le u ko 

cyte  fun c tio n -a sso c ia te d  an tigen-1 ( L i - A - l ) and very 

la ie  a c t iv ad o n -4  ( V L A - 4 ) . in t e g r in s  (M a c a lu s o  and 

W ik e l 2 iX ) l) . T h e re fo re , Derniacem or cmdersoiu 
sa liv a ry  co m p o u n d s  can fa c ilita te  b lo o d  m eni 

th.rough re ta rd ing  c e llu la r  m ig ra t io n  and m o d ify in g  

the popu la t ion  o f  ho s t ’ s im m u ne  c e lls  at the s ite  o f

t ic k  a tta c liin en t, a lso  a lte r in g  ihe  a c t iv a t io n  pattern 

o f  these c e lls , c rea ting  an adequate m ic ro e n v iro n 

m ent fo r parasiti.srn.

Rhodnius proiixus is  an im port:m t v e c to r o f  

Trypanosoma cruzi, the causatis 'c  agent o f  Chagas 

clisetLse. .Spontaneous and m ito g en - in d n ced  m ouse 

ly m p h o cy te  p ro life ra t io n  w ere  suppre.s.sed b y  Rhod
nius prolixux (F ig . 3g) b lo o d  fe e d in g  (K a iv a ch o v a  

e ta i.  1999).

B e s id e s  l ic k  bugs, b la c k  ( lies are  c apab le  o f  

m o du la tin g  th e ir hosts ’  im m un e  defen.se. M ic e  in -  

ocu la ted  w 'ith a sa liv a ry  g land  ex tra ct ( S G E )  o f  the 

b la ck  l ly  Simulium viaaniin (.Fig. 3g and h) have  re 

duced  exprc-ssion o f  m a jo r h is to c o m p a t ib il ity  c o m 

p lex ( .M H C )  c la s s -I l an tigens on th e ir  sp le n o cy tcs  

and even show ed mi in viiro (but not in vivo) in h i

b it io n  o f  B -  and T - lym p h o cy te  m ito g en es is  (Cros.s 

ct a l. 1993a). l l  is  po ss ib le  that such changes in te r

fere su b tly  w ith  an tigen -p resen ta tion  as m ice  repea t

e d ly  e.\po.sed to SmuUum vinatum S G E  e xh ib ite d  

d if fe re n t ia l responses to o v a lb u m in  (O V A )  im m u 

n iza t io n s  com pared  to con tro l an im a ls , S p le n o cy te s  

fro m  S G E -tre a te d  m ice  p rod ticed  low 'er le ve ls  o f  

lL - 5  and IL - IO  but not o f  I ,F N -y , I L - 2  and  iL - 4 ,  

upon  0 V . ‘\  ch a lle n ge  thait c e lls  from  m ice  treated 

w ith  sa lin e  (C ro s s  et a l  1994b).

S an d  flie.s are tlie  m ost e x te n s iv e ly  stud ied  

b lo o d  feed ing  insects in  regard to m o d u la t io n  o f  

host im m u n e  defenses (C h a r la b  et a l. 1999 , G i l 

le sp ie  et al. 2000 , W ik e l 1999a). T h e  adenos ine  

deam inase  con ta in ed  in  s a liv a iy  e x tra cts  f ro m  Lut- 
zomyia longipalpis (F ig . 3g) can  suppress T  c e ll 

apop to s is  be,sides in h ib it io n  o f  IL -1 2 , I F N - y ,  T N F -  

a  and .NO p roduc tio n  (C h a r la b  et a l. 2000 ). T he  

m ost im po rtan t im m u n o m o d u la to ry  substance  is<3- 

la ted  w as the peptide m axad ila n . B e s id e s  its  e ffects 

on  b lo o d  vesse l .sm oo thm usc le s and m acrophages , 

m axad ila n  can a lso  in te rfe re  in  T - lym p h o c y te s  phys

io lo g y , le a d in g  to an in h ib it io n  o f  the D T H  rea ction s  

in  m ouse foo t-p iK ls  (Q u re sh i et a l. 1996). -An e f

fect on  T - lym p h o cy te  p ro life ra t io n  w as de te rm ined  

by  ad d in g  m axad ila n  to m ouse sp le no cy te s  s t im 

u la ted  w ith  C o n  A  o r an ti-T - lym p h o cy te  re cep to r
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(Q iij- iish i e l al. 1996). T h e  ob se n 'e d  m o d u la iio n  

o f  m ac rophagc  and T - lym p h o cy te  fu n c iio n s  c o u ld  

have  a r isen  to prevent deve lopm en t o f  im m u n e .le -  

sponses to the sa liv a ry  g land  pi'otein.s in  the host, 

w h ic h  are in tro d u ced  in to  the site  o f  t lie  b i le  and  ai e 

e ssen tia l fo r su ccess fu l b lo o d  feed ing . D e sp ite  the 

ab sence  o f  m axad ijan  pep tid e  w ith in  Fhleboromin, 
papatasi sa li\ 'a ry  g lands (F ig . 3g), the sa liv a  o f  d i is  

p h le b a io m in e  can a lso  in te rfe re  on  T - lym p h o c y te  

fu n c t io n  th rough  the in h ib it io n  o f  T h l  p ro tec t iv e  

c y to k in e s  ( I F N - y  and IL -1 2 )  p ro d u c t io n  w h ile  en- 

h a iic in g  t lie  e xacc rb a tive  c y lo k in e  I L - 4  ( B e lfc i id  c t 

a l. 1998, M b o w  e ta l.  1998).

Aedes aegypti S G E  (F ig . 3g ) added lo  c u l

tu res o f  C o n  A -  (vr O V A -s t i.m u la ted  n a iv e  m u rin e  

sp le n o cy te s  caused  s ig n if ic a n t su pp re ss io n  o f  I L -2  

and I F N - '/  p ro du c t io n , but no t o f  lL - 4  and lL - 5 .  N o  

su ch  e ffe c t  w as obse rved  in  ac tiva ted  sp le no cy te s  

d e r ived  fro m  o va lb u m in -p r im ed  m ice  (G ro ss  et a l. 

1994a). Aedes aegypti and Cimex pipiens sa liva . 

iis w e ll as s ia lo k in in  I p u r if ie d  fro m  aegypti
s a liv a iy  g land s (F ig . 3g), are ab le  lo  dow n  re g u 

la te  I F N - y  re lease  and up -regu la te  I L - 4  and I L -1 0  

p ro d u c t io n  up  lo  7 day.s a fte r fe ed in g  (Z e id n e r  et al.

1999). R e ce n t da ta  suggest that Aedes aegypti sa liv a  

can  m o d ify  an tig en -s t im u la ted  responses o f  tran s

g e n ic  O V A - T C K  D O I  1 m ouse sp leno cy te s  in vitro 
in  a dose -d ependen t manner. A n  in h ib ii io n  greate r 

than 50%  o f  T -e e ll p ro life ra t io n  w as noted  and the 

p ro d u c t io n  o f ' f h l  c y to k in e s  IL -2  and I F N - y ,  and 

p ro - in f la m m a to ry  cy to k in e s  G M - C S F  and T N F -o r , 

and the T h 2  c y to k in e  lL -5 ,  lL - 4  and IL -1 0  w ere 

m a.rked ly  reduced  w ith  a low -do se  sa liv a ry  s t im u la 

t io n  (W asse rm an  e l a l. 2004). A  p ro te in  o f  a p p ro x -  

io.iated 3 8 7 k D a  present in  A. aegypti S G E  reduced  

T -c e ll v ia b ility ,  w hereas in d e n d r it ic  c e ll i t  d id  not 

a ffe c t c e l l  n u m be rs  but reduced its I L - 12 p ro du c t io n . 

S u ch  p ro fo u n d  e ffe cts  obse rved  w ith  Aedes aegypti 
S G E  are  no t obse rved  w ith. S G E  fro m  Culex quin- 
i^uefasciatus (Wamiscn t \  ai. 2004 ), p o in t in g  out 

the d if fe re n t im m u n o m o d u la to ry  a c t iv it ie s  used by  

these tw o  c u lic in e  m osqu itoes lo  take a su c c e s s fu lly  

b lo o d  m eal.

B  C E tX S  A.\'D A N T tBp tJY  PKOt^UCTiON .

Ix o d fd  l ic k s  rem .'lin a iia c h e d  to th e ir hosts and 

a c q u ire  a b lo o d  m ea l o v e r a p e r io d  ra ng in g  ' 

f ro m  days to  w eeks (R ib e iro  19S9). T h e  e x tended  

p e r io d  o f  e xpo su re  to t ic k  sa liv a  p ro v id e s  am p le  o p 

p o r tu n ity  fo r  the  h o s t  to  d e ve lo p  acq u ire d  inm nune , 
re sponses to  those  m o le c u le s ,  in c lu d in g  an tib o d y  

neu tra liza t io 'n  o f  im m u n o g e n ic  m o le cu le s . In fact, 

bo th  na tu ra l and e xp e r im e n ta l hosts can  deve lo p  

im m u n o lo g lc a lly -b a s e d  re s ist;u ice  to t ic k  feed 

in g  (B ro ssa rd  and W ik e l 1997 ,W ik e l  1982 , 1996). 

A c q u ir e d  re s is tan ce  to t ic k  in fe s ta t io n  is  expressed  ’ 

as reduced  ehgo rgem eu t, decreased  num bers and 

v ia b i l i t y  o f  ova, im p a ire d 'ro o u ld n g , and, death o f .  

fe ed in g  t ic k s  (W ik e l 1996, 1999b).' T o  c irc u m v e n t 

th is  l i f e  m enace , ’ t ic k s  e vo lved , d iffe re n t m e c h 

a n ism s fo r ,h o S t îU it ib o d y re s p o h s e  su pp ress ion . In- ■ 

fe.s'tation o f  g u in ea  p ig s  w ith  a d u lt  D : /m £ Îm w ;/  re 

du ced  the ig M -a tt r jb u ta b le  p la q u e - fo im in g  ceU  re - ■ 

sponses of, the hosts a fte r in m iu n iza t io n : w ith  .ihèep 

e ry th ro cy te s  ( W ik e l ,1985), w h a t  suggests tha t t ic k  

fe e d in g  c a u  sup jji'e ss the host a b il it y  to genera te  

p rh n a ry  an tib o d y  re spon se  to  a th y m ic  dependen t 

an tigen . L ik e w is e , Rhi. songiihteus in fe s ta lio n  o f  

d o g s  re d u ced  im m u n iz a t io n - in d u c e d  a n t ib o d y  re 

sponses even seven  w e ek s  a fte r in it ia l im m u n iza t io n  

(In o ku m a  e t al. 1997), L xod id  l ic k s  (F ig . 3t) a lso  

p ro d u ce  an un iq ue  fa m ily  o f  p ro te in s  th a l b in d  ver- 

ieb ra te  im m u n o g lo b u lin  (W ang  and N u t la l l 1995a, 

b). im m u n o g lo b u lin -G  b in d in g  p ro te in s  ( IG B P s ) ,  

d is c o v e re d  w hen  it  w ;is re a lize d  that t ic k s  excre te  

ho s t im m u n o g lo b u lin s  in  th e ir  s a liv a  d u r in g  feed ittg  

(W 'ang and N u t la l l  1994); S tu d ie s  on  the A f r ic a n  

t ic k  (W an g  and N u t la l l 199A) Rhipicephalus appen- 
dicuiatus, revea led  tha t these  im m u n o g lo b u lin s , are 

tran spo rted  fro m  the  t ic k  b o d y  c a v ity  to the s a l i

v a ry  g lands , w h e n ce  they  are exc re ted  in  the  l i c k ’s 

s a liv a  back  in to ,th e  host, re ta in in g  th e ir a n tib o d y - 

b in d in g  a c t iv ity . T h is  led  to  the d is c o v e ry  o f  a ■ 

fa m ily  o f  I G B P s  p ro du ced  in  the h aem o lym p h  and 

s a liv a ry  g land s o f  seve ra l ix o d id  t ic k  sj^ecies, e i l l ie r  

in c lu d in g  Ixndes hexciitmu'. arid Anii'i^'inin'ui \<i-

An Acad liras Cienc (2(K)5)77 (*! j
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rie}iittum (W ang  und N u tt ii l l 1995b). T o g e lh e r these 

data in d ica ted  that IG B P s  act as a se lf-d e fe n se  s y s 

tem  aga inst ingeste tl im m u n o g lo b u lin s .

Boophilus i/iici’pplus Ucks iya liva can  m odu la te  

the iso ly p e  o f  host a iu ib o d y  responses. H ig h  t ic k  

in fes ta tion  dccrea,ses se rum  le ve ls  o f  I g G l  and 

lg G 2  an tib od ie s  in  su scep t ib le  (H o ls te in )  breeds, 

but not in re.sistant (N e lo re )  ones. C o n ve rse ly , le v 

e ls  o f  Ig E  an tib o d ie s  in c rease  a fte r in fe s ta t io n s  in 

su scep tib le  breeds, but are no t re la ted  to p ro tec tive  

an u -t ic k  host response (K a s h in o  et a l. 2005 ).

F in a lly , the d iv e rs ity  o f  com p onen ts  m ed ia t in g  

vertebrate in ilu m m a to ry  and h aem osta tic  responses 

has been coun tered  in  e vo lu t io n  b y  an e q u a lly  d i 

verse array o f  an tagon is ts in  the sa liv a  o f  b lo o d 

su ck in g  a rth ropcds.

PArHOGliN DEUVERY: iNTRUl'JEt̂ S TaKJiNG 
A pRKli RiDti
T h e  m o d if ic a t io n s  on vertebrate  host p h y s io lo g y  

caused b y  sa liv a ry  a c tive  p h a rm a co lo g ic a l m o l

e cu le s favo rs  the d e liv e ry  o f  tn ic ro s c o p ic  paras ites 

that c o lo n iz e  the d ig e s t iv e  tract o f  the b lo o d - fe e d in g  

a rth ropod . T h is  w o u ld  a p p ly  to pa thogens tha t are 

d e liv e re d  v ia  the  m outhparts, e ith e r b y  sa liv a t io n  

o r  regu rg ita tion , and m ig h t a lso  h o ld  f o r  tJiose 

transm itted  v ia  re c tum  (e.g. Ttypanosoma cruzi), 
s in ce  they m ay  a lso  invade  the host th rough  the 

b ile  w ound  (T itu s  and R ib e iro  1990). Indeed, the 

w o r ld ’ s m ost im po rta n t in fe c t io u s  d iseases, rang ing  

from  m a la r ia , f ila r ia s is , tryp a n o so m ia s is , le ishm a- 

nia.sis :uid L ym e  d iseases are tran sm itted  b y  b lo o d 

su ck in g  a rth ropods su ch  as m osq tiito e s , tsetse flie s , 

sand f lie s  and ucks .

T itu s  and R ib e iro  (T itu s  and R ib e iro  19SS) first 

dem onstra ted  that saliv.-i o f  the sand f ly  Lutzomyia 
h.ingipaipis enhanced Leishinania m ajor in fe c t io n  

w hen the paras ite  was co - in o cu la te d  w ith  sand tly  

sa liv a ry  g land  lysa te . In add ,iuo ji to  en h an c in g  le s io n  

size , sand l ly  sa liv a ry  g la n d  ly sa te  a lso  m a rke d ly  en

hanced the pa ras ite  burden  w ith in  the  le s io n s . S im 

ila r  f in d in g s  w ere  reported w ith  o th e r L.eislvisania 
spec ies ( L im a  and T itu s  1996, S am u e lso n  e i a l.

1991, T h e o d o s  et al. 1991, W a rb u rg  et al, 1994).'- 

M a x a d ila n  a lone  a lso  exace rbated  le s io n  s iz e  and 

p a ra s ite  burtlen  w ith in  the le s io n s  lo  the sam e de

gree as.sand i ly  sa liv a ry  g la n d  (M o r r is  et al. 2001), 

T hu s, m a.xad ilan appear to be the p r in c ip a l pep 

t id e  in  the sand f ly  sa liv a  that enhances in fe c t io n

LAiishmauia major. P G E t ,  f L - 4  and l L - 6  a lso  

fa vo r Leishmania e s tab lishm en t s in ce  the host im - 

m im o reg u la t io n  can decrease the n um be r o f  p a ra 

s ites been k il le d  by activated  im m u n e  ce lls . In le ish 

m an ia s is , re,sistance and p ro te c t io n  are. assoc ia ted  

w ith  the e xp re ss ion  o f  I F N - y  and IL -1 2  d r iv in g  a 

C D 4 +  T h l  response, w h ile  su -scep iib ility  is  lin k ed  

to p ro d u c t io n  o f  lL - 4  and the d e ve lo p fn en t o f  

a C D 4 +  T h 2  response (A le x a n d e r et a l  1999, M c -  

.Sorley et al. 1996). l.uizomyia longipalpis sa liv a  

seem s to d r ive , b y  an u n know n  m echan ism , the host 

in tm une  response  to a T l i2  type, le ss  e ffe c t iv e  in 

te rm s o f  pa ras ite  c lea rance . M a c ro p h a g e s  w ith  sub- 

o p t im a l a c t iva tio n  sen 'e  as re se rvo irs  fo r  Leishmania 
(A le -xander et al. 1999, S o lb a ch  and L a s k a y  20(X), 

Z e r  et a l  2 0 0 1 ), where it  can re p lic a te  w it.hout host 

co n tro l.

S a liv a  from  P. duboscqi attracts vertebrate  

m on ocy te s  in vitro ( A n j i l i  et a l  1995) and sa liv a  

fro m  P. papatasi no t o n ly  attracts m acrophages but 

a lso  enhances in fe c t io n  b y  L  donovani in  these 

c e lls , re su lt in g  in  in creased pa ras ite  lo a d s  (Z e r  et 

a l  2001 ). In te resting ly, Lu. longipalpis sa liv a  als'o 

in du ce s C C L 2 / M C P -1  e.xpression and m acrophage  

re c ru itm en t to the in o cu la t io n  s ite  in  the a ir  pouch  

m o d e l o f  in flam m a tion , p o s s ib ly  fa v o r in g  Leishma
nia in fe c t io n  i f  these c e lls  are no t ad equa te ly  a c t i

vated (T e ixe ira  C R , unpub lished  data). D e sp ite  the 

absence  o f  m axad ilan  in  its  sa liva , s a l iv a iy  g land  

ly sa tes o f  Phlebotomus papatasi can  a lso  enhance 

in fe c t io n  w ith  Leishmania, th rough  in d u c t io n  o f  

IL-^l p roduc tio n  (M b o w  et al, 1998), lL - 4  e xa c 

erbates in fe c t io n  w ith  Leishmania and can  reduce 

parasite  destru ction  by m acrophages, re d u c in g  N O  

relea.se (M b o w  et a l  1998). I ’he p re sen ce  o f  adeno

s in e  in  the sa liv a ry  g lands o f  Phlehotomus papatasi 
c o u ld  a lso  p la y  a part in  supp ress ing  the im m une

/In Acad. Bras Cienc (2005) 77 (4)
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re spon ses and ih u i  p rp ra o lin g  the  c s ta b lish n ie n t o f  

Leishmania pa j'as iles by_ enhan cn ig  p ro d u c t io n  o f  

I L - 1 0  and, toge the r w ith  in o s in e , d e c reas ing  p ro - 

d u cd o n  o f  iL - 1 2 ,  IFIn’ - k ,  T N F - f f  and N O  ( l la s k o  et 

a l. 1996 , 1998 , R om ano  e ta l,  I9S3),

M o sq u f io e s  are assoc ia ted  w ith  the tra n sm is 

s io n  o f  m a la r ia  and niau}' spec ie s o f  v iru s . R e la t io  n 

sh ip  betw een m o squ ito e s ’ sa liv a  and the pa thogens 

they tran sm it is  la rg e ly  neg lected . These  parasite.s 

co lo n i^ e  s a liv a ry  g land s and are n a tu ra lly  tra n sm it

ted w hen  a ve c to r sa liva te s d u r in g  feed ing  a ven e - 

b rate  host.. l'*or e.xample, the C a ch e -V a lle y  v iru s , an 

a rth ro p o d -bo rn e  b un ya v im s , re cen tly  em erged  as 

a s ig n ii ic a n t  ve te r in a ry  pa thogen cau s in g  in fe r t i l it y  

and c o n g e n ita l in iiJ fo n n a tio n s  in  N o r th  A m e r ic a  ru - 

n iin a n ts  (C h u n g  et a l. 1990, E d w a rd s  e l a l. 2003 . 

E d w a rd s  et a l. J9S9 ). E nhancem en t o f  in fe c t io n  b y  

th is  v iru s  on m ic e  a fte r feed ing  b y  Aedes trisericHus, 
Aedes aegypti o r  Culex pipiens, vvas ob se rved  but 

not e lu c id a te d  (f£dwards et al. 199S). C o - in o c u -  

la t io n  o f  s in d b is  v iru s  vvith Aedes aegypii s a l iv a iy  

g la n d  ex tra c t re su lted  on a reduced IFN -/S  e xp re s 

s io n . w h e n  com p a red  to in je c t io n  o f  v iru s  a lo n e  . 

(S ch n e id e r  e i  a l, 2004). Aedes aegypti can  a lso  

tra n sm it dengue  v iru s , a f la v iv iru s  that causes 

den g ue  fever, dengue  h em o rrhag ic  feve r and dengue  

sh o ck  synd rom e . D e n d r it ic  c e lls  seem  to be p e rm is 

s iv e  fo r dengue  v iru s  and fu n c t io n  as p r im a ry  tar

gets o f  in it ia l in fe c iio n  (A d e r  et al. 2004 ), Aedes 
aegypti s a liv a  in h ib ite d  in fe c t io n  b y  dengue v iru s  in 

rDC, an d  p re -sen s iliz .a iio n  o f  D C s  vvith sa liv a  p r io r  

to in fe c t io n  enhanced  in h ib it io n . In a d d it io n , the 

p ro p o rt io n  o f  dead  c e lls  was a lso  reduced in  v iru s -  

in fe c te d  D C  cu ltu re s  exposed  to m o squ ito  sa liv a , 

and an enhan ced  p ro d u c t io n  o f  l L - i  2p70  and T N F -  

Q' w as de tected  in  these cu ltu re s ( A d e r e i a l. 2004). 

T h e se  data su ggest a pa i'adox ica l p ro tec t ive  ro le  fo r  

Aedes aegypti s a liv a  that l im its  v ira l uptake by DC 's. 

H o w e ve r, m o re  e lu c id a t iv e  stud ies are  needed fo r  an 

ov tTa l! unde rs tand ing  o f  the natural pa ihogenes is  o f  

dengue  v iru s  in fe c t io n . B es ides v iru s , Aedes sa liv a  

is  a lso  im p o n a in  in  paras ite  U 'ansm iss ion , C h ic k 

ens subcutaneousi'v ' in fected  w ii l i  I'itismndsum i;nl-

im rtceHW  sp q ro zo ite s  in  the presence  o i  Aedes flu- 
viaiiUis S O H  sh ow ed  a h ig h e r le ve l o f  pa ra s ita em ia  

w hen  co m p a red  to those  t lia t re ce ived  o n ly  sp o ro - 

zo ite s  (R o c h a  et al, 2 004 ). i lo v ve ve r. j ia ra s ita en iia  

le v e ls  w e re  lo w e r  a n io n g  c h ic k e n s  im m u n ize d  w ith  

S G H ,  ' .

T h e  in f lu e n ce  o f  t ic k  sa liv a ry  com ponen ts  on  

para,site tra n sm iss io n  hits been  .studied in te n s iv e ly  

w o r ld w id e  and sh o w s us in te re s t in g  data. In ad 

d it io n  to  L y m e  d isease , t ic k s  are vec to rs o f  o ih e r  

pa thogens that are  re sp o n s ib le  fo r  r ic k e tts ia l d is 

eases (B u rg d o r fe r  1911), b a be s io s is  (P ie sm an  et a l. 

1986, S p ie lm a n  et al, 1985), em e rg ing  in fe c t io n s  

such  as e h r l ic h io s is  (M a g n a re ll i et a l. 1995, T e lfo rd  

e i a l. 1996), and m ay  a lso  tra n sm it t ic k -h o m e  en

c e p h a lit is  viru.ses (T e lfo rd  et a l. .1997), a l l  o f  w h ich  

m ay  bc in f lu e n c e d  b y  t ic k  sa liv a ry ; itn m u n o m o d u la -  ■ 

lo r y  fa c to i’s. T h e  e iio lp g ic a l agent o f  L y m e  d isease ,  ̂

Borrelia hu/'gdoifcri, dtvclo\K  f irs t  in  tlie  rn idgu t 

o f  the t ic k .  It then m ig ra te s  to the sa liv a ry  gland,? 

w hen  the  t ic k  is  ta k in g  a b lo o d  m ea l and is  in je c ted  

w ith  s a liv a  in to  the verteb ra te  host (R ib e iro  et al, 

1987), A  l im ite d  n u m b e r o f  .studies in v o lv in g  feed 

in g  Ixodes scapularis n ym p h s on  m ice  have  a lso  

been  p u b lish e d , id i u t i l iz in g  ex vivo  re s t im u la iio n  

o f  sp le n o cy te s . S in g le  (Z e id n e r et a l. 1997) o r re

peated in fe s ta t io n s  w ith  pa thogen -free  Lxodes sca
pularis n ym p h s  re su lted  in suppres.sion o f  the T h l  

c y io k in e s  l L - 2  and I F N - y  and enhancem en t o f  

the T h 2  c y to k in e s  I L -4  and I L - iO ,  (Schoe le i- c t al.

1999). Z e id n e r  e i a l. a ls o  to o k  the a d d it io n a l ap 

p ro a ch  o f  s tu d y in g  the e ffe c ts  o f  u n in fe c ted  n ym phs 

co m jx ire d  to n ym p h s  in fe c ted  with B. hurgdtjiferi, 
thus a llo v v in g  an assessntent o f  the  re la tive  c o n tr i

bu tio n  o f  d ie  v c c to r  im d  the pa thogc ii to host 

im n u in o m o d u la t io n . U s in g ' in fe c ted  nym phs, they 

fo u n d  that M'h2 p o la iiz a t io n  o ccu ri'ed  in  C3H /H e ,I 

m ice  but no t in  B A L B / c  m ice  a fte r a s in g le  in fes - 

ta tio ti. as assessed u s in g  sp le n o c j tes, and they su g 

gested that thi.s m ig h t have ra m ific a t io n s  fo r sp iro 

chete  tra n sm iss io n  />? vivo. Indeed, d ii ie r c n c e s  in 

su .scep tib ility  o f  hosts to t ic k  feed ing , and  lik e w is e  

paihogen irati'-missinn. itkiv lie in rchitii'clv' subi'e

A l l  A c o J  B r o s  C  'u ’ H l ( 2 l ,> i l5 ) 7 7  I i i
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d iffe ren ce s  in c y to k in e  e xp re ss io n  fo llo w in g  e x p o 

sure lo  l ic k  sa liv a ry  se c re t ion s  and a s so c ia icd  

pad iogens. T h e  t ic k  Dennacentor reticularis (F ig . 

3 f ) c a n  increase  a rbov iru se s  tr; in srn iss io ri b y  a ffe c i-  

in g  host iN K  c e ils  fu n c t io n s  and n ia n ip u la iin g  host 

c y lo k in e  J ic tw o rk  (M a jn ic k a  et a l. 2005 ), besides 

p ro m o tin g  v iru s  g ro w d i (H a jn ic lc a  et al. 1998). l i  

has been reported  that t ic k  s a liv a  a ls o  enhances the 

tran sm iss ion  o f  T h o g o to  v iru s  fro m  in fe c ted  to u n 

in fec ted  RlupicephaUis appendiculatus and Anihly- 
onuna variegniwn tick.s (D a v ie s  e l al. 1990). The  

sa liv a ry  e ffe c i obse i'ved  w as a ls o  seen even  w hen  

the host d id  not e .\h ib ii d e le c ta b le  v ira em ia , and 

the v iru s  w as a p p lie d  three days  a fte r s a liv a  (Jones 

et al. 19.S7, 1990). M o re o v e r , Rhipicephalus ap- 
pendicukinis s a liv iiry  g la n d  e x tra cts  enhanced  the 

uptake  oiTheiieria par\-a s p o ro z o ile s  in to  ly m p h o 

cytes. m acrophages and a ffe ren t lym p h  v e ile d  c e lls  

(Shaw  e t a l  1993).

Im m u n e  R e s p o n s e  t o  B l o o d - f e e d i n g  

S a l i v a r y  G l a n d  .A.n t i g e n .s’ : t h e  

C o u n t e r  a t t a c k

A l l  the e ffe cts  o f  b lo o d  feed in g  a rth ropod  s d iv a  

on host p h y s io lo g y  ob se rved  here are o r ig in a le d  

From a un iq ue  m o le cu le  o r a g ro u p  o f  them . These  

m olecule.s are  a lso  im m u n o g e n ic  and e l ic i t  ho.st 

sp e c if ic  im m un e  response . T h u s , p re -exposu re  to 

in sect sa liv a  m ay  render hum an  and o the r verte

brate hosts re s is tan t to a new' b lo o d  m ea l o r m ay 

even con tribu te  to c rea te  an in h o sp ita b le  e n v iro n 

m ent fo r the e stab lish m en t o f  the pa ra s ite s tran sm it

ted by these insects. T h e  o b se rva t io n s  rega rd ing  re

peated exposu re  to pa thogen -free  ectopara s ite s and 

d ie  subsequent d e v e lo p m e n i o f  re s is tance  to vector- 

borne  in fe c t io n s  are in tr ig u in g . T h is  k n o w led g e  can 

con tribu te  to ihe  d e v e lo p m e n i o f  a c o n tro l strategy 

targeting the fac to rs in  b lo o d - fe e d e r sa liv a  ih a t are 

essen tia l fo r the host im m u n o ssu p re ss io n  and the 

ira n sm ilio n  o f  in fe c t io u s  agents.

R abb its  e xp re ss in g  a cq u ire d  res is tance  lo  in - 

fe s ia iio n  w ith  D. amiersoni are  le ss  su scep tib le  to 

in fe c t io n  w ith  t ic k -tra n sm itte d  Franciella rularcsis

than l ic k  su scep tib le  co n tro ls . S u b se q u e n î stud

ies suppo rted  e v id en ce  that p re -exposu re  to t ic k 's  

b ites m ay in d u ce  host res istance . G u in e a  p ig s  that 

are res istan t and fo rm  a D T H  response  in  the area 

o f  sa liv a  from  Rhipicephalus sanguineus in o cu la 

tion  are m ore  res istan t lo  fu tu re  t ic k  in fe s ta t io n s  

w h ile  dog s and iT iice that d e ve lo p  an im m ed ia te  re

sponse  w ith  a d is tu rb ed  pattern o f  c e llu la r  m ig ra 

tion  are su scep tib le  to in fe s ta t io n s  (Fe rre ira  et al. 

2003). M ic e  in fested  fou r tim es w ith  pa thogen-free  

l.xodes scapularis deve loped  a cq u ire d  res istance  to 

Borrelia burgdoiferi in fe c t io n  in  subsequen t c h a l

lenge w ith  in fe c ted  t ic k s  (W ik e l et al. 1997). A  s im 

i la r  s tudy  w ith  gu in ea  p ig s  exposed  p re v io u s ly  to 

u n in fe c ted  Jxodes scapularis show ed  that repeated 

c h a lle n ge s  le ad  to a deve lo pm en t o f  host t ic k  im 

m u n ity  and p ro tec tion  aga in s t Borrelia burgdoiferi 
( iN aza rio  e l a l  1998). T h e  host's  s p e c if ic  an tib ody  

p i;oducüon  aga inst t ic k s  vvas a lso  used as e p id e m io 

lo g ic a l m a rke r o f  p re v iou s ve c to r expo.sure, su ch  a.s 

to  Ixodes scapularis (S ch w a rtz  e i a l  1990, 1991).

M o re  re cendy . the p ro tec tive  host response  

w as repo rted  in  sand f lie s  (B e lk a id  et a l  1998). T h e  

exace rb adve  e ffe c t o f  sa liv a  on in fe c t io n , seen w hen 

m ice  w ere co - in o cu la te d  w ith  L. major and s a l i

v a ry  g la nd s  son ica te  ( S G S )  o f  P. papatasi, vvjis c o m 

p le te ly  ab rogated  in  m ice  p re -exposed  to the s a liv a iy  

son ica te  (B e lk a id  et a l  1998). T h is  p ro te c t io n  w as 

rep roduced  fo l lo w in g  tran sm iss ion  o f  L  major b y  

d ie  b ite  o f  in fe c t ive  P. papatasi sand Hies. C om pa red  

w ith  n a ïve  m ice , m ice  p re -exposed  to the b ites o f  un

in fe c ted  f lie s  show ed  redu ction  in  le s io n  pa tho logy , 

in  parasite  load , and a lso  in  the ir a b il it y  to  tran sm it 

Leishmania b a ck  to un in fe c ted  f lie s  (K ,am haw i et al.

2000 ). rh e  p ro ie cu o n  con fe rred  b y  p re -exposu re  o f  

m ice  to sa liv a  w as assoc ia ted  w ith  a strong  D T H  re 

sponse  at the s ite  o f  the b ite  (K a m h a w i et al. 2000). 

W e have dem on.stra ied tlvai Ui. longipalpis sa liv a  

in du ce s an in tense  and d iffu se  in f lam m a to ry  in f i l 

trate ch a ra c te r ize d  by  neu troph ils , e o s in o p h ils , and 

m acrophages In p re -exposed  m ice . 'I l i i s  response 

w as ob se rved  at 2 hou rs and su-stained u p  to 48  

hou rs a fte r .SG S cha lle nge , but vvas not a ty p ica l

,4/i Acad Bras Cienc (2(X)5) 77 (4)
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D T H  re a c iio n , w h ich  is p redom in ;;tu iy  a m o no n u 

c le a r c e ll in li i ira te . T w o  hou rs a fte r in je c t io n  o f  im 

m une  sera p rc in cu b a ie d  w ith  S G S  in  the ea r de rm is  

o f  unexposed m ice , there was an in flam m ato ry ' in - 

f ih n ile  co m p i ised  o f  n eu troph ils  and m ac i'ophagcs , 

su ggestin g  a p o tem ia l ro le  o f  im m une  c o m p le x e s  in  

the obse rved  c e ll in f iltra t io n  ( S ilv a  et a l. 2005).

B A L B / c  m ic e  exposed  to repea led  Lu. lon(;i- 
palpis b ile s  d e ve lo ped  an tib o d ie s  to sa liv a . S ig n if 

ican t IgG  and I g G l an ti-sa liv a  an tib o d y  responses 

w ere  e lic ite d , w h ic h  suggest a p re d o m in a n t 'IT i?  re 

sponse  in these an im a ls . S e ra  from  im m une  m ice  

re co gn ize d  w ith  a h ig h  fre qu en cy  and a s trong  re a c 

t ion  the 4 5 -k D  and 44 -kI3  p ro te in s  from  Lu. longi
palpis s a liv a  (S ih 'a  et al. 2(X)5). T he se  p ro te in s  w e re  

a lso  the m a jo r uirgci:s o f  hum an  an tib od y  re sponse  

in  an e n d e m ic  area (B a iT a l et al. 2000). S in c e  these 

[ iro le in s  are w id e ly  re cogn ized . they are natu ra l c a n 

d ida tes lo  be u sed  as m arke rs o f  e xpo su re  t;o Lu. 
longipalpis b ites. M o u n t in g  an an tib o d y  response  

aga in st sand f ly  sa liv a  o ccu rred  al the sam e t im e  as 

t lie  ho s t deve loped  iu i an ti- le ish m a n ia  ce ll-m e d ia te d  

in im u n e  response  (G o m es  et al. 2002), A lth o u g h  

tem pting , it rem a in s  to be  dem onstra ted  l i ia l  p ro te c 

t io n  aga in st Leishmania in fe c t io n s  is  con fen 'ed  by  

p re -exposu re  to sand i iy  b ite s in e n d e m ic  areas fo r  

le ish m an ia s is .

Anopheles su-;phensi m osqu ito  b ite s  in du ce  

d e rm a l m ast c e ll d eg ranu la t io n , le ad in g  to f lu id  e x 

travasa tion  and n eu tro ph il in f lu x  (D em eu re  et al. 

2(K)5). T h is  in flam m a to ry ' response  does not o c cu r 

in  m ast c e ll-d e f ic ie n t  W A V v  m ice , un less these are 

re con stitu ted  sp e c if ic a lly  w ith  m a s l c e lls . M a s t  c e ll 

a c t iv a t io n  caused  b y  A. .Mephensi m osqu ito  b ite s  is 

fo l lo w e d  by  h yp e rp la s ia  o f  the d ra in in g  ly m p h  node 

due  to t iie  a c c u m u la t io n  o f   ̂B 220'^, C D  11 b'*', 

and C D !  I c ’’ le u ko cy te s . T h e  T  c e ll e n rich m en t o f  

the d ra in in g  ly m p h  nodes re su lts  from  th e ir sccjues- 

tra tion  f ro m lh e  c ir c u la t io n  ra the r than lo c a l p ro li ie r -  

a t io n  (D em eu re  et a l. 2005 ). T h is  w o rk  em phas ized  

the c r it ic a l co n tr ib u t io n  o f  pe r iphe ra l m ast c e lls  in 

in d u c in g  T  c e ll and d e n d r it ic  c e il re c ru itm en t w ith in  

d ra in in g  l\ 'm p li nodes, a p re re c ju is it i for the e l ic i t a 

t io n  o f  T  and B  ly m p h o cy te  p r im in g . I 'h e re  w as  a lso  

a s lig h t  in c re a se  in  inast c e l ls  p re sen t in  the ea r de r

m is  o f  m ic e  tw o  h ou rs  afier Lurzoinyia Iongipalpis 
h ite s  ( S ilv a  e l a i. 2(KJ5). ■

M ic e  im m u n iz e d  w ith  s a liv a ry  an tig en s fro m  

Sinudiutn vitkitunt deve lo ped  Ig G , I g M , and Ig E  

an tib o d ie s  w h ic h  re co g n ize d  sev'erai s a liv a ry  g land  

com p o n en ts . Se ra  fro m  b itten  m ic e  re co g n ize d  

fe w e r an tig en s than sera fro m  a n im a ls  in t ra p e r ito 

n e a lly  im .m u iiized  w ith  sa liv a ry  g la n d  ex tra ct, in d i

c a t in g  that som e  co m p o n en ts  o f  the s a liv a ry  g land  

ex tra c t w e r e  p o o r ly  im m u n o g e n ic  o r ab sen t fro m  

the  s a liv a  secre ted  d t ir in g  b lo o d - fe e d in g  (C ro s s  et 

a l. 1993b).

T he se  data suggesi: that hum an  and o the rs ver

tebra te  hosts  can  d e ve lo p  im m u n e  re spon ses that 

b lo c k  the  e ffe c ts  o f  s i i l iv a  and  that' an ap p rop r ia te  

v a c c in e  sh o u ld  a cce le ra te  the d e v e lo p m e n t o f  these^ 

re spon ses in  the  v a cc in a ted  ho s t and  thus p ro tec t 

ag a in s t v e c to r-b o m e  in fe c t io n s . B u t  the  d e v e lo p 

m en t o f  v e c to r -b lo c k in g  va cc in e s  w 'ill not b e  a t r iv ia l 

task.

CLOSING REM.4RKS

T h e  key  fo r  the  su ccess  o f  b lo o d - fe e d in g  a rth ropod  

p a ra s it ism  is  the a b il it y  o f  a v o id in g  host im m u n e  re- ■ 

sponses th rough  the p ro d u c t io n  o f  s p e c if ic  sa livary ' 

an tagon is ts . A n a ly z e s  o f  these substances re vea l 

a s ig n ii ic a n t  b io c h e m ic a l and p h a rm a co lo g ic a l d i 

vers ity . T h e  iso la t io n  o f  sp e c if ic  m o le c u le s  th rough  

e xp e r im e n ta l te chn iq u es has been m ade  o ve r the last 

10 yea rs  and co n tr ib u te  to a be tter u nd e rs tan d in g  o f  

p a t lio g e n -v e c to f-h o s l in te ra c t io n s . A lth o u g h  m any  

a spec ts h ave  been d e sc r ib e d  a few  im p o rta n t issues 

re m a in  to  be understood  to b e lte r e x p lo re  sa liv a ry  

m o le cu le s .

H a e m a to p h a g y  has a p o ly p h y ie t ic  o r ig in ,  but 

a conve rgen t e vo lu t io n  h a s 'e q u ip p e d  m ;u iy  haem a

tophagous a n im a ls , w ith  an a lo go u s  re sou rces fo r  

the succe.ss b lo o d  m ea l, no t o n ly  be tw een  in sec ts , 

but even in  bats, w o rm s, and le cche s . T h e  v a r ia 

tion  in  sa liv a ry  co n ten t has been d e sc r ib e d  am ong  

ihe  saint: spec ie s in d if lc re iH  e c iH 'ra iih ic a l re i’ ionv.
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A n  expanded  e lTon  to r s iu d y in g  sa livacy  conten t 

o f  sp e c ie s  from  d if fe re n i parts o f  the w o r ld  vv ill 

t c n a in ly  increa.se the c lia n c e s  in  f in d in g  con im on- 

m o le cu le s  that c o u ld  f im c t io n  as m arke rs o r as can 

d idates fo r a w id e -ra n g in g  vacc in e . T he  id e m if l-  

c a iio n  o f  n ew  sp ec ie s  o r  su b spec ie s  m ay a lso  re

vea l nove l m o le cu le s  o r  stra teg ies in  a v o id in g  host 

de fense  m echan is iT i. T h is  na tu ra l d iv e rs ity  o f  su b 

stances can serve  in  th e rapeu tics  and b io m e d ic a l re 

search  but a note o f  c a u t io n  is  necessary  as sahvary' 

p roducts have d ive rse  b e h a v io r  in  d is t in c t  m ode ls  o f  

in f la m n ia t io n  o r im m une  response. U nde rs tand ing  

su ch  va r ia t io n , as w e ll as testing  the sam e m o le cu le  

in  seve ra l m ode ls , is im po rta n t fo r  u n ra ve lin g  subtle  

d iffe ren ce s  in  c o m p o s it io n  and m o le c u la r  ij)terac- 

t io n  w ith  p o ten tia l p ra c t ic a l app lica lion .s . T he re  is 

a lso  a need in  e xpa n d in g  o u r understan d ing  o f  host 

p ro tec tive  m echan ism s. S o m e  aspects rem a in  un

de r e xp lo red , few  s tu d ie s  exi.si on  the in te ra c t io n  o f  

sa liv a ry  p roduc ts  and inna te  im m u n ity , e.g. T h e  as

pects in v o lv e d  in  I'ulure adap tive  im m u n e  response  

re su lt in g  in  re s is tance  o r  su s c e p lib iU ty  w id e ly  cie- 

pend.s on  the f irs t a ite n ip t o f  h o s t ’ .s inna te  response  

to con ta in  in fe c t io n / in fe s ta t io n  that m ay in lTuence 

on the p redom in an ce  o f  a pattern  o f  fu tu re  h o s t ’ s 

im im m e  adap ta tive  response.

T h e  u lt im a te  pu rpose  o f  research  that exam ines 

pathogens tra n sm itted  b y  a rth ropods is  to deve lo p  

an e ffe c t ive  v a cc ij ie . B u t it has p roven  ve ry  d if i i-  

cu lt to lie v e lo p  e ff ic ie n t ly  host .sterile im m u n ity  and 

lo n g - liv e d  v a cc in e s  aga inst vec to r-bo rne  pathogen 

and parasites. T h e se  o rg an ism s o ften  present very  

c o m p le x  l i ie  c y c le s , e n a b lin g  the o ccu rren ce  o f  new 

and m ore p a thogen ic  stra in s  a ls o  re s isuuu  to c o n 

ven tiona l treatm ent. V a c c in e s  that target m ore  than 

one facet o f  parasite ',s l ife  c y c le , l ik e  the pa ihogen 

it.self, v e c to r s a liv a ry  p ro te in s  and vecto r-pa thogen  

in te ra ction s, m ay  p rove  to be m ore  e ffe c t iv e , but 

m ore resou rces are needed to im p ro ve  th is k n o w 

ledge. N e w  g e n c t ic  sequenc ing  te ch no lo g ie s  and 

h igh  e ff ic ie n t p ro ceed in g s  o f  p ro te in  is o la t io n  and 

c lo n in g  pe rm it the e xpe r im en ta l p ro d ijc t io n  o f  som e 

o f  the<;e substances in d isp en sab le  fo r b io ch e m ica l.

p h a irn a co lo g ic a l and im m u n o lo g ic a l in ves t ig a tio n s  

and even fo r  c l in ic a l stud ies.

H igh -th i'o ughpu t g e n o m ic  ;uid p ro te o m ic  ap

p roaches fo r c lo n in g  sa liv a ry  c D N A  have re su lted  

in  ihe  d is co v e ry  o f  genes and p ro te in s  not p re v i

o u s ly  reported in  b lo od  feed ing  a rth ropods. T hese  

re a lity  a llo w s  not o n ly  d ie  iso la t io n  o f  sa liv a ry  fac

tors im p lic a te d  in  host hemostasi.s and in f liu iim a -  

tion . but a lso  tiie  cha rac te r iza t io n  o f  n o ve l s a liv a iy  

m o le cu le s , fo r  inany  o f  w h ich  the b io lo g ic a l fu n c 

t io n  is u n k jio w n  (V a len zu e la  2001). W iih i i t  th is 

huge qu an tity  o f  in o ie cu le s , those re spon s ib le  for 

the .sa livary m o du la to ry  e ffe cts  on the ir hosts, w h ic h  

a lso  p e rm it the vec to r-bo rne  pathogen establi,sh- 

m ent. m ay be targeted b y  an idea l va cc in e . T h e  

ch a lle n g e  is  to encoun te r a h ig h -th rou ghp u t e xp res

s io n  sy s tem  to test the b io lo g ic a l a c i iv i i ie s  o f  each 

cand ida te  m o le cu le . Su ch  pe rspective s are sum tna- 

r iz e d  in  T ab le  I.

T h u s , fo r  va cc in a t io n  u s ing  ve c to r s a l iv a iy  p ro 

te ins, d ie  iso la t io n  o f  sa liv a ry  im m unossupp resso rs  

to m ake sp e c if ic  n e u tra liz in g  antib<.idies and tlie  p u r

su it  o f  s a liv a iy  p ro te in s  that e l ic it  o p t im a l c e llu la r  

responses are strateg ies that i f  co m b in ed  m ay re 

su lt in  re d tic in g  d isease  burden, re w r it in g  th is ta le  

o f  b lo o d , a lb e it  m ay  no t reduce  the h o s t tis.sue tear.

RE.SÜMO
A saliva do artrópodes hematófágos é rica era molécu
las coin funções diversas que mediam uma alimentação 
sangüínea bem sucedida. Estas moléculas agem não ape
nas como armas contra a resposui hemostátíca, inlia,nr.i- 
tória c ijnunológica do hospedeiro funcionando também 
como ferramentas para o estabelecimento de patógenos. 
Parasitas, vírus e bactérias aproveitando-se deste arse
nal dos vetores adapianan-se facilitando .seu estabeieci- 
nienio no hospedeiro. Hoje, vária;; iiiolécu!a,s salivares 
f(.)rani idendticadas e caracierizadas como novo.s aJvos 
para o desenvolvimento de vacinas futuras. Nesie tra
balho, centramos era informação recente sobre a saliva de 
vetores e as moléculas responsáve:i,s por modificar a res
posta hemosiíiiica e imunológica assim como seu papel na 
transmissão de doenças.
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' lA B L E j

Fu tu re  clu)l1en«c.s reg a rd ing  .saliva from  Iiacina(ophagou.s vectors.

• Id en iif ic a t io n  o f  new  sp ec ie s  o r sub.species to  revea l

n w id e r  o p t io n  o f  m o le cu le s  that irn p a tr h o s t 's  d c ie n se  m echan ism s;

• vSativiu-y m olecu le,s is o la t io n  tro u g h  new  gen e tic  seq uen c in g  

te ch n o lo g ie s  and h ig h  e ff ic ie n t  p ro ce e d in g s  fa c i l i ta t in g  the access” 

to study  can d ida te  m o le cu le s ;

• Id en t ify  s a liv a ry  con ten t o f  sp e c ie s  w o r ld w id e  ta rge ting  co m m o n  

m o le cu le s  from  s ib lin g  sp e c ie s  fo r  a w id e - ra n g in g  v a c c in c ; '

• U nde rs tand  p ro tec tive  m ech an ism s re g a rd in g  the e a r ly  steps o f  

h o s t ’ s response  to sa liv a r) ' m o le c u le s  tha t can  le a d  to re s is tan ce  

o r  su .sccp tih ility ;

• Tc.st cand ida te  s a liv a iy  m o le c u le s  in  seve ra l m o de ls  fo r  

e n lig h te n in g  sub tle  d iffe ren ce s  and s im ila r it ie s  w ith i i i  c 'o inponen ts 

im po rtan t fo r i>athogcn e s tab lishm en t; ■

• D e ve lo pm e n t o f  v a cc in c s  t lia t  target asfjects o f  pa thogens 

and s a liv a ry  m o le cu le s  s im u lta n e o u s ly . •

Pnlavra.s-chiive: saliva, picadas, hemostasia, hospedeiro, 

vetor, infecção.
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Crucial to the defense against leishmaniasis is the ability 
of the host to mount a cell-mediated immune response 
capable of controlling and/or eliminating the parasite. 
Cell recruitment to the site of infection is essential to the 
development of the host cellular immune response. The 
process is controlled by chemokines, which are chemo
tactic cytokines produced by leukocytes and tissue cells.

members of the chemokine family have a fundamental role 
in attracting specific subsets of leukocytes to the site of 
infection and then stim ulating them  [3] (Box 1). T he’ 
potential roles of chemokines in Leishmania  infection 
include host defense functions such as leukocyte recruit
ment, participation in cell-mediated immunity, cell acti
vation and antileishm anial activity.

Leishmaniasis: a worldwide problem
Leishm ania  are protozoan parasites that cause a wide 
spectrum of clinical m anifestations. In the skin, these 
range from localized cutaneous (CL) and mucocutaneous 
(MCL) leishm aniasis to diffuse cutaneous leishm aniasis 
(DCL), whereas in the viscera they range from subclinical 
to potentially fatal disease [1]. The m ost severe forms are 
associated either w ith high parasite num bers and the 
absence of an effective T helper cell type 1 (T h l) immune 
response, as seen in patients w ith visceral leishm aniasis 
(VL), or w ith a high inflammatory response w ith few 
parasites but exhibiting tissue dam age, as seen in MCL
[1]. Worldwide, 12 million people are infected w ith this 
parasite, and more than 400 000 new cases are reported 
annually (http://ww w.who.int/leishm aniasis/burden/en/). 
Parasites that cause New World CL are grouped under 
the Leishm ania braziiiensis and Leishm ania mexicana 
com plexes, whereas those that cause VL are grouped 
under the L eishm ania donovani com plex [1], The 
etiological agents of Old World CL are represented by 
L eish m an ia  tropica , L eish m an ia aeth iopica  and  
Leishm ania major.

Leishm ania  parasites are obligate intracellular patho
gens that preferentially invade m acrophages or dendritic 
cells (DCs) for replication. Early events in host-parasite  
interactions are likely to influence the future course of the 
disease. Following infection w ith Leishm ania  in the skin, 
a local inflammatory process is initiated; th is involves the 
accum ulation of leukocytes at the site  of parasite delivery
[2]. The composition of the cell populations recruited in 
th is early phase of the infection seem s to be essential for 
defining the outcome of the disease. D uring this process,
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Cytokine-chemokine networks
Cytokines have long been recognized as key elements in 
the host response against I^eishmania. Macrophages, 
which harbor Leishmania  preferentially, produce inter
leukin (IL)-lß, tumor necrosis factor a (TNF-a) and IL-12, 
all products implicated in the inflammatory response. T h l  
cells produce interferon (IFN)-y, and Th2 cells produce 
IL-4. Other cells are also implicated in cytokine pro
duction, w ith DCs producing IL-12 and natural killer (NK) 
cells IFN-y [4,5].

Cytokines are directly involved w ith chemokine pro
duction and can also precede the expression of some 
chemokines, which, in turn, induce the production of 
additional inflammatory mediators. Cytokines exert a 
secondary eifect on leukocyte recruitment by inducing the 
expression of several chemokine genes [6]. TNF-a and 
IL-lß released from activated neutrophils (PMNs) and 
macrophages have been implicated in chemokine syn
thesis in several cell types, including PMNs, fibroblasts, 
and endothelial and epithelial cells [7]. In leishm aniasis, 
cytokines seem  to synergize w ith leishm anial elem ents to 
regulate chem okine production. TN F-a and IL -lß , 
together w ith macrophage inflammatory protein (MIP) 
la ^ a ls o  known as CCL3), were reported to regulate 
Langerhans cell-mediated transport of Leishmania from 
the infected skin to regional lymph nodes (LNs) in murine 
CL [8], IL-12 is required for the induction of Thl-related  
chemokines such as XCLl (also known as lymphotactin), 
IFN-inducible protein 10 (also known as CXCLIO or IP-10; 
hereafter referred to as CXCLIO) and monocyte chemo
tactic protein 1 (also known as CCL2 or MCP-1; hereafter 
referred to as CCL2) in LNs of resistant L. ma ’̂or-infected 
mice [9],

Interestingly, T h l- and Th2-derived cytokines can have 
antagonistic effects^ on chemokines. For example, some
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Box 1. C hem okines and chem okine receptors

Chemokines are a superfatnily of low molecular weight (6-17 kDa) 
cytokines that recruits distinct subsets of leukocytes and then activates 
them through increased adhesion, degranulation and the respiratory 
burst [3]. To date, >44 different chemokines have been described and 
there are 21 known chemokine receptors.

Most chemokines are secreted proteins of 67-127 amino acids. Their 
production is stimulated by a variety of agents, including lipopoly- 
saccharides, mitogens, proinflammatory cytokines and several patho
gens [7]. The two major structural subfamilies are distinguished by the 
arrangement of the two amino-terminal cysteine residues, which are 
either separated by a single amino acid (CXC) or are in adjacent (CC) 
positions. C chemokines (which lack two out or four canonical 
cysteines) and CX3C chemokines (with three intervening amino 
acids between the first two cysteines) are minor structural 
subfamilies [29].

Chemokine actions are mediated via specific cell-surface receptors, 
which are members of the seven-transmembrane domain, G-protein- 
coupled receptor family. The chemokine receptors are named CXC, 
CC, XC and CX3C, followed by R and a number (according to their 
ligands: CCR1-10, CXCR1-6, XCR1-2 and CX3CR1). The chemokine- 
receptor interaction is characterized by considerable promiscuity:

each receptor interacts with several chemokines, and each chemokine 
binds to several receptors [63]. Although the systematic nomenclature 
has generally been adopted for the receptors, chemokines are still 
mostly designated by their traditional names, and recently a new 
nomenclature was adopted [64].

The actions of chemokines are specific to particular cellular 
groups: members of the CXC class act mainly on PMNs, whereas 
members of the CC class act on a larger group of cells, including 
monocytes, basophils, eosinophils, and lymphocytes, but not 
PMNs. Lymphotactin, the only C chemokine, acts solely on specific 
subgroups of B and T lymphocytes. Fractalkine, a CX3C-type 
cytokine, has been reported to attract monocytes, PMNs and T 
lymphocytes [29].

Previously, chemokines were grouped into the subfamilies termed 
'inflammatory' and 'homeostatic' chemokines. However, several 
chemokines have been described recently as 'dual-function' chemo
kines. Inflammatory chemokines have broad target-cell selectivity and 
act on cells of the innate, as well as the adaptive, immune system. 
Homeostatic chemokines navigate leukocytes during hematopoiesis. 
Dual-function chemokines participate in immune defense functions 
and also target non-effector leukocytes [7].

chemokines, such as  monokine induced by IFN-y (also 
known as CXCL9 or M IG; hereafter referred to a s  CXCL9) 
and CXCLIO are more selectively induced by IFN-y [10], 
The Th2-related cytokines IL-4 and IL-13 induce macro- 
phage-derived chemokine (also known as CCL22 or MDC) 
and CCL6 (also known as CIO) production in macro
phages, and th is production is  inhibited by IFN-y [11,12].

During infection, cytokines can also act synergistically 
with chemokines. IFN-y acts with CCL2 to eliminate 
L. m ajor from infected m acrophages th at have been 
stim u lated  by C C L2, w h ereas IL-4 an tagon izes the 
production of th is chemokine by Leishm ania-infected  
m acrophages [13], Cytokine regulation of chemokines 
also appears to be cell specific, a s  illu strated  by the 
observation th at IL-4 and IL-13 strongly induce the 
production of C C L2 in endothelial cells but inhibit 
production in epithelial cells [14].

Therefore, there is  interplay between cytokines and 
chemokines. Chem okines are im plicated in cell m igration 
and/or activation of both resident and m igratory cells, and 
such cells, in turn, produce cytokines th at influence 
chemokine expression.

The potential roles of chemokines in Leishmania 
infection
L eu kocyte  recru itm en t (inn ate im m u n ity)
Chemokines have different roles in Leishm ania  infec
tion; the m ost obvious is the recruitm ent of immune 
cells to the site  o f parasite  delivery but they also have 
roles in adaptive im m unity and in m acrophage acti
vation and parasite  killing. The imm une response is 
initiated a t the site  o f pathogen entry by sentinel cells, 
including D Cs, m acrophages and y5 T  lymphocytes. 
Such cells are well equipped with Toll-like receptors 
(TLRs) [15] and phagocytic receptors [16], enabling the 
detection of pathogen-associated m olecular patterns [17] 
and uptak e  o f path ogens and opsonized particles. 
Sentinel cells also express various receptors for cyto
kines and, together with tissu e  cells, produce num erous
www.sciencedirect.com

chemokines in itiating a cascade of innate responses 
[18]. L. /nq/or-infected mice induce overall upregulation 
of CCL5 [also known as regulated on activation normal 
T cell expressed and secreted (RANTES)], M IP-la, 
CXCLIO and CCL2 in the footpads and LN s, whereas 
these chemokines are constitutive in the spleens of 
TLR4-com petent and -deficient mice. However, the 
expression patterns are not affected directly by the 
presence or absence of TLR4 [19],

Infection with Leishm ania  begins when an infected 
female sand fly takes a blood m eal from a hum an host 
(Figure 1). The sand fly injects the m am m alian host 
with Leishm ania  within its saliva. Sand fly saliva 
contains well-characterized molecules that have several 
activities, including vasodilation, inhibition of coagu
lation and im m unom odulatory effects [20]. It also 
contains uncharacterized molecules that attract PMNs 
as well a s  m acrophages [21,22]. The parasite  itse lf also 
produces a chem oattractant protein called Leishm ania  
chemotactic factor, which can attract PM Ns [23]. It has 
recently been shown that, two hours after saliva  
injection, an intense and difi'use inflammatory infiltrate 
com prising PM Ns, eosinophils and m acrophages is 
induced only in mice pre-exposed to saliva [24].

PM Ns are the first cells to arrive at the site of 
Leishm ania  infection [2]. In hum ans, PM Ns containing 
Leishm ania  s tart secreting chemokines such as IL-8 
(also known as CXCL8) [25] that are essential in 
attracting more PM Ns to the site of infection. Upon 
experim ental infection with L. m ajor, M IP-2 and 
keratinocyte-derived cytokine (KC; also known as 
C X C L l), the functional murine homologs of hum an IL- 
8 [26], are rapidly produced in the skin [2]. In vitro 
studies have also shown that L. m ajor prom astigotes 
induce rapid and transient expression of KC by murine 
m acrophages [27] and of IL-8 by hum an m acrophages 
[28]. All of these chemokines are chem oattractants for 
PM Ns [29]. PM Ns can function as phagocytic cells,
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Figure 1. T h e  in itia l host c h e m o k in e  in te ra c tio n s  in c u ta n eo u s  le is h m an ia s is  and  its effects on th e  in n a te  im m u n e  response . A fte r  b e in g  in o c u la te d  to  th e  host skin by sand fly  

m o u th p a rts , Leishmania p ro m a s tig o te s , to g e th e r  w ith  insec t sa liva ry  c o m p o n e n ts , in d u c e  IL-8 , M IP -2  an d  KC p ro d u c tio n  by sen tino l cells  (g ra y ). P M N s  are  a ttra c ted  e arly  to  

th e  s ite  o f in fe c tio n , in g e st paras ites  an d  p ro d u c e  M IP-1i5  and  IL-8, w h ic h , in tu rn , recru it m a c ro p h a g e s  ( M 0 )  arid m o re  g ra n u lo cy te s , re sp e c tive ly . R ecru ited  m a c ro p h a g e s  are  

ac tiv a ted , p h a g o c yto se  Leishmania and  re lease  CCL2, w h ic h  a ttracts  CCR2 ’ cells such as NK  cells, DCs and  m o re  m a c ro p h a g e s . In fected  m a c ro p h a g e s  a lso secrete  o th e r  

c h e m o a ttra c ta n ts  fo r  m o n o c ytes  (M o ): M IP - la ,  M IP-1[^ and  CCL5.

t a k in g  u p  a n d  k i l l i n g  L eish m an ia  [30], a n d  th e y  h a v e  

b e e n  im p l ic a t e d  in  e a r ly  p a r a s it e  c o n t ro l.

T h e  r o le  o f  P M N s  i n  t h e  c o n t e x t  o f  t h e  e a r ly  

re s p o n s e  to  L eish m an ia  h a s  u n d e rg o n e  a  m a jo r  c h a n g e  

in  th e  p a s t  t e n  y e a r s .  E a r l y  in f lu x  o f  P M N s  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a te d  to  b e  b e n e f ic ia l  f o r  L eish m an ia  s u r v iv a l  

i n  in f e c te d  t is s u e  [31]. M o re o v e r ,  L eish m an ia  e x te n d s  

th e  l i f e s p a n  o f  P M N s  [32] a n d  c a n  s u r v iv e  in t r a c e l lu -  

la r l y  in  th e s e  c e l ls  f o r  h o u r s  o r  d a y s  a f t e r  in f e c t io n  [31]. 

A f t e r  b e in g  in g e s te d  b y  P M N s ,  L eish m an ia  in d u c e  th e  

r e le a s e  o f  M 1P-1 |3 , r e c r u i t in g  m a c ro p h a g e s  to  th e  s it e  o f  

in f e c t io n  [31]. I n fe c te d  P M N s  t a k e n  u p  b y  m a c ro p h a g e s  

do  n o t  a c t iv a t e  m a c r o p h a g e  m ic r o b ic id a ]  f u n c t io n

[31 ,33 ]. A f t e r  in g e s t in g  a p o p to t ic  P M N s ,  m a c ro p h a g c s  

u n d e rg o  in h ib i t io n  o f  t h e i r  p r o in f la m m a to r y  c y t o k in e  

p r o d u c t io n ,  t h r o u g h  m e c h a n is m s  in v o lv in g  t r a n s f o r m in g  

g r o w th  fa c to r -P ,  p r o s t a g la n d in  E a  a n d  p la t e le t - a c t iv a t -  

in g  fa c to r  [34 ,35 ]. T h e s e  e v e n ts  c o n t r ib u t e  to  a  ‘s i le n t ’ 

e n t r y  o f  L eish m an ia  in t o  m a c ro p h a g e s , i t s  m a in  h o s t  

c e l l  t y p e  [36] ( F ig u r e  1).

M a c r o p h a g e s  a r e  th e  se c o n d  w a v e  o f  c e l ls  t h a t  e n t e r  

th e  s it e  o f  L eish m an ia  in f e c t io n  ( F ig u r e  1). T h e y  h a v e  

m u l t ip le  f u n c t io n s ;  t h e y  s e r v e  a s  h o s t  c c l ls  f o r  p a r a s it e  

r e p l ic a t io n ,  a s  a n t ig e n - p r e s e n t in g  c e l ls  a n d  a s  a  s o u rc e  

o f  c y t o k in e s  m o d u la t in g  th e  T  c e l l-m e d ia te d  im m u n e  

re s p o n s e . M o re o v e r ,  a f t e r  a p p r o p r ia t e  a c t iv a t io n  b y  T h l

www.sciencedirect-com
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c e l ls ,  t h e y  .se rvo  a s  e f f e c to r  c e l ls  f o r  i n t r a c e l l u l a r  

p a r a s it e  k i l l i n g .  M o n o c y t e s  a r e  a t t r a c t e d  in  th e  e a r ly  

s ta g e s  o f  in f e c t io n  b y  p r o d u c t s  o f  s a n d  f ly  s a l iv a  [21,22] 

a n d , tw o  to  th re e  d a y s  la t e r ,  b y  c h e m o k in e s  s u c h  as 

M I P - l p  [3 ]]. L eish m an ia  c a n  a ls o  in d u c c  o th e r  m o n o - 

c y t e - a t t r a c t a n t  c h e m o k in e s .  A c c o r d in g ly ,  L. m ajor  p r o 

m a s t ig o te s  in d u c e  r a p id  a n d  t r a n s ie n t  e x p r e s s io n  o f  J E ,  

a p r o t e in  in d u c ib le  b y  p la t e le t - d e r iv e d  g r o w th  fa c to r , in  

m u r in e  m a c ro p h a g e s  [27] a n d  o f  i t s  h o m o lo g  C C L 2  in  

h u m a n  m a c ro p h a g e s  [28]. B e s id e s  a t t r a c t in g  m o n o c y te s  

a n d  m a c i'o p h a g e s , C C L 2  c a n  a t t r a c t  o t h e r  c e l ls  s u c h  a s  

N K  c c l l s  a n d  D C s  t h a t  a r e  p o s i t iv e  fo r  t h e  c h e m o k in e  

r e c e p to r  C C R 2  [13 ,37 ]. I n  h u m a n  le is h m a n ia s is ,  C C L 2  

a n d  M I P - l a  s e e m  to  b e  r e s p o n s ib le  fo r  m a c ro p h a g e  

a c t iv a t io n  in  t h e  s k in  le s io n s .  B io p s y  s a m p le s  f ro m  

p a t ie n t s  w i t h  L. mexicana. lo c a l iz e d  C L  e x h ib it e d  h ig h

C C L 2  e x p r e s s io n  a n d  m o d e ra te  le v e ls  o f  M I P - la ;  b y  

c o n t r a s t ,  lo w  le v e ls  o f  C C L 2  a n d  h ig h  le v e ls  o f  M I P - l a  

w e re  p r e s e n t  in  t h e  n o n h e a l in g  D C L  le s io n s  [38]. T h e  

a u th o r s  [38] s u g g e s t  t h a t  m a c ro p h a g e s  s t im u la t e d  b y  

th e  s y n e r g is t ic  a c t io n  o f  C C L 2  a n d  I F N - y  k i l l  p a r a s it e s  

in  lo c a l iz e d  C L  [15], w h e re a s  th e  p re s e n c e  o f  I L - 4  in  

D C L  le s io n s  m ig h t  s u p p r e s s  C C L 2  e x p r e s s io n  a n d  

p r o g r e s s io n  o f  d is e a s e .

N K  c e l ls  c o m e  to  th e  s it e  o f  in f e c t io n  a s  e a r ly  a s  

2 4  h o u r s  a f t e r  L eish m an ia  in f e c t io n  [2] ( F ig u r e s  1 a n d  

2). L .  m ajor  in f e c t io n  le a d s  to  m ig r a t io n  o f  N K  c e lls , 

b o th  to  t h e  in f e c t e d  s k in  a n d  in t o  th e  d r a in in g  L N s  

[39]. N K  c e l ls  a re  a ls o  d e te c ta b le  v e r y  e a r ly  in  th e  

le s io n s  o f  L. b ra zilien sis-\n ie .c teA  m ic e  [40]. T h e  

m ig r a t io n  o f  N K  c e l ls  c o r r e la t e s  w i t h  th e  e x p r e s s io n  o f  

th e  N K  c e l l - a c t iv a t in g  c h e m o k in e  C X C L I O  in  r e s is t a n t

Figure 2. Host innate and adaptive immune response Interactions in cutaneous leishmaniasis. Mature DCs, NK cells, macrophages and lymphocytes migrate to the draining 
lymph nodes, which produce CCL2, CXCLIO, CCL5, MIP-la and XCLl. DCs present antigen to naïve T cells and induce antigen-specific clonal expansion. Therefore, mature
T h l ly m p h o c y te s  m ig ra te  back to  th e  in fe c tio n  s ite , a ttra c ted  by  C X C L IO , C X C L 9  and p ro b a b ly  CCL2, th e re b y  o rc h es tra tin g  th e  hos t d e la y ed  ty p e  hy p ers e n s itiv ity  response  

against Leishmaniu.
w w w .sc ien cec iire c t.co m
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m ic e  [41]. I V e a tm e n t  o f  s u s c e p t ib le  B A L B / c  m ic e  w it h  

r e c o m b in a n t  C X C L I O  r e s u l t s  i n  s ig n i f i c a n t ly  in c r e a s e d  

N K  c e l l  c y to to x ic  a c t iv i t y  in  t h e  d r a in in g  L N  [2 ,41]. N K  

c e lls  a re  k n o w n  to  p r o d u c e  I F N - y ,  a n d  i t s  e a r ly  a c t iv i t y  

m ig h t  in f lu e n c e  th e  k in e t i c s  o f  t h e  T h l  r e s p o n s e .  

M o re o v e r ,  N K  c e l ls  h a v e  b e e n  s h o w n  to  be  im p o r t a n t ,  

a lt h o u g h  n o t  e s s e n t ia l,  f o r  o v e r a l l  r e s is t a n c e  to  L. m ajor  
in f e c t io n  [42]. I m m u n e - d e f ic ie n t  T  c e l l - r e c o n s t i t u t e d  

m ic e , w h ic h  s e le c t iv e ly  la c k  N K  c e lls ,  h a v e  e f f ic ie n t  

I L - 1 2 -d e p e n d e n t  I F N - y  p r o d u c t io n  b y  C D 4 '* "T -c e lls  a n d  

h e a l t h e ir  le s io n s  [43].

Cell-mediated immunity (adaptive immunity)
C u tan eou s le ish m a n ia sis
S k in  D C s ,  w h ic h  a re  p o t e n t  a n t ig e n - p r e s e n t in g  c e lls ,  

h a v e  a  d e c is iv e  r o le  a s  a  b r id g e  f r o m  in n a t e  to  a d a p t iv e  

im m u n e  re s p o n s e s  b y  p r im in g  n a iv e  T  c e l ls  ( F ig u r e  2). 

D C s  t a k e  u p  L eish m an ia  p a r a s it e s ,  a c q u ir e  a  m a tu r e  

p h e n o ty p e  b y  u p r e g u la t io n  o f  c la s s  I a n d  I I  m a jo r  

h is t o c o m p a t ib i l i t y  c o m p le x  s u r f a c e  a n t ig e n s ,  in c r e a s e  

t h e i r  e x p r e s s io n  o f  c o - s t im u la t o r y  m o le c u le s  ( C D 4 0 , 

C D 5 4 ,  C D 8 0  a n d  C D 8 6 ) ,  r e le a s e  I L - 1 2  p 4 0  a n d  

t r a n s p o r t  t h e  p a r a s it e s  f r o m  th e  in fe c te d  s k in  to  th e  

d r a in in g  L N s  fo r  p r e s e n t a t io n  to  a n t ig e n - s p e c if ic  T  c e l ls  

[44]. I n  L eislim a n ia -m ïec ieà  m ic e , t h e  a b i l i t y  o f  D C s  to  

t r a n s p o r t  t h e  p a r a s it e s  to  th e  d r a in in g  L N s  se e m s  to  

r e ly  on  th e  e x p r e s s io n  o f  C C R 2  a n d  C C R 7 .  In  C C R 2 -  

d e f ic ie n t  m ic e ,  w h ic h  a r e  s u s c e p t ib le  to  L. m ajor  
in f e c t io n ,  D C  m ig r a t io n  to  t h e  d r a in in g  L N  a n d  s p le e n  

w a s  fo u n d  to  be  m a r k e d ly  im p a ir e d ,  e s p e c ia l ly  f o r  th e  

C D 8 cx+  T h l - in d u c in g  D C  s u b s e t ,  a n d  th e s e  m ic e  h a d  a 

d o m in a n t  T l i2  p h e n o ty p e  [45]. C C R 7  is  a ls o  r e q u ir e d  fo r  

t h e  m ig r a t io n  o f  m a t u r e  D C s  f r o m  t is s u e s  to  T  c e ll 

a r e a s  o f  d r a in in g  L N s  [46]. L .  donovan i-indu ced  d o w n -  

r e g u la t io n  o f  C C R 7  im p a i r s  D C  m ig r a t io n ,  c o n t r ib u t in g  

to  d is e a s e  p r o g r e s s io n  [47].

In d e e d , m ic e  la c k in g  C C L 2 ,  a  m a jo r  C C R 2  l ig a n d ,  

h a v e  im p a i r e d  T h 2  r e s p o n s e s  b u t  s e c r e t e  n o r m a l 

a m o u n t s  o f  I F N - y  a n d  a r e  r e s i s t a n t  to  L. m ajor  
in f e c t io n  [48]. T h is  d is c r e p a n c y  m ig h t  n o t  b e  s u r p r is in g ,  

g iv e n  th e  fa c t  t h a t  C C R 2  h a s  a t  le a s t  tw o  a d d it io n a l 

h ig h - a f f in i t y  l ig a n d s  in  t h e  m o u se  [ C C L 7  (a ls o  k n o w n  a s  

M C P - 3 )  a n d  C C L 1 2  (a ls o  k n o w n  a s  M C P - 5 ) ] ,  w h ic h ,  in  

th e  a p p r o p r ia t e  c o n te x t ,  in d u c e  T h l  p o la r iz a t io n  in  

C C L 2 - d e f ic ie n t  m ic e . M a t u r e  T h l  ly m p h o c y te s  m ig r a te  

b a c k  to  th e  in f e c t io n  s it e ,  a t t r a c t e d  b y  C X C L I O ,  C X C L 9  

a n d  p r o b a b ly  C C L 2 ,  a s  s e e n  in  th e  le s io n s  o f  p a t ie n t s  

w i t h  lo c a l iz e d  C L  [38]. I n  s u m m a ry ,  i t  is  c le a r  t h a t  th e  

C C R 2 - C C L 2  a x is  p a r t ic ip a t e s  in  in n a t e  im m u n i t y  to  

L eish m an ia  in f e c t io n ,  s u c h  a s  in  c e l l  r e c r u itm e n t ,  b u t  

it s  p a r t ic ip a t io n  in  a d a p t iv e  im m u n i t y  t h r o u g h  c o n t ro l 

o f  T h l  v e r s u s  T h 2  b a la n c e  s t i l l  r e m a in s  c o n t r o v e r s ia l.

O t h e r  c h e m o k in e  r e c e p to r s  h a v e  a ls o  b e e n  s tu d ie d .  

C C R l - d e f i c ie n t  C 5 7 B L / 6  m ic e  in f e c t e d  w i t h  L. m ajor 
s h o w e d  t h a t  C C R l  ( w h ic h  is  p r e f e r e n t ia l ly  e x p re s s e d  on  

C D 4 ^  T h l  c e lls )  u p r e g u la te s  t h e  p r o d u c t io n  o f  T h 2 - t y p e  

c y t o k in e s  s u c h  a s  I L - 4  a n d  I L - 1 0  in  t h e  e a r ly  c o u r s e  o f  

d is e a s e  [49]. H o w e v e r ,  C C R l  is  n o t  e s s e n t ia l  fo r  T c e l l  a n d  

m a c ro p h a g e  t r a f f ic k in g ,  e i t h e r  to  th e  s i t e  o f  in f e c t io n  o r  to  

th e  L N s  f o l lo w in g  L .  m ajor  in f e c t io n  [49]. B y  c o n t ra s t ,  

C X C R 3  h a s  a  c r u c ia l  r o le  in  t h e  h o s t  d e fe n s e  a g a in s t  C L

c a u s e d  b y  L .  m ajor. C X C R 3 ^ ^ “  m ic e  m o u n t  a n  e f f ic ie n t  

T h l  r e s p o n s e ,  e v id e n t  b y  I L - 1 2  p r o d u c t io n ,  b u t  f a i l  to  

c o n t r o l t h e  p a r a s i t e  r e p h c a t io n  t h a t  is  a s s o c ia te d  w it h  

lo w e r  I F N - y  p r o d u c t io n  in  t h e  le s io n  c o m p a re d  w i t h  

C X C R 3  ‘ '  ' m ic e  [50].

Visceral le ish m a n ia s is
I n  V L ,  s o m e  c h e m o k in e s  a n d  c h c m o k in e  r e c e p to r s  h a v e  a  

r o le  in  th e  d e v e lo p m e n t  o f  th e  T h l  r e s p o n s e  b e c a u s e  t h e i r  

d e le t io n  in f lu e n c e s  I F N - y  p r o d u c t io n  b y  T  c e lls .  F o l lo w in g  

th e  l ig a t io n  o f  T  c e l l  r e c e p to r s  in  L .  donovani in fe c t io n ,  

I F N - y  i s  p ro d u c e d ,  in d u c in g  m a c ro p h a g e  a c t iv a t io n  a n d  

th e  k i l l i n g  o f  p a r a s it e s .  L. donovani-in fecicd  m ic e  la c k in g  

C C R 5  o r  M I P - l a  (a  h g a n d  fo r  C C R 5 )  d e m o n s t r a te  a  lo w  

a n t ig e n - s p e c if ic  I F N - y  r e s p o n s e  d u r in g  th e  e a r ly  p h a s e s  o f  

in f e c t io n  [51]. T h is  d e fe c t iv e  r e s p o n s e  is  t r a n s ie n t  b e c a u s e  

i t  is  r e s to r e d  d u r in g  c h r o n ic  in f e c t io n  a n d  i t  c o r r e la t e s  

w i t h  e n h a n c e d  c o n t r o l  o f  p a r a s i t e  r e p l ic a t io n .  I n  t h is  

s y s te m , h o w e v e r ,  C C R 5  a n d  M I P - l a  a re  n o t  e s s e n t ia l  fo r  

th e  c o n t a in m e n t  o f  m u r in e  in fe c t io n .

C h e m o k in e s  a ls o  s e e m  to  b e  im p l ic a t e d  in  T  c e l l  

a m p l i f ic a t io n  o f  t h e  in f la m m a t o r y  re s p o n s e , a n  im p o r t a n t  

s te p  fo r  p r o t e c t iv e  h o s t  d e fe n s e  in  V L .  L. donovani- 
in f e c t e d  m ic e  u n d e rg o  a  r a p id  h e p a t ic  a c c u m u la t io n  o f  

M I P - l a ,  C C L 2  a n d  C X C L I O  a f t e r  in f e c t io n  [52]. H o w e v e r ,  

o n ly  C X C L I O  e x p r e s s io n ,  a m p l i f ie d  b y  T  c e lls ,  r e m a in s  

h ig h  d u r in g  th e  la t e  p h a s e , a n d  t h is  i s  e s s e n t ia l  to  e n a b le  

l i v e r  g r a n u lo m a  f o r m a t io n  a n d  t h e  in f la m m a t o r y  

r e s p o n s e .  M o n o c y t ic  c e l l s  a t t r a c t e d  b y  M I P - l a  a n d  

C C L 2 ,  a n d  f o l lo w in g  I F N - y  s t im u la t io n ,  c o u ld  be  th e  

s o u rc e  o f  T h l - m o b i l i z i n g  c h e m o k in e s  s u c h  a s  C X C L I O  

[10]. U n l i k e  l i v e r  c c l ls ,  s p le e n  c e l ls  f ro m  L eish m an ia  
in fan tu m -in iec tcd  m ic e  p ro d u c e  b o th  T h l -  a n d  T h 2 - t y p c  

c y to k in e s ,  w i t h  t h e  T h 2 - t y p e  re s p o n s e  b e in g  d o m in a n t .  

T h is  is  c o m p a t ib le  w i t h  th e  s u s t a in e d  e x p r e s s io n  o f  C C L 2  

r a t h e r  t h a n  C X C L I O ,  t h e r e b y  s h o w in g  t h a t  t h e r e  is  a n  

in f lu x  o f  m a c ro p h a g e s  r a t h e r  t h a n  T  c o l ls  in  th e  s p le e n  [53] 

( F ig u r e  3). T h is  e x p la in s ,  in  p a r t ,  w h y  th e  l i v e r  u s u a l ly  

c o n t r o ls  th e  in f e c t io n ,  w h e re a s  p a r a s it e s  p e r s is t  in  th e  

s p le e n  [54].

Macrophage activation and parasite killing
I n  le is h m a n ia s is ,  s o m e  c h e m o k in e s  s u c h  a s  C C L 2  c a n  

a c t iv a t e  m a c ro p h a g e s  t h a t  p a r t ic ip a t e  in  r e d u c in g  p a r a 

s i t e  n u m b e r s  [1 5 ,3 8 ]; th e s e  c h e m o k in e s  a ls o  in d u c e  

a n t i le is h m a n ia l  a c t iv i t y  in  b o th  L .  donouan i-m fcctcd  a n d  

L. m ajor-in fected  h u m a n  m a c ro p h a g e s  [13 ,38 ]. C C L 2  a n d  

M I P - l a  c a n  in d u c e  le is h m a n ic id a l  a b i l i t y  in vitro  in  

L. in fan tiim -in fccted  h u m a n  m a c ro p h a g e s  a n d  c a n  c o n t ro l 

t h e  in t r a c e l lu la r  g r o w th  a n d  m u l t ip l i c a t io n  o f L .  donovani 
v ia  a  n i t r i c  o x id e -m e d ia te d  r e g u la t o r y  m e c h a n is m  [55].

Chemokines and parasite virulence
I n  a d d it io n  to  o t h e r  fa c to r s ,  t h e  v i r u le n c e  o f  L eish m an ia  
s e e m s  to  be  l in k e d  to  th e  e a r ly  m o d u la t io n  o f  c h e m o k in e  

e x p r e s s io n  in  t h e  h o s t  (T a b le  1). S o m e  L eish m an ia  s t r a in s  

m ig h t  e v a d e  h o s t  im m u n e  re s p o n s e s  b y  p r e v e n t in g  th e  

e a r ly  p r o d u c t io n  o f  c y to k in e s ,  c h e m o k in e s  a n d  c h e m o k in e  

re c e p to r s ,  a n d  t h u s  im p a i r in g  a n t ig e n - s p e c if ic  T h l  c e l l  

d e v e lo p m e n t .  M ic e  in f e c t e d  w i t h  L eish m an ia  am azonen sis  
h a d  d e la y e d  a n d  r e d u c e d  M I P - l a ,  M I P - l [ i ,  C C L 5 ,  M I P - 2 ,
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Figures. Role of chemokines in visceral leishmaniasis. After Leishmania infection, a rapid hepatic accumulation of CCL2, MIP-la and CXCLIO is seen. The CXCLIO expression 
remains high over time postinfection and this attracts more Thl cells than macrophages to liver, resulting in hepatic parasite control. By contrast, in the spleen, a consistent 
expression of CCL2 rather than CXCLIO is seen, leading to an influx of macrophages rather than T cells, with a dominance ofTh2 cytokines and sustained parasite persistence.

C C R l ,  C C R 2  a n d  C C R 5  e x p r e s s io n  i n  t h e  e a r ly  s ta g e s  o f  

in f e c t io n ,  c o m p a re d  w i t h  L. m ajor-in fected  m ic e . T h e s e  

a l t e r a t io n s  w e re  a c c o m p a n ie d  b y  r e d u c e d  r e s p o n s iv e n e s s  

o f  T  c e l ls  [56]. R e c e n t ly ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  le s io n s  

f r o m  B A L B / c  m ic e  c a u s e d  b y  a  m o r e  p a t h o g e n ic  

L. b raz iiien s is  s t r a in  h a v e  a  h ig h e r  e x p r e s s io n  o f  C C L 2 ,  

M I P - l a ,  K C ,  C C L l l  ( a ls o  k n o w n  a s  e o ta x in ) ,  X C L l  a n d  

t h e i r  r e s p e c t iv e  r e c e p to r s  w h e n  c o m p a re d  w i t h  le s io n s  

c a u s e d  b y  a  le s s  p a th o g e n ic  L .  b raziiien sis  s t r a in  [57]. T h is  

h ig h e r  e x p r e s s io n  o f  c h e m o k in e s  c o r r e la t e s  w i t h  r e c r u i t 

m e n t  o f  m o re  le u k o c y t e s  to  t h e  le s io n s ,  r e s u l t in g  in  th e  

in c r e a s e d  in f la m m a t io n  o b s e rv e d  in  p a th o g e n ic  L .  brazi- 
Z ie /z s is - in fe c te d  m ic e . H o w e v e r ,  s t u d ie s  p e r fo rm e d  w i t h  

m u r in e  m a c ro p h a g e s  s h o w  t h a t  t h e  in d u c t io n  o f  c h e m o 

k in e s  u p o n  in f e c t io n  w i t h  L eish m a n ia  is  d e p e n d e n t  on  

p a r a s i t e  v i r u le n c e ;  t h e  m a g n i t u d e  o f  C C L 2  a n d  K C  

 ̂e x p r e s s io n  is  h ig h e r  w i t h  a v i r u le n t  t h a n  w i t h  v i r u le n t

www.sciencedirect.com

s t r a in s  o f  L. m a jo r  [27 ]. T h e  d if f e r e n c e s  i n  C C L 2  

e x p r e s s io n  r e p o r t e d  h e r e  m ig h t  b e  r e la t e d  to  t h e  

L eish m an ia  s t r a in  u s e d  (L . m ajor  v e r s u s  L .  braziiien sis), 
t h e  k in e t ic s  o f  in f e c t io n  ( e a r ly  v e r s u s  la t e  in fe c t io n )  a n d  

th e  e x p e r im e n t a l s y s t e m  u s e d  {in vitro  v e r s u s  in vivo).
T h e  p a r a s i t e  l ip o p h o s p h o g ly c a n  ( L P G ) ,  a  m a jo r  s u r fa c e  

m o le c u le  t h a t  b in d s  to  m a c ro p h a g e  s u r fa c e  re c e p to rs ,  

s e e m s  to  b e  in v o lv e d  i n  m o d u la t in g  t h e  s ig n a l  f o r  

c h e m o k in e  in d u c t io n .  L. d o n o va n i  L P G  a l t e r s  t h e  

m ig r a t io n  o f  m o n o c y te s  b y  d e c re a s in g  th e  e x p r e s s io n  o f  

a d h e s io n  m o le c u le s  a n d  in h ib i t in g  th e  in d u c t io n  a n d  

r e le a s e  o f  C C L 2  [58]. In d e e d , t h e  e x p r e s s io n  o f  th e  g e n e s  

e n c o d in g  C C L 5 ,  M I P - l a ,  M I P - lp ,  C X C L I O  a n d  C C L 2  is  

m o re  s t r o n g ly  u p r e g u la te d  in  th e  a i r  p o u c h  l i n in g  o f  

v is c e r o t r o p ic  L. d o n o D a / ií- in fe c te d  a n im a ls  t h a n  in  t h a t  o f  

d e rm o t ro p ic  L .  m q /o r - in fe c te d  a n im a ls  [59], s u g g e s t in g  

t h a t  le u k o c y t e  t r a n s e n d o t h e l ia l  m ig r a t io n  c o u ld  be
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Table 1. Chemokines and chemokine receptors In Leishmania infection
Species Modulation Effect Refs
Cutaneous leishmaniasis 
Initial phase
L. major 
L. major 
L. major 
L. braziiiensis 
L. major 
L. major
L. braziiiensis 
Late phase 
L. major 
L. major
Leishmania amazonensis
Visceral leishmaniasis 
Initial phase
L. donovani
L. donovani 
Late phase
L. donovani
L. donovani 
L. donovani

tKC, IL-8, MIP-2 
Î MIP-la, MIP-ip CCL5 
Î CXCLIO

ÎCCL2
ÎCCR2, CCR7

TCCL2, MIP-la, KC, XCLl

ÎCCR2-CCL2
ÎCCR1
iMIP-2, MIP-la, MIP-ip, CCL5, 
CCRl, CCR2 and CCR5

ÎMIP-Ia, CCL2

ÍCCR7

ÎCXCLIO

ÎCCR2, CCR5 
MIP-la
ÎCCL2
iCXCLIO

Attract PMNs {in vivo and in vitro) [2,25,27,28]
Attract monocytes and macrophages {in vivo and in vitro) [59,31 ]
Activate and recruit NK cells to lesion and lymph nodes [2,39,41,57] 
{in vivo)
Recruits macrophages, NK cells and DCs {in vitro) [27,28,37]
DC migration to lymph nodes and co-localization in T cell [45,46] 
areas {in vivo)
Increase inflammation in the lesion {in vivo) [57]

Control of Thl versus Th2 polarization (?) {in vivo) [45,48]
Upregulation of Th2 type cytokines {in vivo) [49]
Impairment of antigen-specific Thl cell response {in vivo) [56]

Attract monocytic cells as a source for Thl-mobilizing [52]
chemokines {in vivo)
Impaired DC migration to lymph nodes {in vivo) [47]

Participates in granuloma formation and attracts lym- [52]
phocytes (liver) {in vivo)
Role in generation of IFN-y by T cells {in vivo) [51]

influx of macrophages and sustained parasite persistence [53[ 
(spleen) {in vivo)

b lo c k e d  b y  L .  donovani L P G  [60]. I n f e c t iv e  Leishm ,ania  
p r o m a s t ig o te s  a ls o  e x p re s s  o n  t h e i r  s u r fa c e  g p 6 3  p ro te a s e  

a n d  a n  a b u n d a n t  c la s s  o f  s m a l l  g ly c o l ip id s  t e rm e d  

g ly c o s y l in o s i t o lp h o s p h o l ip id s  [61]. A l t h o u g h  t h e r e  is  

e v id e n c e  s h o w in g  th e  im p o r t a n c e  o f  L P G  a n d  g p 6 3  in  

d e t e r m in in g  th e  v i r u le n c e  o f  L eish m an ia  p r o m a s t ig o te s ,  

th e  r o le  o f  th e s e  m o le c u le s  in  p r o v id in g  th e  s ig n a l f o r  

c h e m o k in e  in d u c t io n  s h o u ld  b e  in v e s t ig a t e d  f u r t h e r  

b e c a u s e  a m a s t ig o te s  lo s e  o r  d o w n r e g u la t e  t h e  e x p r e s s io n  

o f  th e s e  m o le c u le s  [61].

Chemokines as targets for therapy in leishmaniasis
U n t i l  n o w , o n ly  tw o  s t u d ie s  u s in g  c h e m o k in e  b lo c k a d e  o r  

r e c o m b in a n t  c h e m o k in e  t r e a tm e n t  fo r  le is h m a n ia s is  h a v e  

b e e n  re p o r te d .  T h e  a d m in is t r a t io n  o f  r e c o m b in a n t  m o u se  

C X C L I O  to  s u s c e p t ib le  B A L B / c  m ic e  s ig n i f i c a n t l y  

e n h a n c e d  N K  c e l l  c y to to x ic  a c t iv i t y  a n d  r e s is t a n c e  a g a in s t  

L. m ajor, in d ic a t in g  t h a t  C X C L I O  m ig h t  c o n t r ib u t e  to  

p r o m o t in g  t h e  d e v e lo p m e n t  o f  a  p r o t e c t iv e  im m u n e  

re s p o n s e  [41]. T r e a tm e n t  w i t h  I V I e t -R A N T E S  (a  f u n c t io n a l 

a n ta g o n is t  o f  C C R l  a n d  C C R 5 )  o r  a n t i - C C L 5  r e n d e r e d  

C 5 7 B L / 6  m ic e  m o re  s u s c e p t ib le  to  L. m ajor, s k e w in g  th e  

im m u n e  re s p o n s e  to w a r d s  T h 2  [62]. W h e t h e r  c h e m o k in e s  

c a n  be  e x p lo it e d  t h e r a p e u t ic a l ly  to  l im i t  t h e  e x te n t  o f  

in f la m m a t io n ,  a n d  w h e th e r  t h is  w o u ld  b e  b e n e f ic ia l  in  

le is h m a n ia s is ,  i s  u n c e r t a in .  T h e  f e a s ib i l i t y  o f  th e s e  

m e d ia t o r s  f o r  t h e  t r e a tm e n t  o f  in f la m m a t o r y  d is e a s e s  

w i l l  b e c o m e  c le a r e r  a s  a  m o re  c o m p le te  u n d e r s t a n d in g  o f  

th e  b io lo g y  o f  c h e m o k in e s  e m e rg e s .

Concluding remarks
S tu d ie s  o f  le is h m a n ia s is  r e in f o r c e  th e  n o t io n  o f  r e d u n 

d a n c y  in  c h e m o k in e  a c t io n ;  h o w e v e r ,  to  p r o v e  t h is  c o n ce p t , 

in vivo  in h ib i t io n  o f  c e r t a in  c h e m o k in e s  w i l l  n e e d  to  be  

a c h ie v e d  b e c a u s e  s u b t le  in vivo  r e g x i la t io n  m ig h t  n o t  be

d e te c ta b le  in  c u r r e n t  a p p ro a c h e s . D e s p it e  t h is  n o te  o f  

c a u t io n ,  so m e  t h e o r ie s  c o n c e rn in g  o f  th e  r o le  o f  c h e m o 

k in e s  o n  th e  p h y s io p a th o lo g y  o f  le is h m a n ia s is  h a v e  b e e n  

p ro p o s e d  (B o x  2). L eish m an ia  c a n  in v a d e  m a n y  ty p e s  o f  

c e l ls  (m a c ro p h a g e s ,  D C s  a n d  f ib ro b la s t s ) ,  a n d  th e  c h e m o 

k in e s  t h e r e b y  r e le a s e d  a t t r a c t  im m u n e  c e lls .  W h e t h e r  

s u c h  in c o m in g  c e l l s  a c t  a s  h o s t s  to  t h e  p a r a s i t e ,  

c o n t r ib u t in g  to  i t s  v ir u le n c e ,  o r  w h e th e r  t h e y  a re  m a jo r  

c o n t r ib u t o r s  to  d e fe n s e , m e d ia t in g  in n a t e  r e s is t a n c e  to  

in t r a c e l lu la r  p a th o g e n s ,  m ig h t  b e  in f lu e n c e d  b y  w h ic h  

c h e m o k in e s  p a r t ic ip a t e  in  t h e  p ro c e s s .  F o r  e x a m p le ,  

r e s is t a n c e  a g a in s t  L eish m an ia  m ig h t  d e p e n d  o n  s p e c ia l 

c o m b in a t io n s  o f  r e c r u it e d  c c l ls .  A d d i t io n a l ly ,  d if i 'e r e n t  

c h e m o k in e s  m ig h t  r e c r u i t  th e  s a m e  c e l ls  b u t  d if f e r  i n  th e  

s ta te  o f  a c t iv a t io n  t h e y  in d u c e  in  th e m . E v e n  t h o u g h  m u c h  

le s s  i s  k n o w n  c o n c e r n in g  th e  in v o lv e m e n t  o f  c h e m o k in e s  

in  p r o to z o a n  d is e a s e s  c o m p a re d  w i t h  v i r a l  d is e a s e s , i t  is  

c le a r  t h a t  c h e m o k in e s  a re  o f  p a r a m o u n t  im p o r t a n c e  in  th e  

p a th o p h y s io lo g y  o f  le is h m a n ia s is .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  th e  

c o n c e r te d  a n d  t im e ly  a c t io n s  o f  s e v e r a l c h e m o k in e s  a n d  

c h e m o k in e  r e c e p to r s  a re  r e le v a n t  in  t h is  r e g a rd .  T h e

Box 2. Future challenges regarding chemokines in
Leishmania infection

• Explore immunopathogenesis through the use of inhibitors of the 
chemokine system

• Investigate the role of chemokines In inducing different stages of 
cell activation in cells which have been recruited 
early postinfection

• Understand the role of distinct parasite strains or parasite stages 
(e.g. amastigotes) in altering host chemokine expression

• Search for and test key chemokines which might be useful in 
vaccination against leishmaniasis

• Identify the target chemokines to block to limit tissue damage in 
the hyperergic forms of leishmaniasis
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development of inhibitors of the chemokine system 
provides hope that such interventions will unravel novel 
aspects of pathogenesis and open new therapeutic 
avenues in loishmimiasis.
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