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RESUMO 

 

A leishmaniose cutânea causada por Leishmania (Viannia) braziliensis é a forma clínica de 

leishmaniose mais difundida nas Américas. Migonemyia migonei é uma espécie de 

flebotomíneo amplamente distribuída no Brasil e tem sido implicada como vetor de L. (V.)  

braziliensis. No presente estudo, investigamos os efeitos do homogeneizado de glândula 

salivar (SGH) de Mg. migonei no curso da infecção por L. (V.) braziliensis em camundongos 

BALB/c. Os camundongos foram separados em quatro grupos (seis por grupo): CTRL 

(camundongos não 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 análise da produção de citocinas 

por células esplênicas estimuladas com SGH 0,5, SGH 0,25 de Mg. migonei ou estimuladas 

com antígeno solúvel de Leishmania (LSA) demonstrou que após estímulo com SGH 0,25, a 

produção de IL-17A e TNF não foi sustentada no grupo SGH, que apresentou níveis 

decrescentes destas citocinas após 5 dias em comparação com 3 dias de incubação. 

Analisando a produção de citocinas após a estímulo com LSA, observamos níveis mais baixos 

de IL-17A no grupo SGH após 5 dias em comparação com 3 dias. O mesmo foi observado 

para IFN-γ no grupo SGH. No entanto, os níveis de TNF foram significativamente mais 

elevados no grupo LEISH após 5 dias em comparação com 3 dias. Entre os camundongos do 

grupo SGH+LEISH e LEISH, três animais em cada grupo desenvolveram lesões cutâneas na 

cauda, o tamanho médio da lesão foi significativamente maior no grupo LEISH. Nossos 

achados sugerem que SGH de Mg. migonei pode modular a resposta imune em BALB/c sob 

estímulo do antígeno de L. (V.) braziliensis, refletido pela baixa produção ou diminuição 

precoce de citocinas pró-inflamatórias em culturas de células esplênicas. Nossos dados 

também sugerem que a saliva de Mg. migonei pode reduzir o tamanho da lesão em em 

camundongos BALB/c, mas pesquisas adicionais com um tamanho de amostra maior são 

necessárias para confirmar essa hipótese. 

 

Palavras-chave: leishmaniose cutânea; camundongos; saliva; Leishmania (Viannia) 

braziliensis. 
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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-γ 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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa causada por várias espécies de Leishmania, 

transmitidas pela picada de flebotomíneos vetores (ALVAR et al., 2012). A doença tem um 

amplo espectro clínico, variando de úlceras cutâneas localizadas com autocura até lesões 

mucocutâneas mutilantes graves ou doença visceral com risco de vida. A progressão da 

doença está 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 

infecções por Leishmania spp. (LESTINOVA et al., 2017; TIRADO et al., 2020). No 

momento da transmissão das promastigotas metacíclicas de Leishmania, o flebotomíneo 

também inocula sua saliva no hospedeiro. A saliva possui propriedades farmacológicas que 

favorecem a sobrevivência do parasita no organismo do hospedeiro (TITUS; RIBEIRO, 

1988). De fato, por interferir na hemostasia local (respostas inflamatórias e imunológicas), a 

saliva do flebotomíneo provoca importantes alterações fisiológicas e imunológicas locais que 

favorecem a transmissão e o estabelecimento de Leishmania spp. (ANDRADE et al., 2005; 

MENEZES et al., 2008; ROHOUSOVÁ; VOLF, 2006). 

Modelos experimentais de leishmaniose tegumentar americana (LTA) têm sido usados 

para investigar os efeitos do homogeneizado de glândula salivar de flebotomíneos (SGH) no 

curso da infecção 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 início 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 duração das lesões. No entanto, Lu. longipalpis não é um vetor natural de L. (V.) braziliensis 

e várias outras espécies de flebotomíneos são conhecidas por transmitirem esse parasita nas 

Américas (BRASIL et al., 2015). Assim, a questão se SGH de diferentes espécies de 

flebotomíneos poderia exercer diferentes efeitos sobre L. (V.) braziliensis permaneceu. 

Estudos subsequentes usando outras espécies de flebotomíneos, incluindo vetores 

naturais, confirmaram que o SGH desses flebotomíneos pode aumentar a infectividade de L. 

(V.) braziliensis e o tamanho das lesões (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 não promoveu proteção contra a infecção por L. (V.) braziliensis, mas o 

desenvolvimento da lesão foi retardado. Além disso, um plasmídeo que expressa uma proteína 

salivar (Linb-11) isolada da saliva de Ny. intermedia foi capaz de proteger contra a infecção 

por L. (V.) braziliensis (MOURA et al., 2013). Em conjunto, os estudos mencionados acima 

sugerem que SGH de diferentes vetores de flebotomíneos podem ter efeitos diferentes no 

curso da infecção por L. (V.) braziliensis em camundongos, aumentando a infectividade e o 

tamanho das lesões ou promovendo proteção ao hospedeiro.  

Migonemyia migonei é uma espécie amplamente distribuída na América Latina. No 

Brasil pode ser encontrada em domicílios e abrigos de animais com capacidade de adaptação 

a ambientes modificados (GUIMARÃES et al., 2012; RANGEL; LAINSON, 2009). Além 

disso, é uma espécie antropofílica e alimenta-se em cães, galinhas, equinos e em animais 

silvestres. Migonemyia migonei é vetor comprovado de Leishmania (V.) braziliensis, principal 

agente etiológico da LTA (NIEVES; PIMENTA, 2000). No estado de Pernambuco, Mg. 

migonei é relatada em áreas rurais, inclusive no município de São Vicente Férrer, Zona da 

Mata Norte (GUIMARÃES et al., 2012) e onde há registro da taxa de infecção natural de 4% 

por L. (Leishmania) infantum (CARVALHO et al., 2010). Nessa perspectiva, investigamos os 

efeitos clínicos e imunológicos do SGH de Migonemyia migonei no curso da infecção por L. 

(V.)  braziliensis em camundongos BALB/c. Escolhemos esta espécie de flebotomíneo 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 TEÓRICO 

 

2.1 Leishmanioses  

 

Nessa seção são descritas as características das leishmanioses. 

 

2.1.1 Aspectos gerais e impactos na saúde pública 

 

As leishmanioses são doenças tropicais com apresentações clínicas distintas. A 

apresentação clínica está relacionada com a complexa interação entre a resposta imune celular 

do hospedeiro e as diferentes espécies de protozoários e vetores (KEVRIC; CAPPEL; 

KEELING, 2015). As manifestações clínicas das leishmanioses podem variar de 

assintomática a letal. Isso está relacionado com a espécie infectante, a imunidade do 

hospedeiro, o vetor, o local e a dose de inoculação 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 três formas clínicas distintas. A leishmaniose cutânea (LC) que se manifesta pela 

presença de úlceras na pele, linfangites nodulares ou lesões satélites: a leishmaniose 

mucocutânea (LMC), com envolvimento da mucosa, e a leishmaniose visceral (LV), com 

envolvimento de órgãos internos (baço, fígado e medula óssea). São formas graves, sendo a 

LV potencialmente fatal quando não 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 saúde 

pública (ALVAR et al., 2012; ARAÚJO et al., 2012). 

As leishmanioses estão distribuídas por 98 países, incluindo países das Américas, 

África, Ásia, Oriente Médio e Europa, sendo consideradas como algumas das principais 

doenças tropicais negligenciadas nessas regiões (CHAPPUIS et al., 2007; MAROLI et al., 

2013). Um número considerável de casos não é registrado, uma vez que a notificação é 

obrigatória em somente 32 países. Apesar disso, estima-se que a prevalência da doença seja 

de aproximadamente 12 milhões de indivíduos e que, a cada ano, 1,2 milhões desenvolvem a 

forma cutânea e 400 mil desenvolvem a forma visceral da doença (ALVAR et al., 2012; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2015). 
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Os dez países com maiores estimativas de casos de LC são: Afeganistão, Argélia, 

Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, Sudão do Norte, Costa Rica e Peru, juntos representam 

cerca de 70% a 75% da incidência global da doença com 0,7 a 1,2 milhões de novos casos por 

ano (ALVAR et al., 2012). 

No contexto da saúde pública mundial, a LV é uma das doenças mais alarmantes, pois 

90% dos casos acontecem somente em seis países: Bangladesh, Brasil, Sudão, Sudão do Sul, 

Índia e Etiópia, com estimativa de 200.000 a 400.000 novos casos por ano (ALVAR et al., 

2012). O aumento na distribuição da doença está relacionado também com às co-infecções, 

com a desnutrição, HIV/AIDS e fatores genéticos (ALVAR et al., 2008, 2012; DANTAS-

TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006b; READY, 2014). 

Por muito tempo, as leishmanioses constituíram endemias dominantemente rurais e 

silvestres (DEANE; DEANE, 1955; LAINSON, 1988; SHAW, 2007). As inúmeras mudanças 

no ambiente, à migração, e o processo de urbanização mudaram o habitual padrão 

epidemiológico (DESJEUX, 2004; PAVLI; MALTEZOU, 2010). Tais particularidades, 

relacionadas a fatores como as condições inapropriadas de vida, têm aumentado o número de 

casos em áreas urbanas (ARAÚJO et al., 2013; DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO, 

2006a), ressaltando a conexão entre a doença e as condições socioeconômicas da população 

(ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; CLEM, 2010; DESJEUX, 2004). 

 

2.2 Leishmaniose visceral 

 

Nas Américas, Leishmania (Leishmania) infantum é a espécie que está relacionada 

com a ocorrência de casos de LV em cães e humanos. De acordo com Lazari et al. (2016) 

cães domésticos parasitados desempenham um papel importante na epidemiologia da doença. 

A LV pode causar alta morbidade podendo ser fatal se não for tratada em mais de 95% 

dos casos. Cerca de 50.000 a 90.000 novos casos ocorrem a nível mundial a cada ano (OMS, 

2018). Em 2013, mais de 90% dos casos notificados ocorreram em sete países (Brasil, 

Etiópia, Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão) (MAROLI et al., 2013). No Brasil a 

sua ocorrência está em constante expansão, o maior número de casos se concentra na região 

Nordeste, apesar de nos últimos anos o total de casos confirmados ter reduzido de 83% para 

58% (BRASIL, 2018). A sintomatologia clássica é febre recorrente, fadiga e perda de peso; a 

invasão das células sanguíneas e do sistema retículo-endotelial acarreta hepatoesplenomegalia 

e linfadenopatia (CHAPPUIS et al., 2007; MANNA et al., 2006; REY, 2014) 
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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 exceção do Chile e Uruguai. Devido à sua magnitude, assim como 

pelo risco de ocorrência de deformidades que pode produzir no homem, causa também 

envolvimento psicológico, com reflexos sociais e econômicos, sendo considerada uma doença 

ocupacional. Nesse sentido a LTA torna-se uma das afecções dermatológicas que merece 

atenção no que se refere às ações de saúde pública (BRASIL, 2007). 

O agente etiológico de maior importância nas Américas é a L. (V.) braziliensis sendo a 

espécie mais prevalente. No Brasil é a única espécie que ocorre em todas às unidades 

federadas (BRASIL, 2007) e em Pernambuco há evidências que essa é a única espécie 

envolvida na transmissão da LTA com diversas variantes circulando (BRITO et al., 2009; 

2012). 

 

2.3.1 Etiologia e vetores 

 

São conhecidas mais de 30 espécies de Leishmania, sendo 20 patogênicas 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 zoonótica com exceção da L. (L.) 

tropica que é antroponótica. Cepas de L. (L.) infantum na região Mediterrânea podem ser 

causadoras de LC, porém não comprometem órgãos internos (KOBETS; GREKOV; 

LIPOLDOVÁ, 2012; MASMOUDÍ 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 zoonóticas 

(KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVÁ, 2012).  

Nas Américas, são elencadas 11 espécies dermotrópicas de Leishmania implicadas na 

etiologia da LTA, no entanto, apenas sete espécies foram identificadas no Brasil, sendo uma 
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do subgênero Leishmania e seis do subgênero Viannia. A maior diversidade etiológica ocorre 

nas regiões Norte e Nordeste do Brasil (BRASIL, 2010).  

A espécie encontrada em todas as regiões endêmicas do país é L. (V.) braziliensis. 

Além disso, é a mais prevalente em humanos e é transmitida por várias espécies de 

flebotomíneos (e.g. Nyssomyia whitmani, Nyssomyia intermedia e Psychodopygus wellcomei) 

(RANGEL; LAINSON, 2009). Outras espécies também têm sido relatadas: a) L. (V.) 

guyanensis, ocorre às margens do Rio Amazonas, transmitida principalmente por Ny. 

umbratilis, Nyssomyia anduzei e Ny. whitmani; b) Leishmania (V.) lainsoni e L. (L.) 

amazonensis também na região da Amazônia, transmitidas por Trichophoromyia ubiquitalis e 

Bi. flaviscutellata, respectivamente; c) Leishmania (V.) naiffi e Leishmania (V.) shawi, 

ocorrendo no Amazonas e Pará, e tem como principais vetores Psychodopygus squamiventris, 

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

 

2.3.2 Distribuição e epidemiologia 

 

Provavelmente, os dados mais antigos sobre as leishmanioses nas Américas são do 

Peru, do período dos Incas. Descobertas arqueológicas dessa época já demonstravam 

deformações nos lábios e nariz em humanos, semelhantes àquelas observadas na LTA. Assim, 

a LTA é considerada autóctone do continente americano (AZULAY, 1952; PESSOA; 

BARRETO, 1948).  

Segundo um relatório da Organização Pan-Americana da Saúde, 51.098 casos de LTA 

foram registrados em 2014 nas Américas, com uma taxa de incidência de aproximadamente 

20 casos por 100 mil habitantes. Os países com maior incidência foram o Brasil com 75% 

desses casos, seguido da Colômbia e Peru (Organização Pan-Americana da Saúde, 2016). 

Diversas espécies estão relacionadas à etiologia dos casos de LTA sendo as 

prevalências associadas à L. (V.) braziliensis amplamente distribuída em países da América 

Central e do Sul; L. (L.) amazonensis, ocorrendo no Brasil, Colômbia, Bolívia, Guiana 

Francesa e Paraguai; L. (V.) guyanensis com distribuição no Brasil (Amazônia), Peru, Guiana 

Francesa, Colômbia e Suriname; e L. (V.) panamensis com distribuição na América Central e 

no norte da América do Sul (GOTO; LINDOSO, 2010; LAINSON, 2010; LAINSON; 

SHAW, 2005). 

 Do ponto de vista epidemiológico, a LTA é uma doença zoonótica que apresenta 

padrões de transmissão: silvestre, ocupacional, rural e periurbano. O padrão silvestre ocorre 
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em áreas de vegetação primária, onde acomete animais, podendo o homem ser infectado 

quando entra em contato com este ambiente. O padrão ocupacional está relacionado com a 

exploração desordenada da floresta, desmatamento, construção de estradas e atividades de 

ecoturismo. Os processos migratórios, a ocupação de encostas, aglomerados em centros 

urbanos associados a matas secundárias ou residuais correspondem ao padrão rural e 

periurbano em áreas de colonização (BRASIL, 2007; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).  

Vale ressaltar que o perfil periurbano de transmissão, está relacionado basicamente com a 

falta de saneamento básico, a situação econômica precária, a migração da população para as 

cidades, a construção de estradas e ao convívio com animais que servem de novos 

reservatórios da doença. 

Além disso, a epidemiologia da LTA é bastante complexa, com várias espécies de 

Leishmania circulantes numa mesma área geográfica, vários hospedeiros reservatórios, muitos 

vetores, manifestações clínicas e resposta terapêuticas variáveis (BURZA; CROFT; 

BOELAERT, 2018). 

Adicionalmente, surtos de LTA no Brasil são frequentes entre homens em idade 

produtiva, que invadem a floresta por razões diversas, como para treinamento militar 

(DANTAS-TORRES et al., 2017a). 

  

2.4 Resposta imune celular na LTA 

 

A LTA apresenta um grupo de doenças com características imunológicas e clínicas 

distintas, cujo desenvolvimento e a exacerbação dos sintomas estão 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, há uma expansão de tipos celulares, caracterizados por linfócitos 

T CD4+, apresentando um perfil de citocinas T helper do tipo Th1 ou Th2 (HOLZMULLER; 

BRAS-GONÇALVES; LEMESRE, 2006; REIS et al. 2006).  

Na resposta do tipo Th1, as citocinas IFN-γ e TNF-α serão produzidas, ativando 

macrófagos e, por conseguinte levando a destruição dos parasitas. Já numa resposta do tipo 

Th2, as citocinas IL-4 e IL-10 irão inibir a ativação de macrófagos, desta maneira, 

favorecendo a multiplicação dos parasitas e o surgimento de lesões variadas (REIS et al., 

2006). A Leishmania é capaz de modular a resposta imune celular para uma resposta do tipo 

Th2, promovendo a persistência da infecção (REIS et al., 2006). 
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A resposta imune adaptativa do hospedeiro frente à infecção por Leishmania é 

regulada por vias bastante complexas. Pesquisas relacionadas à resposta imune mediada por 

células (respostas profiláticas dos linfócitos in vitro e diagnóstico pela intradermoreação de 

Montenegro – IDMR), em locais endêmicos, evidenciaram que um grupo de indivíduos 

infectados com Leishmania evoluiu para o desenvolvimento de sintomas clínicos da doença 

(DAVIES et al., 1995). De acordo com inquéritos epidemiológicos aplicados em áreas onde a 

LTA é endêmica, somente cerca de 3% dos indivíduos infectados por parasitos do subgênero 

Viannia desenvolveram lesões dérmicas (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Desta 

maneira, frente à infecção por esses parasitas, há indivíduos resistentes (assintomáticos) e 

outros com graus variados de susceptibilidade (sintomáticos) (SILVEIRA; LAINSON; 

CORBETT, 2004).  

Os macrófagos atuam através da produção de espécies reativas do oxigênio (ROS) e 

intermediários tais como o óxido nítrico (NO), que provocam a morte dos parasitas (SOONG; 

HENARD; MELBY, 2012). Dessa forma, é a partir da ativação de macrófagos via IFN-γ 

secretada por células Th1 que ocorre a morte do parasita. Essa citocina é fundamental no 

estabelecimento e manutenção de uma resposta imune protetora (CASTELLANO et al., 

2009). 

Ao longo da sua evolução, as leishmânias desenvolveram mecanismos para manipular 

o sistema de defesa do hospedeiro (NEVES, 2012). Dentre esses, está a produção de dois 

importantes glicoconjugados de superfície: glicoproteína 63 (gp63) e o lipofosfoglicano. A 

gp63 auxilia na ligação do parasito aos receptores dos macrófagos e o lipofosfoglicano auxilia 

na ativação do sistema complemento com o propósito de induzir a fagocitose e proteger os 

parasitos incluídos nos fagolisossomos, inibindo as enzimas lisossomais (GONTIJO; 

CARVALHO, 2003; ROBINS; COTRAN, 2005). 

No cenário que envolve a imunidade adaptativa, os linfócitos T CD4+ apresentam um 

papel dicotômico na resposta do hospedeiro à LTA, sendo capaz de promover uma resposta 

protetora com perfil do tipo Th1 ou acarretando na persistência da doença e sua patologia por 

produzir um perfil do tipo Th2. Em humanos, a resposta imune à infecção por Leishmania não 

é bem caracterizada como a resposta em camundongos, devido a sua complexidade (REIS et 

al., 2006). Na LTA humana, a diferenciação de células T CD4+ para o tipo Th1 é mediada por 

IL-12 que é produzida por macrófagos. A resposta imune do tipo Th1 com produção de (IFN-

γ e TNF-α) vem sendo relacionada ao controle da infecção por ativação dos macrófagos, e 
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consequentemente morte do parasita (ALEXANDER; BROMBACKER, 2012; AMEEN, 

2010; KEDZIERSKI, 2010). 

A atuação da citocina IFN-γ em cooperação com TNF-α ativa a enzima óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS) de macrófagos a produzir NO, resultante da morte intracelular do 

parasito e do controle da doença. Em contrapartida, citocinas como TGF-β, IL-4 e IL-10 

favorecem o aumento dos parasitos através da diminuição na produção de IFN-γ e bloqueio da 

ativação de macrófagos, reduzindo assim o NO (GOMES-SILVA et al., 2007, NYLÉN; 

GAUTAM, 2010; OLIVEIRA et al., 2014).  

De acordo com Alexander e Brombacker (2012), a caracterização recente de 

populações celulares importantes como as células do tipo Th9 e as células T regulatórias 

(Tregs) assim como a análise das interações parasito-hospedeiro nas infecções por diferentes 

espécies de Leishmania tem levantado à questão do paradigma Th1/Th2 como um padrão 

simples de susceptibilidade e resistência. As Tregs estão ligadas a manutenção da homeostase 

imune através da deleção de células T auto-reativas e secreção de mediadores anti-

inflamatórios como é o caso da IL-10. Além disso, a função das Tregs durante a infecção por 

Leishmania é multifacetada, e a proteção da doença ou promoção dependerá do modelo 

experimental estudado.  

Assim sendo, o paradigma da resposta Th1/Th2 em humanos foi aceito até 2005, 

quando uma população celular foi identificada e tornou-se conhecida como Th17. A 

interleucina IL-17, principal citocina secretada por este perfil celular, pode desempenhar um 

papel patogênico em um amplo espectro de doenças humanas, particularmente em condições 

inflamatórias crônicas quando a inflamação, muitas vezes desencadeadas por agentes 

desconhecidos, não pode ser adequadamente atenuada pelo sistema imunológico (COSMI et 

al., 2014).  

Diante deste espectro de atividades, a IL-17 tem sido alvo de estudos nas infecções por 

Leishmania spp. Entretanto, apesar dos estudos realizados pela academia nos últimos anos, 

resultados controversos têm sido encontrados e a atuação da IL-17 como fator de resistência 

ou susceptibilidade na LTA ainda não é bem compreendida (BACELLAR et al., 2009; 

NOVOA et al., 2011).  

Porém, um estudo recente realizado por Gonçalves-de-Albuquerque et al. (2017), 

concluiu que as células Th17 são um modulador crucial da imunidade adaptativa contra 

Leishmania spp., atuando principalmente no recrutamento de neutrófilos e desempenhando 

um duplo papel no local da infecção. Até o momento, informações obtidas através de 
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avaliações de pacientes e modelos experimentais sugerem que a influência da IL-17 e 

neutrófilos ao longo das infecções por Leishmania é totalmente dependente do tecido (pele ou 

fígado/baço) e espécies parasitárias. O tempo em que os neutrófilos são recrutados e a 

persistência da IL-17 no microambiente da infecção também podem ser significativos 

(GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). 

Tais mecanismos imunológicos promovem a persistência do parasita após a cura 

clínica da doença. A confirmação da persistência em indivíduos curados clinicamente levanta 

várias questões a respeito da epidemiologia, da evolução clínica e das estratégias de controle 

das leishmanioses (MENDONÇA et al., 2004). 

 

2.5  Modelos murinos 

 

Para melhor entender os mecanismos imunológicos, genéticos e as infecções humanas 

por Leishmania spp., modelos de infecções experimentais com diferentes linhagens de 

camundongos têm sido utilizados. 

Modelos experimentais de infecção são instrumentos importantes para estudos sobre 

as leishmanioses, tanto no que se refere ao desenvolvimento da doença quanto na resposta 

imune subsequente. Tais modelos permitem avaliar o papel dos diferentes componentes da 

resposta imune e os resultados de pesquisas têm permitido a visualização de estratégias 

terapêuticas e de desenvolvimento de vacinas.  

Determinadas linhagens de camundongos são resistentes à infecção ao passo que 

outras são suscetíveis, possibilitando estudar os mecanismos imunes que regulam a resposta 

ao parasito. Alguns modelos são usados no estudo das leishmanioses causadas por L. (V.) 

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

 

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

 

Os camundongos BALB/c foram considerados os mais suscetíveis à infecção, muito 

embora a L. (V.) braziliensis não cause, nessa linhagem, lesões severas e duradouras 

(CHILDS et al., 1984). Há uma dificuldade para se alcançar uma boa relação entre a resposta 

à infecção por L. (V.) braziliensis no animal e no homem, dificultando assim o estudo em 

laboratório. 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 



27 

 
 

variantes de L. (V.) braziliensis em circulação no continente americano (DEKREY; LIMA; 

TITUS, 1998). 

Nas lesões provocadas por L. (V.) braziliensis, um fator interessante são as fortes 

características da resposta celular do tipo Th1 induzida por alta produção de citocinas pró-

inflamatórios (TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-17), ainda que a carga parasitária nas lesões 

apresentem níveis baixos (GOMES et al. 2014). Tal fator parece diferenciar a resposta à L. 

(V.) braziliensis da resposta frente às outras espécies relacionadas às formas clínicas 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 105 parasitos na derme da orelha desenvolveram uma lesão cutânea 

no local da inoculação e tal lesão foi semelhante às observadas em pacientes com LC. 

A infecção por L. (V.) braziliensis em camundongos isogênicos normalmente resulta 

em um fenótipo de resistência 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 referência de Leishmania do complexo L. (V.) 

braziliensis observaram lesão na pata infectada sem ulcerações 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 lesão, sem 

ulcerações e com posterior cura espontânea da lesão. 

Um estudo realizado com BALB/c sugere que diferentes populações de células 

dendríticas poderiam induzir respostas específicas às várias espécies de Leishmania. No 

entanto, as células dendríticas dermais auxiliam no desenvolvimento de um perfil Th1 

predominando linfócitos T na infecção por L. (V.) braziliensis, ao passo que as células de 

Langherans auxiliariam impedindo a expressão de Th1 em L. (L.) amazonensis (CARVALHO 

et al., 2016). 

 

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

 

Trabalhos com camundongos isogênicos infectados por L. (L.) major contribuem para 

o conhecimento no que se refere à resposta imunológica 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 à infecção: a resposta Th1 e a Th2 



28 

 
 

correlacionadas aos fenótipos de resistência e susceptibilidade, respectivamente (SACKS; 

NOBEN-TRAUTH, 2002; SILVEIRA et al., 2009). 

Logo após a infecção com as formas promastigotas de L. (L.) major, ocorre uma 

resposta inflamatório local intensa, seguida de um recrutamento de monócitos e neutrófilos 

para o local da infecção (MOUGNEAU; BIH; GLAICHENHAUS, 2011). 

O modelo de infecção por L. (L.) major é demonstrado nos camundongos BALB/c 

(modelo de suscetibilidade) e pelos camundongos C57BL/6 (modelo de resistência). A 

infecção por L. (L.) major em camundongos BALB/c acarreta em uma resposta com perfil de 

linfócitos TCD4+ do tipo Th2, já que se desenvolve em locais com níveis altos de IL-4 e 

baixos de IFN-γ o que caracteriza esse modelo (BALB/c) como suscetível à infecção (LOKE 

et al., 2007).  

A relação oposta da expressão gênica de IFN-γ e IL-4 nos modelos organiza as bases 

para a composição das respostas humoral e celular, diferentes às infecções pelo mesmo 

parasito nos tipos de camundongos (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000). Em humanos, 

níveis altos de IL-4 em pacientes com leishmaniose cutânea difusa não são encontrados, 

indicando que a resposta Th2 pode ter menos relevância para a gravidade da doença em 

humanos do que em camundongos (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000). 

Em um sistema livre da resposta Th1 ou Th2, a citocina IL-10 impossibilita a 

formação de NO por macrófagos infectados. No momento em que os macrófagos fagocitam 

parasitos opsonizados por IgG do hospedeiro, estes são impulsionados a fabricarem grandes 

quantidades de IL-10, favorecendo assim a proliferação do parasita (KANE; MOSSER, 2001; 

NOBEN-TRAUTH et al., 2003). Assim, existem outros mecanismos além da polarização 

(Th1/Th2) que beneficiem os perfis de resistência e susceptibilidade a infecção por L. (L.) 

major. 

Watanabe et al. (2004) afirmam que a linhagem de camundongos (C57BL/6) 

produzem baixos níveis de IL-4 quando infectados por vários parasitas. Na escassez de IL-4, 

os animais conseguem responder naturalmente à lesão cutânea ocasionada durante os 

procedimentos experimentais por L. (L.) major, o que está associado com a presença de 

linfócitos TCD4+ polarizados para um perfil do tipo Th1 com níveis elevados de IFN-γ. Tal 

polarização acontece nos linfonodos drenantes do sítio inflamatório em consequência dos 

níveis altos de IL-12 produzida pelas células dendríticas no local da infecção.  

A agregação de IFN-γ e TNF-α acarreta na ativação de uma população de macrófagos 

com função microbicida. O macrófago quando infectado e ativado fornece ânions superóxido 
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e radicais de nitrogênio e oxigênio. Ocorre a produção de NO, por meio do metabolismo do 

aminoácido L-arginina pela enzima iNOS e isso elimina o parasito intracelular (TRACEY et 

al., 2008). 

 

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

 

A polarização Th1/Th2 e o papel no desenvolvimento de modelos de suscetibilidade e 

resistência apontados na infecção por L. (L.) major, servem de padrão para estudos sobre a 

relação entre resposta imunológica do hospedeiro e os parasitos do gênero Leishmania 

(MCMAHON-PRATT e ALEXANDER, 2004).  No entanto, o papel protetor e estimulador 

de suscetibilidade não se aplica a todos os hospedeiros e espécies de parasitos (JI; SUN; 

SOONG, 2003; MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004). A maioria das linhagens de 

camundongos são susceptíveis à L. (L.) amazonensis (exceto C3H/HeJ), inclusive a linhagem 

C57BL/6 que é resistente frente à infecção por L. (L.) major. Os hospedeiros apresentam 

lesões crescentes com formação de vacúolo parasitófaro nas células infectadas, com alta carga 

parasitária (QI; POPOV; SOONG, 2001).  

Tais modelos de susceptibilidade não estão necessariamente, associados a uma 

resposta do tipo Th2 e/ou a uma elevada produção de IL-4, mas a níveis baixos de citocinas 

(IFN-γ, IL-10 e IL-17), sendo que esta situação inicial pode ser importante para a 

sobrevivência do parasito e manutenção da carga parasitária (JI; SUN; SOONG, 2003). 

Hermida et al. (2014) relataram que a infecção por L. (L.) amazonensis impede a 

migração de células dendríticas do sítio de infecção aos linfonodos drenantes, ocorrendo 

acúmulo de células de Langherans. Pode ocorrer níveis baixos na produção de IL-12 e 

comprometimento na expressão da cadeia β2 de seu receptor, favorecendo assim a 

susceptibilidade para este organismo, uma vez que o receptor da IL-12 é um ponto de controle 

para a resposta imune à leishmaniose (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000). 

Na infecção por L. (L.) amazonensis os neutrófilos apresentam um papel de proteção. 

Camundongos (BALB/c) quando infectados tornam-se mais susceptíveis quando ocorre 

redução de neutrófilos, num mecanismo que pode ser dependente de IL-10 e IL-17 (SOUSA 

et al., 2014). Além disso, na infecção por L. (L.) amazonensis a citocina IFN-γ, apresenta um 

papel bem importante. Em baixas doses, esta citocina, pode beneficiar a proliferação das 

formas amastigotas de L. (L.) amazonensis em macrófagos 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 macrófagos, a L. (L.) 

amazonensis é internalizada pelas células fagocíticas derivadas de B-1, e essas células 

apresentaram uma grande quantidade de parasitas internalizados quando comparadas com 

culturas de macrófagos peritoneais e derivados de medula. Durante a infecção por L. (L.) 

amazonensis, as células Tregs parecem ter função protetora também, mas essa ação não está 

associada à produção de TGF-β e IL-10 (JI et al., 2005).  

A compreensão de tais modelos é de grande relevância para entender as funções dos 

componentes da resposta imune no processo de infecção por Leishmania, tanto na 

exacerbação quanto no resultado da inflamação. 

 

2.6 Composição e importância da saliva 

 

A saliva apresenta um papel importante durante o repasto sanguíneo do vetor, 

modulando a resposta imune do hospedeiro e muitas vezes favorecendo a transmissão de 

patógenos. Devido a tal relevância, a caracterização dos componentes da saliva que são 

responsáveis por essas atividades é fundamental para entender os mecanismos de ação e o 

desenvolvimento de estratégias para interromper a transmissão do patógeno (TEIXEIRA et 

al., 2005).  

O aparelho salivar dos flebotomíneos é composto por glândula salivar, dutos salivares, 

bomba salivar e um canal salivar (LESTINOVA et al., 2017). As glândulas salivares são 

emparelhadas por uma camada única de epitélio (ADLER; THEODOR, 1926; ABDEL-

BADEI et al., 2012), podendo ser homogêneas (tamanho e forma) ou heterogêneas de acordo 

com a espécie de flebotomíneos (e.g. a glândula maior e totalmente inflada de P. papatasi 

pode atingir 180 x 140 µm) (Figura 1). A composição da saliva desses dípteros difere não 

somente entre espécies diferentes, mas também entre populações originárias de áreas 

geográficas distintas (LESTINOVA et al., 2017; RAMALHO-ORTIGÃO et al., 2015; 

ROHOUSOVÁ et al., 2012; VOLF; TESAROVA; NOHYNKOVA, 2000; VOLF; 

ROHOUSOVÁ, 2001). 
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Figura 1 - Comparação de glândulas morfologicamente heterogêneas e homogêneas. 

Fonte: Lestinova et al. (2017). 

Legenda: (A) Par de glândulas heterogêneas de Phlebotomus duboscqi (269 x 178μm e 187 x 

138μm) totalmente infladas; (B) Par de glândulas homogêneas de Lu. longipalpis totalmente infladas 

(166 x 106μm e 168 x 104μm). 

 

 

Um estudo recente realizado por Nacif‑Pimenta et al. (2020) monstraram que as 

glândulas apresentam aspectos morfológicos conservados e distintos de acordo com as 

diferentes espécies de flebotomíneos. Cada glândula salivar tem um único lobo arredondado 

constituído de 100-120 células secretoras. As células secretoras, de acordo com sua 

ultraestrutura e ligação à lectina, foram classificadas em cinco subpopulações diferentes, que 

podem diferir nas vias secretoras.  

Estes morfológicos tipos de células secretoras estavam presentes com dissimilaridade 

entre as espécies estudadas. Dois tipos de células secretoras foram encontrados em Lu. 

longipalpis (tipo I e II), três em P. duboscqi (tipo I, II e III) e todos os cinco tipos de células 

foram encontrados em Mi. migonei (Figura 2). A glândula salivar de Mi. migonei apresentou a 

maior variedade de secreção celular com todos os cinco tipos diferentes. É provável que 

alguns tipos celulares estejam em desenvolvimento (células imaturas), entretanto, essa 

variedade de tipos de células secretoras diferenciadas (poucas organelas e muitas vesículas 

secretoras), sugerem que são, de fato, subpopulações de células secretoras maduras distintas. 

A glândula salivar é um órgão composto de um pequeno número de células secretoras 

com poucos tipos de células, embora várias substâncias sejam produzidas e secretadas para 

formar a saliva. Abordagens proteômicas identificaram de 20-40 proteínas pertencentes a 13 

famílias 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 produção e secreção de diferentes componentes salivares. A morfologia 

evidenciou que em alguma glândulas o epitélio está em linha reta enquanto em outros grupos 

de células secretoras podem ser são projetados e parecem ser liberados no reservatório da 
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saliva. De acordo com o aspecto ultraestrutural da secreção da saliva, os tipos de células I e V 

são células merócrinas, células  II e III são células exócrinas e as do tipo IV são células 

holócrinas (NACIF‑PIMENTA et al., 2020). 

Durante o processo de secreção, toda a célula é liberada do epitélio com todo o seu 

conteúdo e posterior morte celular. O processo holócrino é uma morte celular programada, um 

mecanismo de apoptose (LIMAN; ALAN, 2013), demonstrando que a glândula desses vetores 

é uma glândula exócrina multifacetada, que apresenta uma variedade de tipos celulares, que 

executam um processo secretor distinto da saliva. 

 

Figura 2. Microscopia eletrônica de varredura de glândula salivar de Mi. migonei. 
 

 
Fonte: Nacif‑Pimenta et al. (2020). 

Nota: Pequenos dutos (setas brancas) ligando os lóbulos da glândula ao ducto salivar comum 

(asterisco preto). 

 

Os flebotomíneos apresentam peças bucais endurecidas e bastante curtas. Assim, 

durante o processo de alimentação sanguínea, estes insetos necessitam dilacerar a pele do 

hospedeiro com as mandíbulas presentes em sua probóscide até atingir às camadas 

superficiais da derme, onde rompem tecidos e dilaceram capilares formando um poço 

sanguíneo contendo também restos de tecido (ANDRADE et al., 2007). Então, o hospedeiro 

reage por meio de três sistemas que incluem hemostasia, inflamação e imunidade que 

dificultam a alimentação (ABDELADHIM; KAMHAWI; VALENZUELA, 2014; 

FRANCISCHETTI, 2010). A saliva de flebotomíneos é composta por elementos 

farmacologicamente ativos denominados sialogeninas (do grego sialo, saliva) com 

propriedades capazes de contornar este ambiente inóspito, respondendo as dificuldades 

impostas pelos mecanismos de defesa do hospedeiro e posteriormente finalizando a refeição 

sanguínea.  
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Além disso, apresenta um papel importante na transmissão de Leishmania. Sendo um 

aglomerado de substâncias com funções farmacológicas, tais como vasodilatadoras, anti-

agregadoras de plaquetas, anti-hemostáticas, imunossupressoras, exacerbadoras da infecção 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 é controlada por componentes anti-agregação plaquetária, anti-

coagulantes e vasodilatadores da saliva (RIBEIRO, 1995). Moléculas como a hialuronidase 

(que auxilia na difusão de outros componentes); apirase, prostaglandina E2 (PGE2) e 

prostaciclina (inibem a agregação plaquetária e possibilitam a dilatação sanguínea). O 

maxadilan (substância 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 coagulação transportando à produção de trombina e formando os coágulos de fibrina 

(COLLIN et al., 2012; LERNER et al., 1991). Tais moléculas tem como finalidade a 

formação do “poço sanguíneo” para a alimentação dos flebotomíneos (RIBEIRO et al., 1995). 

O maxadilan possui além do papel vasodilatador, atividade imunomoduladora que 

induz a produção de citocinas do perfil Th2, (e.g. IL-10 e TGF-) e inibindo a produção de 

citocinas do perfil Th1 (e.g. IL-12 e TNF-), além de inibir a produção de NO, favorecendo 

dessa forma a sobrevivência do parasito no hospedeiro (BRODIE et al., 2007). 

Além de apresentar propriedades anti-hemostáticas, a saliva é também quimiotática 

para diferentes células do sistema imunológico, atuando na modificação de processos 

inflamatórios no local da alimentação. Saliva de Lu. longipalpis, P. papatasi e P. duboscqi 

aumentaram significativamente a quimiotaxia positiva para macrófagos, apressando desta 

maneira a entrada de parasitos nestas células (ANJILI et al., 1995; ZER et al., 2001).  

Proteínas presentes na glândula salivar desses dípteros apresentam atividade 

farmacológica e muitas delas ainda não possuem sua atividade conhecida. Diversos trabalhos 

têm evidenciado os componentes salivares de Lu. longipalpis e, dentre as atividades temos: a 

inibição de fatores de coagulação e agregação de plaquetas, ligação às aminas biogênicas, 

degradação de componentes da matriz extracelular, hidrólise de adenosina (ADO) e adenosina 

monofosfato (AMP), vasodilatadores e nucleotidases (KAMHAWI; ASLAN; 

VALENZUELA, 2014). 

O homogeneizado de glândula salivar de fêmeas adultas de Lu. longipalpis 

demonstrou atividade de 5’nucleotidase, que converte AMP liberado durante o processo 
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inflamatório em ADO com importante atividade antiplaquetária e vasodilatadora (RIBEIRO; 

ROWTON; CHARLAB, 2000). 

 

2.7 Efeito da saliva de flebotomíneos na infecção por Leishmania 

 

Camundongos repetidamente expostos a homogeneizados de glândulas salivares ou a 

picadas de flebotomíneos não infectadas foram protegidos contra a infecção por Leishmania 

(KAMHAWI et al., 2000). Muitos componentes dessa saliva são capazes de induzir 

imunidade específica - celular e humoral (Figura 3). 

Pesquisas vêm sendo realizadas com a finalidade de entender os mecanismos 

associados à presença de componentes salivares que favorecem proteção ou contribuem para a 

exacerbação da doença. Podemos evidenciar, dentre os efeitos imunomodulatórios da saliva 

sobre o hospedeiro: infiltração de células inflamatórias e do perfil de citocinas no local da 

picada, produção de anticorpos, efeitos sobre células apresentadoras de antígenos (APCs), 

inibição do sistema complemento, modulação na produção de eicosanóides, diminuição na 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) através dos neutrófilos e indução de 

apoptose dessas células (ARAÚJO-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 flebotomíneos. 

 

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

  

Os elementos salivares induzem o processo inflamatório no hospedeiro, pois 

promovem o recrutamento de células inflamatórias até o local da picada (SILVA et al., 2005). 

A saliva desses insetos tanto isoladas quanto em combinação com parasitas de Leishmania foi 

caracterizada como um estímulo para o aglomerado de neutrófilos no local de inoculação 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 glândula 

salivar (SGS) de Lu. longipalpis, por exemplo, aumenta a morte de neutrófilos e aumenta a 

sobrevivência de Leishmania no interior das células (PRATES et al., 2011). 

Simultaneamente, os neutrófilos incubados com L. (L.) infantum e SGS produziram 

quantidades significativamente maiores de MCP-1 (CCL2), uma quimiocina que atrai 

macrófagos para a eliminação desses neutrófilos infectados (LESTINOVA et al., 2017; 

RITTER; FRISCHKNECHT; VAN ZANDBERGEN, 2009). 

Moura et al. (2007), demonstraram que a pré-exposição de camundongos (BALB/c) à 

saliva de Ny. intermedia foi capaz de induzir resposta inflamatória nesses animais. No 



36 

 
 

entanto, tal resposta não foi suficiente para assegurar proteção contra a doença, quando o 

parasita foi inoculado junto com a saliva do vetor. Os camundongos tiveram lesões 

persistentes e maiores em relação ao grupo controle, além de apresentarem níveis menores de 

IFN-γ comparado à IL-4. 

A inoculação de L. (L.) major, associada com o lisado de glândula salivar de Lu. 

longipalpis pode favorecer o estabelecimento da Leishmania. Camundongos das linhagens 

BALB/c e C57BL/6, quando submetidos a tal associação resultou em reação inflamatória 

caracterizada por infiltrado leucocitário formado por neutrófilos, eosinófilos e células T 

CD45+. Houve também um aumento nos níveis de IL-10 em relação à IFN-γ, sugerindo que o 

lisado de glândula salivar induz uma resposta do tipo Th2 (MONTEIRO et al., 2007). Além 

disso, a saliva desta espécie também facilita a transmissão de L. (L.) amazonensis pela 

indução da produção de IL-10 e IL-4 e diminuição de NO em camundongos da linhagem 

BALB/c (NORSWORTHY et al., 2004). 

Apesar de possuir atividade imunomodulatória, uma parte dos componentes da saliva 

são proteínas e possuem potencial imunogênico. Populações residentes em áreas endêmicas 

são frequentemente expostas à picada de flebotomíneos (infectados ou não). Essa população 

pode apresentar manifestações leves e crônicas da doença, à medida que visitantes, não sendo 

anteriormente expostos, possuem um risco maior de desenvolver a doença grave. Deste modo, 

a exposição frequente a picadas de flebotomíneos leva à produção de anticorpos que 

neutralizam as proteínas salivares e adicionalmente ativam mecanismos celulares que podem 

ter efeito adverso no estabelecimento da infecção (ANDRADE; TEIXEIRA, 2012; GOMES; 

OLIVEIRA, 2012). 

A imunização do hospedeiro com moléculas salivares individuais pode ter diversos 

efeitos sobre a infecção por Leishmania, ao contrário da saliva total (LESTINOVA et al., 

2017). Embora a imunização de camundongos com SGH de P. papatasi protegesse 

camundongos da infecção por L. (L.) major (BELKAID et al., 1998), a imunização com a 

proteína salivar PpSP44 dessa espécie aumentou a infecção causada pelo mesmo parasita. O 

resultado protetor da infecção causada pela exposição à SGH e o resultado contrastante 

causado pela PpSP44 foram associados com uma resposta imune Th1 e Th2 anti-Leishmania, 

respectivamente (OLIVEIRA et al., 2008). No modelo murino BALB/c usando saliva de Ny. 

intermedia e L. (V.) braziliensis, o plasmídeo que codifica para uma proteína Linb-11 foi 

demonstrado como um potente indutor de uma resposta imune celular conferindo assim 
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proteção contra a infecção por L. (V.) braziliensis, ao contrário do efeito exacerbador da saliva 

total (MOURA et al., 2007). 

A resposta imunológica dirigida contra a saliva do inseto contribui na construção de 

uma resposta anti-Leishmania. Indivíduos residentes em locais endêmicos para leishmaniose 

apresentam anticorpos contra antígenos salivares e a presença desses anticorpos apresenta 

uma relação positiva com uma reação de hipersensibilidade do tipo tardio contra antígenos 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 presença do parasita. Camundongos BALB/c pré-imunizados e submetidos com o SGH de 

Ny. intermedia, apresentaram alta expressão de IFN-γ, ao mesmo tempo que a expressão 

desses genes em animais desafiados expostos a SGH em associação com L. (V.) braziliensis, 

não foi observada. Isso sugere que, o parasito também é capaz de modular o ambiente para 

seu estabelecimento. Presença de genes indutores de IFN-γ também foi analisada em células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) de humanos não infectados de uma área 

endêmica para L. (V.) braziliensis e que poderiam estar expostos à picada de Ny. intermedia. 

A expressão desses genes também foi regulada positivamente pelo SGH dessa espécie de 

flebotomíneo nas CMSP desses indivíduos (WEINKOPFF et al., 2014). 

A exposição prévia a saliva é capaz de induzir resposta imune protetora no indivíduo 

através da produção de anticorpos e do desenvolvimento do perfil de imunidade celular do 

tipo Th1, podendo impedir a instalação da infecção pelo parasito. 
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3 JUSTIFICATIVA  

 

Estudos sobre os efeitos da saliva de flebotomíneos na infecção por Leishmania spp. 

indicam que as proteínas salivares do vetor têm capacidade de modular a resposta 

imunológica do hospedeiro. Por exemplo, um estudo recente monstrou que homogeneizados 

de glândulas salivares de Bi. flaviscutellata e Ps. complexus tiveram um efeito inibitório na 

infecção por L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis em BALB/c (FRANCESQUINI et al., 

2014). O conhecimento sobre o efeito da saliva de flebotomíneos no curso da infecção por 

diferentes espécies de Leishmania poderá ajudar no desenvolvimento de ferramentas para 

avaliar a exposição a picadas de flebotomíneos em áreas endêmicas e até mesmo no 

desenvolvimento de vacinas baseadas em antígenos salivares. 

Leishmania (V.) braziliensis é o principal agente causador da LTA nas Américas e 

diferentes espécies de flebotomíneos têm sido implicadas na transmissão desse importante 

parasita, incluindo Mg. migonei. A falta de pesquisas científicas sobre o efeito da saliva de 

Mg. migonei no curso da infecção por L. (V.)  braziliensis encorajou o desenvolvimento do 

presente estudo.  
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4 PERGUNTA CONDUTORA  

 

Qual o papel da glândula salivar de Mg. migonei na infecção por L. (V.) braziliensis? 
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5 HIPOTESE  

 

As proteínas salivares de Mg. migonei na infecção por L. (V.) braziliensis têm 

capacidade de modular a resposta imunológica do hospedeiro, inibindo o surgimento da lesão 

cutânea. 
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6 OBJETIVOS 

 

A seguir são descritos os objetivos geral e específicos do presente trabalho de tese de 

doutorado. 

 

6.1 Objetivo geral 

 

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

braziliensis. 

 

6.2 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar o curso da infecção em roedores infectados com L. (V.) braziliensis na 

presença ou ausência de saliva de Mg. migonei; 

b) Analisar a resposta imune de roedores infectados por L. (V.) braziliensis na presença 

ou ausência de saliva de Mg. migonei; 

c) Avaliar a carga parasitária de L. (V.) braziliensis em roedores infectados através da 

técnica de PCR convencional. 
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7 METODOLOGIA 

 

Nessa seção são descritos os processos metodológicos realizados no presente estudo. 

 

7.1 Aspectos éticos 

 

Os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais (CEUA, número: 114/2017) do Instituto Aggeu Magalhães 

(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, os 

animais ficaram no ambiente em condições de renovação contínua de ar. Os camundongos 

foram alojados em um ciclo de 12h luz/12h escuro e com livre acesso a comida (Nuvilab, 

Curitiba, Paraná, Brasil) e água. 

 

7.2 Leishmania (V.) braziliensis 

 

Uma cepa de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) previamente isolada de um 

paciente na Serra dos Carajás, estado do Pará, 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 µg/ml de estreptomicina (meio Schneider completo), 

mantidos a 26 ºC. As formas promastigotas foram passadas in vitro semanalmente. No sexto 

dia de cultura, promastigotas em fase estacionária (1 × 106 células do parasita/ml) foram 

obtidas, centrifugadas (1.620 × g por 10 min) em solução salina tamponada com fosfato 

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

 

7.3 Preparação de antígeno solúvel  

 

 

As formas promastigotas foram mantidas conforme descrito no item 7.2 e alíquotas 

contendo 109 células/ml foram submetidas a três lavagens com salina tamponada (PBS – pH 

7,2). Extratos de antígeno solúvel 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 × PBS, centrifugadas a 800 × g por 
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15 min a 4 °C e os sobrenadantes foram removidos. Os sedimentos foram ressuspensos em 

1mL de tampão de lise (Tris 50 mM, EDTA 5 mM) 1 × 109 parasitas/ml contendo inibidor de 

protease metil-fenil-fluoreto (Cytiva, USA). A solução do parasita foi submetida a três ciclos 

rápidos de congelamento-descongelamento seguidos por seis pulsos 40W/20 segundos em um 

sonicador. As frações antigênicas solúvel (AgST) foram separadas por centrifugação a 10.000 

× 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 instruções do fabricante. Para verificar a integridade do 

LSA, uma eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com 

Laemmli (1970) nas concentrações de 20 µg/ml e 40 µg/ml, as quais foram coradas com azul 

de Coomassie blue. Após esses procedimentos, as frações do antígeno foram armazenadas a –

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

 

7.4 Produção do homogeneizado de glândulas salivares 

 

O homogeneizado de glândulas salivares (SGH) foi obtido a partir de fêmeas de Mg. 

migonei de uma colônia mantida na Charles University, Praga, República Tcheca. A colônia 

foi estabelecida a partir de espécimes capturadas no município de Baturité, estado do Ceará, 

nordeste do Brasil, e mantida em condições padrão conforme descrito por Volf e Volfova 

(2011). As glândulas salivares foram dissecadas em tampão Tris (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 

pH 7,6) e liofilizadas para envio ao Brasil em temperatura ambiente. Uma hora antes do uso, a 

preparação foi reconstituída em água destilada na proporção de uma glândula salivar por 1 µl 

de água destilada. O equivalente a uma única glândula salivar foi utilizado para cada ponto de 

inoculação nos camundongos. 

 

7.5 Inoculação 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 não 

infectados inoculados com PBS); Grupo SGH (seis camundongos, cada um inoculado com o 

equivalente a uma única glândula salivar de Mg. migonei); grupo SGH+LEISH (seis 

camundongos, cada um inoculado por via subcutânea na pata traseira com 106 formas 

promastigotas em fase estacionária de L. (V.) braziliensis em 50 µl de PBS mais o equivalente 

a uma única glândula salivar de Mg. migonei; grupo LEISH (seis camundongos, cada um 
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inoculado com 106 formas promastigotas em fase estacionária de L. (V.) braziliensis em 50 µl 

de PBS). 

 

    Figura 4. Inoculação de L. (V.) braziliensis, SGH ou ambos em camundongos BALB/c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Fonte: A autora. 

 

 

7.6 Avaliação macroscópica da infecção 

 

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

medição da espessura da pata submetida à inoculação com auxílio de um paquímetro (Figura 

5). A espessura da pata inoculada foi comparada com a espessura da pata não submetida à 

inoculação (FRANCESQUINI et al., 2014). A presença e a espessura de quaisquer lesões 

cutâneas também foram registradas. Os camundongos foram eutanasiados no final do período 

de observação. 
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Figura 5. Medição da espessura da pata com auxílio 

de um paquímetro. 
 

 

Fonte: A autora. 

 

7.7 Cultura de células para dosagem de citocinas 

 

Oito semanas após a inoculação (PI), o baço de cada camundongo foi removido 

assepticamente após a eutanásia e utilizado para dosagem de citocinas (Figura 6). Em seguida, 

suspensões de células esplênicas foram obtidas por maceração em meio RPMI 1640 (Sigma 

Chemical Corporation, St. Louis, MO, EUA). Os baços foram macerados com êmbolo de 

seringa em tela de malha fina (Falcon®, filtro celular 40 µm). A suspensão celular obtida foi 

depositada em tubos falcon de 50 ml. Após centrifugação a 200 × g durante 5 min a 4 °C, as 

hemácias foram lisadas adicionando água estéril ao precipitado durante 20 segundos (1 

ml/baço). 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 deposição dos grumos. Após esse período, o sobrenadante foi transferido para um 

novo tubo, centrifugado novamente a 200 × 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 câmara de Neubauer (Tennant, 1964). As células ressuspensas 

foram cultivadas a uma concentração de 106 células viáveis/poço em placas de 48 poços 

(Costar Cambridge, MA, EUA). As células foram então estimuladas com concanavalina 

(ConA) (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, EUA) (2,5 g/ml), SGH 0,5 (0,5 l - o 

equivalente a 1/2 da glândula salivar), SGH 0,25 (0,25 l - o equivalente a 1/4 de glândula 

salivar) ou LSA (20 g/ml). Uma cultura sem estímulo foi usada como controle. As placas 

foram incubadas a 37 °C em uma incubadora de 5% de CO2 e, após 3 e 5 dias, os 
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sobrenadantes foram coletados e imediatamente congelados a –20 °C para posterior análise da 

produção de citocinas. Coletamos cultura de células após 3 e 5 dias para verificar se havia 

alguma diferença na produção de citocinas ao longo do tempo. 

 

Figura 6. Desenho experimental para medição de citocinas utilizando o baço de BALB/c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Miranda (2021). 

 

 

 

Fonte: A autora. 

 

7.8 Extração de DNA 

 

A extração de DNA genômico do tecido da orelha de camundongos foi realizada com 

o kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Germany), seguindo as instruções 

do fabricante. As amostras de DNA foram eluídas em 100 µl e congeladas a –20 °C. A 

quantidade e pureza do DNA extraído foram avaliadas usando um espectrofotômetro 

NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, EUA). 

 

7.9 Diagnóstico Molecular 

 

As amostras de DNA relatadas no item anterior foram testadas por PCR convencional 

usando os iniciadores B1 (5’-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) e B2 (5’-

CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’), que tem como alvo uma região de 750 pares de bases do 

minicírculo cinetoplasto de Leishmania spp. pertencente ao subgênero Viannia (de Bruijn e 

Barker, 1992). As reações de PCR continham 14 μl de água tipo I, 2,5 μl de dNTP (2 mM), 

0,5 μl de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA) (5 U/μl), 1,5 μl de MgCl2 (50 

mM), 2,5 μl de 10× PCR buffer, 2,5 μl de cada iniciador (100 pmol/μl) (Invitrogen) e 2 μl do 
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DNA da amostra. As condições de amplificação 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 desnaturação de 5 

min a 94 °C (Rodrigues et al., 2002) um controle positivo (DNA extraído de cultura de 

promastigotas de L. (V.) braziliensis) e um controle negativo (DNA extraído de flebotomíneos 

machos) foram incluídos em cada corrida de PCR. Os produtos foram analisados em géis de 

agarose 1,5%, sendo corados com brometo de etídio (10 μg/ml) e visualizados em 

transiluminador de UV, utilizando escala de DNA de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, EUA) 

como marcador de peso molecular. 

 

7.10 Detecção dos níveis de citocinas Th1/Th2/Th17 em sobrenadante de cultura através 

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 IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-γ e TNF, 

seguindo as instruções do fabricante. Os resultados foram obtidos em 24 horas utilizando o 

BD FACSCalibur™ (BD Biosciences), considerando o mínimo de 2.100 leituras. A aquisição 

foi realizada no software CellQuestPro e as análises no software FCAP Array (BD 

Biosciences) versão 3.0. Os resultados foram expressos como índice de taxa de cultura 

estimulada/culturas não estimuladas. 

 

7.11 Análise estatística 

 

Os dados quantitativos foram testados para normalidade usando o teste D’Agostino. 

Kruskal-Wallis (seguido pelo teste de comparação múltipla de Dunn) foi usado para analisar 

dados não paramétricos, enquanto o teste t ou ANOVA foram usados para dados paramétricos 

(teste de comparação múltipla de Tukey). A correlação entre as citocinas foi realizada usando 

o teste do coeficiente de correlação de Spearman (rs) para dados não distribuídos 

normalmente e o teste do coeficiente de correlação de Pearson (r) para dados distribuídos 

normalmente. Todas as análises estatísticas 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 seção serão apresentados os resultados do presente estudo. 

 

8.1 Perfil eletroforético de antígenos solúveis de Leishmania (LSA) 

 

Os antígenos solúveis de Leishmania foram submetidos a uma eletroforese em gel de 

poliacrilamida e apresentaram proteínas cujos pesos moleculares variaram entre 225kDa e 17 

kDa (Figura 7) quando comparadas ao peso molecular padrão. O perfil encontrado de 

proteínas foi entre os pesos moleculares de 76KDa ao 24KDa. O antígeno apresentou perfil 

condizente com antígenos brutos de L. (V.) braziliensis e o mesmo não apresentou sinais de 

degradação, estando de acordo com o que consta na literatura. Desta maneira, os antígenos 

mostraram-se aptos para serem usados nas etapas imunológicas. 

  

Figura 7. Gel de eletroforese SDS-PAGE. 

 
                                              

                                        Fonte: A autora.  

Legenda: Padrão de bandeamento da fração 

protéica solúvel purificada de cultura de 

promastigotas de L. (V.) braziliensis (AgST) 

em concentrações de 20µ (1) e 40µ (2). 
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8.2 Avaliação macroscópica da infecção 

 

  A avaliação macroscópica revelou a presença de lesões leves em alguns camundongos 

BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis, isoladamente (grupo LEISH) ou em combinação 

com SGH de Mg. migonei (grupo SGH+LEISH). Esses animais apresentavam caquexia, 

lesões leves não ulcerativas (Figura 8) e lesões na cauda (Figura 9). 

 

Figura 8. Camundongo com caquexia e lesões leves não ulcerativas. 

 

 
Fonte: A autora. 

 

 

Figura 9. Lesões na cauda do camundongo. 

 

 
Fonte: A autora. 

 

 

Os camundongos do grupo LEISH apresentaram lesões leves não ulcerativas a partir 

da quinta semana PI. As lesões atingiram tamanhos variáveis, aumentando progressivamente 

até a oitava semana PI (Gráfico 1). Em particular, três camundongos do grupo LEISH 

apresentaram lesões leves não ulcerativas na cauda a partir da quinta semana PI. As lesões 

atingiram tamanhos variáveis, aumentando progressivamente até a oitava semana PI. Dois 
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destes camundongos apresentaram um aumento pequeno na espessura da pata inoculada (isto 

é, 0,04-0,05 µm) da sexta a oitava semana PI em comparação com a espessura da pata não 

inoculada. Da mesma forma, dois camundongos do grupo SGH+LEISH também apresentaram 

lesões leves não ulceradas na cauda a partir da quinta semana PI e um adicional a partir da 

sexta semana PI. No entanto, essas lesões diminuíram progressivamente até a oitava semana 

PI. Um camundongo deste grupo mostrou um aumento muito menor na espessura (isto é, 0,03 

µm) de sua pata inoculada da terceira a oitava semana PI, enquanto outro camundongo 

mostrou o mesmo aumento apenas na quarta semana PI. Além disso, eles apresentaram 

alopecia na quinta semana PI e foram menos ativos em comparação com os camundongos 

CTRL. 

 

Gráfico 1. Tamanho das lesões nos grupos SGH+LEISH e LEISH. 

  

 
 

Fonte: A autora. 

 

 

Não houve diferenças significativas no desenvolvimento da lesão ou no tamanho da 

espessura da pata entre os grupos LEISH e SGH+LEISH. No entanto, considerando os 

camundongos com lesões na cauda (ou seja, três em cada grupo), encontramos diferenças 

estatisticamente significativas no tamanho médio da lesão (Gráfico 1) na sexta semana PI 

(teste t, t(4) = 3,148, P = 0,0346), sétima semana PI (teste t, t(4) = 8,097, P = 0,0013) e oitava 

semana PI (teste t, t(4) = 8,447, P = 0,0011). Os camundongos do grupo SGH apresentaram a 
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pata inchada na terceira semana PI. Nenhuma lesão local foi observada nesses animais, assim 

como nos camundongos do grupo controle. 

 

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

 

Todos os 24 camundongos (BALB/c) pertencentes aos quatro grupos foram analisados 

com relação a detecção de DNA de L. (V.) braziliensis. Três (50%) dos camundongos do 

grupo SGH+LEISH e três (50%) do grupo LEISH foram positivos na PCR, enquanto todos os 

camundongos nos grupos SGH e CTRL foram negativos (Figura 10). 

 

 Figura 10. Eletroforese em gel de agarose. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: PM (peso molecular); C+ (controle positivo); CNE (controle de 

extração); 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 Produção de citocinas por células esplênicas estimuladas com SGH 0,5, SGH 0,25 e 

LSA após 3 dias 

 

O LSA apresentou proteínas cujos pesos moleculares variaram entre 17 kDa e 225 

kDa. O antígeno apresentou perfil eletroforético consistente com antígenos brutos de L. (V.) 

braziliensis e não mostrou sinais de degradação como mencionado no item 8.1. 

Em culturas de células esplênicas estimuladas com SGH 0,5 (Figura 11A), os níveis de 

IL-17A foram ligeiramente menores no grupo CTRL em comparação com os demais grupos, 

com diferença estatisticamente significativa entre os grupos SGH e CTRL (teste de Tukey, df 

= 5, P = 0,023). A produção de TNF foi maior no grupo SGH quando comparado com os 

grupos CTRL e LEISH (teste de Tukey, df = 5, P = 0,018). Não foram encontradas diferenças 

estatísticas significativas em relação à produção de IL-10, IFN-γ (Figura 11A), IL-4, IL-6 e 

IL-2 (Figura 12). 

Culturas de células esplênicas estimuladas com SGH 0,25 (Figura 11B) mostraram 

níveis significativamente baixos de IL-10 no grupo SGH em comparação com o grupo 

SGH+LEISH (teste de Dunn, df = 5, P = 0,042). A produção de TNF foi maior no grupo SGH 

em comparação com os grupos CTRL e LEISH, embora não tenha diferença estatisticamente 

significativa. Diferenças estatísticas entre outras citocinas e grupos não foram significativas. 

Quanto às culturas de células esplênicas estimuladas por LSA, o grupo LEISH 

produziu níveis mais elevados de IL-10 em comparação com os grupos CTRL e SGH (teste de 

Tukey, df = 5, P = 0,001) (Figura 11C). Além disso, o grupo SGH+LEISH produziu níveis 

mais elevados de IL-10 quando comparado ao grupo SGH (teste de Tukey, df = 5, P = 0,001). 

Finalmente, os níveis 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. Avaliação dos níveis de citocinas detectados no sobrenadante de cultura após 3 

dias entre os grupos experimentais após estímulo in vitro. 

 

Legenda: (A) SGH 0,5; (B) SGH 0,25; (C) LSA. As barras horizontais indicam as diferenças estatísticas 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. Produção de citocinas por células esplênicas estimuladas com SHG 0,5 após 3 

dias. 

 

 

Fonte: A autora. 

 

8.5 Produção de citocinas por células esplênicas estimuladas com SGH 0,5, SGH 0,25 e 

LSA após 5 dias 

 

Não houve diferença estatisticamente significativa em relação à produção de IL-10, 

TNF, IL-6, IL-17A, IFN-γ, 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 produção de IL-17A (teste 

de Tukey, df = 5, P = 0,020) e IFN-γ (teste de Tukey, df = 5, P = 0,037) diminuiu no grupo 

SGH comparado ao grupo LEISH. Não houve diferença estatisticamente significativa em 

relação à produção de IL-10, TNF, IL-6, IL-4 e IL-2. 
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Figura 13. Produção de citocinas por células esplênicas estimuladas com SGH 0,5 

após 5 dias. 

 

Fonte: A autora. 

 

Quando estimulado com LSA (Figura 14B), níveis mais baixos de IL-17A foram 

detectados no grupo SGH+LEISH em comparação com o grupo CTRL (teste de Tukey, df = 

5, P = 0,024). Em relação ao IFN-γ, os grupos LEISH e SGH+LEISH apresentaram níveis 

mais elevados em comparação ao grupo SGH (teste de Tukey, df = 5, P = 0,004). Além disso, 
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o grupo SGH apresentou níveis mais baixos de IFN-γ em comparação com o grupo CTRL 

(teste de Tukey, df = 5, P = 0,004). 

 

Figura 14. Detecção de citocinas no sobrenadante de cultura (5 dias) nos grupos 

estudados após estímulo in vitro. 

 

Legenda: (A) Citocinas no sobrenadante da cultura após estimulação com SGH 0,25; (B) Citocinas no 

sobrenadante da cultura após estímulo com LSA. As barras horizontais indicam as diferenças estatísticas 

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 Produção de citocinas em cultura de células esplênicas ao longo do tempo 

 

Não houve diferenças estatisticamente significativas na produção de IL-10, IL-17A, 

TNF, IFN-γ e IL-2 após 3 e 5 dias pós-estímulo com SGH 0,5 (Figura 15). Após estímulo 

com SGH 0,25 (Figura 16A), a produção de IL-17A e TNF não foi sustentada no grupo SGH, 

com níveis decrescentes após 5 dias em comparação com 3 dias de estímulo in vitro. A 

produção de outras citocinas não foi estatisticamente significativa. 

Analisando a produção de citocinas após estímulo com LSA (Figura 16B), observamos 

níveis mais baixos de IL-17A e IFN-γ no grupo SGH após 5 dias em comparação com 3 dias. 

Por outro lado, os níveis de TNF foram significativamente maiores após 5 dias comparado a 3 

dias no grupo LEISH. 
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Figura 15. Produção de citocinas em cultura de células esplênicas ao longo do tempo após 

estímulo com SGH 0,5. 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 16. Comparação de citocinas no sobrenadante de cultura (3 dias e 5 dias) após o  

estímulo. 

 

Legenda: (A) Citocinas no sobrenadante da cultura após estímulo com SGH 0,25; (B) Citocinas no 

sobrenadante da cultura após estímulo com LSA. As barras horizontais indicam as diferenças estatísticas com 

o valor de p <0,05; p <0,001 a 0,01 (**); p <0,01 a 0,05 (*). 
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8.7 Correlação entre a produção de IL-10, TNF e IFN-γ após diferentes estímulos 

 

Para avaliar a influência da citocina inibitória IL-10 na ativação de células T em 

culturas, foi feita a correlação de IL-10 com IFN-γ e TNF. Não houve correlação entre a 

produção de IL-10, TNF ou IFN-γ 3 dias após a estímulo com SGH 0,5, SGH 0,25 ou LSA 

(Tabela 1). No entanto, após 5 dias, observamos uma correlação 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 

após estímulo com SGH 0,25 (r (5) = 0,89, P = 0,016) ou LSA (r (5) = 0,90, P = 0,013). Uma 

correlação entre TNF e IFN-γ também foi encontrada no grupo SGH+LEISH (r (5) = 0,83, P = 

0,040), bem como uma correlação entre IL-10 e IFN-γ no grupo LEISH (r (5) = 0,85, P = 

0,029), após estímulo com SGH 0,25. 
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Tabela 1 - Correlações entre a produção de citocinas IL-10, TNF e IFN-γ nos diferentes estímulos in vitro 

Grupos 

Coeficiente de correlação a 

3 dias 

 

5 dias 

IL-10 x TNF IL-10 x IFN-γ  TNF x IFN-γ  IL-10 x TNF IL-10 x IFN-γ  TNF x IFN-γ 

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** rs 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. 

Nota: a De outra maneira declarado com letras sobrescritas o coeficiente de correlação de Spearman (rs), todos os valores mostrados são coeficientes de correlação 

de Pearson (r). Os resultados estatisticamente significativos são indicados com um (P <0,01 a 0,05) ou dois asteriscos sobrescritos (P <0,001 a 0,01).  



62 

 
 

9 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, avaliamos o curso da infecção e os níveis de citocinas em 

camundongos BALB/c suscetíveis inoculados apenas com SGH de Mg. migonei ou em 

combinação com L. (V.) braziliensis. Ao final do período de observação (8 semanas), todos os 

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, 

os 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 detecção (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 à distribuição irregular de L. (V.) braziliensis na pele de 

camundongos BALB/c, conforme demonstrado com outras espécies de Leishmania (DOEHL 

et al., 2017). 

Observamos lesões não ulcerativas leves em camundongos dos grupos SGH+LEISH e 

LEISH. As lesões em camundongos do grupo LEISH aumentaram progressivamente, 

enquanto as lesões em camundongos do grupo SGH+LEISH diminuíram progressivamente 

até a oitava semana PI. No entanto, considerando o baixo número de observações (ou seja, 

três camundongos de cada grupo apresentando lesões cutâneas), sugerimos pesquisas 

adicionais com um tamanho de amostra maior para confirmar se a saliva de Mg. migonei pode 

reduzir o tamanho da lesão e promover uma recuperação mais rápida, utilizando 

camundongos BALB/c ou outro modelo animal. Nossos achados concordam com um estudo 

anterior mostrando que o tamanho da lesão causada por L. (L.) amazonensis e L. (V.) 

braziliensis foi menor em camundongos BALB/c infectados na presença de SGH de 

Bichromomyia flaviscutellata e Psychodopygus complexus, respectivamente, em comparação 

com camundongos controle (FRANCESQUINI et al., 2014). Em outro estudo com 

camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis foi observada uma pequena lesão 

na pata infectada, sem ulcerações (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 lesão nodular, sem alterações na pata 
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infectada e posterior cicatrização espontânea da lesão. O resultado de autocura ou proteção 

contra leishmaniose causada por Leishmania (L.) major, Leishmania (L.)  amazonensis e L. 

(V.) braziliensis através da resposta imune da saliva de flebotomíneos foi relatada em modelos 

de roedores (THIAKAKI et al., 2005; GOMES; OLIVEIRA, 2012; LESTINOVA et al., 

2017). 

Analisando a produção de citocinas em culturas de células esplênicas de camundongos 

BALB/c em diferentes grupos, observamos algumas diferenças estatisticamente significativas 

(ver seção 3. Resultados) que variaram de acordo com o tipo de estímulo e com a quantidade 

de dias pós-estímulo. Por exemplo, níveis aumentados de TNF e IL-17A foram registrados em 

culturas de células esplênicas de camundongos do grupo SGH, 3 dias após a estimulação com 

SGH 0,5; também houve um aumento semelhante após estimulação SGH 0,25, embora não 

estatisticamente significativo. Níveis diminuídos de IL-10 também foram registrados em 

culturas de células esplênicas de camundongos do grupo SGH, 3 dias após a estimulação com 

SGH 0,25. Níveis aumentados de TNF e níveis diminuídos de IL-10 também foram 

registrados 3 dias após a estimulação com LSA em camundongos dos grupos SGH e SGH + 

LEISH, respectivamente. 

As propriedades antigênicas e imunogênicas da saliva são conhecidas por diferirem 

entre as espécies de flebotomíneos (LESTINOVA et al., 2017). Em relação aos modelos 

murinos, Moura et al. (2010) relataram uma regulação positiva da expressão de TNF em 

camundongos BALB/c pré-sensibilizados três vezes com saliva de Ny. intermedia, e 

posteriormente foram injetadas com sonicato de glândulas salivares deste inseto. Isso 

corrobora com o presente estudo, no qual também observamos aumento da expressão de TNF 

em camundongos BALB/c injetados com SGH de Mg. migonei. O aumento precoce de TNF e 

a diminuição da IL-10 em nosso estudo podem estar relacionados ao equilíbrio entre Th1/Th2, 

conforme afirmado por Moura et al. (2007) que analisou a resposta imune contra saliva de Ny. 

intermedia e efeitos da pré-exposição na infecção por L. (V.) braziliensis, utilizando um 

modelo experimental intradérmico (BALB/c). 

Estudos com camundongos BALB/c mostraram níveis mais baixos de IFN-γ após o 

desafio com L. (V.) braziliensis e SGH (Ny. intermedia) em comparação com camundongos 

inoculados com PBS e infectados com L. (V.) braziliensis (MOURA et al., 2007; 

WEINKOPFF et al., 2014). Curiosamente, neste estudo, níveis diminuídos de IFN-γ e IL-17A 

foram detectados em culturas de células esplênicas de camundongos do grupo SGH, 5 dias 

após estímulo com SGH 0,25 quando comparados ao grupo LEISH. É importante ressaltar 
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que o mesmo fenômeno ocorre quando o estímulo utilizado foi LSA, onde o IFN-γ também 

diminuiu significativamente no grupo SGH, 5 dias após a estimulação com LSA. Além disso, 

o primeiro estudo avaliando o efeito das glândulas salivares do flebotomíneo em células 

humanas in vitro, revelou que a saliva de Phlebotomus papatasi inibe a produção de IFN-γ 

(ROGERS; TITUS, 2003). 

Nossos resultados sugerem que a produção de citocinas induzida pelas células 

esplênicas in vitro não se sustentou ao longo do tempo, diminuindo de 3 para 5 dias de 

cultivo. Por exemplo, níveis baixos de IL-17A e TNF foram detectados em culturas de células 

esplênicas de camundongos do grupo SGH, 5 dias após a estimulação com SGH 0,25, em 

comparação com os níveis do dia 3. Da mesma forma, níveis menores de IL-17A e IFN-γ 

foram detectados em camundongos do grupo SGH 5 dias após a estimulação com LSA, em 

comparação com 3 dias. Por outro lado, os níveis de TNF foram significativamente maiores 

após 5 dias do que após 3 dias no grupo LEISH. Antígenos de Leishmania (V.) braziliensis 

são estimuladores naturais de IFN-γ e IL-17A liberados por células Th1, que levam à rápida 

infecção de macrófagos e neutrófilos, favorecendo a sobrevivência do parasita nos estágios 

iniciais da infecção (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; GONÇALVES-DE-

ALBUQUERQUE et al., 2017). A baixa expressão de citocinas regulatórias de células T 

ativadas é uma característica 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 infecção, 

principalmente durante a fase aguda (ROCHA et al., 2007; ROHOUŠOVÁ; VOLF, 2006). 

Isso corrobora com nossos achados, uma vez que a produção de TNF por células esplênicas 

foi sustentada ao longo do tempo no grupo LEISH. Curiosamente, o soro de pacientes com 

leishmaniose mucosa apresentou maiores concentrações de TNF do que o soro de pacientes 

com leishmaniose cutânea (DA-CRUZ et al., 1996; GAZE et al., 2006), sugerindo que esta 

citocina pode estar envolvida na resposta imune apresentada na fase crônica da doença e 

destruição dos tecidos. Assim, a redução dos níveis de IL-17A e IFN-γ após 5 dias no grupo 

SGH pode ser resultado de um papel regulador da saliva de Mg. migonei. 

Encontramos uma correlação positiva entre IL-10 e TNF no grupo CRTL estimulado 

in vitro com SGH 0,25, bem como no grupo SGH+LEISH após estímulo com SGH 0,25 ou 

LSA. Da mesma forma, detectamos uma correlação positiva entre TNF e IFN-γ no grupo 

SGH+LEISH, bem como entre IL-10 e IFN-γ no grupo LEISH, 5 dias após estimuladas com 

SGH 0,25. Essa sinergia entre TNF e IFN-γ parece ser muito importante na eliminação do 
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parasita, uma vez que estudos in vitro pioneiros demonstraram que essa correlação foi 

essencial na ativação de macrófagos para a eliminação de Leishmania via espécies ROS 

(BODGAN et al., 1990; GREEN et al., 1990). Em outro estudo, a IL-10 também esteve 

presente nas lesões, na tentativa de equilibrar o dano e a eliminação do parasita (SCOTT; 

NOVAIS, 2016). Nossos resultados reforçam a ativação das citocinas por meio de antígenos 

de Leishmania, mas também a imunomodulação pela saliva do inseto. 

IL-10, TNF, IFN-γ e IL-17A desempenham um papel importante na resposta imune 

contra L. (V.) braziliensis em diferentes hospedeiros (GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE 

et al., 2017; LESTINOVA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013). Por 

exemplo, a IL-10 é importante na regulação das respostas imunes que estão relacionadas à 

progressão da lesão em pacientes com leishmaniose tegumentar americana causada por L. (V.) 

braziliensis e níveis aumentados de IL-10 também foram relatados em infecções por L. (L.) 

major em camundongos BALB/c (MOURA et al., 2005; KANE; MOSSER, 2001). TNF na 

infecção por L. (V.) braziliensis tem a reputação de estar envolvido no controle do número de 

parasitas na pele, nódulos linfáticos e baço e no processo de cicatrização de feridas 

(TRIPATHI et al., 2007). IFN-γ é a principal citocina envolvida na ativação de macrófagos e 

tanto o IFN-γ quanto o TNF estimulam a síntese de óxido nítrico, causando a morte do 

parasita (DARRAH et al., 2007). Estudos já relataram uma correlação direta entre a 

frequência de células TCD4 + expressando IFN-γ e TNF e o tamanho da lesão (ANTONELLI 

et al., 2005) e pacientes com leishmaniose apresentam alta produção de IFN-γ e TNF 

(OLIVEIRA et al., 2014). Da mesma forma, a IL-17A desempenha um papel importante no 

aumento da imunidade celular pró-inflamatória adaptativa, contribuindo para o recrutamento 

de neutrófilos (GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). 

Nossos resultados apoiam nossa hipótese original de que a saliva de Mg. migonei 

modula a resposta imune de camundongos BALB/c à infecção por L. (V.) braziliensis. O 

conhecimento adquirido neste trabalho abrirá caminho para novos estudos para melhor 

compreender a relação entre picadas de flebotomíneos e o risco de desenvolvimento de LC, 

particularmente em áreas onde Mg. migonei está envolvido na transmissão. 
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10 CONCLUSÕES 

 

Nossos achados sugerem que a saliva de Mg. migonei não altera significativamente a 

expressão clínica da infecção por L. (V.) braziliensis em camundongos BALB/c, mas 

contribui para modular sua resposta imune. Mesmo considerando o aumento de algumas 

citocinas inflamatórias sob diferentes estímulos e tempos, as células esplênicas do BALB/c 

previamente sensibilizadas com SGH tiveram aumentos menos expressivos, indicando que a 

saliva de Mg. migonei tem um efeito regulatório na resposta imune adaptativa à infecção por 

L. (V.) braziliensis. Outros estudos funcionais seriam valiosos para comparar as propriedades 

imunogênicas da saliva de diferentes espécies de flebotomíneos e para verificar se a saliva de  

Mg. migonei pode desempenhar um papel significativo na resolução de lesões de L. (V.) 

braziliensis em camundongos BALB/c. 
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