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RESUMO

CORPUSCULOS E MEDIADORES LIPIDICOS NA RESPOSTA INFLAMATORIA A
SALIVA DE Lurzomyia longipalpis DURANTE A INFECCAQ COM Leishmania chagasi.
THEO DE ARAUJO SANTOS. Lutzomyia longipalpis é o principal transmissor da
Leishmania chagasi, agente etiologico da leishmaniose visceral (LV), a forma mais letal da
doenga. A saliva de L. longipalpis possui moléculas capazes de modular as repostas
hemostatica, inflamatoria e imunoldgica do hospedeiro, favorecendo o estabelecimento da
infec¢do. Entretanto, poucos trabalhos tém abordado o papel da saliva de L. longipalpis na
indugdo de mediadores lipidicos e sua implicagdo nos momentos iniciais da infecgdo por
Leishmania. Neste trabalho, investigamos o papel do sonicado de glandula salivar (SGS) de
Lutzomyia longipalpis na indugio da formagio de corpusculos lipidicos (CL) e produgdo de
mediadores lipidicos durante os estagios iniciais da infec¢io por Leishmania chagasi. O SGS
foi capaz de induzir in vifro a formagdio de CLs e a produgdio de PGE, em macrofagos
murinos. Durante a infec¢do de camundongos C57BL/6 por L. chagasi, a presenga de saliva de
L. longipalpis aumentou a formagdo de CLs em macrofagos apds 3 horas de estimulo, o que
gsteve correlacionado com o aumento do influxo de células para o sitio inflamatorio,
principalmente neutrofilos. A infec¢do de L. chagasi em presenga do SGS de L. longipalpis
induziu a produgdo de LTB4 e PGE; em leucocitos peritoneais ex vivo. Apds 3 horas,
macrofagos e neutrofilos infectados, bem como a interagdo entre essas células foram
observadas. O percentual de macrofagos infectados e o nimero de parasitas por macrofago
gsteve reduzido durante a infecgdo em presenga de SGS. O conjunto dos nossos resultados

indica que a saliva do vetor desempenha um papel importante na modula¢do da inflamagéo
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durante os estagios iniciais da infec¢do por L. chagasi e abre novas perspectivas para o

entendimento da imunopatogénese da leishmaniose visceral.

Palavras-Chave: Corpusculos Lipidicos; Mediadores lipidicos; Leishmania, Lutzomyia

longipalpis; Saliva.
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ABSTRACT

LIPID BODIES AND MEDIATORS IN THE INFLAMMATORY RESPONSE TO
Luizomyia longipalpis SALIVA DURING Leishmania chagasi INFECTION. THEO DE
ARAUJO SANTOS. Lutzomyia longipalpis is the main transmitter of the Leishmania
chagasi, etiologic agent of visceral leishmaniasis (VL), the most lethal form of the illness. L.
longipalpis saliva contains molecules capable to modulate the haemostatic, inflammatory and
immunologic response of the host. However, few works have investigated the role of the
components of the vector saliva in the induction of lipid mediators production and its
implication at the early steps of the Leishmania infection. In this work, we investigated the
role of the salivary gland sonicate (SGS) of L. longipalpis in the induction of lipid bodies (LB)
and mediators production during early steps of L. chagasi infection. SGS was capable to
induce /n vitro LBs formation and PGE, production in the murine pentoneal macrophages.
During C57BL/6 mice infection by L. chagasi, presence of L. longipalpis saliva increased the
LBs formation in macrophages after 3 hours of stimuli, which was correlated with the large
cellular influx to the inflammatory site, mainly neutrophils. L. chagasi infection in the
presence of L. Jongipalpis SGS induced the LTB4 and PGE; production in the pertoneal
leukocytes ex vivo. After 3 hours, macrophages and neutarophils infection, as well as the
interaction between these cells was observed. Percentage of macrophages infected and the
parasite number per macrophage were reduced dunng infection in the presence of SGS. In set,
our results indicates that the vector saliva plays a important role in the modulation of the
inflammation dunng early steps of L. chagasi infection and they open new insights to leaming
of visceral leishmaniasis immunopathogenesis.

Keywords: Lipid bodies; Lipid mediators; Leishmania; Lutzomyia longipalpis; Saliva.
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1.INTRODUCAO
1.1  Aspectos Gerais da Leishmaniose Visceral

A leishmaniose € considerada uma das principais endemias do mundo e o seu
controle apresenta-se como uma das prioridades da Organizag@o Mundial de Saide (WHO,
2008). Estima-se que cerca de 2 milhSes de novos casos sejam registrados a cada ano, sendo
500 mil de leishmaniose visceral (LV), a forma mais letal desta doenga, a qual € caracterizada
pela presenca de febre alta, perda de peso, anemia e hepatoesplenomegalia (Chappuis et al.,
2007). Quando ndo tratados, os individuos infectados podem desenvolver co-infecgdes como
pneumonia, diarréia e tuberculose e a forma sistémica pode progredir para um quadro fatal
(Manual de Vigilancia da LV, 2006).

A LV tem ampla distribuig@o ocorrendo na Africa, Asia, Europa, Oriente Médio € nas
Américas (Chappuis et al., 2007). Na América do Sul, 90% dos casos registrados de LV
pertencem ao Brasil, onde anualmente tém sido registrados 3156 casos em média ao longo dos
dltimos onze anos, tendo a incidéncia da LV aumentado de 1,7 para 2,7 casos por 100.000
habitantes entre 1993 e 2003. Atualmente, a LV é observada em 19 dos 27 estados da
federagdo, com aproximadamente 1.600 municipios envolvidos, sendo 77% dos casos
registrados encontrados na regido Nordeste (Costa, 2005; Manual de Vigilancia da LV, 2006).

O tratamento da LV ¢€ realizado pelo uso de antimoniais pentavalentes, entretanto a
resisténcia a medicamentos tem aumentado, chegando a 50% dos casos na India (Chappuis et
al., 2007). A auséncia de uma vacina eficaz contra a doenga tem incentivado pesquisas por
antigenos que possam ser utilizados como novos candidatos vacinais (Palatnik-de-Sousa,
2008). Dentre os antigenos promissores para a vacinagdo estdo as proteinas da Leishmania,

LACK, LelF, TSA, LmSTI1, H1, CpA + CpB, KMP11 e NH36, as quais apresentaram
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resultados positivos em diferentes modelos experimentais (revisado em Palatnik-de-Sousa,
2008). Além dos antigenos da Leishmania, alguns trabalhos tém mostrado a participagdo de
antigenos da saliva do vetor na protegfio contra infec¢do. Neste sentido, foram obtidos alguns
sucessos com vacinas utilizando a proteina Maxadilan (Milleron et al., 2004) da saliva de L.
longipalpis ¢ SP15 da saliva de Phlebotomus papatasi, as quais conferiram resisténcia a
infecgdo murina por L. major (Valenzuela et al., 2001). A imunizagdo com a proteina LIM19
da saliva de L. longipalpis conferiu protecfio contra a infec¢do por L. chagasi no modelo
experimental do hamster (Gomes et al., 2008). Entretanto, a combinagdo entre a proteina da
saliva do vetor, LIM19 e a proteina de superficie do parasita, KMP11, a qual se encontra entre
os antigenos mais promissores para vacinagdo, ndo conferiu prote¢do neste modelo. Desta
forma, a busca por novos antigenos e estratégias terapéuticas para o controle da leishmaniose

permanece.

1.2 Interaciio parasita-hospedeiro

Leishmania é um parasita digenético, caracterizado por uma forma promastigota,
extracelular e uma forma amastigota, intracelular. A forma promastigota € encontrada no trato
intestinal de Diptera da familia Psicodidadae, onde passam por diversos estagios de
diferenciacdo até chegar a forma promastigota metaciclica ou infectiva, em um processo
denominado metaciclogénese. Durante o repasto sangiiineo, o fleb6tomo injeta formas
metaciclicas de Leishmania no hospedeiro. Neste momento, as promastigotas sdo
internalizadas por células fagociticas, tais como neutréfilos, células dendriticas imaturas e
macréfagos, o seu hospedeiro celular preferencial. No vaciiolo parasitoforo dessas células, se

diferenciam e multiplicam na forma amastigota, rompem a membrana da célula hospedeira e
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infectam outras células, possibilitando a disseminagfo do parasita (Sacks et al., 2002). As
caracteristicas clinicas da leishmaniose dependem da espécie de Leishmania envolvida na
infecgdo e do hospedeiro vertebrado (Chappuis et al., 2007).

A LV humana pode ser reproduzida no modelo experimental murino. Em
camundongos C57BL/6 e BALB/c, a inje¢do intravenosa de L. chagasi leva ao aumento do
bago e do figado, resultando em um aumento da carga parasitaria nestes 6rgdos, nos quais
ocorre o desenvolvimento de uma imunidade orgdo-especifica (Liese et al., 2007). O figado ¢
o sitio de resolu¢do da infec¢do aguda associada com o desenvolvimento de granulomas
inflamatdrios circundados por células de Kupffer infectadas e resisténcia a reinfecgdo. O bago,
embora seja um sitio inicial para a produgio da resposta immune mediada por célula, se torna
um sitio de persisténcia da infec¢do com mudangas imunopatologicas associadas. O progresso
da doenga é caracterizado pelo imunocomprometimento do hospedeiro associado com altos

niveis de TNF e IL-10 (revisado em Stanley e Engwerda, 2007).

1.3  Papel da saliva do vetor durante os estigios iniciais da infec¢do por Leishmania
As leishmanioses tém como vetores, dipteros pertencentes & ordem Phlebotominae,
sendo os principais géneros de importincia médica Phlebotomus e o Lutzomyia, endémicos do
Velho Mundo e das Américas, respectivamente (Soares e Turco, 2003). No Brasil, o agente
etiologico da LV é a Leishmania chagasi que € transmitida principalmente pelo flebotomineo
Lutzomyia longipalpis.
Durante o repasto de fémeas de flebotomineos, os capilares epiteliais s3o lacerados
formando um lago sanguineo, onde a Leishmania € inoculada juntamente com a saliva do

vetor. Componentes salivares do flebétomo afetam a atividade hemostatica do hospedeiro,
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facilitando a formag3o do lago sangiiineo pela inibi¢do da coagulagdo, aumento da
vasodilatagdo e atragdo de leucdcitos para o local da picada (Charlab et al., 1995; Ribeiro,
1987). Este cenario favorece a infecgdo do hospedeiro vertebrado pela Leishmania (Andrade
et al., 2007; Andrade et al., 2005).

Dentre as propriedades da saliva de L. longipalpis estd a capacidade de estimular o
recrutamento celular. Utilizando o modelo de bolsdo inflamatoério, Teixeira e cols. (2005)
demonstraram experimentalmente que o sonicado de glandula salivar de L. longipalpis foi
capaz de induzir um aumento no recrutamento de macréfagos apds 12 horas de estimulo em
camundongos BALB/c, mas ndo em camundongos C57BL/6. Este aumento foi correlacionado
a expressio de CCL2/MCP-1 e seu receptor CCR2 (Teixeira et al., 2005). A saliva de
Phlebotomus dubosqi atrai mondcitos in vitro (Anjili et al., 1995) e a saliva de P. papatasi,
ndo sé atrai macréfagos como também favorece a infecglo por Leishmania donovani nestas
células aumentando a carga parasitaria (Zer et al., 2001). Além de induzirem o recrutamento
de macréfagos, os componentes salivares de L. Jongipalpis inibem uma resposta pro-
inflamatdria em monécitos humanos estimulados com LPS, quando tratados com sonicado de
glandula salivar, os quais sfo induzidos a reduzir a produgdo de citocinas como TNF-a e IL-
10, ao passo que aumentam a produgio de 1L-6 (Costa et al., 2004). A saliva de L. longipalpis
inibe a capacidade de macréfagos de apresentar antigenos de Leishmania a linfocitos T
(Theodos and Titus, 1993). Foi demonstrado que a saliva de P. papatasi é capaz de inibir a
apresentacio de antigeno e a produgdo de Oxido nitrico em macréfagos infectados por
Leishmania major, importante mecanismo microbicida no controle da infecgdo (Bogdan et al.,

2000; Hall and Titus, 1995; Theodos and Titus, 1993).
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A saliva de L. longipalpis também foi capaz de estimular o influxo de neutrofilos no
modelo peritonial murino, o qual foi aumentado durante a infecgdo por L. major (Monteiro et
al. 2007). Dados do nosso grupo revelaram que a saliva de L. longipalpis induziu um rapido
edema com acimulo de neutrofilos quando inoculada intradermicamente na orelha de
camundongos previamente expostos a picada natural do flebotomineo (Silva et al. 2005). Em
estudo realizado recentemente, Peters e cols. (2008) demonstraram em tempo real que a picada
do Phlebotomus duboscqi foi capaz de induzir o rapido influxo de neutréfilos para o local da
picada. Entretanto, se a saliva de flebotominios tém uma participagdio direta no influxo de
neutrofilos para o sitio da infecgfio e qual € a participag@o de seus componentes neste contexto
ainda ndo foi avaliado até o presente estudo.

Recentemente as proteinas da saliva de L. longipalpis foram purificadas e tiveram
seus cDNAs descritos (Anderson et al., 2006). Dentre os componentes da saliva identificados
que ja tem atividade bem caracterizada na literatura estdo: maxadilan (6,5 kDa), peptideo com
potente atividade vasodilatadora (Lerner et al., 1991; Svensjo et al. 2009); apirase (35,07
kDa), enzima com a agfio anti-agregag@o plaquetaria e anti-inflamatoria que hidrolisa ADP e
ATP a AMP e ortofosfato; hialuronidase (42,28 kDa), enzima que auxilia na difusdo de
agentes farmacoldgicos da prépria saliva na pele (Cerna et al., 2002); yellow (45 e 14 kDa),
proteina que parece ter fungdo na oxidagdo de norepinefrina; adenosina desaminase (52 kDa),
enzima que hidrolisa a adenosina em inosina, que possui efeitos antiinflamatérios (Charlab et
al., 2000); adenosina ¢ AMP, envolvidos na vasodilatagio e anti-agregagfio plaquetdria,
substancias que inibem a sintese de 6xido nitrico e a fungdo de linfocitos (Katz et al., 2000);
alfa-amilase (54,02 kDa), enzima responsavel pela digestio de carboidratos (Ribeiro et al.,

2000); 5’-nucleotidase (60,62 kDa), pertencente a familia das apirases, essa enzima degrada
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AMP a adenosina, uma proteina com atividade vasodilatadora, anti-agregante plaquetdria e
imunossupressora (Charlab et al., 1999); além de proteinas com fung¢do ainda desconhecida,
como as proteinas da familia D7 (15,5 a 36,3 kDa), apesar de estarem expressas em grande
quantidade na saliva de flebotomineos (Valenzuela et al., 2002) e a familia antigeno-5 (28,8
kDa) (Valenzuela et al., 2001).

Apesar do conhecimento sobre a agdo de alguns componentes da saliva de L.
longipalpis, pouco ¢ conhecido sobre o seu efeito na indugdo da produgdo de mediadores
lipidicos. Apenas o maxadilan, proteina presente na saliva de L. longipalpis, foi implicado em
ativar a produgdo de PGE,, IL-6 e IL-10 em macréfagos murinos através de um receptor que
reconhece um neuropeptidio, o PACAP, enquanto que reduziu a produgio de TNF-a (Bozza et
al., 1998; Soares et al., 1998; Svensjo et al. 2009).

Neste trabalho, buscamos avaliar o papel da saliva total de L. longipalpis na indugio

de mediadores lipidicos e suas implicagdes na infecg¢do por L. chagasi.

1.4 Mediadores lipidicos

Os mediadores lipidicos desempenham um papel importante nos estagios iniciais da
inflamagdo, bem como nas etapas de resolugdo do processo inflamatério. Apds a lesdo
tecidual, a produgdio de prostaglandinas e leucotrienos estd associada ao processo de
vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento celular de neutrdfilos,
gerando uma resposta pro-inflamatoria, caracteristica dos primeiros estagios da resposta
inflamat6ria aguda. Ja nos estigios tardios, a fagocitose de neutréfilos apoptéticos por
macrofagos recrutados para o sitio inflamatério induz uma mudanga na categoria de

mediadores lipidios para um perfil anti-inflamatdrio e, conseqiientemente, ha uma redugdo no
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influxo de células ao local da lesdo associado ao processo de resolugdo da inflamagédo

(esquematizado no quadro 1) (Lawrence et al., 2002).

Inicio Resolugdo

30min th 3h 6h 24h 48h 72h
Histamina PAF TNF MCP-1 cyPGs
Serotonina PGs IL-18 IL-6 TGF-B1
Bradicinina LTs IL-8/KC
Complemento LXs

Quadro 1. Representagdo esquemadtica das etapas da cinética de resolug@o da inflamagdo e tabela
mostrando os principais mediadores inflamatérios produzidos ao longo dessa cinética (adaptado de
Lawrence et al., 2002).

Mediadores lipidicos da inflamagdo sdo moléculas orgénicas biologicamente ativas
que sdo liberadas no decorrer da resposta inflamatéria. Os mediadores lipidicos mais
estudados sdo os eicosandides, uma familia de metabdlitos derivados da oxidagdo do acido
araquidonico (AA), uma molécula de 20 carbonos. O AA faz parte de &cidos graxos que
encontram-se na porgdo sn-2 dos fosfolipidios de membrana e sua disponibilidade depende da
capacidade relativa de enzimas de realizarem sua remogdo ou reinserg¢do nos fosfolipidios

(Brock et al., 2007). O processo de desacilagdo ou liberagdo do AA dos fosfolipidios de
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membrana estd associado a atividade da enzima fosfolipase A, (PLA;), a qual possui trés
familias: a secretéria e a citosélica, ambas dependentes de Ca®* e a iPLA,, independente de
célcio. A PLA, citos6lica (cPLA,) esta envolvida no processo de sintese de eicosanoides e sua
agdo pode ser estimulada por uma série de estimulos exégenos, como citocinas, horménios ou
microorganismos (Brock et al., 2007).

O AA liberado pela estimulagio da PLA,, por sua vez, pode ser metabolizado
principalmente por duas classes de enzimas: as ciclooxigenases (COX) e a lipoxigenases (LO)

(esquematizado no quadro 2).

PGD; PGE, PGF3,

[ Vasodilatagéo e edema

Quadro 2. Representac@o esquemadtica das vias de produgdo dos principais eicosandides e de suas
fungdes durante a resposta inflamatdria (adaptado de Robbins & Cotran, 2005).
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As COXs sdo isoenzimas que catalisam, a partir do AA, a formagdo de
prostaglandina H,, a qual pode ser convertida pela a¢io de PG sintases célula-especifica em
diversas moléculas biologicamente ativas, tais como: PGE,, PGF,a, PGI,, PGD; e tromboxano
A, (TXA,), coletivamente conhecidos como prostandides (Funk, 2001). COX-1 tem expressdo
constitutiva, sendo a enzima responsavel pela sintese basal de prostanédides, enquanto que a
COX-2 ¢ importante em varios processos inflamatérios devido a sua expressdo ser induzivel
(Funk, 2001). No contexto da infec¢do com microorganismos, a produgdo de prostaglandina
E, tem sido associada ao aumento da producdo de cCAMP e supresséo da resposta imune do
hospedeiro com a inibigdo da produgio de citocinas pro-inflamatorias, tais como: IFN-y, TNF-
a, 1L-12, IL-2 e IL-1B. Em contrapartida, a PGE; € capaz de induzir a produgéo de citocinas de
perfil Th2, bem como IL-10, IL-4 e imunoglobulinas do tipo IgE e IgG1 (revisado em Harris
et al., 2002).

As lipoxigenases constituem a outra via de metabolismo do AA, dentre as quais, a 5-
lipoxigenase (5-LO) se destaca pela producdo de leucotrienos (LTs) e lipoxinas (LXs). A
expressio 5-LO est4 correlacionada a eventos de inflamagéo da fase aguda, com a produgéo de
citocinas pro-inflamatérias e radicais de oxigénio. Entre os produtos da via da 5-LO se
destacam o LTB4 em doengas infecciosas ¢ os chamados cis-leucotrienos LTC,4, LTD4 € LTE4
envolvidos na resposta alérgica. O LTBj4 esta correlacionado com o aumento da produgéo de
citocinas pro-inflamatdrias e diminui¢do da infec¢do em diversas patologias, associado ao
aumento da produgio de 6xido nitrico (Peters-Golden et al., 2005).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a indug@o da produgdo de mediadores
lipidicos, bem como a ativagéo seletiva das vias de produgéo destes é dependente do estimulo

envolvido. No contexto da inflamagéo induzida pela picada de artrépodes, por exemplo, foi
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demonstrado que a saliva do Ixodes scapularis possui PGE; em doses farmacoldgicas, o qual
seria responsavel pela inibigdo da maturagdo de células dendriticas do hospedeiro resultando
na ineficiéncia no estabelecimento de uma resposta imune do hospedeiro aos componentes da

saliva do hospedeiro (Sa-Nunes et al., 2007).

1.5 Corpiusculos lipidicos

Corpusculos lipidicos (CLs) sdo organelas citoplasmaticas compostas de um conjunto
de lipidios neutros, tais como diacilglicerol, triacilglicerol, caveolina e ésteres de colesterol
circundados por uma hemi-membrana composta de fosfolipidios (revisado em D'Avila et al.,
2008). Além destes componentes, os CLs apresentam uma grande quantidade de AA, o
principal substrato utilizado na sintese de mediadores lipidicos, tais como os eicosandides. Os
CLs também apresentam uma grande quantidade de proteinas relacionadas com o processo de
sinalizagdo celular e enderecamento de vesiculas (Wan et al., 2007). Além disso, os CLs
podem apresentar enzimas diretamente relacionadas a sintese de eicosandides, as COXs e
LOs.

Tem sido demonstrado que os CLs podem ser os principais sitios intracelulares de
producdo de eicosandides, uma vez que possuem todo o aparato enzimatico e de substrato.
Além disso, o ambiente hidrofébico dos CLs seria ideal para o funcionamento da maquinaria
responsavel pela sintese de mediadores lipidicos. Foi demonstrado que a formagio de CLs, sua
constitui¢do lipidica € o seu engajamento na produgio de mediadores lipidicos especificos
estdo diretamente correlacionados ao estimulo inflamatdrio envolvido. Neste sentido, a
formagdo de CLs em leucdcitos teria um importante papel durante a resposta inflamatdria em

diversos processos patogénicos (revisado em D'Avila et al., 2008).
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No contexto da infecgdo por patogenos, tem sido mostrado que estas organelas
participam ativamente da produgdo de mediadores durante a infecgdo. Pacheco e cols. (2002)
mostraram que LPS é capaz de induzir a formagdo de CLs de maneira dose e tempo
dependente e identificou nestas organelas enzimas das vias de produgfio de leucotrienos €
prostaglandinas, o que esteve associado com a produgdio destes mediadores in vivo.
Componentes isolados da membrana de microorganismos tais como de M. bovis aumentaram a
quantidade de corpusculos lipidicos em macrdéfagos, o que esteve associado com um aumento
na produgdo de PGE, (D'Avila et al., 2008). Ainda neste contexto, Melo e cols. (2003)
mostraram que durante a infec¢do em ratos por Trypanosoma cruzi houve uma intensa
formagdo de CLs em macrofagos peritoneais, o que esteve correlacionada com a produgéo de
PGE; no sitio inflamatorio (Melo et al., 2003; Melo et al., 2006). Durante infec¢io por 7. cruzi
a presenga no tecido cardiaco de corpusculos lipidicos em macrofagos infectados é um indicio

de ativagdo celular (Melo et al., 2008).

1.6 Mediadores lipidicos na infec¢io por Leishmania

Os mediadores lipidicos desempenham um papel crucial na infecgéo por Leishmania.
A presenga de pequenas doses de LTB4 levou a redugdo da carga parasitaria durante a infec¢io
por Leishmania amazonensis em macréfagos peritoneais murinos, em um mecanismo
associado ao aumento da produgdo de oxido nitrico (Lonardoni et al., 2000; Serezani et al.,
2006). Entretanto, a infecgdo por L. donovani de macréfagos induziu uma maior expressio de
ciclooxigenae, PGE sintase e a produgdo de prostaglandinas quando comparada a infecg¢do por
L. major, o que sugere haver a indugfio de respostas distintas a depender da espécie de

Leishmania (Gregory et al., 2008; Matte et al., 2001).



23

A produgio de PGE; parece desempenhar um papel crucial durante a infecgéo por L.
donovani. Neste sentido, foi demonstrado que macrdéfagos murinos infectados por L. donovani
tem o metabolismo de AA direcionado a producio de PGE, (Reiner, 1984; Reiner, 1985;
Reiner, 1988). A interagdo entre macréfagos humanos infectados e neutrofilos apoptéticos no
modelo experimental humano (Afonso et al., 2008) e murino (Ribeiro-Gomes et al., 2005)
resultou no sucesso da infecgdo por Leishmania e aumento da carga parasitaria por um
mecanismo de supressdo da resposta imune dependente da produgéo de PGE, e TGF-p.

Os CLs e mediadores lipidicos estdo envolvidos na patogénese de diversas doengas,
incluindo as doengas parasitarias (revisado em D’Avila et al., 2008). Entretanto, ndo existem
trabalhos demonstrando a participagdo de CLs na infecgdo por Leishmania € poucos estudos
tém como enfoque o papel dos mediadores lipidicos durante os primeiros estagios da infeccéo.
Desta forma, o presente estudo teve por objetivo principal avaliar o papel da saliva de L.
longipalpis na produgdo de mediadores lipidicos durante os estagios iniciais da infecgéo por L.

chagasi.
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2. JUSTIFICATIVA
Alguns trabalhos tém demonstrado que os eicosandides desempenham um importante
papel durante o estabelecimento da infecgdo por Leishmania sp.. Entretanto, pouco se sabe
sobre o efeito da saliva de Lutzomyia longipalpis na producdo desses mediadores. Desta
forma, entender se a saliva de L. longipalpis é capaz de induzir a produgio de eicosanoides €
se esta indugdo esta correlacionada com a modulagdo da resposta imune do hospedeiro no
momento da infec¢do por L. chagasi ¢ de grande interesse para o entendimento da

imunopatogénese da leishmaniose visceral.

3. HIPOTESE
A saliva de Lutzomyia longipalpis induz a formagdo de corplsculos lipidicos e
produgdo de mediadores lipidicos modulando a resposta inflamatéria durante os estagios

iniciais da infec¢do por Leishmania chagasi.

4. OBJETIVOS
Geral
Investigar o papel da saliva de Lutzomyia longipalpis na indugédo da formagio
de corpiisculos lipidicos e produgio de mediadores lipidicos durante os estagios iniciais

da infeccdo por Leishmania chagasi.

Especificos
o Avaliar se o SGS ¢ capaz de induzir a formagdo de corplsculos lipidicos ¢ a

produgdo de mediadores lipidicos em macréfagos peritoneais murinos in vitro;



25

. Avaliar o efeito in vivo do SGS durante a infec¢do por Leishmania chagasi na
formagdo de corpisculos lipidicos e recrutamento celular;
. Verificar o efeito in vivo do SGS durante a infec¢do por L. chagasi na

produgdo de mediadores lipidicos, na taxa de infecgdo e ultra-estrutura celular.



5. MATERIAIS E METODOS

DESENHO EXPERIMENTAL IN VITRO

Objetivo Especificol:

peritoneais murinos in vitro

Avaliar se 0 SGS ¢ capaz de induzir a formagdo de corpusculos
lipidicos e a produgdo de mediadores lipidicos em macréfagos

Linhagem de camundongos:
C57BL/6

Lavagem peritonial

Plaquear Células (3 x 105/pogo)

y

Aplicar estimulos

1, 6,24, 48 ¢ 72 horas

Meio

SGS (0,2 par/pogo)
(0,5 par/pogo)
(1,0 par/pogo)
(1,5 par/poco)
(2,0 pares/poco)

LPS (500 ng/mL)

\ 4
Corar células com 6smio Dosar mediadores
paracontagem de lipidicos nos sobrenadantes
corpusculos lipidicos (LTB4e PGE,)
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DESENHO EXPERIMENTAL IN VIVO

Objetivo Especifico2:
Avaliar o efeito in vivo do SGS durante a infecgfio por Leishmania
chagasi na formagdo de corpusculos lipidicos, produgdo de mediadores
lipidicos, recrutamento celular e taxa de infecgfio durante os estagios
iniciais da infecgdo.

y

Linhagem de

C57BL/6

camundongos:

Injecdo intraperitonial com estimulos:
Salina, SGS, L. chagasi, L. chagasi + SGS

3eb

horas

y

Lavagem

peritoneal

Citospin e coloragfio
por HE:
contagem diferencial;
taxa deinfecgio.

Quantificagdo
de CLs por
citometria de
fluxo

Avaliacio da
Producio de
mediadores

lipidicos pelo
EIA

Microscopia de
Fluorescéncia e
MET

27



28

5. MATERIAIS E METODOS

5.1- Animais. Foram utilizados camundongos machos, isogénicos, da linhagem C57BL/6
com idade entre 6 ¢ 8 semanas e pesando entre 20 e 25g. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) (CEUA — 006/2008) e mantidos

com agua e ragdo balanceada ad libitum.

5.2- Obtengiio de insetos e criacdo. Os flebotomineos foram coletados na localidade de
Cavunge, municipio de Ipecaetd, no estado da Bahia, utilizando-se armadilhas luminosas do
tipo HP (Hoover Pugedo). Exemplares de L. longipalpis foram criados no Insetario do
Laboratdrio de Imunoparasitologia do CPqGM — FIOCRUZ/Ba, para extragio da glandula
salivar. Para criag¢do desses insetos, as fémeas foram alimentadas em hamsters (Mesocricetus
auratus) sadios, provenientes do biotério do CPqGM. Apds a alimentagdo, as fémeas
ingurgitadas foram colocadas em potes para ovoposi¢do € mantidas com solugéo agucarada em
uma estufa incubadora (B.0.D) a 24°C. Ap0s a eclosfo das larvas, estas foram mantidas com

ragdo até completar o seu ciclo de vida, chegando a fase de inseto adulto.

5.3- Obtengiio e preparo de sonicado de glindula salivar (SGS). As glandulas salivares
foram obtidas de fémeas de L. longipalpis. Apés a dissec¢do, as glandulas foram estocadas em
uma solugdo PBS estéril a —70°C. Imediatamente antes do uso, as glandulas foram sonicadas,
utilizando um sonicador Branson Sonifier 250 com a freqiiéncia de 40 Hz e 60 pulsos. Em
seguida, o SGS foi submetido a centrifuga¢do 10.000 rpm por 4 minutos para precipitar o

epitélio glandular ¢ o sobrenadante contendo SGS foi utilizado para os experimentos. Os
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niveis de contaminag@o por LPS das prepara¢des de SGS foram determinados utilizando o kit
colorimétrico comercial LAL (QCL-1000, Lonza Bioscience), resultando em niveis
negligenciaveis de endotoxina no sobrenadante do sonicado de glandula salivar. Além disso,
os sobrenadantes de macr6fagos peritoneais estimulados com 0,5 par de SGS por 6 horas ndo

apresentaram niveis detectaveis de TNF-a quando avaliados pela técnica de ELISA.

5.4- Obtencgdo, diferenciacio e cultivo de macréfagos peritoneais murinos.
Resumidamente, ndés obtivemos macréfagos peritoneais residentes a partir da lavagem
intraperitoneal de camundongos C57BL/6 com 10 mL de RPMI 1640 (GIBCO) estéril a 4°C.
Apods a centrifugagdo a 400 x g por 10 minutos, as células foram ressuspendidas para
contagem em RPMI 1640 suplementado com HEPES 25mM, Nutridoma-sp 1% (ROCHE, 11
011 375 001), penicilina 100 pg/ml e streptomicina 100 ug/ml (Gibco, Carlsbad, CA, USA).
Em seguida, as células foram diluidas no mesmo meio para uma concentragdo final de
3x10°/mL e distribuidas em placas de 24 pogos contendo laminulas de vidro 13mm estéreis,
sendo mantidas em estufa a 37°C e CO, 5%, por 1 hora. Apos este periodo, as células foram
submetidas a cinco lavagens para retirada das células ndo aderentes e re-incubadas com meio

RPMI suplementado por 24 horas para diferenciagdo dos macréfagos.

5.5- Ensaio de cinética ¢ dose-resposta com macrofagos peritoneais induzidos por
SGS in vitro. Os macréfagos peritoneais foram estimulados com diferentes concentragdes de
SGS de L. longipalpis (0,2, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 pares/pogo), 500 ng/mL de lipopolissacarideo

(LPS) de E. coli como controle positivo, ou ndo receberam estimulo, controle negativo. Apés
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os tempos de 1, 6, 24, 48 e 72 horas de estimulo, os sobrenadantes foram coletados,
congelados e armazenados a -20°C para dosagem dos mediadores lipidicos. As células foram

fixadas para processamento e avaliag@o da formag&o de corpusculos lipidicos.

5.6- Marcagio e quantificagio de corpisculos lipidicos em macréfagos peritoneais in
vitro. ApOs os tratamentos, macréfagos peritoneais foram submetidos a fixa¢do com
formaldeido 3,7% em HBSS” (pH 7,4) por 10 min. Em seguida, as células foram lavadas em
tamp3o cacodilato 0,1M (pH 7,4) e tratadas com tetroxido de 6ésmio 1,5% por 30 minutos.
Posteriormente, as laminulas foram lavadas com agua MilliQ e incubadas com solugdo de
tiocarboidrazida 1% por 5 minutos, para redu¢do do 6smio. Entdo, as laminulas foram
submetidas a novas lavagens com agua e tampao cacodilato 0,1M, contrastadas com tetréxido
de 6smio 1,5% por 3 minutos. Por fim, as preparagdes foram lavadas com agua MilliQ duas
vezes € montadas em laminas de vidro em meio aquoso (Aquapolymount — polivinil alcool —
vinil acetato). As preparagdes foram analisadas ao microscopio optico com a objetiva de 100
vezes. Os corplsculos de 50 células consecutivas foram contados e os resultados expressos

como média de corpusculos por célula (Pacheco et al., 2002).

5.7- Dosagem de Mediadores Lipidicos. A dosagem de PGE; e LTB,4 no sobrenadante
de células estimuladas como descrito acima foi realizada pela técnica de EIA (Enzyme
Immuneassay) como indicado pelo fabricante do kit de dosagem (Cayman Chemical) (D'Avila

et al., 2008).



31

5.8- Estimulos intraperitoneais e avaliacio de recrutamento celular. Camundongos
C57BL/6 (n=5, por grupo) foram inoculados com 100uL de salina estéril (controle negativo),
LPS (500mg/animal; controle positivo), SGS (0,5 par/animal) e 3x10° L. chagasi, ou SGS
junto com L. chagasi. Ap6s os tempos de 3 e 6 horas foi realizada a lavagem peritoneal dos
animais com 10 mL de HBSS™. Foram retiradas aliquotas de 200 uL do exsudato para
preparagdo de cito-centrifugados, as quais foram coradas com kit pandtico rapido (LB,
Laborclin, 620529) e analisadas pela contagem diferencial de leucdcitos ao microscopio optico
em objetiva de 40x. Foram contadas 200 células por tratamento, sendo os valores absolutos
obtidos para cada tipo celular pela contagem total dos leucécitos em camara de Neubauer e

multiplicados pelo percentual diferencial quantificado nas preparagdes (Teixeira et al., 2005).

5.9- Quantificagio de corpusculos lipidicos por citometria de fluxo. Células do lavado
peritoneal obtidas de camundongos estimulados como descrito acima foram centrifugadas a
400 x g, ressuspendidas em 1 uM de 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacene (BODIPY® 493/503), o qual ¢ uma sonda fluorescente que se liga a lipidios neutros.
Apbs incubacdo por 30 min, as células foram lavadas 2 vezes com 500 pl de HBSS™ e
submetidas a analise pela técnica de citometria de fluxo (adaptado de Plotkowski, 2008). As
amostras foram adquiridas em um citometro FAC Sort e analisadas com o software Cell Quest

(Becton Dickinson and Company, 1997).

5.10- Marcacgfio de corpusculos lipidicos para microscopia de fluorescéncia. As células
de camundongos estimulados (item 5.8) foram centrifugadas a 400 x g, e fixadas em formalina

3,7% por 10 minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com HBSS™ e



32

incubadas com 1 uM de 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene
(BODIPY® 493/503). Apés incubagio por 30 min, as células foram lavadas 2 vezes com 500
pl de HBSS™ e submetidas a confecgdo de citospins. As preparagdes foram montadas em meio
Vecta Shield contendo DAPI e analisadas ao microscéopio de fluorescéncia modelo Olympus

(adaptado de D’ Avila, 2006).

5.11- Microscopia Eletronica de Transmissdo. Células do lavado peritoneal de
camundongos foram centrifugadas e fixadas em uma mistura de aldeidos recém preparada
(paraformaldeido 1% e glutaraldeido 1%) diluida em tampéo fosfato 0,1 M e mantidas a 4°C
até o processamento. Em seguida, as células foram pds-fixadas em tetroxido de ésmio 1% e
ferrocianeto de potassio 1,5 % (concentragio final), desidratadas e incluidas em resina Epon
(PolyBed 812; Polysciences). Por fim, os cortes foram montados em malhas de cobre de 200
meshes, contrastados com acetato de uranila e, entdo, visualizados em microscopio eletrénico

de transmissdo Zeiss 109 (D'Avila et al., 2006).

5.12- Estimulaciio de Leucdcitos ex vivo. Camundongos C57BL/6 (n=5, por grupo) foram
inoculados com 100uL. de salina estéril (controle negativo), LPS (500ng/animal; controle
positivo), SGS (0,5 par/animal) e 3x10° L. chagasi, ou SGS junto com L. chagasi. Apés 3 e 6
horas de estimulo, foi realizado o lavado peritoneal dos animais com 10 mL de HBSS™. As

** e contadas em camara de

células foram centrifugadas a 400 x g, ressuspendidas em HBSS
Neubauer. Entéio, 1x10°® células foram estimuladas com 1 mL de ionéforo de calcio A23187

(0,5 uM) em HBSS™ por 15 min. A reaglio foi parada no gelo e as amostras foram
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centrifugadas a 500 x g por 10 min a 4°C. LTBs; e PGE, foram quantificados nos

sobrenadantes pelo método de EIA, como descrito acima (item 5.7) (Pacheco et al., 2002).

5.13- Analise Estatistica. Os ensaios in vitro foram realizados utilizando macréfagos
provenientes de trés pools diferentes de células por grupo. Cada experimento foi repetido no
minimo trés vezes, sendo utilizado o teste ¢ de student para comparar os grupos estimulados
em relagfio ao grupo controle. Para os ensaios in vivo foram utilizados 5 animais por grupo. Os
dados foram representados como média + desvio padrio e analisados utilizando o teste
Kruskall-Wallis seguido pelo p6s-teste de Dunn para avaliar a significincia entre os grupos.
Todas as analises foram realizadas no Software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.,

San Diego, CA, 2007).
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6. RESULTADOS

6.1 A saliva de L. longipalpis induz a formagiio de corpisculos lipidicos ¢ PGE; em
macrofagos peritoneais in vitro. Os corpusculos lipidicos tém sido utilizados como
indicadores de ativagdo celular e producdo de mediadores lipidicos durante diversos processos
inflamatorios (Bozza et al., 2007; D'Avila et al., 2008). Para verificar se a saliva de L.
longipalpis é capaz de ativar a formagdo de corpusculos lipidicos relacionados a resposta
inflamatdria, nds realizamos ensaios in vitro de dose e tempo resposta com macréfagos
peritoneais residentes de camundongos C57BL/6. O efeito no tratamento com doses crescentes
do sonicado de glandula salivar de L. longipalpis (SGS) (0,2 a 2,0 pares de glandula) foram
avaliados entre os tempos de 1 & 72 horas. SGS foi capaz de induzir um aumento na
quantidade de corpisculos lipidicos em macréfagos murinos de maneira dose (figura 1C) e
tempo (figura 1D) dependente, sendo o efeito mais acentuado no tempo de 24 horas para as
doses de 1,5 e 2,0 pares.

Para verificar se a formagdo de corpusculos lipidicos induzidos pela saliva de L.
longipalpis estava associada & producdo de eicosandides, nés realizamos dosagens de
mediadores lipidicos (PGE2 e LTB4) nos sobrenadantes de cultura. SGS foi capaz de
estimular a producdo de PGE,, quando utilizados 1,5 e 2,0 pares de SGS (figura 2), enquanto
que os niveis de LTB4 ndo foram detectaveis (dados ndo mostrados).

Estes resultados mostraram que a saliva de L. Jongipalpis é capaz de estimular a

formagdo de corpuisculos lipidicos e a produgido de PGE, em macréfagos peritoneais.
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Figura 1. Efeito dose e tempo dependente da saliva de L. longipalpis sobre a formacio de
corpusculos lipidicos em macréfagos peritoneais residentes de camundongos C57BL/6.
Micrografia representativa da marcagdo dos corpusculos lipidicos pela técnica de coloragdo por
tetr6xido de 6smio em macréfagos ndo-tratados (A) ou tratados com 1,5 par de SGS por 24 horas
(B), indicado por setas. Avaliagdo dose resposta de formagdo de corpusculos lipidicos de
macréfagos estimulados com doses crescentes de SGS (0,2 — 2,0 pares/ pogo) por 24 horas. (C)
Cinética de indugdo de corpusculos lipidicos em macréfagos tratados com 1,5 par de SGS. (D) Os
corpusculos lipidicos foram contados apés marcagdo utilizando a objetiva de 100x. Barra, 10um.
Teste ¢ de Student foi utilizado sendo *, ** e *** aumento na quantidade de corpusculos lipidicos
estatisticamente significantes em relagdo ao grupo controle, p < 0,5, 0,01 € 0,001, respectivamente.
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Figura 2. Efeito da saliva de L. longipalpis sobre a producio de PGE; em macréfagos
peritoniais. Produgdo de PGE, por macrofagos residentes tratados com diferentes doses de SGS
(0,2-2,0 pares/pogo) por 24 horas. Teste ¢ de student foi utilizado sendo * e ** aumentos na
concentragio de PGE; estatisticamente significantes em relagdo ao grupo controle, p < 0,05 e 0,01
respectivamente.

6.2 A saliva de L. longipalpis induz a producio de mediadores lipidicos em
macroéfagos peritoneais via COX-2 e 5-LO. A produgio de prostaglandinas ¢é realizada por
uma enzima denominada ciclooxigenase (COX) que existe sob duas formas, sendo uma de
expressdo constitutiva (COX-1) e outra induzivel (COX-2) em resposta a estimulos
inflamatorios (Brock et al., 2007). Para avaliar se o SGS é capaz de ativar a via induzivel de
produgdo de PGE,, nds utilizamos o NS-398, um inibidor seletivo de COX-2. O tratamento
com NS-398 reduziu a produgdo de PGE; induzida por 1,5 par de SGS aos niveis basais
(figura 3), sugerindo que a produgdo de PGE; em macr6fagos peritoneais induzida pelo SGS
de L. longipalpis ocorre por um mecanismo dependente de COX-2.

Nos também avaliamos a capacidade da saliva de induzir a produgdo de LTB,. Foi
observada uma tendéncia de aumento na produgdo de LTB, apds o tratamento com 1,5 par de

SGS, embora ndo tenha sido estatisticamente significante. Este efeito foi revertido pela



37

utilizacdo do zileuton, um inibidor da enzima 5-LO, uma vez que a produgdo de LTB4

retornou aos niveis basais em macréfagos tratados com a droga junto com o SGS (figura 3B).
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Figura 3. Efeito de inibidores das vias de produ¢fio dos mediadores lipidicos em macréfagos
estimulados com a saliva de L. longipalpis. Macrofagos residentes foram tratados NS-398 1uM
(A) ou Zileuton 10uM (B) por 1 hora, antes da incubagio com 1,5 par de SGS. Apoés 4 e 24 horas
de estimulo foi realizada a dosagem de LTB4 e PGE2, respectivamente. Foi utilizado o teste de
Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn’s (*, p <0,05).

6.3. SGS de L. longipalpis induz recrutamento celular durante a infec¢do por L.
chagasi in vivo. Nosso grupo tem padronizado a dose de 0,5 par de SGS para indugdo de
recrutamento de leucécitos para cavidade peritoneal no modelo murino (dados ndo
publicados). Para avaliar se a saliva de L. longipalpis ¢ capaz de modular o recrutamento
celular durante a infecgdo por L. chagasi, nés injetamos intraperitonealmente em
camundongos C57BL/6, 100uL de salina, SGS (0,5 par/animal), L. chagasi (3x106/animal) ou
SGS juntamente com L. chagasi.

NoOs observamos um aumento na migragdo de leucécitos totais para o sitio

inflamatério nos grupos estimulados quando comparados ao grupo controle no tempo de 3



38

horas (figura 4A). Entretanto, apds 6 horas de estimulo, a quantidade de leucdcitos ndo diferiu
entre os grupos (figura 4A).

Dentre os leucdcitos da cavidade peritoneal, a populagéo de células predominante é a
de macrofagos residentes. Ao analisar o perfil de recrutamento celular diferencial, nds
verificamos uma tendéncia de aumento no nimero de macrofagos nos grupos estimulados com
SGS ou infectados com L. chagasi no tempo de 3 horas, 0 que ndo se manteve no tempo de 6
horas (figura 4B). Com relago aos neutréfilos, foi observado um aumento no niimero dessas
células no sitio inflamatério apos 3 e 6 horas de infec¢do com L. chagasi, sendo este efeito
potencializado pela presenga de SGS no tempo de 3 horas (figura 4C).

Além disso, no grupo que foi apenas infectado por L. chagasi foi observado um
aumento no numero de linfécitos no tempo de 3 horas (figura 4D) e na quantidade de
eosindfilos (figura 4E) e mastdcitos (figura 4 F) ap6s 6 horas de infecgdo.

Esses dados indicam que a saliva de L. longipalpis tem um papel na modulagdo do

recrutamento celular nos estagios iniciais da infecg¢do por L. chagasi.
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Figura 4. Efeito in vivo da saliva de L. longipalpis sobre o recrutamento celular durante a
infecgiio por Leishmania chagasi. Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 100 pl de salina,
SGS 0,5 par, L. chagasi 3x10° e SGS juntamente com L. chagasi. Apés 3 e 6 horas de estimulo foi
realizada a contagem dos leucacitos totais (A) e diferencial (B - F). Os resultados representam a
média e erro padrdo de células por mL de 5 animais por grupo. Teste Kruskal-Wallis foi utilizado
sendo * e ** aumentos estatisticamente significantes na quantidade de células nos grupos de
animais tratados em relagdo ao grupo controle, p < 0,05 e 0,01, respectivamente.
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6.4 Efeito in vivo do SGS de L. longipalpis na formagio de corpusculos lipidicos
(CLs) em presenca de L. chagasi. Para verificar se as diferengas observadas no recrutamento
celular estavam associadas a ativagdo celular, nés avaliamos o efeito do SGS sobre a formagdo
de corpusculos lipidicos em leucdcitos do lavado peritoneal de camundongos.

Inicialmente, nds realizamos a detecg¢@io dos CLs por microscopia de fluorescéncia
utilizando uma sonda fluorescente, 14,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno (BODIPY® 493/503), um 4cido graxo fluorescente contendo um diglicerideo que se
liga aos CLs. Leucocitos estimulados com SGS por apenas 3 horas e incubados com BODIPY
apresentaram uma marcagdo pontual citoplasmética, compativel com a descrigdo estrutural de
CLs (figura 5A e B). Em seguida, avaliamos a distribui¢do de CLs em macréfagos (figura 5C
e D) e neutrofilos (figura 5E e F) infectados com L. chagasi. Células infectadas apresentaram
CLs predominantemente localizados na proximidade de vacuolos parasitéforos (Figura 5C e
E).

A formagdo de CLs in vivo foi quantificada em animais tratados com salina, 0,5 par
de SGS, infectados com L. chagasi ou SGS junto com L. chagasi nos tempos de 3 horas e 6
horas. Nés observamos um aumento na quantidade de CLs em monécitos nos grupos de
animais estimulados no tempo de 3 horas quando comparados ao grupo controle, embora ndo
tenha sido observado um efeito aditivo entre os tratamentos com SGS e L. chagasi. Além
disso, ndo foi observada diferenca na formagdo de CLs em mondcitos no tempo de 6 horas nos
grupos de estudo (figura 6A). Com relagdo aos polimorfonucleares, observamos uma
tendéncia de aumento dos CLs em células estimuladas com SGS apenas no tempo de 3 horas.
Entretanto, houve uma redug#o na quantidade de CLs no tempo de 6 horas em todos os grupos

estimulados quando comparados ao grupo salina (figura 6B).
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Figura 5. Corpisculos Lipidicos (CLs) em células tratadas com SGS ou infectadas por L.
chagasi in vivo. Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 100 ul de salina contendo 0,5 par
de SGS (A-B) ou L. chagasi 3x10° (C - F). Ap6s 3 horas de estimulo, os CLs das células do lavado
peritonial foram avaliados pela microscopia de fluorescéncia (painel esquerdo) e por contraste de
fase (painel direito). Os CLs foram marcados utilizando a sonda BODIPY e o ntcleo foi marcado
com DAPI. Cabegas de seta indicam os CLs em macréfagos (A e C) e neutr6filos (E e F). Os
vacuolos contendo L. chagasi foram grifados no contraste de fase (D e F). Imagens com aumento de
1000 x. Barra, 10um.
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Figura 6. Efeito in vivo da saliva de L. longipalpis sobre a formac#o de corpisculos lipidicos

em células peritoneais durante a infecgio por Leishmania chagasi. Camundongos C57BL/6

foram inoculados com 100 pl de salina, SGS 0,5 par, L. chagasi 3x10° ¢ SGS juntamente com L.

chagasi. Ap6s 3 e 6 horas de estimulo as células peritoneais foram marcadas com BGDIPY. A

quantifica¢c3o de CLs em (A) mondcitos e (B) polimorfonucleares foi realizada por FACS. Dados

representam média e desvio padrio da média de intensidade de fluorescéncia (AMFTI) nos grupos de

4 a 5 animais por grupo. Teste Kruskal-Wallis foi utilizado sendo que os simbolos sobre as barras

indicam aumento (*) ou redugio (V) estatisticamente significante em relagio ao grupo controle

estimulado com salina.

6.5 Efeito ex vivo do SGS de L. longipalpis na produgio de PGE; e LTB4 durante a
infeccdo por L. chagasi. Leucdcitos naive sdo capazes de produzir baixas concentragdes de
eicosandides quando expostos a pequenas quantidades de iondforo de célcio. Entretanto,
células primadas com estimulos inflamatérios em contato com ion6foro de calcio sdo capazes
de liberar elevadas concentragdes de mediadores lipidicos (D'Avila et al., 2006). A presenga
de corpusculos lipidicos durante o processo inflamatério tem sido associada & produgdo de
eicosanoides, por isso em nosso estudo, avaliamos a capacidade das células peritoneais
murinas produzirem PGE; e LTB, ex vivo, apds 3 e 6 horas de estimulo com 0,5 par de SGS,
L. chagasi ou ambos.

Seguido do tratamento ex vivo por 15 minutos com ion6foro de calcio A23187, foi

observado um aumento na produgdo de PGE; em animais tratados com SGS e infectados com
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L. chagasi quando comparados ao grupo controle, sugerindo haver um efeito aditivo na
produgdo deste mediador no tempo de 6 horas (figura 7A).

Também foi observada a indugdo da producdo de LTB, entretanto esta produgdo
esteve associada a infec¢do por L. chagasi independentemente da presenca do SGS. Além
disso, houve uma tendéncia de aumento na producdio de LTB4 apenas 6 horas apés o estimulo
com SGS, sugerindo a existéncia de uma cinética de indugo da produgdo deste mediador
diferente entre a saliva e a L. chagasi, ndo havendo sinergismo na produgdo de LTB4 quando

ambos os estimulos foram aplicados simultaneamente (figura 7B).
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Figura 7. Efeito ex vivo do SGS de L, longipalpis na produgiio de PGE, e LTB, durante a
infecciio por L. chagasi. Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 100 ul de salina, SGS 0,5
par, L. chagasi 3x10° ¢ SGS juntamente com L. chagasi. Ap6s 3 e 6 horas de estimulo, 1x10°
células de cada animal foram reestimuladas com 0,5uM de ion6foro de calcio A23187 em HBSS
contendo Ca’" e Mg”". Foi realizadaa dosagem de PGE, (A) e LTB, (B) nos sobrenadantes por EIA.
Dados representam média e erro padrdo de 5 animais por grupo. Teste Kruskal-Wallis foi utilizado
sendo * aumento estatisticamente significante dos grupos de animais tratados em rela¢do ao grupo
controle, p < 0,05.

6.6. Fagocitose de L. chagasi no sitio de infecgdo. Afim de melhor caracterizar
morfologicamente os eventos iniciais da infecgo por L. chagasi, n6és avaliamos as
preparagdes dos citocentrifugados corados com pandtico rapido. No tempo de 3 horas de

infecgdo foram observados eventos de fagocitose de L. chagasi principalmente por macréfagos
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(figura 8A), mas também por neutréfilos (figura 8B). Além disso, foi observado o contato
entre estas células fagociticas, com a presenga de macréfagos infectados em contato com
neutréfilos (figura 8C). Também observamos eventos de fagocitose de neutréfilos infectados
por macréfagos também infectados no tempo de 3 horas de infecgdo (figura 8D). Entretanto,

no tempo de 6 horas ndo observamos a presenga de células infectadas.

A B

e \ 5D i

Figura 8. Eventos de infecc¢éio por L. chagasi in vivo. Camundongos C57BL/6 foram infectados
com 3x10° L. chagasi na auséncia (A-C) ou presenga de SGS (0,5 par) (D). Ap6s 3 horas de
infecg¢do foi realizado o lavado peritoneal para citocentrifugagdo. Foram observados eventos de
infecgdo de macréfagos (A) e neutréfilos (B), bem como eventos de ligagdo de neutréfilos com
macrofagos infectados (C) e de neutréfilos infectados internalizados por macréfagos também
infectados (D). Setas indicam L. chagasi em vacuolos parasitoforos. Imagens com aumento de
1000x. Barra, 10pm.

O percentual de macréfagos infectados e a quantidade de L. chagasi fagocitadas em

animais tratados ou ndo com SGS foram avaliados. A presenga de SGS reduziu o percentual
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de macréfagos infectados (figura 9A) e o namero de amastigotas no sitio inflamatério (figura

9B).
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Figura 9. Efeito da saliva de L. longpalpis na infec¢io de macrofagos por L. chagasi. C5TBL/6
foram infectados com 3x10° L. chagasi na presenga ou ndo de SGS (0,5 par). Apés 3 horas de infecgdo
foi realizado o lavado peritoneal para citocentrifugagdo. As células foram marcadas com panético
rapido para a quantificagdio ao microscopio 6ptico do percentual de macréfagos infectados (A) e do
numero de amastigotas por macrofagos (B). Os resultados representam a média e erro padrio da
contagem de no minimo 200 células por ldmina. Teste t de Student foi utilizado sendo * para p < 0,05.
6.7. Microscopia eletronica de células do lavado peritoneal de camundongos
C57BL/6 tratados com SGS e infectados ou néo por L. chagasi. N6s avaliamos o efeito do
SGS e da infecgdo por L. chagasi sobre a morfologia das células do lavado peritoneal de
camundongos C57BL/6 estimulados durante 6 horas por microscopia eletronica de
transmissdo (figura 10). Neste tempo, ndo observamos a presenca de CLs nas células do
infiltrado inflamatorio, corroborando a analise realizada por citometria de fluxo utilizando a
sonda BODIPY (figura 5). Entretanto, nds verificamos que as células do lavado peritoneal do
grupo de animais tratados com SGS apenas (figura 10 C) ou na presenga de SGS juntamente
com L. chagasi (figura 10 E) apresentaram uma grande quantidade de granulos de mastocitos

associados 2 membrana de neutréfilos (figura 10 C e 10 E). Nos tratamentos incluindo SGS,

os granulos de mastécitos foram observados em estreita interagdo com a superficie de
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polimorfonucleares em imagens sugestivas de eventos de fagocitose por polimorfonucleares
(figura 10 D e 10 F). Nio foi observada a presenga de granulos de mastocito no exudato de
camundongos dos animais inoculados com salina (figura 10 A) ou apenas infectados com L.
chagasi (figura 10 B), sugerindo um papel especifico para o SGS na degranulagio de
mastocitos. Eventos de interagfio entre os granulos de mastocitos e macrofagos também foram

observados apenas em presenga de SGS de /.. longipalpis (micrografias em apéndice).
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Figura 10. Microscopia eletronica de transmissio de células do lavado peritonial de
camundongos CS57BL/6 tratados com SGS e L. chagasi. Camundongos C57BL/6 foram
inoculados com 100 ul salina (A) L. chagasi 3x10° (B) 0,5 par de SGS (C e D), e SGS juntamente
com L. chagasi (E e F). Ap6s 6 horas de estimulo foi realizado processamento para microscopia
eletrénica de transmissdo. Setas pretas indicam a presenga de granulos de mastécitos (C-F) que
podem ser visualizados associados a membrana de neutréfilos em maior aumento (D e F). A
aquisigdo das imagens foi feita em microscépio eletronico de transmissdo Zeiss 109. Mastocito (M).
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7. DISCUSSAQ

A saliva de flebotomos desenvolve um importante papel durante os primeiros
estagios da infec¢do por Leishmania. Neste sentido, tem sido demonstrado que a saliva é capaz
de induzir o recrutamento celular para o sitio inflamatono, imbir a produgao de citocinas pro-
inflamatorias, desativar a maturagdo de células dendriticas e induzir a ativagdo de células T
regulatorias (revisado em Andrade et al., 2007). Entretanto, existem poucos trabalhos
mostrando o papel de mediadores lipidicos na resposta inflamatoria a saliva de flebotomineos
{(Monteiro et al., 2007; Bozza et al., 1998). Nesse trabalho, nos avaliamos a indugdo dos CLs e
mediadores lipidicos durante a interagdo dos componentes da saliva de L. longipalpis com a
célula hospedeira na infecgdo por L. chagasi.

A formagdo de CLs em leucocitos € um evento controlado que pode ser
desencadeado por diversos estimulos inflamatorios, tais como lipopossacarideos (LPS) e
lipoarabidomanan (LLAM) (Pacheco et al., 2002; D'Avila et al, 2006) e, infecgdes por
Mycobacterium bovis e Trypanosoma cruzi (revisado em D'Avila et al, 2008). Nés
verificamos que o SGS de L. longipalpis foi capaz de induzir a formagdo de corpusculos
lipidicos em macréfagos murinos in vitro € in vivo.

A indugdo da formagido de CLs em macrofagos peritoneais residentes pelo SGS de L.
longipalpis esteve associada a produgdo de PGE,. Foi demonstrado que o maxadilan, uma
proteina de 6,5 kDa presente na saliva de L. longipalpis é capaz de induzir a producdo de
PGE; pela ativagdo de um receptor de um neuropeptideo, o PACAP, em macréfagos murinos
(Soares et al., 1998). O maxadilan é capaz de inibir a produgdo de TNF-a a0 mesmo tempo em

que aumenta a produgdo de IL-6 e IL-10 em macrofagos previamente estimulados com LPS
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(Bozza et al., 1998; Soares et al., 1998), efeitos também descritos para a saliva total de L.
longipalpis (Costa et al., 2004). Nossos dados mostraram que a produgdo de PGE; induzida
pelo SGS ocorreu através da ativagdo da COX-2, que compreende a via induzivel de produgdo
de prostaglandinas, uma vez que o uso do inibidor desta enzima, o NS-398, reduziu a
quantidade de PGE, nos sobrenadantes de cultura de macr6fagos murinos aos niveis basais.
Em estudo anterior, Soares e cols. (1998) mostraram que os efeitos inibitérios do maxadilan
sobre o LPS foram revertidos pelo uso de um inibidor da COX-1, ou seja, a via constitutiva de
produgdo de prostaglandina. Serdo necessarios mais estudos para demonstrar se existem outros
componentes da saliva de L. longipalpis capazes de ativar a producgdo de PGs.

Foi demonstrado recentemente, que a saliva de Ixodes scapularis, conhecido como
carrapato, possui dose farmacoldgica de PGE,, a qual seria responsavel pela inibi¢do dos
mecanismos hemostdticos do hospedeiro e facilitagdo do repasto sanguineo (Sa-Nunes et al.,
2007). PGE, da saliva de 1. scapularis foi capaz de inibir a maturagdo de células dendriticas, a
produgdo IL-12 e TNF-a, citocinas pré-inflamatérias (Sa-Nunes et al., 2007). Ndo podemos
descartar que na saliva de L. longipalpis possa haver PGE; ativa, a qual seria responsivel por
potencializar alguns dos efeitos ja descritos para o maxadilan. Investigar a presenga de PGE;
ativa na saliva de L. longipalpis ¢ algo que nosso grupo pretende investigar futuramente.

A saliva de L. longipalpis é capaz de estimular a migragdo de leucocitos para o sitio
inflamatério (Monteiro et al., 2007, Teixeira et al., 2005). Nossos resultados mostraram que a
saliva potencializou o recrutamento de neutréfilos durante os primeiros momentos da infecgdo
por L. chagasi. Nesse contexto, foi recentemente demonstrado pelo grupo de David Sacks,
utilizando a técnica de microscopia em tempo real, que a picada do flebotomineo é capaz de

induzir o recrutamento de neutréfilos para o local da picada (Petters et al., 2008). Segundo os
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autores, os neutréfilos seriam responsaveis pela eliminagdo da maior parte dos parasitas no
sitio de infec¢do, entretanto a morte destas células e a liberagdio de cepas mais resistentes
favoreceriam o estabelecimento posterior da infecgdo em macrofagos recém migrados (Petters
et al., 2008). Uma segunda hipétese defendida pelo grupo de Tamas Laskay € que os
neutréfilos presentes no sitio de infecgfo serviriam de veiculo para infecgdo de macréfagos em
momentos mais tardios da infec¢do, em um processo denominado “Cavalo de Tréia” (Laskay
et al., 2003; van Zandbergen et al., 2004). Entretanto, ambas as correntes ndo associam uma
implicagdo direta de componentes da saliva do vetor nos momentos iniciais da infec¢do por
Leishmania.

Noés mostramos a interagdo entre neutr6filos e macrofagos infectados nos estagios
iniciais da infec¢do. Também identificamos a presenga de neutréfilos infectados fagocitados
por macréfagos também infectados nos grupos de animais estimulados com SGS, sugerindo
uma participagdo da saliva de L. longipalpis na indugéo da interagdo destas células (figura 8).
Além disso, dados do nosso grupo mostram que o SGS de L. longipalpis ndo s6 foi capaz de
induzir o recrutamento e apoptose de neutréfilos, como também um aumento da taxa de
infecgdo por L. chagasi nessas células (artigo submetido em apéndice). Embora nossas
observagdes corroborem mais a idéia do “Cavalo de Tréia”, ambos os mecanismos podem
estar ocorrendo concomitantemente e contribuindo no estabelecimento da infecgdo por
Leishmania.

O SGS foi capaz de potencializar a produgdo de PGE; e LTB4 em presenga de L.
chagasi. A produgdo de PGE; tem sido atribuida como um fator que favorece o
estabelecimento da infecgdo por diferentes patégenos. No modelo murino, a infecgdo por

Mycobacterium bovis induziu a produgdo PGE; e TGF-Bl decorrente da fagocitose de
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neutréfilos apoptodticos infectados por macréfagos no sitio inflamatorio, o que resultou no
aumento da infecgdo (D’Avila et al., 2008). Em ratos e camundongos, a infecgdo por T. cruzi
induziu a formagdo de CLs em macréfagos peritoneais associada a produgdo de PGE, (Melo et
al., 2003; D'Avila et al., 2008). A interagdo entre neutréfilos apoptéticos e macréfagos
humanos também resultou no aumento na taxa de infec¢do por Leishmania amazonensis em
um mecanismo dependente da produgdo de PGE,; e TGF-B! (Afonso et al., 2008). Por outro
lado, a produgdo de LTB, tem sido associada ao aumento da taxa de fagocitose ¢ morte de
patogenos (Peters-Golden, 2005). No contexto da infec¢do por Leishmania, a produgdo de
LTB;, esta envolvida na produgdo de NO e diminuigdo da carga parasitaria em camundongos
susceptiveis e resistentes a infec¢do por Leishmania amazonensis (Serezani et al., 2006). A
producdo de mediadores lipidicos com atividade antagbénica induzida pelo SGS de L.
longipalpis em presenga de L. chagasi pode ser um reflexo de cinéticas distintas de ativagdo
durante interagdo in vivo de componentes da saliva do vetor com a célula hospedeira em
presenga do parasita. Enquanto que a produgio de LTB, induzida pelo SGS poderia estar
inicialmente envolvida no recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatério durante a
picada, a presenca de PGE, poderia ser decorrente da fagocitose de neutrofilos apoptoticos,
gerando um ambiente permissivo ao estabelecimento da infecgdo.

A infecgdo por L. chagasi sozinha também foi capaz de induzir a produgio de PGE; e
LTB,. Estes dados estiveram de acordo com o trabalho de Milano e cols. (1996), no qual foi
demonstrada a produgdo destes mediadores em células do bago durante o curso da infecgdo
por L. major (Milano et al., 1996). Além disso, nos grupos apenas infectados, nos verificamos
um aumento na formagdo de corpisculos lipidicos pela citometria de fluxo. Entretanto, para

nossa surpresa, ao avaliarmos macréfagos e neutréfilos infectados com L. chagasi pela técnica
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de microscopia de fluorescéncia, observamos poucos CLs citoplasmaticos nas primeiras 3
horas de infec¢do. A marcagdo com BODIPY foi observada em associagdo com vacuolos
parasitéforos de L. chagasi, estando alguns CLs localizados no parasita (figura 10).

A observagio da presenga de inclusdes lipidicas em formas promastigotas de
Leishmania através de abordagens de ultra-estrutura ¢ bem descrita na literatura (Chang et al.,
1956; Pimenta et al., 1991). Todavia, se estas organelas sdo equivalentes aos CLs de
leucéeitos € se estariam relacionadas com a sintese de mediadores lipidicos nesses
protozoarios ainda permanece por ser estabelecido. Sabe-se que algumas espécies de
Leishmania apresentam prostaglandina F(2alfa) sintase e que o lisado de promastigotas de
Leishmania é capaz de metabolizar AA a prostaglandinas (Kabututu et al., 2003, Kubata et al.,
2007). Neste sentido, o parasita poderia estar recrutando lipidios para a sua sobrevivéncia e
metabolismo ou até modulando a resposta da célula hospedeira. A associagdo de CLs com a
mobilizagdo de lipidios de macréfagos para o parasita intracelular foi demonstrada com
Toxoplasma gondi (Nishikawa et al., 2005). A avaliagio da ultra-estrutura por MET de
leucocitos infectados por L. chagasi na presenga ou auséncia de SGS no tempo de 3 horas, nos
permitira uma melhor conclusfo sobre esse efeito.

A presenga da saliva durante a infecg¢do por L. chagasi levou a uma redugio do
percentual de infecgio no sitio inflamatério, bem como do nimero de parasitas por
macrofagos apos trés horas de estimulo. Esses resultados remetem a duas possibilidades: (7)
que a saliva de L. longipalpis aumentou a capacidade de resolugdo da infec¢do com rapida
eliminag@o dos parasitas no sitio inflamatorio ou (ii) que o processo de disseminagdo da
infecgdo tenha sido acelerado pela presenga da saliva de L. longipalpis e que, apds 3 horas de

infecgdo, a redugdo no percentual de macrofagos infectados represente a migragio das células
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infectadas para outros orgdos, tais como linfonodos, bago e figado, tendo em vista que ndo sdo
observadas células infectadas no lavado peritoneal ap6s 6 horas de estimulo. A analise por
RT-PCR para detecgdo de Leishmania nos possiveis orgdos alvos elucidard esta questdo
(analise em andamento).

A exposi¢do in vivo a picada natural de fémeas de L. longipalpis na orelha de
camundongos e posterior desafio intradérmico com SGS induziu a formagdo de edema com
predomindncia de neutrofilos, eosin6filos e mastdcitos, em uma resposta de hipersensibilidade
tardia (Silva et al., 2005). Ao avaliarmos a ultra-estrutura de células do lavado peritoneal de
camundongos infectados, foram observados eventos de degranulagdo de mastocitos apenas nos
grupos tratados com a saliva de L. longipalpis. Os mastocitos tém sido implicados como
células responsaveis pela produgdo imediata de mediadores lipidicos. Em resposta a agentes
inflamatérios, mastdcitos rapidamente degranulam liberando fatores quimiotaticos, tais como
MiP-1a, LTB4, 0s quais recrutam macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e linfocitos T
para sitio inflamatério (Boyce et al., 2007; Villasenor-Cardoso et al., 2008). Neste trabalho,
nos observamos uma interagdo entre os granulos de mastécitos e neutréfilos em células
peritoniais de camundongos tratado com SGS. Foi demonstrado que a picada de Anopheles é
capaz de controlar a resposta imune de células T antigeno-especificas e induzir o influxo
celular inflamatério em um mecanismo dependente de mastocitos ¢ mediado por IL-10
(Depinay et al., 2006). Alguns trabalhos tém estudado o papel dos mastocitos no sitio de
infecg¢@o por Leishmania (Saha et al. 2004), embora o papel dos masticitos na lesdo cutinea
em camundongos C57BL/6 ainda seja controverso quanto a aumentar (Wershil et al., 1994) ou
controlar (Maurer et al., 2006) a infec¢do por L. major. Durante a infec¢do por L. mexicana, a

participagdo dos mastocitos foi dependente do background genético, sendo observada rapida
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degranulagdo, aumento do infiltrado inflamatério e nimero de parasita em animais
susceptiveis (BALB/c) e, em contrapartida, retardo da degranulagdo e manutengédo da chegada
de neutréfilos com diminuigdo da infecgdo em camundongos resistentes (C57BL/6)
(Villasenor-Cardoso et al., 2008). Desta forma, o achado de que a saliva de L. longipalpis
induz a degranulagdo de mastdcitos, bem como que estes granulos estdo em interagdo com
neutréfilos, traz perspectivas para o entendimento dos mecanismos pelos quais a L. chagasi
consegue estabelecer a infec¢do in vivo. Ou seja, a aglo inflamatéria do SGS sobre os
mastdcitos poderia corroborar nossos resultados de rapido influxo de neutréfilos e aumento na
produgdo de LTB4 e PGE; no sitio inflamatério, dentre outros eventos. Se a capacidade de
induzir a degranulagdo de mast6citos € uma propriedade direta da saliva de L. longipalpis
ainda permanece em aberto e sera uma das questdes que o nosso grupo pretende investigar
futuramente.

O conjunto dos nossos resultados indica que a saliva do vetor desempenha um papel
importante na modulagcdo da inflamagdo durante os estagios iniciais da infecgdo por L.
chagasi. Nossas observagles sugerem importantes implicagdes da agdo inflamatoria dos

corpusculos e mediadores lipidicos para a imunopatogénese da leishmaniose visceral.
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8. CONCLUSAO
A saliva de L. longipalpis induz a formagdo de corpusculos lipidicos e a produgdo de
PGE; in vitro e, durante os estdgios iniciais da infecgdo L. chagasi, potencializa o
recrutamento de neutrofilos e a produgdo de mediadores lipidicos (PGE; e LTB4) no sitio

inflamatorio.

9. PERPECTIVAS

e Avaliar ultra-estruturalmente os corpisculos lipidicos em células infectadas do
lavado peritoneal por microscopia eletronica de transmissdo no tempo de 3 horas apos
infecgdo;

e Avaliar a produgdo de citocinas e quimiocionas no lavado peritoneal de
camundongos infectados com L. chagasi na presenga ou ndo do SGS de L. longipalpis;

¢ Avaliar a disseminag8o da infecgdo para outros 6rgdos utilizando a técnica de PCR
para detecgdo da presenga de L. chagasi;

e Avaliar o efeito da inibi¢do das vias de produgio dos mediadores lipidicos pelo
uso de inibidores de COX e 5-LO sobre o recrutamento celular e estabelecimento da infecgdio

por L. chagasi na presenga ou nio da saliva de L. longipalpis.
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Mastocitos 6 horas
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Grupo tratado com Salina - 6h Grupo tratado com SGS + L. chagasi - 6h
Prancha1

A~ Mastdcito com poucos granulos liberados;
B - Mastdcito em intenso processo de degranulacdo.

Neutrofilos 6 horas

Grupo tratado com Salina - 6h

Prancha2
A~ Presenca de mastdcito (M) integro, ndo degranulado;

B e C - Neutrdflo em maior aumento. Apenas um
corpusculo lipidico foi observado (LB).




Grupo infectado com L. chagasi - 6h

Prancha3

A - Presenca de mastdcito (M) integro, ndo degranulado.
Box destaca a presenca de corpisculo lipidico pouco
eletrondenso em neutréfilo (No).

B e C - Neutrdfilo em maior aumento. Corpasculo lipidico
(LB) em destaque, apresentando baixa eletrondensidade e
contato com reticulo endoplasmatico rugoso e mitocondria.
Ndo sdo observados processos de intemalizacio de
granulos

Grupo tratado com SGS - 6h

Prancha4

A - Presenca de muitos granulos de mastdcito. Neutréfilo
em intenso processo de fagocitose de granulos (Gr). Box
destaca a presenca de corpusculo lipidico eletrondenso
(LB).

B e C ~ Neutréfilo em maior aumento. Corpusculo lipidico
em destaque, apresentando eletrondensidade. Sdo
observados processos de intemalizac@o de granulos (Gr)
indicados por setas.



Grupo tratado com SGS + L. chagasi - 6h

Prancha

A - S#o observados eventos de fagodtose de granulos (Gr) de mastdcito por
neutrdfilos;

B - Destaque da fagocitose de granulos de mastdcito por neutréfilos.

Macrofagos 6 horas

Prancha 6

A - Ausénda de granulos de mastdcito. Macréfago
residente. Corplasculo lipidico (LB) eletrondenso em
destaque (Be C),




Grupo infectado com L. chagasi - 6h
Prancha7

A - Auséncia de granulos de mastécito sendo
intemalizados.

Grupo tratado com SGS - 6h

Prancha8
A, B e C - Eventos de intemalizaco de granulos de
mastdcitos por macréfagos residentes estdo indicados
porsetas.
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Grupo tratado com SGS + L. chagasi - 6h

Prancha 9

A e B - Eventos de intemalizacdo de granulos de
mastdcitos por macréfagos residentes estdo indicados por
sefas.
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Abstract

Neutrophils are considered the host first line defense against infections, and seem to be
implicated in the immunopathogenesis of murine Leishmaniasis. Here, we evaluated the effect
of Lutzomyia longipalpis saliva on neutrophil recruitment, apoptosis and its implications on
the initial response to Leishmania chagasi infection. Intraperitoneal injection of Lu.
longipalpis salivary gland sonicate (SGS) induced an earlier (6h peak response) neutrophil
recruitment in CS7BL/6, compared to BALB/c mice. This kinetics was correlated with events
of neutrophil binding and phagocytosis by macrophages in both mouse strains. Furthermore,
neutrophil recruitment induced in the presence of SGS and L. chagasi was correlated with the
increase of neutrophil apoptosis and lipid mediators production on C57BL/6 mice.
Internalization of 1. chagasi-infected neutrophils by macrophages was also observed in vivo
within 3 h. In vitro exposure of inflammatory peritoneal neutrophils to SGS induced apoptosis
through a mechanism dependent on SGS proteins and mediated by caspases. Moreover, SGS
in the presence of .. chagasi increased TGF-B1 release while reduced ROS production, and
these mechanisms led to increased neutrophil infection by L. chagasi. Conversely, inhibition
of neutrophil apoptosis abrogated the SGS-induced increase in parasite burden. Taken
together, our data indicate that neutrophil recruitment and apoptosis induced by Lu.
longipalpis saliva increase L. chagasi parasite burden and may represent an important

mechanism on establishment of infection by L. chagasi.



Introduction

Transmission of Leishmania sp. by hematophagous sand fly vectors occurs during
blood feeding, when the salivary content is inoculated alongside Leishmania into host skin.
Sand fly saliva enhances Leishmania infection on several experimental models (I, 2) through
its modulatory role on the host immune system (3). A successful blood feeding depends on the
formation of a blood hemorrhagic pool (4). In such environment there are many inflammatory
cells (3), and Lurzomyia longipalpis saliva is able to enhance recruitment of both macrophages
and neutrophils (5, 6).

Neutrophils are the first line of defense against infections. At inflammatory sites these
cells play phagocytic and microbicidal roles in parasitic infections and constitutively die by
apoptosis, being ingested by macrophages (7, 8). Recruitment and phagocytosis of neutrophils
correlates with local production of inflammatory mediators. Neutrophil recruitment, survival
and phagocytosis are regulated by LTB, (9). Furthermore, phagocytosis of apoptotic
neutrophils triggers the production of anti-inflammatory mediators such TGF-B and PGE;
which impair activation of macrophages (10). Neutrophils may play immunoregulatory roles
in the host immune response to several infections (11), including those caused by Leishmania
(12). Neutrophils are rapidly recruited to tissues infected with Leishmania (12-15).
Interactions with dead neutrophils exacerbate Leishmania major growth through induction of
PGE; and TGF-p production, both on BALB/c mouse macrophages (16) and on human
macrophages (17). In addition, neutrophils infected with Leishmania are evident in murine
infections (18), and recent evidence suggests an important role for Leishmania-infected

apoptotic neutrophils at the site of sand fly bite (19).



Despite the importance of both saliva and neutrophils at the initial stages of
Leishmania infection, the role of sand fly saliva on recruitment, infection and tumover of
neutrophils is not clear. In the present study, we explored the effect of Lu. longipalpis saliva
on murine neutrophil recruitment and apoptosis and the importance of such aspects on parasite

burden of neutrophils infected with L. chagasi.

Materials and Methods

Antibodies and Reagents

Anti-GR-1 was from BD Bioscience (San Diego, CA). Annexin V and Pl were from R&D
Systems (apoptosis detection kit; Minneapolis, MN). Neutrophils were treated with 100 uyM
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe)-fluoromethyl ketone {z-VAD (OMe)-FMK] (R&D
Systems, Minneapolis, MN) or 0.4% solvent (DMSO) alone and 20 uM Ectoposide (VP-16,
Sigma, Saint Louis, Missouri). SGS were treated with 10 mg/ml proteinase K (Gibco,
Invitrogen, Grand Island, NY). 2°7’-dihydrodichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA)

fluorescent probe was from Invitrogen, Molecular Probes, Inc (Eugene, OR).

Mice and parasite

Inbred male BALB/c and C57BL/6 mice, aging 6-8 wk, were obtained from the animal facility
of CPqGM-FIOCRUZ (Bahia, Brazil). All experimental procedures were approved and
conducted according to the Animal Care and Utilization Committee of the FIOCRUZ.
Leishmania chagasi (MCAN/BR/89/BA262) promastigotes were cultured at 27°C in

Schneider’s insect medium (Sigma, St. Lows, MO) supplemented with 20% inactive FBS, 2



mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA).

Sand flies and preparation of saltvary glands

Adult Luizomyia longipalpis captured in Cavunge (Bahia, Brazil) were reared at the
Laboratorio de Imunoparasitologia/CPqGM/FIOCRUZ as descnibed previously (5). Salivary
glands were dissected from 5- to 7-day-old Lu. longipalpis female and stored in endotoxin-free
PBS and stored at -70°C. Immediately before use, glands were sonicated (Sonifier 450,
Brason, Danbury, CT) and centrifuged to obtain the salivary gland sonicate (SGS). The level
of LPS contamination of SGS preparations was determined using a commercially available
LAL Chromogenic Kit (QCL-1000, Lonza Bioscience) resulting in negligible levels of
endotoxin 1n the salivary gland supernatant. All experimental procedures were used SGS
equivalent to 0.5 pair of salivary gland per group which possesses approximately 0.7

micrograms of proteins (20).

Neutrophil migration into the peritoneal cavity

C57BL/6 and BALB/c mice were 1.p.-inoculated with 0.1 ml of SGS (0.5 pair/cavity), 0.1 ml
of L. chagasi (3x10°%cavity), 0.1 ml of endotoxin-free saline per cavity (negative control) or
0.1 ml of LPS (20ug/ml; positive control). After 6, 12, 24 and 48 h post stimulus the total
leukocytes that migrated to the peritoneal cavity were harvested and total counts were
performed on a Neubauer hemocytometer. Differential cell counts (200 cells total) were
carried out microscopically on cytospin preparations stained with Diff-Quick. The results are

presented as the number of leukocytes per ml.



Exudate neutrophils

For in vitro assays neutrophils were obtained from mice 7 hours after 1.p. injection of 3 ml of
aged, 3% thioglycolate solution (SIGMA). Peritoneal lavage was performed with 10 ml of
RPMI 1640 medium (Invitrogen, Carslbad, CA, USA) supplemented with 1% Nutridoma-SP
(Roche, Indianapolis, In, USA), 2mM/ml L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 ug/ml
streptomycin (all for Invitrogen). To remove adherent macrophages exudate cells were
incubated at 37°C and 5% CO; for 1 h in 250 ml flasks (Costar, Cambrnidge, MA),
supematants were recovered. The population obtained in this manner was comprised of 93-
96% neutrophils as verified by FACS analyzing Gr-1' population and differential cells counts
on Diff-Quick stained cytospin preparations. Cell viability was > 98% as determined by trypan
blue exclusion (data not shown). For cell cultures neutrophils (5 x 10°/well) were placed in
200 ul RPMI 1640 medium supplemented with 1% Nutridoma-SP, 2mM/ml L-glutamine, 100
U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin in 96-well plates (Nunc, Denmark) in the
presence of SGS (0.5 pair/well), Ectoposide (20uM) or LPS (100ng/well). As negative control
cells were incubated with RPMI 1640 medium only. In some expertments SGS was incubated

with proteinase K.

Assessment of neutrophil apoptosis

Neutrophil apoptosis was evaluated by a combination of two methods. Expression of
membrane phosphatidilserine (PS) was assessed by labeling with annexin V-FITC by FACS
analyses in conjunction with the propidium iodide (PI) nucleic dye (17). Morphological

criteria as separation of nuclear lobes and darkly stained pyknotic nuclei was also used on



Diff-Quick stained cytospin preparations under oil immersion light microscopy. It was

examined 200 cells/slide, graded as apoptotic and nonapoptotic.

In vitro neutrophil infection

Peritoneal neutrophils were infected in vitro with L. chagasi promastigotes stationary-phase at
aratio of 1:5 or 1:2 in the presence or absence of SGS (0.5 pair/well) in RPMI 1640
supplemented medium. In some experiments neutrophils were pre-incubated with z-VAD

(100uM), or DMSO (0.4%) as a stock diluent control, for 30 minutes before infection.

Assessment of intracellular load of .. chagasi

Intracellular load of L. chagasi was estimated by production of proliferating extracellular
motile promastigotes in Schneider medium (16). Briefly, after 3 and 20 hours, infected
neutrophils were centrifuged and supematants containing non-internalized promastigotes were
collected and medium was replaced by 250 pl of Schneider medium supplemented. Infected
neutrophils were cultured at 26°C for additional 3 days. During these time points
promastigotes in the cultures were counted in a Neubauer hemocytometer. Alternatively,
cytospin preparations of infected neutrophils m the culture were stained with Diff-Quick and
intracellular amastigotes of L. chagasi were counted in 200 neutrophils. Results are show as

parasites number per 100 neutrophils and as percentage of infected neutrophils.

PGE; and LTB,4 measurement
PGE; and LTB4levels were measured ex vivo from leukocytes harvested by peritoneal

washing with Ca®' -Mg?'-free HBSS. After recovered cells (1x10° cells/ml) were ressuspended



in HBSS contained Ca® -Mg”" and then stimulated with A23187 (0.5 pM) for 15 min.
Reactions were stopped on ice, and the samples were centrifuged at 500 x g for 10 min at 4°C.
PGE;and LTB, were assayed by enzyme-linked immunoassay (EIA), according

manufacturer’s instructions (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI).

Cytokine production

Supematants of neutrophils cultures stimulated with LPS (100ng/well) were collected 20
hours after incubation with medium (negative control), SGS, L. chagasi, SGS plus L. chagasi
and LPS (positive control) cleared by centrifugation and stored at — 20°C until cytokine
determination. Total TGF-B1 level was measured using ELISA (DuoSet kit; R&D Systems)
according to the manufacture’s instructions. IL-10, IL-12 and IFN-y were measured using
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences, San Jose, CA,

USA) according to the manufacture’s instructions.

ROS evaluation
Intracellular reactive oxygen species (ROS) detection in neutrophils cultures (5 x10° cells) was
performed using 2’7’ -dihydrodichlorofluorescein diacetate (HDCFDA) fluorescent probe

following analyses by FACS, according to the manufacture’s instructions.

Flow cytometry
Peritoneal exudates cells obtained 6 h after i.p. injection of 3% thioglycolate were analyzed by
forward and side scatter parameter, plus anti-Gr-1 mAb for neutrophil purify. Neutrophil

cultures were treated with anti-CD16 (Fc block), stained with annexin V-FITC plus propidium



iodide for apoptosis assessment. Annexin V specificity was tested using Ca”'-free buffer and
binding was not observed in this case. For cytokine production assessment, CBA Mouse
Inflammation Kit (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) was used according to the
manufacture’s instructions. For ROS production investigation neutrophil population was

analyzed by forward and side scatter parameter following the H,DCFDA-FITC probe.

Statistical analysis

The in vivo assays and in vitro cultures were done using five mice per group. Each expeniment
was repeated at least three times. Data were reported as the mean * standard error of mean
(SEM) of representative experiments and were analyzed statistically using GraphPad Prism
Software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). After performing normality test,
Kruskall-Wallis nonparametric test followed by Dunns’ post test or ANOV A parametric test

followed by Bonferroni post test were used to evaluate significance among groups.

Results

Effect of Lu. longipalpis SGS and L. chagasi on neutrophil recruitment and lipid mediators
production

Sand fly saliva induces leukocyte recruitment in different models of Leishmania
infection (5, 6, 21, 22). In order to investigate the effect of Lu. longipalpis saliva on neutrophil
recruitment on BALB/c or C57BL/6 mice, we injected SGS i.p. (0.5 pair/cavity), LPS

(2ng/cavity) or saline and collected exudates after 6, 12, 24 and 48 h. Lu. longipalpis saliva



recruited neutrophils to the peritoneal cavity of BALB/c or C57BL/6 mice with distinct
kinetics (Figure 1 A). In C57BL/6 mice, Lu. longipalpis SGS induced an increase in
neutrophil recruitment, which was already evident 6 hours after inoculation, and that persisted
up to 12 h when compared to mice injected with endotoxin-free saline. On the other hand, in
BALB/c mice, the increase of neutrophils was evident only after 24 h (Figure 1 A). Cytospin
preparations of the peritoneal cells from these assays showed neutrophils in contact with, or
phagocytosed by macrophages at 6 hours (Figure | B). A slight increase on neutrophil
adhesion to macrophages was observed 12 h after SGS inoculation in C57BL/6 mice, whereas
in BALB/c mice this event was significant only after 48 h (Figure 1 C). Similarly, neutrophil
phagocytosis by macrophages in C57BL/6 mice was an early event (6 and 12 h) relative to
BALB/c mice (48 h; Figure I C).

The next step was to evaluate SGS-induced neutrophil recruitment in the presence of L.
chagasi in C57TBL/6 mice. Leishmania parasites induce recruitment of neutrophils and
macrophages in different experimental models (23, 24). We found that neutrophils were
recruited to the peritoneal cavity 3h after SGS injection, and this pattern persisted for up to 24
h (Figure 2 A). L. chagasi alone was able to recruit neutrophils into the peritoneal cavity at 3 h
and this effect was further enhanced by the combination of SGS plus L. chagasi (Figure 2 A).

We next decided to quantify the presence of apoptotic neutrophils 3, 6 and 24 hours
after injection of SGS. Apoptotic neutrophils were not found at 3 h after any stimuli (data not
shown). By contrast, 6 h after either SGS, L. chagasi or both combined there was a significant
increase on the percentage of apoptotic neutrophils in C57BL/6 mice (Figure 2 B), whereas in

BALB/mice this event was only observed after 24 h (data not shown).



Moreover, we observed the presence of infected peritoneal macrophages and
neutrophils in C57BL/6 mice 3 h after injection of SGS plus L. chagasi (Figure 2 C and D).
Interestingly, infected neutrophils were observed inside peritoneal macrophages (Figure 2 E).
The uptake of apoptotic neutrophils by macrophages triggers PGE; production, which leads to
macrophage deactivation (10) and enhances infections by different microorganisms (17, 25,
26). Furthermore, it has been demonstrated that leukotrienes are important in host responses to
infection (27) including those caused by protozoans (28, 29). There was a significant increase
of both PGE; and LTB, levels on supematants of restimulated peritoneal cells recovered 3 and

6 hours after injection with L. chagasi in the presence of SGS (Figure 2 F).

SGS-induced neutrophil apoptosis in vitro was mediated by caspases and FasL expression
Based on the above results we hypothesized that Lu. longipalpis saliva promptly
recruits neutrophils and induces their apoptosis in C57BL/6 mice, favoring their
internalization by macrophages. To assess the role of Lu. longipalpis SGS on apoptosis of
murine neutrophils, we performed i vitro assays using neutrophils from C57BL/6 mice
obtained 6 h after 1.p. thioglycolate injection. An SGS equivalent to 0.5 pair of salivary gland
per well was used 1n the i vitro neutrophil apoptosis assays based on a dose-response curve
(data not shown). Ectoposide was used as positive control to induce neutrophil apoptosis.
Twenty, but not 3 h after incubation, we observed the pro-apoptotic activity of SGS on
C57BL/6 neutrophils both by annexin V detection (Figure 3 A) and by the presence of
pyknotic nuclei (Figure 3 B). These results indicate that Lu. longipalpis SGS induces
apoptosis of murine neutrophils. In order to address the Lu. longipalpis saliva components

responsible for its apoptotic activity, we pre-incubated SGS with proteinase k before in vitro



stimulation of neutrophils. We observed a reduction of apoptotic activity of Lu. longipalpis
SGS by incubation with proteinase k (Figure 3 C). This result suggests that apoptosis of
neutrophils induced by Lu. longipalpis saliva 1s mediated by a proteic component.

Caspases are cysteine proteases involved in execution of the apoptosis program. With
the purpose of evaluating the mechanisms by which Lu. longipalpis saliva induces neutrophil
apoptosis, we incubated C57BL/6 murine neutrophils with zZVAD, a pan-caspase inhibitor, for
30 minutes before addition of Lu. longipalpis SGS. Treatment with zZVAD prevented
neutrophil apoptosis induced by Lu. longipalpis SGS, in contrast to treatment with vehicle
DMSO alone (Figure 3 D). Furthermore, caspases are mediators of Fas-induced apoptosis. In
this case, activation of these proteases occurs by interaction between Fas ligand (FasL), a
protein that belongs to the TNF gene family, with Fas receptor (7, 30). Because expression of
FasL increases susceptibility to Leishmania infection (31) we assessed FasL expression on
neutrophils exposed to Lu. longipalpis saliva. CSTBL/6 neutrophils incubated with Lu.
longipalpis SGS showed an increase in FasL expression as observed by FACS analysis
(Figure 3 E).

Neutrophil apoptosis induced by Lu. longipalpis SGS increase L. chagasi parasite burden

After demonstrating the pro-apoptotic effect of Lu. longipalpis saliva we evaluated
whether L. chagasi alone or in combination with SGS induced neutrophil apoptosis in vitro.
Analysis of PS exposition on inflammatory neutrophils confirmed that L. chagasi was able to
induce neutrophil apoptosis (Figure 4 A). Indeed, this effect was exacerbated when neutrophils
were incubated with SGS plus L. chagasi (Figure 4 A).

Besides having an essential role in controlling infections by microorganisms,

neutrophils ultimately can be host cells to Leishmania (18, 19, 32). Since sand fly saliva



exacerbates Leishmania infections (1), we performed in vitro infections of CS7BL/6
inflammatory neutrophils with L. chagasi in the presence of Lu. longipalpis SGS. Microscopic
assessment of neutrophil infection demonstrated that SGS increased the percentage of infected
neutrophils and intracellular amastigote numbers (Figure 4 B). Additionally, there was a
significant increase on viable promastigotes obtained from cultures of neutrophils infected
with L. chagasi plus SGS (Figure 4 C). Infection performed in the presence of ectoposide did
not enhance neutrophil parasite burden, presenting similar numbers to control cultures infected
with L. chagasi alone (Figure 4 C). As we observed infected apoptotic neutrophils (Figure 2
D), we investigated whether neutrophil apoptosis induced by Lu. longipalpis saliva affects the
increase of parasite burden in vitro. Neutrophil cultures pre-treated with zVAD had lower
parasite burdens than untreated cultures upon infection with L. chagasi in association with
SGS (Figure 4 D). These data suggest that neutrophil apoptosis induced by Lu. longipalpis

saliva favors infections by L. chagasi.

Cytokine and ROS production by neutrophil in the presence of SGS

Caspase activation during apoptosis is associated with changes in neutrophil function
(33). We next evaluated whether the increased neutrophil infection induced by Lu. longipalpis
SGS was due to a decrease in the neutrophil oxidative mechanisms. Analyses by flow
cytometry after using H,DCFDA fluorescent probe (34) revealed a partial inhibition of ROS
generation by neutrophils incubated with L. chagasi in the presence of Lu. longipalpis SGS
(Figure 5 A).

Besides an effector function, neutrophils also play immunoregulatory roles through

cytokine production (35, 36). To investigate whether Lu. longipalpis saliva modulates



cytokine production by neutrophils, we measured I1L-12, IL-10, IFN-y and TGF- levels in
culture supernatants of neutrophils previously incubated with L. chagasi with or without SGS
and stimulated with LPS (Figure 5 B). TGF-B, IFN-y, IL-12 and IL-10 were differentially
modulated after injection with different stimuli (Figure 5 B). SGS alone was able to induce
higher production of both IL-12p70 and IFN-y in culture supematants (Figure 5 B).
Stimulation with L. chagasi alone was related to increased IL-10 levels compared to medium
or SGS. Interestingly, SGS together with L. chagasi decreased IL.-10 production compared to
cultures primed with L. chagasi alone, while TGF- levels were significantly higher and
sustained IL-12p70 levels was noted as compared to SGS alone. Taken together, these results
suggested that SGS in combination with L. chagasi could favor neutrophil infection by

modulating ROS generation and cytokine production.

Discussion

Our results provided the first evidence that saliva from a Leishmania vector plays a
relevant role on the outcome of infection by recruiting neutrophils and inducing their
apoptosis, leading to higher parasite burdens. Neutrophils are considered as an initial target of
Leishmania infection (19, 37) and they are implicated in the immunopathogenesis of murine
Leishmaniasis (12, 16). Moreover, significant numbers of neutrophils are present at the
inoculation site, lesions and draining lymph nodes from Leishmania infected mice (12-15, 38).
In addition, /.eishmania parasites undergo a silent entry into macrophages inside phagocytosed
neutrophils, thus reinforcing the role of neutrophils on establishment of Leishmania infection
(39). However, the role of Leishmania vector saliva was not investigated before in the context

of neutrophil infection by Leishmania.



Sand fly saliva recruits macrophages, eosinophils and neutrophils to the site of
infection (5, 6, 21, 22). Our data and those of others (19) confirmed that sand fly saliva
induced a sustained neutrophil recruitment response to the peritoneum, compared to needle
mnjection alone. Although Lu. longipalpis saliva mduces macrophage recruitment into murine
air pouches (6), we did not observe a similar recruitment to the peritoneum, which already
presents a large population of resident macrophages. On the other hand, our results confirmed
the neutrophil recruitment ability of sand fly saliva, and showed additive effects between SGS
and L. chagasi as previously observed in the air pouch model (6).

When we performed in vivo infections, infected neutrophils and macrophages, as well
as phagocytosis of infected neutrophils by macrophages, were observed on C57BL/6
peritoneal cavity. Furthermore, we found that high levels of LTB4 and PGE, were associated
with moculation of 1..chagasi plus SGS. Leukotrienes increase pathogen intemalization by
phagocytes . Release of LTB4 could favor the recruitment of neutrophils and phagocytosis of
parasites by these cells. On the other hand, PGE: facilitates Leishmania infections by
deactivating macrophage microbicidal functions (16, 17, 25, 26). Our data suggested that the
presence of sand fly saliva favors an anti-inflammatory response through induction of
neutrophil apoptosis and production of PGE- that could be facilitating the parasite infection.

The differences on neutrophil recruitment kinetics between BALB/c and C57BL/6
mice were also observed on neutrophil adhesion to, and phagocytosis by macrophages.
Noteworthy was the increased presence of apoptotic neutrophils as early as six hours after
SGS and/or I.. chagasi inoculation on C57BL/6, and only at 24 hours on BALB/c mice (data
not shown). Viable parasites are released from murine apoptotic neutrophils after L. major

infection by sand fly bites (19). Our observation that components of sand fly saliva are able to



both recruit and induce a pro-apoptotic effect on neutrophils fits well in such context, and adds
to the notion of the beneficial effect of vector saliva on Leishmania transmission.

Our results demonstrated that SGS increased neutrophil parasite burden. This
deleterious effect was specifically attributed to SGS-induced neutrophil apoptosis because it
was not observed in etoposide-induced apoptosis and inhibition of apoptosis by zVAD
partially reduced the parasite burden. Apoptosis plays an important role on parasite replication
in phagocytes. Treatment with zZVAD blocks lymphocyte apoptosis and increases in vitro and
in vivo resistance to 7rypanosoma cruzi infection (25, 40). We found L. chagasi-infected
neutrophils phagocytosed by macrophages in the presence of SGS. These results give support
to the proposed “Trojan horse” role of neutrophils as vectors for parasite entry into
macrophages (37). However, since apoptosis elicits anti-inflammatory responses (10, 41), we
cannot rule out the possibility of Leishmania being released by infected neutrophils and
subsequently being phagocytosed by deactivated macrophages (19). It is possible that both
mechanisms coexist at the site of infection.

Production of reactive oxygen species is an important microbicidal mechanism (42),
and reactive oxygen and nitrogen intermediates contribute to intracellular killing of L. chagasi
in macrophages (43). Additionally, the functional impairment of aged tissue neutrophils
correlates with induction of apoptosis (33, 44). SGS reduced ROS production by neutrophils
incubated with L. chagasi. This reduction might be related to the caspase-mediated apoptosis
triggered by SGS. It is possible that this mechanism contributed to the increased parasite
burden induced by SGS on L. chagasi-infected neutrophils.

Finally, we investigated the role of SGS on cytokine production by neutrophils

incubated in the presence of L. chagasi. Neutrophils release immunomodulatory cytokines in



response to different stimuli (36, 45-47). TGF-f inhibits pro-inflammatory cytokine
production through autocrine and paracrine mechanisms (10, 48) and is implicated in the
establishment of /.eishmania infection (17,31, 49, 50). In the presence of SGS and L. chagasi
there was a significant increase of bioactive TGF-B1 produced by neutrophils, which could be
implicated in the observed increase on parasite burden. We found that Lu. longipalpis SGS
inhibits 1L-10 production while augmenting the levels of 1L-12p70 and IFN-y production by
neutrophils, similar to previous findings using human monocytes in vitro (51). These results
suggested that SGS promotes the development of a cell-mediated response, which could be
beneficial to the sand fly blood meal as it increased blood flow at bite site (21).

Our results suggested that induction of neutrophil apoptosis could be an important
mechanism to promote Leishmania infection because: i) apoptosis of neutrophils induced by
saliva and L. chagasi impaired microbicidal function of these cells and decreased generation
of ROS; and i1) triggered an anti-inflammatory environment through release of TGF-f1. Our
in vivo results of neutrophil recruitment and infection in the presence of saliva, associated
with production of PGE; and LTB, sustained this hypothesis. These factors could favor
parasite survival on neutrophils until macrophages arrive at large numbers at the infection site.
Indeed, apoptotic cells are able to recruit macrophages (52) and their phagocytosis promotes
incomplete macrophage activation without inflammation (7). Altogether, these results reveal
that vector saliva plays an active role in the interactions between innate and acquired

immunity and likely contribute to the establishment of Leishmania infection.
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Figure legends

Figure |

Neutrophil influx into BALB/c and CS7BL/6 pentoneal cavity in response to Lu. longipalpis.
Mice were injected with endotoxin-free saline or Lu. Jongipalpis SGS (0.5 pair/animal). Six,
12, 24 and 48 hours after stimulation, peritoneal cavities were washed and differential cell
counts were performed on Diff-quick stained cytospin preparations. A, Kinetics of neutrophil
recruitment in BALB/c (top) and C57BL/6 mice.Values represent means + SEM of five mice
per group. Significant differences (**, p < 0.01) between saline and SGS-treated groups. B,

Representative events of adhesion and phagocytosis of neutrophils by macrophages on Diff-



Quick stained cytospin. Note the presence of apoptotic neutrophils (arrow) being intemalized
by macrophages (Magnification X1000). C, Adhesion of neutrophils by macrophages and
phagocytosis of leukocytes by macrophages after 6, 12, 24 and 48h of stimulation with SGS
(m) or saline (o). Values represent means + SEM of five mice per group. *, p <0.05 and **, p
< 0.01. Data shown are from a single experiment representative of three independent

experiments.

Figure 2

Neutrophil influx and apoptosis into CS7BL/6 peritoneal cavity in response to Lu. longipalpis
SGS and/or I.. chagasi. Mice were injected with saline, SGS (0.5 pair/animal), L. chagasi
(3x10°), SGS plus I.. chagasi and LPS (500 ng/ml). Three, 6 and 24 hours after stimulation,
peritoneal cavities were washed and differential cell counts were performed on Diff-quick
stained cytospin preparations. A, Neutrophil recruitment on C57BL/6 mice at 3, 6 and 24 h. B,
Percentage of apoptotic neutrophils on C57BL/6 mice at 6 and 24 h after sumulation. C, D and
E, Representative events of infected macrophages (C), infected neutrophils (D) and
macrophages internalizing L. chagasi-infected neutrophils (E) three hours after infection in the
presence of SGS. L. chagasi inside vacuole (arrow) (Magnification X1000). F, Ex-vivo PGE,
and LTB, production by restimulated peritoneal cells recovered at 3 and 6 h p.i. Values
represent means + SEM of five mice per group. *, p <0.05; **, p <0.01 and *** p <0.001,
compared to saline. ¥¥, p < 0.0l and¥"" p <0.001 indicate a significant difference between 6
and 24h analysed groups. Data shown are from a single experiment representative of three

independent experiments.



Figure 3

Induction of neutrophil apoptosis by Lu. longipalpis SGS in vitro. Neutrophils from C57BL/6
mice were incubated with medium alone, SGS (0.5 pair/well) or etoposide (20uM). Three and
20 hours after stimulation, neutrophil apoptosis was assessed by flow cytometry through
annexin-V staining (A) and by counting cells with pyknotic nuclei (B). *, p < 0.05 and **, p <
0.01 compared to medium alone. C, Inhibition of SGS-induced neutrophil apoptosis after SGS
treatment with proteinase-K. Neutrophils were pre-treated with proteinase K and incubated for
20 h with SGS, and analyzed for annexin-V staining. *, p < 0.05 compared to the absence of
proteinase-K. D, Inhibition of neutrophil apoptosis by zZVAD. Neutrophils were pre-treated
with the pan-caspase inhibitor, zVAD or DMSO before incubation with SGS. Twenty hours
after incubation apoptosis was assessed by annexin-V staining (*, p < 0.05 compared to
solvent). E, FasL expression induced by SGS on neutrophils was analyzed by flow cytometry
twenty hours after incubation. Results are expressed as the mean fluorescence intensity (MFI)
(top/left) and percentage of FasL. expressing-neutrophils (bottom/right) on Gr-1 population (*,
p <0.05). Values represent means + SEM of five individual mice per group. Data shown are

from a single experniment representative of three independent experiments.

Figure 4

Lu. longipalpis saliva increases parasite burden on neutrophils in vitro. A, Effect of L. chagasi
on neutrophil apoptosis induced by SGS. Inflammatory neutrophils from C5BL/6 mice were
incubated with medium alone, SGS (0.5 pair/well), L. chagasi (5:1) or SGS+L. chagasi. After
20 h neutrophil apoptosis was assessed by annexin-V staining (following flow cytometry

analyses). B, Twenty hours after infection with L. chagasi (2:1) alone or L. chagasi in the



presence of SGS, neutrophils were cytocentrifuged, stained and assessed for amastigote
number/100 neutrophils (left) and for percentage of infected neutrophils (right). Values
represent means + SEM of 3 individual mice per group. B, Representative Diff-Quick stained
cytospin of neutrophils infected with L. chagasi alone and L. chagasi plus SGS. Note parasites
inside viable and apoptotic neutrophils (Magnification X1000). C, Extracellular L. chagasi
promastigote production was measured after 1, 2 and 3 days. Results are means + SEM of five
individual mice per group. * p < 0.05 compared to L. chagasi group. D, Reduction of L.
chagasi parasite burden in neutrophils treated with zZVAD. Parasite burden was estimated after
3 d by counting viable promastigote production. Results are means + SEM of five individual
mice per group (*, p < 0.05). Data shown are from a single experiment representative of three

independent experiments.

Figure 5

ROS and cytokine production by neutrophils infected with L. chagasi in the presence of Lu.
longipalpis saliva. A, Peritoneal neutrophils obtained after thioglycolate stimulation were
incubated with L. chagasi or L. chagasi plus SGS. One hour after incubation, neutrophils were
incubated with H2DCFDA and ROS production was evaluated by flow cytometry. Results are
expressed as the mean + SEM of the MFI (**, p < 0.01). B, Neutrophils were incubated for 20
h with medium, SGS, L. chagasi, L. chagasi plus SGS, or LPS (100ng/well). Supematants
were recovered and the levels of cytokines produced were measured by ELISA (TGF-B) or

Cytometric Bead Array (CBA) (IL10, IL-12p70, IFN-y) (*, p <0.05 and *** p < 0.001,



compared to medium alone). Results are means + SEM of five individual mice per group. Data

shown are from a single experiment representative of three independent experiments.
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Prates et al. Figure 5
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