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RESUMO

A leishmaniose cutanea causada por Leishmania (Viannia) braziliensis é a forma clinica de
leishmaniose mais difundida nas Américas. Migonemyia migonei é uma espécie de
flebotomineo amplamente distribuida no Brasil e tem sido implicada como vetor de L. (V.)
braziliensis. No presente estudo, investigamos os efeitos do homogeneizado de glandula
salivar (SGH) de Mg. migonei no curso da infec¢do por L. (V.) braziliensis em camundongos
BALB/c. Os camundongos foram separados em quatro grupos (seis por grupo): CTRL
(camundongos néo infectados); SGH (camundongos inoculados com SGH de Mg. migonei);
SGH+LEISH (camundongos inoculados com SGH de Mg. migonei mais promastigotas de L.
(V.) braziliensis); LEISH (camundongos inoculados com promastigotas de L. (V.)
braziliensis). Os camundongos foram acompanhados por 8 semanas e a resposta imune foi
avaliada por citometria de fluxo no final do experimento. A analise da producéo de citocinas
por células esplénicas estimuladas com SGH 0,5, SGH 0,25 de Mg. migonei ou estimuladas
com antigeno soltvel de Leishmania (LSA) demonstrou que ap6s estimulo com SGH 0,25, a
producdo de IL-17A e TNF ndo foi sustentada no grupo SGH, que apresentou niveis
decrescentes destas citocinas apds 5 dias em comparacdo com 3 dias de incubacéo.
Analisando a producdo de citocinas apds a estimulo com LSA, observamos niveis mais baixos
de IL-17A no grupo SGH ap6s 5 dias em comparacdo com 3 dias. O mesmo foi observado
para IFN-y no grupo SGH. No entanto, os niveis de TNF foram significativamente mais
elevados no grupo LEISH apds 5 dias em comparacdo com 3 dias. Entre os camundongos do
grupo SGH+LEISH e LEISH, trés animais em cada grupo desenvolveram lesdes cutaneas na
cauda, o tamanho médio da lesdo foi significativamente maior no grupo LEISH. Nossos
achados sugerem que SGH de Mg. migonei pode modular a resposta imune em BALB/c sob
estimulo do antigeno de L. (V.) braziliensis, refletido pela baixa producdo ou diminuicédo
precoce de citocinas pro-inflamatérias em culturas de células esplénicas. Nossos dados
também sugerem que a saliva de Mg. migonei pode reduzir o tamanho da lesdo em em
camundongos BALB/c, mas pesquisas adicionais com um tamanho de amostra maior séo
necessarias para confirmar essa hipétese.

Palavras-chave: leishmaniose cutanea; camundongos; saliva; Leishmania (Viannia)
braziliensis.



MIRANDA, Débora Elienai de Oliveira. Efeito do homogeneizado das glandulas salivares
de Migonemyia migonei na infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis em
camundongos BALB/c. 2021. Thesis (PhD in Biosciences and Biotechnology in Health) —
Aggeu Magalhd&es Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2021.

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania (Viannia) braziliensis is the most widespread
clinical form of leishmaniasis in the Americas. Migonemyia migonei is a widely distributed
phlebotomine sand fly species in Brazil and has been implicated as a vector for L. (V.)
braziliensis. In the present study, we investigated the effects of salivary gland homogenates
(SGH) of Mg. migonei on the course of L. (V.) braziliensis infection in BALB/c mice. Mice
were separated into four groups (six mice per group): CRTL (uninfected mice); SGH (mice
inoculated with Mg. migonei SGH); SGH+LEISH (mice inoculated with Mg. migonei SGH
plus L. (V.) braziliensis promastigotes); LEISH (mice inoculated with L. (V.) braziliensis
promastigotes). Mice were followed up for 8 weeks and the cellular immune response was
evaluated by flow cytometry at the end of the experiment. Analysis of cytokine production by
splenic cells stimulated with 0.5 SGH, 0.25 SGH of Mg. migonei or L. (V.) braziliensis
soluble antigen stimulation (LSA) demonstrated that upon stimulation with SGH 0.25, the
production of IL-17A and TNF was not sustained in the SGH group, with decreasing levels of
these cytokines after 5 days compared to 3 days of incubation. Analyzing the production of
cytokines after LSA stimulation, we observed lower levels of IL-17A in the SGH group after
5 days compared to 3 days. The same was observed for IFN-y in the SGH group. Yet, the
levels of TNF were significantly higher in the LEISH group after 5 days compared to 3 days.
Among SGH+LEISH and LEISH mice, three animals in each group developed skin lesions on
the tail, the mean lesion size was significantly higher in the LEISH group. Our study suggests
that Mg. migonei SGH may modulate BALB/c immune response, as reflected by the low
production or early decrease of pro-inflammatory cytokines in splenic cell cultures following
stimulation with L. (V.) braziliensis antigen. Our data also suggest that Mg. migonei saliva
may reduce the lesion size in BALB/c mice, but further research with a larger sample size is
needed to confirm this hypothesis.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; mice; salivary; Leishmania (Viannia) braziliensis.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca infecciosa causada por varias espécies de Leishmania,
transmitidas pela picada de flebotomineos vetores (ALVAR et al., 2012). A doenca tem um
amplo espectro clinico, variando de Ulceras cutaneas localizadas com autocura até lesdes
mucocutaneas mutilantes graves ou doenca visceral com risco de vida. A progressdo da
doenca esta relacionada a diversos fatores, incluindo a genética do hospedeiro, tipo de cepa,
resposta imune do hospedeiro e linhagens de camundongos em estudos envolvendo animais
(LUZ et al., 2018; ZIJLSTRA, 2016).

Neste sentido, fatores relacionados aos vetores também podem influenciar o curso das
infeccdes por Leishmania spp. (LESTINOVA et al., 2017; TIRADO et al., 2020). No
momento da transmissdo das promastigotas metaciclicas de Leishmania, o flebotomineo
também inocula sua saliva no hospedeiro. A saliva possui propriedades farmacologicas que
favorecem a sobrevivéncia do parasita no organismo do hospedeiro (TITUS; RIBEIRO,
1988). De fato, por interferir na hemostasia local (respostas inflamatorias e imunoldgicas), a
saliva do flebotomineo provoca importantes alteracGes fisioldgicas e imunoldgicas locais que
favorecem a transmisséo e o estabelecimento de Leishmania spp. (ANDRADE et al., 2005;
MENEZES et al., 2008; ROHOUSOVA; VOLF, 2006).

Modelos experimentais de leishmaniose tegumentar americana (LTA) tém sido usados
para investigar os efeitos do homogeneizado de glandula salivar de flebotomineos (SGH) no
curso da infeccdo por diferentes Leishmania spp. Por exemplo, diferentes estudos
investigaram os efeitos do SGH em camundongos co-inoculados com Leishmania (V.)
braziliensis em camundongos BALB/c, que é o agente causador da LTA mais difundido nas
Américas. No inicio da década de 1990, Samuelson et al. (1991) demonstraram que a SGH de
Lutzomyia longipalpis co-inoculada com L. (V.) braziliensis induziu o aumento do tamanho e
a duracdo das lesdes. No entanto, Lu. longipalpis ndo é um vetor natural de L. (V.) braziliensis
e varias outras espécies de flebotomineos sdo conhecidas por transmitirem esse parasita nas
Américas (BRASIL et al., 2015). Assim, a questdo se SGH de diferentes espécies de
flebotomineos poderia exercer diferentes efeitos sobre L. (V.) braziliensis permaneceu.

Estudos subsequentes usando outras espécies de flebotomineos, incluindo vetores
naturais, confirmaram que o SGH desses flebotomineos pode aumentar a infectividade de L.
(V.) braziliensis e o tamanho das lesdes (BEZERRA; TEIXEIRA, 2001; DONNELLY et al.,
1998). Por outro lado, Moura et al. (2007) demonstraram que o SGH de Nyssomyia
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intermedia ndo promoveu protecdo contra a infeccdo por L. (V.) braziliensis, mas o
desenvolvimento da leséo foi retardado. Além disso, um plasmideo que expressa uma proteina
salivar (Linb-11) isolada da saliva de Ny. intermedia foi capaz de proteger contra a infeccédo
por L. (V.) braziliensis (MOURA et al., 2013). Em conjunto, os estudos mencionados acima
sugerem que SGH de diferentes vetores de flebotomineos podem ter efeitos diferentes no
curso da infecgéo por L. (V.) braziliensis em camundongos, aumentando a infectividade e o
tamanho das lesdes ou promovendo protecao ao hospedeiro.

Migonemyia migonei € uma espécie amplamente distribuida na América Latina. No
Brasil pode ser encontrada em domicilios e abrigos de animais com capacidade de adaptacédo
a ambientes modificados (GUIMARAES et al., 2012; RANGEL; LAINSON, 2009). Além
disso, € uma espécie antropofilica e alimenta-se em cées, galinhas, equinos e em animais
silvestres. Migonemyia migonei € vetor comprovado de Leishmania (V.) braziliensis, principal
agente etiolégico da LTA (NIEVES; PIMENTA, 2000). No estado de Pernambuco, Mg.
migonei é relatada em &reas rurais, inclusive no municipio de S&o Vicente Férrer, Zona da
Mata Norte (GUIMARAES et al., 2012) e onde ha registro da taxa de infeccdo natural de 4%
por L. (Leishmania) infantum (CARVALHO et al., 2010). Nessa perspectiva, investigamos 0s
efeitos clinicos e imunologicos do SGH de Migonemyia migonei no curso da infecgdo por L.
(V.) braziliensis em camundongos BALB/c. Escolhemos esta espécie de flebotomineo como
modelo considerando seu papel proeminente como vetor de L. (V.) braziliensis
(ALEXANDRE et al., 2020; NIEVES; PIMENTA, 2000; SALES et al., 2020).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmanioses

Nessa secdo sdo descritas as caracteristicas das leishmanioses.

2.1.1 Aspectos gerais e impactos na salde publica

As leishmanioses sdo doencas tropicais com apresentagdes clinicas distintas. A
apresentacdo clinica esta relacionada com a complexa interacdo entre a resposta imune celular
do hospedeiro e as diferentes espécies de protozoarios e vetores (KEVRIC; CAPPEL,;
KEELING, 2015). As manifestacbes clinicas das leishmanioses podem variar de
assintomatica a letal. Isso esta relacionado com a espécie infectante, a imunidade do
hospedeiro, o vetor, o local e a dose de inoculagdo entre outros fatores (AKILOV;
KHACHEMOUNE; HASAN, 2007; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; SCHWARTZ;
HATZ; BLUM, 2006).

De acordo com Vries, Reedijk e Schallig (2015) dependendo da espécie envolvida,
observa-se trés formas clinicas distintas. A leishmaniose cutanea (LC) que se manifesta pela
presenca de Ulceras na pele, linfangites nodulares ou lesdes satélites: a leishmaniose
mucocutanea (LMC), com envolvimento da mucosa, e a leishmaniose visceral (LV), com
envolvimento de drgaos internos (baco, figado e medula déssea). Sdo formas graves, sendo a
LV potencialmente fatal quando ndo tratada precocemente e de forma adequada. A LV ¢é
caracterizada por induzir linfadenopatia e hepatoesplenomegalia, apresentando taxas de
letalidade que variam de 10 a 20%, permanece como um importante problema de salde
publica (ALVAR et al., 2012; ARAUJO et al., 2012).

As leishmanioses estdo distribuidas por 98 paises, incluindo paises das Américas,
Africa, Asia, Oriente Médio e Europa, sendo consideradas como algumas das principais
doencas tropicais negligenciadas nessas regides (CHAPPUIS et al., 2007; MAROLI et al.,
2013). Um numero consideravel de casos ndo é registrado, uma vez que a notificacdo €
obrigatéria em somente 32 paises. Apesar disso, estima-se que a prevaléncia da doenca seja
de aproximadamente 12 milhGes de individuos e que, a cada ano, 1,2 milhdes desenvolvem a
forma cutanea e 400 mil desenvolvem a forma visceral da doenga (ALVAR et al., 2012;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).
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Os dez paises com maiores estimativas de casos de LC sdo: Afeganistdo, Argélia,
Colébmbia, Brasil, Ira, Siria, Etidpia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru, juntos representam
cerca de 70% a 75% da incidéncia global da doenga com 0,7 a 1,2 milhdes de novos casos por
ano (ALVAR et al., 2012).

No contexto da satde publica mundial, a LV é uma das doengas mais alarmantes, pois
90% dos casos acontecem somente em seis paises: Bangladesh, Brasil, Suddo, Sudao do Sul,
india e Etidpia, com estimativa de 200.000 a 400.000 novos casos por ano (ALVAR et al.,
2012). O aumento na distribuicdo da doenca esta relacionado também com as co-infeccgdes,
com a desnutricdo, HIV/AIDS e fatores genéticos (ALVAR et al., 2008, 2012; DANTAS-
TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006b; READY, 2014).

Por muito tempo, as leishmanioses constituiram endemias dominantemente rurais e
silvestres (DEANE; DEANE, 1955; LAINSON, 1988; SHAW, 2007). As inUmeras mudancas
no ambiente, a migracdo, e 0 processo de urbanizacdo mudaram o habitual padrdo
epidemioldgico (DESJEUX, 2004; PAVLI; MALTEZOU, 2010). Tais particularidades,
relacionadas a fatores como as condic¢des inapropriadas de vida, ttm aumentado o nimero de
casos em areas urbanas (ARAUJO et al., 2013; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO,
20064a), ressaltando a conexdo entre a doenca e as condi¢Bes socioeconémicas da populacdo
(ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; CLEM, 2010; DESJEUX, 2004).

2.2 Leishmaniose visceral

Nas Américas, Leishmania (Leishmania) infantum € a espécie que estd relacionada
com a ocorréncia de casos de LV em cées e humanos. De acordo com Lazari et al. (2016)
cdes domésticos parasitados desempenham um papel importante na epidemiologia da doenca.

A LV pode causar alta morbidade podendo ser fatal se ndo for tratada em mais de 95%
dos casos. Cerca de 50.000 a 90.000 novos casos ocorrem a nivel mundial a cada ano (OMS,
2018). Em 2013, mais de 90% dos casos notificados ocorreram em sete paises (Brasil,
Etiopia, India, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul e Suddo) (MAROLI et al., 2013). No Brasil a
sua ocorréncia estd em constante expansao, 0 maior nimero de casos se concentra na regido
Nordeste, apesar de nos Gltimos anos o total de casos confirmados ter reduzido de 83% para
58% (BRASIL, 2018). A sintomatologia classica é febre recorrente, fadiga e perda de peso; a
invasdo das células sanguineas e do sistema reticulo-endotelial acarreta hepatoesplenomegalia
e linfadenopatia (CHAPPUIS et al., 2007; MANNA et al., 2006; REY, 2014)



21

2.3 Leishmaniose tegumentar americana

No continente americano, a LC é amplamente conhecida como leishmaniose
tegumentar americana (LTA), tendo registro desde o extremo sul dos Estados Unidos, até o
norte da Argentina, com excecdo do Chile e Uruguai. Devido & sua magnitude, assim como
pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode produzir no homem, causa também
envolvimento psicolégico, com reflexos sociais e econémicos, sendo considerada uma doenca
ocupacional. Nesse sentido a LTA torna-se uma das afeccdes dermatoldgicas que merece
atencdo no que se refere as acdes de satde publica (BRASIL, 2007).

O agente etioldgico de maior importancia nas Américas é a L. (V.) braziliensis sendo a
espécie mais prevalente. No Brasil € a Unica espécie que ocorre em todas as unidades
federadas (BRASIL, 2007) e em Pernambuco ha evidéncias que essa € a Unica especie
envolvida na transmisséo da LTA com diversas variantes circulando (BRITO et al., 2009;
2012).

2.3.1 Etiologia e vetores

Sao conhecidas mais de 30 espécies de Leishmania, sendo 20 patogénicas ao homem
(PAVLI et al., 2010). As espécies que causam a LC no Velho Mundo pertencem ao complexo
Leishmania tropica [Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica e
Leishmania (Leishmania) aethiopica], sendo a maioria zoonotica com excecdo da L. (L.)
tropica que € antropondtica. Cepas de L. (L.) infantum na regido Mediterranea podem ser
causadoras de LC, porém ndo comprometem orgdos internos (KOBETS; GREKOV;
LIPOLDOVA, 2012; MASMOUDI et al., 2013).

As espécies que causam a LTA no Novo Mundo pertencem ao complexo Leishmania
braziliensis [L. (V.) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia)
panamensis, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) peruviana] e ao complexo
Leishmania mexicana [Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania)
venezuelensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) lainsoni,
Leishmani (Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) lindenbergi], sendo todas zoonoticas
(KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012).

Nas Ameéricas, sdo elencadas 11 espécies dermotrépicas de Leishmania implicadas na

etiologia da LTA, no entanto, apenas sete espécies foram identificadas no Brasil, sendo uma
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do subgénero Leishmania e seis do subgénero Viannia. A maior diversidade etiologica ocorre
nas regides Norte e Nordeste do Brasil (BRASIL, 2010).

A espécie encontrada em todas as regides endémicas do pais é L. (V.) braziliensis.
Além disso, é a mais prevalente em humanos e é transmitida por varias espécies de
flebotomineos (e.g. Nyssomyia whitmani, Nyssomyia intermedia e Psychodopygus wellcomei)
(RANGEL; LAINSON, 2009). Outras espécies também tém sido relatadas: a) L. (V.)
guyanensis, ocorre as margens do Rio Amazonas, transmitida principalmente por Ny.
umbratilis, Nyssomyia anduzei e Ny. whitmani; b) Leishmania (V.) lainsoni e L. (L.
amazonensis também na regido da Amazonia, transmitidas por Trichophoromyia ubiquitalis e
Bi. flaviscutellata, respectivamente; c) Leishmania (V.) naiffi e Leishmania (V.) shawi,
ocorrendo no Amazonas e Para, e tem como principais vetores Psychodopygus squamiventris,

Psychodopygus paraensis, Psychodopygus ayrozai e Ny. whitmani (SHAW; LAINSON, 1975).

2.3.2 Distribuicéo e epidemiologia

Provavelmente, os dados mais antigos sobre as leishmanioses nas Américas sdo do
Peru, do periodo dos Incas. Descobertas arqueologicas dessa época ja demonstravam
deformacd@es nos l&bios e nariz em humanos, semelhantes aquelas observadas na LTA. Assim,
a LTA é considerada autéctone do continente americano (AZULAY, 1952; PESSOA;
BARRETO, 1948).

Segundo um relatdrio da Organizacdo Pan-Americana da Saude, 51.098 casos de LTA
foram registrados em 2014 nas Américas, com uma taxa de incidéncia de aproximadamente
20 casos por 100 mil habitantes. Os paises com maior incidéncia foram o Brasil com 75%
desses casos, seguido da Colémbia e Peru (Organizacao Pan-Americana da Saude, 2016).

Diversas espécies estdo relacionadas a etiologia dos casos de LTA sendo as
prevaléncias associadas a L. (V.) braziliensis amplamente distribuida em paises da América
Central e do Sul; L. (L.) amazonensis, ocorrendo no Brasil, Colémbia, Bolivia, Guiana
Francesa e Paraguai; L. (V.) guyanensis com distribuicdo no Brasil (Amazodnia), Peru, Guiana
Francesa, Coldmbia e Suriname; e L. (V.) panamensis com distribuicdo na América Central e
no norte da América do Sul (GOTO; LINDOSO, 2010; LAINSON, 2010; LAINSON;
SHAW, 2005).

Do ponto de vista epidemioldgico, a LTA é uma doenga zoonotica que apresenta

padrdes de transmissao: silvestre, ocupacional, rural e periurbano. O padrao silvestre ocorre
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em areas de vegetacdo primaria, onde acomete animais, podendo o homem ser infectado
qguando entra em contato com este ambiente. O padrdo ocupacional esta relacionado com a
exploracdo desordenada da floresta, desmatamento, construcdo de estradas e atividades de
ecoturismo. Os processos migratorios, a ocupagdo de encostas, aglomerados em centros
urbanos associados a matas secundarias ou residuais correspondem ao padrdo rural e
periurbano em &reas de coloniza¢do (BRASIL, 2007; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).
Vale ressaltar que o perfil periurbano de transmissdo, estd relacionado basicamente com a
falta de saneamento basico, a situacdo econdémica precaria, a migracdo da populagdo para as
cidades, a construcdo de estradas e ao convivio com animais que servem de novos
reservatorios da doenga.

Além disso, a epidemiologia da LTA € bastante complexa, com varias espécies de
Leishmania circulantes numa mesma area geogréafica, varios hospedeiros reservatorios, muitos
vetores, manifestacdes clinicas e resposta terapéuticas varidaveis (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018).

Adicionalmente, surtos de LTA no Brasil séo frequentes entre homens em idade
produtiva, que invadem a floresta por razbes diversas, como para treinamento militar
(DANTAS-TORRES et al., 2017a).

2.4 Resposta imune celular na LTA

A LTA apresenta um grupo de doencas com caracteristicas imunoldgicas e clinicas
distintas, cujo desenvolvimento e a exacerbacgédo dos sintomas estdo ligados a fatores diversos
(e.g. a resposta imune do hospedeiro e a espécie de parasita). Durante a resposta imune do
hospedeiro humano na LTA, ha uma expanséo de tipos celulares, caracterizados por linfocitos
T CD4+, apresentando um perfil de citocinas T helper do tipo Thl ou Th2 (HOLZMULLER,;
BRAS-GONCALVES; LEMESRE, 2006; REIS et al. 2006).

Na resposta do tipo Thl, as citocinas IFN-y e TNF-a serdo produzidas, ativando
macrdfagos e, por conseguinte levando a destruicdo dos parasitas. JA& numa resposta do tipo
Th2, as citocinas IL-4 e IL-10 irdo inibir a ativacdo de macrdfagos, desta maneira,
favorecendo a multiplicagdo dos parasitas e o surgimento de lesGes variadas (REIS et al.,
2006). A Leishmania é capaz de modular a resposta imune celular para uma resposta do tipo
Th2, promovendo a persisténcia da infec¢do (REIS et al., 2006).
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A resposta imune adaptativa do hospedeiro frente a infeccdo por Leishmania é
regulada por vias bastante complexas. Pesquisas relacionadas a resposta imune mediada por
células (respostas profilaticas dos linfocitos in vitro e diagnostico pela intradermoreacdo de
Montenegro — IDMR), em locais endémicos, evidenciaram que um grupo de individuos
infectados com Leishmania evoluiu para o desenvolvimento de sintomas clinicos da doenca
(DAVIES et al., 1995). De acordo com inquéritos epidemioldgicos aplicados em areas onde a
LTA ¢é endémica, somente cerca de 3% dos individuos infectados por parasitos do subgénero
Viannia desenvolveram lesdes dérmicas (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Desta
maneira, frente a infeccdo por esses parasitas, ha individuos resistentes (assintomaticos) e
outros com graus variados de susceptibilidade (sintométicos) (SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004).

Os macrdéfagos atuam atraves da producdo de espeécies reativas do oxigénio (ROS) e
intermediarios tais como o 6xido nitrico (NO), que provocam a morte dos parasitas (SOONG;
HENARD; MELBY, 2012). Dessa forma, é a partir da ativacdo de macrdfagos via IFN-y
secretada por células Thl que ocorre a morte do parasita. Essa citocina é fundamental no
estabelecimento e manutencdo de uma resposta imune protetora (CASTELLANO et al.,
2009).

Ao longo da sua evolugdo, as leishmanias desenvolveram mecanismos para manipular
o0 sistema de defesa do hospedeiro (NEVES, 2012). Dentre esses, estd a produgdo de dois
importantes glicoconjugados de superficie: glicoproteina 63 (gp63) e o lipofosfoglicano. A
gp63 auxilia na ligacdo do parasito aos receptores dos macrofagos e o lipofosfoglicano auxilia
na ativacdo do sistema complemento com o propdsito de induzir a fagocitose e proteger o0s
parasitos incluidos nos fagolisossomos, inibindo as enzimas lisossomais (GONTIO;
CARVALHO, 2003; ROBINS; COTRAN, 2005).

No cenario que envolve a imunidade adaptativa, os linfocitos T CD4* apresentam um
papel dicotdmico na resposta do hospedeiro a LTA, sendo capaz de promover uma resposta
protetora com perfil do tipo Th1 ou acarretando na persisténcia da doenca e sua patologia por
produzir um perfil do tipo Th2. Em humanos, a resposta imune a infeccéo por Leishmania nédo
é bem caracterizada como a resposta em camundongos, devido a sua complexidade (REIS et
al., 2006). Na LTA humana, a diferenciacdo de células T CD4" para o tipo Th1 é mediada por
IL-12 que € produzida por macréfagos. A resposta imune do tipo Thl com producédo de (IFN-
vy € TNF-a) vem sendo relacionada ao controle da infecgdo por ativacdo dos macréfagos, e
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consequentemente morte do parasita (ALEXANDER; BROMBACKER, 2012; AMEEN,
2010; KEDZIERSKI, 2010).

A atuacdo da citocina IFN-y em cooperagdo com TNF-a ativa a enzima 0xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) de macrdfagos a produzir NO, resultante da morte intracelular do
parasito e do controle da doenga. Em contrapartida, citocinas como TGF-B, IL-4 e IL-10
favorecem o aumento dos parasitos através da diminuigdo na producéo de IFN-y e bloqueio da
ativacdo de macrofagos, reduzindo assim o NO (GOMES-SILVA et al., 2007, NYLEN;
GAUTAM, 2010; OLIVEIRA et al., 2014).

De acordo com Alexander e Brombacker (2012), a caracterizagcdo recente de
populacdes celulares importantes como as células do tipo Th9 e as células T regulatorias
(Tregs) assim como a analise das intera¢Oes parasito-hospedeiro nas infec¢Bes por diferentes
espécies de Leishmania tem levantado a questdo do paradigma Th1/Th2 como um padrédo
simples de susceptibilidade e resisténcia. As Tregs estdo ligadas a manutencdo da homeostase
imune através da delecdo de células T auto-reativas e secrecdo de mediadores anti-
inflamatorios como € o caso da IL-10. Além disso, a funcdo das Tregs durante a infeccéo por
Leishmania é multifacetada, e a protecdo da doenca ou promoc¢do dependera do modelo
experimental estudado.

Assim sendo, o paradigma da resposta Th1/Th2 em humanos foi aceito até 2005,
quando uma populagdo celular foi identificada e tornou-se conhecida como Thl7. A
interleucina IL-17, principal citocina secretada por este perfil celular, pode desempenhar um
papel patogénico em um amplo espectro de doengas humanas, particularmente em condi¢coes
inflamatorias crénicas quando a inflamagdo, muitas vezes desencadeadas por agentes
desconhecidos, ndo pode ser adequadamente atenuada pelo sistema imunoldgico (COSMI et
al., 2014).

Diante deste espectro de atividades, a IL-17 tem sido alvo de estudos nas infecc¢des por
Leishmania spp. Entretanto, apesar dos estudos realizados pela academia nos Gltimos anos,
resultados controversos tém sido encontrados e a atuacdo da IL-17 como fator de resisténcia
ou susceptibilidade na LTA ainda ndo é bem compreendida (BACELLAR et al., 2009;
NOVOA et al., 2011).

Porém, um estudo recente realizado por Gongalves-de-Albuquerque et al. (2017),
concluiu que as células Th17 sd@o um modulador crucial da imunidade adaptativa contra
Leishmania spp., atuando principalmente no recrutamento de neutréfilos e desempenhando

um duplo papel no local da infeccdo. Até o momento, informacdes obtidas através de
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avaliacbes de pacientes e modelos experimentais sugerem que a influéncia da IL-17 e
neutrofilos ao longo das infecgdes por Leishmania é totalmente dependente do tecido (pele ou
figado/baco) e espécies parasitarias. O tempo em que os neutréfilos sdo recrutados e a
persisténcia da IL-17 no microambiente da infeccdo também podem ser significativos
(GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017).

Tais mecanismos imunoldgicos promovem a persisténcia do parasita ap0s a cura
clinica da doenca. A confirmacao da persisténcia em individuos curados clinicamente levanta
varias questles a respeito da epidemiologia, da evolucdo clinica e das estratégias de controle
das leishmanioses (MENDONCA et al., 2004).

2.5 Modelos murinos

Para melhor entender os mecanismos imunoldgicos, genéticos e as infecgdes humanas
por Leishmania spp., modelos de infecgOes experimentais com diferentes linhagens de
camundongos tém sido utilizados.

Modelos experimentais de infeccdo sdo instrumentos importantes para estudos sobre
as leishmanioses, tanto no que se refere ao desenvolvimento da doenga quanto na resposta
imune subsequente. Tais modelos permitem avaliar o papel dos diferentes componentes da
resposta imune e os resultados de pesquisas tém permitido a visualizacdo de estratégias
terapéuticas e de desenvolvimento de vacinas.

Determinadas linhagens de camundongos séo resistentes a infeccdo ao passo que
outras sdo suscetiveis, possibilitando estudar os mecanismos imunes que regulam a resposta
ao parasito. Alguns modelos séo usados no estudo das leishmanioses causadas por L. (V.)

braziliensis, L. (L.) major e L. (L.) amazonensis.

2.5.1 O modelo de infecgéo por L. (V.) braziliensis

Os camundongos BALB/c foram considerados os mais suscetiveis a infecgdo, muito
embora a L. (V.) braziliensis ndo cause, nessa linhagem, lesdes severas e duradouras
(CHILDS et al., 1984). Ha uma dificuldade para se alcancar uma boa relagédo entre a resposta
a infeccdo por L. (V.) braziliensis no animal e no homem, dificultando assim o estudo em
laboratério. No caso do BALB/c que notoriamente polariza a uma resposta de susceptibilidade

em L. (L.) major, observa-se um perfil de resposta imune variado, possivelmente devido a
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variantes de L. (V.) braziliensis em circulagdo no continente americano (DEKREY; LIMA;
TITUS, 1998).

Nas lesbes provocadas por L. (V.) braziliensis, um fator interessante sdo as fortes
caracteristicas da resposta celular do tipo Thl induzida por alta producdo de citocinas pro-
inflamatérios (TNF-o, IFN-y, IL-6 e IL-17), ainda que a carga parasitaria nas lesdes
apresentem niveis baixos (GOMES et al. 2014). Tal fator parece diferenciar a resposta a L.
(V.) braziliensis da resposta frente as outras espécies relacionadas as formas clinicas da LV e
da leishmaniose difusa (DANTAS et al., 2014; GAZE et al., 2006).

Trabalhos desenvolvidos por Moura et al. (2005), monstraram que camundongos
BALB/c infectados com 10° parasitos na derme da orelha desenvolveram uma lesdo cutanea
no local da inoculacdo e tal lesdo foi semelhante as observadas em pacientes com LC.

A infeccdo por L. (V.) braziliensis em camundongos isogénicos normalmente resulta
em um fen6tipo de resisténcia de acordo com Rocha et al. (2007). Estudos realizados por
Pereira et al. (2009) utilizando camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com isolados de
L. (V.) braziliensis e com uma cepa de referéncia de Leishmania do complexo L. (V.)
braziliensis observaram lesdo na pata infectada sem ulceragbes nas duas linhagens de
camundongos. Rocha et al. (2007) tiveram resultados similares, no qual as mesmas linhagens
infectadas também com cepa de L. (V.) braziliensis apresentaram uma pequena lesdo, sem
ulceracdes e com posterior cura espontanea da les&o.

Um estudo realizado com BALB/c sugere que diferentes populacdes de células
dendriticas poderiam induzir respostas especificas as varias especies de Leishmania. No
entanto, as células dendriticas dermais auxiliam no desenvolvimento de um perfil Thl
predominando linfécitos T na infeccdo por L. (V.) braziliensis, ao passo que as células de
Langherans auxiliariam impedindo a expressdo de Thl em L. (L.) amazonensis (CARVALHO
et al., 2016).

2.5.2 O modelo de infecgéo por L. (L.) major

Trabalhos com camundongos isogénicos infectados por L. (L.) major contribuem para
0 conhecimento no que se refere a resposta imunolodgica na LC (PEREIRA et al., 2009;
SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SILVEIRA et al., 2009). Em tais modelos, podem ocorrer

dois tipos de respostas pelos camundongos frente a infec¢do: a resposta Thl e a Th2
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correlacionadas aos fendtipos de resisténcia e susceptibilidade, respectivamente (SACKS;
NOBEN-TRAUTH, 2002; SILVEIRA et al., 2009).

Logo apds a infeccdo com as formas promastigotas de L. (L.) major, ocorre uma
resposta inflamatorio local intensa, seguida de um recrutamento de mondcitos e neutrdfilos
para o local da infeccdo (MOUGNEAU; BIH; GLAICHENHAUS, 2011).

O modelo de infeccdo por L. (L.) major é demonstrado nos camundongos BALB/c
(modelo de suscetibilidade) e pelos camundongos C57BL/6 (modelo de resisténcia). A
infeccdo por L. (L.) major em camundongos BALB/c acarreta em uma resposta com perfil de
linfécitos TCD4+ do tipo Th2, ja que se desenvolve em locais com niveis altos de IL-4 e
baixos de IFN-y o que caracteriza esse modelo (BALB/c) como suscetivel & infec¢do (LOKE
et al., 2007).

A relacdo oposta da expressao génica de IFN-y e IL-4 nos modelos organiza as bases
para a composicao das respostas humoral e celular, diferentes as infec¢bes pelo mesmo
parasito nos tipos de camundongos (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000). Em humanos,
niveis altos de IL-4 em pacientes com leishmaniose cutanea difusa ndo sdo encontrados,
indicando que a resposta Th2 pode ter menos relevancia para a gravidade da doenga em
humanos do que em camundongos (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000).

Em um sistema livre da resposta Thl ou Th2, a citocina IL-10 impossibilita a
formacdo de NO por macrofagos infectados. No momento em que os macréfagos fagocitam
parasitos opsonizados por IgG do hospedeiro, estes sdo impulsionados a fabricarem grandes
quantidades de IL-10, favorecendo assim a proliferacdo do parasita (KANE; MOSSER, 2001;
NOBEN-TRAUTH et al., 2003). Assim, existem outros mecanismos além da polarizacdo
(Th1/Th2) que beneficiem os perfis de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo por L. (L.)
major.

Watanabe et al. (2004) afirmam que a linhagem de camundongos (C57BL/6)
produzem baixos niveis de IL-4 quando infectados por varios parasitas. Na escassez de IL-4,
0s animais conseguem responder naturalmente a lesdo cuténea ocasionada durante 0s
procedimentos experimentais por L. (L.) major, o que esta associado com a presenca de
linfécitos TCD4+ polarizados para um perfil do tipo Thl com niveis elevados de IFN-y. Tal
polarizacdo acontece nos linfonodos drenantes do sitio inflamatério em consequéncia dos
niveis altos de IL-12 produzida pelas células dendriticas no local da infeccéo.

A agregacdo de IFN-y e TNF-a acarreta na ativacdo de uma populacdo de macrofagos

com funcdo microbicida. O macrofago quando infectado e ativado fornece anions superéxido
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e radicais de nitrogénio e oxigénio. Ocorre a producdo de NO, por meio do metabolismo do
aminoéacido L-arginina pela enzima iNOS e isso elimina o parasito intracelular (TRACEY et
al., 2008).

2.5.3 O modelo de infecgéo por L. (L.) amazonensis

A polarizacdo Th1/Th2 e o papel no desenvolvimento de modelos de suscetibilidade e
resisténcia apontados na infeccdo por L. (L.) major, servem de padréo para estudos sobre a
relacdo entre resposta imunoldgica do hospedeiro e os parasitos do género Leishmania
(MCMAHON-PRATT e ALEXANDER, 2004). No entanto, o papel protetor e estimulador
de suscetibilidade ndo se aplica a todos os hospedeiros e espécies de parasitos (JI; SUN;
SOONG, 2003; MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004). A maioria das linhagens de
camundongos sao susceptiveis a L. (L.) amazonensis (exceto C3H/HeJ), inclusive a linhagem
C57BL/6 que é resistente frente & infeccdo por L. (L.) major. Os hospedeiros apresentam
lesBes crescentes com formacéo de vacuolo parasitofaro nas células infectadas, com alta carga
parasitaria (Ql; POPOV; SOONG, 2001).

Tais modelos de susceptibilidade ndo estdo necessariamente, associados a uma
resposta do tipo Th2 e/ou a uma elevada producdo de IL-4, mas a niveis baixos de citocinas
(IFN-y, IL-10 e IL-17), sendo que esta situacdo inicial pode ser importante para a
sobrevivéncia do parasito e manutencdo da carga parasitaria (JI; SUN; SOONG, 2003).

Hermida et al. (2014) relataram que a infeccdo por L. (L.) amazonensis impede a
migragdo de células dendriticas do sitio de infecgdo aos linfonodos drenantes, ocorrendo
acumulo de células de Langherans. Pode ocorrer niveis baixos na produgdo de IL-12 e
comprometimento na expressdo da cadeia B2 de seu receptor, favorecendo assim a
susceptibilidade para este organismo, uma vez que o receptor da IL-12 € um ponto de controle
para a resposta imune a leishmaniose (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000).

Na infeccdo por L. (L.) amazonensis o0s neutrdfilos apresentam um papel de protecao.
Camundongos (BALB/c) quando infectados tornam-se mais susceptiveis quando ocorre
reducdo de neutréfilos, num mecanismo que pode ser dependente de IL-10 e IL-17 (SOUSA
et al., 2014). Além disso, na infeccdo por L. (L.) amazonensis a citocina IFN-y, apresenta um
papel bem importante. Em baixas doses, esta citocina, pode beneficiar a proliferagcdo das
formas amastigotas de L. (L.) amazonensis em macrofagos infectados in vitro, mesmo

propiciando a morte das formas promastigotas (QI et al., 2004).
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Geraldo et al. (2016), mostraram também que além dos macréfagos, a L. (L.)
amazonensis € internalizada pelas células fagociticas derivadas de B-1, e essas células
apresentaram uma grande quantidade de parasitas internalizados quando comparadas com
culturas de macrofagos peritoneais e derivados de medula. Durante a infec¢do por L. (L.)
amazonensis, as células Tregs parecem ter funcdo protetora também, mas essa a¢do ndo esta
associada a producdo de TGF- e IL-10 (JI et al., 2005).

A compreensdo de tais modelos é de grande relevancia para entender as funcdes dos
componentes da resposta imune no processo de infeccdo por Leishmania, tanto na

exacerbacdo quanto no resultado da inflamacao.

2.6 Composicao e importancia da saliva

A saliva apresenta um papel importante durante o repasto sanguineo do vetor,
modulando a resposta imune do hospedeiro e muitas vezes favorecendo a transmissdo de
patdgenos. Devido a tal relevancia, a caracterizacdo dos componentes da saliva que sao
responsaveis por essas atividades é fundamental para entender os mecanismos de acdo e 0
desenvolvimento de estratégias para interromper a transmisséo do patogeno (TEIXEIRA et
al., 2005).

O aparelho salivar dos flebotomineos é composto por glandula salivar, dutos salivares,
bomba salivar e um canal salivar (LESTINOVA et al., 2017). As glandulas salivares sao
emparelhadas por uma camada Unica de epitélio (ADLER; THEODOR, 1926; ABDEL-
BADEI et al., 2012), podendo ser homogéneas (tamanho e forma) ou heterogéneas de acordo
com a espécie de flebotomineos (e.g. a glandula maior e totalmente inflada de P. papatasi
pode atingir 180 x 140 um) (Figura 1). A composicdo da saliva desses dipteros difere nao
somente entre espécies diferentes, mas também entre populacBes originarias de areas
geograficas distintas (LESTINOVA et al.,, 2017; RAMALHO-ORTIGAO et al., 2015;
ROHOUSOVA et al., 2012; VOLF; TESAROVA; NOHYNKOVA, 2000; VOLF;
ROHOUSOVA, 2001).
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Figura 1 - Comparagéo de glandulas morfologicamente heterogéneas e homogéneas.

Fonte: Lestinova et al. (2017).
Legenda: (A) Par de glandulas heterogéneas de Phlebotomus duboscqi (269 x 178um e 187 x
138um) totalmente infladas; (B) Par de glandulas homogéneas de Lu. longipalpis totalmente infladas
(166 x 106pm e 168 x 104um).

Um estudo recente realizado por Nacif-Pimenta et al. (2020) monstraram que as
glandulas apresentam aspectos morfolégicos conservados e distintos de acordo com as
diferentes espécies de flebotomineos. Cada glandula salivar tem um unico lobo arredondado
constituido de 100-120 células secretoras. As células secretoras, de acordo com sua
ultraestrutura e ligacdo a lectina, foram classificadas em cinco subpopulacfes diferentes, que
podem diferir nas vias secretoras.

Estes morfoldgicos tipos de células secretoras estavam presentes com dissimilaridade
entre as especies estudadas. Dois tipos de células secretoras foram encontrados em Lu.
longipalpis (tipo | e 1), trés em P. duboscqi (tipo I, Il e I11) e todos os cinco tipos de células
foram encontrados em Mi. migonei (Figura 2). A glandula salivar de Mi. migonei apresentou a
maior variedade de secrecdo celular com todos os cinco tipos diferentes. E provavel que
alguns tipos celulares estejam em desenvolvimento (células imaturas), entretanto, essa
variedade de tipos de células secretoras diferenciadas (poucas organelas e muitas vesiculas
secretoras), sugerem que sdo, de fato, subpopulagées de células secretoras maduras distintas.

A glandula salivar € um 6rgdo composto de um pequeno namero de células secretoras
com poucos tipos de células, embora varias substancias sejam produzidas e secretadas para
formar a saliva. Abordagens proteémicas identificaram de 20-40 proteinas pertencentes a 13
familias de espécies distintas destes insetos (ANDERSON et al., 2006; VALENZUELA et al.,
2001; 2004; VLKOVA et al., 2014). Assim, cada tipo de célula secretora pode estar
envolvido na producdo e secrecdo de diferentes componentes salivares. A morfologia
evidenciou que em alguma glandulas o epitélio estd em linha reta enquanto em outros grupos

de células secretoras podem ser sdo projetados e parecem ser liberados no reservatorio da
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saliva. De acordo com o aspecto ultraestrutural da secre¢do da saliva, os tipos de células I e V
sdo células merocrinas, células 1l e 111 sdo células exdcrinas e as do tipo IV sdo células
holécrinas (NACIF-PIMENTA et al., 2020).

Durante o processo de secrecdo, toda a célula é liberada do epitélio com todo o seu
conteldo e posterior morte celular. O processo holécrino é uma morte celular programada, um
mecanismo de apoptose (LIMAN; ALAN, 2013), demonstrando que a glandula desses vetores
é uma glandula exdcrina multifacetada, que apresenta uma variedade de tipos celulares, que

executam um processo secretor distinto da saliva.

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura de glandula salivar de Mi. migonei.

Fonte: Nacif-Pimenta et al. (2020).
Nota: Pequenos dutos (setas brancas) ligando os I6bulos da glandula ao ducto salivar comum
(asterisco preto).

Os flebotomineos apresentam pecas bucais endurecidas e bastante curtas. Assim,
durante o processo de alimentacdo sanguinea, estes insetos necessitam dilacerar a pele do
hospedeiro com as mandibulas presentes em sua proboscide até atingir as camadas
superficiais da derme, onde rompem tecidos e dilaceram capilares formando um pogo
sanguineo contendo também restos de tecido (ANDRADE et al., 2007). Entdo, o hospedeiro
reage por meio de trés sistemas que incluem hemostasia, inflamacdo e imunidade que
dificultam a alimentacio (ABDELADHIM; KAMHAWI; VALENZUELA, 2014;
FRANCISCHETTI, 2010). A saliva de flebotomineos é composta por elementos
farmacologicamente ativos denominados sialogeninas (do grego sialo, saliva) com
propriedades capazes de contornar este ambiente indspito, respondendo as dificuldades
impostas pelos mecanismos de defesa do hospedeiro e posteriormente finalizando a refei¢ao

sanguinea.
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Além disso, apresenta um papel importante na transmissdo de Leishmania. Sendo um
aglomerado de substancias com fungdes farmacoldgicas, tais como vasodilatadoras, anti-
agregadoras de plaquetas, anti-hemostaticas, imunossupressoras, exacerbadoras da infeccao e
indutoras de infecciosidade de Leishmania para o hospedeiro vertebrado (ABDELADHIM et
al., 2014; FRANCISCHETTI, 2010; SOARES; TURCO, 2003; TEIXEIRA et al., 2005).

A homeostasia € controlada por componentes anti-agregacdo plaquetaria, anti-
coagulantes e vasodilatadores da saliva (RIBEIRO, 1995). Moléculas como a hialuronidase
(que auxilia na difusdo de outros componentes); apirase, prostaglandina E2 (PGE2) e
prostaciclina (inibem a agregacdo plaquetaria e possibilitam a dilatacdo sanguinea). O
maxadilan (substancia vasodilatadora), presente na saliva de Lu. longipalpis é considerado um
forte vasodilatador, também foi descrito na mesma espécie um anticoagulante chamado
lufaxin que é um forte inibidor do fator Xa, que desempenha um importante papel na cascata
de coagulacdo transportando a producdo de trombina e formando os coagulos de fibrina
(COLLIN et al., 2012; LERNER et al., 1991). Tais moléculas tem como finalidade a
formagao do “pogo sanguineo” para a alimentacao dos flebotomineos (RIBEIRO et al., 1995).

O maxadilan possui além do papel vasodilatador, atividade imunomoduladora que
induz a producdo de citocinas do perfil Th2, (e.g. IL-10 e TGF-B) e inibindo a producédo de
citocinas do perfil Thl (e.g. IL-12 e TNF-a), além de inibir a produgéo de NO, favorecendo
dessa forma a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro (BRODIE et al., 2007).

Além de apresentar propriedades anti-hemostaticas, a saliva é também quimiotatica
para diferentes células do sistema imunol6gico, atuando na modificacdo de processos
inflamatorios no local da alimentacdo. Saliva de Lu. longipalpis, P. papatasi e P. duboscqi
aumentaram significativamente a quimiotaxia positiva para macréfagos, apressando desta
maneira a entrada de parasitos nestas células (ANJILI et al., 1995; ZER et al., 2001).

Proteinas presentes na glandula salivar desses dipteros apresentam atividade
farmacoldgica e muitas delas ainda ndo possuem sua atividade conhecida. Diversos trabalhos
tém evidenciado os componentes salivares de Lu. longipalpis e, dentre as atividades temos: a
inibicdo de fatores de coagulacdo e agregacdo de plaquetas, ligacdo as aminas biogénicas,
degradacdo de componentes da matriz extracelular, hidrélise de adenosina (ADO) e adenosina
monofosfato (AMP), vasodilatadores e nucleotidases (KAMHAWI; ASLAN;
VALENZUELA, 2014).

O homogeneizado de glandula salivar de fémeas adultas de Lu. longipalpis

demonstrou atividade de 5’nucleotidase, que converte AMP liberado durante o processo
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inflamat6rio em ADO com importante atividade antiplaquetaria e vasodilatadora (RIBEIRO;
ROWTON; CHARLAB, 2000).

2.7 Efeito da saliva de flebotomineos na infec¢do por Leishmania

Camundongos repetidamente expostos a homogeneizados de glandulas salivares ou a
picadas de flebotomineos ndo infectadas foram protegidos contra a infeccdo por Leishmania
(KAMHAWI et al., 2000). Muitos componentes dessa saliva sdo capazes de induzir
imunidade especifica - celular e humoral (Figura 3).

Pesquisas vém sendo realizadas com a finalidade de entender os mecanismos
associados a presenca de componentes salivares que favorecem protec¢do ou contribuem para a
exacerbacdo da doenca. Podemos evidenciar, dentre os efeitos imunomodulatérios da saliva
sobre o hospedeiro: infiltracdo de células inflamatérias e do perfil de citocinas no local da
picada, producdo de anticorpos, efeitos sobre células apresentadoras de antigenos (APCs),
inibicdo do sistema complemento, modulacdo na producdo de eicosandides, diminui¢do na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) através dos neutréfilos e inducdo de
apoptose dessas células (ARAUJO-SANTOS et al., 2014; CARREGARO et al., 2015;
MENDES-SOUZA et al., 2013; PRATES et al., 2011; VLKOVA et al., 2011; WHEAT et al.,
2008).
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Figura 3. Modelo hipotético representando a resposta imune em
hospedeiros expostos a picadas de flebotomineos.

S

) ) \ Flebotomineo
|

Pele
. antigenos salivares
resposta de anticorpos 0.0 - resposta DTH
o
i \ QA
- g °
. : S

macrofagos

células apresentadoras de antigenos

gt.ncgz)s Tho S g l o ThO

- e1..9 O

@ c1téc>mas : citocinas :o. ®Ihl @
o 20 0 | o

Fonte: Adaptado de Andrade e Teixeira (2012) e Gomes e Oliveira (2012).

Os elementos salivares induzem o processo inflamatério no hospedeiro, pois
promovem o recrutamento de células inflamatérias até o local da picada (SILVA et al., 2005).
A saliva desses insetos tanto isoladas quanto em combinagdo com parasitas de Leishmania foi
caracterizada como um estimulo para o aglomerado de neutréfilos no local de inoculacdo em
modelos murinos e em hamster (MONTEIRO et al., 2007; PETERS et al., 2008; SILVA et
al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2014). O sonicato de glandula
salivar (SGS) de Lu. longipalpis, por exemplo, aumenta a morte de neutréfilos e aumenta a
sobrevivéncia de Leishmania no interior das células (PRATES et al., 2011).
Simultaneamente, os neutrdfilos incubados com L. (L.) infantum e SGS produziram
quantidades significativamente maiores de MCP-1 (CCL2), uma quimiocina que atrai
macrofagos para a eliminagdo desses neutréfilos infectados (LESTINOVA et al., 2017,
RITTER; FRISCHKNECHT; VAN ZANDBERGEN, 2009).

Moura et al. (2007), demonstraram que a pré-exposi¢do de camundongos (BALB/c) a

saliva de Ny. intermedia foi capaz de induzir resposta inflamatoria nesses animais. No
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entanto, tal resposta ndo foi suficiente para assegurar protecdo contra a doenca, quando 0
parasita foi inoculado junto com a saliva do vetor. Os camundongos tiveram lesdes
persistentes e maiores em relacdo ao grupo controle, além de apresentarem niveis menores de
IFN-y comparado a IL-4.

A inoculagédo de L. (L.) major, associada com o lisado de glandula salivar de Lu.
longipalpis pode favorecer o estabelecimento da Leishmania. Camundongos das linhagens
BALB/c e C57BL/6, quando submetidos a tal associacdo resultou em reacdo inflamatoria
caracterizada por infiltrado leucocitario formado por neutréfilos, eosinéfilos e células T
CD45+. Houve também um aumento nos niveis de IL-10 em relacdo a IFN-y, sugerindo que o
lisado de glandula salivar induz uma resposta do tipo Th2 (MONTEIRO et al., 2007). Além
disso, a saliva desta espécie também facilita a transmissdo de L. (L.) amazonensis pela
inducdo da producdo de IL-10 e IL-4 e diminuicdo de NO em camundongos da linhagem
BALB/c (NORSWORTHY et al., 2004).

Apesar de possuir atividade imunomodulatéria, uma parte dos componentes da saliva
sdo proteinas e possuem potencial imunogénico. Populagdes residentes em areas endémicas
sdo frequentemente expostas a picada de flebotomineos (infectados ou ndo). Essa populacao
pode apresentar manifestacdes leves e cronicas da doenca, & medida que visitantes, ndo sendo
anteriormente expostos, possuem um risco maior de desenvolver a doenca grave. Deste modo,
a exposicdo frequente a picadas de flebotomineos leva a producdo de anticorpos que
neutralizam as proteinas salivares e adicionalmente ativam mecanismos celulares que podem
ter efeito adverso no estabelecimento da infeccdo (ANDRADE; TEIXEIRA, 2012; GOMES;
OLIVEIRA, 2012).

A imunizacdo do hospedeiro com moléculas salivares individuais pode ter diversos
efeitos sobre a infeccdo por Leishmania, ao contrario da saliva total (LESTINOVA et al.,
2017). Embora a imunizacdo de camundongos com SGH de P. papatasi protegesse
camundongos da infeccdo por L. (L.) major (BELKAID et al., 1998), a imunizagdo com a
proteina salivar PpSP44 dessa espécie aumentou a infeccdo causada pelo mesmo parasita. O
resultado protetor da infeccdo causada pela exposicdo a SGH e o resultado contrastante
causado pela PpSP44 foram associados com uma resposta imune Thl e Th2 anti-Leishmania,
respectivamente (OLIVEIRA et al., 2008). No modelo murino BALB/c usando saliva de Ny.
intermedia e L. (V.) braziliensis, o plasmideo que codifica para uma proteina Linb-11 foi

demonstrado como um potente indutor de uma resposta imune celular conferindo assim
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protecdo contra a infeccdo por L. (V.) braziliensis, ao contrario do efeito exacerbador da saliva
total (MOURA et al., 2007).

A resposta imunoldgica dirigida contra a saliva do inseto contribui na construcéo de
uma resposta anti-Leishmania. Individuos residentes em locais endémicos para leishmaniose
apresentam anticorpos contra antigenos salivares e a presenca desses anticorpos apresenta
uma relacdo positiva com uma reagédo de hipersensibilidade do tipo tardio contra antigenos do
parasito (AQUINO et al., 2010; BARRAL et al., 2000; GOMES et al., 2002; MARZOUKI et
al., 2011).

Os efeitos protetores de determinados componentes salivares podem ser modificados
na presenca do parasita. Camundongos BALB/c pré-imunizados e submetidos com 0 SGH de
Ny. intermedia, apresentaram alta expressdo de IFN-y, a0 mesmo tempo que a expressdo
desses genes em animais desafiados expostos a SGH em associagdo com L. (V.) braziliensis,
ndo foi observada. Isso sugere que, o0 parasito também é capaz de modular o ambiente para
seu estabelecimento. Presenca de genes indutores de IFN-y também foi analisada em células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de humanos ndo infectados de uma area
endémica para L. (V.) braziliensis e que poderiam estar expostos a picada de Ny. intermedia.
A expressdo desses genes também foi regulada positivamente pelo SGH dessa espécie de
flebotomineo nas CMSP desses individuos (WEINKOPFF et al., 2014).

A exposicdo prévia a saliva é capaz de induzir resposta imune protetora no individuo
através da producdo de anticorpos e do desenvolvimento do perfil de imunidade celular do

tipo Th1, podendo impedir a instalacdo da infeccdo pelo parasito.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos sobre os efeitos da saliva de flebotomineos na infec¢do por Leishmania spp.
indicam que as proteinas salivares do vetor tém capacidade de modular a resposta
imunoldgica do hospedeiro. Por exemplo, um estudo recente monstrou que homogeneizados
de glandulas salivares de Bi. flaviscutellata e Ps. complexus tiveram um efeito inibitdrio na
infeccdo por L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis em BALB/c (FRANCESQUINI et al.,
2014). O conhecimento sobre o efeito da saliva de flebotomineos no curso da infec¢do por
diferentes espécies de Leishmania podera ajudar no desenvolvimento de ferramentas para
avaliar a exposicdo a picadas de flebotomineos em &reas endémicas e até mesmo no

desenvolvimento de vacinas baseadas em antigenos salivares.

Leishmania (V.) braziliensis € o principal agente causador da LTA nas Américas e
diferentes espécies de flebotomineos tém sido implicadas na transmissdo desse importante
parasita, incluindo Mg. migonei. A falta de pesquisas cientificas sobre o efeito da saliva de
Mg. migonei no curso da infec¢do por L. (V.) braziliensis encorajou o desenvolvimento do

presente estudo.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o papel da glandula salivar de Mg. migonei na infecgédo por L. (V.) braziliensis?



40

5 HIPOTESE

As proteinas salivares de Mg. migonei na infeccdo por L. (V.) braziliensis tém
capacidade de modular a resposta imunolégica do hospedeiro, inibindo o surgimento da lesdo

cutanea.
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6 OBJETIVOS

A seguir sdo descritos os objetivos geral e especificos do presente trabalho de tese de

doutorado.

6.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da saliva de Mg. migonei na infeccdo experimental por L. (V.)

braziliensis.

6.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar o curso da infeccdo em roedores infectados com L. (V.) braziliensis na
presencga ou auséncia de saliva de Mg. migonei;

b) Analisar a resposta imune de roedores infectados por L. (V.) braziliensis na presenca
ou auséncia de saliva de Mg. migonei;

c) Awvaliar a carga parasitaria de L. (V.) braziliensis em roedores infectados através da
técnica de PCR convencional.
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7 METODOLOGIA

Nessa se¢do sdo descritos os processos metodologicos realizados no presente estudo.

7.1 Aspectos éticos

Os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA, numero: 114/2017) do Instituto Aggeu Magalhdes
(IAM/FIOCRUZ), Pernambuco, Brasil (ANEXO B). O protocolo para o uso dos animais foi
elaborado para minimizar a dor ou desconforto aos camundongos, os quais foram mantidos
em ambientes com temperatura controlada (22+ 2 °C) e umidade (55 10%). Além disso, 0s
animais ficaram no ambiente em condic¢bes de renovagdo continua de ar. Os camundongos
foram alojados em um ciclo de 12h luz/12h escuro e com livre acesso a comida (Nuvilab,

Curitiba, Parana, Brasil) e agua.

7.2 Leishmania (V.) braziliensis

Uma cepa de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) previamente isolada de um
paciente na Serra dos Carajas, estado do Pard, norte do Brasil, foi utilizada neste estudo. Os
parasitas foram cultivados em meio Schneider (pH 7,4), contendo 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF) (10 U/ml de penicilina) e 10 pg/ml de estreptomicina (meio Schneider completo),
mantidos a 26 °C. As formas promastigotas foram passadas in vitro semanalmente. No sexto
dia de cultura, promastigotas em fase estacionaria (1 x 10° células do parasita/ml) foram
obtidas, centrifugadas (1.620 x g por 10 min) em solucdo salina tamponada com fosfato

(PBS) (pH 7,4) e, posteriormente, utilizadas para infeccdo dos camundongos.

7.3 Preparacao de antigeno soluvel

As formas promastigotas foram mantidas conforme descrito no item 7.2 e aliquotas
contendo 10° células/ml foram submetidas a trés lavagens com salina tamponada (PBS — pH
7,2). Extratos de antigeno soltvel de Leishmania (LSA) foram preparados utilizando um
protocolo descrito por Chamakh-Ayari et al. (2014) e usado em cultura de células. Culturas de

promastigotas de L. (V.) braziliensis foram lavadas em 1 x PBS, centrifugadas a 800 x g por
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15 min a 4 °C e os sobrenadantes foram removidos. Os sedimentos foram ressuspensos em
1mL de tamp?o de lise (Tris 50 mM, EDTA 5 mM) 1 x 10° parasitas/ml contendo inibidor de
protease metil-fenil-fluoreto (Cytiva, USA). A solucéo do parasita foi submetida a trés ciclos
rapidos de congelamento-descongelamento seguidos por seis pulsos 40W/20 segundos em um
sonicador. As fragdes antigénicas soltivel (AgST) foram separadas por centrifugacdo a 10.000
x g por 20 min a 4 °C e os sobrenadantes foram coletados. O sobrenadante correspondente ao
AgST de L. (V.) braziliensis foi submetido a dosagem protéica utilizando o Kit comercial 2G
Quant kit (Cytiva, USA), seguindo as instrugdes do fabricante. Para verificar a integridade do
LSA, uma eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com
Laemmli (1970) nas concentragdes de 20 pg/ml e 40 pg/ml, as quais foram coradas com azul
de Coomassie blue. Apds esses procedimentos, as fracdes do antigeno foram armazenadas a —

20 °C até o0 uso em ensaios de cultura de células (Brito et al., 2000).

7.4 Producdo do homogeneizado de glandulas salivares

O homogeneizado de glandulas salivares (SGH) foi obtido a partir de fémeas de Mg.
migonei de uma colonia mantida na Charles University, Praga, Republica Tcheca. A colnia
foi estabelecida a partir de espécimes capturadas no municipio de Baturité, estado do Ceara,
nordeste do Brasil, e mantida em condi¢cdes padrdo conforme descrito por Volf e Volfova
(2011). As glandulas salivares foram dissecadas em tampao Tris (20 mM Tris, 150 mM NacCl,
pH 7,6) e liofilizadas para envio ao Brasil em temperatura ambiente. Uma hora antes do uso, a
preparacao foi reconstituida em &gua destilada na propor¢do de uma glandula salivar por 1 pl
de &gua destilada. O equivalente a uma Unica glandula salivar foi utilizado para cada ponto de

inoculacdo nos camundongos.

7.5 Inoculagdo de camundongos BALB/c com L. (V.) braziliensis, SGH ou ambos

Vinte e quatro camundongos BALB/c com 8 semanas de idade foram separados em
quatro grupos (Figura 4), como se segue: Grupo controle (CTRL) (seis camundongos nédo
infectados inoculados com PBS); Grupo SGH (seis camundongos, cada um inoculado com o
equivalente a uma unica glandula salivar de Mg. migonei); grupo SGH+LEISH (seis
camundongos, cada um inoculado por via subcutinea na pata traseira com 10° formas
promastigotas em fase estacionaria de L. (V.) braziliensis em 50 pl de PBS mais o equivalente

a uma Unica glandula salivar de Mg. migonei; grupo LEISH (seis camundongos, cada um
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inoculado com 10° formas promastigotas em fase estacionaria de L. (V.) braziliensis em 50 pl

de PBS).

Figura 4. Inoculagéo de L. (V.) braziliensis, SGH ou ambos em camundongos BALB/c.
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Fonte: A autora.

7.6 Avaliacdo macroscépica da infeccéo

A pata traseira dos BALB/c infectados foi monitorada durante 8 semanas através da

medicdo da espessura da pata submetida a inoculacdo com auxilio de um paquimetro (Figura

5). A espessura da pata inoculada foi comparada com a espessura da pata ndo submetida a
inoculacdo (FRANCESQUINI et al., 2014). A presenca e a espessura de quaisquer lesdes

cutaneas também foram registradas. Os camundongos foram eutanasiados no final do periodo

de observacao.
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Figura 5. Medicdo da espessura da pata com auxilio
de um paquimetro.

Fonte: A autora.

7.7 Cultura de células para dosagem de citocinas

Oito semanas apos a inoculacdo (PI), o baco de cada camundongo foi removido
assepticamente ap0s a eutanasia e utilizado para dosagem de citocinas (Figura 6). Em seguida,
suspensdes de células esplénicas foram obtidas por maceracdo em meio RPMI 1640 (Sigma
Chemical Corporation, St. Louis, MO, EUA). Os bacos foram macerados com émbolo de
seringa em tela de malha fina (Falcon®, filtro celular 40 um). A suspensao celular obtida foi
depositada em tubos falcon de 50 ml. Apos centrifugacdo a 200 x g durante 5 min a 4 °C, as
hemacias foram lisadas adicionando agua estéril ao precipitado durante 20 segundos (1
ml/baco). As células foram ressuspensas em meio RPMI suplementado com 5% de SBF
(Cultilab Materiais para Cultura de Células, Campinas, SP, Brasil) e mantidas em gelo por 5
min para a deposi¢do dos grumos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, centrifugado novamente a 200 x g por 5 min a 4 °C e o precipitado foi ressuspenso
em meio RPMI suplementado. A contagem de células e o teste de viabilidade foram
realizados com azul tripan em camara de Neubauer (Tennant, 1964). As células ressuspensas
foram cultivadas a uma concentracio de 10° células vidveis/poco em placas de 48 pocos
(Costar Cambridge, MA, EUA). As células foram entdo estimuladas com concanavalina
(ConA) (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, EUA) (2,5 ug/ml), SGH 0,5 (0,5 ul - 0
equivalente a 1/2 da glandula salivar), SGH 0,25 (0,25 ul - 0 equivalente a 1/4 de glandula
salivar) ou LSA (20 pg/ml). Uma cultura sem estimulo foi usada como controle. As placas

foram incubadas a 37 °C em uma incubadora de 5% de CO e, apés 3 e 5 dias, 0s



46

sobrenadantes foram coletados e imediatamente congelados a —20 °C para posterior analise da
producdo de citocinas. Coletamos cultura de células ap6s 3 e 5 dias para verificar se havia

alguma diferenca na producéo de citocinas ao longo do tempo.

Figura 6. Desenho experimental para medicédo de citocinas utilizando o baco de BALBI/c.
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Fonte: A autora.

7.8 Extracgédo de DNA

A extracdo de DNA genémico do tecido da orelha de camundongos foi realizada com
o0 kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Germany), seguindo as instrucoes
do fabricante. As amostras de DNA foram eluidas em 100 pl e congeladas a —20 °C. A
guantidade e pureza do DNA extraido foram avaliadas usando um espectrofotbmetro
NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, EUA).

7.9 Diagnostico Molecular

As amostras de DNA relatadas no item anterior foram testadas por PCR convencional
usando os iniciadores Bl (5’-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3) e B2 (5’-
CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’), que tem como alvo uma regido de 750 pares de bases do
minicirculo cinetoplasto de Leishmania spp. pertencente ao subgénero Viannia (de Bruijn e
Barker, 1992). As reagdes de PCR continham 14 pl de agua tipo I, 2,5 pl de dNTP (2 mM),
0,5 ul de Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA) (5 U/ul), 1,5 ul de MgCl2 (50
mM), 2,5 ul de 10x PCR buffer, 2,5 ul de cada iniciador (100 pmol/ul) (Invitrogen) e 2 ul do
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DNA da amostra. As condi¢des de amplificagdo consistiram em 35 ciclos (94 °C por 1 min,
65 °C por 1 min e 72 °C por 1 min), precedidos por uma etapa inicial de desnaturacdo de 5
min a 94 °C (Rodrigues et al., 2002) um controle positivo (DNA extraido de cultura de
promastigotas de L. (V.) braziliensis) e um controle negativo (DNA extraido de flebotomineos
machos) foram incluidos em cada corrida de PCR. Os produtos foram analisados em géis de
agarose 1,5%, sendo corados com brometo de etidio (10 pg/ml) e visualizados em
transiluminador de UV, utilizando escala de DNA de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, EUA)

como marcador de peso molecular.

7.10 Deteccao dos niveis de citocinas Th1/Th2/Th17 em sobrenadante de cultura atraves

da técnica de Cytometric Beads Array (CBA)

O kit de citocinas BDTM Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD
Biosciences) foi usado para medir as citocinas I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF,
seguindo as instrugdes do fabricante. Os resultados foram obtidos em 24 horas utilizando o
BD FACSCalibur™ (BD Biosciences), considerando o minimo de 2.100 leituras. A aquisi¢ao
foi realizada no software CellQuestPro e as analises no software FCAP Array (BD
Biosciences) versdo 3.0. Os resultados foram expressos como indice de taxa de cultura

estimulada/culturas ndo estimuladas.

7.11 Anélise estatistica

Os dados quantitativos foram testados para normalidade usando o teste D’Agostino.
Kruskal-Wallis (seguido pelo teste de comparacdo multipla de Dunn) foi usado para analisar
dados nao paramétricos, enquanto o teste t ou ANOVA foram usados para dados paramétricos
(teste de comparacao multipla de Tukey). A correlagdo entre as citocinas foi realizada usando
0 teste do coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) para dados ndo distribuidos
normalmente e o teste do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) para dados distribuidos
normalmente. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos
(representados por um asterisco).
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8 RESULTADOS

Nesta secdo serdo apresentados os resultados do presente estudo.

8.1 Perfil eletroforético de antigenos solUveis de Leishmania (LSA)

Os antigenos soluveis de Leishmania foram submetidos a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida e apresentaram proteinas cujos pesos moleculares variaram entre 225kDa e 17
kDa (Figura 7) quando comparadas ao peso molecular padrdo. O perfil encontrado de
proteinas foi entre os pesos moleculares de 76KDa ao 24KDa. O antigeno apresentou perfil
condizente com antigenos brutos de L. (V.) braziliensis e 0 mesmo ndo apresentou sinais de
degradacdo, estando de acordo com o que consta na literatura. Desta maneira, 0s antigenos

mostraram-se aptos para serem usados nas etapas imunoldgicas.

Figura 7. Gel de eletroforese SDS-PAGE.
PM 1 2

T —— oA -

o

[
225 kDa
150 kDa &=

|
102 kDa & ¥

76 kDa gl

52kDa

38 kDa
31kDa s

24kDa « °

17kDa .

Fonte: A autora.

Legenda: Padrdo de bandeamento da fracéo
protéica sollivel purificada de cultura de
promastigotas de L. (V.) braziliensis (AgST)
em concentracdes de 20 (1) e 40u (2).
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8.2 Avaliacdo macroscopica da infeccéo

A avaliacdo macroscépica revelou a presenca de lesdes leves em alguns camundongos
BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis, isoladamente (grupo LEISH) ou em combinacéo
com SGH de Mg. migonei (grupo SGH+LEISH). Esses animais apresentavam caquexia,

lesbes leves ndo ulcerativas (Figura 8) e lesbes na cauda (Figura 9).

Figura 8. Camundongo com caquexia e les@es leves ndo ulcerativas.

Fonte: A autora.

Figura 9. Lesdes na cauda do camundongo.

Fonte: A autora.

Os camundongos do grupo LEISH apresentaram lesGes leves ndo ulcerativas a partir
da quinta semana Pl. As lesGes atingiram tamanhos varidveis, aumentando progressivamente
até a oitava semana Pl (Gréfico 1). Em particular, trés camundongos do grupo LEISH
apresentaram lesdes leves ndo ulcerativas na cauda a partir da quinta semana Pl. As lesdes

atingiram tamanhos variaveis, aumentando progressivamente até a oitava semana Pl. Dois
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destes camundongos apresentaram um aumento pequeno na espessura da pata inoculada (isto
é, 0,04-0,05 um) da sexta a oitava semana Pl em comparacdo com a espessura da pata nao
inoculada. Da mesma forma, dois camundongos do grupo SGH+LEISH também apresentaram
leses leves ndo ulceradas na cauda a partir da quinta semana Pl e um adicional a partir da
sexta semana PI. No entanto, essas lesdes diminuiram progressivamente até a oitava semana
Pl. Um camundongo deste grupo mostrou um aumento muito menor na espessura (isto é, 0,03
um) de sua pata inoculada da terceira a oitava semana PI, enquanto outro camundongo
mostrou 0 mesmo aumento apenas na quarta semana Pl. Além disso, eles apresentaram
alopecia na quinta semana Pl e foram menos ativos em comparagdo com o0s camundongos
CTRL.

Gréafico 1. Tamanho das lesdes nos grupos SGH+LEISH e LEISH.
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Fonte: A autora.

N&o houve diferencgas significativas no desenvolvimento da lesdo ou no tamanho da
espessura da pata entre os grupos LEISH e SGH+LEISH. No entanto, considerando os
camundongos com lesGes na cauda (ou seja, trés em cada grupo), encontramos diferencas
estatisticamente significativas no tamanho médio da lesdo (Grafico 1) na sexta semana Pl
(teste t, t) = 3,148, P = 0,0346), sétima semana PI (teste t, ts) = 8,097, P = 0,0013) e oitava
semana PI (teste t, ts) = 8,447, P = 0,0011). Os camundongos do grupo SGH apresentaram a



ol

pata inchada na terceira semana Pl. Nenhuma leséo local foi observada nesses animais, assim

como nos camundongos do grupo controle.

8.3 Deteccdo de DNA de L. (V.) braziliensis em camundongos infectados

Todos o0s 24 camundongos (BALB/c) pertencentes aos quatro grupos foram analisados
com relacdo a deteccdo de DNA de L. (V.) braziliensis. Trés (50%) dos camundongos do
grupo SGH+LEISH e trés (50%) do grupo LEISH foram positivos na PCR, enquanto todos 0s
camundongos nos grupos SGH e CTRL foram negativos (Figura 10).

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose.
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Fonte: A autora.

Legenda: PM (peso molecular); C+ (controle positivo); CNE (controle de
extragcdo); CN (controle negativo); 1 a 6 (grupo CTRL); 7 a 12 (grupo SGH); 13 a
18 (grupo SGH+LEISH); 19 a 24 (grupo LEISH).
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8.4 Producdo de citocinas por células esplénicas estimuladas com SGH 0,5, SGH 0,25 e
LSA apds 3 dias

O LSA apresentou proteinas cujos pesos moleculares variaram entre 17 kDa e 225
kDa. O antigeno apresentou perfil eletroforético consistente com antigenos brutos de L. (V.)
braziliensis e ndo mostrou sinais de degradacdo como mencionado no item 8.1.

Em culturas de células esplénicas estimuladas com SGH 0,5 (Figura 11A), os niveis de
IL-17A foram ligeiramente menores no grupo CTRL em comparagdo com 0s demais grupos,
com diferenca estatisticamente significativa entre os grupos SGH e CTRL (teste de Tukey, df
= 5, P = 0,023). A producdo de TNF foi maior no grupo SGH quando comparado com 0s
grupos CTRL e LEISH (teste de Tukey, df =5, P = 0,018). N&o foram encontradas diferencas
estatisticas significativas em relacdo a producdo de IL-10, IFN-y (Figura 11A), IL-4, IL-6 e
IL-2 (Figura 12).

Culturas de células esplénicas estimuladas com SGH 0,25 (Figura 11B) mostraram
niveis significativamente baixos de IL-10 no grupo SGH em comparacdo com 0 grupo
SGH+LEISH (teste de Dunn, df =5, P = 0,042). A producdo de TNF foi maior no grupo SGH
em comparagdo com os grupos CTRL e LEISH, embora néo tenha diferenca estatisticamente
significativa. Diferencas estatisticas entre outras citocinas e grupos ndo foram significativas.

Quanto as culturas de células esplénicas estimuladas por LSA, o grupo LEISH
produziu niveis mais elevados de IL-10 em comparacdo com os grupos CTRL e SGH (teste de
Tukey, df = 5, P = 0,001) (Figura 11C). Além disso, o grupo SGH+LEISH produziu niveis
mais elevados de IL-10 quando comparado ao grupo SGH (teste de Tukey, df =5, P = 0,001).
Finalmente, os niveis de TNF foram significativamente maiores no grupo SGH+LEISH
quando comparados aos grupos CRTL e LEISH (teste de Tukey, df =5, P = 0,001).
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Figura 11. Avaliacdo dos niveis de citocinas detectados no sobrenadante de cultura apds 3

dias entre os grupos experimentais ap6s estimulo in vitro.
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Legenda: (A) SGH 0,5; (B) SGH 0,25; (C) LSA. As barras horizontais indicam as diferengas estatisticas com o
valor de p <0,05; p <0,001 a 0,01 (**); p <0,01 a 0,05 (*).
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Figura 12. Producao de citocinas por células esplénicas estimuladas com SHG 0,5 apds 3
dias.
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Fonte: A autora.

8.5 Producdo de citocinas por células esplénicas estimuladas com SGH 0,5, SGH 0,25 e

LSA apos 5 dias

N&o houve diferencga estatisticamente significativa em relagdo a produgéo de IL-10,
TNF, IL-6, IL-17A, IFN-y, IL-4 e IL-2 quando as células foram estimuladas com SGH 0,5
(Figura 13). Quando estimuladas com SGH 0,25 (Figura 14A), a producédo de IL-17A (teste
de Tukey, df =5, P = 0,020) e IFN-y (teste de Tukey, df =5, P = 0,037) diminuiu no grupo
SGH comparado ao grupo LEISH. N&o houve diferenca estatisticamente significativa em
relacdo a producdo de IL-10, TNF, IL-6, IL-4 e IL-2.
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Figura 13. Produg&o de citocinas por células esplénicas estimuladas com SGH 0,5

apos 5 dias.
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Quando estimulado com LSA (Figura 14B), niveis mais baixos de IL-17A foram
detectados no grupo SGH+LEISH em comparacdo com o grupo CTRL (teste de Tukey, df =
5, P = 0,024). Em relacdo ao IFN-y, os grupos LEISH e SGH+LEISH apresentaram niveis
mais elevados em comparacao ao grupo SGH (teste de Tukey, df =5, P = 0,004). Além disso,
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0 grupo SGH apresentou niveis mais baixos de IFN-y em comparagdo com o grupo CTRL
(teste de Tukey, df =5, P = 0,004).

Figura 14. Deteccéo de citocinas no sobrenadante de cultura (5 dias) nos grupos
estudados ap6s estimulo in vitro.
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Legenda: (A) Citocinas no sobrenadante da cultura apds estimulacdo com SGH 0,25; (B) Citocinas no
sobrenadante da cultura apés estimulo com LSA. As barras horizontais indicam as diferengas estatisticas
com o valor de p <0,05; p <0,001 a 0,01 (**); p <0,01 a 0,05 (*).
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8.6 Producéo de citocinas em cultura de células esplénicas ao longo do tempo

N&o houve diferencas estatisticamente significativas na producéo de IL-10, IL-17A,
TNF, IFN-y e IL-2 ap6s 3 e 5 dias pés-estimulo com SGH 0,5 (Figura 15). Apds estimulo
com SGH 0,25 (Figura 16A), a producdo de IL-17A e TNF ndo foi sustentada no grupo SGH,
com niveis decrescentes apds 5 dias em comparagdo com 3 dias de estimulo in vitro. A
producdo de outras citocinas ndo foi estatisticamente significativa.

Analisando a producdo de citocinas apds estimulo com LSA (Figura 16B), observamos
niveis mais baixos de IL-17A e IFN-y no grupo SGH ap6s 5 dias em comparagdo com 3 dias.
Por outro lado, os niveis de TNF foram significativamente maiores apds 5 dias comparado a 3
dias no grupo LEISH.
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Figura 15. Producao de citocinas em cultura de células esplénicas ao longo do tempo ap6s

estimulo com SGH 0,5.
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Figura 16. Comparacéo de citocinas no sobrenadante de cultura (3 dias e 5 dias) ap6s o

estimulo.
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Legenda: (A) Citocinas no sobrenadante da cultura apds estimulo com SGH 0,25; (B) Citocinas no
sobrenadante da cultura ap6s estimulo com LSA. As barras horizontais indicam as diferencas estatisticas com
o0 valor de p <0,05; p <0,001 a 0,01 (**); p <0,01 a 0,05 (*).
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8.7 Correlagdo entre a producéo de 1L-10, TNF e IFN-y apés diferentes estimulos

Para avaliar a influéncia da citocina inibitoria IL-10 na ativacdo de células T em
culturas, foi feita a correlagdo de IL-10 com IFN-y e TNF. Nao houve correlagdo entre a
producdo de IL-10, TNF ou IFN-y 3 dias apods a estimulo com SGH 0,5, SGH 0,25 ou LSA
(Tabela 1). No entanto, ap06s 5 dias, observamos uma correlacdo entre IL-10 e TNF no grupo
CRTL estimulado com SGH 0,25 (rs = 1,00, P = 0,002), bem como no grupo SGH+LEISH
apos estimulo com SGH 0,25 (r ) = 0,89, P = 0,016) ou LSA (r ) = 0,90, P = 0,013). Uma
correlagédo entre TNF e IFN-y também foi encontrada no grupo SGH+LEISH (r 5= 0,83, P =
0,040), bem como uma correlacdo entre IL-10 e IFN-y no grupo LEISH (r ) = 0,85, P =
0,029), apo6s estimulo com SGH 0,25.



Tabela 1 - Correlages entre a producéo de citocinas IL-10, TNF e IFN-y nos diferentes estimulos in vitro

Coeficiente de correlacéo 2

Grupos 3 dias 5 dias
IL-10 x TNF IL-10 x IFN-y TNF x IFN-y IL-10 x TNF IL-10 x IFN-y TNF X IFN-y
Grupo CTRL
SGH 0,5 -0,47 -0,14 -0,25 -0,48 -0,49 0,59
SGH 0,25 0,39 0,61 0,15 1,00%* s 0,17 0,53
LSA -0,60 0,57 -0,55 0,74 0,37 0,64
Grupo SGH
SGH 0,5 0,14 0,66 0,47 0,78 0,56 0,53
SGH 0,25 -0,62 -0,48 0,71 0,35 0,25 0,81
LSA 0,57 -0,56 -0,51 0,09 -0,78 0,09
Grupo SGH+LEISH
SGH 0,5 0,57 0,18 -0,27 0,01 0,43 0,00
SGH 0,25 -0,57 -0,30 -0,56 0,89* 0,65 0,83*
LSA 0,52 -0,40 -0,11 0,90* 0,11 -0,29
Grupo LEISH
SGH 0,5 0,57 0,22 0,58 0,14 0,47 0,69
SGH 0,25 -0,61 0,13 0,48 -0,03 0,85* 0,00
LSA -0,03 -0,18 0,09 0,32 -0,08 0,73

Fonte: A autora.
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Nota: 2 De outra maneira declarado com letras sobrescritas o coeficiente de correlagdo de Spearman (rs), todos os valores mostrados sdo coeficientes de correlacdo
de Pearson (r). Os resultados estatisticamente significativos sdo indicados com um (P <0,01 a 0,05) ou dois asteriscos sobrescritos (P <0,001 a 0,01).



62

9 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos o curso da infeccdo e 0s niveis de citocinas em
camundongos BALB/c suscetiveis inoculados apenas com SGH de Mg. migonei ou em
combinacdo com L. (V.) braziliensis. Ao final do periodo de observacéo (8 semanas), todos 0s
camundongos dos grupos SGH e CTRL apresentaram DNA negativo para L. (V.) braziliensis,
conforme esperado. Metade dos camundongos nos grupos SGH+LEISH e LEISH foram
positivos na PCR, mostrando uma baixa infectividade de L. (V.) braziliensis em BALB/c,
conforme relatado anteriormente (DEKREY et al., 1998; SAMUELSON et al., 1991). Porém,
0s grupos SGH+LEISH e LEISH negativos também podem estar relacionados a outros
fatores, incluindo a quantidade de DNA de L. (V.) braziliensis presente nas amostras, que
pode estar abaixo do limite de deteccdo (10 fg) do protocolo de Rodrigues et al. (2002) aqui
utilizado. Além disso, devemos considerar que camundongos foram inoculados na pata
traseira e utilizamos amostras de pele para a PCR. Portanto, esses resultados negativos
também podem ser devido a distribuicdo irregular de L. (V.) braziliensis na pele de
camundongos BALB/c, conforme demonstrado com outras espécies de Leishmania (DOEHL
etal., 2017).

Observamos les6es ndo ulcerativas leves em camundongos dos grupos SGH+LEISH e
LEISH. As lesdes em camundongos do grupo LEISH aumentaram progressivamente,
enquanto as lesdes em camundongos do grupo SGH+LEISH diminuiram progressivamente
até a oitava semana PIl. No entanto, considerando o baixo nimero de observacfes (ou seja,
trés camundongos de cada grupo apresentando lesGes cutaneas), sugerimos pesquisas
adicionais com um tamanho de amostra maior para confirmar se a saliva de Mg. migonei pode
reduzir o tamanho da lesdo e promover uma recuperacdo mais rapida, utilizando
camundongos BALB/c ou outro modelo animal. Nossos achados concordam com um estudo
anterior mostrando que o tamanho da lesdo causada por L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis foi menor em camundongos BALB/c infectados na presenca de SGH de
Bichromomyia flaviscutellata e Psychodopygus complexus, respectivamente, em compara¢do
com camundongos controle (FRANCESQUINI et al., 2014). Em outro estudo com
camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis foi observada uma pequena lesdo
na pata infectada, sem ulceracdes (PEREIRA et al., 2009). Resultados semelhantes também
foram descritos por Rocha et al. (2007), para camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados

por L. (V.) braziliensis que apresentavam pequena lesdo nodular, sem alteracGes na pata
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infectada e posterior cicatrizagcdo espontanea da leséo. O resultado de autocura ou protecédo
contra leishmaniose causada por Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) amazonensis e L.
(V.) braziliensis através da resposta imune da saliva de flebotomineos foi relatada em modelos
de roedores (THIAKAKI et al., 2005; GOMES; OLIVEIRA, 2012; LESTINOVA et al.,
2017).

Analisando a producgéo de citocinas em culturas de células esplénicas de camundongos
BALB/c em diferentes grupos, observamos algumas diferencas estatisticamente significativas
(ver secdo 3. Resultados) que variaram de acordo com o tipo de estimulo e com a quantidade
de dias pos-estimulo. Por exemplo, niveis aumentados de TNF e IL-17A foram registrados em
culturas de células esplénicas de camundongos do grupo SGH, 3 dias apds a estimulagdo com
SGH 0,5; também houve um aumento semelhante apds estimulacdo SGH 0,25, embora nao
estatisticamente significativo. Niveis diminuidos de IL-10 também foram registrados em
culturas de células esplénicas de camundongos do grupo SGH, 3 dias apds a estimulagdo com
SGH 0,25. Niveis aumentados de TNF e niveis diminuidos de IL-10 também foram
registrados 3 dias ap0s a estimulacdo com LSA em camundongos dos grupos SGH e SGH +
LEISH, respectivamente.

As propriedades antigénicas e imunogénicas da saliva sdo conhecidas por diferirem
entre as espécies de flebotomineos (LESTINOVA et al., 2017). Em relacdo aos modelos
murinos, Moura et al. (2010) relataram uma regulagéo positiva da expressdo de TNF em
camundongos BALB/c pré-sensibilizados trés vezes com saliva de Ny. intermedia, e
posteriormente foram injetadas com sonicato de glandulas salivares deste inseto. Isso
corrobora com o presente estudo, no qual também observamos aumento da expressédo de TNF
em camundongos BALB/c injetados com SGH de Mg. migonei. O aumento precoce de TNF e
a diminuicdo da IL-10 em nosso estudo podem estar relacionados ao equilibrio entre Th1/Th2,
conforme afirmado por Moura et al. (2007) que analisou a resposta imune contra saliva de Ny.
intermedia e efeitos da pré-exposicdo na infec¢do por L. (V.) braziliensis, utilizando um
modelo experimental intradérmico (BALB/c).

Estudos com camundongos BALB/c mostraram niveis mais baixos de IFN-y apds o
desafio com L. (V.) braziliensis e SGH (Ny. intermedia) em compara¢do com camundongos
inoculados com PBS e infectados com L. (V.) braziliensis (MOURA et al.,, 2007,
WEINKOPFF et al., 2014). Curiosamente, neste estudo, niveis diminuidos de IFN-y e IL-17A
foram detectados em culturas de células esplénicas de camundongos do grupo SGH, 5 dias

ap6s estimulo com SGH 0,25 quando comparados ao grupo LEISH. E importante ressaltar
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que o mesmo fenémeno ocorre quando o estimulo utilizado foi LSA, onde o IFN-y também
diminuiu significativamente no grupo SGH, 5 dias ap0s a estimulacdo com LSA. Além disso,
0 primeiro estudo avaliando o efeito das glandulas salivares do flebotomineo em células
humanas in vitro, revelou que a saliva de Phlebotomus papatasi inibe a producéo de IFN-y
(ROGERS; TITUS, 2003).

Nossos resultados sugerem que a producdo de citocinas induzida pelas celulas
esplénicas in vitro ndo se sustentou ao longo do tempo, diminuindo de 3 para 5 dias de
cultivo. Por exemplo, niveis baixos de IL-17A e TNF foram detectados em culturas de células
esplénicas de camundongos do grupo SGH, 5 dias ap6s a estimulacdo com SGH 0,25, em
comparagdo com 0s niveis do dia 3. Da mesma forma, niveis menores de IL-17A e IFN-y
foram detectados em camundongos do grupo SGH 5 dias apds a estimulacdo com LSA, em
comparagdo com 3 dias. Por outro lado, os niveis de TNF foram significativamente maiores
apos 5 dias do que ap6s 3 dias no grupo LEISH. Antigenos de Leishmania (V.) braziliensis
sdo estimuladores naturais de IFN-y ¢ IL-17A liberados por células Thl, que levam & rapida
infeccdo de macrdfagos e neutrofilos, favorecendo a sobrevivéncia do parasita nos estagios
iniciais da infeccdo (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; GONCALVES-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2017). A baixa expressdo de citocinas regulatérias de células T
ativadas é uma caracteristica marcante de L. (V.) braziliensis (SOUZA et al., 2013). Estudos
com camundongos infectados com L. (V.) braziliensis (por exemplo, BALB/c knockout para
TNF) sugerem que o TNF é uma citocina importante para o controle da infeccao,
principalmente durante a fase aguda (ROCHA et al., 2007; ROHOUSOVA; VOLF, 2006).
Isso corrobora com nossos achados, uma vez que a producdo de TNF por células esplénicas
foi sustentada ao longo do tempo no grupo LEISH. Curiosamente, o soro de pacientes com
leishmaniose mucosa apresentou maiores concentracdes de TNF do que o soro de pacientes
com leishmaniose cutanea (DA-CRUZ et al., 1996; GAZE et al., 2006), sugerindo que esta
citocina pode estar envolvida na resposta imune apresentada na fase crénica da doenca e
destruicdo dos tecidos. Assim, a reducdo dos niveis de IL-17A e IFN-y apds 5 dias no grupo
SGH pode ser resultado de um papel regulador da saliva de Mg. migonei.

Encontramos uma correlacédo positiva entre 1L-10 e TNF no grupo CRTL estimulado
in vitro com SGH 0,25, bem como no grupo SGH+LEISH apds estimulo com SGH 0,25 ou
LSA. Da mesma forma, detectamos uma correlacdo positiva entre TNF e IFN-y no grupo
SGH+LEISH, bem como entre IL-10 e IFN-y no grupo LEISH, 5 dias apos estimuladas com

SGH 0,25. Essa sinergia entre TNF e IFN-y parece ser muito importante na eliminagdo do
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parasita, uma vez que estudos in vitro pioneiros demonstraram que essa correlacdo foi
essencial na ativacdo de macrdfagos para a eliminacdo de Leishmania via espécies ROS
(BODGAN et al., 1990; GREEN et al., 1990). Em outro estudo, a IL-10 também esteve
presente nas lesbes, na tentativa de equilibrar o dano e a eliminacdo do parasita (SCOTT;
NOVAIS, 2016). Nossos resultados reforcam a ativacdo das citocinas por meio de antigenos
de Leishmania, mas também a imunomodulacdo pela saliva do inseto.

IL-10, TNF, IFN-y e IL-17A desempenham um papel importante na resposta imune
contra L. (V.) braziliensis em diferentes hospedeiros (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE
etal., 2017; LESTINOVA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013). Por
exemplo, a IL-10 é importante na regulacdo das respostas imunes que estdo relacionadas a
progressdo da lesdo em pacientes com leishmaniose tegumentar americana causada por L. (V.)
braziliensis e niveis aumentados de IL-10 também foram relatados em infecc¢Ges por L. (L.)
major em camundongos BALB/c (MOURA et al., 2005; KANE; MOSSER, 2001). TNF na
infeccdo por L. (V.) braziliensis tem a reputagdo de estar envolvido no controle do nimero de
parasitas na pele, nodulos linfaticos e baco e no processo de cicatrizacdo de feridas
(TRIPATHI et al., 2007). IFN-y ¢é a principal citocina envolvida na ativagdo de macrofagos e
tanto o IFN-y quanto o TNF estimulam a sintese de 6xido nitrico, causando a morte do
parasita (DARRAH et al., 2007). Estudos ja relataram uma correlacdo direta entre a
frequéncia de células TCD4 + expressando IFN-y e TNF e o tamanho da lesio (ANTONELLI
et al., 2005) e pacientes com leishmaniose apresentam alta producdo de IFN-y e TNF
(OLIVEIRA et al., 2014). Da mesma forma, a IL-17A desempenha um papel importante no
aumento da imunidade celular pro-inflamatoria adaptativa, contribuindo para o recrutamento
de neutréfilos (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017).

Nossos resultados apoiam nossa hipotese original de que a saliva de Mg. migonei
modula a resposta imune de camundongos BALB/c a infec¢do por L. (V.) braziliensis. O
conhecimento adquirido neste trabalho abrird caminho para novos estudos para melhor
compreender a relacdo entre picadas de flebotomineos e o risco de desenvolvimento de LC,

particularmente em areas onde Mg. migonei esta envolvido na transmisséo.
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10 CONCLUSOES

Nossos achados sugerem que a saliva de Mg. migonei néo altera significativamente a
expressdo clinica da infeccdo por L. (V.) braziliensis em camundongos BALB/c, mas
contribui para modular sua resposta imune. Mesmo considerando o aumento de algumas
citocinas inflamatorias sob diferentes estimulos e tempos, as células esplénicas do BALB/c
previamente sensibilizadas com SGH tiveram aumentos menos expressivos, indicando que a
saliva de Mg. migonei tem um efeito regulatdrio na resposta imune adaptativa a infeccdo por
L. (V.) braziliensis. Outros estudos funcionais seriam valiosos para comparar as propriedades
imunogénicas da saliva de diferentes espécies de flebotomineos e para verificar se a saliva de
Mg. migonei pode desempenhar um papel significativo na resolucdo de lesdes de L. (V.)

braziliensis em camundongos BALBI/c.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania (Viannia) braziliensis is the most widespread clinical form of
Cutaneous leishmaniasiz leishmaniasis in the Americas. Migonemyia migonei is a widely distributed phlebotomine sand fly species in Brazil
BALB/c mice and has been implicated as a vector for L. (V.) braziliensis. In the present study, we investigated the effects of
Eui:;ihd:adnn salivary gland homogenates (SGH) of Mg migonei on the course of L. (V.) brasiliensis infection in BALB/c mice.

Mice were separated into four groups (six mice per group): CTRL (uninfected mice); SGH (mice inoculated with
Mg, migonei SGH); SGH+ LEISH (mice inoculated with Mg migonei SGH plus L. (V.) braziliensis promastigotes);
LEISH (mice inoculated with L. (V.) braziliensis promastigotes). Mice were followed up for & weeks and the
cellular immune response was evaluated by flow cytometry at the end of the experiment. Analysis of cytokine
production by splenic cells stimulated with 0.5 SGH, 0.25 SGH of Mg. migonei or L. (V.) braziliensis soluble antigen
stimulation (LSA) demonstrated that upon stimulation with SGH 0.25, the production of IL-17A and TNF was not
sustained in the SGH group, with decreasing levels of these cytokines after 5 days compared to 3 days of in-
cubation. Analyzing the production of cytokines after LSA stimulation, we observed lower levels of IL-17A in the
SGH group after 5 days compared to 3 days. The same was observed for IFN-y in the SGH group. Yet, the levels of
TNF were significantly higher in the LEISH group after 5 days compared to 3 days. Among SGH+LEISH and
LEISH mice, three animals in each group developed skin lesions on the tail, the mean lesion size was significantly
higher in the LEISH group. Our study suggests that Mg migonei SGH may modulate BALB/c immune response, as
reflected by the low production or early decrease of pro-inflammatory cytokines in splenic cell cultures following
stimulation with L. (V.) braziliensis antigen. Our data also suggest that Mg. migonei saliva may reduce the lesion
size in BALB/c mice, but further research with a larger sample size is needed to confirm this hypothesis.

Migonemyia migonei
Leishmania (Vignnia) brasiliensis

1. Introduction and immune response, Leishmania strain type (Zijlstra, 2016; Luz et al.,

2018). In this regard, factors related to the vectors may also influence

Leishmaniasis is a widespread disease caused by numerous Leish-
mania spp., which are transmitted by different species of phlebotomine
sand fly vectors (Alvar et al., 2012). The dizease has a wide clinical
spectrum, ranging from self-healing localized skin ulcers to severe
mutilating mucocutaneous lesions or life-threatening visceral disease.
Disease progression is related to several factors, including host genetic
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the course of Leishmania spp. infection (Lestinova et al., 2017; Tirado
et al., 2020). At the time of transmission of Leishmania metacyclic pro-
mastigotes, the sand fly vector also inoculates its saliva into the host.
The saliva has pharmacological properties that favor the parasite’s
survival in the host organism (Titus and Ribeiro, 1988). In fact, by
interfering with local hemostasis, inflammatory and immune responses,
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the sand fly saliva causes important local physiological and immuno-
logical changes that favor the transmission and the establishment of
Leishmania spp. (Andrade et al., 2005; Rohousova and Volf, 2006;
Menezes et al., 2008).

Experimental models of cutaneous leishmaniasis (CL) have been used
to investigate the effects of sand fly salivary gland homogenates (SGH)
on the course of infection with different Leishmania spp. For instance,
different studies have investigated the effects of SGH in mice co-
inoculated with Leishmania (Viannia) braziliensis, which is the most
widespread causative agent of CL in the Americas. In the early 1990s,
authors demonstrated that SGH of Lutzomyia longipalpis co-inoculated
with L. (V.) braziliensis increases the size and duration of lesions in
BALB/c mice (Samuelson et al., 1991). However, Lu. longipalpis is not a
natural vector of L. (V.) braziliensis, which is transmitted by several other
sand fly species in the Americas (Brazil et al., 2015). Thus, the question
whether SGH from different sand fly species could exert different effects
on L. (V.) braziliensis remained.

Subsequent studies using other sand fly species, including natural
vectors, confirmed SGH from these sand flies may increase L. (V.) bra-
giliensis infectivity and size of the lesions (Donnelly et al., 1998; Bezerra
and Teixeira, 2001). On the other hand, de Moura et al. (2007)
demonstrated that the SGH of Nyssomyia intermedia did not promote
protection against L. (V.) braziliensis infection, although the dewvelop-
ment of the lesion was delayed. Furthermore, a plasmid expressing a
salivary protein (Linb-11) isolated from Ny. intermedia saliva was able to
protect BALB/c mice against L. (V.) braziliensis infection (de Moura et al.,
2013).

Altogether, the above-mentioned studies suggested that SGH from
different sand fly vectors may have different effects on the course of L.
(V.) braziliensis infection in mice, increasing infectivity and lesions, or
possibly promoting protection. In this perspective, we investigated the
clinical and immunological effects of SGH from Migonentyia migonei on
the course of L. (V.) braziliensis infection in BALB/c mice. We choose this
sand fly species as a model considering its prominent role as a vector of
L. (V.) braziliensis (Nieves and Pimenta, 2000; Alexandre et al., 2020;
Sales et al., 2020).

2. Materials and methods
2.1. Ethics approval

Procedures adopted in this study were approved by the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA, number: 114/2017) of the Aggeu
Magalhées Institute, Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), Pernambuco,
Brazil. The animal protocol was designed to minimize pain or discomfort
to the mice, which were maintained in rooms with a controlled tem-
perature (22=+2 °C) and humidity (55+ 10%) environment under
continuous air renovation conditions. Mice were housed in a 12 h light/
12 h dark cycle and free access to food (Nuvilab, Curitiba, Parana,

Brazil) and water.
2.2. Parasites and soluble antigen preparation

A L. (V.) braziliensis strain (MHOM/BR/75/M2903) previously iso-
lated from a patient in Serra dos Carajas, Para state, northern Brazil, was
used in this study. Parasites were grown in Schneider medium (pH 7.4),
containing 10% fetal bovine serum (10 U/ml penicillin) and 10 pg/ml
streptomycin (complete Schneider medium), maintained at 26 °C. The
promastigotes were passed in vitro on a weekly basis. On the sixth day of
culture, stationary phase promastigotes (1 x 10° parasite cells/ml) were
harvested, centrifuged (1620 x g for 10 min) in phosphate-buffered
saline (PBS) solution (pH 7.4), and subsequently used for mice infection.

Leishmania soluble antigen (LSA) extracts were prepared using a
protocol described by Chamakh-Ayari et al. (2014) and used in cell
culture. Promastigote cultures of L. (V.) braziliensis were washed in 1 x
PBS, centrifuged at 800 = g for 15 min at 4 °C and supernatants were
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removed. The pellets were resuspended in lysis buffer (50 mM Tris, 5
mM EDTA) 1 x 10° parasites/ml. The parasite solution was subjected to
three rapid freeze-thaw cycles followed by six pulses of 20 5/40 W in a
sonicator. Samples were centrifuged at 10,000 x g for 20 min at 4 °C,
and supernatants were collected. To check the integrity of the LSA, a
polyacrylamide gel electrophoresiz (SDS-PAGE) was performed ac-
cording to Laemmli (1970) at concentrations of 20 pg/ml and 40 pg/ml,
which were stained with Coomassie blue. After these procedures, the
LSA fractions were stored at —20 °C until use in cell culture assays (Brito
et al., 2000).

2.3. SGH production

The salivary glands were obtained from Mg migonei females from a
colony maintained at Charles University, Prague, Czech Republic. The
colony was established from specimens captured in Baturité munici-
pality, Ceara state, northeastern Brazil, and maintained in standard
conditions as described by Volf and Volfova (2011). The salivary glands
were dissected in Tris buffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.6) and
lyophilized for shipment to Brazil at room temperature, One hour before
use, the preparation was reconstituted in distilled water at a proportion
of one salivary gland per 1 pl of distilled water. The equivalent to a
single salivary gland was used for each inoculation point.

2.4. BALB/c mice inoculation with L. (V.) braziliensis, SGH, or both

For experimental infection, we used BALB/c mice, the animal model
used in most of the previous studies assessing the effects of sand fly
saliva on the host immune response and/or Leishmania infection
(Samuelson et al., 1991; Donney et al., 1998; Bezerra and Texeira, 2001;
De Moura et al., 2007, 2013). Eight weeks-old BALB/c mice were
separated into four groups (six mice per group): Control (CTRL) group
(six uninfected mice inoculated with PBS); SGH group (six mice, each
inoculated with the equivalent to a single salivary gland; SGH-+LEISH
group (six mice, each inoculated subcutanecusly into the hind footpad
with 10° stationary phase promastigotes of L. (V.) braziliensis in 50 pl of
PBS plus the equivalent to a single salivary gland; LEISH group (six mice,
each inoculated with 10° stationary phase promastigotes of L. (V.) bra-
ziliensis in 50 pl of PBS).

2.5. Macroscopic evaluation of infection

The hind footpad swelling in each infected mouse was monitored
weekly for 8 weeks by measuring the thickness of the infected footpad
with a metric caliper and subtracting the thickness of the uninfected
control footpad (Francesquini et al., 2014), The presence and size of
lesions on the tail were also measured with a metric caliper. The mice
were euthanized at the end of the observation period.

2.6. Cell culture for cytokine measurement

Eight weeks post-inoculation (wpi), the spleen of each mouse was
aseptically removed after euthanasia, Then, splenic cell suspensions
were obtained by maceration in RPMI 1640 medium (Sigma Chemical
Corporation, 5t. Louis, MO, USA). The spleens were macerated with a
syringe plunger on a fine mesh screen (Falcon®, cell strainer 40 um).
The cell suspension obtained was deposited in 50 ml falcon tubes. After
centrifugation at 200 » g for 5 min at 4 °C, the red blood cells were lysed
by adding sterile water to the precipitate for 20 s (1 ml/spleen). The cells
were resuspended in RPMI medium supplemented with 5% bovine fetal
serum (Cultilab Materiais para Cultura de Ceélulas, Campinas, SP, Brazil)
and kept on ice for 5 min to deposit the lumps. After this period, the
supernatant was transferred to a new tube, centrifuged again at 200 x g
for 5 min at 4 °C and the precipitate was resuspended in supplemented
RPMI medium. Cell counting and the viability test were performed using
trypan blue in a Neubauer chamber (Tennant, 1964). The resuspended
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cells were cultured at a concentration of 10° viable cells/well in 48-well
plates (Costar Cambridge, MA, USA). Cells were then stimulated with
concanavalin (ConA) (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, USA)
(2.5 pg/ml), SGH 0.5 (0.5 pl - the equivalent of a 1,2 of salivary gland),
SGH 0.25 (0.25 pl - the equivalent of a 1,4 of salivary gland) or LSA (20
pg/ml). A culture with no stimulation was used as control. The plates
were incubated at 37 °C in a 5% COg incubator, and after 3 and 5 days
the supernatants were collected and immediately frozen at —20 °C for
further analysis of cytokine production. We collected cultured cells after
3 and 5 days to verify whether there was any difference in cytokine

production over time.
2.7. DNA extraction and PCR testing

The extraction of genomic DNA from the ear tissue from mice was
performed using the commercial kit DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen,
Hilden, Germany), following the manufacturer’s instructions. DNA
samples were eluted in 100 pl and frozen at —20 °C. The quantity and
purity of the extracted DNA were evaluated using a NanoDrop 2000c
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA).

DNA samples were then tested by a conventional PCR using the
primers Bl (F-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3') and B2 (5-
CTAATTGTGCACGGGGAGG-3"), which target a 750-base pair region of
the kinetoplast minicircle of Leishmania spp. belonging to the subgenus
Viannia (de Bruijn and Barker, 1992). PCR reactions contained 14 pl of
type I water, 2.5 pl of dNTP (2 mM), 0.5 pl of Tag DNA Polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, USA) (3 U/pl), 1.5 pl of MgCls (50 mM), 2.5 pl of
10 » PCR buffer, 2.5 pl each primer (100 pmol/pl) (Invitrogen) and 2 pl
of the template DNA. The amplification conditions consisted of 35 cycles
(94 °C for 1 min, 65 °C for 1 min and 72 °C for 1 min), preceded by an
initial denaturation step of 5 min at 94 °C (Rodrigues et al., 2002). A
positive (DNA extracted from L. (V.) braziliensis cultured promastigotes)
and a negative (DNA extracted from male phlebotomine sand flies)
control were included in each PCR run. The products were analyzed in
1.5% agarose gels, being stained with ethidium bromide (10 pg/ml) and
visualized under a UV transilluminator, using 100 bp DNA ladder
(Invitrogen, Carlsbad, USA) as a molecular weight marker.

2.8. Cytometric bead array immunoassay

The BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Thl,/Th2/Th17
Cytokine Kit (BD Biosciences) was used to measure the cytokines IL-2,
IL-4, IL-6, [L-10, [L-17A, IFN-y and TNF, following the manufacturer’s
instructions. Results were obtained through 24 h using the BD FACS-
Calibur™ (BD Biosciences), considering the minimum of 2100 reads.
The acquisition was performed using the CellQuestPro software and the
analyzes with the FCAP Array software (BD Biosciences) version 3.0.
Results were expressed as rate index from stimulated culture/unstimu-
lated cultures.

2.9. Statistical analyses

Quantitative data were tested for normality using the D"Agostino
test. Kruskal-Wallis (followed by Dunn's multiple comparison test) was
used to analyze nonparametric data, whereas the t-test or ANOVA (with
Tukey's multiple comparison test) were used for parametric data. Cor-
relation between the cytokines was performed using Spearman corre-
lation coefficient (rs) test (for non-normally distributed data) or Pearson
correlation coefficient (r) test (for normally distributed data). All sta-
tistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software). P-values <0.05 were considered statistically significant.

o
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3. Results

3.1. Macroscopic evaluation and detection of L. (V.) braziliensis DNA in
infected mice

The macroscopic evaluation revealed the presence of mild non-
ulcerative lesions in BALB/c mice infected with L. (V.) braziliensis,
alone (LEISH group) or in combination with Mg migonei SGH
(SGH+LEISH group). These animals presented cachexia (Fig. 1B) and
mild non-ulcerative lesions on the tail (Fig. 1C-D).

In particular, three mice in the LEISH group presented mild non-
ulcerative lesions on the tail from the 5th wpi. The lesions reached
variable sizes, progressively increasing until the 8th wpi. Two mice from
this presented a very minor increase in the thickness of their inoculated
hind footpad (iLe., 0.04-0.05 pm) from the 6th to the Sth wpi, as
compared to their non-inoculated hind footpad. Similarly, two mice in
the SGH-+LEISH group also presented mild non-ulcerated lesions on the
tail starting on the 5th wpi and an additional one starting on the 6th wpi.
However, such lesions decreased progressively until the Sth wpi. One
mouse in this group showed very minor increase in the thickness (ie.,
0.03 pm) of its inoculated hind footpad from the 3rd to the 8th wpi,
whereas another mouse showed the very same increase only in the 4th
wpi. Moreover, they showed alopecia in the 5th wpi and were less active
as compared to CTRL mice.

There were no significant differences in the hind footpad thickness
between LEISH and SGH-+LEISH groups. However, considering mice
presenting lesions on the tail (ie., three in each group), we found sta-
tistically significant differences in the mean lesion size (Fig. 1A) on the
6th wpi (t-test, trs) = 3.148, P = 0.0346), 7th wpi (-test, tq) = 8.097, P =
0.0013), and 8th wpi (t-test, tig; = 8.447, P = 0.0011). Mice from the
SGH and CTRL groups showed no skin lesions or increase in the thick-
ness of their inoculated hind footpad.

Upon PCR testing, three (50%) mice in the SGH+LEISH group and
three (50%) in the LEISH group were positive, whereas all mice in the
5GH and CTRL groups were negative.

3.2. Cytokine production by splenic cells stimulated with SHG 0.5, SGH
0.25 and LSA after 3 days

The L5SA presented proteins whose molecular weights varied between
17 kDa and 225 kDa. The antigen presented an electrophoretic profile
consistent with crude antigens of L. (V.) braziliensis and showed no sign
of degradation.

In splenic cell cultures stimulated with SGH 0.5 (Fig. 2A), levels of IL-
17A were lower in the CTRL group as compared to the other groups,
with statistically significant difference between SGH and CTRL group
(Tukey's test, df = 5, P = 0.023). TNF production was significantly
higher in the 5GH group compared to the CTRL and LEISH groups
(Tukey’s test, df = 5, P = 0.018). No statistically significant differences
were found with regard to IL-10, IFN-y (Fig. 2A), IL-4, IL-6 and IL-2
production (Supplementary material 1).

Splenic cell cultures stimulated with SGH 0.25 (Fig. 2B) showed
significantly lower levels of IL-10 in the SGH group as compared to the
SGH-+LEISH group (Dunn’s test, df = 3, P = 0.042). TNF production was
higher in the SGH group compared to the CTRL and LEISH groups
(Fiz. 2B), but differences were not statistically significant. Likewise,
differences from other cytokines and groups were not statistically
significant.

As far as, splenic cell cultures stimulated by LSA, the LEISH zroup
produced higher levels of IL-10 as compared to CTRL and SGH groups
(Tukey’s test, df = 5, P = 0.001) (Fig. 2C). In addition, the SGH+LEISH
group produced higher levels of IL-10 when compared to the SGH group
(Tukey’s test, df = 5, P = 0.001). Finally, TNF levels were significantly
higher in the SGH+LEISH group when compared to CTRL and LEISH
groups (Tukey’s test, df = 5, P = 0.001).
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Fig. 1. Lesions in some BALB/c mice infected with Leishmania (Viannia) braziliensis. (A) Evolution of the size (mean per group) of lesions on the tail monitored weekly
for 8 weeks post-inoculation. On the 5th week, two mice from the SGH+ LEISH group and three mice from the LEISH group presented lesions, whereas from the 6th to
the Sth week, three mice in each group presented lesions. Differences from the 6th to the 8th week were statistically significant (¢-test, P < 0.05; see text for details);
(B) Mouse showing cachexia; (C-D) Mild non-ulcerative lesions on the tail of two mice.

3.3. Cytokine production by splenic cells stimulated with SGH 0.5, SGH
0.25 and LSA after 5 days

There was no statistically significant difference regarding the pro-
duction of IL-10, TNF, IL-6, IL-17A, IFN-y, IL-4 and IL-2 when cells were
stimulated with SGH 0.5 (Supplementary material 2). When stimulated
with SGH 0.25 (Fig. 3A), the production of IL-17A (Tukey's test, df = 5,
P = 0.020) and IFN-y (Tukey’s test, df = 5, P = 0.037) decreased in the
SGH group compared to the LEISH group. There was no statistically
significant difference in relation to IL-10, TNF, IL-6, IL-4 and IL-2
production.

When stimulated with LSA (Fig. 3B), lower levels of IL-17A were
detected in the SGH+LEISH group compared to the CTRL group
(Tukey's test, df = 5, P = 0.024). Regarding IFN-y, the LEISH and
SGH+LEISH groups showed higher levels compared to the SGH group
(Tukey's test, df = 5, P = 0.004). In addition, the SGH group showed
lower levels of IFN-y compared to the CTRL group (Tukey's test, df = 5,
P = 0.004).

3.4. Cytokine production in splenic cell culture over time

There were no statistically significant differences in the production
of IL-10, IL-17A, TNF, IFN-y and IL-2 after 3 and 5 days post-stimulation
with SGH 0.5 (Supplementary material 3). Upon stimulation with SGH
0.25 (Fig. 4A), the production of IL-17A and TNF was not sustained in
the SGH group, with decreasing levels after 5 days in comparison with 3
days of stimulation in vitro. The production of other cytokines was not
statistically different.

Analyzing the production of cy after LSA stimulation
(Fig. 4B), we observed lower levels of IL-17A and IFN-y in the SGH group
after 5 days compared to 3 days. On the other hand, the levels of TNF

were significantly higher after 5 days than 3 days in the LEISH group.

3.5. Correlation between IL-10, TNF and IFN-y production after different
ol

To eval the infl of the inhibitory cytokine IL-10 on T-cell
activation in cultures, the correlation of IL-10 with IFN-y and TNF was
assessed. There was no correlation between IL-10, TNF or IFN-y pro-
duction 3 days after stimulation with SGH 0.5, SGH 0.25 or LSA
(Table 1). However, after 5 days, we observed a correlation between IL-
10 and TNF in the CTRL group stimulated with SGH 0.25 (rs = 1.00, P =
0.002), as well as in the SGH+LEISH group after stimulation with either
SGH 0.25 (r5) = 0.89, P = 0.016) or LSA (r = 0.90, P = 0.013). A
correlation between TNF and IFN-y was also found in the SGH+LEISH
group (r(s) = 0.83, P = 0.040), as well as a correlation between IL-10 and
IFN-y in the LEISH group (r(s) = 0.85, P = 0.029), after stimulation with
SGH 0.25.

4. Discussion

In the present study, we evaluated the course of infection and cyto-
kine release in susceptible BALB/c mice inoculated with Mg. migonei
SGH alone or in combination with L. (V.) braziliensis. At the end of the
observation period (8 weeks), all mice in the SGH and CTRL groups were
negative L. (V.) braziliensis DNA, as expected. Half of the mice in the
SGH+LEISH and LEISH groups were PCR positive, suggesting a low
infectivity of L. (V.) braziliensis in BALB/c, as reported previously
(Samuelson et al., 1991; Dekrey et al., 1998). However, the negative
SGH+LEISH and LEISH groups could also be related to other factors,
including the amount of L. (V.) braziliensis DNA present in the samples,
which may be below the detection limit (10 fg) of the protocol of
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Fig. 2. Evaluation of the levels of cytokines detected in the culture supematant after 3 days among the experimental groups after stimulation in vire. (A) SGH 0.5; (B)
SGH 0.25; (C) L5A. Legend: The horizontal bars indicate the statistical differences with the value of p < 0.05: p < 0.001 to 0.01 (**); p < 0.01 to 0.05 (*). Data of

cytokine level was obtained from individual mice.

Rodrigues et al. (2002) herein used. Mereover, we should consider that
mice were inoculated in the hind footpad and we used skin samples for
the PCR. So, these negative results could also be due to the patchy dis-
tribution of L. (V.) braziliensis in the skin of BALB/c mice, as demon-
strated with other Leishmania species (Doehl et al., 2017).

We observed mild nen-ulcerative lesions on mice from the
SGH+LEISH and LEISH groups. Lesions on mice from the LEISH group
progressively increased, whereas lesions on mice from the SGH+LEISH
group progressively decreased uniil the 8th wpi. However, considering
the low number of observations (Le., three mice from each group pre-
senting skin lesions), we suggest further research with a larger zample
size to confirm whether the Mg, migonei saliva can reduce the lesion size
and promote a faster recovery, using BALB/c mice or other animal
model. Our findings agree with a previous study showing that the lesion
size caused by L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis was smaller in
BALB/c mice infected in the presence of SGH from Bichromomyia fla-
viscutellata and Psychodopyzus complexus, respectively, as compared to
conirol mice (Francesquini et al., 2014). In another study with BALB/c
mice infected with L. (V.) braziliensis a small lesion in the infected paw,
without ulcerations was observed (Pereira et al., 2009). Similar results
were also described by Rocha et al. (2007), for BALB/c and C57BL/6
mice infected with L. (V.) braziliensis which had a small nodular lesion,
without changes in the infected paw and later spontaneous healing of
the lesion. The self-healing outcome or protection against leishmaniasis
caused by Leishmania (Leishmania) major, L. (L.) amazonensis and L. (V.)
braziliensis through sand fly saliva immune response has been

documented in rodent models (Thiakaki et al., 2005; Gomes and Oli-
veira, 2012; Francesquini et al., 2014; Lestinova et al., 2017).

Analyzing the cytokine production in splenic cell cultures from
BALB/c mice in different groups, we observed some statistically signif-
icant differences (see Section 3. Resulis) that varied according to stim-
ulation type and days post-stimulation. For instance, increased levels of
TNF and IL-17A were recorded in splenic cell cultures from SGH group
mice, 3 days after stimulation with SGH 0.5; there was also a similar
increase after SGH 0.25 stimulation, although not statistically signifi-
cant., Decreased levels of IL-10 were also recorded in splenic cell cultures
from SGH group mice, 3 days after stimulation with SGH 0.25. Increased
levels of TNF and decreased levels of IL-10 were also recorded 3 days
after stimulation with LSA in mice from SGH and SGH+LEISH groups,
respectively.

Antigenic and immunogenic properties of saliva are known to differ
between sand fly species (for a review, see Lestinova et al., 2017). As far
as murine models, de Moura et al. (2010) reported an up-regulation of
TNF expression in BALB/c mice pre-sensitized three times with Ny.
intermedia saliva, which were later injected with salivary gland sonicates
of this sand fly. This corroborates the present study, in which we also
observed an increase in TNF expression in BALB/c mice injected with
Mg. migonei SGH. The early increase of TNF and a decrease in IL-10 in
our study may be related to the balance between Th1/Th2, as stated by
de Moura et al. (2007) who analyzed the immune responsze against
salivary of Ny. intermedia and effects of the pre-exposure on L. (V.)
braziliensis infection, using an experimental intradermal model with
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Table 1
Correlations between cytokine production IL-10, TNF and IFN-y in groups with
different stimulus in vitro.

Groups Correlation coefficient *
3 dayz 5 dayz
IL-10x IL-10x TNF x IL-10x W10 x TNF x
TNF IFN-p FN-y TNF TFN+y PNy
CTRL group
SGH 0.5 —0.47 —0.14 —-0.25 —D.42 —0.40 0.59
SGH 0.25 0.39 0.6l 0.l1s 1.00%* 0.17 0.53
s
LsaA —0.60 0.57 -055 074 037 0.64
SGH group
SGHO5 014 0.66 047 078 056 053
SGH 0.25 —0.62 —0.48 071 0.35 0.25 0.81
Lea 0.57 —0.56 —051 0.09 —0.78 0.09
SGH+LEISH
group
SGHO5 057 018 027 001 0.43 0.00
5GH 0.25 —0.57 —0.30 —0.56 0.594 0.65 0.83*
Lea 052 —0.40 —-0.11 0.0+ 0.11 -0.20
LEISH group
SGHOE 0.57 0.22 fui=t:) 014 0.47 0.69
SGH 0.25 -0.61 0.13 0.4e -0.03 0.85* 0.00
L=a —0.03 —0.18 0.09 032 —0.08 0.73

* Otherwise stated with superscript letters representing the Spearman corre-
lation coefficient (rs). all values shown are Pearson correlation coefficients.
Starstically significant results are indicated with one (P < 0.01 to 0.05) or two
superscript asterisks (P < 0.001 to 0.01).

BALB/c mice.

Studies with BALB/c mice showed lower levels of I[FN-y after the
challenge with L. (V.) braziliensis and SGH (Ny. intermedia) compared to
mice inoculated with PBS and infected with L. (V.) braziliensis (de Moura
et al, 2007; Weinkopff et al., 2014). Interestingly in this study,
decreased IFN-y and IL-17A levels were detected in splenic cell cultures
of SGH group mice, 5 days after stimulation with SGH 0.25 when
compared to the LEISH group. It is important to highlight that the same
phenomenon occurs when the stimulus was the LSA, where the IFN-y
was also significantly decreased in the SGH group, 5 days after stimu-
lation with LSA. Besides, the first study evaluating the effect of the sand
fly salivary glands on human cells in vitro, revealed that the saliva of
Phlebotomus papatasi inhibits the production of IFN-y (Rogers and Titus,
2003).

Our results suggest that the cytokine production induced by splenic
cells in vitre not sustained over time, decreasing from 3 to 5 days of
culture. For example, lower levels of IL-17A and TNF were detected in
splenic cell cultures from SGH group mice, 5 days after stimulation with
SGH 0.25, as compared to levels at day 3. In the same way, lower levels
of IL-17A and IFN-y were detected in SGH group mice 5 days after
stimulation with LSA, as compared to 3 days. On the other hand, the
levels of TNF were significantly higher after 5 days than 3 days in the
LEISH group. Leishmania (V.) braziliensis antigens are natural stimulators
of IFN-y and [L-17A released by Th1 cells, which lead to quick infection
of macrophages and neutrophils, favouring parasite survival in early
stages of infection (Alexander and Brombacher, 2012; Gongalves--
de-Albuquerque et al., 2017). Low expression of regulatory cytokines
from activated T cells is a remarked characteristic of L. (V.) braziliensis
(Souza et al., 2013). Studies with mice infected with L. (V.) braziliensis (e.
£ BALB/c knockout to TNF) suggest that TNF is an important cytokine
for infection control mainly during the acute phase (Rohouzova and
Volf, 2006; Rocha et al., 2007). This corroborates our findings, since the
production of TNF by splenic cells was sustained over time in the LEISH
group. Interestingly, sera from patients with mucosal leishmaniasis
P ted higher rations of TNF than sera from patients with
cutaneous leishmaniasis (Da-Cruz et al., 1996; Gaze et al., 2006), sug-
gesting that this cytokine may be involved in the immune response

presented in the chronic phase of the disease and tissue destruction.
Thus, reduction of IL-17A and IFN=y levels after 5 days in SGH group
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might be the result of a regulatory role of the Mz. migonei saliva.

We found a positive correlation between IL-10 and TNF in the CTRL
group stimulated in vitro with SGH 0.25, as well as in the SGH+LEISH
group after stimulation with either SGH 0.25 or LSA. In the same way,
we detected a positive correlation between TNF and IFN-y in the
SGH+LEISH group, as well as between IL-10 and IFN-y in the LEISH
group, 5 days after stimulation with SGH 0.25. This synergy between
TNF and IFN-y seems to be very important in the elimination of the
parasite, since pioneer in vitre studies demonstrated that this correlation
was essential in the activation of macrophages for the elimination of
Leishmania via reactive oxygen species (Bodgan et al., 1990; Green et al.,
1990). In another study, IL-10 was also present in the lesions, as an
attempt to balance damage and parasite elimination (Scott and Novais,
2016). Our findings reinforce the cytokines’ activation via Leishmania
antigens, but also immunomedulation by sand fly saliva.

IL-10, TNF, IFN-y and IL-17A play an important role in the immune
response against L. (V.) braziliensis in different hosts (Oliveira et al.,
2013; Gongalves-de-Albuquerque et al.,, 2017; Lestinova et al., 2017).
For instance, [L-10 iz important in the regulation of immune responses
that are related to lesion progression in patients with American cuta-
neous leishmaniasis caused by L. (V.) braziliensis and increased IL-10
levels have also been reported in infections by L. (L.) major in BALB/c
mice (de Moura et al.,, 2005; Kane and Mosser, 2001). TNF in L. (V.)
braziliensis infection is reputed to be involved in the control of the
parasite numbers in the skin, lymph nodes and spleen and wound
healing process (Tripathi et al., 2007). IFN-y is the main cytokine
involved in macrophage activation and both IFN-y and TNF stimulate
the synthesis of nitric oxide, causing the death of the parasite (Darrah
et al., 2007). Studies have already reported a direct correlation between
the frequency of TCD4+ cells expressing IFN-y and TNF and the size of
the lesion (Antonelli et al., 2005) and patients with leishmaniasis have
high production of IFN-y and TNF (Oliveira et al, 2014). In the same
way, IL-17A plays an important role in enhancing adaptive
pro-infl tory cell i ity, contributing to the recruitment of
neutrophils (Gongalves-de-Albuquerque et al., 2017).

Our results support our original hypothesis was that the saliva of Mg.
migonet modulate the immune response of BALB/c mice to L. (V.) bra-
ziliensis infection. The knowledge gained in this study will pave the way
for further studies to better understanding the relationship between sand
fly bites and risk of CL development, particularly in areas where Mz.
migonei is involved in the transmission.

5. Gonclusion

We conclude that the saliva of Mg, migonei does not change signifi-
cantly the clinical expression of L. (V.) braziliensis infection in BALB/c
mice, but modulates their immune response. Even considering the in-
crease of some inflammatory cytokines (e.g. TNF and IL-17A) under
different stimuli and times, the splenic cell: of BALB/c previously
sensitized with SGH had less expressive increases, indicating that the
saliva of Mg. migonei has a regulatory effect on the adaptive immune
response to L. (V.) braziliensis infection. Further functional studies would
be valuable to compare immunogenic properties of saliva from different
sand fly species and to ascertain whether the saliva of Mg. migonei could
play a significant role in L. (V.) braziliensis lesion resolution in BALB/c
mice,
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ANEXO A - APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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